Chemotaktické cytokiny
(chemokiny)

* Mediatory, ktere indukuji migraci a
aktivaci specializovanych populaci
leukocytu

* Mediatory leukocytarni infiltrace v
inicialni fazi zanetlivé reakce

Martin Petrek — 1.12.2011



Chemokiny

Malé bazické proteiny (8-10 kDa)
Rodina chemokinu u lidi Cita 40 Clenu
Ctyfi skupiny (podle biochemické
struktury)

PUsobi prostrednictvim specifickych
receptoru (G-proteiny)



Chemokiny — zakladni skupiny

C (Lymfotaktin) @

CC (RANTES) @ &
CXC (Interleukin - 8) @
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Chemokiny: nomenklatura

Receptor R a Ligand L (chemokin)
CCR a CCL (CCL5 = RANTES)
CXCR a CXCL (CXCL8 =IL-8)

XCR a XCL (XCL1 = Lymfotaktin)
CX5CR a CX;CL (CX;CL1 = Fraktalkin)
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Vztahy mezi chemokiny a receptory

Chemokine Chemokines

receptors Common Systematic
names names

IL-8 CXCL8

GXCR" 1 | GCP-2 CXCLB
NAP-2 CXCLT
ENAT8 CXCL5
Gro-a. CXCL1
Gro-p CXCL2
Gro-y CXCL3
:S[ éo CXCL10
CXCL9
I-TAC CXCL11
SDF-1 CXCL12

BCA-1 CXCL13

CXCL16

RANTES CCLS
MIP-1¢ CCL3
MCP-3 CCL7

f—— MCP-1 CCL2
MCP-2 cCL8
——— MCP-4 CCL13

Eotaxin CCL11

TARC CCL17
. MDC CCL22

MIP-183 CcCL4




Ctyfi zakladni funkce chemokinti
(Mackay C.R.: Nat. Immunol. )
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Extravazace leukocytu:
vznik zanetliveho infiltratu

* Marginace, ,rolling” a adheze
* Transmigrace (diapedéza)

* Migrace (pohyb) do loziska zanetu po
,chemokinovem gradientu®



Ctyri faze procesu migrace leukocytu
z cirkulace do mista zanetu

Leukocyty se "kutaleji” aéinkem selektind

- INTRAVASKULARNI PROST!
Aktivace leukocyti pisobenim chemokini
3 Ca.. Adheze leukocyti zprostiedkovana integriny




Neutrofilni granulocyty na okraji
endotelu cevy
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Chemokiny v patogenezi (vyber)

* Plicni zanety vC. astmatu (eotaxin, RANTES)
* Ateroskleroza (MCP-1)
* Roztrousena skleroza (IP-10)

* HIV-infekce (CCR5A32)
* IDDM (CCR4)



Uloha chemokinti v patogenezi sclerosis multiplex
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Nature Reviews | Immunology




Chemokiny u aterosklerozy
Gerard C., Rollins B. J. Nat.Immunol.

Smooth muscle




ProC studujeme chemokiny u
zanetlivych onemocneni?

* patogeneticky aspekt
* diagnosticky aspekt
* terapeuticky aspekt



Chemokiny v patogenezi plicni sarkoidozy

* RANTES (CCL5): mediator lymfocytarni
alveolitidy u sarkoidozy

* CCR5 (RANTES-receptor) exprimovan v
plicnich bunkach pacientu se sarkoidézou

* Delecni polymorfismus CCRS5 (CCR5A32)
asociovan s progresivni sarkoidézou



RANTES protein u sarkoidozy
Petrek M. et al.: Eur. Respiratory Journal

Imunocytochemie Lokalizace proteinu
(10 pacientt, 11 kontrol) (reprezentativni priklad)

RANTES + buiiky (%)

u

7% 24%

H Kontroly Pacienti



Petrek M. et al.:
Immunol. Lett.

 Exprese CCR5 mRNA
v plicnich bunkach
pacientu se
sarkoidozou (S) a
zdravych jedincu (C)




Chemokiny v diagnostice sarkoidozy

* Pomocne diagnostické ukazatele: zavaznost a
prubéh nemoci, odpovéd na |écbu; susceptibilita;...

AL AV 4

sarkoidozy

* MCP-1: typicky pro rozvinuta stadia sarkoidozy



Petrek M. et al.:
Am. J.Respir. Crit.
Care Med.

