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1. Uvod

v

Sepse se v soucasné dobé fadi mezi hlavni pfi¢iny mortality. Je to hlavné z diivodu, Ze
se do této skupiny zahrnuje 1 Umrtnost na zdkladé aterosklerdzy, ktera se stala velmi zavaznou
civilizaéni chorobou, pfedevS§im v zdpadnim svété. Ateroskler6za je zpiisobend nezdravou
Zivotospravou v kombinaci s nedostatkem pohybu. DuleZitou roli hraji i genetické faktory.
Vzhledem k obrovskému mnozstvi 1é¢enych pacienti je tfeba brat v ivahu i vyrazny finanéni
dopad na zdravotnictvi. Toto jsou hlavni divody, pro¢ usili ze strany védeckého vyzkumu
sméfuje k nalezeni pfisluSnych lékt, pomoci kterych by se mohly septické stavy dspéSné 1é¢it.

Védci na zdkladé Cetnych vyzkumi dokazali, Ze se v boji proti sepsi a jejimu rozvoji
vorganismu uplatiuji lipoproteinové castice o vysoké hustoté, HDL (high density
lipoproteins). Skute¢nost, Ze jsou v organismu nepostradatelné byla znama jiz dfive. HDL
maji dalezitou dlohu v transportu lipidu - zajistuji odvadéni cholesterolu z organismu, ¢imz
brani jeho uklddani v intimné cévnich stén, a tak sniZeni prutoku krve, coZ Casto vede aZ k
ucpani cév (ateroskler6ze). HDL se vSak vyrazné uplatiiuji i v ochrané pfed zanétem a sepsi.
Do dne$ni doby byly objeveny &tyfi mechanismy ochrany organismu proti sepsi, kterou
zajistuji HDL c&astice. Je to schopnost HDL: neutralizovat bakteridlni lipopolysacharidy,
regulovat expresi enzymu syntdzy oxidu dusnatého, inhibitovat expresi adheznich molekul a
chréanit lipoproteiny o nizké hustoté pred jejich oxidativni destrukci.

Z mnozstvi literarnich zdroji je zfejmé, Ze problematika zabyvajici se ilohou HDL
pfi ochrané organismu v zanétu a sepsi je naddle intenzivné studovand a ziskan€ vysledky by

mohly pfispét k novym pfistuptim v klinické praxi pfi terapii zanétu a septickych stavi.



2.Cil

Cilem mé bakalaiské prace je popsat funkci a strukturu lipoproteinii s diirazem na

vyznam HDL ¢astic a jejich uplatnéni pii ochrané proti zanétu a rozvoji septického Soku.



3. LIPOPROTEINY, JEJICH STRUKTURA, DELENi A FUNKCE

3.1. LIPOPROTEINY- STRUKTURA

Lipidy jsou ve vodném prostfedi krevni plasmy nerozpustné, proto se musi vazat na
specialni proteiny, tzv. apoproteiny. Komplexy tvofené lipidy a apoproteiny se nazyvaji
lipoproteiny. Hlavni funkci lipoproteinid je transport neutralnich lipida. V krevnim obéhu
jsou ovliviiovany fadou enzymatickych reakci, které mtiZou ménit zastoupeni jejich lipidové
slozky. Syntetizuji se ve stfevé a jatrech, k jejich katabolizmu dochazi v jatrech, ledvinach a
perifernich tkanich. Mezi lipidy, které se uplatiiuji ve struktufe a metabolismu lipoproteint
se fadi fosfolipidy, cholesterol, cholesterolestery a triacylglyceroly.

Lipoproteinové ¢astice (viz.obr.¢.1) se skladaji z neutralniho jadra tvofeného estery
cholesterolu a triacylglyceroly. Povrch &astic je tvofen monovrstvou amfipatickych
fosfolipidi, mezi kterymi jsou zabudovany molekuly volného cholesterolu a integralni
apoproteiny. Na povrchu se nachézeji periferni apoproteiny, které jsou vazany volné a miiZze
dochazet i k jejich migraci na jiné lipoproteinové Eastice. Apoproteint je nékolik druhi (viz.
tab.€.1) a jsou oznafeny pismeny abecedy, popf. jesté specifikovany fimskymi ¢islicemi.
Jednotlivé Castice maji specifické zastoupeni apoproteinti, které se hlavné 1isi svou funkci
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Obr. ¢.1: Schematické zndzomeéni lipoproteinové &astice (Pfevzato: Murray R.,Granner D.K.,
Mayes P., Rodwell V.W., (1)).



Lipoproteinové castice se déli na podskupiny nej¢astéji podle hustoty.
Bylo rozliSeno 5 zdkladnich tfid: chylomikrony (CM), lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
(VLDL), lipoproteiny se stfedni hustotou (IDL), lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL),
lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL). Dalsi vyznamné déleni je z hlediska elektroforetické
pohyblivosti na agarézovém gelu. Tak lze zisat lipoproteiny s pohyblivosti: pre-f3, mezi pre-§

a B, f a a. Elektroforetickd pohyblivost koreluje s hustotou ¢astic (viz.tab.c.1)

Tabulka ¢.1: SloZeni lipoproteinli (pfevzato: Novik F.(2)).

Chylomikrony | VLDL IDL LDL HDL
hustota <0,95 0,95-1,006 1,006-1,019 |1,019-1,063 |1,063-1,210
prumeér (nm) 75- 1,200 30-80 25-35 18-25 5-12
proteiny 1-2 10 18 25 33
triacylglyceroly | 83 50 31 10 8
cholesterol 8 22 29 46 30
fosfolipidy 7 18 22 22 29
slozeni A-1, A-11, B-100, B-48 | B-100, B-100, A-1, A-I1,
apoproteinu B-48, C-I, C-1, C-11, C-1, C-11, C-1, C-11,

C-I1, C-111 C-lILLE C-1IL E C-1I, D, E
elektroforeticka | na startu pre - B mezi pre-f a B a
pohyblivost B

Pozn: Kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek je vydddfeno v procentech suché

hmotnosti.

3.1.1. Chylomikrony (CM)

Z uvedenych tiid jsou chylomikrony (chylomicrons) lipoproteiny s nejvétSim primérem
a nejmensSi hustotou, kterd je zpusobena nizkym obsahem proteini a naopak velmi vysokym
obsahem triacylglycerold. Cholesterol a triacylglyceroly z potravy se gastrointestindlnim
traktem dostdvaji do tenkého stfeva, kde se vazi na chylomikrony, syntetizovanymi burikami
stievniho epitelu, dostiavaji se do lymfatického obéhu a dédle postupuji ke tkdnim.

Chylomikrony obsahuji Apo C a Apo E. Tyto dva apoproteiny jsou u nové syntetizovanych




CM jen v malé mife, pozdéji jsou viak ziskavany metabolicky pfedanim z HDL &astic. Apo C
hraje u CM dilezitou roli, protoZe aktivuje lipoproteinovou lipAzu a umoziiuje CM interakci
s perifernimi tkan€mi, které tak zasobuje produkty ze $tépeni triacylglycerold, tj.mastnymi
kyselinami, glycerolem a zbytkovymi CM. B&hem metabolického zpracovani jsou CM velmi
rychle katabolizovany, ztrici vétSinu svych triacylglyceroli a méni se na zbytkové
chylomikrony. Zbytkové CM jsou endocytézou vychytavany a odbourdvany v jatrech, kde se

tak pfeméni na ¢astice VLDL.

