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Anotation:

Effects  of  α1,  α2,  β3 adrenergic agonists  on resting oxygen consumption and effects of  α and β2 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 α2 agonist increases slightly the 

resting oxygen consumption in the PBMC while, the β2 and the α antagonists inhibit the noradrenaline stimulated 

oxygen consumption considerably. The α1 and β3 agonists have no effect on the resting oxygen consumption. The 

NA termogenesis in the PBMC is mediated by β1 (25%), β2 (8%) and α2 (12%) adrenergic receptors and not by β3 

adrenoreceptors. The NA thermogenesis in the PBMC is mediated by different adrenoreceptors than the NA 

thermogenesis in the brown adipose tissue.

The NA thermogenesis of PBMC is independent on the presence of organic substrates in the cultivation 

medium. Administration of external substrates (glucose, glutamine, methionine) to the medium has no effect on 

resting  and  NA stimulated  oxygen  consumption  of  PBMC,  while  administration  of  cysteine  increases  NA 

stimulated oxygen consumption considerably, indicating that acetyl-CoA could be an important substrate for NA 

thermogenesis in PBMC.
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1.Úvod       „ Vynález je jen 1% inspirace a 99% dřiny “
                Thomas Alva Edison

Netřesovou  termogenezí  (NST)  bývá  označována  produkce  tepla  vyvolaná  působením 

katecholaminů u malých savců vystavených chladu (Janský, 1973). Největší množství tepla 

při  netřesové termogenezi  vzniká v hnědém tuku lokalizovaném především kolem páteře, 

mezi lopatkami a v podpažní jámě. Účinek katecholaminů je u malých savců zprostředkován 

hlavně  β3 adrenergními  receptory  umístěnými  na  membráně  cílových  buněk.  Byla  však 

prokázána  i  úloha  α1 adrenoreceptorů.  Biochemická  podstata  této  termogeneze  spočívá 

v odpřažení oxidací od fosforylací, v důsledku zpětného přesunu protonů přes mitochondriální 

membránu, prostřednictvím tzv. odpřahujících proteinů (UCP).  

Výzkum hormonální termogeneze u lidí  se potýká s   řadou problémů. Mezi ně patří 

velmi malý výskyt hnědé tukové tkáně,  obtížné získávání  lidských tkání  pro molekulárně 

biologické  studie  a  infuze  katecholaminů,  které  představují  určité  zdravotní  riziko  pro 

pokusné osoby. Navíc u dospělého člověka, který nemá dostatek hnědého tuku, nebyl výskyt 

netřesové  termogeneze  donedávna  předpokládán.  Recentní  nálezy  českých  autorů  však 

dokázaly existenci NST noradrenalinového a adrenalinového typu i u člověka (Lesná a kol., 

1999). 

Vzhledem  k mizivému  množství  hnědého  tuku  se  uvažuje  o  tom,  že  aktivace 

hormonální termogeneze u lidí  je řízena jinými mechanizmy než u živočichů, a to jak za 

podmínek in vivo, tak i za podmínek in vitro. Nedávné výsledky naší laboratoře prokázaly, že 

i izolované lidské leukocyty (PBMC) po aplikaci katecholaminů zvyšují svůj metabolismus 

(Janský  a  kol.,  2006).  Uvažuje  se  o  tom,  že  by  tedy  mohly  být  využity  pro  studium 

hormonální termogeneze za podmínek in vitro.

Dalším důvodem pro použití leukocytů při studiu hormonální termogeneze je, že u nich 

byla prokázána přítomnost specifických α a β adrenergních receptorů (Brodde a kol., 1986; 

Fleury a kol., 1997). Mechanizmus účinku katecholaminů na hormonální termogenezi PBMC 

a úloha různých typů adrenergních receptorů včetně vlivu exogenních substrátů, které jsou 

využívány  při tvorbě  tepla,  nebyly  dostatečně  studovány.  Cílem  této  práce  bylo 

farmakologickým přístupem a měřením spotřeby kyslíku u PBMC tuto problematiku vyřešit.



2. Literární přehled

2.1. Biochemická podstata hormonální termogeneze u živočichů a lidí

Hormonální termogeneze představuje výkonný termoregulační mechanismus zodpovědný za 

chladovou adaptaci savců. Podílí se na udržování tepelné homeostázy v chladu. Tato produkce 

tepla  není  závislá  na  svalových  kontrakcích  a  je  vyvolána  působením  katecholaminů 

(adrenalin, noradrenalin) na adrenergní receptory adipocytů hnědé tukové tkáně u živočichů 

(Janský, 1973). 

Hormonální termogeneze je vyvinuta nejvíce u malých savců, kde produkce tepla může 

osmkrát  převýšit  bazální  hodnoty.  S rostoucí  hmotností  organismu  velikost  hormonální 

produkce tepla klesá a u savců, kteří jsou těžší než 10 kg je už intenzita katecholaminové 

termogeneze  velmi  malá.  U  dospělých  zvířat  může  být  opětovně  vyvolaná  dlouhodobým 

působením  chladu  (Janský,  1973,  1988,  1995).  Hormonální  termogeneze  začíná  působit 

přibližně pod termoneutrální zónou a představuje tak první linii obrany vůči chladu. 

U živočichů je hormonální termogeneze řízena termoregulačními centry v hypotalamu a 

je realizována prostřednictvím nervových drah sympatického nervového systému. Při vnějším 

stresovém stimulu ať už jde o chlad či nadměrné přejídání (Perkins a kol.,  1981) dochází 

k uvolnění noradrenalinu a jeho vazbě převážně na β3 adrenoreceptory (Cannon a kol., 1996, 

2000; Zhao a kol., 1998) a na synergicky působící α1 adrenergní receptory (Zhao a kol., 1997; 

Bronnikov a kol., 1998) buněk hnědého tuku. Vazba katecholaminu na β3 adrenergní receptor 

vede přes stimulaci G(s)-proteinu k aktivaci  adenylátcyklázy.  Vzniká cAMP, který pracuje 

jako  druhý  posel  a  aktivuje  proteinkinázu  A (viz.  obr.  2.1.).  Proteinkináza  A fosforyluje 

hormon-senzitivní  lipázu,  která  katalyzuje  hydrolýzu  triacylglycerolů  na  glycerol  a  volné 

mastné kyseliny. Volné mastné kyseliny a acetyl-CoA slouží jako substrát pro mitochondriální 

β-oxidace a vyvolávají odpřažení těchto oxidací od fosforylace, takže nedochází k tvorbě ATP. 

V důsledku  oxidace  mastných  kyselin  vzniká  pak  pouze  teplo,  které  se  přenáší 

z adipocytů  hnědé  tukové tkáně krevním průtokem do celého organizmu.  Podmínkou pro 

produkci tepla  u živočichů je  přítomnost  specifického proteinu UCP1 o molekulární  váze 

32kDa, který se nachází na vnitřní straně mitochondriální membrány.



Obr. 2.1. Intracelulární signální dráhy pro β, α1 a α2 adrenergní receptory. 

(Bengtsson a kol., 1996, upraveno)

Jedná se  o  protonový kanál  s  vazbou na purinové  nukleotidy (GDP, ATP),  který je 

v klidovém stavu uzavřen. Volné mastné kyseliny odpojí GDP a učiní membrány mitochondrií 

propustné  pro  vodíkové  ionty  ze  substrátových  oxidací  zpět  do  mitochondriální  matrix 

(Cannon a kol., 1982; Ricquier a kol., 1983; Bouillaud a kol., 1986; Casteilla a kol., 1987). 

Tímto je zajištěno odpřažení oxidace od fosforylace a spalování substrátu pak může probíhat 

tak  dlouho,  dokud  je  přítomný  vhodný  substrát.  Tento  děj  je  závislý  na  stupni  aktivace 

sympatického  nervového  systému,  na  velikosti  produkce  noradrenalinu  a  na  množství 

substrátu. Nezávisí však na akceptoru energie ADP.

Hormonální  termogeneze  u  lidí  se  liší  v mnoha  ohledech  od  hormonální  netřesové 

termogeneze u živočichů a byla donedávna považovaná za málo pravděpodobnou (Cannon a 

kol.,  2000)  z důvodů nedostatečného množství  hnědé tukové tkáně u lidí  (Heaton,  1972). 

Teprve experimenty na lidech v termoneutrálním prostředí  s použitím různých koncentrací 

isoprenalinu, noradrenalinu a adrenalinu poukázaly na její přítomnost (Lesná a kol., 1999). 

Hormonální  termogeneze  u  chladově  neadaptovaných  lidí  je  indukována  působením 

noradrenalinu  a  adrenalinu.  U  chladově  adaptovaných  osob  je  adrenalinová  termogeneze 

potencována,  zatímco  noradrenalinová  termogeneze  není  chladovou  adaptací  ovlivněna 

(Janský a kol., 1996b, 1997; Šrámek a kol. 1999; Vybíral a kol., 2000 a,b).

Produkce tepla vyvolaná působením katecholaminů u lidí vzniká v kosterních svalech 



(Lundholm a kol., 1965; Astrup, 1986; Astrup a kol., 1984, 1985a,b, 1986, 1989; Simonsen a 

kol., 1999) a v bílé tukové tkáni (Simonsen a kol., 1992, 1993). Určitou roli v produkci tepla u 

lidí  zde  má  i  malé  množství  hnědé  tukové  tkáně  (Huttunen  a  kol.,  19981).  Vazba 

katecholaminů  na  efektorové  buňky  je  zprostředkovaná  β1 a  β2 adrenergními  receptory 

(Astrup a kol., 1989; Blaak a kol., 1994). Úloha α adrenergních receptorů nebyla neprokázána 

(Frank a kol., 1996). Produkce tepla a odpřažení mitochondriální β-oxidace od fosforylace se 

u lidí účastní především proteiny UCP2 (Negre-Salvayre a kol., 1997) a UCP3 (Giacobino, 

1999). Mechanizmus účinku katecholaminů a jeho biochemická podstata u lidí nebyla však 

zatím dostatečně objasněna.

2.2. Termogenní účinek ostatních hormonů

Je nesporné,  že  vedle  noradrenalinu mají  termogenní  účinek i  jiné hormony, jmenovitě 

adrenalin,  tyroidní  hormony,  glukagon,  steroidní  hormony,  adenokortikotropní  hormon 

(ACTH)  a  inzulin.  Termogenní  účinek  je  také  přisuzován  sympatomimetickým  látkám 

jako je např. isoprenalin, efedrin a kofein.

Adrenalinová termogeneze vzniká převážně ve svalech. Po působení adrenalinu vzniká 

v hnědém  tuku  jen  asi  40%  celkové  produkce  tepla.  U  zvířat  je  její  velikost  ovlivněna 

chladovou adaptací  jen málo a je menší než u noradrenalinu (Janský, 2003, 1993, 2002). 

Tyroidní hormony zvyšují bazální metabolismus asi o 10-50% a působí téměř na všechny 

orgány v  těle  s  vyjímkou mozku.  Jejich  účinek  je  spíše  permisivního  charakteru,  tzn.  že 

vytváří  podmínky pro  rozvoj  termogeneze  jiných hormonů.  Glukagonová  termogeneze  se 

vyskytuje hlavně u ptáků a je lokalizovaná v kosterní svalovině a v játrech. Existuje řada 

údajů,  které  naznačují,  že  hormony  se  ve  svém termogenním účinku  vzájemně  doplňují. 

Detailní  biochemický  mechanizmus  termogenního  působení  různých  hormonů  není  však 

definitivně objasněn (Janský, 2005).

