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Souhrn

Vitamin D je jiz dlouhd léta znam pro svij pozitivni efekt v I1écbé onemocnéni
zpusobenych naru$enim metabolismu vapniku a fosfatu, jako je kiivice (rachitis) nebo
osteomalacie. Aktualn¢ se vSak pozornost stiale vice zaméfuje na jeho ucinky
imunomodula¢ni a protinadorové. Vitamin D totiz prostfednictvim svych receptort,
lokalizovanych mimo jiné také v buiikach imunitniho systému, indukuje zvysSenou tvorbu
nekterych populaci regulacnich T-lymfocytl, tlumicich rozvoj zéanétlivé reakce. Diky
témto svym imunosupresivnim vlastnostem piiznivé plsobi proti rozvoji autoimunitnich
onemocnéni, mezi kterd fadime naptiklad lupénku, diabetes mellitus I. typu, roztrousenou
sklerozu, alergické reakce, astma ¢i posttransplantaéni komplikace. Pozitivni vliv
vitaminu D byl zjistén i v piipadé 1é€by nékolika typl rakovinnych onemocnéni. Tato latka
ma proto vysoky potencial jakozto imunomodulaéni agens, které by mohlo doplnit nebo
alespon ¢aste¢né nahradit znacné rizikovou terapii autoimunitnich onemocnéni 1éCivy na
bazi kortikoidi. Vyuziti vitaminu D v imunomodulac¢ni terapii je vSak limitovano jeho
hyperkalcemickymi a hyperfosfatemickymi vlastnosmi. Ve snaze tyto nezadouci G¢inky
eliminovat probiha vyvoj celé fady syntetickych analogi vitaminu D, které by mély nejen
minimalni kalcemické vlastnosti, ale 1 vyssi 1é€ebnou potenci a u€innost bez zavaznych

doprovodnych vedlejSich G€inkd.

Tato prace zahrnuje rozsahlou literdrni reSerSi, zabyvajici se imunomodula¢nimi
vlastnostmi vitaminu D, a navic srovnava jeho pét syntetickych analogi. Konkrétné se
jedna o alfacalcidol, calcipotriol, inecalcitol, tacalcitol a maxacalcitol, které porovnava
z hlediska jejich toxicity, ucinnosti, kalcemickych ¢i fosfatemickych vlastnosti I celkové
bezpecnosti. A¢koli se tyto latky, véetné celé Skaly dalSich, zde nerozebiranych analogd,
vyuzivaji jiz celou fadu let vlécbé lupénky vradmci kombinované lokalni lécby
s kortikoidy, neni zatim zcela jasné, ktery z nich vykazuje nejvyssi terapeutickou ucinnost
a zéaroven nejnizS§i Skalu nezadoucich uc¢inkd. Nicméné ackoli dostupné tudaje
0 jednotlivych zde srovnavanych analozich vitaminu D nejsou zdaleka kompletni, jevi se
tyto latky jako readlna budoucnost nejen Vv1écbé lupénky, ale také dalsich

imunopatologickych onemocnéni a rakoviny.



Summary

Vitamin D is known for several years, especially for its uses in the treatment of calcium
and phosphate metabolism-related diseases eg. rachitis or osteomalacia. However,
the attention of researchers is focused mainly on vitamin’s D immunomodulatory
and anticancer properties recently. Vitamin D suppresses the T-lymphocytes-induced
imflammation and induces the production of suppressor T-lymphocytes via its cytoplasmic
receptor in major. In this way, vitamin D eliminates the inflammation which is considered
as a high risk factor for the development of serious autoimmune diseases such as psoriasis,
diabetes mellitus, multiplex sclerosis, allergy, asthma, or post-transplant complications.
It has been also discovered that administration of vitamin D has an positive effect
in the cancer treatment. Thus, this substance is considered as a very potent
immunomodulatory agent which should replace contemporary dangerous and complicated
co rticoid-based treatment of the autoimmune diseases. Nevertheless, the hypercalcemic
and hyperphosphatic properties of vitamin D limits its uses. This is the reason
for the searching for the vitamin D analogues, which are supposed to have higher

therapeutic potency without vitamin D-characteristic adverse effects.

This thesis includes all-round review of literature, where immunomodulating properties
of vitamin D are discussed and the properties of synthetic vitamin D analogues as well.
Concretely, the thesis is aimed on alfacalcidol, calcipotriol, inecalcitol, tacalcitol
and maxacalcitol, comparing them with emphasis to their toxicity, effectivity, calcemic
and phosphatic properties, and general safety profile. These (and many other) compounds
has been used for a long period of time in the combination with corticoids for the treatment
of psoriasis, although it has never been established which analogue is the most active
and harmless. Despite the fact that the scientific knowledge and the information about
the vitamin D analogues is very insufficient, analogues of vitamin D seems to be real
agents for the future cure of psoriasis and immunopathologic diseases in general, or even

cancer.
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1 UVOD

Imunitni systém za normalnich okolnosti chrani organismus pied cizorodymi a infekénimi
Casticemi, likviduje staré ¢i poSkozené bunky a zaroven toleruje vlastni nenarusené a pln¢
funk¢ni struktury. Selhani nékteré z téchto jeho funkci, stejné jako pfili§ silna reakce
namifend proti cizorodym, ale zcela neskodnym casticim, vede K vyvoji autoimunitniho
onemocnéni, nadorového bujeni nebo riznych typi hypersenzitivity. Konkrétné
autoimunitni onemocnéni jsou vysledkem selhani tolerance vici vlastnim strukturam. Tato
»sebevrazedna reakce* bunék se vyskytuje velice Casto, az u 7 % populace, a to zejména
v piipadé¢ mladych jedinci a Zen v reprodukénim véku. Vzhledem k zavaznym
autoimunitnim projevam, snizujicim kvalitu Zivota pacientd, ataké vzhledem k rizikové
skupiné se jednd o velmi podstatny problém, ktery je pii pozdni identifikaci obzvlast
problematicky léCitelny az nelécitelny. Ptiznaky pocatku onemocnéni ptitom byvaji ¢asto
velmi nespecifické a snadno piehlédnutelné, coz zna¢né komplikuje diagnostiku choroby.
Vyskyt autoimunitnich onemocnéni a hypersenzitivnich reakci, a to zejména astmatu
a alergii, v poslednich né€kolika desitkach let v celé populaci znacné stoupl a vybizi tak

k hledani u¢inné a zaroven pro pacienta co nejméné zatézujici 1écby.

Vitamin D se vzhledem ke svym imunomodula¢nim G¢inktim jevi jako potencialné u¢inné
1écivo, nebyt komplikaci zptisobenych Castym vznikem hyperkalcémie pii jeho uZzivani.
Nicmén¢ analogy vitaminu D, u kterych je riziko Skodlivého navySovani hladiny sérového
vapniku zanedbatelné, se jasné nabizeji jako feSeni, a to zejména v kombinaci s kortikoidy.
Prave kortikoidy byly dlouhd 1éta vyuZzivany v 1€€b¢ ptiznakli autoimunitnich onemocnéni,
a ackoli se jedna o extrémné ucinné latky, jejich nezadouci ucinky témét prevysSovaly
lécebny piinos. K lokalni 1écbé lupénky se Casto zaroven piedepisoval naptiklad dehet ¢i
ditranol, jejichZ rizikovost neni tfeba rozvadét. Kombinace analogh vitaminu D
s kortikoidy, kdy by analogy podporovaly pozitivni terapeuticky efekt kortikoidl a zaroven
tlumily jejich nezadouci ucinky, se tedy zda byt prilomova. Nicméné tento objev neni
zadnou novinkou a pfedepisovani analogl vitaminu D zejména v 1écbé Ilupénky
predstavuje jiz dlouholetou rutinu. Existuje bezpocet syntetickych piipravkl nahrazujicich
doposud pouzivané latky ve snaze pavodni 1é€bu co nejvice zefektivnit a minimalizovat
nezéadouci ucinky, nicméné hleddni optimalniho lécebného piipravku predstavuje znacné

zdlouhavy a komplikovany proces. V této praci jsou zpracovany dostupné literarni zdroje



tykajici se celkem péti analogi vitaminu D S cilem vzajemného srovnani jak z hlediska

terapeutické ucinnosti, tak z hlediska eliminace nezadoucich ucinkda.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat podrobnou literarni reSer$i, tykajici se

imunomodula¢nich ucinki vitaminu D a jeho analogt.

Prvni ¢ast prace je vénovana soucasnému Stavu teoretickych i praktickych znalosti
imunomodulaénich u¢inkt vitaminu D, a to zejména z hlediska specifické imunitni reakce.
Dale je v praci zrekapitulovana slécebnym uzitim vitaminu D velmi casto spojena

problematika hyperkalcémie.

Druha c¢ast literarni reSerSe se zamétuje na celkem pét vybranych analogt vitaminu D,
vyuzivanych v praxi k 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni. Cilem této ¢asti je zmapovani
dosavadnich znalosti o 1écebné ucinnosti, ale také 0 nezadoucich ucincich, doprovazejicich
vyuziti analogii vitaminu D V klinické praxi. V neposledni fad¢ jsou analogy vitaminu D

porovnéavany v ramci realizovanych klinickych studii.

Zavéry srovnani budou predany zadavajici farmaceutické Spolecnosti Teva Czech
Industrie. Zpracovana literarni reSerSe tak poskytne zakladni teoreticky piehled, ktery
muze pomoci pii dal§im sméfovani V oblasti vyroby analogli vitaminu D, poptipadé
Vv obohaceni portfolia 1écebnych ptipravkti slouzicich pro 1éc¢bu autoimunitnich

onemocnéni.



3 OBECNA CHARAKTERISTIKA VITAMINU D

3.1 Formy a zdroje vitaminu D

Vitamin D patii mezi vitaminy rozpustné v tucich a z chemického hlediska se jedna
0 sekosteroidni latku. V organismu pusobi jako regulator fady biologickych funkci.
V piirodé¢ se vyskytuje ve 2 hlavnich formach — jako ergokalciferol (vitamin Dy)
a cholekalciferol (vitamin D3), ptfiCemz D, se od formy D3 chemicky odliSuje pouze
ptitomnosti dvojné vazby mezi C22 a C23 a umisténim methylové skupiny na C24, jak lze
vidét v Tab. 1 a v Tab. 2 (Jovici¢ et al., 2012). Dalsi rozdily spoc¢ivaji ve schopnosti vazby
na transportni vitamin D vazebny protein (DBP, vitamin D-binding protein)
a v metabolismu, ktery vyplyva z rozdilného chemického slozeni postrannich fetézcti obou
forem. Z téchto dvou pfi¢in nevykazuje suplemetace vitaminem D, stejnou schopnost
udrzeni sérové hladiny 25(OH)D; (25-hydroxycholekalciferol, 25-hydroxyvitamin Dg,
kalcidiol) v krvi jako stejna davka Ds, pficemz D, navic rychlost degradace D3 zvysuje
(Armas et al., 2004). Tkanové rozdily v biologické aktivit¢ D, i Ds jsou naopak
zanedbatelné (Bikle, 2009).

Jind experimentalni studie v8ak zadné negativni ovlivnéni sérové hladiny 25(OH)Ds3 pii
soucasném podavani D, a D3 nezaznamenala, stejn¢ jako nepotvrdila negativni ovlivnéni
katabolismu D3 a mnozstvi 25(OH)Dj3 pii denni davce D, alesponn 1000 1U (mezinarodni
jednotka slouZici k vyjadfeni mnozstvi vitaminl rozpustnych v tucich, 11U odpovida
0,025 pg vitaminu D). V tomto piipadé tedy byla v udrzeni sérové hladiny 25(OH)D3 nad
prumérnou hodnotou 20 ng/ml stejné G¢innd jak forma D,, tak forma D3 v davce
minimalné¢ 1000 TU (Holick et al., 2008). Otazka jejich rozdilné ucinnosti a potence tak

stale zistava zcela neobjasnéna.

Hlavnim zdrojem vitaminu D pro ¢lovéka je fotochemicka reakce odehravajici se
v epidermis, kde dochazi k syntéze pre-vitaminu D3 (pre-D3) pisobenim fotont
ultrafialové casti spektra B (UVB, ultraviolet B) slune¢niho zafeni. V mensi mife mohou
byt vitaminy D, i D3 ziskavany z n¢kolika druhti potravin, ve kterych se ptirozené
vyskytuji. Bohaty zdroj vitaminu D, pfedstavuje zejména olej z tresCich jater a dale ryby

s vysokym obsahem tuku, jako jsou sardinky, losos ¢i makrely, méné pak mléko nebo



Zloutky. Vitamin D, se naopak pouze stopové vyskytuje v obilninach (Holick, 2004)
a pomerancové Stavé (Tangpricha etal., 2003). Vzhledem Kk obrovské Kkapacité
a schopnosti kiize vyrabét vitamin D je vSak pfiméfené vystavovani se slune¢nimu zafeni
V nasi zemépisné Sifce béhem jara, 1éta a podzimu ve vétsing piipadt dostacujici K pokryti
pozadavkll na optimalni hladinu vitaminu D bez nutnosti uzivat dopliiky stravy. V prub¢hu
zimnich mésicu je produkce vitaminu D jiz od 35° severni Sitky naopak zcela minimalni
nebo zadna (Holick et al., 2007). Pouha expozice kiize rukou a obliceje UVB paprskiim
letniho slunce po dobu 10 min zajiStuje v nasi zemepisné oblasti dostatecnou denni davku
vitaminu D, tedy pftiblizn¢ 15 pg (Lennarz et al., 2004). Po zbytek roku se pak, jakozto
vitamin rozpustny v tucich, uklada zejména v tukové tkani, ale také v jatrech a svalech,

odkud dochazi v ptipad¢ potieby k jeno mobilizaci a naslednému vyuziti (Holick, 2004).

Tab. 1. Formy vitaminu D,.

Vitamin D,

Nazev Ergosterol Ergokalciferol
Zdroj syntéza steroidd potrava
Funkce pre-vitamin D, pre-vitamin D,
H3C CHj
CHj \\
Strukturni CHs CHs
CHs HyC

vzorec

HO




Tab. 2. Formy vitaminu Ds.

Vitamin D3

_ Kalcidiol Kalcitriol
Nazev 7-Dehydrocholesterol Cholekalciferol
25(0H)Ds3 1,25(0OH),D3
expozice kize
Zdroj syntéza cholesterolu UVB zéfeni, metabolismus metabolismus
potrava
. ‘ plasmatickd forma  biologicky aktivni
Funkce pre-vitamin D3 pre-vitamin D3
D3 forma D3
HsC HsC
Strukturni | O | CH,
vzorec | e, ‘
crts HO OH

3.2 Metabolismus vitaminu D

3.2.1 Syntéza cholekalciferolu

Proces biosyntézy vitaminu D u ¢lovéka zavisi na expozici UVB slozce slune¢niho zafeni,
kdy dochazi k absorpci fotont 7-dehydrocholesterolem a 8-dehydrocholesterolem v kuzi
(Rojas-Rivera et al., 2010). Tyto dvé modifikace cholesterolu, vzniklé¢ béhem jeho syntézy
de novo (Bouillon et al., 2008), se vyskytuji v plasmatickych membranach epidermalnich
bun€k (Holick et al., 2007) v koncentraci, pro kterou je kriticka pfitomnost enzymu
7DHC-A7-reductasy (Bouillon et al., 2008).

Vlivem absorpce foton o vinové délce 290 — 315 nm (Holick et al., 2007) dochazi
k rozpojeni B kruhu 7-dehydrocholesterolu mezi C9 a C10 (Bikle, 2009). Toto by za
normalnich okolnosti vedlo ke vzniku 2 konformaci pre-Ds, a to nejprve 5,6-cis,cis (cZc),

ktery z divodu své vysoké nestability zplsobené sterickou interferenci vyvolanou



methylovou skupinou na C19 nasledné rotuje na konformaci 5,6-trans,cis (tZc). Vzhledem
K tomu, Ze vitamin D3 muze vzniknout pouze z konformace cZc, doslo k vyieSeni tohoto
problému vmezetenim 7-dehydrocholesterolu pfimo mezi polarni a nepolarni skupiny do
fosfolipidové dvojvrstvy plasmatické membrany, coz zabranuje rotaci cZc formy na tZc
a zarovenn umoziiuje mnohem rychlejsi a efektivnéj§i preménu pre-D; na vitamin Ds.
Nestabilni, termocitliva cZc konformace pre-D; tak okamzité¢ po svém vzniku tepelné

izomeruje na cholekalciferol (Holick, 2004).

Pfeména 7-dehydrocholesterolu na pre-Ds; neni katalyzovana enzymy. Rozhodujici roli
hraje pouze intenzita UVB a stupeii pigmentace kuze, kdy pfitomnost velkého mnozstvi
melaninu produkci pre-D3 svou schopnosti absorbovat UVB snizuje. Intenzita UVB zavisi
na faktorech zahrnujicich ro¢ni obdobi, zemépisnou $ifku, povrch téla zahaleny oblecenim
¢i pokryty opalovacim krémem (Bikle, 2009) a nadmotskou vysku. Zaznamenan byl také
vliv starnuti (Holick et al., 2007).

Téméf stejnym zpisobem dochazi k produkci vitaminu D, (ergokalciferolu) také
Vv rostlinach, kvasinkach a houbach, ackoli D, zde na rozdil od D3 vznika z ergosterolu
(Holick et al., 2007).

3.2.2 Transport cholekalciferolu do jater

Po transformaci pre-D3 na cholekalciferol je k dalsim metabolickym procesim nezbytny
transport produktu z plasmatické membrany do extracelularniho prostfedi, coz mohlo
vV minulosti vést ke zvySeni permeability membrany pro Ca?* a tim k posileni transportu
téchto iontti do bunky a predstavovat tak pricinu evoluéni zmény v propustnosti membran

v souvislosti s vlivem sluneéniho zafeni na metabolismus vapniku (Holick et al., 2007).

Cholekalciferol se v extracelularnim prostiedi vaze na transportni plasmatické proteiny,
ato zejména na DBP, ktery umoznuje pienos cholekalciferolu do kozniho kapilarniho
feCisté, poptipad¢ transport ergokalciferolu z gastrointestinalniho traktu do krve, odkud
dochazi k jeho proudéni do jater (Holick et al., 2007). DBP je strukturné ievoluéné
podobny albuminu a kromé vysoké afinity pro 25(OH)D3 navic umoznuje depolymerizaci

a vazbu aktinu (Bouillon et al., 2008).
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3.2.3 Vznik 1,25-dihydroxycholekalciferolu

Vznik metabolicky aktivni formy vitaminu D umoziuje dvoji hydroxylace
cholekalciferolu, konkrétn¢ v pozicich 25 a la. Enzymy, umoznujici tuto systémovou
pfeménu prekurzorG na aktivni metabolit vitaminu D, jsou lokalizovany v orgéanech
zachycenych na Obr. 1. K primarni hydroxylaci, vedouci ke tvorbé 25(OH)D3, dochazi
prostiednictvim jaterniho enzymu 25-hydroxylasy, nalezici mezi monooxygenasy
cytochromu P450. Jedna se konkrétné¢ 0 mikrosomalni isoformy CYP2D2, CYP2D25,
CYP3A4 a CYP2R1 a mitochondrialni CYP27A1 (Bouillon et al., 2008). Ackoli je nejvice
pozornosti vénovano isoform¢ CYP27Al (Bikle, 2009), pravdépodobnéjsim, pro
v metabolismu cholesterolu a zZlu¢ovych kyselin a jeho 25-hydroxylasova aktivita je pouze
slaba (Cheng et al., 2004). Deficience CYP27ALl navic nevykazuje Zadny vliv na hladinu
25(0OH)D3; (Jovici¢ et al., 2012). Naopak jediny CYP2R1 ma schopnost katalyzovat tuto
hydroxylaci na 25(OH)D;3; invivo (Zhu et DelLuca, 2012). Pro vSechny tyto enzymy
cytochromu P450 je typicka rtizna substratova specifita pro vitamin D, a D3 (Bikle, 2009).

UV zareni
l l jaterni ledvinova
25-hydroxylasa la-hydroxylasa

\

M;
\/@ I
previtamin D3 — f 1,25(0OH)2D3

vitamin D2 z potravy

Obr. 1. Lokalizace enzymi pro pireménu prekurzori vitaminu D na aktivni formu.
Za ptitomnosti UV zafeni vznika v kuzi z cholesterolovych prekurzori pre-vitamin Dg,
ktery je nasledné krvi transportovan do jater, stejné jako vitamin D, pfijaty z potravy.

V jatrech dochazi v procesu primarni hydroxylace, katalyzované zde pfitomnym enzymem
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25-hydroxylasou, ke vzniku 25(OH)Ds, ktery se pak opé&tovné uvoliuje do Krve.
Sekundérni hydroxylace v pozici la probihd v ledvinach, kde la-hydroxylasa preménuje
25(0OH)D3; na aktivni metabolit vitaminu D 1,25(OH),;D3, zprostfedkovavajici ucinek
tohoto vitaminu na urovni bun¢k. Zkratky: 1,25(OH),D3;— kalcitriol; 25(OH)D3 — kalcidiol.

25(0OH)D3 obsazeny v krevni plasmé predstavuje vyznamny a velmi spolehlivy ukazatel
mnozstvi vitaminu D Vv lidském organismu, nebot se jeho hladina zvySuje umérné
s hladinou metabolicky aktivni formy, a vyuzivd se tak k diagnostickému stanoveni
zasobeni organismu vitaminem D. Vznik 25(OH)D; z cholekalciferolu je proces pomaly,

trvajici 5 — 7 dni, a jeho poloc¢as rozpadu ¢ini pfiblizné 15 dni (Rojas-Rivera et al., 2010).

Pted sekundarni hydroxylaci opousti 25(OH)Ds jatra spolu s krvi, ve které je opét navazan
na DBP (Rojas-Rivera et al., 2010). Hydroxylaci v poloze 1a katalyzuje mitochondrialni
enzym la-hydroxylasa (CYP27B1), vyskytujici se zejména v bunikach proximalniho
tubulu ledvin. Zde totiz CYP27B1 zajistuje endokrinni (systémovou) produkci tohoto
hormonu. Vedle toho se pak CYP27Bl nachazi vcelé fadé¢ dalsich zdravych
I patologickych bunék, a to v monocytech, bunkach kostni tkang, placenté (Bouillon et al.,
2008), makrofazich, keratinocytech, bunikach epitelu plic a tlustého stieva (Jovici¢ et al.,
2012), B-buiikach Langerhansovych ostrivku slinivky bifisni (Bland et al., 2004), bunkach
mlécné zlazy (Welsh, 2007), brzliku, vlasovych folikulti, mozkové kury, mozecku,
lymfatickych uzlin ¢i v bunikach nadledvin (Zehnder et al., 2001). Pasobeni tohoto enzymu
zde tak mize byt jak parakrinni, tak apokrinni (Bouillon et al., 2008). Vyskyt CYP27B1
byl rovnéz zaznamenan v pfistitnych téliscich, kde plni jednoznaéné funkci intrakrinni
a parakrinni (Segersten et al., 2002). Mutace enzymu CY27B1 neumoznuje hydroxylaci
25(0H)D3, coz zejména u déti zplsobuje vznik vitamin D rezistentni kfivice (rachitis)

I. typu (Lennarz et al., 2004).

Ve vysledku vznikda kone¢na, metabolicky aktivni forma vitaminu D — 1,25(0OH),Ds
(1,25-dihydroxyvitamin D3, 1,25-dihydroxycholekalciferol, calcitriol), jehoz polocas
rozpadu se pohybuje mezi 4 — 7 hodinami (Rojas-Riveraet al., 2010). Cely chemicky
proces premény 7-dehydrocholesterolu na 1,25(OH),D3 zachycuje sled reakci na Obr. 2.

12



7-Dehydrocholesterol Previtamin D3

H5;C
CH; CHy
OH
CHj
B
‘ CH,
HO OH
Calcitriol Vitamin.DS
(1,25-Dihydroxycholecalciferol) (Cholecalciferol)

Obr. 2. Pfeména 7-dehydrocholesterolu na 1,25(OH),D; v lidském téle. Pusobenim
fotond UV zafeni dochazi k rozpojeni B kruhu v kizi pfitomného 7-dehydrocholesterolu
mezi C9 a C10 za mistniho vzniku pre-vitaminu D3. Ten okamZité spontanné izomeruje na
cholekalciferol. Cholekalciferol nasledné¢ podléha dvoji hydroxylaci, a to nejprve
ptipojenim OH-skupiny v poloze 25 a nasledné v poloze la. Vysledkem této chemické
reakce, odehravajici se v odliSnych organech, je aktivni forma vitaminu D, tedy

1,25(0H),D3 neboli kalcitriol.

