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1 UVOD A LITERARN| PREHLED

1.1 Hormonalni termogeneze

Pii vystaveni homoiotermniho organizmu chladu klesd jeho télesnd teplota.
Organizmus se proto snazi zabraifiovat ztrdtdm tepla a znovu ustanovit teplotni rovnovahu
mezi télem a vnéjSim prostfedim, coz znamen4, Ze usiluje o to, aby nedoslo k podchlazeni a
télesna teplota ziistala stala. Tepelné ztraty z téla jsou kompenzovany tiesovou a netfesovou

(hormonalni) termogenezi.

1.1.1 Tresova termogeneze
Pii tfesové termogenezi dochazi ke kratkym kontrakcim kosterni svaloviny, coz

vede ke tvorbé tepla. Ttes je hlavni mechanismus obrany proti chladu. Schopnost tfesové
produkce maji skoro vSechny svaly v téle, kromé svalil licnich, okuldrnich, rektdlnich a svala

stfedniho ucha.

1.1.2 Hormonalni (netfesova) termogeneze
Hormondlni termogeneze (HT) neni zaloZena na kontrakcich svaloviny, ale na

termogennim u¢inku hormoni. Muze byt rozdélena do dvou skupin: obligatorni a fakultativni.
Obligatorni HT je nezbytna pro zivot vSech bunék téla a mize byt definovana také jako
velikost klidového metabolismu. Hlavni hormonalni modulatory obligatorni termogeneze jsou
thyroidni hormony.

Fakultativni termogenese je fizena pilsobenim katecholaminli, predevs§im
noradrenalinu, ktery je vylévan z nervovych zakonceni sympatického nervového systému.
Obligatorni HT zahrnuje produkci tepla vSech organti a tkani téla, zatimco fakultativni HT
muze byt rychle zapnuta nebo vypnuta jako reakce na aktudlni situaci (Hampl a ost.,2005).
HT je aktivovana dfive nez dojde ke tfesu, vstupuje v ¢innost bezprosttedné pod
termoneutralni zonou (u nahych lidi teplota kolem 28 °C), ptedstavuje tedy prvni linii obrany

proti chladu (Jansky, 1994a).

1.1.2.1 Hormondalni termogeneze u zvirat
U zvifat je hormondlni termogeneze indukovana katecholaminy (zejména

noradrenalinem a adrenalinem). HT je produkovéana buiikami hnédé tukové tkané (BAT),
kterd je umisténa mezi lopatkami, v axile a podé¢l patefe. BAT ma vice nez stokrat vétsi
kapacitu produkce tepla nez jiné organy. HT je dilezitd u novorozenych savci, kdy vyskyt

hnédého tuku mezi lopatkami umoznuje rychlé prohiati mozku. Intenzita HT je vSak



v okamziku porodu u riznych druhii rozdilna. Druhy, které se rodi nezralé napt. potkan, maji
HT vyvinutou v malé mifte. Jeji vyvoj se vSak stupfiuje aZ k dosaZeni termoregulaéni zralosti.
Potom intenzita netfesové termogenese opét klesa. U zvifat, kterd se rodi ve zralém stavu
napt. morce a ¢lovek, velikost hormonalni termogenese dosahuje maxima v okamziku porodu
a s postupujici hmotnosti jeji velikost klesa a u druhti, které jsou tézs8i nez 10 kg, je intenzita
netfesové termogeneze noradrenalinového typu velmi mald, aZ zanedbatelna. U dospélych
zivocichli miZze byt znovu vyvolana dlouhodobou chladovou adaptaci (Jansky, 1988; 1994a;

1994b; Jansky a Jansky, 2002).

1.1.2.2 Hormondalni termogeneze u lidi
U lidi byla HT recentné také prokdzana. Vzhledem k tomu, ze lidé nemaji hnédou

tukovou tkan, (aloha hnédého tuku je vyznamna pouze v prvnich mésicich Zivota), da se
predpokladat, ze HT je zalozena na jiném principu nez u zvifat. Pfedpoklada se, ze u lidi
probihd v jinych tkani (bunkdch kosterni svaloviny, v adipocytech bilé tukové tkdné a v
lymfocytech) (Jansky, 1973; 1995). Molekularné biologicka podstata HT u lidi neni dosud u

lidi pfesné znama.

1.1.2.3 Receptory pro katecholaminy

HT noradrenalinového typu se realizuje prostfednictvim o a [ adrenergnich
receptord. U lidi je HT zprostiedkovana hlavné B1 a B2 adrenoreceptory (Blaak a ost., 1993).
Zda se, ze tuloha P1 adrenoreceptori: hraje v HT vyznamnéj$i tlohu nez B2 a a2
adrenoreceptorii. U zvifat, kde se termogeneze vyskytuje v hnédém tuku, se uplatiiuji hlavné

B3 a al specifické receptory (Zhao a ost., 1997; 1998).