2.3. Adrenergní receptory a jejich fyziologická funkce

Adrenergní  receptory  (adrenoreceptory)  jsou  membránové  povrchové  proteiny,  které 

zprostředkovávají působení katecholaminů (adrenalin, noradrenalin) na membránách cílových 

buněk.  Patří  do  rozsáhlé  rodiny  receptorů  spojených  s G-proteiny  (Kobilka,  1992).  Tato 

rodina obsahuje 



 několik stovek členů, zejména receptorů pro peptidy (vasopresin, oxytocin, angiotenzin), pro 

bílkoviny (glukagon, folikuly stimulující hormon, luteinizační hormon), pro katecholaminy a 

jiné malé molekuly (acetylcholin, dopamin, histamin, prostaglandin) a také pro světlo.

Adrenoreceptory jsou tvořeny jednovláknovým polypeptidickým řetězcem obsahujícím 

sedm  transmembránových  úseků  (domén),  které  jsou  složeny  z 20-30  hydrofobních 

aminokyselin.  Domény  procházející  membránu  mají  konformaci  α–helixů  a  jejich  C-

terminální konec směřuje dovnitř  buňky, kdežto N–terminální  konec směřuje ven z buňky 

(obr. 2.3). Cytoplasmatické domény poskytují vazebná místa pro fosforylaci proteinkinásy A, 

proteinkinásy  C  a  G-protein  receptor  kinásy  (Lefkowitz  a  kol.,  1988;  Strosberg,  1991; 

Kobilka, 1992; Strosberg, 1992).

Farmakologická  klasifikace  adrenergních  receptorů  na  α  a  β-adrenoreceptory  byla 

poprvé  provedena  Ahlquistem  v roce  1948  na  základě  vazby  specifických  agonistů  a 

antagonistů  a  jejich rozdílné afinitě  k receptorům. V současné  době  rozlišujeme tři  hlavní 

skupiny  adrenoreceptorů:  α1 adrenergní  receptory,  α2 adrenergní  receptory  a  β  adrenergní 

receptory. β adrenoreceptory se dále dělí na tři podskupiny (β1, β2 a β3).

Obr.  2.3.  Strukturní  model  adrenergních  receptorů. (A)  Boční  pohled  na  transmembránové  domény  receptoru 

s navázanou molekulou noradrenalinu. (B) Horní pohled na receptor. Zachycena vazba noradrenalinu na transmembránové 

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



Všechny  typy  adrenergních  receptorů  se  liší  svojí  funkcí,  molekulární  stavbou, 

strukturou i vazbou specifických farmak. Vyskytují se prakticky ve všech orgánech a tkáních 

zvířat i lidí. Adrenergní receptory mají důležité regulační úlohy v řadě metabolických drah. 

Jednou z nich je katecholaminová indukce hormonální termogeneze u živočichů.

Katecholaminy  (adrenalin,  noradrenalin)  prostřednictvím  adrenoreceptorů  podmiňují 

glykogenolysu v játrech a svalech, lipolysu v tukové tkáni, vasodilataci v kosterní i srdeční 

svalovině, mozku a vasokonstrikci cév kůže a střev. Navozují uvolnění plicních bronchů a 

bronchiolů,  zvyšují  rychlost  a sílu srdečních stahů,  zvyšují  krevní  tlak.  Jsou produkovány 

prakticky za všech stresových situací.

2.4. α1 a α2 adrenergní receptory

α1  adrenergní  receptory  jsou  složeny  z 466-560  aminokyselin  a  podle  nové  nomenklatury 

(Hieble a kol., 1995; Watson a kol., 1995; Kikuchi-Utsumi a kol., 1997) se rozdělují do třech 

funkčních podskupin na (α1A, α1B a α1D). Jejich klasifikace vychází z různých afinit několika 

antagonistů k receptorům. Farmaka 5-methyl urapidil (5-MU), WB4101 a (+)-niguldipin mají 

vysokou afinitu k α1A adrenergním receptorům, chlorethylclonidin k α1B adrenoreceptorům 

(Ford a  kol.,  1994;  Minneman a kol.,  1994)  a  antagonista  BMY 7378 k α1D receptorům 

(Goetz a kol., 1995; Saussy a kol., 1996). 

α1A adrenergní receptorová stimulace vede přes aktivovaný G(q)-protein k mobilizování 

intacelulárních Ca2+ zásob (Michell, 1975). Zvýšená koncentrace Ca2+  iontů způsobí pomocí 

aktivované  fosfoinositidásy  C  (PIC)  štěpení  fosfatidylinositolu  4,5-bis-fosfátu  (PIP2)  na 

inositol 1,4,5-trifosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG). 

Při  pokusech  na  potkanech  byla  zjištěna  přítomnost  α1A adrenergních  receptorů  ve 

slezině, hnědé tukové tkáni, srdci, mozkové kůře a cévních stěnách; α1B adrenoreceptory jsou 

exprimovány v játrech, srdci, mozkové kůře, slezině a méně početněji v hnědé tukové tkáni; a 

α1D  adrenergní  receptory  se  vyskytují  převážně  v srdci,  mozku  a  hnědé  tukové  tkáni 

(Lomasney a kol., 1991; Kikuchi-Utsumi a kol., 1997).

α2 adrenergní receptory se podle farmakologické klasifikace rozdělují do 4 podskupin na 

α2A, α2B , α2C a α2D. Podstata efektorové dráhy α2 adrenergních receptorů spočívá 



v inhibici adenylátcyklázy přes G(i)-protein. Po aktivaci α2 adrenergních receptorů dochází ke 

snížení  koncentrace  intracelulárního  cAMP.  α2  adrenoreceptory  se  vyskytují  v mnoha 

orgánech a tkáních - především krevních destičkách, cévách, slezině, plicích, srdci, játrech, 

ledvinách, pankreatických ostrůvcích, v zažívacím traktu a tukové tkáni (Lomasney a kol., 

1991).  Podílejí  se  na  vasokonstrikci  cév,  agregaci  krevních  destiček,  insulinové  sekreci, 

zpětné resorpci sodíku v ledvinách a na kontrole funkcí sympatického nervového systému. 

2.5. β1, β2 a β3 adrenergní receptory

β adrenergní receptory jsou složeny z 477 aminokyselin a podle farmakologické studie z roku 

1967 (Lands a kol., 1967) se rozdělují do dvou významných podskupin, a to na β1 a β2. Obě 

dvě  receptorové  podskupiny  mají  velkou  afinitu  ke  katecholaminům.  Vazba  adrenalinu  a 

noradrenalinu  na  β1 adrenoreceptor  je  stejně  silná,  kdežto  u  β2 adrenoreceptoru  je  vazba 

noradrenalinu  silnější  než  adrenalinu  (Perkins,  1991).  β1,2 receptory  jsou  spojené  s G(s)-

proteinem a po navázaní katecholaminu na receptor dojde k aktivaci adenylátcyklázy. Vzniká 

cAMP,  který  slouží  jako  druhý  posel.  β1 adrenergní  receptory  jsou  vysoce  exprimovány 

v srdci,  mozkové kůře,  slinných žlázách ,  bílé tukové tkáni a myocytech (Bahouth a kol., 

1997;  Perkins,  1991).  Zatímco  β2 receptory  se  nacházejí  převážně  v hladké  svalovině 

močového  měchýře,  bronchů  a  v  ostatních  tkáních.  Po  působení  adrenalinu  způsobují 

uvolnění hladkých.

β3 „atypický“  adrenergní  receptor  byl  poprvé  objeven v 80.  letech  dvacátého století 

Harmsem (Harms a kol., 1977). Jedná se o adrenergní receptor složený z 408 aminokyselin, 

který se liší molekulární strukturou, funkcí i farmakologickým profilem od β1,2 adrenergních 

receptorů.  β3 adrenergní  receptor  neobsahuje  rozpoznávací  vazebná  místa  pro  cAMP-

dependentní  kinázu  a  G-protein  vázanou  receptor  kinázu  (GRK)  (Emorine  a  kol.,  1989; 

Nahmias a kol., 1991; Strosberg, 1992), a je pouze z 40-50% homologní s β1,2 adrenergními 

receptory. Také mechanizmus β3 adrenergní receptorové regulace je odlišný od β1,2 adrenergní 

regulace.  Po  navázání  katecholaminu  na  β3 adrenoreceptor  dochází  k jeho  fosforylaci  β-

adrenoreceptor kinázou a odpřažení receptoru od signální dráhy (Summers a kol.,  1995a). 

Hlavním biologickým efektem β3 adrenoreceptorů je zprostředkování lipolysy v bílé tukové 



tkáni  a  termogeneze  v adipocytech  hnědé  tukové  tkáně.  β3 adrenoreceptory  se  vysoce 

exprimují v bílé a hnědé tukové tkáni (Arch a Kaumann, 1993), v srdci, kosterní svalovině, 

svalech zažívacího traktu (Bond a kol., 1988; Challiss a kol., 1988; Kaumann,1989) a střevní 

mukose (Roberts a kol., 1995).

2.6. Výskyt adrenergních receptorů na lidských izolovaných leukocytech

Lidské izolované leukocyty exprimují na svých buněčných membránách řadu receptorů mezi 

nimiž jsou i adrenergní receptory. Práce Ricciho (Ricci a kol., 1999) prokázala výskyt všech 

tří typů α1 adrenergních receptorů. Poměrově nejvíce zastoupeny. jsou α1B adrenoreceptory. 

Další práce spojené s výzkumem povrchových receptorů prokázaly na lidských izolovaných 

leukocytech výskyt i α2 adrenergních receptorů (Titinchi a kol., 1984; Goin a kol., 1991) a β2 

adrenoreceptorů (De Blasi a kol., 1985; Heaen a kol., 1991). Přítomnost β1 a β2 adrenergních 

receptorů částečně prokazala i moje bakalářská práce (Mikulka, 2005). 

Množství  β  adrenergních  receptorů  se  na  povrchu  lymfocytů  zvyšuje  s narůstajícím 

věkem (Gietzen a kol., 1991), ale u žen také v luteální fázi menstruačního cyklu (Tan a kol., 

1996). Dále se exprese adrenergních receptorů mění po fyzické zátěži, kdy se zvyšuje počet β 

adrenergních receptorů na povrchu lymfocytů, a to především receptorů β2 (Graafsma a kol., 

1990).  Z výsledků je  zřejmé,  že  receptory silně  reagují  na  různé  druhy zátěže  a  stresové 

faktory.

2.7. Úloha vnitrobuněčných signálních molekul

G-protein a adenylátcykláza

Guanin  nukleotid-vázající  protein  patří  mezi  membránové  komponenty  spojené  s 

povrchovými  membránovými  receptory  (Emorine  a  kol.,  1991).  G-protein  přenáší  signál 

dovnitř do buňky a zprostředkovává aktivaci či inaktivaci adenylátcyklázy, která katalyzuje 

tvorbu intracelulárního cAMP z ATP za přítomnosti hořčíku. G-protein je složen z α, β a γ 

podjednotek. Podjednotka α se skládá přibližně z 20 členů, které jsou rozděleny do α(s), α(i), 

α(q) a α(12) skupin. Podjednotka β se skládá z 5 skupin (β1-5) a podjednotka γ je složena 



z  6  skupin  (γ1-6)  (Neer,  1995).  Vazba  hormonu  na  receptor  navodí  receptorem 

zprostředkovanou aktivaci G(s)-proteinu, což představuje na Mg2+ závislou vazbu GTP na α 

podjednotku a následně rozpojení podjednotek β a γ od α podjednotky. Komplex α(s)-GTP 

následně aktivuje adenylátcyklázu (Hepler a kol., 1992). Podjednotka α(s) má svou vlastní 

GTPasovou aktivitu a aktivní forma α(s)GTP je inaktivována po hydrolýze GTP na GDP. 

Vytváří se znovu trimerní komplex G(s)-proteinu, který je opětovně použit. 

cAMP a proteinkináza

cAMP  je  cyklická  3`,5`-adenylová  kyselina  vznikající  z ATP  působením  enzymu 

adenylátcyklázy.  Má klíčovou úlohu při  působení  řady  hormonů a  slouží  jako  tzv.  druhý 

posel. Intracelulární hladina cAMP se zvyšuje nebo snižuje vlivem různých hormonů, a tento 

účinek je v různých tkáních různý.