CCR5A32 u pacientu se

spontannim ustupem
sarkoidozy (S) a u
pacientu s nutnosti

lecby kortikosteroidy

W,




MCP-1 (pg/ml) v bronchoalveolarni lavazi pacientu
s rozdilnym rtg stadiem / klinickym prubéhem
sarkoidozy (Petrek M. et al., Eur. Respir.J.)

N | Ist./Ustup n. |Il.st/Progrese

Stadium rtg
(1/11) 52 9.8+3.7 40.5+7.8

Klinicka
kategorie | 94 10.3+3.5 26.7+9.5




Exprese mRNA pro chemokin. receptor CCR11
(rtg stadia sarkoidozy)




Chemokiny a leCba zanetlivych nemoci
(vybeér)

* Perspektiva - vyvoj novych postupu

* X Receptor R, x Ligand L (chemokin)

* inhibitory chemokinovych receptoru
* Protilatky

* Modifikovane chemokiny
* (pokusy na zviratech, klinické zkousky)






ProcC vysetrujeme cytokiny?
(Co se chceme ,dozvedet”, co chceme ,poznat"?)

zanet (typ: akutni/chronicky, infekéni/parainfekéni)
stav (zejm. aktivaci) imunitniho systemu
monitorovani lecby

pritomnost rizikového genotypu (high-responder)



Jaky material vysetrujeme?
(Co muzeme ,ziskat" k vySetreni)
« Systémova uroven: periferni krev

» Lokalni uroven:
- klouby: vypotek
- dychaci cesty: bronchoalv. lavaz
- bunky: intracelularni cytokiny

« Genomova uroven



Jak vysetrujeme?
(Jaké metody pouzivame v laboratori?)

Detekce cytokinovych proteinu
(imunochemicke metody - ELISA)

Stanoveni intracelularnich cytokinu
(prutokova cytometrie)

Exprese mRNA pro cytokiny (analyza mRNA, ,Cipy’)

Ur€eni polymorfismu cytokinovych genu
(molekularni metody — PCR, RT-PCR, sekvenace



Preanalyticka faze
(,Na co si dat pozor?*)

Odber

(sérum x heparinizovana plazma)

Teplota

(zmrazeni x rozmrazeni)

Cirkadianni rytmus (kont. sledovani v pravid. intervalech)

Geny
polymorfismy DNA: nesrazliva krev (EDTA)
exprese mMRNA: material (buriky, tkan) chranit pred RNazami
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pomocne markery v diagnostice septickych

stavii

Septické stavy jsou vyznamnym medicinskym problémem zejména vzhledem k vysoké umrt-

nosti, ktera tyto stavy provazi.

1992 - Critical Care Society - definice SIRS  vou odpovédi a mirou imunosuprese. leukinu-6 (IL-6), prokalcitoninu (PCT)

- syndrom systémové zanétlivé odpovédi Nedostateénost CARS odpovédi vede a z proteint akutni faze (APP) C-reaktivni-
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muluje B-lymfocyty a tim protilatko-
vou odpoveéd.

/venam v diagnostice

Hladiny za 48 hodin koreluji s mortali-
tou pacienta.

O nékolik hodin predchazi vzestup
CRP.

Spolehlivy parametr pro charakteristi-
ku imunitni reakce u tézkych onemoc-
néni (hladina koreluje s rozsahem reak-
ce a stupném onemocnéni).

U septickych stavi stoupa imémé

S vyvojem zavaznostl sepse.

Hladina je sniZzena vlivem lé¢by korti-
kosteroidy (neovliviiuji PCT).
Zvyiuje se u ARDS a u pankreatitid.
Ma vyznam v diagnostice neonatalni
infekce a sepse.

© 290 ool - [ @~ :

pacienta).

Novorozenci - po porodu vzestup PCT
s maximem za 24 hodin, béhem 48 ho-
din pokles hladiny na obvyklé hodnoty.

C-reaktivni protein - CRP

Protein akutni faze (APP), y-globulin,
syntetizovan v jatrech, pentagonalni
uspofadani.

Nejpouzivané)si marker v klinické pra-
x1, hladina v priabéhu zanéthivé reakce
stoupa az na tisicinasobek vychozich
hodnot.

Na jeho syntézu v hepatocytech ma
rozhodujici vliv IL-6.

Uplatiiuje se v patogenezi aterosklero-
zy (elevace CRP phn aterosklerdze sou-
visi s poskozenim mtimy a medie arte-
rii) a na rozvoji Alzheimerovy choroby.

