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Abstrakt

Neutrofilni granulocyty jsou bilé krvinky schopné velice efektivniho boje s patogeny pomoci
fagocytozy, degranulace, ale také pomoci unikatni bunécné smrti, tzv. NETo6zy, kdy dochazi
k tvorbé neutrofilnich extracelularnich siti, které jsou schopné =zachytit a pomoci
antimikrobialnich slozek zneSkodnit mikroorganismy. NETo6za byva zahdjena aktivaci
cytokiny, lypopolysacharidem nebo kyselinou phorbomystatovou. Aktivované neutrofily
putuyji do mista zanétu, kde se sit¢ dekondenzovaného chromatinu uvoliuji do
extracelularniho prostoru. Mimo buiiku se tedy jako soucast NETs dostava DNA, ktera je
silnym alarminem pro imunitni systém. ZvySena tvorba NETs ¢i problémy s jejich
odbourdvanim a likvidaci se mohou podilet na patogenezi nékterych autoimunitnich
onemocnéni (napi. systémovy lupus erythematodes, asociovana vaskulitida, revmatoidni
artritida, ¢i diabetes mellitus). Tvorba NETs ¢i jejich komponenty mohou ovliviiovat
onemocnéni ¢i miru poskozeni okolni tkan€, mnohdy také koreluji se zavaznosti onemocnéni
(asociovana vaskulitida) a mohou mit diagnosticky potencial (asociovana vaskulitida,

revmatoidni artritida ¢i diabetes mellitus typu 1).

Klicova slova: NETo6za, NETs, neutrofilni granulocyty, autoimunitni onemocnéni, imunitni
systém



Abstract

Neutrophil granulocytes — white blood cells are very effective in fight against pathogens with
fagocytosis, degranulation, or NETosis, which is special form of cell death. During NETosis
are created neutrophil extracellular traps, which can trap and destroy microorganisms
with antimicrobial granules. NETosis can be iniciated by activation of pro-inflammatory
cytokines, lypopolysacharides or phorbomystatic acid. Activated neutrophils get to the site
of inflammation, where decondensed chromatin, part of NETs, gets into extracellular space.
DNA in extracellular space is strong alarmin for immune system as part of NETs. Increased
NETs production or problem with their elimination can play role in patogenesis of some
autoimmune diseases (eg. Systematic lupus erythematodes, associated vasculitis, rheumatoid
arthritis, diabetes mellitus). NETs production or their components can affect diseases or
degree of damage to the surrounding tissue. It also correlates with seriousness of disease (eg.
Associoated vasculitis) and can have diagnostical potencial (eg. Asociated vaskuloitides,

rheumatoid arthritis or diabetes mellitus type 1).
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1 Uvod

Jednou ze slozek imunitniho systému kazdého organismu jsou leukocyty, bilé krvinky
které zajiStuji ochranu organismu. V poslednich dekadach se ¢im dal Castéji zacind hovorit
o autoimunitnich onemocnénich a alergiich. U lidi mnohem castéji propukaji velice bézna
virova ¢i bakteridlni onemocnéni, ktera maji diky neustdlému vyvoji schopnost pfizptisobit se
1éktim, které je proti nim ¢loveék schopen vyrobit.

Leukocyty — stézejni pro tuto bakalatfskou praci, jsou neutrofilni granulocyty, které
jsou prvni obrannou linii organismu v misté zanétu zacinaji boj s patogeny. Pfedpokladalo se,
ze kboji dochazi predevSim pomoci fagocytdzy, tedy pohlcovanim mikrobl, ¢i sekreci
antimikrobialnich latek. Neutrofilni granulocyty byly prvni buniky, u kterych byla pozorovéana
tvorba mimobunécnych siti (tzv. NETs - neutrophils extracelular traps), diky kterym jsou
schopny polapit a nésledné i1 zniCit mikrobialni organismy, které se dostavaji do téla
(Brinkmann, 2004). Jsou dilezitymi Ciniteli, ale mohou byt také pfi¢inou niceni vlastnich
bunék organismu.

Proces tvorby téchto extracelularnich siti je nazyvan NETo6za a jednd se o unikatni typ
bunécné smrti neutrofili, kdy je do extracelularniho prostoru uvoliiovan dekondenzovany
chromatin a granularni obsah. Bylo pozorovano, Ze ktvorbé NETs dochazi nejen
pii mikrobialni infekci, ale také za sterilnich podminek (spojenych napf. s trombdzou,
rakovinou ¢i diabetem) (Fadini et al. 2016). NETs svym slozenim pfedstavuji alarmin
(molekulu poskytujici signdl nebezpeci), protoze DNA je velmi silnym aktivatorem
imunitniho systému. ZhorSend schopnost odbouravani NETs tak mutze byt rizikovym
faktorem pfi rozvoji autoimunitnich onemocnéni.

Cilem predkladané bakalatské prace je popsani této specifické bunécné smrti
neutrofilnich granulocyti — NETO6zi a jeji role v patogenezi vybranych autoimunitnich

onemocnéni.



