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1 UVOD

1.1 HORECKA

Horetka je fyziologicky jev, ktery je mivodnim symptomem mnoha infakich nebo
zaretlivych onemocsini. ZvysSeni &lesné teploty nad fyziologickou mez fiak prirozenym
obrannym mechanisim (Nouza a John, 1987)iifhoreice nastavaji zemy vrizeni tlesné
teploty. ZvySeni teplotyiphoreice je podmisno znenénou ¢innosti termoregulaich center
umiseénych v hypotalamu. Hypertermii naopak rozumime ewmyStlesné teploty, které
nastava ghem usilovné prace, za stresovych podminek a n@bdiquhodobém pobytu ve
vysokych teplotach. i® hypertermii funguji termoregutai centra normaky zvyseni &esné
teploty nastava proto, Ze vysoka produkce teplattionganismu a nebo zvySeniesun tepla
z prostedi do ¢la datasre presahnou vykonnost mechanizmepelnych ztrat (poceni,

vazomotorika).

Horetku vyvolava vniknuti exogennich pyrogedo organismu. Exogenni pyrogeny
jsou rozmanitého charakteru d&zného fivodu, pati mezi r& zivé i mrtvé viry, bakterie,
mikrobialni houby a plazmodia (prvoci vyvolavajicialarii). Usinnou slozkou kterych
exogennich pyrogénjsou lipopolysacharidy zvané endotoxin, které beykle ziskavaji
z gramnegativnich bakterii. Endotoxin se vyuZivadpvsim pro experimentélni vyvolani
horetky u laboratornich zvat. Exogenni pyrogeny mikrobialniho charakteru vV&vaji
horeku negimo a to tak, Ze indukuji produkci nizkomolekulolryendogennich pyrogén
které jsou tveéené pedevSim monocyty, makrofagy, lymfocyty a neutrofiln leukocyty
(Nouza a John, 1987). Antigenem aktivované maksofagnou produkovat specifickou
bilkovinu interleukin 1, ktera stimuluje T-lymfogytvyvolava jejich aktivaci a spusti celou
kaskadu dju, vedoucich ke vzniku protilatek,agobicich proti antigeim (mikrokhim).
Aktivované T-lymfocyty produkuji interleukin 2, ktgspousti proliferaci T-buik, dale jsou
zodpowdné za produkci interferdn které aktivuji makrofagy, aistovych a diferenciaich
faktori, které stimuluji @ist a @leni B-lymfocyti. Z hlediska vzniku hotky je dilezité, Ze
T-lymfocyty zathou produkovat prostaglandiny. Prostaglandiny gajlatinnost makrofag

(negativni zptna vazba) a zaroxeryvolavaji horéku (Jansky, 2000).



1.1.1 Endogenni pyrogeny

Humoralni faktory, vznikajici v ib¢hu imunitni odpowdi organismu, fisobi jako
endogenni pyrogeny. Nea@nejSimi z nich jsou interleukin 1, interleukin 6, IFEN
(interferony) a TNF« (tumor necrosis faktar). Tyto latky vznikaji pevazri v monocytech.
Neni definitivré objasino, zda hor&u vyvolavaji endogenni pyrogenyimo a nebo zda je
jejich (Cinek zprostedkovan jinymi latkami. Je jisté, Ze htka je mozno vyvolat fisobenim
prostaglandii E a jinych metabolit arachidonové kyseliny jako jsou tromboxany,
prostacykliny, endoperoxidy aj. Pro tento nazokdgi nalezy, Ze latka indometacin, ktera
brani gemén¢ arachidonové kyseliny na prostaglandiny, snizwjetku. V sokasné dobje
jasné, Ze neexistuje jediny specificky pyrogen.oBgnni dinek ma vice latek. Jisté je, Ze
ucinek endogennich pyrogémeni druhow specificky — pyrogenni latky, ziskané z jedinc
jednoho druhu, vyvolavaji hafleu u jedin@ druhu jiného. Molekularni hmotnost
endogenniho pyrogentiini asi 15000 az 40 000. K vyvolani hékg stai piitomnost

nanogramovych mnozstvi endogenniho pyrogenu v @agan(Jansky, 2000).

1.1.2 Mechanismus pusobeni endogennich pyrogent

Horetka nastava jsobenim endogennich pyroderkteré stimuluji hypotalamické
centrum termoregulace.afobenim d&chto pyrogefi dochazi k aktivaci osy hypotalamus —
hypofyza — nadledviny, a tim k mobilizaci iavého metabolismu (HejSi a Barinkova,
2005). Endopyrogenni latky maji pemé velkou molekulu a nemohou tedy snadno
piechazet z krve do mozku, tudiz se zda, Ze endoggwyrbgeny obchazeji
hematoencefalickou bariéru avstupuji do mozku tewkumventrikularnim organem
umistnym ve sEn¢ treti mozkové komory v blizkosti preoptické oblastypbtalamu.
Nervové buky zde reaguji specificky na zmy teploty a jejich aktivita iiive byt ovlivrena
jak endogennimi pyrogeny tak prostaglandiny. Ejistalezy, které dokazuji, Ze je mozno
vyvolat horéku i po injekci endogennich pyrogemlo €ch ¢asti mozku, které se rié&zeni

teélesné teploty podileji jen n&mo (prodlouzena micha, micha) (Jansky, 2000).

Zvyseni ,set pointu® P horetce zmisobi, Ze termoregulai centra zé&nou vnimat

normalni teplotuda jako chlad a zZmou zapinat termoregulai mechanizmy typické pro



obranu w¢i chladu (husi &Ze, periferni cévy se stahuji,svalovgd, netesova termogeneze).
Tento stav trva tak dlouho, az se obsah teptdevavysi do té miry, Ze teplotéld dosahne
now nastaveného ,set pointu®. Organismus potom regutigsnou teplotu na této zvySené
arovni po dobu &olika hodin. Kdyz se produkce endogennich pyragemsle snizi, ,set
point” postup® klesa a organismus & pocfovat, Zze ma v sa@nahromadno gilis mnoho
tepla. Uvede proto dinnost d&je vedouci ke zvySovani tepelnych ztratéla.t Nastane

vazodilatace, poceni a zrychlené dychani (Jan€}g0R

1.1.3 Biologicky vyznam horecky

Zvyseni Elesné teploty nad fyziologickou mez Hatk prirozenym obrannym
mechanismam, hore&ka je nedilnou sloZzkou infékiho zawtu a pomaha it Skodlivé latky
v téle. Fiznivy vliv horeky je predevsim ve zvySeni obranyschopnosti infikovaného
organismu — zvySuje se riapohyblivost leukocyt a monocyi i jejich fagocytarni schopnost
a aktivita metabolickych procesintenziviEji a rychleji probiha tvorba cytokina protilatek.
Snizovani horéky pii akutnich infeknich onemocenich neni spravné, nizsi hokg nejsou
pro jinak zdravy organismus Skodlivé. Déletrvajicretka nad 41°C vSak fize poSkodit
mozek. (Nouza a John, 1987).

