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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both
research and practice in our biotechnology.

The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM

Vazeni pratelé,

i vtomto Gvodniku posledniho letosniho ¢isla naseho
Bioprospectu Vém pfipominame konani mezinarod-
niho biotechnologického symposia BIOTECH 2014
a 6. Cesko-Svycarského symposia, které se uskutecni
piisti rok, a to ve dnech 11. - 14. 6. 2014 v Narodni
technické knihovné v Praze-Dejvicich. Radi bychom
Vas pozadali, abyste sledovali webové stranky sym-
posia www.biotech2014.cz, které pribézné aktualizu-
jeme. V nedévné dobé jsme zde uvefejnili pfedbézny
program a zatim rezervujeme cast kapacity pro orél-
ni prezentace. Pfipominame, Ze termin pro zasléni
abstrakt pro pfednédsky se nelprosné blizi a vyprsi
15. ledna 2014. Postupné také na webu zvefejriujeme
loga firem ¢i instituci, které nam definitivné potvrdili
spolupréci pfi organizaci symposia. Znovu Vas viech-
ny a vsechny Vase spolupracovniky a znamé co nejsr-
dec¢néji zveme k aktivni i pasivni ucasti. Budeme velmi
radi, kdyz informaci o konani symposia zaslete svym
zahrani¢nim kolegynim a kolegdim. Pevné véfime,
ze hodnotny profesni program i peclivé vybrany soubor
spolec¢enskych a kulturnich aktivit oceni vichni Gcast-
nici. Velmi se téSime na predstaveni aktivit firem
a instituci formou vystavnich stankd, inzeratd, re-
klamnich spotd i dalSich forem propagace. Pofada-
telé symposia jsou pfipraveni s Vami projednat zplsob
propagace a domluvit se na podminkéach spoluprace.
0Od vyrobnich podnik(, distributord i dalSich organiza-
ci bychom uvitali vypsani stipendii pro tcast studentd
(tj. zaplaceni jejich Gcastnického poplatku).

Védeckym pracovnikm pfipomindme moznost pub-
likace prehlednych ¢lankd z jejich oboru ve zvlastnim
Cisle prestizniho ¢asopisu Biotechnology Advances
(impakt faktor trvale kolem 10). Za podminek placené
aktivni Gcasti a spInéni kritérii pozadovanych vydavate-
lem casopisu i publikaci pGvodnich sdéleni ve zvlast-
nim cisle Bioprospectu.

V Bruselu bude 4. prosince 2013 udélena vyznam-
na cena ,Chemistry for the Future Solvay Prize", kte-
ra je udélovana kazdé dva roky a je spojena s odmé-
nou 300 000 Euro. Cena byla vyhlasena u pfilezitosti
150. vyro¢i zaloZeni chemické spolecnosti Solvey
panem Ernestem Solveyem, ktery byl vyznamnym
podporovatelem védeckého vyzkumu. Vykonny vybor
sple¢nosti Solvey rozhodl vytvofit cenu, kterd by pod-
porovala zakladni vyzkum a ukazala na vyznamnou
Ulohu chemie pfi feSeni problému svéta a pfispivajici
lidskému pokroku. Kandidaty na cenu navrhuje no-
minacni vybor slozeny z 15 vyznamnych védcd, ktery
hodnoti vyznamné vysledky dosazené v oblasti bioche-
mie, materidlovych véd, biofyziky a chemického inze-
nyrstvi. Vitéze vybere nezdvisla porota pod pfedsednic-
tvim prof. Hakana Wennerdtréma (University of Lund,
Svédsko). Vzhledem k tomu, Ze spole¢nost Rhodia
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se stala soucasti holdingu Solvey byla zrusena cena
,Rhodia Pierre-Gilles de Gennes Prize for Science and
Industry” zalozend v r. 2008 a de facto nalezne pokra-
¢ovani v popisované cené ,Chemistry for the Future
Solvay Prize”.

Lauredtem ceny ,Chemistry for the Future Solvay
Prize” se v roce 2013stal prof. Peter G. Schultz (feditel
California Institute for Biomedical Research) za praci
souhrnné oznacenou jako ,sty¢nd plocha chemie a véd
o Zivoté”. Za timto ndzvem se skryvaji nové metody
synthesy molekul s novymi chemickymi a biologickymi
vlastnostmi, které nalézaji uplatnéni v chemii, mate-
ridlovych védach a mediciné. (Podrobnéjsi informace
o aktivitach prof. Schultze Ize nalézt napi. na www.sol-
vay.com).

Prekotny rozvoj experimentalnich technik a informac-
nich technologii, zejména zpracovédni mnozstvi expe-
rimentalnich dat a tvorba nejrliznéjsich typl databézi,
vytvéieji platformu pro studium velmi sloZitych jevl
(napf. vzajemné souvislosti mezi riznymi metabolic-
kymi jevy a jejich pfi¢inami). Ze Siroké palety studova-
nych problémd bychom dnes radi upozornili na nékolik
aktualné studovanych problémi.

VSeobecné je znamo, Ze ¢lovék ma dva typy pohlav-
nich chromosomd, Zeny maji 2 chromosomy X, zatimco
muzi maji jeden chromosom X a jeden chromosom Y.
Chromosom Y je tedy representantem muzstvi, resp.
samc¢iho pohlavi u ostatnich Zivocich. Ukazalo se,
ze v pribéhu evoluce se chromosom Y stéle zkracuje
a nese stdle méné gend a tudiz i méné informaci. Tento
trend ireversibilni degradace chromosomu Y je obec-
nym jevem u vsech Zivocichd. Bylo zjisténo, Ze pied
166 miliony let nesl chromosom Y 1669 gent, zatimco
dnes jich ma u lidi jen 45. Vypoctem se da stanovit,
ze chromosom Y ztraci za milion let asi 10 gen(i. Nemu-
sime se tedy obdvat, Zze v nejbliz3i dobé muzi vymiou.
Podle vyse uvedenych podkladl by se tak mohlo stat
za 4,6 milionu let. Je tedy otazkou, zda v té dobé bu-
dou jesté lidé na planeté nebo si pfiroda (evoluce) zvoli
jiny zplsob zachovéni druhu jak je to ostatné znamo
u jinych ZivocCichl. (Zajemci o tuto problematiku se
mohou vice docist napi. v zdznamu prednasky
prof. Darrena Griffina (University of Kent), kterou pred-
nesl na webovém seminaii Americké chemické spo-
le¢nosti (www.acswebinars.org/end-of-men).

Mezi aktudlni problémy patii otdzka, do jaké miry
ovliviiuje zdravi ¢lovéka jeho Zivotni styl a co je vlast-
né skute¢nou pfi¢inou téchto zmén. Zivotni prostfedi,
strava, koureni, ale také starnuti vyvoldvaji zejména
zmény v methylaci segmentl DNA, aniz by docha-
zelo ke zménam sekvence. Jednd se tedy o epigene-
tické zmény, které ovliviiuji funkce urcitych gent a zp(-
sobuji zmény metabolismu a nasledné poskozeni




nékterych orgdnl a rozvoj nemoci. (Petersen A. K. et
al.: Epigenetics meet metabolomics. Human molecular
genetics, 2013)

Z plejady novych diagnostickych metod nés zau-
jal novy pfistup k rychlé diagnose chfipky. Chiipka se
obtizné diagnostikuje, nebot se ¢asto zamériuje s riiz-
nymi onemocnénimi, zejména respira¢nimi. S tim je
¢asto spojen nekvalifikovany zplsob lécby, Ukazuje
se, Ze Gc¢innd medikace antivirotiky musi byt apliko-
vana do dvou dnl po objeveni pfiznakli nemoci. Testy
s virovymi kulturami trvaji 3 — 10 dni a tim zabrariuji
efektivni antivirové lé¢bé. Novy diagnosticky test vy-
chézi z poznatku, Ze hlavnimi antigeny chfipkového
viru jsou hemaglutin a neuraminidasa a na zakladé je-
jich stanoveni interakci s pfislusnymi sacharidy a vzni-
kajicim barevnym signdlem lIze ur¢it i kmen chfipko-
vého viru. Zavedeni rychlého diagnostického testu jisté
umozni i snizeni chiipkové mortality. Uvadi se, Ze v USA
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zemfie kazdy rok na chiipkové onemocnéni cca 36 000
pacient (www.cli-online.com, A new approach to early
diagnosis of influenza).

Odborné ¢léanky v tomto disle jsou vénovany fibrino-
genu a pfedevsim jeho modifikaci pfi oxida¢nim stresu,
dale pak problematice stanoveni testosteronu, biolo-
gickym Gc¢inkGim a toxicité kadmia a receptoru CD36,
ktery se ucastni mnoha metabolickych procest.

Zéavérem tohoto uvodniku bychom Vam radi popiali
pfijemné proiiti vanocnich svatki, pevné zdravi,
pohodu a mnoho uspéchii v soukromych i pro-
fesnich aktivitaich po cely rok 2014. TéSime
se na setkani na naSem symposium i pokracujici
celorocni spolupraci.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas3 a Petra Lipovova

June 11-14, 2014
Prague,
Czech Repubilic

BioTech 2014 will concentrate on latest achievements in microbial biotechnology,
the key technology for bio-based economies. Lectures will focus on:

Large and Small Molecules for Pharma
Food, Feed and Nutrition

Biomaterials and Biochemicals
Environmental Biotechnology
Biorefinery

Microalgae Biotechnology

Abstracts will be published in Book of Abstracts (ISBN), selected fulltexts and reviews in
special issues of Bioprospect and Biotechnology Advances.

Rich social program is prepared for symposim participants.

For more details and registration check the website www.biotech2014.cz
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ODBORNE PRISPEVKY

MODIFIKACE FIBRINOGENU PRI OXIDACNIiM STRESU

Jana Stikarova

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha, jana.stikarova@uhkt.cz

Uvod

Oxida¢ni modifikace fibrinogenu byla pozorovana
u fady rdznych onemocnéni: kardiovaskularni one-
mocnéni, rakovina, diabetes, Alzheimerova ¢i jiné neu-
rodegenerativni choroby, revmatoidni artritida a dal3i.
Pokud zadéme v databazi PubMed dotaz ,fibrinogen
modification” ziskame kolem 700 odkazt. Cast z nich
se tyka modifikace povrchu rliznych materiald pouziva-
nych pfi pfipravé cévnich néhrad a jinych pomtcek pro
snizeni adsorpce fibrinogenu, adheze desticek a koa-
gulace krevni plazmy. Asi polovinu odkazl tvofi vedle
fosforylace', glykosylace nebo pfemény arginylovych
zbytkd na zbytky citrulinu? (probihajici pfi revmatoid-
ni artritidé) oxida¢ni modifikace. Béhem poslednich
dvou desetileti pfineslo studium oxida¢nich modifika-
ci molekuly fibrinogenu mnoho zajimavych informaci,
které byly vyuzity i v diagnostice. Stanoveni rozsahu
modifikace fibrinogenu jiz bylo navrzeno v diagnostice
pankreatitidy?, rakoviny vaje¢nikd’, ¢i k posouzeni pfi-
tomnosti oxida¢niho stresu* obecné. Publikované prace
se sice shoduji v nazoru, Ze vyvolané strukturni zmé-
ny molekuly fibrinogenu ovliviiuji tvorbu fibrinové sité
a jeho schopnost vazat krevni desticky, ale neni Gplné
jasné, zda jsou vysledné dopady modifikace fibrinoge-
nu spise protrombotické ¢i krvacivé. Ve vétsiné pfipadu
je zatim fibrinogen modifikovany in vivo spojovan s rizi-
kem trombotickych komplikaci.

