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Souhrn

Pentraxin 3 (PTX3) je nové identifikovany reaktant akutni faze, ktery sdili nékteré strukturni a funkéni vlastnosti
s CRP, klasickym kratkym pentraxinem. Na druhou stranu, PTX3 ma své unikatni biologické vlastnosti, véetné
mozné role v patogenezi kardiovaskularnich chorob a v procesu doprovazejici pfirozeny vyvoj operacni rany. Na
rozdil od CRP, ktery je tvofen pfevazné v jatrech, PTX3 je produkovan zejména v mistech po$kozeni tkané.
Syntéza PTX3 je vyvolana prozanétlivymi cytokiny TNF-a nebo IL-1f3, mikrobialnimi slozkami stén jako napfiklad
lipopolysacharidy. Plazmatické koncentrace PTX3 jsou zvySené u velkého mnozstvi chorobnych stavi jako
napfiklad u chorob koronarni artérie, u pulmonalni infekce a akutniho poranéni plic, u pacientd s chronickym
onemocnénim ledvin, u pacientd s depresi, béhem normalniho téhotenstvi a preeklampsie, u pacientl
s psoriazou a béhem kardio operaci s nebo bez kardiopulmonarniho bypassu. PTX3 byl stanoven uzitim
detekéniho setu (Alexis Biochemicals, §v§/carsko), cat.no.ALX-850-299-KI01 pro sendviCovou ELISA aplikaci,
ktera poskytuje zachyt monoklondlnich protilatek k PTX3, detekci polyklondlnich protilatek k PTX3 a
rekombinantni PTX3 (standard). Goeckermanova terapie je vysoce efektni vIécbé psoridzy. GT dosahuje
dobrych klinickych vysledkl s dlouhodobou remisi u vétSiny pacientl. Produkce PTX3 aktivovanymi monocyty -
makrofagy u pacient s psoridzou neni pravdépodobné jedinym zdrojem PTX3 u téchto pacientd. Je znamo, ze
bunky endotelu znaéné pfispivaji k produkci PTX3. Porovnavali jsme PTX3 kinetiku u pacient(i operovanych ,on-
pump“ a ,off-pump“. Nasli jsme vyznamné vysSi PTX3 uvolfovani u pacientll operovanych s pouZzitim
kardiopulmonarniho bypassu. Tyto objevy mohou naznacovat rozdilnou tendenci k zanétlivé odpovédi u téchto
dvou skupin pacientd. U akutniho infarktu myokardu a dalSich chorob, PTX3 muze poskytovat marker
bezpochybné kvalitnéjsi v prognostické hodnoté nez je CRP.

Summary

Pentraxin 3 (PTX3) is a newly identified acute phase reactant which shares some structural and some functional
properties with CRP, classical short pentraxin. On the other hand, PTX3 displays unique biological properties of
its own, including a possible role in the pathogenesis of cardiovascular diseases and in processes accompanying
the natural evolution of surgical wounds. Unlike CRP, which is manufactured predominatly in the liver, PTX3 is
produced especially at sites of tissue damage. PTX3 synthesis is induced by proinflammatory cytokines TNF-a or
IL-1B and by microbial wall constituents such as the lipololysaccharide (LPS). Plasma protein PTX3
concentrations are elevated in a wide range of diseased states, such as in coronary artery disease, in pulmonary
infection and acute lung injury, 3 in patients with chronic kidney disease, in pacients with depression, during
normal pregnancy and preeclampsia, in pacients with psoriasis and during cardiac surgery with or without
cardiopulmonary bypass. PTX3 was detected using detection set (Alexis Biochemicals, Switzerland) cat.no. ALX-
850-299-KI01 for sandwich ELISA application that provided capture monoclonal antibody to PTX3, detection
polyclonal antibody to PTX3 and recombinant PTX3 (standard). Goeckerman’s therapy of psoriasis is highly
efficient in the treatment of psoriasis. GT achieves good clinical response followed by a long-term remission in a
majority of patients. The PTX3 production by activated monocyte-macrophage cells in patients with psoriasis is
very likely not the single source of PTX3 in these patients. It is well established that endothelial cells contribute
substantially to the overall production of PTX3. We compared separately the PTX3 kinetics in ,,on-pump* and ,,0ff-
pump“ patients. We found a significantly higher PTX3 release in patients operated on with the use of
cardiopulmonary bypass. These findings may imply different propensity to the inflammatory response in the two
groups. In the setting of acute myocardial infarction and other diseases, PTX3 may provide a marker undoubtedly

superior in prognostic value to CRP.
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Seznam pouzitych zkratek

PTX3 pentraxin 3

TSG-14 tumor nekrotizujici faktor-stimulovany genovou sekvenci-14
CRP C-reaktivni protein

SAP sérovy amyloid P

IL-6 interleukin 6

IL-18 interleukin 1B

PTX3 pentraxin 3

TNFa tumor nekrotizujici faktor a

IL-1 interleukin 1

LPS lipopolysacharidy

IFN vy Interferon y

IL-10 interleukin 10

IL-6 interleukin 6

IL-12 interleukin 12

IL-4 interleukin 4

FGF 2 fibroblasticky rastovy faktor 2

KpOmpA vnéjSi membranovy protein A z Klebsiella pneumoniae
LOX-1 lecitin-like oxidovany lipoproteinovy receptor 1 o nizké hustoté
SREC-1 scavenger receptor pfitomny na endotelovych bunkach
DCs dendritické buriky

TLR-2 toll-like receptor 2

MHC hlavni histokompatibilni komplex

TGT-B transformujici rustovy faktor 3

APCs antigen-prezentujici buniky

SLE Systémovy lupus erythematodes

RA Revmatoidni artritida

AMI akutni infarkt myokardu

CPB kardiopulmonarni bypassu

SIRS systémovy zanétlivy reakéni syndrom

CABG koronarni arterialni bypassova transplantace

OPCAB alternativni nazev kardio operace bez pouziti CPB



»,0Nn-pump*
,off-pump*
B
IP-10/CXCL10
GFR

HD

PD

DEX

IA

D-AMB
L-AMB
GT

SD

ELISA
EIA

pNPP
ABTS
OPD

TMB

TF
HUVECs
SMCs
mADb

pacienti operovani s pouzitim kardiopulmonéarniho bypassu

pacienti operovani bez pouziti kardiopulmonérniho bypassu

pulmonalni tuberkul6za

INF-y inducible protein 10

glomerularni filtrace

hemodialyza

peritoneéni dialyzu

dexamethason

Invazivni aspergillosa

deoxycholatni amphotericin B (Fungizone)
liposomalni amphotericin B (AmBizone)
Goeckermanova terapie

smérodatna odchylka

Enzyme-Linked ImmunoSorbent essay
Enzyme Immunoassay

p-nitrofenylfosfat

2,2’-azo-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonovou kyselina)

o-fenylenediamin
3,3'5,5'-tetramethylbenzidinovou baze
tkanovy faktor

endotelové bunky z umbilikalni zily
buriky hladké svaloviny

monoklonalni protilatka



1. Uvod acil

Pentraxiny jsou soucasti nadrodiny multifunk&nich molekul charakteristickych

multimerni strukturou. Je to rodina proteint, pro kterou je typicka zplostéla B

Sroubovicova struktura a ligandy vazajici vapnik. Jméno ,pentraxin“ je odvozeno

z feckych slov pét (penta) a plod (ragos), tykajicich se radikalni symetrie péti

monomerd, které vytvareji kruh. VSechny pentraxiny se podili na obrané organizmu

pred

pronikajicimi patogennimi mikroorganizmy a na odstrafiovani vlastnich

apoptickych bunék, ¢imz chrani organizmus pfed rozvojem autoimunitnich reakci.

Cilem této prace je:

1.

2.

3.

Shrnout sou€asné znalosti o pentarxinu 3. Ziskat informace, jestli PTX3 muze
slouzit jako marker chorobnych stavi a zda je mozné jeho pouziti v terapii.
Zjistit, zda PTX3 muze slouzit jako prognosticky marker v konkrétnich
pfipadech. Jako model jsem si vybrala pacienty s psoriazou,
imunopatologickym stavem projevujicim se na pokoZce. Provéfit, zda jsou
plazmatické koncentrace PTX3 zvySené u téchto pacientd a jestli
Goeckermanova terapie snizuje PTX3 hladiny.

Jako druhy model jsem si vybrala kardiochirurgické operace. Zhodnotit
kinetiku PTX3 u ,on-pump“ a ,off-pump* operaci. Ktera z téchto operaci je
méneé riskantni z hlediska rozvoje zanétlivé odpovédi ve vztahu s PTX3.



2. Teoreticka cast

2.1. Pentraxin 3 ajeho vztah k imunitnimu systému

2.1.1. Pentraxinova rodina
Pentraxiny muzeme rozdélit na tzv. kratké a dlouhé. C-reaktivni protein (CRP)

a serovy amyloid P (SAP) patfi mezi kratké pentraxiny a jsou znamy jako reaktanty
funkce SAP neni jesté zcela znama. U mysSi se na druhou stranu setkavame
s opacnou situaci, kde CPR hraje pouze zanedbatelnou roli v reakci akutniho zanétu.
Oba pentraxiny jsou produkovany v jatrech, kde je kliC¢ovym regulaénim mediatorem
interleukin 6 (IL-6), zejména pokud jde o lidsky CRP (3). Doplfikovym mistem
produkce CRP jsou ledviny a cévni stény. Nicméné pfinos téchto alternativnich
zdroju k celkové hladiné CRP béhem akutniho za&nétu nedosahuje velkého
biologického vyznamu (11).

VSechny pentraxiny patfi mezi evolu¢né velmi staré proteiny. Béhem evoluce
bylo jejich sloZzeni zachovano s pouze bezvyznamnymi modifikacemi (11). Pfi hledani
gend, jejichz produkty by mohly slouzit jako markery zanétlivych reakci zapojenych
do cévni stény, Breviario a kol. (1992) pouzili diferencialni hybridizaci k identifikaci
riznych cDNA, které jsou indukovany v lidskych cévnich endotelovych burikach
interleukinem 1-f (IL-13). Jeden nové objeveny gen mezi témito cDNA byl nazvan
pentraxin 3. Lidsky gen PTX3 je umistén na chromozomu 3 (3g25) (30, 57). Tento
gen koduje 381 aminokyselin. PTX3 gen obsahuje 3 exony a je transkribovan jako
1861 nukleotidova mRNA. Gen pentraxinu 3 byl pojmenovan jako TSG-14 (,tumor
nekrotizujici faktor stimulovany genovou sekvenci-14“), protoZze dochazi k jeho
indukci ve finbroblastech Ié€enych tumor nekrotizujicim faktorem (Lee a kol., 1990,
1993) (24).



Aminokyselinova sekvence PTX3 a dal3ich &lend pentraxinové radiny

Signalni sekvence

- PTX3 unikatni sekvence

19420 225 aminokyselin
18020 224 aminokyselin
1718 178178 381 aminokyselin

CRP: C-raktivni protein
SAP: sérovy amyloid P
PTX3: pentraxin 3

Obr. 2.1.1. -1 Sekvence aminokyselin PTX3 (25)

Pentraxin 3 patfi mezi dlouhé pentraxiny (40-50 kD), kam spadé& i neuronalni
pentraxin 1 a neuronalni pentraxin 2, a je strukturalné podobny klasickym kratkym
pentraxindm. C terminalni konec PTX3 slozeny z 203 aminokyselin je shodny s C
terminalnim koncem CRP a SAP, ale N terminalni konec skladajici se ze 178
aminokyselin je jedineCny. Protomery pentraxinu 3 se shromazduji do vySSich
uspofadanych komplext tvofenych z 10-20 monomerovych podjednotek (tj.
dekamery nebo dodekamery) (11). PTX3 je produkovan bufikami imunitniho systému
jako nepostradatelnd slozka humoralni vrozené imunity, podilici se tak zejména na
bunéfném rozpoznavani a zanétlivych procesech. Na rozdil od CRP, ktery je tvoren
prevazné jatry, pentraxin 3 je produkovan zejména v mistech poskozeni tkané,
pri¢emz jatra hraji v produkci pouze okrajovou roli. Tvorba pentraxinu 3 se odehrava
dodatecné také v mistech, ktera jsou vzdalena od poskozené tkané, jde zejména o
cévni endotel kosternich svall a srdce (11). Pentraxin 3 je exprimovan na
stimulovanych dendritickych bunkach, nediferencovanych a diferencovanych
myoblastech, revmatoidnich arterialnich synovialnich burikach, glialnich burnkach,
makrofazich a burikach endotelu, na bunkach hladké svaloviny u pokrocilych
aterosklerotickych  plak, na glomerularnich mesangialnich  burikach a
preadipocytech. Syntéza pentraxinu 3 je indukovana prozanétlivymi cytokiny jako je
tumor nekrotizujici faktor o (TNF a) nebo interleukin 1(IL-1), d&le mikrobialnimi
slozkami a také lipopolysacharidy (LPS). Interferon y (IFN v), ktery je ve vétSiné

pfipadl synergicky s LPS, v monocytech inhibuje produkci pentraxinu 3. Naproti
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tomu interleukin 10 (IL-10), nejucinngjSi protizanétlivy cytokin, v produkci pentraxinu
3 synergizuje s LPS. Interleukin 6 (IL-6), hlavni cytokin regulujici syntézu CRP

v jatrech, hraje v produkci pentraxinu 3 negativni roli (11).

Tabulka 2.1.1. -1 Syntéza pentraxinu 3

Induktory Inhibitory
Lipopolisacharidy IL-6
IL-1B MCP-1
TNF-a M-CSF
IL-10 GM-CSF
INF-y

Funkénim protipélem pentraxinu 3 je TNF. Fyziologicky pribéh obrannych
reakci vyzaduje koordinovanou aktivitu obou pusobku. Je-li rovnovaha mezi nimi
porusena, dochazi v zavislosti na pfevaZzujici nebo chybéjici aktivité jednoho z nich
ke zvySené nachylnosti organizmu k nékterym infekcim, vyvolanym zejména
podminéné patogennimi fungalnimi ptvodci, anebo k poSkozeni organizmu reakcemi
obranného zanétu.

Pentraxin 3 je novy reaktant akutni faze, jehoz duleZitost v biologii savcu,
véetné Clovéka, je v poCatku poznéni. Lidsky PTX3 se liSi od klasickych pentraxinl
v jeho velikosti (pfiblizné 23 kD pro SAP a CRP a 43 kD pro PTX3), vjeho
genomické organizaci (2 exony pro SAP a CRP a 3 exony pro PTX3),
chromozomalni lokalizaci (chromozom 3 pro PTX3 a chromozom 1 pro SAP a CRP)
a zejména v in vitro expresi.