1.2 STEROIDNI LATKY

Chemicky pat steroidni latky do skupiny
isoprerii. Je znamo fes 5 000 firodnich isopref a
lze je dlit podle patu petiuhlikatych stavebnich
jednotek na mono- az polyterpeny. Za zvlastni skup
je povazovana velice petnd a pestra rodina

odvoditelnd od nasyceného tetracyklického uhlo

diku steranu (obr. 1), nazyvana steroidy.

viv s

vyrdbst i tak primitivni organismy jako jsou kvasinky, igi a bakterie. Do skupiny

steroidnich latek p#tregulatory Zivotnich procésnezbytné satasti bugénych membran,



emulgatory v procesu traveégiiobranné latky ékterych ziv@icha. Mezi steroidy nalezneme
latky nesmirg toxické i nenahraditelnadia.

Pestrost steroidnich latek je dana druhendtgmo a pozici substitueinta konfiguraci
jejich vazeb, dale gtem a pozici dvojnych vazeb ve steranovém systdriznorodost

steroidi je dale zvySovana moznosiznych vzajemnych konfiguraci kriih

1.2.1 Cholesterol

Prekurzorem vSech steroidnich hormarclovéka je cholesterol. Cholesterol ma také
klicovy vyznam pro biosyntézu dalSichleZitych steroid — Zlutovych kyselin a kalciferdl
(vitamin D). Cholesterol je vyznamnou sdsti plazmatickych membran, moduluje jejich
tekutost a permeabilitu. Vestsi mie je gitomen v mozku (tvid asi 10 % jeho suSiny), ve
Zluci, krevni plasm, kde je esterifikovan nenasycenymi mastnymi kysetii a tvéi sowast
plasmovych lipoproteiin v nadledvinach, nervové tkani, kde je &sti myelinovych obaél
nervovych bugk. Vylu¢ovani cholesterolu se 2téi ¢asti uskutéinuje v jatrech pemegnou
cholesterolu na zliové kyseliny. Nefenmegnéna cast se odbouravénnosti stevnich bakterii
redukci na B-cholestan-3-ol (Vodrazka, 1996).

1.2.2 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou latky lipofilniho charakterkteré snadno prochazeji
membranou a vstupuji do cytosolu. Steroidy se w@zintracelularni receptory, které jsou
bud v cytosolu nebo v jd@ cilovych bugk. Komplex hormon-receptorapobi jako
transkrigni faktor, tzn. Ze aktivuje nebo patlge expresi gein V piipad aktivace gea,
dochazi k syntéze protdéinkteré vyvolavaji fislusSnou biologickou odpeéd’. Vzhledem
k tomu, Ze steroidy zasahuji do expreseigesstupu;ji jejich &inky ve srovnani s ostatnimi
hormony pomaleji, ale zato jsou déletrvajici.

VSechny steroidni hormony se tva cholesterolu f@menou na pregnenolon, dalSim
krokem jsou gestageny, z nichz aznymi reakcemi vznikaji glukokortikoidy,

mineralokortikoidy, androgeny a estrogeny.



Dle mista svého vzniku se steroidni hormony &hgd na dw skupiny:
adrenokortikoidni hormony a gonadalni hormony.

Adrenokortikoidni hormony (kortikoidy) jsou vyavany kKirou nadledvin po stimulaci
peptidovym hormonem ACTH (adrenokortikotropni hormnale znamo vice nez 4fznych
kortikoidia. Pres vyraznou fibuznost jednotlivych kortikoitl existuji dva funkn¢é rozdilné
typy téchto hormof: glukokortikoidy a mineralokortikoidy.

Glukokortikoidni hormony (nap hydrokortizon) reguluji metabolismus sachayid
jmenovigé provokuji biosyntézu glykogenu. Brzdi proteosyntéa podporuji degradaci
bilkovin na aminokyseliny, které pak slouzi jakekurzory pro vyrobu glykogenu. Ten se
uklada v jatrech a tim se s@sre brzdi periferni vyuzivani glukézy.

Glukokortikoidy maiji silné protizailivé a protialergické &inky. Byly vyvinuty vysoce
Gcinné syntetické derivaty fsodnich hormoti Siroce vyuZivané ip lééeni revmatismu,
astmatu, koznich onemaani aj.

Mineralokortikoidy (nap. aldosteron) kontroluji metabolismus mineralniciiek
a zadrzovanim ioft Na', CI' a HCQ ledvinami a vyldovanim iont K* dochazi ke
zvySovani krevniho tlaku. Zvy3eni Naionti vede ke zvySeni osmotického tlaku a tim ke
zvySeni mnozstvi intravaskularniciesnych tekutin, coz Zgobuje zvyseni krevniho tlaku.
Pri snizeni Na toto plati naopak. Kionty udrzuji osmoticky tlak v bikach a tim i stabilni
mnozstvi tekutin v bikéch.

Gonadalni hormony se tkiov pohlavnich Zlazdch a oviivji vyvoj a funkci
pohlavnich orgain a ukuji tak sandi a samii charakter organismu a vyteni sekundarnich
pohlavnich znak V saméim organismu se vytvaji dw fyziologicky odliSné skupiny
pohlavnich hormoin estrogeny (jako jsou estron, estradiol a estaof)estageny (jako nap
progesteron). Varlata produkuji s&mpohlavni hormony androgeny (jako je testosteron),
které jsouiteba ke zrani spermatu, dale stimuluji anabolickégsy, jako je syntéza bilkovin
(Vodrazka, 1996).