3.2.4 Regulace metabolismu vitaminu D

Regulace procest vedoucich k pfeméné pre-D3 na aktivni metabolit 1,25(OH),D3 zahrnuje
nekolik mechanismt, a to vznik inaktivnich produktd pii nadmérné expozici slune¢nimu
zateni, reakci na krevni hladinu parathormonu (PTH), pfitomnost fibroblastového
ristového faktoru 23 (FGF-23, fibroblast growth factor 23), koncentraci Ca** a fosforu
a také na mnozstvi jiz vytvoreného 1,25(OH),D3 (Lennarz et al., 2004).
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Dlouhodobd expozice slunecnimu zafeni nevede k toxickému zvySeni hladin
cholekalciferolu pfi maximalni nasycenosti tkané. V tomto piipadé dochazi k fotokonverzi
pre-Ds na biologicky inaktivni nekalcemické produkty lumisterol a tachysterol. Tento
proces je reverzibilni, a tak pfi poklesu hladiny pre-Ds Vv kiizi nastava zpétna preména
lumisterolu a tachysterolu na pre-Ds a jeho nasledna izomerace na cholekalciferol. Stejné
tak jiz vytvoreny 1,25(OH),D3; vykazuje schopnost piemény pii nadmérné expozici
sluneCnimu zafeni na inertni nekalcemické latky suprasterol 1, suprasterol Il

a 5,6-transvitamin D3 (Bikle, 2009).

Dalsi, velmi dulezity stupenn regulace tvorby 1,25(OH);D; se tyka aktivity enzymu
CYP27B1, ktery zajistuje sekundarni hydroxylaci 25(OH)Ds Vv poloze 1a, odehravajici se
Vv proximalnim tubulu ledvin. CYP27B1 hraje kli¢ovou roli v udrzovani homeostazy ca?t
v lidském organismu, za kterou odpovida zejména PTH syntetizovany piistitnymi télisky
prostiednictvim své vazby na receptory pro Ca®*, a to spolu s pisobenim hormonu
kalcitoninu a pravé 1,25(0OH),D3 (Jovici¢ et al., 2012). PTH se uvoliuje pii hypokalcémii
a aktivaci receptor osteoblastli zvySuje odbouravani Ca?* z kosti. V ledvinach zéaroveti
prostiednictvim své vazby na receptory nefrontt PTH podporuje reabsorpci Ca** (Lennarz
et al., 2004) a exkreci fosfatu. Snizena hladina fosfatu v krevni plasmé totiz inhibuje
vylu€ovani Ca?* ve form& kostniho minerdlu. V pfipad€¢ hyperkalcémie pak nastava
aktivace hormonu kalcitoninu, produkovaného C-buiikami 3titné Zlazy, ktery hladinu Ca?*
potlaenim ¢innosti osteoblastd naopak snizuje. V bunikach proximalniho tubulu (Bikle,
2009) predstavuje pravé PTH hlavni aktivator exprese CYP27B1 v reakci na nizkou
hladinu cirkulujiciho Ca?*, coz vede ke zvySeni plasmatické hladiny 1,25(OH),D3
preménou z 25(OH)D3. Stejny enzym rovnéz ovliviiuje kalcitonin, inhibujici hydroxylaci
25(0OH)D3 a udrzujici tak nizsi hladinu 1,25(OH),D3 v krvi (Lennarz et al., 2004).
1,25(0H),D3 nasledné¢ svou vazbou na receptory pro vitamin D (VDR, vitamin D receptor)
zpiisobuje vyrovnani hladiny Ca** vkrvi (Jones et al., 2012), a to prostiednictvim
ovlivnéni tii procest. Jednd se o stimulaci aktivniho vychytavani Ca®* stfevnimi
epitelarnimi buiikami, kde je Ca®* prenasen skrz apikalni kalciové kanaly typu TRPV
(transient receptor potential vanilloid), a to konkrétné zde exprimované subtypy TRPV6
a méné také TRPV5. Nasleduje bunécny transport téchto iontd ve vazbé na calbindin, tedy
cytoplasmaticky Ca’* vazebny protein (CaBP, calcium-binding protein). Kone¢né aktivni
od&erpani Ca”* z bunék do krve, odehravajici se v basolateralni &asti cytoplasmatické

membrany, umoziuji enzymy vapnikova adenosin trifosfatasa (ATPasa, adenosin
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triphosphatase) a sodnodraselna pumpa (Bouillon et al., 2003). Ackoli je vysledkem
signalizace PTH vzestup sérového Ca®" a pokles sérového fosfatu, v konedném disledku
vede pusobeni 1,25(0OH),D3 k narustu obou téchto parametri, ¢ehoZ je dosazeno fadou
zpétnovazebnych okruht. Nakonec se tedy jak PTH, indukujici syntézu 1,25(OH),D3
v proximéalnim tubulu, tak 1,25(0H),D3 podileji na zvy$ovani plasmatickych hladin Ca®".
1,25(0OH),D3 vsak nasledné sekreci PTH potlacuje (Silver et al., 1986). Kromé tohoto
mechanismu hladinu 1,25(0H),Ds rovn&Z reguluje samotna koncentrace Ca** a fosfatu
jakozto signalnich molekul, a to jinymi, odliSnymi mechanismy zavislymi i nezavislymi na

PTH (Jovici¢ et al., 2012).

Regula¢ni latku ptitomnou v kostech i proximalnim tubulu pfedstavuje FGF-23. Pusobeni
tohoto hormonu nejenze zptisobuje inhibici exprese PTH v piistitnych téliscich, ale spolu
s membranovym peptidem klotho dale ovliviiuje fosfaturii, tedy vylucovani fosfatu moci,
a jedna se navic o vyznamny inhibitor aktivity enzymu CYP27BI1. Jak lze vidét na Obr. 3,
nadprodukce FGF-23 tedy vede k rapidnimu sniZeni hladiny 1,25(OH),D3 Vv krevni plasmé&
(Jones et al., 2012). Na stimulaci ¢i inhibici exprese CYP27B1 se dale rovnéz podili
samotna hladina jiz vytvotfen¢ho 1,25(OH),D3, a to prosttednictvim vazby VDR na vitamin
D responzivni element (VDRE), pfi¢emz rostouci koncentrace 1,25(OH),D3; expresi
CYP27B1 snizuje (Bikle, 2009).
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Obr. 3. Funkce 1,25(0OH),D3 v buiikach pristitnych télisek. 1,25(0OH),D3 prostupuje do
buniky volnou difuzi pfes cytoplasmatickou membrinu a nésledné se v cytoplasmé,
popfipadé¢ v bunééném jadfe, vaze na VDR. Bunky pfistitnych télisek navic ve své
cytoplasmatické membrané obsahuji megalin, receptor stimulujici v pfitomnosti Ca**
vychytavani steroidnich hormonti buiikami. Megalin vaze komplex 1,25(OH),D; a DBP
a zn¢j pak do bunky uvoliuje 1,25(0OH);Ds;, ktery se nasledn¢ navazuje na VDR.
Aktivovany VDR dimerizuje s RXR a Vv jadie se ve formé heterodimeru vaze bud na
VDRE promotoru 1,25(0OH);D3 regulovaného genu, nebo na konzervativni sekvenci
E-boxu navazany VDIR. Vazba na VDRE vyvolavé inhibici bunécné proliferace indukci
exprese proteinli bunécného cyklu p21 a p27 a souCasné zvysuje citlivost parathyroidni

buiiky na hladiny Ca?* a FGF-23, a to stimulaci exprese membranovych proteinti CaSR
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a klotho. Vedle toho stoupa i mnozstvi exprimovanych VDR v bunce. Interakce mezi
VDR-RXR a VDIR pak rekrutuje represory transkripce genu pro pre-pro-PTH, a to HDAC
a DNMT, coz vede Kkinhibici syntézy PTH. Proces na VDR nezavisly navic brzdi
proliferaci parathyroidnich bun¢k potlacenim exprese receptoru EGFR pro TGF-a.
Zkratky: 1,25(0OH),D3; — kalcitriol; CaSR — kalciovy receptor; DBP — vitamin D vazebny
protein; DNMT — DNA-methyltransferasa; E-box — enhancer box; EGFR — receptor pro
epidermalni rtstovy faktor; FGF-23 — fibroblastovy rustovy faktor 23; HDAC — histonova
deacetylasa; PTH — parathormon; RXR — retinoidni X receptor; TGF-a — transformujici
rastovy faktor a; VDIR — VDR interacting repressor; VDR — receptor pro vitamin D;

VDRE - vitamin D responzivni element.

Dilezitou regula¢ni funkci hraje rovné€z mitochondrialni enzym 24-hydroxylasa, jejiz
produkci indukuje samotny 1,25(OH),D3; navysenim transkripce ptislusného genu (Jovici¢
et al., 2012). 24-hydroxylasa zprostiedkovava hydroxylaci v pozici 24 vedouci ke vzniku
degradovanych produktt vitaminu D. Jedna se konkrétné o konverzi 25(OH)D; na
24,25(0OH),D; a 1,25(0OH),D; na 1,24,25(0H)3D3;. 24-hydroxylasa se sklada
ze tii podjednotek, a to z ferredoxinu, ferredoxin reduktasy a CYP24A1l, ktery zodpovida
zakatalyzu hydroxylace. Indukce CYP24Al, =zapfi¢inéna zvySenym mnozstvim
1,25(0OH);D3 nebo 25(OH)D3, pravdépodobné zabranuje nadmérné aktivaci VDR
v cilovych bunikach. CYP24A1 se vyskytuje jak Vv ledvinach, kde reguluje mnozstvi
25(0OH)D3; hydroxylovaného na 1,25(OH);D; a zaroven mnozstvi 1,25(0OH),D3
transportovaného do konkrétni tkang, tak v cilovych bunkach. Zde pak ovliviiuje vazbu
aktivniho metabolitu vitaminu D na VDR. Vysledny efekt CYP24A1 v ledvinach proto
musi byt Vrovnovaze s c¢innosti CYP27BI1, katalyzujiciho preménu 25(OH)Ds; na
1,25(0OH),D3. Mira indukované exprese CYP24A1 prostiednictvim 1,25(OH),D3 Se snizuje
v pritomnosti PTH, ktery zapfic¢inuje destabilizaci nebo zvysené odbouravani tohoto
enzymu, a to prostiednictvim signalni drahy cyklického adenosin monofosfatu / protein
kinasy A (cCAMP / PKA, cyclic adenosine monophosphate / protein kinase A) signalni
drahy v ledvinach. Opac¢ny efekt tato draha zpusobuje v osteoblastech, kde je naopak mira
exprese CYP24A1 zvySena (Jones et al., 2012).

Obecné se regulace mnozstvi 1,25(OH);D3 Vv jednotlivych tkanich s vyjimkou ledvin lisi.

V bunikach makrofagti hladinu tohoto substratu fidi pravdépodobné jeho dostupnost,
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pficemz zde regulace CYP27B1 nezavisi na PTH ani FGF-23 z divodu absence
dostate¢ného poctu receptorti pro tyto dvé latky. Vedle toho v makrofazich dochazi
k alternativnimu sestiihu pre-mRNA CYP27B1, coz vede ke vzniku cytoplasmatické
intaktni formy CYP27B1, snizujici mnozstvi vzniklych 24-hydroxylatt 25(OH)Ds
a 1,25(0OH),D3 omezenim kontaktu mezi 1,25(0OH),D3; a CYP24Al. Indukce CYP27B1
dale nastava aktivaci makrofagi a keratinocyt prostrednictvim toll-like receptors (TLR)
(Bikle, 2009). Celkovy ptehled regulace a metabolismu vitaminu D v lidském organismu

znazoriiuje Obr. 4.

Po zahrnuti hormont ovlivitujicich vySe zminéné latky fidici hladiny 1,25(OH),;D3 v krevni
plasmé fadime mezi pozitivni regulatory Ca®*, PTH, Kkalcitonin, somatotropin a insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), a mezi negativni regulatory potom fosfor, FGF-23 a 1,25(0OH),D3
(Bouillon et al., 2008).
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Obr. 4. Regulace metabolismu vitaminu D. Na regulaci metabolismu vitaminu D se
podili zejména Ca?*, fosfor, PTH, FGF-23 a mnozstvi jiz vytvofeného 1,25(OH),Ds.
Pristitnymi télisky produkovany PTH zvySuje odbouravani kostniho Ca?* prostiednictvim
stimulace zrani osteoblast, podporuje vstiebavani Ca®* v tenkém stievé a stimuluje
reabsorpci Ca®* ledvinovymi tubuly a zaroveii exkreci fosfatu, coZz vede Kk nardstu
plasmatické hladiny Ca**. PTH dale stimuluje aktivitu ledvinové 1a-hydroxylasy a zvysuje
tak produkci 1,25(OH),Ds. Tento aktivni metabolit vitaminu D plisobi zpétnovazebné, kdy
se zvySujici se hladinou 1,25(OH);D3 potlacuje aktivitu la-hydroxylasy. Zaroven pak
vazbou na VDR stimuluje produkci PTH a podili se tedy na procesech vedoucich k naristu
plasmatické hladiny Ca?*. 1,25(0H),Ds rovn&Z indukuje expresi enzymu 24-hydroxylasy,
katalyzujiciho pfeménu 1,25(OH);D3; na inaktivni katabolické metabolity, které jsou
nasledovné odstranovany zlu¢i. FGF-23 snizuje mnozstvi 1,25(0OH);D3 a potlacuje aktivitu
lo-hydroxylasy. Zkratky: 1,25(0OH),D3 — kalcitriol; FGF-23 — fibroblastovy rustovy faktor
23; PTH — parathormon; VDR — receptor pro vitamin D.
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3.3 Mechanismus acinku vitaminu D

Vitamin D je Kcilovym buiikdm pfenasen enterohepatalnim ob&hem. Zatimco DBP
s vysokou afinitou vaze zejména prekurzory i degradované formy 1,25(OH),Ds, jeho
schopnost vazat biologicky aktivni formu vitaminu D je pomérné slaba. Metabolity
vitaminu D transportuji ¢aste¢né také lipoproteiny ¢i jiné albuminy nez DBP, nicméné
samotny 1,25(OH),;D3; se Vv krevnim séru vyskytuje Vv hojné mife voln€. Pro srovnani,
1,25(0OH),D3 ma piiblizné 100x vyssi afinitu k VDR nez 25(OH)D3, nicméné koncentrace
25(0OH)D3 Vv krevni plasmé dosahuje az 1000x vyssich hodnot (Rojas-Rivera et al., 2010).

Pred interakci s cilovou buiikkou se 1,25(OH);D3; z ptipadné vazby na DBP uvolni.
Vzhledem ke dvoji bunécné lokalizaci VDR, a to cytoplasmatické a membranoveé,
nasleduji dvé moznosti vazby na tento receptor a soucasné tak dva typy jeho
intracelularniho U¢inku — genomicky a negenomicky. Nejvétsi ¢ast 1,25(OH),Ds diky
svému lipofilnimu charakteru vstupuje do bun€k volnou difuzi pies fosfolipidovou
dvojvrstvu cytoplasmatické membrany a v cytoplasmé se nasledné vaze na intracelularni
VDR, zprostiedkovavajici genomicky ucinek tohoto agonisty. Intracelularni VDR se
rovnéz naléza v karyoplasmé bunécného jadra. Vyrazn€¢ mensi mnozstvi 1,25(0OH),D3 se
naopak vaze na VDR integrovany do cytoplasmatické membrany, ackoli je tento zptsob
daleko rychlejsi a k aktivaci negenomické signalni drahy tak dochazi doslova okamzité.
Cytoplasmaticky VDR totiz z divodu modulace exprese cilovych gent zprostfedkovava
vyslednou bunécnou odpovéd daleko pomaleji, a to vétSinou v ramci nékolika hodin

(Haussler et al., 2011).

3.3.1 Vyskyt a struktura VDR

VDR se tadi do superrodiny steroidnich / thyroidnich hormonalnich receptort a diky jeho
velikosti Citajici 427 aminokyselin patii mezi nejmensi z receptori této superrodiny. Jedna
se o transkripéni faktor aktivovany ligandem (Lennarz et al., 2004). Na zaklad¢
molekularnich analyz U ng byla potvrzena pfisluSnost ke tfidé receptorti lokalizovanych
v bunééném jadie (Bouillon et al., 2008), nicméné v piipadé absence ligandu se vétsina
VDR vyskytuje v cytoplasmé. Tyto receptory jsou v mens$i ¢i veét$i mife exprimovany

prakticky v bunkéch vSech tkani véetné bunék nadorovych, z ¢ehoz vyplyva Siroka skala
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ucinkll vitaminu D. Vyjimku piedstavuji pouze nékteré vysoce diferencované bunky
mozku, a to Purkynovy buiiky v mozecku a CH4 cholinergni neurony Meynertova jadra
(nucleus basilaris), malé oblasti Sedé hmoty mozkové (Eyles et al., 2005). Jako jediny

Z jadernych receptort VDR netvoii zadné subtypy (Lennarz et al., 2004).

Trojrozmérna struktura VDR sice dosud nebyla zcela identifikovana, nicméné na zaklade¢
jinych, sekvencné piibuznych jadernych receptort ji ¢aste¢né popsat lze. Mezi hlavni
komponenty VDR patii ligand-vazebna doména (LBD, ligand-binding domain),
DNA-vazebna doména (DBD, DNA-binding domain), nachazejici se v blizkosti N-konce,
a transaktivaéni doména (TAD, trans-activating domain) (Rachez et Freedman, 2000).
DBD specificky rozpoznava a s vysokou afinitou vaze promotorovou oblast VDRE, blizce
sousedici s 1,25(0OH);D3 regulovanym genem, kde pozdé&ji dochazi k iniciaci transkripce
daného genu a Kk jeji regulaci (Takeyama et al., 1999). LBD, skladajici se ze 12 — 14
helixd, pak umoziuje navazani ligandu na ligand-vazebnou kapsu (LBP, ligand-binding
pocket) (Brzozowski et al., 1997). Pro vazbu koregulaénich molekul (transkripénich
faktort) jsou u vétSiny jadernych receptorti pfitomny na LBD dvé transaktivacni
(dimerza¢ni) domény oznacované jako activation function (AF), ato konkrétné¢ AF-1 na
N-konci a AF-2 na C-konci (Takeyama etal., 1999). V piipadé VDR, ktery ma oproti
ostatnim receptorim N-koncovou oblast zkracenou, v§ak AF-1, tedy na hormonu nezavisla
(konstitutivni) doména, chybi. Proto zde interakce s koregulatory probiha pouze v ramci
AF-2. Hlavni stavebni prvky AF-2 domény piedstavuji amfipatické a-helixy (Lennarz
etal., 2004). Mimo to je LBD dilezitym komponentem pro heterodimerizaci s jednim
ze tii typu retinoidnich X receptort (RXR) — RXR-a, RXR-f nebo RXR-y — a naslednou

transkripci daného genu (Rachez et Freedman, 2000).

3.3.2 Genomicky mechanismus u¢inku VDR

Velmi komplikovany proces spusténi genové exprese schématicky popisuje Obr. 5. Po
vazbé agonisty na VDR dochazi Kk pfipojeni receptoru RXR za vzniku heterodimeru
VDR-RXR. Agonistou RXR je kyselina all-trans-retinova, nicméné v piipadé tvorby
dimeru sjinym receptorem musi byt RXR volny. Komplex VDR-RXR nasledné
translokuje do jaderné oblasti, kde se vaze na VDRE lokalizovany v promotorové oblasti

cilového genu ovliviiovaného 1,25(OH),D3. Vzhledem k tomu, Zze se RXR, stejn¢ jako
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VDR, nachazi soucasné i Vv jadre, K heterodimerizaci mize dochazet taktéz zde. VDRE ma
motiv opakovanych sekvenci DR-3 (direct repeats-3) oddélenych tfemi dusikatymi bazemi
(Nagpal et al., 2005). Vazba VDR-RXR na VDRE musi zachovavat danou funkéni
polaritu, kdy VDR zaujima polovinu vazebného mista Citajici N-konec, zatimco RXR se
vaze na polovinu zakon¢enou C-koncem. Na VDRE se vsak rovnéz nespecificky vazi dalsi
dva jaderné receptory, a to pregnanovy X receptor (PXR) a konstitutivni androstanovy
receptor (CAR, constitutive androstane receptor) v podobé heterodimeni PXR-RXR
a CAR-RXR. Tyto receptory spojuje s VDR schopnost vazat metabolity zlu¢ovych kyselin
a aktivovat enzymy cytochromu P450 zodpovédné za detoxifikaci xenobiotik. Na druhou
stranu vSak vazba PXR a CAR do VDRE ovliviiuje ¢innost enzymu zprostfedkovavajicich
u¢inky vitaminu D (Lennarz et al., 2004). Po interakci VDR-RXR s VDRE nastava
rekrutace nékolika specifickych koregulaénich proteinti (koregulatori), a to koaktivatora
¢i korepresorti, rozhodujicich 0 aktivaci ¢i represi konkrétniho cilového genu. O vysledné

expresi pak rozhoduje celkova bilance téchto proteinti (Rojas-Rivera et al., 2010).

Proces aktivace genové exprese vyzaduje pritomnost koaktivatort, tedy proteind
zesilyjicich aktivitu transkripénich faktord (Rachez et Freedman, 2000), které
prestavbu chromatinu (Rachez et al., 2000). Koaktivatory VDR nalezi do proteinové
rodiny p160. Konkrétné se jedna o dvé tfidy proteint, a to 0 koaktivatory steroidnich
receptort (SRC, steroid receptor coactivator), citajici koaktivatory SRC-1, SRC-2
a SRC-3, a dale s VDR interagujici protein 205 (DRIP 205, vitamin D receptor interacting
protein) (Rachez et Freedman, 2000). Tyto dvé tfidy koaktivatori se vSak na VDR nevazi
soucasné a navic se lisi svou tkanovou lokalizaci, nebot’ aktivita rGznych genu je fizena
ruznymi koaktivatory. Zatimco DRIP pievazuje napiiklad v proliferujicich keratinocytech,
SRC-3 se naléza spiSe v keratinocytech jiz diferencovanych (Oda et al., 2003). V piipadé
vazby ligandu na VDR koaktivatory tfidy SRC interaguji s AF-2 v blizkosti helixu 12
(H12) na LBD (Brzozowski et al., 1997), ¢imz zprosttedkovavaji naslednou rekrutaci
proteinu vazajiciho responzivni element pro cyklicky adenosin monofosfat (CREB, CAMP
response element-binding protein), histonové acetyltransferasy (HAT) a metyltransferasy.
Tento proces vede k destabilizaci chromatinu, coz umoziuje zahéjeni transkripce daného
genu. Acetylace histonti navic pravdépodobné zlepsSuje dostupnost promotoru (Rachez
et Freedman, 2000). Naopak iniciace transkripce prostfednictvim pisobeni DRIP 205

zprostfedkovava rekrutaci RNA polymerasy 1l do mista transkripéniho pocatku

22



a souCasnou vazbu bazalnich transkripcnich faktorti, coz ve vysledku vede k zahdjeni

genové exprese cilového genu (Rachez et al., 2000).

Korepresory naopak bun&énou odezvu blokuji. Ctyfi nejznamé;jsi korepresory, a to nuclear
receptor co-repressor 1 (NCoR-1), NCoR-2, silencing mediator for retinoic acid receptor
and thyroid hormone receptor (SMRT) a hairless (Hr), se vazou na VDR v nepfitomnosti
ligandu a podileji se na deacetylaci histoni Vv oblasti promotoru DNA. To vede
ke stabilizaci chromatinu a soucasné inhibici transkrip¢ni aktivity daného genu. V ptipadé
vazby ligandu a rekrutace koaktivatorti naopak dochazi k potlaceni aktivity korepresora.
Stejné jako je tomu v piipadé koaktivatorl, dostupnost jednotlivych korepresorii v riznych
tkanich se 1isi (Bikle, 2009).