Fibrinogen

Fibrinogen je plazmaticky glykoprotein o molekulové
hmotnosti 340 kDa. Sklada se ze tfi pard neidentickych
fetézc Ao, BB a y. Na N-koncich Aa a Bf fetézcl se
nachézeji fibrinopeptidy A a B, které vystupuji z central-
niho regionu (E). Ten je tvofen N-konci vSech fetézc(,
kdezto dva vedlejsi regiony (D) obsahuji C-konce fe-
tézch Bp a y. Retézec Ao prochazi vedlejsim regionem
a vytvafi vlastni aC doménu.

Fibrinogen je dllezitym prvkem hemostézy. Na zésta-
vé krvaceni v pfipadé poskozeni cévy se podili dvéma
zplsoby. Prvnim je pfimé spojovéni jednotlivych krev-
nich desticek molekulami fibrinogenu (Obr. 1). Agrega-
ci a adhezi krevnich desti¢ek v misté poskozeni vznikd
hemostaticka zatka. DalSim krokem je tvorba fibrinové
sité, jez ji zpeviiuje. Tvorba sité zacina odstépenim fibri-
nopeptid z fibrinogenu, které je katalyzovéano trombi-
nem. Vznika tak fibrinovy monomer, jehoz polymerizaci
se tvofi tzv. protofibrily a nasledné i fibrinova sit pro-
kiizend katalytickym plsobenim glutamyltransferasy
(koagula¢nim faktorem Xllla) (Obr. 2)°.

Vznik hemostatické zatky a jeji odstranéni jsou du-
lezité pro zachovani hemostéazy. Poruseni rovnovédhy
pii koagula¢nich pochodech mize vyustit v ucpani ne-
poranénych cév, vznikem trombu uvniti cévy. Veskeré
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oIIbp3

krevni desticka

krevni desticka

alIbp3

FPA fibrinopeptid A
FPB fibrinopeptid B
D vedlejiregion
E centrdlniregion

Obr. 1: Agregace krevnich desticek za Ucasti sekvence
na y-fetézci (y400 — 411).

zmény struktury fibrinogenu mohou vyznamné ovlivnit
jak tvorbu fibrinové sité, jeji degradaci i interakci fibri-
nogenu s krevnimi destickami a dalSimi télisky a buri-
kami v krvi, krevni sténé a v subendotelu. Vyznamné
posttranslac¢ni modifikace fibrinogenu jsou zplisobeny
pusobenim rdznych latek vznikajicich béhem tzv. oxi-
dacniho stresu.

Trombin

v oo
————— Fibrinovy monomer
™

FPB
Fibrinovy polymer  Faktor Xllla

\K

ProkFizena fibrinova sit' (klot)

Fibrinogen

FPA

FPA fibrinopeptid A
FPB fibrinopeptid B

Obr. 2: Schéma polymerace fibrinu.

Fibrinogen je v plazmé, hlavné vzhledem ke své veli-
kosti a koncentraci, bilkovinou nejsnaze modifikovatel-
nou produkty oxida¢niho stresu®. Tato jeho nachylnost
a dulezita role pfi procesu tvorby trombu piedstavuji
moznou souvislost se zvy3enim trombotického rizika
u pacientd.



Oxidacni stres

Oxidacni stres je definovan jako stav organizmu,
pfi kterém je porusena dynamickd rovnovdha mezi
prooxidanty a antioxidanty’. Prooxidanty pfedstavuji
v definici oxida¢niho stresu latky zptsobujici ¢i podpo-
rujici oxidaci cilovych molekul. Antioxidanty jsou pak
latky, které inhibuji tvorbu prooxidantt a inhibuji oxi-
daci. Vétsinu oxidant( Ize zafadit do jedné ze dvou vel-
kych skupin, kterymi jsou reaktivni formy kysliku (ROS,
reactive oxygen species) a reaktivni formy dusiku (RNS,
reactive nitrogen species). Mnoho oxidacnich latek je
v organizmu fyziologicky pfitomno, avsak jejich pro-
dukce je pfisné regulovana. Nachazeji se v signalnich
drahach nebo se ucastni pfirozené imunitni obrany.
Pii obrané organizmu proti cizorodym latkam, bakteri-
im a podobné jsou burikami vytvéfeny pfi metabolic-
kém vzplanuti velice u¢inné oxidanty jako je peroxid
vodiku nebo chlornan produkovany z peroxidu vo-
diku a chloridovych iont plisobenim myeloperoxida-
sy. Dojde-li k naruseni rovnovahy zvySenou produkci
prooxidant(, napi. pfi zanétlivych procesech, nebo pfi
selhani antioxida¢ni obrany, reaguji vznikajici velice
reaktivni latky i mimo vymezené oblasti plisobeni a tim
dochézi k poskozeni organizmu. Mezi prooxidanty patfi
nizkomolekularni latky jako volné radikaly, singletovy
kyslik, anion radikél hyperoxidu, peroxid vodiku, uve-

Tab. I: Modifikace aminokyselin — pfehled™

deny chlornan a dalsi a také enzymy, které je produkuji
(NADP(H) oxidasa — NOX, xanthin oxidasa, myelope-
roxidasa a dal3i). Jako antioxidanty slouzi nizkomole-
kularni latky jako tokoferol, kyselina askorbova, kyseli-
na mocova, glutathion, flavonoidy apod a enzymatické
systémy sniZujici koncentraci prooxidantd (gluta-
thionperoxidasa, katalasa, superoxiddismutasa, thiore-
doxin reduktasa). U¢inkem produktt oxida¢niho stresu
muizZe byt modifikovdna v podstaté jakakoli nizkomo-
lekularni ¢i makromolekularni latka véetné DNA, pro-
teinG, lipidQ, polysacharid’®®. Mohou byt oxidova-
ny také koenzymy/kofaktory, ztracejici tak své vlast-
nosti potfebné ke sprdvnému fungovani enzymatickych
systémd. Napfiklad pfi oxidaci koenzym NO syntha-
sy tetrahydrobiopterinu, dochazi misto produkce NO
k tvorbé hyperoxidu'. Pfi oxida¢ni modifikaci bilkovin
maze dochézet k jejich fragmentaci i zesitovani a rdz-
nym zplsobem mohou byt modifikovany bo¢ni fe-
tézce aminokyselinovych zbytk(. Vznikaji napfiklad
nové reaktivni karbonylové skupiny, chlorderivaty a nit-
roderivaty aminokyselinovych zbytk{ tyrosinu a trypto-
fanu, dochazi k oxidaci disulfidovych vazeb postupné
za vzniku sulfenovych, sulfinovych a sulfonovych funke-
nich skupin, thioether v methioninu je oxidovén na sul-
foxid a podobné (Tab. I)"". Uvedené modifikace ami-
nokyselinovych zbytkd byly pozorovany i u fibrinogenu.

modifikace aminokyselina zdroj oxidace
disulfidy, glutathion Cys vie, ONOO-
methionin sulfoxid Met vse, ONOO-
karbonylové skupiny (aldehydy, ketony) Vétsina Ve

oxo-histidin His y-zateni, MCO,'0,
dityrosin Tyr y-zafeni, MCO,'0,
chlortyrosin Tyr HOCI

nitrotyrosin Tyr ONOO-
modifikace trytophanylu (N-formyl)kynurenin Trp y-zafeni
hydro(pero)xy derivaty Val, Leu,Tyr, Trp y-zéfeni
chloraminy, deaminace Lys HOCI
?ﬂ%‘:}ﬁ,{fgl;'étrm?,%pem)ddace Lys, Cys, His y-zfeni, MCO
Adukty oxidace aminokyselin Lys, Cys, His HOCI

Adukty glykoxidace Lys Glukosa
prokfizeni, agregaty a fragmentace nékteré Ve

Vysvétlivky: MCO — kovem katalyzovana oxidace; v3e — y-zafeni, MCO,'0,, HOCI, ozén
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Fibrinogen a oxidacni stres

Pfi objasnovani vzniku oxidac¢nich modifikaci v mo-
lekule fibrinogenu byly v fadé praci vyuzity latky, které
se vytvéieji za patofyziologickych podminek oxida¢niho
stresu. Takto vyvolané zmény v molekule sice ovlivnily
schopnosti fibrinogenu ve vsech publikovanych pra-
cich, ale jejich zévéry jednotné nejsou. Néktefi autofi
se pfiklanéji ke snizeni schopnosti modifikovaného
fibrinogenu tvofit fibrinovou sit®'?, jini naopak popi-
suji jeji rychlejsi tvofeni''“. Tato nejednotnost se tyka
i interakce fibrinogenu s krevnimi desti¢kami.

Prvotni prace v této problematice byly vykonany ty-
mem kolem E. Shacter. Fibrinogen, modifikovany oxi-
dacnim systémem, obsahujicim zelezité ionty a kyselinu
askorbovou, produkujicim hydroxylové radikaly, vykazo-
val signifikantné snizenou schopnost tvofit fibrinovou
sit. V takto modifikovaném fibrinogenu byly detegovany
nové vzniklé karbonylové skupiny a dityrosiny®'s.

S piibyvajicimi experimentalnimi vysledky vyuzivaji-
cimi rzné oxidacni systémy, se rozsifilo spektrum po-
zorovanych vyslednych strukturnich i funkénich zmén
zplsobenych v molekule fibrinogenu.

Vadseth et al'* pouzivali k modifikaci fibrinogenu
peroxodusitan vznikly rozpadem 3-morpholinosydno-
niminu. Z modifikovaného fibrinogenu se rychleji tvo-
fila fibrinova sit, jez méla nasledné i odliSnou strukturu
v porovnani s kontrolni. Jejich prace tak spojila nitro-
vany fibrinogen s trombotickymi komplikacemi®.
Nowak et al. vdak dospéli k rozdilnym vysledkiim. Podle
této skupiny zplsobené zmény snizuji schopnost tvofit
fibrinovou sit'.