1.1.2.4 Lokalizace mechanismu piisobeni hormonalni termogeneze
V hnéd¢é tukové tkani je obchazena tvorba ATP, je odpfazena oxidace od

fosforylace. Noradrenalin prostfednictvim membranovych beta-adrenergnich receptorii
umisténych na membranach tukovych bunék vyvola syntézu cAMP, ktery aktivuje lipasy
hydrolyzujici neutradlni tuky na glycerol a mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou dale
oxidovany beta oxidacemi v mitochondriich. Na vnitini mitochondridlni membrané je
umisténa specifickd bilkovina, kterd je oznaCovana jako uncoupling protein (UCP) neboli
termogenin, ktera funguje jako vodikovy kanal, takze obchdzi tlohu ATP — syntazy.
Nevznika tedy na energii bohatd molekula ATP, ale energie je uvoliiovand piimo ve formé
tepla. Velikost latkové premény tedy zavisi na dodavce substratu (volnych mastnych kyselin)

a ne na koncentraci ADP. V klidové bunice se protonovy kanal UCP véaze na purinové



nukleotidy. KdyZz dojde k aktivaci mitochondrii volnymi mastnymi kyselinami, odpoji se
termogenin od nukleotidii v membrané¢ mitochondrii, kterd se tak stane propustnou pro
vodikové ionty (Jansky, 1988; 1994a; 1994b; Jansky a Jansky, 2002; Strunecka a Jansky,
2006).

1.1.2.5 Metody méreni hormonalni termogeneze

Piimé méfeni velikosti HT je obtizné, ponévadz neexistuje jedind metoda, jak ji
presn¢ kvantitativné zméftit. Pouzivaji se proto nasledujici metody, které se vzijemné
doplituji.

1) Méfi se produkcee tepla nebo spotieba kysliku u jedinct vystavenych nizkym
teplotam tésné pod termoneutralni zénou.

2) Blokuje se termogeneze zivocicht vystavenych mirnému chladu vhodnymi
farmaky.

3) Nejvhodnéjsi metodou pro méteni velikosti HT noradrenalinového typu jsou
intravendzni injekce stoupajicich koncentraci noradrenalinu u savcl
v termoneutralni zoén€. Timto zplsobem je mozno sestavit dose-response
kiivku mezi rtiznymi dédvkami noradrenalinu a metabolickou odpovédi
zivocicha a stanovit tak hodnoty odpovidajici kapacité¢ HT (Jansky, 1994a).

Studium HT u cloveka je komplikovano skutecnosti, ze nelze bez vétSich potizi
vyuzit noradrenalinového testu pro kvantitativni stanoveni HT, ponévadz podavani této latky
vede k zvyseni krevniho tlaku, tachykardii a predstavuje tudiz urcité zdravotni riziko. Z téchto
davodi je v této praci studovan ucinek termogennich latek in vitro na modelovém systému,
jaky predstavuji izolované lidské leukocyty.

Védecké prace dokazuji, Ze lidské mononuklearni leukocyty periferni krve, zejména
lymfocyty, maji na svém povrchu hlavné B2 adrenergni receptory (De Blasi a ost., 1985; Haen
a ost., 1991), dale pak al a a2 adrenergni receptory. (Ricci a ost., 1999; Titinchi a ost., 1984;
Goin a ost., 1991). Exprese adrenergnich receptori se méni po fyzické zatézi, kde je

pozorovan narust B2 adrenergnich receptort (Graafsma a ost., 1990).

1.2 Steroidni termogeneze

1.2.1 Termogenni u€inek rdznych hormonu
Vedle noradrenalinu maji termogenni ucinek i jiné hormony: adrenalin, thyroidni

hormony, peptidy (glukagon, inzulin, adrenokortikotropni hormon) a steroidni hormony

(glukokortikoidy).



= Adrenalin vyvolava termogenni ucinek u mnoha druhti obratlovci od zab az
po primaty. ZvySuje produkci tepla prakticky ve vSech télnich organech.
Nejvétsi mnozstvi adrenalinové termogenese vznika predevsim ve svalech.

» Thyroidni hormony plsobi pfedevSim na obligatorni termogenezi. ZvySuji
klidovy metabolismus o 10 — 50 % a plisobi téméf na vSechny organy v téle s
vyjimkou mozku. Termogeneze vyvoland thyroidnimi hormony je pomalé a
obvykle se projevi az po nékolika hodindch po podéni hormonu. Pfedpoklada
se, ze ucinek thyroidnich hormont spiSe vytvaii podminky pro rozvoj
termogeneze jinych hormontd, mimojing i tim, Ze stimuluje rist hnédé tukové
tkané.

* Glukagonova termogenese zvysuje spotiebu kysliku o 50 % po 1 hodiné po
podani glukagonu. Vyskytuje se hlavné u ptakt a je lokalizovana v kosterni
svalovin¢ a jatrech.

= Adrenokortikotropni  hormon  zvySuje  metabolismus u  chladové
adaptovanych potkanii o 24 %. Termogenni efekt insulinu ve fyziologickych
koncentaci je maly. U lidi infuze inzulinu metabolismus zvySovala, ale ¢ast
této odpoveédi (24 — 35 %) se pricita sympatickému nervovému systému.

= Utinek kortikosteroidii je velmi riznorody. Kortikosteroid zvy$oval
spottebu kysliku u sykorky, ale u holuba tento efekt nebyl zaznamenan.

Existuje fada 0dajl, které naznacuji, Ze se hormony ve svém ucinku vzdjemné
potencuji (Svedmyr, 1966a, 1966b). Napt. tyroidni hormony zvySuji adrenalinovou a
noradrenalinovou termogenezi tim, ze zvysuji pocet 3 adrenergnich receptorii na membranach
bunck. Detailni fyziologické podminky, za kterych se uplatiiuje termogeneze jinych hormont

nez katecholaminti, nejsou zatim zndmy (Jansky, 1994a; 1995).

