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Abstrakt

Organismus je chranén nékolika zpUsoby. Mezi nespecifickou obrannou
funkci patfi fagocytéza. Dulezita Cast pfi fagocytéze se nazyva chemotaxe. Ta
je ovlivhiovana chemokiny. Zname 52 riznych chemokinu a 20 jejich receptoru.
Chemokiny se déli do Ctyf skupin. LiSi se strukturné a funkéné. Hraji roli pfi
aktivaci leukocytll u zanétd, pfi zrani bunék a homeostaze. Chemokiny jsou

nalézany u rznych onemocnéni.
Summary

Organism is protected by many ways. Phagocytosis belongs aminy
a nonspecific defensive function. Important part of phagocytosis is called
chemotaxis. It is influenced by chemokines. We know 52 different chemokines
and 20 their receptors. Chemokines are divided into four groups. They differ
structurally and functionally. Chemokines play a role in activation of leukocytes
in inflammation, in maturitation of cells and homeostasis. Chemokines are found

in various diseases.
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1. Uvod a zadani bakalarské prace

Lidsky organismus odolava faktordm z vnéjSiho i vnitfniho prostiedi a je
chranén nékolika zpusoby. Ma k dispozici bunénou a protilatkovou obranu,
které zajiStuje imunitni systém. Imunitni déje délime na specifické
a nespecifické. Mezi specifické obranné funkce fadime reakci antigenu
s protilatkou a mezi nespecifické déje fagocytozu. Pfi fagocytdze je prvni krok
chemotaxe, kterou podporuji chemoatraktanty. Chemoatraktanty neboli
chemokiny jsou dulezité pro zahajeni obranych funkci jako je zanét. Zanét je
obranny mechanizmus epiteld. Organismus se sklada z nékolika druhu epitelu.
V této praci bych se chtéla zaméfit na chemokiny epitelovych bunék jako

na celek a postupné se vénovat dulezitym bodum, které se této prace tykaji.



2. Teoreticka cast

2.1. Sliznice

Sliznice poskytuje ochranu pfed Skodlivymi vlivy vnéjSiho prostfedi. Sklada
se z povrchového epitelu, sliznicniho vaziva a ze svalové vrstvy sliznice, ktera
nemusi byt vzdy pfitomna. Pro kazdou organovou soustavu je typicky
specializovany epitel (web wikipedie.cz)

Mikroprostfedi sliznic umoznuje diferenciaci lymfocytl. Slizni¢ni a kozni
lymfocyty ovliviiuji svymi produkty funkci epitelialnich bunék. Epitelialni buriky
zase mohou expresi MHC gp Il (Major histocompatibility komplex glykoprotein
II) fungovat jako bunky prezentujici antigen a produkci cytokini ovliviiovat
imunokompetentni bunky. Slizni€¢ni imunitni systém tvofi hlavné mukdzni
lymfaticky systém MALT (mucosal-associated lymphoid tissue), jako je lamina
propria a Payerovy plaky ve stfevé oznaCovany jako GALT (gut-associated
lymphoid tissue) a BALT (bronchial-associated lymphoid tissue), ktery tvofi
Waldeyeruv okruh nebo lymfoidni tkan spojenou s priduskami (Ferencik,
Rovensky 2005).

Epitelialni buriky tvofi bilkovinu zvanou sekreCni komponenta (zbytek
transportnino Fc - receptoru). Tato bilkovina se pod povrchem sliznice vaze
s IgA (imunoglobulin A) a prochazi transcytézou na povrch sliznice a uvolfiuje
se. IgA ma schopnost vazat se na mikroby a brani jim v adhezi na slizniéni
povrch. Vyznamny faktor protiinfekCni rezistence predstavuje sekreéni IgA.
Plazmatické buriky ho produkuji jako dimery, které jsou spojené J fetézcem.
Sekre¢ni komponenta muze byt pfipojena i kIgM (Jilek 2002, Hofrejsi,
Bartinikova 2005), jeji funkci je ochrana imunoglobulinové molekuly pfed

Gginkem protedz (Stfiz 2012).



2.1.1. Struktura slizniéniho a kozniho imunitniho systému
2.1.1.1. Kozni imunitni systém

Klze je sloZzena z pokozky (epidermis) a ze Skary (dermis) (Paulsen 2004).
Epidermis je tvofena keratinocyty s rozptylenymi intraepitelialnimi T lymfocyty,
dendritickymi burikami (Langerhansovy bunky) a melanocyty. Keratinocyty
secernuji IL - 1(interleukin 1), IL - 6, IL - 10, TGF - B, TNF a mohou exprimovat
MHC gpll (Masopust, Prasa 2003).

Dermis je slozena fibroblastl, ze Zlazek, vaskularniho fecist€¢ a malého

mnozstvi T lymfocytld (pamétové T buriky) a mastocytu.
2.1.1.2. Slizni€ni imunitni systém

Tésné pod slizniéni vrstvou se nachazi lymfoidni folikuly slozené zB a T
lymfocytl, neutrofill, makrofagu, eozinofild a Zirnych bunék. Vyrazné nakupeni
lymfoidni folikuld je napfiklad v patrovych a nosnich mandlich, apendixu,
lymfatickych uzlinach a Peyerovych placich.

Lymfatické uzliny jsou rozdéleny na kuru a dfen. Kldra obsahuje Cetné
lymfatické folikuly, které jsou slozeny z reakéniho centra a periferie. Na periferii
se vyskytuji B lymfocyty. V reakénim centru se nachazi aktivované lymfocyty,
mikrofagy a dendritické buriky. Toto slozeni ma tzv. sekundarni folikul. Primarni
folikul nema reakéni centrum a obsahuje hlavné malé lymfocyty (pamétové).
Mezi dfeni a klrou jsou ulozené Cetné T lymfocyty. Dfef obsahuje hlavné B
lymfocyty, plazmatické bunky a dendritické burnky (Jelinek, Dostal web
old.if3.cuni.cz).

Tonzily jsou vlastné folikuly s reakénimi centry. Obsahuji tedy pfevazné B
lymfocyty a granulocyty. Interfolikularné se nachazi T lymfocyty (Jelinek, Dostal
web old.if3.cuni.cz).

Folikuly v Paeyerovych placich maji stejné sloZeni jako uzliny. Epitélie, které
jsou okolo téchto folikult, nazyvame M - buniky. M - bunky zajiStuji transport
antigenu a jsou v blizkém vztahu k lymfocytim a APC (bufka prezentujici
antigen) (Hofejsi, Bartunkova 2005).

Pfi poruSeni nebo infekci tkané dochazi k uvolhovani tkanovych i
bakterialnich pusobkl. Na povrchu endotelu jsou adhezni molekuly schopné
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docCasné k sobé poutat bunky s ligandy. Zachycuji se zejména fagocyty, které
jsou smeéfovany chemotaktickym podmétem do mista poSkozeni. K jejich
cilovym objektim jsou pfitahovany po koncentraénim spadu neboli ve sméru
chemotaktického gradientu. VSe tedy zacCina u chemotaxe, kterou spousti
chemoatraktaty (Jilek 2002).

2.1.1. Chemoatraktanty

Molekuly, které maji moznost pfilakat nebo odpudit fagocyty, se nazyvaji
chemoatraktanty. Pasobi tedy pozitivné nebo negativné. Podle mista vzniku se
déli na endo - a exogenni chemoatraktanty (Jilek 2002).

EXOGENNI jsou souéasti stén bakterii a produkty rozpadlych st&n bunék,
napf. endotoxiny G*, G bakterii, chemotaktické peptidy z bakterialnich proteint
(Jilek 2002).

ENDOGENNI jsou latky vznikajici pfi aktivaci komplementového (C5a),

kininového, plasminového systému napf. pfi degradaci kyseliny arachidonové
(leukotrien B4), pfi aktivaci zirnych bunék a pfi vyliti obsahu lysozomalnich
enzymu, pfi aktivaci samotnych fagocytl, monocytu a desticek, které produkuji
pFislusné cytokiny; T lymfocytd, z histiocytu (Jilek 2002).

Chemotaktické latky vznikaji pfimo z bunék nebo nepfimo pusobenim
bunéfnych enzymd na mimobunééné substraty (pf. lysozomalni protézy,
trypsin, plasmin) (Jilek 2002).

Pro v8echny tyto latky maji fagocyty na svém povrchu pfislusné receptory.
Stimulace téchto receptoru vede nejen k chemotaxi, ale i zaroven k aktivaci
fagocytdzy a naslednych déju. Fagocyty se v tkani aktivné pohybuji k mistu
zanétu tak, ze secernuji hydrolytické enzymy, které Castecné stépi molekuly
mezibunécné hmoty a posunuji se pomoci adhezivnich molekul interagujicich
s molekulami mezibunécné hmoty (b1 integriny, které rozeznavaiji fibronektin,
vitronektin, kolagen aj.). Pohyb umoziuje mikrobunécny systém kontraktilnich
vlaken obsahujici zejména aktin a tubulin (mikrofilamenta, mikrotubuly) (Hofejsi,
BartGrikova 2005).



2.2. Bunécéna signalizace

Je to souhrn vSech prostfedkd, které pouzivaji bunky ke vzajemné
komunikaci. Jedna bunka vytvofi signal a druha burika tento signal
prostfednictvim receptoru pfijme. Signalnimi molekulami mohou byt napfiklad
hormony, cytokiny, neurotransmitery a také rlstové faktory. Receptor navaze
urcCity ligand z okoli a obvykle na druhé strané spusti tzv. signalizaCni kaskadu.
Jedna se o fadu proenzymd, z nichz kazdy je aktivovan tim pFfedchazejicim.
Umoznuje to amplifikaci signalu v celém prostoru buriky (Masopust, Prisa
2003).

Zaklad intercelularni vazby jsou bunééné adhezivni molekuly (CAM). Jsou to
bilkoviny, které jsou soucasti membran. Krealizaci vazby potfebuji ionty
vapenaté a hofecnaté (Dylevsky 2007).

Komunikaci mezi burikami zname mezibunécnou a nitrobunécnou.
Mezibunécné komunikace zname ftfi typy - autokrinni, parakrinni, endokrinni.
Nitrobunééna komunikace je pfenaseni signalu pomoci kaskady protein
a malych molekul v ramci bunky (Handrkova, web cellula.wz.cz). Na konci této
kaskady nasleduiji:

» konformacéni zmény

» ovlivnéni aktivity enzym

» zmeéna koncentrace urcitych signalnich molekul
>

zména jejich lokalizace v burice

2.2.1. Adhezivni molekuly

Adheze bunék je podminéna ucasti adhezivnich proteind. Jde
o rtznorodou skupinu proteint, které tvofi i specifické receptory na povrchu
bunék (web wikiskripta.eu).

Adhezivni molekuly maji sekvenci arginin — glycin — aspartat. Ta je
nezbytna pro adhezi bunék k extracelularni matrix. Podle struktury je délime na
selektiny, integriny, kadheriny a adheziny imunoglobulinové rodiny (Masopust,
Prisa 2003).