3.1.2. Lipoproteiny o velmi malé hustoté (VLDL)

Castice VLDL (very low density lipoproteins) se syntetizuji v jaternich buiikach ze
zbytkovych ¢astic CM. Transportuji cholesterol z jater do plazmy, pfiéemz vétSina z tohoto
cholesterolu se metabolicky dostava az k LDL. Kazda molekula VLDL obsahuje 1 molekulu
apoproteinu Apo B-100. VLDL obsahuje i dal$i apoproteiny, konktétné Apo E a Apo C, téch
ma ovSem po vzniku nedostate¢né mnozstvi, proto je stejné jako CM piebira od HDL. Apo C
obsazeny v Casticich VLDL slouzi jako kofaktor lipazy pro hydrolytické S$tépeni
triacylglyceroll, které jsou tak ptenaSeny do tkani. VLDL se katabolicky odbouravaji za
pisobeni enzymu lipoproteinové lipazy a vzniku ¢astic IDL, coZ je v postaté zbytkovy VLDL,
¢ili molekula VLDL, ktera uz pfedala Apo C molekule HDL, které jsou pfitomny v ob&hu.
VLDL receptory hraji dilezitou roli pfi transportu mastnych kyselin triacylglyceroli

k adipocytim.

3.1.3. Lipoproteiny o stFedni hustoté (IDL)
Castice IDL (intermediate density lipoproteins) vznikaji metabolicky z VLDL. Béhem
transportu je zachovan Apo B-100, proto tedy kazda ¢astice IDL je derivovana z jedné ¢astice

VLDL.V pribéhu katabolismu se pak dale IDL pfemeénuji na LDL.

3.1.4. Lipoproteiny o nizké hustot& (LDL)

Vétsina LDL lipoproteini (low density lipoproteins) se vytvafi metabolicky z IDL,
pfiblizné 70% se odbourava v jatrech a zbylych 30% v mimojaternich tkanich. Transportuji
vétSinu cholesterolu v organismu. LDL nesou plazmaticky cholesterol a jsou vychytavany
receptory pro LDL, které jsou soustfedény na uréitém useku bunéénych membran. Tyto useky
se nazyvaji ,coated pits“. ,,Coated pits* se vyznacuji vysokou afinitou k LDL ¢asticim z
toho diivodu, Ze obsahuji Apo B-100, ke kterému se snadno vazi. ,,Coated pits“ se podili na

pinocytéoze a nasledném odbourani lipoproteint. Pfi ateroskleréze dochazi k ukladani



cholesterolu transportovaného LDL ¢&asticemi v cytoplazmé bunék rtznych tkani. Pokud se

zvysi koncentrace cholesterolu, dojde zpétnovazebné k inhibici syntézy cholesterolu v buiice.

3.1.5. Lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL)

K syntéze HDL (high density lipoproteins) a odbourdvani dochazi v jatrech a
stfevech.(viz.obr.¢.2) HDL &astice zodpovidaji za transport cholesterolu ze tkani do jater
(reverzni cholesterolovy transport). Nové vznikly, tj.nascentni lipoprotein se li§i tvarem a
obsahem apoproteinti od plazmatického HDL. Neobsahuje Apo C a Apo E, obsahuje pouze
Apo A. Zbylé dva apoproteiny (Apo C, Apo E) ziskava aZ metabolicky. Nascentni ¢astice
HDL maji také odlisny tvar - tvoii fosfolipidovou dvojvrstvu, aZ pozdé&ji se pfeméfiuji na

sférické molekuly HDL s nepolarnim jadrem a vrstvou polarnich lipidd a apoproteinti.
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Obr.¢.2: Metabolicky osud ¢éastic HDL v organismu s diirazem na jednotlivé apoproteiny a
enzymy zapojené do jejich transportu. PL..fosfolipid, C..cholesterol, CE..estery cholesterolu,
LCAT. lecitincholesterolacyltransferaza, FF..volné mastné kyseliny, LPL..lipoproteinova
lipdza, HRHL..jaterni lipaza (Pfejato: Murray R.,Granner D.K., Mayes P., Rodwell V.W.

).



4. HDL LIPOPROTEINY A JEJICH ULOHA V ZANETU

4.1. STRUKTURA HDL LIPOPROTEINU

HDL lipoproteiny jsou sférické molekuly s jadrem neutralniho charakteru. Ze vsech
lipoproteinovych ¢astic obsahuji nejvétsi procento proteind a nejméné triacylglycerolt. Jsou
syntetizovany jaternimi burikami a ve stfevni sliznici. Castice HDL je mozno délit z riznych
hledisek. Nejdllezitéjsi je déleni na zaklad¢ ultracentrifugace, obsahu apoproteini a

elektroforetické pohyblivosti.

Tabulka ¢.4: Déleni lipoproteind HDL na zakladé ultracentrifugace

HDL , HDL , HDL ;
Nejvétsi molekula Velikostné mezi HDL;a HDL; Nejmensi ¢astice
Ma nejnizsi hustotu Hustotné mezi HDL, a HDL; Nejvétsi hustota

Je obohacen vétsi frakci Apo E | Elektroforeticky se déli na dalsi | Také se déli na podtiidy:
podtiidy: HDL 2a, HDL 2b HDL 3a, HDL 3b,HDL 3c

Nema specificky vyznam a
Nevyskytuje se ve vét§i mife.

Z hlediska déleni podle obsahu apoproteint ziskavame: 1) ¢astice HDL obsahujici Apo Al a
bez obsahu Apo A2 (LpA-I) a 2) ¢astice HDL obsahujici Apo Al i Apo A2(LpA-I/ A-II)

Na zakladé elektroforetické pohyblivosti se HDL ¢astice déli: HDL s pohyblivosti a,

HDL s pohyblivosti pre p a HDL s pohyblivosti y.

HDL lipoproteiny se v organismu uplatiiuji jednak svou ptivodni a hlavni funkei -

transportu lipidi, ale byla prokdzana i jejich velmi dilezita uloha béhem septickych stavil.
4.2. ULOHA HDL LIPOPROTEINU

1. reverzni cholesterolovy transport

2. protekce za septickych stavii
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Reverzni cholesterolovy transport (RCHT)

Jednd se o transport cholesterolu uvolnéného z perifernich tkani do jater, kde je
metabolizovan a/nebo vyloucen Zlu¢i. Periferni tkané produkuji veskery cholesterol potiebny
pro udrZeni stalého vnitiniho prostfedi - homeostazy. Jétra jsou jedinym orgdnem, ktery je
schopen cholesterol degradovat, proto se cholesterol musi do jater krvi transportovat a to se
déje v komplexu s lipoproteiny. Tento transport v nejvétsi mife zajist'uji HDL lipoproteiny,
prenaseji vétSinu cholesterolu, ktery se do organismu dostane potravné. Timto mechanismem
jsou HDL lipoproteiny schopny poskytnout ochranu proti aterosklerdze, protoZe tak dojde k
metabolickému vyuZiti cholesterolu a jeho naslednému vyloudeni z téla ven, tudiz nedochazi
k jeho ukladani do cévnich stén a sniZovani prufezu cév. Existuje nepiimd uméra mezi

koncentraci HDL v krvi a pravdépodobnosti vyskytu ateroskler6zy.

