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1 UVOD

Cytokiny jsou bilkovinné molekuly, které zpriedkovavaji penos
dorozumivacich sign@lmezi imunitnim systémem a ostatnimi organyle &1 regulaci
imunitnich reakci. Eive byly studovany hlavn jako endogenni mediatory hoks.
Terminy ,granulocytové nebo endogenni® pyrogeny ipoyaly latky s viastnostmi
vyvolavajicimi horéku. Dnes vime, Ze pyrogenita je zakladni biologickdastnosti
n¢kolika cytokini (Dinarello, 1999).

Horetka je jeden z nejvice se vyskytujicich klinickyadffizpaki v lidské patologii,
zvlase béhem infekce. KdyZz mikroorganismy napadnou hostitelestoupi do krevniho
reCiSte, stimulované leukocyty a ostatni &iné typy utuji syntézu a uvokni skupiny
molekul, které mohou vyvolat hatleu. Horé&nata odpovd je zprostedkovana
endogennimi mediatory, ¢ébr¢ nazyvanymi endogenni pyrogeny. Studie ukazaly, Ze
leukocyty stimulované bakterialnimi produkty syi#efi proteinové mediatory cytokiny,
z nichz rekteré maji pyrogenni vlastnosti. V klasickém modpaiogeneze je vyvolani
horeky zprostedkovano uvolénim pyrogennich cytokinjako je tumor necrosis factor
(TNF), interleukin 1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) @nterferony do krevnihdecist¢ jako
odpowd na exogenni pyrogeny. Tyto mediatorep centralni nervovy systém (CNS)
indukuji syntézu prostaglandinkteré koordinuji odpaydi vedouci k horéce (Netea et
al., 2000).



2 PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 CYTOKINY

Cytokiny jsou rozpustné glykoproteiny neimunoglihové povahy, které se
uvoluji zejména z buk imunitniho systému autgobi neenzymay ve velmi nizkych
koncentracich (pikomoly/litr az nanomoly/litr) ptiednictvim specifickych recepiar
Cytokiny tvai treti vyznamnou skupinu rozpustnych mezi&aunych signalnich molekul
vedle neurotransmitéra endokrinnich hormain Fyziologick& dlezitost cytokim neni o
nic mensi nez ostatniciid (Nathan et Sporn, 1991). Jejich zakladni ulojgoregulovat
smeér, rozsah a délku trvani imunitnich reakci. Daledelaji nebo remodeluji tké&n
béhem ontogenického vyvoje jedince podle jeho gekétio programu.

Jednotlivé cytokiny mohou mit pleiotropntidky, tzn. Ze jpsobi na wkolik
raznych drulid burek, vzajemr se gekryvajici a zesilujici nebo naopak profidné a
vzajemr se potlaujici (Cinky. Nagiklad dva cytokiny mohou mit synergickéinky a
jejich &&inek je potom ¥tSi nez soket Einka jednotlivych cytokirii, nebo na sebe mohou
pusobit antagonisticky, kdydinek jednoho cytokinu inhibujecinek druhého. Cytokiny
pusobi autokrind na buku, kterd je sekretovala, parakréhna sousedni kiky nebo
endokrin navazanim na vzdalenériy. Vysledek @isobeni witého cytokinu zavisi na
jeho koncentraci, typu llky na niz misobi, ale také nafgppomnosti jinych cytokid.
Jednotlivé cytokiny takto vyt¥@ji cytokinovou gi, v niz aktivitu kazdého z nich
ovliviiuje i mensi nebo &Si soubor cytokifh (Fererik et al., 2004). Cytokiny mohou
také pmisobit v kaskad (jeden cytokin indukuje tvorbu druhého). Vazbaokytu na
burgcny receptor fenasi signal do kiky a vede k aktivaci a expresi gen

Urcita nespecifita v isobeni cytokin je nahrazenaifsnou regulaci exprese jejich
receptoé na buikdch. Tyto receptory jsodasto na biice exprimovany az po jeji
interakci s antigenem. Tak je nespecificka lymfoeggt aktivace omezena na lymfocyty,
které se setkaly s antigenem. DalSi mechanismusujicir specifitu je pozadavek na
vzajemny kontakt buik, aby mohly vytvait G¢inné koncentrace cytokinu (kejSi et
Bartinkova, 1998).

Cytokiny se dli do rekolika skupin podle své funkce a typu Blnkteré je
uvoluji, nebo podle butk na nez fisobi. Interleukiny zaji&iji komunikaci mezi
leukocyty, lymfokiny jsou produkovanygdevsim leukocyty, tumor nekrotizujici faktory
dostaly nazev podle jejich prnzndmé aktivity (maji imy cytotoxicky @&inek na



nadorové biiky) stejre jako interferony (interference s viry) a faktotynsulujici kolonie
(Ferertik et al., 2000).

2.1.1 Interleukin 1 (IL-1)

Jako interleukin 1 jsou oztavany dva polypeptidy (IL-4 a IL-1B). IL-1a a IL-
1B jsou z 26% homologni, maji stejnou velikost molgk(l5-17 kDa), ale liSi se
izoelektrickym bodem. Rozeznavaji stejné povrchdgecné receptory. Oba jsou
kédovany nezavislymi geny, které lezi na chromozdn(Dinarello, 1988). P&t do
rodiny cytokini zndmych jako interleukin-1 superfamily. Do tétaliny dale pafi IL-1
receptor antagonista (IL-1ra) (Dinarello, 1994 ;dgiserg, 1991).

IL-1 je produkovaniadou bugk jako jsou monocyty, makrofagy, NK tky,
fibroblasty, Langerhansovy bky, dendritické biiky, B lymfocyty, neutrofily,
endotelové a epitelidini Bly, buiky nervové tkaa (astrocyty a mikroglialni hiky) a
buikami hladkého svalstva (Dinarello, 1991; Di GiovateDuff, 1990).

