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1 UVOD

Pokud na organismusigobi réjaky stresovy podit, & uz fyzického nebo psychického
charakteru, dochazi k vicemestereotypni, nespecifické reakci, kterou Selyevahzthe
general adaptation syndrome“ (Tsigos a ost.,, 2002%o odpowd zahrnuje aktivaci
humoralni osy (hypothalamus — hypofyza — nadledviprojevujici se zvySenim hladiny
glukokortikoidi (kortizolu) v krvi.

Protoze je p studiu stresovych stavdulezité brat ohled na silu stresového p#idnje
nutné zvolit druh stresoru, ktery se da snadno a\atka ngiit. Témto pozadavkm velmi
dohke vyhovuji zndny teploty progiedi, napiklad pisobeni chladu. Proto bylo v mych
pokusech pouZzito chladovych pdaiin rizné intenzity a délky — jmenovitpondeni fizné
velkych ploch povrchu lidskéhela do studené vody dizné teplot (14°C a 11°C), naizné
dlouhou dobu.

Ke sledovani zrn aktivity humoralni osy v fibéhu chladového zatiZzeni lidského
organismu bylo nutné pouZzit neinvazivniugpb odBru vzorki. Ztohoto divodu byla
zvolena metoda #iieni koncentrace glukokortikaidve slinach,cimz také byl umozZm

rychly sled odbru vzorki.



2 LITERARNI P REHLED

2.1 Osa hypothalamus — hypofyza — nadledviny

Finalnimi efektory stresové osy hypothalamus — Wy — nadledviny jsou
glukokortikoidy (GC). Jedna se o steroidy Wduané kirou nadledvin Zonafasciculataa z.
reticularis). Hlavnim lidskym glukokortikoidem je kortizol, unekterych Zziva@ichu ale
pievlada kortikosteron — viz obg. 1. Spolénym prekursorem, stejnjako pro ostatni

adrenalni steroidy (mineralokortikoidy, androgeng)cholesterol (Murray a ost., 1998).

CH,OH (|2H20H
CcC=0 C=0
HO HO OH
HO O (e}
cholesterol kortikosteron kortizol

Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura cholesterolu, kortikosteroru a kortizolu. (Prevzato
a upraveno dle Murray a ost., 1998)

2.1.1 Syntéza glukokortikoidi

Cholesterol pro syntézu GC jétsinou vychytavan z plasmy, ale mékst se syntetizuje
v adrenokortikalnich hikach z acetatu. Je uschovan v esterifikované foxnukovych
kapénkach aipjeho potebs je hydrolyzovan na volny,ipnesen do mitochondrii &gmsnén
na pregnenolon odfienim postrannihdettzce (Ganong, 1999). Tyto kroky jsou spwmié
pro syntézu vSech adrenalnich steiioidvorba kortizolu dale probiha sérii reakci, pi
nichz hydroxylazy postugnpridavaji hydroxyly na pozice £z C;; a Gi. Fi téchto krocich

probih& opakovanyipsun substratu do mitochondrii a do cytoplasmy (Mua ost., 1998).

2.1.2 Sekrece, transport a metabolismus glukokortikoid

Steroidni hormony se dostavaji do¢bb téngi ihned po jejich syntéze. Za normalnich
okolnosti nastava uviebvani kortizolu periodicky a je regulovano denniytntrem sekrece
hypofyzarniho adrenokortikotropniho hormonu (ACTH)volnovani ACTH je tizeno
kortikotrotropin releasing hormon (CRH) z hypotmla Do & vedou vldkna ze

suprachiasmatickych jader, jetepaSeji pod¥ty pro denni rytmy. Vedle fyzické stresové



zagze (Ketrg pociti bolesti) se do hypothalamugmaseji i eméni stresy pes limbicky
systém. To vSe vede k uvehli CRH a néaslednému zvySeni hladiny ACTH a kortizol
Vyluéovani CRH, ale i ACTH je také ovli¢no negativni z§tnou vazbou samotnym
kortizolem.

Glukokortikoidy v plazng cirkuluji ve dvou formach — vazané na bilkovinyvalné.
Hlavnim plazmatickym vazebnym proteinem kortizadutjanskortin (kortikosteroid vazajici
globulin — CBG) a v menSi @ i albumin. Voln4 frakce kortizolu (nevazana nikdyiiny)
¢ini asi 8 % z celkového mnozstvi &egdstavuje jejich biologicky dinnou frakci - no¥jsi
studie vSak prokazaly, Ze i po navazani transkortia membranovy receptor dojde ke
zvySene tvorb CAMP v buice (Breuner a Orchinik, 2002). Podil volné frakoetizolu v Krvi
se miZze v rekterych gipadech (nap v zanicenych tkanich) zvysSit uvehlim steroidu
z transkortinu, nebo #Ze dojit k lokalnimu ovliveni exprese transkortinu v hypofyze
(Buckingham, 2006).