Proteinkináza je cAMP-dependentní heterotetramerní molekula složená z 2 regulačních 

podjednotek (R) a 2 katalytických podjednotek (C). Vazba cAMP na R podjednotku způsobí 

odštěpení R podjednotky od C podjednotky. Uvolněná C podjednotka následně fosforyluje a 

aktivuje hormon-senzitivní lipasu. Lipasa následně hydrolyzuje TAG a vzniklé volné mastné 

kyseliny jsou použity pro mitochondriální oxidace. 

Všechny  vnitrobuněčné  signální  molekuly,  ať  už  jde  o  cAMP,  ionty  Ca2+,  enzymy 

proteinkinázu a adenylátcyklázu nebo o G-proteiny, se podílejí na přenosu signálu vzniklém 

vazbou katecholaminů na adrenergní receptory. Účastní se biochemické regulace hormonální 

termogeneze u živočichů a u lidí. 

2.8. Hnědá tuková tkáň

Hnědá tuková tkáň,  dříve nazývaná hibernační  žlázou (Smith,  1964),  je součástí  pojivové 

tkáně, která je přítomna u malých savců, hlodavců a dalších hibernátorů. U malých savců 

reprezentuje 1-2% celkové tělesné váhy (Smith a kol., 1969; Himms-Hagen, 1976; Foster a 

kol., 1978b). Vyskytuje se převážně v malých ostrůvcích po celém těle, zejména však kolem 

lopatek a jámy podpažní, v oblasti šíje a kolem velkých tepen hrudníku. Hnědá tuková tkáň je 

z 20-25% inervovaná sympatickým nervovým systémem a podléhá regulaci hypotalamem. Je 

bohatě cévně zásobena, což přispívá k rychlému přímému transportu produkovaného tepla do 



celého organizmu (Smith, 1964). Hnědá tuková tkáň je složena z nezralých pre-adipocytů, 

vyzrálých forem adipocytů, endoteliálních a intersticiálních buněk a žírných buněk mastocytů. 

Adipocyty hnědé tukové tkáně jsou malé kulaté multi-vakuolní buňky s centrálně uloženým 

buněčným jádrem a velkým množstvím mitochondrií, které obklopují četné tukové vakuoly 

(Hull,  1966).  Barva  hnědé tukové tkáně  je  zapříčiněna velkým množstvím cytochromu C 

(Smith, 1962). Mitochondrie na vnitřní membránové dvojvrstvě obsahují odpřahující proteiny 

(UCP) schopné odpřažení buněčné oxidace od fosforylace. Hnědá tuková tkáň se vyznačuje 

velkou plasticitou. Za určitých podmínek je schopna se přeměnit na bílou tukovou tkáň a 

naopak.

2.9. Metody měření hormonální termogeneze

Přímé měření hormonální termogeneze u celého organizmu je obtížné. Využívá se řada metod, 

které lze vzájemně kombinovat. Produkci tepla lze měřit těmito způsoby: 

1. Přímé měření produkce tepla nebo spotřeby kyslíku u jedinců vystavených nízkých 

    teplotám za současného měření svalového třesu. 

2. Blokáda hormonální termogeneze specifickými farmaky u živočichů, vystavených mírnému

    chladu. Míra poklesu chladem stimulované produkce tepla je měřítkem netřesové 

    termogeneze. 

3. Intravenozní aplikace různých koncentrací noradrenalinu savcům v termoneutrální zoně za 

    současného měření velikosti vyloučeného tepla. 

Tímto  způsobem  je  možné  stanovit  dose-response  křivku  mezi  různými  dávkami 

noradrenalinu a metabolickou odpovědí živočicha (Brück a kol., 1976; Mejsnar a kol., 1976). 

U člověka je studium NST komplikováno faktem, že nelze bez větších potíží využít 

adrenalinového  či  noradrenalinovaného  testu  pro  kvantitativní  stanovení  NST,  poněvadž 

aplikace  těchto  farmak  vede  k  tachykardii,  zvýšení  krevního  tlaku  a  dalším  zdravotním 

problémům.  Bez  lékařského  dohledu  nelze  tyto  pokusy  provádět  na  lidech.  Pro  měření 

hormonální termogeneze byly proto použity izolované lidské lymfocyty, jakožto modelový 

systém, který by mohl být využit k vysvětlení podstaty lidské hormonální termogeneze.



3. Cíle práce

Cílem  magisterské  diplomové  práce  bylo  objasnit  mechanizmus  působení  noradrenalinu 

v termogenezi izolovaných lidských bílých krvinek (PBMC). Práce byla provedena metodou 

měření spotřeby kyslíku PBMC pomocí Clarkovy kyslíkové sondy ve vhodném kultivačním 

médiu. 

1. Prvotním cílem práce bylo zjistit, který typ adrenergních receptorů zprostředkovává 

hormonální termogenezi izolovaných lidských bílých krvinek.

2. Dalším cílem bylo objasnit, které exogenní substráty mohou hormonální termogenezi 

PBMC ovlivnit.

Tato práce je součástí širší studie prováděné v laboratoři Fyziologie živočichů na Biologické 

fakultě,  která  se  zabývá  možností  výskytu  hormonální  termogeneze  u  lidí  a  buněčnými 

mechanizmy, které výskyt hormonální termogeneze u člověka podmiňují.



4. Materiál a metody

4.1. Odběr a zpracování vzorku

Krevní vzorky byly získávány od dobrovolných zdravých dárců ve věku 18 – 25 let. Skupinu 

tvořili  studentky  a  studenti  Jihočeské  univerzity  v Českých  Budějovicích.  Bylo  vždy 

odebíráno  18  ml  žilní  krve  z předloktí  do  sterilních  9ml  heparinizovaných  zkumavek 

Vacuette® (Greiner  bio–one  GmbH,  Austria)  uzavřeným  odběrovým  systémem  pomocí 

plastového  odběrového  nástavce  a  oboustranné  jehly  (Greiner  bio–one  GmbH,  Austria). 

Odběr prováděla kvalifikovaná zdravotní sestra z ordinace MUDr. F. Součka. Krevní vzorek 

byl vždy ručně promíchán a do 15 minut zpracován.

4.2. Izolace bílých krvinek (PBMC – peripheral blood mononuclear cells)

Lidské mononukleární buňky byly izolovány z heparinizované venózní krve metodou hustotní 

gradientové centrifugace za použití izolačního roztoku Ficoll – PaqueTM PLUS (Amersham 

Pharmacia Biotech AB, Sweden) a pufrovaného fyziologického Hanksova roztoku (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Germany). Do třech sterilních zkumavek o objemu 15 ml (GAMA 

GROUP a.s.,  Czech Republic)  bylo  přidáno 6 ml  krve a  6  ml   Hanksova fyziologického 

roztoku. Naředěná krev byla řádně promíchána.

Do šesti sterilních 15ml zkumavek bylo napipetováno 3 ml izolačního Ficoll – PaqueTM 

PLUS roztoku a  na hladinu bylo následně opatrně vrstveno 6 ml naředěné krve tak,  aby 

nedošlo  k vzájemnému promíchání  a  utvořily  se  dvě  oddělené 

vrstvy.  Vzorky  byly  poté  centrifugovány  40  minut  při  1200 

ot./min.  v centrifuze  (Hettich  Zentrifugen,  Denmark)  při 

laboratorní teplotě.

Krevní  vzorek  se  centrifugací  rozdělil  do  tří  vrstev,  na 

sediment, supernatant a vrstvu mononukleárních buněk, která se 

vytvořila  uprostřed  sloupce  supernatantu.  Vzniklý  prstenec 

mononukleárních  buněk  byl  přepipetován  do  nové  sterilní 

zkumavky.  Následně  bylo  přidáno  10  ml  fyziologického 

Hanksova roztoku a obsah se centrifugoval 10 minut při 1200 

ot./min. při laboratorní teplotě. 

Obr. 4.2. Izolace PBMC



Toto promytí se provádělo celkem dvakrát za účelem očistit mononukleární buňky od 

sérových proteinů a roztoku Ficoll – PaqueTM PLUS. Po slití supernatantu byly vyizolované 

PBMC  resuspendovány  v 200  μl  příslušného  kultivačního  média  a  rozděleny  do  dvou 

alikvótů. Jeden byl ihned použit k měření spotřeby kyslíku a druhý byl uschován v Sanyo CO2 

kultivátoru (Schoeller Instruments s.r.o, Czech Republic) při 37˚C a 3,5% CO2 pro pozdější 

opakované  měření.  Použité  roztoky  byly  skladovány  při  teplotě  4˚C  a  před  použitím 

vytemperovány  na  laboratorní  teplotu.  Izolace  byla  prováděna  asepticky  v digestoři  Juan 

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

4.3. Stanovení počtu bílých krvinek (PBMC)

Počet bílých krvinek (PBMC) byl stanoven před každým měřením pomocí mikroskopického 

odečítání  (mikroskop ARSENAL s.r.o.,  Czech  Republic  )  v Bürkerově  komůrce  (Meopta, 

Czech Republic). 10 μl suspenze PBMC bylo ředěno 90 μl trypanové modři (0,5% vodný 

roztok). Bílé krvinky byly následně počítány v 25 středních čtvercích při zvětšení 160x.

Jejich počet byl stanoven podle vzorce:  počet buněk v 25 polích x 2  x ředění  x 104 = 

počet buněk/ml

4.4. Měření spotřeby kyslíku

Princip polarografického měření spotřeby kyslíku

Objev polarografie  (1922)  a  její  zavedení  do elektrochemické praxe je  spojen se  jménem 

profesora Jaroslava Heyrovského (Nobelova cena za chemii v roce 1959). Stanovení spotřeby 

kyslíku PBMC je založeno na polarografickém principu. 

Je-li  na  dokonale  polarizovatelnou  Pt  katodu  vložen  dostatečně  vysoký  záporný 

potenciál  vůči  nepolarizovatelné  referentní  Ag/AgCl  anodě,  rozpuštěný  kyslík  ve 

stanovovaném roztoku se začne na povrchu katody redukovat na H2O, potřebné elektrony jsou 

produkovány při oxidaci anody. Následkem toho začne mezi elektrodami elektrochemického 

článku procházet difúzní elektrický proud, který nese vlastní analytický signál. Za přítomnosti 

základního elektrolytu je přenos depolarizátoru k povrchu elektrody řízen pouze difúzí. Děj je 

závislý na rychlosti transportu kyslíku z hlavního objemu 



tekutiny  přes  permeabilní  polyethylenovou  (PE)  membránu,  která  je  propustná  pro 

kyslík (i jiné plyny, jako H2S, Cl2
-,SO2

-),  ale nepropustná pro ionty a většinu adsorptivních 

nečistot v roztocích.

Pokud  vložíme  na  katodu  dostatečně  vysoký  záporný  potenciál,  elektrochemická 

redukce kyslíku vzhledem k transportu ke katodě není ničím limitována. Koncentrace kyslíku 

je pak na povrchu katody nulová a vznikající difuzní proud je omezen pouze rychlostí difúze 

kyslíku  k povrchu  katody  (Linek  a  kol.,  1987).  Vznikající  ustálený  proud  je  pak  přímo 

úměrný  koncentraci  či  parciálnímu  tlaku  depolarizátoru  (kyslíku).  Na  této  úměrnosti  je 

založeno kvantitativní stanovení koncentrace kyslíku v plynné či tekuté fázi. 