2.2.1.1. Selektiny

Selektiny se vazi na sacharidy. P - selektin se vyskytuje na desti¢kach,
E - selektin na endotéliich a L — selektin na leukocytech. VSechny slouzi
k adhezi leukocytl (Masopust, Prusa 2003). Maji dulezitou ulohu pfi poranéni

a zanétu (Necas 2007).
2.2.1.2. Integriny

Integriny jsou hlavnimi mediatory adheze mezi burikami a extracelularni matrix.
Skladaji se z jednoho Ffetézce a a jednoho fetézce B. Tvofi tak heterodimer

a maji mnoho variant fetézct (Necas 2007).
2.2.1.3. Adheziny imunoglobulinové rodiny

Adheziny imunoglobulinové rodiny obsahuji alespon jednu Ig doménu. Je jich
vice nez 70 a mohou se vazat mezi sebou (Masopust, Prisa 2003).

Slouzi k usmérfiovani distribuce leukocytl jejich zachycenim v cirkulaci
endoteliemi (Necas 2007).

PECAM — 1(Platelet — Endothelial Cell Adhesion Molecule) se nachazi

na endotelu a zastavuje pohyb leukocytl (Masopust, Prisa 2003). Také se
vyskytuje na krevnich destickach a nékterych leukocytech (Necas 2007).

ICAM — 1 (InterCellular Adhesion Molecule) je protein vazajici se s integrity

a vyskytuje se na endotelovych burikach a imunitnich burikach (leukocyty

a monocyty) (Masopust, Prusa 2003).

VCAM - 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) zprostfedkovava adhezi
lymfocytl, monocytl, eozinofili a bazofild k cévnimu endotelu (Masopust,
Prisa 2003).

MadCAM naviguje lymfocyty k navratu do tkani (Masopust, Prasa 2003).

NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) je pfitomna na neuronech (Necas
2007).

2.2.1.4. Kadheriny

Kadheriny jsou dulezité pro diferenciaci bunék. Jsou tvofeny

Ca — dependentnimi adheznimi molekulami, které zprostfedkovavaji adhezi
bunka — burika. Ma — li bufika migrovat, musi ztratit vSechny kadheriny
(Masopust, Prusa 2003).



2.2.2. Bunécéné typy receptoru:

Receptor je bilkovina umisténa na cytoplazmatické membrané nebo

v cytoplazmé ¢&i bunécném jadre, ktera se vaze na specificky ligand. Spousti
buné¢nou odpovéd vazbou na ligand. Existuji rizné typy receptort, podle jejich
funkci a ligandu.

» GPCR = Receptory sprazené s G proteiny

» RTK = Tyrosinkinasove receptory

» Cytokinové receptory

» Receptory spojené s jinou enzymatickou aktivitou

(Handrkova, web cellula.wz.cz)
2.2.3. Receptory sprazené s G proteiny

Jsou nejsirSi skupinou povrchovych receptord. Zname Sest rodin, které se
oznacuji A az F. Rodiny A, B, C jsou hlavni a bézné v lidském organismu.
Rodiny D a E nemaji vétsi vyznam a rodina F je ve vyzkumu (Littmar 2011).

Receptory spfazené s G proteiny maji sekundarni strukturu
7 - transmembranovych a - helixd. Navazani ligandu vyvola rozsahlé
konformacéni zmény (C - koncové) domény receptoru, které umozni navazani G
proteinu (Handrkova, web cellula.wz.cz).

G proteiny se skladaji ze tfi podjednotek, oznaCovanych a, B a V.
Podjednotka a vaze nukleotid guanin a tim reguluje aktivitu G proteinu.

V klidovém stavu je vazana a podjednotka s GDP (guanindifosfat)

v komplexu s B a y podjednotkou. Konformacni zmény cytoplasmatické domény
receptoru vyvolaji snizeni afinity G proteinu ke GDP a dojde k jeho uvolnéni

a vyméné za GTP (guanintrifosfat). Aktivovana a podjednotka s navazanym
GTP se oddéli od B y komplexu (Masopust, Priisa 2003).

Aktivni a podjednotka aktivuje druhého posla (cAMP, cGMP). Prenosu
signalu se dale ucastni jak a tak B y podjednotka. Po hydrolyze navazaného
GTP na GDP dojde k ukonCeni aktivity. Neaktivni a podjednotka opét asociuje
s B y (Masopust, Prasa 2003).



Sav¢i genom koduje alespon 23 ruznych a, 5 B a 11 y podjednotek. Diky této
multiplicité je znama fada rldznych G proteinli asociujicich s riznymi receptory,

vedou tak k oddélenym bunécnym odpovédim (Handrkova, web cellula.wz.cz).

2.2.4. Tyrosinkinazové receptory

Tyrosinkinasy (PTK) jsou enzymy, které katalyzuji fosforylaci tyrosinovych
zbytku. Déli se na dvé tfidy. Prvni je celularni (non - receptorova) a druha je
receptorova tfida (Masopust, Prisa 2003).

PTK jsou typy bunéénych receptoru, které jsou pfimo spojené s enzymy
uvnitf bunky. ATP se vaze do Stérbiny mezi laloky a ta ¢ast substratu, ktera
obsahuje tyrosin, interaguje s C - koncovou doménou kinazy. Vazbu substratu
posiluji i dalSi, méné specifické interakce. VétSina PTK se vyskytuje v malo
aktivnim stavu diky fadé autoregulaénich mechanism, které udrzuji enzym
v uzaviené konformaci. Po navazani ligandu fosforyluji své substratové
bilkoviny na tyrosinovych zbytcich. Vazbou ligandu na vnéjsi strané membrany
dojde ke konformaé&nim zménam receptoru, které indukuji dimerizaci receptoru
a nasledné aktivaci kinasové domény. Kinasova cast receptoru ma velikost asi
300 zbytku, sklada se ze dvou domén. Ta se dale katalyzuje fosforylaci
kliCovych aminokyselinovych zbytk( substratu a nasledné vede k fosforylaci
jeho cilovych proteint. Tyto proteiny pfrenasi signal dal (Handrkova, web

cellula.wz.cz).

2.2.5. Cytokinové receptory

Tato skupina receptor zahrnuje receptory pro vétSinu cytokina (pf¥. IL — 2

a erythropoetin) a pro nékteré peptidové hormony (rGstovy hormon).
Receptorova Cast se sklada z N - koncové extracelularni domény, ktera vaze
ligand, a dale jednoho a - helixu prochazejiciho membranou a cytosolické

C - koncové domény. Doména C postrada vlastni katalytickou aktivitu, ale vaze
tyrosinkinasy. Tyto kinasy se aktivuji az poté, co se navaze ligand

na extracelularni doménu receptoru a vyvold zménu v uspofadani receptoru.
Prvnim krokem je dimerisace receptoru. Tyrosinkinasy obou molekul receptort

se k sobé priblizi a pak dojde k jejich vzajemné fosforylaci a aktivaci. Poté
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fosforyluji receptor samotny a vytvofi tak vazebna mista pro SH2 domény (Scr
homology 2 domain) dalSich signalnich molekul. Struktura aminokyselin kazdé
domény urcuje specifitu vazby. Scr je zkratka pro gen a stejnojmenny protein
tyrozinkinazovy receptor (Handrkova, web cellula.wz.cz).

Kinasy, které jsou spojeny s cytokinovymi receptory, patfi do JAK (Janus
Kinase) skupiny. Po navazani na aktivni receptory tyto kinasy fosforyluji
skupinu transkrip&nich faktorl STAT (Stat Transducers and Activators
of Transcription), které se vazou pfes SH2 doménu (Handrkova, web
cellula.wz.cz).

DalSi skupina kinas patfi mezi SFK (coz je skupina Src a asi 8 podobnych
proteinl) a slouzi napf. k signalizaci od antigennich receptord T a B lymfocytl
a od integrint (mezibunétné kontakty, extracelularni matrix) (Handrkova, web
cellula.wz.cz).

Mame Ctyfi skupiny cytokinovych receptora:

» Nadrodina IL receptoru

» TrFida | (pro hematopoetiny)

» Trida Il (pro interferony)

» Nadrodina TNF receptort (Masopust, Prasa 2003)

2.2.6. Receptory spojené s jinou enzymatickou aktivitou

VétsSina receptord s enzymatickou aktivitou stimuluje fosforylaci cilovych
proteind na tyrozinech. Vyskytuji se ale i jiné typy: tyrosinfosfatasy (PTP),
treoninkinasy a guanylylcyklasy. PTP katalyzuji hydrolyzu fosfotyrosinovych
zbytku a funguiji jako ,protivaha“ k tyrosinkinasam. V mnoha pfipadech funguji
jako negativni regulatory signalnich cest. Ukoncuji pfenos informace
zprostfedkovany proteiny obsahujicimi fosfotyrosin. Existuji i vyjimky, kde
dochazi prostfednictvim defosforylace k pozitivni regulaci, napf. u receptoru CD

45 na povrchu T a B lymfocytt (Handrkova, web cellula.wz.cz).


http://cellula.wz.cz/x_pkfob.html
http://cellula.wz.cz/src.html

2.3. Cytokiny a jejich signalni drahy

Cytokin je oznaceni pro skupinu signalnich protein(, které se u€astni imunitni
odpovédi. Jsou burfikami imunitniho systému produkovany (web wikipedia.cz),
ale tvofi je i buriky mimo klasicky ramec imunitniho systému (endotel,
fibroblasty, epitel) (Stfiz 2012).

Zname jejich signaliza¢ni kaskady s modelovymi receptory pro vytokan
M-CSF (CSF-1), Fc - receptory, TCR a BCR. Velmi dulezity prvek pro spusténi
signalizace je tzv. signalizaCni membranova mikrodoména. Jsou to malé
ostrivky v membrané, které se lisi lipidovym slozenim od ostatnich membran.
Jejich soucasti jsou transmembranové adaptorové proteiny (LAT a PAG).

V mikrodoménach je soustfedéna vétSina molekul dulezitych pro zahajeni
imunoreceptorové signalizace. Imunoreceptory jsou asociovany s kinazami
pro rozeznani ligandu, agregaci a fazi se signalizanimi mikrodoménou
(Handrkova, web cellula.wz.cz).

Podle aminokyseliny, ktera pfijima signal, je délime:

» Serin/threonin kinasy
» Tyrozin kinasy
» Histidin kinasy

» Aspartat nebo glutamat minusy

2.4. Nespecitické imunitni rozpoznani:

Nespecifické imunitni mechanismy tvofi hlavné fagocyty, dendritické buriky
a mastocyty (neboli Zirné buriky), bazofilni granulocyty.

Mezi fagocyty patfi eozifilni a neutrofilni granulocyty, monocyty a makrofagy.
Fagocyty se uchycuji na endoteliich diky adhezivnim molekulam. Uplatriuji se
zde lektiny a pfi zanétlivém signalu také leukocytarni integriny. Vazi se
na povrchovy glykoprotein endotelialnich bunék ICAM - 1.

