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1. Literarny prehPad
1.1. Termogenéza

Termogenéza je dej, pri ktorom dochadza k vznikeltgej energie a ktory poméaha
zaistt’ termoregulaciu organizmu. Tento dej udige organizmu vyrovitasa So zmenami
teploty okolia, predovSetkym s ich znizenim.

Moznosti adaptacie na chlad je Bm@iekd’ko, od zvySenia tepelnegj izolacie tela,
zvysSenie vazokonstrikcie az po metabolické prispéace sa. To sgiva vo zvySenej
produkcii tepla pomocou triasovej a netriasovapiegenézy (Jansky, 1994b).

KedZe skoro vSetky prime pruhované svaly v tele maju schophimasu, je tento
primarnym mechanizmom obrany proti chladu. Dochgmzaom ku kratkym kontrakciam
kostrovych svalov a to vedie k produkcii tepla,ritea zvysi az 3-krat oproti normalu.

Iny spésob produkcie tepla zabe&yje netriasova, inak tiez nazyvana hormonalna
termogenéza. Je zaloZena na termogénriamkuilhormonov, predovSetkym noradrenalinu,
ktory sa uvénuje z nervovych zakaeni sympatického nervového systému. Ide

o fyziologicky dej dblezity predovSetkym pre novoo@dené cicavce, vratatveka, pri
ktorom dochadza k poésobeniu katecholaminov na adyag receptory. Tie sprostredkuju
tvorbu tepla v hnedom tukovom tkanive odpriahnuisforylacie od oxidacie
prostrednictvom Specialnych mitochondrialnych grase (UCP) na vnatornej membréane
mitochondrii (Eagan, 1963; Jansky, 1973).

Kym u zvierat je hormonalna termogenéza podmiepeitdmnosou hnedeho
tukového tkaniva §3 aol adrenergnych receptorov (Zhao et al, 1998), gghmanizmus
ufudi je odlisny.

KedZeTludia nemaju hnedé tukové tkanivo, prebieha netveasermogenéza v inych
tkanivach, predovsetkym v bunkach kostrovych sval@adipocytoch bieleho tukového
tkaniva a moze hitiez sprostredkovana Specialnymi receptormi v bayfoch (Jansky,
1995). Predpokladom je prave vyskyt ap2 adrenoreceptorov, ktoré hormonalnu

termogenézu tudi sprostredkovavaju (Blaak et al, 1993).

1.1.1.Hormdny a termogenéza
Hormonalna termogenéza je dblezita predovSetkyindobi tesne po narodeni a jej
intenzita postupne klesa. Znovu sa méze vysighom dihodobého pdsobenia znizenych

teplot okolia, ktorym sa organizmus postupne pssipiije a jej vikos’ v tom pripade zavisi



na telesnej hmotnosti. U niektorych malych cicavo@Ze prevySowahodnoty bazélneho
metabolizmu az osemkrat. Jej podstatou je totizimabne vyuzivanie metabolizovanej
energie k tvorbe tepla (Jansky, 1994b).

Termogénny &inok je pripisovany hn@ niekd’kym skupinam hormonov. Medzi nimi
su v prvom rade katecholaminy, peptidy ako glukag@@ulin¢i adrenokortikotropny
hormén, tyroidné hormény (vytvaraju podmienky pwewoj termogenézy tym, Ze stimuluja
rast hnedého tukového tkaniva) a glukokortikoidgngky, 1994b).

1.1.2Metédy merania hormonalnej termogenézy

K ur¢eniu vé’kosti hormonalnej termogenézy sa pouziva rikkiorzajomne sa
dophujucich metod, ké&Ze neexistuje jedina, ktora by netriasovu termogeméohla
kvantitativnhe zmeta

Medzi tieto metddy teda patri meranie produkcidatépspotreba kysliku u jedincov
vystavenych nizkym teplotam tesne pod termoneutraimu,d’alej sa termogenéza
u zivadichov vystavenych miernemu chladu blokuje vhodnly@divami, a najvhodnejSou
metodou su intravendzne injekcie so stupajucimckatraciami noradrenalinu u cicavcov
v termoneutrélnej zéne. PouZiva sa pre merarileogéi netriasovej termogenézy
noradrenalinového typu a uminge zostau dose-response krivku medzi jednotlivymi
davkami li€iva a metabolickou odpod®u Zivaticha a tym stanovihodnoty zodpovedajluce
kapacite hormonalnej termogenézy (Jansky, 1994a).

AvSak tieto Standardné testy zaloZzené na intravgrabzinfuziach adrenomimetik
predstavuju préloveka zdravotné riziko. Bol teda potreba dajsodny modelovy systém, na
ktorom by mohlo meranie prebighd/d’aka tomu, Z&udské mononuklearne bunky maju
Specifické adrenergné receptory (Brodde et al, 1886CP proteiny (Fleury et al, 1997,
Gimeno et al, 1997), a mdzutbfahko izolované, boli tieto bunky ¢ené ako vhodny
modelovy systém na tgnie vékosti hormonalnej termogenézy meranim ich spotreby
kysliku (Jansky, 2005).