1,25(0H),D; <@ cytoplasmaticka membrina

vazba ligandu
na receptor

jaderna membrana

heterodimerizace

rxe WBR0
RXR - * vazba na DNA
- -

VDRE + transaktivace / transreprese

AVAVA

‘ PTH mRNA

1 p2l

Obr. 5. Genomicky u¢inek vazby 1,25(0OH),D3; na VDR. 1,25(0H),D3 diky své lipofilité
volné prostupuje skrz cytoplasmatickou membranu a nasledné¢ smétuje do jadra. Zde se
vaze na VDR, ktery nasledovné heterodimerizuje s RXR — vazba ligandu na VDR

a heterodimerizace muze probihat také v cytoplasmé bunky, kde se oba receptory rovnéz
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vyskytuji, nacez nasleduje jejich translokace do jadra. Heterodimer VDR-RXR se pak vaze
na VDRE DNA a na zdkladé¢ pomeéru pfitomnych koaktivatori a korepresorti dochdzi
k transaktivaci ¢i transrepresi transkripce konkrétniho genu. V ptipad¢ vazby koaktivatora
NCoA a SRC / DRIP na AF-2 komplexu VDR-RXR s DNA dochazi k zachyceni se
DNA-polymeras na replikaé¢nich pocatcich. Vysledkem transkripce anasledné translace
konkrétnich gent je zejména nardst exprese proteinu p2l, tedy regulac¢niho proteinu
bunééného cyklu podporujiciho proliferaci a diferenciaci bun¢k, a naopak snizeni mnozstvi
MRNA PTH, coZ prispivé k regulaci hladiny plasmatického Ca®*. Zkratky: 1,25(0OH),D3 —
kalcitriol; AF2 — activation function 2; NCoA — nuclear receptor coactivator; PTH —
parathormon; RXR — retinoidni X receptor; SRC / DRIP — steroid receptor coactivator /
vitamin D receptor interacting protein; VDR — receptor pro vitamin D; VDRE — vitamin D

responzivni element.

3.3.3 Negenomicky mechanismus ac¢inku VDR

Membranova forma VDR se nachdzi v cytoplasmatické membrané bunck napojena na
lipidové mikrodomény (rafty) nebo prostupuje membranou v mistech obsahujicich vysokeé
frakce caveolae. Caveolae vytvafi invaginace cytoplasmatické membrany tvoiené proteiny
caveoliny, které jsou navic, stejné jako lipidové mikrodomény, obohaceny cholesterolem
a sfingolipidy. V mistech jejich vyskytu se hromadi velké mnozstvi molekul potiebnych
pro rychly ptenos signdlu z extracelularniho prostfedi do bunky, ¢imZ se caveolae
vyznamné podili na regulaci bunécénych procest. Pritomnost VDR v bezprostiedni
blizkosti téchto struktur je tedy klicova pro zprostfedkovani negenomického uc€inku
1,25(0H),;D3 (Huhtakangas et al., 2004). Caveolae tvoii soucast cytoplasmatické
membrany endoteliarnich buné¢k, adipocytli, fibroblastti, p-bunék Langerhansovych
ostruvkd slinivky bfisni, Sertoliho bunék, osteoblastd, bun¢k hladké a pficné pruhované

svaloviny ¢i stfeva (Haussler et al., 2011).

Vazba 1,25(0OH);D3; na membranovy VDR in cellulo aktivuje celou fadu signalnich
molekul, ¢imz zprostfedkovava sviyj G¢inek bud’ prostfednictvim transportu iontl pies
cytoplasmatickou membranu, nebo fizenim intracelularnich signalnich drah. 1,25(OH),D3
iniciovana aktivace protein kinasy A (PKA), protein kinasy C (PKC) ¢i fosfolipasy C
(PLC, phospholipase C) tak mize vést k navySeni koncentrace intracelularniho Ca®*
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otevienim kanalt pro tyto ionty nebo zménou v produkei cyklického adenosin monofosfatu
(cCAMP, cyclic adenosine monophosphate) a jinych druhych posli. Membranova forma
VDR se dale vyznacuje schopnosti regulovat aktivitu drahy mitogenem aktivované protein
kinasy (MAPK, mitogen activated protein kinase), poptipad¢ Jun kinasy. Mezi vysledky
indukce né¢kolika riznych kaskad bunéénych reakci patii otevieni napétovych kanall pro
Ca? & CI, exocytdéza v ramci osteoblasti a Sertoliho bunék, sekrece insulinu nebo
zvysené vstievavani Ca®" ve stfevé. Navic mohou tyto velmi rychlé negenomické ucinky
1,25(0OH),D3 ovlivnit i u¢inky genomické, ato napiiklad fosforylaci VDR vedouci
k modulaci potence a efficacy (a¢innosti) 1,25(0OH),D3 (Haussler et al., 2011). Ovlivnéni
exprese genu regulovanych 1,25(0OH),D3 prostiednictvim negenomického piisobeni tohoto
ligandu se ¢asto oznacuje jako cross-talk. Otazkou vsak zustava, nakolik jsou negenomické
efekty 1,25(0OH),D3 in vivo vyznamné a fyziologicky shodné s u¢inky v experimentech

in cellulo, nebot’ in vivo byl zatim testovan pouze jejich zlomek (Losel et al., 2003).

3.3.4 Bunécna odpovéd na aktivaci VDR

Po spusténi signalni kaskady VDR Vv konkrétni bufice nastava bunécna odpovéd, kterou
muzeme klasifikovat jako klasicky nebo neklasicky ucinek vitaminu D. Mezi klasické
ucinky fadime ovlivnéni kostni tkané¢, ledvin nebo stiev, zatimco neklasické ucinky jsou
chapany spise v souvislosti s buitkami malignimi, imunitnimi ¢i svalovymi (Bouillon et al.,
2008). Obecné se neklasicky efekt 1,25(OH);D3; tyka hormonalnich funkci a jejich

regulace, imunitniho systému a procesu diferenciace a proliferace (Bikle, 2009).

Podil vitaminu D na mnoha fyziologickych funkcich a na vzniku celé tady poruch ¢i
onemocnéni je davan do souvislosti se znamou skute¢nosti, ze aktivita 1,25(OH),Ds
ovlivituje 0,8 -5 % lidského genomu. Vitamin D tak mimo jiné fidi procesy zahrnujici
bunécny rust, diferenciaci, apoptozu, reparaci DNA, membranovy transport, oxidacni stres

a fadu dalsich (Griffin et al., 2004).
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3.3.5 Hladiny 25(OH)D; v krevni plasmé

Na zaklad¢é dokumentu z listopadu 2010 vydaného Institutem mediciny Narodni akademie
véd USA (IOM) ¢ini primérna optimalni davka vitaminu D ziskana expozici slune¢nimu
zateni pro osoby mladsi 70 let, téhotné a kojici Zeny 600 IU. Tato hodnota po piepoctu,
kdy se 1 IU vitaminu D rovna 0,025 pg, odpovida mnozstvi 15 pg/den. U osob starSich
70 let se doporucuje davka vyssi, a to 800 IU, tedy 20 pg/den. Nejvyssi horni hranice
pfijmu vitaminu D pak pro vétsinu vekovych skupin svyjimkou déti do 8 let Cini

100 pg/den ziskanych ze 4000 1U (Institute of Medicine, 2010).

3.3.6  Deficience 25(0OH)D;

Nedostatek vitaminu D pfedstavuje globalni problém, jehoz primarni pfi¢inou byva
nedostate¢na expozice slune¢nimu zafeni, a to zejména v industridlnich oblastech severni
Evropy a Severni Ameriky. Jeho hladina se navic li$i v zavislosti na sezén¢ (Holick et al.,
2007). Idealni koncentrace cirkulujiciho 25(OH)D3 v krevni plasmé dostacujici pro udrzeni
optimélniho zdravotniho stavu a pro prevenci vzniku rakoviny ¢ini 30 — 50 ng/ml, coZ
odpovida hodnotam 75 — 125 nmol/l. V ptipadé nedostatku vitaminu D se jako idealni
feSeni jevi jeho suplementace, pfi¢emz pii davkovani je potieba brat v ivahu télesnou
hmotnost daného jedince a zavislost piirustku 25(OH)D3 na jeho vychozi hodnoté (Ross
etal., 2011).

Na zéklad€ téchto meznich hodnot sérového vitaminu D se problém nedostatku ¢i
malabsorpce tyka odhadem 1 miliardy lidi na celém svété, a to obou pohlavi u vSech
veékovych skupin. Vedle zndmého onemocnéni kiivice zptisobuji nizké hladiny vitaminu D
Siroké spektrum dalSich poruch, jako je zpomaleni rustu kosti a jejich deformace béhem
délozniho vyvoje iV détském veéku, v dospélosti pak vznik ¢&i zhorSeny prubéh
osteomalacie, osteopenie, osteopordzy nebo myopatie, projevujici se svalovou slabosti
(Holick, 2007). Nedostatek tohoto vitaminu dale doprovazi tadu zanétlivych stavi
a onemocnéni, a to zejména chronické onemocnéni ledvin (CKD, chronic kidney disease),
vznikajici v souvislosti s rozvojem kostnich metabolickych poruch (Rojas-Riveraet al.,
2010). Na druhou stranu optimalni hladina vitaminu D hraje vyznamnou roli v prevenci
I 1écbé rakoviny tlustého stfeva, autoimunitnich a kardiovaskularnich chorob ¢i riznych

infekénich onemocnéni (Holick, 2007).
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3.3.7 Toxicita 25(OH)D;

Vzhledem Kk tomu, ze vitamin D vykazuje potencionalni toxicitu, popiipadé nebezpeci
zvySené sensitivity jedince na zvySenou sérovou hladinu 25(OH)Ds, je podle 10M
oznacovan jako rizikovy pfijem vyssi nez 100 ug, tedy 4000 1U za den. Nicméné vSechny
publikované pftipady, ve kterych doslo k toxickym G¢inkim zahrnujicim projevy
hyperkalcémie, se tykaly pfijmu vitaminu D v davce vys$si nebo rovné 1000 pg (40 000 1U)
za den (Vieth, 1999).
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4 IMUNOMODULACNI UCINKY VITAMINU D

Utinky vitaminu D na imunitni systém objevil roku 1849 C. J. B. Williams, ktery Gsp&$né
vyuzival olej z tres¢ich jater k lécbé tuberkulozy (Williams, 1849). Dnes jiz vime, Ze
1,25(0H),D3 prostiednictvim vazby na VDR ovliviiuje rust a diferenciaci celé fady bunék
véetné elementli imunitniho systému, a jeho imunomodula¢ni efekt se uplatituje v 1écbé

fady chorob (Mathieu et Adorini, 2002).

4.1 Zakladni mechanismy nespecifické imunitni reakce

Nespecifickd (vrozend) imunita zajistuje bazdlni ochranu organismu vi¢i nezadoucim
molekulam, bunkdm ¢i organismim. Jednak tvofi jakousi fyzickou bariéru proti vstupu
infekce kuzi a sliznicemi, jednak slouzi i jako prvotni obranna reakce, snaZzici se
zlikvidovat ¢i oslabit dané infekéni agens bezprostiedné po priniku do organismu, tedy
diive nez zafunguji mechanismy specifické imunitni odpovédi. Mezi bunky
zprostiedkovavajici nespecifickou imunitni reakci patfi makrofagy (respektive monocyty
jakoZto nezralé stddium makrofagl), neutrofilni, eozinofilni a basofilni granulocyty,
mastocyty a dendritické bunky (DC, dendritic cells); vedle nich zde navic fadime také

proteiny komplementu, interferony a enzym lysozym (Delves et al., 2011).

Bunky nespecifické imunity svymi PPR receptory (pattern recognition receptors) nejprve
rozpoznavaji vysoce konzervované S patogenem asociované molekularni vzory (PAMP,
pathogen-associated molecular patterns) lokalizované na povrchu patogennich organismi,
dulezité je, ze PAMP jsou spolecné celym skupinam mikroorganismii, ale u hostitele se
nikdy pfirozené nevyskytuji. Po rozpoznani PAMP bufikami nespecifické imunity pak
nastava bud’ fagocytdza patogenti, nebo k poSkozeni patogennich enzymu ¢i samotnych
PAMP, které jsou pro ptivodce esencidlni. Nasledkem samotného fagocytického pohlceni
castice pak dochazi k jeji upIné likvidaci uvniti fagocytujici bunky v procesu oxidativniho
vzplanuti, probihajiciho prostiednictvim reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen

species); klicCovym Cinitelem je zde zejména peroxid vodiku (Delves et al., 2011).
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V piipad¢ fagocytické likvidace patogenu dochazi navic K vyslani informace 0 daném
infekénim agens bunkam specifického imunitniho systému. Neékteré fagocytujici bunky
totiz zastavaji rovnéz funkci antigen prezentujicich bunék (APC, antigen-presenting cell),
vyznacujicich se schopnosti prezentovat na své cytoplasmatické membran¢ antigen jimi
pohlcené cizorodé Castice, a to ve vazbé na vlastni molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC, major histocompatibility komplex) I. ¢i II. téidy. Komplex antigen-MHC
je nasledné rozpoznan T-lymfocyty, coz vede ke spusténi specifické imunitni odpovédi.
Mezi APC konkrétné fadime rtuzné subpopulace DC, makrofagy a rovnéz B-lymfocyty
specifické imunity. Nespecificka imunita tedy nejen Ze sama brani propuknuti velké casti
infekci bez nutnosti zapojeni specifické reakce, ale soucasn¢ prezentuje bunkam specifické
imunity informaci o daném patogenu ¢i cizorodé ¢astici nebo nadorové bunce (Delves
etal., 2011).

4.1.1 Dendritické bunky

DC se vyskytuji jak v lymfoidnich, tak v nelymfoidnich organech i v krevnim ob¢hu. Jedna
se o APC schopné fagocytozy, které 1ze rozdélit do tii typd — z myeloidni bunétné linie
odvozené Langerhansovy buiiky a intersticialni DC (kozni DC) a dale z lymfoidni linie
odvozené lymfoidni DC. Tyto imunitni buniky vznikaji v kostni dfeni a nésledné jako
nezralé DC cirkuluji v krvi, kde je jejich hlavni ulohou rozpoznani patogend nebo také
vlastnich nekrotickych bunék. V okamziku setkani s cizorodym antigenem zacina jejich
zrani. DC tyto antigeny fagocytuji, intracelularné $té€pi a nasledné migruji do sekundarnich
lymfatickych organi, kde prezentuji T-lymfocytim antigenni peptidy lokalizované na
svém povrchu ve vazbé na MHC molekul I. ¢i II. tfidy. Zralé DC se tak vyznacuji
schopnosti aktivovat vSechny typy T-lymfocyta (Delves et al., 2011). Kromé schopnosti
prezentace antigenu zralé DC na svém povrchu moduluji aktivitu T-lymfocyta jesté dvéma
dalsimi zpUsoby, a to produkci kostimula¢nich molekul zesilujicich signal cytokint. Pro
plnou aktivaci naivnich T-lymfocytlh musi byt tedy nutné splnény vSechny tfi nasledujici
aspekty: prezentace antigenu ve vazbé na MHC molekuly na povrchu APC, exprese
kostimulaénich molekul a tvorba cytokini prostfednictvim APC ¢&i jinych bunék

(Maldonado et von Andrian, 2010).
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4.1.2 Makrofagy

Makrofagy, buiikky odvozené z monocyto-magrofagové linie, se stejné jako DC vyskytuji
v celém téle. Jejich interakce s patogenem zacina rozpoznanim PAMP, coz vede
ke spusténi makrofagni aktivity prostiednictvim na jaderném faktoru kappa-B (NF-«B,
nuclear factor kappa B) zavislé signalni drahy. Dany patogen ¢i poskozena nebo vlastni
nadorova burika je pak makrofagem fagocytovana a antigen opét prezentovan ve vazbé na

MHC molekuly na buné¢ném povrchu makrofagu T-lymfocytim (Delves et al., 2011).

4.2 Zakladni mechanismy specifické imunitni reakce

Zatimco nespecificka imunitni reakce poskytuje télu okamzitou reakci namifenou obecné
vuci Siroké Skéle patogentll, specifickd (ziskana, adaptivni) imunita je zacilena proti
konkrétnimu infekénimu agens ¢i cizorodé Castici pti vypuknuti infekce. Vyviji se b€hem
zivota jedince priabéznym kontaktem s rliznymi antigeny, proti kterym vytvari specifické
protilatky chranici organismus pfi pfiStim napadeni antigenem totoznym. Ackoli se na
specifické imunité¢ podili odlisné typy bunck nez na imunité nespecifické, je dilezZity
vzéjemny kontakt mezi bunikami obou typl imunitnich reakci, a to zejména kontakt
T-lymfocyti s APC, ze kterého vyplyva provazanost s nespecifickou imunitou i pro
B-lymfocyty. Imunita specificka tedy vykazuje zavislost na funkci imunity nespecifické,
coz se odrazi také v této praci, konkrétné ve vztahu mezi T-lymfocyty a DC (Delves et al.,
2011).

Specifickou imunitni reakci zprosttedkovavaji dva typy bilych krvinek, a to B-lymfocyty
a T-lymfocyty. Pro tyto bunky je charakteristickd ptitomnost T-bunéénych receptort
(TCR, T-cell receptor) nebo B-bunécénych receptora (BCR, B-cell receptor)
Vv cytoplasmatické membrané, vyznacujicich se obrovskou diverzitou ve schopnosti

rozpoznavani jednotlivych antigent (Delves et al., 2011).
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4.2.1 T-lymfocyty a jejich subpopulace

Nezral¢ T-lymfocyty vznikaji v krvetvornych organech, odkud migruji do brzliku, kde
nastava jejich zrani, tedy kontrola schopnosti rozpoznavat MHC vlastniho organismu
a soucasné kontrola afinity k molekulam vlastniho i ciziho pivodu. Nezralé T-lymfocyty
se zde setkavaji s antigeny vazanymi na MHC prezentujicich epitelarnich bun¢k nebo DC.
Pfi tomto procesu dochazi na cytoplasmatické membrané nezralych T-lymfocyta k expresi
povrchovych markeri CD (diferencia¢ni skupina, cluster of differentiation), konkrétné
CD4 a CD8. Prislusnost ke konkrétni diferenciacni skupin¢ je dana afinitou koreceptort
k MHC, kdy MHC 1. tfidy vazi koreceptory CD8, zatimco MHC II. téidy koreceptory CDA4.
Béhem procesu dozravani jsou z populace T-lymfocyti eliminovany jednak vSechny
autoreaktivni T-lymfocyty, dale T-lymfocyty exprimujici souCasné oba receptory CD4
I CD8 (tzv. double positive T-cell) a v neposledni fad¢ také vSechny lymfocyty vykazujici
ptili$ silnou nebo naopak nedostate¢nou afinitu k vlastnim MHC molekulam. Z brzliku do
periferie jsou tak uvoliovany jen zralé¢ T lymfocyty exprimujici bud’ CD4, nebo CDS, které
vykazuji slabou afinitu k MHC a nereaguji s vlastnimi antigeny. Tyto vyzralé naivni
T-lymfocyty se nasledné dostavaji do krve a tou do sekundarnich lymfatickych organt.
Zde pak nastava jejich samotné setkani se specifickymi antigeny prosttednictvim APC,
zodpovédné za rozvoj zanétlivé reakce. Jedna se o interakci mezi APC, prezentujici na
svém povrchu antigen navazany na MHC, a TCR daného T-lymfocytu, ktera je znazornéna
na Obr. 6. K tomu, aby tato vazba byla pro T lymfocyt stimula¢ni, je v§ak nutna pfitomnost
dalsich signalt, konkrétné kostimulacnich molekul, cytokinii a adhezivnich molekul. To
indukuje diferenciaci T-lymfocyti na buniky jednotlivych subpopulaci, jejich
exponencialni klonalni expanzi a migraci do cilovych tkani (Delves et al., 2011). Tuto
diferenciaci provazi ptestavba chromatinu a acetylace histont v regulovanych oblastech
interferonu y (IFN-y) a interleukinu 4 (IL-4) (Murphy et Reiner, 2002).
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Obr. 6. Signalizace antigen prezentujicich bunék nezralym T-lymfocytim a jejich
nasledné zrani a diferenciace. Setkani nezralého T-lymfocytu s APC s navazanym
antigenem pies molekulu MHC vede k do¢asné vazbé MHC na TCR daného T-lymfocytu.
Nasleduje exprese povrchovych markert ptislusné CD na povrchu T-lymfocytu, jeho zrani
a diferenciace nejcastéji na zralé pomocné T-lymfocyty (CD4+) nebo zralé cytotoxické
T-lymfocyty (CD8+). Zkratky: APC — antigen prezentujici bunka; CD4, CD8 —
diferenciacni skupina 4, 8; MHC — hlavni histokompatibilni komplex; TCR — T-buné¢ény

receptor.

Subpopulace T-lymfocyti se od sebe lisi jednak typem exprimovanych povrchovych
molekul (receptoru, koreceptorové molekuly) a dale produkci odlisného spektra cytokini,
tedy malych proteinovych signdlnich molekul zodpovédnych za vznik ochranné
I patologické zanétlivé reakce a za jeji regulaci. Existuji dvé zakladni subpopulace
T-lymfocytd, na které T-lymfocyty diferencuji po kontaktu s konkrétnim antigenem.
Pomocné T-lymfocyty (T, helper T cells) exprimuji povrchovy marker CD4, jsou
stimulovany antigenem ve vazbé na MHC Il. tfidy a prostfednictvim cytokinli ovliviiuji
aktivitu fady imunocyti. Cytotoxické (tlumivé) T-lymfocyty (Tc, cytotoxic T cells)
exprimuji povrchovy marker CDS, kjejich stimulaci dochazi prostfednictvim antigenu
navazanym na MHC |. tfidy a vyznacuji se schopnosti likvidovat dalsi buiiky. Oba typy
lymfocyth vytvari po ukoneni imunitni reakce populaci pamétovych T-lymfocyti,
schopnych pii opakovaném kontaktu se stejnym antigenem reagovat mnohem efektivnéji

(Delves et al., 2011).
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Ty dale diferencuji na dvé stézejni linie — tvorbu Ty (zanétlivé) linie indukuji zejména
bakterialni ¢i virové antigeny, vznik Ty, (regulacni) linie je pak stimulovan spiSe antigeny
parazitarnimi a alergeny prezentovanymi B-lymfocyty (Delves et al., 2011). Ty, a T
predstavuji dvé odlisné populace populace vyznacujici se odliSnym spektrem cytokint
stimulujicich specifické imunitni reakce. Zatimco Ty; se diky své schopnosti exprese
IFN-y, IL-2 a tumor nekrotizujiciho faktoru B (TNF-B) podileji zejména na rozvoji zanétu,
Ty maji u¢inek opaény. Kromé toho, ze potlacuji rozvoj Tpi, hraji dalezitou roli
V patogenezi atopii a astmatu; prostfednictvim exprese IL-4, IL-5 a IL-13 induku;ji
proliferaci a diferenciaci B-lymfocytd, stejné¢ jako tvorbu specifickych protilatek.
O ptipadném vzniku autoimunitni reakce organismu nakonec rozhoduje pomér mnozstvi
téchto dvou linii T-lymfocytd, kdy dojde k pievaze Ty (Delves et al., 2011). Samotnou
diferenciaci Ty do jednotlivych linii pravdépodobné ovliviiuje typ a intenzita antigenniho
stimulu ktéto diferenciaci, druh APC, ktera setkani s antigenem zprostfedkovala,
a cytokinova signalizace. V poslednim piipad¢ je znamo, ze IL-1, IL-12, IL-18 a zejména
IFN-y in vivo ptsobi vznik Ty; populaci, zatimco IL-4 a IL-13 vznik Ty, (Avni etal.,
2002). Pro rovnovahu mezi patologickou a autoimunitni reakci je dulezité rovnéz
antagonistické pisobeni téchto dvou linii, kdy jedna svymi produkovanymi cytokiny brzdi
aktivaci a proliferaci bun€k druhé linie. Ty; tak prostfednictvim IFN-y tlumi diferenciaci
T-lymfocytd na Ty, zatimco IL-4 naopak inhibuje diferenciaci na Ty (Delves et al.,
2011).