Produkce dmito burtkami je mozna pouze po jejich antigenni stimuladiekci,
zaretu nebo zragni. Jako stimul rize také slouzit ndjklad fagocytdza bakterii nebo
endotoxiny (Dinarello, 1988).

Byl nazvan endogenim pyrogenem pro svou schopryestavat hdecku (Atkins,
1960).In vivo zpasobuje hypotenzi, tbytek hmotnosti a odfab\akutni faze. #sobi na
nervovy systém, vyvolava ospalost a nechutenstwnuBuje imunitni systém kil primou
aktivaci lymfocyti (T a B lymfocyti a NK burk) nebo nefimo indukci syntézy
molekul, které postugnaktivuji lymfocyty. Dale stimuluje produkci cytaki jako IL-2,
IL-3, IL-6, interferom a také sam sebe. Indukce IL-1 a IL-2 jeisgbena imunitni
odpowdi na antigen, zatimco stimulace interférge vysledek antiproliferativnich a
protizarétlivych (cinka (Dinarello, 1988). Indukuje produkci protéinakutni faze
v hepatocytech (Feréik et al., 2000). Ma pleiotropniciinky, které se projevuji na
fibroblastech, endotelialnich tkach, keratinocytech, osteoklastech, chondrocytech,
dendritickych biikach a neuralnich kach (Nicola, 1994).



2.1.2 Tumor necrosis factar (TNF-a)

Tumor necrosis factor je protein o molekulové hmosti 17 kDa, ktery lezi na
chromozomu 7 (Sprigss et al., 1992). TNF existgjelvou biologicky aktivnich forméach,
jako TNFa (kachetin) a TN (lymfotoxin), které interaguji se stejnymi recepto
(Smith et al., 1990).

TNF-a je produkovan firozenymi cytotoxickymi biikami, hlavié makrofagy
(Carswell et al., 1975; Mannel et al., 1980), a&ét dalSimi typy butk jako jsou
nagiklad NK buiky (Degliantony et al.,1985; Paya et al., 1987)meb cytotoxické a
T helper lymfocyty (Kobayashi et al., 1987), bako{Richards et al., 1988) a eosinofily
(Cost et al., 1993).

Ma rekolik lé¢ebnych Uloh zahrnujici imunostimulaci, rezistendinfekénim
agens a rezistenci k nadar (Vilcek et Lee, 1991). Na druhé stéaparazitické,
bakterialni a virové infekce mohou byt vice patagemebo fatalni diky cirkulaci TNF.
Ma& cytotoxické dinky na nadorové hiky (Carswell et al., 1975), které mohou byt
zvySovany pitomnosti interferol (Fiers, 1991). HrajetdeZitou roli ve vyvoji zagtlivé
odpowdi (Permutter et al., 1986; Mortensen et al., 198&@) vysoké koncentraci e
byt pro hostitele toxicky (ldriss et Naidsmith, )0 Uplatiuje se pi kachexii a Soku
(Beutler et al., 1985), béuné proliferaci (Sugarman et al., 1985)4a indukovat
nekrotickou a apoptotickou bé&tnou smrt (Beyaert et Fiers, 1994). Je to endogenni
pyrogen stejéjako IL-1 (Dinarello et al., 1986).

2.1.3 Interferony (INF-y)

Interferony (INF-y) je homodimericky glykoprotein o molekulové hmadtio
20-25 kDa. Gen pro lidsky INidezi na chromozomu 12 (Naylor et al., 1983)vétire
byl popsan jako latka vznikajici v tkch po virové infekci, ktera interferuje s virem a
brani jeho rozmnozovani (Isaacs et Linderman, 1957)

Interferony se é&i do dvou tid podle receptorové specifity a sek#en
homologie. Do itidy | sefadi INFa, INF-B, INF-w a INFx. INF-y je jediny zastupce
tiéidy Il (Gray et Goeddel, 1982). Neni struktéptibuzny s interferony typu |, vaze se na
rozdilné receptory a je kddovan samostatnym chramavym lokusem.



Hlavni burgéni producenti INFy jsou aktivované NK-biky (Perussia, 1991),
aktivované pomocné Thl Bky (Mosmann et Coffman, 1989) a aktivované CD8
cytotoxické buky (Sad et al., 1995).

Je to typicky lymfokin s vyznamnymi imunoregétémi, antivirovymi a proti
nadorovymi vlastnostmi (Schroder et al., 2004)sdbi jako makrofagy aktivujici faktor
(MAF) v obéhu (Schultz et Kleinschmidt, 1983). Jako MAF akjeszumnozstvi funkci
makrofagi zahrnujici nadoravburg¢nou cytotoxicitu ( Pace et al.,1983), antimikrobial
aktivitu (Nathan et al., 1983) a indukuje mecharnissthopné zabijet intracelularni
patogeny (Torrico et al., 1991). Také zvySuje esptdHC na makrofazich, T a B
lymfocytech a na &kterych nadorovych bwinych linii (Ciampolillo et al., 1993).
Navozuje proliferaci a zrani B-lymfodyt(Sidman et al., 1984). Vykazuje pyrogenni
Gcinky u lidi a experimentalnich Zt (Leon, 2004).

2.1.4 Cytokiny jako endogenni pyrogeny

Cytokiny jsou pleiotropni molekuly zprdstkujici rekolik patologickych
procesi. Jsou to mezibukiné signalni proteiny, které jsou produkovany htavn
imunokompetentnimi hikami. Jejich hlavni funkce je regulace a koordin@meenitnich
odpowdi. Drive nez byly objeveny jakaistové faktory nebo stimulanty kostniedd
byly studovany jako endogenni mediatory Rk&ye Pyrogenita je z&kladni vlastnosti
n¢kolika cytokini. Typické endogenni pyrogeny jsou IL-1 (Ib-11L-10), TNF-, IL-6
a INF+y (Conti et al.,2004; Dinarello, 1999; Mackowiak 989.