Monocyty a eozinofily adheruji na cévni sténu prostfednictvim 1 - integrind
a jejich partnerem je na endotelech molekula VCAM - 1. Interakce jsou
zprostfedkované mezi povrchovymi lektiny. Mezi témito povrchovymi lektiny

jsou nejznaméjsSi  manndzovy receptor, galaktézovy receptor a receptory
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skupiny TLR( toll - like receptor). Aktivaci téchto receptorld spousti expresi
zanétlivych cytokinl a nékterych adhezivnich a kostimulaénich receptort

na povrchu APC. Znamé jsou cytoplazmatické receptory Nod, které aktivuji
podobné drahy jako receptory TLR.

Dendritické bunky jsou schopné fagocytozy cizorodych ¢astic v krvi a v tkani.
Existuji dva zakladni typy téchto bunék, kdy se déli podle svého puvodu
na myeloidni a lymfoidni.

Tzv. myeloidni dendritické bunky jsou nejdulezitéjsi pro bunky predkladajici
antigen. Maji nezralou a zralou formu. Nezralé formy nachazime hlavné
na rozhrani organismu a okolniho prostfedi. Nejvice je jich v kizi, ve sliznici
dychaciho a traviciho traktu. Cestuji mezi lymfou a krvi. Aktivaci nezralych
bunék vznikaji zralé dendritické bunky. Ty se pfesunuji do lymfatickych uzlin
a sekundarnich lymfatickych organu. Ztraceji tak schopnost fagocytovat a méni
se na ucinné APC. Dendritické buriky dosahnou zralosti za 48 hodin a proces je
nevratny.

Plasmacytoidni dendritické buriky jsou ovliviovany IL - 4 a GM - CSF.
Exprimuji vétSinu TLR a hlavné stimuluji ve zralém stadiu specifické
T lymfocyty.

Mastocyty jsou podobné bazofilim. Zname je ve formé pojivové a slizni¢ni.
Maji hlavné obranou funkci proti parazitarnim infekcim. Zabezpeduji
fyziologické funkce sliznic. Jejich charakteristickym receptorem je Fc - receptor
pro IgE (FceRI). Navazanim IgE na tento receptor dochazi k jejich degranulaci.
DalSi receptor je Fc - receptor pro IgG nebo pro komplementovy fragment C5a,

pres ktery Ize také degranulovat mastocyty.
2.4.1. Nespecifické imunitni rozpoznavani na epitelialni bariére

Jednim ze slozitych Ukold imunitniho systému je zajiStovat rovnovahu
mezi povrchem bariéry pfed patogeny na jedné strané a vytvarenim
prospésného vztahu s komenzalnimi bakteriemi na strané druhé. Predpoklada
se, Zze oba procesy na zaCatku vyzaduji mechanismus detekce mikroba
nespecifickym imunitnim systémem. Mechanismy nespecifické detekce zahrnuji
rozpoznani specifickych molekulovych znakd mikroorganismd (MAMP) rdznymi
rodinami molekul pro rozpoznani vzord (PRM) kédovanych v zarodecnych
bunikach. Tyto buriky disponuji potencialem pro regulaci exprese mediatoru,
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které fidi prvni reakce hostitele a imunitni odpovéd na specificky antigen.
Nespecifické imunitni rozpoznavani se zaméfuje na rozpoznavani patogent
prostfednictvim molekul PRM specializovanymi burikami APC jako jsou
dendritické burnky. Rozpoznavani MAMP - PRM a prezentace antigenu bylo
navrzeno k vytvofeni centralni platformy pro integraci antigenové specificity
a signalt odvozenych od mikroorganismua pro spusténi imunitni odpovédi T a B
lymfocytd. Primarni buné&nou bariéru tvofi epitelialni bunky vystylajici
respiracni, gastrointestinalni a urogenitalni sliznice. Epitelialni bunky maji
umisténi na zahajeni vnéjSiho a vnitfniho prostfedi. Jsou tedy primarnimi
kandidaty pro zorganizovani imunitni odpovédi. Epitelialni bunky disponuji
mechanismy pro detekci mikroba a obsahuji pevné regulovanou a specificky
lokalizovanou sadu molekul PRM ajeji signalni komponenty ipfimé
antimikrobialni efektorové molekuly. Vybaveni nespecifického imunitniho
rozpoznavani u specifickych druh bunék jim umozriuje reagovat

na mikroorganismy, atim inicializovat prvni kroky interakce patogenu
s hostitelem. Rozpoznavani mikroba bariérou epitelialnich bunék je nedilnou
soucasti prvotni reakce hostitele. Epitelialni bariéra ovliviuje vyvoj imunity

na specificky antigen. Typ imunitni odpovédi vyvolané hostitelem vyrazné zavisi
na povaze odpovédi definované mikroprostiedim mistni tkané (Fritz, Bourhis
2007).

Strevni bakterialni fléra je hlavnim stimulem pro rozvoj slizni¢niho imunitniho
systému. Mechanismy detekce mikroba nespecifickym imunitnim systémem
prispivaji k vytvareni slizniCnich lymfatickych tkani i k udrzovani bariérové
integrity, coz zahrnuje modulaci rustu bunék a obnovy tkané, nespecifickou
zanétlivou odpovéd, expresi antimikrobialnich peptidd a indukci specifické
imunitni odpovédi (Fritz, Bourhis 2007).

Nedostatek zakladni signalizace Toll - like receptord (TLR) Fizené
komenzalni florou ma za nasledek naruSeni integrity epitelialni bariéry, coz

postupné vede ke zvySené intestinalni epitelialni nachylnosti organismu.
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2.4.2. Vliv nespecifického imunitniho rozpoznavani na specifickou

imunitu

Mikrobialni stimulace epitelialnich bunék reguluje reakci B lymfocytu
ve sliznici, ¢imz pfispiva ke spusténi imunitni odpovédi na specificky antigen.
Nespecifické imunitni rozpoznani bunkami bariéry navic urCuje funkeni
vlastnosti makrofagu a dendritickych bunék v tkanich, pfi€emz Fidi imunitu

na specificky antigen (Fritz, Bourhis 2007).
2.4.3. Predkladani antigenu

Mechanismy mezi epitelialnimi a dendritickymi bufikami jsou aktivhé zahrnuty
do absorpce antigenu na sliznicich. Bylo popsano nékolik raznych zpusobu
absorpce antigenu na téchto bariérach:

» Peyerovy platy pokryté intestinalni epitelialni vrstvou obsahuji M
buriky, které transportuji antigeny skrze buriku pfimo z bunécné dutiny
do spodniho podslizniéniho vaziva

» neékteré slizniéni epitely na apikalni a bazolateralni strané disponuiji
neonatalnim Fc receptorem (FcRn), ktery zprostfedkovava
oboustranny transepitalni transport imunnich komplexd IgG nebo
antigenu s IgG

» dendritické burfiky mohou zpracovat antigeny z apoptickych bunék IEC

pfi klidovém stavu a po infekci (Holgate 2007).
2.4.4. Regulace imunitni odpovédi TH

Lymfocyty délime na T a B. T lymfocyty se dale déli na subpopulace Th
(pomocné, CD4+) a Tc (cytotoxické, CD 8+). V pfipadé Th bunék dochazi jesté
k funkéni diferenciaci na Th1,Th2 aTh17 (Stfiz 2012). Tyto subpopulace maji
jiné biologické pUsobeni a produkuji i jiné cytokiny. TH1 podporuji €innost
monocytli, makrofagu, CTL a NK. TH2 podporuji protilatkovou odpovéd.
Existuje mezi nimi antagonismus - navzajem se tlumi (Jilek 2002). Relativhé
nedavno popsané Th17 bunky souvisi s neutrofiinim zanétem u chronickych
chorob(Stfiz,2012).
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2.4.5. Regulace TH1 odpovédi

Nespecifické imunitni rozpoznavani bariérovymi burikami je dalezité

pro vykonavani antigen specifickych TH1 imunitnich odpovédi.

Mediatory uvolnéné bunikami bariéry pfi nespecifickych imunitnich reakci
podminuji dendritické bunky ve prospéch iniciace TH2 odpovédi. TLR4 exprese
v useku je dostacujici pro indukci lokalniho a systémového zanétu. Exprese
molekul PRM v bariérovych burnikach neni dostacujici pro indukci exprese
kostimulacnich molekul a plnou aktivaci dendritickych bunék. Zanétlive
mediatory nejsou dostalujici pro plnou aktivaci dendritickych bunék a pfipravu
TH1 imunity. Kombinaci nespecifického imunitniho rozpoznavani epitelialnich
a dendritickych bunék urcuje, zda hostitel zvysi TH1 a pfipadné TH17 imunitu
na dany mikroorganismus. Patogen, ktery pfekroCi povrch bariéry nebo
komenzal, kterému je umozZnén pristup do podslizni¢niho vaziva v pfipadé
epitelialniho poskozeni se setkaji s epitelialnimi bunkami, nasleduje aktivace
nékterych molekul PRM, v&etné Toll - like receptorl a Nod - like receptoru.
Dochazi k sekreci prozanétlivych cytokind a chemokinl, které maji pfisun
monocytl, které diferencuji dendritickych bunék v misté infekce. Tyto nové
dendritické buriky, které jesté nebyly diferencované, a tkanové dendritické
burfiky snimaji dva signaly: molekulové znaky mikroorganismu (MAMP)
a indukované signaly z bunék. Pozitivni i negativni spoluprace mezi Toll - like
receptory a Nod - like receptory nebo dalSimi molekulami PRM i pusobeni
mediatorl odvozenych od APC bunék a stromalnich bunék tak reguluje

rovnovahu pro indukci TH1 a TH17 imunity (Holgate 2007).

2.4.6. Regulace imunitni odpovédi TH2

Faktory z epitelialnich bunék ovliviiuji sliznicni dendritické buriky. Bunky
podskupiny CD11b+ vylucuji cytokiny jako IL - 10 a TGF - B v odpovédi

na mikrobialni stimuly a stimuly T Ilymfocytd, &imz zahajuji diferenciaci
imunitnich odpovédi TH2 a TH3 bunék. Sleziné dendritické buriky za stejnych
podminek vylu€uji TH1 polarizacni faktory napf. IL - 12. Podobné aktivovany

jsou stfevni makrofagy. Jsou funkéné odliSné od makrofagl v krvi nebo
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lymfatickych tkanich. Tkanové specifické vlastnosti slizni€nich dendritickych
bunék a makrofagl vznikaji pusobenim faktorl odvozenych z bariérovych
bunék. Stromalni faktory, zejména TGF - B, dodavaji krevnim monocytim
podobny ,nezanétlivy“ stav, pfi€emz indukuji down regulaci nespecifickych
receptorl a uvolnéni cytokinid. Pusobenim dendritickych bunék vzniklych
z monocytu a epitelialnich bunék eliminuje schopnost téchto bunék produkovat
IL - 12 a pfipravu T lymfocytl pro TH1 aktivaci v reakci na mikrobialni stimuly.
Naproti tomu epitelialni buniky dodavaji dendritickym burfikdm odvozenych
z monocytd schopnost produkovat velké mnozstvi IL - 10 a polarizovat TH2
odpovédi, coz Ize alespon z Casti pfisuzovat uvolnéni thymického stromalniho
lymfopoetinu (TSLP), cytokinu derivovaného z epitelialnich bunék (Holgate
2007).