K pozménéni struktury fibrinogenu byly pouzity i riz-
né thioly. Homocystein a jeho thiolakton svou pfitom-
nosti ovlivnily tvorbu a vlastnosti fibrinové sité. Vznikla
vldkna maji mensi primeér, jsou tésnéji sbalena a maji
vy3si rezistence vici fibrinolyze'®.

Fibrinogen vystaveny plsobeni y-zéfeni zplsoboval
zvySeni agregace krevnich desticek, zvySeni indukce
IL-8 v endothelidlnich bunkach, naruseni mikrorheo-
logickych vlastnosti, snizeni deformability erytrocytd,
zménu viskosity a klotovacich parametrd, zvysenou for-
maci komplexd mezi krevnimi destickami a leukocyty".

Velky rozvoj studia modifikovaného fibrinogenu in
vivo nastal v poslednim desetileti. V naprosté pievaze
je modifikovany fibrinogen spojovén se zvySenim rizika
trombozy u pacienta.

Nejcastéjsi skupinou onemocnéni spojovanou s mo-
difikovanym fibrinogenem jsou kardiovaskularni cho-
roby. V Ceské republice nejvice umiraji lidé s ischemic-
kou chorobou srdecni. V pfipadé pacientd s touto cho-
robou dochazi k nitraci fibrinogenu. Byl nalezen o 30 %
vyssi obsah nitrovanych skupin fibrinogenu nez u kon-
trolnich vzorkd™.

Modifikovany fibrinogen byl detegovén i pfi infarktu
myokardu, srde¢nim selhani, diabetu a zanétlivym sta-
vim (Tab. II).

Uroveri modifikace protein( Ize ovlivnit i Zivotnim
stylem. Z plazmy kutakd byl izolovan fibrinogen, ktery
obsahoval vice 3-nitrotyrosylovych zbytk( nez kontrolni
fibrinogen ziskany z plazmy nekufakd. Sit z néj vytvo-
fend obsahovala vice vléken, ktera v3ak byla tenci'.

Tab. II: /n vivo modifikovany fibrinogen (pfiklady ¢astych onemocnéni)

onemocnéni nalezené modifikace

odlisnosti v biologické funkci vysledny efekt

ischemickd choroba

° - nitrace
srde¢ni'

rychlejsi tvorba sité,

odlisna architektura sité tromboticke

akutni infarkt myokardu?® karbonylace

vyssi agregace krevnich desticek trombotické

karbonylace,

post infarkt myokardu?' chlortyrosily

odlisna struktura fibrinové sité trombotické

akutni korondrni syndrom? -

pomalejsi degradace fibrinové sité

odlisna struktura fibrinové sité, _—
trombotické

srde¢ni selhani? oxidace fibrinogenu

diabetes mellitus?* glykace

snizena permeabilita
a degradace fibrinové sité,
odlisna struktura fibrinové sité

trombotické

popaleniny? karbonylace

ovlivnéni agregace krevnich
desticek

zanétlivd onemocnéni?® nitrace

rychlejsi tvorba sité trombotické

Koufeni'® nitrace

odlisna struktura fibrinové sité trombotické




Vezmeme-li v ivahu vysledky ziskané ze studia vzork{
od pacientl a porovname-li je s Gdaji ziskanymi in vitro,
Ize v souhrnu fici, Zze vysledny efekt zavisi na mnozstvi
vzniklych modifikaci, jejich umisténi v fetézci a latce,
kterd je vyvolala™™. Nitrace byly opakované proka-
zadny ve spojitosti s fibrinogenen jako rizikovy faktor
pro vznik trombdz. Pii in vivo probihajici modifikaci
fibrinogenu i dalsich bilkovin je plsobeni oxida¢niho
stresu komplexnim souborem soucasné probihajicich
reakci s rGznymi latkami. Silnéjsi a rychleji pUsobici
modifikacni ¢inidla mohou v celkovém ucinku preva-
zit nad plsobenim pomaleji reagujicich nebo slabsich
¢inidel.

Zaver

Oxida¢né pozménény fibrinogen a dalsi proteiny jsou
uvadény v souvislosti se vznikem a rozvojem zévaznych
onemocnéni jako jsou neurodegenerativni onemoc-
néni, kardiovaskularni choroby, zhoubna onemocnéni

¢i diabetes mellitus. To, do jaké miry se modifikova-
né proteiny Gcastni geneze jednotlivych chorob nebo
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V Ceské republice jsou tii &vrtiny mrti spojeny s diabetem mellitus, ischemickou chorobou srdeni a s poruchami ob&hového systému.
Tato onemocnéni maji spolecné i zvySené riziko trombdzy. Ve vice nez tietiné piipadli se nedafi zdroj trombotickych komplikaci odhalit.
Jednou z pficin vzniku tromboz by mohla byt posttransla¢ni modifikace fibrinogenu, jejiz vyskyt byl zaznamenén u fady patofyziologic-
kych stavd. Zmény ve struktufe fibrinogenu ovliviiuji jeho funkéni vlastnosti, ke kterym pfedevsim patfi schopnost tvofit fibrinovou sit
a vazat krevnich desti¢ky pfi tvorbé krevni zatky a trombu.

Klicova slova: modifikovany fibrinogen, tromboza

Summary

Stikarova J.: Modification of fibrinogen during oxidative stress.

In the Czech Republic, three-quarters of deaths is associated with diabetes mellitus, ischemic heart disease and circulatory disorders.
These diseases have in common an increased risk of thrombosis. In more than a third of cases, the cause of thrombotic complica-
tions is unknown. Modified fibrinogen might play role in thrombotic events. Post-translational modified fibrinogen has been observed
in many pathophysiological conditions. Changes in the structure of fibrinogen affect its ability to form fibrin net and affect interactions
with platelets.

Keywords: modified fibrinogen, thrombosis
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Uvod

Hormony jsou latky produkované endokrinnimi zla-
zami a vyluCovany do krevniho obéhu, odtud jsou
pak transportovéany k cilovym organdm. Lze je délit
podle nékolika kritérii: podle mista vzniku (hormony
pankreatu, hormony kiry nadledvinek apod.), déle
podle fyziologické funkce (napi. pohlavni hormony,
rGstové hormony), a v neposledni fadé dle chemického
ptvodu na hormony peptidové, hormony odvozené
od aminokyselin a hormony steroidni.

Steroidni hormony jsou latky lipofilni povahy, které
vznikaji biotransformaci cholesterolu v gonadach a kiire
nadledvin'2.

Radi se zde mineralokortikoidy, glukokortikoidy
a pohlavni hormony, které se déle déli na androgeny
a estrageny. Testosteron, jehoz struktura je znazornéna
na obrazku (Obr. 1), fadime do skupiny androgen(i2.

H, PH

(o)

Obr. 1: Strukturni vzorec molekuly testosteronu

Taktéz Ize steroidni hormony délit na pfirozené a syn-
tetické. Pfirozené hormony se bézné vyskytuji v orga-
nismu a jsou produktem metabolickych drah, zatim co
syntetické hormony jsou pfipravovény farmaceutickym
pramyslem. Takto uméle syntetizované latky slouzi
predevsim k lé¢ebnym uéeldm. Casto jsou viak zne-
uzivany pfi sportu jako doping u lidi a také se nelegalné
podavaji zvifatim pro zvySeni jejich produktivity chovu.
Z téchto dlivod je rozvoj metod na stanoveni steroidu
stalé popularnéjsi a je snaha vyvinout metody méné
naro¢né na instrumentélni vybaveni s jednoduchym
provedenim a pfedevsim s nizSimi néklady.

Syntéza testosteronu

Testosteron patfi mezi nejvyznamnéjsi zdastupce
skupiny androgent. Jeho syntéza probiha pfedevsim
v intersticialni tkani varlete Leydigovymi burikami, kte-
ré jsou vmezefeny mezi semenotvorné kanalky. V malé
mife je také testosteron produkovén nadledvinami?.

V gonadach je reakce stimulovana luteiniza¢nim hor-
monem (LH) a nikoli adrenokortikotropnim hormo-
nem (ACTH), jako je tomu u produkce testosteronu
nadledvinami®. Prekurzorem pro syntézu testosteronu,
jakozto pro steroidni hormony obecné, je choleste-
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rol. Zdrojem cholesterolu je krevni lipoprotein nizko-
denzni lipoprotein (z angl. LDL - low density lipo-
protein) nebo cholesterol vznikly syntézou z acetétu.
K pfeméné cholesterolu na testosteron je zapo-
tfebi nékolika enzymatickych krokd, které jsou prevaz-
né katalyzovany skupinou enzym( cytochrom P450.
Odstépenim Sestiuhlikatého zbytku z cholesterolu
vznika pregnenolon. Z néj, fadou dal3ich enzymatickych
reakci, vznika testosteron (Obr. 2)*>.

Cholesterol

v

Pregnenolon

v

17-hydroxypregnenolon

v

Dehydroepiandrosteron

v

Androstendion

v

Testosteron

Obr. 2: Stru¢ny prehled biosyntézy testosteronu, katalyzované
enzymy patfici mezi cytochromy P450.

Inaktivace testosteronu probihd v jatrech, kde je
testosteron deaktivovan oxida¢nimi reakcemi a na-
sledné konjugovan s kyselinou glukuronovou nebo
sulfatem a odvadén jatry do Zlu¢e nebo ledvinami
do moce®.

Biologicke ucinky testosteronu

V priibéhu prenatéalniho vyvoje plodu zajistuje testo-
steron vyvoj muzského genitélu a pozdéji sestup varlat
do Sourku. V puberté poté navozuje rist zevnich po-
hlavnich organt a také ovliviiuje sekundarni pohlavni
znaky (pi. zména vysky hlasu, rist vous(, vlast). Ovliv-
nuje spermatogenezi, metabolismus a tloustku kize
a také metabolismus vapniku, jehoz vlivem se zvySuje
objem kostni hmoty a ukladani vapniku, pozdéji ukon-
Cuje rast kosti a méni jejich tvar na muzsky typ. Anabo-
licky pasobi na proteosyntézu, kterd ma vliv na vytvo-
feni vétsi svalové hmoty. Dalsi dUlezitou vlastnosti je
stimulace produkce erytropoetinu. Ten ma vliv na rych-
lejsi regeneraci tkani.

Utinky testosteronu mazeme tedy rozdélit na andro-
genni a anabolické. Pravé kvili anabolickym ucinkim
jsou casto testosteron a jeho synteticky pfipravené
derivaty nezékonné zneuzivany.