Polarografií je možno také stanovovat kvalitu plynů. Kvalitativní stanovení je založeno 

na faktu, že každá látka má své typické rozkladné záporné napětí (mV), při kterém se začne 

vylučovat  –  reagovat  s povrchem elektrody a  přitom se redukuje (nebo oxiduje).  Měříme 

tzv.polarografické  křivky,  kde  půlvlnový  potenciál  umožňuje  kvalitativně  identifikovat 

depolarizátor.  Výška  vlny  je  podle  Ilkovičovy  rovnice  přímo  úměrná  koncentraci 

depolarizátoru. Základním předpokladem smysluplného používání sond je nastavení takových 

podmínek, aby sonda pracovala v oblasti limitního difúzního proudu.

Popis měřicího systému

Pro  měření  spotřeby  kyslíku  byla  použita  Clarkova  kyslíková  sonda  (firma  RNDr.Viktor 

Dvořák, Czech Republic). Schéma konstrukce sondy je na obr. 4.4.1. Sonda je tvořena dvěma 

elektrodami,  dokonale  polarizovatelnou Pt  katodou (A)  a 

nepolarizovatelnou  Ag/AgCl  referentní  anodou  (CH).  Pt 

katoda  je  zatavena ve  skleněné trubičce  (I)  o  průměru 4 

mm,  která  je  zasazena  do  umělohmotného  těla  (F).  Na 

povrchu je pokryta polyetylenovou membránou (B), která 

umožňuje  reprodukovatelný  transport  depolarizátoru 

(kyslíku)  k platinové  plošce  o  průměru  0,2  mm  (A). 

Polyethylenová  membrána  je  upevněna  na  umělohmotné 

pouzdro  (D)  kovovým  plochým  kroužkem  (C).  Uvnitř 

pouzdra  sondy  je  gumový  těsnící  kroužek  (E)  a  komora 

(D),  která  je  naplněna  indiferentním  elektrodovým 

elektrolytem (0,1 M KCl). 
Obr. 4.4.1. Schéma Clarkovy kyslíkové sondy



Elektrolyt je plněn otvorem (H) v pouzdře sondy. Indiferentní elektrodový elektrolyt je 

látka do vysokého stupně disociovatelná, jejíž komponenty v používaném rozsahu potenciálů 

nereagují s žádnou z obou elektrod. Slouží k přenosu elektronů a rozložení elektrického pole 

mezi  elektrodami.  Obě  elektrody  Clarkovy  kyslíkové  sondy  jsou  propojeny  koaxiálním 

kabelem ke zdroji  napětí  a vlastnímu regulačnímu modulu.  Ten je  spojen s počítačem, ve 

kterém jsou vyhodnocována naměřená data. 

Měřicí komůrka (obr. 4.4.2.)

Vlastní měření pomocí kyslíkové sondy probíhá ve vnitřní skleněné měřicí komůrce (E) o 

objemu 3,6 ml. Ta je umístěna ve  skleněném plášti (B), jímž protéká voda o teplotě 37˚C, 

která  je  ohřívána  ve  vodní  lázni  průtokovým 

termostatem  TE-10D  (Techne,  Great  Britain). 

Komůrka  je  připojena  k vodní  lázni  dvěmi 

gumovými hadicemi  (C)  a  na  dně vnitřní  měřicí 

komůrky je umístěno magnetické míchadlo, které 

je  poháněno  elektromagnetickou  míchačkou  (D) 

(IKA color Squit, Germany).

Clarkova kyslíková sonda (A) je vsunuta do 

postraního  otvoru  pláště  komůrky  a  její  měřicí 

konec  ústí  do  vnitřní  části  komůrky.  Vzorky 

PBMC, chemikálie a farmaka jsou přidávány do 

Obr. 4.4.2. Měřicí komůrka                              

komůrky  otvorem  v  zabroušeném  skleněném kohoutu.  Před  vlastním  měřením se  měřicí 

komůrka cca 45 minut temperuje na teplotu 37˚C a 5x promývá destilovanou vodou, aby se 

odstranily zbytky chemikálií, buněk či média z předchozích měření. 

Regulační modul

Naměřený signál z Clarkovy kyslíkové sondy v podobě elektrického proudu (mA) je přijímán 

regulačním modulem (firma RNDr.Viktor Dvořák, Czech Republic). Ten nejen že umožňuje 

ruční nastavení offsetu, hodnot rozkladného záporného referenčního napětí (-mV) a zesílení 

vlastního  výstupního  signálu,  ale  i  přeměňuje  získaný  elektrický  proud  na  digitalizované 

jednotky, které posílá do počítače ke zpracování.



Hodnoty  rozkladného  záporného  napětí  se  nastavují  na  hodnotu  -700  mV pomocí 

měřicího programu DIAdemTM modul DAC (National Instrument, Ireland). Tato hodnota je 

experimentálně zjištěna pro každou sondu zvlášť pomocí voltamperové charakteristiky, při 

které se plynule zvyšuje vkládané záporné napětí na katodě a sleduje se změna výstupního 

elektrického proudu. Z naměřených polarografických křivek pro kyslík (vzduch rozpuštěný ve 

vodě) a dusík (plynný dusík rozpuštěný ve vodě) se  určí  hodnota rozkladného napětí  pro 

stanovovaný plyn.

Kalibrace

Před každým měřením Clarkovou kyslíkovou sondou bylo třeba provést kalibraci systému. Ta 

se prováděla těsně před a po vlastním měření. Ke stanovení nulových hodnot koncentrace 

kyslíku bylo použito malé množství redukčního činidla (dithioničitan sodný) rozpuštěného 

v destilované vodě.  Ke stanovení  maximální  koncentrace kyslíku byla  použita  destilovaná 

voda,  která  byla  intenzivně  probublávána  vzduchem po  dobu přibližně  30  minut  pomocí 

akvarijní vzduchovací pumpy Elite 799 (Pláček s.r.o., Czech Republic).

Do měřicí komůrky se nejprve přidala voda nasycená vzduchem a měřily se hodnoty 

signálu po dobu cca 3 minut. Po ustálení signálu sondy byla přidána voda s rozpuštěným 

dithioničitanem sodným a opět se po dobu 3 minut měřil signál. Takto naměřené hodnoty byly 

použity pro dvoubodovou kalibraci systému.

Z hodnot dvoubodové kalibrace byl sestrojen graf časového průběhu a pomocí programu 

MS Excel  byly  určeny  rovnice  lineárních  regresí.  Pomocí  těchto  rovnic,  znalostí  časové 

závislosti  hodnot  měření  a  znalostí  hodnot  kalibrace pro nulové a  maximální koncentrace 

kyslíku byly hodnoty v countech (softwarové jednotky programu DIAdem) přepočítány do 

jednotek  vyjadřujících  koncentraci  kyslíku  v μmol.  Tato  koncentrace  se  vypočetla  podle 

následujícího algoritmu:

 [(A-B)*0,217] / [C-B]

A – hodnoty signálu v countech při  měření,  B – hodnoty signálu v countech při  kalibraci 

dithioničitanem sodným,  C – hodnoty signálu v countech při kalibraci plynným vzduchem 

rozpuštěným ve vodě

Při kalibraci vycházíme z předpokladu, že voda nasycená vzduchem při teplotě 37˚C obsahuje 

0,217 μmolO2/ml (Zhao a kol., 1997). Víme-li, jaký je obsah kyslíku odvozený z teploty a 

objemu, můžeme přesně určit, kolik kyslíku bylo spotřebováno.



Průběh vlastního měření

Před počátkem pokusu byla měřicí komůrka vytemperovaná na provozní teplotu 37˚C. Do 

komůrky bylo přidáno injekční stříkačkou příslušné kultivační médium (viz. příloha 10.1.) a 

následně byl měřen signál sondy po dobu cca 35 minut. Po ustálení signálu sondy byly do 

komůrky aplikovány PBMC resuspendované v 200 μl kultivačního média. Klidová spotřeba 

kyslíku PBMC byla měřena cca 10 minut a poté byly přidávány do komůrky v 10 minutových 

intervalech ostatní chemikálie a farmaka (viz. kapitola 4.6.) v různých koncentracích.

4.5. Zpracování naměřených dat

K  vyhodnocení  naměřených  dat  Clarkovou  kyslíkovou  sondou  bylo  použito  programu 

DIAdemTM verze 7.00 (National Instrument, Ireland). Program pracuje ve dvou modulech. 

Modul  DAC  slouží  k  ovládání  měření  a  zaznamenávání  dat  odesílaných  z regulačního 

zařízení.  Modul  TDM  umožňuje  získaná  data  v softwarových  jednotkách  countech  (viz. 

kapitola  4.4.)  zpracovávat.  Hodnoty  v  countech  byly  nejprve  přepočítány  na  jednotky 

v μmol*l-1 O2. Tyto přepracovaná data byla následně zpět vložena do DIAdem TDM modulu, 

kde byla dále upravována.

Z křivky získané měřením byly vybrány pětiminutové oblasti odpovídající koncentraci 

kyslíku v samotném médiu, klidové spotřeby kyslíku bílých krvinek a spotřeby kyslíku při 

použití různých farmak a chemikálií. Tyto pětiminutové intervaly byly vždy vyjmuty po 2,5 

minutách měření jednotlivých sledovaných úseků. U jednotlivých pětiminutových datových 

intervalů byla provedena stobodová lineární regrese. 

Data  byla  dále  transportována  do  MS  Excelu,  kde  se  jednotlivé  spotřeby  kyslíku 

datových  úseků  přepočítaly  na  standardizovanou  jednotku  nmolO2*min.-1*10-6  buněk. 

Z naměřených a přepočítaných hodnot byl u každého pokusu vytvořen sloupcový graf v MS 

Excelu, znázorňující nejen klidovou spotřebu kyslíku bílých krvinek, ale i spotřebu kyslíku 

PBMC ovlivněnou přidanými farmaky či chemikáliemi. 

Získané výsledky byly statisticky vyhodnoceny v programu STATISTICA 6.0 (StatSoft, 

Inc.,  USA).  Pro  grafické  vyjádření  a  analýzu  naměřených  dat  byla  použita  deskriptivní 

statistika a párový jednostranný t-test.



4.6. Použitá kultivační média, farmaka a chemikálie

Výčet  použitých  kultivačních  médií,  farmak  a  chemikálií  s  údaji  o  výrobci,  molekulové 

hmotnosti,  katalogovém čísle  a  stručném biologickém působení  shrnují  tabulky č.1,  2,  3. 

Farmakologické  vlastnosti  většiny  použitých  léčiv  včetně  detailního  chemického  složení 

jednotlivých kultivačních médií je uvedeno v příloze.

Tab.č.1

 Název Katalogové číslo Výrobce Použití
 Hanks balanced 10-543 Sigma-Aldrich udržování pH
 salt solution    
 RPMI-1640 BE12-702F Cambrex Bio Science kultivace a výživa PBMC
 with L-glutamine    
Kultivační RPMI-1640 BE12-167F Cambrex Bio Science kultivace a výživa PBMC

média without L-glutamine    
 RPMI-1640 BE12-752F Cambrex Bio Science kultivace a výživa PBMC
 with L-glutamine    
 without glukose    
 DMEM without BE12-734F Cambrex Bio Science kultivace a výživa PBMC
 L-Glutamine,L-Cystine,    

 and L-Methionine    

Tab.č.2.

 Název M r Výrobce Popis
 Norepinephrini 169,18 Zentiva a.s. alfa-adrenergní sympatomimetikum
 hydrogenotartras    
 Phentolamine 317,8 Sigma-Aldrich alfa-adrenergní antagonista
 hydrochloride   
 Clonidine 266,6 Sigma-Aldrich alfa2-adrenergní agonista
 hydrochloride   
 L755 598,2 Tocris Bioscience beta3-adrenergní agonista
 Dobutamini neuvedeno Lachema a.s. beta1-adrenergní agonista
 hydrochloridum    
Farmaka Betaloc neuvedeno AstraZeneca AB beta1-adrenergní antagonista
 (metoprololi tartras)   inhibice agonistického účinku katecholaminů
 Bricanyl neuvedeno AstraZeneca AB beta2-adrenergní agonista
 (terbutalini sulfas)    
 ICI - 118,551 313,87 Tocris Bioscience  beta2-adrenergní antagonista
 hydrochloride    
 Cirazoline 270,76 Tocris Bioscience  alfa-adrenergní agonista
 hydrochloride    



Tab.č.3.