1.2.2 Dehydroepiandrosteron (DHEA)
DHEA patii mezi androgeny. Spolu s mineralokorikoidy a glukokortikoidy patii do

skupiny hormonti, které se syntetizuji v kife nadledvin (Murray a ost., 2002). V kiie
nadledvin se ale tvofi jen 50 % DHEA, zbytek pochazi z gonad, tukové tkané a z mozku
(Celest a Starka, 2002). DHEA je povaZovan za silny neuroaktivni steroid (Hampl a ost.,
2006).

Prekurzorem DHEA je cholesterol. Cholesterol je pfeménén na pregnenolon, ten
dale na 17a-hydroxypregnenolon. 17a-hydroxypregnenolon je v poslednim kroku

konvertovan na DHEA (Murray a ost., 2002). DHEA je vedle cholesterolu nejrozsifenéjsim



steroidem v lidském téle a je prekurzorem pro vSechny pohlavni hormony (Kroboth a ost.,

1999).
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— 15 % maxima z mladi (obr. 1.1) (Labrie,
Obr. 1.1 DHEA — zmény béhem Zivota
2005; Steel, 1999; Arlt a ost., 2001). (pFevzato = Labrie, 2005)

Clovék méa mnohem vyssi hladinu DHEA neZ jakykoli jiny druh. Dokonce ani ostatni
primati nemaji vice nez 10 % mnozstvi, které se obvykle nachédzi u ¢lovéka (Celec a Starka,
2003).

DHEA je nazyvén také ,,hormonem mladi“ a je znam svymi rtiznymi blahodarnymi
uCinky. Pfedpokladd se, Ze ma protirakovinotvorné, protisklerotické, protidiabetické a
protiobezitni u¢inky (Celec a Starka, 2003). Pokusy na dobrovolnicich ukazaly, Ze po tydenni
aplikaci tento steroid pfiznivé ovlivnil fadu endokrinnich parametrti: byly snizeny hladiny
testosteronu, estradiolu a ,,celkového cholesterolu®, zvlast¢ LDL, a zvySeny hladiny HDL-
cholesterolu a lipoproteint. Zda se, Ze vSechny pozitivni efekty maji dva zakladni kotfeny:
schopnost 7-oxo-DHEA ovlivnit hospodafeni s lipidy (kardiovaskularni efekty, obezita,
imunita) a schopnost modifikovat ¢innost mozku (Kasal, 2003).

Dodnes nebyl nalezen specificky receptor pro DHEA, coz naznacuje, Ze je spise
metabolickym prekurzorem, nez opravdovym hormonem anebo, Ze soupefi s jinymi hormony
o jejich vlastni receptory (Kalimi a Regelson, 2000).

Predpoklada se, ze DHEA hraje dilezitou roli ve fakultativni termogenezi. DHEA
mohonasobné zvysuje expresi UCP1 v hnédé tukové tkéani a poCet B3 adrenergnich receptort

(Hampl et al., 2005).



1.2.2.1 7-oxo-dehydroepiandrosteron (7-oxo-DHEA)

0 Siln¢ho efektu dosahuje metabolit DHEA, ktery nese
skupinu 7-oxo. Celkové se tyto latky nazyvaji
ergosteroidy (latky, které stimuluji metabolizovani
ptijaté potravy bez ukladani rezerv) (Kasal, 2003).
Hlavni zéastupce ergosteroidit je 3B-hydroxy-5-
androstene-7,17-dione (7-oxo-DHEA) (obr. 1.2), ktery

HG 8]

Obr.1.27-oxo- dehydroepiandrosteron je zastoupen v lidské krvi v subnanomoléarnich
(prevzato z Kasal, 2003)
koncentracich (Marwah a ost., 1999).

Po mnoho let byl 7-oxo-DHEA povazovan za inaktivni metabolit DHEA, ale posledni
desetileti je mu pfisuzovan silny lokalni imunoochranny tcinek, ktery je zodpovédny za
mnoho imunomodulac¢nich a antiglukokortikoidnich G¢inkt, které byly az dosud ptisuzovany
DHEA (Morfin, 2002).

7-o0xo-DHEA je ve svych ucincich silnéjsi, nez jeho ptibuzné steroidy (Lardy et al.,
1995). 7-oxo-DHEA vyvolava zvyseni toku protonll pies vnitini mitochondrialni membranu
(Bobyleva et al., 1997), podobné jako thyroidni hormony (Brand, 1990). Zda se, ze 7-oxo-
DHEA ma silné termomodulac¢ni ucinky a ovliviluje pievazné obligatorni termogenezi.
Celkové ucinek 7-oxo-DHEA, zvlasté jeho plisobeni na expresi UCP in vivo, neni piesné
znam (Hampl a ost., 2005).

V nékterych zemi je 7-oxo-DHEA dostupny bez piedpisu a je proddvan pod
obchodni znackou 7-keto DHEA. Vyhodou 7-oxo-DHEA je skutecnost, ze neni v téle
konvertovan na testosteron a nakonec na estradiol jako je tomu u DHEA, ktery se tak nehodi
k dlouhodobému podavani. (Sulcova et al., 2005). 7-oxo-DHEA byl navrzen jako prevence

proti Raynaudové nemoci (abnormalni vazokonstrikce pii odpovédi na chlad) (Ihler a Chami-

Stemman, 2003)

1.3 Cil prace
Vzhledem k tomu, zZe v literatufe se vyskytuji prace (Hampl et. al., 2006), které

naznacuji, ze rizné steroidy mohou mit termogenni tc¢inek, bylo mym tkolem za pouziti
izolovanych PBMC prokazat, do jaké miry se 7-oxo-epiandrosteron (7-oxo-DHEA) podili na
termogennim u¢inku isolovanych leukocyti. Méteni byly provadéna Clarkovou kyslikovou
elektrodou. Byly studovany zmény ve spotfebé kysliku lymfocytl po aplikaci riznych
koncentraci 7-oxo-DHEA. U¢inek byl sledovan u klidovych a noradrenalinem stimulovanych

leukocytt.



