BIOLOGICKA FAKULTA JIHOCESKE UNIVERZITY
V CESKYCH BUDEJOVICICH

Mechanizmus uc€inku katecholaminu
v termogenezi izolovanych lidskych leukocytu

Magisterska diplomova prace

Bc. Ale§ Mikulka

Vedouci prace: prof. RNDr. Ladislav Jansky, DrSec.

2007



Magisterska diplomova prace

Mikulka A., 2007: Mechanizmus ucinku katecholaminli v termogenezi izolovanych lidskych leukocytt. [The
Mode of Catecholamine Adrenergic Action in Human Peripheral Mononuclear Blood Cells. Master Thesis in
Czech] — 55 pages.

Faculty of Biological Sciences, The University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech Republic

Anotation:

Effects of ai, a», B; adrenergic agonists on resting oxygen consumption and effects of a and B, adrenergic
antagonists on noradrenaline stimulated oxygen consumption of the human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were studied using the Clark oxygen electrode. It was found that, the a, agonist increases slightly the
resting oxygen consumption in the PBMC while, the 3, and the o antagonists inhibit the noradrenaline stimulated
oxygen consumption considerably. The a; and 3; agonists have no effect on the resting oxygen consumption. The
NA termogenesis in the PBMC is mediated by B, (25%), B> (8%) and o, (12%) adrenergic receptors and not by 3
adrenoreceptors. The NA thermogenesis in the PBMC is mediated by different adrenoreceptors than the NA
thermogenesis in the brown adipose tissue.
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stimulated oxygen consumption considerably, indicating that acetyl-CoA could be an important substrate for NA
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1. UVOd » Vndlez je jen 1% inspirace a 99% driny “
Thomas Alva Edison

Netfesovou termogenezi (NST) byva oznacovana produkce tepla vyvoland piisobenim
katecholaminti u malych savcll vystavenych chladu (Jansky, 1973). Nejvétsi mnozstvi tepla
pfi netfesové termogenezi vznikd v hnédém tuku lokalizovaném predevsim kolem patete,
mezi lopatkami a v podpazni jamé. U¢inek katecholamini je u malych savci zprostiedkovan
hlavné B; adrenergnimi receptory umisténymi na membrané cilovych bunék. Byla vSak
prokdzana i Uloha o, adrenoreceptori. Biochemickd podstata této termogeneze spociva
v odptazeni oxidaci od fosforylaci, v disledku zpétného ptesunu protont pies mitochondridlni
membranu, prostiednictvim tzv. odptahujicich protein (UCP).

Vyzkum hormondlni termogeneze u lidi se potyka s fadou probléml. Mezi né patii
velmi maly vyskyt hnédé tukové tkané, obtizné ziskavani lidskych tkdni pro molekularné
biologické studie a infuze katecholamintli, které ptedstavuji urcité zdravotni riziko pro
pokusné osoby. Navic u dospélého ¢loveka, ktery nemd dostatek hnédého tuku, nebyl vyskyt
netiesové termogeneze donedavna predpokladan. Recentni nalezy ceskych autort vSak
dokazaly existenci NST noradrenalinového a adrenalinového typu i1 u ¢lovéka (Lesna a kol.,
1999).

Vzhledem k mizivému mnozstvi hnédého tuku se uvazuje o tom, Zze aktivace
hormonalni termogeneze u lidi je fizena jinymi mechanizmy nez u zivocichd, a to jak za
podminek in vivo, tak 1 za podminek in vitro. Nedavné vysledky nasi laboratofe prokazaly, Ze
1 izolované lidské leukocyty (PBMC) po aplikaci katecholaminti zvySuji svlij metabolismus
(Jansky a kol., 2006). Uvazuje se o tom, ze by tedy mohly byt vyuzity pro studium
hormonalni termogeneze za podminek in vitro.

Dalsim diivodem pro pouziti leukocytl pii studiu hormonalni termogeneze je, Ze u nich
byla prokazana ptitomnost specifickych o a B adrenergnich receptorit (Brodde a kol., 1986;
Fleury a kol., 1997). Mechanizmus t¢inku katecholaminti na hormondlni termogenezi PBMC
a uloha rtznych typa adrenergnich receptorti véetné vlivu exogennich substratt, které jsou
vyuzivany piitvorbé tepla, nebyly dostate¢né studovany. Cilem této prace bylo

farmakologickym pfistupem a métfenim spotieby kysliku u PBMC tuto problematiku vyfesit.



2. Literarni prehled

2.1. Biochemicka podstata hormonalni termogeneze u zivocichu a lidi

Hormonalni termogeneze pfedstavuje vykonny termoregulaéni mechanismus zodpovédny za
chladovou adaptaci savci. Podili se na udrzovani tepelné homeostazy v chladu. Tato produkce
tepla neni zavislda na svalovych kontrakcich a je vyvolana plisobenim katecholamina
(adrenalin, noradrenalin) na adrenergni receptory adipocytl hnédé tukové tkané u zivocichu
(Jansky, 1973).

Hormonalni termogeneze je vyvinuta nejvice u malych savci, kde produkce tepla mtize
osmkrat prevySit bazalni hodnoty. S rostouci hmotnosti organismu velikost hormonalni
produkce tepla klesa a u savct, ktefi jsou t€z8i nez 10 kg je uz intenzita katecholaminové
termogeneze velmi mala. U dospélych zvifat mize byt opétovné vyvolana dlouhodobym
pusobenim chladu (Jansky, 1973, 1988, 1995). Hormonalni termogeneze zacina pusobit
piiblizné pod termoneutralni zénou a predstavuje tak prvni linii obrany vii¢i chladu.

U zivocicht je hormonalni termogeneze fizena termoregulacnimi centry v hypotalamu a
je realizovana prostfednictvim nervovych drah sympatického nervového systému. Pfi vnéjSim
stresovém stimulu at’ uz jde o chlad ¢i nadmérné prejidani (Perkins a kol., 1981) dochazi
k uvolnéni noradrenalinu a jeho vazb¢ pievazné na B; adrenoreceptory (Cannon a kol., 1996,
2000; Zhao a kol., 1998) a na synergicky pusobici a; adrenergni receptory (Zhao a kol., 1997,
Bronnikov a kol., 1998) bun¢k hnédého tuku. Vazba katecholaminu na f; adrenergni receptor
vede pies stimulaci G(s)-proteinu k aktivaci adenylatcyklazy. Vznika cAMP, ktery pracuje
jako druhy posel a aktivuje proteinkindzu A (viz. obr. 2.1.). Proteinkindza A fosforyluje
hormon-senzitivni lipazu, kterd katalyzuje hydrolyzu triacylglycerolii na glycerol a volné
mastné kyseliny. Volné mastné kyseliny a acetyl-CoA slouZzi jako substrat pro mitochondridlni
B-oxidace a vyvolavaji odptazeni téchto oxidaci od fosforylace, takze nedochazi k tvorbé ATP.

V disledku oxidace mastnych kyselin vznikd pak pouze teplo, které se prenasi
z adipocytil hnédé tukové tkané krevnim prutokem do celého organizmu. Podminkou pro
produkci tepla u zivoc€ichti je pfitomnost specifického proteinu UCP1 o molekularni véaze

32kDa, ktery se nachazi na vnitini strané mitochondridlni membrany.
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Obr. 2.1. Intraceluldrni signalni drahy pro B, a; a o, adrenergni receptory.

(Bengtsson a kol., 1996, upraveno)

Jedna se o protonovy kandl s vazbou na purinové nukleotidy (GDP, ATP), ktery je
v klidovém stavu uzavien. Volné mastné kyseliny odpoji GDP a u¢ini membrany mitochondrii
propustné pro vodikové ionty ze substratovych oxidaci zpét do mitochondridlni matrix
(Cannon a kol., 1982; Ricquier a kol., 1983; Bouillaud a kol., 1986; Casteilla a kol., 1987).
Timto je zajiSténo odptazeni oxidace od fosforylace a spalovani substratu pak mtze probihat
tak dlouho, dokud je pfitomny vhodny substrat. Tento d¢j je zavisly na stupni aktivace
sympatického nervového systému, na velikosti produkce noradrenalinu a na mnozstvi
substratu. Nezavisi v§ak na akceptoru energie ADP.

Hormonalni termogeneze u lidi se lisSi v mnoha ohledech od hormondlni netfesové
termogeneze u zivocichil a byla doneddvna povazovand za mélo pravdépodobnou (Cannon a
kol., 2000) z divodii nedostatecného mnozstvi hnédé tukové tkané u lidi (Heaton, 1972).
Teprve experimenty na lidech v termoneutrdlnim prostiedi s pouZzitim riznych koncentraci
isoprenalinu, noradrenalinu a adrenalinu poukézaly na jeji pfitomnost (Lesna a kol., 1999).
Hormonalni termogeneze u chladové neadaptovanych lidi je indukovdna plsobenim
noradrenalinu a adrenalinu. U chladové adaptovanych osob je adrenalinovd termogeneze
potencovana, zatimco noradrenalinova termogeneze neni chladovou adaptaci ovlivnéna
(Jansky a kol., 1996b, 1997, Sramek a kol. 1999; Vybiral a kol., 2000 a,b).

Produkce tepla vyvolana pasobenim katecholaminii u lidi vzniké v kosternich svalech



(Lundholm a kol., 1965; Astrup, 1986; Astrup a kol., 1984, 1985a,b, 1986, 1989; Simonsen a
kol., 1999) a v bilé tukové tkani (Simonsen a kol., 1992, 1993). Ur¢itou roli v produkci tepla u
lidi zde ma i malé mnozstvi hnédé tukové tkané¢ (Huttunen a kol.,, 19981). Vazba
katecholaminli na efektorové bunky je zprosttedkovana B, a P, adrenergnimi receptory
(Astrup a kol., 1989; Blaak a kol., 1994). Uloha o adrenergnich receptorii nebyla neprokazana
(Frank a kol., 1996). Produkce tepla a odprazeni mitochondridlni B-oxidace od fosforylace se
u lidi ucastni predevsim proteiny UCP2 (Negre-Salvayre a kol., 1997) a UCP3 (Giacobino,
1999). Mechanizmus uUc¢inku katecholamint a jeho biochemické podstata u lidi nebyla vSak

zatim dostate¢né objasnéna.

2.2. Termogenni u€inek ostatnich hormont

Je nesporné, Ze vedle noradrenalinu maji termogenni U¢inek i1 jiné hormony, jmenovité
adrenalin, tyroidni hormony, glukagon, steroidni hormony, adenokortikotropni hormon
(ACTH) a inzulin. Termogenni uUc¢inek je také pfisuzovdn sympatomimetickym latkdm
jako je napf. isoprenalin, efedrin a kofein.

Adrenalinova termogeneze vznika pievazné ve svalech. Po plsobeni adrenalinu vznika
v hnédém tuku jen asi 40% celkové produkce tepla. U zvitat je jeji velikost ovlivnéna
chladovou adaptaci jen malo a je mensi nez u noradrenalinu (Jansky, 2003, 1993, 2002).
Tyroidni hormony zvySuji bazalni metabolismus asi o 10-50% a plsobi témé&f na vSechny
organy v téle s vyjimkou mozku. Jejich ucinek je spiSe permisivniho charakteru, tzn. ze
vytvaii podminky pro rozvoj termogeneze jinych hormonti. Glukagonova termogeneze se
vyskytuje hlavné u ptaka a je lokalizovand v kosterni svaloviné a v jatrech. Existuje fada
udaja, které naznacuji, ze hormony se ve svém termogennim Uc¢inku vzajemné dopliuji.
Detailni biochemicky mechanizmus termogenniho piisobeni riznych hormonti neni vSak

definitivné objasnén (Jansky, 2005).

2.3. Adrenergni receptory a jejich fyziologicka funkce

Adrenergni receptory (adrenoreceptory) jsou membranové povrchové proteiny, které
zprostifedkovavaji piisobeni katecholaminii (adrenalin, noradrenalin) na membranach cilovych
bunék. Patfi do rozsdhlé rodiny receptorti spojenych s G-proteiny (Kobilka, 1992). Tato

rodina obsahuje



nekolik stovek ¢lenti, zejména receptort pro peptidy (vasopresin, oxytocin, angiotenzin), pro
bilkoviny (glukagon, folikuly stimulujici hormon, luteiniza¢ni hormon), pro katecholaminy a
jiné malé molekuly (acetylcholin, dopamin, histamin, prostaglandin) a také pro svétlo.

Adrenoreceptory jsou tvoreny jednovldknovym polypeptidickym fetézcem obsahujicim
sedm transmembranovych usekli (domén), které jsou slozeny z 20-30 hydrofobnich
aminokyselin. Domény prochédzejici membranu maji konformaci a-helixi a jejich C-
terminalni konec sméfuje dovnitt bunky, kdezto N—terminalni konec smétfuje ven z buiky
(obr. 2.3). Cytoplasmatické domény poskytuji vazebna mista pro fosforylaci proteinkinasy A,
proteinkinasy C a G-protein receptor kindsy (Lefkowitz a kol., 1988; Strosberg, 1991;
Kobilka, 1992; Strosberg, 1992).

Farmakologickéa klasifikace adrenergnich receptori na a a PB-adrenoreceptory byla
poprvé provedena Ahlquistem vroce 1948 na zakladé vazby specifickych agonistli a
antagonistil a jejich rozdilné afinité k receptorim. V soucasné dobé rozliSujeme tfi hlavni
skupiny adrenoreceptori: o, adrenergni receptory, o, adrenergni receptory a B adrenergni

receptory. B adrenoreceptory se dale déli na tfi podskupiny (Bi, B2 a B3).

Glycosylation

- 23
Palmitoylationy

Obr. 2.3. Strukturni model adrenergnich receptori. (A) Boc¢ni pohled na transmembranové domény receptoru
s navazanou molekulou noradrenalinu. (B) Horni pohled na receptor. Zachycena vazba noradrenalinu na transmembranové

domény. (Strosberg a kol., 1996, upraveno)



Vsechny typy adrenergnich receptortt se 1iSi svoji funkci, molekularni stavbou,
strukturou i1 vazbou specifickych farmak. Vyskytuji se prakticky ve vSech organech a tkanich
zvitat 1 lidi. Adrenergni receptory maji dilezité regulacni ulohy v fadé metabolickych drah.
Jednou z nich je katecholaminova indukce hormonélni termogeneze u zivocichi.

Katecholaminy (adrenalin, noradrenalin) prostiednictvim adrenoreceptoric podminuji
glykogenolysu v jatrech a svalech, lipolysu v tukové tkani, vasodilataci v kosterni i srde¢ni
svaloving, mozku a vasokonstrikci cév kliize a stfev. Navozuji uvolnéni plicnich broncht a
bronchioll, zvySuji rychlost a silu srde¢nich stahli, zvySuji krevni tlak. Jsou produkovany

prakticky za vSech stresovych situaci.

2.4. a4 a 0, adrenergni receptory

a; adrenergni receptory jsou slozeny z466-560 aminokyselin a podle nové nomenklatury
(Hieble a kol., 1995; Watson a kol., 1995; Kikuchi-Utsumi a kol., 1997) se rozdéluji do tfech
funkénich podskupin na (oA, ;B a ;D). Jejich klasifikace vychazi z riznych afinit nékolika
antagonistl k receptoriim. Farmaka 5-methyl urapidil (5-MU), WB4101 a (+)-niguldipin maji
vysokou afinitu k o;A adrenergnim receptorim, chlorethylclonidin k a;B adrenoreceptorim
(Ford a kol., 1994; Minneman a kol., 1994) a antagonista BMY 7378 k o,D receptorim
(Goetz a kol., 1995; Saussy a kol., 1996).

oA adrenergni receptorova stimulace vede pres aktivovany G(q)-protein k mobilizovani
intacelularnich Ca*" zasob (Michell, 1975). Zvysena koncentrace Ca*" iontll zptisobi pomoci
aktivované fosfoinositidasy C (PIC) S$tépeni fosfatidylinositolu 4,5-bis-fosfatu (PIP,) na
inositol 1,4,5-trifosfat (IPs) a diacylglycerol (DAG).