 Název M r Výrobce Popis
 L-Cysteine 240,3 Sigma-Aldrich neesenciální AMK
     glutamatergic receptor agonista

Chemikálie L-Methionine 149,21 Sigma-Aldrich esenciální AMK
    

 L-Glutamine 146,14 Sigma-Aldrich esenciální AMK,hlavní zdroj energie 

    pro buněčné kultury



5. Výsledky

5.1. Spotřeba O2 izolovanými PBMC po homogenizaci

Abychom zjistili, zda noradrenalinem (NA) stimulovaná spotřeba kyslíku PBMC je závislá na 

přítomnosti intaktní buněčné membrány a přítomnosti funkčních adrenergních receptorů, byl 

provedeno  měření  spotřeby  kyslíku  na  homogenizovaných  PBMC.  Po  dvouminutové 

mechanické homogenizaci rotačním biovortexem (Denville Scientific Inc.,  USA) doplněné 

minutovou homogenizací  ultrazvukem (Ika  Labortechnik,  Germany).  byla  měřena  klidová 

spotřeba  kyslíku  PBMC.  Následně  byl  aplikován  noradrenalin  (v koncentraci  6x10-5M)  a 

zkoumán jeho vliv na PBMC. 

Klidová spotřeba homogenizovaných leukocytů ze 12 ml heparinizované krve se  ve 

třech pokusech pohybovala v rozmezí 0,162 - 0,191 nmol O2*min-1;  průměrně 0,172 nmol 

O2*min-1.  Po podání  noradrenalinu spotřeba  kyslíku  PBMC klesla  na průměrnou hodnotu 

0,095 nmol O2*min-1, což odpovídá 44,8% poklesu spotřeby kyslíku oproti průměrné klidové 

spotřebě kyslíku homogenizovaných PBMC. Tyto výsledky kontrastují s výsledky získanými 

na intaktních PBMC (Mikulka, 2005), kde se spotřeba O2 po aplikaci 1x10-4M NA zvýšila 

v průměru o 233,8 %. 

Intaktní buněčné membrány s funkčními adrenergními receptory na povrchu lidských 

leukocytů  jsou  tedy  jedním  ze  základních  předpokladů  pro  studium  mechanizmů 

noradrenalinové termogeneze u izolovaných lidských leukocytů.

5.2. Ovlivnění spotřeby O2 PBMC použitím farmak

Pro  zjištění  podílu  α1,  α2,  β2 a  β3 adrenergní  recepce  v noradrenalinové  termogenezi 

izolovaných lidských leukocytů byl aplikován α1 agonista (Cirazolin), α2 agonista (Clonidin), 

β3 agonista (L755), α adrenergní antagonista (Phentolamin), a β2 adrenergní antagonista (ICI-

118,551). Do diplomové práce jsou zařazeny i měření účinku β1 agonisty, β1 antagonisty a β2 

agonisty presentované v mé bakalářské práci (Mikulka, 2005). Vliv těchto farmak na klidovou 

a  noradrenalinem stimulovanou  spotřebu  kyslíku  byl  stanoven  měřením spotřeby  kyslíku 

PBMC .



Cirazoline hydrochloride - α1 selektivní adrenergní agonista

V experimentech byl použit Cirazolin hydrochlorid ve zvyšujících se koncentracích, 5x10-5M; 

2,5x10-4M  a  5x10-4M.  Klidovou  spotřebu  kyslíku  izolovaných  PBMC  a  vliv  Cirazolinu 

zachycuje obr. 5.2.1. 

Průměrná klidová hodnota spotřeby kyslíku izolovanými lidskými PBMC byla 0,241 

nmol O2*min-1*10-6  buněk. Během experimentu byly následně aplikovány všechny tři výše 

zmíněné koncentrace farmaka v desetiminutových intervalech. Po podání Cirazolinu nedošlo 

ke  zvýšení  spotřeby O2,  naopak v koncentraci  5x10-5M došlo  ke  snížení  spotřeby kyslíku 

oproti průměrné klidové hodnotě o 6,3 % (na 0,226 nmol O2*min-1*10-6  buněk). Koncentrace 

2,5x10-4 M snížila spotřebu O2 v průměru o 21,2 % a koncentrace 5x10-4M spotřebu kyslíku 

PBMC snížila oproti klidové průměrné spotřebě o 23,3 % na hodnotu 0,185 nmol O2*min-

1*10-6  buněk.  Při  použití  více  koncentrovanějšího  farmaka  (1x10-3M),  spotřeba  kyslíku 

izolovaných PBMC klesla oproti klidové spotřebě až o 41,2 % (není vyznačeno v grafu). 

Agonistický účinek Cirazoline hydrochloridu nebyl tedy prokázán. Farmakum snižovalo 

klidovou spotřebu kyslíku izolovaných PBMC pod klidovou úroveň. Dá se tedy předpokládat, 

že aktivace spotřeby O2 PBMC po aplikaci NA není mediována α1 adrenoreceptory.

Obr. 5.2.1. Ovlivnění klidové spotřeby O2 PBMC α1 adrenergním agonistou Cirazolin (n = 3), použito RPMI 1640 

   kultivační médium



Clonidine hydrochloride – α2 adrenergní agonista

V pokusech  byl  Clonidin  použit  v koncentracích  10mM,  20mM,  37,5mM,  které  byly 

aplikovány podobně jako v pokusech s podáním Cirazolinu. Klidová spotřeba kyslíku PBMC 

a spotřeba kyslíku po podání 10mM, 37,5mM Clonidin hydrochloridu je znázorněna na obr. 

5.2.2. 

Klidová průměrná spotřeba kyslíku PBMC byla 0,365 nmol O2*min-1*10-6 buněk (n=5). 

Po podání 10mM Clonidinu došlo k nárůstu klidové spotřeby kyslíku PBMC na průměrnou 

hodnotu  0,462  nmol  O2*min-1*10-6  buněk,  což  odpovídá  26,6%  zvýšení.  Agonisticky 

nejúčinněji působila však jen koncentrace 10mM. Po podání 37,5mM koncentrace Clonidinu 

docházelo  ke  snížení  spotřeby  kyslíku  PBMC  stimulované  předchozími  nižšími  dávkami 

Clonidinu. K inhibičnímu účinku tedy dochází jen při vysokých koncentracích farmaka. 

Agonistický  účinek  10mM  Clonidin  hydrochloridu  je  statisticky  průkazný  na  5% 

hladině významnosti při použití párového jednostranného t-testu. Vzhledem k tomu, že NA 

zvyšuje spotřebu O2 PBMC o 238,8 % a α2 agonista jen o 26,6 %, dá se předpokládat, že za 

podmínek in vitro je termogenní účinek NA v PBMC zprostředkován α2 adrenoreceptory jen 

z 12%.

Obr. 5.2.2. Ovlivnění klidové spotřeby kyslíku PBMC α2 adrenergním agonistou Clonidin (n=5), použito RPMI 1640

   kultivační médium

* statisticky průkazné zvýšení spotřeby O2 proti klidové spotřebě PBMC (df = 4; t = -3,28; p = 0,015148). 



Phentolamine hydrochloride – α adrenergní antagonista

Phentolamin  hydrochlorid  je  nespecifický  α  adrenergní  antagonista.  V celém  organizmu 

působí vazodilatačně na periferní cévy. V experimentech s izolovanými PBMC byla spotřeba 

kyslíku  nejprve  stimulována  dávkami  noradrenalinu  o  koncentracích  1x10-5M, 5x10-5M a 

1x10-4M. Následně byl pak podán Phentolamin hydrochlorid v koncentracích 2,77x10-4M a 

5,54x10-4M a posuzován jeho vliv na noradrenalinem stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC. 

Účinek  noradrenalinu  a  působení  Phentolaminu  na  klidovou  spotřebu  kyslíku  PBMC 

zachycuje obr. 5.2.3.

Průměrná klidová spotřeba kyslíku PBMC byla 0,586 nmol O2*min-1*10-6  buněk (n=5). 

Po podání noradrenalinu v koncentraci 1x10-4M došlo ke zvýšení klidové spotřeby kyslíku 

PBMC  v průměru  na  0,967  nmol  O2*min-1*10-6  buněk,  což  odpovídá  65,3%  nárůstu.  Po 

aplikaci  Phentolaminu  v koncentraci  5,54x10-4M  se  noradrenalinem  stimulovaná  spotřeba 

kyslíku PBMC snížila na průměrnou hodnotu 0,440 nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 

54,5% snížení.  Působení  5,54x10-4M Phentolaminu je  statisticky  průkazné  na  5% hladině 

významnosti při použití párového jednostranného t-testu. Inhibice NA účinku Phentolaminem 

potvrzuje účast α adrenergních receptorů v NA termogenezi.

Obr. 5.2.3. Ovlivnění noradrenalinem stimulované spotřeby kyslíku PBMC α adrenergním antagonistou Phentolamin 

   (n=5), použito kultivační médium RPMI 1640

* statisticky průkazný pokles spotřeby O2 oproti noradrenalinem stimulované spotřebě kyslíku PBMC 

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



Dobutamini hydrochloridum – β1 adrenergní agonista
(Za účelem vytvoření  celkového obrazu o výskytu receptorů na PBMC a jejich účasti  v hormonální  termogenezi   byly 

následující výsledky převzaty z bakalářské práce Mikulka, 2005)

Dobutamin  působí  agonisticky  na  β1 adrenergní  receptory.  V medicíně  se  používá  jako 

inotropní  podpora  myokardu  při  léčbě  srdečního  selhání  a  srdeční  nedostatečnosti. 

V pokusech byly použity koncentrace 2.5, 25 a 250 μg*ml-1 Dobutaminu. Klidovou spotřebu 

kyslíku PBMC a působení farmaka ukazuje následující obr. 5.2.4. 

Průměrná klidová spotřeba PBMC činila 0,089 nmol O2*min-1*10-6  buněk. Po podání 

2,5μg*ml-1 Dobutaminu došlo ke zvýšení  klidové spotřeby kyslíku PBMC na 0,140 nmol 

O2*min-1*10-6  buněk,  což  představuje  56,4%  zvýšení  spotřeby.  Ostatní  podané  vyšší 

koncentrace Dobutaminu nebyly tak účinné a představovaly v případě 25μg*ml-1 Dobutaminu 

12,7% navýšení a při dávce 250 μg*ml-1 38,9% navýšení spotřeby kyslíku proti průměrné 

klidové  spotřebě  kyslíku  PBMC.  Koncentrační  závislost  účinku  Dobutaminu  nebyla 

prokázána.  Za  tímto  účelem  by  bylo  pravděpodobně  nutné  použít  nižších  koncentrací 

Dobutaminu než 2,5μg*ml-1. 

Obr. 5.2.4. Ovlivnění klidové spotřeby kyslíku PBMC β1 adrenergním agonistou Dobutamin (n=6), 

   použito RPMI 1640 kultivační médium

* statisticky průkazná zvýšená spotřeba O2 oproti klidové hodnotě spotřeby PBMC (df=5; t=-2,32; p=0,033226)



Agonistické působení Dobutaminu o koncentraci 2,5μg*ml-1 a jeho účinek na klidovou 

spotřebu PBMC je  statisticky  průkazné  na  5% hladině  významnosti  při  použití  párového 

jednostranného  t-testu.  Výsledky  naznačují,  že  β1 adrenoreceptory  se  podílejí  na  NA 

termogenezi PBMC přibližně z 25 %.