1.2.3 Dehydroepiandrosteron (DHEA)

DHEA je metabolitem cholesterolu. P
cholesterolu je  nejroZ&njSim  steroidem
v organismu. Polovina DHEA se syntetizuje ti&k
nadledvin (Murray et al., 2002), zbytekznika
v pohlavnich Zlazach, tukoveé tkani, mozku (Celes
Starka, 2002). V krevni plaznje ve své sulfatové HO

podol# (DHEA-S). DHEA je prekurzorem vSecl Obrazek 2 Dehydroepiandrosteron (DHEA)

pohlavnich hormoin Nejvyssi hladinu DHEA

nachazime v prenatalnim obdobi, po porodu hladiH&EM klesa témit na nulu. DHEA se
pak z&ina vyplavovat do krve asi v 6 letech Zivota, negvje ho v krvi asi kolem 26 let
a potom pomalu klesa. Vigichu Zivota se hladina DHEA v organismu lineasniZuje
a v 80. roce je jiz snizena 0 95%. Z tohotwatlu se ¥dci o tuto latku zajimaji a zkoumayji ji
jako mozny pipravek na zpomaleni starnuti. Hladina DHEA je ktiy@im ukazatelem stéa
organismu - mizeme mluvit o biologickém opigbovani v jakémkoliv obdobi Zivota. LiSi se
u muzi a zen.

DHEA ovliviuje tvorbu kortikoid, které vykonavaji mnoho funkci naps boji proti
infekcim, zagtam. DHEA hraje dleZitou roli v metabolismu tuk F¥i nizké hladig DHEA
se tuky nespaluji, ale ukladaji. Nizkou hladinu DHiachazime u diabeiik

DHEA ma& nezastupitelné mistori plécbé lupénky (Furie 2000, Doria et al.2002),
adrenalni nedostateosti, depresi, diabetes mellitus, hypertenze, pduke také jako
podpirny prostedek pi I1écbé HIV pozitivnich pacient (Rabkin et al., 2000),fpSokovych
stavech, traumatech, rozsahlém krvacerizaych revmatologickych onemaarich (Cutolo,
2000).

DHEA smi byt podavan pouze pod dohledem iték&espravné podavatii vysoké davky
tohoto steroidu mohou vyvol&du nezadoucichéiinkta, nag. vznik na hormonech zavislych
tumor (rakovina prsu, prostaty), zvySena produkce mudskprmori u Zen a zrény nalad.
Prilis velké davky DHEA podavané dlouhodoledly u laboratornich zkdat v rekterych

piipadech k rakovidjater.
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1.2.4 7-oxo-dehydroepiandrosteron (7-oxo-DHEA)

3B-hydroxy-5-androsten-7,17- o
dione (7-oxo-dehydroepiandrosteron
metabolit DHEA, je prozenou slozkou
krevniho séra. Hladina 7-oxo-DHEA j
tadow 10 nmol/l (piblizng 0,2 nmol/l)
(Kazihnitkova et al., 2007). 7-oxo-DHE/ " _ O
je mezistupsam pii biosyntéze Obrazek 37-oxo-dehydroepiandrosteron (7-oxo-DHEA)
7-hydroxylovanych forem DHEA, které
maji lokalni imunosupresivnicinky (Morfin, 2002). 7-oxo-DHEA ma termogennéinky,
které jsou srovnatelné s termogenniniiny thyroidnich hormof, a proto 7-oxo-DHEA
pati do skupiny ergosteroid(Lardy et al., 1995). 7-oxo-DHEA vznika z DHEAepm
pusobenim enzyin vyskytujicich se v lidské #&i a jinych tkanich. Hodh pokusi na
zviratech na &inky DHEA totiz prokazalo nejlepsi vysledkyipodkozni aplikaci DHEA
(Faredin et al., 1969). Tato latka se jevi jakdkaimxicka (2000mg/kg u kry& 500mg/kg
u priméati nevyvolalo Zadné nez&douci toxickémutagenni dinky). 7-oxo-DHEA zvysil
pantt’ u starnoucich potkan(Tejkalova a BeneSova, 2002)¢kteri uzivatelé 7-oxo-DHEA a
DHEA registrovali pi uzivani 7-oxo-DHEA absenci depresivnich vykywalady, ktery se
vyskytoval po konzumaci DHEA a mnohdynil prekdzku tomuto uzivani. Navic 7-oxo-
DHEA neni narozdil od DHEA prekurzorem biologickitignich androgeh a estrogein
které pravdpodobrg zvysSuji riziko vzniku rakoviny Zenskych reprodulch orgahd a
prostaty u mu& Pro své termogennicimky byl 7-oxo-DHEA navrZzen jako prevence
Raynaudovy choroby (abnormalni vazokonstrikée qupowdi na chlad) (lhler a Chami-
Stemman H., 2003).

1.3 CYTOKINY

Cytokiny jsou chemické latky proteinového charaktiekteré jsou produkovany
piredevsSim biikami imunitniho systému. Dale mohou byt vyedy nap. fibroblasty,

endotelovymi bitkami, astrocyty, gliovymi btkami atd.
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VétSina cytokirli je ve svych tincich pleiotropni, tzn. Zeugobi na #kolik riznych
druhi burgk. Casto také cytokiny isobi v kaska#l (jeden cytokin indukuje tvorbu druhého)
a cely cytokinovy systém je dodité miry redundantni, tzn. Ze jednotlivé cytokingmou byt
¢asto nahrazeny jinymi. Cytokinyapobi bul’ autokring na buiku, ktera je sekretovala, nebo
parakring na sousedni liky, nebo endokrinh a pak se vazi na vzdalenénky. Vazba
cytokinu na bu&ny receptor fenasi signal do kiky a vede k aktivaci a expresi dgen
Cytokiny reguluji intenzitu a trvani imunitni odpgh stimulaci a inhibici proliferacaiznych
burgk nebo sekreci protilatek nebo jinych cytakigmito buikami.