Pti pokusech na potkanech byla zjisténa pfitomnost o;A adrenergnich receptori ve
slezing, hnédé tukové tkani, srdci, mozkové klife a cévnich sténach; o,B adrenoreceptory jsou
exprimovany v jatrech, srdci, mozkové kiife, slezin€ a méné pocetnéji v hnédé tukové tkéni; a
a;D adrenergni receptory se vyskytuji prevazné v srdei, mozku a hnédé tukové tkani
(Lomasney a kol., 1991; Kikuchi-Utsumi a kol., 1997).

o, adrenergni receptory se podle farmakologické klasifikace rozdéluji do 4 podskupin na

wA, 0B axC a a;D. Podstata efektorové drahy o, adrenergnich receptort spociva



v inhibici adenylatcyklazy pres G(i)-protein. Po aktivaci o, adrenergnich receptort dochézi ke
snizeni koncentrace intracelularntho cAMP. o, adrenoreceptory se vyskytuji v mnoha
organech a tkéanich - pfedevsim krevnich destickach, cévach, slezing, plicich, srdci, jatrech,
ledvinach, pankreatickych ostriiveich, v zaZivacim traktu a tukové tkani (Lomasney a kol.,
1991). Podileji se na vasokonstrikci cév, agregaci krevnich desti¢ek, insulinové sekreci,

zpétné resorpci sodiku v ledvinach a na kontrole funkci sympatického nervového systému.

2.5. B4, B2 a B3 adrenergni receptory

B adrenergni receptory jsou sloZzeny z 477 aminokyselin a podle farmakologické studie z roku
1967 (Lands a kol., 1967) se rozd€luji do dvou vyznamnych podskupin, a to na B; a .. Obé
dveé receptorové podskupiny maji velkou afinitu ke katecholaminiim. Vazba adrenalinu a
noradrenalinu na B, adrenoreceptor je stejné silna, kdezto u B, adrenoreceptoru je vazba
noradrenalinu siln€j$i nez adrenalinu (Perkins, 1991). Bi,, receptory jsou spojené s G(s)-
proteinem a po navazani katecholaminu na receptor dojde k aktivaci adenylatcyklazy. Vznika
cAMP, ktery slouzi jako druhy posel. B, adrenergni receptory jsou vysoce exprimovany
v srdci, mozkové kiife, slinnych zlazach , bilé¢ tukové tkani a myocytech (Bahouth a kol.,
1997; Perkins, 1991). Zatimco [, receptory se nachdzeji prevdzné v hladké svaloving
mocového méchyte, bronchi a v ostatnich tkanich. Po pisobeni adrenalinu zplsobuji
uvolnéni hladkych.

Bs ,atypicky“ adrenergni receptor byl poprvé objeven v 80. letech dvacatého stoleti
Harmsem (Harms a kol., 1977). Jedna se o adrenergni receptor slozeny z 408 aminokyselin,
ktery se 1i8i molekulérni strukturou, funkci i farmakologickym profilem od Bi,,» adrenergnich
receptorti. [; adrenergni receptor neobsahuje rozpoznavaci vazebna mista pro cAMP-
dependentni kinazu a G-protein véazanou receptor kindzu (GRK) (Emorine a kol., 1989;
Nahmias a kol., 1991; Strosberg, 1992), a je pouze z 40-50% homologni s Bi,, adrenergnimi
receptory. Také mechanizmus ; adrenergni receptorové regulace je odlisny od Bi,, adrenergni
regulace. Po navazani katecholaminu na [; adrenoreceptor dochazi k jeho fosforylaci B-
adrenoreceptor kindzou a odpiazeni receptoru od signdlni dradhy (Summers a kol., 1995a).

Hlavnim biologickym efektem [3; adrenoreceptort je zprostiedkovani lipolysy v bilé tukové



tkdni a termogeneze v adipocytech hnédé tukové tkané. B; adrenoreceptory se vysoce
exprimuji v bilé a hnédé tukové tkani (Arch a Kaumann, 1993), v srdci, kosterni svaloving,
svalech zazivaciho traktu (Bond a kol., 1988; Challiss a kol., 1988; Kaumann,1989) a stfevni
mukose (Roberts a kol., 1995).

2.6. Vyskyt adrenergnich receptorua na lidskych izolovanych leukocytech

Lidské izolované leukocyty exprimuji na svych bunéénych membranach fadu receptorii mezi
nimiz jsou 1 adrenergni receptory. Prace Ricciho (Ricci a kol., 1999) prokézala vyskyt vSech
tf typl o, adrenergnich receptort. Poméroveé nejvice zastoupeny. jsou o;B adrenoreceptory.
Dalsi prace spojené s vyzkumem povrchovych receptor prokédzaly na lidskych izolovanych
leukocytech vyskyt i a, adrenergnich receptorti (Titinchi a kol., 1984; Goin a kol., 1991) a f3,
adrenoreceptori (De Blasi a kol., 1985; Heaen a kol., 1991). Ptitomnost ; a B adrenergnich
receptorti Castecné prokazala i moje bakalafska prace (Mikulka, 2005).

Mnozstvi B adrenergnich receptorti se na povrchu lymfocytli zvySuje s narGstajicim
vékem (Gietzen a kol., 1991), ale u Zen také v lutealni fazi menstrua¢niho cyklu (Tan a kol.,
1996). Déle se exprese adrenergnich receptori méni po fyzické zatézi, kdy se zvySuje pocet B
adrenergnich receptort na povrchu lymfocytd, a to pfedevsim receptori B, (Graafsma a kol.,
1990). Z vysledkil je ziejmé, Ze receptory silné reaguji na rtizné druhy zatéze a stresové

faktory.

2.7. Uloha vnitrobunéénych signalnich molekul

G-protein a adenylatcykliza

Guanin nukleotid-vazajici protein patii mezi membranové komponenty spojené s
povrchovymi membranovymi receptory (Emorine a kol., 1991). G-protein pfendsi signal
dovnitt do buiiky a zprosttedkovava aktivaci €i inaktivaci adenylatcyklazy, kterd katalyzuje
tvorbu intracelularniho cAMP z ATP za ptfitomnosti hot¢iku. G-protein je slozen z a, f a y
podjednotek. Podjednotka o se sklada piiblizné€ z 20 ¢lent, které jsou rozdéleny do a(s), a(i),

a(q) a a(12) skupin. Podjednotka B se sklada z 5 skupin (Bi-s) a podjednotka vy je slozena



z 6 skupin (yis) (Neer, 1995). Vazba hormonu na receptor navodi receptorem
zprostiedkovanou aktivaci G(s)-proteinu, coz piedstavuje na Mg*" zavislou vazbu GTP na o
podjednotku a nasledné rozpojeni podjednotek B a y od a podjednotky. Komplex a(s)-GTP
nasledné aktivuje adenylatcyklazu (Hepler a kol., 1992). Podjednotka a(s) ma svou vlastni
GTPasovou aktivitu a aktivni forma a(s)GTP je inaktivovdna po hydrolyze GTP na GDP.

Vytvati se znovu trimerni komplex G(s)-proteinu, ktery je opétovné pouzit.

cAMP a proteinkindza

cAMP je cyklickd 3°,5-adenylovd kyselina vznikajici z ATP plsobenim enzymu
adenylatcyklazy. Ma klicovou ulohu pii ptisobeni fady hormont a slouzi jako tzv. druhy
posel. Intracelularni hladina cAMP se zvySuje nebo sniZzuje vlivem riiznych hormont, a tento
ucinek je v riznych tkanich rizny.

Proteinkiniza je cAMP-dependentni heterotetramerni molekula sloZena z 2 regulacnich
podjednotek (R) a 2 katalytickych podjednotek (C). Vazba cAMP na R podjednotku zplisobi
odstépeni R podjednotky od C podjednotky. Uvolnéna C podjednotka nasledné fosforyluje a
aktivuje hormon-senzitivni lipasu. Lipasa nasledné hydrolyzuje TAG a vzniklé volné mastné
kyseliny jsou pouZity pro mitochondrialni oxidace.

Vsechny vnitrobunééné signalni molekuly, at’ uz jde o cAMP, ionty Ca*’, enzymy
proteinkindzu a adenylatcyklazu nebo o G-proteiny, se podileji na pfenosu signalu vzniklém
vazbou katecholaminii na adrenergni receptory. Ugastni se biochemické regulace hormonalni

termogeneze u zivocicht a u lidi.

2.8. Hnéda tukova tkan

Hnéda tukova tkén, difive nazyvana hibernacni zlazou (Smith, 1964), je soucésti pojivoveé
tkdn€, ktera je pritomna u malych savcl, hlodavct a dalSich hibernatorti. U malych savct
reprezentuje 1-2% celkové télesné vahy (Smith a kol., 1969; Himms-Hagen, 1976; Foster a
kol., 1978b). Vyskytuje se ptevazné v malych ostriiveich po celém téle, zejména vSak kolem
lopatek a jamy podpaZzni, v oblasti §ije a kolem velkych tepen hrudniku. Hnéd4 tukova tkan je
z 20-25% inervovana sympatickym nervovym systémem a podléha regulaci hypotalamem. Je

bohat€ cévné zasobena, coZ pfispiva k rychlému pifimému transportu produkovaného tepla do



celého organizmu (Smith, 1964). Hnédéd tukova tkéan je sloZzena z nezralych pre-adipocyti,
vyzralych forem adipocyti, endotelialnich a intersticidlnich bun€k a zirnych bunék mastocyti.
Adipocyty hnédé tukové tkdn€ jsou malé kulaté multi-vakuolni bunky s centralné ulozenym
bunéénym jadrem a velkym mnozstvim mitochondrii, které obklopuji ¢etné tukové vakuoly
(Smith, 1962). Mitochondrie na vnitini membranové dvojvrstvé obsahuji odptahujici proteiny
(UCP) schopné odptazeni bunécné oxidace od fosforylace. Hnéda tukova tkan se vyznacuje
velkou plasticitou. Za urcitych podminek je schopna se pfeménit na bilou tukovou tkéan a

naopak.

2.9. Metody méreni hormonalni termogeneze

Pfimé méfeni hormonalni termogeneze u celého organizmu je obtizné. Vyuziva se fada metod,

které lze vzajemné kombinovat. Produkei tepla Ize méfit témito zpiisoby:

1. Piimé méfeni produkce tepla nebo spotieby kysliku u jedinct vystavenych nizkych
teplotam za soucasného méteni svalového tiesu.

2. Blokada hormonalni termogeneze specifickymi farmaky u zivocichii, vystavenych mirnému
chladu. Mira poklesu chladem stimulované produkce tepla je méfitkem netfesové
termogeneze.

3. Intravenozni aplikace riznych koncentraci noradrenalinu savciim v termoneutralni zoné za

soucasn¢ho meéteni velikosti vylouc¢eného tepla.

Timto zplsobem je mozné stanovit dose-response kiivku mezi raznymi davkami
noradrenalinu a metabolickou odpovédi zivocCicha (Briick a kol., 1976; Mejsnar a kol., 1976).

U cloveka je studium NST komplikovano faktem, Ze nelze bez vétSich potizi vyuzit
adrenalinového ¢i noradrenalinovaného testu pro kvantitativni stanoveni NST, ponévadz
aplikace téchto farmak vede k tachykardii, zvySeni krevniho tlaku a dal§im zdravotnim
problémiim. Bez Iékaiského dohledu nelze tyto pokusy provadét na lidech. Pro méteni
hormonalni termogeneze byly proto pouzity izolované lidské lymfocyty, jakozto modelovy

systém, ktery by mohl byt vyuzit k vysvétleni podstaty lidské hormondlni termogeneze.



3. Cile prace

Cilem magisterské diplomové prace bylo objasnit mechanizmus piisobeni noradrenalinu
v termogenezi izolovanych lidskych bilych krvinek (PBMC). Prace byla provedena metodou
méfeni spotieby kysliku PBMC pomoci Clarkovy kyslikové sondy ve vhodném kultivacnim

médiu.

1. Prvotnim cilem prace bylo zjistit, ktery typ adrenergnich receptorti zprostiedkovava

hormonalni termogenezi izolovanych lidskych bilych krvinek.

2. Dalsim cilem bylo objasnit, které exogenni substraty mohou hormonalni termogenezi

PBMC ovlivnit.

Tato prace je soucasti SirSi studie provadéné v laboratoii Fyziologie zivo€ichil na Biologické
fakulté, ktera se zabyvad moznosti vyskytu hormonalni termogeneze u lidi a bunéénymi

mechanizmy, které vyskyt hormonalni termogeneze u ¢lovéka podminuji.



4. Material a metody
4.1. Odbér a zpracovani vzorku

Krevni vzorky byly ziskavany od dobrovolnych zdravych darct ve véku 18 — 25 let. Skupinu
tvofili studentky a studenti JihoCeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Bylo vzdy
odebirdno 18 ml zilni krve zpfedlokti do sterilnich 9ml heparinizovanych zkumavek
Vacuette® (Greiner bio—one GmbH, Austria) uzavienym odbérovym systémem pomoci
plastového odbérového nastavce a oboustranné jehly (Greiner bio—one GmbH, Austria).
Odbér provadéla kvalifikovana zdravotni sestra z ordinace MUDr. F. Soucka. Krevni vzorek

byl vZdy ru¢né promichan a do 15 minut zpracovan.
4.2. 1zolace bilych krvinek (PBMC - peripheral blood mononuclear cells)

Lidské mononukledrni buiiky byly izolovany z heparinizované ven6zni krve metodou hustotni
gradientové centrifugace za pouziti izola¢niho roztoku Ficoll — Paque™ PLUS (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Sweden) a pufrovaného fyziologického Hanksova roztoku (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Germany). Do tiech sterilnich zkumavek o objemu 15 ml (GAMA
GROUP a.s., Czech Republic) bylo pfiddno 6 ml krve a 6 ml Hanksova fyziologického
roztoku. Natfedénd krev byla fadné promichana.

Do Sesti sterilnich 15ml zkumavek bylo napipetovano 3 ml izolaéniho Ficoll — Paque™
PLUS roztoku a na hladinu bylo nasledné¢ opatrné vrstveno 6 ml nafedéné krve tak, aby
nedoslo k vzajemnému promichani a utvofily se dvé oddélené
vrstvy. Vzorky byly poté centrifugovany 40 minut pfi 1200
ot./min. v centrifuze (Hettich Zentrifugen, Denmark) pfi
laboratorni teploté.

Krevni vzorek se centrifugaci rozdélil do tii vrstev, na

sediment, supernatant a vrstvu mononuklearnich bunék, kterd se
vytvorila uprostfed sloupce supernatantu. Vznikly prstenec
mononukledrnich bunék byl piepipetovan do nové sterilni
zkumavky. Nasledné bylo pfidano 10 ml fyziologického
Hanksova roztoku a obsah se centrifugoval 10 minut pii 1200

ot./min. pii laboratorni teploté.

Obr. 4.2. 1zolace PBMC



Toto promyti se provadélo celkem dvakrat za ucelem ocistit mononuklearni bunky od
sérovych proteind a roztoku Ficoll — Paque™ PLUS. Po sliti supernatantu byly vyizolované
PBMC resuspendovany v 200 pl piislusného kultivaéniho média a rozdéleny do dvou
alikvéti. Jeden byl ihned pouzit k méteni spotieby kysliku a druhy byl uschovan v Sanyo CO,
kultivatoru (Schoeller Instruments s.r.o, Czech Republic) pii 37°C a 3,5% CO, pro pozd¢jsi
opakované meéfeni. PouZité roztoky byly skladovany pii teplot¢ 4°C a pted pouzitim
vytemperovany na laboratorni teplotu. Izolace byla provadéna asepticky v digestofi Juan

MSC 12 (Trigon-plus®, Czech Republic).