Hlavnim mistem katabolismu GC jsou jatra, kde &8ina kortizolu redukuje na dihydro-
a nasleda tetrahydrokortizol. Navic probih& konjugace s ghanovou kyselinou a v menSi
mite i se sulfatem. DalSi moznou degradadrahou je jeho ienena na kortizon, ta ale
probihd jen v fitomnosti enzymu 1B-hydroxysteroid-dehydrogenazy. Kortizon také
podléha redukci a konjugaci na glukuronid. Takteaupné GC (jiz biologicky neaktivni)
jsou vice hydrofilni, takze mohou byt snaze vyleny z tla. Asi 70 % se vyloti mogi, 20 %

stolici a zbytek #Zi.

2.1.3 Ug&inky glukokortikoid &

Moyt

» ovlivnéni intermedialniho metabolismu, zvlas¢ cukni, ale i tuki a bilkovin — jedna
se hlavg o proteokatabolismus (vznik aminokyselin jako $réia pro glukoneogenezi) a
nasledné zvySeni jaterni glykogenezy a glukoneagengnlavre zvySenim aktivity
potrebnych enzyri); GC také zvySuji plazmatickou hladinu volnych ingsh kyselin
snizenim lipogenezy v jatrech a naopak zvySeniotigy v periferi,

» potlaéeni imunitni reakce — sniZzuji pdty lymfocyti (vyvolavaji jejich druhow i
burgené specifickou lyzi) —a zarétlivych reakci snizenim pétu basofilnich a eosinofilnich
leukocyti v krvi, inhibici proliferace leukocwyt a indukci tvorby lipokortih (coz vede
k utlumu tvorby prostaglandina leukotrier),

Glukokortikoidy také pomahaji udrzet normalni kretlak a srdeni vydej, podileji se na

udrZzeni normalni rovnovahy vody a elektrdlytzitejm¢ omezovanim sekrece ADH a
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zvySenim hladiny angiotenzinu a spolu s katechalgngsou nezbytnou sdéasti systému
odpovidajiciho zaezistenci Mi¢i stresu — zde se projevuje hlayrpermisivni dinek na
katecholaminy: GC jsou nezbytné pro jejich kalomnigiea lipolyticky &inek (volné mastné
kyseliny jsou dlezitym zdrojem energieipzatzi), rovnéz zvysuji citlivost hladkych sval
cév na adrenalin a noradrenalin.

Glukokortikoidy tedy svymi rozéinymi (€inky pomahaji udrZovat vriti rovnovahu
organismu a umdidlji mu gipravit se, odpovidat a zdolavat fyzicky i eindstres (Sapolsky
a ost., 2000).

2.1.3.1 Molekularni mechanismyiinku glukokortikoiek

Steroidni hormony jsou lipofilni, proto mohou veélmifundovat pes membrany do
cytoplasmy, kde se spoji se svym receptorem aiyjinburecné dcje, vétSinou ovlivrenim
exprese geh(Alberts a ost., 1998).

Glukokortikoidovy receptor (GR) je umést v cytoplaznd burek a jetazen do skupiny
jadernych receptér (Prigent a ost.,, 2004). Po navazani kortizolu dige
z multiproteinového komplexu, dimerizuje se a vsjapdo jadra, kde se navaze na
transkrigni faktory a enhancery. Tim dojde k aktivaiciepresi specifickych géna nasledé
se neni syntéza bilkovin v hice.

Krom¢ tohoto @&inku, trvajiciho ¥tSinou hodiny az dny, maji GC tiaky negenomové,
ke kterym vyuZivaji membranové receptory. Ty mobgtubufto modifikované jaderné GR
(Losel a ost., 2003, Wehling & Losel, 2006), nebenmbranové receptory spadajici do jinych

rodin (pisobici aktivaci druhych pask buice).

2.2 Steroidni odpo¥d’ na chladovy stres

V dostupné literatite se vyskytuje po#iné malo informaci o zgmach hladiny GC v krvi u
lidi vystavenych chladu. Pokusyii michZ byli lidé vystaveni chladovym po&iim, se liSily
ve svych provedenichf aiz se jednalo o denni dobu pokupouZzity stresor (voda a vzduch)
nebo intenzitu poditu (pouzitd teplota, délka chladové expozice almottla vystavovana
chladu). Vysledky d&chto experimerit se 1iSi. Oproti ¢ekavani byl ne&jastji zaznamenan
lehky poklesc¢i Zzadna zmina ve vyldovani kortizolu, jen v &kolika pripadech doslo
ke zvysSeni jeho hladiny v krvi.

Aby odligil vliv samotného porfeni do vody od vlivu chladu, provedl Sramek a ost.
(2000) pokus, jenz se zabyval odpdmi mladych mu# pii jejich pondeni do vody oizné
teplog (32°C, 20°C a 14°C) po dobu jedné hodiny. Vzorkyek byly odebirany igd



zapa@etim chlazeni, v poloviha na konci chlazeni a hodinu po s&emi chlazeni. Vysledek
studie prokazal signifikantni pokles plazmatickékartizolu vcase, a to jak vifpadt
termoneutralni, tak chladné vody. Vzhledem k toiei,pokus byl proveden v dopolednich
hodinach, g¢itali autai tento pokles &2nému dennimu rytmu vysovani kortizolu.