Osud lipidu pfijatych z potravy v téle

Lipidy pfijaté z potravy se pomoci traviciho traktu dostdvaji do stfeva. Ve stievé
dochazi ke vzniku nascentnich ¢astic HDL diskovitého tvaru. Nasledné dochéazi vlivem
enzymu LCAT (lecithin:cholesterol acyltransferase) k esterifikaci volného cholesterolu
v HDL a jeho pfeméné na ¢astici HDL; Po téchto déjich uz ¢astice HDL nabudou klasického,
tj. sférického tvaru. Jelikoz HDL; jesté pokracuji v pohlcovani dal$ich lipidd, sniZuje se jejich
hustota a zvétSuje se prumér, az vzniknou ¢astice HDL, HDL; nesouci lipidy a cholesterol
jsou zcirkulace vychytavany jatry, kde jsou nasledné¢ degradovany. Zbylé c¢astice jsou
odstranény Zlu¢i, nebo se zpét vraci do obéhu (viz.obr.¢.3).

Koncentrace HDL je jednim zukazateld pro uréovani pravdépodobnosti vzniku
aterosklerézy, 1 kdyz pfesnéjsi hodnoceni je na zakladé aterogennich indexu coZ je pomér
HDL ku LDL. Dal$imi markery jsou aktivity enzymd nebo mnozstvi proteind, které se
uplatiiuji v RTCH. Jedna se o aktivitu napi. LCAT, CETP (cholesteryl ester transfer protein),
hepatické lipazy.
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Lipidy pfijaté z potravy Jatra

Obr.¢.3: Reverzni cholesterolovy transport. Apo A-1..Apoprotein A-1, SR-BI . ¢istici receptor
typu B, LCAT. lecitincholesterolacyltransferaza, PTLP..protein transportujici fosfolipidy,
CETP.. protein transportujici estery cholesterolu, PL..fosfolipid, FC..volny cholesterol.
(Ptevzato: Murch O., Collin M., Hinds Ch. J.,Thiermann T. (3)).

4.3. HDL LIPOPROTEINY A SEPSE

Skute¢nost, ze se HDL lipoproteiny uplatiiuji v septickych stavech (tj.ve stavech, kdy
v organismu probiha generalizovany zanét) je v mediciné znama mnohem kratsi dobu, nez
jejich transportni uloha. Po jejim objeveni doslo v této oblasti k velmi intenzivnimu vyzkumu,
ktery pfinesl mnoho novych, velmi dilezitych poznatkil, diky nimz jsou septické stavy stale

lépe 1écitelné.

4.3.1. Sepse, septicky Sok

Sepse je klinicky stav (syndrom) tézké infekce spojeny s vyskytem bakterii a
bakteridlnich toxint v krvi. Ty ji také ve znacné mife zplsobuji, i kdyZ nejsou jejim jedinym
puivodcem. Mohou to byt také houby, viry, paraziti. Zasadnim okamzikem patogenniho
procesu je vazba LPS na odpovidajici receptory makrofagi. V dneSni dobé je cilem
védeckého vyzkumu vyléCeni sepse zabranénim aktivace makrofagli, nebo eliminaci
uvoliiovanych cytokini. Dosud vSak nebyla tato snaha dostate¢né uspé$na. Pti sepsi dochazi v
organismu k nadmérmému rozmnozeni mikroorganismii v disledku selhdni ochrannych

(imunitnich) bariér. Nejvétsi nebezpeci a zakefnost sepse spoCiva v tom, Zze muze vést az

12



k selhani organt a hypertenzi, coz aZ v 50% piipadi vede k umrti pacienta, v zavislosti na
stadiu sepse. Béhem sepse ¢asto dochazi k abnormalnim jeviim v imunitnim systému, zanétu,
tvorbé srazenin a k podobnym nepfirozenym reakcim. Pfesny mechanismus sepse nebyl
dosud dokonale popsdn a nadale zlstava otazkou, jestli postihuje ve vétsi mife né&jakou
specifickou skupinu pacientii. ZvySeny vyskyt je prokazdn jen u pacientli se sniZenou

imunitou, star§ich pacientu a lidi, ktefi uzivaji imunosupresivni terapie.

Sepse se déli do 4 stadii

I. ¢asn4d sepse-metabolismus na bunééné urovni jesté neporusen. Proto je nékdy oznaCovano
jako ,.kompenzované stadium sepse®.

I1. hyperkinetick4 sepse-uZ se projevuje porucha metabolismu na bunéc¢né trovni.

II1. organové selhani-nemocny jevi vSechny znamky organového selhavani.

IV. septicky Sok-nékdy téz nazyvany kardiogenni, ¢i hypodynamické stadium, terminalni
stddium (stadium studeného Soku) (4).

Ve v3ech stadiich je moZno pozorovat ur¢itou miru poskozeni jater.

Septicky Sok je nejvaznéjsi stadium sepse. Je charakteristicky téZkou sepsi spojenou
s hypotenzi (systolicky tlak byva niz$i nez 90 torr) a dysfunkci organid spojenych s krevnim
obéhem, ktera je zpiisobena zhorSenim vymény latek a plynt mezi krvi a tkanémi.

Septicky Sok je zpravidla je vyvolavan rozpadem bakterii (grampozitivnich i
gramnegativnich) a naslednym proniknutim uvolnénych endotoxinii znich do obéhu.
Endotoxiny jsou tak prvotni pfi¢inou sepse. Septicky Sok miZe vyvolat nejen Zivy
mikroorganismus, ale i mrtvé bakterie nebo pouze jejich ¢asti. U sepsi, které jsou zpiisobené
enterobakteriémi, meningokoky a pseudomonadami je pomérné velkd pravdépodobnost
rozvinuti septického Soku a je mozna uz na poc¢atku onemocnéni. Jinak to obecné byva az po
nékolika dnech trvani tézké infekéni nemoci. Sepse se Castéji vyskytuje u osob se sniZenou
imunitou. Tento stav se vyznacuje velkym procentem mortality (aZ 90%), jejiz hlavni pfi¢inou
je selhani organi. Cim dfive se 1é¢ba zah4ji, tim vice se zvySuje nadéje na pfeZiti pacienta.
Nadale, pies veskeré soucastné poznatky,vSak plati pfimd iméra mezi intervalem od vzniku
(¢i od diagnostiky sepse) do zahajeni adekvatni 1écby piifiny zanétu u nemocného a mezi
mirou mortality. Rozpoznani sepse v jejich pocatecnich stadiich je vSak pro lékare pomérné
obtizné z divodu nespecifi¢nosti jejich pfiznaki. Ani aplikace dulezitych poznatkid

zvyzkumu do praxe prozatim nevedla ke sniZeni umrtnosti u pacienti s rozvinutym
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septickym Sokem. Smrt miZe nastat béhem nékolika malo hodin. Sepsi je proto velmi dilezité
1é¢it v jejim nejrannéjSim stadiu, aby se tak zabranilo rozvinuti septického Soku.

U pacientd v septickém Soku se vyskytuje fada rlznych pfiznakd, napt.horecka
s tfesavkou, zchvacenost, neklid, zvraceni, porucha védomi, bledost, oligurie, hyperglykémie.

Cilem terapie je hlavné co nejrychlej§i omezeni infekce a zejména jejiho zdroje,
zajisténi dostatecné funkce ob€hu, stilosti vnitfniho prostfedi, vydatna hydratace.Terapie
septickych stavli je v souCasnosti zaloZzena na 3 pfistupech: potlaceni infekce pomoci
antibiotik, odstranéni jejtho ohniska a psychologickd podpora, ktera zahrnuje sledovani
psychického stavu pacienta za cilem udrZeni homeostazy. Selhani homeostazy je také jeden
z dalSich typickych pfiznakd septického Soku. Neékterym pacientim se kromé antibiotik
podavaji i steroidy (S). Védci ovSem jdou za cilem léCit septické stavy pomoci HDL

lipoproteint.