2 NEToza

NET6za je po boku apoptozy ¢i nekrozy jednim z typii programované bunécné smrti,
kterymi se télo brani cizorodym organismiim, jez proniknou do téla. K programované
bunécné smrti dochézi pti reakcich stimulovanych latkami uvnité nebo vné buiiky. Mezi tyto

latky mizeme zatadit cytokiny, hormony nebo toxiny.
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OBRAZEK 1: MECHANISMY NEUTROFILNIHO GRANULOCYTU V BOJI S PATOGENY. FAGOCYTOZA, BUNECNA
SMRT, DEGRANULACE, NETS, OXIDACNI PRASKNUTI (PREVZATO Z (D6hrmann, Cole and Nizet, 2016))

Vsechny vyse vyjmenované typy bunécné smrti maji piesné stanovené kroky, které
je nutné dodrzet, aby nedoslo k chybé a ndslednému poSkozeni organismu.

Pti apoptéoze mizeme v buiice pozorovat fragmentaci jadra, které neni poskozené
auvnit se silné kondenzuje chromatin. Dochazi k celkovému smrst'ovani buiiky, na jehoz
konci se buitka rozpada na malé apoptické vacky, které jsou odstranény. Nedochazi tedy
k tiniku DNA do mimobunééného prostoru a nedochazi ke stimulaci imunitniho systému.

DNA je Stépena na velmi malé ¢asti (Fuchs et al., 2007).



V nekrotickém jadife buiiky je rozliSitelny euchromatin a heterochromatin, nasledné
dojde k promichani jaderného a cytoplazmatického materialu bunky podléhajici nekroze. Tyto
buniky jsou nasledn¢ odstranény (Fuchs et al., 2007). Pii nekroze dochazi k enzymatickému
Stépeni bunécnych zbytkl ¢i denaturaci bunéénych proteinti, do kterého se zapojuji proteazy,
DNazy, lysozomalni enzymy.

Hlavnim rozdilem mezi nekrozou a apoptdzou je, ze pii nekrdze dojde k vyliti obsahu
cytoplazmy mimo bunku. Pii apoptéze jsou vytvoreny apoptické vacky, které mohou byt
likvidovany fagocytujicimi buitkami v okoli.

Dalsi rozdil mezi nekrézou a apoptozou je v dobé €i rychlosti trvani. Nekroza probiha
v minutach, kdeZzto apoptoza v fadech hodin. Pfi vyzkumu doSlo k imrti 70 % neutrofild,
u kterych byla pomoci protilatek vyvolana apoptéza a které byly takto inkubovany
po 18 hodin. Kdyz byly neutrofily inkubovany 15 minut s S. aureans, které vylucovaly
vysoké koncentrace toxint, doslo k umrti vice jak 70 % bunék pomoci nekrézy (Fuchs et al.,
2007).

NETo6za je v jednoduchosti aktivace a spusténi neutrofilnich extracelularnich pasti
(tzv. NETs — Neutrophil Extracellular Traps). Skutecnost, ze neutrofilni granulocyty mohou
tvofit extracelularni pasti (NETs) obsahujici DNA, aby zabily bakterie, byla poprvé
pozorovana a popsana v roce 2004 Brinkmannem s kolegy (Brinkmann et al. 2004). Termin
NET6za poprvé pouzili Steinberg a Grinstein v roce 2007, oznacili jim neutrofilni bunénou
smrt v disledku tvorby extracelularnich pasti, coz je primarné¢ uzndvano jako ochrana proti
mikrobidlni infekci (Steinberg and Grinstein 2007). Od zavedeni pojmu ,,NET6za“ byl tento
jev podrobnéji zkouman a bylo zjisténo, ze mize byt aktivovan nejen bakterialni infekci, ale
také za sterilnich podminek (spojenych napt. strombozou, rakovinou, aterosklerézou ci
diabetem (Fadini et al. 2016).

NETo6za je tedy unikatni typ bunééné smrti, ktery je charakterizovan uvoliiovanim
dekondenzovaného chromatinu a granularniho obsahu do extraceluldrniho prostoru a poprvé
byl pozorovan u neutrofilnich granulocytii (Brinkmann et al. 2004). NET6za je pouze jednim
z mechanismi, které muze neutrofilni granulocyt pro boj s patogeny vyuzit, dale obranu
organismu zajiStuje fagocytdzou, oxidativnim vzplanutim, ¢i degranulaci (obr. 1)

(Brinkmann, 2004).



2.1 Neutrofilni granulocyty

OBRAZEK 2: NEUTROFILNI GRANULOCYT, VINOVE MNOHOLALOCNATE JADRO, BEZOVE PRIMARNI
A SEKUNDARNI GRANULE (PREVZATO Z: URL 1)

Neutrofilni granulocyty (Obr. 2), neutrofily ¢i polymorfonuklearni leukocyty, patii
do skupiny granulocytii, které jsou schopné napt. fagocytozy, degranulace ¢i NETOzy.
Spolecné s nimi jsou v této skupiné bazofilni a eozinofilni granulocyty, které jsou téz schopné
mechanismu NETo6zy. Obranné mechanismy jsou vyuzivany pii boji s mikroorganismy
a patogeny, které se dostanou do organismu.