2.5. Chemokiny

Chemokiny patfi do skupiny cytokini a jejich molekulova hmotnost je
zpravidla pod 10 kDa. Jejich zakladni funkci je regulace pohybu riznych bunék
a maji Casto i prozanétlivé ucinky. Maji také vliv na angiogenezi a proliferaci
hemopoetickych prekurzord a produkci extracelularni matrix. Chemokiny jsou
produkovany vSemi jadernymi bunikami a nékteré chemokiny potfebuji stimulaci
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Vazbou chemokinu na receptor leukocytu dochazi ke zméné morfologie
buriky. Dochazi k polymeraci aktinu a vytvoreni vybé&zkl na povrchu &imz je
umoznén pohyb leukocytu. Téz je indukovana aktivace integrini a nasledné
leukocyt adheruje k endotelu cévni stény (Nouza 1998, web zdrava-rodina.cz).

Maji dvé zakladni vlastnosti - Cetnost a variabilita. Genova mapa obsahuje
non-alelické isoformy, velky pocet polymorfismU a klasickych alelickych variaci.
Systém chemokinl je zakladem pro koordinaci, regulaci a pfesného vykonu
typu imunitni odpovédi (Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Bylo zatim identifikovano 52 chemokint a 20 receptoru.
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2.5.1. Stavba a funkce chemokint:

Chemokiny jsou Casto tvofeny z pro - peptidd. Skladaji se z N - terminalni
oblasti, ktera je spojena cysteinovymi vazbami, jadro je ze tfi B — listd
a C - terminalniho a - helixu. Maji G - protein, kterym mohou pfenaset signal
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Chemokiny rozdélujeme podle funkce na prozanétlivé a homeostaticke.
Homeostatické chemokiny jsou produkovany bez stimulace bunék. Nékteré take
ovliviiuji tvorbu nové cévy, nebo poskytuji specifické signaly pro bunééné zrani.
Prozanétlivé chemokiny produkovany pfitahuji lymfocyty, monocyty, neutrofily
do mista, které je poSkozeno (Masopust, web stefajir.cz).

Leukocyty maiji vétSinou nékolik receptorl pro vice chemokinu. Maji
pleiotropii Uc€inky a vzajemné se prekryvaji funkci. Tento systém je velmi ucinny.
Pokud je jeden chemokin nebo receptor defektni, je nahrazen alternativni
skupinou, ktera udrzi jeho biologickou funkci. Jeden chemokin tedy muze
pusobit na rGizné buriky a jedna burnka reaguje s vice chemokiny. Tvorba
chemokini ma prostorovou a €asovou kontrolu. Diky klamnym receptorlim
DARC,D6 a CCX - CKR je zajiStovana regulace hladiny chemokinl. Klamné
receptory jsou definované jako proteiny vazajici ligandy na povrchu bunék.
Maji vysokou afinitu a specifitu k chemokinim, ale nejsou schopny indukovat
signalizaci. Chemokiny se vazou na glykosaminoglykany (GAG), které jsou
volné ale i na povrchu bunky a v extracelularni matrix. To usnadnuje tvorbu
gradientu chemokinli a zvySuje se jejich koncentraci v misté produkce.
Selektivnim navazanim urcitych chemokinu k riznym typam GAG spojenych
s receptory, mize poskytnout dalSi stupen specifity a kontroly migrace bunék
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

2.5.2. Genové polymorfismy chemokint

Chemokinové geny jsou pravdépodobné z nejvice polymorfnich sad genu
v imunitnim systému. Chemokinové polymorfismy mimofadné ovlivAuji imunitni
reakci. VétSina objevenych jednonukleotidovych polymorfisma v chemokinovych
genech nebo jejich receptorech neni lokalizovana v kddovanych sekvencich,
v promotoru, intronech nebo neprekladanych oblastech 3' a mize postihnout

vSechny aspekty vyjadfeni genu a urovné mRNA. VétSina polymorfisma
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spojenych s onemocnénim v chemokinové rodiné postihuje jejich prozanétlivé
Cleny, coz potvrzuje, ze se jedna o geny pod silnéjSim vyvojovym tlakem
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

2.5.3. Rozdéleni chemokinu

Cleny rodiny chemokint Ize rozdélit do &ty skupin v zavislosti na vzdalenosti
jejich prvnich dvou N - terminalnich cysteinovych zbytk( od sebe.
1. CXC chemokiny
2. C chemokiny
3. CC chemokiny
4. CX3C chemokiny
Za oznacenim CC, CXC, CX3C a C nasleduji pismen L pro ligandy ¢i R
pro receptor a na konci je uvedeno €islo, které odpovida pofadi jeho objeveni.
Napf. chemokin v literatufe ¢asto oznaCovan jako stromal derived factor 1 je dle
klasifikace CXCL12 a jeho receptor je CXCRA4.

Klasifikace chemokinovych receptorl kopiruje déleni chemokinovych liganda.

2.5.3.1. CXC chemokiny

U téchto chemokinl jsou dva N - terminalni cysteiny od sebe oddéleny
jednou aminokyselinou, reprezentovanou v tomto nazvu "X". Jsou rozdéleny
do dvou kategorii. Prvni skupina je ELR — pozitivni, ktera ma specifickou
sekvenci aminokyselin (kyselina glutamova — leucin - arginin) pfed prvnim
cysteinem z CXC vzorce. Druha skupina ELR — negativni tuto sekvenci nemaji
(NON - ELR) (Colobran, Pujol-Borrell 2007).

Lidské CXC chemokiny zahrnuji 15 ligandd a 6 receptort. VétSina chemokinu
CXC jsou evoluéni mladé. CXCL12 (SDF - 1) a CXCL14 (BRAK) jsou dva
homeostatické chemokiny. Geny vSech CXC prozanétlivych chemokinl jsou
umistény ve 4. chromozomu a jsou organizované do dvou podskupin. Mame
podskupinu centromerickou a telomerickou (Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Centromericka podskupina obsahuje geny kodujici CXCL1 az CXCLS8
(systematické nazvy GROa, GROB, GROY, PF4, ENA - 78, GCP - 2, NAP -2
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a IL - 8). VSichni €lenové této skupiny mimo CXCL4 jsou ELR — pozitivni.
Podili se na neutrofilni chemotaxi pfes vazbu na CXCR1 a CXCR2, a také se
u nich prokazaly proangiogenni ucinky. Pfes jejich podobnosti ma kazdy
chemokin odlisné ucinky. Maji odliSné schopnosti vazat a aktivovat CXCR1
a CXCR2. Cetnosti ELR sekvenci v CXC chemokinech a jejich receptorech
mohou zasahovat do regulace, ktera umoziiuje kontrolu zanétu (Colobran,

Pujol - Borrell 2007).

Zcela odlisny od chemokint této skupiny je CXCL4. Je to antiangiogenni
ELR — negativni chemokin. CXCL4, ktery se hlavné naléza v krevnich
destickach, inhibuje proliferaci endotelialnich bunék, migraci a angiogenezi
bunék. CXCL4 je zavisly na vysoké afinité pro heparan sirany. CXCR3 — B
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Byly popsany nékteré zajimavé polymorfismy postihujici jak prozanétlivé,
tak homeostatické CXC ligandy. CXCL8 je prozanétlivy chemokin a je
potencialni chemoatraktant pro neutrofily, basofily a T lymfocyty. ZvySené
koncentrace CXCL8 byly zjistény v biologickych tekutinach u riznych akutnich
zanétlivych onemocnéni. Je jednim z charakteristickych znakd akutniho zanétu
s neutrofilovou infiltraci v zanétlivéem misté (Colobran, Pujol - Borrell 11. 2007).

Telomericka podskupina prozanétlivych chemokini CXC ve 4. chromozomu
zahrnuji ELR - negativni chemokiny. Jsou to CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP - 10)

a CXCL11 (I - TAC). Tyto tfi chemokiny se vazi k CXCR3 (CXCR3 - A

CXCR3 - B) a pfitahuji aktivované Th1 lymfocyty a NK bunky. Na rozdil

od ELR — pozitivnich chemokinl jsou tyto tfi chemokiny silnymi angiostatickymi
faktory. CXC chemokiny jsou jedine€nou skupinou cytokinl, které maji
schopnost se chovat opaénym zplsobem pfi regulaci angiogeneze
prostfednictvim ELR. Tyto rdzné €innosti mohou mit vliv na patogenezi riznych
zanétlivych onemocnéni. CXCL9, CXCL10 a CXCL11 jsou pfirozenymi ligandy
pro CCR3. Chemokiny, které pfitahuji Th1 burfiky pfes CXCR3 mohou soucasné
blokovat migraci Th2 bunék ve vazbé na CCR3 ligandy, ¢imz se zvysi
polarizace T lymfocyti. CXCR3 receptorova varianta CXCR3 - B (kromé
klasické podoby, CXCR3 - A) by mohla vysvétlit rozdilné funkce CXCLS9,
CXCL10 a CXCL11 na odliSnych bunéénych typech (Colobran, Pujol - Borrell
2007).

18



CXCL12 je jedinym chemokinem CXC, ktery vytvari izoformy alternativnim
sestfihem. Dvé hlavni formy CXCL12 (SDF - la a SDF - 1b) maji podobné
amimokyselinové sekvence. Obé izoformy se vyskytuji ve tkani, avSak SDF - 1la
MRNA byla narozdil od SDF - 1b zjisténa v mozku dospélého Clovéka. Obé
izoformy podléhaji riznym proteolytickym procesim, coz by mohlo vysvétlovat
funkéni rozdily. Byly zjiStény dalSi ctyfi izoformy SDF — 1 (CXCL12)
z alternativniho sestfihu (SDF - 1g, SDF - 1d, SDF - 1e a SDF - 1f) (Colobran,
Pujol - Borrell 11. 2007).

SDF - 1 je specificky pro prekurzory B lymfocytd a pro B lymfocyty a slouzi
k jejich udrzeni v mikroprostiedi kostni dfené. Je vhodny pro jejich rust
a diferenciaci (Nouza 1998, web zdrava-rodina.cz ).

CXCL13 je homeostaticky chemokin, ktery se nachazi v lymfoidnich
folikulech. Jedna se o unikatni ligand CXCR5, ktery vyznamnym zplUsobem
aktivuje B lymfocyty a navadi je ke spravnému umisténi v sekundarnich
lymfoidnich organech a pfi diferencovani B a T lymfocytd v lymfatickych
oblastech folikult (Colobran, Pujol - Borrell 2007).