Vedle Ty a Ty, diferenciuji Ty také na regulac¢ni T-lymfocyty (Treg, regulatory T cells),
které obecné tlumi imunitni reakce fady dal§ich imunocytti, a proto byly dfive oznaovany
jako supresorové T-lymfocyty (Delves et al., 2011). Populace Tgreg pifedstavuje znacné
heterogenni skupinu pomocnych lymfocytt. Patii k nim napt. Tys, regula¢ni T-lymfocyty
typu 1 (Trl, type 1 regulatory T-cells) a bunky obsahujici peptid Qa-1, jejichz role
Vv imunitnich reakcich neni zcela jednozna¢na, ale i lépe prozkoumané CD4" 25°
T-lymfocyty eprimujici protein Foxp3 (forkhead box), které se podileji na na udrzovani
periferni tolerance a tlumeni autoimunitnich reakci. Bunky Tgreg rozlisujeme na ptirodni
Trec (NTres, natural regulatory T cells), vznikajici v brzliku a exprimujici na svém
povrchu CD4 molekuly, a indukované Tres (iTres, induced regulatory T cells), které jsou
produktem diferenciace naivnich CD4" T-lymfocytl v perifernim krevnim fegisti. iTrec
exprimuji vétSinou jak CD4, tak CDS8. Regulace obou typli Treg spadd pod cCinnost
transkripéniho faktoru Foxp3 (Tang et Bluestone, 2008). Jejich ucinek se podoba plisobeni
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linie Ty, nebot’ chrani organismus pied patologickou imunitni odpovédi oslabovanim
imunitnich reakci a navozovanim tolerance vuci vlastnim bunkdm organismu (Toubi
et Shoenfeld, 2010). Je znamo, Ze Treg inhibuji aktivitu a proliferaci nejen CD4" a CD8"
T-lymfocyti, ale také B-lymfocyti ¢i DC, tedy vétsSiho mnozstvi efektorti, nez je tomu
Vv piipadé Tpp, ato veetné APC, coz jesté vice brzdi rozvoj zanétu (Delves et al., 2011).
Tento ucinek je zprostfedkovan schopnosti Treg indukovat apoptézu cilovych bunék ci
rastového faktoru B (TGF-B, transforming growth factor ) a 1L-35. Navic piitomnost
NTrec stimuluje diferenciaci naivnich T-lymfocytd na iTrgg, ¢imz se prohlubuje inhibi¢ni

efekt na imunitni reakci (Tang et Bluestone, 2008).

Dalsi subpopulaci Ty lymfocytl jsou buiiky Ti7, exprimujici cytokin IL-17. Lymfocytarni
linie Tyy7 se stejné jako Twi vyznacuje svou vyznamnou roli pii udrZzovani zanétlivé reakce
vedouci az k poskozeni tkané, nebot” se IL-17 podili na vzniku a progresi zanétlivé
imunitni odpovédi (Harrington et al., 2005), stejné jako IL-21 a IL-22 (Miossec et al.,
2009). K diferenciaci Ty na Tyi7 u ¢lovéka dochazi pouze v pfitomnosti IL-23 a / nebo
IL-1B, nicméné tyto cytokiny stimuluji pfi souCasné piitomnosti TGF-f rovnéz produkci

Trec (Delves et al., 2011).

Tc se vyznacuji schopnosti likvidace infikované ¢i nadorové burky, stejn€ jako samotného
infekéniho agens. Na rozdil od Ty rozpoznavaji MHC 1. tfidy, které jsou prezentovany na
povrchu jadernych bunék, coz zvySuje jejich moznosti v identifikaci a likvidaci
nadorového bujeni. Imunitni reakce zprostiedkovana Tc se uskuteciiuje v sekundarnich
lymfatickych organech, kde Thi zejména prostfednictvim produkce IFN-y a IL-2 stimuluji
APC Kk vyssi aktivité a tim podporuji cytotoxicky ucinek T¢, ktery spociva v indukci
apoptozy u cilovych bunck. Kromé toho se, stejné jako v ptipad¢ ostatnich populaci, jedna
o producenty regulacnich cytokinti, konkrétn€ prozanétlivych cytokinil jako jsou naptiklad
IFN-y a TNF-a. Tyto cytokiny pak jesté pfispivaji k aktivit¢ DC a makrofagi, tedy

K intenzit¢ antigenni prezentace (Delves et al., 2011).
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4.2.2 B-lymfocyty

Uloha B-lymfocytii spo¢iva zejména v produkei specifickych protilatek (imunoglobuling,
Ig) vaci konkrétnimu antigenu. Stejné jako T-lymfocyty vznikaji prekurzory B-lymfocyta
Vv krvetvornych organech, predevsim v kostni dieni, a stejné tak jejich proces zrani spociva
v testovani schopnosti rozpoznat vlastni molekuly od cizich antigenti prostiednictvim
vysoce specifického membranového receptoru BCR. V zavislosti na konkrétnim typu
B-lymfocytu ma BCR formu IgM a / nebo IgD. Zralé naivni B-lymfocyty nasledné migruji
do sekundarnich lymfatickych organti, kde po kontaktu s extraceluldarnim antigenem
nastava jejich transformace v lymfoblasty, tedy efektorové bunky produkujici protilatky.
Tzv. ptirozené nizkoafinitni IgM protilatky (tzv. T-cell independent) jsou sekretovany na
zaklad¢é ptimé stimulace B-lymfocytu antigenem. Sekrece vysoce afinitnich protilatek
vyzaduje interakci B-lymfocyti s Typ a jimi produkovanymi cytokiny, pficemz zde
B-lymfocyt vystupuje v roli APC. BCR je spolu s navazanym antigenem pohlcen, antigen
degradovén a ve vazbé na MHC molekuly B-lymfocyti prezentovan Ty lymfocytim. Ty
potom prostfednictvim cytokinli moduluji selekci a proliferaci B-lymfocytarnich klond,
jejichz protilatky (tzv. T-cell dependent) vykazuji nejvétsi afinitu k antigenu. V signalizaci
mezi B-lymfocytem jakozto APC a Ty hraji dulezitou roli kostimulaé¢ni molekuly; jedna se
zejména o interakci mezi molekulami CD80 a CD86 exprimovanymi na povrchu
B-lymfocyti a CD28 T-lymfocytl, dale CD40 B-lymfocyti a CD40L T-lymfocytd ¢i
CD30 aCD30L. Stadium lymfoblastu v tuto chvili zaroven diferencuje Castecné na
plasmatické buniky schopné tvorby protilatek za ptitomnosti IL-5 a IL6, ¢aste¢né na buiky
pamétové. Diferenciace je doprovazena klonalni expanzi obou téchto bunéénych typd.
Protilatky produkované plasmatickymi butikami maji svou strukturu naprosto totoznou se
strukturou BCR, ktery rozpoznal antigen. Primarni izotyp protilatek ptedstavuje IgM,
pti¢emz tvorba jinych izotypt je podminéna slozitym procesem izotypového piesmyku
syntézy tézkych fetézcii Ig za ptitomnosti interakce CD40 a CD40L. O konkrétnim izotypu
pak rozhoduje cytokinové plsobeni, zejména IL-5, TGF-B ¢i IFN-y; pro tuto praci hraje
dialezitou ulohu IL-4 indukovany prostiednictvim Ty, ktery kromé IgG vytvaii také IgE.
IgE totiz charakteristicky indukuji alergickou aZ anafylaktickou reakci tak, Ze se svou
Fc doménou vazi na Fc receptor mastocytt a basofild. Pii soucasné vazbé IgE na antigeny
vV podobé¢ alergenti pak dochézi k degranulaci mastocytli i basofill, coz vede k uvolnéni
histaminu, heparinu a dalSich latek. Ty spolu s TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 a IL-13 zpiisobuji
télesné alergické projevy (Delves et al., 2011).
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4.3 Vyznam vitaminu D v imunitnich reakcich

4.3.1 Pritomnost VDR v buiikach imunitniho systému

VDR nalezneme zejména v antigenem aktivovanych T-lymfocytech a APC, konkrétné
v DC a makrofazich, a dale také v antigenem aktivovanych B-lymfocytech. Nejvyssi
koncentrace téchto receptorti se vyskytuje v CD8" T-lymfocytech, mensi pak v CD4",
nicméné VDR obsahuji do jisté miry vSechny populace T-lymfocyti. Jeho nizké hladiny
byly na druhou stranu nalezeny u makrofag a DC odvozenych od monocyti, ikdyz
aktivace VDR v nich samotnych ani v jejich populaci zadny ucinek nevyvolava. Hladina
receptorti se ve vSech piipadech zvySuje pifi suplementaci 1,25(OH),;D3 i jeho analogy
(Veldman et al., 2000). Naopak pii experimentaln¢ navozené deleci VDR v bunkach
imunitniho systému ¢i pfi nedostatku vitaminu D v organismu K vyznamnym zménam
aktivity imunitich bunék nedochazi azaroven se naopak zvySuje riziko rozvoje

patologickych, zejména zanétlivych stavii (Mathieu et Adorini, 2002).

4.3.2 Obecna interakce vitaminu D s imunitnim systémem

1,25(0OH),D3 ovliviuje specifickou i nespecifickou imunitni reakci, a to nejen diky
pfitomnosti VDR v membrané¢ bunc¢k imunitniho systému, ale rovnéZz prostfednictvim
schopnosti téchto bunék exprimovat enzym CYP27BI1, ktery je klicovy pro aktivaci
cirkulujici neaktivni formy 25(OH)D3. Gen pro tvorbu tohoto enzymu se
vV ramci imunitniho systému vyskytuje stejné jako VDR v makrofazich, DC, T-lymfocytech
a B-lymfocytech (Kamen et Tangpricha, 2010), kde reguluje lokalni navySovani mnozstvi
dostupného 1,25(OH);D3 pro fizeni vlastnich imunitnich funkci téchto bunck. Pfreména
cirkulujictho 25(OH)D3 prostrednictvim katalyzy posledniho kroku aktivace tohoto
hormonu na aktivni formu 1,25(OH);D3 extrarenalnim CYP27B1 probihd stejnym
zpusobem jako V jatrech. Stejn¢ tak struktura tohoto enzymu se shoduje s jaterni formou
(Mathieu et Adorini, 2002). Aktivita CYP27B1 vsak v imunitnim systému neni regulovana
hormonalné PTH, ale imunitnimi signaly (Arnson et al., 2007). Autokrinni a parakrinni
ucinky vitaminu D tak mohou byt fizeny imunitnimi buitkami samostatné Vv zavislosti na

mnozstvi dostupného 25(0OH)D3 v krevni plasmé (Kamen et Tangpricha, 2010).
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Efekt 1,25(0OH),D3 na nespecificky imunitni systém je zprostiedkovan aktivaci signalniho
typu PPR receptorti, TLR. TLR se vyskytuji na povrchu monocytl, makrofagt, nezralych
DC a epitelarnich bunék celé fady tkani, jako jsou napiiklad plice, epitel stieva, dasné ¢i
epidermis; vSechny tyto buriky na svém povrchu mimo TLR rovnéZ obsahuji VDR. TLR
predstavuji transmembranové receptory schopné rozpoznat patogen, aktivovat se po
interakci s membranovymi strukturami PAMP tohoto patogenu a nasledné spoustét ptimou
antimikrobialni reakci in vitro. Stimulace TLR receptori mikrobialnim peptidem
v makrofazich ¢i stimulace TLR v keranocytech prostfednictvim poranéni kiize zvySuje
expresi enzymu CYP27B1, coz vede ke stimulaci lokalni produkce 1,25(0OH),Ds;
z cirkulujiciho 25(OH)D3 témito buiikami a jeho nésledné vazbé do VDR. Aktivace VDR
zde diky okamzité produkci IL-12 rovnéz zpusobuje up-regulaci exprese antimikrobialnich
peptidii odvozenych od cathelicidinu a produkci ROS, které umoziiuji piimou likvidaci
patogenu. Prili§ nizka hladina cirkulujiciho 25(OH)Ds, nedostatecna koncentrace
CYP27B1 ¢i VDR na povrchu bunék je naopak pri¢inou dysfunkce této kaskady,
znemoznujici sekreci cathelicidinu v disledku nedostateéné citlivosti bunék nespecifického
imunitniho systému vuci 1,25(OH),D3 (Bikle, 2009). Tuto nespecifickou imunitni reakci
pravdépodobné dale dopliiuje specificka slozka, konkrétné aktivace cytokinti a uvolnéni
prozanétlivého enzymu granulysinu ptsobenim Tc. VySe popsany mechanismus byl
pozorovan pii studiu nakazy lidského organismu bakterii Mycobacterium tuberculosis,
ktera byla likvidovana ¢innosti cathelicidinu a ktera celou kaskadu spoustéla vazbou svych
lipopeptida na TLR1 / 2 (Liu etal.,, 2006). Tento efekt vitaminu D na nespecificky
imunitni systém piedstavuje klicovy prvek v obrané celého organismu, nebot plsobi

komplexnéji, tedy 1 ve tkdnich mimo lymfopoeticky systém (Bikle, 2009).

Zatimco V ptipadé nespecifické imunitni odpoveédi ma 1,25(OH);D3 jednoznacné aktivacni
ucinky spojené se zvySenou schopnosti obrany bunc€k proti infekci, na pfili§ aktivni
specifickou imunitni odpovéd’ pisobi spiSe inhibicné (Kamen et Tangpricha, 2010).
Obecné zde vlivem vazby 1,25(0OH);D; na VDR na povrchu antigenem aktivovanych
T-lymfocytd a B-lymfocyti dochazi ke sniZzeni produkce imunoglobulinti ak regulaci

uvolnovani cytokinti v zavislosti na jejich konkrétnim typu (Bikle, 2009).
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4.4 Imunomodulac¢ni mechanismy vitaminu D

441 Aktivace VDR dendritickych bunék

Nejvyznamnéj$i podil na imunitni reakci predstavuje plsobeni vitaminu D na antigen
prezentujici schopnost DC a tim na T-lymfocyty. Celkovy efekt 1,25(0OH),D3 na DC je
zprostifedkovan né¢kolika cestami. Prvni z nich zahrnuje vysokou schopnost 1,25(0OH),D3
inhibovat zrani a diferenciaci DC do zralych forem, tedy vytvaret a udrzovat tolerogenni
DC, coz ma velky vyznam v tlumeni autoimunitnich reakci (Mathieu et Adorini, 2002).
K udrzovani tolerogennich forem a inhibici jejich diferenciace prostfednictvim suprese
kostimula¢nich molekul CD40, CD80, CD86 a MHC I1. ttidy a naopak ke zvyseni exprese
inhibi¢nich molekul ILT3 (immunoglobulin-like transcript) postacuji fyziologické hladiny
1,25(0OH),D3 (Kamen et Tangpricha, 2010).

1,25(0OH),D3 in vitro tedy nejenze potlacuje expresi CD40, CD80 a CD86, ale dale také
snizuje produkci cytokinu IL-12, zatimco expresi IL-4, IL-5 a IL-10 zvySuje (Boonstra
etal., 2001). Tyto ucinky ve vysledku vedou ke snizeni schopnosti DC aktivovat
T-lymfocyty svymi zanétlivymi signaly (viz Obr. 7), a tedy k supresi vzniku a rozvoje

autoimunitni reakce (Daniel et al., 2008).

4.4.2 Aktivace VDR makrofagu

Makrofagy ptedstavuji APC buiiky nespecifické imunity, vznikajici z monocytt. Indukce
této pfemény je iniciovdna prostiednictvim vazby 1,25(OH);D3 do VDR, nicméné
diferenciace monocyt probihd 1 bez pfitomnosti receptori v membrané¢ monocytl
a 1,25(0OH),D3 tento proces tedy pouze podporuje. Vitamin D zaroven moduluje ¢innost
makrofaglh a jimi zprostfedkovanou imunitni reakci. ZvySené mnozstvi 1,25(OH);Ds
Vv krevni plasmé dale pfispiva k dozravani makrofagii a s tim spojené schopnosti exprese
povrchovych antigeni ¢i oxidativniho vzplanuti, tedy vznik ROS prostfednictvim
lysozomalniho enzymu kyselé fosfatasy. 1,25(0OH),D3 se tedy podili na zvySeni
fagocytarni aktivity makrofagt (Arnson et al., 2007).
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Pisobenim 1,25(0OH);D3 vsak také zaroven dochazi k potlaceni schopnosti prezentace
antigenu makrofagy prostfednictvim potlaceni exprese MHC molekul II. tfidy, coz tlumi
aktivaci T-lymfocytd (Arnson et al., 2007). 1,25(0OH),D3 dale inhibuje sekreci makrofagy
produkovanych zanétlivych cytokint, jako jsou IL-1 (Kong et al., 2006), IL-2 (Alroy et al.,
1995), IL-12 (D’ Ambrosio et al., 1998) a TNF-a. Vedle toho ptisobi na produkci cytokint
obecné¢ bunkami od monocytd odvozenych — snizuje sekreci granulocytarniho
makrofagového kolonie stimulujiciho faktoru (GM-CSF, granulocyte / macrophage colony
stimulating factor) (Towers et Freedman, 1998) a naopak podporuje uvoliiovani

prostaglandinu E, (Koren et al., 1986).

4.4.3 Aktivace VDR T-lymfocyta

Nezralé T-lymfocyty vytvotené v kostni dfeni migruji do brzliku, kde dozravaji a nasledné
se vkrvi ¢i sekundarnich lymfatickych organech setkavaji s antigenem, coz je hlavnim
stimulem pro jejich preménu v efektorové buiiky (Macian, 2005). Konkrétné naivni CD4"
T-lymfocyty po navazani antigenu prezentovaného DC do TCR aZ pétinasobné vice
proliferuji (Kamen et Tangpricha, 2010). Uginek 1,25(0H),;D3; na T-lymfocyty spodiva
v celkové inhibici sekrece cytokinti a proliferace T-lymfocyti (viz Obr. 7). Mimo
to potlacuje rozvoj zanétlivych linii Tny @ Thi7 snizenim exprese IL-2, IFN-y a GM-CSF
a naopak indukuje nartist mnozstvi Ty (Towers et al., 1999). 1,25(0OH),D3 dale inhibuje
tvorbu Tyi7 prostiednictvim DC, downreguluje expresi IL-6, ktery vznik Tz stimuluje,
a zabranuje sekreci IL-17, interleukinu, ktery jest€¢ podporuje produkci zanétlivych

cytokinti (Kamen et Tangpricha, 2010).

ZvySena exprese VDR a la-hydroxylasy (Beake et al., 2010), a to zejména
Vv ptipad¢ naivnich a Casnych pamétovych buné€k, nastava v T-lymfocytech aktivaci TCR
prostfednictvim iniciace mitogenem indukované alternativni proteinkinasové drahy, a je
spojena s jejich vyssi reaktivitou (von Essen et al., 2010). Vzhledem k tomu, ze aktivace
VDR prosttednictvim DC zplsobuje inhibici exprese kostimula¢nich molekul klicovych
pro aktivaci T-lymfocyti a naopak zvySeni exprese Tres, dochazi omezenim antigen
prezentujici aktivity DC Kk redukci reaktivity T-lymfocytd in vitro. To by mohlo mit velky
vyznam pfi snizovani rizika vzniku nemoci §tépu proti hostiteli (GVHD, graft versus host

disease) (Joseph et al., 2012). Stejn¢ tak byla potvrzena piima spojitost mezi hladinou
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sérového 1,25(OH);D3 a schopnosti Treg inhibovat proliferaci T-lymfocyti a tedy

potlacovat rozvoj autoimunitnich chorob (Smolders et al., 2009).

4.4.4  Aktivace VDR B-lymfocytii

B-lymfocyty, jakozto slozka specifické imunity, rozpoznavaji antigen a nasledné
proliferuji a diferencuji v plasmatické (efektorové) B-lymfocyty, produkujici
imunoglobuliny specifické viac¢i rozpoznanému antigenu. Zatimco v neaktivovanych
B-lymfocytech nebyla exprese VDR detekovana, v aktivovanych buiitkéch vyvolava vazba
1,25(0H);D3 do pfitomnych receptorti inhibici proliferace a diferenciace B-lymfocytt
in vitro, a to zejména pii vysokych hladinach tohoto hormonu. Tento efekt pak potlacuje
produkci 1gG (Kamen et Tangpricha, 2010). 1,25(0OH),D3; dale inhibuje aktivaci
a diferenciaci B-lymfocyti na plasmoblasty (viz Obr. 7) produkujicich IgE in vitro
Iinvivo, a to s nejvétsi pravdépodobnosti inhibici translokace p65 proteinové domény
NF-xB z cytoplasmy do jadra mechanismem nezéavislym na IkBa. Diky této schopnosti
potlacovat produkci IgE by mohl byt 1,25(OH);D3; potencidlné vyuzivan v predchazeni
patologickych reakci zejména v piipadé astmatu (Geldmeyer-Hilt et al., 2011).
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Obr. 7. Interakce mezi buiikkami imunitniho systému a 1,25(OH);D; pfi infiltraci
patogenu. Zralé DC a monocyty rozpoznavaji a fagocytuji patogeny, coz vede k nartstu
hladiny enzymu CYP27B, ktery umoznuje lokalni pteménu 25(OH)D3 na aktivni metabolit
1,25(0OH);D3. Ten nasledné vazbou na VDR nezralych monocytti podporuje diferenciaci
téchto bun¢k na makrofagy, ¢imz stimuluje nespecifickou imunitni odpovéd’. V ptipade
nezralych DC piitomnost 1,25(OH);Ds3 jejich pfeménu do zralych forem naopak inhibuje,
coz vede k potlaceni specifické imunitni odpovédi, zaroven vSak posiluje imunosupresivni
efekt. 1,25(OH),D3 po vazb¢é na VDR aktivovanych T-lymfocytt nasledné indukuje nardst
Treg a Th2 bunééné linie a naopak tlumi proliferaci T-lymfocytl a rozvoj Thl linie. Efekt
1,25(0OH),D3 na aktivované B-lymfocyty zahrnuje inhibici proliferace B-lymfocyta,
blokuje jejich diferenciaci na plasmatické 1 pamétové buiky arovnéz produkei Ig.
Zkratky: 1,25(0OH),D3; — kalcitriol; 25(OH)D3 — kalcidiol; CYP27B — 1a-hydroxylasa, DC
— dendritické bunky, g — imunoglobuliny, Thl — pomocné zanétlivé T-lymfocyty, Th2 —
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pomocné regulacni T-lymfocyty, Treg — regula¢ni T-lymfocyty, VDR — receptory pro

vitamin D.

445 Mechanismus inhibice 1L-12

Konkrétné cytokin IL-12 je v modulaci T-lymfocytl prosttednictvim DC velmi vyznamny,
nebot’ piedstavuje dulezity faktor pro vyvoj Thi bunék a inhibice jeho exprese vede
k odklonéni od Th; zanétlivé linie pomocnych T-lymfocytd k regulaéni Ty linii, stejné
jako zvySena produkce IL-10 (Mathieu et Adorini, 2002). IL-12 navic zastava funkci
rastového faktoru T-lymfocytti a NK bunék (pfirozeni zabijeci), prostiednictvim jejichz
vyvoje stimuluje sekreci IFN-y. Sklada se ze dvou samostatnymi geny exprimovanych
proteinovych domén, a to p35 ap40, piicemz exprese p40 je na transkripéni Urovni
podstatné vice inducibilni. 1,25(OH),D3 potlacuje transkripcni aktivaci gent pro obé tyto
domény IL-12, a to po heterodimerizaci VDR-RXR a vazb¢ tohoto heterodimeru na
promotorovou oblastigenu pro IL-12. Nasledn¢ 1,25(0OH),D3; jednak c¢aste¢né inhibuje
pfipojeni jaderného transkripéniho faktoru NF-kB na «B sekvenci promotoru p40, jednak
zpusobuje downregulaci exprese samotného NF-kB. Tyto dva mechanismy soucasné pak
zajistuji snizenou produkci IL-12. 1,25(0OH),D3 navic pravdépodobné ovlivituje procesy

vedouci k jaderné translokaci ¢i samotnou aktivaci NF-xB (D’ Ambrosio et al., 1998).

4.4.6 Mechanismus inhibice NF-kB a TNF-a.

TNF-a produkovany makrofagy a monocyty zaujima roli vyznamného iniciatoru
koncentrace leukocytti v misté infekce. Na druhou stranu je vSak nadmérna ¢i dlouhodoba
produkce TNF-a jednim z pfiznakd systémovych zanétt, které mohou byt spojeny
S autoimunitnim onemocnénim, a zaroven piic¢inou jejich patologickych nasledkd — jeho

regulace ma tedy v ptipad¢ zanétlivych onemocnéni velky vyznam (Udalova et al., 1998).

Transkripéni faktor NF-kB, pfitomny vfad¢ rlznych bunék, je hlavnim regulatorem
aktivity gend, jejichz produkty se podileji na imunitnich, zanétlivych a stresovych reakcich
organismu, ale také na apoptoze a dalSich procesech. Ke spusténi kanonické drahy NF-xkB

dochazi prostiednictvim ligandem zprostiedkované aktivace receptori pro cytokiny, jako
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jsou IL-1 ¢i TNF-a, dale antigenem indukovanou aktivaci receptord T-lymfocyti
a B-lymfocytd (Zheng et al., 2011) a vazbou bakterialnich nebo virovych produkti,
napiiklad bakterialnich lipopolysacharidd, na TLR (Jacobs et Harrison, 1998). Nejvice je
vSak zkoumana pro sviij stimula¢ni vliv na aktivaci, proliferaci a diferenciaci T-lymfocyti.
NF-kB se strukturné sklada z dimeru tvofeného kombinaci dvou z péti proteind Rel
proteinové rodiny — p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-xB;) nebo p52 / p100
(NF-xB>), z nichz kazdy obsahuje DNA-vazebnou doménu RHR (Rel homologni region),
zprostiedkovavajici spusténi transkripce cilovych geni (Zheng et al., 2011). RHR je tvofen
2 doménami: C-terminalni doména (RHR-c) umoziuje dimerizaci konkrétnich Rel
proteind, zatimco N-terminalni doména (RHR-n) obsahuje sekvenci usnadnujici interakci
celého RHR s DNA v jadie (Jacobs et Harrison, 1998).