Patobiochemie testosteronu

Poruchy spojené s testosteronem souviseji s jeho
snizenou ¢i zvySenou tvorbou. Nejbéznéjsi poruchou
je jeho nedostatecna produkce a s tim spojeny vznik
hypogonadismu, ktery je charakterizovdn typicky-
mi symptomy jako je naladovost, sexudlni dysfunkce,
snizeni svalové hmoty a sily a pokles hustoty kostni
tkéné.

Hypogonadismus lze délit na primarni a sekundar-
ni. Primdrni onemocnéni ma pfi¢inu v defektech go-
ndd, které jsou zplsobeny napf. genetickymi a vyvojo-
vymi poruchami (napfi. Klinefelterlv syndrom), infek-
cemi apod.

Sekundérni hypogonadismus mtzZe byt zplsoben
obezitou, Kallmanovym syndromem, idiopatii nebo
vaskulitidou.

Zvysena hladina testosteronu moze byt zplsobena
nadory varlat, nadledvin, ale také jeho zneuzivanim
(napf. pfi sportu) nebo predc¢asnou pubertou u chlap-
cl’. Referen¢ni hodnoty testosteronu jsou uvedeny
v tabulce (Tab. I).

Lecba hypogonadismu

Ke zmirnéni Gcinkd hypogonadismu byla vyvinuta
fada nahrad chybéjiciho testosteronu. K [é¢bé se nej-
Castéji vyuzivaji svalové injekce ve formé rdznych
esterll testosteronu v pozici 17p-hydroxylové skupi-
ny, coz umoziuje jejich poutziti jako dlouho pulsobici
depot. RGzné estery maji rGzny polocas plsobeni.

Ke zmirnéni Gcinkd hypogonadismu byla vyvinuta
fada nahrad chybéjiciho testosteronu. K [é¢bé se nej-
Castéji vyuzivaji svalové injekce ve formé rdznych este-
rG testosteronu v pozici 17p-hydroxylové skupiny, coz
umoznuje jejich poutziti jako dlouho pUsobici depot.
Razné estery maji rlizny polocas plsobeni.

Déle se vyuzivaji implantaty, které se aplikuji subku-
tanné ve tiech az Sesti davkach jednou za 4 az 6 mési-
cl. Kvali nizké efektivité pfi ordlnim podani ester( tes-
tosteronu je nutno lécivo podavat i nékolikrat za den.
Nejméné se vyuZivaji testosteronové néplasti a gely®°.

Tabulka I: Referen¢ni hodnoty testosteronu namére-
né chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou pomoci analy-
zatoru ADVIA:Centaur na Ustavu lékafské biochemie
a laboratorni diagnostiky (ULBLD).

- Koncentrace testosteronu
vek p
v séru nmol/ml
Muzi Zeny

0-12let 0,2-6,1 02-0,7
12 — 15 let 0,3-278 03-14
15 — 50 let 54 -304 0,3-5,8
= 50 let 5,4 -19,5 04-45
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Stanoveni testosteronu

V krvi cirkuluje testosteron ve tfech formach. Vazany
na sexualni hormony vazajici globulin (SHBG), tvofeny
v jatrech, déle vazany na plasmatickou bilkovinu albu-
min a tieti formu tvofi volny testosteron (z angl. FT -
free testosterone). Pouze volna frakce, jejiz objem cini
pouha 2% z celkového testosteronu, prostupuje buné¢-
nou membranou a reaguje s androgennim receptorem
regulujici expresi cilového genu. Procentudlni zastou-
peni jednotlivych forem uvadi obrazek (Obr. 3).

Muzi
B SHBG-T 44 % (78%)
Celkovy | o
testosteron 2 % (2%)
_ | Albumin-T 54 % (20%)

Obr. 3: Distribuce cirkulujiciho testosteronu u muzd,
resp. Zen (hodnoty uvedeny v zévorce).

Stanoveni celkového testosteronu byva casto posta-
Cujici, avsak vysledky jsou méné spolehlivé. Hodnota
celkového testosteronu byva ovliviiovana rtiznymi fak-
tory, jako napfi. obezita, testosteronova ¢i estrogeno-
va lécba, které ovliviuji afinitu k vazebné bilkoviné'" 2,

Testosteron se stanovuje nejcastéji pomoci chroma-
tografickych nebo imunochemickych metod. Jednotlivé
metody budou nasledné popsany.

Chromatografické metody

Chromatografické metody slouzi jak k preparativ-
nim, tak i analytickym Gceldm a podavaji kvantitativni
i kvalitativni informace. K detekci steroidnich hormona
se nejcastéji vyuziva propojeni s hmotnostni spektro-
metrii.

Pro jejich schopnost podavat citlivé a specifické
vysledky patfi chromatografie mezi nejrozsifenéjsi me-
tody ke stanoveni steroidd. Nevyhodou je vsak néro¢-
nost pfipravy vzorku, doba analyzy a také cena. Z téch-
to dlvodl nejsou piilis vhodné pro rutinni analyzy
v klinickych laboratofich.

Nejpouzivanéjsimi metodami jsou GC-MS (z angl. gas
chromatography—-mass spectrometry) a LC-MS (z angl.
liquid chromatography-mass spektrometry).

Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda, jejimz
principem je distribuce latek mezi mobilni a stacionarni
fazi. Mobilni fazi je plyn (v literatufe je nejcastéji uvadé-
no helium), stacionarni fazi tvofi pevna (adsorp¢ni GC)
¢i kapalna (rozdélovaci GC) slozka. Kvdli nizké teplotni
stabilité testosteronu je nutnd derivatizace vzorku.

VSechny steroidy nelze rozdélit pomoci GC, proto
je velmi casté spojeni GC s identifikaci pomoci hmot-
nostni spektrometrie (MS). Vzhledem k rozdilnym mo-
lekulovym hmotnostem je mozno jednotlivé molekuly
rozlisit v hmotnostnim spektru.



GC-MS je metoda s dobrou citlivosti a pfesnosti.
Ke kontrole nelegalniho zneuzivani androgennich ana-
bolickych steroid( slouzi tato metoda jako potvrzovaci'.

Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinovd chromatografie ma velmi podobny prin-
cip jako GC, lisi se v mobilni fazi, kterou tvofi v tom-
to pfipadé kapalina (v literatufe ¢asto uvadén pomér:
methanol - voda (20:80)).

LC-MS je metoda rychld, specifickd a citlivd. Nevyza-
duje derivatizaci vzorku, jako je tomu u GC-MS a zahr-
nuje jednodussi extrakéni kroky.

Bylo také publikovdno nékolik metod LC-MS/MS pro
analyzu androgennich anabolickych steroidd z rdznych
biologickych matric, jako je mo¢, jaterni tuk, vlasy
apod'[4,15.

Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je interakce
protilatky s antigenni determinantou, proti které byla
protilatka pfipravena. Vyuzivd se vysoké afinity proti-
latky k antigenu.

Imunochemické metody Ize rozdélit do nékolika sku-
pin. Podle vytvofeného imunokomplexu se déli na pre-
cipita¢ni, jejimz principem je vytvofeni nerozpustné-
ho imunoprecipitatu (pi. nefelometrie) a na metody
neprecipitacni, které slouzi k detekci nizkych koncent-
raci antigenu a protilatky, kdy jesté nedochézi k tvorbé
imunoprecipitdtu. V tomto piipadé se stanoveni pro-
vadi navdzdnim vhodné znacky na jednoho z imuno-
reaktantd'e.

Podle pouzité znacky se neprecipita¢ni metody déle
déli na radioizotopové, enzymové, chemiluminiscen¢-
ni apod.

Imunochemické metody jsou pro stanoveni steroid(,
tedy i testosteronu, povazovény za alternativni ¢i zcela
komplementarni k chromatografickym metoddm. Vy-
znacuji se svou jednoduchosti, ¢asovou nenaro¢nosti
a predevsim nizkou cenou. Jejich popularita v posled-
nich letech stoupa.

Radioimunoanalyza (RIA)

RIA metody patii mezi prvni vyvinuté imunochemic-
ké metody pro stanoveni testosteronu, nejcastéjsi po-
uzivanou znackou je izotop '*l. Vzhledem k bezpec-
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nosti prace, naklad@m a rychlosti analyzy byly postupem
¢asu RIA metody nahrazeny enzymovymi metodami'’.

Chemiluminiscencni imunoanalyza (CLIA)

Mezi dalsi casto pouzivané metody ke stanoveni
testosteronu v klinickych laboratofich patfi chemilumi-
niscen¢ni imunoanalyza.

Principem metody je chemicka reakce, ktera vyvo-
l& excitaci elektronG. Pfi navratu na zékladni droveri
dochazi k vyzareni svétla. Jeden z imunoreaktantl je
znacen enzymem peroxidasou (nezjistuje se jeho reak-
tivita, jako je tomu u EIA). Pfidéanim substratu, luminolu
nebo izoluminoluy, a peroxidu vodiku dochazi k chemic-
ké reakci. Enzym peroxidasa katalyzuje oxidaci luminolu
peroxidem vodiku za vzniku aminoftalatového dianio-
nu v excitovaném stavu, ktery pfi ndvratu do zakladniho
stavu vykazuje luminiscenci a vznikd modré svétlo' .

Imunochromatograficky test (ICT)

Imunochromatograficky test je zaloZen na principu
papirové chromatografie a interakce antigenu s proti-
latkou. V anglické literature se vyskytuje nejéastéji pod
zkratkou LFIA (z angl. lateral flow immunoassay). Viyho-
dou metody je minimalni pfiprava vzorku, jednoduché
vybaveni a predevsim rychlost detekce (cca 15 min).

Imunochromatografického principu bylo vyuZito
v préci Inoue et. al., publikované v roce 2007. Pro de-
tekci testosteronu pouzili elektrochemicky imunosen-
zor. Cely test probihal na nitrocelul6zové membranég,
pficemz enzymova reakce mezi peroxidem vodiku
a kfenovou peroxidasou navadzanou na testosteronu
byla detekovana ampérometricky?.

Zaver

Nejrozsifenéjsimi metodami pro stanoveni hladiny
testosteronu v krvi jsou metody chromatografické, které
poskytuiji citlivé a specifické vysledky. V posledni dobé
byvaji vsak nahrazovany imunochemickymi metodami,
jejichz prednosti je pfedeviim nizkd cena, jednodu-
chost provedeni a ¢asova nenaro¢nost.