Bylo zjiSténo, ze PTX3 je zvySen u kriticky nemocnych pacientu, s vzestupem
od syndromu systémové zanétlivé odpovédi k septickému Soku. PTX3 hladiny maji
vztah ke klinické z&vaznosti choroby (59). U akutniho infarktu myokardu a dalSich
kritickych stavii mOze poskytovat informaci, ktera je srovnatelnd v prognostické
hodnoté s C-reaktivnim proteinem. Soucasné hraje pentraxin 3 dulezitou roli
v pfirozené imunité, ktera chrani télo pfed nékterymi napadajicimi mikroorganismy.

Dale se také podili na odstranovani apoptickych bunék (11).



2.1.2. Proteiny akutni faze
Bilkoviny akutni faze maji kromé svého ucinku pfi zanétlivych procesech nebo

jinych n&hlych poskozenich tkani také nékteré ucinky specifické. Proto zména jejich
koncentrace v krevni plazmé& mulze byt u nékterych stavi odliSna. Co se tyCe
rychlosti nastupu a trvani zmén, mizeme je rozdélit do 4 skupin.

V prvni skupiné jsou reaktanty akutni faze s rychlou odpovédi jako C-reaktivni
protein a sérovy amyloid P. Jejich vzestup nastava jiz po 6 hodinach a dosahuje
maxima za 48 hodin. Vzestup muze byt az 1000 nasobny oproti fyziologické hodnoté.
Tyto reaktanty maji dullezité postaveni v reakci akutni faze a tim v obranném
mechanismu jedince.

V druhé skupiné jsou proteiny, jejichZ nastup i vrchol je o0 néco pozvolngjsi. K
prokazatelnému zvySeni dochazi 12 az 24 hodin po poSkozeni tkani a vrcholi za 72
az 96 hodin. Navrat k normalnim hodnotam je u nekomplikovanych pfipadll za 18 az
21 dni. Patfi sem j-antichymotrypsin, aj-antitrypsin, haptoglobin a fibrinogen.

Maximalni vzestup je 2 az 4 nasobny.

Tabulka 2.1.2. -1 Zmény v koncentraci protein( akutni faze (1)

L Fyziologické Typicka Rychlost
Reaktant zl\:/)étéc:alr??(llfrz;) hodnoty koncentrace pfi odpovédi
y (g/l) zanétu ( g/l ) (hodiny)
CRP az 1000 0, 00007-0, 008 0,4 6-10
SAP az 1000 0, 001-0, 030 2,5 6-10
a,-antl- 2_4 0,3-06 3,0 10
chymotrypsin
a-antitrypsin o_14 1,0-2.0 7.0
a,-kysely _
glykoprotein 2-4 0,5-1,4 3,0 24
Haptoglobin 2_4 1-3 6.0
Fibrinogen 2_4 2-4.5 10
Ceruloplasmin 0.5 0.15-0, 6 2.0
C-3 komplement 0,5 0,55-1,2 3,0 48-72
C-4 komplement 0.5 0,20-0, 50 1,0

Treti skupina, zastoupena napf. ceruloplasminem a C3-slozkou komplementu,

reaguje jesté pozvolnéji a maximalni vzestup je obvykle 50 -100%.



Ve Ctvrté skupiné je pak napf. transthyretin (=prealbumin), transferin a
albumin, které se povaZzuji za negativné reagujici reaktanty akutni faze, u nichz se pfi
poSkozeni tkani koncentrace v krevni plazmé snizuje (1).

Rada fyziologickych a biochemickych zmén, které se vyskytuji b&hem
zanétlivé odpovédi, jsou vysledkem interakci mezi cytokiny a rdznymi buné&nymi
typy (59). Napfiklad, zvy$eni sérovych hladin hlavnich reaktantt akutni faze, CRP a

SAP, je vysledkem vystaveni jaternich bunék cytokinlim, zejména IL-6 (60).

2.1.3. Pentraxin 3 a komplementéarni systém
Komplement je tvofen systémem asi 30 rozpustnych membranovych proteind,

které jsou syntetizovany hepatocyty, granulocyty, enterocyty, makrofagy a monocyty.
Tyto bilkoviny se kaskadovitym zpusobem pfeménuji z neaktivni formy do podoby
aktivnich enzymu. Komplementovy systém ma po aktivaci podobné vlastnosti jako
specifické imunitni reakce. Poskytuje opsoniny k urychleni fagocytdézy. Hlavni
slozkou komplementového systému je komponenta C3, ktera je v plazmé pfitomna
v nejvyssi koncentraci.

K aktivaci komplementu dochazi tfemi zplsoby, které se li§i pocatecnimi
fazemi. Prvni ze zplUsobuU je klasicka cesta aktivace, ktera predstavuje nejdéle
znamou aktivacni cestu. Na pocatku klasické cesty se na komplex antigenu a
protilatky tfidy 1IgG nebo IgM navazi neaktivni podjednotky prvni slozky komplementu
C1, oznaCované jako C1q, C1r a C1s. Vazbou dojde ke zméné prostorového
usporadani téchto podjednotek a tim k ziskani enzymové aktivity. Aktivni C1 atakuje
sloZzku C4 a $tépi ji na C4a a C4b. C4a se uvolni do okoli a C4b ve vazbé k C1 Stépi
slozku C2 na fragmenty C2a a C2b. Vznikd tak komplex C4b-C2b, ktery ma
schopnost stépit C3.

DalSi moznosti je lektinova cesta aktivace komplementu, ktera nevyzaduje
pFitomnost komplexu antigen-protilatka, protoze bilkoviny podobné C1qg se vaZzou na
cukerné slozky bunélnych stén pfimo. Tim dojde k aktivaci Clr a Cls. Poté
nasleduje dé&j podobny klasické cesté.

Posledni moZznosti aktivace komplementu je alternativni cesta, kdy je
komplement aktivovan prostymi povrchy bunék, bakterii, virt, plisni, kvasinek a

parazitl, které maji pfistupné a volné aminové &i hydroxylové skupiny. S témito



skupinami interaguje slozka C3, kterd se vaze s faktorem B a uvolni se slozky C3a a
Ba a vznikne komplex C3bBb, ktery je schopen Stépit dalSi molekuly C3 a B.

Vysledkem aktivace komplementu je vznik komplexu atakujiciho membranu
z C5 az C9. Definitivné je membrana prodéravéna po navazani 12 az 18 molekul C9.
V membrané vznikaji pory, do cytoplazmy se dostava voda a dojde k lyze bunék (2).

Receptory pro slozky komplementu jsou pfitomny na fadé bunék a slouzi
k usnadnéni vazby jednotlivych komponent za u€elem odstranéni cizorodych nebo
nevhodnych ¢astic, které jsou vazany do imunokomplext nebo jsou opsonizovany
slozkami komplementu.

Pentraxin 3 vykazuje vysokou afinitu k prvni soucasti komplementarni kaskady
Clg. V prostiedi s nadbytkem CRP nebo SAP dojde kvyvazani pentraxinu 3
z komplexu s Clg. Jestlize CRP nebo SAP jsou vazany s Clq v pfitomnosti
nadbytku pentraxinu 3, dojde k opacné situaci. Jakmile dojde k vazbé C1q, pentraxin
3 zahaji bud iniciaci, nebo inhibici aktivace komplementové kaskady pres klasickou
cestu. Prislusny efekt zavisi na aktualnich podminkach okoli. U lokalné
produkovaného pentraxinu 3 dochazi k aktivaci komplementu, coz probihd béhem
zanétu nebo poskozeni tkani. Timto pentraxin 3 podporuje lokalni obrannou reakci.
Pentraxin 3, pfitomny v cirkulaci, tj. vzdaleny od mista lokalniho zanétu, inhibuje
aktivaci komplementu tim, Ze se molekula pentraxinu 3 vloZzi mezi C1q a nasledujici
komponenty komplementarni kaskady. Tim dojde k obsazeni pfislusnych vazebnych
mist pentraxinem 3 a zabranéni pfimého kontaktu C1q s dalSimi komponentami
komplementu, proto aktivaéni proces nemulze pokraovat. Timto pentarxin 3 brani
ohromné aktivaci komplementarni kaskady béhem systémového zanétlivého
procesu.

Pentraxin 3 se vaze na povrch apoptickych bunék. Tato aktivita pentraxinu 3
podporuje odstranéni apoptickych bunék a zbytku tkani, coz je pfedpokladem pro
spravné hojeni zranéni. V této roli opsoninu si pentraxin 3 vybral za cil nékteré
mikroorganismy, pfedevS§im podminéné patogenni houbu Aspergillus fumigatus, ale
také Pseudomonas aeruginosa a Salmonella typhimurium. Napoleone a kol. (2002)
zZjistili, Ze se pentraxin 3 vaze se spérami ale ne s hyfy Aspergillus fumigatus. Spory
indikuji expresi pentraxinu 3 v monocytech a dendritickych bunkach. PTX3
napomaha interakcim mononuklearnich fagocytd se spérami. Pokud dojde
k dostate€né opsonizaci pentraxinem 3, spéry jsou pohlceny vlastnimi alveolarnimi

makrofagy a nasledné odstranény plicemi. Tento objev podporuje dulezitost
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opsonické role pentraxinu 3 v obrannych reakcich a naznacuje existenci pentraxin 3
specifického receptoru na cilovych bunkach. Nicméné tento receptor nebyl jesté
identifikovan (11).

PTX3 a Clq slozka komplementu jsou humoralni faktory vrozené imunity,
produkované v misté zanétu a jsou velmi dalezité v imunitni reakci proti fadé mikrobu
vCetné aspergila, ktery je pfi€inou nosni polypdzy. Ve studii byl méfen PTX3 a C1q
v polypové tkani nosu, v normalni nosni sliznici a v séru pacientll a zdravych kontrol.
Bylo zjisténo, Ze normalni nosni sliznice ma vyssi hladiny PTX3 ve srovnani se
sérem. Naopak nebylo zjisténo zadné méfitelné lokalni zvySeni PTX3 u polyplu ve
srovnani s normalni sliznici. C1q hladiny byly vy38i u polypd nez u normalni nosni
sliznice. Vysoké hladiny PTX3 jsou pfitomny v normalni nosni sliznici, coz naznacuje
roli pentraxinu v udrzovani tkanové homeostazy. ZvySené C1lq hladiny u nosnich
polypl mohou byt indikaci pokracujici zanétlivé odpovédi v nosni sliznici u téchto
pacientu (45).

U mysSi, které maji deficit exprese pentraxinu 3, byla zjisténa nachylnost
k invazivni pulmonalni aspergillose (Garlanda a kol., 2002). Tato nachylnost je
spojena s deficitem rozpoznani spér alveolarnimi makrofagy a dendritickymi bufikami
a také nedostatkem pfislusnych reakci Th bunék (30). U téc Ho mysSibylo tak
zZjisténo snizeni hladiny INF-y, IL-12 a zvySeni hladiny IL-4. Tyto zmény se mohou
upravit podavanim pentraxinu 3.

Dias a kol. (2001) vytvofili transgenni mysi, které exprimuji vice pentraxinu 3.
Tato zvifata maji zvySenou rezistenci k endotoxickému Soku vyvolanému LPS a
k polymikrobialni sepsi. Makrofagy ziskané z téchto zvifat se ukazaly byt citlivéjSi
k INF-gamma.

Kromé C1q komponenty komplementu se pentraxin 3 dale vaze s:

1. fibroblastickym ristovym faktorem 2 (FGF 2), coz je mediator u€astnici se

procesu angiogeneze. Rusnati a kol. (2004) zjistili, Zze se PTX3 vaze s FGF
2 svysokou afinitou. Tato vazba zabrani navazani FGF 2 na jeho
receptory, ¢imz dojde k jeho inhibici. Timto dojde k proliferaci bunék
endotelu a neovaskularizaci. Autofi naznadili, Ze PTX3 mulze upravovat
angiogenezi v rliznych fyziopatologickych podminkach fizenych zanétem,
pfirozenou imunitou a/nebo neoplastickou transformaci.

2. extracelularnim matrixovym proteinem TSG-G, ktery podporuje pfestavbu

tkani.
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3. vnéjSim membranovym proteinem A z Klebsiella pneumoniae (KpOmpA),
COZ je nové objeveny mediator zanétu.

Rozpoznani KpOmpA je zprostfedkovano pres scavenger receptory LOX-1 (lecitin-
like oxidovany lipoproteinovy receptor 1 o nizké hustoté) a SREC-1 (scavenger
receptor pfitomny na endotelovych burnkach — 1). Oba receptory se vyskytuji na
makrofazich a dendritickych burikach (DCs). KpOmpA aktivuje imunitni efektorové
buriky pfes toll-like receptor (TLR)-2. KpompA spousti transmembranovou signalizaci
nezralych dendritickych bunék, ktera reguluje molekuly CD40, CD80 (B7-1), CD86
(B7-2), mezibunécné adhezni molekuly ICAM-1 (CD54) a molekuly MHC prvni nebo
druhé tfidy. KpOmpA také zpusobuje produkci IL-12 a TNF-a. Timto takika dochazi
k dozravani dendritickych bunék. KpOmpA dale také sméfuje exogenni antigeny do
MHC tfidy | prezentaCni cesty. VSechny tyto aktivity KpOmpA vrcholi mobilizaci
u¢innych  antibakterialnich  imunitnich  reakci. = Makrofagy = ve  spojeni
s komplementarnim systémem a pentraxiny eliminuji bakterie. Dozravajici
dendritické burky spousti antigenné specifické imunitni reakce, které jsou vykonany
cytotoxickymi CD8+ T lymfocyty. Exogenni antigeny, které byly pohlceny
dendritickymi bufikami pomoci endocytézy, se dostavaji do cytosolické MHC ftfidy |
prezentacni cesty. Mimoto vede bunécna signalizace zplUsobena KpOmpA
k produkci monocyti/makrofagli a pomoci dendritickych bunék k produkci pentraxinu
3. Tato vlastnost KpOmpA vyjadfuje zdanlivé nejednoznaCnou ¢Ci dokonce
protikladnou vlastnost vrozenych imunitnich reakci, které jednak bojuji s infekci a
jednak opravuji a regeneruji poSkozené tkané. Pentraxin 3 podporuje obé z téchto
nejednoznacnych aktivit. Je to efektni mediator boje pfirozené imunity a zaroven

podporuje eliminaci vlastnich poSkozenych bunék (11).

2.1.4. Pentarxin a apoptoza
Vyznamnym faktorem pfi poSkozeni tkani rlznymi patogennimi podnéty je

zanik bunky. Morfologicky i funkéné jsou rozliSovany dva zplsoby smrti buriky:
nekr6za a apoptoza.

Smrt buriky nekrozou je vysledkem neschopnosti udrzet strukturalné-funkeni
ohrani¢eni od mezibuné&ného prostoru a vicéi okolnim bunkam. Pfi nekréze dochazi
k naruSeni bunéénych membran. Burika zvétSuje svilj objem, ztraci vnitini strukturu,

aktivuji se jeji enzymy, které postupné rozkladaji jak vlastni buriku tak okolni
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mezibunécnou hmotu. Tento dé&j je doprovazeny mistni zanétlivou reakci a moznymi
naslednymi fibrotickymi zménami tkané.