4.3.2.Terapie septickych stavii pomoci rHDL lipoproteini

Na zéklad¢ snahy vyuzit ochranné vlastnosti HDL proti rozvoji sepse se v soucasné
dobé nabizi vyuziti HDL pfi terapii zdnétu. Vzhledem k faktu, Ze pii septickych stavech
dochazi ke sniZeni koncentrace nativnich HDL lipoproteint, byly z divodu snahy zabranit
jejich poklesu v organismu i béhem sepse vyvinuty rekonstituované HDL ¢astice (rHDL), coz
jsou HDL c¢astice synteticky pfipravené z apoproteinu a fosfatidylcholinu. rHDL tvofi
stéricky komplex podobny nativnim HDL. V organismu jsou metabolicky odbouratelné,
nejsou rozpoznavany retikuloendotelidlnim systémem jako cizorodé molekuly a organismus
proti nim nesyntetizuje 2adné protilatky, které by je degradovaly. Castice tHDL se tak stavaji

moznym terapeutickym prostfedkem pii 1é¢bé zanétu a sepse (19).

4.3.3. Bakteridlni endotoxiny

Bakteridlni endotoxiny a jejich nasledné pusobeni v organismu je hlavnim zdrojem
sepse. Jedna se o latky lipopolysacharidového charakteru - ztoho divodu se nékdy
endotoxiny oznacuji jednoduse jako ,lipopolysacharid“ (LPS). Ptestoze jsou LPS
vSudepfitomné, jednd o jedny z nejsilnéjSich toxini vibec (6). Nachdzeji se ve vnéjsi
cytoplazmatické membrané gramnegativnich bunék bakterii (viz.obr.¢.4), odkud jsou také

¥ ¥ 66

dale uvolnovany (7). Jsou dobfe znamymi ,,spoustéci* sepse (8). Pro vznik imunitni odpovédi

je zhlediska chemické stavby molekuly endotoxinu nejdilezitéj§i vnéjsi fetézec

polysacharidd, ktery je zna¢né variabilni a je pro dany druh gramnegativni bakterie vzdy
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stejny a charakteristicky . Sklada se jednak z vnitini a vnéj$i kury, ze specifického ,,0%

fetézce, dvou iontl fosfatu a uridinu.

Pusobeni endotoxinu :

Pusobeni LPS probiha neptimo, spociva ve stimulaci bunék imunitniho systému. Kde
nejdiive dochézi k produkci cytokint, coz jsou latky bilkovinného charakteru, které vedou
k destrukcim tkani a vzniku septického Soku.
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Obr.¢.4: Schematické znazornéni struktury a umisténi endotoxinu v bunééné sténé

gramnegativnich bakterii (Pfejato: Zdravotni tstav se sidlem v Ostravé, web (9)).

4.3.4. Modifikace lipoproteini v sepsi
Lipoproteinové ¢astice hraji dileZitou roli v pfirozené imunité organismu (2).

Béhem septickych stavii dochazi ke zménam ve struktufe lipoproteinii a ke zméné v jejich
kompozici. Tyto jevy jsou zplsobeny bakteridlnimi endotoxiny. Vyzkumy dokézaly, Ze
v piipadé zanétu dochazi k zménadm v metabolismu lipidid (10). Jejich hodnoty pak zévisi na
zdravotnim stavu jedince. Sepse tak vede k pfimému naruSeni lipidové homeostazy v téle.
Konkrétné se jedna o sniZzeni mnozstvi cirkulujicich HDL a fosfolipidii a naopak zvyseni
mnozstvi cholesterolu a triacylglyceroli.Tento jev byva oznafovan jako tzv. alimentarni
lipémie sepse. Mechanismus lipémie dosud nebyl uplné popsan. Pacienti s vaZnym zanétem

mohou vykazovat hodnoty HDL nizZsi az o 50% oproti zdravym jedincim.
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Ukazalo se ovSem, Ze v HDL, které v metabolismu lipida v sepsi hraji zdsadni roli
dochazi i k strukturnim zménam. SniZi se mnozstvi Apo A-I (hlavni apoprotein v HDL) a
cholesterolu. Zaroven logicky dojde i ke sniZzeni mnozZstvi enzymi, které jsou s metabolismem
HDL spjaty (napi. LCAT-lecitincholesterolacyltransferazy).Tyto molekuly jsou nahrazeny

fosfolipazou A2 a sérum amyloidem A.

4.3.5. Cytokiny
Cytokiny jsou hormony, které zodpovidaji za odpovéd’ daného organismu na infekci.

Patti mezi né napt. TNFa (tumor mecrosis factor), interleukiny, interferony. Za septicky Sok je
v nejvét§i mife odpovédny TNFa. Ten byva uvolfiovan z monocyti a makrofagi poté, co
ptisly do styku s LPS. V tomto piipadé je produkovano vyrazné vét$i mnozstvi nez obvykle.
Jakmile dojde k potlaceni zanétu pomoci nékterého z mechanismli v ndvaznosti na to se

zmen$i mnozstvi vylu¢ovanych cytokinu, coz vede ke sniZeni toxicity a dstupu zanétu.

4.4. ULOHA HDL LIPOPROTEINU BEHEM SEPSE

Jak uz bylo zminéno, HDL lipoproteiny se vyznamné zanétu ucastni. Ze vSech
lipoproteinovych ¢&astic jsou pii reakci a obrané organismu na jiz vznikly zanét nejacinnéjsi.
Ostatni typy lipoproteini se mohou sice také na stejnych reakcich podilet, ale v praxi to neni
vyznamné (11). Tato skute¢nost ma souvislost se strukturou HDL, konkrétné mnoZstvim
obsazeného Apo A-I, ktery zde hraje dileZitou roli.

HDL lipoproteiny se uplatiiuji v sepsi hned nékolika mechanismy

a) vazani LPS a jeho neutralizace
b) regulac exprese eNOS (stimulace syntézy)
¢) potlaceni exprese adheznich molekul

d) ochrana LDL proti oxidativni destrukci

4.4.1. Vazani lipopolysacharidu a jeho neutralizace

HDL lipoproteiny izolované z lidské plazmy jsou schopny véazat a neutralizovat
bakteridlni lipopolysacharidy, coZz jsou jedny znejsiln€jSich bakteridlnich agonisti.
Lipopolysacharidy pochézeji z vnéj§i membrany gramnegativnich bakterii (8). Tento obranny
mechanismus organismu je nejjednodussi a nejlepsi zpisob, jak sniZit mnozstvi endotoxint
v krevnim obéhu. Probihd dvéma zpisoby: bud’ jako pfima neutralizace, nebo jako

neutralizace nepiima (12)(viz.obr.¢.6). PficemzZ mira neutralizace neni u vSech endotoxinid
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stejnd, zavisi také na jeho druhu a efektivita neutralizace je zdvisld i1 na koncentraci

endotoxinu a délce jeho plsobeni.

Prima neutralizace: Lipolysacharidy jsou pomoci LBP (lipid binding protein) jako
kofaktoru pieneseny do HDL, kde dochizi k jejich neutralizaci. HDL nepuisobi proti destrukci
celé bunky bakterie, ale pusobi pfimo na buné¢nou sténu tim, Ze vaze jeji hlavni slozky (coz
v piipadé gramnegativni sepse je peptidoglykan a kyselina lipoteichovd). NaruSenim bunécné
stény dojde k degradaci piislusného lipopolysacharidu, celd burika se deaktivuje, tim se ztrdci
schopnost vyvoldvat zanét.