Dva cytokiny mohou {sobit synergicky, jejich dinek je potom tedy &Si nez sotet
Gcinka jednotlivych cytokiri. Cytokiny na sebe mohou také&sobit antagonisticky, kdy
acinek jednoho cytokinu inhibujecinek jiného. Winek jednoho cytokinu na kku obvykle
reguluje expresi cytokinového receptoru a expredsidh cytokir, které misobi na dalSi
bunky.

urcita nespecifita vfsobeni cytokii je nahrazena ffsnou regulaci exprese
cytokinovych receptdr na buitkach. Casto jsou tyto receptory exprimovany naibe aZ po
jeji interakci s antigenem. Tim je nespecifick& fgoytova aktivace omezena na lymfocyty,
které se setkaly s antigenem. Jinym mechanismeraujicim specifitu je pozZadavek na
vzajemny kontakt bufk, aby se vytviily G¢inné koncentrace cytokinu.dhné koncentrace
riznych cytokiri se pohybujtadow mezi 10*° — 10* mol/l.

K poznani struktury a funkce cytokirprispélo objeveni nadorovych bk sekretujicich
cytokiny. To poskytlo mozZnost ziskat homogenni pape bugk, sekretujicich cytokiny ve
vetSim mnozstvi nez kultury lymfoidnich btkn DalSim pokrokem byl objev bagnych linii,
jejichZ rist byl zavisly na witém cytokinu. KdyZz bylo popsano velké mnoZstviokyti na
zakladt svého dinku, zjistilo se, Z&asto jsou popisovanyizné aktivity téhoz faktoru. Byla
proto vytvdena standardizovana nomenklatura, v nitSima cytokiri byla ozné&ena jako
interleukiny, aby se Zdaznila jejich Uloha v komunikaci mezi leukocyty didjSi
a Bartinkova, 2005).

1.3.1 Membranové receptory pro cytokiny

Cilova buika, na ktery ma cytokinggobit, musi mit na svém povrchu receptor pro dany
cytokin. Jeden cytokin fize nachazet na boe vice receptdr s podobnymi vazebnymi

-12 -



vlastnostmi. Signaly, které cytokiny vyvolavaji am s receptory maji¢kolik spole&nych
aktivatnich cest, obdobnych uianych receptdr i riznych ligand, cytokini, hormori,
neurotransmitér a dalSich informé&ich molekul

Na zaklad molekulovych homologii ivemeradit receptory do spalaych strukturnich
rodin. Jednu skupinu tvbreceptory pro nervovyistovy faktor, kam pat i tumor necrosis
faktor, TNF-R Il (Mallet a Barclay, 1991).

Receptory pro IL-1 byly nejprve stanoveny fink na cilovych biikach (nap.
fibroblastech, lymfocytech). Kazdaitka nese 5 — 15000 receptqro IL-1 a vazi jak IL-#,
tak i IL-1B (Oppenheim et al., 1986). Misto zasahu IL-1 jeld@spekiré a proto také
receptory jsou fitomny naract typa bunsk.

Receptor pro IL-6 je twen d¥ma podjednotkami a je exprimovan na aktivovanych
B- a T-lymfocytech, monocytech a mnoha dalSickikideh zahrnujicich epitelialni bky,
fibroblasty, hepatocyty a nervovéitky (Callard, 1994).

Pro TNF existuji dva typy receptgroba vazi TNF- i TNF- B. TNF receptory jsou
piitomny témét na vSech buignych typech sé&kolika vyjimkami jako jsou nap erytrocyty
a klidové T-lymfocyty.

1.3.2 Uloha cytokinti v zanétlivé odpovédi

V odpowdi na infekci nebo poskozeni tkamlochazi ke kask&dnespecifickych jel
znamych jako odpasd’ akutni faze. Pod vlivem cytokindochazi k adherenci zéthivych
burgk na vaskularni endotel a k jejich migraci do tkaNysledkem je fliv lymfocyta,
neutrofili, monocyt, eosinofifi, basofifi a Zirnych buék do mista poSkozeni a&ast tchto
burgk v likvidaci antigenu. Systémova odgal zahrnuje vyvoj hor&ky, zvySenou syntézu
hormoru (nag. ACTH, hydrokortizon), leukocyt6zu a produkci pivhh akutni faze. ZvySena
teplota inhibuje st patoget a zvySuje imunitni odp@d’.

Akutni faze zaétlivé reakce je zahajena aktivaci fik&ych makrofad a uvolrénim i
cytokina: IL-1, IL-6 a TNFo. Tyto cytokiny fisobi synergicky a indukuji mnoZzstvi lok&lnich
i systémovych zrn. Pod jejich vliivem dochézi ke koagulaci a zvygaopustnosti cév. TNF
a a IL-1 zvySuji expresi adhezivnich molekul na délnendoteliich. Oba cytokiny také
pusobi na makrofagy a indukuji produkci IL-8, ktemy&uje adhezi neutrofilk endotelovym

bunkédm a sotiasreé funguje jako jejich chemotakticky faktor
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Spol&né pisobeni IL-1, IL-6 a TNE vyvolava horéku, TNF stimuluje sekreci kolonie
stimulujicich faktoé endotelialnimi bitkami a makrofagy.
Syntéza IL-1, IL-6 a TNE& je indukovéana tznymi stimuly jako jsou viry, endotoxin
a cytokiny samotné. TNFa IL-1 vzajems indukuji svou expresi nebo expresi IL-6 @dSi
a Barfinkova, 2005).

1.3.3 Cytokiny a choroby

Uloha nadprodukce cytokinv patogenezi tize byt ilustrovana septickym 3Sokem.
K vyvoji Soku dochazi &em rtkolika hodin po infekci #skterymi gramnegativnimi
bakteriemi jako nafp Escherichia coli Klebsiella pneumonia@j. Symptomy bakterialniho
septického Soku jsou pokles krevniho tlaku, teplpigem a rozsahlé srdZeni krvedznych
organech. Za 3ok zodpovid4 nadprodukce IL-1 adl Nfakrofagy, které jsou stimulovany
endotoxinem. Zda se, Ze by se mohlo pidadvratit Sok injekci monoklonalnch protilatek
proti tmto cytokimim.

Nekontrolovatelna produkce cytokitnraje Ulohu i u &terych nadorovych onemogmi.
Nekteré B myelomy sekretuji IL-6, ktery slouZi jakatekrinni stimulator jejichistu. Buiky
infikované virem lidské T buigné leukémie konstitutivhexprimuji IL-2 a IL-2 receptor, coz

je stimuluje k proliferaci (Nouza a John, 1987).