Goldstein-Golaire a ost. (1970) ve své studii witd 3 lidi (muzi i Zen) chladnému
vzduchu (4°C) na dobu 2 hodin. Krevni vzorky bybebirany v intervalech -30, 0 ¢(Aek
pobytu v chladném prastdi), 15, 30, 60, 120 (konec chladové expoziced@rinut. V 15
minutt doslo ke vaziistu koncentrace plazmatického kortizolu, ktery ngtyikazny, o 15
minut pozdji ale doslo k signifikantnimu poklesu koncentra¢é®rtizolu. Hodnoty
koncentrace kortizolu v kontrolnim pokusu (bez zbt#) se neliSily od hodnot ziskanych p
chlazeni.

Leppaluoto a ost. ve své praci z roku 1988 diodpobdobnému vysledku. Koncentrace
plazmatického kortizolu byla na konci dvouhodinowgobytu v mistnosti s 10°C u 15 niuz
z 20 phkazre nizsi nez ped zahajenim pobytu v chladném predf. Autdi vSak porovnavali
pouze hodnotyied expozici chladu a po jejim skemi, takZze nejsou znamyipadné zriny
v koncentraci hormonu v fiibéhu pokusu.

V experimentu provedeném Wilsonem a ost. (1970 mybandi vystavovani chladnému
vzduchu o teplat -5°C az +2°C po dobuithodin. Vyplyva z nich, Ze ¢koli kratce po
zapaeti chlazeni doslo ke slabému poklesu koncentradézklu v plasnd, po zbytek pobytu
v chladné mistnostiistavala tato hodnota nezné¢na — na rozdil od poklesu zaznamenaného
v tutéZ denni dobu tymiz pokusnymi osobami v kdniro dni (teplota prosedi byla 23°C),
ktery odpovida dennimu rytmu.

Podobna data poskytuje i studie Witterta a 0st92).9zkoumajici vliv chladového stresu
mj. na systém hypofyza-nadledviny. @mebyla zjis¢tna zadna signifikantni zna Ehem
30 minutového vystaveni chladnému vzduchu o tegl€ az 5°C.

Také Simekova a ost. (2000) prokazala, Ze pierd do vody o teplét12,5°C na dobu
jedné hodiny newio vliv na hladinu kortizolu v krvi. Krevni vzorkyyly odebrany na
zatatku, uprosted a po sko¥eni pokusu. Tyto vysledky tedy naznd, Ze u lidi chladovy
podret vétSinou nevede ke zvySeni hladiny kortizolu v krvi.

Nasledujici autth vSak ve svych studiich zvySeni hladiny kortizola chladovy podst
prokézali. Wilkerson a ost. (1974) sledovali hor@lon odpo¥d” na chladovy stres aizné
intenzi€ (teploty vzduchu $ pokusech byly: 28, 25, 20, 15, 10 a 5°C) po d@bhbodin.
Vzorky byly odebirany v dopolednich hodinach aastych intervalech (kazdych 10 minut

béhem prvni hodiny a kazdych 15 minuthem druhé hodiny).i#15°C zaznamenali snizeni
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koncentrace plazmatického kortizolu v souladu saéarrytmem, ale v gibéhu druhé hodiny
chladové expozice hodnoty pomalu rostly az k ho@imotged za&atkem chlazeni. #P
vystaveni 10°C doSlo u jednoho ze suhjektprudkému vzestupu koncentrace kortizolu
béhem druhé hodiny pokusu. Data ziskana po expozist@ zahrnovala vysledky pouze
jednoho subjektu, kde koncentrace kortizolu staaupgdibchu celych dvou hodin.

ZvysSenou sekreci kortizolu zaznamenal také Hiramatsost. (1984), a to jakébem
expozice osmi mladych mazkteti se gemistili po jedné hodihv mistnosti s pokojovou
teplotou 22°C do mistnosti s 4°C na dobu jednérhgdak v pokusu, vémz osm proband
po jedné hodi& v mistnosti s pokojovou teplotou pdiloruce do studené vody (0°C) na

dobu deseti minut.

2.3 Analyza hormom ve slinach

Ve vSech vySe uvedenych experimentech byla prooseam steroid vyuZzita krevni
plazma. Vzhledem k tomu, Ze samotny &dkrve je stresujicim faktorem, nelze vybitu
negativni vliv tohoto zfisobu ziskdvani materialu ngepnost vysledk mereni

V mych pokusech byl pouzity jako materialu k analyzam horndiosiiny, hlavré proto, Ze
tato metoda odisu vzorki je neinvazivni a neovliwje miru stresu v gbéhu pokusu.

Produkty metabolismu se mohou do slin dostavatymi zpisoby (Lac G. 2001): pasivni
difazi, ultrafiltraci plasmy fes tsné spoje epitelidlnich bek slinnych Zl4z,¢i exsudaci
plasmy v Ustni dutih a nakonec aktivni sekreci samotnymi slinnymi adizav pripack
steroidnich hormaly coz jsou malé lipofilni molekuly, se jedna o poasdifazi (Vining a
ost. 1987).