Neprima neutralizace: Tento typ neutralizace se uplatiuje mnohem castéji nez prima
neutralizace, je vyrazné rychlejsi, pravdépodobné;jsi a ic¢innéjSi. Nepiima neutralizace probiha
ve dvou krocich. Nejdfive je LPS transportovin k proteinim sCD14 (soluble CD 14), s nimZ
vytvoii komplex a ten je pak prenesen pomoci LBP do HDL, kde dojde k vlastni neutralizaci.
LBP, ktery hraje opét roli kofaktoru a umoznuje jednak vazbu LPS k sCD 14 tak i pfenos
(vazbu) komplexu LPS-sCD 14 do HDL. Mira interakce LPS vizanych k LBP s apoproteinem
Apo A-1 v HDL zavisi na koncentraci LBP a také na poméru LPS/LBP (13) .

Bacteria

% .- LPS

' / Leu kocytes

SCD14 LBPiz)
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(HDL) 7
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Obr ¢.5.: Rizny osud LPS v organismu. LPS, které jsou uvolnény z bakteridlni membrdny se
vdzi bud’ na leukocyty, ¢imzZ je aktivuji a vyvoldvaji pfisluSnou imunitni reakci, nebo se vazi
za pomoci LBP a sCD 14 do HDL, které LPS pomoci neutraliza¢nich reakci degraduje.
(Pfevzato a upraveno: Kitchens R., Wolfbauer G., Albers J.J., Munford R.S. (14)).



Molekuly uéastnici se neutralizace a vizini LPS:
sCD 14 (soluble CD14)

Jsou to rozpustné membranové proteiny. Byly nalezeny na povrchu makrofagl, coz
Jsou buriky specializované na fagocytické pohlcovani cizorodych Eastic, napf.odumfielych
bunék. Jejich funkce v nepfimé neutralizaci spociva v tom, Ze zrychluji a ulehcuji proces
transportu LPS k HDL tim, Ze nerozpustnou molekulu LPS obali a poté ji pfendsi. Proto se
nékdy oznacuji jako tzv.,pfepravnici“(,,shuttle”). Lipoproteiny i sCD 14 jsou také schopny
zeslabit G¢inek cytokinii v monocytech, které se uz s LPS vazaly, a tak zeslabit jejich ucinek

(14). Thned po piidani LPS se automaticky zvysuje u€inek sCD 14 proteint .

Protein vézajici lipidy-LBP (lipid binding protein)

LBP je hlavni sérovy protein (8).Transportuje LPS do lipoproteind, podporuje
okamzité navazani LPS na sCD 14 vkrevni plazmé, nebo v nékterych pfipadech na
membranové-mCD 14 (membrane-bound CD14), které se vyskytuji na bunééné membrané
bunék a zajistuje transport LPSdo HDL. Uplatiiuje se v pfimé i nepfimé neutralizaci. Jeho

ucinky jsou ovliviiovany i mirou modifikace lipoproteini béhem sepse.

Protein transportujici fosfolipidy-PL TP (phosfolipid transfer protein)

V krevni plazmé se kromé LBP nachazi i dal$i transportni protein, uplatiiujici se pfi
neutralizaci: PLTP. LBP i PLTP maji sice podobnou strukturu, ale jejich funkce jsou jiné.
PLTP ma tulohu pii reakci buiiky na pfitomnost LPS a pfi transportu fosfolipidi mezi
lipoproteinovymi ¢asticemi, ale neni schopen transportovat bakteridlni LPS ani k proteinu
sCD 14, ani pfimo k HDL. Z tohoto diivodu neni schopen ptimo tlumit zanét. PLTP se kromé
transportni funkce uplatiiuje jesté pii regulaci HDL béhem zéanétu a to tim, Ze aktivuje

preménu molekul HDL na mensi, ¢ili pocetnéjsi skupinu molekul. Tim se zvysi G¢innost HDL

(15).
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Obr.c.6: Mechanismus pfimé a nepfimé neutralizace LPS pomoci HDL. LPS jsou
transportovany do HDL bud’ pfimo (pfima neutralizace) za pfitomnosti kofaktoru LBP, nebo
nejdiive dochdzi k navazani na proteiny s CD 14 a az poté dochazi k jejich transportu do HDL
(neptfima neutralizace). (Pfevzato: Murch O., Collin M., Hinds Ch. J., Thiermann T (3)) .

4.4.2. Regulace exprese enzymu eNOS (endotelialni syntazy oxidu dusnatého)
Béhem sepse je do ob&hu uvolnéno velké mnozstvi riznych biologicky aktivnich

latek. Jedna z velmi dulezitych je oxid dusnaty, NO.

Oxid dusnaty , NO

NO je plyn, dobfe rozpustny ve vodé€. Je znamym polutantem, ktery se nachazi napf.
v cigaretovém koufi, vyfukovych plynech, atd. NO je produkt a medidtor vyznamny pro
funkci cévniho endotelu, hlavné v souvislosti sregulaci krevniho tlaku. Je to endogenni
vazodilator, tzn. Ze zvySuje prutok krve v cévach. Za septickych stavi je produkovam
nékolika druhy bunék. NO se muze uplatiiovat pti snizeni po€tu, nebo zneSkodnéni bakterii, a
tak branit rozvinuti sepse. NO je také schopen z téla vychytavat toxické volné radikaly .Ve
vysSich koncentracich NO ale uz své ochranné vlastnosti proti rozvoji zanétu ztraci a pro

organismus se stava Skodlivym. Vyrazné zvySena koncentrace NO je pro organismus dokonce
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toxicka, nebot’ vede k zizeni cév a nasledné hypotenzi, porucham orgéani, aZ jejich dysfunkci.
(16,17)

K syntéze NO v organismu dochazi z guanidinové skupiny aminokyseliny L-argininu
pomoci enzymu, syntazy oxidu dusnatého-NOS (mitric oxide synthase) (18).

NOS se vyskytuje ve tfech riznych izoformach. Jedna se o endotelialni, neuronovou a

idukovanou NOS, lisicich se zejména funkci a mistem syntézy.

1) endotelidlni-eNOS, nachazi se v endotelu, tj.burikach vystylajicich vnitini povrch krevnich
a lymfatickych cév. Funkce NO tvofeného endotelidlnimi burikami jsou- schopnost
zabratiovat adhezi monocyti k cévnimu endoteliu, schopnost sniZovat mnoZstvi
prozanétlivych mediatordt a podpora vazodilace (19). Pravdépodobné také brani oxidaci
lipoproteini (20). HDL pfispivaji k ochrané proti rozvinuti sepse tim, Ze zvySuji aktivitu
eNOS v endotelidlnich burikdch, coZ podporuje produkci NO. Déje se tak vazanim apoA-I,
pochézejiciho z HDL k ¢isticimu receptoru prvniho typu, SR-BI (scavenger receptor type I).
2) neuronova-nNOS, nachazi se v mozku a ji vytvofeny NO patii mezi neurotransmitery.