1.2. Hormony
Hormony su chemické regulatory spdjajdomog’ roznych buniek mnohobunkovych
organizmov Vv jeden celok. Ovladaju pestry suborolgryickych funkcii organizmu a hit
stimuluju, alebo brzdia az zastavuju rozne metakéldrahy. Mozno ich rozdéldo réznych

skupin potla chemickej stavby, miesta vznikucharakteru tinku (Modrazka, 1992).



Niektoré hormony sa okrem inych funkcii pd@igl aj na termogenéze organizmu

a patria medzi ne:

1.2.1.Tyroidné hormony

Tyroidné hormény patria spolu s katecholaminmi mdeézvaty tyrozinu a tvoria sa
v 8titnej Yaze. Ich dinok na termogenézu je pomaly, pretoze akiswi hormdnov,
tvoriacich sa v endokrinnycif@azach maju vzdialené miestéinku. Preto sa ichdinok
prejavi az po nielixych hodinach po podani (Vodrazka, 1992). Samotreédné hormaony
zvySuju pokojovy metabolizmus o 10-50% a okrem nooz@sobia na vSetky organy v tele.
Ich (€inok je vSak lepSi v spolupraci s inymi hormoénneiddak stimuluja rast hnedého
tukového tkaniva a tiez zvysuju katecholaminovintegenézu tym, Ze zvySuju ¢&i 3

adrenergnych receptorov (Jansky, 1994a; 1995)

1.2.2.Glukagdn

Glukagon je peptid tvoriaci sa v endokrinnBgze, pankrease a jeho primarnou
tlohou je regulacia glukézy v krvi. Okrem tejto lijosa méze podiet’ aj na regulacii inych
fyziologickych procesov, napriklad termogenézy (Matka, 1992).

Termogénny &inok tohto horménu sa prejavi zhruba po hodineadhpia a je
lokalizovany predovsetkym v kostrovych svaloch &goe vtakov. Glukagon dokaze zvysSi
pokojovu spotrebu kysliku o 50% (Jansky, 1994a5)99

1.2.3.Inzulin

Rovnako ako jeho antagonista, glukagén, sa tvpenkrease,laze s vnutornou
sekréciou a patri do skupiny najznamejSich hormdueptidickej povahy (Modrazka, 1992).

Inzulin vo fyziologickej koncentracii ma len marinogénny &inok, pretoZze napriek
tomu, Ze inzulin metabolizmus zvySujag’ tejto odpovede je pripisovana nervovému
systému. V pripade jeho zvySenej produkcie dochkdazhibicii adrenalinovej termogenézy
(Jansky, 1994a; 1995).

1.2.4.Katecholaminy

Do tejto skupiny hormonov patri napriklad adrenalimoradrenalin, ktoré su
derivatmi tyrozinu a patria k latkam tvoriacim sandokrinnom tkanive drene nad@iek.
Pdsobia v organizme katabolicky a ovplyyi metabolizmus tym, Ze sprostredkovavaju

premenu dolezitych enzymov na ich aktivne formytel€holaminmi sprostredkovana



termogenéza je lokalizovana v bunkach hnedého ghmtkaniva, ktoré sa vyskytuje
predovSetkym u novorodenych cicavcov, vratédoeeka. Tento typ termogenézy v obdobi po
narodeni postupne zanika a méze sa znovu \typfjaadaptacii na znizenie teploty.

U drobnych cicavcov sa vyskytuje medzi lopatkarai hnudnej kosti a poiti rebier

a chrbtice (Jansky, 1994a; 1995).

1.2.4.1.Mechanizmus katecholaminovej termogenézy

Bunky hnedého tukového tkaniva su charakteristprk®mnosou termogeninu-
UCP1 v mitochondriach, ktory funguje ako protond&eapnal. Okrem tohto Specialneho
proteinu je pre indukciu katecholaminovej termoggnézivaiichov potrebna pritomnos
B3- adrenergného receptoru v plazmatickej membrEmemoziuje premenu vSetkej energie
proténoveho gradientu, uixwenej pri spovani substratu, na teplo praw€aka termogeninu.

Homologicky protein termogeninu, UCP2, j@we rozSireny v inych tkanivach
ludského tela (Fleury et al, 1997; Gimeno et al,7)98redovSetkym v kostrovych svaloch,
pr'acach, srdci, ohbtkach a tkanivach imunitného systému. Jeho Ulohdiagaine
odpriahnti oxidaciu od syntézy ATP (Negre-Salvayre et al,7)9thy homolog, UCP3, bol
objaveny v bunkach kostrovych svalov potkanov (Betsa, 1997) a liudi sa zda hitaktiez
obmedzeny len na kostrové svaly (Millet et al, ;%frauwen et al, 1999). U zvierat boli
zistené spojenia roznych variant UCP proteinowrsragtgnymi agonistami, predovSetkym
s agonistamB3- adrenergnych receptorov (Jansky, Jansky 2002).