Stanoveni kortizolu ve slindch mé tyto vyhody:

» snadny sbr vzorki, ke kterému neni zapgebi Skoleného zdravotnického personélu a

kterou mize provadt i pokusna osoba,

» neni poteba separovat sérum,

» odrazi biologickou aktivitu hormonu, protoZze odr&#adinu volné frakce hormonu

Vv krvi,
» umoZiuje odebirat vzorkyastji nez v gipad odbiru krve a sledovat tak detailni

zmeény hladiny hormonu v @ibéhu pokusu.

Relativni nevyhodou stanoveni horniore slinach je pozadavek vysoké citlivosti anakdic
metody. Hladina kortizolu, a steroidnich hormaosbecri, se ve slinach pohybujeifadech

jednotek procent (tra¢i¢ se udava 1-10%) celkové plazmatické koncentraako dalSi
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nevyhody lIze uvést: gateni odpor probani vici odkéru vzorki slin, ktery je vSak pouze
docasny a metabolickd konverze hormorslinnymi Zldzami — ty obsahuji 13-
hydroxysteroid dehydrogenazu typu Il, kteiémsiiuje kortizol na kortizonCastou namitkou
proti stanoveni hormdnve slinach je ovlivani jejich koncentrace rychlosti{goku slin —
tato rychlost totiz ovlisiuje pH slin a tim i koncentraci mnoha hormoNining a ost. (1983)
v8ak prokazali, Ze i kdyZz je koncentrace konjuggean hormori a rekterych
nekonjugovanych steraid(nag. kortizonu) zavisla na rychlosti fgoku slin, koncentrace

kortizolu takto ovlivigna neni.



3 CILPRACE

Cilem této prace bylo zjistit, zda jsou glukokooiity i u lidi vhodnym indikatorem
stresoveho stavu vyvolaného chladovym poelm izné intenzity a zjistitasovy piibéh
pozorovanych zn v koncentraci kortizolu ve slinach.

Pro tento Gel byly provedeny pokusy s chlazenim lidi, kteréliSigy velikosti chlazené
plochy €la, teplotou chladici lazra také doboutsobeni chladového poéta.



4 MATERIAL A METODY

4.1 Usparadani experiment

Bylo provedeno § sérii pokus:

» oweieni denniho rytmu kortizolu,

lokalni chlazeni dolnich kaetin @i 14°C po dobu dvaceti minut,
lokalni chlazeni dolnich k@etin pi 11°C po dobuiiceti minut,
celoglové chlazenip 11°C po dobu 30 minut,

YV V VYV V

celotlové chlazeni $ 11°C po dobu 45 minut.

4.1.1 Ovéieni denniho rytmu kortizolu

Pro owieni denniho rytmu kortizolu jsem provedla pokustgémi pokusnymi osobami,
které poskytly vzorky slin pro analyzu kortizoludennich hodinach 6, 10, 14, 18 a 22 po
dobu dvou dh.

4.1.2 Lokalni chlazeni pfi 14°C

Tento pokus byl proveden se 6 probandy, jejichzadttaristiky jsou uvedeny v tabulce
2. Denni doba z@tku pokusu byla 11 az 13 hodin, samotny pokusd tmedinu. Prvnich
dvacet minut pokusu s&dprobandi v letnim obkgeni v klidu na zidli, poté na dvacet minut
pondili nohy po kolena do vody o tepbtl4°C a po skateni chlazeni pokeaval odigr
vzorki slin jeSt dalSich dvacet minut (viz tabulkal). Nektefi probandi vSakigd z&atkem

pokusu absolvovali kratké fyzické ¢eini.

4.1.3 Celotélova a lokalni chlazeni g 11°C

Pro tyto pokusy plati jednatj$i podminky. Zdastnilo se jich 9 tznych probandl
Zakladni charakteristiky pokiisa podminek, za nichZ se pokusy konaly, shrnujelkalg. 1,
charakteristiky probaridjsou uvedeny v tabulce 2.

Patnact az dvacet minutgal zahdjenim pokusu se probandi svlékli do plavekdi na
zZidli, teplota v mistnosti byla 24°C. Aby byl cojviee eliminovan vliv denniho rytmu, byly
vSechny pokusy zahgjeny v 15:00. Prvnich dvaceunmpokusu sefli probandi v klidu na
Zidli, ve dvacéaté mingt pokusu se pordi po prsa (celatlové chlazeni) nebo po kolena
(lokalni chlazeni) do vody o teptol1°C, kde v sedsetrvali il hodiny resp. 45 minut (viz

tabg.1). V padesaté, resp. ¥tpSedesaté (vifpact 45 minutového chlazeni) mirupokusu



bylo chlazeni uko¥eno a probandi sergmistili zgt na Zidle mimo vanu. Odby vzorki
pokraiovaly jeS€ dalSich dvacet, resp. 25 minut.

Vzorky slin byly odebirdny do plastovych lagk (5 ml, Kartell, Italy), v pkbéhu
experimeni davany do nadoby sledem, po skem pokué byly okamzi¢ zmrazeny
pii —18°C. Analyza vzork probihla v Endokrinologickém udstavu v Praze. Vzorky byly
piepravovany s tepelnou izolaci, nizka teplotddmn @epravy byla zaji$ha mrazicimi

vlozkami.