Jedna se o leukocyty o velikosti 10—15 um, které maji mnoholalo¢naté jadro.
V cytoplazmé nalezneme 3 typy granuli: priméarni (azurofilni) obsahujici myeloperoxidazu,
sekundarni (specifické) s laktoferinem a tercialni granule s zelatinazou (Borregaard, 2010).
Granulocyty tvoii jednu z nejpocetnéjSich slozek vSech leukocytl organismu. V krvi jich vSak
najdeme pouze malé procento. Nejvice jich 1ze detekovat v kostni dieni, kde jsou kumulovany
v nedozralém stavu. Dozrdvaji az po kontaktu se stimulanty, jakymi jsou napft. prozanétlivé
cytokiny ¢i patogeny. Po stimulaci jsou krevnim fe¢iStém transportovany az do mista zanétu,
kde jsou dulezitym prvkem boje s patogeny. Podle vyzkumu provedeného tymem doktora
Fuchse zroku 2007 je NETo6za v nckterych piipadech ucinna vice nez fagotcytdza,
ktera je na druhou stranu Castéjsi a rozsitenéjsi v boji s patogeny (Fuchs et al., 2007).

Neutrofilni granulocyty vznikaji v kostni dfeni. Denné¢ jich je v téle dospélého jedince

vytvofeno cca 2 x 10'! (Borregaard, 2010).



2.2 NETSs — neutrofilni extracelularni sité
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OBRAZEK 3: NEUTROFILNi EXTRACELULARNI SiT, KTERA SE SKLADA Z DNA, ELASTAzYy, MPO
(MYEOPEROXYDAZY), KATEPSINU G, HISTONU (UPRAVENO A PREVZATO Z (Usher and Stockley, 2013))

Neutrofilni granulocyty jsou schopny produkovat neutrofilni extracelularni sit¢ béhem
NETézy. Tyto sit€¢ maji svoji velice specifickou strukturu (obr. 3), ktera je siln¢ baktericidni a
diky tomu schopna velice efektivni likvidace.
Tuto vlastnost NETs ziskavaji diky neutrofilni
elastaze, ktera je schopna degradovat virulentni
gram negativni bakterie. Neutrofilni proteazy
potom pulsobi na virulentni struktury gram
pozitivnich bakterii (Brinkmann, 2004). NETs
délime nagenomovou a globularni cast.
Genomova cast o velikosti 15—17 nm je slozena
zDNA a  histoni zjadra neutrofilniho
granulocytu. Globularni ¢ast je poskladana
z neutrofilni elastazy (NE), myeloperoxydazy
(MPO), katepsinu G, laktoferinu, kathelicidinu
(LL-37), lidskych neutrofilnich peptidi (HNPs)

a zelatinazy. Tato ¢ast se pohybuje svoji

EAS

velikosti mezi 25-50 nm (Brinkmann, 2004). NETs

OBRAZEK 4: NETS POD ELEKTRONOVYM

(obr. 4) jsou 3x az5x veétsi nez plocha MIKROSKOPEM. (PREVZATO Z (PIRES,
FELIX AND DELCEA, 2016))

kondenzovaného chromatinu (Pires, Felix and Delcea,

2016).



2.3 NET6za jako déj

Neutrofilni granulocyty jsou schopny tfi riznych typti NET6zy a to: vitalni, suicidalni
a mitochondrialni. Pfi suicidalni NETo6ze se do tvorby NETs zapojuji vedle NE také reaktivni
formy kysliku (ROS), které pak maji za nasledek smrt neutrofilniho granulocytu. Kdezto
u vitalni NETo6zy pii tvorbé NETs nejsou pouzity ROS a neutrofilni granulocyt si 1 pies
uplnou ztratu jadra zachovava své biologické funkce jako je chemotaxe a fagocytdza
(Pilsczek et al., 2010; Yipp et al., 2012; Clark et al., 2007). Tato NET6za je az 3x rychlejsi
nez suicidalni, trvd od 5 do 60 minut. Poslednim typem je mitochondrialni NET6za, pti které
je zneutrofilntho granulocytu pro tvorbu NETs wuvolfiovana mitochondridlni DNA.
Zajimavosti je, ze tato NETo6za je pozorovana predevSim u pacient, ktefi prodé¢lali

chirurgicky zakrok (Berthelot et al., 2017).

®Ros  MPO L

OBRAZEK 5: VZNIK NEUTROFILNICH EXTRACELULARNICH SITI; NADPH
(NIKOTINAMIDADENINDINUKLEOTIDFOSFAT), ROS (REAKTIVNi FORMY KYSLiKU), MPO
(MYIPEROXIDAZA), PAD4 (PEPTYDYLARGININ 4), NE (NEUTROFILNi ELASTAZA). 1. DOSLO
K STIMULACI NEUTROFILNIHO GRANULOCITU, DO REAKCE SE ZAPOJUJE ROS, NADPH
A ZACINA SE UVOLNOVAT S PRIMARNICH GRANULI MPO. 2. V NEUTROFILNIM
GRANULOCYTU POZORUJEME PAD4, NE A TAKE DEKONDENZACI MNOHOLALOCNATEHO
JADRA. 3. NETS VYTVORENE Z LATEK V CASTI 2 A TAKE Z CHROMATINU. (PREVZATO
A UPRAVENO (USHER A STOCKLEY, 2013))