Dimery Rel proteinti jsou V nepfitomnosti stimulu lokalizovany v cytoplasmé ve vazbé na
inhibi¢ni protein IkBa (Cohen-Lahav et al., 2006). IkBa tyto dimery udrzuje inaktivované
prostiednictvim inhibi¢ni vazby své ARD domény na RHR proteint p65, RelB nebo c-Rel
(Zheng et al., 2011) a navic zabrafiuje fosforylaci p65 svym piipojenim na katalytickou
doménu PKA, coz znemoziuje translokaci NF-kB do jadra, zde pak jeho vazbu na DNA
a spusténi transkripce. V reakci na vné€jsi stimuly dochazi k aktivaci kanonické, na IkBa
zavislé drahy NF-xB, zahrnujici fosforylaci IxBa, jeji ubikvitinaci prostfednictvim
ubikvitin-E3 ligasy a naslednou degradaci IkBa 26S proteasomem, coz zpusobuje
preruseni inhibice PKA, ktera nasledné fosforyluje p65 a zvySuje tak jeho transkripéni
aktivitu. Po soucasném odkryti RHR domény nasleduje uvolnéni NF-kB zvazby
Vv cytoplasmé a spusténi transkripce cilovych gent Vv jadie (Jacobs et Harrison, 1998).
1,25(0H),D3 zpusobuje zvysenou expresi IkBa a zaroven potlacuje jeho fosforylaci, coz
vede Kk inhibi¢ni vazbé NF-kB v cytoplasmé a zabranéni jeho translokace do jadra.
V disledku toho dochazi ke snizeni exprese genli kodujicich zanétlivé proteiny vcetné

TNF-a (Jacobs et Harrison, 1998).

Alternativni nonkanonicka NF-kB se od kanonické odliSuje zejména tim, ze k uvolnéni
NF-xB z vazby nedochazi fosforylaci a naslednou degradaci IxBa. V tomto piipade
blokuje NF-xB v cytoplasmé pl00 a uvolnéni jaderného faktoru z vazby umoziuje
fosforylace a nasledné zpracovanim p100, ktery podstupuje stejné jako IkBa proteazomalni

vvvvvv

regulovan. Také signalni mechanismy se zde lisi (Sun, 2011). Na druhou stranu
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nonkanonickd drdha NF-xB rovnéz hraje dilezitou roli v regulaci imunitnich funkci,
konkrétné umoznuje organogenezi sekundarnich lymfatickych organti a brzliku, zrani DC,
B-lymfocyti a nejspi$ i diferenciaci T-lymfocytd. V poslednim piipadé pravdépodobné
proteinu indolamin-2,3-dioxygenasy, ¢imz dvojim zpisobem znac¢né posiluje tvorbu Tgrec.
Nicmén¢ problematika nonkanonické drahy NF-kB je celkové znacné slozita, nebot’ jeji

-----

a TH17 bunék (Sun, 2012).

4.4.7 Mechanismus inhibice IFN-y

K inhibici exprese genu pro IFN-y in vitro dochazi po navazani heterodimeru VDR-RXR
do VDRE promotorové oblasti genu kodujiciho IFN-y, coz zplsobuje interferenci
s transkripci tohoto genu. Dale zde vSak jesté zustava zbytkova negativni regulace exprese
IFN-y zapfi¢inéna pasobenim 1,25(OH),D3 na nadiazenou oblast s enhancerem, ktera ma
vyrazny vliv na aktivaci promotoru (Cappitelli et Santoni, 1998). Nicmén¢ nekteré in vivo

studie tyto experimenty nepotvrzuji (Mathieu et Adorini, 2002).

4.4.8 Mechanismus inhibice IL-2

V ramci experimentalnich studii byl potvrzen vyznamny stimula¢ni vliv IL-2 na vznik
aprogresi zanétlivych autoimunitnich onemocnéni, a jeho inhibice prostfednictvim
1,25(0H),Ds se tak jevi jako dalsi klicovy faktor imunosuprese. Represe transkripce genu
pro IL-2 je umoznéna blokaci tvorby komplexu NFAT / AP-1 obsazenim kompozitniho
elementu NFAT / AP-1 promotoru IL-12 pomoci VDR-RXR (Alroy et al., 1995). NFAT
(jaderny faktor aktivovanych T-lymfocytt, nuclear factor of activated T cells) se mimo
jiné vyznacuje schopnosti vazby zejména na promotor genu pro IL-12 lidskych
T-lymfocytii, vazebnd mista byla vSak také nalezena na IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13,
TNF-0, GM-CSF a IFN-y. VétSina genti pro cytokiny klicové pro zrani a diferenciaci
T-lymfocytd je tedy regulovana pravé NFAT (Trevillyan et al., 2001). Tento jaderny faktor
se po navazani transkripcnich faktorti podili na aktivaci T-lymfocytl vyvolanim funk¢nich
zmén jejich genové exprese charakteristickych pro aktivované T-lymfocyty (Macian,

2005). Konkrétn¢ se jedna o transkripéni faktory Fos a Jun, které dimerizuji za vzniku
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proteinu AP-1 (Hai et Curran, 1991) a nasledn¢ tvofi kvarterni komplexy s NFAT a DNA
na NFAT / AP-1 kompozitnich elementech promotoru genu pro 1L-12, coz vede k aktivaci
jeho genové exprese. Navic pii vazbé NFAT s pfipojenym transkripénim faktorem do
promotoru genu pro IFN-y v pribéhu rannych fazi aktivace naivnich T-lymfocyti dochazi
K jejich vyvoji v Twy linii, zatimco vazba do promotoru genu pro IL-4 vede po diferenciaci
T-lymfocyti k jejich zatazeni do Ty linie (Macian, 2005).

Pro vytvofeni komplexu NFAT / AP-1 je nezbytna jednak Ca®* signalizace klicova pro
aktivaci NFAT, jednak RAS-MAPK drdha zodpovédna za vznik a aktivaci Fos a Jun.
Aktivaci NFAT a celkovou regulaci zrani T-lymfocytd umoZiuje piitomnost Ca®*
a kalcineurinu, pfi¢emz intracelularni hladiny Ca®* se navic zvySuji pre-TLR signalizaci,

coz je impuls k aktivaci NFAT a NF-kB (Macian, 2005).

4.49 Mechanismus inhibice GM-CSF

Exprese GM-CSF probiha nejen v aktivovanych T-lymfocytech, ale také v makrofazich ¢i
endotelialnich bunikach. Jedna se o faktor, umoziujici proliferaci, diferenciaci a pfeZivani
zralych granulocyti a monocytd. Enhancer promotoru genu pro GM-CSF obsahuje ¢tyii
vazebna mista pro AP-1, pficemz jedno z nich je blizce podobné kompozitnimu elementu
pro vazbu NFAT / AP-1, ktery se vyskytuje v IL-2. 1,25(0OH);D3 zpisobuje represi
transkripce genu pro GM-CSF dvéma zpiasoby. Jde o0 vytlaceni NFAT1 zvazby na
kompozitni element prostiednictvim VDR, nicméné vznikla represe mize byt snizena
zvySenou expresi NFATT1 in vivo. V druhém piipadé interakce mezi VDR a c-Jun sice vede
ke stabilizaci vazby Jun-Fos heterodimeru na ptilehlém AP-1 misté, nicméné k represi
transkripce dochazi vlivem zvySené exprese c-Jun. Inhibice tvorby GM-CSF pak
zpusobuje inhibici proliferace T-lymfocyti a supresi imunitni odpovédi (Towers et al.,
1999).

4.4.10 Mechanismus inhibice IL-17

K produkci cytokinu IL-17 dochazi zejména prostifednictvim bunék Tyi7, méné vsak také
v disledku aktivity makrofagi, DC, neutrofilli, mastocytl ¢i tzv. pfirozenymi zabijeci

(NK, natural killers), fadicich se mezi lymfocyty. Jedna se o cytokin produkovany
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zejména pii bakterialni ¢i mykotické infekci jakozto reakce na signalizaci IL-23 k zahajeni
¢i podpote zanétlivych procesti, a to za soucasné pritomnosti IL-1 a IL-6 (Zhu et Qian,
2012). Tvorbu IL-17 rovnéz podnécuje piitomnost TNF-B, ktery vSak pro tvorbu tohoto
cytokinu neni esencialni jako IL-1, IL-6 a IL-23 (Ghoreschi et al., 2010) a ve vysokych
koncentracich navic produkci IL-17 ptes inhibici IL-23 potlacuje za soucasného
navySovani hladiny Treg (Lee et al., 2009). Pusobeni IL-17 zpravidla doprovazi dalsi
prozanétlivé molekuly. Jeho vyznam je obrovsky pfedevsim v zanétlivych reakcich oblasti
epitelu ¢i sliznic. K up-regulaci tohoto cytokinu dochazi rovnéz v ramci zanétlivych
lozisek postizenych autoimunitni reakci, diky cemuz hraje nesmirn¢ dilezitou roli
Vv patogenezi autoimunitnich chorob, pfestoze cytokiny indukované Ty; jeho produkci
tlumi (Zhu et Qian, 2012).

Proteinova rodina cytokinti IL-17 zahrnuje celkem Sest ¢lenti, a to IL-17A, IL-17B,
IL-17C, IL-17D, IL-17E a IL-17F, které vykazuji zna¢nou homologii viuci IL-17A, n¢kdy
obecné oznaCovanému jako IL-17. Stejné tak receptory, specifické pro jednotlivé ¢leny
proteinové rodiny IL-17, jsou oznacovany IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD
alIL-17RE. Tyto receptory dimerizuji a specificky vazi jednotlivé subtypy IL-17, coz
vyvolava konkrétni imunitni odpovéd’. Dimery rovnéz vytvaii IL-17A spolu s IL-17F,
vazici se do receptoru IL-17RA / IL-17RC, coz indukuje zanétlivé signaly ¢i autoimunitni
reakci. Stejnou odpovéd’ indukuje téz vazba IL-17C do heterodimeru IL-17RA / IL-17RE.
Objasnénou funkci ma pak jesté vazba IL-17E do IL-17RA / IL-17RB, vyvolavajici nardst
bunék linie Ty, (Song et Qian, 2013). Na zakladé objevu z lonského roku vime, Ze
IL-17RD reguluje signalizaci IL-17A, nicméné IL-17A samotny se zde nevaze (Mellett
etal., 2012). Odpovéd na vazbu IL-17B do dosud neznamého heterodimeru zatim neni

znama, stejné jako receptor pro IL-17D (Song et Qian, 2013).

Mechanismus ptsobeni IL-17 spoc¢iva v indukci celé fady dalSich prozanétlivych cytokint,
chemokint, ristovych faktorii, adhernich molekul a proteind, a to nejen pro jeho tvorbu
klicovych IL-1 a IL-6, ale také IL-8, TNF-a, antimikrobialnich peptidl, enzymu
matrixovych metaloproteinas a dalSich, a to prostifednictvim nékolika riznych signalu.
Jedna se zejména 0 dobfe prozkoumanou NF-xB signalni drahu, ale také o méné objasnéné
drahy MAPK, vazebnych proteind pro enhancer CCAAT C/EBP (CCAAT/enhancer-
binding proteins) a posttranskrip¢ni stabilizaci mMRNA. Nasledny patologicky efekt jakozto

pti¢ina konkrétnich onemocnéni je dan typem bun¢k exprimujicich receptor pro IL-17R —
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ten patii mezi vSudypfitomné receptory, nicméné jeho exprese je obzvlast vysoka
v hematopoetickych tkanich (Zhu et Qian, 2012), dale v jiz zminénych epitelarnich
bunkach, fibroblastech, keratinocytech, endoteliarnich buiikach a osteoblastech, stejné jako
v DC ¢i makrofazich (Kolls et Lindén, 2004).

Soucasna 1écba autoimunitnich onemocnéni zacilenim tohoto cytokinu spocivd bud’
v piimé inhibici tvorby IL-17 a jeho vazby na IL-17R, nebo nepiimo v potlaceni aktivity
signalnich drah regulujicich ¢innost IL-17 a expresi IL-17R. Stejné tak by potencialné
pripadala v uvahu suprese prozanétlivych cytokint podilejicich se na tvorbé IL-17 ¢i THy;
samotnych (Zhu et Qian, 2012). Komplexni piehled vlivu 1,25(OH),D3; na produkci

cytokinu je zobrazen na Obr. 8.
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Obr. 8. Vliv 1,25(0OH);D3; na produkci cytokini. Vlivem 1,25(0OH),D3; na vrozenou
imunitu  dochazi Kk jejimu celkovému posileni, a to jak podporou produkce
antimikrobialnich peptidd, tak schopnosti chemotaxe a fagocytézy makrofagi. V ptipadé
DC je nespecifickd imunita rovnéz posilena zvySenou expresi mandsového receptoru pro
rozpoznani bakterialnich polysacharidi. Na urovni DC vsak prostiednictvim 1,25(OH),D3
zaroven dochézi ke snizené expresi antigenu vazaného pies molekulu MHC II na povrchu
této imunitni buiiky, coz znesnadiiuje aktivaci T-lymfocytu a nésledny rozvoj specifické
imunitni reakce. 1,25(OH);D3 soucasn¢ moduluje typ DC produkovanych kostimulacnich
molekul. Snizena exprese I1L-12 a IL-23 ma za nasledek inhibici polarizace T-lymfocytt na

zanétlivé linie Thl a Th17, ¢imz sméruje polarizaci bunék k regulacni linii Th2, zatimco
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zvySena exprese IL-10 indukuje polarizaci bunék na regula¢ni Treg. Prostfednictvim
snizeni hladiny zanétlivych cytokini IL-2 a IFN-y potlacuje 1,25(OH),D3 polarizaci
T-lymfocytii na Thl a IL-17 a IL-21 na Thl7. Naopak regulacni az imunosupresivni
odpovéd’ je vyvolana indukci tvorby IL-4, cytokinu umoznujiciho polarizaci T-lymfocytt
na regulacni linii Th2, a dale zvySenou expresi IL-10 a tim polarizaci Treg. Treg pak na
svém povrchu exprimuji pro svou funkci typické molekuly, a to CD25, CD127, CTLA4
avlastni transkripéni faktor Fox3P. V piipadé¢ B-lymfocytd 1,25(0OH),D3 snizuje
diferenciaci na plasmatické buriky, inhibuje jejich proliferaci a produkci 1gG a IgM.
Zkratky: 1,25(0OH),D3; — kalcitriol; CD1a, CD4, CD25, CD40, CD83, CD86, CD127 —
diferencia¢ni skupina la, 4, 25, 40, 83, 86, 127; CTLA4 — antigen 4 asociovany
s cytotoxickymi T-lymfocyty; DC — dendriticka burika; Fox3P — forkhead box 3 (scurfin);
P IFN-y — interferon y; 1gG, IgM — imunoglobuliny (protilatky) ttidy G, M; IL-2, IL-4,
IL-10, IL-12, IL-17, IL-21, IL-23, — interleukiny; MHC Il — hlavni histokompatibilni
komplex II. tfidy; TLR2, TLR4 — toll-like receptor 2, 4; Thl, Th17 polariza¢ni faktor —
faktor udavajici polarizaci pomocnych T-lymfocytii (Th) do linii zanétlivych pomocnych
Thl a Thl7; Treg propaga¢ni faktor — faktor dulezity pro produkci regulacnich
T-lymfocyta.
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5 AUTOIMUNITNI A IMUNOPATOLOGICKA
ONEMOCNENI

Cinnost viech imunitnich bun&k musi byt neustale udrzovana v rovnovéze, jinak hrozi
odchyleni od fyziologické imunitni reakce jednim nebo druhym smérem k reakci
patologické. Zanétlivé procesy mohou gradovat v pfehnanou imunitni odpovéd vedouci
k poskozeni vlastnich bunék a tkani, vyvoji autoimunitnich onemocnéni, rejekci
(odmitnuti) transplantatu, alergii, astmatu ¢i atopii. Na druhou stranu piiliSna suprese
ke ztraté¢ imunitniho dohledu a tak k nekontrolované infiltraci patogent ¢i vzniku
nadorového bujeni. Za tyto dva odlisné stavy odpovidaji vétSinou rtzné subpopulace
T-lymfocyti, pficemz Tuyi @ Thiz obecné pusobi vznik autoimunitnich zéanétlivych ¢i
precitlivélych reakci, zatimco Ty, @ Tres jejich nezadouci Gtlum (Roncarolo et Battaglia,

2007).

5.1 BéZna onemocnéni spojena s deficitem vitaminu D

Mezi klasické uginky vitaminu D patii jeho jiz zmifiovany vliv na homeostazu Ca**
a fosfatll, z ¢ehoz vyplyvaji konkrétni problémy vznikajici pfi jeho nedostatku. Jedna se
zejména o rachitis, osteoporozu (ztrata Ca®" a kiehnuti kosti), osteoartrozu (ibytek kloubni
chrupavky) (McAlindon et al., 1996) ¢i vyssi riziko vzniku zlomenin (Bischoff-
Ferrari et al., 2005). Dale byl nedostatek 1,25(OH);D3 detekovan az u 93 % pacientt
hospitalizovanych pro myopatii neboli svalovou slabost, bolest kosti a svall
s doprovodnou fibromyalgii (chronickd bolest svald, $lach, kloubli bez znamé etiologie),
chronickym tnavovym syndromem ¢i depresi (Plotnikoff et Quigley, 2003). Myopatie,
pusobici vyssi tendenci padd, ptimo souvisi s deficitem 1,25(0OH);D; také na zakladé
jinych studii (Bischoff et al., 2003). Ubytek kostni hmoty neboli osteomalacie zptisobena
deficitem 1,25(0OH),D; (Eastwood et al., 1977) je Casto davana do souvislosti s dalSim
zavaznym onemocnénim vznikajicim pfi nizké hladiné tohoto vitaminu, a to chronickym
selhanim ledvin (CKD, chronic kidney disease) (Rouached et al., 2008). S timto jevem
souvisi rovnéz poklesem 1,25(OH),D3 indukovana hypertenze (Lind et al., 1988).
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5.1.1 Hyperparathyreoza

Jednu z nejcastéjSich komplikaci objevujici se u pacient s CKD predstavuje sekundarni
hyperparathyre6za. Jedna se v podstaté 0 hyperaktivitu piistitnych télisek, ktera na podnét
snizeni hladiny Ca** v pocatku onemocnéni syntetizuji a uvoliiuji do krve nadmérné
mnozstvi PTH, coz stimuluje mechanismy zvySujici hladiny Ca** vkrevni plasmg
a nasledn¢ tak vede k rozvoji hyperkalcémie (Slatopolsky et al., 1995). Ve snaze o zlepSeni
pacientova stavu pravidelnou hemodialyzou pak nasledn¢ nartistd hladina fosfata v krvi az
ke staviim hyperfosfatémie. Pro redukci téchto iontd v krevni plasmé se pfi dialyze obecné
vyuziva CaCQOg;, ktery vSak zpusobuje ptidatny narist Ca?* a jiz stimulaci sekrece PTH
vzniklou hyperkalcémii tak jeSté podporuje. Vedle toho zéaroven postupné nastava
stav naruseni syntézy 1,25(OH);D3 v organismu vedouci k udrzovani jeho hladin na pfili$
nizkych hodnotach (Delmez et Slatopolsky, 1992). Vzhledem ke své schopnosti potlacovat
expresi pre-pro-PTH by se 1,25(0OH),D3 nabizel jako vhodné feseni téchto neptiznivych
efektl na funkci pfistitnych télisek a predstavoval tak Gcinnou latku pro 1é€bu sekundarni
hyperparathyreozy, jakozto zmirnéni vedlejsich dtsledktt CKD, nicméné 1,25(OH),D3 sam
0 sob& piirozené hladiny Ca®" v krevni plasm¢ navySuje aneteSi tak riziko vzniku
hyperkalcémie. Pouziti analogi vitaminu D, vyznacujicich se zejména niz§i nebo
zanedbatelnou tendenci vyvolavat hyperkalcémii a naopak snizovat fosfatémii, viak feseni

nejenze nabizi (Slatopolsky et al., 1995), ale v poslednich letech také realizuje.

5.2 Autoimunitni onemocnéni spojena s deficitem

vitaminu D

V experimentalnich studiich na ridznych zivociSnych modelech bylo potvrzeno, Ze
suplementace 1,25(0OH),;D; prokazateln¢ snizuje riziko rozvoje nejcastéjSich
autoimunitnich onemocnéni jako diabetes mellitus I. typu (Zella et al., 2003), revmatoidni
artritidy (Cantorna et al., 1998), autoimunitni tyreoditidy neboli zanétu Stitné zlazy
(Fournier et al., 1990) a roztrousené sklerozy (Cantorna et al., 1996). Vyznamna je rovnéz
role 1,25(0OH),;D3 Vv rozvoji kardiovaskularnich onemocnénich (Zittermann et Koerfer,
2008).
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5.2.1 Vznik a pribéh autoimunitnich onemocnéni

Pfesnd etiologie autoimunitnich onemocnéni ziistava stale nezndma, nebot’ se jedna
dlouhodoby proces ovlivnény fadou faktord, jako jsou genetické predispozice, infekéni
onemocnéni, apoptické podnéty a vnéjsi prostiedi. V principu dochézi k naruSeni centralni
tolerance vlastnich antigeni a s tim souvisejici klonalni expanzi autoreaktivnich
T-lymfocytii a B-lymfocytl, stejné jako periferni tolerance zajiStované Treg. Mirné
autoreaktivni builky se v organismu vyskytuji fyziologicky jakozto produkt zracich
kontrolnich procest v brzliku. Jejich afinita k vlastnim antigenim (autoantigeniim) se
nachazi pod hranici, ktera by indukovala apoptdzu, takze jsou tyto B-lymfocyty
a T-lymfocyty uvoliiovany do krve, nicméné jistou miru autoreaktivity si zachovavaji.
Nicméné v ptipad¢ zesilené exprese MHC v ramci APC, popiipadé pii navysSené
signalizaci kostimulaénimi molekulami jako jsou cytokiny, u nich po setkani
S autoantigeny nastava aktivace a nasledna klonalni expanze (Delves et al., 2011). Jak jiz
bylo uvedeno vyse, za zesilenou imunitni odpovéd’ a reaktivitu zodpovida konkrétné nartst
populaci TH; a THj7. Autoimunitni onemocnéni, které vétSinou byva systémove zahajeno
masivni imunitni odpovédi Ty; autoreaktivnich buné€k, doprovazi pretrvavajici zanét
zpusobeny pravé Typ7 (Simons et al., 2013). Tyto autoreaktivni T-lymfocyty migruji do
tkani, kde zpisobuji masivni zanétlivé reakce. Vysledkem je pak systémovy ¢i organovy

zanét poskozujici tkané (Delves et al., 2011).