Tabulka ¢. 1: Charakteristika pokusua a podminek pokusi chlazeni

Typ chlazeni Doba chlazeni Teplota vody Teplota vzathu
celoglove (@) 45 min 11°C 24°C
celoglové Q) 30 min 11°C 24°C
lok&lni ® 30 min 11°C 24°C
lokalni @ 20 min 14°C

Tabulka ¢. 2: Charakteristika proband

Typ chlazeni | Pd&et probandi Vék + SE Véaha [kg] +SE | VySka [cm] + SE
1 4 21,8+0,41 94,8+7,44 187,0+2,32
2 7 22,1+0,65 83,3+5,58 181,7+2,48
3 5 21,8+0,44 84,8+6,68 182,0+3,01
4 6 21+0,40 70,14+3,20

4.2 Stanoveni kortizolu

4.2.1 Priprava protilatky a jeji imobilizace
Pro stanoveni kortizolu ve slinach byla pouzita yglnalni kralti protilatka.
Imunogenem byl konjugat kortizol-3-karboxymethyloxBSA, pipraveny dvoufazovou
syntézou (Erlanger a ost., 1959). Romateroid — albumin byl experimentélistanoven na
8:1.
Pro imobilizaci protilatky byly pouzity polystyrémé zkumavky (5 ml, Grenier Bio-One,

Germany). Do jednotlivych zkumavek byldgigano po 1 ml roztoku protilatky v 50 mM
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uhlicitanovém pufru (pH = 9.0) o vysledné koncentragi@ml. Snés byla inkubovana za
trepani 120 minip22°C.

Po odsati roztoku protilatky byla neobsazena vazehista zablokovana 1 ml roztoku
kaseinu (4 pl.mb) ve 20 mM fosfatovém pufru (pH = 7). Adsorpce phatla po dobu 120
minut pi 22°C.

4.2.2 Radioligand

Pro gipravu radioligandu byla pouZita dvoufazovd metg8#&anczyk a Goebelsman,
1981), znaeni prohlo pomoci N&A. Vznikly produkt je smis kortizol-3-
karboxymethyoxim-L-tyrosinmethylestejodidovanych jednim nebo &wa radioaktivnimi
jody v polohach ortho-. K purifikaci produktu bypouzita chromatografie na tenké vistv
(Bicikova a ost., 1987) v systému benzen:methanolikgsealctova v objemovém pamu
75:24:1. Specificka radioaktivita ziskaného produtinila 120 TBq.mof". (Bicikova a ost.
1987).

4.2.3 Kalibra éni krivka

Pro gipravu standardnich roztbkbyl pouZzit roztok kortizolu &ediciho pufru, vysledna
koncentrace kortizolu v kalibai fadk je: 0.00, 0.6, 1.5, 3, 6, 12, 24 a 48 nmb(Bicikova a
ost., 1987)

4.2.4 Radioimunoanalyza

Tato metoda umadiije presré stanovit koncentraciiznych antigennich latek, virap.
nebo protilatek vdesnych tekutinach, zejména v krvi, za pouZziti imlogickych metod. Je
druhem satukani analyzy. B radioimunoanalyze se vyuziva moznost&nprotilatky (nebo
n¢které antigeny) radioaktivnim atomentigadré skupinou. Zn&né ligandy poté sot#i se
stanovovanym antigenem o vazebnd mista na pk@tdhai imobilizovanych na &t
zkumavky nebo jamky mikrotittmi destéky (obr. ¢. 2). Zachycena radioaktivita je potom
ne@imo unerna koncentraci stanovovaného antigenu. Ui stanovovat ¢které latky o

velmi nizkych koncentracich (pg.m!

4.2.4.1 Postup
Vzorky slin se nechaly roztat a centrifugovaly sé 2000g. Do mikrozkumavek se
pipetovalo 250 pl slin a 250 ul citratofosfatovéghdgru (0,1 M)
Stanoveni probihalo na analyzatoru Stratec (Gerin&rg analyzu bylo odebrano 150 pl

zied®ného roztoku slin a spaies se 150 ul radioligandu a 500 ul citratofosfatovéldru
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pieneseny do zkumavek s imobilizovanou protilatkoikubace probihala 120 minutip

22°C. Poté byl obsah zkumavek dekantovan a bytderma zbytkova radioaktivita.

A A % 3& [_\ Stanovovany antigen (kortizol) :
A A . CHOH

& A <{§ z& . I: =0

A A 5 HO. <M

.,,f"‘xv.f"h“&w/'

Nizka koncentrace stanovovaného antigenu L /L |
0% N

A A | [, .
a A A _<§§> Z&\ Znadeny antigen
A A
A A A %f?‘
\_/ A A V < Protilatka

Vysoka koncentrace stanovovaného antigenu

BB BB

Obrazek ¢. 2 Princip radioimunoanalyzy (Prevzato (a upraveno) ze stranek
www.austincc.edu/kotrla/serimmunoassays.ppt

4.3 Statistické zpracovani vysledk

Data ziskanaipcelotlovéem gtactyricetiminutovém chlazeni nebyla statisticky test@ajan
z divodu malého mnozZstvi pozorovani. Ré¥ndata pro o¥eni denniho rytmu nebyla
testovana.