Jak jiz bylo feceno, NETo6za je jednim z dulezitych mechanismi, ktery se podili
na ochrané téla pred mikroorganismy ¢i patogeny. Jedna se o proces programované bunécéné
smrti, kdy jsou neutrofilni granulocyty stimulovany prozanétlivymi cytokiny, interleukinem-8
(IL-8), lypopolysacharidem (LPS) ¢i kyselinou forbomystatovou (PMA) (Brinkmann, 2004).
Po stimulaci neutrofilniho granulocytu zacinad v kostni dieni dozravani, kdy po pfiblizné
45 minutach jsme schopni dozralé neutrofilni granulocyty detekovat (Fuchs et al., 2007),

z azurofilnich granuli se wuvoliiuje MPO a spolecné sNE je transportovana
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do mnoholalo¢natého jadra neutrofilniho granulocytu, tento transport trva ptiblizné¢ 60 minut.
V dozréalych a stimulovanych neutrofilnich granulocytech zac¢ina po 60. minuté od stimulace
dekondenzace chromatinu, jadro prestdva byt mnoholalo¢naté a dojde k dilataci mezi vné;jsi
avnitini jadernou membranou. V 0. minut¢ dilatace jsou hodnoty 18,8+ 3,9 nm
av 60. minut¢ 27,9 +£5,8 nm. Ve 120. minuté¢ od stimulace mizeme pozorovat NE, jak
se navazuje na chromatin stale v procesu dekondenzace a zjaderné membrany se zacinaji
tvofit drobné vezikuly. Po rozpadu jadern¢ membrany na vezikuly, kdy je jiz dokoncena
dekondenzace chromatinu, dojde k perforaci cytoplazmatické membrany. Granulované
proteiny spolu s DNA a histony se vyliji do mezibunécného prostoru, kde se zacinaji
navazovat a tvofit NETs. Pti tvorbé NETs (obr. 5) se do extracelularniho prostoru dostava
NE, ktera je jeji soucasti. Pravé NE muze mit za nasledek poskozeni endotelidlnich bunck
v misté zanctu. Toto poskozeni je typické pfi systémovém lupusu erythematodes (Fuchs et al.,
2007).

Kdyz jsou v misté zanétu vytvoieny NETs, jsou neutrofilni granulocyty schopny interagovat

s velkou Skalou mikroorganismt a patogenii, napf. s viry, bakteriemi, houbami ¢i
extracelularnimi parazity (Lu et al., 2012). Zastupci téchto mikroorganismi jsou viry,
jmenovité napt. Influenza a HIN1 (Narasaraju et al., 2011) nebo Feline leukemia virus
(Wardini et al., 2010). Jako ptiklad bakterii Ize jmenovat Salmonella typhimurium
(Brinkmann, 2004) a Shigella flexnerri (Brinkmann, 2004) nebo Streptoccocus Suis
(Scapinello et al., 2011) ¢i Yersenia enterocolitica (Casutt-Meyer et al., 2010).

Z extracelularnich paraziti poté Plasmodium falciparum (Baker et al., 2008), Toxoplasma
gondii (Abi Abdallah et al., 2012) a Eimeria bovis (Behrendt et al., 2010). Aspergillus
fumigatus (McCormick et al., 2010) a Candida glabrata (Springer et al., 2010) najdeme mezi
houbami.

Vsechny procesy v téle jsou schopny regulace. Mezi regulatory NETOzy patii
difenyléndiol (DPI), hodnota pH, nikotin, reaktivni formy kysliku (ROS), peptidylarganin 4
(PADA4) ¢i Rac proteiny.

DPI je inhibitorem nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidazy, zabraiiuje
tvorbé NETs a produkci ROS, tim padem se podili i na regulaci smrti bunék. A to v ptipade¢,
ze byl neutrofilni granulocyt stimulovan PMA nebo S. aureus. Pii této stimulaci jsou
pozorovany primdrni vacky a z nich se uvolnujici MPO a NE, déle také dekondenzace jadra,
navazovani vSech komponentti a postupna tvorba NETs (Fuchs et al., 2007). Vyznamnou
tlohu hraji ROS, napf. '0». Potlageni a omezeni tvorby ROS by mohlo pomoci pii regulaci

tvorby NETs a minimalizovat tak poSkozeni napt. endotelialnich bun¢k (Nishinaka et al.,
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2011). Hodnota pH je vyznamnym ukazatelem rychlosti NETo6zy, kdy se zvysujici se
hodnotou pH se zvySuje také intenzita tvorby NETs. Pokud je tedy hodnota pH vyss$i nez
bézna hodnota pH krve (~7,4), ma to pozitivni dopad na tvorbu NETs. V kyselejSim prostredi
bude NET6za zpomalovana (Khan et al., 2018), coz by mohlo byt vyhodou pfi 1écbé
autoimunitnich onemocnéni. Ve studii z roku 2016 zatazuji mezi faktory, které ovliviiuji
NET6zu, nikotin, ktery mtize byt stimulantem nedozralych neutrofilnich granulocytt. Pokud
jsou neutrofilni granulocyty stimulovany nikotinem, zacne tvorba NETs a cely proces
NET6zy se zpozdénim 2—4 hodiny. V nasledujicich 10 hodinach se pak tvorba NETs
neustale navysuje (Hosseinzadeh et al., 2016). Dulezitou roli v tvorbé NETSs hraje
1 peptidylarginin 4, ktery podporuje dekondenzaci chromatinu. Za jeho pfitomnosti se 1épe
preménuje arginin a citrulin na histonovych ocascich (Li et al., 2010). Rac proteiny, malé G-
proteiny, maji svoji tlohu v regulaci zadnétlivych signalt a z ¢asti ovliviiuji tvorbu ROS
(Dinauer, 2003).