Nekrdéza bunky je vzdy patologickym déjem, ale apoptéza se vyskytuje
i za fyziologickych podminek pfi remodelaci tkani, zejména béhem embryonalniho a
fetalniho vyvoje, a pfi udrzovani normalni buné&né dynamiky a v nékterych tkanich.
ProtoZe je apoptéza fyziologicky déj, a protoze spociva v uplatnéni vlastnich
bunéénych mechanisma, byva také oznacovana jako ,programovana bunééna smrt",
nebot jde o dllezitou formu udrzovani bunééné homeostazy.

Za patologickych okolnosti mohou zmény apoptdzy zpUsobit chorobny stav.
K apoptickému zaniku bunka potfebuje energii, je tedy zachovan oxidativni
metabolismus.

Mechanismem apoptdzy jsou eliminovany bunky, které jsou nadpocCetné nebo
néjakym zplsobem Skodlivé. Po strance morfologické burika, ktera vstupuje do
apoptozy, zacne tvofit vychlipky membrany, tzv. blebs (,bublinky”). Po indukci
apoptézy se bunka s ,bleby“ zaéne velmi rychle jakoby tocCit. Poté se takova burika
svrasti, chromatin se za¢ne kondenzovat a segmentuje se jadro. Postupné se vytvofi
takzvana apopticka téliska, ktera obsahuji Casti cytoplazmy a fragmenty jadra.
Organely v téchto apoptickych téliscich jsou vétSinou intaktni a schopné funkce. Poté
jsou burika nebo jeji rozpadlé Casti fagocytovany makrofagem (12).

Bunka se pfi apoptéze rozpada, ale apopticka téliska zlUstavaji ohrani¢eny
vuci okoli cytoplasmatickou membranou. Fyziologické interakce burfky s okolnimi
burikami a s mezibunécnou hmotou jsou potlaceny, bunka se izoluje od svého okoli.
Proteolytické pochody, které jsou aktivované uvnitf burky, zUstavaji omezeny pouze
na bunku a nezasahuji do jejiho okoli. Zanik buriky apoptézou na rozdil od zaniku
nekrézou nevyvolava zanétlivou reakci (13).

Objem bunky se béhem apoptézy zmensSuje a bunka se nakonec rozpadne na
nékolik rizné velkych apoptickych télisek. Jejich membrana je pozménéna, coz
zpusobuje jejich fagocytézu a odstranéni okolnimi burikami.

V zanétlivé nebo poskozené tkani dochazi k rapidnimu vzestupu poctu
umirajicich bunék. Na tyto buriky se vazou vSechny pentraxiny, aby se télo pomoci
fagocytozy zbavilo zemfelych bunék a intracelularnich soucasti, které se uvolfiuji
z poSkozenych nebo umirajicich bunék. Odstranéni téchto apoptickych bunék a

subcelularnich slozek pomoci makrofagl a pentraxini za¢ina parakrinnim uvolnénim

.....
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imunologickou tichou buné€nou smrt. Vysoce imunologické peptidy, které jsou za
normalnich okolnosti integrované na Zijicich burikach, vstupuji do extracelularniho
prostfedi. Uvolnéné intracelularni soucasti jsou identifikovany pomoci dendritickych
bunék jako cizi antigeny. Pokud nedojde kK jejich odstranéni, mohou propuknout
katastrofické autoimunitni reakce. Pentraxiny pomoci eliminace imunologického
materidlu zabranuji vaznému autoimunitnimu poskozeni, které jinak mize napadat
vlasti tkané. KliCovym bodem v tomto procesu je zkfizena prezentace antigennich
neoepitopl uvolnénych ztkani dendritickymi burfkami cytotoxickym CD8+ T

Antigeny z extracelularnino prostfedi jsou prezentovany APCs (antigen-
prezentujici buniky) na molekulach MHC (hlavni histokompatibilni komplex) prvni
tfidy, za ucelem aktivace efektorovych CD8+ T lymfocytl. Zaroven je tato zkfizena
prezentace dulezitym mechanismem, kterym imunitni systém monitoruje tkané, zda
nejsou pritomny cizi (napf. mikrobialni) antigeny nebo vlastni autoantigeny, které
jsou rozpoznany imunitnim systémem jako cizi. Vysledkem zkfizené prezentace je
bud imunitni reakce, nebo imunitni tolerance.

Antigenni zkfizena prezentace je v prostfedi, pretékajicim extracelularnimi
antigeny, razné rozsSifena. Rozsahla bunétna smrt vyvolava aktivaci imunitniho
systému. Nasledkem toho se mnozstvi pentraxinu 3 zvysuje.

Kdykoli dojde k detekci antigenu, DCs spousti antigen specifickou na MHC
zavislou imunitni reakci, ktera je zaméfena na eliminaci intracelularnich
mikroorganismu, tumorovych buné&k nebo neo/autoantigennich vlastnich bunék nebo
jejich frakci. Dendritické bunky zkFfizené prezentuji antigenni epitopy ve spojeni
s molekulami MHC tfidy | cytotoxickym CD8+ T lymfocytim bez ohledu na antigenni
puvod (cizi antigeny nebo fragmenty pochazejici z vlastnich bunék). Efektorové
CD8+ T lymfocyty interaguji s prezentovanymi antigeny aZ po jejich zpracovani do
kratkych peptidd pomoci antigen prezentujicich bunék a nasledném spojeni
s molekulami MHC tfidy I. AZ poté cytotoxické CD8+ T lymfocyty identifikuji komplexy
antigen-MHC ftfidy |, které jsou urCeny k eliminaci. Pentraxin 3 zde pUsobi jako

mediator funkci dendritickych bunék (11).
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2.1.5. Dvoji role pentraxinu 3 v autoimunitnich reakcich
Za normalnich homeostatickych podminek, buriky umirajici apoptézou aktivuji

produkci pentraxinu 3 dendritickymi bunkami. Apoptické buriky, ke kterym je
pentraxin 3 vazan, uspésSné zabranuji spojeni nezralych dendritickych bunék.
Pentraxin 3 také limituje produkci prozanétlivych cytokin a kostimulaénich molekul,
které jsou potfebné pro dozravani a antigen prezentujici schopnosti DCs. Soubézné
je minimalizovana nebo UpIné zastavena klonalni expanze T lymfocytl, které mohou
spoustét cytotoxické autoimunitni reakce.

Nicméné se muze stat, Ze pentraxinem 3 oznacené apoptické buriky,
v zavislosti na akutnim nadbytku antigenl, zejména mikrobialniho puvodu, mohou
uniknout pohlceni dendritickymi bufikami. V takovémto pfipadé pentraxin 3 zvySi
produkci prozanétlivych cytokint potfebnych k boji s infekci, zatimco soucasné dojde
k omezeni zkfizené prezentace antigennich neoepitopl autoreaktivnim CD8+ T
lymfocytim. Pokud existuje sou¢asné mikrobialni infekce a rozsahla bunécéna smrt,
tak pentraxin 3 poskytuje jak obranu tak zaroven zabranuje pfehnanému nieni tkani.
Timto jsou chirurgické rany efektivné chranény pentraxinem 3 jak pfed infekci, tak
pfed autoimunitnim poskozenim. Na druhou stranu pentraxin 3 nezasahuje do
prezentace rozpustnych antigent efektorovym bunkam, ktera je potfebna k eliminaci

extracelularnich mikrobialnich patogenu. Klasicky kratky pentraxin CRP znacné
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Obr. 2.1.5. -1. Pentraxin v humoralni vrozené imunité (25)

Vysoké hladiny PTX3 byly nalezeny u pacientll s autoimunitnimi chorobami,

jako napfiklad RA (Revmatoidni artritida) a systémova skleréza a u téch
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s vaskulitidou malych cév, napfiklad Churg-Strauss syndrom, Wegenerova
granulomatosa a mikroskopicka polyangitida, ale ne u pacientd s SLE (Systémovy
lupus erythematodes) nebo Crohnovou chorobou. U pacientl s témito autoimunitnimi
chorobami hladiny PTX3 koreluji s aktivitou choroby a odpovédi na terapii. Vyzkumy
zjistily, ze exprese PTX3 je u téchto autoimunitnich chorob charakteristicka u
aktivovanych patologickych bunék (synovicyty u RA, fibroblasty u systémové
sklerézy a endotelialni burniky u vaskulitidy malych cév). Tyto objevy indikuji, Zze PTX3
produkovany lokalné v misté zanétu, muze hrat ddlezitou roli v lokalni citlivosti na

poranéni u autoimunitni choroby (30).
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2.2. Vyskyt pentraxinu 3 v souvislosti s riznymi chorobnymi stavy

2.2.1. Vzestup hladiny pentraxinu 3 u chorob koronarni arterie
Pentraxin 3 je marker, ktery odrédzi etiologii vaskularniho poranéni velmi

pfesné a okamzité. PTX3 se zda byt vybornym prognostickym biomarkerem pro
akutni koronarni syndrom.

Vyskyt pentraxinu 3 je pozorovan zejména ve sténé cév. U pacientd, ktefi maji
vaskulitidu malych cév, se pentraxin 3 nachazi v depozitech tvofenych umirajicimi
leukocyty, které se shromazduji v mistech pfed poSkozenou cévou anebo dokonce
pfimo v cirkulaci. Syntéza pentraxinu 3 mlze byt vyvolana aterogennimi lipoproteiny
v burikach hladké svaloviny. Indukce pentraxinu 3, ktera je vyvolana TNF a, IL-1,
lipopolysacharidy a dalSimi latkami, podporuje syntézu tkafiového faktoru v lidskych
bufikach endotelu. V aterosklerotickych platech je pentraxin 3 produkovan
infiltrovanymi makrofagy a rozloZzenymi burikami endotelu.

Zanét je hlavnim pfispivajicim faktorem k vyvoji aterosklerotického platu,
ischemické srde¢ni choroby a ma patogenni roli u akutniho infarktu myokardu. PTX3
je produkovan jako odpovéd na tento zanétlivy stimul (48,49).

Klonovani mySiho PTX3 umoznuje in vivo analyzu exprese této molekuly u
mysSi. Po podavani bakterialnich lipopolysacharidi byl PTX3 exprimovan ve vysokych
hladinach v srdci. Tento objev vnesl| otazku, jestli je PTX3 tvofen v kardiomyocytech
a zdali maze byt zvySen b&hem srdecni ischémie a tim slouZit jako novy nezavisly
indikator poskozeni myocyta (50).

Podle studie je PTX3 pfitomen v normalnich a hypertrofnich lidskych
kardiomyocytech, je zvySen v krvi pacientd s AMI a uvolfuje se z umirajicich nebo
nekrotickych myocytd. Tyto umirajici €i nekrotické burfiky mohou uvolfiovat PTX3,
protoZe propustnost myocytd je pozménéna jako vysledek nekrotického procesu.
Bunécna distribuce PTX3 v myokardu u pacientl s AMI je Cisté odliSna od té CRP,
protoze CRP je lokalizovan v nekrotickych mistech spole¢né s C3 a C4 komponenty
komplementu. Komplement je u AMI aktivovan lokalné skrz klasickou cestu a
predstavuje mechanismus zvétSeni tkanového poskozeni (50).

Ve studii byly méfeny hladiny PTX3 a CRP pfi pfijmu pacientd s akutnim
infarktem myokardu, po 24 hodinach a po propusténi z nemocnice. U podskupiny

pacientl byla krev odebirana po 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 48 a 72 hodinach a pfi

Vv s
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AMI. PTX3 byl méfen sendviCovou ELISA metodou na zakladé monoklonalnich
protilatek (mAb) MNB, a krali€iho antiséra. Sérové koncentrace CPR byly stanoveny
enzymatickou imunoeseji s polyklonalnimi protilatkami sendviCovymi kity (50).

PTX3 plazmatické koncentrace u kontrolnich pacientll bez historie nebo
pfitomnosti ischemické srde¢ni choroby byly v priméru 0,99 + 0,51 ng/ml. Na
zakladé této hodnoty byla stanovena cut off koncentrace PTX3 na 2,01 ng/ml, coz je
primérna hodnota + 2 S.D. Cut off pro CRP byla stanovena stejnym postupem na
2,56 pg/ml. Primérna koncentrace PTX3 pfi pfijmu pacientl s AMI byla 1,77 + 1,49
ng/ml. 24 hodin po pfijeti byly u 76% pacientl plazmatické hladiny zvySené a pouze
u 8% pacientl byly hladiny stale vySsi pfi propusténi z nemocnice. 47% pacientl
mélo pfi pfijmu vysSi koncentrace CRP nez jsou normalni hladiny a u 91% se tyto

hladiny po 24 hodinach zvysily a u 73% klesly pfi propusténi (50).
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Obr. 2.2.1. — 1 PTX3 plazmatické hladiny u lidi s AMI. Tyto hladiny byly mé&feny pfi pfijeti, po 24
hodinach (24 h) a pfi propusténi z nemocnice. Cerchovana &ara predstavuje cut off hodnotu (pramér

kontrol + 2 S.D.) (podle Peri a spol.,(50), upraveno).

Z kompletniho Casového pribéhu PTX3 a CRP, ktery se ziskal méfenim
koncentraci u podskupiny pacientl v ¢astych €asovych Usecich, je znat, Ze kinetika
obou pentraxini je rozdilna. Hladiny PTX3 dosahuji vrcholu u pacientd s AMI
mnohem dfive (7,5 hodin) nez CRP (24 hodin) po poc€atku bolesti na hrudi (P <
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0,001). Nejvyssi hladiny pentraxinu 3 v plazmé se u AMI pacientl vyskytuji nezavisle
na postupné se zvétSujici nekréze myokardu nebo na zavaznosti selhani srdce.
Jedina vyznamna rozdilnost byla nalezena u véku, kdy pacienti nad 64 let méli po 24

hodinach od pocatku AMI symptomu vys$Si PTX3 koncentrace nez mladsi pacienti

(5,93 + 5,57 vs. 2,87 + 1,31 ng/ml, P = 0,035) (50).
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Obr. 2.2.1. — 2 Casovy prubéh cirkulace PTX3 a CRP u podskupiny AMI pacienti.
Koncentrace PTX3 a CRP byly méfeny ELISA (podle Peri a spol., (50), upraveno).

U akutniho infarktu myokardu se pentraxin 3 povazuje za Casny marker
poskozeni srde¢niho svalu, protoZe dosahuje své nejvysSi hladiny v plazmé dfive
nez CRP(4). Podle studie, ve které se méfily plazmatické hladiny PTX3 u pacientl se
srdec¢nim selhanim a u kontrolnich subjektll bez srdecni pfihody sendviCovou
metodou, byly koncentrace plazmatického PTX3 vysSi u pacientd se srdec¢ni
prihodou nez u kontrol (P < 0,0001) (41).