Zo skupiny katecholaminov je to prave noradrenddiory sprostredkuje Stiepenie
tukov v adipocytoch hnedého tukového tkaniva. Horméd’neny zo zakotenia
sympatickych nervov vyvola prostrednictv@meceptorov syntézu cAMP a tym aktivuje
proteinkindzu A. Aktivovana hormoén-senzitivna lipdg/drolyzuje triacylglyceroly na
glycerol a mastné kyseliny, ktoré su nasledne oxadép oxidaciou v mitochondriach
(Jansky, 1973; 1988; 1995).

Hlavnym substratom pre termogenézu v hnedom tukakamve su mastné kyseliny,
respektive ich acetylKoA, vznikaju@eoxidaciou. Tie navySe interaguju priamo
s termogeninom na vnuatornej strane mitochondriaimajnbrany, ktory funguje ako
protonovy kanal a obchadza tak funkciu ATP- syntdZyo interakcia je signédlom pre
iniciaciu termogenézy. Pre spravnu funkciu UCPAGkezita topologicka oblésktora viaze
GDP. Ta moze inhibov¥apermeabilitu kanalu pre protorg znamena, Zze mastné kyseliny

a acetyl-CoA funguju ako alosterické aktivatory UQBtrunecka, Jansky, 2006).



Protony uvdnené prip oxidacii, v cykle kyseliny citrébnovej a vttazci oxid&nych
enzymov su pumpované von z mitochondrii, kde sergtelektrochemicky gradient na
mitochondrialnej membrane. Nasledne cez otvorené1Uptechadzaju spgprotony, préom
v dosledku zmeny entropie systému salnuge energia priamo vo forme tepla (Strunecka,
Jansky, 2006).

Hnedého tukové tkanivoludi je vyvinuté len v prvych mesiacoch Zivota, izestova
termogenéza vSak u nich prebieha aj v neskorSom. JekvSak lokalizovana v inych

tkanivach a sprostredkovavaju ju hla\iieap2 adrenoreceptory (Blaak et al, 1993).

1.2.5.Steroidné hormény

Steroidy su latky lipofilného charakteru, ktoréyal’neni z transportnej bielkoviny
v cie’ovom tkanive prechadzaju lipidovou dvojvrstvou bowvdj membrany a interaguju
s receptormi v bunke. Patria medzi ne hormény k@gobltiek - kortikoidy a pohlavné
hormény. Ich dinok spa&iva v indukcii biosyntézy Specifickych bielkovirkaneiny efekt
regula&ného @inku sa prejavi az po dlhSej dobe (Vodrazka, 1992).

Termogénne &inky niektorych steroidov boli pozorované u potkendakov
a niektorych hibernantov (Hampl et al, 2006). Avéikem termogénnycheinkov su
steroidom pripisované aj pyrogénngnky, teda dinky vyvolavajuce horéku (Baullieu,
1961).

Glukokortikoidy patria do skupiny katabolicky posatich horménov a okrem
kracovej ulohy v glukoneogenéze stimuluju lipolyzu vpmtytoch a st zapojené do
regulacie enzymov oxidativnej fosforylacie v mitooldriach (Scheller, Sekeris, 2003).
TaktieZ bolo dokazané, Z€inky gukokortikoidov suvisia s produkciou cytokinov
vyvolavajucich hortku (Roth et al, 2004).

Pokid’ ide o hormony pohlavnych Zliaz, u potkanov bol desirovany termogénny
acinok progesteronu (Freeman et al, 1970), ale takirad steroidy aj tento pohlavny hormon
a jeho derivaty sa vyznaju svojimi pyrogénnymi €inkami (Abramov et al, 1998).

Pyrogénne &inky vykazuje aj derivat muzského pohlavného hormaestosteronu.
Je nim 17-oxo steroid nazyvany etiocholanolon.



1.2.5.1.Etiocholanoldn

Etiocholanolon je metabolit testosteronu. Tenta&a@-steroid, a-hydroxy-5-
androstan-17-on ( Hampl et al, 2006) je tiez siemgoérom b-H androsterénu
v konfigurécii trans (Sheldon et al, 1967).

Etiocholanolon a nielixo inych - redukujacich G steroidov je znamych tym, Ze
vyvolavaju horgku uludi (Baullieau, 1961; Kimball et al, 1966; Reimahf$8). Bolo
zistené, ze za svoje termogéenimkly vd’acia tieto steroidy interleukinu-1dalSim hordku
vyvolavajucim cytokinom, uMmenym z leukocytov mobilizovanych v dosledku stenej
stimulacie (Steinetz et al, 1998).