3) indukovana-iNOS. Syntéza tohoto enzymu v organismu (na rozdil od syntézy eNOS a
nNOS) probihd pouze ve vyjimeénych stavech, jako napt.v ptipadé sepse. Produkce iNOS je

v organismu vyvolana pfitomnosti TNFa , interleukinem IL-1,LPS, pfipadné faktoru
aktivujiciho krevni desticky-PAF (platelet-activating factor ) pochazejich z endotoxini. Tyto
latky pisobi jako katalyzatory pro indukci iNOS (21). Za normalniho (zdravého) stavu se
iINOS v organismu nevyskytuje. Jeji syntéza v organech a tkanich, kde probiha zanétlivy
proces vede ke vzniku nadmérnych koncentraci NO.Ty jsou pro organismus toxické a dochazi
tak k rozvoji a podpofte septického stavu. K syntéze iNOS nedochazi ihned, ale az

v pokrocilejsi fazi sepse. iNOS je tedy zaroven i idikatorem zhorSujiciho se septického stavu
pacienta. ZvySené mnozstvi NO ve tkanich zpusobi, Ze dojde ke sniZeni krevniho tlaku

(hypotenzi) a poskozeni organt kon¢ici az jejich disfunkci. Nejvice postiZena byvaji jatra.

NO a oxidaéni stres

Oxidacéni stres je jeden z Ciniteli vyvolavajicich patologické procesy v organismu. Je
pravdépodobné zodpovédny za fatdlni poskozeni bunék a jejich nasledné odumirani (—coz
vede az k destrukci tkané). NaruSuje také aktivitu NOS v buiikach jaterniho endotelu.
Oxidacéni stres je vyvolan nerovnovahou mezi tvorbou a odstraiiovanim produkti oxidacnich
déji. V organismu tak dochazi k patologickému zvySeni hladiny volnych kyslikovych

radikald, coZ jsou toxické bioaktivni formy kysliku, jako napf.radikal superoxidovy-O%,
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hydroxilovy-OH’, peroxidovy-H,O,. Jejich vlivem dochdzi vétSinou ke kaskddovitym
oxida¢nim reakcim, které maji za disledek poSkozeni a destrukci celych bunék, bunécnych
organel a jejich enzymovych systému (22). Kromé uvedenych funkci je NO také schopen
vychytdvat z téla toxické kyslikaté radikdly. OkamzZité s nimi reaguje a deaktivuje je. To
zpusobi ztrdtu negativnich biologické aktivit téchto radikali. Vlivem toxickych litek dochdzi
také k poSkozeni epitelu. Se zvySujicim se mnozstvim toxickych latek v organismu dochdizi

k ndrtstu oxida¢niho stresu a to maze zpusobit napf. rizné vaskuldrni poruchy.
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cytokinc(s) .
. L-arginine
| — cytokinc(s)
Endothelium L-arginine
cytokine(s)
LPS mosssmcls.l  L-arginine —> cytokine(s) ——»
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Obr.c.7: Proces tvorby NO v endotelidlnich bunkich. NO produkuje enzym NOS. NO se
vytvdri v organismu z molekul argininu. Cely proces je ovlivnén cytokiny nachdzejicimi se

v organismu. (Pfevzato a upraveno: Parrat J.R, (18)).

HDL a zvySeni produkce eNOS

HDL lipoproteiny jsou schopny vyvolat zvySenou produkci eNOS. Interakce mezi
HDL a Cdisticim receptorem tfidy b, prvniho typu: SR-BI indukuje expresi a zvySuje
fosforylaci eNOS. HDL tedy cCaste¢né prispivdji ke zvySeni eNOS v organismu, coZ by mohlo
za septického stavu byt velmi vyhodné, protoZze zvySend produkce eNOS sniZzuje adhezi
monocytid k endotelidlnim buikdm a jejich ndslednému proniknuti do tkdni a jejich
degradaci. ZvySend produkce eNOS také vede k ochrané endotelidlnich bunek a ty tak
neztraci svou vazoreaktivitu, coZ udrZuje plynulost krevniho toku. eNOS je tak enzymem,

ktery hraje zasadni roli v sepsi a je dalezity pro vylé€eni a zdchranu pacienta. .
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Adheze monocytii k cévnimu endoteliu je jeden z nejrannéjsich d&jt pii zanétu. Cetné
vyzkumy dokazaly, ze HDL lipoproteiny nachazi uplatnéni i v tomto dé€ji a jsou schopny do
n¢j vyznamné zasahnout. Konkrétné se jedna o jejich schopnost inhibitovat expresi adheznich
molekul v endotelidlnich burikach, ktera je vyvolana cytokiny. Vysledkem pak mize byt i

uplna eliminace zanétlivého procesu.

Endoteliadlni buiiky

Endotelialni buriky, které jsou zodpovédné za aktivaci a expresi adheznich molekul

tvoii jednoduchou bunéénou vrstvu vystylajici vnitfek cév. Jejich strukturni a funkéni
celistvost je velmi dilezitd pro udrzeni homeostdzy cévni stény a krevni cirkulace.
Endotelialni buriky slouZi jako semipermeabilni membrana, ktera kontroluje pfenos malych i
velkych molekul do stény cév a dale pfes sténu kapilar. Intercelularni spoje jsou obvykle
v organismu nepropustné pro tyto molekuly, ale relativné nesoudrzné spoje mezi
endotelovymi burikami se mohou rozsifit vlivem napf. krevniho tlaku . Dale moduluji cévni
tonus a prutok krve, reguluji imunitni a zanétlivé reakce plisobenim na interakci mezi sténou
cévy a leukocyty a modifikuji lipoproteiny ve sténé arterie.
Endotel reguluje zanétlivé a imunitni procesy tim, Ze aktivuje a ovliviiuje mnoZstvi
vylou¢enych adheznich molekul, interleukini. Dysfunkce endotelu vede k poruse relaxace
cév, podporuje agregaci desti¢ek, zvySuje proliferaci cévni hladké svaloviny a adhezi
leukocyti k povrchu endotelovych bunék. Dochéazi k expresi povrchovych adheznich
molekul, usnadrujicich zachyceni cirkulujicich leukocyti. Adheze leukocytli spole¢né s
proliferaci hladké svaloviny jsou klicovymi momenty rozvinuti sepse, nebot’ leukocyty
ztraceji v organismu svou ochrannou imunitni funkci. Medidtory zanétu jsou cytokiny,

oxidované LDL (23) .

Adhezni molekuly a zanét

Béhem sepse se na povrchu endotelidlnich bunék tvoficich cévni sténu objevuji
(cyto)adhezni molekuly (CAM) produkované endotelem. CAM molekuly umozZiiuji
leukocytim zachytit se na cévni sténé, konkrétné na vnitini monovrstvé endotelidlnich bunék
a popiipadné poté i proniknou cévni sténou do intravendézniho prostoru. Mezi adhezni
molekuly se fadi: selektiny, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule). Produkce CAM je stimulovana bakteridlnimi mikroby. CAM se
nachéazeji pouze v mistech arteridlniho fecisté, kde doslo k néjakému poskozeni cévni stény.