Pentraxin 3 je marker, ktery poskytuje nejlepsi prognostické informace tykajici
se mortality do 3 mésicl po srde¢ni pfihodé. Podle vyzkumu pacienti, u kterych byla

prvni den naméfena hladina pentraxinu 3 v plazmé vyS$si nez 10,73 ng/ml, byl
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vystaveni trojnasobné vy8Simu riziku smrti béhem nasledujicich 3 mésict ve
srovnani s pacienty, u kterych hladina pentraxinu 3 nepfesahla 5,49 ng/ml.
Prognosticka informace poskytovana pentraxinem 3 byla vyhodnocena jako
kvalitnéjSi co se tyCe presnosti nez prognostické hodnoty poskytované hladinami
kreatinkindzy, troponinem T nebo N-terminalnim pro-brain natriuretickym peptidem,
natoz samotnym CRP (11).

Protoze tkanovy faktor (TF), in vivo spousté¢ krevni koagulace, hraje
dominantni roli ve vytvareni trombu po ruptufe aterosklerotického platu, testovala se
moznost, zda PTX3 muZe modulovat TF expresi. Lidské endotelové buriky
inkubované s endotoxinem (lipopolysacharidy) nebo zanétlivymi cytokiny (interleukin
18, tumor nekrotizujici faktor a) exprimuji TF.
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Obr. 2.2.1. — 3 TF aktivita u HUVECs vystavenych riiznym koncentracim PTX3. * P < 0,05 vs.
vzorek bez PTX3 (podle Napoleone a spal.,(49)).

Zanétlivé udalosti vedou k aktivaci koagulace a tvorbé trombl. TF nalezeny
v aterosklerotickém platu a jeho expozice po ruptufe plaku mize vést k tromboze,
vaskularni okluzi a infarktu myokardu. Mezi TF produkujicimi bunkami, které se
uCastni tvorby plaku, hraji endotelové buriky duleZitou roli. Ze studie vyplynulo, Ze
PTX3 zvySuje expresi TF na endotelovych bunkach vystavenych raznym

patofyziologickym podnétim. Po inkubaci PTX3 s lidskymi endotelovymi burikami
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z umbilikalni zily (HUVECs) nebyla pozorovana zadna prokoagulacni aktivita. Ale
pokud dojde ke stimulaci HUVECs raznymi koncentracemi klasickych TF induktord
(LPS, IL-1B a TNF-a), pfitomnost PTX3 zvySuje TF aktivitu.
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Obr. 2.2.1. — 4 Efekt PTX3 na TF expresi HUVECs. TF exprese byla méfena u HUVECs, které byly

vystaveny 4 hodiny p¥i 37°C rtznym koncentracim LPS, IL-1B nebo TNF-a bez ( ® ) nebo s (™) PTX3.
TF aktivita byla méfena testem aktivovaného koagulacniho ¢asu. * P < 0,05 a ** P < 0,001 vs.

odpovidajici vzorek bez PTX3 (podle Napoleone a spol.,(49)).

Aby se zhodnotila specifika PTX3, ktery patfi k rodiné pentraxinl, ktera
zahrnuje klasické Cleny jako je CRP a SAP, ve studii bylo testovano, zda tyto 2
reaktanty akutni faze mohou byt také modulatory HUVECs exprese. Vysledky studie
ukazuji, ze ani CRP ani SAP nemohou modulovat TF expresi jak v klidovych tak v
aktivovanych HUVECs, coz ukazuje, Zze PTX3 je specificky. CRP je znam, ze
moduluje TF expresi monocytu v periferni krvi. Jeho aktivita zfejmé vyzaduje
pritomnost dalSiho exogenné pfidaného podnétu, coz naznacuje, Zze CRP je spiSe
induktor nez zesilova¢ TF tvorby. CRP testovany na HUVECs neindukuje TF syntézu
(49).
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Hlavni dvé bunétné soudasti aterosklerotickych Iézi, jmenovité makrofagy a
endotelové bunky, silné produkuji PTX3 v odpovédi na zanétlivy podnét. Byla
provedena studie, ve které se testovala PTX3 exprese v pokroCilych lidskych
aterosklerotickych 1ézich. Imunohistochemickd analyza demonstruje silnou PTX3
expresi v lézich, zatimco ve zdravych neaterosklerotickych prsnich artériich nebyla
exprese detekovana. Bylo zji§téno, Ze endotelové buriky a mikrofagy jsou hlavnimi
producenty PTX3 béhem aterosklerotického procesu a také maly zlomek bunék
hladké svaloviny (SMCs) exprimuje PTX3. Studie také zkoumala tvorbu PTX3 mRNA
v kulturach lidskych SMCs. Na nestimulovanych kulturach nebyla detekovana zadna
nebo pouze velmi mala aktivita PTX3. Produkce PTX3 byla indukovana jako
odpovéd na LPS nebo IL-1B. Tyto wsledky potvrzuji, Ze SMC s mohou exprimovat

PTX3 mRNA a Ze tato exprese je indukovana zanétlivymi podnéty.
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Obr. 2.2.1. -5 PTX3 mRNA exprese v lidskych SMCs. Indukce PTX3 mRNA po 4 hodinové stimulaci
bud 10 nebo 100 ng/ml LPS nebo 2,5 ng/ml IL-18 (podle Rolph a spol.,(58), upraveno).

II-1 a TNF jsou exprimovany v pokrocCilych aterosklerotickych lézich a tyto dvé
molekuly jsou hlavnimi kandidaty na regulaci PTX3 exprese.
Ze studie vyplyva, ze PTX3 mlze hrat stejnou roli v periférii, jakou hraje CRP

v cirkulaci a Ze muze byt zapojen do patogeneze aterosklerézy (58).
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2.2.2. Dlouhy pentraxin 3 u pulmonarni infekce a akutniho poranéni plic
PTX3 hraje dulezitou roli v pfedchazeni infekce, zpusobené nékterymi

bakteriemi, houbami a viry v plicich (27). Rekombinantni PTX3 byl navrhovan jako
potencialni antifungélni molekula pro terapii.

Byla provedena studie, jejimz cilem bylo stanovit efekt mechanismu ventilace
na PTX3 expresi. Pokusné krysy byly vystaveny intravendzni injekci
lipopolysacharidu (LPS) nebo krvaceni s naslednou resuscitaci. Zvifata byla poté
vystavena bud’ relativné vysoké (12ml/kg) nebo nizké (6 ml/kg) objemové ventilaci,
ktera trvala 4 hodiny. Vysoko objemova ventilace vyznamné zvySuje expresi PTX3
v plicich. PTX3 aktivita zavisi na zavaznosti plicniho poranéni.

Ke stanoveni efektd LPS, krvaceni nebo posSkozené ventilace na PTX3
expresi, byly sledovany dalSi skupiny krys. Porusena ventilace vyznamné poskodi
plice a tim zvySi tvorbu PTX3. ZvySena lokalni produkce PTX3 indikuje vysoko
objemovou ventilaci (14).

INF-y inducible protein 10 (IP-10/CXCL10) je chemokin zapojeny do
opozdéného typu hypersenzitivity a pfitazlivosti monocytt a aktivovanych T lymfocyt(
do zanétlivého ohniska, kde je PTX3 soucasti vrozené imunity. V Guinejské republice
byli sledovani pacienti s nové diagnostikovanou pulmonalni tuberkulézou (TB) a
zdravi pacienti jako kontroly. Krevni hladiny CXCL10 a PTX3 byly hodnoceny
metodou ELISA nejdfive béhem diagndzy, poté po 2 mésicich a na konci léCby. U
neléCenych pacientl byly hladiny CXCL10 a PTX3 vy3Si nez u kontrol. U vylé€enych
pacientd doSlo ke snizeni jak CXCL10 tak PTX3 hladin. Také u dfive zdravych
kontrol, u kterych doslo k rozvoji TB béhem vySetfeni, a u 2 pacientd, u kterych doslo
k relapsu po IéCbé, bylo pozorovano vyrazné zvySeni plazmatickych hladin jak
CXCL10 tak PTX3. Ze studie vyplyva, Ze aktivni TB je spojena se zvySenim
plazmatickych hladin PTX3 a CXCL10. Pfestoze je méfeni téchto proteind
nespecifické pro TB, muze pomoct pfi monitorovani aktivity choroby a ucinnosti

terapie (31).

2.2.3. Plazmaticky pentraxin 3 u pacientl s chronickym onemocnénim ledvin
Plazmatické koncentrace pentraxinu 3 byly analyzovany ve vztahu k GFR

(glomerularni filtrace), zanétu, kardiovaskularnim chorobam a proteinovym ztratdm

energie u skupiny pacientt s tfetim az Ctvrtym stadiem chronického selhani ledvin a
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u pacientd s patym stadiem chronického selhani ledvin. Tyto hodnoty byly
porovnavany s kontrolnimi vzorky. Podle hladin pentraxinu 3 bylo analyzovano preziti
pacientl s patym stadiem chronického selhani ledvin (29).

Obé skupiny pacientll se selhavanim ledvin mély vysSi koncentrace
pentraxinu 3 nez kontrolni skupina. NejvysSi hladiny byly zjist€ny u pacientt s patym
stadiem nemoci.

Pacienti s proteinovou ztratou energie, zanétem a kardiovaskularni chorobou
méli vysSi koncentrace PTX3 nez pacienti bez téchto pfiznaku. Po prozkoumani
véku, pohlavi, CRP a kardiovaskularnich chorob, byla mortalita vyznamné vysSi u
nemocnych, ktefi méli vysokou hladinu PTX3. U pacientl s chronickym selhdvanim
ledvin je zvySena hladina pentraxinu 3 prognostickym ukazatelem mortality (15).

PTX3 je podle vyzkumu také znacné zvySen u pacientl na hemodialyze (HD),
ale jeho hladiny nejsou zvySeny u pacientl, ktefi podstoupili peritoneani dialyzu
(PD). Ve studii se zkoumaly vzorky plazmy od HD pacientl, PD pacientd, pacientd
s chronickym selhavanim ledvin bez dialyzy a zdravych subjektd. PTX3 hladiny byly
vyrazné vysSi u HD pacientl (5.8 ng/ml) nez u ostatnich skupin. Podle vyzkumu
nebyly vyznamné rozdily v PTX3 hladinach u PD (1.5 ng/ml), u pacientl
s chronickym selhavanim ledvin bez dialyzy (1.5 ng/ml) a kontrolnich subjektl
(0.76ng/ml). Produkce PTX3 byla vyssi ve vSech krevnich vzorcich odebranych po 3
hodinach po HD ve srovnani s hladinami u vzorka ziskanych pred HD. Toto zvySeni
v PTX3 produkci indikuje, Zze HD procedura pfispiva ke zvySeni PTX3 hladin (44).

Navic, CRP hladiny byly zvySeny jak u HD (0.8 mg/dl), PD (1.1 mg/dl) tak u
pacientll s chronickym selhavanim ledvin bez HD (0.9 mg/dl) ve srovnani
s kontrolnimi subjekty (0.12 mg/dl). A u pacientd s PD byly pozorovany i vyssi
hladiny IL-6 (10.8 pg/ml) a prozanétlivych parametru (29).

2.2.4. Diferencialni exprese PTX3 ve fibroblastech u pacientu s depresi
V této studii byla pouzita diferencidlni zobrazovaci technika k porovnani

genetické exprese PTX3 v kultufe fibroblastll ziskanych od pacientl s vaznou
depresi s melancholii, od pacientl trpicich depresi bez melancholie a od zdravych
dobrovolniku. Dale byly zavedeny inkubacni experimenty, kdy byly fibroblasyty od
melancholiki a zdravych dobrovolniki inkubovany s isoproterenolem 1M,
dexamethasonem (DEX) 500nM a interleukinem 1 (IL-1) 50ng/ml.
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Dexamethason je I€k, ktery obsahuje steroidni hormony bé&zné produkované
v téle kazdého Clovéka (19). DEX tlumi zanét, alergické projevy a snizuje normalni i
chorobné zvySenou ¢innost systému nutného pro obranyschopnost organismu (18).
Isoproterenol je syntetické sympatomometikum s pfednostnim plsobenim na beta-
adrenergni receptory. Pouziva se jako kardiostimulans a antialergikum (17).

Vzorky kuze byly odebrany pomoci biopsie, kultury fibroblasti rostly
v Dulbeccos modifikovaném Eagle médiu (Life Technologies, Grand Island, NY)
(Manier a kol., 1996, 2000).

Fibroblasty z kultur byly lyzovany, RNA izolovana a cisténa a naklonovana.
Fibroblasticka RNA byla rozdélena pomoci elektroforézy. RNA byla pfenesena z gelu
na nylonovou membranu, zde byla imobilizovana pomoci UV zesiténi.
Prehybridizace probéhla pfi 70°C, nasledovala hybridizace a promyti pfi pokojové
teploté¢ a nasledné pfi 70°C. Po inkubaci byla RNA extrahovana a mRNA
kvantifikovdna pomoci Northern blot analyzy.

Zakladni PTX3 mRNA exprese u melancholickych pacientl byla pfiblizné
3,5krat vySSi nez u kontrol nebo pacientd bez melancholie.

Kultury fibroblastl ziskané od zdravych darcl a od lidi s depresi s melancholii
byly inkubovany 0.5, 1, 4 a 24 hodin s izoproterenolem 1M, DEX 500 nM a IL-1f 50
ng/ml. Odpovéd na IL-1B se vyskytla v zavislosti na ¢ase s vrcholem béhem 4 hodin
a s poklesem k zakladni hladiné béhem 24h. Podobna situace byla u DEX, kdy byla
exprese zvySena béhem 4 hodin, ale tato hladina byla béhem 24 hodin udrzovana.
Isoproterenol nevyvolal Zadné zavazné zmény v expresi PTX3 béhem c¢asovych
intervald. Po zjisténé maximalni odpovédi na IL-13 a DEX bé&hem 4 hodin, byly
vytvofeny kFivky zavislé na davce s pouzitim maximalni koncentrace. Fibroblasty byly
inkubovany s koncentracemi IL-18 0, 2.5, 25, 50 a 100 ng/ml, s maximélni odezvou
dosazenou pfi 50 ng/ml. Podobné se vytvofila kfivka zavisla na davce pro DEX
s koncentracemi 0, 25, 250, 500 a 1000 mmol, kdy maximalni odezva byla pfi 250
mmol.

Vysledky této studie se tykaly pouze fibroblastl, pfi¢emz tyto bunécéné typy
mohou, ale nemusi pfedstavovat genovou expresi odpovidajici situaci v mozku.
Hlavni funkce pentraxinu 3 neni jeSté zcela znama, ale je spojen s neuronalni

apoptézou a mize mit také neuroprotektivni funkci (Ravizza a kol., 2001) (16).
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2.2.5. Plazmaticka a tkariova exprese Pentraxinu 3 béhem normalniho
téhotenstvi a preeklampsie

Bunécna smrt se objevuje normalné béhem téhotenstvi, ale stava se kritickou
béhem komplikace téhotenstvi, preeklampsie.