Ve srovnani s chromatografickymi metodami jsou
metody imunochemické méné specifické, nevyho-
dou jsou piedevsim horsi detekéni limity a proto jsou
mnohdy povaZovany za metody doplrikové k metodam
chromatografickym. Snahou je tedy snizit detekéni
limity a zvysit specifitu.
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Souhrn

Havlaskova B.: Stanoveni testosteronu

Testosteron, patfici do skupiny steroidnich hormond, je u muzl produkovan pfedevsim v Leydigovych burikéch. Jeho Ucinky Ize délit
na androgenni (napf. sekundarni pohlavni znaky) a anabolické (stimulace proteosyntézy, rychla regenerace). Pravé kvili anabolickym
uc¢inkdm je ¢asto nezakonné zneuzivan. Stanoveni hladiny testosteronu se provadi metodami chromatografickymi nebo stalé popular-

Klicova slova: steroidy, testosteron, stanoveni

Summary

Havlaskova B.: Detection of testosterone

Testosterone, which belongs to the group of steroid hormones, is among men produced in Leydig cells. Its effects can be identified ei-
ther as androgenic (e.g. secondary sex characteristic) or anabolic (stimulation of proteosynthesis, fast regeneration). Especially because
of anabolic effect it has been largely illegally used. Determination of testosterone level is performed by chromatography methods or
nowadays by more popular immunochemical methods, which are simpler and have lower costs.

Keywords: steroids, testosterone, detection

BIOLOGICKE UCINKY A TOXICITA KADMIA

Melcova Magdalena', Knizek Martin', Zidkova Jarmila’, Zidek Vaclav?
' Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHTv Praze, melcovam@vscht.cz
2 Fyziologicky ustav AV CR v Praze

Uvod skytujici v pidé, ovzdusi i ve vodé?. Jako polutant pro-
Tézké kovy jsou pfirozenou soudasti Zivotniho pro- nika do Prostfedi pii tézbé zinkovych a o_lovénych _rudf
X3 0% metalurgickych procesech, spalovani fosilnich paliv ¢i

stfedi. Bézné se vyskytuji pouze v malych koncentra-
cich, ovsem vlivem lidské ¢innosti jejich mnozstvi v pro-
stfedi stoupa. Na vyznamu tak nabyva otézka jejich vlivu
na lidsky organismus.

vyrobé nikl-kadmiovych akumulatord. Do zemédélské
pudy se mUze rovnéz dostat spolu s hnojivy, nebot né-
které pfirodni fosfaty obsahuji kromé vapenatych iontt

K &lovéku se tyto kovy dostévaji z réiznych zdrojt - iivont}lvkademnate’:\. Vzdyénou cestou se kadmium r_m‘]’ie
z kontaminovaného vzduchu, vody, pidy nebo potra- pfenaset na velkeovzdalenostl a na_chazet‘ se tak i vice
vin. Hromadi se v organismu a mohou zpiisobovat po- nez tisic kilometrd dalgko od zdroje emisi. Ame_rlcka'
ruchy réznych biologickych funkci a systémii. Funguji ~ @gentura pro ochranu Zivotniho prostedi (US Environ-
jako katalyzatory oxida¢nich reakci biologickych mak- ~ mental Protection Agency, EPA) ho fadi mezi 126 sle-
romolekul, proto je jejich toxicita spojovana s oxidativ- dovanych polut-antﬁ a rovnéz Ceska legislativa upravuje
nim poskozenim tkani. Nepfiznivé plsobeni redoxné podminky pro jeho pouiiti v p_rﬁmyslu a pro naklét-ja'-
aktivnich kov(i (méd, zelezo, chrom) se odviji od jejich i s odpady, které ho obsahuji, a to podle Smérnice
Géasti v redoxnich cyklech, pii kterych dochazi ke vzni-  Evropského parlamentu a Rady 2002/95/ES ze dne
ku hydroxylového radikalu (napt. Fentonovy reakce). ~ 27. ledna 2003 o omezeni pouZivani nékterych ne-
Hydroxylovy radikal je extrémné reaktivni, tudiz vysoce bezpeénych latek v elektrickych a elektronickych zafi-
toxicky pro Zivé buriky. Redoxné inaktivni kovy (olovo, zenich.
kadmium, arsen, rtut) nejsou schopny Utcastnit se téch- .. .
to redoxnich d&j, a proto jejich nezadouci icinky sou-  ToXicita kadmia
visi s celkovou zménou oxida¢niho stavu organismu, Kadmium a jeho slouceniny patfi mezi karcinogenni
nebot snizuji hladiny jak enzymatickych, tak neenzy- latky. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny kla-
matickych antioxidantl - zejména obsahujicich thio- sifikuje kadmium jako karcinogen I. tfidy, tedy lidsky
lové skupiny. Obecné Ize fici, ze tézké kovy vyvolavaiji karcinogen. MzZe vyvolat rakovinu plic, prostaty, sliniv-
nebo pfispivaji ke zvySené tvorbé reaktivnich forem ky bfisni nebo ledvin*. Zatim nebyl jednoznacné proka-
kysliku a naruduji rovnovahu pro- a antioxida¢nich zén jeho teratogenni ucinek u lidi, av8ak u Zen z oblasti
systémU organismu. Hovofime pak o tzv. oxidativnim s vy38im obsahem kadmia v Zivotnim prostiedi bylo po-
stresu'2. zorovano nahromadéni tohoto kovu v placenté a déti

. téchto Zen vykazovaly nasledné nizsi porodni vdhu nez

Kadmium déti, které do styku s kadmiem nepfisly®.

Kadmium (Cd) je neesencialni prvek 12. skupiny Pfedpokladany polocas vylou¢eni kadmia z lidského
periodické tabulky (dfive 11.B skupina) pfirozené se vy- organismu je odhadovan na 10 — 30 let?®. Po expozici
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kadmiu se mUze objevit osteoporosa, nehypertonicka
ischémie, anémie, anosmie, chronickd ryma a posko-
zeni renalniho traktu®. Akutni intoxikace se projevuje
dysurii, polyurii, dusnosti, bolesti na prsou, podrazdé-
nosti, unavou, bolesti hlavy a zavratémif. Chronicka
expozice ¢lovéka je spojena s nevratnym poskozenim
kosti (osteoporosa), plic a renélniho traktu*®. V Japon-
sku v prefektuie Toyama byla Siroce rozsifena tzv. ne-
moc itai-itai (v piekladu ,boli-boli”), kterou je bohuzel
jesté dnes moziné pozorovat u tamnich Zen starSich
50 let. Projevuje se osteomalacii, osteoporosou, bo-
lestivymi zlomeninami a dysfunkci ledvin. Jedna se
o otravu kadmiem z ryzovych poli, kterd byla zavlazo-
vana kontaminovanou vodou z mistnich zinkovych
a olovénych dol@>.

Zdroje kadmia

Kadmium obsazené v pidé a ve vodé je pfijimano
rostlinami a ZivoCichy a dostava se tak do potravniho
fetézce. Kontaminované potraviny proto pfedstavuji
pro ¢lovéka hlavni zdroj expozice tomuto prvku. Nejvice
kadmia se nachazi v Zivocisnych produktech - v ledvi-
nach a jatrech savcli a v nékterych druzich mofiskych
plodt. Vzhledem ke slozeni jidelnicku vSak pfedstavuji
u vétsiny populace vyznamnéjsi zdroj kadmia potra-
viny, které ho sice obsahuji méné, ale jsou konzumova-
ny v daleko vétsi mife — jedna se pfedevsim o zeleninu,
ceredlie a skrobnaté hlizy. Nékteré plodiny — napfiklad
ryze — dokazi akumulovat vysokd mnozstvi kadmia,
pokud jsou péstovany na kontaminované padé. Dile-
zitym faktorem je nejen koncentrace tohoto tézkého
kovu v padé, ale i kyselost pldy, nebot z kyselejsich
pud je kadmium rostlinami Iépe pfijimano3.

Ve srovnani s potravinami je pitnad voda zanedbatel-
nym zdrojem kadmia v lidské vyZivé. Pfesto mohou
nastat pfipady, kdy dojde ke zvySeni koncentrace toho-
to prvku v pitné vodé vlivem jeho uvoliiovani z pozin-
kovanych trubek, kohoutd a jinych soucasti potrubi, po-
kud byl pouzit méné kvalitni zinek s vétsim mnozstvim
pfimési kadmia>.

Nezanedbatelnym zdrojem kadmia je cigaretovy
kouf, protoze tabék je rostlinou pfirozené akumulujici
kadmium v listech, a to v relativné vysokych koncent-
racich. U tézkych kufakd maze dokonce pfijem kadmia
z koufeni pfevézit nad pfijmem ze stravy>.

Samostatnou rizikovou skupinu pfedstavuiji lidé pracu-
jici v kovozpracujicim primyslu nezeleznych rud, nebot
kadmium je ¢astou pfimési rud zinkovych a olovénych.

Absorpce kadmia

Pfi vdechovani par nebo prachovych castic kadmia
je absorbovano zhruba 10 - 50 % tohoto prvku. Ku-
raci tak pfijmou 1 — 2 ug kadmia s kazdou vykoufenou
krabickou cigaret, coz ma za nasledek pfiblizné zdvoj-
nasobeni primérné expozice oproti nekufakdm a také
dvojnasobné vyssi nalezy kadmia ulozeného v ledvi-
néche.

Pfi potziti dochazi v zazivacim traktu k absorpci pfi-
blizné jen 5 % pfijatého kadmia®. Navic ma tento kov
i jeho slouceniny silny emeticky ucinek, a tak pfi po-
ziti akutné toxickych davek dojde zpravidla k vyzvraceni
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vétsiny kontaminovaného pokrmu’. Pfestoze je vstieba-
vani kadmia trévici soustavou zna¢né nizsi nez vstieba-
vani dychacim ustrojim, mGze stoupnout jeho absorp-
ce ve stievech pii dietach s nizkym obsahem vépniku,
bilkovin, zinku, Zeleza ¢i médie.

Metabolismus kadmia a mechanismus
toxicity

Po vstfebani putuje kadmium v organismu krevnim
feCiSstém navazané na erytrocyty nebo na albumin
a nasledné se usazuje v cilovych organech. Nejvétsi
podil (kolem 50 %) akumulovaného kadmia se na-
chazi v ledvinéch a jatrech. V jatrech vyvolavé zvySenou
tvorbu metalothioneind, proteint s vysokym obsahem
cysteinu, které se podileji na ochrané organismu pred
Skodlivymi ucinky tézkych kovid?c. Akumulace v jatrech
maze vést az k jejich nekroze, ktera je také jednou
ze znamek akutni otravy po parenteralnim podani®.
Déle se kadmium velmi ¢asto hromadi v kostech, sli-
nivce bfisni, nadledvinkach, placenté, plicich, mozku,
srdci a varlatech?®. Vystaveni kadmiu daéle zpisobuje
neuropatologické a neurochemické zmény v centralni
nervové soustavé, které vedou az ke zménam chova-
ni. U pokusnych zvifat byl napfiklad pozorovan nardst
vznétlivosti a hyperaktivita®.