Dalsi parametr, ktery muze ovlivnit tvorbu NETs, je hladina kysliku v krvi.
Podle studie zroku 2016 (Heinemann 2016) je tvorba NETs pii hypoxii redukovéana
v zavislosti na PMA. Neutrofily také jinak reaguji pfi hypooxii a normoxii. Je tedy diilezité si

uvédomit, Ze pii studiu neutrofild je nutné dbat i na hladinu kysliku.



3 Autoimunitni onemocnéni a NEToé6za

V ptipadé autoimunitnich onemocnéni (AO) se jedna o multifaktoridlni onemocnéni.
Propuknuti AO neni vzdy zcela ziejmé, ma urcity geneticky zéklad, ktery je podpofen vlivy
z vnéjSiho prostredi jedince. Imunitni systém organismu reaguje na podnét, ktery zapiicini,
ze buniky organismu jsou vyhodnoceny jako télu nebezpecné a mélo by dojit k jejich zniceni.

Autoimunitni onemocnéni muzeme rozdé€lit na organové specificka a nespecificka.
Pti orgdnové specifickém AO dochazi k poskozeni tkani autoreaktivnimi T-lymfocyty nebo
autoprotilatkami. Autoprotilatky mohou ovlivnit funkci v cilovych strukturdach nebo maji
toxicky efekt. Mezi organové specifickd onemocnéni patii napi. celiakie, kdy télo reaguje
na lepek pfijimany potravou, psoriaza, diabetes a dal§i. Mezi organové nespecificka
autoimunitni onemocnéni ¢i systémova autoimunitni onemocnéni patii systémovy lupus
erythematodes nebo revmatoidni artritida. K imunokomplexovému poskozeni tkani dojde
reakci, kterd je namifena proti antigeniim a konzervovanym strukturam v jadre.

NET6za miize mit vliv na rozvoj AO, protoze pii tvorbé NETs se do extracelularniho
prostoru dostavd volna DNA (cfDNA), ktera funguje jako alarmin pro imunitni systém

a podili se na spusténi imunitni odpovéd’ (Korabecna 2017).

3.1 NETéza a systémovy lupus erythematodes

Systémovy lupus erythematodes (SLE) je multiorganové onemocnéni typické
vytvatenim protilatek proti riznym strukturdm v bunééném jadie jedince. Mezi nejcastéjsi
struktury patfi dvouvldknova deoxyribonukleova kyselina (ds-DNA) ¢i antinuklearni
protilatky (ANA). Onemocnéni je Cast€j$i u zen a asi v 60 % piipadi se toto onemocnéni
projevi mezi 13. a 40. rokem zivota. SLE postihuje kiizi, klouby, plice, srdce, centralni
nervovou soustavu (CNS), krevni buiikky nebo cévy. Ma vysokou umrtnost, ktera souvisi
s napadenim vice organli imunitnim systémem a jejich selhavani (Jarrot et al., 2016).

U SLE hraji vyznamnou ulohu v patogenezi granulocyty s nizkou hustotou (tzv. LDG
— low-density granulocytes), coz je skupina granulocyti s odliSnym fenotypem a funkei.
Neutrofilni granulocyty, ptfedevSim LDG, u SLE pacientd vylucuji dsDNA. Pfi vétSim
mnozstvi LDG je tedy zvySena tvorba NETs. Neutrofilni granulocyty reaguji imunitni
odpovédi 1 na dsDNA ostatnich granulocyt. Produkce jako takova nemé vliv na véaznost
onemocnéni. Kdyz je dsDNA mimo buiiku, je to alarmin pro imunitni systém, ktery

se vSechnu volnou DNA snazi degradovat (E. Villanueva et al., 2011). LDG pii NETo6ze
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vyluCuji velkou Skalu imunostimula¢nich molekul a autoantigend, které jsou dulezité
pro stimulaci adaptivni i vrozené imunity. Pokud je u SLE pacientii v krvi zvySené mnozstvi
LDG, maji tito pacienti zvySenou nachylnost ke koznim infekcim. U pacientd, v jejichz séru
detekujeme zvySenou hladinu anti-dsDNA, nalezneme v ktzi velké agregaty NETs. NETs
také u téchto pacientli extruduji dsDNA a LL-37, coz jsou dulezité antigenni stimuly
pro tvorbu anti-dsDNA (E. Villanueva et al., 2011).

Spole¢né s apoptickymi bunkami u SLE pacientt cirkuluji v krvi mikroc¢astice
schopné aktivovat plazmocytoidni dendritické buiikky (pDC) a myeloidni dendritické bunky
(mDC). Imunitni komplexy piinuti pDC k sekreci prozanétlivych cytokind, naptiklad
interferon-a (IFN-a) a interferon-y (IFN-y). Pravé IFN-a je sekretovan ve velkém mnozstvi,
coz miize mit za nasledek, ze onemocnéni je orgdnove nespecifické (Dieker et al., 2016).