Betaloc (Metropoli tartaras) – β1 selektivní adrenergní antagonista
(výsledky převzané z bakalářské práce Mikulka, 2005)

Metropoli  tartaras  (Betaloc)  je  kardioselektivní  betablokátor,  který  blokuje  β1 adrenergní 

receptory  v  myokardu.  Používá  se  k  léčbě  tachyarytmií,  zejména  supraventrikulárních 

tachykardií  a  infarktu  myokardu.  Slouží  jako  sympatolytikum  či  antihypertenzivum. 

V experimentech  byly  izolované  PBMC  nejprve  stimulovány  dávkou  noradrenalinu o 

koncentraci 1x10-4M (za současného měření spotřeby kyslíku). Následně byl podán Betaloc 

v koncentracích  0,01mg*ml-1,  0,05mg*ml-1 a  0,1mg*ml-1 a  posuzován  jeho  vliv  na 

noradrenalinem  stimulovanou  spotřebu  kyslíku  PBMC.  Účinek  noradrenalinu  a  působení 

Betalocu zachycuje obr. 5.2.5.

Obr. 5.2.5. Ovlivnění noradrenalinem stimulované spotřeby kyslíku PBMC β1 adrenergním antagonistou Betaloc 

   (n=7), použito RPMI 1640 kultivační médium

# statisticky průkazný nárůst spotřeby O2 proti klidové spotřebě kyslíku PBMC (df=6; t=-9,42; p=0,000041)

* statisticky průkazný pokles spotřeby O2 oproti noradrenalinem stimulované spotřeby O2 PBMC (df=6; t=5,55; p=0,00072)



Průměrná klidová spotřeba kyslíku PBMC byla 0,195 nmol O2*min-1*10-6  buněk. Po 

aplikaci  noradrenalinu  o koncentraci  1x10-4M  se  spotřeba  kyslíku  PBMC  zvýšila  na 

průměrnou  hodnotu  0,651  nmol  O2*min-1*10-6  buněk,  což  představuje  271%  navýšení 

spotřeby.  Po  podání  Betalocu  o koncentraci  0,1mg*ml-1 došlo  k poklesu  spotřeby  kyslíku 

noradrenalinem  stimulovaných  PBMC  na  průměrnou  hodnotu  0,334  nmol  O2*min-1*10-6 

buněk,  což  odpovídá  48,7% poklesu  spotřeby.  Antagonistické  působení  farmaka Betalocu 

v koncentraci  0,1  mg*ml-1 je  vysoce  statisticky  průkazné  na  5% hladině  významnosti  při 

použití jednostranného párového t-testu. Výsledky potvrzují výrazný účinek β1 adrenergních 

receptorů v NA termogenezi.

Bricanyl (Terbutalini sulfas) – β2 adrenergní agonista
(výsledky převzaté z bakalářské práce Mikulka, 2005)

Bricanyl působí jako β2 adrenergní agonista a patří mezi bronchodilatanta. Používá se k léčbě 

bronchiálního  astmatu,  chronické  bronchitidy  a  jiných onemocnění  plic.  V pokusech  byly 

použity  tyto koncentrace 5  μg*ml-1,  25  μg*ml-1 a  50 μg*ml-1 Bricanylu.  Působení  tohoto 

farmaka na klidovou spotřebu kyslíku PBMC zachycuje obr. 5.2.6. 

Obr. 5.2.6. Ovlivnění klidové spotřeby kyslíku PBMC β2 adrenergním agonistou Bricanyl (n=6), použito RPMI 1640

   kultivační médium

* statisticky průkazné zvýšení spotřeby O2 proti klidové spotřebě kyslíku PBMC (df=5; t=-2,95; p= 0,015901)



Průměrná klidová spotřeba kyslíku PBMC byla 0,215 nmol O2*min-1*10-6  buněk (n=6). 

Po aplikaci farmaka v koncentraci 50 μg*ml-1 se zvýšila klidová spotřeba kyslíku PBMC na 

průměrnou  hodnotu  0,260  nmol  O2*min-1*10-6  buněk,  což  představuje  20,93%  navýšení 

spotřeby.  Koncentrační  efekt  farmaka  nebyl  prokázán.  Agonistický  účinek  50  μg*ml-1 

koncentrovaného Bricanylu je statisticky průkazný na 5% hladině významnosti  při  použití 

párového  jednostranného  t-testu.  β2 receptory  se  tedy  podílejí  na  zprostředkování  NA 

termogeneze PBMC asi z 8 %.

ICI – 118,551 – β2 selektivní adrenergní antagonista

ICI – 118,551 patří mezi selektivní β2 adrenergní antagonisty. Ve třech experimentech byly 

izolované PBMC nejprve stimulovány 1x10-4M dávkou noradrenalinu (za současného měření 

spotřeby  kyslíku).  Následně  bylo  podáno  farmakum  ICI  –  118,551  ve zvyšujících  se 

koncentracích 6,9x10-5M, 4,1x10-4M, 7,6x10-4M a pozorován jeho vliv  na  noradrenalinem 

stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC. 

Obr. 5.2.7. Ovlivnění noradrenalinem stimulované spotřeby O2 PBMC β2 adrenergním antagonistou ICI – 118,551 

    (n=3), použito kultivační médium RPMI 1640 

# statisticky průkazné zvýšení spotřeby O2 oproti klidové spotřebě kyslíku PBMC (df=2; t=-2,92; p=0,0498015)

* statisticky průkazný pokles spotřeby O2 oproti noradrenalinem stimulované spotřebě O2 PBMC (df=2; t=3,34; p=0,039524)



Vliv noradrenalinu na klidovou spotřebu kyslíku PBMC a antagonistický účinek farmaka na 

noradrenalinem stimulovanou spotřebu PBMC zachycuje obr. 5.2.7.

Průměrná klidová spotřeba kyslíku izolovanými lidskými PBMC ve třech pokusech byla 

0,125  nmol  O2*min-1*10-6  buněk.  Po  aplikaci  noradrenalinu  o koncentraci  1x10-4M  došlo 

ke zvýšení  spotřeby kyslíku v průměru na 0,309 nmol  O2*min-1*10-6  buněk,  což  odpovídá 

147,2%  nárůstu  spotřeby  kyslíku.  Po  následném  podání  β2 adrenergního  antagonisty 

v koncentraci  6,9x10-5M došlo ke snížení  noradrenalinem stimulované spotřeby kyslíku na 

průměrnou hodnotu 0,298 nmol O2*min-1*10-6  buněk, což odpovídá 3,6% poklesu spotřeby 

kyslíku. U koncentrace 4,1x10-4M se spotřeba kyslíku ještě snížila v průměru na 0,199 nmol 

O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 35,6% poklesu spotřeby kyslíku. Po podání ICI - 118,551 

v  koncentraci  7,6x10-4M  došlo  ke  snížení  noradrenalinem  stimulované  spotřeby  kyslíku 

PBMC na průměrnou hodnotu 0,183 nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 40,8% poklesu 

spotřeby. K největšímu poklesu spotřeby O2 u noradrenalinem stimulovaných PBMC došlo u 

farmaka  v koncentraci  7,6x10-4M,  ale  z důvodu  malého  počtu  opakování  nebylo  možno 

prokázat signifikanci. Vliv noradrenalinu a antagonistický účinek 4,1x10-4M ICI - 118,551 

farmaka je statisticky průkazný na 5% hladině významnosti při užití párového jednostranného 

t-testu. Výsledky potvrzují účast β2 adrenergních receptorů v NA termogenezi PBMC.

L 755 – β3 adrenergní agonista

L 755  je  β3 adrenergní  agonista  s částečně  agonistickým  účinkem  na  β1,  β2 adrenergní 

receptory,  které  stimuluje  při  tisícinásobně  větších  koncentracích,  než  je  tomu  u  β3 

adrenoreceptorů. V experimentech byly použity vzestupné koncentrace 0,8mM, 4mM a 8mM 

farmaka. Klidovou spotřebu kyslíku PBMC a spotřebu kyslíku po aplikaci L 755 farmaka 

znázorňuje obr. 5.2.8. 

Průměrná klidová spotřeba PBMC byla 0,471 nmol O2*min-1*10-6  buněk. Po podání 

0,8mM farmaka klesla klidová spotřeba kyslíku PBMC na průměrnou hodnotu 0,438 nmol 

O2*min-1*10-6  buněk,  což  odpovídá  7%  poklesu  spotřeby  kyslíku.  U  koncentrace  4mM 

spotřeba kyslíku PBMC klesla v průměru na 0,330 nmol O2*min-1*10-6  buněk, což je 30% 

pokles. Po aplikaci 8mM β3 adrenergního agonisty došlo k poklesu spotřeby kyslíku PBMC na 

průměrnou hodnotu 0,273 nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 42% poklesu spotřeby. β3 

agonistický  účinek  L  755  nebyl  tedy  prokázán.  Z  výsledků  vyplývá,  že  β3 adrenergní 

receptory se neúčastní NA termogeneze izolovaných lidských leukocytů.



Obr. 5.2.8. Ovlivnění klidové spotřeby kyslíku PBMC β3 adrenergním agonistou L 755 (n=5), použito kultivační 

   médium RPMI 1640 

5.3. Vliv exogenních substrátů na termogenezi lidských PBMC
Aby se zjistilo, které exogenní substráty mohou NA termogenezi PBMC ovlivnit a jaký zdroj 

energie  je  v hormonální  termogenezi  využit,  byl  měřen  vliv  vybraných  aminokyselin 

(glutamin, cystein, methionin) a glukosy na noradrenalinem stimulovanou spotřebu PBMC. 

Pro studium vlivu exogenních substrátů na termogenezi lidských leukocytů bylo vždy použito 

kultivační  médium,  které  postrádalo  ty  složky,  jejichž  vliv  na  termogenezi  byl  zkoumán. 

Informace o přesném látkovém složení jednotlivých kultivačních médií jsou v příloze 10.1. 

Vliv aminokyselin na noradrenalinem stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC

Pro  zjištění  vlivu  aminokyselin  glutaminu,  cysteinu  a  methioninu  na  noradrenalinem 

stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC bylo použito kultivační médium DMEM (katalogové č. 

BE12-734F)  deficientní  o  cystein,  glutamin  a  methionin.  Ve  třech  experimentech  byly 

izolované PBMC nejprve stimulovány nízkou dávkou noradrenalinu o koncentraci 6x10-5M 

(za současného měření spotřeby kyslíku). Následně byl podán 2mM glutamin, 0,4mM cystein 

a 0,1mM methionin v tomto pořadí a posuzován jejich vliv na noradrenalinem 



stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC. Klidovou spotřebu kyslíku PBMC a spotřebu kyslíku 

PBMC  po  aplikaci  noradrenalinu  a  dávek  AMK  zachycuje  obr.  5.3.1.  Průměrná  klidová 

spotřeba PBMC byla 0,344 nmol O2*min-1*10-6 buněk. 

Po aplikaci 6x10-5M noradrenalinu se klidová spotřeba PBMC zvýšila na průměrnou 

hodnotu 0,426 nmol O2*min-1*10-6  buněk, což odpovídá 23,8% nárůstu spotřeby. Po podání 

glutaminu  se  noradrenalinem stimulovaná  spotřeba  kyslíku  PBMC nesignifikantně  snížila 

v průměru na 0,400 nmol O2*min-1*10-6 buněk.