Zvysujici se hladina IL{ v plazné¢ a mozkomisni tekuti# kterd nasleduje po
periferni aplikaci LPS (Virta et al., 2002), terpgmu (Moldawer et al., 1987) a zymogenu
(Lyte, 1986) vede k hotee. Injekni aplikace IL-B pivodi hor&ku u hlodavé (Avitsur
et al., 1997), kralik (Murakami et al., 1990) a lidi (Nemunaitis et &B94).

Role TNF vindukci hor&ky neni zcela jasna, vykazuje jak pyrogenni tak
antipyretické  dinky. Jeho injekni aplikace zpsobuje horéku u mysSi
(Sundgren-Anderson et al., 1998), krél{iHashimoto et al., 1994), m@at (Goldblach et
al., 1997) a lidi (Michie et al., 1988).

Bylo prokadzano, Ze intravenozni aplikace IWFindukuje horéku u

experimentalnich zyat a lidi (Leon, 2004).



2.2 HORE'KA A CYTOKINY

Horetka byla definovana jako stav zvySewtesné teploty, ktera jéasto, ale ne
nezbytrg, souwasti obranné odp&di mnohobugcnych organism (hostitefi) na Zzivé
nebo nezivé latky, které jsou hostitelem rozpoznakg patogenni nebo cizi. Mohou to
byt nagiklad bakterie, viry nebo mikrobialni houby. Honat4d odpovd’ je komplex
fyziologickych reakci, zahrnujici zvySendldsné teploty zprogtdkované cytokiny a
aktivaci fyziologickych, endokrinologickych a imuogickych systéra (Mackowiak,
1998).

Horetka je jeden z nejlepSichiiglada interakce mezi centralnim nervovym
systémem a imunitnim systémem. Kontakt s patogersmgni tkare nebo trauma
zpasobi uvolgni cytokini z miznych bugk. Tyto cytokiny pak uplatni sy G¢inek na
cetné souasti specifické a nespecifické imunity (Kluger dt, 4995). Horeka je
regulovana centralnimi termoregémami mechanismy lokalizovanymi v hypotalamu
(Conti et al.,2004).
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Zahajeni horetky

—> | Infekce, zraani, trauma

|

Uvolnéni cytokini

l
HYPOTALAMUS

zvySeni termoreguéaiho bodu

!

Fyziologicka odpovd® zvySujici]

télesnou teplotu

!

ZvySenad obrana hostitele - zvySeni

mobility bilych krvinek a lymfocytove

proliferace

Obrazek 1 Horetka je zahajena infekci, zr&mim nebo traumatem. To &gobi uvolgni
cytoking, které gisobi na zvySeni termoreguakdho boduv hypotalamu a zvySi
tak €lesnou teplotu a obranné mechanismy hostitele. éhiySbrany vyvola
zpétnou vazbu, kterd redukuje stimul, ktery zahajirqgenezi (nap sniZuje
infekci nebo zvySuje opravu tkani).

2.2.1 Klasicky model pro patogenezi hikg

Prvotni krok v kaskad vedouci k horéce je stimulace leukooyt raznymi
exogennimi stimuly nazyvanymi exogenni pyrogenytoTgtimuly jsou prezentovany
hlavre bakteridlnimi produkty, toxiny nebo mikroby samgti. Razné bakterialni
produkty uvohované khem infekce také potenciondlrindukuji produkci cytokit
horeku. Je to napklad lipopolysacharid (LPS), ktery je s@sti gram negativnich
bakterii (Cannon et al.,1989), peptidoglykany dackejmuramyl peptidové derivaty
(Johannsen et al.,1991; 1990), bakterialni toxakp jenterotoxir&taphyl ococcus aureus
(Luheshi et Rothwell, 1996) nebo virové kompongako dvouvlakenna RNA (Freeman
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et al.,, 1977). Stimulace bék imunitniho systému, zvlaStmonocyti/makrofagi a
neutrofili, raiznymi exogennimi pyrogeny vede k syntézecétaurych mediatod, které
pusobi jako endogenni pyrogeny pro stimulaci bkye(Dinarello, 1999). Endogenni
pyrogeny uvoldné do krevniho aihu jsou transportovany do cév mozku aktivnim
transportem fes krevni mozkovou bariéru (Banks et al., 1989) ongiasivnim
transportem skrz kapilary v cirkumventrikularnicngénech (Katsura et al., 1990) a
dosahnou tak centralni nervové soustavy. V tétornirendogenni pyrogeny uvalji
prostaglandiny, zvla&tprostaglandinitdy E, (PGE), ktery zprostdkovava zvySeni
teploty (Saper et Breder, 1994).

2.3 STEROIDNI LATKY

Chemicky pat steroidni latky do skupiny isoprénJe to velmi rozsdhla a pestra
skupina pirodnich latek povahy tzv. sekundarnich metabol#stupci této skupiny jsou
piitomny téndi v kazdé Zivé biice. Jsou vyramy z ,aktivniho“ isoprenu, isopentenyl
difosfatu. Je znamo igs 5000 FHrodnich isoprenoitl které se é&i podle pd&tu

pétiuhlikatych stavebnich jednotek na mono- az opegny (Vodrazka, 1996).