4.3. Stanoveni poctu bilych krvinek (PBMC)

Pocet bilych krvinek (PBMC) byl stanoven pied kazdym méfenim pomoci mikroskopického
odecitani (mikroskop ARSENAL s.r.0., Czech Republic ) v Biirkerové komtrce (Meopta,
Czech Republic). 10 pl suspenze PBMC bylo fedéno 90 pl trypanové modii (0,5% vodny
roztok). Bilé krvinky byly nésledné pocitany v 25 stiednich ¢tvercich pii zvétSeni 160x.

Jejich pocet byl stanoven podle vzorce: pocet bunék v 25 polich x 2 x redéni x 10" =

pocet bunéek/ml

4.4. Méreni spotreby kysliku

Princip polarografického méreni spotireby kysliku

Objev polarografie (1922) a jeji zavedeni do elektrochemické praxe je spojen se jménem
profesora Jaroslava Heyrovského (Nobelova cena za chemii v roce 1959). Stanoveni spotieby
kysliku PBMC je zaloZeno na polarografickém principu.

Je-li na dokonale polarizovatelnou Pt katodu vlozen dostate¢né vysoky zaporny
potencidl vG¢i nepolarizovatelné referentni Ag/AgCl anod¢, rozpustény kyslik ve
stanovovaném roztoku se za¢ne na povrchu katody redukovat na H,O, potfebné elektrony jsou
produkovany pfii oxidaci anody. Nasledkem toho zacne mezi elektrodami elektrochemického
¢lanku prochazet difuzni elektricky proud, ktery nese vlastni analyticky signal. Za piitomnosti
zéakladniho elektrolytu je pfenos depolarizatoru k povrchu elektrody fizen pouze diftzi. D¢&j je

zavisly na rychlosti transportu kysliku z hlavniho objemu



tekutiny pifes permeabilni polyethylenovou (PE) membranu, kterd je propustna pro
kyslik (i jiné plyny, jako H.S, Cl,,SOy), ale nepropustnd pro ionty a vétSinu adsorptivnich
necistot v roztocich.

Pokud vlozime na katodu dostate¢né¢ vysoky zdporny potencial, elektrochemicka
redukce kysliku vzhledem k transportu ke katod€é neni ni¢im limitovana. Koncentrace kysliku
je pak na povrchu katody nulova a vznikajici difuzni proud je omezen pouze rychlosti difuze
kysliku k povrchu katody (Linek a kol., 1987). Vznikajici ustdleny proud je pak piimo
umérny koncentraci ¢i parcidlnimu tlaku depolarizatoru (kysliku). Na této umeérnosti je
zalozeno kvantitativni stanoveni koncentrace kysliku v plynné ¢i tekuté fazi.

Polarografii je mozno také stanovovat kvalitu plynt. Kvalitativni stanoveni je zalozeno
na faktu, Ze kazda latka ma své typické rozkladné zaporné napéti (mV), pii kterém se zacne
vylucovat — reagovat s povrchem elektrody a pritom se redukuje (nebo oxiduje). Métime
tzv.polarografické kiivky, kde pullvinovy potencidl umoZiiuje kvalitativné identifikovat
depolarizator. Vyska viny je podle Ilkovicovy rovnice piimo umérnd koncentraci
depolarizatoru. Zakladnim ptedpokladem smysluplného pouzivani sond je nastaveni takovych

podminek, aby sonda pracovala v oblasti limitniho difuzniho proudu.

Popis mériciho systému
Pro meéteni spotieby kysliku byla pouzita Clarkova kyslikovd sonda (firma RNDr.Viktor

Dvotak, Czech Republic). Schéma konstrukce sondy je na obr. 4.4.1. Sonda je tvofena dvéma

elektrodami, dokonale polarizovatelnou Pt katodou (A) a
I nepolarizovatelnou Ag/AgCl referentni anodou (CH). Pt
katoda je zatavena ve sklenéné trubi¢ce (I) o priméru 4
mm, ktera je zasazena do umeélohmotného téla (F). Na
povrchu je pokryta polyetylenovou membranou (B), ktera

H umoziuje reprodukovatelny transport depolarizatoru

D] (kysliku) k platinové ploSce o priméru 0,2 mm (A).
@ Polyethylenovd membrana je upevnéna na umélohmotné

pouzdro (D) kovovym plochym krouzkem (C). Uvnitt

0

pouzdra sondy je gumovy tésnici krouzek (E) a komora
(D), kterd je naplnéna indiferentnim elektrodovym

elektrolytem (0,1 M KCI).
Obr. 4.4.1. Schéma Clarkovy kyslikové sondy




Elektrolyt je plnén otvorem (H) v pouzdie sondy. Indiferentni elektrodovy elektrolyt je
latka do vysokého stupné disociovatelna, jejiz komponenty v pouzivaném rozsahu potenciala
nereaguji s zddnou z obou elektrod. Slouzi k pienosu elektronti a rozlozeni elektrického pole
mezi elektrodami. Obé elektrody Clarkovy kyslikové sondy jsou propojeny koaxidlnim
kabelem ke zdroji napéti a vlastnimu regulaénimu modulu. Ten je spojen s pocitacem, ve

kterém jsou vyhodnocovdna namétena data.

Meérici komurka (obr. 4.4.2.)
Vlastni méfeni pomoci kyslikové sondy probiha ve vnitini sklenéné méfici komtrce (E) o
objemu 3,6 ml. Ta je umisténa ve sklenéném plasti (B), jimZ protékd voda o teploté 37°C,
kterd je ohfivana ve vodni lazni pratokovym
termostatem TE-10D (Techne, Great Britain).
Komirka je pfipojena kvodni ldzni dvémi
gumovymi hadicemi (C) a na dn€ vnitini méfici
komurky je umisténo magnetické michadlo, které
{ je pohanéno elektromagnetickou michackou (D)
(IKA color Squit, Germany).

Clarkova kyslikova sonda (A) je vsunuta do
postraniho otvoru plast¢ komuirky a jeji meéfici

konec usti do wvnitini c¢asti komurky. Vzorky

PBMC, chemikalie a farmaka jsou pfidavany do

Obr. 4.4.2. MéFici komiirka

komurky otvorem v zabrouSeném sklenéném kohoutu. Pied vlastnim méfenim se méfici
komurka cca 45 minut temperuje na teplotu 37°C a 5x promyva destilovanou vodou, aby se

odstranily zbytky chemikalii, bun€k ¢i média z ptedchozich méteni.

Regula¢ni modul

Naméieny signal z Clarkovy kyslikové sondy v podobé¢ elektrického proudu (mA) je piijiman
regula¢nim modulem (firma RNDr.Viktor Dvotfak, Czech Republic). Ten nejen Ze umoziuje
ruéni nastaveni offsetu, hodnot rozkladného zaporného referen¢niho napéti (-mV) a zesileni
vlastniho vystupniho signalu, ale i pfeménuje ziskany elektricky proud na digitalizované

jednotky, které posila do pocitace ke zpracovani.



Hodnoty rozkladného zaporného napéti se nastavuji na hodnotu -700 mV pomoci
méficiho programu DIAdem™ modul DAC (National Instrument, Ireland). Tato hodnota je
experimentalné zjiSténa pro kazdou sondu zvlast pomoci voltamperové charakteristiky, pfi
které se plynule zvySuje vkladané zaporné napéti na katodé a sleduje se zména vystupniho
elektrického proudu. Z namétenych polarografickych kiivek pro kyslik (vzduch rozpustény ve
vode) a dusik (plynny dusik rozpustény ve vodé€) se urci hodnota rozkladného napéti pro

stanovovany plyn.

Kalibrace

Pted kazdym méfenim Clarkovou kyslikovou sondou bylo tfeba provést kalibraci systému. Ta
se provadéla tésn¢ pred a po vlastnim méteni. Ke stanoveni nulovych hodnot koncentrace
kysliku bylo pouzito malé¢ mnozstvi redukéniho €inidla (dithionicitan sodny) rozpusténého
v destilované vodé. Ke stanoveni maximalni koncentrace kysliku byla pouZita destilovana
voda, kterd byla intenzivné probubldvana vzduchem po dobu pfiblizné 30 minut pomoci
akvarijni vzduchovaci pumpy Elite 799 (Placek s.r.o., Czech Republic).

Do méfici komilrky se nejprve piidala voda nasycend vzduchem a méfily se hodnoty
signalu po dobu cca 3 minut. Po ustaleni signdlu sondy byla pfidana voda s rozpusténym
dithioni¢itanem sodnym a opét se po dobu 3 minut méfil signal. Takto naméiené hodnoty byly
pouzity pro dvoubodovou kalibraci systému.

Z hodnot dvoubodové kalibrace byl sestrojen graf ¢asového pribéhu a pomoci programu
MS Excel byly ur€eny rovnice linedrnich regresi. Pomoci téchto rovnic, znalosti ¢asové
zavislosti hodnot méfeni a znalosti hodnot kalibrace pro nulové a maximalni koncentrace
kysliku byly hodnoty v countech (softwarové jednotky programu DIAdem) pfepocitdny do
jednotek vyjadiujicich koncentraci kysliku v umol. Tato koncentrace se vypocetla podle
nasledujiciho algoritmu:

[(A-B)*0,217] / [C-B]
A — hodnoty signélu v countech pii méfeni, B — hodnoty signdlu v countech pfi kalibraci
dithioni¢itanem sodnym, C — hodnoty signalu v countech pfti kalibraci plynnym vzduchem
rozpusténym ve vodé
Pti kalibraci vychazime z ptedpokladu, ze voda nasycena vzduchem pfi teploté 37°C obsahuje
0,217 pmolO,/ml (Zhao a kol., 1997). Vime-li, jaky je obsah kysliku odvozeny z teploty a

objemu, mizeme piesné urcit, kolik kysliku bylo spotfebovano.



Priibéh vlastniho méieni

Pted pocatkem pokusu byla méfici komilrka vytemperovand na provozni teplotu 37°C. Do
komiurky bylo ptidano injekéni stiikackou piislusné kultivaéni médium (viz. ptiloha 10.1.) a
nasledn¢ byl méfen signal sondy po dobu cca 35 minut. Po ustaleni signalu sondy byly do
komiirky aplikovany PBMC resuspendované v 200 ul kultivaéniho média. Klidova spotieba
kysliku PBMC byla méfena cca 10 minut a poté byly pfidavany do komtrky v 10 minutovych

intervalech ostatni chemikalie a farmaka (viz. kapitola 4.6.) v riiznych koncentracich.

4.5. Zpracovani namérenych dat

K vyhodnoceni namétfenych dat Clarkovou kyslikovou sondou bylo pouzito programu
DIAdem™ verze 7.00 (National Instrument, Ireland). Program pracuje ve dvou modulech.
Modul DAC slouzi k ovladani méieni a zaznamendvani dat odesilanych z regula¢niho
zafizeni. Modul TDM umoziuje ziskana data v softwarovych jednotkach countech (viz.
kapitola 4.4.) zpracovavat. Hodnoty v countech byly nejprve piepocitiny na jednotky
v umol*1" O,. Tyto pfepracovana data byla nasledné zpét vlozena do DIAdem TDM modulu,
kde byla dale upravovana.

Z kiivky ziskané métfenim byly vybrany pétiminutové oblasti odpovidajici koncentraci
kysliku v samotném médiu, klidové spotieby kysliku bilych krvinek a spotieby kysliku pfi
pouziti riznych farmak a chemikalii. Tyto pétiminutové intervaly byly vZzdy vyjmuty po 2,5
minutach méteni jednotlivych sledovanych usekti. U jednotlivych pétiminutovych datovych
intervalll byla provedena stobodova linedrni regrese.

Data byla dale transportovana do MS Excelu, kde se jednotlivé spotieby kysliku
datovych usekt piepocitaly na standardizovanou jednotku nmolO,*min.'*10° bunék.
Z nameétenych a prepocitanych hodnot byl u kazdého pokusu vytvoten sloupcovy graf v MS
Excelu, znazoriiyjici nejen klidovou spotiebu kysliku bilych krvinek, ale i1 spotifebu kysliku
PBMC ovlivnénou pfidanymi farmaky ¢i chemikéliemi.

Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny v programu STATISTICA 6.0 (StatSoft,
Inc., USA). Pro grafické vyjadieni a analyzu naméfenych dat byla pouzita deskriptivni

statistika a parovy jednostranny t-test.



4.6. Pouzita kultivacni média, farmaka a chemikalie

Vycet pouzitych kultivacnich médii, farmak a chemikalii s udaji o vyrobci, molekulové
hmotnosti, katalogovém c¢isle a stru¢ném biologickém putsobeni shrnuji tabulky ¢.1, 2, 3.
Farmakologické vlastnosti vétSiny pouzitych lé€iv vcetné detailniho chemického sloZeni

jednotlivych kultiva¢nich médii je uvedeno v pfiloze.

Tab.¢.1
Nazev Katalogové Cislo Vyrobce Pouziti
Hanks balanced 10-543 Sigma-Aldrich udrzovani pH
salt solution
RPMI-1640 BE12-702F Cambrex Bio Science | kultivace a vyziva PBMC
with L-glutamine
Kultivacni RPMI-1640 BE12-167F Cambrex Bio Science | kultivace a vyziva PBMC
média without L-glutamine
RPMI-1640 BE12-752F Cambrex Bio Science | kultivace a vyziva PBMC
with L-glutamine
without glukose
DMEM without BE12-734F Cambrex Bio Science | kultivace a vyziva PBMC
L-Glutamine,L-Cystine,
and L-Methionine
Tab.¢.2.
Nazev M, Vyrobce Popis
Norepinephrini 169,18 Zentiva a.s. alfa-adrenergni sympatomimetikum
hydrogenotartras
Phentolamine 317,8 Sigma-Aldrich alfa-adrenergni antagonista
hydrochloride
Clonidine 266,6 Sigma-Aldrich alfa2-adrenergni agonista
hydrochloride
L755 598,2 Tocris Bioscience beta3-adrenergni agonista
Dobutamini neuvedeno Lachema a.s. beta1-adrenergni agonista
hydrochloridum
Farmaka Betaloc neuvedeno AstraZeneca AB beta1-adrenergni antagonista
(metoprololi tartras) inhibice agonistického ucinku katecholamin(
Bricanyl neuvedeno AstraZeneca AB beta2-adrenergni agonista
(terbutalini sulfas)
ICI - 118,551 313,87 Tocris Bioscience beta2-adrenergni antagonista
hydrochloride
Cirazoline 270,76 Tocris Bioscience alfa-adrenergni agonista
hydrochloride




Tab.¢.3.

Chemikalie

Nazev M, Vyrobce Popis
L-Cysteine 240,3 Sigma-Aldrich neesencialni AMK
glutamatergic receptor agonista
L-Methionine 149,21 Sigma-Aldrich esencialni AMK
L-Glutamine 146,14 Sigma-Aldrich esencialni AMK;hlavni zdroj energie

pro bunééné kultury




5. Vysledky

5.1. Spotieba O; izolovanymi PBMC po homogenizaci

Abychom zjistili, zda noradrenalinem (NA) stimulovana spotieba kysliku PBMC je zavisla na
pfitomnosti intaktni bunééné membrany a pfitomnosti funkénich adrenergnich receptort, byl
provedeno méfeni spotfeby kysliku na homogenizovanych PBMC. Po dvouminutové
mechanické homogenizaci rotacnim biovortexem (Denville Scientific Inc., USA) doplnéné
minutovou homogenizaci ultrazvukem (Ika Labortechnik, Germany). byla métena klidova
spotfeba kysliku PBMC. Nasledné byl aplikovan noradrenalin (v koncentraci 6x10°M) a
zkouman jeho vliv na PBMC.