Ostatni vysledky byly testovany takto: Data ziskaidcelo&lovém #icetiminutovém
chlazeni byla testovana parovym t-testem (vZdy &ahihuta po zap@ti chlazeni oproti
dvacété minut pokusu). Data ziskan&ipokalnim chlazeni byla testovana neparovym t-
testem (hodnoty po 20. mirdupokusu oproti hodnotanted chlazenim).
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5 EXPERIMENTALNI VYSLEDKY

5.1 Oweni denniho rytmu

Timto pokusem byla @¥ena pouzitelnost stanoveni kortizolu ve slinachdéité hodnoty
kortizolu se pohybovaly mezi 2 az 8 nmdlIByl zaznamenan dopoledni fgr hladiny

kortizolu a jeji odpoledni pokles, zmijici se mezi 14. a 18. hodinou (obr3).

10

koncentrace kortizolu
[nmol.l ]

0 T T T T T T T T T 1
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

‘+n=4 +SE ‘ denni hodina

Obrazek ¢. 3Denni rytmus vyluéovani kortizolu. (SE je stedni chyba pimeéru.)

5.2 Celo®lové chlazeni f teplot lazné 11°C po dobu 30 minut

Béhem ticetiminutového chlazeni doslo kifaznému zvySeni hladiny kortizolu (obr. 4).
Hladina kortizolu se zmla zvySovat od 15. minuty chlazeni, maxima dos&&. minug
chlazeni (45. minuta pokusu), kdy vzrostla o 135@foti 20. minut pokusu, a po ukaeni

chlazeni z&ala hladina kortizolu plynule klesat.

5.3 Celo®lové chlazeni # teplot lazné 11°C po dobu 45 minut

V prab¢hu pitactyricetiminutového chlazeni doslo k navyseni hladioytizolu u jednoho
ze ¢ty proband. U ostatnich probaridnedoslo ubec k Zzadné zsmé hladiny kortizolu (obr.
¢. 5). Davodem mohl byt vyer pokusnych osob, které jizay s podobnymi podminkami

zkuSenosti a uplatnily se u nich adapiamechanizmy (probandi 3 ac. 4.).
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koncentrace kortizolu
[nmol.l 4

—B— 30 minut, n =6, £ SE, ¢as chlazeni: 20. az 50. minuta

—{}—45 minut, n =4, + SE, ¢as chlazeni: 20. az 65. minuta

70 80 90

€as pokusu [min]

Obréazek ¢&. 4: Casovy pribéh zmén v obsahu kortizolu ve slindch Bhem celoglového
chlazeni po fizné dlouhou dobu 30 minutoveé chlazeni je zobrazeno plnyinierci (n = 6),
45 minutové chlazeni prazdnyndiverci ( n = 4). Pro testovani dat ziskanych ®0

minutovém chlazeni byl pouzit parovy t-test.- hodnota je vysSi nez ve dvacaté ménut

p < 0,5/# - hodnota je vySSi nez ve dvacaté minuk 0,01. (SE je stdni chyba piméru.)

koncentrace kortizolu
[nmol.l ]

70

80 90

€as pokusu [min]

‘ proband 1 —@—proband2 —A—proband3 —@—proband4 ==@==nrGmér ‘

Obrazek ¢&.

5. Casovy pnibéh zmén vobsahu kortizolu ve slinach Bhem

pétactyFicetiminutového chlazeni @i 11°C. Zmény byly zaznamenany u 4 probdingied

chlazenim (0. az 20. minuta), vipghu (20. az 65. minuta) a po skemi chlazeni (65. az 90.

minuta).Cerna linie je pimérna hodnota.
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5.4 Lokalni chlazeni dolnich kodeti) pFi teplote lazné 14°C po dobu 20

minut

Pti lokalnim chlazeni dolnich kéetin s teplotou lazh14°C trvajici 20 minut nedoslo
k Zzadnému ndistu hladiny kortizolu (obr¢. 6). VysSi, az dvojnasobné hodnoty koncentraci
kortizolu @i jednotlivych odirech oproti pokusu s lokalnim chlazenim dolnichdetim i

11°C jsou rejme¢ dany podminkamiip pokusu — viz metodika.

5.5 Lokalni chlazeni dolnich kodetin pv teplo# lazné 11°C po dobu 30

minut

Pfi lokalnim chlazeni dolnich kéetin s teplotou lazn 11°C trvajici 30 minut doslo
k naristu hladiny kortizolu oproti pre-exp@nimu stavu (0. az 20. minuta), a to od 39.
minuty po 53. minutu s vyjimkou 49. minuty. Svéhcaxima dosahly hodnoty po 27
minutach chlazeni (47. minuta pokusu), kdy kon@arkortizolu stoupla o vice nez 80%
vzhledem k hodnotdm ziskanycted chlazenim. Po skéeni chlazeni hladina kortizolu &p
postupr klesala (obr¢. 6).