2.3.1 Steroidy

vvvvvvvvvv

od nenasyceného tetracyklického uhlovodiku sterBati. mezi ¢ latky jak Ziva@isného,
tak rostlinného fivodu a dovedou je vytvét i primitivni organismy jako jsou kvasinky,
plisr¢ nebo bakterie. Jsou mezi nimi regulatory Zivotnfcbces, nezbytné saiasti
burg¢nych membran, emulgatory v procesu traveni a oldrddky rékterych ziva@ichi.
Lze mezi nimi nalézt i latky vysoce toxické, aleeinahraditelna téva (Vodrazka, 1996).
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2.3.2 Steroidni hormony

Steroidni hormony jsou Siroce ro&Egié signaly pro mezibgénou komunikaci.
Upravuji tizné bug¢né funkce a jsou nezbytné pro vyvoj a homeostagou do latky
lypofilniho charakteru, které snadno prostupuji raggmou a vstupuji do cytosolu. Jejich
Gcinek uvnif buiky je zprostedkovan interakci se specifickym receptorem, kiedy
vysokou afinitu k odpovidajicimu hormonu a schopmozliSit mezi blizce souvisejicimi
ligandy. Receptory pro hormony jsou ligand-aktivie&dranskripni modulatory, které se
ve WtSiné pripadi vazou na neudpiné palindromické sekvence na DN®, eélementy
hormonové odezvy (HRE) (Beato et al., 1996).

Steroidni hormony se ro&dji do dvou skupin podle mista vzniku na
adrenokortikoidni hormony, které jsou w§twany kirou nadledvin po stimulaci
peptidovym hormonem ACTH (adrenokortikotropni homh@ na gonadalni hormony
(pohlavni hormony).

Adrenokortikoidni hormony se dale¢ld na dw funkéné odliSné skupiny:
glukokortikoidy (nap. kortisol a kortikosteron) a mineralokortikoidyaftt. aldosteron).
Glukokortikoidy reguluji metabolismus sachdridbrzdi proteosyntézu a podporuji
degradaci bilkovin. Mineralokortikoidy kontroluji etabolismus mineralnich latek
(zadrzovani iorit Na*, CI a HCO" v ledvinach a vylsovani K').

Pohlavni hormony seé¢ti na samii a sandi. V samtim organismu se two dw
odliSné skupiny horman a to estrogeny a gestageny. Samrganismus produkuje
androgeny.

Prekurzorem pro vznik vSech steroidnich horinge cholesterol. Steroidni
hormony vznikaji podle schématu : cholesterolpregnenolon- gestageny z nichz pak

vznikaji glukokortikoidy, mineralokortikoidy, andgeny a estrogeny (Vodrazka, 1996).

2.3.3 Androgeny

Sangi pohlavni hormony jsou rozhodujici prdst a udrZovani prostatickych
burgk. Jsou produkovany skrze endokrinni cestu zahlohujypotalamus, hypofyzu,
varlata a zlazy nadledvinek. Nejhgjgim androgenem je testosteron. Je tweén do
krevniho okhu a posléze pronikd ddiznych bugk, kde z & konvertaci vznik4 vice

aktivni androgen, d&-dihydrotestosteron (Santos et al., 2004). Andrgggako je
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testosteron, jsou také zapei ke zrani spermatu a také stimuluji anaboliciaegsy,

jako je vyroba bilkovin (Vodrazka, 1996).

2.3.4 Etiocholanolon

Etiocholanolon (B-androstan-8-ol-17-on) je steroidni metabolit muzského
pohlavniho hormonu testosteronu (dale je metabuli-4-androsten-3,17-dionu nebo
dehydroepiandrosteronu) sté&jako androsteron. Oba s&Zi¢ vyskytuji v mai jako 11-
doexy-17-ketosteroidy obvykle vazané na glukuromokyselinu. Etiocholanolonu je
moci vylucovano pogkud vice neZz androsteronu. Etiocholanolon a adber@s jsou
stereoisomery. Androsteron ma konfiguraci 5-alfaB(Aydroxy trans) a etiocholanolon
5-beta (A:B hydroxy cis). #koliv je etiocholanolon odvozen od androgerema Zzadnou
hormonalni aktivitu (Wolf et al., 1967). Intramusdani injelkéni podani etiocholanolonu
vyvolava uclovéka horéku, je tedy exogennim pyrogenem (Kappas et al. 195Gy
mél etiocholanolon pyrogennicinky nesmi byt vazany. Pyrogenndiiky se vyskytuji
pouze u lidskych iljemai. Horeka vyvolana etiocholanolonemtide byt potléena
acetyl salicylovou kyselinou nebo uplzrusena kortisolem (ovSem pouze pokud jsou
latky podany saotasre) (Wolf et al., 1967). Snadji vyvolava horéku u mui nez u Zen
(Dillard et Bodel, 1970). EInna koncentrace etiocholanolonu je B§/ml (Bodel et
Dillard, 1968).

2.3.5 Risobeni steroidnich hormon

2.3.5.1 Genomické psobeni

Podle klasické teorie genomickéhdispbeni se steroidni hormony vazou ke
specifickym intrabu&nym receptaim, které funguji jako ligand-dependentni
transkrigni faktory a uplatuji pozitivni nebo negativnicinek na expresi cilovych gén
(tzn. Ze aktivuji nebo pottaji expresi cilovych gal). Tato cesta je charakteristicka pro
specificky zpozdny &inek hormori a pro citlivost k inhibitoim transkripce a translace.
Intraburé¢né steroidni receptory se skladaji z ligand-vazajiomény, DNA-vazajici

domény a #kolika transaktivanich funkci Siicich se podél molekuly (Falkenstein et al.,
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2000). DNA-vazajici doména se sklada z dvoutiaku a dovoluje receptdm se vazat
na palindromické sekvence DNA , nazyvané elemeotgnbnové odezvy (HRE).