Klidova spotfeba homogenizovanych leukocytii ze 12 ml heparinizované krve se ve
tiech pokusech pohybovala v rozmezi 0,162 - 0,191 nmol O,*min™; primérn& 0,172 nmol
O>*min”". Po podani noradrenalinu spotieba kysliku PBMC klesla na primérnou hodnotu
0,095 nmol O,*min™, coz odpovida 44,8% poklesu spotieby kysliku oproti praimérné klidové
spotiebé kysliku homogenizovanych PBMC. Tyto vysledky kontrastuji s vysledky ziskanymi
na intaktnich PBMC (Mikulka, 2005), kde se spotfeba O, po aplikaci 1x10*M NA zvysila
v priméru o 233,8 %.

Intaktni bunééné membrany s funkénimi adrenergnimi receptory na povrchu lidskych
leukocytd jsou tedy jednim =ze zakladnich predpokladii pro studium mechanizmt

noradrenalinové termogeneze u izolovanych lidskych leukocytt.

5.2. Ovlivnéni spotifeby O, PBMC pouzitim farmak

Pro zjisténi podilu ou, a», P. a P; adrenergni recepce v noradrenalinové termogenezi
izolovanych lidskych leukocytii byl aplikovan o, agonista (Cirazolin), o, agonista (Clonidin),
s agonista (L755), a adrenergni antagonista (Phentolamin), a 3, adrenergni antagonista (ICI-
118,551). Do diplomové prace jsou zafazeny i méfeni ucinku B, agonisty, B, antagonisty a [3,
agonisty presentované v mé bakalatske praci (Mikulka, 2005). Vliv téchto farmak na klidovou
a noradrenalinem stimulovanou spotfebu kysliku byl stanoven meéfenim spotieby kysliku

PBMC.



Cirazoline hydrochloride - a, selektivni adrenergni agonista

V experimentech byl pouzit Cirazolin hydrochlorid ve zvySujicich se koncentracich, 5x10°M;
2,5x10*M a 5x10*M. Klidovou spotiebu kysliku izolovanych PBMC a vliv Cirazolinu
zachycuje obr. 5.2.1.

Primérné klidovéa hodnota spotfeby kysliku izolovanymi lidskymi PBMC byla 0,241
nmol O,*min"'*10° bungk. Béhem experimentu byly nasledné aplikovany vSechny tii vyse
zminéné koncentrace farmaka v desetiminutovych intervalech. Po podani Cirazolinu nedoslo
ke zvySeni spotieby O,, naopak v koncentraci 5x10°M doslo ke snizeni spotieby kysliku
oproti praimérné klidové hodnoté 0 6,3 % (na 0,226 nmol O,*min"*10° bunék). Koncentrace
2,5x10* M snizila spotiebu O, v priméru o 21,2 % a koncentrace 5x10*M spotfebu kysliku
PBMC snizila oproti klidové primérné spotiebé o 23,3 % na hodnotu 0,185 nmol O,*min
'*10° bunék. Pii pouziti vice koncentrovan&j$iho farmaka (1x10°M), spotieba kysliku
1zolovanych PBMC klesla oproti klidové spotieb¢ az 0 41,2 % (neni vyznaceno v grafu).

Agonisticky uc¢inek Cirazoline hydrochloridu nebyl tedy prokazan. Farmakum snizovalo
klidovou spotiebu kysliku izolovanych PBMC pod klidovou uroveii. D4 se tedy predpokladat,

ze aktivace spotifeby O, PBMC po aplikaci NA neni mediovana o, adrenoreceptory.
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Obr. 5.2.1. Ovlivnéni klidové spotieby O, PBMC a, adrenergnim agonistou Cirazolin (n = 3), pouZito RPMI 1640

Kultivaéni médium



Clonidine hydrochloride — a, adrenergni agonista
V pokusech byl Clonidin pouzit v koncentracich 10mM, 20mM, 37,5mM, které byly
aplikovany podobné jako v pokusech s podanim Cirazolinu. Klidova spotieba kysliku PBMC
a spotieba kysliku po podani 10mM, 37,5mM Clonidin hydrochloridu je znazornéna na obr.
5.2.2.

Klidova priiméma spotieba kysliku PBMC byla 0,365 nmol O,*min™'*10° bungk (n=5).
Po podani 10mM Clonidinu doslo k nartstu klidové spotfeby kysliku PBMC na primérnou
hodnotu 0,462 nmol O,*min'*10° bunék, coz odpovida 26,6% zvySeni. Agonisticky
nejucinnéji pusobila vSak jen koncentrace 10mM. Po podani 37,5mM koncentrace Clonidinu
dochazelo ke snizeni spotfeby kysliku PBMC stimulované piedchozimi nizSimi davkami
Clonidinu. K inhibi¢nimu t¢inku tedy dochdzi jen pii vysokych koncentracich farmaka.

Agonisticky U¢inek 10mM Clonidin hydrochloridu je statisticky prikazny na 5%
hladiné vyznamnosti pii pouZiti parového jednostranného t-testu. Vzhledem k tomu, Ze NA
zvySuje spotfebu O, PBMC o 238.,8 % a o, agonista jen o 26,6 %, da se predpokladat, Ze za
podminek in vitro je termogenni u¢inek NA v PBMC zprostiedkovan o, adrenoreceptory jen

z 12%.
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Obr. 5.2.2. Ovlivnéni klidové spotieby kysliku PBMC a; adrenergnim agonistou Clonidin (n=5), pouZito RPMI 1640
kultiva¢ni médium

* statisticky prukazné zvyseni spotieby O, proti klidové spotiebé PBMC (df = 4; t =-3,28; p = 0,015148).



Phentolamine hydrochloride — a adrenergni antagonista
Phentolamin hydrochlorid je nespecificky o adrenergni antagonista. V celém organizmu
pusobi vazodilatacné na periferni cévy. V experimentech s izolovanymi PBMC byla spotieba
kysliku nejprve stimulovana davkami noradrenalinu o koncentracich 1x10°M, 5x10°M a
1x10*M. Nasledné byl pak podan Phentolamin hydrochlorid v koncentracich 2,77x10*M a
5,54x10*M a posuzovan jeho vliv na noradrenalinem stimulovanou spotfebu kysliku PBMC.
Utinek noradrenalinu a ptisobeni Phentolaminu na klidovou spotiebu kysliku PBMC
zachycuje obr. 5.2.3.

Primérna klidova spotieba kysliku PBMC byla 0,586 nmol O,*min™'*10° bunék (n=5).
Po podani noradrenalinu v koncentraci 1x10*M doslo ke zvySeni klidové spotieby kysliku
PBMC v priméru na 0,967 nmol O,*min"*10° bunék, coz odpovida 65,3% nartstu. Po
aplikaci Phentolaminu v koncentraci 5,54x10*M se noradrenalinem stimulovana spotieba
kysliku PBMC snizila na primérnou hodnotu 0,440 nmol O,*min"*10° bun&k, coZ odpovida
54,5% snizeni. Pasobeni 5,54x10*M Phentolaminu je statisticky priikazné na 5% hladiné
vyznamnosti pii pouziti parového jednostranného t-testu. Inhibice NA u¢inku Phentolaminem

potvrzuje Ucast a adrenergnich receptorti v NA termogenezi.
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Obr. 5.2.3. Ovlivnéni noradrenalinem stimulované spotieby kysliku PBMC « adrenergnim antagonistou Phentolamin
(n=5), pouzito kultivaéni médium RPMI 1640
* statisticky prikazny pokles spotieby O, oproti noradrenalinem stimulované spotiebé kysliku PBMC

(df=3; t=6,18; p=0,004260)



Dobutamini hydrochloridum — p; adrenergni agonista

(Za Gcelem vytvoreni celkového obrazu o vyskytu receptortt na PBMC a jejich i€asti v hormondlni termogenezi byly

nasledujici vysledky pievzaty z bakalarské prace Mikulka, 2005)

Dobutamin plsobi agonisticky na P, adrenergni receptory. V mediciné se pouziva jako
inotropni podpora myokardu pii 1é€bé srde¢niho selhani a srde¢ni nedostateCnosti.
V pokusech byly pouzity koncentrace 2.5, 25 a 250 pg*ml” Dobutaminu. Klidovou spotfebu
kysliku PBMC a ptisobeni farmaka ukazuje nasledujici obr. 5.2.4.

Pramérna klidova spotieba PBMC ¢inila 0,089 nmol O,*min'*10° bunék. Po podani
2,5ug*ml" Dobutaminu doslo ke zvySeni klidové spotieby kysliku PBMC na 0,140 nmol
O*min"*10° bunék, coz piedstavuje 56,4% zvySeni spotfeby. Ostatni podané vyssi
koncentrace Dobutaminu nebyly tak G¢inné a pfedstavovaly v ptipadé 25ug*ml” Dobutaminu
12,7% navySeni a pii davee 250 pg*ml”' 38,9% navySeni spotieby kysliku proti primérné
klidové spottebé kysliku PBMC. Koncentra¢ni zavislost ucinku Dobutaminu nebyla
prokazana. Za timto uclelem by bylo pravdépodobné nutné pouzit nizSich koncentraci

Dobutaminu nez 2,5ug*ml™.
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Obr. 5.2.4. Ovlivnéni klidové spotieby kysliku PBMC B adrenergnim agonistou Dobutamin (n=6),
pouzito RPMI 1640 kultiva¢ni médium
* statisticky prikazna zvys$ena spotieba O, oproti klidové hodnoté spotifeby PBMC (df=5; t=-2,32; p=0,033226)



Agonistické piisobeni Dobutaminu o koncentraci 2,5ug*ml" a jeho G¢inek na klidovou
spottebu PBMC je statisticky priikazné na 5% hladin€ vyznamnosti pfi pouziti parového
jednostranného t-testu. Vysledky naznacuji, Zze B; adrenoreceptory se podileji na NA

termogenezi PBMC pfiblizné z 25 %.

Betaloc (Metropoli tartaras) — f, selektivni adrenergni antagonista

(vysledky ptevzané z bakalatrské prace Mikulka, 2005)

Metropoli tartaras (Betaloc) je kardioselektivni betablokator, ktery blokuje B: adrenergni
receptory v myokardu. Pouzivd se k 1écbé tachyarytmii, zejména supraventrikuldrnich
tachykardii a infarktu myokardu. Slouzi jako sympatolytikum ¢i antihypertenzivum.
V experimentech byly izolované PBMC nejprve stimulovany davkou noradrenalinu o
koncentraci 1x10*M (za soucasného méfeni spotieby kysliku). Nasledné byl podan Betaloc
v koncentracich 0,0lmg*ml”, 0,05mg*ml’ a 0,Img*ml’ a posuzovan jeho vliv na
noradrenalinem stimulovanou spotiebu kysliku PBMC. Ug¢inek noradrenalinu a plisobeni

Betalocu zachycuje obr. 5.2.5.
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Obr. 5.2.5. Ovlivnéni noradrenalinem stimulované spotieby kysliku PBMC B, adrenergnim antagonistou Betaloc
(n=7), pouzito RPMI 1640 kultiva¢ni médium

# statisticky pritkazny nardst spotteby O, proti klidové spotiebé kysliku PBMC (df=6; t=-9,42; p=0,000041)

* statisticky prikazny pokles spotieby O, oproti noradrenalinem stimulované spotieby O, PBMC (df=6; t=5,55; p=0,00072)



Pramérna klidova spotieba kysliku PBMC byla 0,195 nmol O,*min'*10° bun&k. Po
aplikaci noradrenalinu o koncentraci 1x10*M se spotieba kysliku PBMC zvysila na
primérnou hodnotu 0,651 nmol O,*min'*10° bun&k, coz pfedstavuje 271% navySeni
spotfeby. Po podani Betalocu o koncentraci 0,1mg*ml"' doslo k poklesu spotfeby kysliku
noradrenalinem stimulovanych PBMC na primérmou hodnotu 0,334 nmol O,*min'*10°
bunék, coz odpovida 48,7% poklesu spotieby. Antagonistické plisobeni farmaka Betalocu
v koncentraci 0,1 mg*ml’ je vysoce statisticky prilkazné na 5% hladin€ vyznamnosti pfi
pouziti jednostranného parového t-testu. Vysledky potvrzuji vyrazny ucinek B, adrenergnich

receptorl v NA termogenezi.

Bricanyl (Terbutalini sulfas) — B, adrenergni agonista

(vysledky pievzaté z bakalarské prace Mikulka, 2005)

Bricanyl plisobi jako [, adrenergni agonista a patii mezi bronchodilatanta. Pouziva se k 1écbé
bronchialniho astmatu, chronické bronchitidy a jinych onemocnéni plic. V pokusech byly
pouzity tyto koncentrace 5 pg*ml’, 25 pug*ml' a 50 pg*ml’ Bricanylu. Pasobeni tohoto

farmaka na klidovou spottebu kysliku PBMC zachycuje obr. 5.2.6.
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Obr. 5.2.6. Ovlivnéni klidové spotifeby kysliku PBMC B, adrenergnim agonistou Bricanyl (n=6), pouZito RPMI 1640
kultivaéni médium

* statisticky prikazné zvyseni spotfeby O, proti klidové spotiebé kysliku PBMC (df=5; t=-2,95; p= 0,015901)



Primérna klidova spotieba kysliku PBMC byla 0,215 nmol O,*min'*10° bunék (n=6).
Po aplikaci farmaka v koncentraci 50 pg*ml” se zvysila klidova spotieba kysliku PBMC na
primérnou hodnotu 0,260 nmol O,*min"*10° bunék, coz predstavuje 20,93% navySeni
spotfeby. Koncentra¢ni efekt farmaka nebyl prokazan. Agonisticky Ginek 50 pg*ml™
koncentrovaného Bricanylu je statisticky prikazny na 5% hladin€ vyznamnosti pfi pouziti
parového jednostranného t-testu. P, receptory se tedy podileji na zprosttedkovani NA

termogeneze PBMC asi z 8 %.

ICI - 118,551 — B, selektivni adrenergni antagonista

ICI — 118,551 patii mezi selektivni B, adrenergni antagonisty. Ve tfech experimentech byly
izolované PBMC nejprve stimulovany 1x10*M davkou noradrenalinu (za sou¢asného méfeni
spotfeby kysliku). Nasledn¢ bylo podano farmakum ICI — 118,551 ve zvySujicich se
koncentracich 6,9x10°M, 4,1x10*M, 7,6x10*M a pozorovan jeho vliv na noradrenalinem

stimulovanou spottebu kysliku PBMC.
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Obr. 5.2.7. Ovlivnéni noradrenalinem stimulované spoti‘eby O, PBMC B, adrenergnim antagonistou ICI — 118,551
(n=3), pouzito kultiva¢ni médium RPMI 1640

# statisticky priikazné zvyseni spotieby O, oproti klidové spotfebé kysliku PBMC (df=2; t=-2,92; p=0,0498015)

* statisticky prikazny pokles spotieby O, oproti noradrenalinem stimulované spotiebé O, PBMC (df=2; t=3,34; p=0,039524)



Vliv noradrenalinu na klidovou spotfebu kysliku PBMC a antagonisticky t¢inek farmaka na
noradrenalinem stimulovanou spotfebu PBMC zachycuje obr. 5.2.7.