Hoci je odvodenyiastaine od adrenalnych a testikularnych androgénov, keanje
etiocholanolon Ziadnu hormonalnu aktivitu. Obaatyr sa objavuju v mo ako 17-
ketosteroidy, zv§ajne konjugované s kyselinou glukorénovou¢qm je to prave
etiocholanolén ktory je vykovany viac nez androsterdn. Aby sa vSak prejatiloj
pyrogénne &inky, musi by vorny, nekonjugovany, pfom poktas rozpadu po intraven6znom
¢i intramuskularnom podani je 15-20 minut. Na rokdakinych endogénnych pyrogénov
vyvolava horidku iba ul'udi a maximalnu teplotu vyvolava az po 12-16 hodom pésobeni
(Sheldon et al, 1967).

Trvanie latentnej periody latky vyvolavajucej h&ku bolo zigované pomocou
porovnavania zvysovania teplotnej aktivity izoloyahl'udskych leukocytov
s etiocholanolonom, po 4-hodinovej a 18-hodinomkpbéacii (Sheldon et al, 1967).
Pyrogénne &inky sa prejavili po 18- hodinovej inkubacii leukaav s etiocholanolonom
v koncentrécii 30 pg/ml (Bodel, Dillard, 1968).

VySka telesnej teploty po podani etiocholanolénawsgi u muzov i Zien, ptom pri
podani nizSich davok, rovnako ako pri Standardaeke na kilogram telesnej vahy je stale
teplota u zien nizSia nez u muzov (Kimball, 1968¢to rozdiely vznikaju zrejme preto, ze

etiocholanol6n u muzov okrem haéky silne podnecuje leukocytézu (Sheldon et al, 1967



1.3 Cid’ prace
Ulohou tejto prace bolo zistiaky vplyv na spotrebu kysliku izolovanych leuktmsyma
metabolit testosteronu, nazyvany etiocholanolého dginky boli sledované dvoma
spésobmi, a to:
* Meranim akutnej spotreby kysliku leukocytov po pridetiocholanolonu
* Meranim spotreby kysliku leukocytov po 18 hodinam&ubacii s

eticholanolénom



2. Material a metédy

2.1. Materidl
Ako materiél slazili'udské leukocyty (PBMC) izolované zo Zilnej krvi,admkranej
z predlaktia zdravych darcov do sterilnych hepadarych skiamaviek (Vacuette, Grenier
Laboratortechnik, Austria).
Darcami boli zdravé Zeny vo veku 20-23 rokov a ediaés’ovala profesionalna

zdravotnd sestra.

2.2. lzolacial’udskych leukocytov (PBMC)

K izol&cii 'udskych lymfocytov bola pouzivana metdda hustagnaflientovej
centrifugacie s pouzitim roztoku Ficoll-Paque (Boyul 968) a manipulédcia s materialom
prebiehala asepticky v digestore (Jouan MSC 12).

Po odbere 12 ml krvi do heparizovanych skiumavidk bitod’alej riedena
v sterilnych skimavkéach s objemom 15 ml (GAMA, &sské Budjovice). Krv sme riedili
6 ml Hanksovho roztoku (lekat&/FN, Praha) v pomere 1:1. Nasledne bolo potom €akib
riedenej krvi opatrne, aby nedoslo k premieSarawystvenych na 3 ml roztoku Ficoll-Paque
(Pharmacia, Uppsala Swedeny’alSich Styroch sterilnych skimavkach.

Takto pripravené skimavky boli centrifugované plidratérnej teplote po dobu 40
minat pri 1200 oté&kach za minatu v centrifige Univerzal 32 R (HETTIZEIntrifugen,
Dansko).Cervené krvinky a granulocyty vytvorili sediment éiae skimavky a monocytarne
bunky, medzi ktoré patria lymfocyty a monocyty, arili prstencovua vrstvu na rozhrani
plazmy a separovanej kvapaliny (Boyum, 1968). Temsbenec bol pipetou odobraty do
sterilnej skamavky a premyty 10 ml Hanksovho romtak bunky boli sedimentované
v centrifuge pri 1200 otkach za minutu po dobu 10 minat. Premyvanie bolekogané
dvakréat. Po odstraneni supernatantu bol stanovetst zolovanych buniek a tieto boli
nasledne pouZzité k meraniu akutnej spotreby kyshlebo k inkubacii.

Pouzité roztoky boli skladované pri teplote 4 “@red pouzitim boli vytemperované

na laboratornu teplotu.



2.3. Stanovenie piu leukocytov
Patet vyizolovanych lymfocytov bol stanovovany pred#@m meranim, v pripade
inkubéacie prediou i po nej, pomocou Burkerovej komoérky. Pred samimt paitanim sme
riedili 10 ul izolovanych buniek s 90l trypanovej modrej (0,5% roztok vo vode) kvali
kontrastu a potom sme ichgtali v 25 Stvorcoch.
Celkovy pa@et buniek /ml = p&et buniek v 25 Stvorcoch * 10* 10

2.4. Inkubacia buniek (PBMC)
Wizolované mononuklearne bunky, ktoré neboli ptaikimeraniu akutnej spotreby boli
inkubované s etiocholanolénom na kultimgich dostikach v 1 ml kultivéného média
v pomere 1:1. Pouzité médium RPMI-1640 Whittdkbolo obohatené o penicilin,
streptomycin a tepelne inaktivované fetalriadee sérum tak, aby vysledné 10% sérum bolo
vhodné pre inkubaciu.
Inkub&cia prebiehala po dobu 18 hodin pri teplaféC3a 3,5% CQv atmosfére,

v kultivaénom termostate.