Velmi vyznamnou roli zde vSak hraji také APC, které intenzitou prezentace svych antigenii
moduluji miru aktivace naivnich T-lymfocytt. Jedna se zejména o DC a B-lymfocyty. DC,
vyskytujici se ve vSech tkanich, se jednak po setkani s antigenem méni na zralé formy,
schopné aktivovat naivni T-lymfocyty a posilovat tak imunitni reakce. Nicméné nezralé
DC, které se sice setkaly s antigenem, fagocytovaly jej a prezentovaly ve vazbé na MHC
molekulu v ramci své membranu, ale nenastal u nich proces zrani z divodu chybéjici
exprese kostimulacnich molekul ¢i nepfitomnosti cytokind, nejsou schopny T-lymfocyty
aktivovat. Naopak v tomto piipadé dochazi k protichidné odezvé, spocivajici budto
v supresi aktivity T-lymfocytl sniZzenim jejich citlivosti na rizné podnéty, nebo indukci
jejich diferenciace na Tres. Pravé na prezentaci antigenu nezralymi DC je zaloZena
tolerance urcitych antigent. Tyto nezralé DC se oznacuji jako tolerogenni DC a vyskytuji
se zejména v periferii (Maldonado et von Andrian, 2010). Pfirozenou prevalenci

k chybé&jici signalizacni komponenté u téchto bunék zprostiedkovavaji cytokininové
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signaly, a to zejména TNF, GM-CSF, granulocytarni kolonie stimulujici faktor (G-CSF,
granulocyte colony stimulating factor), makrofagovy kolonie stimulujici faktor (M-CSF,
macrophage colony stimulating factor) a IL-10 v kombinaci s TGF-f nebo sam o sobg¢.
V klinické praxi se k navozeni tvorby a udrzovani hladiny tolerogennich DC vyuziva 1é¢iv
s obsahem glukokortikoiddi, prostaglandinem E2, vitaminu D, poptipadé¢ obecné
imunosupresiv jako je cyklosporin, rapamycin, mofetil a dalsi. V neposledni fad¢ se
k tomuto ucelu pouziva genovy transfer. Krom¢ efektu vSech téchto latek a signalnich
molekul na DC je zde jest¢ dilezity jejich ucinek na IL-12, jehoz sekreci inhibuji
a podporuji tak snizenou schopnost DC aktivovat T-lymfocyty (Amodio et Gregori, 2012).
Naproti tomu IL-10 ptedstavuje kliCovy cytokin v antigen prezentujicim procesu, nebot’
zabranuje prezentaci MHC na povrchu DC, stejné jako expresi kostimulanich molekul
CD80 a CD86 (Zheng et al., 2004) a prozanétlivych cytokint IL-12, IL-1, IL-6 ¢i TNF-a.
Ackoli IL-10 inhibuje schopnost DC aktivovat naivni T-lymfocyty, zvySuje podil
tolerogennich bun¢k a celkové tak piispiva k navozeni tolerance (Amodio et Gregori,
2012). Celkové jednoduché schéma vzniku autoimunitni reakce Vv souvislosti s deficitem

vitaminu D je zazna¢eno na Obr. 9.

Nedostatek vitaminu D

Ztrata tolerance
vidi vlastnim antigenim

Genetické
predispozice

Obr. 9. Vztah mezi deficitem 1,25(OH);D3; a vznikem autoimunitnich onemocnéni.
Nedostatek vitaminu D zpiisobeny genetickou predispozici ¢i jeho nedostate¢nym piijmem
V potravé a nizkou expozici sluneCnimu zafeni vede k celé tadé chorob. Z hlediska
naruseni funkce imunitniho syst¢ému muze jeho deficit pfispivat zejména ke vzniku

autoimunitnich onemocnéni. U jedinct s riznymi odchylkami od norméalni imunitni reakce
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byla v cetnych studii rovnéz zpétné potvrzena velmi nizka hladina vitaminu D

Vv organismu.

5.2.2 Diabetes mellitus I. typu

Onemocnéni diabetes mellitus 1. typu je vyvolano masivni zanétlivou reakci imunitnich
bunék linii Ty @ Tyiz vOCi vlastnim B-bunkam Langerhansovych ostrivku slinivky bfisni,
které nasledkem toho nejsou schopny vytvaret hormon insulin a regulovat tak hladinu
krevni glukosy. V tomto piipadé¢ byla navySend hladina 1,25(OH);D3; U neobéznich
diabetickych mysi vranych fazich rozvoje nemoci provdzena expresi piisluSnych
protizanétlivych cytokinii a chemokinli, coz vedlo kUtlumu aZz vymizeni diabetu
(Gysemans et al., 2005). Epidemiologické studie navic zaznamenaly souvislost mezi
nizkou hladinou 1,25(OH);D; u déti v prvnich meésicich po narozeni a vyssi
pravdépodobnosti  pozdé€jsiho rozvoje diabetu 1. typu. Mnozstvi 1,25(OH);Ds
U novorozencu je pfitom ovlivnéno nejen jeho pobytem na slunci a oralnim pfijmem
dopliikt s obsahem vitaminu D, ale rovnéZ rodinnou anamnézou, zaméstnanim rodict ¢i
dobou kojeni, ktera by v tomto piipadé neméla byt krat$i nez 6 mésict (Bener et al., 2009).
Ptitomnost autoprotilatek u potomka navic koreluje s mnozstvim vitaminu D pfijimanym
matkou béhem t&hotenstvi. Tyto autoprotilatky vytvafené proti autoantigenim B-bunék
Langerhansovych ostrivkl signalizuji pocatek zanétlivého naruSeni a destrukce tkané
slinivky bfiSni, tedy preklinické faze diabetu I. typu, zndmé také pod nazvem
autoimunitni insulitida. Na zakladé miry exprese prozanétlivych a protizanétlivych
cytokini a faktord vnéjsiho prostiedi, mezi které patii také hladina 1,25(OH),D3, pak mtize
autoimunitni insulitida vykazovat perzistenci az po dobu nékolika let, nebo pfejit k plnému
rozvoji diabetu I. typu, popfipad¢ zcela vymizet. Obecné se diabetes mellitus I. typu
vyskytuje ve znacné nizs§i mife u dospélych, ktefi v détstvi pfijimali vitamin D Vv potravé
nebo jako doplngk stravy a u déti, jejichZz matky v prib&hu te€hotenstvi navysSovaly svou
hladinu 1,25(OH),D3 pobytem na slunci ¢i oralnimi davkami vitaminu D (Fronczak et al.,
2003).
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5.2.3 Roztrousena skleroza

Roztrousena skleréza predstavuje onemocnéni centrdlni nervové soustavy. Toto
onemocnéni je bézné zkoumano v laboratornich podminkach na modelu experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy (EAE) z divodu jejich velmi blizkého chronického
pribéhu. Roztrousend skler6za predstavuje chronické autoimunitni onemocnéni centralni
nervové soustavy, zpusobené posSkozenim neuronli centralni nervové soustavy
prostiednictvim zénétlivych reakci bunék imunitniho systému. Jedna se konkrétné
0 demyelinizaci téchto neuront, tedy rozpad myelinovych pochev obalujicich axony
I rozpad samotnych axond, coz ma za nasledek jednak snizenou schopnost neurond vést
nervovy vzruch, jednak pieskakovani signalu na okolni struktury. Etiologie tohoto
onemocnéni je charakterizovana zanéty zejména bunck bilé hmoty mozkové, zptisobené
pritomnosti Tyi, Thiz, Tc, makrofagh a v mensi mife rovnéz B-lymfocytd. Periferni
makrofagy zde reprezentuji APC, aktivujici T-lymfocyty, které nasledné prochazeji pies

hematoencefalickou bariéru a nasledné spousti zanétlivou reakci (Smolders et al., 2008).

Experimenty na mysich, kterym byl jesté pred indukci EAE podéavan vitamin D, prokazaly,
ze vys$i hladina 1,25(OH);D3 zabraniuje vzniku a rozvoji této choroby. Naproti tomu mysi,
kterym byl vitamin D podavan az pfi probihajicim onemocnéni EAE, sice nevykazovaly
uplné vymizeni choroby, ale vymizeni vSech piiznaki; pfi odebrani davek vitaminu D se
naopak veskeré priznaky EAE navratily (Cantorna et al., 1996). 1,25(OH),D3; navic
v ptipadé EAE in vivo u mysi neindukuje pouze narlst protizanétlivych cytokinid a pokles
cytokini prozanétlivych, ale rovnéz zvysSeni exprese proapoptickych gentli, mezi jejichz
translacni produkty patii proteiny zapojené do apoptické drahy, jako je calpain-2 ¢i protein
asociovany s kaspasou 8. Na druhou stranu mohou byt tyto experimentalni studie
zavadgjici, nebot EAE se od roztrousené sklerozy histologicky mirné odliSuje (Spach

et al., 2004).

Epidemiologické studie roztrousené skler6zy jsou minimdlni, ale ukazuje se, zZe pacienti
S timto onemocnénim maji oproti kontrolnim subjektim nizkou hladinu 1,25(OH);D3
(Munger et al., 2004). Studie provedena na b&losské populaci ukazala, ze 1,25(OH),D3
vyrazné€ snizuje riziko rozvoje roztrousené sklerdzy u rizikové populace, popiipade piisobi
pokles rizika relapsti u nemocnych (Munger etal., 2006). U pacientl s roztrousenou

skler6zou neni vzacny ani vyskyt polymorfismit VDR, coz mize byt jednim z divoda

55



nizkého metabolického vyuziti tohoto hormonu (Niino et al., 2000). V soucasné dob¢ je
roztrouSend skleroza, stejn¢ jako cela fada dalSich autoimunitnich nemocnéni, 1é¢ena
vysokymi davkami kortikoidi zacilujicich na prozanétlivé cytokiny. Tato terapie vSak
zahrnuje velké mnozstvi vaznych nezadoucich ucinka vcetné zvyseného rizika rozvoje
diabetu a osteoporozy, prirtstku télesné hmotnosti ¢i vzniku Sedého zakalu (Xing et al.,
2002).

5.2.4 Idiopaticka stifevni onemocnéni
Nizka hladina 1,25(OH),D3 se rovnéZ €asto vyskytuje u pacienti s idiopatickymi stfevnimi
zanéty, tedy Crohnovou chorobou (Wang et al., 2010) a ulcerdzni kolitidou (Daniel et al.,
2006). Jedna se o piibuznd autoimunitni zénétlivda onemocnéni traviciho traktu nepfiilis
jasné etiologie, vyznacujici se Ty zprostfedkovanou masivni reakei vici vlastnim buinkam
tenkého ¢i tlustého stieva v piipadé Crohnovy choroby (Wang et al., 2010) a koneéniku

v ramci ulcerdzni kolitidy, poptipadé rovnéz tlustého stfeva (Daniel et al., 2006).

5.2.5 Infekéni onemocnéni

Celd ftada nejcastéji randomizovanych studii potvrzuje vyznamny vliv deficitu
1,25(0H);D3 na vznik a pribéh akutnich infekci dychaciho traktu (Ginde et al., 2009;
Laaksi et al., 2010), a to iV ptipadé novorozeneckych akutnich infekci dolnich cest
dychacich u déti, jejichZz matky mély v priibéhu té€hotenstvi nizké plasmatické hladiny
1,25(0H),D3 (Karatekin et al., 2009). Tento deficit stoji také za vy$s$i mortalitou pacient
s HIV a navic zvySuje pravdépodobnost rozvoje AIDS (Viard et al., 2011). Mnozstvi
1,25(0OH),;D3 je rovnéz spojovano s cCast&jSim vyskytem doprovodnych chronickych

onemocnéni u HIV pozitivnich pacienti (Dao et al., 2011).

5.2.6 Transplantace organi

Nedostatek vitaminu D je spojen s horsi prognézou u osob trpicich chronickou lymfatickou
leukémii, pficemz az 90 % téchto pacientd, ktefi casto podstupuji alogenni transplantaci

kmenovych bunék, vykazuji vyznamny deficit vitaminu D (Sproat et al., 2011). Obecn¢ je
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wrwe

odmitnuti transplantitu, stejn¢ jako fada autoimunitnich onemocnéni, zapfi¢inéno
pasobenim aloreaktivnich T-lymfocytd darce, které zpusobuji GVHD. Diky svym
imunomodula¢nim vlastnostem by tak 1,25(0OH),D3; vyvolaval supresi aktivity APC
aindukci vzniku tolerogennich DC, coz by vedlo Kinhibici tvorby zanétlivych
T-lymfocyti a naopak stimulaci produkci Tgregg. Prostfednictvim téchto ucinka
1,25(0OH),D3 by nasledné dochazelo k velmi efektivni prevenci GVHD, a to at’ uz akutni,
nebo chronické formy. Tento imunosupresivni efekt 1,25(OH),D3; na aloreaktivni
T-lymfocyty byl zatim prokdzan pouze ve studii in vitro a ve studiich na zvifatech,
nicméné i tak by hladina vitaminu D v krevni plasmé¢ u pacientli podstupujicich alogenni
transplantaci mohla pfedstavovat biomarker rizika vzniku GVHD, stejn¢ jako narist
mnozstvi VDR ve zminénych imunitnich bunikach zplsobend dostatecné navySenou

hladinou 1,25(0OH),D3 (Joseph et al., 2012).

5.2.7 Lupénka (psoriaza)

Lupénka ptedstavuje komplexni chronické zanétlivé onemocnéni zejména kiize, ale také
nehtd a kloubd. Projevuje se vznikem lozisek s odlupujicimi se bilymi Supinkami na jinak
zarudlé kuzi. Vyznamnou roli v rozvoji této choroby kromé dédi¢nych predispozic hraji

autoimunitni faktory, zejména T-lymfocyty indukované TNF-a (Chiricozzi et al., 2011).

K pochopeni rozvoje tohoto onemocnéni je nutné zakladni pochopeni imunitnich reakce,
odehravajicich se v ktzi. Mistni nezralé DC, znamé jako Langerhansovy bunky, jsou
lokalizovany v hlubokych vrstvach epidermis. Jejich ukol, jakozto obecné uloha bunck
nespecifické imunity, spo¢ivd v zajiSt€ni bariéry proti vzniku infekce. Antigeny
zachycenych patogenli ajinych cizorodych castic jsou Langerhansovymi bunikami
prezentovany na jejich cytoplasmatické membrané ve vazbé na MHC 1. nebo II. tfidy. Po
kontaktu s antigenem Langerhansovy bunky stejn¢ jako ostatni DC migruji do
lymfatickych uzlin ndleZici k dané ¢asti kiize, kde nastava imunitni reakce. Prostfednictvim
prezentace antigenu T-lymfocytim dochazi ke vzniku prozanétlivych cytokind,
chemokint, zanétlivych linii Ty @ Twiz @ dale Tc, stejné jako pamétovych bunék,
migrujicich z lymfatickych uzlin zpét do kiize. V klzi se dale pfirozené¢ nachazeji
T-lymfocyty, zejména populace CD8", a rovnéZz velmi nizké procento B-lymfocyti. Diky

pritomnosti kapilarni sit¢ v dermis jsou zde lokalizovany také ostatni buiiky imunitniho
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systému, tedy neutrofilni a eosinofilni granulocyty, makrofagy a mastocyty (Krejsek
et Kopecky, 2004).

Zejména prozanétlivy IL-17 produkovany Tui7 spolecné s TNF-a nasledné stimuluje
produkci keratinocyti z kmenovych bunék (Chiricozzi et al.,, 2011). Keratinocyty
predstavuji nejzastoupenéjsi kozni bunécny typ, obsahujici latky keratin a melanin, a jejich
indukce vzrista rovnéZ v procesu hojeni ran ¢i jako reakce na poskozeni kiize UV zafenim.
Keratinocyty svou aktivaci produkuji prozanétlivé cytokiny IL-1pB a IL-6, dale chemokiny,
interferony a opét TNF-a. Konkrétné prostiednictvim tvorby IL-12 keratinocyty moduluji
diferenciaci linie Ty, zatimco soucasné indukovany IL-3 stimuluje krvetvorbu (Delves
etal., 2011).

Narusenim rovnovahy mezi Th; @ Tz @ odklon k Ty; bunécéné linii nastava iniciace rozvoje
psoriazy nebo atopické dermatitidy. Ke vzniku této nerovnovahy pfispiva jednak infiltrace
patogentl, jednak aktivace koagula¢ni kaskady po naruSeni kize, pti¢emz oba tyto procesy
zpiisobuji lokalni zanétlivou reakci. Degranulace mastocytll prostupujicich endotelem cév
navic uvolnuje latky jako histamin ¢i heparin, které¢ umoznuji lokalni prosakovani krevnich
slozek do tkané. Nasledné je spusténa aktivace komplementu, coz jesté potencuje rozvoj

zanétu (Delves et al., 2011).

Studie efektu vitaminu D na lé¢bu lupénky maji své kofeny jiz v roce 1985, kdy byl
pozorovan Ustup lupénky u japonského pacienta léceného 1,25(OH),D3 pro osteopordzu
(Morimoto et al., 1987). Stejné jako TGF-B a 1,25(0OH),D3 inhibuji proliferaci bunék
invitro ainvivo, dochazi ke stejnému efektu téchto dvou latek na normalni lidské
keratinocyty, pfi¢emz jejich antiprolifera¢ni ucinek je synergicky. Soucasnd pfitomnost
TGF-B v kultufe keratinocytt s 1,25(0OH),D3 zvysuje G¢inek vitaminu D minimalné 10x,
pficemz dochazi k narustu hladiny zejména TGF-f1 a méné pak TGF-B2 (Kim etal.,
1992). Analogy vitaminu D se vyuzivaji k 1é¢bé psoriazy jiz nékolik desitek let a jejich

srovnani bude uvedeno dale.
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5.3 Imunopatologicka onemocnéni a hypersenzitivita

5.3.1 Bronchidlni astma a alergické projevy

Bronchialni astma je Siroce rozSifenym chronickym onemocnénim dychaci soustavy,
zpusobené zuzenim dychacich cest v oblasti pridusinek. Pficiny jeho vzniku nejsou zcela
jasné, svou roli vSak hraji jak genetické faktory, tak faktory prostiedi. Ve vétsiné ptipadii
astma doprovazi alergie, predstavujici také spoustéce zachvatl. Mezi rizikové faktory
rozvoje tohoto onemocnéni déale patfi tmavsi pigmentace kiize, obezita, Zivotni styl
a rovnéz koncentrace obyvatelstva ve velkych méstech (Lange et al., 2009). Rizikové pro
rozvoj astmatu, stejn¢ jako alergickych onemocnéni v détském véku, jsou navic nékteré
virové infekce dychacich cest u kojenci (Jackson et al., 2008). V patogenezi obou téchto
chorob hraje vyznamnou roli zejména vysoka kapacita Ty, bun€k v indukci tvorby IgE
B-lymfocyty a nasledné cytokina IL-4, IL-5 a IL-13 (Cohn et al., 2004). Z tohoto divodu
byl zkoumén mozny vliv nedostatku vitaminu D na patogenezi astmatu i alergii (Lange

et al., 2009).

1,25(0OH),D3 svym pleiotropnim ptisobenim ovliviiuje vice nez 400 geni, a to véetné gend
podilejicich se na vzniku a rozvoji astmatu, ve kterych byla objevena vazebnd mista pro
VDR-RXR. Konkrétné se jedna naptiklad o geny regulujici konstrikci hladké svaloviny
priudusinek, kde se VDR-RXR aktivné vaze a silné tak ovliviiuje aktivitu svalovych bunck
(Bossé et al., 2007). Rada epidemiologickych studii pak potvrdila pfimou korelaci mezi
snizenou hladinou vitaminu D azavaznosti tohoto onemocnéni, vcCetné mnozstvi
hospitalizaci a uzivani standardni 1écebnych prostfedki. Stejné tak je jiz dlouha 1éta znam
zvySeny predpoklad rozvoje infekce dychacich cest u déti s kiivici. Tento vztah mezi
jasnym vnéjSim projevem nedostatku vitaminu D a vy$$i senzitivitou k infekci zapficinuje
snizena schopnost produkce cathelicidinu makrofagy u déti 1 dospélych, a to nejen
Vv piipadé infekce Mycobacterium tuberculosis. Pfesné mechanismy interakce 1,25(OH),D3
s buiikami iniciujici a udrzujici astmatickd a alergickd onemocnéni, krom¢ jiz znamych
vztaht k buitkdm a signdlnim molekuldm imunitniho systému, vSak zatim zlistavaji nejasné

(Lange et al., 2009).
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5.3.2 Rakovina

Spojitost mezi imunitnim systémem a rozvojem nadorového onemocnéni spociva ve ztraté
imunitniho dohledu a supresi imunitni reakce, kdy imunitni buiikky nejsou schopny
rozpoznat a efektivné zlikvidovat proliferujici klony nadorovych bunc€k ¢i jejich
metabolity. Ué¢inek 1,25(OH),D3 na supresi tvorby nadoru byl objeven jiz v roce 1981 na
myeloidnich leukemickych bunikach (Abe et al., 1981). V soucasnosti hovofime celkem
o0 tfech protinadorovych (antineoplastickych) efektech 1,25(OH),D3, zahrnujicich inhibici
rastu a proliferace nadorovych bun¢k, indukci bunécné diferenciace a rovnéz stimulaci
apoptozy (Moreno et al., 1995). Na zakladé experimentalnich studii s lidskymi bunécnymi
nadorovymi liniemi karcinomu prsu MCF-7 aBT-20 byla potvrzena 1,25(0OH),Ds
indukovana suprese proliferace bunék projevujici se inhibici ristu téchto dvou bunécnych
linii v zavislosti na davce (Chouvet et al., 1986). Stimulace diferenciace celé fady bunék
prostiednictvim 1,25(OH),Ds3, Vv souvislosti s nadorovou aktivitou vSak zejména bunék
leukemickych, byla zjiSténa na lidské bunécné linii promyelocytarnich leukemickych
bun¢k HL-60. V této studii 1,25(OH),Ds3 in vitro zvysSoval diferenciaci blasti ziskanych
z krve pacientii s akutni myeloidni leukémii a navic plsobil pozitivné na krvetvorbu
pacientt s diagnostikovanym myelodysplastickym syndromem in vivo, ktery lze povazovat
za preleukemicky syndrom (Koeffler et al., 1985). Po diferenciaci bunék linie HL-60 do
monocytd indukované prostiednictvim 1,25(OH),D3; pak za urcitych podminek nasleduje

jejich normalni proliferace (Wang et al., 1996).

Lécba rakoviny tlustého stfeva, prsu, prostaty a plic podavanim 1,25(OH);Ds, respektive
jeho analogll zabranujicich riziku hyperkalcémie, se jevi jako velice nadéjna, nicméné
molekularni mechanismus inhibice proliferace, stimulace diferenciace bunék
ani proapopticky efekt vyvolany témito latkami neni v sou¢asné dobé stale podrobné znam.
Presto vSak vime, ze aktivita 1,25(OH);D3 Vv zavislosti na davce zplisobuje zastavu
bunééného cyklu v pozdni G; fazi (Rigby et al., 1985), tedy v klidovém useku interfaze,
kdy v buiice jednak probiha kontrola genetické informace a jeji pfipadna reparace, jednak
procesy transkripce a translace vedouci k syntéze dalSiho bunééného obsahu a zvétSovani
bunky samotné. Pfi absenci signal K prichodu timto kontrolnim uzlem bunky pfechazeji
do faze Go, typické pro zejména vysoce diferencované nedélici se buiky. Bunky
zablokované v této f4zi nemohou dale pokracovat v ptirozeném cyklu do nésledujicich fazi

az k cilové mitdze, coz brani jejich proliferaci, nicméné probiha u nich intenzivni
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metabolismus. V ptitomnosti specifickych signalit se pak vraci do pozdni G; faze
a pokracuji dale v bunééném cyklu (Bartek et Lukas, 2001).

Regulaci buné¢ného cyklu zprostiedkovavaji regulacni proteiny zvané cykliny. Jejich
vazbou na enzymy cyklin dependentni kinasy (CDK) za soucasné ptitomnosti CDK
aktivujicich kinas dochézi k aktivaci daného CDK a nasledné fosforylaci proteinového
(enzymatického) substratu. To ve vysledku vede k aktivaci ¢i naopak inhibici konkrétni

enzymatické reakce.