Preeklampsie je onemocnéni v téhotenstvi, které vede u Zeny k zvySenému
krevnimu tlaku a vyluCovani bilkovin moci. Objevuje se zhruba u Sesti procent
téhotnych zen. Preeklampsii jsou ohrozeny pfedevSim Zeny, které trpi cukrovkou,
zvySenym krevnim tlakem, onemocnénim srdce, obezitou, autoimunitnim
onemocnénim a chronickym onemocnénim ledvin. Rizikovym faktorem je téz
téhotenstvi v pokrocCilejSim véku (pfes 40 let) a prodélani této nemoci pfi dfivéjSim
téhotenstvi. Preeklamsie se vétSinou objevuje po Sestém meésici téhotenstvi. Plod je
omezen v rustu, dochazi k redukci plodové vody a snizené zasobé kysliku a Zivin.
Béhem preeklampsie je zesilena bunéfna smrt a také zvySena koncentrace fetalnich
DNA a cytokeratini v matefské krvi. Makroskopicky jsou u preeklampsie vice
zastoupené oblasti ischemickych klkovitych nekrdz a cévnich okluzivnich 1ézi. Rozviji
se pfehnana materska zanétliva odpovéd se zvySenou endotelialni permeabilitou a
agregaci destiCek. V placenté také dochazi k expresi cytokinu, véetné TNF o (21,22).

V této studii bylo pfedpokladano, Ze vyssi hladiny cirkulujiciho PTX3 mohou
identifikovat pacientky s preeklampsii.

Byly studovany Zeny s preeklampsii (n=30), Zeny s téhotenstvim bez
komplikaci (n=66), zdravé Zeny (n=50), Zeny, u kterych se vyvinula akutni bakterialni
infekce (n=20) a zeny srevmatoidni artritidou (n=20). Byl zaznamenan stupen
téhotenstvi, matefska vaha, systolicky a diastolicky krevni tlak, vék a vaha placenty.
Srovnani byla provedena mezi pacientkami s preeklampsii (n=30) a kontrolnimi
téhotnymi zenami s podobnym stupném téhotenstvi (kontroly, n=37).

Koncentrace PTX3 byly méfeny pomoci testu ELISA na zakladé MNB, PTX3
specifickych monoklonalnich protilatek a na kraliCich PTX3 specifickych
polyklonalnich imunoglobulinech 1IgG. Tato analyza je vysoce citliva a specificka,
nebyly zpozorovany zadné zkfizené reakce s ostatnimi pentraxiny, obzvlasté s CRP
nebo SAP.

PTX3 byl exprimovan v epitelu zarodeC¢né blany, mesodermu plodového
obalu, trofoblastickém terminalnim klku a perivaskularnim stromatu u placenty
téhotnych pacientek bez komplikaci. Cirkulujici hladiny neustale stoupaly béhem
normalniho téhotenstvi a dosahovaly vrcholu béhem namahy.
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Poté se méfil PTX3 v séru pacientek s preeklampsii a kontrol. Hladiny PTX3

byly napadné vyS$Si u pacientek s preeklampsii (5.08+1.34 ng/ml vs. 0.59+0.07

ng/ml). V koncentracich pfibuzného zanétlivého pentraxinu CRP nebyly pozorovany

Zzadné vyznamne rozdily (9.44+2.67 vs. 5.21+1.1 ug/ml).
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Graf 2.2.5. -1 Rozptylovy diagram naznacuje vztah mezi koncentarci PTX3 a stupném téhotenstvi pfi

vzorkovani u pacientek se zavaznou preeklampsii (®, n=25) a u pacientek s mirnou preeklampsii (&,

n=5). Kazdy subjekt byl vzorkovan jednou a kazdy symbol pfedstavuje jeden subjekt (podle Rovere-

Querini a spol.,(20), upraveno).

Logisticka regresni analyza byla pouzita pro zhodnoceni pravdépodobnosti

rozvinuti preeklampsie na zakladé cirkulujicich hladin PTX3. Hodnoty PTX3 byly

vySSi u pacientek se zavaznou preeklampsii (5.38+1.3 ng/ml) nez u pacientek

s mirnou preeklampsii (1.3+0.03 ng/ml).

Tab. 2.2.5. -1 Hladiny PTX3 CRP u pacientek s preeklampsii a kontrol

Pacientky s preeklampsii Kontroly
PTX3 (ng/ml) 5.08+1.34 0.59+0.07
CRP (mg/l) 9.44+2.67 5.21+1.1

Posledni data o pentraxinech naznaluji, Ze jsou rekrutovany v mistech

poSkozeni tkané a napravy a ovliviuji plodnost Zen. PTX3, ktery je tvofeny

v perifernich tkanich pod kontrolou zanétlivych podnéti, méni zkfizenou prezentaci

apoptickymi  bunkami T
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bunécna/tkafiova smrt predstavuje vyzvu pro imunitni systém. Toto je obzvlasté

dulezité ve vztahu matka/embryo.
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Graf 2.2.5. -2 Rozptylovy diagram naznacuje vztah mezi koncentraci PTX3 a stupném téhotenstvi u
vzorkl zdravych téhotnych Zen (n=66). Kazdy subjekt byl vzorkovan jednou a kazdy symbol

predstavuje jeden subjekt (podle Rovere-Querini a spol.,(20), upraveno).

Apoptoza je normalni jev béhem té&hotenstvi a potencialni substraty pro
zkfizenou prezentaci jsou tvofeny bez prosazovani matefské imunizace proti
embryu. PTX3 je proto tvofen fyziologicky, kdyz se bé&hem téhotenstvi odehrava
apoptéza. PTX3 selektivné vaze pozdni apoptické a nekrotické bunky. Ve vyvijejici
se placenté ma PTX3 pravdépodobné kliCovou roli v tlumeni zkfizené prezentace

antigenu embrya matefskym T lymfocytim, tudiz pfedchazi alloimunizaci (20,47).

2.2.6. Pusobeni samotného PTX3 proti Aspergillu a v kombinaci s fungicidy
Pentraxin 3 je zakladni soucasti lidské rezistence k pulmonarni aspergillose.

Studie zjistovala protektivni uc€inky podavanim pentraxinu 3 samostatné anebo
v kombinaci s deoxycholatnim amphotericinem B (Fungizone) nebo liposomalnim
amphotericinem B (AmBizone) proti invazivni aspergillose u mysi, kterym byla
provedena allogenni transplantace kostni dfené. PTX3, samotny nebo v kombinaci

28



s polyeny, byl podavan intranasalné nebo parenteralné pfed, béhem nebo po
intranasalni infekci spérami Aspergillus fumigatus. U mySi se sledovala rezistence
k infekci a parametry vrozené a ziskané T-pomocné imunity.

Invazivni aspergillosa (IA) je hlavni pfi€ina jak nosokominalni pneumonie tak
umrti pfi allogenni transplantaci kostni dfené (26). Navzdory pokrokum v Casné
diagnéze a novym antifungalnim cinitelim, vétSina pfipadu invazivni aspergillosy
zustava nediagnostikovana a nelécena vede ke smrti.

MysSi s deficienci PTX3 jsou citlivé k Aspergillus fumigatus, coZ je spojené
s poruchou moznosti zvySovat adaptivni typ 1 imunitni reakce. Tato porucha ale
muze byt napravena podavanim exogenniho PTX3.

RUzné davky PTX3, D-AMB nebo L-AMB, samotnych nebo v kombinacich,
byly vpravovany intraperitonealné nebo intranasalné (pouze PTX3) 5 dna pred
infekci Aspergillus (profylakticka 1é&ba) nebo béhem infekce (terapeuticka Iécba).

Vysledky ukazuji, ze PTX3 vdavkach 1 a 0.2 mg/kg poskytuje ochranu,
indukujici kompletni rezistenci k IA a vyznamné (P < 0.05, 1é€ené vs. neléCené mysi)
snizuje zatéz v plicich, zejména u mysi, které dostaly vyssi davku. PTX3 hodnoceny
po infekci vyrazné (P< 0.05, 1 mg/kg PTX3 IéCené vs. neléCene) zvysil preziti mysi
jen pfi vys8i davce, ale obé davky PTX3 vyznamné redukovaly fungalni zatéz
v plicich a vysSi davka i v mozku. Podobné vysledky byly ziskany u mysi lé€enych
5ng L-AMB/kg. D-AMB neposkytuje stejnou uroven protekce, zvySené preziti a
snizené fungalni zatiZzeni bylo pozorovano pouze u nejvysSich tolerovanych davek
(4mg/kg) podavanych po infekci. V této studii byla také hodnocena citlivost PTX3
vyléCenych mysi k aspergillové reinfekci a bylo zjisténo, Ze léCba PTX3 také
vyznamné zvySuje rezistenci k reinfekci.

LéCba PTX3 znacné zvySuje produkci IL-12 a snizuje produkci IL-10, €imz se
PTX3 uplatiuje jako kontrola nad zanétlivymi procesy v misté infekce a plsobi jako
vynikajici regulator rovnovahy mezi prozanétlivymi a protizanétlivymi podnéty. Studie
a a IL-10) muze urcit optimalni protektivni imunitu k houbam.

Bylo zjisténo, Ze jak profylakticka tak terapeuticka |éCba pentraxinem 3
vyznamneé zvySuje expresi IFN-y a redukuje expresi IL-4.

Studie zjiStovala, zda muze byt imunumodulaéni aktivita PTX3 vyuZzita ke
zvyseni terapeutického ucinku L-AMB nebo D-AMB. Bylo zjisténo, ze kazdé léCivo
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poddvané samostatné vyrazné redukuje rust hub v plicich, ale nezaijistuje prezivani
mysi, s vyjimkou PTX3 podavaného samostatné pfed infekci. Kombinovana terapie
PTX3 a L-AMB, jak pfed tak i po infekci, vylé€i mysi z infekce.

Kombinovana léCba PTX3 a D-AMB podavana po infekci vyrazné zvysi
rezistenci mySi k infekci ve srovnani s léébou samotnym D-AMB. Predpoklada, ze
PTX3 pracuje vice synergicky s L-AMB nez s D-AMB.

Tato studie ukazala, Zze PTX3, bud samotny, nebo v kombinace s fungicidnimi
Ciniteli, indikuje léCebnou reakci s minimalni patologii u mysi s IA. Vysledky této
studie naznacuji moznost kombinaéni terapie fungicidi a imunomodulacnich latek,
jako je PTX3, zaméfené na obnoveni optimalni pfirozené imunity a ziskani imunitni

rezistence k A.fumigatus u transplantaci kostni diené (23).

2.2.7. Pentraxin 3 a psoriaza
Psoriaza je definovana jako T-bunfkami zprostfedkovana imunitni systémova

zanétliva choroba s manifestaci na pokoZce, charakterizovana hyperproliferaci a
abnormalni diferenciaci keratinocytll, zanétlivymi zménami na cévéach, infiltraty
z aktivovanych  T-lymfocytd, hromadénim polynukleart, hojnou proliferaci
endotelovych bun&k a deregulaci apoptickych buné&k. Cetné faktory pfispivaji do
iniciace psoriazy. Zahrnuji specifické genetické faktory, jako jsou alely hlavniho
histokampatibilniho komplexu, a rtizné spoustéci faktory, v€etné stresu, kozniho
traumatu a infekce (46). Psoriaza je povazovana za imunodysregulacni proces
s pfevahou Th1 pfevladajicich znak( imunitni odpovédi. Zanétlivé cytokiny, jako
TNF-a, IL-1B a IL-6, zfetelné u pacientl s psoriazou, iniciuji kaskadu, ktera aktivuje
zanét lokalizovany v pokoZce a cirkulaci (46). Psoridza je Casté, neinfekéni, zanétlivé
autoimunitni onemocnéni, probihajici chronicky, s velkym sklonem k recidivam (51).
Je charakterizovana vyskytem polokulovitych rlizovych az ¢ervenych papuli, ostfe
ohranienych, které jsou na povrchu kryty stfibfitymi drolicimi se Supinami. Casto
byva postizena vlasata €ast hlavy a nehty dalSimi predilek&nimi misty jsou oblasti
loktd, kolen a kfizova krajina (52). BEéhem choroby je pozménéna fada parametr(
imunitniho systému, vcéetné zmeény pentraxinové rodiny proteind akutni faze
v periferni krvi.

Goeckermanova metoda terapie (GT) psoriazy, ktera je zaloZzena na denni
aplikaci farmaceutického uhelného dehtu na zasaZenou pokoZzku s naslednou
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expozici téla hladiné UV svétla, byla uvedena Wiliamem Goeckermanem v roce
1925. Navzdory potencialnimu zvySenému genotoxickému riziku v dasledku pfimého
vystaveni pokozky uhlovodikim nachazejicich se v uhelném dehtu, je tato terapie
cena a dosazeni dobrych klinickych vysledku s dlouhodobou remisi. Goeckermanova
terapie kombinuje protizanétlivé a imunomodulacéni efekty alifatickych a aromatickych
uhlovodiki a imunosupresivni a imunomodulacni u€inky UV zafeni. Touto terapii
dochazi ke snizeni abnormalni hyperproliferativni aktivity epidermalnich bunék (53).

Jak keratinocyty tak pokozka infiltrovana zanétlivymi imunitnimi buikami jsou
u pacientd s psoriazou bohaté zdroje cytokinu, chemokindl, rlstovych faktord a
mediatord s Cetnymi prozanétlivymi aktivitami. U pacientd s psoriazou dochazi
k vyznamnému zvySeni hladin PTX3 vséru. U téchto pacientd nejsou
pravdépodobné jedinym zdrojem produkce PTX3 aktivované monocyty-makroféagy.
Predpoklada se, ze buriky endotelu znacné pfispivaji k celkové produkci PTX3 (54,
56).

U kultur monocytl a v plazmé neléCenych pacientl s psoriazou byla nalezena
pozoruhodna exprese, produkce a uvolfiovani PTX3. U skupiny s mirnou psoridzou
byla PTX3 produkce také evidentni, ale byla niz8i nez u pacientl s téZkou psoriazou.

Lidské monocyty produkuji PTX3 v odpovédi na zanétlivy podnét (46).

2.3. ELISA
ELISA techniku vyvinuli a vytvofili Peter Perlmann a Eva Engvall na

Stockholmské Univerzité, Svédsko. V roce 1971 Engvall a Perimann publikovali jejich
prvni ¢lanek na téma ELISA a demonstrovali kvantitativni méfeni IgG v krali€¢im séru
znacenym alkalickou fosfatazou. Komercializace testu ELISA zacgala béhem let 1960
a 1970. Ve vyvoji destiCek (96 jamek), ve kterych je nekovalentné vazan bud antigen,
nebo protilatka, byly pouzity techniky zaloZzené na pevné fazi. Technické pokroky
vedly k vyvoji automatickych pipetujicich zafizeni (Micromedics, Hamilton),
vicekanalovych pipet (Labsystems), ¢teCek mikrotitracnich desti¢ek, promyvacek a

v letech 1980 byl vyrobeny Boehringer-Mannheim a Abbot plné automaticky test.
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Pocty €lanka o ELISA a RIA

1BE0-ES 195570 197178 15TE-E0 183155 15EE-50 19995 1552000 200105

Obr. 2.3. - 1. Odhady po¢tu ¢lankl publikovanych béhem pétiletych period od roku 1960 do roku 2005 (podle

Lequin,(33), upraveno).