Pfi SLE jsou poSkozovany endotelialni bunky, pfi¢inou je zvySend tvorba NETs
avylévani NE do extracelularniho prostoru piti perforaci cytoplazmatické membrany
neutrofilniho granulocytu. Pfi vyzkumu Handono a kol. bylo pozorovano, ze terapeuticky
potencial by mohlo mit podavani davek vitaminu D (1,25 (OH)2D3), ktery je schopny
imunomodulace. Vitamin D by m¢l snizit ¢asné praskani neutrofilnich granulocytti u pacienti
se systétmovym lupusem, ¢imz by se zabranilo vylévani obsahu granulocyti (Handono et al.,
2016).

Pti vyzkumu Jarrot a kol. dosli kzavéru, ze u onemocnéni SLE a AAV
(Antineutrophile Cytoplasmatic Antibodies associated Vasculitida) dochazi k pirekryti.
U vétsiny zkoumanych subjekti byla prokazana obé¢ tato onemocnéni. Rozpéti jejich nastupu
se vsak lisilo bez zavislosti na tom, které onemocnéni propuklo diive. Onemocnéni také sdili
klinické piiznaky, kterymi jsou naptiklad artritida ¢i kozni l1éze. Odlisit se od sebe daji
naptiklad demograficky nebo rendlni patologii, kterou pacienti trpéli, zpisobené jak AAV,

tak 1 SLE, a u kazdého onemocnéni je patologie rozlisna (Jarrot et al., 2016).

3.2 NETo6za a ANCA — asociovana vaskulitida

Jedna se o systémové nemocnéni, pifi kterém nekrotizuji malé a stiedni cévy.
Onemocnéni je spojené s MPO a také s proteinazou 3 (PR3). ANCA — asociovand vaskulitida
(AAV) se da rozdelit do nekolika typt podle toho, vii¢i ¢emu je nejvice reaktivni.
Napt. MPO-ANCA, ktera je reaktivni viici MPO a PR3-ANCA, ktera reaguje na PR3. Jednou
z klinicko-patologickych variant onemocnéni je mikroskopicka polyangitida, pii které jsou
napadany malé a stfedni cévy v glomerulu (Kallenberg, 2011).
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Neutrofilni granulocyty aktivované prozanétlivymi cytokiny patogenii po tomto
stimulu exprimuji na svlij povrch MPO a PR3. Na MPO a PR3 se nésledné navazi protilatky
ANCA. Takto aktivované neutrofily zplisobuji poSkozeni vaskularnich endotelovych bun¢k,
toto poskozeni vede k rozvoji vaskulitidy malych cév (Kusunoki et al., 2016).

U mikroskopické polyangitidy (MPA; jednd se o MPO-ANCA) dochézi k navazani
patogenni ANCA na povrch neutrofili  aktivovanych prozanétlivymi  cytokiny.
Timto spojenim dojde k podpoieni tvorby NETs a nasleduje destrukce malych a sttednich cév
v glomerulu (Nakazawa et al., 2013).

Jak se ale ukazalo, u AAV pacientl je vyssi hladina NETs a asociovanych proteinti
NETs, které¢ se daji vyuzit k hodnoceni zavaznosti onemocnéni, jelikoz snim koreluji.
Nevyhodou je vSak malé citlivost ¢i specifiCnost téchto testii. Proto je tfeba provadét noveé

studie, které by napomohly k lepsi detekci (S6derberg and Segelmark, 2018).

3.3 NETo6za a revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je chronickym autoimunitnim onemocnénim postihujicim
predevsim klouby, mize se vSak rozsitit do celého téla, kdy je u takovychto pacientli zvySena
mortalita aZz o 1,5 % oproti zdravé populaci (van den Hoek et al., 2017). Cast&ji se toto
onemocnéni vyskytuje u Zen, kdy je prevalence 0,51 %, kdeZto u muzi 0,16 % (Zlatkovié-
Svenda et al., 2013). Mortalita u dlouhodobé nemocnych pacientll je pomémé vysoka,
ve studii, kde bylo 11 let sledovano 1 429 pacienti starSich 18 let, zemiela v tomto obdobi asi
1/3 pacientl (32 %). Pfi¢inou smrti bylo napt. kardiovaskuldrni onemocnéni (31 %), nddorové
onemocnéni (24 %), respiracni onemocnéni (22 %), cévni mozkova piihoda (10 %) a jina
(Young et al., 2006).

U RA dochazi k nevratnému poskozeni synoviadlni chrupavky a ma dal$i mnozstvi
extraartikuldrnich projevii. Za normalnich okolnosti je synoviadlni chrupavka infiltrovana
imunitnimi a efektorovymi bunikami. Tyto buiikky a cytokiny se podileji na Sifeni odpovédi
a podnécuji efektorové bunky k poskozovani chrupavky a kosti. Zhrubnuti synovia a omezeni
zpétného vstiebavani tekutiny do kloubu maji za nasledek typické ptiznaky revmatoidni
artritidy jako je otok, ztuhlost kloubti, snizen4d mobilita a také bolest kloubti. Na rentgenovém
snimku lze vSechny tyto ptiznaky pozorovat jako zUzeni kloubniho prostoru a maji
za nasledek postupnou invaliditu pacienta (Brown and Isaacs, 2014).