2 MATERIAL AMETODY

2.1 Material a jeho odber
Odebirano bylo vzdy 24 ml Zilni krve z pfedlokti od zdravych darcti do sterilnich

heparizovanych zkumavek (Vacuette, Grenier Laboratortechnik, Austria). Odbér krve

provadéla zdravotni sestra. Krev byla vzdy do 20 min zpracovana.

2.2 lzolace lidskych leukocytu (PBMC)

Byla pouzita metoda gradientové hustotni centrifugace za pomoci roztoku Ficoll-
Paque (Boyum, 1968).

Ve sterilnich zkumavkach o objemu 15 ml (GAMA, a.s. Ceské Budgjovice) bylo
naifedéno 6 ml odebrané krve s 6 ml Hanksova roztoku (lékarna VFN, Praha). Do dalsich
¢tytech sterilnich zkumavek bylo napipetovano po 3 ml roztoku Ficoll-Paque (Pharmacia.
Uppsala Sweden). Na tento roztok bylo opatrné navrstveno 6 ml ziedéné krve tak, aby
nedoslo k vzajemnému promichani vrstev. Poté byly zkumavky vlozeny do centrifugy
Univerzal 32 R (HETTICH Zentrifugen, Denmark), kde se po dobu 40 minut centrifugovaly
pii 1200 otaCkach za minutu, pfi laboratorni teploté. Po vyjmuti se krev rozdélila do tfi vrstev:
sediment, supernatant a prstencovou vrstvu mononukledrnich bunek, mezi nez patii
lymfocyty a monocyty. Tato vrstva se nalézala vzdy uprostied sloupce supernatantu. Vznikly
prstenec mononuklearnich bunék byl piepipetovan do sterilni zkumavky a dvakrat promyt 10
ml Hanksova roztoku pii 1200 otd€kach za minutu po dobu 10 minut. Po sliti supernatantu
byly ziskané izolované lymfocyty spocitany v Biirkerové komiirce a pouzity bud’ k méteni
spotieby kysliku nebo k inkubaci.

Pouzité roztoky byly skladovany v ledni¢ce pii teploté 4°C a prfed pouzitim
vytemperovany na laboratorni teplotu. Izolace byla provadéna asepticky v digestofi (Jouan

MSC 12).

2.3 Kultivace bunék (PBMC)

Ziskané vyizolované leukocyty byly inkubovany na desti¢kach uréenych ke kultivaci
bun¢k v kultivaénim médiu RPMI-1640 (Cambrex Bio Science Walkersville, Inc., USA)
obohaceného o penicilin, streptomycin a 10% tepelné inaktivované fetalni teleci sérum.

Polovina vzorku slouzila jako kontrola, k druhé poloviné byl pfidan steroid -
7-oxo-dehydroepiandrosteron o koncentraci 0,1 a 10 pmol/l (dar prof. R. Hampla
z Endokrinologického ustavu v Praze). Vyse zminény steroid jsem obdrzela v prasku. Prasek

byl rozpustén v 1 dilu metanolu a poté bylo pfidano 9 dilti vody. Timto byl pfipraven zasobni



roztok, v mém pripadé o koncentraci 10° nmol/l. Kultivace byla provadéna pii teploté 37° C a

3,5% CO; v kultivacnim termostatu po dobu 24 hodin.

2.4 Stanoveni poctu leukocytt (PBMC)

Pocet leukocyti byl pfed kazdym meéfeni stanoven pomoci Biirkerovy komurky.
Leukocyty se nejdfive nabarvily pomoci trypanové modie (0,5% roztok ve vod¢) a poté se
pocitaly ve 25 ¢tvercich. Jejich pocet byl stanoven pomoci vypoctu:

pocet bunék ve 25 ctvercich * 2 * fedéni * 10° objem = pocet buriek / ml

2.5 Méfeni spotreby kysliku
2.5.1 Popis méficiho vybaveni

2.5.1.1 Clarkova kyslikova elektroda

Pro méteni spotieby kysliku byla pouzita Clarkova kyslikova elektroda (firma
RNDr. Viktor Dvorak, Praha, Ceska republika). Vlastni télo sondy se sklad4 ze dvou elektrod,
referencni argent-chloridové anody a platinové katody. Platinova katoda je zatavena ve
sklenéné trubicce, ktera na konci odhaluje malou ¢ast platiny o priméru 0,2 mm. Na tuto ¢ast
se nasazuje pomoci krouzku polyetylenovd membrana. Membrana oddé€luje katodu od
okolniho prostfedi, chrani povrch pied znecisténim a zajiStuje reprodukovatelné podminky
transportu kysliku ke katodé. Membrana musi spliiovat pozadavky jako je: mala permeabilita
pii vysoké difuzivité kysliku, mechanicka odolnost, chemické inertnost, nizka permeabilita
pro CO;, H,O a jiné interferujici plyny.