K regulaci genové exprese dochazi diky tomu, zept®ry rozpoznaji neuplné
palindromické sekvence na DNA, tzv. HRE (Beatoakt 1996). Transkripce je
iniciovana spojenim se zakladnim transénipn komplexem, tznymi koaktivatory,
represory a transkripimi regulatory. Ligand-dependentni modulace trapsk ligand-
receptorovym komplexem byla nazvana ,,genomicka“jea citliva k inhibitoiim
transkripce a translace. Exprese igendukovanych steroidy je modulovana hladinou

proteini nékolik hodin po stimulaci steroidem (Falkensteirakt 2000).

2.3.5.2 Negenomickeéisobeni

Na rozdil od jpsobeni genomického, negenomicke&inky steroidi jsou
charakterizovany hlanjejich necitlivosti k inhibitoim transkripce a syntéze protéin
Maji rychly nastup &nku (rékolik sekund az minut). Tento rychlycibek je
pravcEpodobré  zprostedkovan pes receptory s rozdilnymi farmakologickymi

vlastnostmi od intrabutnych receptar (Falkenstein et al., 2000).

2.3.6 Steriodni pyrogeny

Bylo zjiSt€no, Ze jisté steroidy g a G; s 3-hydroxy-33 konfiguraci vyvolavaji
horeku (maji pyrogenni &inky) (Kappas et al., 1959). Pyrogenni aktivit@mych
steriodi souvisi s jejich strukturalnimi znaky a je za&isla B konfiguraci (Kappas,
1960;1957). Svoji pyrogenni aktivitu ztraci, kdgZ3rhydroxylova skupina esterifikovana
nebo navazana. SniZzeni pyrogenity nastéavégmvertaci z 3a-hydroxyl na 3B-hydroxyl
nebo keton, neboffdanim hydroxylu na 1% ¢i 118 pozici. ProtoZze seijpozené
pyrogenni steroidydZn¢ objevuji v plasmd nebo mei hlavre v esterifikované form je
jejich potencionalni pyrogenntimek normalg blokovan (Bondy et al., 1965).

Maji n¢kolik neobvyklych vlastnosti. &oliv ochotré zpisobi horéku po
intramuskularni aplikaci, tohoto vysledku je mnoh&hSi dosdhnout, jsou-li podany
intravendzi (Glickman et al., 1964). Steroidy némobuji horéku jsou-li aplikovany
rychle intravendz& pokud je prodlouzena doba podani pyrogenu, dharese ¢asto
objevi, ale tento vysledek neni takegvidatelny jako u intramuskularniho podani.
Pyrogenni reakce #apobena steroidy je rozdilna od reakciisgbenych ostatnimi
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pyrogeny. Na rozdil od bakterialnich pyro@epjichz (tinek se objevi zhrubaup
hodiny po aplikaci, steroidni pyrogeny maji obvykdéentni periodu 4-6 hodin (Kappas
et al.,, 1959). Navic bakteridlni pyrogeny jsatindé u vice druh Zivogicha, zatimco
jediny znamy druh nachylny k pyrogennimiinkim steroidi je ¢lovek (Kappas et al.,
1960). Pyrogennidinek steriod mize byt blokovan systémovym nebo lokalniizenim
protizargtlivych kortikosteroidi (Kappas et al., 1957; 1963).

Jednim zd&chto steroidnich pyrogéne metabolit muzského pohlavniho hormonu
testosteronu, etiocholanolon. Bylo zisb, Ze etiocholanolon po intramuskularni aplikaci

vyvolava horéku (Kappas et al.,1957).
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2.4 CiL PRACE

Steroidni latky jsoutiznoroda skupina do které piasteroidni hormony. Bylo prokazano,
Ze rekteré steriodni hormony maji pyretick€inky (tj. vyvolavaji horéku) a naopak
nekteré maji antipyretickédinky (tj. potlatuji horetku). Cilem této prace bylo sledovat
na mononuklearnich ikach lidské periferni krvecéinek etiocholanolonu na produkci
cytokini a zjistit zda se dinek této latky realizuje v rozvoji hofkey negimo pes

zvySenou produkci cytokinv izolovanych lidskych lymfocytech.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 OdRr krve

Bylo odebirano 12 ml vendzni krve #eplokti od zdravych, p@enych,
dobrovolnych darnt (Zen ve ¥ku 20-25 let). Odér provedla kvalifikované zdravotni
sestra. Krev byla odebirdna do vakuovanych hepaipech zkumavek po 9 ml

(Vacuette, Greiner Laboratortechnik, Austria).

3.2 Izolace mononuklearnich kiknperiferni krve (PBMC)

PBMC byly izolovany metodou hustotni gradientovéntdéugace na roztoku
Ficoll-Paque (Boyum, 1968).

Ve dvou sterilnich zkumavkach o objemu 15 ml (Ga@raup a.s.Ceské Budjovice)
bylo 6 ml nesrazlivé krve madkno s 6 ml Hanksova roztoku (Iékarna VFN, Praha) a
jemns promichano.

Do dalSich 4 sterilnich zkumavek byly napipetov&yl roztoku Ficoll-Paque
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).okmk Ficoll-Paque bylo opatn
navrstveno 6 ml rfadkné krve tak, aby nedoSlo ke vzajemnému promichdzioki.
Navrstvend krev byla dale centrifugovana 40 mirfuppkojové teplot a 1200 oté&éach
za minutu na centrifuze Universal 16 (Hettich Z#agen, Denmark, rotor 1624). Po
centrifugaci se uprosd zkumavky utvill mlééné bily prstenec mononuklearnich kaln
lymfocytd a monocyi (na dré zkumavky usazené erytrocyty, svrchni vrstva plgzma
Plazma byla bez zkéni odsata a prstenec mononukleéarnichébuoyl napipetovan
sterilni Spékou do sterilni zkumavky, kde byl dogim 10 ml Hanksova roztoku,
zcentrifugovan 10 minutip 1200 oté&kach za minutu. Po centrifugaci byly PBMC
usazené na @nzkumavky a supernatant byl odsi&an PBMC byly timto zpsobem
dvakrat promyty. Promytim doSlo k odstéah trombocyli, sérovych protein a
granulocyti. Supernatant byl slit, mononuklearni ntky byly preneseny docisté

zkumavky a rozsuspendovany.
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Pouzité roztoky byly skladovany v lednici &d pouzitim vytemperovany na
pokojovou teplotu 18-2%. Izolace PBMC byla provéda asepticky ve flow boxu
(Jouan MSC 12).