Priimérna klidova spotifeba kysliku izolovanymi lidskymi PBMC ve tfech pokusech byla
0,125 nmol O,*min"*10° bun&k. Po aplikaci noradrenalinu o koncentraci 1x10*M doslo
ke zvySeni spotfeby kysliku v priméru na 0,309 nmol O,*min"*10° bunék, coz odpovida
147,2% naristu spotieby kysliku. Po nasledném podani . adrenergniho antagonisty
v koncentraci 6,9x10°M dos$lo ke snizeni noradrenalinem stimulované spotfeby kysliku na
primérnou hodnotu 0,298 nmol O,*min'*10° bunék, coz odpovida 3,6% poklesu spotieby
kysliku. U koncentrace 4,1x10“*M se spotieba kysliku jest& snizila v priméru na 0,199 nmol
O,*min"*10° bunék, coz odpovida 35,6% poklesu spotieby kysliku. Po podani ICI - 118,551
v koncentraci 7,6x10*M doslo ke snizeni noradrenalinem stimulované spotieby kysliku
PBMC na primérnou hodnotu 0,183 nmol O,*min™'*10° bunék, coz odpovida 40,8% poklesu
spotieby. K nejvétsimu poklesu spotieby O, u noradrenalinem stimulovanych PBMC doslo u
farmaka v koncentraci 7,6x10*M, ale z divodu malého potu opakovani nebylo mozno
prokazat signifikanci. VIiv noradrenalinu a antagonisticky uéinek 4,1x10*M ICI - 118,551
farmaka je statisticky prikazny na 5% hladin€ vyznamnosti pii uziti parového jednostranného

t-testu. Vysledky potvrzuji ucast B, adrenergnich receptorti v NA termogenezi PBMC.

L 755 — B; adrenergni agonista

L 755 je Ps; adrenergni agonista s Castecné agonistickym uc¢inkem na P, B. adrenergni
receptory, které stimuluje pfi tisicinasobné vétSich koncentracich, nez je tomu u f;
adrenoreceptort. V experimentech byly pouzity vzestupné koncentrace 0,8mM, 4mM a 8mM
farmaka. Klidovou spotiebu kysliku PBMC a spotiebu kysliku po aplikaci L 755 farmaka
znazoriuje obr. 5.2.8.

Primérna klidova spotfeba PBMC byla 0,471 nmol O,*min'*10° bun&k. Po podani
0,8mM farmaka klesla klidova spotieba kysliku PBMC na primérnou hodnotu 0,438 nmol
O,*min*10° bunék, coz odpovidd 7% poklesu spotieby kysliku. U koncentrace 4mM
spotieba kysliku PBMC klesla v priméru na 0,330 nmol O,*min™'*10° bunék, coz je 30%
pokles. Po aplikaci 8mM f3; adrenergniho agonisty doslo k poklesu spotieby kysliku PBMC na
pramérnou hodnotu 0,273 nmol O,*min™'*10° bunék, coz odpovida 42% poklesu spotieby. B;
agonisticky uc¢inek L 755 nebyl tedy prokazan. Z vysledki vyplyva, ze PB; adrenergni

receptory se neucastni NA termogeneze izolovanych lidskych leukocyti.
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Obr. 5.2.8. Ovlivnéni klidové spotieby kysliku PBMC f; adrenergnim agonistou L 755 (n=5), pouZito kultiva¢ni
médium RPMI 1640

5.3. Vliv exogennich substratii na termogenezi lidskych PBMC

Aby se zjistilo, které exogenni substraty mohou NA termogenezi PBMC ovlivnit a jaky zdroj
energie je vhormonalni termogenezi vyuzit, byl méfen vliv vybranych aminokyselin
(glutamin, cystein, methionin) a glukosy na noradrenalinem stimulovanou spottebu PBMC.
Pro studium vlivu exogennich substrati na termogenezi lidskych leukocytt bylo vzdy pouzito
kultivaéni médium, které postradalo ty slozky, jejichz vliv na termogenezi byl zkouman.

Informace o piesném latkovém slozeni jednotlivych kultiva¢nich médii jsou v ptiloze 10.1.

Vliv aminokyselin na noradrenalinem stimulovanou spotfebu kysliku PBMC

Pro zjiSténi vlivu aminokyselin glutaminu, cysteinu a methioninu na noradrenalinem
stimulovanou spotiebu kysliku PBMC bylo pouzito kultivaéni médium DMEM (katalogové €.
BE12-734F) deficientni o cystein, glutamin a methionin. Ve tfech experimentech byly
izolované PBMC nejprve stimulovany nizkou davkou noradrenalinu o koncentraci 6x10°M
(za soucasného méteni spotieby kysliku). Nasledn€ byl podan 2mM glutamin, 0,4mM cystein

a 0,1mM methionin v tomto potadi a posuzovan jejich vliv na noradrenalinem



stimulovanou spotfebu kysliku PBMC. Klidovou spotiebu kysliku PBMC a spotiebu kysliku
PBMC po aplikaci noradrenalinu a ddvek AMK zachycuje obr. 5.3.1. Primérna klidova
spotfeba PBMC byla 0,344 nmol O,*min'*10° buné&k.

Po aplikaci 6x10°M noradrenalinu se klidova spotfeba PBMC zvysila na primérnou
hodnotu 0,426 nmol O,*min"*10° bun&k, coz odpovida 23,8% naristu spotieby. Po podani
glutaminu se noradrenalinem stimulovana spotiteba kysliku PBMC nesignifikantné snizila

v priméru na 0,400 nmol O,*min'*10°bunék.
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Obr. 5.3.1. Vliv aminokyselin glutaminu, cysteinu, methioninu na noradrenalinem stimulovanou spotiebu O, PBMC

(n=3), pouzito DMEM kultiva¢ni médium

* statisticky prukazné zvyseni spotieby O, PBMC oproti noradrenalinem stimulovanych PBMC (df=2; t=-2,87; p= 0,05148)

Ptekvapivé vysledky piineslo podani cysteinu, kde noradrenalinem stimulovana
spotfeba O, PBMC po jeho aplikaci vzrostla na primérnou hodnotu 1,15 nmol O,*min'*10¢
bunék, coz odpovida 169,9% nartstu spotieby kysliku. Nasledné pfidani methioninu spotiebu
kysliku PBMC ovlivnénou cysteinem sniZilo na praimérnou hodnotu 0,674 nmol O,*min'*10
% bunék, coz piedstavuje 43,2% pokles spotieby. Pozitivni vliv cysteinu na NA stimulovanou
spotiebu O, PBMC je statisticky prikazny na 5% hladin€ vyznamnosti pifi uziti parového

jednostranného t-testu.



Vliv cysteinu na spoti‘ebu kysliku PBMC

Pro studium vlivu samotného cysteinu na klidovou spotiebu kysliku O, PBMC bylo pouzito
DMEM kultivaéni médium deficientni o cystein, glutamin a methionin. Primérna hodnota
klidové spotieby kysliku PBMC byla 0,723 nmol O,*min"'*10° bun&k. Nasledné byl podan
cystein v rostouci koncentraci 0,4 mM, 4 mM a 8§ mM a sledovan jeho vliv na klidovou
spotfebu PBMC (zachyceno v obr. 5.3.2). Aplikace 0,4mM cysteinu zvysila klidovou spotiebu
PBMC nepatrné, v priméru na 0,830 nmol O,*min™*10° bunék, coZ odpovida 14,8% nartstu
spotieby. U koncentrovanéjSich davek cysteinu (4 mM, 8 mM) k narGstu spotieby

nedochazelo. Vyrazny pozitivni vliv cysteinu na klidovou spotiebu kysliku PBMC nebyl tedy

zaznamenan.
14
12+ P
10¢
w
T
u:vu (m}
5 08¢} o
- o gl
=
ﬁE
9‘)\‘ 06
(=]
E nmm————
Ly
04t SE R
02r s )
O Mean
oo [1+sE
resting Cystigrm) S £S5
Cyst.{0dmbhd) Cyst.{Smhd)

Obr. 5.3.2. Vliv cysteinu na klidovou spotiebu kysliku PBMC (n= 4), pouzito DMEM Kkultiva¢ni médium

Vliv glukosy na termogenezi PBMC

Byl sledovan vliv glukosy na klidovou a NA stimulovanou spotiebu kysliku PBMC.
V pokusech bylo pouzito kultivaéni médium RPMI 1640 (katalogove ¢. BE-12-702)
s obsahem 2000 mg*I" glukosy, kultivatni médium RPMI 1640 (katalogové ¢. BE 12-752)
bez glukosy a Hankstv fyziologicky roztok s 1000 mg*l' glukosy bez pfitomnosti
organickych latek (katalogové ¢.10-543). Vysledky klidové a NA stimulované spotieby

kysliku PBMC v médiich liSicich se obsahem glukosy jsou zndzornény na obr. 5.3.3.



Klidova spotieba O, PBMC ¢&inila v médiu s glukosou 0,209 nmol O,*min™*10 bungk,
po aplikaci noradrenalinu se zvySila na 0,421 nmol O,*min"'*10 bungk, coz odpovida 97%
zvySeni. V médiu bez glukosy byla klidova spotieba PBMC 0,128 nmol O,*min'*10° bunék,
po aplikaci noradrenalinu se zvysila na 0,469 nmol O,*min'*10° bunék, coz odpovida 266%
zvySeni spotieby kysliku PBMC. Hodnoty spotieb kysliku pti pouziti obou RPMI médii po
NA stimulaci PBMC jsou téméi shodné. V Hanksové fyziologickém roztoku byla klidova
spotteba PBMC 0,101 nmol O,*min"*10° bunék, po podani noradrenalinu se zvysila na 0,195
nmol O,*min"*10°bun&k, coz odpovida 93% zvyseni.

Z toho plyne, Ze absence organickych latek v médiu nebrani termogenimu ucinku
noradrenalinu. Jeho ucinek za téchto podminek je snizen, coZz znamena ze noradrenalinova
termogeneze v PBMC je zdvisld i na pfitomnosti jinych organickych latek v kultivacnim
médiu. Z vysledkti 1ze soudit, Ze obsah glukosy v médiu ovliviiuje pocatecni hodnoty
klidovych spotteb kysliku PBMC, ale jeji nadbytek nemé pfimy vliv na NA termogenezi
PBMC.
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Obr. 5.3.3. Vliv glukosy na termogenezi PBMC (n=1), pouZzito kultiva¢ni médium RPMI 1640 bez glukosy, médium
RPMI 1640 s glukosou a Hankstv fyziologicky roztok bez organickych substrati



6. Diskuze

Tato diplomova prace vysla ze zjiSténi, ze metabolismus izolovanych lidskych leukocytt
(PBMC) je stimulovatelny aplikaci katecholamint (Jansky a kol., 2006; Mikulka, 2005;
Stranskd, 2003). Cilem této prace bylo proto objasnit biochemickou a fyziologickou podstatu
tohoto jevu. Pilotnimi pokusy bylo zjiSténo, Ze termogenni Uc¢inek noradrenalinu (NA) je
podminén neporusenou strukturou bunéénych membran, ponévadz ucinek NA nebylo mozno
prokézat v homogenizovanych leukocytech. Zamétil jsem se proto nejdiive na studium
vyznamu jednotlivych typii adrenergnich receptorti pro NA termogenezi , protoze je zndmo,
ze jsou lokalizovany v bunéénych membrandch. Déle jsem studoval vyznam rtznych

organickych substrati v indukci NA termogeneze.

6.1. Uloha adrenergnich receptorti v termogenezi lidskych leukocytti

Experimentalni data byla ziskavana méfenim klidové spotieby kysliku izolovanych lidskych
leukocyti Clarkovou kyslikovou sondou a srovnavédna se spotfebou O, po stimulaci jejich
metabolismu riznymi farmaky, ktera selektivné plsobila na adrenergni receptory na
bunééném povrchu. Tim, Ze doslo ke zméné spotieb kysliku po aplikaci jednotlivych farmak,
jsem kvalitativné potvrdil pfitomnost a,, Bi a B, adrenergnich receptorti na povrchu leukocytii
a prokazal ulohu téchto receptorti v noradrenalinové termogenezi. Naopak skutecnost, ze o, a
s adrenergni agonisté neovliviiovali klidovou spotfebu PBMC ukézala na neucast téchto
receptorll v noradrenalinové termogenezi izolovanych leukocytl. Metoda stanoveni podilu
adrenergni recepce méfenim spotieby kysliku Clarkovou kyslikovou sondou ma vsak svoje
limity: pouzita farmaka nejsou pln¢ specifickymi agonisty a antagonisty; nepodafilo se
prokazat koncentra¢ni efekt téchto farmak, ponévadz tento postup vyzaduje provedeni
velkého mnoZstvi opakovani, coz nebylo mozno z nedostatku materidlu (leukocytit) provést.
Literarni daje potvrzuji vyskyt a; adrenoreceptorit (Ricii a kol., 1999), pritomnost o,
adrenergnich receptort (Titinchi a kol., 1984; Goin a kol., 1991) a B adrenergnich receptora
(Landmann a kol., 1988, 1992; De Blasi a kol., 1986) na povrchu membran izolovanych
lidskych leukocytti. Neuvadéji vSak ulohu téchto receptorii a jejich subtypli v noradrenalinem
indukované termogenezi PBMC. Z tohoto diivodu jsem nemohl porovnat mé vysledky

s odbornou literaturou.



Podani a; agonisty nepfineslo zvySeni klidové spotieby, naopak pii nejvyssi podané
koncentraci farmaka 5x10°M doslo k poklesu klidové spotieby kysliku PBMC v priméru o
23,3 %. Po aplikaci o, adrenergniho agonisty doSlo u 10mM koncentrace farmaka
k signifikantnimu nartistu spotteby kysliku v priméru o 26,6 % z klidové spotieby 0,365
nmol O,*min'*10° bunék na primérnou spotiebu 0,462 nmol O,*min'*10° bunék. Po
aplikaci a adrenergniho antagonisty o koncentraci 5,54x10*M doslo k signifikantnimu sniZeni
spotieby kysliku v priméru o 54,5 % z noradrenalinem stimulované spotieby kysliku 0,967
nmol O,*min"*10°bunék na 0,440 nmol O,*min"'*10°bunék.

Latka se specifickymi o, a o, adrenergnimi antagonistickymi ucinky nebyla dostupna,
takZe blizsi stanoveni podilii a adrenergni recepce na mediaci noradrenalinové termogeneze
nebylo mozné. Na zédkladé in vitro experimentl provadénych sa;, o, agonistou a o
adrenergnim antagonistou lze soudit, Ze v noradrenalinové termogenezi PBMC se uplatiiuji o
adrenergni receptory. Vyrazny antagonisticky ucinek o adrenergniho antagonisty lze pfipsat
tomu, Ze pouzit¢ farmakum nepiisobi jen inhibi¢né na o adrenergni receptory, ale mize
pusobit antagonisticky i na jiné receptory ucastnici se noradrenalinové odpovédi.

Pokusy s [, selektivnim antagonistou a B; adrenergnim agonistou doplnily naméfené
vysledky uvedené v mé bakalaiské praci o uloze B adrenergnich receptori v hormonalni
termogenezi PBMC. Po aplikaci B, selektivniho adrenergniho antagonisty v nejvyssi
podané koncentraci  7,6x10*M  doSlo  k poklesu spotieby kysliku noradrenalinem
stimulovanych PBMC o 40,8 % (z primémé hodnoty 0,309 nmol O,*min'*10° bunék na
0,183 nmol O,*min'*10° bunék). Naméiena data s B, agonistou (Mikulka, 2005) ukazuji
zvyseni klidové spotieby O, jen o 20,9 %. Tento procentualni rozdil mezi plisobenim [,
antagonisty a 3, agonisty lze vysvétlit tim, ze v ptipadé 3, agonisty nebyla pouzita dostate¢né
vysokd ucinna koncentrace farmaka, kterd by zvySila klidovou spotifebu kysliku na
odpovidajici hodnotu poklesu spotieby kysliku po aplikaci B, antagonisty.

Pro tplny piehled piisobeni adrenergnich receptorit v hormonélni termogenezi uvadim i
vysledky [B: adrenergni recepce z bakalatské prace (Mikulka, 2005). Po aplikaci B,
adrenergniho antagonisty o koncentraci 0,Img*ml' doSlo ke snizeni noradrenalinem
stimulované spotieby kysliku PBMC v primeéru o 48,7 %, kdezto B, agonista zvysil klidovou
spotiebu PBMC o0 38,9 %.