Elektroda je zaSroubovana do plexisklového pouzdra. Prostor mezi elektrodou a
pouzdrem je vyplnén elektrolytem (0,1 M KCl a 0,1 M KHCO; v poméru 1:1). Elektrolyt je

plnén otvorem v pouzdie elektrody.

2.5.1.2 Meérici komurka

Vlastni méfeni probihd pomoci kyslikové elektrody v méfici komirce o objemu 3,6
ml. Komirka je umisténa ve sklenéném plasti, jimz protékd voda o teploté 37°C, kterd je
ohfivana prutokovym termostatem (Techne TE-10D Tempunit, Cambridge). V komdrce je
umisténo michadélko, pohdnéné elektromagnetickou michackou. Roztoky se pridavaly do

métici komlrky pomoci stiikacky hamilton ptes zabrouSeny uzaviraci kohout.

2.5.1.3 Prevodnik napéti

Jedna se o vn¢jsi elektronicky obvod, ktery prevadi signal z elektrody v podobé

elektrického proudu na napéti. Pievodnik obsahuje tfi regulaéni prvky:



» potenciometr pro nastaveni referencniho potencialu elektrody (vrozmezi 0 az -

1200mV)

»  potenciometr pro nastaveni zesileni vystupniho signalu elektrody

»  potenciometr pro nastaveni ofsetu vystupniho signalu elektrody

Hodnota referencniho napéti byla zvolena, po proméieni polarografické kiivky (viz

2.5.2 Princip méfeni spotieby kysliku), na -700 mV.

2.5.1.4 Registracni zarizeni - datalogger
Signal z ptevodniku napéti je pres koaxidlni kabel posilan do dataloggeru (firma

RNDr. Viktor Dvoiak, Praha, Ceska republika), kde je 8-bitové digitalizovan na &iselné

hodnoty. Ty jsou nasledné¢ posldna do pocitace a zpracovana v datové matici programu

DIAdem 8.00.

2.5.2 Princip méfeni spotieby kysliku

0 65
vlozeny potencidl UV

Obr. 2.1 Polarogram
(prevzato z Linek a ost., 1987)

M¢éieni spotieby kysliku je zalozeno na
polarografickém principu. Pti vloZeni vzorku do méfici
komirky zacne kyslik membranou difundovat
k elektrod¢.

Je-li na platinovou katodu vlozen dostatecné
vysoky zéporny potencidl vici referenéni argent-
chloridové anod¢, rozpustény kyslik se na povrchu
katody za¢ne redukovat. Nasledkem toho za¢ne mezi
elektrodami prochazet proud. Velikost el. proudu je
uréena dvéma procesy: rychlosti transportu kysliku
z hlavniho objemu tekutiny pfes membranu k povrchu
katody a celkovou stechiometrii katodické redukce
kysliku.

Na obrazku 2.1 je zakreslen polarogram, ktery

vyjadiuje zavislost proudu prochazejiciho mezi elektrodami na vlozeném potencialu. Jsou zde

schématicky zakresleny polarogramy pro rtizné koncentrace kysliku. Cim je koncentrace latky

v okoli polarizovatelné elektrody vyssi, tim je vzestup intenzity proudu vétsi. V oblasti A je

fidicim déjem elektrochemickd redukce kysliku, pfitom pokud neni dosaZzeného rozkladného

nap¢ti kysliku, jeho redukce prakticky neprobiha. Ve smiSené oblasti B je proud ur¢ovan

rychlosti obou procesti ve srovnatelné mife. Rychlost katodické reakce kysliku zalezi na



vloZzeném potencidlu a na elektrokatalytické aktivié¢ materidlu katody. Se zvySujicim se
potencidlem katody se urychluje elektrochemickd redukce kysliku az do stavu, kdy je
vzhledem k rychlosti transportu kysliku nekone¢né rychld, viz oblast C. Koncentrace kysliku
je pak na povrchu katody nulova, a je tak dosazeno druhé limitni situace, kdy proud je
limitovan rychlosti difaze kysliku k povrchu katody. Oblast C je oblasti limitniho diftizniho
proudu (OLDP). Dalsi zvySovani proudu je zpiisobeno vylu¢ovanim vodiku pii dosazeni
rozkladného potencialu vody, viz. oblast D.

V OLDP je ustaleny proud linedrni funkci koncentrace ¢i parcidlniho tlaku kysliku
v méfeném médiu. Na této imérnosti je zalozeno kvantitativni stanoveni koncentrace kysliku.
Zékladnim piedpokladem smysluplného pouzivani sond je nastaveni takovych podminek, aby

sonda pracovala v OLDP (Linek a ost., 1987).

2.5.3 Kondiciovani elektrody
Pted ptipravou elektrody bylo télo sondy vyjmuto z pouzdra. Stary povlak AgCl na

povrchu stiibrného dratu byl odstranén pomoci NH4OH, vatovych tampoénil a pinzety. Bylo
vSak nutno postupovat opatrn¢, aby se mechanicky neposkodil stiibrny drat. Poté byla
elektroda omyta destilovanou vodou a aplikovala se kys. dusi¢na (fedénd destilovanou vodou
v poméru 1:10), aby se zdrsnil povrch anody. Sonda se oplachla destilovanou vodou a
ponoftila se do zkumavky s redestilovanou vodou s 3 kapkami HCI. Pfes noc se aplikoval
proud 9,2 mA. Poté se opét sonda oplachla destilovanou vodou, smontovala a naplnila
elektrolytem pomoci injekéni stiikacky s teflonovou trubickou na konci jehly. Poté se na
konec sondy pomoci krouzku upevnila polyetylenovd membrana a elektroda se nechala
ekvilibrovat pfes noc ve vod¢, aby ziskala stabilitu. Takto pfipravend sonda je pouZitelnd po

dobu nékolika tydnti.

