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Abstrakt:

Uvod: Komunikace mezi neuroendokrinnim a imunitnim systémem je mimo jiné
zprostiedkovdna hormony a cytokiny a to jak endokrinni, tak i parakrinni a autokrinni
cestou. Jednim z téchto Ciniteld je 1 prolaktin, adenohypofyzarni hormon, ale i imunitni
cytokin.

Sepse je systémova reakce na zanét, zprostfedkovana Thl imunitni odpovédi, ktera
je podporovana 1 prolaktinem. Prvotni ochranu pfi sepsi zprostfedkovava vrozena imunita.
Toll-like receptory rozpoznavaji molekuly, které jsou spojeny s patogeny a po tomto
rozpoznani pfislusného patogenu zahajuji imunitni reakce s cilem ho zneskodnit a obnovit
rovnovahu organismu. Predpoklada se, ze v organismu téZce napadeném patogenem se
zvySuje genova exprese PRL, TLR2 a TLR4. Tyto hodnoty jsme sledovali u septickych
pacienti. Hodnotili jsme také vliv jednonukleotidového polymorfismu PRL -1149 G/T
jednak na fyziologickou expresi PRL mRNA, a jednak na miru exprese v priibéhu sepse.

Material a metody: Pro tuto studii byly jako material pouzity vzorky krve 43
septickych pacientl a 40 zdravych kontrol. Krev septickych pacientii byla odebrana celkem
tiikrat s urcitym casovym rozestupem, krev kontrol pouze jednou. Pro urceni exprese
mRNA PRL, TLR2 a TLR4 byla pouZzita polymerazova fetézova reakce v redlném case s
fosfoglycerat-kinazou 1 jako endogenni kontrolou. Metodou PCR-RFLP jsme provedli
genotypizaci SNP -1149 G/T v genu pro prolaktin.

Vysledky: Hladiny exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4 se u septickych pacientti
mezi jednotlivymi odbéry statisticky vyznamné neliSily, ale oproti kontroldm jsme
detekovali slaby nartst exprese mRNA PRLv odbéru A a zeyména v odbéru B s naslednym
U pacientl, ktefi nasledné na sepsi zemfeli (5,4x nizsi nez v odbéru B piezivSich pacientt,
P = NS). Hladiny exprese mRNA TLR2 a TLR4 tfi odbérii prezivsich pacientl i pacientl
zemfelych jsou statisticky vyznamné zvySeny oproti kontroldm. U septickych pacient jsou
rovnéz statisticky vyznamné zvySeny hladiny leukocytl u transplantovanych pacientt.
SNP PRL -1149 G/T nema vliv na hladiny mRNA PRL v prabéhu sepse, statisticky
vyznamny rozdil nebyl prokézan ani u fyziologickych hodnot, ale jedinci s genotypem GG
vykazovali trend zvySenych hladin exprese mRNA PRL oproti kontrolam s genotypem GT
aTT.



Zavér: Nedostatecnd produkce prolaktinu monocyty pii sepsi zfejmé neumozni
aktivovat imunitni systém a postizeni jedinci z diivodu septické piihody umiraji. Sepse
U pacientt, ktefi ji piekonali, vyvola aktivaci produkce PRL a ta s odeznénim klinickych
priznakt sepse klesa. V odpovédi na stresové podminky jsou aktivovany i TLR2 a TLR4.
SNP PRL -1149 G/T mozna ovliviiuje fyziologickou produkci prolaktinu, ale nejspi§ nema

vliv na jeho produkci béhem sepse.