2.5.3.2. C chemokiny

Druha skupina je znama jako chemokiny C (nebo y chemokiny). Na rozdil

od vSech ostatnich chemokind maji jen dva cysteiny, jeden N - terminalni
cystein a jeden cystein v fetézci. Tyto chemokiny pfitahuji prekurzort

T lymfocytu do brzliku. Lidské C chemokiny, které se nachazi v chromozomu 1,
maji jen dva vysoce kodované homologni geny XCL1 (lymphotactin - a) a XCL2
(lymphotactin - B). Tyto dva chemokiny se li§i pouze dvémi aminokyselinami
vazanymi na XCR1. Hlavni strukturalni rys XCL1 / 2 je chybéni dvou ze &tyr
cysteinovych zbytkd, které jsou charakteristické pro chemokiny a tudiz maji
pouze jednu disulfidickou vazbu. XCL1 / 2 jsou u€innymi chemoatraktanty

T lymfocytd a NK bunék, ale ne monocytl nebo neutrofild. Jsou hlavnimi

produkty aktivovanych CD8 + T lymfocytl (Colobran, Pujol - Borrell 2007).
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2.5.3.3. CC chemokiny

Chemokiny CC (nebo R - chemokiny) maji v fetézci dva sousedni cysteiny v
blizkosti jejich N konce. 27 rlznych ¢lent této podskupiny obsahuje Ctyfi
cysteiny (C4 - CC chemokiny), ale maly po€et chemokini CC ma i Sest cysteinu
(C6 - CC chemokiny) a maji tzv. CC chemokinové ligandy (CCL) -1 az -28. K
C6 - CC chemokinim patfi CCL1, CCL15, CCL21, CCL23 a CCL28 (Colobran,
Pujol - Borrell 2007).

CC chemokiny indukuji migraci monocytu a dalSich typu bunék, jako jsou
NK buriky a dendritické buriky.Chemokin CCL2 (MCP - 1) nuti monocyty opustit
krevni FeCisté a inicializuji je k pfeméné na tkanové makrofagy. CCL5
(RANTES) pfitahuje eozinofily, T lymfocyty a bazofily pomoci CCR5.

Az 14 ¢lent CC chemokinové podrodiny obsahuje polymorfismy asociované
S onemocnénimi a nejvice ovliviiuje prozanétlivé chemokiny. CCL2 (MCP - 1)
pfitahuje specificky monocyty a pamétové T lymfocyty a exprese v tkani je
nalezena v celé fadé onemocnéni charakterizovanych infiltraci
mononuklearnich bunék. Jde o arteriosklerozu a roztrouSenou sklerdzu
(Colobran, Pujol - Borrell 11. 2007).

CCL27 muUze byt sestfizen na dvé varianty. Jedna z téchto variant koduje
klasicky chemokin s asociovanym signalnim peptidem (CCL27), zatimco druha
varianta (PESKY) udrzuje sekvenci chemokinu. Vylu¢ovany CCL27 se mlze
dostat az k jadru po internalizaci zprostfedkované receptorem CCR10, a tak
pfimo modulovat transkripci a ovlivnit nékteré bunééné procesy. Studie exprese
CCL27 odhalily odliSnou expresi v tkanich. Zatimco CCL27 se ve vysoké mife
vyskytuje v placenté, PESKY se vyskytuje hlavné ve varlatech a v mozku
a slabé ve vyvijejicim se embryu (Colobran, Pujol - Borrell 1. 2007).

V ramci skupiny pro - zanétlivych chemokini v CC chromozomu 17, byly

jasné rozlisené dvé podskupiny:
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1.)Podskupina-MCP

Do této skupiny patfi CCL2, CCL7, CCL11, CCL8,CCL13 a CCL1.CCL2,
CCL8, CCL7 a CCL13 (puvodné nazvany MCP - 1, -2, -3, -4) uzce souvisi
s chemoatraktanty pro monocyty, aktivuji T lymfocyty a NK bunky, navic
CCL8,CCL7 a CCL13 takeé pritahuji eozinofily. Vazi se hlavné k CCR2 a CCR3,
a mohou byt patogenni u onemocnéni charakterizovanych mononuklearni
nebo eozinofilni infiltraci (ateroskleréza a astma).

CCL7 je vysoce uc€inny CCR5 antagonista. CCL11 (eotaxin - 1) je silny
eozinofilni chemoatraktant a ostatni dva clenové rodiny eotaxini, CCL24
(Eotaxin - 2) a CCL26 (eotaxin - 3), jsou umistény spole¢né v chromozomu 7.
Tyto tfi chemokiny posiluji a aktivuji CCR3 bunék, jako jsou eozinofily, zirné
bunky a Th2 Iymfocyty, které hraji vyznamnou ulohu v alergickych
onemocnénich (Colobran, Pujol - Borrell II. 2007).

CCL26 je prvni lidsky chemokin, ktery se vyznacuje Sirokou aktivitou jako
pfirozeny antagonista pro ligandy CCR1, CCR2 a CCR5 (CCL11 mulze také
blokovat CCR2). CCL26 muze byt spiSe modulatorem (Colobran, Pujol - Borrell
2007).

CCL1 ma strukturalni rysy, které jej odliSuji od ostatnich chemokinu, véetné
dalSiho paru cysteinu, které tvofi tfetinu intramolekularni disulfidické vazby.
CCLA1 je jediny vysoce afinitni ligand pro CCR8 a ma podobné funkéni vlastnosti
s ostatnimi Cleny této podskupiny, ktera je rovnéz chemoatraktantem

pro monocyty a Th2 lymfocyty (Colobran, Pujol - Borrell 2007).

2.)Podskupiny = HCC a MDC
Druha podskupina jsou zanétlivé CC chemokiny. V této podskupiné najdeme
CCR1/CCRS ligandy, které mazeme rozdélit jesté do HCC a MDC skupiny.

Skupina HCC:

Tato skupina obsahuje CCL14, CCL15,CCL16 (systematické nazvy HCC1,
HCC2, HCC4),CCL23 (MPIF) a CCL5 (RANTES). CCL14, CCL15,CCL16
a CCL23.
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CCL5 se vaze s vysokou afinitou k CCR1/CCR3/CCR5. HCC geny jsou
pomérné velké od 3,1 Kb (CCL14) az do 8,8 Kb (CCL5). Na rozdil od vétsiny
ostatnich lidskych CC chemokinovych genu, které obsahuiji tfi exony, CCL15
a CCL23 maji Ctyfi exony. Ve skute€nosti, jejich vysoka nukleotidova homologie
naznacuje, ze byly ziskany zdvojenim. VSechny tyto chemokiny sdileji vazbu
na CCR1, i kdyz vétSina z nich se mlze vazat na daldi CCR. Tato skupina je
mnohem funk&né heterogenni nez skupina MDC nebo podskupina MCP
(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Skupina MDC:

Skupina MDC obsahuje CCL18 (PARC), CCL3 (MIP-1a), CCL3L (LD78b),
CCl4 (MIP - 1B) a CCL4L. CCL3 a CCL4 byly vytvoreny zdvojenim spoleéného
rodového genu. Dvojice CCL3L - CCL4L ukazuje také dalSi variabilitu: maji

polymorfismus poctu kopii (CNP). Tyto geny jsou pfitomny v promé&nném Cisle
v genomu. Existuji dvé hlavni alelické varianty CCL4L: CCL4L1, pUvodné
popsané varianty a CCL4L2. CCL3/CCL3L a CCL4/CCLA4L jsou funkéné velmi
pfibuzné. Obé se vazi na CCRS, ale CCL3 se také vaze s vysokou afinitou

k CCR1(Colobran, Pujol - Borrell 2007).

CCL18 obsahuje dva pseudo - exony. Tuto vlastnost ma spole¢nou s CCL3
genem. CCL18 gen mulze byt vytvoren fuzi dvou CCL3. CCL18 zfejmé funguje
jako zanétlivy nebo homeostaticky chemokin v zavislosti na okolnostech. Je
pritomen ve vysokych koncentracich v lidské plazmé (pravdépodobné pfispiva
k fyziologickému pfisunu lymfocytl a dendritickych bunék). Podili se
i na obnové primarni imunitni odpovédi. CCL18 receptor neni dosud
identifikovan. Tento chemokin CCR3 ma antagonistické pusobeni (Colobran,
Pujol - Borrell 2007).

Zbytek chemokin CC je umistén v jinych chromozomech, bud jako jediny
Clen, nebo tvofi podskupinu. CCL27 (CTACK), CCL19 (ELC) a CCL21 (SLC)
jsou seskupeny do podskupiny v chromozomu 9. CCL19 a CCL21 maji podil
pouze 32% totoznych aminokyselin, ale tvofi geneticky a funkéné velmi

podobné podskupiny homeostatickych CC chemokinu. Jsou to dva ligandy
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z CCRY7, které maji silnou chemotaxi pro naivni T lymfocyty a B lymfocyty. Maji
hlavni roli pfi pfisunu naivnich lymfocytd a distribuci v ramci lymfatické tkané.
CCL27 zprostfedkovava migraci lymfocytl do kize prostfednictvim vazby

na CCR10 (Colobran, Pujol - Borrell 2007).

Dva uzce souvisejici chemokiny CCL22 (MDC) a CCL17 (TARC) jsou
umistény v chromozomu 16. CCL17 a CCL22, dva znamé ligandy CCR4, jsou
dvojici CC chemokinu v brzliku. Ty selektivné pfitahuji Th2 typ pamétovych
T lymfocytl do zanétliveého mista a reguluji Th2 — souviseji s imunitni odpovédi.
Byly identifikovany diky stejnym aminokyselinam se ¢leny rodiny chemokinu
CC. Mohou existovat ve dvou formach: jako transmembranovy chemokin
(mucin hybridni protein) a jako rozpustny chemotakticky polypeptid generovany
proteolytickym Stépenim rodiny ADAM proteaz. CCL20 (LARC, chromozom 2)
interaguje s CCR6 a sdili s anti - mikrobialnimi peptidy B - defensinl. Stejné
jako CCL18 je CCL20 svoji stavbou povazovan za konstitutivni a inducibilni
chemokin. Exprese CCL20 byla pavodné prokazana v jatrech, sliznici
a lymfatické tkani pomoci induk&nich monocytu. CCL25 se jako jediny
chemokin vaze na CCR9. Jeho exprese je v brzliku a v tenkém stfevé. CCL25
je chemoatraktant dendritickych bunék a T lymfocytl. Aktivuje makrofagy
a pravdépodobné hraje vyznamnou roli u T lymfocytu v prostorech thymu
a pfi rozvoji T lymfocytld. CCL28 (MEC, na chromozomu 5) je nejvice homologni
k CCL27, zobrazuje asi 40% identity a sdili vazbu na CCR10 ackoli CCL28 se
také vaze na CCR3. Ma misto ve slizni¢ni tkani. CCL28 hraje dllezitou roli
ve fyziologii nebo aktivaci specializovanych bunék na sliznici (Colobran,

Pujol - Borrell 2007).

2.5.3.4. CX3C chemokiny

Clenové této skupiny maji tfi aminokyseliny mezi dvéma cysteiny a jsou
nazyvany CX3C chemokiny (nebo & - chemokiny). Doposud jediny objeveny
CX3C chemokin se nazyva fractalkine (nebo CX3CL1). Po uvolnéni je upevnén
na povrch buriky. Slouzi jako chemoatraktant a jako adhezivni molekula.