2.5.4 Kalibrace

Pied kazdym méfenim kyslikovou elektrodou byla provedena kalibrace. Ta se
provadéla tésné pied a po vlastnim méteni.

Ke stanoveni maximalni koncentrace kysliku byla pouzita destilovana voda, ktera
byla intenzivné probublavdna vzduchem po dobu nejméné 30 minut pomoci akvarijni
vzduchovaci pumpy.

Ke stanoveni nulové koncentrace kysliku byly pouzity dvé metody, jejiz vystupy
nebyly vzdy srovnatelné. Jako prvni moznost byla pouzita destilovand voda, ktera byla
intenzivné probublavana plynnym N, po dobu nejmén¢ 30 minut. Druhou moznosti je piidani

dithioni¢itanu sodného do méfeného média. Ten reaguje srozpuSténym kyslikem podle



vzorce: Na,S,04 + O, + H,O — NaHSO,4 + NaHSO; nasledkem ¢ehoz je kyslik v komtrce
spottebovan. Dle vlastni zkuSenosti povazuji druhou metodu za piesnéjsi.

Vlastni méfeni bylo provedeno tak, ze se do komitrky pfidala nasycena voda
vzduchem nebo plynnym N, (pfipadné ptidan dithionicitan), po 3 — 5 minutach se vystupni
napéti ustalilo na nové hodnoté. Takto urCené hodnoty byly pouzity pro dvoubodovou
kalibraci.

Z hodnot dvoubodové kalibrace byl sestrojen graf ¢asového pritbéhu a s pomoci
programu MS Excel byly urfeny rovnice linearnich regresi proloZenych témito body.
S pomoci téchto rovnic a Casové zavislosti hodnot méfeni byly hodnoty v countech
(softwarové jednotky DIAdemu) pfepocitiny do jednotek vyjadiujici koncentraci kysliku
v umol/ml.

Pii kalibraci vychazime z ptedpokladu, Ze nasycena voda vzduchem pfi teploté 37°C
obsahuje 0,217 umol Oy/ml (Zhao a ost., 1997). Vime-li jaky je obsah kysliku, odvozeny od

teploty a objemu, mizeme presn¢ urcit, kolik kysliku bylo spotiebovano.

2.5.5 Prubéh vlastniho méfeni
Vlastni méteni kyslikovou elektrodou mélo vzdy nasledujici pribéh: pred pocatkem

pokusu byla komirka vytemperovana na 37°C. Do vytemperované komurky byl pomoci
stiikacky hamilton vstiiknut etanol, aby se zabranilo zkontaminovani vzorku. Poté byla
komirka vymyta a naplnéna kultivatnim médiem RPMI-1640. Prob¢hlo méfeni samotného
média po dobu cca 30 minut, nez doslo k ustaleni signalu. Poté byly do komutrky pomoci
sttikacky hamilton pfidany vyizolované leukocyty (kontrola nebo 7-oxo-DHEA stimulované
PBMC) resuspendované ve 0,2 ml méficiho média. Nasledné byla métena spotieba kysliku
leukocytii po dobu asi 20 minut. Poté byl k bunkdm pfiddn noradrenalin (NA) tak, aby
vysledna koncentrace v komiirce byla 107 M.

Meéieni bylo provadéno v programu DIAdem verse 8.00 v modulu DAC (slouzi

k ovladédni méfeni a zaznamenévani dat posilanych z dataloggeru).

2.6 Zpracovani namérenych dat
K vyhodnoceni dat namétenych kyslikovou elektrodou byl pouzit program DIAdem,

verse 8.00 modul TDM. Tento modul umoznuje ziskana data zpracovavat.
Hodnoty v countech byly nejdiive pomoci znalosti rovnic linearni regrese ziskané
z kalibrace a znalosti ¢asové zavislosti hodnot méfeni piepocitiny na pmol/ml O, Tyto data

byla déle pfevedena do modulu TDM, kde byla nésledné upravovéana.



Z kiivky ziskané béhem méteni byly vyseknuty 15 minutové oblasti odpovidajici
koncentraci kysliku v jednotlivych Gsecich méfeni. Data byla déale pfevedena do MS Excelu,
kde se jednotlivé spotieby kysliku pfepocitaly na standartizovanou jednotku
nmol O,/min./mil.bunék.

Data byla dale staticky zpracovavana v programu Statistica parovym T-testem.

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD.

2.7 Nedostatky méreni
Béhem meéteni se vyskytla fada technickych nedostatkli. Jedna znich je Casova

nestabilita signalu sondy. DalSim z nedostatkti méteni byl pomérné velky Sum signédlu. Ten

muze negativné zkreslovat vysledky naméfenych dat.



3 EXPERIMENTALNIi VYSLEDKY

3.1 Klidova spotieba kysliku lymfocytu (PBMC) méfena Clarkovou
kyslikovou elektrodou

Klidova spotteba kysliku PBMC byla méfena ve 21 pokusech (obr. 1). Hodnoty
klidovych spotieb kysliku se pohybovaly v rozmezi 0,085 — 0,285 nmol O»/10° bun&k * min™,
pramér &inil 0,197 nmol 0,/10° bungk * min™'. Vysokou variabilitu hodnot lze pfipsat

k obtiznému odectu piesného poctu bunék pouzitych k méteni.