Poskozeni miiZze mit riznou pii¢inu a endotel na néj vjeho misté reaguje tvorbou téchto
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specifickych molekul. CAM jsou odpovédny za adherenci, migraci a akumulaci monocytt a
T- lymfocyti (= druh leukocyt). Leukocyty maji schopnost pfilnout k riznym povrchim.
Tato vlastnost se oznacuje jako adhezivita a v sepsi ma velky, i kdyZ negativni vyznam.
Adheze je zprosttedkovana interakci mezi cytoadheznimi molekulami a endotelidlnimi
burikami.Adhezni molekuly jsou rapidné syntetizovany endotelem jako odpovéd’ na ptitomné
cytokiny a reguluji celou adhezi.Tento proces probihd tak, ze nejdiive dojde k uvolnéni
chemotaktické molekuly, kterou zachyti (pomoci specifického receptoru) volné putujici
leukocyt v krevnim obéhu. Adhezni molekuly prvné zpomali prichodu neutrofild (t;.
neutrofilnich leukocytd) cévami, a tim zvys$i moznost zachyceni na povrchu cévy v blizkosti
loziska zanétu navozeného infekci. Endotelové burky vtomto misté exprimuji adhezni
molekuly- selektiny. Jak neutrofily postupuji po podlazi selektinti, ¢ast selektinii vazbu
uvolnuje, zatimco nasledujici fada je opét zachycuje. Takto neutrofil po endotelu ,,roluje®.
Dochazi k nahromadéni migrujicich neutrofild v lozisku zanétu. Neutrofily pak po povrchu
cévni stény ,krauluji“, aZ se dostanou ke Stérbiné mezi dvéma sousednimi endotelovymi
burikami. Tam se miZou na zakladé diapedeze protdhnou do pojivové tkané€, a tak se
dostanou do interceluarniho prostoru. Po adhezi k endoteliu, popt. po diapezi leukocyty ztraci
svou biologickou funkci, coZ je v organismu velice neZaddouci proces, ktery negativné
ovliviiuje cely imunitni systém, protoZe ten je tvofeny pravé leukocyty. Skute¢nost, Ze CAM
umoznuji leukocytiim zachytit se a proniknout cévni sténou do zanétlivého loziska je kli¢ovy
mechanismus celého zanétlivého procesu a snahou organismu je tento dé&j potlacit, aby
k nému vibec nedochazelo. Tohoto tkolu se zhostuji pravé HDL lipoproteiny. Vyzkumy
ukazaly, Ze HDL c¢astice jsou schopny zabranit expresi adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-
1) vyvolanou cytokiny. Z toho diivodu potom k adhezi leukocytii viibec nemulze dochazet,
leukocyty tak neztraceji svou funkci a ztistavaji aktivni, a jsou tedy organismem ihned vyuZity
k eliminaci, potlaceni a zneSskodnéni zanétu. HDL tak pfimo brani zanétu, protoZe blokuje
jeho nejrannéjsi fazi a zanét se tak vibec nerozvine. Vyzkumy dokazaly, Ze pfi posouzeni
schopnosti HDL inhibitovat expresi adheznich molekul jsou lipoproteiny HDL; G¢innéjsi nez
HDL,; . Podminkou pro uplatnéni této funkce HDL &astic je, aby jejich koncentrace v plazmé
nebyla néjakym zpidsobem sniZena. V procesu se uplatiiuyji jak molekuly nativnich HDL
¢astic, tak 1 molekuly rHDL.

HDL také miZou zabranit pfilnuti neutrofild a jejich migraci, pfesidleni. Tak je moZno
predchazet zanétu s moznou naslednou organovou disfunkci (24) .Tento mechanismus se

uplatiiuje pii likvidaci bakterii zpisobené lokalni infekci. Na rozvoji zénétu se tedy podili
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interleukiny.

4.4.4. Uloha HDL v ochrané LDL &istic pFed oxidaénim poSkozenim

Schopnost HDL lipoproteint chranit LDL ¢astice proti jejich oxidaénimu poskozeni je
jednim z dalSich a neddvno popsanym uplatnénim HDL ¢astic v mechanismu boje proti
zanétu. Schopnost chranit LDL mé velky vyznam zejména pii prevenci, popf. obrané
organismu proti aterosklerotickym zménam (25) vedoucim ke kardiovaskularnimu
onemocnéni Castice HDL jsou schopny zamezit pfimo nebo nepfimo vzniku a rozvoji
patologickych aterosklerotickych procest tim, Ze chrani LDL lipoproteiny pred oxidaci (26).
Tuto schopnost davaji HDL dva enzymy, které jsou snimi asociovany. Jednd se o

paraoxonazu— PON a acetylhydrolazu faktoru aktivujiciho krevni desticky-PAF- AH.

Aterosklerdza a jeji prubéh

Aterosklerdza predstavuje v organismu dlouhodoby, chorobny proces postihujici stény
cév. Zpusobuje jejich postupné zuZovani (viz.obr.¢.8), pficemZ tato situace muze vést aZ
k uplnému ucpani tepny. Nebezpe¢i spociva vtom, Ze tkané a organy nejsou zasobeny
Zivinami, a tak odumiraji.

LDL jsou hlavni lipoproteiny, které v plazmé pfenaseji cholesterol. Kazda molekula
LDL nese né€kolik tisic molekul cholesterolu. I kdyZ je cholesterol ve vétsi mife skodlivy,
v ur€ité koncentraci (0,6-1,5mmol/l ) je v§ak pro spravnou funkci bunék nezbytny. Ty si ho v
pfipadé potieby vychytavaji z plazmy. Pfi aterogenezi a hlavné jeji iniciaci hraji jednu
z klicovych roli oxidované LDL c¢astice . Ty jsou pro organismus toxické a silné aterogenni
(14), nebot’ nejsou z plazmy vychytavany LDL receptory jako ,,béZné“ LDL, coZ ma za
nasledek zvySovani hladiny cholesterolu a vzniku ateromovych platd (plaki), které se usazuji
v intimé€ cév a postupné zpusobuji zmenseni prifezu cév aZ jejich ucpani. Vznik plaki je
pravé prvni krok rozvoje aterosklerotického onemocnéni. Samotny oxidacni proces zplsobuji
volné (kyslikové) radikaly. Tyto radikaly jsou charakterizovany neparovymi elektrony. V
pritomnosti kysliku se na misto neparového elektronu okamzit¢ navaze molekula kysliku a
vznikéd peroxylovy radikal, ktery se snaZi ziskat z jiné slouceniny chybéjici elektron, ¢imz
vytvaii jiny volny radikal (27). Pfi tomto procesu dochazi k poskozeni okolnich molekul jako
jsou bunééné nukleové kyseliny, bilkoviny a lipidy. Stfetem volného radikélu s lipidem se

spusti celd fada destruktivnich reakci, které ni¢i membrany a vedou k desintegraci bunék.
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Tato fetézova reakce je preruSena bud’ vazbou dvou radikadli na sebe, nebo reakci
s antioxidantem. K oxidaci dochazi ve sténé cév pfi interakci LDL s monocyty, makrofagy,
endotelidlnimi burikami, burikami hladkého svalstva. Oxidace pravdépodobné neprobiha
v krevni plazmé proto, Ze se v ni nachazi pomérné velké mnozstvi antioxidantt na rozdil od
arteridlni stény, kde snadnéji vznika i oxidacéni stres_(28).Zasadni nebezpecnost oxidovanych
LDL ¢&astic spo€iva v tom, Ze dokazi proniknout pfes vrstvu tepenné stény, a tak mohou sviij
cholesterol uloZit na povrchovou vrstvu cévy, coz vede k postupnému zmenSovani jejiho
prufezu . Oxidované LDL c&astice jsou pohlceny makrofagy fagocytosou. Dochazi zde
k ukladani LDL, vcetné jejich cholesterolu, a tak ke vzniku pénovych bunék. Ty migruji mezi
endotelialni buiiky, kde dochazi k dalsi akumulaci lipidd za vzniku tzv. lipidovych prouzki
(29). Nasledkem popsaného sledu déju je aterosklerdza, coz je vazna civilizaéni choroba,
zodpovédna az za 50% umrti (srde¢ni infarkt, mozkova mrtvice).

Na rozdil od LDL, HDL lipoproteiny nesou mnohem méné cholesterolu a jsou schopny
prebyte¢ny cholesterol odvadét do jater, kde je katabolizovan. HDL tak brani hromadéni
cholesterolu. HDL tak lze oznacit za protipdl k oxidovanym molekuldm LDL (prozanétlivé

vs. protizanétlivé) (30).