1.3.4 Uloha cytokinti v aktivaci lymfocytQ

Klidové T-lymfocyty jsou necyklujici hiky v Gy fazi burg¢ného cyklu. Po aktivaci
vstupuji do bui&ného cyklu pes G fazi do S faze, ve které se replikuje DNA. Aktieac
klidovych T burk z & do ¢asné G faze vyzaduje dva tzv. kompeten signaly. Prvni
vznika @i interakci komplexu antigen — MHC (hlavni histokpatibilni komplex) s TCR,
druhym kostimulanim signalem je IL-1. Po transdukci sigh@fes plazmatickou membranu
dojde k transkripcfady geri vcetrg geni pro IL-2 a IL-2 receptor. Nasledujici vazba IL-2 n
svij receptor slouzi jako progresivni signal, kteryaftuje prechod T bilky z G, faze do
S faze.
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Klidové B-lymfocyty jsou aktivované antigenemt&mymi cytokiny produkovanymi J
buikami. Kromg vazby antigenu na protilatkové receptory jsou gaebkostimulani signély
IL-1 a IL-4. Interakce antigenu s membranovym patitovym receptorem slouzi jako signal,
ktery uvede klidovou B hiku z faze @ do casné G, ve které je schopna odpmkt na IL-4
signal. Interakce s IL-4{sobi jako signal uvagici B buiku do pozdni Gfaze. IL-4 funguje

jako progresivni signal umaagjici prechod biiky do S faze.

1.3.5 Interleukin 1 (IL-1)

IL-1 je produkovanradou bugk zahrnujicich monocyty, makrofagy, B-lymfocyty,
dendritické buiky, fibroblasty, Langerhansovy tiky, neutrofily, epitelialni a endotelové
buiky. IL-1 je €mito buikami produkovan pouze po jejich stimulaci. Jakamsti pro
produkci IL-1 mize slouzit fagocytéza bakterii. LipopolysacharidP8) z buacéné sény
gramnegativnich bakterii sam indukuje syntézu 1Bl vysoké koncentraci IL-1 se upiafje
autokrinni regulace (Manson et al., 1989). Vysokéadentrace IL-1 ma inhiémi inek,
snizujici se koncentraceugobi stimul&né. Tvorba IL-1 je dale inhibovana kortikoidy
a rekterymi cytokiny, histaminem a prostaglandiny.

Existuji dva typy IL-1: IL-I a IL-1B. Oba polypeptidy maji stejnou velikost molekuly
(15-17 kDa), ale lisi se nabojem. Oba maji sprofeprekurzor, ze kterého jsou proteolyticky
Stepeny. IL-Io je wtSinou vazany na bgtné membra# a aktivuje T biiky pifi membranové
interakci.

Hlavni dlohou IL-1 je aktivace {qburgk. Vazba IL-1 na butné receptory rozviji
sled dalSich ¢u. Dochazi ke zvySené expresi vlastnich recéptpro IL-1, stoupa
membranova denzita receptqrro IL-2 a zvySuje se sekrece dalSich cytdlako IL-2, IL-3,
IL-4, IL-6. IL-1 je zn&n¢ pleiotropni ve svémdinku. Urychluje zrani a klonalni expanzi B
burgk po antigenem indukované aktivaci. ZvySuje aktiviiK burék a ovliviiuje lokalni
zaretlivou reakci. Po podani IL-in vivo neutrofily opou&tji kostni den, vstupuji do
cirkulace a pronikaji f@s stny kapilar do tké&ni. IL-1 m& na neutrofily a malagy
chemotakticky tinek. Krome toho ma IL-1 endokrinni efekt a indukuje produkcoteini
akutni faze jaternimi hepatocytyigdbi téZ na nervovy systém a vyvolava kikue ospalost,

nechutenstvi.
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1.3.6 Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 je produkovan aktivovanymi 4l buikami, makrofagy, monocyty, fibroblasty
a endotelovymi bitkami. V nervové tkani je IL-6 tw@n astrocyty a mikrogliovymi likami
a tim prispiva k lokalni obrafiproti infekcim (Frei et al., 1989). U nadorovyalmnik funguje
autokrinrg a stimuluje bu&nou proliferaci. Stimuluje sekreci imunoglobuliplazmatickymi
buinkami a spoléné s IL-1 pisobi kostimul&né na aktivaci T, burek. Tvorba IL-6 je
stimulovana TNF. IL-6 potlaje zgtnou vazbou dalSi tvorbu TNF a tim sniZzuje nadm
zaretlivy proces.

IL-6 m4, stejg jako IL-1, pyrogenni &inek. Vlivem IL-1 dochazi k tvorb IL-6
a kradovému zvyseni jeho biologick&idnosti. Samostatn nebo v interakci s ostatnimi
faktory zvySuje IL-6 primarni a zvlaSsekundarni protilatkovou odp&d. (Takatsuki et al.,
1988). Risobi také na terminalni diferenciaci B-lymfotyt mukoznich tkanich a podinije
vysokou lokalni koncentraci plazmatickych Bln které sekretuji IgA. IL-6 se ¢astni
zaretlivych proces. IL-6 reguluje nejen imunitni procesy, ale takétabelické funkce
jaternich bugk, zvIast syntézu proteii akutni faze.

1.3.7 Tumor necrosis faktor alfa (TNFa)

TNFo je produkovan makrofagy jako reakce na endotoMa. primy cytotoxicky
Ucinek na nadorové hiky, na normalni bitky tento vliv nema. Ma takéatezitou roli ve
vyvoji zaretlivé odpovdi. Jeho nadprodukce vSakihe posSkozovat hostitele. Bylo zgab,
Ze za rozséhly ubytek vahy (cachexie), provazegkieré bakterialni a parazitické infekce
atumory je zodpaxdny pra¥ TNFo (dfive ozn&ovany jako cachetin). DalSim chemicky
piibuznym polypeptidem, ktery sekretuji aktivované biuiniky, je TN (lymfotoxin).
Podobr jako TNFo zabiji nadorové hiky.
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1.4 CiL PRACE

Steroidni hormony jetznoroda skupina latek, z nichZkteré maji prokazatelny
pyreticky &inek (vyvolavaji horéku), zatimco wkteré jiné latky horé&ku potlau;ji
(antipyreticky @&inek). Cilem této prace bylo sledovat na mononuklieh buikach lidské
periferni krve dinek 7-oxo-dehydroepiandrosteronu na produkci dyiibla zjistit zda se
Ucinek této latky nize na rozvoj hokky realizovat pimo a nebo néfmo pes zvySenou

produkci cytokir izolovanymi lidskymi leukocyty.
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Odbér materialu

Odebirano bylo vzdy 18 ml vendzni krveieglokti od zdravych daiic(muzi a Zen
ve wku 20-23 let). Krev byla odebirana do sterilniclpdmézovanych zkumavek (Vacuette,

Grenier Laboratortechnik, Austria). Qglg provadila kvalifikovana zdravotni sestra.