0,3

0,25 -

nmol O,/min/mil.b

0,05 -

datum pokusu

W 2.2.2006 W 7.3.2006 m21.3.2006 m11.4.2006 W 27.4.2006

m 25.5.2006 m 19.9.2006 m3.10.2006 m17.10.2006 m195.10.2006

W 24.10.2006 mW29.10.2006 mD5.2.2007 W22.2.2007 W 29.2.2007
4.3.2007 m6.3.2007 22.3.2007 W 28.3.2007 m1.42007

12.4.2007 W pramér

Obr. 1 Klidova spotteba O, PBMC v riznych pokusech



3.2 Ovlivnéni spotfeby kysliku PBMC pouzitim 7-oxo-DHEA

3.2.1 Vliv doby inkubace na klidovou spotfebu kysliku PBMC

Po aplikaci 7-oxo-DHEA o koncentraci 10 pmol/l v akutnim pokuse (méfeni bez
inkubace) nebyla klidova spotteba kysliku PBMC ovlivnéna (obr. 2). Proto byly dalsi pokusy
provedeny po 24 hodinové inkubaci.

Po 24 hodinové¢ inkubaci s 7-oxo-DHEA v koncentraci 10 pmol/l se klidova spotieba
kysliku PBMC zvysila o 81 %. Absolutni hodnoty ukazuji, ze se primérna spotieba kysliku
zvysila z hodnoty 0,167 nmol O»/min/mil.bun¢k na hodnotu 0,301 nmol O»/min/mil.bunék.
Zvyseni spotieby kysliku PBMC stimulovanych steroidem po 24 hodinové inkubaci je
statisticky prukazné p = 0,0235 (obr.3).
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Obr. 2 Spotieba kysliku po aplikaci 7-oxo-DHEA v koncentraci 10 pmol/l, v akutnim
pokusu (bez inkubace), n =3
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Obr. 3 Vliv 7-oxo-DHEA v koncentraci 10umol/l v akutnim pokusu (bez inkubace) a po 24
hodinové inkubaci na spotiebu kysliku PBMC. Bez inkubace n = 3, 24 hodinova inkubace
n=_8.

* oznacuje signifikantni rozdil. Svislé usecky oznacuji SD.

3.2.2 Vliv riznych koncentraci 7-oxo-DHEA na klidovou spotfebu kysliku
PBMC

Klidova spotieba kysliku PBMC se po 24 hodinové inkubaci s 7-oxo-DHEA v
koncentraci 10 pumol/l zvysila o 81 %. Absolutni hodnoty ukazuji, Ze primérna spotieba
kysliku se zvySila zhodnoty 0,166 nmol O,/min/mil.bunék na hodnotu 0,301 nmol
O,/min/mil.bunék. Zvyseni spotieby kysliku PBMC stimulovanych steroidem je statisticky
prikazné p = 0,0274 (obr.4).

Klidova spotieba kysliku po 24 hodinové inkubaci s 7-oxo-DHEA v koncentraci 0,1

umol/l nejevila zndmky zvySeni (obr.5).
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Obr. 4 Klidovda a NA stimulovand spotifeba kysliku u kontrolnich a 7-oxo-DHEA
stimulovanych PBMC. Koncentrace 7-oxo-DHEA 10 pmol/l, n = 8.

* oznacuje signifikantni rozdil. Svislé tisecky oznacuji SD.
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Obr.5 Klidovd a NA stimulovana spotfebu kysliku u kontrolnich a 7-oxo-DHEA
stimulovanych PBMC. Koncentrace 7-oxo-DHEA 0,1 umol/l, n = 4.
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3.2.3 Vliv rlznych koncentraci 7-oxo-DHEA na noradrenalinem

stimulovanou spotfebu kysliku PBMC

V tomto pokuse byly PBMC kultivovany 24 hodin se 7-oxo-DHEA. Béhem méteni
byl k buitkdm pfidan noradrenalin (NA) o koncentraci 10 M. Noradrenalin zvysoval spotfebu
kysliku PBMC stimulovanou 7-oxo-DHEA v koncentraci 0,1 pmol/l o 39 %. Absolutni
hodnoty ukazuji, ze praimérna spotieba kysliku se zvysila z hodnoty 0,612 nmol O,/min/mil.b
na hodnotu 0,856 nmol O,/min/mil.b. ZvySeni spotieby kysliku PBMC po aplikaci NA bylo
statisticky prikazné p = 0,0116.

Pti pouziti 7-oxo-DHEA ve vyssi koncentraci (10 umol/l) nedoslo k zvysSeni spotieby

kysliku bunék (obr.4, 5, 6).
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Obr. 6 NA stimulovana spotieba kysliku bez a po pfidani 7-oxo-DHEA v koncentraci
0,1 a 10 umol/l, 24 hodinové inkubace.
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4 DISKUZE

Hlavni vyznam této prace spocivda vtom, ze dokazuje termogenni ucinek
7-oxo-dehydroepiandrosteronu. Data byla ziskdna pomoci Clarkovy kyslikové elektrody
mefenim klidové a noradrenalinem stimulované spotieby kysliku PBMC a srovndvana se
spotiebou kysliku PBMC po aplikaci vySe zminéného steroidu.