Extracelul 4&mi matnx

bunky hiadké svaloviny

Obr.¢.8: Schéma ztlustovani stény artérie v pribéhu aterogeneze (Pievzato a upraveno:

Masopust J., (29)).
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Mechanismus, kterym HDL lipoproteiny brani oxidaci LDL

Jak uZ bylo zminéno vySe, za ochranu LDL pfed oxidaci pomoci HDL jsou odpovédné

enzymy k HDL pridruzené: PON a PAF-AH.

Paraoxonaza - PON

Radi se do skupiny esterdz.Tato skupina zahrnuje isoformy PON1, PON2, PON3,
které maji podobnou strukturu i funkci (31).

PONI- je to esterhydroliza s antiaterogennimi uUc¢inky, jejiz piesnd fyziologicka
funkce neni dosud zndma.Principem, jak paraoxondza chriani LDL pied oxidaci, je hydrolyza
prozinétlivych oxidovanych esterd cholesterolu a fosfolipidt, ¢ili jejich destrukce (32). Je
mozné, Ze toto je i jeji vlastni primdrni funkce. Aktivita PON1 v plazmé znacné sniZuje
pravdépodobnost rozvoje kardiovaskuldrnich chorob.

Hydroperoxidy lipidd mimo jiné také snizuji produkci NO, ktery se téZ podili na obrané
organismu pred zdnétlivymi stavy. (viz kapitola NO). Hladina PON1 v téle zdvisi na celé fadé
situaci od enviromentdlnich po vliv cytokinl a statind. PON1 je ddle také schopna ovliviiovat
oxida¢ni stav makrofigi. Exogenni PONI je schopna eliminovat oxidaéni stres
v makrofazich. Pokud je deficit hladiny PON1, projevi se to zvySenim oxidacniho stresu.
dojde v piipadé, Ze v organismu probihd zanétlivy proces. ZvySend hladina peroxidovanych
lipidu a oxidovanych LDL ¢dstic byla napf. potvrzena u leukocytl pacientl s revmatoidni
artritidou .

PON3 — je enzym s biologickou aktivitou velmi podobnou jako PONI s tim rozdilem,
Ze jeho aktivita neni regulovdna oxidovanymi lipidy (33). PON3, podobné jako PONI, je
primarné lokalizovdna ve frakcich HDL v plazmé. Primdrnim mistem syntézy jsou jatra, cozZ
poskytuje misto pro ,,vloZzeni* PON proteini do molekul nascentnich HDL &dstic. PON3 se
vylu¢uje do plazmy a miZe se Gastnit prevence proti oxidaci LDL. U¢inek PON3, spoleéné
s PONI pfispivd k antiaterogennim vlastnostem HDL. HDL diky paraoxondze tak hraji
dilezitou roli jako antioxidant potlacujici oxidaci fosfolipidii a sniZuji aktivitu oxida¢né uz
poznamenanych LDL ¢&astic. 1T nékteré dal$i slozky HDL k jejich antioxida¢ni funkci
piispivaji. Kromé zminénych enzymi je to napf. hlavni slozka HDL - apo Al. Apo Al je
schopen sdm o sobé také sniZzovat vznik peroxidi v LDL.Vyznam PON2, PON3 izoenzymi
paraoxondzy v aterosklerdze je porfeba jeSte ddle studovat, aby mohly byt potvrzena jejich

presnd funkce.
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Faktor aktivujici krevni destiky-PAF- AH

Je to protein sestavajici z441 aminokyselin, je syntetizovan jatry a nasledné

sekretovan do plazmy, kde ihned dochazi k jeho navazani na lipoproteinové castice. Je to
enzym, ktery je v téle pfidruzen k LDL i HDL. V piipadé vyskytu u HDL ma vyznamné
enzym vice pfidruZzeny k ApoB, ktery je hlavni slozkou LDL), ale jestliZze v organismu zacne
probihat zanétlivy proces, zvySuje se aktivita PAF — AH pfidruzeného k HDL. Jeho funkce
je v plazmé hydrolyzovat PAF, cozZ je prozanétlivy fosfolipid, ktery je v téle béhem zanétu
produkovany aktivovanymi krevnimi desti¢kami, leukocyty, endotelidlnimi butikami. Kromé
PAF je schopny degradovat i oxidované LDL. Pfes vSechny protiaterogenni vlastnosti se
v posledni dobé objevila i domnénka, Ze za urcitych podminek muze PAF-AH piispivat
k zvySeni oxida¢niho stresu, a tim aterosklerézu podporovat. Zatim ovSem neni dostatek
védeckych diikazi, aby se toto zjisténi mohlo povaZovat za prokazané

PAF-AH se uplatriuje i v boji proti septickému Soku. Pacienti v sepsi maji v krvi nizsi
hladinu PAF-AH a prodluzuje se délka ,,zivota“ PAF (34). I pfes vSechny tyto poznatky se
zatim nepovedlo 1€é¢it septicky Sok u lidi pomoci omezeni aktivity PAF, i kdyZ nékteré
vysledky na zvifecich modelech jsou velmi nadéjné. Dalsi uplatnéni PAF bylo dokazano
v ptipadé anafalytického Soku. Pokud k nému v organismu dojde, objevi se zvySena hladina
PAF. Krom toho za téchto podminek také dochazi ke zvySené oxidaci LDL, coz je spojeno
s patogenezi anafalytického Soku. Cetnymi pokusy bylo jasné dokazano, Ze PAF- AH je
»dvojroli“ v patogenezi aterosklerdzy (jednak ochrand funkce pfed rozvinutim ateroskler6zy a
soucasné moznost podporovat rozvoj oxidac¢niho stresu). Tyto informace jsou vSak zatim
spise teoretické. K tomu, aby mohly byt prokazany s kone¢nou platnosti, a tak uréena ptesna

funkce PAF- AH, je nezbytna fady dalSich experimenti a klinickych studii.
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5. Zavér

Na zdkladé védeckych vyzkumi bylo dokizino, Ze vedle transportni dlohy maji HDL
lipoproteiny také dileZitou funkci v ochrané organismu pied rozvinutim sepse. Postupné byly
objeveny ¢tyii mechanismy, kterymi jsou HDL &astice schopny se v sepsi uplatiiovat: vdzani
lipolysacharidu a jeho neutralizace, regulace exprese syntézy enzymu syntizy oxidu
dusnatého, potlaceni exprese adheznich molekul a ochrana LDL ¢&dstic proti jejich oxidativni
destrukci. VSechny tyto mechanismy byly prokiaziny u HDL d&astic syntetizovanych
v organismu. Pfi septickém Soku se vSak hladina HDL vyrazné snizuje, a tim dochazi ke
sniZeni této pfirozené ochrany organismu proti rozvoji sepse. Jednim z cili farmaceutického
vyzkumu je tyto ztrity v téle nahradit. Nadéjnou cestou se zda vyuzZiti uméle syntetizovanych,
tzv.rekonstituovanych HDL ¢&dstic (rHDL). Vyzkumy dokdazaly, Ze tyto ¢astice se v organismu
chovaji stejné, jako nativni HDL, jsou metabolicky odbouratelné, nejsou rozpoznaviny
retikuloendotelidlnim systémem jako cizorodé molekuly a organismus proti nim nesyntetizuje
z4adné protildtky. PrestoZe jejich vyuZiti v klinické praxi vyZaduje dalSi vyzkumy, jevi se jako

dobrd a bezpe¢nd alternativa pfirozené syntetizovanych HDL ¢astic.
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