2.5. Meranie spotreby kysliku

2.5.1.Clarkova kyslikova elektroda

Clarkova kyslikova elektréda je pristroj pouzivaraymeranie spotreby kysliku, ktory
sa Siri tenkou blanou, pokryvajucou vrstvu elektitol jednu z dvoch kovovych elektréd
(kat6du). Sonda pouzivana pri tomto merani (firfdDR Viktor Dvorék, PrahaCR) je
tvorend argent-chloridovou anddou a platinovou ¢atr ktora je zatavena do sklenej
trubicky. Koniec trubtky odhd&uje mallicag’ platiny o priemere asi 0,2mm. Prave té&q’ je
pokryta polyetylénovou membranou upevnenou kovokyiikom k obalu z teflonu, ktory
chrani celu elektrédu pred poskodenim. Vnutornggiar medzi puzdrom a elektrodou
vypina elektrolyt (0,1M KCl a 0,AM KHC®v pomere 1:1). Ten je plneny otvorom v puzdre

sondy a umaiuje prenos elektronov a rozlozZenie elektrickéhtapoedzi elektrodami.

2.5.2.Meracia komérka
Samotné meranie pomocou kyslikovej elektrody pretleev meracej komorke
s objemom 3,6 ml, chranenej sklenenym fé&s. Tym pretekala voda temperovana
prietokovym termostatom (Techne TE-10D TempunitmBadge) na teplotu 37°C.
Na dne kombrky bolo umiestnené mieSadlo pan& elektromagnetickou migkau
a roztoky boli do komorky pridavané injatou striekakou cez zabruseny uzatvaraci kohutik.



2.5.3.Prevod nameranych dat
Namerany signél z elektrédy bol zaznamenavany\eepgené data boli spracovavané
v datovej matici programu DIAdeth 8.00.

2.5.4.Princip merania spotreby kysliku

Toto meranie je zaloZzené na polarografickom priecip

Po vloZeni vzorky do meracej komorky¢na membranou prechadayslik
k elektrode. Rozpusteny kyslik satma redukovéna povrchu katédy, ak je na platinovu
katodu vyvinuty dostatmy potencial vei refererénej argent-chloridovej andéde. Nasledkom
redukcie z&ne elektrédami prechddzarad. Jeho M&og’ je ukena rychlosou transportu
kysliku z objemu tekutiny v komorke cez membramokrchu katody a celkovou
stechiometriou redukcie kysliku na katéde.

Zavislog’ prechadzajuceho pradu na vloZzenom potenciali zniagpolarogram.
Jeho tvar zavisi od hribky a materidlu membranyeri#u katdd a Upravy ich povrchu,
teploty a zloZenia elektrolytu a preto by maf Mozeny potencial pre kazdu sondu
stanovovany experimentalne, a to pomocou volt aoyagicharakteristiky. Ptom ¢im je
vySSi potencial, tym rychlejSia je elektrochemicgdukcia kysliku az do stavu kedy je
vzhladom k rychlosti transportu kysliku nekéne rychla. Jeho koncentracia na povrchu
katody je potom nulova a vznikajuci prud je limigmy rychlosou difuzie. Vznika tak obla’s
limitného difazneho prudu (OLDP), kde je ustalemydgplinearnou funkciou koncentracie
parcialneho tlaku €/ médiu. Intenzita prudu je teda tym vyS&ia vysSia je koncentracia
kysliku v okoli polarizovanej platinovej elektrody.

Na tejto Umernosti je zaloZzené kvantitativne stana koncentracie difundovaného
plynu, zatid ¢o kvalitativne stanovenie je zaloZzené na faktdazela latka ma svoje typickée
rozkladné napatie, pri ktorom sama vylwova’ a redukova

Pred pouzitim sondy je potrebné nastdaaké podmienky, aby pracovala v OLDP
(Linek et al., 1987).

2.5.5.Kalibracia elektrody

Délezitym krokom pred a po kazdom merani je katil@apri ktorej je pouzita
maximalna a nulova koncentracia kysliku.

K stanoveniu maximalnej koncentracie kysliku batafita destilovana voda

okyslicovana pomocou akvarijnej vzduchovej pumpy po daizu3O minut.



Pre stanovenie nulovej koncentracie kysliku su niéadlve metddy. Jednou z nich je
necha destilovanu vodu intenzivne presyctydynnym dusikom po dobu cca 30 minut,
alebo druhou a po predoSlom uvazeni vhodnejSouduetj@ pridanie dithioditanu sodného
do meraného média.