Mechanismus zpUsobuijici toxicitu kadmia neni plné
znam a muzZe zahrnovat vice faktord. Kadmium na roz-
dil od jinych kov(, jakymi jsou napfiklad Zelezo nebo
méd, nezpUlsobuje pfimou tvorbu volnych radikald.
Piesto studie ukédzaly, Ze se antioxidanty a latky elimi-
nujici volné radikaly zapojuji do ochrany bunék pred
jeho 3kodlivymi tcinky. Je prokdzano, ze pomérné brzy
po expozici kadmiu dochézi v tkénich k peroxidaci
lipidd. Kadmium dale vykazuje vysokou afinitu vici
glutathionu a tvoii s nim komplex, ktery je vylu¢ovén
Zlu¢i, ¢imz vyrazné snizuje hladinu vyuzitelné formy
tohoto neenzymatického antioxidantu v organismu.
Rovnéz inhibuje aktivitu antioxida¢nich enzyma vcetné
katalasy ¢i superoxiddismutasy. Kadmium mé nepfiz-
nivy vliv i na aktivitu dalSich enzym(, na veskeré thio-
lové skupiny proteind a na obranny systém burky
obecné. sechny tyto faktory pfispivaji ke vzniku oxida-
tivniho stresu®.

Poskozeni bunék vyvolané kadmiem

Kadmium zasahuje do mnoha metabolickych po-
chodi v burice a jeho vysoké koncentrace mohou vést
az k buné¢né smrti. Vétsina iontl tézkych kovl ma vyso-
kou afinitu k ligandtm jako jsou fosféty, puriny, porfiny,
cysteiny a histidiny. Konkrétné kadmium pak reaguje
s polythiolovymi skupinami v buné¢nych makromole-
kuldch nebo v nich nahrazuje zinek, pokud ho obsahuji.
Takovym piikladem mohou byt metalothioneiny nebo
enzymy karboxypeptidasy®.

Malondialdehyd je znam jako indikator peroxidace
lipidG a byl objeven ve zvySeném mnozstvi v jatrech
a ledvinach po expozici kadmiu. Dlvody peroxidace
lipidd po vystaveni kadmiu nejsou zcela znamé, ale
predpokléda se, Ze vykyvy v hladinach glutathionu
a metalothioneinu umozriuji volnym radikaldm (jako
je hydroxylovy HO- nebo superoxidovy O%) napa-



dat dvojné vazby v membréné lipidd, a tim dochazi
k narlistu miry peroxidace®.

Kadmium vyvolava oxidativni zmény DNA, jakymi
jsou napiiklad tvorba 8-hydroxydeoxyguanosinu ci
vznik zlom@ na fetézcich DNA a chromozomové abe-
race. Tyto zmény byly pozorovany v rGznych typech
bunék, v¢etné bunék ledvin a jater. Oxidativni posko-
zeni DNA je spojovano se zvySenou tvorbou kyslikovych
radikéld a interakci kadmia s enzymy opravujicimi DNA.
Pfikladem pfimého napadeni molekuly DNA kadmiem
je vznik vnitrofetézcovych bifunkénich adenin-thymino-
vych aduktli poté, co doslo ke kovalentnimu navazani
kademnatych iontl na N7 centra adeninu a guaninu®.
Poskozenim DNA a inhibici jejiho opravného systému
muze kadmium v organismu vyvolat vznik nadord*.

Vysoké koncentrace kadmia, odpovidajici akutni
expozici tomuto kovu, indukuji smrt buriky. Zda dojde
k programované (apoptose), nebo neprogramované
bunééné smrti (nekrose) zavisi na davce kadmia a také
na typu burky. U¢inek kadmia vedouci k apoptose je
zprostiedkovédn rdznymi signalnimi drahami, které
spousti bud kaspasa-nezavislou, nebo kaspasa-zavislou
apoptosu. Kaspasa-nezavisld cesta vede ke ztraté po-
tencialu na mitochondrialni membrané. Dochézi k uvol-
néni apoptosu indukujiciho faktoru (AIF) a endonuklea-
sy G z mitochondrie a k jejich pfemisténi do jadra, kde
se podileji na kondenzaci a degradaci chromatinu''.

Cestu zavislou na kaspasach tvofi kaskdda reakci
katalysovanych cysteinovymi proteasami zvanymi kas-
pasy. Na zacatku kaskady se vyskytuji kaspasy oznaco-
vané jako iniciacni, které se podileji na pfenosu signalu
a aktivacnim Stépeni exekucnich kaspas, ¢imz dochazi
k amplifikaci apoptotického signélu. Exeku¢ni kaspasy
poté proteolyticky Stépi tzv. substraty smrti, mezi néz
patfi proteiny fidici opravu DNA, proteiny cytoskeletu
nebo antiapoptotické proteiny, a tim zajistuji vlastni
pribéh apoptosy'2.
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Souhrn

Pfi obou typech apoptosy byl pozorovan intracelu-
larni narast hladiny vapniku, a je tedy mozné, ze kad-
miem vyvolana apoptosa je dlisledkem poruchy vnitro-
buné¢né homeostase vapniku™.

Zaver

Pro Sirokou vefejnost jsou hlavnim zdrojem kadmia
kontaminované potraviny, v pfipadé kufakd (i pasiv-
nich) mGze nezanedbatelny zdroj pfedstavovat rovnéz
cigaretovy dym. Nutricné nevyvazend ¢i nedostacujici
strava mUze dale zvySovat riziko toxicity kadmia. Ne-
existuje zadna Gcinna lé¢ba po intoxikaci timto tézkym
kovem, a prevence ma tudiz zasadni vyznam'. Svétova
zdravotnicka organizace (WHO) proto vydala néasledu;ji-
ci doporuceni:

* prosazovat ucinna opatieni ke zvyseni recyklace kad-
mia a omezit nerecyklovatelné pouziti
* snizit emise kadmia (zejména do povrchovych vod)

z tézby a zpracovani nezeleznych rud, ze spalovani

odpadt, z fosfatovych hnojiv a z cistirenskych kald

aplikovanych na zemédélskou ptidu
* vyvinout techniky pro bezpe¢né odstranovéni odpadt

a odpadnich vod obsahujicich kadmium
» zakazat koufeni na verejnych mistech
* sniZzit riziko expozice kadmiu — napf. zlepSovanim pra-

covnich podminek v hutnim pr@imyslu nezeleznych

rud nebo informovanim o spravném pouzivéni hnojiv
* zvySovat vieobecné povédomi o dilezitosti minimali-
zace odpadi s obsahem kadmia.
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Melcova M., Knizek M., Zidkova J., Zidek V.: Biologické ucinky a toxicita kadmia

Kadmium (Cd) je neesencidlni tézky kov bézné se vyskytujici v Zivotnim prostiedi. Akumuluje se v téle v mékkych tkanich, zejména
v ledvinach a jatrech. Nachazi se v potravinach (zelenina, obiloviny, skrobnaté hlizy), vodé, tabékovych listech. Do prostedi pronika jako
vedlejsi produkt pfi téZbé a zpracovani nezeleznych rud, pfi spalovani fosilnich paliv nebo pii poutziti fosfatovych hnojiv. Akutni toxicita
je spojena pfedevsim s vdechovanim par kadmia a postihuje plice (dusnost, bolest na prsou, bolest hlavy, zévraté). Chronicka toxicita
se projevuje primarné dysfunkci ledvin, sekundérné osteoporosou a muze vést ke vzniku rakoviny (plic, ledvin, prostaty, slinivky bfis-
ni). Toxické ucinky kadmia souvisi se snizovanim hladin antioxidant(, snizovanim aktivity enzymi (véetné antioxidacnich), zvySovanim
peroxidace lipidd a vyvolavénim oxidativnich zmén DNA. To vie vede v organismu ke vzniku tzv. oxidativniho stresu. Jistou ochranu pied
Skodlivymi tcinky kadmia poskytuje vyvézend, plnohodnotna strava, oviem nejduleZitéjsi zdistava prevence nebo alespori minimalizace

kontaktu s timto tézkym kovem.

Klicova slova: kadmium, toxicita, oxidativni stres, karcinogen, ledviny, jatra, metalothionein, glutathion



Summary

Melcova M., Knizek M., Zidkova J., Zidek V: Biological effects and toxicity of cadmium

Cadmium (Cd) is a non-essential heavy metal commonly found in the environment. It accumulates in the soft tissues of the body, espe-
cially in the kidneys and liver. It is found in food (vegetables, cereals, starchy roots), water, and tobacco leaves. Cadmium is released
to the environment as a by-product of mining and smelting of non-ferrous ores, during the combustion of fossil fuels or during use of
phosphate fertilizers. Acute inhalation of fumes containing cadmium affects the lungs causing dyspnea, chest pain, headache, and dizzi-
ness. Chronic cadmium exposure primarily affects the kidneys and secondarily the bones causing osteoporosis, and may lead to cancer
(lung, kidney, prostate, pancreas cancer). Toxic effects of cadmium are associated with depleting levels of antioxidants, inhibiting the
activity of enzymes (including antioxidative ones), increasing lipid peroxidation, and causing oxidative changes of DNA. In the organism,
this induces a state of oxidative stress. A well-balanced diet provides protection from the harmful effects of cadmium to a certain extent;
however, prevention or minimizing of cadmium exposure remains the most important way of protection.