Obr. 5.3.1. Vliv aminokyselin glutaminu, cysteinu, methioninu na noradrenalinem stimulovanou spotřebu O2 PBMC 

                   (n=3), použito DMEM kultivační médium

* statisticky průkazné zvýšení spotřeby O2 PBMC oproti noradrenalinem stimulovaných PBMC (df=2; t=-2,87; p= 0,05148)

Překvapivé  výsledky  přineslo  podání  cysteinu,  kde  noradrenalinem stimulovaná 

spotřeba O2 PBMC po jeho aplikaci vzrostla na průměrnou hodnotu 1,15 nmol O2*min-1*10-6 

buněk, což odpovídá 169,9% nárůstu spotřeby kyslíku. Následné přidání methioninu spotřebu 

kyslíku PBMC ovlivněnou cysteinem snížilo na průměrnou hodnotu 0,674 nmol O2*min-1*10-

6  buněk, což představuje 43,2% pokles spotřeby. Pozitivní vliv cysteinu na NA stimulovanou 

spotřebu O2 PBMC je statisticky průkazný na 5% hladině významnosti  při  užití párového 

jednostranného t-testu. 



Vliv cysteinu na spotřebu kyslíku PBMC

Pro studium vlivu samotného cysteinu na klidovou spotřebu kyslíku O2 PBMC bylo použito 

DMEM kultivační médium deficientní o cystein, glutamin a methionin. Průměrná hodnota 

klidové spotřeby kyslíku PBMC byla 0,723 nmol O2*min-1*10-6  buněk. Následně byl podán 

cystein v rostoucí koncentraci 0,4 mM, 4 mM a 8 mM a sledován jeho vliv na klidovou 

spotřebu PBMC (zachyceno v obr. 5.3.2). Aplikace 0,4mM cysteinu zvýšila klidovou spotřebu 

PBMC nepatrně, v průměru na 0,830 nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 14,8% nárůstu 

spotřeby.  U  koncentrovanějších  dávek  cysteinu  (4  mM,  8  mM)  k  nárůstu  spotřeby 

nedocházelo. Výrazný pozitivní vliv cysteinu na klidovou spotřebu kyslíku PBMC nebyl tedy 

zaznamenán.

Obr. 5.3.2. Vliv cysteinu na klidovou spotřebu kyslíku PBMC (n= 4), použito DMEM kultivační médium

Vliv glukosy na termogenezi PBMC

Byl  sledován  vliv  glukosy  na  klidovou  a  NA  stimulovanou  spotřebu  kyslíku  PBMC. 

V pokusech  bylo  použito  kultivační  médium  RPMI  1640  (katalogové  č.  BE-12-702) 

s obsahem 2000 mg*l-1 glukosy, kultivační médium RPMI 1640 (katalogové č. BE 12-752) 

bez  glukosy  a  Hanksův  fyziologický  roztok  s 1000  mg*l-1 glukosy  bez  přítomnosti 

organických  látek  (katalogové  č.10-543).  Výsledky  klidové  a  NA stimulované  spotřeby 

kyslíku PBMC v médiích lišících se obsahem glukosy jsou znázorněny na obr. 5.3.3.



Klidová spotřeba O2 PBMC činila v médiu s glukosou 0,209 nmol O2*min-1*10-6 buněk, 

po aplikaci noradrenalinu se zvýšila na 0,421 nmol O2*min-1*10-6  buněk, což odpovídá 97% 

zvýšení. V médiu bez glukosy byla klidová spotřeba PBMC 0,128 nmol O2*min-1*10-6 buněk, 

po aplikaci noradrenalinu se zvýšila na 0,469 nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 266% 

zvýšení spotřeby kyslíku PBMC. Hodnoty spotřeb kyslíku při použití obou RPMI médií po 

NA stimulaci  PBMC jsou téměř shodné.  V Hanksově fyziologickém roztoku byla klidová 

spotřeba PBMC 0,101 nmol O2*min-1*10-6 buněk, po podání noradrenalinu se zvýšila na 0,195 

nmol O2*min-1*10-6 buněk, což odpovídá 93% zvýšení. 

Z toho  plyne,  že  absence  organických  látek  v médiu  nebrání  termogenímu  účinku 

noradrenalinu. Jeho účinek za těchto podmínek je snížen, což znamená že noradrenalinová 

termogeneze  v PBMC  je  závislá  i  na  přítomnosti  jiných  organických  látek  v kultivačním 

médiu.  Z výsledků  lze  soudit,  že  obsah  glukosy  v médiu  ovlivňuje  počáteční  hodnoty 

klidových spotřeb kyslíku PBMC, ale  její  nadbytek nemá přímý vliv  na NA termogenezi 

PBMC. 

Obr. 5.3.3. Vliv glukosy na termogenezi PBMC (n=1), použito kultivační médium RPMI 1640 bez glukosy, médium 

   RPMI 1640 s glukosou a Hanksův fyziologický roztok bez organických substrátů 



6. Diskuze

Tato  diplomová  práce  vyšla  ze  zjištění,  že  metabolismus  izolovaných lidských  leukocytů 

(PBMC)  je  stimulovatelný  aplikací  katecholaminů  (Janský  a  kol.,  2006;  Mikulka,  2005; 

Stránská, 2003). Cílem této práce bylo proto objasnit biochemickou a fyziologickou podstatu 

tohoto jevu.  Pilotními  pokusy bylo zjištěno,  že termogenní  účinek noradrenalinu (NA) je 

podmíněn neporušenou strukturou buněčných membrán, poněvadž účinek NA nebylo možno 

prokázat  v homogenizovaných  leukocytech.  Zaměřil  jsem  se  proto  nejdříve  na  studium 

významu jednotlivých typů adrenergních receptorů pro NA termogenezi , protože je známo, 

že  jsou  lokalizovány  v buněčných  membránách.  Dále  jsem  studoval  význam  různých 

organických substrátů v indukci NA termogeneze. 

6.1. Úloha adrenergních receptorů v termogenezi lidských leukocytů

Experimentální data byla získávána měřením klidové spotřeby kyslíku izolovaných lidských 

leukocytů Clarkovou kyslíkovou sondou a srovnávána se spotřebou O2 po stimulaci jejich 

metabolismu  různými  farmaky,  která  selektivně  působila  na  adrenergní  receptory  na 

buněčném povrchu. Tím, že došlo ke změně spotřeb kyslíku po aplikaci jednotlivých farmak, 

jsem kvalitativně potvrdil přítomnost α2, β1 a β2 adrenergních receptorů na povrchu leukocytů 

a prokázal úlohu těchto receptorů v noradrenalinové termogenezi. Naopak skutečnost, že α1 a 

β3 adrenergní  agonisté  neovlivňovali  klidovou spotřebu PBMC ukázala  na  neúčast  těchto 

receptorů  v noradrenalinové  termogenezi  izolovaných leukocytů.  Metoda  stanovení  podílu 

adrenergní recepce měřením spotřeby kyslíku Clarkovou kyslíkovou sondou má však svoje 

limity:  použitá  farmaka  nejsou  plně  specifickými  agonisty  a  antagonisty;  nepodařilo  se 

prokázat  koncentrační  efekt  těchto  farmak,  poněvadž  tento  postup  vyžaduje  provedení 

velkého množství opakování, což nebylo možno z nedostatku materiálu (leukocytů) provést.

Literární údaje potvrzují výskyt α1 adrenoreceptorů (Ricii a kol., 1999), přítomnost α2 

adrenergních receptorů (Titinchi a kol., 1984; Goin a kol., 1991) a β adrenergních receptorů 

(Landmann a kol.,  1988, 1992; De Blasi  a  kol.,  1986)  na povrchu membrán izolovaných 

lidských leukocytů. Neuvádějí však úlohu těchto receptorů a jejich subtypů v noradrenalinem 

indukované termogenezi PBMC. Z tohoto důvodu jsem nemohl porovnat mé výsledky 

s odbornou literaturou. 



Podání  α1 agonisty nepřineslo zvýšení  klidové spotřeby, naopak při  nejvyšší  podané 

koncentraci farmaka 5x10-5M došlo k poklesu klidové spotřeby kyslíku PBMC v průměru o 

23,3  %.  Po  aplikací  α2 adrenergního  agonisty  došlo  u 10mM  koncentrace  farmaka 

k signifikantnímu nárůstu  spotřeby  kyslíku  v průměru  o  26,6  % z klidové  spotřeby 0,365 

nmol  O2*min-1*10-6  buněk  na  průměrnou  spotřebu  0,462  nmol  O2*min-1*10-6  buněk.  Po 

aplikaci α adrenergního antagonisty o koncentraci 5,54x10-4M došlo k signifikantnímu snížení 

spotřeby kyslíku v průměru o 54,5 % z noradrenalinem stimulované spotřeby kyslíku 0,967 

nmol O2*min-1*10-6 buněk na 0,440 nmol O2*min-1*10-6 buněk. 

Látka se specifickými α1 a α2 adrenergními antagonistickými účinky nebyla dostupná, 

takže bližší stanovení podílů α adrenergní recepce na mediaci noradrenalinové termogeneze 

nebylo  možné.  Na  základě  in  vitro experimentů  prováděných  s α1,  α2 agonistou  a  α 

adrenergním antagonistou lze soudit, že v noradrenalinové termogenezi PBMC se uplatňují α2 

adrenergní receptory. Výrazný antagonistický účinek α adrenergního antagonisty lze připsat 

tomu,  že  použité  farmakum nepůsobí  jen  inhibičně  na  α  adrenergní  receptory,  ale  může 

působit antagonisticky i na jiné receptory účastnící se noradrenalinové odpovědi. 

Pokusy s  β2 selektivním antagonistou a β3 adrenergním agonistou doplnily naměřené 

výsledky  uvedené  v  mé bakalářské  práci  o  úloze  β  adrenergních  receptorů  v hormonální 

termogenezi  PBMC.  Po  aplikaci  β2 selektivního  adrenergního  antagonisty  v nejvyšší 

podané koncentraci  7,6x10-4M  došlo  k poklesu  spotřeby  kyslíku  noradrenalinem 

stimulovaných PBMC o 40,8 % (z průměrné hodnoty 0,309 nmol O2*min-1*10-6  buněk na 

0,183 nmol O2*min-1*10-6  buněk).  Naměřená data  s  β2 agonistou (Mikulka,  2005) ukazují 

zvýšení  klidové  spotřeby O2 jen o  20,9 %.  Tento  procentuální  rozdíl  mezi  působením β2 

antagonisty a β2 agonisty lze vysvětlit tím, že v případě β2 agonisty nebyla použita dostatečně 

vysoká  účinná  koncentrace  farmaka,  která  by  zvýšila  klidovou  spotřebu  kyslíku  na 

odpovídající hodnotu poklesu spotřeby kyslíku po aplikaci β2 antagonisty. 

Pro úplný přehled působení adrenergních receptorů v hormonální termogenezi uvádím i 

výsledky  β1 adrenergní  recepce  z bakalářské  práce  (Mikulka,  2005).  Po  aplikaci  β1 

adrenergního  antagonisty  o koncentraci  0,1mg*ml-1 došlo  ke  snížení  noradrenalinem 

stimulované spotřeby kyslíku PBMC v průměru o 48,7 %, kdežto β1 agonista zvýšil klidovou 

spotřebu PBMC o 38,9 %.



Po podání β3  adrenergního agonisty nebyl pozorován vzestup klidové spotřeby kyslíku 

PBMC. Naopak se klidová spotřeba kyslíku po podání farmaka v nejvyšší použité koncentraci 

8mM snížila o 42 % (z 0,471 nmol O2*min-1*10-6  buněk na průměrnou hodnotu 0,273 nmol 

O2*min-1*10-6  buněk).  Objektivnější  stanovení  β3 adrenergní  recepce  na  mediaci 

noradrenalinové  termogeneze  nebylo  provedeno  kvůli  nedostupnosti  β3 adrenergního 

antagonisty.  Lze  tedy  předpokládat,  že  β3 adrenergní  receptory  se  nepodílejí  na 

zprostředkování  hormonální  termogeneze  u  PBMC.  Výsledky  získané  měřením  spotřeby 

kyslíku na PBMC se liší od dat naměřených na adipocytech hnědé tukové tkáně laboratorních 

hlodavců, kde se na noradrenalinové termogenezi převážně podílely β3 receptory (Zhao a kol., 

1998; Cannon a kol., 2000) a α1 adrenergní receptory (Zhao a kol., 1997). 