Pocet ¢lanku s klicovym slovem EIA nebo ELISA v letech 1980 rapidné vzrostl
a dosahl priblizné 40 000 citaci béhem pétiletych period od roku 1990 (33).

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), nékdy také oznacovana jako
EIA (Enzyme Immunoassay) je jednou z nejpouzivanéjSich imunologickych metod
slouzicich k detekci koncentrace protilatek nebo antigend. Metoda funguje na bazi
imunoenzymatické reakce. Je to metoda velmi citliva a zaroven pomérné
jednoducha.

Pro prukaz specifickych protilatek i antigent existuje Siroké spektrum riznych
modifikaci ELISA testu (34-36).

ELISA reakce pro stanoveni antigenu se provadi v 96 jamkovych
polystyrénovych mikrotitracnich destiCkach, kdy na dno kazdé jamky je absorbovana
protilatka. Do jamek pfidame vySetfované sérum a po navazani antigenu na
protilatku je zbytek séra odstranén promytim. Poté se do jamek pfidava druha
protilatka proti vySetfovanému antigenu, konjugat oznaleny enzymem, nejastéji
peroxidazou nebo alkalickou fosfatazou. Po inkubacni dobé je roztok odstranén a
jamky se opét promyvaji. Kone€nym krokem je pfidani enzymového substratu a
produkce barevného produktu zpUisobena chemickou zménou substratu. Po pevné
stanovené inkubalni dobé je enzym inaktivovan, aby doSlo k zastaveni reakce nez
se zméfi opticka hustota - absorbance. MnoZstvi barevného produktu je umérné
mnoZstvi vySetfovaného antigenu (37,38).

ELISA testy vyuzivaji substratl, které by mély byt stabilni, bezpecné a levné.
NejCastéji pouzivané enzymy, které méni bezbarvy substrat na barevny produkt, jsou
alkalicka fosfatdaza a peroxidaza. Alkalicka fosfataza prfeménuje p-nitrofenylfosfat
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(PNPP) na Zzluty p-nitrofenol. Substraty uzivané s peroxidazou zahrnuji 2,2’-azo-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonovou kyselinu) (ABTS), o-fenylenediamin (OPD) a
3,3'5,5-tetramethylbenzidinovou bazi (TMB), které poskytuji zelenou, oranzovou a
modrou barvu v tomto poradi (39).

Jedna z nejvice pouzivanych imunoeseji je sendvi€ova ELISA, viz obrazek.

a2l wsligen

Obr. 2.3. -2. Provedeni sendvicového a kompetitivniho ELISA testu (39).
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Charakteristika souboru
VySetfovany soubor tykajici se pacientl s psoriazou tvofilo 49 subjektd, 31

zen a 18 muzu, jejichz primeérny vék byl 37.5 let, vrozsahu 18-75 let. Témto
pacientlim se krev pro stanoveni PTX3 koncentraci odebirala pfed Goeckermanovou
terapii a po této terapii. Tyto hodnoty se porovnavaly s kontrolami, coz bylo 42
zdravych darct krve s primérnym vékem 35,9 let, vrozsahu 23 - 65 roku.
Informovany podepsany souhlas byl ziskan od kazdého pacienta. Goeckermanova
terapie byla navrhnuta dermatology a kazdému pacientovi byla pfizplisobena na
zakladé aktivity jeho choroby. Primérna délka terapie byla 24 dnu, v rozsahu 12-30
dnti. Uginnost Goeckermanovy terapie byla sledovana pouzitim PASI score. Terapie
byla zastavena, pokud se dosahlo snizeni PASI score o 80%. 5% farmaceuticky
uhelny dehet byl aplikovan denné na postizenou pokozku (10 — 75% celkového
télesného povrchu). Pacienti byli posléze ozafeni UV svétlem, kdy délka zafeni byla
individualni v zavislosti na aktivit¢ choroby, vrozpéti 1 az 15 minut. Davka
svételného paprsku byla kontrolovana pomoci Sola-Scope 2000 spektrometru
(Scolatell, UK) a pro UV-B zafeni &inila 245, 60 uW/cm? a pro UV-A zafeni 134,4
uW/cm?. Dotaznikem se zji§tovalo, zda pacienti jiz dfive neprodélali terapii dehtem a
UV zafenim a pacienti s pozitivni osobni historii byli vyfazeni ze studie. Vzorky Zilni
krve se odebiraly pfed a po Goeckermanové terapii. Kontroldam byly také odebrany
vzorky krve. Z krve se ziskalo sérum a to bylo zamrazeno pfi -20°C.

DalSi soubor se tykal 34 pacientl, ktefi prodélali kardio operaci a to bud
S pouzitim (,on-pump*) anebo bez pouziti (,off-pump*“) kardiopulmonarniho bypassu.
V ,on-pump® skupiné (n=17) bylo 14 muzu a 3 Zeny, zatimco v ,off-pump® skupiné
(n=17) bylo 12 muzd a 5 Zen. Primérny vék pacientt byl 70,5 + 7,1 u ,on-pump*
skupiny a 66,4 + 10,1 u ,off-pump® skupiny. Obé dvé skupiny se od sebe vyznamné
nelisily vékem, pohlavim, poltem anastoméz a ejekCnich frakci. U obou skupin
pacientll byla krev odebrana v €asovych bodech 1 (Gvod do anestezie), 2 (po
ukonc€eni operace), 3 (prvni pooperacni den), 4 (tfeti pooperacni den) a 5 (sedmy
pooperaCni den) a vtéchto bodech byla méfena hladina PTX3 ze séra. VSem
pacientlim byl podavan aspirin 100 mg v jedné denni davce az do patého dne pred

operaci. Pacienti 1éCeni protizanétlivymi cCinidly, bud steroidy nebo NSAID, byli
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vylou€eni ze studie, stejné tak i pacienti se sérovym kreatinean130 pmol/l nebo

s poruchou jater. U Zadného z pacientd nebylo znamo, Ze by trpél souCasné
malignitou. VSichni u€astnici byli detailné informovani ohledné cile studie a podepsali
souhlas. Kardiochirurgické zakroky jsou v soucCasnosti provadény dvéma odliSnymi
zpUsoby. Bud jde o operaci na srdci, které je vyfazeno z ¢innosti a jeho funkci
pfebira podplirné zafizeni (technika vyuZivajici CPB - kardiopulmonéarni vypase
neboli ,on-pump* operace), anebo jde o novéjsi pristup, operaci na bijicim srdci (,,off-
pump”“ operace). Kardiochirurgické operace bez pouziti CPB jsou povazovany za
meéné rizikové ve smyslu rozvoje syndromu systémoveé zanétlivé odpovédi (61).
Pooperacni péCe byla zajisStovana na jednotce intenzivni péce kardiochirurgické
kliniky, ze které byli pacienti v zavislosti na zdravotnim stavu pFekladani na
standardni oddéleni.

,ON-pump”“ operace se provadi stfedni sternotomii na bijicim srdci bez pouziti
mimotélniho ob&hu. Misto anastomosy je lokalné stabilizovano specialnim zafizenim.
Nejprve jsou Sity distalni anastomosy S$tépl, kdy je do koronarni tepny zavedena
mala trubiCka (shunt), ktera zajiStuje prutok krve tepnou pfi Siti anastomosy a
zaroven zlepSuje prehlednost intervenovaného mista omezenim krvaceni z koronarni
tepny. Po dokonc€eni anastomosy je shunt odstranén. Centralni anastomosy jsou Sity
rovnéz na parcialni nasténné svorce. Na srdce jsou pfipevnény elektrody pro
pfipadnou stimulaci srde¢ni Cinnosti. Je provedena osteosynteza hrudni kosti a
sutura podkozi a kuze (62). ,Off-pump“ operace se provadi stfedni sternotomii, kdy
je po kanylaci aorty a ouska prave siné zaveden mimotélni obéh. Srdce je zastaveno
v diastole po nalozZeni pfi¢né svorky a instilaci hyperkalemické studené krevni
kardioplegie. Nejprve jsou Sity distalni anastomosy S$tépl. Po odstranéni pricné
svorky jsou na parcialni nasténné svorce Sity centralni anastomosy jednotlivych
Stépu a zaroven je obnovena srdecni Cinnost. Poté je ukonéen mimotélni obéh a jsou
odstranény kanyly. Na srdce jsou také pfipevnény elektrody pro pfipadnou stimulaci
srdecni €innosti a nasledné je provedena osteosynteza hrudni kosti a sutura podkozi
a kuze (63).
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3.2. Laboratorni metodika stanoveni pentraxinu 3 (PTX3) ELISA technikou
PTX3 se detekuje pouzitim detekéniho setu od firmy Alexis Biochemicals

(Svycarsko, cat.no. ALX-850-299-KI01) pro sendvitovou metodu ELISA, ktera
poskytuje zachyt monoklonalnich protilatek k PTX3, detekci polyklonalnich protilatek
k PTX3 arekombinantni PTX3 (standard).

Detekce probiha v ELISA desti¢kach s 96 jamkami.

Roztoky:

1. Pufr na fedéni coatovaci protilatky:
uhli¢itanovy pufr pH 9,6

Na2CO3 15949

NaHCO3  2,93g¢

NaN3 0,29

Voda do 1000 ml

2. Promyvaci roztok:

PBS pH 7,4

NacCl 9,09
KH2PO4 0,29
Na2HPO4.12H20 2,9¢g
KCI 0,29

Voda do 1000 ml

3. Blokovaci roztok:
SuSené kravské mléko  5¢g
Promyvaci roztok 100ml

4. Coatovaci roztok (ALX-804-464), konc. 100ug/0,1ml:

700 ng/ml coatovaci protilatky

100 pl/ jamku

Obsah lahvi¢ky (cca 0,1ml) nafedit do143 ml uhli€itanového pufru

1 desti¢ka: 8 pl protilatky do 12 ml uhli¢itanového roztoku
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5. Biotinovana protilatka (ALX-210-365B-C050), konc. 50ug/0,05ml:

25ng/ml

100 pl/jamku

Obsah lahvi¢ky rozpustit v 2000 ml promyvaciho roztoku

1 destiCka: 5 pl protilatky rozpustit v 10 ml promyvaciho roztoku (20x koncentrovany
roztok) a pfed pouzitim nafedit 20x (1 ml + 19 ml promyvaciho roztoku)

6. Standard (ALX-201-124), konc. 10ug/0,1ml:

75 pg/ml az 2400 pg/mi

zasobni roztok 100ng/10 ml ziskame rozpusténim obsahu lahvicky v 10 ml
promyvaciho roztoku

kalibra¢ni kfivka: 10-5-2,5-1,25-0,62 - 0,31 - 0,16 — 0,08 ng/ml

nejvyssi bod kfivky 10x fedény zasobni roztok: 4@l zsobniho roztoku + 36Qu I
promyvaciho roztoku a dale pfetahovat po 200 ul dvojkovou fadou.

Vlastni postup:

1. Pfipravime destiCku (Nunc MaxiSorp 446612).

2. Napipetujeme po 100 ul coatovaého roztoku do kazdé jamk y a inkubujeme pres
noc pfi 4°C.

3. Po inkubaci vyklepneme obsah jamek a 3x promyjeme 300 pl promyvaciho pufru.
Prebyte¢nou kapalinu vytfepeme do buniciny.

4. Napipetujeme 250-300 pl blokovaciho roztoku a inkubujeme 2 hodiny pfi pokojové
teploté.

5. Vyklepeme obsah jamek a promyjeme 3x 300 ul promyvaciho roztoku.

6. Napipetujeme standard (duplikaty) a vzorky po 50 |. Inkubujeme 2 hodiny pfi
37°C.

7. Promyjeme 5x 300 ul promyvaciho roztoku.

8. Napipetujeme po 100 pl biotinované protilatky a inkubujeme 1 hodinu pfi 37°C.

9. Promyjeme 5x 300 ul promyvaciho roztoku.

10. Napipetujeme po 100 pl streptavidin-HRP konjugat a inkubujeme 1 hodinu pfi
pokojové teploté.

11. Promyjeme 5x 300 pl promyvaciho roztoku.
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12. Napipetujeme po 100 pl chromogenniho substrétu.

13. Po vyvinu zbarveni (cca 15 min) méfime na fotometru pfi 450 nm.

Laboratorni teplota se uvadi v rozmezi od 18 do 25°C.
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3.3. Statistické zpracovani vysledkt
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci software MedCalc (Belgie).

3.3.1. Zakladni statistika
Pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu byla zjiSténa normalita rozlozeni

hodnot sledovanych parametrd.
Zakladni charakteristikou je aritmeticky primeér (v pfipadé zjisténé normality) &i

median (pfi nenormalnim rozlozeni hodnot) a smérodatna odchylka.

3.3.2. Testovaci statistika
Po kontrole normality dat byly podsoubory sledovaného parametru

porovnavany mezi sebou:
e parametrickym t-testem (tzv. Studentovym testem) v pfipadé
normalniho rozlozeni dat
e neparametrickym Wilcoxonovym testem v pfipadé nenormalniho
rozloZeni dat.
Uroven statistickych rozdil( je vyjadiena pomoci parametru P:
e vysoka statistickd vyznamnost P < 0,001
o stfedni statisticka vyznamnost P (0,001 - 0,01)
e nizka statisticka vyznamnost P (0,01 - 0,05)

e bez statistické vyznamnosti P >0,05
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4. Vysledky

VySetfovany soubor tykajici se pacientl s psoriazou tvofilo 49 subjektd, 31
zen a 18 muzu, jejichz primérny vék byl 37,5 let, vrozsahu 18-75 let. Témto
pacientlim se krev pro stanoveni PTX3 koncentraci odebirala pfed Goeckermanovou
terapii a po této terapii. Tyto hodnoty se porovnavaly s kontrolami, coz bylo 42
zdravych darcl krve s primérnym vékem 35,9 let, v rozsahu 23 - 65 rokd.

Hodnoty PTX3 (ng/ml) u pacientll s psoriazou pfed a po Goeckermanové
terapii jsou uvedeny v Tabulce 5. -1.

Zakladni statistika a testovaci statistika tykajici se psoriazy jsou uvedeny
v Tabulce 5. -4 a 5. -5.
Dalsi soubor se tykal pacient(, ktefi prodélali kardio operaci. Z 34 pacienta 17

podstoupilo operaci s pouzitim kardiopulmonarniho bypassu (14 muzl a 3 Zzeny) a 17
(12 muzu a 5 Zen) bylo operovano bez pouziti bypassu. U obou skupin pacientl byla
krev odebrana v ¢asovych bodech 1 (Uvod do anestezie), 2 (po ukon&eni operace), 3
(prvni pooperacni den), 4 (tfeti pooperacni den) a 5 (sedmy pooperacni den) a
v téchto bodech byla méfena hladina PTX3 ze séra.