Keywords: cadmium, toxicity, oxidative stress, carcinogen, kidney, liver, metallothionein, glutathione

ROZMANITE FUNKCE PROTEINU CD36
V LIDSKEM ORGANISMU
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Uvod mozné funkce CD36: receptor pro specifické ligandy,
molekula signélni drahy a reguldtor funkce kaveoly®.
zorfiuje na problematiku civilizagnich onemocnéni Vyzrlaé_uje se i schopnosti interakce s jinymi membra-
vice, nez tomu bylo doposud. Do popfedi zajmu, a to ~ NOvymi receptory™. _ _ o

nejen odborné vefejnosti, se dostavaji i zdravotni po- Za evolucné nejstarsi funkci CD36 je povazovan jeho
ruchy souhrnné oznacované jako metabolicky syndrom. ~ VZtah k vrozené imunité. Diky scavengerové povaze

Situace na prelomu druhého a tietiho tisicileti upo-

Zvladté pak dyslipidemie, hypertense, obesita a diabe- se Ucastni ir]ter’nalizace modifikovanych lipoproteino-
tes mellitus II. typu pfedstavuji zna¢né zvysené riziko vych Castic nlzkevl'lu'sto'ty (low density lipoprotein, LP'—?
pro vyskyt chorob kardiovaskuldrniho systému, které si ~ makrofagy a sméfuje je tak k apoptose. U makrofagd
vybiraji stéle rostouci pocet ob&ti'2. je téz zodp_ovedny za rozpoznani nékterych kompo-

V souvislosti s metabolickym syndromem je véno- nent bakterla'_lni I’atméc":né stény*>°, Ochranny_ ch’arakter
véna pozornost i proteinu CD36. Prvotnim d(ivodem CD36 zahrnuje téZ schopnost vazby apoptotickych bu-
je charakter CD36, tj. proteinu Sirokého ucinku, ktery nék makrofagy. Hovofime zde o ochrané pfed zanétem
ma vliv na metabolismus sacharid(l a lipidd*. U poru- u hojicich se ran. ] o )
Sené exprese CD36 byl potvrzen vyskyt diabetu mellitu Specifickymi ligandy pro CD36 jsou i lipoproteiny
II. typu, hypertense a abnormalit v metabolismu mast- 0 vysoké (high density lipoprotein, HDL) i velmi niz-
nych kyselin. Tato skute¢nost téz podporuje hypotesu ké hustoté (very low density lipoprotein, VLDL)". Ulo-
o asociaci CD36 s metabolickym syndromem®. V ne- ha v pfenosu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
posledni fadé hraje roli i vyskyt insulinové resistence (long chain fatty acid, LCFA) v ramci kaveoly propujcu-
u spontanné hypertensniho potkana s mutovanym ge-  j& tomuto glykoproteinu jeden z jeho dalsich nazva,
nem pro CD365. translokasa mastnych kyselin (Fatty Acid Translocase,

V tomto ¢&lanku bude vénovéna pozornost nejen FAT).
struktufe, principtim regulace a obecné souvislosti pro- Prostfednictvim CD36 probiha i cytoadherence po-
teinu CD36 s metabolismem, ale i dal$im funkcim, kte- zménénych erythrocytll postiZenych plvodcem ma-
ré proteinu propﬁj(‘fuji celou fadu funkénich nazva. larie, Plasmodium falciparum. Pfilnuti infikovanych

erythrocytd k dllezitym organim, napi. mozku, zplsobi
CD36 selhani funkce imunitniho systému®.

Membranovy glykoprotein CD36 je jednim z ¢len(i Jinou vyznamnou tlohou CD36 je inhibice angioge-
evolu¢né konzervativni rodiny scavengerovych recep- nese>”. Svou roli hraje i v preferenci stravy s bohatym
tor( tfidy B*> se schopnosti vazby negativné nabitych obsahem tuku. Interakci LCFA s chutovymi poharky
molekuls. Piikladem je selektivni pfijem esterti cho- ~ €Xprimujicimi tento receptor je spusténa neurotrans-
lesterolu do bunék. Siroké spektrum bunék, v nichz je mlteroYé reakce vedouci k vy33i sekreci pankreatickych
CD36 exprimovan, zahrnuje cévni endothel, adipocyty, enzymu®.

monocyty, makrofagy, krevni desticky, buriky kosterniho

svalstva, dendritické buriky a jiné*>. Struktura CD36

V cytoplasmatické membrané mnoha bunék’ je nut- Lidsky gen kodujici CD36 je umistén na 7. chromoso-
néd asociace CD36 s proteinem kaveolinem-1. Tvofend mu®. DNA nese informaci o proteinu o 472 aminoky-
mikrodoména nese nazev kaveola®. Jedna se o invagi- selindch (AK) o molekulové hmotnosti 53 kDa. Cetné
novanou membranu, jeden z druht lipidového raftu. N-glykosylace asparagint pravdépodobné plni ochran-
Funkce lipidovych raftGi spociva ve schopnosti trans- nou funkci pfed ucinkem proteas v poskozenych tka-
portu vétSich signalnich komplexi pfes membranu, nich nebo béhem zanétd. Tkariové specifické post-
specifickém pfijmu nutrientd nebo v (mezi)bunécéné translacni modifikace zvy3uji molekulovou hmotnost
komunikaci a endocytose®. Z uvedeného vyplyvaji tfi proteinu na 78-92 kDa3*5.
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Strukturni domény glykoproteinu mlzeme rozdé-
lit na 2 transmembranové, 2 intracelularni a 1 extra-
celularni. Cysteiny kratkych intracelularnich oblasti
na C-konci podléhaji acylaci (Obr. 1). Palmitoylovymi
useky je umoznéno kotveni proteinu k vnitini strané
membrany*°. Upevnéni je dilezité zvlasté v lipidovém
raftu’. Pro N-konec je charakteristicky neodstépeny sig-
nélni peptid s absenci prvniho methioninu®. C-konec
s vysokou pravdépodobnosti zprostiedkovava aktivaci
intracelularnich signalnich drah fosforylaci Src kinasy.
Tato domnénka je podpofena absenci fosfatasové (i
GTPasové aktivity a jinych typickych projevi signalizac-
nich molekul*. Pro dany usek je téz typicka moznost
ubiquitinylace lysinu, slouzici jako znaceni molekuly
urené k degradaci. Cely proces regulace degradace je
stimulovan zvysenym obsahem mastnych kyselin a in-
hibovén insulinem*".

Soudasti extracelularni smycky je hydrofobni oblast,
umoznujici pfipadnou interakci s cytoplasmatickou
membranou. Dale je zde obsazen tsek bohaty na pro-
lin a funkéni domény zodpovédné za multiligandovy
charakter proteinu®. Mozné variace vazebné afinity fe-
tézce CD36 k thrombospondinu-1 (TSP-1) a kolagenu
je uskuteciiovana fosforylaci threoninu v pozici 925,

Funkéni oblasti ohrani¢ené AK 93-120 a 155-183,
pfedstavujici potencidlni casti zodpovédné za vazbu
a naslednou endocytosu apoptotickych neutrofilQ, jsou
oznacovany jako CLESH (CD36 LIMP-Il Emp Sequen-
ce Homology). Usek 155-183 slouZi k vazbé oxidova-
nych LDL (oxLDL), ale i pokrocilych produktt glykace,
produktd rdstovych hormond, hexarelinu a receptoru
EP80317. Mezi AK 28-93 a pravdépodobné i 120-155
se nachazi dalsi oblast podilejici se na vazbé oxLDL®.

Domény s afinitou k membrdnovému proteinu ex-
primovanému na povrchu erythrocytl infikovanych
Plasmodium falciparum jsou vymezeny AK 139-184,

146-164 a 145-171"2

Interakce s LCFA
321
184

Interakee s kolagenem; vazba
apoptotickych bunék a oxLDL 156

102

115 e/

100

Interakce s TSP-1 .
23 440
disulfidovi vazha it
\, misto fosforylace 76,
. 464 (g
@ misto glykosylace ; A
NH 465 (@A
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472

Obr. 1: Schematické znazornéni nejdulezitéjsich oblasti
membranového proteinu CD36 (upraveno'®)
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NejvyznamnéjSi funkce CD36 v lidském
organismu

Role v rozvoji atherosklerosy

Piimé spojeni CD36 s metabolickym syndromem je
mozné demonstrovat na zapojeni proteinu do procesu
vyvoje atherosklerosy, zanétlivého onemocnéni cévni
stény, vedouci vlivem ukladani tukovych latek k zuzo-
vani arterialniho prasvitu3.

L _J
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, @ -
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Jiné oxidaéni
drahy

Pénova buitka

Obr. 2: Déje spéjici k tvorbé pénovych bunék, dava-
jicich zéklad atherosklerotickym Iézim. Nasledkem vy-
louceni zanétlivych plsobkl poranénymi EB dochazi
k pronikdni monocytd do subendothelu a tvorbé fady
oxida¢nich produktd modifikujich LDL ¢astice. OxLDL
jsou pohlceny makrofagy za ucasti receptoru CD36.
Plsobenim lipoxygenas jsou oxLDL pfeménény na sloz-
ky aktivujici receptorovou molekulu PPARy. Cely pro-
ces vede ke zvySené expresi CD36 a hromadéni oxLDL
(upraveno'?).

V raném stadiu procesu dochazi k dysfunkci endo-
thelidlnich bunék (EB). PGvodcem téchto zmén jsou
napfiklad: hypertense, koufeni'?, diabetes, obesita,
stres a nedostatek pohybu, neboli faktory, které mo-
hou byt spojovany se zadnétlivym procesem3. Posko-
zené EB prostiednictvim vylu¢ovanych aktivovanych
adheznich molekul a chemokinG pfitahuji pii zanét-
livych déjich do prostoru subendothelu monocyty
a lymfocyty z krevniho fecisté®. V této fazi produkuji
EB a makrofagy oxidativni enzymy myeloperoxidasu
(MPO) a synthasu oxidu dusnatého, katalyzujici vznik
reaktivnich forem kysliku a dusiku (Obr. 2).

LDL castice, jez prosly do oblasti subendothelu, na-
sledné podléhaji oxidativnim reakcim'. Roli scavenge-
rového receptoru na povrchu makrofagd se schopnosti
vazby a endocytosy oxLDL nasledné sehrdva CD36°.
Na rozdil od makrofagovych scavengerovych receptord
tfidy A se CD36 vyznacuje afinitou k LDL, které byly vy-
staveny slabsim oxidativnim podnétim. Do této katego-
rie je mozné zafadit pravé MPO-H,0,-NO. Nésledkem
internalizace oxLDL dochazi k prfeméné makrofagl
na pénové burky, davajici zaklad atherosklerotickym
platim“. Z tohoto dlvodu je vysoka kocentrace cho-
lesterolu, zvlasté LDL, v krevni plasmé rizikem pro vznik
atherosklerosy'.



Pénové buriky, vyznacujici se nachylnosti k apop-
tose, se stavaji prekurzory vzniku atherosklerotického
plaku. ZvySend koncentrace MPO byla prokazana
v atherosklerotickych lézich, coz vede k dalSimu nérdstu
atherogennich LDL3.

Vyskyt CD36 na krevnich destickdch zapojuje tyto
krevni elementy do pozdni faze atherosklerosy.
OxLDL se, na rozdil od nemodifikované formy, v za-
vislosti na své koncentraci véze ke krevnim destic-
kdm. Vyslednym jevem je po jejich aktivaci agregace
a adheze na zvrasnénych atherogennich lézich'. V pfi-
padé odtrzeni vytvofeného thrombu, casti léze v po-
krocilém stddiu onemocnéni, dochézi k infarktu myo-
kardu a cévni mozkové piihodé'2. Krevni desticky proto
mohou byt povazovany za mechanické pojitko mezi
zénétem, oxidativnim stresem a hyperlipidemii, umoz-
nujici vznik prothrombického stavu™.