Po podani B; adrenergniho agonisty nebyl pozorovan vzestup klidové spotieby kysliku
PBMC. Naopak se klidova spotieba kysliku po podani farmaka v nejvyssi pouzité koncentraci
8mM snizila 0 42 % (z 0,471 nmol O,*min™"*10° bunék na primérnou hodnotu 0,273 nmol
O*min"*10° bunék). Objektivn&jsi stanoveni P; adrenergni recepce na mediaci
noradrenalinové termogeneze nebylo provedeno kvili nedostupnosti [; adrenergniho
antagonisty. Lze tedy predpokladat, Ze [; adrenergni receptory se nepodileji na
zprosttedkovani hormonélni termogeneze u PBMC. Vysledky ziskané méfenim spotieby
kysliku na PBMC se 1i8i od dat namétenych na adipocytech hnédé tukové tkan¢ laboratornich
hlodavct, kde se na noradrenalinové termogenezi pirevazné podilely B; receptory (Zhao a kol.,
1998; Cannon a kol., 2000) a a,; adrenergni receptory (Zhao a kol., 1997).

Zin vitro experimenti provadénych na lidskych izolovanych leukocytech
s adrenergnimi specifickymi agonisty a antagonisty lze fici, Ze na zprostfedkovani
noradrenalinové termogeneze se podileji z 12 % a, adrenoreceptory, z 8 % [, adrenoreceptory,
z25 % P, adrenergni receptory. o, a s adrenergni receptory se v mechanizmu indukce

hormonalni termogeneze neprojevuji.

6.2. Vyznam raznych substrati pro NA termogenezi PBMC

Me¢tenim spotieby kysliku PBMC v Hanksové fyziologickém roztoku bylo zjisténo, ze NA
termogeneze probihd 1 bez pfitomnosti externich organickych latek v médiu. Nami pouzity
Hankstiv fyziologicky roztok obsahoval pouze anorganické latky a jen 1000 mg*1" glukosy
(viz. 10.1.) Klidova spotteba O, PBMC v Hanksové roztoku byla vSak mens$i nez klidova
spotieba v RPMI médiu s glukosou (2000 mg*ml'). Podani noradrenalinu leukocytim
v Hanksov¢ fyziologickém roztoku vedlo ke zvySeni spotieby kysliku o 93 %. Hodnota této
spotfeby dosahovala jen poloviny hodnot ziskanych po NA stimulaci PBMC v médiu
s glukosou.

Problematika vlivu riznych substratl vyuzivanych pro odptazeni oxidace od fosforylace
v procesu noradrenalinové termogeneze u Zivocichl a jejich potencionalniho vyuZiti jako
zdroje energie pro tvorbu tepla neni dostate¢ne znama.

Rada autorl popsala, Ze plisobeni mastnych kyselin a acetyl-CoA jako univerzalnich

molekul, které se vazaji na purinovy nukleotid odprahujiciho proteinu (UCP) umoznuje



zprachodnéni UCP pro vodikové ionty ziskané z mitochondridlnich oxidaci (Cannon a kol.,
1982; Ricquier a kol., 1983; Bouillaud a kol., 1986; Casteilla a kol., 1987).

Abychom zjistili, které substraty maji vyznam pro indukci hormonalni termogeneze,
jsme studovali vliv glutaminu, cysteinu, methioninu a glukosy na NA termogenezi PBMC
v médiu postradajicim tyto substraty. Z experimenti vyplyva, Ze aminokyselina glutamin se
v NA termogenezi PBMC neprojevuje. Po jeji aplikaci NA stimulovana spotieba kysliku
nesignifikantn¢ klesla o 6,1 %. Lze predpokladat, ze nadbytek glutaminu v bufice nejprve
podléhd deaminaci katalyzovanou enzymem glutaminasou a posléze transaminaci enzymem
transaminazou za vzniku a-ketoglutaratu, ktery se pouzije v citratovém cyklu na tvorbu ATP
(Murray, a kol., 1993). Tento osud glutaminu a jeho biochemické vyuziti buiikou bude patrné
stejny jak u PBMC, tak i u adipocyti hnédé¢ tukové tkané. Noradrenalinem zvySena spotieba
kysliku PBMC neni tedy zavisla na externi dodavce glutaminu.

Déle jsme zkoumali vliv cysteinu a methioninu na NA stimulovanou spotiebu kysliku
PBMC. Cystein signifikantn€ zvysil NA stimulovanou spotfebu kysliku PBMC v priméru o
169 %, zatimco methionin tuto spotiebu inhiboval v priméru o 43 %. Samotna aplikace
stejnych koncentraci cysteinu leukocytim, které nebyly stimulovany noradrenalinem, neméla
na jejich klidovou spottebu kysliku zadny Gc¢inek. Lze fici, Ze zvySena nabidka cysteinu mtize
slouzit buikdm jako externi zdroj energie pro noradrenalinovou termogenezi. Cystein je
ziejm¢ katabolizovan jak cestou pfimé oxidace (cysteisulfindtova cesta), tak cestou
transaminace (3-merkaptopyruvatova cesta) na intermediat pyruvat (Murray, a kol., 1993).
Pyruvéat je v mitochondriich pfeménén pyruvat-dehydrogenasou na acetyl-CoA. Acetyl-CoA
by se tedy mohl v NA termogenezi PBMC vézat na purinovy nukleotid UCP a odptfahovat
oxidace od fosforylace.

Katabolismus cysteinu mtize byt stejny jak u adipocyti hnédé tukové tkané (BAT), tak 1
u PBMC. Vyslednym metabolickym intermediatem je pyruvat, ktery po pieméné na acetyl-
CoA miuiZze byt vyuzit v citratovém cyklu pro tvorbu energie. Pfeména pyruvatu na acetyl-CoA
bude pravdépodobné intenzivnéj§i v hnédé tukové tkani zdivodu velkého obsahu
mitochondrii (Smith, 1962) neZ v izolovanych leukocytech.

Vliv glukosy na NA termogenezi byl studovan métenim velikosti termogenni odpovédi
PBMC na noradrenalin. Pouzivali jsme RPMI kultiva¢ni médium bez glukosy a RPMI
médium obsahujici glukosu. V médiu s glukosou ¢inila klidova spotieba kysliku PBMC 0,209

nmol O,*min"*10°bunék, po podani NA se zvysila 0 97 %. V médiu neobsahujicim glukosu



¢inila klidova spotieba kysliku PBMC 0,128 nmol O,*min'*10° bunék, po aplikaci NA se

zvysila 0 266 %. Absolutni hodnoty NA stimulovanych spotieb O, PBMC byly téméi shodné.
Z toho lze vyvodit, ze ptebytek glukosy pozitivné ovliviiuje jen klidovy metabolismus a ne
NA stimulovanou termogenezi. Tento zavér je podpofen literarnimi Udaji shrnujicimi
metabolismus glukosy tukovou tkani (Murray, a kol., 1993). Glukosa se ucastni v tukové tkani
nckolika drah, naptiklad oxidace na CO, v citratovém cyklu, oxidace v pentozové draze,
premény na mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a tvorby acylglycerolu ptes glycerol-3-
fosfat. Predpoklada se, Ze glycerol-3-fostat (vznikly glykolyzou) zvySuje esterifikaci volnych
mastnych kyselin. Stoupa-li vyuziti glukosy tukovou tkéni, klesa vydej volnych mastnych
kyselin v buiice. Volné mastné kyseliny spolu s acetyl-CoA jsou v adipocytech hnédé tukové
tkané vyuzity pro odprazeni oxidace od fosforylace. Domnivam se, ze vyuziti glukosy v NA
termogenezi bude stejné jak v lidskych izolovanych leukocytech, tak 1 v buiikdch hnédé
tukové tkang.

Z vysledkit mé diplomové prace vyplyva, ze vyznam rdznych substratl pro NA
termogenezi PBMC je nasledujici: NA termogeneze neni zavisla na pfitomnosti organickych.
substrati v médiu (glutamin, methionin, glukéza) s vyjimkou cysteinu, ktery u PBMC
spotfebu kysliku zvySoval. Tato ziskand data vSak nemohou byt porovnéana s idaji v odborné

literatufe, protoZe se touto problematikou dosud nikdo nezabyval.



7. Zaver

Pouzitim Clarkovy kyslikové sondy byl v této praci méfen Ucinek oy, o, a B adrenergnich
agonisti na klidovou spotfebu kysliku a ucinek o a [, adrenergnich antagonisti na
noradrenalinem stimulovanou spottebu kysliku izolovanych lidskych leukocyti (PBMC).

Bylo zjisténo, Ze a, adrenergni agonista (Clonidin) zvysuje klidovou spotiebu 0 26,6 %,
a adrenergni antagonista (Phentolamin) snizil noradrenalinem stimulovanou spotiebu kysliku
v priméru o 54,4 % a P, adrenergni antagonista (ICI — 118,551) o 40,8 %. Zatimco
agonista (Cirazolin) snizil klidovou spotiebu kysliku izolovanych PBMC o 23,3 %, a B3
adrenergni agonista (L755) o 42 %. Tyto vysledky spolu s vysledky prezentovanymi v mé
bakalatské praci (které prokézaly vyznam B, i B, adrenergnich receptori) naznacuji, ze
termogenni Uc¢inek noradrenalinu v lidskych izolovanych leukocytech je mediovan pfiblizné
z25 % P adrenoreceptory, z8 % [, adrenergnimi receptory a z 12 % o, adrenergnimi
receptory. Bs a a; adrenergni receptory se v noradrenalinové termogenezi PBMC neuplatiuji.
Vysledky naznacuji, ze termogenni ucineck NA v PBMC se realizuje pies jiné
adrenoreceptory, neZ termogenni G¢inek NA v buinikach hnédého tuku.

Déle byla zkoumana uloha exogenné podanych substrati (glutaminu, cysteinu,
methioninu a glukosy) v noradrenalinové termogenezi PBMC. Bylo zji§téno, Ze termogenni
pusobeni noradrenalinu se projevuje i v médiu, které neobsahuje zadné organické substraty
(Hankstv fyziologicky roztok). Pfidani glukosy a aminokyselin nemélo vliv na NA
stimulovanou spotiebu kysliku. V médiu ochuzeném o aminokyseliny (glutamin, cystein,
methionin) vSak pfidany cystein zvySoval noradrenalinem stimulovanou spotfebu kysliku
0 169,9 %. Oproti tomu nadbytek methioninu tuto zvySenou spotiebu kysliku snizoval
v priumeéru o 43,2 %.

Z vysledkti vyplyva, ze noradrenalinova termogeneze v PBMC neni zavisld na
pfitomnosti organickych latek v kultivatnim médiu, ale je realizovdna z internich
vnitrobunéénych substrati. Substratem pro noradrenalinovou termogenezi v PBMC mitize byt
aminokyselina cystein. Vzhledem k tomu, Ze cystein muze slouzit jako substrat pro tvorbu
acetyl-CoA , je mozno predpokladat, Ze jednim ze substrati pro NA termogenezi PBMC je
acetyl-CoA.
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9. Seznam zkratek

AMK
ATP
BAT
cAMP
DAG
GRK
IP;
NA
NST

ot./min.

PE
PBMC
PAK
PIC
PIP,
UCP
SD

SE

aminokyseliny

adenozintrifosfat

hnéda tukova tkan (z angl. Brown Adipose Tissue)

cyklicky adenozinmonofosfat

diacylglycerol

G-protein receptor kinaza

inositol 1,4,5-trifosfat

noradrenalin

netiesova termogeneze (z angl. Non Shivering Thermogenesis)
pocet otacek za minutu

polyethylen

bil¢ krvinky (z angl. Peripheral Blood Mononuclear Cells)
cAMP-dependentni proteinkindza

fosfoinositidasa C

fosfatidylinositol 4,5-bis-fosfat

odptahujici termogenni protein,tzv.termogenin (z angl.Uncoupling Protein)
smérodatna odchylka ( z angl. Standart Deviation)

stfedni chyba priméru (z angl. Standart Error)



10. Priloha

10.1. Chemické slozeni kultivacnich médii

RPMI
Cat. No. 09-774 12115 12-167  12-702 12-918F 15-702 42-735 12-78%2 42-11&5U1  12-T027u1 04-558
Liguid Liguad Liguid Ligquid Liquid Powder Liguid Liguid Ligquid Liguid Liquid

Component mgilL magil ma'L mg'l mg/L mgiL mgilL magil mgL mg'L mgiL

Inorganic Salts

CafNOy)edH,0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.000 100.00 100.00  100.00 100.00 100.00 100.00
Ci 400.00 400.00 400.00 400.00 40000 400.00 40000 40000 400.00 400.00 400.00

MgS0, {anhyd ) 48 83

MgSQ0eTHO 100.00 100.00 100.00 100.00 1D0.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

MaCl h00D0.00 5000.00 @©000.00 G000.00 6000.0C 8000.00 6000.00 G000.00 5000.00 5000.00 5000.00

MNaHCO: 2000.00 2000.00 2000.00 2000.00 2000.00 2000.00 Z0OOD.0D 2000.00 200:0.00 2000.00

MNa;HP Oy 80048

NagHP Qe THO 1512.00 1512.00 1512.00 151200 1512.00 1512.00 1512.00 1512.00 1512.00 1512.00

Other Components

Glucose 2000.00 Z2000.00 2000.00 Z00OD.00 2000.000 2000.00 2000.00 2000.00 200:0.00 2000.00

Glutathions (reduced) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

HEPES 5957.50 58740 5e57.80 £057.50

Fenicillin 3 Potassium 100.00 units'ml

Phenol Red-Ma 5.00 5.00 5.00 5.00 5.10 5.00 5.00 5.00 5.00 500

Streptomyecin 50.00 megiml

Amino Acids

L-Arginine 200.00 200.00 20000 200.00 200.00 200.00 200.00 200,00 200.00 20000

L-Arginine-HCI 241.28

L-Asparagine-H,0 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 £0.00 50.00

L-Aspartic Acid 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.c0 20.00 20.00 20,00 20.00 20.00

L-Cystine-2HC1 G518

L-Cystine 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 £0.00 50.00

L-Giutamic Acid 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.c0 20.00 20.00 20,00 20.00 20.00

L-Glutamine 200.00 300.00 300.00 300.00 300.00

L-Alanyl-L-Glutamine

(UitraGlutamine 1) 445.00 44500

Glycine 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00 i0.co 10.00 10.00 10,00 10.00 10.00
L-Histidine 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
L-Histiding-HCl-Hz0

Hydroxy L-Proline 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.c0 20.00 20.00 20,00 20.00 20.00
L-lsoleucine 50.00 50.00 50.00  50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 £0.00 a0.00
L-Leucing 50.00 50.00 50.00  50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00 50.00
L-Lysine=HCI 40.00 40.00 4060 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40,00
L-Methionine 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
L-Phenylalanine 15.00 16.00 15.00 15.00 15.00 15.00 16.00 16.00 15.00 1500 15.00
L-Proline 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00
L-Serine 30.00 30.c0 30.00 30.00 30,00 20.00 30.00 30.00 30.00 20.00 30,00
L-Threoning 20.00 20.c0 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20,00
L-Tryptophan 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
L-Tyrosine 20.00 20.00 20.00 20.00 20000 20.00 20.00 20.00 20.00 20000
L-Tyrosina-2Ma 2883

L-Valine 20.00 20.00 20.00  20.00 20,00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20,00
Vitamins

p-Aminobenzoic Acid 1.00 1.00 1.c0 1.00 .00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
d-Biatin 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 D.20 0.20 0.z0 0.20
D-Ca Pantothenate 025 0.25 0.25 025 025 0.26 0.25 0.256 0.25 028 025
Chaline Chlaride 3.00 apo oo 300 .00 3.00 3.00 3.00 3.00 300 .00
Folic Acd 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
i-Imositol 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00 3500 35.00
Micotinamide 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Pyridaxine-HC! 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .00
Riboflavin 0.2a 0.20 0.20 0.20 020 0.20 0.20 0.20 0.20 0.z0 020
Thiamine-HCI 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Vitamin B12 0.01 0.01 0.01 0.01 .01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.0 0.01



10.2. Chemické slozeni Hanksova fyziologického roztoku

Hank’'s balanced salt solution (HBSS)

Cat. No.