2.2 Izolace mononuklearnich bunék periferni krve (PBMC)

K izolaci byla pouzita metoda gradientové hustatemtrifugace za pomoci roztoku
Ficoll-Paque (Boyum, 1968).

Ve sterilnich zkumavkéach o objemu 15 ml (GAMA, aC&eské Budjovice) bylo 6 ml
odebrané krve rfadéno 6 ml Hanksova roztoku (Iékarna VFN, Praha) arpchéano. Do
dalSich sterilnich zkumavek byl po 3 ml napipetov@atok Ficoll-Paque (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Na tento kobiylo opatrg navrstveno 6 ml

naredné krve tak, aby nedoslo k vzdjemnému promichduitite

Nasledovala centrifugace vzdrkpo dobu 40 minut ip 1200 ot&kach za minutu
a pokojové tepla@t na centrifuze Universal 32R (HETTRICH Zentrifugebenmark). Ve
zkumavkach se vytwdy tii vrstvy, na d& zkumavky sediment, uprdsd zkumavky bily
prstenec mononuklearnich kn (lymfocyty, monocyty), nad prstencem supernatant
(plazma). Plazma byla posléze odsata a prsten&MECPobyl odsat a fepipetovan sterilni
Spikkou do jiné sterilni zkumavky. Ta byla dopia do 10 ml Hanksovym roztokem
a nasledovala dalSi centrifugace po dobu 10 mikiupgkojové teplot a 1200 oté&ach za
minutu. PBMC se &hem této centrifugace usadily na¢drkumavky. PBMC byly promyty
stejnym zjisobem je&tjednou, tim byly ¢istény od sérovych protein

Pouzité roztoky byly skladovany vledoe g teplo€ 4°C a ped pouZitim
vytemperovany na pokojovou teplotu. Izolace bylavaEna asepticky v digestio(Jouan
MSC 12)
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2.3 Pocitani bunék

Po sliti supernatantu byly vyizolované PBMCrtettny 1 ml kultiva&éniho média
(RPMI-1640) a promichany, aby doSlo k roviiomému rozptyleni bufk v médiu. Pro
pocitani byl pouzit jeden dil kultury bgk a 9 diti barviva (trypanova mdad0,5% vodny
roztok). Obarvené litkky byly pcitany v Birkero¥ komirce a jejich vysledny pet se

stanovil podle vzorce:

pocet burgk/ml = paset burgk ve 25 polich * 10 * 1@eeni) * 10°

2.4 Kultivace PBMC

Izolované PBMC byly kultivovany na mikrotittai desttce v médiu RPMI-1640
obohaceného o penicilin, streptomycin a L-glutami@io Whittaker, A Cambrex
Company,Maryland). Kultura PBMC byla ie@kna kultiva&thim médiem RPMI-1640
a rozpipetovana po 2Q0 do jednotlivych jamek, aby byl get PBMC v kazdé jamce 10
Dale se do jamekiflaly 2 ul roztoku 7-oxo-DHEA viiznych koncentracich. Byly pouZity
tyto kone&né koncentrace 7-oxo-DHEA: Tthmol/l, 10* nmol/l, 1& nmol/l, 1 nmol/l, 1¢
nmol/l, 10 nmol/l, 1 nmol/l. 7-oxo-DHEA jsem obdrZela v prasku (darmdrof. Hampla
z Endokrinologického ustavu v Praze), ktery byg¢yeden na zasobni roztok. Nejprve byl
prasSek rozpush v 1 dilu metanolu a poté bylaigano 9 dii vody. Jako kontrola byly
pouzity buiky v kultivatnim médiu, bezifpdavku 7-oxo-DHEA. Vzorky byly inkubovany
v kultivacnim termostatu (MCO-17 AIC, Scholler InstrumentsaHa) i konstantni teplat
37 °C a 3,5 % C®v atmosfée. Vzorky média z kultivenich jamek byly odebirany dasech
24 a 48 hodin na jinou mikrotit¥ai destéku a zamrazovanyipteplo -20 °C.

2.5 Detekce cytokinové produkce
Béhem této prace byly stanovovany cytokiny Ig;1L-6 a TNFa. pomoci metody

ELISA (Enzyme — Linked ImmunoSorbent Assay). Bylyupivany imunoenzymatické kity
(Bender MedSystems, Wien, Austria). Kvantitativiar®veni jednotlivych cytokin bylo
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provadno dle postupu poskytnutého vyrobcem. Kity bylyaskdvany v ledrice @i teplog

4 °C a ed pouzitim vytemperovany na pokojovou teplotu.

Jamky s navazanymi monoklonalnimi protilatkami ybylejdiive dvakrat promyty
promyvacim pufrem. Do jamek bylo napipetovanoub@zorka ¢i standard, k nim gidano
50 ul fediciho pufru. Do jamky slouzici jako negativni #ofa bylo napipetovano pouze
100ul fediciho roztoku. Poté bylo do vSech jamékigno 50ul biotin-konjugatu (sekundarni
protilatka proti danému cytokinu s navazanym biti). Pak nasledovala inkubace na
trepace za pokojové teploty po dobu 2 hodin, kdy sellL16/ TNF-a pfitomny ve vzorcich
¢i standardech navazal na protilatky na¢ damek, biotin-konjugat se jako sekundarni
protilatka navazal na IL-1/ IL-6/ TNE-

Po inkubaci byly jamkyctyrikrat promyty 300ul promyvaciho roztoku. Tim se
odstranil nenavazany material. Do vSech jamek hgljoipetovano 100l streptavidinu-HRP.
Streptavidin ma vysokou afinitu k biotinu a zartje na jeho molekule navazany enzym
kienova peroxidaza. Vzorky byly &p inkubovany na iepace po dobu 1 hodiny.
Streptavidin-HRP se &hem inkubace navazal na ¥epchozich krocich vznikly komplex
biotin-konjugat anti-1L-1/ IL-6/ TNFe.