Hodnoty PTX3(ng/ml) u pacientll operovanych pomoci mimotélniho obéhu
(,Lon-pump*“) jsou uvedeny v Tabulce 5. -2 a hodnoty PTX3 (ng/ml) u pacientd
operovanych bez mimotélniho obéhu (,off-pump®) v Tabulce 5. -3.

Zakladni statistika a testovaci statistika tykajici se kardio operaci jsou uvedeny
v Tabulce 5. -6 a 5. -7.

K detekci hladin PTX3 jsme pouzili metodu ELISA (Alexis Biochemicals,
Svycarsko, cat.no. ALX-850-299-KI01).

4.1. Vysledky PTX3 u pacientli s psoriazou
Goeckermanova terapie vyznamné pozitivné ovlivnila vaznost choroby.

V porovnani se sérovymi hladinami zdravych darca (PTX3: 1,06 + 0,64 ng/ml) byly
sérové hladiny PTX3 (1,92 = 0,69 ng/ml) u pacientl pfed Goeckermanovou terapii
vyznamné vysSi (P < 0,0001), coz znazorrniuje Graf 5 -2. Sérové hladiny PTX3 se u
pacientll vyznamné snizily po Goeckermanové terapii. Hladiny PTX3 klesly z 1,92 +
0,69 ng/ml pfed terapii na 1,66 + 0,57 ng/ml po terapii (P = 0,0396). Porovnani hladin
PTX3 zdravych darct a pacientl s psoriazou pfed a po Goeckermanovou terapii

znazoriuje Graf 5. -1. Ve srovnani s kontrolami, sérové hladiny PTX3 u pacientd
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S psoriazou zUstavaji vyznamné vyssi i po Goeckermanové terapii (P < 0,0001), coz

je znazornéno v Grafu 5. -3.

4.2. Vysledky PTX3 u pacientu s kardio operaci
U ,on-pump* skupiny byly referenéni sérové hladiny PTX3 (€asovy bod 1,

avod do anestézie) 0,44 ng/ml + 0,05. Statisticky vyznamny vrchol byl dosazen po
ukonceni operace (€asovy bod 2, hladina PTX3 0.87 + 0,14 ng/ml). Nejvyssi hodnoty
PTX3 (1,47 + 0,27 ng/ml) béhem celého pozorovaciho obdobi byly ziskany béhem
prvniho pooperacniho dne (€asovy bod 3). Poté zaCaly hladiny PTX3 klesat, tfeti
pooperacni den (asovy bod 4) dosahly hladiny 0,66 + 0,35 ng/ml a béhem sedmého
pooperacniho dne (Easovy bod 5) se bud vratily, nebo mirné poklesly pod zakladni
hladinu s prdmérnou hodnotou 0,31 + 0,51 ng/ml. Vzestup a pokles koncentrace
PTX3 u pacientl operovanych pomoci ,on-pump*“ operace znazornuje Graf 5. -6.

,Off-pump*“ skupina pacientll zacala se zakladni hladinou PTX3 0,33 + 0,88
ng/ml v Casovém bodé 1. Po ukonceni operace (Casovy bod 2) dosahly hladiny PTX3
hodnoty 0,37 + 0,48 ng/ml. Statisticky vyznamny vzrist byl dosazen v ¢asovém bodé
3, tedy béhem prvniho pooperaéniho dne, s hladinami PTX3 dosahujicimi 1,09 + 0,5
ng/ml. Ve srovnani s ,on-pump*“ pacienty, PTX3 hladiny u ,off-pump*“ pacientu zlstaly
zvySené v ¢asovém bodé 4 (tfeti pooperacni den, PTX3 0,57 + 0,91 ng/ml) a vratily
se k zakladni hodnoté sedmy pooperacni den (Casovy bod 5, PTX3: 0,28 + 0,16
ng/ml). Kinetika uvolfiovani PTX3 u pacientl operovanych pomoci ,off-pump”
operace je znazornéna v Grafu 5. -5.

Pokud porovnavame tyto dvé skupiny pacientl, tak zjistime, ze obé& skupiny
vykazuji vyznamné zvySeni sérovych hladin PTX3 po operaci. Nicméné, jsou zde
podstatné rozdily v kinetice uvolfiovani PTX3 a celkové velikosti odpovédi PTX3. U
,0N-pump* pacientl se zvySena sérova hladina PTX3 vyskytla dfive nez u ,off-pump*
pacientl. U obou skupin byly nejvy$$i hodnoty sérovych hladin PTX3 dosazeny
shodné béhem prvniho pooperac¢niho dne, ale s rozdilnymi pfislusnymi hladinami
(1,47 + 0,27 ng/ml pro ,on-pump*“ skupinu versus 1,09 + 0,5 ng/ml pro ,off-pump*
skupinu), nicméné nedosahly statistické vyznamnosti. Graf 5. -4 znazorfuje nejvice

pozoruhodny rozdil mezi dvéma skupinami po ukonceni operace (PTX3 0.87 + 0,14
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ng/ml u ,on-pump* skupiny versus 0,37 + 0,48 ng/ml u ,off-pump“ skupiny; P =
0,0012).
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5. Tabulky a grafy

Tab. 5. -1 Hodnoty PTX3(ng/ml) u pacientd s psoriazou, a to PRED a PO Goeckermanoveé terapii.

Cislo PTX3

pacienta PTX3 pfed |PTX3 po kontrola
1 2,69 1,86 0,69
2 2,36 2,39 0,4
3 2,34 2,02 1,03
4 1,73 1,23 1,51
5 2,07 1,79 1,56
6 1,63 1,85 0,21
7 3,36 1,34 0,75
8 1,29 1,09 2,48
9 3,13 1,78 1,1
10 2,31 1,33 1,42
11 1,38 1,16 0,91
12 1,33 1,39 1,17
13 1,03 1,81 2,02
14 0,82 2,59 0,91
15 1,25 2,94 1,71
16 1,76 1,83 0,81
17 2,72 0,91 0,92
18 2,56 3,41 1,49
19 2,35 1,11 0,84
20 0,89 2,77 1,94
21 2,22 1,84 0,75
22 3,09 1,28 1,25
23 1,17 1,31 1,03
24 3,25 1,36 0,83
25 1,98 1,62 1,42
26 2,99 2,38 0,84
27 151 1,36 0,95
28 0,67 0,97 0,93
29 1,31 1,55 0,78
30 1,24 1,38 1,23
31 1,53 1,31 1,48
32 1,98 1,84 0,71
33 1,48 1,44 1,42
34 2,28 1,23 0,71
35 1,65 1,2 0,98
36 1,56 1,2 0,88
37 1,54 1,5 0,31
38 2,92 2,54 0,79
39 2,92 1,09 0,85
40 1,14 1,06 1,14
41 2,64 2,41 0,88
42 1,06 0,69 0,64
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Tab. 5. -1 Hodnoty PTX3(ng/ml) u pacient(i s psoriazou, a to PRED a PO Goeckermanové terapii.

(PokraCovani)

Cislo PTX3
pacienta PTX3 pired PTX3 po kontrola
43 1,63 2,34
44 1,19 1,04
45 1,71 1,33
46 2,8 1,91
47 1,56 1,58
48 2,48 2,08
49 1,73 2,11
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Tab. 5. -2 Hodnoty PTX3(ng/ml) u pacient operovanych pomoci mimotélniho obéhu (,on-pump®)

Cislo
pacienta | "on-pump" 1 | "on-pump" 2 | "on-pump" 3 | "on-pump" 4 | "on-pump" 5
2 0,273 0,446 1,38 1,171 0,198
3 0,349 0,628 1,733 0,21 0,051
9 0,413 0,964 1,716 0,785 0,373
10 2,715 0,973 1,498 0,994 0,864
11 0,256 0,473 3,649 0,217 0,756
13 0,126 0,221 0,285 0,062 0,09
16 0,26 2,078 1,591 1,661 0,51
19 0,314 0,41 0,865 0,338 0,275
20 0,47 0,954 0,802 0,616 0,314
25 0,071 1,521 1,782 0,695 0,318
26 0,764 1,078 0,957 1,753 0,437
28 0,312 0,399 0,406 0,695 0,242
30 0,292 1,017 2,116 0,567 0,271
31 0,271 0,352 1,63 0,328 0,095
34 0,234 1,549 1,595 0,599 0,226
36 0,073 0,607 0,843 0,522 0,238
37 0,449 1,266 2,266 0,118 0,096

Tab. 5. -3 Hodnoty PTX3 (ng/ml) u pacient operovanych bez mimotélniho obéhu (,off-pump*)

Cislo
pacienta | "off-pump" 1 | "off-pump" 2 | "off-pump"” 3 | "off-pump" 4 | "off-pump" 5
4 0,257 0,214 0,084 0,11 0,025
5 0,157 0,771 1,471 0,161 0,061
6 0,234 0,292 1,986 1,312 0,238
7 0,45 0,405 0,682 0,483 0,3
8 0,269 0,07 0,149 0,119 0,182
12 0,315 0,357 1,122 0,868 0,13
14 0,148 0,148 1,194 0,361 0,174
15 0,386 0,099 1,126 1,058 0,436
18 0,259 0,267 1,772 0,64 0,374
21 1,057 0,752 1,843 0,551 0,232
22 0,306 0,398 1,843 0,735 0,33
23 0,35 0,506 0,465 0,489 0,874
24 0,162 0,108 0,355 0,349 0,223
27 0,298 0,499 1,273 0,406 0,278
29 0,601 0,8 0,623 0,612 0,705
33 0,226 0,417 1,666 0,246 0,25
35 0,155 0,275 1,037 1,205 0,09

45




Tab. 5. -4 Zakladni statistika — psoriaza

Antn;letlvcky Median Smérodatna Normalita
prumeér odchylka
PTX3 (ng/ml) pred terapii 1,0231 1,7300 07176 ANO
PTX3 (ng/ml) po terapii 1,6643 1,5000 0,5827 ANO
PTX3 (ng/ml) kontrola 1,0636 0,9250 0,4544 ANO

Tab. 5. -5 Testovaci statistika — psoriaza

Pravdépodobnost (P)
PTX3 pfed x PTX3 po 0,0396
PTX3 pfed x PTX3 kontrola <0,0001
PTX3 po x PTX3 kontrola < 0,0001

PTX3 pfed — hladiny PTX3 u pacientl s psoriazou pfed Goeckermanovou
terapii, PTX3 po — hladiny PTX3 u pacientt s psoriazou po Goeckermanové

terapii, PTX3 kontrola - hladiny PTX3 od zdravych darct krve.

46




Tab. 5. -6 Zakladni statistika — kardio operace

Hladiny PTX3 Aritrrjetivcky Median Smérodatna Normalita
(ng/ml) pramér odchylka

Joff-pump* 1 0,3312 0,2690 0,2205 ANO
Joff-pump* 2 03752 0,3570 0,2321 ANO
Joff-pump* 3 1,0995 1,1260 0,6195 ANO
Joff-pump"* 4 0,5709 0,4890 0,3654 ANO
Joff-pump* 5 0,2884 0,2380 0,2192 ANO
Lon-pump* 1 0,4495 0,2920 0,6061 NE

,on-pump" 2 08786 0,9540 05111 ANO
,on-pump* 3 1,4773 1,5910 0,7943 ANO
,0N-pump* 4 0,6665 0,5990 0,4927 ANO
,0N-pump* 5 03149 02710 0,2243 ANO

,off-pump“- hladiny PTX3 (ng/ml) u pacient operovanych bez mimotélniho obéhu, ,on-pump* —
hladiny PTX3 (ng/ml) u pacientt operovanych s mimotélnim obéhem. 1 - hladiny PTX3 pfed operaci, 2
— hladiny PTX3 po ukoné&eni operace, 3 — hladiny PTX3 béhem prvniho pooperacniho dne, 4 — hladiny

PTX3 béhem tfetiho pooperacniho dne, 5 — hladiny PTX3 béhem sedmého pooperacniho dne.

Tab. 5. -7 Testovaci statistika — kardio operace

Pravdépodobnost (P)
,off-pump* 1 x ,,on-pump*“1 >0,20
,off-pump* 2 x ,on-pump*2 =0,0012
,off-pump* 3 x ,on-pump*“3 =0,1961
,off-pump* 4 x ,on-pump“4 =0,5534
,off-pump* 5 x ,on-pump*“5 =0,7260
,off-pump* 1 x ,off-pump*2 =0,4097
,off-pump* 1 x ,off-pump“3 =0,0001
,off-pump* 1 x ,off-pump“4 =0,0308
,0ff-pump* 1 x ,,off-pump“5 =0,5080
,on-pump* 1 X ,0n-pump*2 <0,01
,on-pump* 1 x ,on-pump*“3 <0,01
,on-pump“ 1 x ,on-pump*“4 <0,10
,on-pump*“ 1 x ,on-pump“5 <0,20

,off-pump*, ,on-pump*“ — viz tab. 6-6
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Graf 5. -1 Hodnoty PTX3 (ng/ml) u pacientll s psoriazou. PTX3PRED - hladiny PTX3 u pacientt
s psoriazou pfed Goeckermanovou terapii, PTX3PO — hladiny PTX3 po Goeckermanové terapii,
PTX3KONTROLA - hladiny PTX3 od zdravych darct krve. * Statisticky vyznamné ( 0,01 - 0,05), ***
Statisticky vyznamné (< 0,001)
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Graf 5. -2 Hodnoty PTX3 (ng/mu) u pacientl s psoriazou. PTX3PRED — hladiny PTX3 u pacientt
s psoriazou pfed Goeckermanovou terapii, PTX3KONTROLA — hladiny PTX3 od zdravych darc( krve.
*** Statisticky vyznamné (< 0,001)
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Graf 5. -3 Hodnoty PTX3 (ng/ml) u pacientl s psoridzou. PTX3PO — hladiny PTX3 po
Goeckermanoveé terapii, PTX3SKONTROLA - hladiny PTX3 od zdravych darct krve. *** Statisticky
vyznamné (< 0,001)
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Graf 5. -4 Hladiny PTX3 (ng/ml) u pacientl operovanych bud pomoci mimotélniho, nebo bez
mimotélniho obéhu. OFFPUMP2 — hladiny PTX3 u pacientldl operovanych bez mimotélniho obéhu
v Casovém bodé 2 ( po ukonéeni operace) , ONPUMP2 — hladiny PTX3 u pacientl operovanych
s pouzitim mimotélniho obéhu v ¢asovém bodé 2 (po ukon&eni operace). ** Statisticky vyznamné
(0,001 -0,01)
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Graf 5. -5 Hladiny PTX3 (ng/ml) u pacientl operovanych bez mimotélniho obéhu. OFFPUMPL1 -
hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 1 (pfed operaci), OFFPUMP2 - hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 2 (po
ukong&eni operace), OFFPUMP3 - hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 3 (prvni pooperacni den),
OFFPUMP4 - hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 4 (tfeti pooperaéni den) a OFFPUMP5 - hladiny PTX3
v Casovém bodé 5 (sedmy pooperaéni den). * Statisticky vyznamné ( 0,01 - 0,05), *** Statisticky
vyznamné (< 0,001), n.s. Statisticky nevyznamné
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Graf 5. -6 Hladiny PTX3 u pacientd operovanych s pouzitim mimotélniho obéhu. ONPUMP1 - hladiny
PTX3 v ¢asovém bodé 1 (pfed operaci), ONPUMP2 — hladiny PTX3 v asovém bodé 2 (po ukon&eni
operace), ONPUMP3 - hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 3 (prvni pooperacni den), ONPUMP4 - hladiny
PTX3 v ¢asovém bodé 4 (tfeti pooperacni den), ONPUMPS5 — hladiny PTX3 v ¢asovém bodé 5 (sedmy

pooperacni den). ** Statisticky vyznamné (0,001 — 0,01), n.s. Statisticky nevyznamné
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6. Diskuze

PTX3 je nové identifikovany reaktant akutni faze, ktery sdili nékteré strukturni i
funkCni vlastnosti s CRP. PTX3 ma ale také své unikatni biologické vlastnosti, véetné
mozné role v patogenezi kardiovaskularnich a jinych chorob. Dulezitost PTX3
v biologii savcu, v€etné Clovéka, je v poCatku poznani. ZvySené PTX3 haldiny jsou
detekovatelné u vaznych infekci, autoimunitnich a degenerativnich poruch, jako je
revmatoidni artritida, systémova sklerodermie a vaskulitida malych cév. U akutniho
infarktu myokardu a dalSich kritickych pacientd muze poskytovat marker, ktery muze
byt kvalitnéjSim prognostickym ukazatelem nez je CRP. PTX3 také hraje dalezitou
roli v mechanismech pfirozené imunity, v Zenské plodnosti, v regulaci zanétlivych
reakci a chrani hostitele prfed nékterymi mikroorganismy (11, 46).