Component
Inorganic Salts
CaCl+2H.0

KCI

KH-PQ,
MgSQO,*7H,O
MaCl

NaHCO.
NHQHP04'?HQO
Other Components
Glucose

Phenol Red+=MNa

04-315 10-508
Liquid Liquid
mg/L mg/L

186.00

40000 40000
60.00  60.00
200.00

8,000.00 8,000.00
350.00 350.00
90.00  90.00

1,000.00 1,000.00
20.00

10-527
Liquid
mg/L

186.00
400 00
60.00
200.00
8,000.00
350.00
90.00

1,000.00

10-543
Liquid
mg/L

400.00
50.00

8,000.00
350.00
90.00

1,000.00
20.00

10-547
Liquid
mg/L

400 00
60.00
8.000.00
350.00
90.00

1,000.00



10.3. Farmakologické vlastnosti pouzitych lé€iv

Informace pro pougziti, ététe pozorné

NORADRENALIN LECIVA

(Norepinephrini hydrogenotartras)
injekce

Vyrobce

ZENTIVA, a.s., Praha, Ceska republika

Slozeni

Uginna latka: Norepinephrinum (ut hydrogenotartras) 1mg v 1 ml injekéniho roztoku.

Pomocné latky: Acidum tartaricum, Natrii pyrosulfis, Dinatrii edetas dihydricus, Aqua pro injectione

Indikaéni skupina

Periferni analeptikum, alfa-adrenergni sympatomimetikum

Charakteristika

Norepinefrin (noradrenalin), hormon dfené nadledvinek patfi do skupiny katecholaminl. Ma vazokonstrikéni Uginek
jiz v minimalnich davkach, plsobi na alfa-adrenergni receptory odporového cévniho fetisté. Je meditatorem vetSiny
postgangliovych sympatickych nervowych zakonéeni. Je rychle inaktivovan enzymem monoaminooxidazou. Norepinefrin
piisobi pozitivné inotropn& na myokard. Zvysi systolicky objem a systolicky TK. Vazokonstrikénim' GZinkem na cévy zvysi
periferni odpor a diastolicky TK. Vzestup tlaku vyvola vagovym reflexem bradykardii, kterou Ize zrusit atropinem. Na rozdil od
epinefrinu nezvysuje spotfebu kysliku v myokardu. Metabolicky mobilizuje lipidy, ale jeho hyperglykemicke plisobeni je 10krat
slabsi nez u epinefrinu. NeplUsobi na CNS a neovliviiuje bronchialni svalovinu.

Farmakokinetické adaje

Po intravendzni infuzi dochazi k rychlé inaktivaci norepinefrinu. Jen 5% norepinefrinu se vylouci v nezménéné formé modi.
Prostupuje placentarni bariérou, sniZuje placentarni prutok. Neprochazi hematoencefalickou bariérou.

Indikace

Podéva se jako periferni analeptikum, pfi hypotenzi u akutniho infarktu myokardu, pfi anafylaktickém Soku, pfi vykonech na
sympatiku, pfi operacich tumarld nadledvin, po extirpaci feochromocytomu.

Kontraindikace

Hypertenze, pokrodila arteriosklerdza, srdeéni arytmie, pfecitlivélost na norepinefrin. Anestezie halotanem vyZaduje zvySenou
opatrnost.

Nezadouci G&inky

Tres, nauzea, sucho v Ustech, bolesti hlavy, palpitace, bradykardie, hypertenze, retrosternalni a faryngeaini bolest, omezeni
placentarni perflize, omezeni perfize ledvin a splanchnické ablasti. Vznik tachyfylaxe je mozny.

Lékové interakce

Norepinefrin pfi soutasné 1&¢bé inhibitory monoaminooxidazy plsobi téZkou dlouhotrvajici hypertenzi. Uginnost norepinefrinu
zvy3uji: amfetamin, tricyklicka antidepresiva, ganglioplegika, nitrity, antihistaminika, anticholinergika a glukokortikoidy. Naopak
snizeni uginnosti zplsobi sympatolytika, saluretika. V roztocich s alkalickym pH se inaktivuje.

Davkovani a zplisob pouZiti

Podava se piisné intravendzné do Zil s v&tsim prasvitem, v kapénkové infuzi s fyziologickym roztokem nebo v 5% roztoku
glukézy v davkach odpovidajicich reakci krevniho tlaku a stavu pacienta, primérné 0,1 mg na 10 kg télesné hmotnosti bé&hem
1-2 hodin. Pfi paravendznim podani a po del3im podavani do tenkych Zil vzniknou nekrézy. Celkova doba podavani a tim
i celkova davka norepinefrinu se fidi stavem pacienta a Gstupem pfiznakl. Pedlivé sledovani TK, srdecni frekvence, EKG
a diurézy jsou nutné.

Noradrenalin Légiva Ize pfidat k mistnim infiltraénim anestetikim v koncentraci 1: 200 000.

Upozornéni

Po mnohahodinovém podavani norepinefrinu se infuze nesmi nahle pferusit pro riziko prudkého poklesu TK ze snizené
reaktivity cévni stény na relativné malé mnoZstvi endogenniha norepinefrinu. Norepinefrin je citlivy na alkalickou reakci,
injekéni stfikacky a jehly nesméji obsahovat stopy vedy. Roztok norepinefrinu musi byt &iry a bezbarvy nebo jen lehce
naZloutly!

Varovani

Pfipravek se nesmi pouZivat po uplynuti doby pouZitelnosti vyznacené na obalu.

Baleni

5 ampuli po 1 ml

Datum posledni revize

srpen 1993, SUKL, Praha, Ceské republika
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Clonidine hydrochloride

Product Mumber C 7897
Storage Temperature 2-3 °C

Product Description

Mislecular Formula: CH,CLM, = HCI
Mislecatar Wieight: 26068

CAS Number: 4205-91-3

pHy 8.2

Clonidine is an ox-adrenergic agonist that has been
used clinizally as an amtinypertensive” and an
analgesic ! 1155 an inkisdor of gasirointestinal motility
that blocks o, s%es, which l2ads to an adrenergic
response.” Clonidine reduces sympathetic stmulaticn,
which leads to lowering of blood pressure and a
siowing of heartrate.” It has been generally proposed
that chiondine and related anfihyperiensives act
through 2 grouo of recepiors called the imidazoine
receptors **'*

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Mot for drug, household or
other uses.

Preparation Instructions

Clenidine hydrochloride is soiuble inowater (30 mgiml),
with heat as nesded, yieldng a clear to shghtly hazy
coloress solution. A solution of 50 maim! clonidine n
waler has a pH of 4.0-5.0. s also sofuble in :
dehydrated alcchol and slightty solubie in chiorofom.’

StorageiStability
Solutions of clonidine may be stenlized by autoclavng

Clenidine should be stored protected from Sght and @
airtight containers.®

Productinformation

References.

L

in

[5=]

Clarke's Isolation and |dentfication of Orugs,
Mofiat. A C. et al., eds, The Phamaceutical Press
{London, GB: 18EE), p. 481

Clinical Veterinary Phamnacology. Ind ed., Upson,
DWW ed., Veterinary Healthcare Communications
{Lenexa, KS5: 1885), p. 450,

Szabo, B., Imidazoline Antihypertensive Drugs: a
Critizal Review on Ther Medhanism of Acton
Pharmacol. Ther., S3{1). 1-35 (2002}

Soyd, B E.. Alpha2-adrenergic Receptor Agonists
a5 Analgesics, Cur. Top. Med. Chem., 1(3),
103197 (2001)

Martindale The Extra Frammacepoeia, 30th =d,
Reynolds, J. E. F_, ed., The Phamaceutszal Press
{London, England; 1823}, p. 348,

Eglen. B M., et 3l Seeng through a glass darkly:
Casting Light on Imidazofine 7' Sites. Trends
Prarmacol. Sci., 19(9), 331-300 {1993)

Head, G.A =t al, Relatonship Between
Iradazoline and Alphal-adrenoceptors Involved in
the Sympatho-nhibitery Acticns of Ceniraly Acting
Anfihypertensive Agents. J. Auton. Nery, Syst.
T2(2-3) 1832 (1RE2).

Hran. Z. P, et al. Alpha-2 and Imadazaline
Recepior Agonists. Their Pharmacohogy and
Therapeutic Role. Anaesthesia, 34(2), 128-165

GCYRX¥R 1102




Tocris Cookson Inc.
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Tocris Cookson Ltd.
Northpoint, Fourth \Way,
Avonmouth, BS11 8TA, UK
Phone: + 44 [0)117 916 3333
Fax: + 44 (0)117 916 3344

Product Information

L 755507

4-[[(Hexylamino)carbonyl]Jamino]-N-[4-[2-[[(25)-2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenoxy)propylJamino]ethy Ilphenyl]-benzenesulfonamide

Cat. No: 2197 Batch No: 1

Description:

Subnanomolar potent ﬁa-adrenergic receptor partial agonist
that is > 1000-fold selective over B,- and j,-adrenoceptors
(ECy, values are 0.43, 580 and > 10000 nM for activation of
cloned human By By and ﬁz-adrenoceptors respectively). In
vitro, stimulates lipolysis in rhesus adipocytes with an ECy, of
3.9 nM.

Physical and Chemical Properties:

Batch Molecular Formula: C, H, N,0¢S 34H,0
Batch Molecular Weight: 598.24

CAS Number: [159182-43-1]

Physical Appearance: Off-white solid

Batch Molecular Structure:
OH

"N
L) )

Storage: Desiccate at RT

References:

Solubility: DMSO to 100 mM
Ethanol to 100 mM

Stability and Solubility Advice:

Some solutions can be difficult to obtain and can be
encouraged by rapid stirring, sonication or gentle warming
(in a 45-80°C water bath).

Information concerning product stability, particularly in
solution, has rarely been reported and in most cases we
can only offer a general guide. Our standard
recommendations are:

SOLIDS: Provided storage is as stated on the product label
and the vial is kept tightly sealed, the product can be stored
for up to 6 months from date of receipt.

SOLUTIONS: We recommend that stock solutions. once
prepared, are stored aliquoted in tightly sealed vials at -20°
C or below and used within 1 month. Wherever possible
solutions should be made uo and stored on the same day.

Other Information:

Parmee et a/ (1998) Discovery of L-755,507: a subnanomolar human ﬁs adrenergic receptor agonist. Bioorg.Med.Chem.Lett. 8 1107. Fisher et
al (1998) A selective human B, adrenergic receptor agonist increases metabolic rate in rhesus monkeys. J.Clin.Invest. 107 2387.
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Bricanyl® 0,5
(terbutalini sulfas)

Teken roztok

DRZITEL ROZHODNUTI O REGISTRACI
AstraZeneca UK Ltd, Macclesfield, Cheshire,
Velka Britanie

VYROBCE
AstraZeneca AB, S-15185 Sodertilie, Svédsko

SLOZENI

Léciva latka: terbutalini sulfas 0.5 mgv 1ml
injekéniho roztoku

Pomocneé jatky: chlorid sodny, kyselina
chlorovodikova 35% na upravu pH, voda na
injekci

INDIKACNI SKUPINA
Bronchodilatans, antiastmatikum

CHARAKTERISTIKA

Bricanyl injekce rozéifuje dychaci cesty, a tak
usnadnuje dychani. Ve vysokych davkach
relaxuje délozni svalstvo.

FARMAKOKINETICKE UDAJE

Nastup bronchodilatagniho Gginku terbutalinu
po subkutanni injekci je do 5 minut. Maximalniho
ucéinku je dosazeno do 30 minut. Plasmaticky
biologicky polocas (t.2) terbutalinu je asi

16 hodin. Terbutalin je metabolizovan prevazné
konjugaci s kyselinou sirovou a vylu¢ovan ve
formé sulfatu. Preméncu nevznikaji zadne
biologicky aktivni metabolity. Terbutalin je po
intravendznim nebo subkutannim podani
vylouéen z 90 % modi béhem 48 - 86 hodin,

z toho asi 60 % v nezménéné forme.

INDIKACE

Bronchialni astma. Chronicka bronchitida,
emfyzém plic a jind onemocnéni plic, kde je
bronchakonstrikce komplikujicim faktorem.

KONTRAINDIKACE
Precitlivélost na kteroukoliv slozku pfipravku.

NEZADOUCI UCINKY
Intenzita nezadoucich ucink( zavisi na davce
a zpUsobu podani. Titrace davky na pocatku
lécby snizuje riziko vyskytu nezadoucich
uginkl, Véechny nezadouci uginky, které byly
pozorovany, napk. tres, bolest hlavy, tonické
svalove kiece a palpitace, jsou typicke pro
sympatomimeticke aminy. V&tsina téchto
nezadoucich Ucink( spontanne vymizi
v prabéhu 1az 2 tydnd lécby. Dale se mize
obievit konfivka a vyrazka. Byly nozorovar:

8 NKU @ Zmeény chovani, jako je

INTERAKCE

Betablokatory (véetné podavani oénich kapek
s betablokatory), zvlasté neselektivni, mohou
castecné nebo uplné antagonizovat ucinek
terbutalinu. Hypokalemie vyvolana podavanim
terbutalinumiize byt potencovana soucasnym
podavanim derivata xantiny, steroidd

a nékterymi diuretiky.

DAVKOVANI A ZPUSOB PODAVANI
Davkovanije zavisle na klinickém stavu
pacienta. Davka mdze byt podana
intravenozné nebo subkutanné.

Lécba bronchokonstrikce:

Intravenozni injekce:

Dospéii: 0,25-0,5 mg terbutalin sulfatu (0,5-1ml)
v pomalé intravendzni injekel. Injekeni roztok se
doplni sterilnim fyziologickym roztokem do

10 ml a podava se pomalou intravendzni injekci
po dobu asi 5 minut. Davka maze byt
opakovana v kratkych intervalech (nékolik
hodin). Celkova denni davka nema prekrocit

2 mg terbutalin sulfatu.

Informace pro pouziti, c¢téte pozorné!

mg/ml

Subkutanni injekce:

Dospéli: -2 mg terbutalin sulfatu (2-4 ml) za den
v rozdelenych davkach (étyri a vice davek).
Deti Az 25 11g terbutalin sulfatu/kg télesne
hmaotnosti (0,05 ml/kg télesné hmotnosti) za
den v rozdélenych davkach (Styfi a vice
davek).

ZVLASTNI UPOZORNENI
Vzhledem k pozitivng inotropnimu uéinku
B2-sympatomimetik (terbutalin) by pripravek
ouziva i opatrné u pacientd
s tézkymi kardiovaskularnimi poruchami,
napft. ischemickou chorobou srdecni,
tachykardii, tézkym srdeénim selhanim a dale
tyreotoxikdzou. Pro moznost navozeni
hyperglykemie f2-sympatomimetiky je nutné
u pacientl s diabetem provadét dodatecne
kontroly glykémie.
Lécba B2-sympatomimetiky (terbutalin) maze
vyvolat hypokalémii, ktera maze byt dale
zhorsovana u pacientd s akutnim astmatickym
zachvatem v disledku hypoxie. Hypokalemicky
ucinek terbutalinu mize byt potencovan dalsi
soucasncu lécbou (viz “interakce”). V téchto
pfipadech je nutné sledovat kalémii.
U experimentalnich zvitat ani u lidi neby! zjistén
teratogenni ucinek terbutalinu. Doporucuje se
vsak zvysena opatrnost pri podavani
terbutalinu v prvnim trimestru gravidity.
Terbutalin pfechazi do materského miéka, ale
ucinek na kojence pri pouziti terapeutickych
davek je nepravdépodobny. U predcasné
narozenych noverozencl byla pozorovana
pfechodna hypoglykemie v pfipadé, ze matka
uzivala B2-sympatomimetika.