8 B 8 L

Cil price

Interleukin-6 je prozanétlivy
nacujici se Sirokym spektre:
kazuje aktivity v B-bunkach
a jeho produkce je nahle vy
akutich zanétlivych proces
jsou spojeny s popaleninami
urazy, virovymi i bakterialnin
dami, tézkymi sepsemi vyvol
sramnegativnimi bakteriemi.
tohoto cytokinu je v intenziy
pi1 véasném zachytu systém
reakce (SIRS) a sepse zvlast
zency, kde prokalcitonin ner
lehlivym ukazatelem. Nejvic
na toto vysetfeni prichazi p1
natologi, kterym jsme chtél
a zacali s testovanim nové v
dv od firmy Roche. Laboratc



ouc :: FN Dlomouc - Microsoft Internet Explorer

iblibengé  Mastroje MNapovéda

2 & JO Hiedat /' obibené  4£2) - jﬁ - )& S

labmet. jsp?lisId=- 157&lisLab=IMU&lisUni=

hledejte s Coogle él Hledéni'lqlp Total Care Makupy =) E-Mail Zpravy

FHN OLOMOUC PRO PACIENTY PRO ODBORNIKY PRO MEDIA VEREJHNE ZAKAZKY PRACOWVHI MiSTA SPONZORING ODBORMNE AKCE

Mavigacni panel : FN Qlomouc ==

& Fp Olamouc
Lab. wyZetreni : Lab. pracovigts Kategorie vyEetreni

» Pro pacienty | | | VEechny laboratofe FMNO --= = V| |'-.-’§E-:hn'_f kategorie wysetfenl --== W

® Pro odborniky [ wyhledat => |

A Pro media

CuantiFERON-TE Gold [GFT] - RUTINA
(=2ynonyma:

A \fefejné rakazky Hazev vyietieni [zkratka] :

.. Kategorie vwaetren : Proteiny
® Pracovni mista 2 & !

Misto provadéni vysetreni: Laboratore Ustavu imunologis

B Sponzoring Vysledek dodan do : 2 W [H=hodina,D=den W=tyden, M=mé=ic]
Biologicky material : Krev - =ysteém: Plazma
#® Odborne akce viz pozn. k odberu - mnoZstvl 0 3 x 1 mi

Cdbér 1 ml periferni Zilni krve do 3 specidlnich zkumavek NIL, TB Antigen, MITOGEM (k vwzvednuti na
prijmu IMUNQOY. Po odbéru pofadné promichat (8-10x u:t:rﬂtrt odbérovou zkurmavku), do doby pfevzeti k
tran=zportu nechat stat ve vertikalni poloze pli pokojove teplots,

CHRANTE SE PROIL Podminky pro transport:  Transportni ¢as do: 04:00 hod - tranzportni teplota: 20-25 =t.C
HL\LSTD‘VE ENCEFALITIDE

Odbérova nadobka :

Diagno=tika infekce M. tuberculosiz. Pozitivni wizledek testu (2polu = dalEimi diagnostickemi kritérii)
Indikace : podporuje diagnozu tbe. Soucazné nelze vyvioudit infekci nasledujicimi kmeny: M. kan=zasii, M. =zulgaia
r _ TE SE {}(KQUAT M. marinum.
NTRU GCKOVANT
A CES'}‘(}‘VNI MEDICIN"I‘
FN ‘nLDMD‘I'_lF

Zpét na seznam >>

Projekty financované z EU

l I INTEGROVANY

e e & 0 s



nice Olomouc :: FN Olomouc - Microsoft Internet Explorer

Zobrazit Oblbeng Mastroje Mapovéda

|ﬂ @ __:‘] !,-__\]Hleu:lat ‘-E:l:.;:r’obll'bené & 3 :F v - JENE B

wwold, ol czflabmet. jsp?lisId =-2015&8lisLab =CKB&lisLini =3475

J=) hiedejte s Google /4| Hledani || [ Totsl Care [ Nakupy g EMal Zpravy
FN OLOMOUC PRO PACIENTY  PRO ODBORNiKY PRO MEDIA  VEREJNE ZAKAZKY PRACOVNI MiSTA  SPONZORING  ODBORMNE AKCE

Mavigacni panel : FN Qlomouc ==

= Fp Qlamouc
Lab. wyZetreni : Lab. pracovigte Kategorie wyEetreni :

- i - - - . P -
Pra pacienty | | | VEechny laboratofe FRNO --= = V| |I'..'rEE|:I-I|-I'y' kategorie wyEetfenl --== #

= Pro odborniky [ wyhledat == |

A FPro media

Solubkilni receptor pro Il - 2 [IL2r] - RUTINA
(=wvnonyma:

2 Vefejné zakazky Hazev vyietieni [zkratka] :

R Kategorie vwaetieni : O=tatni nezatridéng komponenty
A Pracovni mista g & - :

Misto provadén vwietreni : Laboratore Oddéleni klinické biochemis

A Sponzoring Vysledek dodan do 1 WV [H=hodina, D=den,W=tyden, M=mésic]
Biologicky material : Krev - syvstém: Serum
m Odborné akce Odb&rova nadobka : Plast bez Opravy (obecn&) - mnoZstvi: 2 mi
Podminky pro transport: Transportni as do: 02:00 hed - transportni teplota: 18-25 =t.C
Indikace : Marker aktivity pfi ocnemocnéni sarkeidézou, zvyEend koncentrace u choreb autoimunity, novotvard.

Mérna jednotka vysledku: kU

Referencni meze : Normalni

: Wek: < [l o
Sex Vek hodnoty :

M«F OROD-999RO0D -|1:'5 |- [e22 |-

Zpét na seznam >>

Projekty financované z EU



slL-2R v séru zdravych jedincu
a pacientu se sarkoidézou
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Cytokine Concentrations in Biological Fluids

This is a still scanty collection of information about the concentrations of citokines and growth factors in serum and other body fluids. [ have collected this data while I went along with wotk on other e
have not pursued this systematically. Also, iving in a third wotld country now, access to articles from specialized journals is a bit difficult. Be kind to vour cvtokines (and mine): please drop me a line if
information.

Should vou be as frustrated as I am about the range of "nommal” values reported in the literature: don't shoot the messenger (me). Be reminded of the guotation: .. After all, facts are facts, and although
with a chuclde the words of the Wise Statesman, Ties - damned lies - and statistics.” still there are some easy fizures the simplest must understand, and the astutest cannot wriggle out of." Leonard Hent
Disciples at Saratoza Springs” The National REeview [London] 28: 21-26 (1893

ADAMNS (disintegrin and metalloprotease domain 8, M52, CD156
+ mean ammiotic fluid concentrations in woinen with preterm delivery: mean 121539 [3E 96.7] pg'mL [range, T80-1834 pg'ml]; mean amniotic fluid concentrations in woimen delivering at term: 9372 [SE 30.:

pg'mL] (Vrachnis et al, 2008)

LAST MODIFIED: August 2006

Adiponectin (Adpn, Apn, ACDC, adiponectin, Clg and collagen domain containin
LkDa, Acrpd0, adipocvte-specific secretory protein)

+ serum levels in uraemic patients on peritoneal dialysis: (mean = 3EM, £48.0 =45 mg/1; in uraemic patients on haemodialysis: 37.7 = 4.4 mz1; in conservative management (controls): 444 = 7.0 mz 1) (Diez
+ normal senun values: 46.0 = 12.0mg L; in patients with hyperthyroidism: 27.8 = 4.0 mg L; in patients with hypothyroidism: 71.8 = 160 mg L (Iglesias et al, 2003)

+ normal serum values: 8.7 = 1.8 microg'mL; in patients with acromegaly: 4.3 = 1.8 mg/L (Lam et al, 2004)

* serum concentrations in patients with heart failure and cachewma: 23.8 {10.2-37.2) microg ‘'mL; in patients with heart failure and no cachexa: 8.1 {0.5-16.6) microg/'mL; in patients with coronary artery disea
healthy controls: 8.7 (2.5-16.8) microz/mL {McEntegart et al. 2007)

* serum concentrations in healthy females: 1140 = 8.73 micro g'mL; in healthy males: 430 = 2.79 micro g'ml {Yannakoulia M et al, 2003)

* serum concentrations in females (moderate drinkers: 13.0 = 7.2 mictog 'mL; in non-deinkers: 12.0 = 6.3 microg'mL (Eotam et al, 2007)

+ plasma levels in patients with Hypothyroidism: 10.23 =0.76 ng/mL; in normal controls: 10.10 = 0.95 ng/mL (Nagasaki et al, 2003)

¢ serum levels in overseight or obese children before seven-day intensive lifestyle modification (physical activity, dietary modification, and behavioral modificationeducation): §.30 = 2.8% ng/'mL; in avet
seven-day intensive lifestyle modification (physical activity, dietary modification, and behavioral modificationeducation): 7.28 = 2.98 ng/'mL (Lee ME et al, 2010)

» ADIPOQ, apA], adipose Most abundant gene transcript-1, GBP-28, gelatin-hinding protein of 28 kDa, adipoevte co

LAST MODIFIED: October 2010