16 -
14 -

12 ~

o] l.le /
&

koncentrace kortizolu
[nmol.l ]

0 10 20 30 40 50 60 70

€as pokusu [min]
=l — 14T, n = 6, + SE, ¢as chlazeni: 20. aZ 40. minuta

={}=11C, n =5, +SE, &as chlazeni: 20. aZ 50. minuta

Obréazek & 6: Casovy pribéh zmén v obsahu Kortizolu ve slinach Bhem lokélniho
chlazeni @i riaznych teplotach laze. 14°C lazé je vynesena plnymitverci, 11°C laz#

prazdnymictverci. Pro testovani dat byl pouZit neparovy t:tes - hodnota je vysSi nez

v pre-expozini fazi pokusu (0. az 20. minuta), p < 0,@5: hodnota je vySSi nez v pre-
expozEni fazi pokusu, p < 0,01. (SE jeeddini chyba pgmgeru.)
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5.6 Srovnani celaglového a lokalniho chlazeni

Pro zjiS€ni, zda je navySeni koncentrace kortizolu stejiiacplolovém i lokalnim
chlazeni jsem srovnala hodnoty ve 20. a 45. minldkalniho a celaiového
tiicetiminutového chlazeni s teplotou |&z1l°C (obr. 7). Rozdil mezémito navySenimi byl
patrny, ale nebyl statistickyjtazny.

10

8 _
>
©
N
€ 5 6
5 -
< -
Q35
8 E
2 £ 4 T
w I
(&)
[
o
X

2 _

0

lokalni chlazenf celot élové chlazeni
‘I:IZO. minuta + SE @ 45. minuta + SE ‘

Obrazek ¢. 7: Srovnani koncentraci kortizolu @i celo®€lovém a lokalnim
t¥icetiminutovém chlazeni f¥i teploté 1azné 11°C. Byly porovnavany hodnotyipd vstupem
do lazr¢ a 25 minut poté u probafdicastniciho se celdbvého chlazeni (n = 6) a lokalniho
chlazeni (n = 5). Pouzitym testem byl neparovyst-{¢ = -1,51, df = 9, p = 0,165) (SE je
stredni chyba pméru.)
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6 DISKUZE

Tato prace se zabyva Zmami v produkci kortizolu &em lokalniho a celdtového
chlazeni lidi, k jejichz sledovani bylo jako maéuwi pouzito lidskych slin. Vigdchozich
studiich, zabyvajicich se fyziologickymi reakceovéka na chlad, byla pouzita pro

stanoveni stresovych hormohkrevni plazma.

Bylo prokazano, Ze chladovy padno teplot 11°C trvajici 30 minut zvySuje hladinu
kortizolu ve slinach jak ip lokalnim chlazeni dolnich kdéetin, tak Ehem celatlového
chlazeni (ponienim po prsa). Vysledky této prace nepotvrzuji nalékteré uvagi, Ze
produkce kortizolu se po vystaveni lidi chladovésitesu nerni (Wilson a ost. 1970,
Wittert a ost. 1992, Sindkova a ost. 2000)¢i dokonce klesaji (Sramek a ost., 2000,
Leppaluoto a ost. 1988, Goldstein-Golaire a 0§7,0) — tyto vysledky mohly byt Zigobeny
nevhodnou denni donou agth, zvolenym intervalem odbu vzorki, ale mohl se zde také
uplatnit stresovy faktoripsamotném odiryu vzork.

Aby nedochazelo ke zkresleni vyslédiklivem denniho rytmu, byly mé pokusy
naplanovany tak, aby vysledky byly co nejaévlivnény dennim rytmem zim hladiny
kortizolu ve slinach, a to na zakkadysledki pokusu (4.1.1), vémz byly sledovany klidové
hladiny kortizolu Ehem dne. Nélezy z tohoto pokusu jsou v souladustedky Alfonsiho a
ost. (2002).

Nezadouci stresové faktory, které by mohly negétionlivnit pribéh meéreni, byly
eliminovany jednak pouZzitou neinvazivni metodou@dhvzorka slin a také tim, Ze probandi
pied samotnym zgtkem pokusu s chlazenim gkd.5 minut v klidu v mistnosti, kde pokus
probihal. Odbry jednotlivych vzork se provadly ve dvou—- az giminutovych intervalech
(viz priloha).

Vzestup koncentrace kortizolu byEhem ficetiminutového cel@ového chlazeni &tsi
nez v ptibehu lokalniho ticetiminutového lokélniho chlazeni (olér.7). Statisticky vSak tato
zavislost produkce kortizolu na velikosti chlazgméchy nebyla prokazanajegme kvili
malému poétu pozorovani.

Hladina kortizolu ve slinach v pbéhu chlazeni z&la stoupat az 15 minut po ¢zdku
pusobeni chladového poé. Divodem je pravépodobré pomala difize kortizolu z plasmy
do slin (Lac G., 2001).