Gen pro CX3CL1 se nachazi mezi CCL17 a CCL22 geny. CX3CL1 ma tfi
dimenzionalni struktury chemokinové domény odliSné od chemokini CC
(Colobran,Pujol - Borrell, 2007).
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2.6. Epitely a chemokiny:

2.6.1. Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je neinfekéni zanétlivé onemocnéni kize a ma
chronicky charakter. Cytokiny fidi alergickou zanétlivou odpovéd skrze pfisun
a aktivaci T lymfocytl, eozinofill, bazofild, monocytu a makrofagl. Atopicka
dermatitida zahrnuje alergenem fizenou Th2 lymfocytovou polarizaci s produkci
interleukind IL - 3, IL-4,IL-5,IL-9,IL-13aGM-CSF.IL-4,IL-9alL-13
v pfitomnosti MHC |l vyhrazeného alergenem pro T lymfocyt, CD40 a OX40
navodi stimulaci zvySeni produkce IgE. Dochazi ke zvySené aktivaci mastocytu
a basofili pfes navazani IgE na vysoce afinitni receptor FceR1. U zanétu typu
Th2 je charakteristicka uCast epitelu a posSkozeni spojené s jeho tkarfovou
pfeménou. Epitel je dulezity faktor pro produkci velké fady cytokinli, chemokint
a rustovych faktort. Snizena epitelialni bariérova funkénost a zménéna vrozena
imunita je stézejni pro vznik téchto chorob (Polaskova, web www.peceodite.cz).

Mezi mnoha latkami produkovanymi koznim epitelem je thymicky stromalni
lymfopoetin (TSLP). TLSP je 140 aminokyselinovy cytokin, ktery byl prvné
izolovan z thymické stromalni bunky mysi. Podporuje vyvoj B lymfocytl pfi
absenci IL - 7. TSLP produkuje fadu biologickych faktorl vztahujicich se
k alergickym onemocnénim objevujicich se na povrchu epiteld. Je potfebny
pro zrani pre - B bunék a téz aktivuje dendritické bunky regulaci stimulaénich
molekul (CD40, OX40, CD80), které v pritomnosti odpovidajicich ligandu
navozuji produkci cytotoxickych CD8+ T bunék s interferonem IFNy, IL - 5,

IL - 13 a fidi diferenciaci CD4+ T bunék na Th2 fenotyp. U atopické dermatitidy
je TSLP zfetelné expresovan v epitelu dychacich cest. Tato exprese je
vyhodnocovana hladinou mRNA nebo imunohistochemii (Colobran,

Pujol - Borrell 2007).

U téchto chorob je dllezitou burikou mastocyt. Ma schopnost uvolfiovat velké
mnozstvi preformovanych mediatoru, enzymu, chemokinu, cytokinl a rlstovych
faktorl. Také muze exprimovat svuj receptor IL7Ra - TLSPR. Je to novy
mechanizmus pro selektivni signalizaci. Mastocyty dychacich cest a kuze jsou
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zdrojem Th2 cytokinG u alergického onemocnéni. V pfitomnosti IL - 1, TSLP
zvySuje produkci selektivnich Th2 cytokinu: IL - 5, IL - 10, IL - 13, IL - 16,

GM - CSF. Odpoveéd vuci TSLP a IL - 1 je pozdéji zvySena diky TNFa. Je to
novy non T bunky dependentni mechanismus pro iniciaci a udrzovani Th2
cytokinl v epitelialnim povrchu. Prozanétlivé cytokiny TNFa, IL - 1a, IL - 4

a IL - 13 mohou také vyvolat produkci TSLP pomoci lidskych keratinocytu
v kozZnich implantatech.

Pamétové T lymfocyty exprimuji CCR4 a CCR10.Ligandem pro CCR4 je
CCL17 a ligandem pro CCR10 je CCL27. Ty jsou produkovany
keranocyty,dendritickymi burikami a dermalnimi fibroblasty.

CCL11 (eotaxin - 1), CCL24 (eotaxin - 2) a CCL26 (eotaxin - 3) jsou ligandy
CCR3 a uc¢inné chemoatraktanty eozinofili hrajici zasadni roli u zanétlivych
onemocnéni. Byla zjiSténa asociace jednonukleotidovych polymorfismu v téchto

tfech chemokinech u atopické dermatitidy (Colobran, Pujol - Borrell 2007).
2.6.2. Astma a CHOPN

Definice dle GINA (Global Initiative for Asthma):

Astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, kde hraji roli
mnohé bunky (mastocyty, eozinofily, T lymfocyty) a buné¢né €astice. Chronicky
zanét je spojen s pruduskovou hyperreaktivitou a vede k opakujicim se
epizodam piskotl, dusnosti, tize na hrudi a kasle, zvlasté v noci nebo ¢asné
rano. Tyto epizody jsou obvykle spojeny s variabilni obstrukci, ktera je Casto
reverzibilni bud spontanné, nebo vlivem 1&€by (web patf.If1.cuni.cz).

Astma mame alergické nebo nealergické. Alergické astma je
zprostifedkované imunologickymi mechanismy. IgE zprostfedkované astma —
IgE protilatky spousti jak okamzitou tak pozdni reakci. T lymfocyty spousti
pozdni a opozdéné reakce. Nealergické astma nema imunologicky puvod.

U astmatu dochazi k pfestavbé dychacich cest = remodeling.
Na remodelingu se podileji:
» bunky epitelialni (deskvamace epitelu, ztrata integrity, TGF - 3,
IGF - 1, KGF - B, alterace diferenciace a proliferace epitelialnich
bunék, apoptoza)
» endotelialni buriky
» Th2 lymfocyty (CD25+, produkce IL - 4, IL -5, IL - 6, IL - 10, IL - 13)
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» antigen prezentujici bunky

Y

mastocyty

» eozinofily (prodlouzené prezivani v epitelu a submukoze, tvofi lipidy
PAF, LTC4,LTD4, LTBA4, peptidy, cytokiny, TGF - a, TGF - B, IL - 1,
IL - 3, GM - CSF, ECP alveolarni makrofagy (produkce TNF - q, IL - 6)

» myocyty (proliferace myocytu - po stimulaci IL - 11, produkovany
mezenchymalnimi burfikami po stimulaci alergenem, PGDF,EGF, efekt
gelatinazy A (MMP - 2) a B (MMP - 9), produkce IL - 6, IL - 8,
eotaxinu, PGE2, RANTES, MCP - 1, 2, 3, exprese ICAM - 1,
VCAM -1, produkce NO, GM - CSF, IL - 5)

» fibroblasty (aktivace fibroblastl, vznik myofibroblastl, uvolnéni GM -
CSF a TGF - B, zvySeni prozanétlivé aktivity eozinofill
(web patf.If1.cuni.cz).

Astma ma jiné bunééné zastoupeni nez je tomu u CHOPN. Jsou to zejména
eozinofily, makrofagy, CD4+ Th2 lymfocyty a zirné bunky. U astmatu je pfi
vystaveni béznym virllm nachlazeni zna¢né snizena tvorba interferont typu 1
a 2 epitelem. To je hlavnim ddvodem zhorSeni stavu (web patf.If1.cuni.cz).

Cytokiny uplatiiujici se pfi patogenezi astmatu a jejich pasobeni:

IL - 4 zpUsobuje pfesmyk izotypl imunoglobulint B lymfocyta k tvorbé IgE

a lgG4, také zvySuje expresi VCAM - 1 a sekreci hlenu. Interleukin inhibuje
aktivaci Th1 a tvorbu IFNy. IL - 13 aktivuje Zirné bunky a zvySuje bronchialni
hyperreaktivitu a kontraktilitu hladkych svall, naruSuje diferenciaci cilii

a indukuje eotaxin. Také indukuje tvorbu IgE a IgG4 a VCAM - 1 potlacuje
tvorbu prozanétlivych cytokind. IL - 5 je produkovan zirnymi bufikami a Th2
lymfocyty, epitelialnimi burfikami a eozinofily. Ovliviiuje proliferaci a diferenciaci
B lymfocytl a indukuje expresi IL - 2R. IL - 12 produkuji makrofagy, dendritické
bunky a monocyty. PotlaCuje tvorbu Th2 cytokind a snizuje tak tvorbu IgE

a lgGl. Téz snizuje eozinifilii v periferni krvi a ve sputu. IL - 10 ma Siroké
pusobeni imunosupresivni a protizanétlivé. IFNy pasobi stimulacné na Th1
buriky a inhibiéné na Th2. U atopikd jsou snizené hladiny. TGF - 3 ovliviuje
remodeling, indukuje Fas receptory na epitelialnich bufkach, aktivuje apoptézu,

fagocytozu makrofagy, exsudaci plasmy a fibrozu (web patf.If1.cuni.cz).
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U astmatu bylo zjisténo spojeni s jednonukleotidovym polymorfismem CCL2.
CCL11 (eotaxin - 1), CCL24 (eotaxin - 2) a CCL26 (eotaxin - 3) jsou ligandy
CCR3 a ucinné chemoatraktanty eozinofilu hrajici zasadni roli u astmatu. U &tyf
jednonukleotidovych polymorfismid genu CCL11 bylo nékolika nezavislymi
studiemi zjiSténo spojeni s astmatem. Tfi z nich jsou lokalizovany v oblasti
promotoru (-576C/T, -426C/T a -384 A/G) a Ctvrty (+67G/A) v signalnim peptidu
(exon 1) zpUsobujicim aminokyselinovou zménu (T23A). Obé alely -384G
a +67A jsou spojovany s nizsi produkci CCL11. Tfi polymorfismy genu CCL24
spojované s astmatem jsou intronické jednonukleotidové polymorfismy: +179TC
a+275C/T  vintronul a+1265A/G vintronu2. CCL26 ma dva
jednonukleotidové polymorfismy, které na astma pulsobi odlisné: +2497T/G
(v oblasti 3'UTR) je spojen s nachylnosti, zatimco +77C/T (v intronu 2) hraje
zasadni roli pfi pfitahovani eozinofill a udrZzovani IgE na vysoké urovni.
U vSech jednonukleotidovych polymorfismli popsanych v souvislosti s CXCL8
ma znacny vliv na syntézu proteinu za pfitomnosti -251A/T na zacatku

transkripce (Colobran, Pujol - Borrell 1. 2007).

CHOPN je nemoc charakterizovana omezenim pritoku vzduchu
v pruduskach (bronchialni obstrukci), ktera neni uplné reverzibilni. Bronchialni
obstrukce progreduje a je spojena s abnormalni zanétlivou odpovédi plic
na Skodlivé Castice a plyny. Definice dle GOLD (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease) ( web patf.lf1.cuni.cz).