U pacientl s RA je typicka ptfitomnost protilatek proti citrulinovanym proteiniim (ACPA).
Tyto protilatky mizeme rozdé¢lit na pozitivni a negativni. Pokud ma pacient ACPA — pozitivni
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negativni revmatoidni artritidou neni pribéh onemocnéni tolik zdvazny. ACPA rozpoznavaji
v modifikovanych proteinech aminokyselinu citrulin, ktery je generovdn pomoci peptidyl
arginin deaminazy 5 (PADS). Jak uz bylo fec¢eno, ACPA rozpozna proteiny, které obsahuji
citrulin. Mezi né¢ miZzeme pocitat i homocitrulin, ktery vznikd konvertovanim lysinu za
pomoci kyanatl,, které jsou dilezité v karbamylaci (Trouw, Huizinga and Toes, 2013).
Revmatoidni artritida se mize rozvinout 1 u pacienti, ktefi nemaji specifikovanou artritidu
nebo artralgii, které jsou predpokladem onemocnéni. Pokud se u pacientli bude vyskytovat
ACPA, je urcita pravdépodobnost, ze se revmatoidni artritida projevi. Genetickym rizikem,
kter¢ stoji za revmatoidni artritidou, jsou alely lidského leukocytarniho antigenu nebo protein
tyrosin fosfataza typu 22 (PTPN22) (Trouw, Huizinga and Toes, 2013).

V periferni krvi pacientd je zvy$ené mnozstvi NETs. Cetnost a aktivita NETo6zy
pozitivné koreluji s mnozstvim ACPA a také se systétmovymi markery zanéti. U téchto
pacientll vykazovaly neutrofilni granulocyty vétSi sklon k tvorbé NETs nez neutrofilni
granulocyty od zdravych jedincti. K NET6ze dochazelo nejcastéji v perifernich oblastech
a kloubech (Khandpur et al., 2013).

Pti diagnostice revmatoidni artritidy by mohla byt pouzita detekce zvysené hladiny
komponent NET06zy. Jako nejlepsi marker se u této diagnostiky dle vyzkumu z roku 2014 jevi
nukleozomy. Vysledkem testu byla senzitivita 91 % a specifita 92 % (Sur Chowdhury et al.,
2014).

3.4 NEToza a diabetes

Mezi autoimunitni onemocnéni fadime také Diabetes mellitus typu 1 (TIDM), ktery
je organove specificky. Hladina glukézy v krvi pacienti s TIDM je zvySena, a to z divodu
destrukce beta bun€k pankreatu, které jsou odpovédné za produkcei inzulinu (obr. 6). Pacienti
jsou nachylni k infekcim a Spatnému hojeni ran. Za zminku vSak stoji i diabetes mellitus
typu 2 (T2DM), ktery je metabolickym onemocnénim, kdy jsou pacienti rezistentni na inzulin
(obr. 6). Propuknuti onemocnéni je z Casti zavislé na genetické predispozici v kombinaci
s vnéjSimi vlivy na organismus, kterymi muize byt Spatné stravovani a zivotni styl (strava s
vysokym podilem tuki, nedostatek pohybu a s tim spojena obezita). Onemocnéni se projevuje
ve stfednim ve&ku, kdy jsou receptory na inzulin opotifebeny a nejsou schopny na néj reagovat.
Pokud je télo enormné¢ zatizeno gluk6zou mize k propuknuti onemocnéni dojit diive (Seino et

al., 2010).
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Pravé zvySend hodnota glukdzy
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r & g ey by .
1 \g j neutrofilnich granulocytt. Dochazi k Cast&jsi
L
L

NETo6ze a tvorbé NETs (Menegazzo et al.,

2015). Vliv na diabetes maji i cytokiny,

Diabetes I typu  inauin které jsou nadmérné produkovany.
Mezi prozanétlivé  cytokiny patfi  napf.
interleukin-6 (IL-6) a tumor nekrotizujici

faktor-a (TNF-a). Tyto cytokiny maji vliv

cytotoxicky, cytostaticky a cytokidni. TNF-a

Diabetes Il typu  tmwin

i samostatné nebo v kombinaci

s interleukinem-1f  (IL-1B) se  podili

na autoimunitnim napadani B-bunék

v pankreatu. TNF-a muze dokonce pfispét

OBRAZEK 6: POROVNANI ZDRAVEHO
JEDINCE S DIABETEM TYPU I TYPU II
(PREVZATO A UPRAVENO Z URL 2)

k rezistenci na inzulin a IL-6 ma diabetogenni uCinky na hypofyzu, kde jsou stimulovana
centra pro produkci adenokortikoidnich hormont v kiife nadledvin (Alexandraki et al., 2008).

Vyssi tvorba NETs souvisi také s vyrazné zvysenou cirkulaci NE a PR3 u pacient
T1DM oproti zdravym kontrolnim subjektim (Wang et al., 2014). Nejvyraznéjsi je hladina
cirkulace u pacientl trpicich onemocnénim méné nez 1 rok, a to cirkulace NE ~ 5x vyssi
a cirkulace PR3 ~ 3x vys$§i. Rozdil v hladinach neutrofilnich serinovych proteaz se mezi
pohlavimi neli$il a ma ptipadny diagnosticky potencial u TIDM (Wang et al., 2014).

V ramci vyzkumu Wang a kol. bylo prokdzéano, ze v ptipad¢ hyperglykemie dochazelo
ke spontanni tvorbé NETs, kdy nebylo zapotiebi stimulit u T2DM. Ve vzorcich od zdravych

jedinct k tvorbé NETs nedochéazelo vibec. Produkce NETs je i vtomto piipadé zavisla

na ROS (Wang et al., 2019).