Akumulace bunék v pozdni G; fazi je zpisobena velmi rychlym poklesem cyklini D; a E,
jakozto klicovych molekul v progresi celé této kontrolni faze a zaroven v iniciaci piechodu
do nasledné S faze buné¢ného cyklu, a to nejen v reakci na 1,25(0OH),D3. Naopak vysoké
hladiny téchto dvou cyklinti v bunice byvaji charakteristické pro né¢ktera maligni nadorova
onemocnéni (Wang et al., 1996). Obecné dochazi k supresi dulezitych cyklini z divodu
aktivace inhibitori CDK (CKI, cyclin-dependent kinase inhibitor), které pisobi jako
negativni regulatory rustu bunék (Rots et al., 1999). V tomto ptipadé se konkrétné jedna
odva typy CKI, p21CPYWell o po7KiPl (Wang et al., 1996). V ramci studia ucinku
1,25(0H),D3 na linii monocytarnich leukemickych bunék U937 bylo zjisténo, ze aktivace
VDR po navazani ligandu pfimo indukuje cilovy gen pro tvorbu CKI p21Cip1/Waf1, a to diky
ptitomnosti VDRE na promotoru tohoto cilovém genu (Liu et al., 1996). K nastupu
diferenciace bunék linie U937 tedy dochéazi v reakci na zvySenou expresi téchto dvou
inhibitorit v pfitomnosti 1,25(OH);D3, coZ naznacuje pfimou souvislost mezi zastavou
bunééného cyklu a tedy proliferace nddorovych bun€k a iniciaci diferenciace. V téchto
experimentech byla totiz v reakci na 1,25(OH),D3; zaznamenana nejprve ¢asna, kratkodoba
proliferace bun¢k linie U937, ndsledné inhibice riistu a nakonec néstup diferenciace.
Uvodni proliferaci bunék provéazelo snizeni hladiny cyklinti E, D; a A, fidiciho priichod
S fazi, stejn¢ jako nartist koncentrace p21 a p27. Inhibice ristu se pak vyznacovala jiz
pouze zvySenymi hladinami p21 a p27, které nésledovné indukovaly diferenciace bunék
linie U937 do monocytarni ¢i makrofagni linie, coz bylo provazeno expresi typickych
povrchovych CD molekul na téchto krevnich buikach. K popsanému efektu vSak
nedochazi v ptipadé nadorovych buné€k, u kterych po inhibici proliferace nenasleduje faze
diferenciace, jako je tomu naptiklad u bunééné linie MCF-7, kde dochazi pouze k navySeni

CKI, nikoli k sou¢asnému snizeni cyklini E, D; a A (Rots et al., 1999).
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Nezavisla studie na bunécné linii karcinomu prsu BT-20 navic zaregistrovala zvySenou
hladinu mMRNA TGF-B1 v ptitomnosti 1,25(0OH),D3 Vv zavislosti na davce, stejné jako jeho
nadmérnou aktivitu. Proteinova rodina TGF-B obecné hraje vyznamnou roli v buné¢ném
cyklu jakozto negativni reguldtor bunécného riistu a diferenciace zdravych i nadorovych
bungk, a to jak in vitro, tak in vivo (Koli et Jorma, 1995). Nicméné TGF-1, stejné jako
dalsi ¢lenové této proteinové rodiny rustovych faktorit TGF-f2 a TGF-B3, hraji v celkové
inhibici bunécného riistu oproti narastu p21 a p27 v bunécné linii ¢i oproti souc¢asnému
poklesu cyklinu D; téméf zanedbatelnou roli. Aplikace specifickych protilatek proti témto
ttem typiam TGF-B spolu s 1,25(OH),D3 do experimentalni buné¢né linie MCF-7 totiz
snizila vysledny inhibi¢ni efekt ristu pouze minimaln€é. Na druhou stranu pfitomnost
stejnych protilatek rusila nejen ucinek TGF-p, ale rovnéZz dilezitou upregulaci exprese p21,
kterd by mohla ptfedstavovat disledek zamezeni aktivace signalni kaskady odstartované

ptitomnosti TGF-p (Verlinden et al., 1998).

Krom¢ antiproliferativnich G¢inka 1,25(OH),D3 na buné¢nou linii MCF-7 in vitro a in vivo
byl zaznamendn jeho proapopticky efekt v pfipad€ téchto nadorovych bunék, a to hned
na nékolika stupnich. 1,25(OH);D3 totiz zpusobuje vyznamnou indukci proapoptickych
biochemickych 1 morfologickych marker vyvoldvajicich charakteristické znaky apoptdzy
bunék, mezi které patii kondenzace chromatinu a cytoplasmy ¢i pyknoza, neboli postupna
degenerace bunééného jadra doprovdzend rozpadem DNA. Zaroven 1,25(0OH);D3
v buiikdch lidského karcinomu prsu snizuje hladinu antiapoptického proteinu Bcl-2.
Apoptickou reakci navic podporuje poskozeni estrogenové signalizace zpisobené

masivnim sniZenim exprese estrogenového receptoru (Simboli-Campbell et al., 1997).

Vedle téchto ucinkli se rovnéz objevuji zpravy o 1,25(OH),D3 zprostiedkovaném utlumu
invazivity nadorovych bun¢k a tvorby metastaz in vitro a in vivo u celé fady typt rakovin
(Beer et Myrthue, 2004). Inhibice tvorby metastaz spociva zejména v zabranéni
angiogenezi, tedy procesu vytvareni kapilar zésobujicich nador krvi, jakozto zdrojem
kysliku a Zivin. 1,25(OH);D3 zde U¢inn& zabranuje proliferaci a prodluZzovéani z nadoru
odvozenych endotelidlnich bunék, které loZiskem doslova proristaji a zajist'uji tak jeho

bohaté prokrveni (Mantell et al., 2000).
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V téchto studiich popsany protinadorovy ucinek 1,25(OH);D3 in vitro a in vivo se netyka
prostaty, kolorektdlniho karcinomu (rakovina tlustého stieva), stejn¢ jako nadort hlavy
akrku, mnohocetného myelomu, Ilymfomt (Trump et al, 2004) a Vramci
antiproliferativnich G¢inkti rovnéz melanomu (Field et Newton-Bishop, 2011). K umocnéni
antineoplastického efektu a zabranéni hyperkalcémie jsou vyuzivany glukokortikoidy jako
dexametazon (Trump et al., 2004), chemoterapie, ligandy RXR, protinadorové 1é¢ivo
tamoxifen, inhibitor P450 ketokonazol ¢i radioterapie (Beer et Myrthue, 2004). Taktéz byla
jiz v celé fad¢ experimentalnich studii prokdzana zvySend prevalence vzniku rakoviny
a zvySené riziko umrtnosti u osob, trpicich nedostatkem vitaminu D, poptipadé vyrazné
lepsi prognoéza a nizsi riziko relapsu v piipadé optimalnich ¢i vyssich hladin 25(OH)Ds.
Svou roli do urcité miry hraji také polymorfismy VDR, sniZujici riziko nedostatecnych

plasmatickych koncentraci 25(OH)D3 (Buttigliero et al., 2011).
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6 IMUNOMODULACNI UCINKY ANALOGU
VITAMINU D

Pro 1écbu autoimunitnich onemocnéni se jiz dlouha 1éta bézné¢ pouzivaji kortikoidy, tedy
syntetické analogy pfirodnich hormont kiry nadledvinek, kortikosteroidii. Nicmén¢ jinak
extrémné UCinnd supresivni terapie kortikoidy s sebou nese fadu vaznych zdravotnich rizik,
mezi ktera patii zejména atrofie (abytek bun€k dané¢ho orgénu a zmenSeni jeho velikosti),
roz§ifeni cév vedouci ke vzniku erytémi ¢&i potladeni normalni funkce hormonalniho
systému, konkrétné hypothalamo-hypofyzarni-nadledvinové osy. To dile vede
ke zvySenému riziku vzniku obezity, diabetes mellitus II. typu, poSkozeni kuze,
zalude¢nich viedd, aterosklerdzy, osteopordzy ¢i dokonce ztraté vlastni prirozené produkce
kortikosteroidii nadledvinkami. Pti lokalni aplikaci kortikoidi ve formé masti napiiklad
pti lécbe lupénky pak atrofie klize zpusobuje jeji ztenCeni ubytkem jednotlivych vrstev ¢i
podkozniho vaziva. Dlouhodobé podavéani téchto latek navic vede ke snizeni Uc¢inkt
kortikoidli u daného pacienta (Kim, 2010). Pravé z téchto diivodt byly hledany latky nové,
jez by byly potencialné schopny nahradit 1é€bu samotnymi kortikoidy nebo alespoil zmirnit
jejich vedlejsi ucinky. Mezi takovyto preparat patii i vitamin D, ktery s sebou vSak také

nese ur¢ita omezeni.

6.1 Vitamin D a hyperkalcémie

K hyperkalcémii, vzniklé vlivem ptisobeni 1,25(OH),;D3; na hladiny uvoliiovaného PTH,
dochdzi zdivodu pfitomnosti VDR v cytoplasmé bunck pfistitnych télisek, které
predstavuji dulezité cile pisobeni vitaminu D a které se vyznacuji svou vysokou afinitou
k ligandu 1,25(OH),D; (Kumar et Thompson, 2011). Biosyntéza PTH v hlavnich bunkach
pfistitnych télisek zahrnuje ribozomalni tvorbu translaéniho produktu pre-pro-PTH,
ze kterého néslednymi posttranslacnimi tpravami v endoplasmatickém retikulu a Golgiho
aparatu vznika samotny PTH (Morrissey et Cohn, 1979). Tento hormon je poté skladovan
uvniti cytoplasmatickych granuli hlavnich bunék pfistitnych télisek, odkud se uvoliuje
do krve na zakladé n€kolika riznych podnétu. Konkrétné pii stavech hypokalcémie
dochazi k sekreci PTH z granuli do krevniho ob&hu v reakci na vazbu Ca** na kalciovy
receptor (CaSR, calcium sensing receptor) (Kumar et Thompson, 2011), ktery je vysoce
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citlivy na odchylky v koncentraci plasmatického Ca®* oproti normalu (Brennan et al.,
2012). Tato reakce zaroven zpomaluje pfirozenou proteolytickou degradaci PTH uvnitf
pristitnych télisek a zvySuje tak jeho mnozstvi pro sekreci (Morrissey et Cohn, 1979).
Pokles hladiny Ca?* navic vyvolava vazbou ligandu na CaSR proliferaci bungk p¥istitnych
télisek (Brennan et al., 2012) a dale indukci samotné syntézy pre-pro-PTH pro opétovné
vyrovnani plasmatickych koncentraci Ca** nartstem hladiny mRNA PTH, na &em? se také

podili fosfaty (Naveh-Many et al., 1989).

Aktivace VDR piistitnych t&lisek navazanim 1,25(0OH),Ds3 na rozdil od Ca®" signalizace
vyvolava snizeni hladiny pre-pro-mRNA pro tvorbu PTH in vitro, a to az o 50 % oproti
normalnimu stavu. Tento jev nastava v dusledku pfimé inhibice transkripce genu pro
pre-pro-PTH pfi plasmatickych koncentracich 1,25(0OH);D3 vysSich nez jsou jeho
fyziologické hladiny (Kawahara et al., 2010), coz bylo také prokazano v experimentech
in vivo (Silver et al., 1986). Az donedavna se ptedpokladalo, Ze represi transkripce genu
pro pre-pro-PTH v bunikéch pftistitnych télisek zplsobuje vazba heterodimeru VDR-RXR
na VDRE promotorové oblasti tohoto genu, jako je tomu u jinych bunék. Bunky
pristitnych télisek v ramci promotoru genu pro pre-pro-PTH obsahuji motiv DR-3-like,
nicmén¢ delece tohoto motivu nezplisobuje vyznamny pokles ucinku 1,25(OH),;Ds
(Bienaimé et al., 2011). Promotor genu pro pre-pro-PTH totiz obsahuje konzervativni
sekvenci zvanou E-box (enhancer box) zodpovédny za vazbu transkripénich faktort
umoziujicich represi transkripce pisobenim 1,25(OH),D3. Heterodimer VDR-RXR se na
DNA tohoto E-boxu nevaze ptimo, nybrz pies protein VDIR (VDR interacting repressor).
Jak je znazornéno na Obr. 3, pfima vazba VDIR na sekvenci E-boxu promotoru tohoto
genu nasledné vyvolava rekrutaci represorti, zejména histonové deacetylasy 2 (HDAC-2,

histone deacetylase 2) a proteinu p300 (Murayama et al., 2004).

1,25(0H);D3 dale nepiimo ovliviiuje mnozstvi uvoliovaného PTH pfistitnymi télisky
prostfednictvim stimula¢niho vlivu na expresi CaSR. Tento receptor se kromé piistitnych
télisek nachazi vitadé jinych tkadni, zejména v C-builkdch S§titné Zlazy a bunkach
ledvinovych tubulti, kde jeho exprese po podani 1,25(OH),D3 rovné€Zz nariista. Stimulacni
vliv zvySenych plasmatickych hladin 1,25(OH),;D3 na expresi CaSR je dan pfitomnosti
VDRE vV transkripénich pocatcich dvou promotor genu pro CaSR, P1 a P2. Vazbou
1,25(0OH),D3 do VDR bun¢k, obsahujicich ve své cytoplasmatické membrané soucasné
CaSR, tak dochazi k posileni exprese CaSR (Canaff et Hendy, 2002).
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Vzhledem k tomu, Ze zvySenou hladinu 1,25(OH),D3; doprovazi soucasny rust mnozstvi
Ca®* v krevni plasmé, zpusobuje nadbytek téchto ionti inhibici syntézy a sekrece PTH
pristitnymi télisky potlacenim transkripce genu pro tvorbu pre-pro-PTH a zaroven
stimulaci degradace jiz vytvofené mRNA. Na zakladé poslednich studii k tomuto efektu
dochazi dvéma mechanismy (Kawahara et al., 2010). V prvnim znich zvySena
extracelularni koncentrace Ca* zapti¢inuje navySeni mnozstvi redoxniho proteinového
faktoru 1 (REF-1, redox factor protein 1), vyznacujiciho se schopnosti specifické vazby na
negativni Ca®" responzivni elementy (nCaREs, negative Ca?* responsive elements)
lidského genu pro PTH, coZ nasledné vede k represi transkripce tohoto genu (Okazaki et
al., 1994). Narutst kalcémie vedle toho destabilizuje mRNA PTH, a to prostfednictvim
vazby proteinu na specifické misto 3' nepfekladané oblasti (3'-UTR) mRNA PTH, klicové
pro stabilitu této genetické informace (Kilav et al., 2004). Vysledny efekt nadmérnych
hladin 1,25(0OH),D; tedy ve vysledku ptedstavuje inhibici produkce PTH, ktery by za
normalnich okolnosti vyrovnal hladinu Ca®* vkrevni plasmé, pficemz takto vyvolana
hyperkalcémie jesté vice utlumuje expresi tohoto hormonu a blokuje tak jeho stabiliza¢ni

efekt (Kawahara et al., 2010).

K naruSeni ¢innosti ptistitnych télisek zejména zménou v expresi PTH dochazi v dasledku
fady patologickych stavli, a to vcetné autoimunitnich onemocnéni, ¢iV pfitomnosti
nadmérného mnozstvi prozanétlivych cytokinti (Kawahara et al., 2010). Zajimava je
rovnéz zjisténa exprese CaSR v bunikdch imunitniho systému, zahrnujici monocyty, ale
zejména T-lymfocyty, které se prostiednictvim produkce cytokind podileji
na imunoregulaci a vzniku i rozvoji zanétu. Ligandem zprostfedkovand aktivace CaSR
na povrchu T-lymfocytd pak pravdépodobné stimuluje sekreci IL-6 a TNF-B, které

vyznamné podporuji zanétlivé procesy (Li et al., 2013).

6.2 Charakteristika analogu vitaminu D

Vyvoj syntetickych analogii vitaminu D byl zahdjen z diivodu vysokého rizika vzniku
hyperkalcémie pii nadmérné hladiné 1,25(0OH),D3, zptisobujici kalcifikaci cév a mékkych

tkani. K jejich rozvoji pfispél zejména objev krystalické struktury VDR s navazanym
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pfirodnim ligandem v roce 2000, ktery vedl k blizSimu pochopeni vazebnych interakci
analogt vitaminu D s receptorem (Rochel et al., 2000) a umoznil tak zvySeni G¢innosti,
tkanové specifity a celkové selektivity nové vytvarenych syntetickych analogia (Adorini
etal., 2004). V soucasné dobé existuje cela fada analoghi vitaminu D vyuZzivanych
Vv klinické praxi, at’ uz v monoterapii, nebo Castéji jako soucast kombinované 1éCby.
Utinnost analogf, vyuZivanych v sou¢asné terapii mimo jiz dlouho znamé aplikace
vitaminu D zejména v 1écb¢ lupénky, vykazuje srovnatelnost se stiedni potenci lokalnich
kortiokosteridi (Kim, 2010). Tato prace je zaméfena na analogy alfacalcidol, calcipotriol
(calcipotriene), tacalcitol, inecalcitol a maxacalcitol. Zdaleka ne vSechny informace
0 jejich ptsobeni na buiiky imunitniho systému, farmakokinetice, odliSnostech oproti
1,25(0OH);D3 a mechanismu snizovani rizika vzniku hyperkalcémie jsou vSak znamy

a publikovany. Dostupné a v této kapitole uvedené informace jsou shrnuty v Pfiloze 1.

6.2.1 Variabilita mezi jednotlivymi analogy

Analogy vitaminu D se vyznacuji nejen vyrazné niZsi tendenci zplisobovat hyperkalcémii
nez 1,25(0OH);D; samotny, ale také svym vétSim terapeutickym zabérem (Mathieu
et Adorini, 2002). Vyznamny regula¢ni vliv analogli vitaminu D se uplatiiuje zejména
prostfednictvim receptori imunitnich bunék, cytokinl, chemokini, rlstovych faktorh
a neurohormont (Griffin et al., 2004). Vyssi potencial analogt vitaminu D a jejich tkanova
specifita spociva zejména v odlisné afinité¢ analogti k DBP, ktera je Casto extrémné nizka,
a interakci s lipoproteiny v krevnim séru oproti 1,25(0OH);D3;, dale v pozménéném
bunécném vychytavani dané latky a jeji akumulace v bunce. Rozdilna byva taktéz aktivace
jadernych VDR zprostfedkovavajici iniciaci rozdilnych signdlnich drah ¢i vazba
na cytoplasmatické VDR vedouci k odliSné heterodimerizaci VDR-RXR a nasledné vazbé

.....

inaktivace daného analogu se lisi od 1,25(0OH);Ds.

Ackoli se ve vSech ptipadech jedna se o ligandy VDR, lisi se jednotlivé analogy vitaminu
D afinitou k tomuto receptoru, stejné¢ jako svou afinitou k DBP, dimerizaci s RXR a tim
pak také selektivitou a afinitou k VDRE (Steddon et al., 2001). Vzhledem Kk tomu, ze
samotnd aktivace VDR po navazani ligandu ptfedstavuje znacné slozity proces, zpusobuje

rozdilna rekrutace riznych koaktivatorti a korepresort prostiednictvim odlisSnych analogt
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aktivaci jinych genovych expresnich profili vedoucich ke specifickym terapeutickym
ucinkiim na rtzné tkané, protoze i samotna distribuce koaktivatort je tkanové specificka
(Takeyama et al., 1999). I diky tomuto efektu se mezi sebou 1,25(0OH),D3 a jeho analogy
lisi zejména mechanismu piisobenim na hladinu PTH, Ca®*" & fosfatu, a tim potom na
stupenn kalcifikace cév (Steddon et al.,, 2001). Piehled chemickych vzorci zde
srovnavanych analogti vV porovnani s 1,25(OH),D3 poskytuje Tab. 3.

Vétsina synteticky vytvoienych analogii vitaminu D zahrnuje superagonisty VDR s vice
nez 10x vy$s$im antiproliferativnim t¢inkem (Bouillon et al., 2005) na leukemické burky,
bunky karcinomu prsu, fibroblasty a keratinocyty (Slatopolsky et al., 2002), a pouze mensi
¢ast analogli je viici VDR antagonistickd nebo parcialné antagonistickd. Spole¢nym rysem
byva také nizkd afinita k DBP, takze hladina analogli velmi rychle naroste do maximalni

plasmatické koncentrace v porovnani s 1,25(0OH),D3 (Bouillon et al., 2005).
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Tab. 3. Chemicka struktura 1,25(OH),D; a jeho analogi.

Aktivni forma

Analogy vitaminu D

vitaminu D
Nazev Kalcitriol Alfacalcidol Calcipotriol (calcipotriene)
Stechiometricky 1,24(0OH),-22-ene-
10,25(0H),D3 1a(OH)D;
vzorec 24-cyclopropyl-Ds
HaC CH,
?Ha)/\/\(g:a H3C//’/ OH
Strukturni | o
vzorec |
Ho ™ OH
Ho™"
Analogy vitaminu D
Nazev Tacalcitol Inecalcitol Maxacalcitol
Stechiometricky 19-nor-14-epi-23-yne-
1,24(OH),D3 22-0xa-1,25(0H),D;
vzorec 1,25(0OH),D3
HsC OH
CHs
Strukturni
vzorec

HO™"

HO™"
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6.3 Alfacalcidol

Alfacalcidol neboli 1a(OH)Ds3, jehoz strukturni vzorec je zaznamenan na Obr. 10, byl
poprvé syntetizovan z cholesterolu v roce 1973 jako analog vitaminu D vyuzitelny pro
zvysené vstiebavani Ca* u pacientli s chronickym onemocnénim ledvin. Teprve pozdéji
doslo k objeveni jeho inhibi¢niho efektu na produkci PTH (Hansen, 2012). Pavodné levny
analog nenaro¢ny na chemickou syntézu se tak brzy stal lékem prvni volby pro 1é¢bu
osteopordzy v Japonsku. Nicméné u obyvatel jinych, zapadnéjsich zemi je obecné hladina
ca?t vyssi, proto zde terapeutické davky alfacalcidolu vyvolavaji spiSe hyperkalcémii nez
terapeutickou tvorbu kosti (Kubodera, 2009). Mechanismy ovlivnéni imunitniho systému

alfacalcidolem zatim nebyly publikovany.

Ho™"

Obr. 10. Strukturni vzorec alfacalcidolu. Od aktivniho metabolitu 1,25(0OH),D3 se
alfacalcidol odlisuje pouze absenci hydroxylové funkéni skupiny v poloze 25. Hydroxylace

V této pozici nastava az v organismu pacienta, a to zejména v jatrech.

6.3.1 Odlisnost oproti 1,25(0OH),D;

Na rozdil od alfacalcidolu se vitamin D pfijimany v potravé pfirozené¢ uklada v tukové
tkdni ve form¢ 25(0OH)D3 a jeho pfeména na aktivni formu v jatrech nastava teprve pii
poklesu hladiny tohoto hormonu v krevnim séru nebo u pacientd s nedostate¢nou hladinou
vitaminu D. U ostatnich jedincti bez deficientu vitaminu D, popiipadé u pacientil
s narusenou funkci ledvin, se tedy podani 25(OH)D3 miji okamzitym ucinkem. Naproti

tomu z alfacalcidolu se aktivni forma vitaminu D 1a,25(0OH),D3 vytvaii nejen Vv jatrech, ale

70



Castecné také v osteoblastech kosti druhou hydroxylaci v poloze 25, a to bez ohledu na
aktualni sérovou hladinu 25(OH)Ds3 (Ringe et Schacht, 2007).

6.3.2 Farmakokinetika a riziko hyperkalcémie

Alfacalcidiol se svymi farmakokinetikymi parametry v krevni plasmé po oralnim
| intravendznim podani od 1,25(0OH),D3 pomérné vyznamné odliSuje, a to zejména svym
vice nez 3% delsim biologickym polo¢asem (Ty,, half-life) pti peroralnim podani a vice
nez 2x delsSim Ty, pfi intravendzni aplikaci, dale vyrazné niz§i maximalni
koncentraci 1é¢iva v krvi (Cpax, maximum concentration) a plochou pod kiivkou (AUC,

area under the curve) (Kawase, 2000).

Déavka alfacalcidolu potfebnd k supresi syntézy a uvolilovani PTH piistitnymi télisky
a k soudasné inhibici kostni resorpce Ca?* se pohybuje mezi 0,75 — 1 pg denng. Nepfiznivé
vedlej§i Gcinky suplementace alfacalcidolem nastdvaji pfi davce vyssi nez je 1,5 ug,
nicméné pravé toto mnoZstvi pfedstavuje minimalni hodnotu nutnou pro zahdjeni kostni
resorpce (Kubodera, 2009). Podani alfacalcidolu navic na rozdil od novéjSich analogt
vitaminu D vede ke zvy§enému vstiebavani Ca®* a fosfatu v tenkém stievé (Brancaccio

et al., 2007).

6.4 Calcipotriol (calcipotriene)

Calcipotriol (1,24(0OH),-22-ene-24-cyclopropyl-D3) predstavuje dalsi synteticky analog
vitaminu D, ktery byl poprvé schvélen roku 1990 v Evropé jako 1€k ve formé masti pro
1é¢bu psoriazy (Kim, 2010). Jak 1ze vidét na Obr. 11, obsahuje tento analog dvojnou vazbu
mezi C22 a C23, hydroxylovou funkéni skupinu v 34. pozici a C24, C25 a C26 zaclenéné
do cyklopropanu (Masuda et al., 1993).
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Obr. 11. Strukturni vzorec calcipotriolu. Calcipotriol se od aktivniho metabolitu
1,25(0H),D3 lisi pfitomnosti dvojné vazby mezi C22 a C23, hydroxylové funkéni skupiny
na C34 a zaclenénim uhliki C24, C25 a C26 do struktury cyklopropanu.