Mediatory podilejici se na patogenezi CHOPN:
Leukotrien B4 je silny chemoatraktant neutrofill a je produkovan makrofagy.
CXCL8 je secernovan makrofagy, neutrofily a epitelialnimi bufikami broncht
po stimulaci TNF - a. Je to selektivni chemoatraktant pro neutrofily a aktivuje
NF-kB, ktery aktivuje gen pro CXCL8 (web patf.lf1.cuni.cz).
Chemotakticky protein pro makrofagy 1 (CCL2) zajistuje pfisun mikrofagu
do plic. DalSi mediatory jsou zanétlivy protein makrofagu 1 (MIP - 1) a zanétlivy
protein makrofagl a (MIP-1 a). Endotelin - 1 ma za nasledek vazokonstrikci
a chronickou hypoxémii. Komplement — slozka C5a akumuluje neutrofily.
Bunécné zastoupeni u CHOPN tvofi neutrofily,znacné zvySené mnozstvi

makrofagu a zvySeni CD8+ T bunék (Klener, web remedia.cz).
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2.6.3. Angiogeneze

Je to proces novotvorby cév. Nachazi uplatnéni jak u fyziologickych tak
i u patologickych stavd. Je to vicestupnovy proces. Angiogenni kaskadu lze
rozdélit do tfi etap.
» Inicialni faze: disoluce basalni membrany
» Proliferaci: endotélie jsou stimulovany angiogennimi faktory
» Vlastni morfogeneze: aktivace pericytl, vytvofeni nové basalni

membrany a lumina cévy
2.6.3.1. Angiogenni faktory

Byvaji souhrnné nazyvany jako tumor angiogenesis factors - TAF. Déli se
na pfimé — VEGF, FGF, HGF a nepfimé angiogenni faktory - TGFa, EGF,
PDGEF aj. Vyraznou chemotaxi k endotelovym burfikdm maji angiopoetiny
a uplatiiuji se pfi pozdéjsi fazi novotvorby cév. Radime sem angiopoetin - 1,
angiogenin a angiotropin. Usnadfiuji vazbu k bunééné membrané a zpUsobi
aktivaci pericytd. Angiogenin stimuluje endotelové bunky k produkci
prostacyklinu a omezuje produkci adheznich molekul ICAM - 1la VCAM - 1.
TNFa (tumor necrosis factor) je uvolfiovan z aktivovanych monocytu
a makrofagu v procesu angiogenese a téz podnécuje vydej nékterych cytokinu
(IL - 1) a adheznich molekul (ICAM - 1). DalSi faktor s chemotaktickymi ucinky
je PD - ECGF (platelet derived endothelial cell growth factor) ma vysokou afinitu
k endoteliim a usnadnuje jejich migraci. TGFa a EGF stimuluji vydej VEGF
a TGF a tim se uplatni vice cytokinG. IL - 1 zvySi expresi endotelovych
receptord a stimuluje mitogenezi.
IL - 6 ma vliv na migraci endotelii, CXCL8 svymi chemotaktickymi ucinky
prispiva ke snadnéjsi migraci endotélii, INFY zvySuje sekreci TNFa, CXCLS,
IL - 1 a GM - CSF stimuluje makrofagy k sekreci angiogennich faktort (Klener,

web remedia.cz).
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2.6.3.2. Antiangiogenni faktory

Udrzuji rovnovahu a angiogennimi faktory a umoznuji tak angiogenezi. PF4
(platet factor 4) je uvolfovan z a granuli krevnich destiCek a omezuje vazbu
FGT na receptory a inhibuje proliferaci endotelii indukovanou VEGF. Spolu
s CXCL8 patfi do rodiny CXC chemokint. Dal$i oslabujici schopnost u migrace

matéz IL — 12 a IL - 18 (Klener, web remedia.cz).
2.6.4. Ateroskleréza

Chemokiny jsou odpovédné za chemotaxi a nahromadéni makrofagu
v tzv. tukovych prouzcich. Aktivace monocytd a T bunék vede ke zvySené
tvorbé jejich receptort a také k produkci molekul vazajicich selektiny, integriny
a k tvorbé receptorli vazajicich chemoatraktanty (napf. CCL2). Tato interakce
aktivuje dale monocyty. Ty proliferuji a ohranii proces v misté zanétu. Je
identifikovana skupina transmembranovych proteind — disintegriny. Jejich
extracelularni segment umoznuje aktivaci TNFa. Nebyly nalezeny v normalnich
arteriich, ale disintegrin 15 byl nalezen v |lézich. Metaloproteinazova aktivita by
mohla odstépovat z povrchu leukocytl adhezivni molekuly jako L — selektiny

(Masopust, web stefajir.cz).
2.6.5. Nadorové bunky

Nadorové bunky u renalniho karcinomu spolec¢né se stromalnimi bunkami
vytvari cytokinové a chemokinové prostiedi (CXCL5, GRO, CXCL8). To ma vliv
na rast nadoru a protinadorovou imunitni odpovéd. Tumor — associated
macrophages (TAMs) jsou schopné pfimo zabijet nadorové bunky a produkuji
TGFB, TNFa, CXCLS8, proteinazy a metabolity kyseliny arachidonové. TAMs se
diferencuji z monocytli, které vstupuji do nadorové tkané pusobenim
chemokinu. TAMs exprimuji VEGF - C, VEGF - D, VEGFR - 3 (receptor)

a podileji se na lymfangiogenezi a Sifeni metastaz lymfatickymi cévami
(Kopecky, LukeSova, web linkos.cz).

CCL 3, CCL 21, CCL 27 a CX3CL 1 maji inhibi¢ni efekt na rast nadora. Jsou
uvolfiovany v misté nadoru a pfitahuji cytotoxické T lymfocyty, NK buriky
a dendritické bunky. CCL 2 reguluje vstup monocytd (makrofagl) do nadoru
a potencuje jejich cytotoxicky protinadorovy efekt. CX3CL 1 zesiluje

protinadorovou aktivitu NK bunék (Kopecky, Kopecky 2010).
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CCL2 ma jednonukleotidovy polymorfismus, ktery je spjat s rakovinou prsu.
Také polymorfismus CXCL12 + 801G/A ma spojeni s mnoha ruznymi typy
rakoviny jako rakovinou prsu a plic, akutni myeloidni leukémii, lymfomem
a chronickym myeloproliferativnim onemocnénim (Colobran, Pujol - Borrell II.
2007).

2.6.5. HIV a AIDS

Chemokiny slouzi i jako koreceptory pro vstup vird do bunék (Sayyed, Ruy
2011). Koreceptor pro HIV do T lymfocytu je CXCR4 a jeho ligand CXCL12.
CXCL12 umoznuje blokovat vstup viru do T lymfocytu (Berlin, Amara 1996).

Pro vstup do makrofagu slouzi CCR5 (Ono 2003). Néktefi lidé tak mohou

od narozeni byt rezistentni z divodu defektni chemokinovych receptori —
delece 32 bp v genu kodujicim koreceptor CCR5 (Vacha 2008, web orko.cz).
Mutované alely (-801A) maji ochranu pfed postupem HIV infekce k propuknuti
AIDS a tim k delSi dobé Zivota.

CCL2 ma jednonukleotidovy polymorfismus je také asociovan s infekci HIV.
Polymorfismus -251A/T CXCL8 ovliviiuje onemocnéni jako Kaposiho sarkom
souvisejici s onemocnénim AIDS (Colobran, Pujol - Borrell II. 2007).

CCL3 makrofagovy zanétlivy protein (MIP - 1a), CCL4 (MIP - 1b), CCLAL
lymfocyty aktivujici gen (LAG - 1) aCCL5 (RANTES) maji rdznorodé
polymorfismy, které znacné ovliviiuji nachylnost k infekci HIV - 1. Bylo zjisténo
spojeni haplotypl definovanych v oblasti obsahujicich geny CCL18, CCL3
a CCL4 (chromozom 17 q11 — g21) s nachylnosti k infekci HIV a jeji progresi.

Haplotypy CCL5 ovliviiuji klinickou progresi infekce HIV. Dva zajimavé
jednonukleotidové polymorfismy v genu CCL4L byly spojeny s riznymi aspekty
infekce HIV - 1:

(@) + 590A/G je lokalizovan v akceptorovém misté sestfihu intronu 2. Tato
alela pozmérniuje nachylnost k infekci HIV - 1.

(b) +59C/T je lokalizovan v exonu 2, zpusobuje aminokyselinovou zménu
(R22H). Varianta H byla asociovana s kratSi celkovou dobou zivota osob
infikovanych HIV - 1.

T CCL5 individudlni jednonukleotidové polymorfismy byly rovnéz

asociovany s infekci HIV — 1 (Colobran, Pujol - Borrell 1. 2007).

30



2.6.6. Jina onemocnéni

Chemokiny jsou téz spojené s obezitou. Adipocyty visceralni tukové tkané
se chovaji jako buriky imunitniho systému. Produkuji TNFa, IL - 6, IL - 1,
rezistin, leptin, PAlI — 1, CCL2, MIF. ZvySené jsou i chemokiny rodiny CC a CXC
(Masopust, web stefajir.cz). U nemocnych s obezitou se vyskytuje zvySené
mnozstvi CCR2+ makrofagl v adipocytech. To spousti imunitni proces, jako
pfi inzulinové rezistenci (Ito, Suganami 2008).

CCL2 ma jednonukleotidovy polymorfismus lokalizovany v &' distalni
regulacni oblasti ( - 2518G/A). Alela -2518G je spojena se zvySenou produkci
CCL2. Tento polymorfismus je spojovan s celou fadou onemocnéni jako je
systémovy lupus erythematoides, juvenilni revmatoidni artritida, systematicka
skler6za a akutni uveitida asociovana s HLA - B27. Dale sem patfi stavy
ovliviujici ledviny jako transplantace ledviny, dlouhodoba hemodialyza a IgA
nefropatie. Také sem patfi srdeCni choroby jako infarkt myokardu, koronarni
arterialni onemocnéni, kardiomyopatie pfi Chagasové chorobé a onemocnéni
CNS jako Alzheimerova choroba, zavazna deprese, onemocnéni endokrinniho
systému jako diabetes 1.a 2.typu. Tyka se to téz infekCnich onemocnéni
zpusobena HCV, HBV a Mycobacterium tuberculosis (Colobran, Pujol - Borrell
[l. 2007).

Dva polymorfismy promotoru CCLS5, -403G/A a -28C/G, byly rovnéz spojeny
s celou fadou dalSich onemocnéni jako alergickd onemocnéni, zanétliva
onemocnéni a infekéni onemocnéni (HCV) (Colobran, Pujol - Borrell 1l. 2007).

Polymorfismus - 403G/A ma souvislost s metabolickymi riziky jako jsou
vysoky cholesterol v krvi, koronarni arterioskleréza a kardiovaskularni mortalita
u diabetu 2. typu. CCL11 (eotaxin - 1), CCL24 (eotaxin - 2) a CCL26
(eotaxin - 3) jsou ligandy CCR3 a ucinné chemoatraktanty eozinofill hrajici
roli u gastrointestinalnich onemochéni. U vSech jednonukleotidovych
polymorfismu popsanych v souvislosti s CXCL8 ma znaény vliv na syntézu
proteinu za pritomnosti - 251A/T na zacCatku transkripce. Nachazi se u infekce
zpusobené respiraCnim syncycialnim virem a u spinocelularniho karcinomu
dutiny ustni. Nachazi se také u gastrointestinalnich onemocnéni zpusobené

Clostridium difficile nebo Escherichia coli, u zalude¢&niho viedu zpusobeného
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bakterii Helicobacter pylori, u atrofického zanétu Zaludku, u prudkého akutniho
zanétu slinivky bfidni a u nadora gastrointestinalniho traktu. Také se vyskytuje

u onemocnéni centralniho nervového systému jako Parkinsonova choroba,
roztrouSsena skleré6za a multisystémova atrofie (Colobran, Pujol - Borrell II.
2007).

Akutni pyelonefritida je ovliviiovana polymorfismem - 251A/T CXCLS.