3.3 Pgitani PBMC

Mononuklearni biikky byly zvyrazrny trypanovou moi v ponéru 1:10 (k 10ul
vzorku bylo gidano 90 ul 0,5% roztoku trypanové médl a pcitany v Birkero¥
komuarce podle vzorce:

Poset burgk v 25 polich x 18eani X 10%objem)= patet PBMC v 1 mll.

3.4 Kultivace bunk

Vyizolované a promyté PBMC byly inkubovany na noifidracni destéce
v médiu RPMI-1640 obohaceného o penicilin, stregttm L-glutamin (Bio Whitteker,
A Cambrex Company, Maryland) a o 10% tepdhaktivovaného fetalniho teleciho séra
(BOFES). Buiky byly rozpipetovany do jednotlivych jamek tak,yabyl jejich paet
v kazdé jamce f0KaZda jamka byla doptna kultivasnim médiem na objem 2@Q0. Do
jamek byly gidany tizné koncentrace etiocholanolonu. Byly pouZity tgonené
koncentrace: 120ug/ml; 30 pg/ml; 7,5 pg/ml; 1,9 pg/ml a 0,47 pg/ml (&inna
koncentrace etiocholanolonu je B@/ml- Bodel a Dillard, 1968). Nejprve byl namichan
zasobni roztok etiocholanolonu. Praskovy etiochalam byl rozputn ve 2 dilech 60%
methanolu a poté bylfigan 1 dil vody. Jako kontrola byly pouZzityitky v kultivaénim
médiu s methanolem beziigavku etiocholanolonu o koncentraci, ktera odpaldd
koncetraci 30ug/ml s etiocholanolonem. Inkubace vzirkrobihala v inkub@im
termostatu (MCO-17 AIC, Scholler Instruments, Pjapia konstantni tepl@ 37°C a
3,5% CQ v atmosfée. Vzorky z inkub&nich burgk byly odebirany w¥ase 18 hodin a
ihned byly provedena detekce cytokinové produkceloffas rozpadu steroidnich
hormoni se pohybuje v hodinach az desitkach hodin a jejithek se dostavi po delSi

doke, proto byla zvolena doba inkubace 18 hodin).
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3.5 Detekce cytokinové produkce

V této praci byly stanovovany cytokiny ILB1 TNF-a a INFy. Pro stanoveni
téchto cytokimi byly pouZzity imunoenzymatické kity (Bender MedSyss, Austria).
MnozZstvi cytokii ve vzorku bylo stanoveno kvantitattvn pomoci metody
ELISA (Enzymetinked ImmundorbentAssay) podle navodu poskytnutého vyrobcem.
Jednotlivé kity byly skladovany v ledniciiip4°C a ged pouZzitim vytemperovany na
pokojovou teplotu.

Jamky s navazanou primarni monoklondlni protilatkogdy nejprve dvakrét
promyty 300ul promyvaciho pufru. Do jamek bylo napipetovanob@tandard a 50l
vzorka, k nim bylo gidano 50ul pufru a 50l biotin-konjugatu (sekundarni protilatka
proti danému cytokinu s navazanym biotinem). Taktpravené vzorky byly inkubovany
2 hodiny g pokojové teplat 18-25C na tepace (100 otéek za minutu).

Po inkubaci byly jamky ftkrat (v pfipace TNFa étyrikrat) promyty 300 pl
promyvaciho pufru,cimz byl odstradn nenavazany material. Poté bylo do jamek
napipetovano 10Qul streptavidinu-HRP. Streptavidin ma vysokou afink biotinu a
zaroveh je na Rj navazan enzym iknova peroxidaza (HRP). Vzorky byly @p
inkubovany 1 hodinuippokojové teplat 18-25C na tepace (100 otéek za minutu).
Nenavazany streptavidin byl odstéartiikrat (u TNFa ¢tytikrat) opakovanym promytim
300 pl promyvaciho roztoku. Navazany enzym byéien chromogenni reakci pomoci
chromogenniho roztoku (3,3",5,5 -tetramethyl bemzig peroxid vodiku), kterého bylo
do kazdé jamky napipetovano 10D Vzorky byly inkubovany 10-20 minut néepace
za vyloweni gimého s¥tla. Chromogenni enzymaticka reakce byla weoa pidanim
100 pl stopovaciho roztoku (kyselina fosféré). Absorbance v jednotlivych jamkach
byla zngfena na spektrofotometru (Tecan, typ Sunrisel-F0393, Austria) i vinové
délce 450 nm a referémi vinové délce 620 nm. Ziskana data byla zpracay@moci
pacitatového softwaru KIM (Immunochemical Methods for Waegs, Daniel Kittrich,
2000).
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3.6 Zpracovani na#éhenych hodnot