Translokasa mastnych kyselin

Neméné vyznamnou roli hraje CD36 i diky schopnos-
ti transportu mastnych kyselin s dlouhych fetézcem.
Tento charakter propujcuje glykoproteinu CD36 nazev
translokasa mastnych kyselin (Fatty Acid Translocase,
FAT)>.

Struktura a-helixu CD36 s hydrofobnimi vlastnostmi
muze byt prvkem usnadnujicim pfistup lipidd k domé-
né. Diky expresi v insulin-senzitivnich tkénich' tj. kos-
terni svaloving, srdci a tukové tkani, hraje glykoprotein
CD36 roli v energetickém metabolismu mastnych kyse-
lin, ale i v pfijmu a vyuziti glukosy®. Aktivita proteinu je
stimulovédna insulinem a svalovou kontrakei'.

Mechanismus Gc¢inku dosud objasnén nebyl. Jedna
se o usnadnénou difusi pfes cytoplasmatickou mem-
branu v obou smérech. Pfenase¢ vykazuje schopnost
kompetice s albuminem, bilkovinou transportujici
mastné kyseliny (fatty acid, FA) krvi®. Rizné teorie ho-
vofi o moznosti pfimého spojeni FA s CD36 diky vazeb-
né doméné, jiné o asociaci CD36 s proteiny se schop-
nosti translokace. Dale je pfipousténa moznost aso-
ciace s doménou v cytoplasmatické membrané zvysu-
jici jeji propustnost, nebo utvofeni péru pro priichod FA
oligomerizaci glykoproteinu’.

Exprese genu proteinu CD36 probihd podél celého
traviciho traktu od chutovych poharkl po tlusté stie-
vo. Dulezité zapojeni do formovani chylomikrond je
zprostiedkované usnadnénim transportu FA a choleste-
rolu™.

U mysi s deficitem glykoproteinu CD36 byly skute¢-
né pozorovédny zvy3ené hladiny cholesterolu, TAG a FA
v krvi®. V dasledku snizené moznosti vyuZiti FA doslo
ke zlepSeni senzitivity vici insulinu, coz pfedstavuje
i ochranu pfed obesitou ziskanou vysokokalorickou
stravou. Mutace v genu mohou mit za nasledek i dopad
na expresi jinych gend, jez ovliviiuji fenotyp. Zajimavé
je ovsem zjisténi vzniku insulinové resistence pfi abla-
ci CD36. Odtud plynou tvahy o mozinych dopadech
na organismus v zavislosti na tkani, ve které je CD36
exprimovan®. Naopak jeho zvySend exprese, snizujici
koncentraci FA a TAG v krevni plasmé, souvisi s hyper-
glykemii a hyperinsulinemii''. Akumulace lipidG uvnitf
bunék mize byt plvodcem lipotoxicity a tudiz i insuli-
nové resistence®.
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Ligand thrombospondin-1, inhibitor angiogenese

Kontrolni mechanismy angiogenese, novotvorby
krevnich cév, spocivaji v rovnovdze mezi pro- a anti-an-
giogennimi rdstovymi faktory a cytokiny'. Mezi aktiva-
tory jsou fazeny stimula¢ni faktory s funkci mitogend
pro EB, napi. zakladni rlstovy faktor fibroblastl (basic
fibroblast growth factor, bFGF) a vaskularni endothe-
lialni rastovy faktor (vascular endothelial growth factor,
VEGF)'e. K inhibici formace cév dochézi z dlivodu ab-
sence stimula¢niho faktoru nebo naopak pfitomnosti
inhibi¢nich faktord. Pfikladem inhibitor( je skupina
thrombospondint (TSP), proteinti odvozenych od ex-
tracelularni matrix’®.

Kopp et al. (2006) ve své studii oznacuji za regulatory
angiogenese thrombopoetické buriky, prostiednictvim
sekrece TSP". Zna¢nou zasobu TSP-1 vykazuji v granu-
lach krevni desticky's. BEhem angiogenese, pfi hojeni
ran, putuji krevni desti¢ky do poskozené cévy a po akti-
vaci dochazi k uvolnéni fady faktord véetné VEGF i TSP'®,
Soucasné dochazi ve tkanich k sekreci VEGF v dtsledku
ischemie a zanétlivych stimuld. Pfimym ucinkem VEGF
migruji a proliferuji EB a formuji se cévy'. V3echny tyto
ucinky jsou zpétné negativné fizeny prostfednictvim
TSP-1 a TSP-2'®

CD36 je receptorem pro TSP-1, zprostiedkovava-
jici odpovéd' na rlstové faktory, poranéni a cytokiny?
na povrchu EB, monocytd, leukocytd a krevnich des-
ticek'. U krevnich desticek glykoprotein CD36 odpovi-
da za jejich aktivaci a stabilizaci agregatu obsahujiciho
fibrinogen3. Pro inhibici vSech déjt stimulovanych bFGF
a VEGF je interakce TSP-1 s CLESH doménou CD36
zcela nezbytnd. Prostfednictvim signalizacni kaskady
iniciované navazanim TSP-1 dochézi k apoptose EB'®.
CD36 tak plIni funkci spinace pro- a anti-angiogennich
procest. Regula¢nim prvkem je fosforylace. Fosforylo-
vany membranovy protein CD36 vykazuje afinitu ke ko-
lagenu a tim dochézi k angiogenesi. Naopak defosfory-
lovany protein se vyznacuje afinitou k TSP-1, coz vede
k inhibici tvorby novych cév>’.

Schopnost CD36 vdzat apoptotické buriky

Membranovy glykoprotein CD36 je do kategorie sca-
vengerovych receptord fazen i kvili schopnosti vazat
a indukovat znic¢eni apoptotickych bunék. Apoptosa je
dalezitym krokem pro odstranéni bunék nevhodnych
pro organismus, at z divodu jejich poskozeni, ¢i star-
nuti. Nasledna fagocytosa neutrofily a monocyty je v za-
nétlivém stavu klicovou imunitni odpovédi.

CD36 zprostiedkovavéd odstranéni apoptotickych bu-
nék dvéma moinymi cestami, prostiednictvim fago-
cytickych bunék a bunék dendritickych (DC, dendritic
cell). Siroky rozsah vazanych ligandG umoziiuje CD36
rozpoznat casto se vyskytujici strukturni motivy jak
na povrchu bunék apoptotickych, tak mikrobidlnich?.
CD36 rozliSuje specifické lipidy a lipoproteiny bunéc-
nych stén bakterii a p-glukany kvasinek a plisni. U apo-
ptotickych bunék jsou detekovany modifikované lipidy,
TSP-1#a anionicky fosfatidylserin, o néz je vnéjsi mem-
brana obohacena béhem ztraty své asymetrie. U fosfa-
tidylserinu byly pozorovény oxidace analogické k oxida-
cim lipoproteind, jez jsou také rozpoznavany proteinem
CD36'7.



Zaver i k hledani gend zodpovédnych za metabolické dys-
funkce. CD36 se tak diky svému podilu na metabolismu
lipidd a glukosy stal jednim z vyznamnych kandidatd
pro detailngjsi vyzkum. Tento krok je podpofen i za-
pojenim glykoproteinu CD36 do procest atheroskle-
rosy. Soucasné piichazi i snahy nahlizet na CD36 jako
na mozny terapeuticky prostiedek. Nesmi byt vak opo-
menuta jeho role v imunitnim systému a tudiz i fakt, ze
jakykoliv zasah do systému, kterého se CD36 Ucastni,
bude mit nasledky velkého rozsahu.

Podle dlouhodobych vyzkum hraje u metabolického
syndromu roli genetické vybaveni, o rozvoji vsak rozho-
duje Zivotni styl s nadmérnym piijmem energeticky bo-
haté stravy o nevhodném slozeni a sedavym zptisobem
zivota™. Podle odhadt se geneticka predispozice vysky-
tuje az u 50 % populace?. Spociva v principu Uspor-
ného genotypu, ktery oznacuje schopnost efektivniho
zpracovani potravy a uloZeni energie. Takto vybaveni
jedinci byli dfive v obtiznych Zivotnich podminkéch zvy-
hodnéni zvySenou Sanci na preZiti. Dnes se pfednost

stava spiSe nevyhodou?. POdekova_m ) ;
Trend zvySeného vyskytu metabolického syndromu, Prace vznikla za finan¢ni podpory gra_ntﬁ GACR
chorob kardiovaskularniho systému a jejich obéti po- 13-04580S, 1AA600110902, dale byla financovana
zorujeme zvlasté u zapadnich civilizaci. Tato skutec¢nost z icelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum
vede nejen ke snaham zavést zdravéjsi Zivotni styl, ale MSMT (rozhodnuti & 20/2013).
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Souhrn:
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K¥iZova E., Svoboda P., Skop V., Zidkova J.: Rozmanité funkce proteinu CD36 v lidském organismu

Nardst prevalence metabolického syndromu, souhrnné oznaduijici rizika pro vznik chorob kardiovaskulérniho systému, ved! k hlubsimu
zkoumani jeho pficin i disledkd. Zvy3eny zajem je vénovan hlavnim rizikovym faktortim, obesité, dyslipidemii, hypertensi a diabetu mel-
litu Il. typu. Zajem o vyznamnou roli genetické predispozice pfispél k objevu membranového glykoproteinu CD36.

Souvislost proteinu CD36 s metabolickym syndromem je podminéna zvlasté jeho zapojenim do metabolismu sacharidt i lipidd. Mezi
jeho rozli¢né funkce mlzeme zafadit: Glohu jako transportéru mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, podil na vzniku atherosklerosy a té7
roli v nespecifické imunité. Pozornost je u proteinu CD36 vénovana i regula¢ni schopnosti v procesu angiogenese.

Klicova slova: Metabolicky syndrom, CD36, translokasa mastnych kyselin, atherosklerosa, angiogenese, malarie, buné¢né imunita

Summary:

K¥iZova E., Svoboda P., Skop V., Zidkova J.: Diverse functions of protein CD36 in human organism

Increasing prevalence of metabolic syndrome, summarizing risks of cardiovascular disease development, gave rise to intense research
of its impact, cause and effect. Increased demand is given for the main risk factors, obesity, dyslipidemia, hypertension and diabetes
mellitus type II. The interest in significant role of genetic predisposition contributed to location of membrane glycoprotein CD36.
Relation of protein CD36 to metabolic syndrome is conditioned especially with its involvement in saccharide and lipid metabolism.
Among his various functions can be included: the role as long chain fatty acid transporter, atherosclerosis development and also the role
in nonspecific immunity. Attention is paid to regulatory skills of CD36 in angiogenesis process.

Keywords: Metabolic syndrome, CD36, Fatty Acid Translocase, atherosclerosis, angiogenesis, malaria, cell immunity
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