- 845C/T SNP (Single nukleotide polymorphism) v oblasti promotoru CXCL8
byl spojen s prudkym zanétem ledvin v dUsledku sytémového Ilupus
erythematosus. Dalsi odliSny jednonukleotidovy polymorfismus v 3'UTR
(+2767AJT) byl spojen s akutni pyelonephritidou a nefritidou v kozni vaskulitidé
(Colobran, Pujol - Borrell 1. 2007).

PosSkozeni a nasledna aktivace endotelu v patogenezi chronické
transplantacni nefropatie ma dulezitou ulohu. Exprimuji se na povrchu endotelu
adhezivni molekuly a chemokiny — CXCL 8, CCL2 (MCP — 1), MIP - 1a, CCL4
(MIP - 1B), CCL5. Usnadnuiji tak migraci leukocytl smérem ke Stépu. Leukocyty
produkuji dalSi latky a ty usnadnuji lymfocytarni adhezi (Tesaf, Schiich 2006).

U diabetické nefropatie byla prokazana vyssi hladina CCL2. CCL5 a CXCL 8
mohou byt zapojeny do rozvoje diabetu 2. typu a to nezavisle na metabolickém
syndromu (internet). U diabetické nefropatie hraji roli zfejmé makrofagy. Jejich
blokada muze pUsobit na progresi nefropatie. Makrofagy a monocyty se svym
povrchovym receptorem CCR2 vazou na CC chemokiny. U pacienti s timto
onemocnénim byly nalezeny v mo¢i CCL2 (Sayyed, Ruy 2011).

Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida jsou zanétlivé chronické strevni
choroby. Charakteristicka je zvySena infiltrace lamina propria neutrofily,
makrofagy, dendritickymi bufikami, NK burikami, T a B lymfocyty. To vede
k lokalnimu zvySeni TNFa, IL 1B, IFNY a cytokiny drahy IL 23 - Th 17. Crohnova
choroba je spojena s Th1 odpovédi a ulcerézni kolitida s Th2 odpovédi a
eozinofily. Vyskytuji se zde chemokiny CXCL8, CXCL5, CCL2, CCL11, CXCL10
a CX3CL1 (web medicaltribune, 2010).

Chemokiny nejsou spjaty pouze s virovym onemocnénim HIV, ale i s dalSimi

jako je napf. cytomegalovirus. Ten kéduje receptor US 28 a vaze MIP - 1q,
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MIP - 18, CCL2 a CCL5 (Gao 1994). U CMV slouzi jako hostitelské buriky
makrofagy,endotélie, lymfocyty, granulocyty, fibroblasty a epitelialni buriky
(Roubalova web szu.pdf).

Chemokiny jsou dulezité i u autoimunitnich chorob. Zde muizeme zaradit
roztrousenou sklerézu. U této choroby jsou zvySené koncentrace CCL5 a
MIP - 1la. Makrofagy jsou zde vyznamnymi efektorovymi bunkami.
Prostfednictvim CCL2, MIP - 1a, MIP - 18, CXCL10 a CCL5 ovliviiuji migracni
aktivitu lymfocytd a zajistuj jejich hromadéni v misté patologického procesu
v CNS (Krejzek,Otakar 2002, web solen.cz).

PfedCasny porod je spojen taktéz se zanétlivymi cytokiny. Infekce délohy je
pokladana za hlavni pfiCinu pfed€asného porodu. Zanéty genitalnich cest hraji
vyznamnou roli v patogenezi predCasného porodu. Zanétlivé mediatory IL - 1,
TNF a a chemokiny CXCL8, MIP — a a imunomodulatory cytokint (IL 6),
imunosupresivni cytokiny (IL - 10, IL - 4) jsou produkovany amnialnimi
a decidualnimi membranami a jsou nalézany ve fetalni cirkulaci a amnialni
tekutiné. Spousti kaskadu vedouci k produkci prostaglandint a cyklooxygenazy,
které vedou k déloZznim kontrakcim (Ville 2001).

U Alzheimerovy choroby hraji chemokiny téz svoji roli. Makrofagy
u neurodegeneraivnich chorob mohou redukovat patologické plaky v mozku.
Specializované makrofagy pochazeji z kostni dfené a diky chemokinim

se dostavaji do mozkoveé tkané (Malek 2011, web gate2biotech.cz).

2.7. Stanoveni chemokinu

ELISA

Pouziva se nekompetitivni neboli sendviCova technika. Nejdfive se navaze

chemokin na monoklonalni protilatku. Ta je adsorbovana v jamce. Nadbytek
protilatky je po inkubaci odstranén promytim. Mnozstvi navazaného antigenu se
stanovi pomoci enzymem znaCené protilatky. Nadbytek se znovu odstrani
promytim. Pfidanim vhodného substratu je stanovena aktivita enzymu.

MnoZstvi produktu je pfimoumérné mnozstvi chemokinu.
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Cytometric Bead Array systém

Na pratokovém cytometru jsou detekovany jednotlivé populace castic
navazané se specifickymi protilatkami a detekénimi protilatkami. Intenzitu
fluorescence téchto Castic je umérné koncentraci chemokini ve vzorku.
Koncentrace je odecitana z kalibraéni kfivky (Sedlackova, Pracha web
clip.If2.cuni.cz).

K tomuto vySetfeni se vyuziva séra, plazmy a supernantantu bunécnych

kultur.

ELISPOT — Enzyme-linked ImunnoSpot Assay

Principem je vazba chemokinu produkovaného burikou na protilatku, ktera je
vazana na destiCce. Mononuklearni buriky jsou nejdfive inkubovany
s pozadovanym antigenem. Buniky jsou pfeneseny na mikrotitracni destiCku,
kde je mozno detekovat frekvenci bunék produkujici chemokiny v odpovédi
na antigenni stimul. Bunky jsou lyzovany, odmyty a pfidavame biotinem
znaCenou druhou protilatkou proti testovanému chemokinu. Po navazani
protilatky je proprana, stabilizovana a usu$ena. Vazba je detekovana pomoci
streptavidinu konjugovaného kfenovou peroxidazou. Po pfidani peroxidu vodiku
a substratu se zvyrazni v jamce misto, kde je produkovany chemokin.

K vyhodnoceni mizeme pouzit bud’ inverzni mikroskop nebo ELISPOT reader
(BartGnkova,Paulik 2011). Slouzi ke sledovani priibéhu onemocnéni, vlivu léku

na produkci cytokinl nebo transplantaci (Pricha, web imunologie.If2.cuni.cz).

MRNA — analyza exprese mRNA pomoci PCR. Umoznuje zjistit jak klidovy
stav, tak aktivaci chemokint (Prdcha, web imunologie.lf2.cuni.cz). mRNA
chemokini prochazi alternativnim sestfihem a vznikajici varianty se [iSi

v molekulové aktivité nebo v distribuci v tkani (Colobran, Pujol-Borrell 2007).
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3. Zaver

Lidsky organismus je tvofen mnoha epitely Clovék se bez nich neobejde.
V kazdém epitelu ale mize vzniknout zanét. Pfi€in miaze byt nékolik, ale vzdy
potfebuje Kk pfisunu imunitnich bunék chemoatraktanty, aby mohl zanét
vzniknout. Chemokini bylo objeveno zhruba 52 a zname i jejich nékteré
receptory. Co zatim nezname, jsou pfesné signalizacni mechanismy. Nejsou
dané hranice, ktera by rozeznavala, zda zanétlivy stav je uz patologicky. Je zde
jedno zda ma zanét puvod virovy, bakterialni ¢i dokonce autoimunitni. Nékteré
metody stanoveni jiz zname a pouzivame. Nejsou to vSak rutinni metody, které
maji referen¢ni rozmezi, podle kterych se muzeme presné fidit. Nesmime vSak
zapomenout, Zze chemokiny neplni jen funkci pfi zanétu, jak se puvodné
zamyslelo. Chemokiny se také ucastni remodelaci tkani, vyvoje a diferenciace
imunitnich bunék, hematopoézy, transplantaci,angiogeneze a organogeneze.
Posledni objev u léCby Alzheimerovy choroby dokazuje, Ze lécba pomoci

chemokinu je teprve na zacatku jejich vyuziti.
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Box 1| Chemokines and chemokine receptors
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Old name

IL-8
GCP2
MAP2
EMA-78
CROo

PARC
Lymphotactin
SCM1p
Fractalkine

New name

CXCL8
CXCLE
CXCL7
CXCLS
CXCL1
CXCL2
CXCL3
CXCL4
CXCL10
CXCLo
CXCL11
CXCL1z
CXCL13
CXCL16
CXCL14
cClz
cCL13
CCL7
CCLs
cClLa
ccL3
CCL3L1
CCLs
cCLz3
CCL14
CClL1s
CCL16
ccin
CClza
CCLz6
CCL17
CClLzz
CCL20
cCl1g
CCL1
ccl1
CCl2s
cClz7
CCl2s
cCL1s
XCL1
XCL2
CX,ClL1

Receptor
CXCR1

CXCR2

CXCR3B
CXCR3A

CXCR4
— CXCRS

CXCR6

Unknewn

———— CCR4
CCR6

—

___—= (CCR7

—CCRs

CCR9
T CCR10
Unknown

——= XCR1
CX,CR1

Main target

MNeutrophils

B cells

Immature
myeloid DCs

-

Mature
myeloid DCs

== Plasmacytoid
DCs

Monocytes

Eosinophils

Basophils

Naive T cells

Memory T cells
T, cells

T,2 cells

N

Th,g cells
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Chemokiny a chemokinové receptory




(a) Homeostatic condition (b) Infection and barrier injury
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Nasledky vlastniho imunitniho rozpoznani burikami bariéry (Philpott, 2007)

(A) Homeostaza
(B) Infekce a poruSeni bariéry
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Regulace odpovédi lokalnich efektorovych B bunék epitelialnimi burikami

(Philpott: 2007).
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6. Seznam pouzitych zkratek

GPCR
RTK

JAK
STAT
PTP

PAF

GAG
MHC Il gp
MALT
GALT
BALT

lg G, A, M\E
IL

TGF -ap
TNF

APC
GDP

GTP

ATP

TCR
BCR

TLR
GM - CSF
TSLP
MRNA
CHOPN
GOLD
TAF

PD - ECGF

G protein coupled receptors

receptorovy protein tyrosin kynasy

Janus Kinase

Stat transducers and activators of transcription
protein tyrosin fosfatasy

faktor aktivujici destiCky

glykosaminoglykany

Major histocompatibility komplex glykoprotein Il
mucosal — associated lymphoid tissue

gut associated lymphoid tissue

bronchial associated tissue
imunoglobulin G, A, M, E

interleukin

transforming growth factor

tumor nekrosis factor

burika prezentujici antigen

guanindifosfat

guainintrifosfat

adenosintrifosfat

T bunécny receptor

B bunécny receptor

toll like receptor

faktor stimulujici kolonie granulocytl a makrofagu
thymicky stromalni fymfopoetin

mediatorova ribosonukleotidova kyselina
chronicka obstrukcni plicni nemoc

global initiative for chronic obstructive lung disease
tumor angiogenesis factors

platelet derived endothelial cell growth factor
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