Vzorky byly stanovovany jednotlév Koncentrace cytokih ve vzorcich byla
stanovena ze standardni kalibra kiivky, ktera byla ziskana ze sérigedni
rekombinantnich lidskych cytokin Vysledné hodnoty v grafech ukazujitp®rné
hodnoty z jednotlivych stanoveni koncentraci citdkv casovém intervalu 18 hodin,
piepaitené na produkci jednotlivych cytokinv pg/10 PBMC. Statistické hodnoceni
experimeni bylo provadno v programu Statistica 5.5. analyzou variandd@A/A test)

a Wilcoxon Matched Pair testem. IL-1 a TNFyly vyhodnocovany analyzou variance.
INF-y byl hodnocen neparametrickym testem (Wilcoxon Meatt Pair test) ki
nenormalnimu rozlozeni dat a velké variabiliedindi. Jednotliva data byla vzdy

porovnavana s kontrolou.
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4 EXPERIMENTALNI VYSLEDKY

Experimentalni vysledky byly ziskanyéhenim produkce cytokinlL-1[3, TNF-a
a INF+. Vyizolované lidské PBMC byly inkubovéanwg vitro v kultivacnim médiu RPMI-
1640 s 10% fidavkem inaktivovaného BOFES a antibiotik tenmymi koncentracemi
etiocholanolonu % in vivo podminkach. Koncentrace cytokiv jednotlivych vzorcich
byly stanovovany metodou ELISA po kalibraci metodsorky o znamé koncentraci

sledovaného cytokinu. Ukazkovou kalibné primku stanoveni IL-ft ukazuje Obr. 2.
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Obréazek 2 Kalibrasni kiivka IL-1 beta
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Produkce IL-18

M¢éteni produkce IL-f bylo provedeno z krve dvou dérdJ kazdého darce byly
provedeny 2 rreni pro kazdou koncentraci.deméry vSech 4 nieni byly vyneseny do
grafu (Obr. 3). Kontrolni hodnota nestimulovanydMC dosahovala 151 pg/i®ursk.
Produkce stimulovanych PBMCd&ha hodnoty koncentraci v rozmezi od 146,5 do 166,5
pg/10 burtk. Predpoklady ANOVY byly spliny. Rozdily mezi jednotlivymi hodnotami
vztahujicimi se k jednotlivym koncentracim etiodmlonu nejsou statisticky
signifikantni.
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150 - T T T T -|-

100 +

Produkce IL-13 [pg/milion bunék]

50 ~

120 30 7,5 19 0,47 K

Koncentrace etiocholanolonu [ug/mi]

Obrazek 3 Produkce IL-B lidskymi PBMC stimulovanymitznymi koncentracemi
etiocholanolonu. K = kontrola. n = 4.
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Produkce TNF-a

| zde bylo provedeno &eni z krve dvou dafic U kazdého darce byly provedeny
2 meieni pro kazdou koncentraci.demeéry vSech 4 mareni byly vyneseny do grafu (Obr.
4). Kontrolni hodnota nestimulovanych PBMC byla 208g/16 burtk. Hodnoty
koncentraci TNFx stimulovanymi PBMC se pohybovaly od 1146 do 17486 bursk.
Statistické porovnani souboru dat (ANOVA) vySloakazre (df = 5; p = 0,0057).
Predpoklady ANOVY byly splany. Zpstnym dohledanim gikaznych dat POST HOC
testem (jednostrannym Tukey HSD test), kde bylaoypodvana jednotliva data
s kontrolou, vysly signifikantni vysledky pouze anicentrace etiocholanolonu 1R@/ml
na 1% hladia vyznamnosti a u koncentrace 3@/ml na 5% hladi&é vyznamnosti.
Ostatni porovnané koncentrace mgmstatisticky vyznamné rozdily. V tomtoripack

s rostouci koncentraci etiocholanolonu klesa produiNF« .
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Obrazek 4 Produkce TNFa lidskymi PBMC stimulovanymitiznymi koncentracemi
etiocholanolonu. K = kontrola. * p < 0,002; + p £5. n = 4.
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Produkce INF-y

Méieni bylo provedeno z krveép darai. U kazdého darce byly provedeny 2
meéieni, krong darce 5, u kterého byly provedeny &iemi. Ve sloupcich je vynesen
pramér v8ech ndteni (Obr. 5). Kontrolni hodnota byla 9 pgiléunsk. Hodnoty
koncentraci INF¢ stimulovanymi PBMC se pohybovaly v rozmezi 5-18¢81¢ bursk.
Data byla statisticky vyhodnocena Wilcoxon Match&adhir testem ki jejich
nenormalnimu rozlozeni a také thiv velké variabili€ jedindi. Jednotlivd data byla
porovnavana s kontrolou. Zde vysSla statisticky wmna pouze koncentrace
etiocholanolonu 12g/ml proti kontrole. Stejhjako u TNFe etiocholanolon snizuje
produkci INFy. Ostatni rozdily mezi jednotlivymi hodnotami vazgilcimi se k

jednotlivym koncentracim etiocholanolonu nejsotistiaky signifikantni.
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Obrazek 5 Produkce INF¢lidskymi PBMC stimulovanymitiznymi koncentracemi
etiocholanolonu. K = kontrola. * p = 0,017. n = 5.
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5 DISKUZE

Tato préce byla za¥rena na prokazani pyrogennihginku etiocholanolonu
prostednictvim zvySené produkce cytokinL-13, TNF-a a INFy na modelu lidskych
PBMC. Cytokiny se v krvi zdravych jediicvyskytuji v minimalnim mnozstvi (IL-1: 0-5
pa/ml, TNFa: 0-20 pg/ml, INFy: 0-2 pg/ml) (Ullum et al., 1994; Suzuki et al.,020).
Zvysena produkce cytokinnastava f patologickych situacich. Tyto patologické situace
mohou vyvolat #izné stimuly nap napadeni organismu mikrobyjzné bakterialni
produkty nebo toxiny (Netea et al., 2000). Existajaoho studii zabyvajicich se touto
problematikou. My jsme se zabyvali etiocholanolonggko na stimulem, jeZ vyvolava
horetku. NaSim cilem bylo zjistit, zda etiocholanolgmigobuje héetku pres zvysSenou
produkci nami mitenych cytokir (IL-13, TNF-a a INF).