Klidové hodnoty spotieby kysliku PBMC se pohybovaly v rozmezi 0,085 — 0,285
nmol O»/min/10° bunék. Pramér &inil 0,197 nmol O/min/10° bunék, coZ jsou v porovnani
s diplomovou bakalafskou praci Mikulka (2005), o néco vyss$i hodnoty. Mikulka uvadi
rozmezi hodnot v rozsahu 0,042 — 0,361 nmol O,/min/10° bunék. Primérné hodnoty &inily
0,173 nmol O,/min/10° bun&k. V praci Jansky a ost. 2006 se uvadi klidova hodnota spotieby
kysliku 1,16 nmol O»/min/10° bunék, coZ jsou v porovnani shodnotami v moji praci
podstatné vyssi hodnoty. Tento rozdil se da pricitat velké variabilité hodnot ve vyse uvedené
praci.

Pfi méfeni spotieby kysliku PBMC po aplikaci noradrenalinu v koncentraci 10*M
doslo k nartistu v rozsahu 0,142 — 0,594 nmol O,/min/10° bunék, tj o 121 — 405 %. Mikulka
(2005) uvadi zvyseni hodnot spotieb kysliku PBMC po aplikaci NA v rozmezi 148 — 428 %,
coZ je o néco vyssi nartst, ale vzhledem k variabilité hodnot je rozdil zanedbatelny. Prace
Jansky a ost. (2006) uvadi nartst klidové spotieby kysliku po aplikaci NA o 400 %. Divodem
mirné odliSnych hodnot miize byt skute¢nost, ze jsem pouzivala jinou Clarkovou kyslikovou
elektrodu. Hodnoty také ovliviiovalo mnoho ostatnich faktorti, které znemoznovaly piesnou
interpretaci naméienych dat, jako je napt. ¢asova nestabilita signalu sondy, Sum vystupniho
signalu a samotné opotiebovani elektrod.

Moje méfeni naznacuji, Ze metabolismus leukocytil je stimulovatelny adrenergnimi
agonisty. Leukocyty jsou tutiz pouzitelné jako modelovy systém pro studium podstaty
termogenniho tc¢inku katecholamint a jinych hormont.

V ptedkladané praci bylo jasné¢ prokazano, ze 7-oxo-DHEA zvySuje klidovou a
noradrenalinem stimulovanou spotiebu kysliku PBMC. Tyto tdaje jsem nemohla s jinymi
pracemi porovnat, protoze v literatuie se zadné udaje tohoto druhu nevyskytuji. V akutnim
pokusu 7-oxo-DHEA neovliviioval klidovou spotiebu kysliku PBMC, coz se dalo ocekavat,
protoZe je znamo, Ze uéinek steroidnich hormonti neni okamzity. Uginek 7-oxo-DHEA se
v mych pokusech projevil az po 24 hodinové inkubaci. 7-oxo-DHEA v koncentraci 10 umol/l
zvysil klidovou spotfebu kysliku o 81%. V nizsi koncentraci 7-oxo-DHEA (0,1 umol/l)

nem¢l termogenni ucinek. Vysledky naznacuji, Ze vyssi koncentrace hormonu nez 10 pmol/l,



by mohly vyvolat vétsi odezvu spotieby kysliku PBMC. Koncentrace 10 pmol/l je vSak
nefyziologickd, ponévadz pievySuje nalezenou koncentraci 7-oxo-DHEA v krvi o 5 tadu.
Z casovych divodii nebylo mozno pokusy s vyssimi koncentracemi provést. Kdyby tato data
byla k dispozici, bylo by mozné sestavit dose-response kiivku a stanovit tak hodnoty
odpovidajici kapacité steroidni termogeneze.

Po pfidani noradrenalinu se po 24 hodinové inkubaci PBMC s 7-oxo-DHEA o
koncentraci 0,1 umol/l zvysila spotfeba kysliku o 39 % ve srovnéani se u¢inkem samotného
NA. U koncentrace 10 pmol/l nebyl vSak G¢inek 7-oxo-DHEA zaznamenén.

Z vysledkii plyne, ze 7-oxo-DHEA by mohl zvySovat jak klidovou, tak NA
stimulovanou spotiebu kysliku PBMC. Koncentracni efekt je vSak v dalSich pokusech nutné
teprve prokazat. Zda se, ze 7-oxo-DHEA by mohl mit podobny mechanismus uc¢inku jako
thyroidni hormony, u kterych bylo prokézano, Ze potencuji termogenni u¢inek katecholaminti

(Svedmyr, 1966a; 1966b).



5 ZAVER

Byly sledovany zmény spotieby kysliku po aplikaci 7-oxo-dehydroepiandrosteronu u
klidovych a noradrenalinem stimulovanych leukocytl. Bylo prokdzano, Ze 7-oxo-DHEA
nema zadny vliv na spotiebu kysliku PBMC v akutnim pokuse. Metabolismus leukocytl 1ze
stimulovat az po 24 hodinové inkubaci s 7-oxo-DHEA v koncentraci 10 pumol/l, ktery zvysil
spottebu kysliku o 81 %. Po pfiddni noradrenalinu k PBMC, které byly stimulované
7-oxo-DHEA v koncentraci 0,1 umol/l se spotieba kysliku PBMC navysila o 39 %. Vysledky

naznacuji, ze 7-oxo-DHEA by mohl ovliviiovat jak obligatorni tak fakultativni termogenezi.
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