VySetfovany soubor tykajici se pacientd s psoriazou tvofilo 49 pacientl, 31
Zen a 18 muzdl, jejichz praméry vék byl 37,5 let, vrozsahu 18-75 let. Témto
pacientim se krev pro stanoveni PTX3 hodnot odebirala pfed Goeckermanovou
terapii a po této terapii. Tyto hodnoty se porovnavaly s kontrolami, coz bylo 42
zdravych darcl krve s primérnym vékem 35,9 let, vrozsahu 23 - 65 roku.
Informovany podepsany souhlas byl ziskan od kaZzdého pacienta. Goeckermanova
terapie byla navrhnuta dermatology a kazdému pacientovi byla pfizplisobena na
zakladé aktivity jeho choroby. Primérna délka terapie byla 24 dnd, v rozsahu 12-30
dnda.

Goeckermanova terapie, ktera je zalozena na kombinaci protizanétlivych a
imunomodulacnich efektd alifatickych a aromatickych uhlovodikl nachazejicich se ve
farmaceutickém uhelném dehtu a imunosupresivnich a imunomodulacnich aktivitach
UV zafeni, je vysoce efektni vIéCbé psoriazy. GT dosahuje dobrych klinickych
vysledkl s dlouhodobou remisi u vétSiny pacientu. Tato terapie snizuje abnormalni
hyperproliferativni kapacitu epidermalnich bunék (53,54). U pacientd s psoridzou
jsou jak keratinocyty tak pokozka infiltrovana zanétlivymi imunitnimi burikami bohaté
zdroje cytokind, rustovych faktorl a mediator(d s etnymi prozanétlivymi aktivitami,
v€etné pentraxind.

Bevelacqua a spol. nalezli zvySené hladiny PTX3 v plazmé u 44 neléCenych
pacientl s psoriazou. Pacienti s téZkou psoriazou vykazuji PTX3 plazmatické hladiny
vyznamné vysSi nez kontroly i nez pacienti s mirnou psoriazou (p<0,0001). Nebyla

pozorovana Zadna statistickd vyznamnost mezi PTX3 plazmatickymi hladinami u
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pacientl s mirnou psoridzou a zdravymi kontrolami. Také monocyty ziskané od
pacientl s tézkou psoridzou produkuji vysSi PTX3 hladiny ve srovnani s monocyty
pacientll s mirnou formou psoriazy a zdravymi kontrolami (p=0,006, p<0,0001,
v tomto poradi). Na rozdil od plazmatickych hladin, kde byly nalezeny dulezité rozdily
v produkci PTX3 u pacientl s mirnou psoriazou ve srovnani se zdravymi kontrolami.
PTX3 hladiny byly velmi nizké v séru zdravych subjektu, ale rapidné se zvysSily jako
odpovéd na zanétlivou stimulaci, jako jsou infekce a autoimunitni a degenerativni
poruchy (46).

Hyperplazie epidermu, aktivace fibroblastl a bunék endotelu a infiltrace
leukocyty jsou rysy psoriazy a jsou spojeny s chronickou zanétlivou odpovédi.
Produkce PTX3 je indukovana zanétlivymi mediatory, jako jsou LPS, IL-1B a TNF-a.
Tyto cytokiny byly jiz dfive oznaceny jako dulezité modulatory v psoriatickém procesu
(46).

Vazba pentraxind bud na patogenni mikroby, nebo na poSkozené télni
struktury je nasledovana aktivaci vrozené imunitni reakce a to bud uvolnénim
prozanétlivych cytokinli, anebo aktivaci komplementarniho systému. Vyznamna
korelace nalezena mezi bunécnou produkci a plazmatickymi hladinami PTX3 u
psoriazy, je znameni bunécné aktivace monocytd/mikrofagl, prvnich bunék, které
infiltruji psoritické Iéze (46). Ale produkce PTX3 aktivovanymi monocyty - makrofagy
u pacientll s psoriazou neni pravdépodobné jedinym zdrojem PTX3 u téchto
pacientl. Je znamo, Ze buniky endotelu znacné pfispivaji k produkci PTX3 (55).
Dysregulace endotelovych soucasti vCetné neoangiogeneze je nedilnou soucasti
imunopatogeneze psoriazy (56).

Dalsi soubor se tykal 34 pacientl, ktefi prodélali kardio operaci a to bud
S pouzitim (,on-pump*) anebo bez pouziti (,off-pump*) kardiopulmonarniho bypassu.
V ,on-pump® skupiné (n=17) bylo 14 muzu a 3 Zeny, zatimco v ,off-pump* skupiné
(n=17) bylo 12 muzd a 5 zZen. Primérny vék pacientl byl 70,5 + 7,1 u ,on-pump”
skupiny a 66,4 + 10,1 u ,off-pump* skupiny. U obou skupin pacientl byla krev
odebrana v €asovych bodech 1 (Uvod do anestézie), 2 (po ukon€eni operace), 3
(prvni pooperacni den), 4 (tfeti pooperacni den) a 5 (sedmy pooperacni den) a
v téchto bodech byla méfena hladina PTX3 ze séra.

Porovnavali jsme PTX3 kinetiku u pacientd operovanych ,on-pump* a ,off-
pump®. Nasli jsme vyznamné& vy3Si PTX3 uvolfiovani u pacientl operovanych
s pouzitim kardiopulmonarniho bypassu. Tyto objevy mohou naznacovat rozdilnou

53



tendenci k zanétlivé odpovédi u téchto dvou skupin pacientl. | kdyz bylo statisticky
vyznamneé zvyseni sérovych hladin PTX3 pozorovano u obou skupin, Zadna z hladin
hodnocenych béhem periody experimentu nepfesahla PTX3 hladiny v souasné
dobé povazované za normalni (okolo 2,0 ng/ml). S velkou pravdépodobnosti tyto
vysledky odréazi fakt, Ze vSichni pacienti v obou skupindch byli bez komplikaci
klinického pribéhu jak béhem operace, tak béhem poopera¢niho obdobi.

Kardiochirurgické operace predstavuji naroCny vykon, ktery je i pres velké
pokroky v této oblasti mnohdy spojen s fadou pooperacnich komplikaci. Ty mohou
souviset s aktivaci nespecifickych sloZzek imunitniho systému a rozvojem syndromu
systémové zanétlivé odpovédi (SIRS), coZz je stav indukovany kontaktem krve
s umélym povrchem mimotélniho obéhu a vede k mnoha poopera¢nim komplikacim,
jako je myokardialni dysfunkce, respira¢ni, renalni a neurologicka dysfunkce,
poruchy srazlivosti krve a funkce jater a v koneéném dusledku mulze zpUsobit
multiorganové selhani (65).

Kardiochirurgické zakroky jsou v soucCasnosti provadény dvéma odliSnymi
zpusoby. Bud jde o operaci na srdci, které je vyfazeno z Cinnosti a jeho funkci
pfebira podpurné zafizeni (technika vyuZivajici CPB — kardiopulmonarni bypass,
neboli ,on-pump“ operace), anebo jde o novejsi pfistup — operaci na bijicim srdci
(,off-pump*“ operace). Kardiochirurgické operace bez pouziti CPB jsou povazovany
za méné rizikové ve smyslu rozvoje syndromu systémové zanétlivé odpovédi a jsou
stale vice pouzivané fadou chirurgickych tym( na misto klasické CPB. Pfi operaci s
pouzitim CPB dochézi k daleko vétSimu ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Z
pohledu rozvoje systémové zanétlivé odpovédi je operace s pouzitim CPB
povazovana za rizikovéjsi (61). Zakladnim divodem k zavedeni operaci bez
mimotélniho obéhu do praxe je predpoklad snizeni morbidity nemocnych pfi
zachovani bezpec&nosti a efektivnosti vlastniho vykonu (64).

Rada studii provedenych v poslednich nékolika letech, které jsou zaméfené
na vySetfeni rlznych zanétlivych markert, ukazala snizeni zanétlivych reakci u
pacientll operovanych pomoci ,off-pump* techniky ve srovnani s ,on-pump”
operacemi. Na druhou stranu, definitivni ddkaz podporujici uziti ,,off-pump*“ operaci,
které by vedli k redukci mortality ve srovnani s ,on-pump* protéjSkem stale chybi.
Navic, nékteré studie tykajici se zanétlivé odpovédi vyvolané ,on-pump“ nebo ,off-
pump® operacemi dospély k zavéru, Ze fada rozdill pozorovanych mezi témito 2

skupinami byla spiSe kvantitativni nez kvalitativni povahy. Tyto rozdily mohou byt
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vysvétleny zakladnim faktem, Ze jakakoli zavazna operace vyvolava rozvraceni
celotéloveé integrity vedouci k poSkozeni tkani, krvaceni, nestabilité srde¢niho rytmu
a krevniho tlaku (32).

Rolph a spol. testovali produkci PTX3 v pokroc€ilych aterosklerotickych platech.
Stejné jako CRP je i PTX3 indukovan akutnimi zanétlivymi podnéty a je zvySen v krvi
pacientl s AMI. Byla zjisténa silna exprese PTX3 v pokrocilych aterosklerotickych
lézich. Zjistili, Ze PTX3 byl produkovan zejména makrofagy a endotelovymi burikami.
Tyto vysledky ukazuji, Zze PTX3 mulze hrat urcitou roli v patogenezi aterosklerézy
(58).

Peri a spol. zjistovali, zda PTX3 muze slouzit jako v€asny indikator akutniho
infarktu myokardu. Testovali 37 pacientd s AMI symptomy. Zjistili, ze PTX3 je
pfitomen v neporuSeném myokardu, zvySuje se v krvi u pacientll s AMI a uvolfuje se
z poSkozenych myocyta. PTX3 rapidné vrcholi po pfijeti pacientd s AMI pfiznaky do
nemocnice a dosahuje vrcholu mnohem dfive nez CRP. Autofi navrhli, ze PTX3
muze slouzit jako indikator nevratného poskozeni myocytd u ischemické
kardiomyopatie (50).

Napoleone a spol. studovali, zda PTX3 reguluje expresi tkariového faktoru
(TF) v lidskych endotelovych burfkach. Tkanovy faktor je in vivo spousté¢ krevni
koagulace a hraje dominantni roli ve vytvareni trombu po ruptufe aterosklerotického
plaku. Endotelové buriky inkubované s lipopolysacharidy nebo zanétlivymi cytokiny
(IL 1B, TNF a) exprimujTF. Pfitomno st PTX3 zvySuje aktivitu TF. Opét poskytli
dlkaz pfispivani zanétu do patogeneze ischemické choroby srdecni a dokazali, ze
markery zanétu mohou pfedpovidat riziko koronarni srdeéni choroby. Shodné se

studii Peri a spol. zjistili, ze PTX3 je uvolfiovan z nekrotickych myocyta (49).
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7. Zaver

Goeckermanova terapie je vysoce efektni vIéCbé psoriazy a dosahuje
dobrych klinickych vysledku s dlouhodobou remisi u vétsSiny pacientl. Sérové hladiny
PTX3 u pacientu s psoriazou jsou pfed Goeckermanovou terapii vyznamné vyssi
v porovnani s hladinami zdravych darcli. Kdyz jsme porovnali koncentrace PTX3 u
pacientl s psoriazou pred a po Goeckermanoveé terapii, zjistili jsme vyrazné snizeni
hladin PTX3 po této terapii. Tato terapie sniZzuje abnormalni hyperproliferativni
kapacitu epidermalnich bunék (53,54), které jsou bohatymi zdroji cytokind, rlstovych
faktor a mediatord s Cetnymi prozanétlivymi aktivitami, v&etné pentraxinu.
Pravdépodobné proto dochazi ke snizeni hladiny PTX3 po terapii. Ve srovnani
s kontrolami zustavaji sérové hladiny PTX3 u pacientl s psoriazou stale vyznamné
vy$Si i po Goeckermanové terapii. PTX3 mulze byt pouzit jako novy marker pro
monitorovani progrese a chorobné aktivity psoriazy.

Zjistili jsme, ze PTXS3, protein akutni faze, je uvolhovan do cirkulace béhem
chirurgickych operaci srdce. Pacienti operovani s pouzitim CPB maji vyznamné vyssi
hladiny neZ pacienti operovani bez pouziti CPB. Pfi operaci s pouZzitim CPB dochazi
k daleko vétSimu ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Vlivem CPB operaci dochazi
k fadé pooperacnich komplikaci, které souvisi s aktivaci nespecifickych slozek
imunitniho systému a rozvojem syndromu systémové zanétlivé odpovédi (SIRS),
ktery je indukovany kontaktem krve s umélym povrchem mimotélniho okruhu. Je
mozné, ze PTX3 vzhledem kjeho unikatni kinetice, bude poskytovat stejnou
prognostickou hodnotu u kardio operaci stejné, jak je tomu u AMI pacientl, coz
naznacil Latini a spol., a u kriticky nemocnych pacientd, jak publikoval Muller a spol.
(57).
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