Etiocholanolon je prozere se vyskytujici steroid, ktery je kofreym produktem
metabolismu androgén Nema Zzadnou hormonalni aktivitu. Bylo zjisb, Ze
etiocholanolon a ¢které dalSi podobné steroidy mohou mit pyrogerimiky. (Bodel et
Dillard, 1968). Etiocholanolon vyvolava héker pouze u lidskychifjemai (Wolf et al.,
1967). Také byl zji#n &inek rekolika steroidi (53-redukované &) v produkci tepla,
tzv. termogenezi. Termogennicidek tchto steriod byl prokdzan diky uvobni
interleukinu-1 a ostatnich zé&tfivych cytokini (Jansky et al., 2006).

Prvni zminka o pyrogenniclEiacich etiocholanolonu byla v roce 1956, kdy bylo
zZjisténo, Ze injekni aplikace etiocholanolonu vyvolavarbeéku u ¢lovéka (Kappas et al.,
1956). Tento objev byl potvrzerckolika néslednymi studiemi (Kappas et al., 1957;
1958; 1959;1960). Intramuskularni infek aplikace etiocholanolonu vyvolav&ioveka
hore&natou odpovd” (Wolf et al., 1967). V dalSich pracich byly vyimghny lidské
lymfocyty a inkubovany s etiocholanolonem. Poté ybyinjekéné vpraveny do
experimentalnich zvat wWtSinou kraliki, jimZz byl m&ten procentualni nast hore&ky.

V téchto studiich byla &innd koncentrace etiocholanolonu stanovena nag2ml, kdyz
byla koncentrace etiocholanolonu 1@y/ml byla zjiStna velmi mala nebo Zzadna
horenatd odpovd’ (Bodel et Dillard, 1968; 1970). Z¢hto studii jsme vychazelitip

urcovani koncentraci vhodnych pro nasSe pokusy.
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Autori zabyvajici se touto otazkou vSak neigiali, zda se pyrogennicinek
etiocholanolonu uplatje pges cytokinovou produkci. Proto se daji vysledky {&tko
porovnavat.

Na produkci IL-BB nemé etiocholanolon Zadny prokazatelny vliv (nézyg ani
nesnizuje jeho produkci). Vysledky ukazuji, Ze etiolanolon potléuje produkci TNFa
a INF+y u koncentrace etiocholanolonu 1R@/ml v porovnani s kontrolou. U TNé&-
potlaiuje etiocholanolon jeho produkci i v koncentraci @§/ml proti kontrole. Tyto
vysledky mohly byt zpsobeny imunosupresivnimi vlastnostmi glukokortikKoida
imunokompetentni biky (lymfocyty), které vylduji cytokiny (Vodrazka, 1996). Tento
faktor mize mit za nasledek sniZzenou produkachto cytokimi (TNF-o, INF-y) diky
potlaieni imunitni aktivity lymfocyii, které je sekretuji. Navic jsou oba tyto cytokiny
(TNF-a, INF-y) souwasti zastlivé odpowdi, coz mize mit na vysledku také jisty podil.

U INF-y byly vysledkyc¢tyr stanoveni jednoho darce zna odliSné od vysledk
ostatnich daric (produkce INFy byla podstaté vySSi nez u ostatnich daic proto byl
INF-y hodnocen neparametrickym testem (Wilcoxon MatcRad test). Tato odliSnost
mohla byt zfsobena zdravotnim stavem darce (nastup nebo dozidvého
onemocgni, nag. chripky).

Vysledek ngteni INFy mohl byt ovlivien nevhodnym zvolenim darcJe také
mozné, Ze methanol, ¥mz byl etiocholanolon rozpudt mohl mit vliv na konéné
vysledky. Tuto teorii by bylo mozné potvrditvyvratit pokud bychom provatl i méieni
kontrol bez methanolu.

NaSe vysledky nepotvrzuji pyrogenntinek etiocholanolonu #es zvySenou
produkci nami nifenych cytokiri. Je mozné, zeigobi fFes jiny pyrogenni cytokin, ktery

jsme nendfili, a to nag. 1L-6.
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6 ZAVER

Na modelu mononuklearnich hikn periferni krve (PBMC) byl studovan vliv
etiocholanolonu na produkci cytokidL-1(3, TNF-a a INFy. Nebylo prokazano, Ze by
tato latka nila (cinek na zvySenou produkci sledovanych cytékiNaopak se podido
prokazat, Ze etiocholanolon v koncentraci 12@ml sniZzuje produkci TNFr a INFy.
Muzeme protaici, Ze pyrogenni dinek etiocholanolonu se nerealizuje prednictvim
zvySené produkce cytokirlL-13, TNF-a a INFy.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ACTH. .o i e e e e @D reNOKortikotropni hormmo
BOFES. ... i e e e e e e GdETEINT telecT SErum
CN S centralni nervovy systém
DNA. . e e e deOXYFIDONUKIEOVA KySEIR
EL S A . Enzyme linked immunosorbeassay
HRE... ..o i it e e e eec.ElE@mMENty hormonoveé odezy
HR P e Kenova peroxidaza
............................................................................................. interleukin
N e e e interferon
0 PPN [ o o] o o] \ViT=Ted g FoTg o
S PP natural killer
PBMC.......co i iciiiiiieiiiiie e e e e e emoONONUKle&rni iky periferni krve
T prostaglandinridy E,
RNA . e e e e e - TIDONUKIEOVA KySElING
TN tumor necrosis faktor
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