Po inkubaci byly jamkyctytikrat promyty a bylo do nich napipetovano 1Q0
chromogenniho substratu (3,3", 5,5 - tetrametleyizidin + peroxid vodiku). Nasledujici
inkubace probihala ve tthma tepace po dobu 10 minut. Po uplynuti této doby se dueja
piidalo 100ul stopovaciho roztoku (kyselina fosforgé). Koncentrace latky v jednotlivych
jamkach byly pimo angrné intenzié zabarveni. Absorbance byly #feny pomoci
spektrofotometru (Tecan, Austria, typ Sunrise).aBytita vinova délka 450 nm. Ziskana data
byla dale zpracovavana pomocicfiatového softwaru KIM (Immunochemical Methods for
Windows, Daniel Kittrich, 2000).

2.6 Zpracovani naméfenych hodnot

Vzorky byly stanoveny v singlech nebo dupikatethpiipact duplikdti ukazuji
vysledky paimérné hodnoty. Koncentrace cytokirze vzorki byly ukeny ze standardnich
kalibratnich Kivek, které byly ziskany ze sértedini rekombinantnich lidskych cytokin
Grafy ukazuji pimérné hodnoty, fepaitené na 19bursk.
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3 EXPERIMENTALNI VYSLEDKY

Experimentalni vysledky byly ziskanytenim produkce cytokinlL-1, IL-6 a TNFo.
Izolované PBMC byly inkubovany spolu s kulttwdm médiem RPMI 1640 atznymi
koncentracemi 7-oxo-DHEA&pin vivo podminkach. Koncentrace jednotlivych cytakioyly
stanovovany metodou ELISA.

Produkce interleukinu 6 (IL-6)
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Obréazek 4 Casova produkce IL-6 nestimulovanymi PBMC

Zda se, Ze produkce IL-6 nestimulovanymi PBMC dagatmaximalnich hodnot
(83 pg/16 bursk) po 4 hodinach inkubace (Obr. 4). Po tons@se se hladina IL-6 jiZ

vyznamr nezvysovala. Toto potvrzuji i jini adtdStara, 2004).

Pti zjiStovani vlivu 7-oxo-DHEA na produkci IL-6 byly PBM@kubovany nejtive
po dobu 4 hodin (Obr. 5).
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Obrazek 5 Produkce IL-6 lidskymi PBMC stimulovanymiiznymi koncentracemi 7-oxo-DHEA.
Doba inkubace 4 hod.

Polatas rozpadu steroidnich hormiose pohybuje v hodindch aZz desitkach hodin
(Marwah et al., 2001), tudiz i jejichtiiek se dostavuje po delSi dolproto byla v dalSim
pokusu zvolena delSi doba inkubace - 24 a 48 h@alon. 6).
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Obrazek 6 Produkce IL-6 lidskymi PBMC stimulovanyniznymi koncentracemi 7-oxo-DHEA. Doba inkubace:
bilé sloupce 24 hod., Sedé sloupce 48 hod. n=1

Kontrolni hodnoty byly 110 pg/£oburtk pro ¢as inkubace 24 hod. a 107 pdl10
burgk pro¢as inkubace 48 hod. Stimulované PBMC vykazovalyniobg koncentraci IL-6 od
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105 do 110 pg/10bunzk (inkubace 24 hod.) a od 106 do 110 p§/bansk (inkubace 48
hod.). Drobné rozdily mezi jednotlivymi hodnotanztahujicimi se kiznym koncentracim
7-0x0-DHEA nejsou statisticky signifikantni.

Produkce interleukinu 1 (IL-1)

Vliv 7-oxo-DHEA byl zkouman i na produkci IL-1 (Obr).
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Obrazek 7 Produkce IL-1 lidskymi PBMC stimulovanyniznymi koncentracemi 7-oxo-DHEA. Doba inkubace:
bilé sloupce 24 hod., Sedé sloupce 48 hod. n=2

Hodnoty koncentraci IL-1 u nestimulovanych PBMCor{ixoly) byly piimérné
72 pg/16 bursk pro ¢as inkubace 24 hod. a 112 pd/fursk pro ¢as inkubace 48 hod.
Primérné hodnoty koncentraci IL-1 stimulovanych PBMQpsé@ybovaly od 70 do 86 pg/a0
bursk (inkubace 24 hod.) a od 108 do 124 p§Mnk (inkubace 48 hod.). Hodnoty IL-1 se
u stimulovanych PBMC vyraznneliSi od hodnot kontrolnich (sloupec 0). VySStimaty
u doby inkubace 48 hod. Izégigouditcasovému prbéhu produkce IL-1. Ani v tomtoifpads

nelze mluvit o vyraznémdinku 7-oxo-DHEA (i pouzitych koncentracich) na zvySenou
produkci IL-1.

-23-



Produkce tumor necrosis faktoru a (TNFa)

Vliv 7-oxo-DHEA byl zkouman i na produkci TNHObr. 8).
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Obrazek 8 Produkce TNFa lidskymi PBMC stimulovanymiiznymi koncentracemi 7-oxo-DHEA. Doba
inkubace: bilé sloupce 24 hoderné sloupce 48 hod. n=2

Vtomto pipad nelze zaznamenat pozitivni vysledek &inku 7-oxo-DHEA na
zvySenou produkci TNE& Kontrolni hodnoty byly pmérng 234 pg/16 burtk (inkubace 24
hod.) a 314 pg/f0bursk (inkubace 48 hod.). Hodnoty koncentraci TN&timulovanymi
PBMC se pohyboval od 216 do 301 pd/bdrsk (inkubace 24 hod.) a od 278 do 355 p§/10
bursk (inkubace 48 hod.). iP koncentraci 7-oxo-DHEA 10lze vidst mozny &inek na
zvySenou produkci TNEV sase inkubace 24 hod., také koncentrackmia po delsi dob
inkubace (48 hod.) vliv na zvySenou produkci TNAyto vysledky ale nebyly dostaéte
verifikovany. Navic koncentrace 18 1¢ nmol/l nejsou fyziologickymi koncentracemi.
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DalSi pokusy byly provashy s PBMC stimulovanymi noradrenalinem v koncentrac
1umol/l (10° M), koncentrace 7-oxo-DHEA byly 0, 101¢% 10" nmol/l (Obr. 9, 10).
Noradrenalin v koncentracich 16 10° M zvy3uje produkei IL-1 0 11-30%, produkce T&F

se [ stejnych koncentracich noradrenalinu zvySuje €8Q% (Matjovska, 2004)
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Obréazek 9 Produkce IL-1 lidskymi PBMC stimulovanymi noradrémam (10° M) a riznymi koncentracemi
7-oxo-DHEA. Doba inkubace 12 hod. Jako kontrole Ippuzita kultura PBMC + kultivéni médium. n=1