Z in  vitro experimentů  prováděných  na  lidských  izolovaných  leukocytech 

 s adrenergními  specifickými  agonisty  a  antagonisty  lze  říci,  že  na  zprostředkování 

noradrenalinové termogeneze se podílejí z 12 % α2 adrenoreceptory, z 8 % β2 adrenoreceptory, 

z 25  %  β1 adrenergní  receptory.  α1 a  β3 adrenergní  receptory  se  v mechanizmu  indukce 

hormonální termogeneze neprojevují.

6.2. Význam různých substrátů pro NA termogenezi PBMC

Měřením spotřeby kyslíku PBMC v Hanksově fyziologickém roztoku bylo zjištěno, že NA 

termogeneze probíhá i bez přítomnosti externích organických látek v médiu. Námi použitý 

Hanksův fyziologický roztok obsahoval pouze anorganické látky a jen 1000 mg*l-1 glukosy 

(viz.  10.1.)  Klidová spotřeba O2 PBMC v Hanksově roztoku byla však menší než klidová 

spotřeba  v RPMI  médiu  s glukosou  (2000  mg*ml-1).  Podání  noradrenalinu  leukocytům 

v Hanksově fyziologickém roztoku vedlo ke zvýšení spotřeby kyslíku o 93 %. Hodnota této 

spotřeby  dosahovala  jen  poloviny  hodnot  získaných  po  NA  stimulaci  PBMC  v médiu 

s glukosou.

Problematika vlivu různých substrátů využívaných pro odpřažení oxidace od fosforylace 

v procesu  noradrenalinové  termogeneze  u  živočichů a  jejich  potencionálního  využití  jako 

zdroje energie pro tvorbu tepla není dostatečne známá. 

Řada autorů popsala,  že působení mastných kyselin a acetyl-CoA jako univerzálních 

molekul, které se vázají na purinový nukleotid odpřahujícího proteinu (UCP) umožňuje



 zprůchodnění UCP pro vodíkové ionty získané z mitochondriálních oxidací (Cannon a kol., 

1982; Ricquier a kol., 1983; Bouillaud a kol., 1986; Casteilla a kol., 1987).

Abychom zjistili, které substráty mají význam pro indukci hormonální termogeneze, 

jsme studovali vliv glutaminu, cysteinu, methioninu a glukosy na NA termogenezi PBMC 

v médiu postrádajícím tyto substráty. Z experimentů vyplývá, že aminokyselina glutamin se 

v NA termogenezi  PBMC neprojevuje.  Po  její  aplikaci  NA stimulovaná  spotřeba  kyslíku 

nesignifikantně klesla o 6,1 %. Lze předpokládat, že nadbytek glutaminu v buňce nejprve 

podléhá deaminaci katalyzovanou enzymem glutaminasou a posléze transaminaci enzymem 

transaminázou za vzniku α-ketoglutarátu, který se použije v citrátovém cyklu na tvorbu ATP 

(Murray, a kol., 1993). Tento osud glutaminu a jeho biochemické využití buňkou bude patrně 

stejný jak u PBMC, tak i u adipocytů hnědé tukové tkáně. Noradrenalinem zvýšená spotřeba 

kyslíku PBMC není tedy závislá na externí dodávce glutaminu. 

Dále jsme zkoumali vliv cysteinu a methioninu na NA stimulovanou spotřebu kyslíku 

PBMC. Cystein signifikantně zvýšil NA stimulovanou spotřebu kyslíku PBMC v průměru o 

169 %,  zatímco methionin  tuto  spotřebu inhiboval  v průměru  o  43  %.  Samotná  aplikace 

stejných koncentrací cysteinu leukocytům, které nebyly stimulovány noradrenalinem, neměla 

na jejich klidovou spotřebu kyslíku žádný účinek. Lze říci, že zvýšená nabídka cysteinu může 

sloužit  buňkám  jako  externí  zdroj  energie  pro  noradrenalinovou  termogenezi.  Cystein  je 

zřejmě  katabolizován  jak  cestou  přímé  oxidace  (cysteisulfinátová  cesta),  tak  cestou 

transaminace (3-merkaptopyruvátová cesta)  na intermediát  pyruvát (Murray, a kol.,  1993). 

Pyruvát je v mitochondriích přeměněn pyruvát-dehydrogenasou na acetyl-CoA. Acetyl-CoA 

by se tedy mohl v NA termogenezi PBMC vázat na purinový nukleotid UCP a odpřahovat 

oxidace od fosforylace.

Katabolismus cysteinu může být stejný jak u adipocytů hnědé tukové tkáně (BAT), tak i 

u PBMC. Výsledným metabolickým intermediátem je pyruvát, který po přeměně na acetyl-

CoA může být využit v citrátovém cyklu pro tvorbu energie. Přeměna pyruvátu na acetyl-CoA 

bude  pravděpodobně  intenzivnější  v hnědé  tukové  tkáni  z důvodu  velkého  obsahu 

mitochondrií (Smith, 1962) než v izolovaných leukocytech. 

Vliv glukosy na NA termogenezi byl studován měřením velikosti termogenní odpovědi 

PBMC  na  noradrenalin.  Používali  jsme  RPMI  kultivační  médium  bez  glukosy  a  RPMI 

médium obsahující glukosu. V médiu s glukosou činila klidová spotřeba kyslíku PBMC 0,209 

nmol O2*min-1*10-6 buněk, po podání NA se zvýšila o 97 %. V médiu neobsahujícím glukosu



 činila klidová spotřeba kyslíku PBMC 0,128 nmol O2*min-1*10-6  buněk, po aplikaci NA se 

zvýšila o 266 %. Absolutní hodnoty NA stimulovaných spotřeb O2 PBMC byly téměř shodné. 

Z toho lze vyvodit, že přebytek glukosy pozitivně ovlivňuje jen klidový metabolismus a ne 

NA  stimulovanou  termogenezi.  Tento  závěr  je  podpořen  literárními  údaji  shrnujícími 

metabolismus glukosy tukovou tkání (Murray, a kol., 1993). Glukosa se účastní v tukové tkáni 

několika  drah,  například  oxidace  na  CO2 v citrátovém cyklu,  oxidace  v pentozové  dráze, 

přeměny na  mastné  kyseliny  s dlouhým řetězcem a  tvorby  acylglycerolu  přes  glycerol-3-

fosfát. Předpokládá se, že glycerol-3-fosfát (vzniklý glykolýzou) zvyšuje esterifikaci volných 

mastných kyselin.  Stoupá-li  využití  glukosy tukovou tkání,  klesá výdej  volných mastných 

kyselin v buňce. Volné mastné kyseliny spolu s acetyl-CoA jsou v adipocytech hnědé tukové 

tkáně využity pro odpřažení oxidace od fosforylace. Domnívám se, že využití glukosy v NA 

termogenezi  bude  stejné  jak  v lidských  izolovaných  leukocytech,  tak  i  v buňkách  hnědé 

tukové tkáně.

Z výsledků  mé  diplomové  práce  vyplývá,  že  význam  různých  substrátů  pro  NA 

termogenezi PBMC je následující: NA termogeneze není závislá na přítomnosti organických. 

substrátů  v médiu  (glutamin,  methionin,  glukóza)  s  vyjímkou  cysteinu,  který  u  PBMC 

spotřebu kyslíku zvyšoval. Tato získaná data však nemohou být porovnána s údaji v odborné 

literatuře, protože se touto problematikou dosud nikdo nezabýval.



7. Závěr

Použitím Clarkovy kyslíkové sondy byl v této práci měřen účinek α1, α2 a β3 adrenergních 

agonistů  na  klidovou  spotřebu  kyslíku  a  účinek  α  a  β2 adrenergních  antagonistů  na 

noradrenalinem stimulovanou spotřebu kyslíku izolovaných lidských leukocytů (PBMC).

Bylo zjištěno, že α2 adrenergní agonista (Clonidin) zvyšuje klidovou spotřebu o 26,6 %, 

α adrenergní antagonista (Phentolamin) snížil noradrenalinem stimulovanou spotřebu kyslíku 

v průměru  o  54,4  % a  β2 adrenergní  antagonista  (ICI  –  118,551)  o  40,8  %.  Zatímco  α1 

agonista  (Cirazolin)  snížil  klidovou spotřebu kyslíku  izolovaných PBMC o  23,3  %,  a  β3 

adrenergní agonista (L755) o 42 %. Tyto výsledky spolu s výsledky prezentovanými v mé 

bakalářské  práci  (které  prokázaly  význam  β1 i  β2 adrenergních  receptorů)  naznačují,  že 

termogenní účinek noradrenalinu v lidských izolovaných leukocytech je mediován přibližně 

z 25  %  β1 adrenoreceptory,  z 8  %  β2 adrenergními  receptory  a  z 12  %  α2 adrenergními 

receptory. β3 a α1 adrenergní receptory se v noradrenalinové termogenezi PBMC neuplatňují. 

Výsledky  naznačují,  že  termogenní  účinek  NA  v PBMC  se  realizuje  přes  jiné 

adrenoreceptory, než termogenní účinek NA v buňkách hnědého tuku.

Dále  byla  zkoumána  úloha  exogenně  podaných  substrátů  (glutaminu,  cysteinu, 

methioninu a glukosy) v noradrenalinové termogenezi PBMC. Bylo zjištěno, že termogenní 

působení noradrenalinu se projevuje i v médiu, které neobsahuje žádné organické substráty 

(Hanksův  fyziologický  roztok).  Přidání  glukosy  a  aminokyselin  nemělo  vliv  na  NA 

stimulovanou  spotřebu  kyslíku.  V médiu  ochuzeném  o  aminokyseliny  (glutamin,  cystein, 

methionin)  však  přidaný  cystein  zvyšoval  noradrenalinem  stimulovanou  spotřebu  kyslíku 

 o 169,9  %.  Oproti  tomu  nadbytek  methioninu  tuto  zvýšenou  spotřebu  kyslíku  snižoval 

v průměru o 43,2 %.

Z výsledků  vyplývá,  že  noradrenalinová  termogeneze  v PBMC  není  závislá  na 

přítomnosti  organických  látek  v kultivačním  médiu,  ale  je  realizována  z interních 

vnitrobuněčných substrátů. Substrátem pro noradrenalinovou termogenezi v PBMC může být 

aminokyselina cystein. Vzhledem k tomu, že cystein může sloužit jako substrát pro tvorbu 

acetyl-CoA , je možno předpokládat, že jedním ze substrátů pro NA termogenezi PBMC je 

acetyl-CoA.
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9. Seznam zkratek

AMK aminokyseliny
ATP adenozintrifosfát
BAT hnědá tuková tkáň (z angl. Brown Adipose Tissue)
cAMP cyklický adenozinmonofosfát
DAG diacylglycerol
GRK G-protein receptor kináza
IP3 inositol 1,4,5-trifosfát
NA noradrenalin
NST netřesová termogeneze (z angl. Non Shivering Thermogenesis)
ot./min. počet otáček za minutu
PE polyethylen
PBMC bílé krvinky (z angl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) 
PAK cAMP-dependentní proteinkináza
PIC fosfoinositidása C
PIP2 fosfatidylinositol 4,5-bis-fosfát
UCP odpřahující termogenní protein,tzv.termogenin (z angl.Uncoupling Protein)
SD směrodatná odchylka ( z angl. Standart Deviation)
SE střední chyba průměru (z angl. Standart Error)



10. Příloha

10.1. Chemické složení kultivačních médií



10.2. Chemické složení Hanksova fyziologického roztoku



10.3. Farmakologické vlastnosti použitých léčiv 
