Vlastna kalibracia prebiehala tak, Ze sa do metam®orky pridala voda nasytena
vzduchom alebo plynnym dusikom (pripadne bol pyddithioni¢itan) a po 3-5 minatach sa
ustalilo vystupné napatie na novej hodnote. Tietnoty v arbitarnych jednotkach, countoch,
boli pouzité k vyhodnoteniu dvojbodovej kalibraeiéol zostrojeny grafasoveho priebehu.
Pomocou programu MS Excel bolicené rovnice linearnej regresie, ktoré spotasovou
zavislos'ou hodnoét merani umoznili pregtat’ jednotky v countoch do jednotiek
vyjadrujucich koncentraciu kyslikumol/ml.

Zakladnym predpokladom kalibracie je, Ze voda rexsytvzduchom obsahuje pri
teplote 37°C prave 0,21unol O/ ml (Zhao et al, 1997). Ak teda vieme, aky je dbkgsliku,
odvodeny od teploty a objemu, mézeme prestig’ ol’ko kysliku bolo spotrebovaného.

2.5.6.Priebeh vlastného merania

Vlastné meranie kyslikovou elektrédou prebiehalorda sp6sobmi, v zavislosti od
toho,¢i bola merana akutna spotreba kysliku leukocyt®l@jeho spotreba po 18 hodinovej
inkubacie.

Na zaiatku kazdého merania bola meracia komorka vyteoyaera na teplotu 37°C
a potom do nej bolo pridané kultir®@ médium RPMI-1640, taktiez zohriate na danu teplo
Samotné médium bolo merané cca 30 minut, kym nedogstaleniu signalu.

Potom bol do komérky pridany 1 ml vyizolovanychkeaytov resuspendovanych
v médiu. Ich poet v tomto objeme bol v rozpati 7-10 milionov buniBo dobufalSich asi
15 minut bola merana ich pokojova spotreba.

Ak iSlo o prave vyizolované leukocyty,dané k meraniu akutnej spotreby, bol k nim
pridavany etiocholanoldon v réznych koncentraciaelzasobného roztoku 10 mg/ml.
V rozmedzi cca 10 minut bol do meracej komérky jgwiom 3,6 ml, v ktorej bol 1 ml
leukocytov, pridavany etiocholanol6n v malych obgetm (1,5; 1,5; 3; 3 a 9 ukjim sme
ziskali r6zne koncentracie od najnizsej 4,16 pglonhajvyssiu 50 pg/ml. Prave tato
koncentracia je takmer dvojnasobkotiininej koncentracie, teda 60 pg/mil.
Cca 10 minut po podani najvyssej koncentracie letilamolonu bola pridana jedna davka

noradrenalinu vo vyslednej koncentracii*1.



Akutna spotreba kysliku bola merana v siedmych pokh. Z toho dva pokusy boli
meraneé tak, Ze pred jednotlivymi davkami etiocholénu boli leukocyty stimulované
pridavkom noradrenalinu v koncentraciiA®. V ostatnych piatich pripadoch bol
noradrenalin pridavany az po pridani najvyssej katrécie etiocholanolonu.

Z toho dévodu boli z tychto dvoch pokusov v Statisim vyhodnoteni pouZité len
spotrebygistych leukocytov a leukocytov po podani najvy$&ajcentracie etiocholanolénu
i noradrenalinu.

KedZe roztok etiocholanolonu bol pripraveny rozpustesieroidu v 60% metanole,
bolo toto meranie pouzité ako kontrola, aby smédily] Ze vplyv etiocholanol6nu
v predoslych pokusoch bol ovplyvneny rozfadiom.

V pripade leukocytoch inkubovanych 18 hodin s éiid@nolénom bol postup
nasledovny: v jednej jamke, ktora sluzila ako kolattbolo pridanych @l 60% metanolu, a v
druhej 6ul roztoku etiocholanolénu, ktoréha@itok mal by merany. Zasobny roztok o
koncentracii 10 mg/ml bol pripraveny rozpustenimg3etiocholanolénu v 3Q0 60%
metanolu. Vysledna koncentracia roztoku etiochd@mov jamke s 1ml lymfocytov a 1ml
inkubainého média bola teda @@ml, co zodpovedadinnej davke tejto latky (Bodel &
Dillard, 1968).

Po inkubacii bola merand ich pokojova spotrebatrepa po pridani

noradrenalinu v rovnakej koncentracii ako pri méeedaitnej spotreby.

2.6. Spracovanie nameranych dat

Celé meranie bolo zaznamenavané pomocou progradded™ verzia 8.00 modul
DAC, sluziaci k ovladaniu merania a zaznamu dat.

Modul TDM umoziuje takto ziskané data spractvaodnoty v countoch boli najprv
prepaitané na jednotkymol/ml O,, skopirované do DIAdem TDM moduludale]
upravovaneé.