PREDAVKOVANI

Mozné symptomy predavkovani zahrnuji bolest
hlavy, uzkost, tres, tonicke svalove krece,
palpitace a arytmie. Nékdy jsou tyto symptomy
doprovazeny poklesem krevniho tlaku.

Z laboratornich znamek pfedavkovani stoji

v popredi moznost vzniku hyperglykemie

a laktacidozy a hypokalémie jako nasledek
redistribuce drasliku pfi terapii
B2-sympatomimetiky.

Lecba predavkovani:

Obvykle neni nutna zadna 1é¢ba. V pripadech
tézkeho predavkovani je treba mit na pameti
nasledujici opatreni:

- stanovit acidobazickou rovnovahu, glykemii

a koncentraci elektrolytl v krvi

- monitorovat srdeéni ¢innost a krevni tlak

-G RCOnSin anticu e redavkovan
terbutalinem je kardioselektivni betablokatc:
(betablckatory je nutneé podavat velmi opatrné
u pacientl s bronchokonstrikei v anamnéze)

- pokud je pokles krevniho tlaku vyvolan
pfedevsim B2-sympatomimetickym udinkem
terbutalinu, uvazovat o moznosti podani
plasmaexpanderd

UCHOVAVANI
Ptiteplote 15-25 °C, uchovavejte vnitfni obal
v krabiéce. aby byl chranén pred svétlem.

VAROVANI

Pripravek nesmi byt pouzivan po uplynuti doby
pouzitelnosti vyznacené na obalu.
Uchovavejte mimo dosah déti.

BALENI
10x1mi

DATUM POSLEDNI REVIZE
pr osinec 2001
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Tocis Cookson Inc.

16144 Westwoods Business Parlk,
Ellisville, Missouri 63021, USA
Phone: 800-421-3701

Fax: 800-483-1993

R A TLEs

Tocris Cookson Ltd.

Tocris House, Hung Road,
Bristol, BS11 9XJ, UK

Phone: + 44 (0)117 916 3333
Fax: + 44 (0)117 916 3344

Produét Information

ICI-118,551 hydrochloride

Cat. No: 0821

Descripfioni

Very selective f, adrenergic antagonist (K; values
are 1.2, 120 and 257 nM for B, f, and [; receptors
respectively). Active in vivo.

Physical and Chemical Properties:
Batch Molecuiar Formula: C,5H,,NO,.HCI

Batch Molecular Weight: 313.87
CAS Number: [72795-19-8]
Physical Appearance: White solid

Batch Molecular Structure:
HCl

W //"’\4 Me  Me
%/Lo/\)\ﬂfl\ma

AL oH

Storagje: Store at RT

Referénces:

Batch No: 1
(i)-1-[2,3-(Dlhydro-7—methvl-1H-inden-4-yl)oxy]~3-[(1-methylethy|)amlno]-z-butanol hydrochloride

Solubility: DMSO to 10 miv
Water to 10 mM

Stability and Solubility Advice:

Some solutions can be difficult to obtain and can be
encouraged by rapid stirring, sonication or gentle warming
(in a 45-60°C water bath).

Information concerning product stability, particularly in
solution, has rarely been reported and in most cases we
can only offer a general guide. Our standard
recommendations are:

SOLIDS: Provided storage is as stated on the product label
and the vial is kept tightly sealed, the product can be stored
for up to & months from date of receipt.

SOLUTIONS: We recommend that stock solutions, once
prepared, are stored aliquoted in tightly sealed vials at -20°
C or below and used within 1 month. Wherever possible
enlitinne should he made up and stored on the same day.

Other Information:

Bilski et a/ (1983) The pharmacology of a p2-selective adrenoceptor antagonist (ICI1-118,551). J.Cardiovasc.Pharmacol. 5

430. Cook et al (1993) p-Adrenoceptor subtypes and the opening of plasmalemmal K'-channels in trachealis muscle:
electrophysiological and mechanical studies in guinea-pig tissue. Br.J.Pharmacol. 109 1140. Ten Berge et a/ (1995) f,-but

not B,-adrenoceptors mediate prejunctionai inhibition of

drenergic nen cholinergic contraction of guiriea pig main

bronchi. Eur.).Pharmacol. 275 199. Strosberg and Pietri-Rouxel (1996) Function and regulation of the B -adrenoceptor.

TiPS 17 373.
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Phone: + 44 (0)117 916 3333

Tocris Cookson Inc. ; Tocris Cookson Ltd.
16144 Westwoods Business Park, Northpoint, Fourth Wa
Ellisville, Missouri 63021, USA Avonmouth I'EISH 8TA, U)lfi
Phone: 800-421-3701 : 1 :
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Fax: 800-483-1993

Fax: + 44 (0)117 916 3344

Product Information

Cirazoline hydrochloride
2-(2-Cyclopropylphenoxymethyl)imidazoline hydrochloride

Cat. No: 0888 Batch No: 8

Description:

Selective o, agonist.

Physical and Chemical Properties:

Batch Molecular Formula: C,;H,gN,0.HCI.H,0
Batch Molecular Weight: 270.76

CAS Number: [40600-13-3]

Physical Appearance: White solid

Batch Molecular Structure:

H
O/\H,JJ\
e

HCI

Stdfag; Store at RT

References:

Solubility: Water to 100 mM

Stability and Solubility Advice:

Some solutions can be difficult to obtain and can be
encouraged by rapid stirring, sonication or gentle warming
(in a 45-60°C water bath).

Information concerning product stability, particularly in
solution, has rarely been reported and in most cases we
can only offer a general guide. Our standard
recommendations are:

SOLIDS: Provided storage is as stated on the product label
and the vial is kept tightly sealed, the product can be stored
for up to 6 months from date of receipt.

SOLUTIONS: We recommend that stock solutions, once
prepared, are stored aliquoted in tightly sealed vials at -20°
C or below and used within 1 month. Wherever possible
solutions should be made up and stored on the same day

Otherinformation: S

Gellai and Ruffolo (1987) Renal effect of selective alpha-1 and alpha-2 adrenoreceptor agonists in conscious normotensive
rats. J.Pharmacol.Exp.Ther. 250 723. Wikberg and Uklen (1990) Further characterisation of the guinea pig cerebral cortex
idazoxan receptor: solubilization, distinction from the imidazole site, and demonstration of cirazoline as an idazoxan receptor-

selective drug. J.Neurochem. 55 192. Le Rouzic et a/ (1995) Binding of [3H]cirazoline to an imidazoline site in rat brain and

kidney membranes. Eur.J.Pharmacol. 278 261.

CAUTION - Not fully tested. For research use only. Not for human use.
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Betaloc’ Ry

(metoprololi tartras)

injekce

DRZITEL ROZHODNUTI O REGISTRACI

AstraZeneca UK Ltd., Macclesfield, Cheshire, Velka Britanie

BCE
AstraZeneca AB, S-151 85 Sodertélie, Svédsko
%

SLOZENI fe=
Metoprololi tartras 1 mg; natrii chloridum @ mg v 1 ml roztoku na
Qua pro iniectione ad 1 ml.

INDIKACNI SKUPINA
Antihypertenzivum, sympatolytikum

CHARAKTERISTIKA

,Metogro[olje kardioselektivni betablokétor, tj. blokuje

tory v riiyokardu priradove nizdich davkach nez je
potrephe k blokadé betaz-receptor(l. Metoprolol ma
nevyznamny membrany stabllizujici uéinek a nema éastesné
agonistické vlastnosti (vnitrni sympatomimetickou aktivitu).
profor'snizuje nebo inhibaje@gomisTicKy Ucinek
katecholamin(i na srdce (uvolnovanych pti zatézi nebo stresu).
To znamena, ze obvykly vzestup teEove frekvence, srdecniho

vykonu, zhvost; srdce a krevnihdtflaku po akutnim vzestupu
koncernitrace n rololem stizovan.

V pfipadé vysokych koncentraci endogenniho af%w ma
metoprolol mensi vliv na krevni tlak nez neselek{fvni
betablokatory. Metoprolol interferuje méné s uvolfiovanim
inzulinu, metabolizmem cukr( a kardiovaskularni odpovédina
hypogiykemu ve srovnani s neselektivnimi betablokéatory.
Kratkodobé studie prokazaly, ze metoprolol mdze vyvolat
mirny @Wat@(_e,@nogniﬁace triglyceridd a on!es
koncentrace volnych mastnych kyselin. V nékterych
prl;me pokles HDL cholesterolu,
avsak mensineZ pfi podani neselektivnich betablokator(.

Ve studii s metoprololem, ktera trvala nékolik let, bylo
pozorovano vyznamné sniZzeni plazmatické koncentrace
celkového cholesterolu. U muza s mirnou az stfedné tézkou
hypertenzi snizuje metoprolol riziko umrti na kardiovaskularni
onemocneni pfedevsim snizenim rizika nahlé smrti, rizika
fatalnich a nefatalnich infarktt myokardu a mozkovych
cevnich pfihod.

Ucinek na srdecni akci

Metoprolol ma pfiznivy vliv na srdecni akci zejména

u supraventrikularnich tachykardii nebo atrialnich fibrilaci

a ventrikularnich extrasystol.

Ucinek na infarkt myokardu

U pacientd se suspektnim nebo potvrzenym infarktem
myokardu snizuje metoprolol mortalitu, pfedevaim snizenim
rizika nahlé smrti. Je to alespon z ¢asti dusledek preventivniho
pusobem metoprololu na vznik komorove fibrilace.

Tento pfiznivy antifibrilaéni G¢inek ma dvoji vysvétleni: vagovy
ucinek na elektrickou stabilitu myokardu a pfimy u¢inek na
receptory sympa’ﬂku ov!nvnunm kontraktmtu tepovou frekvenci
akre ~'=taryence vede Ke spizeni
maoriaiity u pcerﬁLu S uﬂ\ac]&ﬂ’ deG\O\/qSKU\as [

onemocnénim a s diabetem. Metoprolol snizuje take riziko
nefatalnich reinfarktl myokardu.

FARMAKOKINETICKE UDAJE

Absorpce a distribuce:

Metoprolol se paly. iniekci rychle distribuuje b&hem

5 - 10 minut. Piaz%aticke hladiny ukazuji linearni zavislost na
pOUANE davee v davkovém rozmezi 5 - 20 mg. Vazba
metoprololu na plazmatické bilkoviny J€ asi 5 - 10 %.
Metabolismus a eliminace:

Metoprolol je metabolizovan oxidacj v jatrech. Byly
identifikovany tri hlavni metabolity. Zadny z nich nema klinicky
vyznamny betasympatolyticky uginek. Vice nez 95 % podané
davky se vylucuje moci. Asi 5 % podaneé davky se vyluéuje
moci v nezménéné formé. V ojedinélych pfipadech dosahuje
tato hodnota az 30 %. Polocas eliminace (t2) metoprololu je

v praméru 3,5 hodiny (s variabilitou 1az 9 hodin). Celkova
p\azmat\oka clearance (Cly) je asi 11/min™.

U starsich lidi nedochazi ve srovnani s mladymi lidmi

K vyznamnym zménam farmakokmehky metoprololu.
Poskozena funkce ledvin nema vliv na biologickou dostupnost
metoprololu nebo na rychlost jeho eliminace. Eliminace jeho
metabolitl je zpomalena. Vyznamna kumulace metabolitd byla
pozorovana u pacientd s glomerularni filtracni rychlosti (GFR)
mensinez 5 ml/min’, ale tato kumulace nema vliv na Uginek
metoprololu

Informace pro pouziti, ¢téte pozorné!

INDIKACE
Lécba tachyarytmii, zejména supraventrikularnich tachykardii;
akutniinfarkt myokardu.

KONTRAINDIKACE

A-V blok druheho a tfetiho stupné, dekompenzovana srdeéni
nedostatecnt)st sinusova bradykardie (<50 tepd/min.),
sick-sinus syndrom sinoatrialni blok, kardiogenni ok a tézka
periferni arterialni cirkulaéni insuficience, hypotenze

(TK systolicky pod 100 mm Hg), astma bronchiale a chronicka
obstrukéni choroba bronchopulmonalni tézkého stupné,
neleceny feochromocytom, metabolickd acidoza.

Metoprolol nesmi byt podavan pacientim se suspektnim
akutnim infarktem myokardu, pokud je tepova frekvence mensi
nez 50 tepl/mirr, P-Q interval je delsinez 0,24 s nebo je
systolicky krevni tlak mensinez 100 mm Hg (13,33 kPa).
Betalec Tmg/mlje Konfraindikovan u pacienty, KieTisou
precitlivéli na kteroukoliv slozku pfipravku nebo jiné
betablokatory.

NEZADOUCI UCINKY

Betaloc 1 mg/ml je dobre tolerovan a nezadouci udinky jsou
obecné fMirne a reverzibilni. V mnoha registrovanych
pfipadech nebyl zjistén kauzalni vztah K Iécbé metoprololem.

- Frekvence vyskytu nezadoucich Gcink( jsou definovany

nasledovné: velmi ¢asto (210 %), ¢asto (1- 9,9 %), ojedinéle

(0,1- 0,9 %), vzacné (0,01- 0,09 %), velmi vzacné (<0,01 %).

Kardiovaskularni system:

Casto - bradykardie, posturéini poruchy (velmi vzacné

doprovazené synkopou), studene koncetiny, palpitace.

Ojedinéle - prechodné zhorseni symptomii srdecniho selhani,

A-V blok 1. stupné, edémy a bolestu srdce.

Vzacné - poruchy srdecniho vedeni, srdecni arytmie.

Velmi vzacné - gangréna u pacientl s jiz existujici tézkou

poruchou perifernino prokrveni.

Centralni nervovy system:

Velmi ¢asto - Unava.

Casto - zavraté a bolest hlavy.

Ojedinéle - parestézie, svalove kiece.

Gastrointestinalnf systém:

Casto - nauzea, bolest bficha, prijem, zacpa.

Ojedinéle - zvraceni.

Vzacné - sucho v ustech.

Krev:

Velmi vzacné - trombocytopenie.

Jatra:

Vzacné - abnormalni funkéni jaterni testy.

Velmi vzacné - hepatitida.

Metabolismus:

Ojedinéle - pfibyvani na télesné hmotnosti.

Svalova a kosterni soustava:

Velmi vzacné - artralgie.

Psychla tricke:
s 2 - uzprese, poruchy soustfedéni. ospalost nebo

naopak nespavost, nepfijemné noéni sny.

Vzacné - nervozita, Uzkost, impotence a sexualni poruchy.

Velmi vzacné - amnézie/poruchy paméti, zmatenost,

halucinace.

Respiracni systém:

Casto - dusnost pfi namaze.

Ojedinéle - bronchospazmus.

Vzéacné -ryma

Smysloveé organy:

Vzacné - poruchy vidéni, sucho v o¢ich nebo podrazdeéni odi,

zanét spojivek.

Velmi vzacné - huéeni v usich a poruchy chuti.

Kaze:

Ojedinéle - rash (ve formé psoriatiformni vyrazky

a dystrofickych koznich lézi), zvy3ené poceni.

Vzacné - vypadavani vlas(.

Velmi vzacneé - fotosenzitivita a zhorseni psoriazy.

"INTERAKCE

Zvyseny Iekarsky dohled vyzaduji vsichni pacienti, ktefi uzivaji
soucasné jina léciva s obsahem betar- sympatolytik (napf. oéni
kapky) a ganghop\eglk Soucasné uzivani inhibitor MAO se
nedoporucuje pro nebezpeCI zesileni hypotenzivniho ucinku
metoprololu, a rovnéz pro riziko vzniku hypertenzni krize, ke
které muze dojit az do 14 dnd po vysazeni IMAO.
Betablokatory mohou zvyraznit rebound hypertenzi’, ke kterée