6.4.1 Farmakokinetika a riziko hyperkalcémie

Pti lokalni aplikaci na kizi dochézi k metabolizaci calcipotriolu z velké ¢asti diive, nez
dojde kjeho transdermalni absorpci a piipadné absorbované mnozstvi pak podléha
metabolizaci jatry (Veien et al., 1997). Vkuzi se -calcipotriol rozklada ¢innosti
keratinocytli na metabolity, které jsou mén¢ aktivni neZ on sam, coZ je pravdépodobné
divod, pro¢ calcipotriol vyvolava hyperkalcémii jen velmi vzacné. Jesté pred aktivaci
cilovych genli vazbou na VDR aktivuje calcipotriol katabolické enzymy, které jsou zcasti
spole¢né s 1,25(0OH),D3 (Masuda, 1994). Afinita calcipotriolu k VDR je srovnatelna
s 1,25(0H),Ds3, stejné jakoi mira ucinku obou latek na diferenciaci bun¢k (Masuda et al.,
1993). Calcipotriol méa viak oproti 1,25(OH),D3 méné neZ 1% vliv na regulaci Ca®* (Singh
etal., 2011).

Mezi nezadouci ucinky calcipotriolu patfi vznik kozni vyrazky po aplikaci zejména na
obliej a intertriginzni oblasti, tedy mista, kde dochazi k vyraznému tfeni klzZe, a to
piiblizné u 20 % pacienti. Lécba calcipotriolem v téchto oblastech se proto nedoporucuje

(Veien et al., 1997).

6.4.2 Imunomodulaéni Géinky

Imunomodula¢ni ucinky calcipotriolu spocivaji ve specifické inhibici proliferace
keratinocytll, regulaci diferenciace keratinocytii a supresi produkce zanétlivych cytokinti

in vivo (McCormack, 2011). Konkrétné exprese cytokinu IL-6 a IL-8 IL-6 a IL-8 je zde
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snizovana prostiednictvim suprese aktivity TNF-a produkovaného fibroblasty
(Rostkowska-Nadolska et al., 2010). Calcipotriol ptedstavuje 1€k prvni volby pfi terapii
lupénky, ackoli je na trhu jiz pfes dvacet let. Dlouha 1éta byl vyrabén ve formé 0,005%
masti, VsouCasné dobé se vSak voli spiSe kombinovana lécba s betametasonem

dipropionatem dostupna ve formé krému, podavana jednou denné (Ortonne et al., 2004).

6.5 Tacalcitol

Tacalcitol (1,24-(OH),Ds3) se od 1,25(0OH),D3 chemicky lisi pouze hydroxylaci v poloze 24
namisto 25 (viz Obr. 12). Spolu s calcipotriolem je ptedepisovan jako 1€k prvni volby pfi
1é¢bé lupénky (Nagpal et al., 2001).

Obr. 12. Strukturni vzorec tacalcitolu. Chemicka struktura tacalcitolu témér zcela
odpovida 1,25(0OH),D3, odlisna je pouze poloha hydroxylové skupiny, ktera se v tomto
pfipadé nachdzi na C24.

6.5.1 Farmakokinetika a riziko hyperkalcémie

Tacalcitol vykazuje oproti 1,25(0OH),;D3 az 10x nizsi aktivitu. Afinita tohoto analogu
k VDR je vsak silna (Yamanaka et al., 2010), a to stejn¢ velka nebo dokonce vyssi nez je
tomu v piipadé 1,25(0OH);Ds. In vitro sice dochazi k vazbé tacalcitolu na plasmatické
bilkoviny, nicméné tento analog ma velmi kratky plasmaticky biologicky polocas
(Wietrzyk et al., 2004). Indukce kalcémie je zde rovnéz vyrazné slabsi, stejné jako toxicita
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ve srovnani s 1,25(0OH),Ds3, kdy polovina letalni davky (LDsg, lethal dose 50 %) tacalcitolu
dosahuje vice nez 8x vyssich hodnot pii peroralnim podani a3x vysSich v piipadé
intravendzni aplikace (Wietrzyk et al., 2004). Nezadouci u¢inky zahrnuji mirné podrazdéni

kize po aplikaci, vyskytujici se u 4,8 % pacientt (Bruner et al., 2003).

6.5.2 Imunomodulaéni Géinky

Zkoumani tacalcitolu spoc¢iva zejména ve sledovani jeho schopnosti inhibovat nadmérnou
proliferaci a zrani keratinocytt a naopak indukovat jejich diferenciaci (Yamanaka et al.,
2010). Navic byla potvrzena schopnost tacalcitolu tlumit produkci IL-6 a IL-8
prostfednictvim suprese aktivity TNF-a produkovaného fibroblasty (Rostkowska-Nadolska
et al., 2010) alL-1 produkovaného mononuklearnimi krevnimi bunkami, stejné jako
sekreci IL-3 prostiednictvim snizeni produkce IL-1 endoteliarnimi buiikami in vitro (Leone
et Pacifico, 2005).

6.6 Inecalcitol

Inecalcitol (19-nor-14-epi-23-yne-1,25(0OH),D3) se chemicky od 1,25(0OH),D3 lisi zejména
odstranénim methylové skupiny na C19, coz zvySuje stabilitu tohoto analogu. Dalsi rozdil
spo¢iva v typu epimeru vodiku na C14, ktery se v inecalcitolu nachazi v konformaci cis
namisto trans. Tato konformacni zména sice na jednu stranu zpusobuje nizsi afinitu tohoto
analogu k VDR i DBP, nicméné na druhou stranu stoji za jeho nizsi tendenci navySovat
kalcémii. Mensi afinita k VDR je sice vyvazena druhou modifikaci zahrnujici trojnou
vazbu na C23 v postrannim fetézci, avSak na ukor opévné deprese schopnosti vazby
inecalcitolu k DBP (Verlinden et al., 2000). Pro srovnani struktury s ostatnimi analogy je
strukturni vzorec zachycen na Obr. 13. Tento analog se Vsoucasnosti vyuziva

v kombinované chemoterapii (Verlinden et al., 2000).
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Obr. 13. Strukturni vzorec inecalcitolu. Inecalcitol vznika odebranim methylové skupiny
z C19 1,25(0OH);D3, zaménou konformace trans epimeru vodiku umisténého na C14 za

konformaci cis a dale umisténim trojné vazby na C23 postranniho fetézce.

6.6.1 OdliSnost oproti 1,25(0OH),D3

Prvotni chemickd syntéza inecalcitolu probchla za ucelem ziskat 1€k s protinddorovym
efektem fungujicim na riznych typech tumorti a se souc¢asnym minimalnim kalcemickym
ucinkem, ktery by byl zaroven i superagonistickym ligandem VDR (Ma et al., 2013).
Tento analog vitaminu D se vyznacuje 10x silngj$imi antiproliferaénimi G¢inky in vitro
v porovnani s 1,25(OH);Ds3, coz bylo prokazano v experimentalni studii inhibice ristu
nadorové bunééné linie linie MCF-7 (Verlinden et al., 2000), stejné¢ jako ve studii
proliferace normalnich bunék, konkrétn¢ keratinocytti (Verlinden et al., 2001). Obecné je
vSak kapacita inhibice proliferace a stimulace diferenciace bunck inecalcitolem az
17x vyssi (Verlinden et al., 2000). Suprese ristu nadorovych bunék v zavislosti na davce
byla dale zkoumdna na bunécné linii spinocelularniho karcinomu neboli karcinomu
dlazdicového epitelu (SCC, squamous cell carcinoma), ve kterém hodnoty 50% inhibi¢ni
koncentrace (ICsp, inhibitory concentration 50) inecalcitolu testovaného na SCC
dosahovaly 30% nizsich hodnot nez hodnoty ICsp 1,25(0OH),D3 na téze bunécné linii. Vedle
bunécné proliferace ovliviiuje inecalcitol in vivo také bunécny cyklus, a to akumulaci
bun¢k v G; fazi, nicméné V intenzité stejné, jako je tomu V piipadé indukce intenzivni
apoptozy dané bunky prostiednictvim 1,25(0OH);D3;. Mezi dalsi vyrazné putvodce

protinddorové aktivity inecalcitolu fadime jeho vyssi proapopticky efekt ve srovnéni
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s aktivnim metabolitem vitaminu D, ktery se zdd byt specificky vi¢i danému tumoru

a buné¢nému typu (Ma et al., 2013).

Inecalcitol predstavuje superagonistu VDR. Stale zde plati, ze v selektivni aktivaci
jednotlivych gent inecalcitolem a jeho nésledném plsobeni na cilovou bunku, které
obecné vede ke konecnému biologickému uc¢inku, maji rozhodujici vliv koaktivatory
a transkripéni faktory. Nicméné inecalcitol v porovnani s 1,25(0OH),D3; vykazuje silnéjsi
tendenci vazby komplexu VDR-RXR na VDRE a tedy vyssi schopnost transaktivace
cilovych gent in vitro (Verlinden et al., 2001). V piipadé inecalcitolu dale dochazi
K pevnéjsi vazb¢ koaktivatord na LBP receptoru VDR a jejich silngjsi interakci s touto
doménou, coz vede k mohutnéjsi a efektivnéjs$i iniciaci transkripce cilovych genil. Pfesny
pivod a vysvétleni superagonistickych vlastnosti inecalcitolu vsak nejsou stale znamy
(Eelen et al., 2005). In vitro zde také dochazi k navySeni transkripce mRNA VDR a tedy
Kk nardstu tohoto kédovaného proteinu (Verlinden et al., 2000). Inecalcitol navic disponuje
chemickou strukturou odolngjsi vici degradaci 24-hydroxylasou, a to diky pfitomnosti
trojné vazby mezi C23 a C24 v molekule, kterd nemlzZe byt hydroxylovana (Uskokovic
etal., 2001). VSechny tyto vyhodné&jsi funkéni mechanismy inecalcitolu zvySuji aktivitu

tohoto analogu in vitro porovnani s 1,25(0OH),D3; (Ma et al., 2013).

6.6.3 Farmakokinetika a riziko hyperkalcémie

Maximalni tolerovana davka (MTD, maximum tolerated dose) inecalcitolu in vivo pfi
intraperitonealnim podani u mysi ¢ini 1,300 pg/1 kg télesné hmotnosti bez rizika navyseni
hladiny Ca®* v krevni plasmé ¢ dokonce vzniku hyperkalcémie, a to pii podani az
3x tydné. MTD inecalcitolu je tedy az 480x vys$i nez v ptipadé 1,25(0OH),D3, nicméné
pti¢ina a mechanismus vzniku tohoto efektu nejsou stale zcela znamy. Pfi tomto davkovani
dochazi k dosazeni Crmax 5 min po aplikaci inecalcitolu, pfi¢emz navrat do pivodni hladiny
nastava do 60 min. Ty v piipadé tohoto analogu tedy c¢ini 18,3 min a clearence
53,3 ml/hod (Okamoto et al., 2012), zatimco v piipadé 1,25(OH);D3; Ti, dosahuje az
4,4 hod a clearence 192 ml/hod (Muindi et al., 2004). Pravé diky kratSimu Ty, inecalcitolu
je ¢asovy limit pro vstfebavani Ca® z tenkého stieva znaén& omezen, coZ miiZe byt jedna
zZ pric¢in nizsiho nardstu kalcémie. Vrchol exprese mMRNA CYP24A1 v jaternich bunkach
byl zaznamenan po 4 hod od podani inecalcitolu (Okamoto et al., 2012). Inecalcitol se tedy
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vyznacuje zejména velmi nizkym rizikem vzniku hyperkalcémie, a to 50 — 400% niz§im
nez je tomu v piipadé¢ 1,25(0OH);D;. TaktéZz nebyla pozorovana zména hmotnosti
pokusnych objekti (Verlinden et al., 2000). V ramci I. faze klinickych test inecalciferol
pii jednorazovam peroradlnim podani 320 pg nevyvolaval uzdravych jedinct
hyperkalcémii ani toxicitu, nicméné dobfe snasena je i davka 4 mg denné pii peroralnim

podani (Ma et al., 2013).

6.7 Maxacalcitol

Maxacalcitol (1,25-(OH),-22-(0)D3), znamy také pod nazvem 22-oxacalcitriol (OCT),
piedstavuje synteticky analog vitaminu D s atomem kysliku pfipojenym na 22. pozici
Vv postrannim fetézci (Kobayashi et al., 1994). Strukturu maxacalcitolu zachycuje Obr. 14.

HsC OH
CHjy

Obr. 14. Strukturni vzorec maxacalcitol. Struktura tohoto analogu 1,25(OH),D3; se
vyznauje pfitomnosti atomu kysliku na C22, jinak je molekula totoznd s aktivnim

metabolitem vitaminu D.

6.7.1 Odlisnost oproti 1,25(0OH),D;

Jedna se o selektivni VDR ligand, jehoZz afinita k VDR je 8x vys§i nez je tomu v piipadé
1,25(0H),D3 (Brown et Slatopolsky, 1999). Ve srovnani s 1,25(0OH),D3 rovnéz 10x silné&ji

indukuje diferenciaci a zaroven se vyznafuje svymi vyraznéj$imi antiproliferativnimi

77



a imunomodula¢nimi G¢inky (Brown et al., 1989). Vyznamnou vlastnosti je také schopnost
maxacalcitolu vyvolavat kalcémii v mnohem mensi mife ve srovnani s jinymi analogy
vitaminu D, a to prostfednictvim piimé selektivni downregulace exprese PTH v pfistitnych
téliscich in vitro a in vivo (Hirata et al., 2002) v kombinaci se sniZzenou tendenci navySovat
plasmatické koncentrace Ca®* jeho mobilizaci ze starsich &sti kosti in vitro (Brown et al.,
1989). Maxacalcitol byl sice v experimentech in vivo méné aktivni nez 1,25(OH),D3 pfi
snizovani exprese PTH, nicméné terapeuticky vyznamnéjsi je jeho vyrazné mensi
kalcemicka aktivita (Brown et Slatopolsky, 1999). Vstiebavani Ca®* ve stievé po oralnim
podani maxacalcitolu dosahuje 3x nizsich hodnot nez pii stejné davce 1,25(0OH),D3 a vraci
se do normalu jiz po 16 h, zatimco v pfipadé 1,25(0OH),;D3; trva navrat k pivodnim
hodnotdm vstiebavani 48 h. Exprese mRNA calbindinu se zvySuje ve stejné mife po
podani maxacalcitolu i 1,25(0OH),D3, ale opét se navraci kK puvodnim hodnotam rychleji
Vv ptipadé maxacalcitolu (Brown et al., 1993). Vedle toho maxacalcitol pisobi in vivo
redukci télesné hmotnosti (Hirata et al., 2002).

6.7.2 Farmakokinetika a riziko hyperkalcémie

Maxacalcitol a 1,25(0OH),;D3; se vyrazné¢ odlisuji svymi farmakokinetickymi parametry,
které jsou pravdépodobné zodpovédné za nizkou tendenci maxacalcitolu vyvolavat
hyperkalcémii. Diky své asi 500x nizsi afinit¢ k DBP (Brown et Slatopolsky, 1999) se
maxacalcitol v krvi nachazi ve vétSim mnozstvi volné, pouze v nespecifické vazbé na
lipoproteiny, coz umoziuje jeho rychlejsi clearenci a pravdépodobné také rychlejsi nastup
ucinku ieliminaci a vylouceni zlu¢i jesté pred vznikem vedlejSich ucinkt (Kobayashi
etal., 1994), stejn¢ jako vyssi tkanovou dostupnost (Holliday et al., 2000). Maxacalcitol
dosahuje maximalni plasmatické koncentrace pomaleji, je-li podavan intraperitonedlné.
Jeho maximalni hladina ve stfevé a pfiStitnych téliscich je sice vyS$i nez v ptipadé
1,25(0OH);D3, nicméné po vymizeni této latky z obéhu hladiny ihned klesaji na pivodni
mez. Zvyiena absorpce Ca®" ve stievé a jeho mobilizace z kosti je tedy pouze prechodna,

zatimco efekt na supresi PTH trva (Brown et Slatopolsky, 1999).
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7 ZAVER

Klasické ucinky vitaminu D, zndmého také pod pojmem antirachiticky vitamin, zahrnujici
jeho zasadni vliv na kalciovy a fosfatovy metabolismus, jsou znamy jiz velmi dlouhou
dobu. Teprve po objeveni interakce mezi vitaminem D a imunitnim systémem V polovingé
19. stoleti zacala byt pozornost postupné zaméfovana také na jeho dalsi mozné
nekalcemické uCinky. V poslednich desetiletich pak identifikace VDR v témét vSech
tkanich vyustila v nartstajici snahu 0 nalezeni jakékoli mozné alternativni 1écby fady
onemocnéni, zahrnujicich nejen dosavadni rachitis a osteomalacii, ale rovnéz mnoho
dalsich chorobnych stavl,, zejména rakoviny a autoimunitnich onemocnéni. Vzhledem
ke znatnym  hyperkalcemickym a hyperfosfatemickym G¢inkim  vitaminu D,
ptedstavujicim zavaznou komplikaci jinak efektivni 1é¢by, doslo k zahajeni usili 0 syntézu
vhodného analogu vitaminu D, ktery by nejenze potladovat narast hladiny Ca®" a fosfat
v krvi, ale také vykazoval dalsi pfednosti a vyhody oproti samotnému vitaminu D.
Pfiblizn¢ b&hem poslednich Ctyficeti let bylo vyvijeno obrovské mnozstvi analogl
Sriznymi vlastnostmi a efektivitou pii 1é¢bé mnohych onemocnéni. Jejich odliSnost
spo¢iva zejména v intraceluldrnim metabolismu, farmakokinetice, rozdilné interakci
s VDR a genomickych i negenomickych téincich. Z toho pak vyplyva jejich tkanova

specifita.

V ramci této prace bylo porovnavano celkem pét analogt vitaminu D s 1,25(0OH),Ds3, tedy
aktivnim metabolitem, ktery v lidském téle umoznuje chod procest vyvolanych vitaminem
D na urovni bunék. Toto srovnani lze pojmout z n€kolika hledisek, a to z hlediska
efektivity vyuziti analogi pii 1é¢bé konkrétnich onemocnéni pomoci znalosti ziskanych
z klinickych studii ¢i publikovanych pozorovani. Mezi dal§i thly pohledu srovnani
muzeme zafadit hodnoceni odlisnosti téchto péti analogti mezi sebou. Pozornost je pfitom
vénovana jak naristu hladiny PTH po podani 1éCiva, tak nezadoucim ucinkiim, mezi
kterymi dominuje zejména kozni vyrazka, podrazdéni, zarudnuti kize, paleni ¢i svédéni.
Vzhledem K cilim této prace se hodnoceni tyka zejména srovnani vybranych analogti mezi
sebou, které je zhlediska jednotlivych vlastnosti piehledné zaznamenano v Ptiloze 1.
V ramci klinickych studii nejsou p#ili§ jasné rozdily mezi calcipotriolem a tacalcitolem,
analogl vitaminu D, které se zdaji byt nejvyhodnéjsi. Na druhou stranu velice rozséhlé

teoretické znalosti farmakologického plisobeni maxacalcitolu a jim dlouho vyuZzivana 1écba
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v Japonsku jasné piinasi vyborné vysledky, které vSak postradaji klinické srovnavaci

studie.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1,25(0H),Ds

25(0H)Ds
AF
AP-1
APC
ARD
ATPasa
AUC
BCR
CaBP
CAMP
CAR
CaSR
CD
CDK
C/EBP

CKD
CKI
Cnax
CREB

CTLA4

CYP27B1
DBD
DBP

DC
DNMT
DR-3
DRIP

1,25-dihydroxyvitamin D3 (kalcitriol)

25-hydroxyvitamin D3 (kalcidiol)

activation function

activator protein 1

antigen prezentujici burika (antigen-presenting cell)

ankyrinova repeti¢ni doména (ankyrin repeat domain)

adenosin trifosfatasa (adenosin triphosphatase)

plocha pod kiivkou (area under the curve)

B-bunécny receptor (B-cell receptor)

Ca’* vazebny protein, calbindin (calcium-binding protein)

cyklicky adenosin monofosfat (cyclic adenosine monophosphate)
konstitutivni androstanovy receptor (constitutive androstane receptor)
kalciovy receptor (calcium sensing receptor)

diferencia¢ni skupina (cluster of differentiation)

cyklin dependentni kinasa (cyclin-dependent kinase)

vazebné proteiny pro enhancer CCAAT (CCAAT / enhancer-binding
proteins)

chronické onemocnéni ledvin (chronic kidney disease)

inhibitor cyklin dependentnich kinas (cyclin-dependent kinase inhibitor)
maximalni koncentrace 1é¢iva v krvi (maximum concentration)

protein vazajici responzivni element pro cyklicky adenosin monofosfat
(CAMP response element-binding protein)

antigen 4  asociovany s cytotoxickymi  T-lymfocyty  (cytotoxic
T-lymphocyte associated antigen 4)

la-hydroxylasa

DNA vazebna doména (DNA-binding domain)

vitamin D vazebny protein (vitamin D-binding protein)

dendriticka bunka (dendritic cell)

DNA-methyltransferasa (DNA methyltransferase)

ptimé opakovani sekvenci typu 3 (direct repeats-3)

vitamin D receptor interacting protein
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EAE

E-box
EGFR
FGF-23
Fox3P
G-CSF

GM-CSF

GVHD
H12
HAT
HDAC-2
Hr

1IC50
IFN-y

IGF-1
IkBa

IL
ILT3
iTreG
10]
LBD
LBP
LD50
MAPK
M-CSF

MHC
MTD
nCaREs

experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (experimental autoimmune
encephalomyelitis)

enhancer box

receptor pro epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor receptor)
fibroblastovy rustovy faktor 23 (fibroblast growth factor 23)

forkhead box 3P

granulocytarni kolonie stimulujici faktor (granulocyte colony stimulating
factor)

granulocytarni makrofagovy kolonie stimulujici faktor (granulocyte /
macrophage colony stimulating factor)

nemoc $tépu proti hostiteli (graft versus host disease)

helix 12 (helix 12)

histonova acetyltranferasa (histone acetyl transferase)

histonova deacetylasa 2 (histone deacetylase 2)

hairless corepressor

50% inhibi¢ni koncentrace (inhibitory concentration 50)

interferon y (interferon vy)

imunoglobulin (immunoglobulin)

rastovy faktor podobny inzulinu (insulin-like growth factor 1)

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, o

interleukin (interleukin)

immunoglobulin-like transcript

indukované pomocné T-lymfocyty (induced regulatory T cells)
mezinarodni jednotka (international unit)

ligand vazebna doména (ligand-binding domain)

ligand vazebna kapsa (ligand binding pocket)

polovina letalni davky (lethal dose 50 %)

mitogenem aktivovana protein kinasy (mitogen-activated protein kinase)
makrofagovy kolonie stimulujici faktor (macrophage colony stimulating
factor)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility komplex)
maximalni tolerovana davka (maximum tolerated dose)

negativni Ca®" responzivni elementy (negative Ca®" responsive elements)
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NCoA
NCoR-1, 2
NFAT

NF-xB

NK
NTRrec
PAMP

PKA
PKC
PLC
PPR
pre-Ds
PTH
PXR
REF-1
RHR
ROS
RXR
SMRT

SRC

T

TAD

Tc

TCR
TGF-a, B
Th

TLR
TNF

Trl

TreG

nuclear receptor coactivator

nuclear receptor co-repressor 1, 2

jaderny faktor aktivovanych T-lymfocyta (nuclear factor of activated
T cells)

jaderny faktor kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells)

pfirozeni zabijeci (natural killers)

ptirodni regula¢ni T-lymfocyty (natural regulatory T cells)

S patogenem  asociované molekularni vzory (pathogen-associated
molecular patterns)

protein kinasa A (protein kinase A)

protein kinasa C (protein kinase C)

fosfolipasa C (phospholipase C)

pattern recognition receptors

pre-vitamin D3 (previtamin D3)

parathormon (parathormone)

pregnanovy X receptor (pregnane X receptor)

redoxni proteinovy faktor (redox factor protein)

Rel homologni region (Rel homology region)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

retinoidni X receptor (retinoid X receptor)

silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid hormone
receptor

steroid receptor coactivator

biologicky polocas 1é¢iva (half-life)

transaktiva¢ni doména (trans-activating domain)

cytotoxické T-lymfocyty (cytotoxic T cells)

T-bunéény receptor (T-cell receptor)

transformujici ristovy faktor a, p (transforming growth factor o, f)
pomocné T-lymfocyty (helper T cells)

toll-like receptor (toll-like receptor)

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)

regulaéni T-lymfocyty typu 1 (type 1 regulatory T-cells)

regulaéni T-lymfocyty (regulatory T cells)
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TRPV
UTR
UvB
VDIR
VDR
VDRE

transient receptor potential vanilloid
nepiekladana oblast (untranslated region)
ultrafialové zatfeni ¢asti spektra B (ultraviolet B)
VDR interacting repressor

receptor pro vitamin D (vitamin D receptor)

vitamin D responzivni element (vitamin D responsive element)
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10 PRILOHY

Ptiloha 1: Pfehled dostupnych informaci o srovnavanych analozich vitaminu D.
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