Z krivky merania boli viiaté 5 minutove oblasti zodpovedajluce koncentrassiiku
v kazdom meranom useku. U vSetkych datovych intewaola urobené stobodova linearna
regresia a data boli exportované do programu M%Ekde sa jednotlivé spotreby kysliku
prepaitali na Standardizovanu jednotku nmaf@in/milién buniek.

Nasledne boli data vyhodnotené neparametricky piouXVilcoxonovho paroveho

testu .



3. Experimentalne vysledky
7.1. Meranie akutnej spotreby kysliku leukocytov (MB) s etiocholanolbnom
v rbznych koncentraciach - merané Clarkovou kyshiku elektrédou
Cista pokojova spotreba leukocytov sa pohybovalezmedzi
od 0,162-0,266 nmol £1.0° buniek * min, priemercinil 0,184 nmol Q/10° buniek * min™.
Vplyv etiocholanolénu na akutnu spotrebu leukocydawnepodarilo Statisticky
dokaza v dosledku vEkej variability hodnét v jednotlivych meraniach. &éblené grafy na
obr. 1 vS8ak nazraju, Ze by etiocholanolon mohol zniZevakutnu spotrebu leukocytov.
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Obr. 1: Akutna spotreb&stych leukocytov, leukocytov po pridavkoch etiolemmlonu a po
naslednej stimulacii noradrenalinom v jednotkactoin®/1 buniek * min™. Jednotlivé

stipce grafu st doplnené o smerodajnt odchylku.

7.2. Meranie akutnej spotreby leukocytov (PBMC) ¥60netanolom v réznych
koncentraciach- kontrola
Pod’a nasledujuceho grafu na obr. 2 je vidiee metanol méa tendenciu mierne zvy§ova
a stimulovd spotrebu kysliku leukocytov, aj &ev dosledku vEkej variability hodnot nie je

toto zistenie Statisticky preukazene.



0,7

0,6 1 n=4
X
Q2 05
c
2
— 04 -
g ‘{
4 |
S
g02° T
c
0,1
0 T T T T T T
leukocyty 4,14ug/mlM 8,33ug/mlM 16,6ug/mM  25ug/miM  50ug/mi M NA
n=4 M- metanol NA- noradrenalin

c(NA)= 10* M
Obr. 2: Meranie spotreby kyslikistych leukocytov, leukocytov po pridavkoch metanol
a po stimulécii noradrenalinom v jednotkach nmglld buniek * min™. Sipce grafu opé
doplnené o smerodajnu odchylku.

7.3. Meranie spotreby kysliku leukocytov (PBMC) p® Hodinovej inkubacii

s etiocholanolénom
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Obr. 3: Spotreba kysliku leukocytov po 18 hodinam&jbacii: leukocyty s metanolom ako
kontrolou a leukocyty s etiocholanolonom, obojedpaepo stimulécii noradrenalinom v

jednotkach nmol @10° buniek * min™. V grafe st opéznazornené smerodajné odchylky

Pod’a obr.3 je zrejmé, Ze po nidko hodinovej inkubacii sa spotreba kysliku zvySuje
v pripade stimulacie etiocholanolénom aj v pripstilmulacie etiocholanolénom s
noradrenalinom. V oboch pripadoch sa spotrebakkyghySila oproti kontrole asi 0 92%.
Toto zvySenie je Statisticky preukazaté Wilcoxonovym neparametrickym parovym testom,
kde je v pripade leukocytov inkubovanych s etioaholonom p= 0,01796 a po stimul&cii
noradrenalinom je p= 0,0425.



4. Diskusia

Ulohou tejto prace bolo zistiakym spdsobom vplyva etiocholanol6n na spotrebu
kysliku izolovanychH’udskych leukocytov a rozhodn&i je tento vplyv désledkom
termogénnehodinku alebo iného fyziologického procesu. Data kékané pomocou
Clarkovej kyslikovej elektrody, kedy bola merandrnjak akutna spotreba kysliku pri réznych
koncentraciach sledovanej latky, a tiez spotrebaigkd’ko hodinovej inkubacii leukocytov
s danou latkou vdinnej koncentracii.

Pokojové spotreby kyslikgistych leukocytov bez akychkeek pridavnych latok sa
pohybovali v rozmedzi 0,16- 0,27 nmoy/ @ buniek *min™, priemercinil
0,184 nmol Q10 buniek *min™. V porovnani s bakalarskou pracou Mikulky (200&pry
uvadza rozpatie 0,042- 0,361 nmaf T buniek *min™, je to o ni€o vysSia hodnota, ale na
rozdiel od Stefkovej (2007), ktora uvadza ako peemi hodnotu 0,197 nmol.QC° buniek *
min *je to naopak hodnota nizSia. Teoreticka hoddisti®j spotreby leukocytov, uvedena
v praci Jansky et al 2006, bola stanovena na Iyid@ 8,/10° buniek * min™. Tieto rozdiely
moézu by dbsledkom vikej variability hodn6t, ktoré su uvedené v praciskeho et al 2006,
alebo su vysledkom technickych nedostatk@as(va nestabilita signalu a jeho Sum), ktoré
namerané hodnoty negativne sKugs.