-13 -



4 Zavér

NETo6za jako proces neutrofilnich granulocyti je stimulovdana PMA, LPS
¢1 prozanétlivymi cytokiny. Tyto latky jsou produkovany cizorodymi mikroorganismy
pritomnymi v organismu. Neutrofilni granulocyty jsou tedy prvni obrannou linii organismu
v boji s patogeny.

Vytvotené¢ NETs jsou diky NE baktericidni a jsou schopny ucinné likvidovat
patogeny. Problémem pii tvorbé NETs je volnda DNA, ktera se dostavd do extracelularniho
prostoru a je alarminem pro imunitni systém, ktery se aktivuje a mtize tak zautocit 1 na bunky
télu vlastni.

Proces vytvareni NETs trva v priméru 3 hodiny, kdy se po aktivaci neutrofil v kostni
dreni, uvolituje NE a MPO a putuji do jadra, kde za ptispéni ROS dochazi k dekondenzaci
chromatinu, na ktery se pravé NE a MPO navazi. Nakonec dojde k 1yze bunky a smés latek
se dostava do extracelularniho prostoru v misté¢ zanctu, kde se zaCinaji tvofit NETs. Cely
proces uvniti neutrofilniho granulocytu probiha pii jeho migraci krevnim fecistém z kostni
difené az k mistu vniku patogenu do organismu. NET6zu a NETs je mozné pozorovat
1u pacientti po chirurgickém zakroku.

Pti SLE LDG vylucuji dsDNA a jsou v organismu ve zvySeném mnoZzstvi, které ma
za nasledek zvysSenou tvorbu NETs. Pacienti stimto onemocnénim maji vys$s$i nachylnost
ke koznim infekcim. Kvuli zvysené tvorbé NETs dochazi také k poskozovani endotelialnich
bunék. Bylo zjisténo, ze se SLE vyskytuje velmi Casto spolecné s AAV.

Pti AAV jsou neutrofily stimulovany protilatkami, které zapfiCini, ze se na neutrofil
navazi protilatky ANCA, ¢imz je podpoiena tvorba NETs. Vyssi tvorba NETs ma za nésledek
poskozeni vaskularnich endotelovych bunck. Tvorba NETs se da vyuzit pfi diagnostice,
diagnostika presnéjsi.

U pacientt s RA je typicka pritomnost ANCA protilatek, s jejich mnozstvim koreluje
aktivita neutrofili a tvorba NETs. Navysi se tedy NET6za a to predevSim v perifernich
oblastech a vkloubech. ZvySen¢ mnozstvi NETs se da vyuzit v diagnostice.
Jako nejspolehlivejsi marker se ukazaly nukleozémy.

Pti TIDM jsou poskozovany [B-buiikky pankreatu imunitnim systémem, ktery je
stimulovan prozanétlivymi cytokiny, které aktivuji neutrofily k tvorbé NETs. Tvorba NETs je
také podpofena zvysenou hladinou glukézy. Diky zvySené tvorbé NETs v organismu cirkuluji

ve vétSim mnozstvi NE a PR3, které maji mozny diagnosticky potencial u TIDM.
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Ve vySe zminénych onemocnénich hraje NET6za vyraznou ulohu v jejich patogenezi,
avSak k pfiblizeni a konkretizovani této role je zapotiebi dalSich studii. V komponentach

najdeme 1 velky potencial pro diagnostiku, ten je vSak tfeba také podpofit dalSimi studiemi,

vV

-15-



5 Seznam pouzitych zkratek

AAV
ACPA
ANCA

ANA
AO
cfDNA
CNS
DNA
DPI
dsDNA
GADG65
HNPs
IFN-a
IFN-y
IL-1B
IL-6
IL-8
LDG
LL-37
LPS
mDC
MPA
MPO
MPO-ANCA
NADPH
NE
NETs
PAD4
PADS
pDC
PMA

ANCA asociovana vaskulitida
protilatky proti citrulinovanym proteiniim
protilatky  proti  cytoplazmé neutrofili
cytoplasmatic antibodies)
antinukledrni protilatky
autoimunitni onemocnéni

volna DNA (cell free DNA)
centralni nervova soustava
deoxyribonukleova kyselina
difenyléndiodium

dvouvlaknové deoxyribonukleova kyselina
dekarboxyldza glutamové kyseliny
lidské neutrofilni peptidy

interferon alfa

interferon gama

interleukin -1

interleukin 6

interleukin 8

granulocyty s nizkou hustotou
kathelicidin

lypopolysacharidy

myeloidni dendriticka bunka
mikroskopicka polyangitida
myoperoxiddza

AAV reagujici proti MPO
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
neutrofilni elastdza

neutrofilni extracelularni sité
peptidylarginin 4

peptidylarginin deaminaza 5
plazmocytoidni dendriticka bunka

kyselina forbolmyrastatova
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PR3 proteinaza 3

PR3-ANCA AAV reagujici proti PR3
PTPN22 protein tyrosinfosfataza 22

RA revmatoidni artritida

ROS reaktivni formy kysliku

SLE systémovy lupus erythematodes
TIDM diabetes mellitus typ 1

T2DM diabetes mellitus typ 2

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa
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