Byl prokazan stimukni inek noradrenalinu, hodnota koncentrace IL-1 seotbpr
kontrole zvysila o 55 pg/£®unsk. Nelze ale zaznamenat stimtria (&inek na produkci IL-1
pii spole&éném misobeni noradrenalinu a 7-oxo-DHEA.
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Obrazek 10Produkce TNE lidskymi PBMC stimulovanymi noradrenalinem 1) a riznymi koncentracemi
7-oxo-DHEA. Doba inkubace 12 hod. Jako kontroli Ippuzita kultura PBMC + kultivéni médium. n=1

Zde nebyl zaznamenan stimind (&inek samotného noradrenalinu na zvySenou

produkci TNFe. Také nelze prokazat vyrazny stimiré €inek na produkci TNé& pri
spolutinku noradrenalinu a 7-oxo-DHEA.
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4 DISKUZE

Vyznam této prace byl v prokadzani pyrogennibimku 7-oxo-DHEA progednictvim
zvySeneé produkce cytokirlL-1, IL-6 a TNFo. V krvi zdravych jeding se cytokiny vyskytuji
jen v minimalnim mnozstvi (IL-1: 0-5 pg/ml, IL-6:10 pg/ml, TNF: 0-20 pg/ml) (Ullum et
al., 1994).

Produkce cytokih se zvySuje P patologickych situacich. PBMC reaguji na
nejriznéjSi stimuly. Produkce cytokinse né&ni i in vitro a to i u nestimulovanych PBMC.
O 7-oxo-DHEA se vV literate vyskytuje velmi malo publikaci, je to latka, jeébyla

Také se nevi, jak tiie tato latka ovliwovat vydej cytokifi. Na druhou stranu bylo
vypracovano dostataé mnozstvi publikaci o DHEA.

V literature Ize nalézt prace, které se zabyvaly vzajemnyrtahyz mezi hodnotami
DHEA v krvi a IL-6. Zhang a Watson (1999) objeviig hladina IL-6 se dosti vyragn
zvySuje pi starnuti organismu, kdy se hladina DHEA naopakiga. Straub a kolegové
(1998) studovali skupinu 120 jedinee wku 15-76 let a zjistili, Ze klesajici hodnota DHEA
v séru them zastlivého onemoceni koresponduje se signifikantnim zvySenim produkee
6 a Z2e DHEA fisobi inhibéné¢ na produkci IL-6 lidskymi PBMC. Naproti tomu nase
vysledky neprokéazaly, Ze by 7-oxo-DHEA inhibovabgukci I1L-6.

Daneneberg et al. (1992) pro¢ldpokus na mysSich, kterym byl podan DHEA
a nasled#& byly mysi vystaveny fsobeni LPS (lipopolysacharid) gramnegativnich biékte
Jednou z hlavnich odpédi na LPSn vivo je rapidrié se zvySujici produkce cytoKinkteré se
uplatiuji pii zaretlivych procesech, jako napTNFo (Beutler et al., 1985, 1986, 1989).
Toxicita LPS niiZze byt redukovana podanim imunosupresivnich glukidadu, které
inhibuji produkci TNF a dalSich cytokin jestlize se mySim dajifide nez LPS (Waage,
1987). Zdaleka ne vSechny steroidni latky majingtéphibicni (ginek, studie prokazaly, Zze
nag. 17-13 estradiol nebo aldosteron jsoudmaié (¥ potlaceni produkce TNFipreakci na
LPS (Waage a Bakke, 1988). VySe z#miéa Danenbergova studie prokazala, Ze podani
DHEA ochranilo mysi ped letalni davkou LPS a to tak, Ze byla plea vysoka produkce
TNF atudiz nebyly mySi vystaveny toxicitohoto cytokinu. DHEA rd tedy inhibini
ucinek na produkci TNF, obdobnyifek 7-oxo-DHEA se nam nepaila prokazat.
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Zda se, Zze DHEA ovliwije i produkci IL-1. Powell a Sonnenfeld (2006)st]i, Zze
DHEA snizil produkci IL-1 u mysSich slezinnych hikn stimulovanych mitogenem. NaSe

vysledky nepotvrdily, Ze by 7-oxo-DHEAdhinhibi¢ni (€inek na produkci IL-1.

Mnoho studii potvrdilo stimulai inek noradrenalinu na produkci cytokimevi se
ale, jak se uplauje spolugisobeni noradrenalinu s dalSimi latkami, resp. gtgraMazeme
uvazovat synergismus ale zardvantagonismus. NaSe pokusy nengmjia, Zze by 7-oxo-
DHEA zvySoval produkci IL-1 a TN& PBMC stimulovanymi noradrenalinem. NaSe
vysledky nejsou ovsem vzhledem k malémdtpgrovedeni gikazné a mohou byt zatizeny
znanou chyboucemuz nastdcuje i fakt, Ze kontrolni hodnota koncentrace ILQb(. 9)

byla @iblizn¢ trikrat vySSi nez kontrolni hodnota jinych poky©br. 7).
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5 ZAVER

Na modelu mononuklearnich hiknperiferni lidské krve (PBMC) byl studovan vliv
7-0x0-DHEA na produkci cytokinIL-1, IL-6 a TNFa. Nebylo prokazano, Ze by tato latka
méla napadny efekt na zvySenou produkci sledovanytbkimi a Ize tedy pedpokladat, ze
piipadny pyrogenni dinek 7-oxo-DHEA se nerealizuje préstinictvim zvySené produkce
cytokina IL-1, IL-6 ¢i TNFa.
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