Meranie akutnej spotreby kysliku leukocytov s dimanolénom v réznych
koncentraciach nepreukéazalo ziaden vyznamiyok, ktory by bolo mozné podldZi
Statisticky. Potl obr. 1 by sa dalo usudzayde etiocholanolon ma tendenciu znizbva
spotrebu kysliku. Ké&Ze etiocholanoldn je rozpustny v metanole, bolam¢&’i za tymto
znizovanim spotreby nestojiaok metanolu na leukocyty, ale obr.2 ukazuje, Etamol
v uvedenych koncentraciach ma skor tendenciu lgdkastimulova), takze jeho vplyv
v pripade merania akutnej spotreby etiocholanohbpoiéno vyl&it. V dosledku vikej
variability hodn6t v merani akutnej spotreby palprkoch etiocholanolonu vsak nie je
mozné Statisticky dokaganizenie spotreby kysliku.

V pripade merania spotreby kysliku az po 18 hodpomkubacii bolo vysledné
zvysSenie spotreby viditaé na prvy pofad, ako dokazuje obr.3. Etiocholanolén zvysil
spotrebu kysliku leukocytov asi 0 92% . Takéto evy8 by mohlo sveiit’ 0 termogénnom
Gcinku tohto steroidného hormonu v pripade, Zeby sledod’alSiemu zvySeniu po pridani
noradrenalinu. Ten je jednym z najvyznamnejSicimidmiov zo skupiny katecholaminov,

ktory sa podita na netriasovej termogenéze (Jansky, 1994b).(kémok je sprostredkovany



adrenergnymi receptormi a UCP, a pdkig rovnakou cestowinkoval aj etiocholanolén,
k dalSiemu zvySeniu spotreby kysliku by nedoslo.

Otazkou zostava, ako posobi etiocholanolon na leytlka zvySuje ich spotrebu
kysliku. Tento steroidny hormon ma pyrogéngimkly, tieto sa vSak prejavuju s rozdielnou
intenzitou u muzov a zien (Kimball et al, 196BHvodom tohto rozdielneho pésobenia je
pravdepodobne fakt, Ze u muzov podnecuje etiochtdarleukocytézu (Sheldon et al, 1967)
a to by umo#ovalo produkovévaSie mnozstvo cytokinov vyvolavajucich hoki. Avsak
vplyv etiocholanolénu na zvySenua produkciu cytokitio- 1, IFN-vy a TNF-a sa nepodarilo
dokazd& v bakalarskej praci Jenikova 2008.

Pre merania v tejto bakalarskej praci boli pouzé/keukocyty izolované z krvi Zien,
u ktorych sa zvysena leukocytdéza nespomina. Jemsdke, Ze aj u nich dochadza
k zvySenej produkcii leukocytov, hoci nie v takegne, aby doslo k zvySeniu telesnej teploty
a vyvolaniu hordky. MoZno vSak predpokladaZze zvySena leukocyt6za aj u Zien by mohla
suvisi@’ so zvySenou spotrebou kysliku leukocytov. Okrejto fednej moznosti vSak existuju
d'alSie, ktoré by mohli vysvetlitoto zvySenie spotreby kysliku lepSie. Napriklagisenie
metabolizmu v désledku urychleného rastu buniegredtasna bunkova smiteukocytov
v dbsledku oxid&ného stresu, ktorému boli bunky vystavenégsankubacie. Tomu vSak
odporuje fakt, Ze pet buniek odumretych po inkubécii v kontrolnom nmérmmetanolom
bol priblizne zhodny s gtom buniek odumretych v tom istom merani s etiogholonom.
HradaniedalSich, tak ako overovanie tychto moznosti by mdiytbonametom ki'alSim

vyskumom.



5. Zaver

V tejto bakalarskej praci boli sledované zmeny sgmt kysliku izolovanychiudskych
leukocytov (PBMC) po aplikacii steroidného horméretiocholanoldnu.

Jeho vplyv na akutnu spotrebu leukocytov sa dakaeaodarilo, avSak po 18
hodinovej inkubacii leukocytov s horménom v koncéaoti 3Qug/ml bolo zistené zvySenie
spotreby kysliku 0 92%.

Spotreba kysliku sa navyse zvySila aj po aplikdaiadrenalinu v koncentracii 1.



6. Zoznam skratiek

PBMC - izolovan&’udské monocytarne bunky

OLDP - oblas limitného difzneho pradu

UCP- uncoupling proteiny, odpriahujuce fosforylacdioxidacie
CAMP - cyklicky adenozin monofosfat

NA - noradrenalin

E - etiocholanol6n

M - metanol
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