Po skoieni ticetiminutového chladového pottn zatala koncentrace kortizolu ve slinach

postupr klesat (obr.c. 4 a¢. 6). Neni vSak mozné spoleRliwrit, zda je tento pokles
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zpasoben ukodenim chladového podtu nebo zda dochazi k utlumu produkce kortizolu jiz
béhem misobeni stresovych poghi. Prvni teorii podporuji pokusy, které proved! Hiatsu a
ost. (1984). Ti zaznamenali jizé¢hem lokalniho 10 minutového chlazeni rukou usér
koncentrace kortizolu v plazimktery ale petrvaval je&t 15 minut po skoteni chlazeni.

V téze praci nili probandi Ehem hodinového celéibvého chlazeni zvySenou koncentraci
kortizolu v plazng i po skoeni chlazeni. Stefntak Wilkerson a ost. (1970) zaznamenaii p
vystaveni 5°C vzduchu ni#st koncentrace kortizolu po celou dobu dvouhodincvi@dové
expozice. Pokud by ale bylo pagsi vylucovani kortizolu do slin zjsobeno jeho difzi

z plazmy, ndla by byt jeho hladina ve slinach zvySen&jakou dobu po ukateni chlazeni.

Naopak prace provedena Bd&m a ost. (1979) na krysach podporuji teorii it
produkce jiz Bhem chladového podtu. V tomto gipact doSlo k néfistu kortikosteronu
v plazne krys jen v prvnich hodinach a viihu 24 hodin pak jeho hladina klesla naitou
hladinu, ktera se jiz nednila. ProtoZe vSak zkata byla chladnému prdstli vystavovana po
nekolik dni, ¢asovy rAmecithto praci neni mozné srovnavat.

Jak je patrné z obrazkti 5, také p 45 minutovém cel@ovém chlazeni dochazelo u
jednoho probanda zé&tyr k mirnému poklesu hladiny kortizolu jiZtem pobytu ve vad
(11°C), po vyneeni dosSlo k jest razant®jSimu poklesu. U ostatniclfi tproband tohoto
pokusu ale nedoslo k Zadnym @mam v koncentraci kortizolu. To mohlo byttgmbeno tim,
Ze rekteri probandi {. 3 a¢. 4) se s chladovymi poéty setkavali v ramci svého studia. Nelze
ovSemfici, Ze za tuto reakci tize chladova adaptace, protoZze proban@ odpovidal na
chladovy podat pii pokusu siticetiminutovym celatlovym chlazenim, stefnjako proband.

3 pi pokusu s lokdlnim chlazenim v lazni 11°C laznicrhérg kvili malému mnozstvi
pozorovani jsem tento pokus statisticky nehodnotila

Pondeni nohou po kolena do vody o tegldt4°C nezfisobilo Zzadné ziny v hladiré
kortizolu (obr.¢. 6). Neni ale jisté, zda se jednalo o nedo&tétsilny podrt, nebo zda na
vysledek mdly vliv podminky pokusu. Ty neumadvaly odkEr skut&né klidovych hodnot
pied pondenim nohou do lazn— rektefi z proband pired pokusem pradali kratké fyzické
hodnot na z&tku pokusu. Rowt nebylo mozné dodrzet nejvhaghi dobu pro provedeni
pokusu, vyplyvajici z obé. 3 — jednotlivé pokusy Zénaly mezi 11:00 a 13:00, coZepme
zpasobilo vySsi variabilitu koncentraci kortizolu mézilnotlivci.
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7 ZAVER

Byl sledovéan vliv ponteni izn¢ velkych ploch lidskéhoita do vody o iizné teplot a na
razn¢ dlouhou dobu na zény hladiny kortizolu ve slinach.

Béhem lokalniho chlazeni dolnich kimtin ve vod o teplot 14°C nedoSlo ke zémé
koncentrace kortizolu ve slinach.

Lokélni chlazeni dolnich ka@etin ve vo@ o teplot 11°C zvysSilo hladinu kortizolu ve
slinach a vice nez 80%. Koncentrace kortizoltata stoupat az po 19 minutachspbeni
chladového poditu a po skoeni chlazeni plynule poklesala.

Celotlové chlazeni porienim po prsa do vody o teplol1°C navySilo koncentraci
kortizolu ve slinach o 135 %asové zriny v koncentraci kortizolu gty obdobny trend jako
u lokalniho chlazeni, ale koncentrace kortizoléata stoupat 0 4 minutyfive.

Koncentrace kortizolu ve slinachipokalnim a celatlovém chlazeni v 11°C lazni se od

sebe statisticky neliSila.
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9 PRILOHY

9.1.1 P¥iloha &. 1: Casovy interval odéru vzorka slin p¥i jednotlivych typech

chlazeni
Vzorky pro analyzu kortizolu
A B C
0 0 0
5 5 5
10 10 10
15 15 15
20 20 20
24 25 25
26 30 30
30 35 35
35 37 40
40 39 45
45 41 50
50 43 55
55 45 60
60 47 65
65 49 70
70 51 75
53 80
55 85
60 90
65
70
A celotélové chlazeni - 30 min
B lokalni chlazeni - 30 min
C celotélové chlazeni - 45 min
barevné zvyraznénd oblast odpovida expozici
chladu
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