Klic¢ova slova: Prolaktin, toll-like receptor, sepse, imunita



Abstract:

Introduction: Communication between neuroendocrinne and immune system is
arranged by hormones and cytokines in endocrinne, paracrinne and autocrinne manner.
One of the factors involved is also prolactin, a pituitary hormone and an immune cytokine.
Sepsis is a system reaction to inflammation mediated by Th1l immune response, which is
supported by prolactin as well. Primary protection against sepsis is mediated by innate
immunity. Toll-like receptors distinguish molecules, which are connected with pathogens.
Afterwards this identification of a specific pathogen toll-like receptors trigger immune
reaction with the main goal of destroying this pathogen and also with the goal of renewing
the balance of the organism. It is supposed that in the organism that is hardly attacked by a
pathogen, the PRL, TLR2 and TLR4 gene expression is on the increase. We studied the
levels of PRL, TLR2 and TLR4 mRNA production in circulating monocytes derived from
septic patients. Simultaneously, the effect of PRL -1149 G/T SNP on physiological levels
of PRL mRNA and its expression in the course of sepsis was evaluated.

Materials and methods: As a source of monocytes, blood specimens from 43
septic patients and 40 healthy controls were used. The blood of septic patients was taken
three times with some time difference and blood from controls was taken just once. For
determination of PRL, TLR2 a TLR4 mRNA expression QPCR was used with
phoshoglycerate kinase 1 as an endogenous control. The PRL -1149 G/T SNP genotyping
was performed by PCR-RFLP method.

Results: There was no statistically significant change in levels of PRL, TLR2 and
TLR4 mRNA expression among the three consecutive blood drawings in survived septic
patients, however, compared to controls, we observed a weak increase in PRL mRNA
expression in the sample A and especially in the sample B, with a subsequent decrease in
the sample C (P = NS). Surprisingly, the lowest PRL mRNA production in monocytes was
detected in non-survived patients (5,4x less than in the highest PRL mRNA expression in
blood drawing B of survivors, P = NS). The TLR2 and TLR4 mRNA expression levels in
both, three consecutive samples of survivors and one sample of dead patients are
statistically significantly increased in the comparison to controls. In septic patients who
underwent transplantation we observed significantly increased leukocyte numbers. The
PRL -1149 G/T SNP does not have any influence on the course of sepsis and level of

MRNA. In case of physiological values, the individuals with the GG genotype showed a



trend to increased levels of PRL mRNA expression compared to the controls with GT and
TT genotypes, nevertheless, the difference did not reach statistical significance.
Conclusion: Lack of prolactin production by monocytes during sepsis apparently
does not allow the immune system to get activated and the affected individuals die due to
septic episode. Sepsis in patients who have overcome it, causes the activation of PRL
mMRNA production, and this production along with the subsidence of clinical signs of sepsis
decreases. Next to that, TLR2 and TLR4 mRNA expression is activated in response to
stress conditions during sepsis. The PRL -1149 G/T SNP may affect the physiological

production of prolactin however, it seems to have no effect on its production during sepsis.

Key words: Prolactin, toll-like receptor, sepsis, immunity
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KAR - Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny

M - marker

MAL - MyD88 adaptoru podobny protein

MAPK - mitogenem aktivovana proteinkindza

MHC - hlavni histokompatibilni komplex

MJ - metabolickd jednotka

MKP - mitogenem aktivovana proteinkinaza fosfataza
MRNA - informacni ribonukleova kyselina

NF- kB - jaderny faktor kappa B

P - pozitivni kontrola

PAMP - s patogenem spojené molekularni vzory

PBS - phosphat-buffered saline (fosfatovy pufr)

PCR - polymerazova fetézova reakce

PGK1 - fosfoglycerat kindza 1

PMBC - mononukledrni buiiky periferni krve

PRL - prolaktin

PRLR - receptor pro prolaktin

PRR - receptor rozpoznavajici molekularni vzory
QPCR - polymerazova fetézova reakce v readlném Case
r - Spearmantv koeficient

RA - revmatoidni artritida

RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmenti
RNA - ribonukleova kyselina

RT PCR - reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce
SARM - sterile a- and armadillo-motif-containing protein (sterilni o a pasovcovy

motiv- obsahujici protein)

SD - smérodatna odchylka

SLE - systémovy lupus erythrematodus

SNP - jednonukleotidovy polymorfismus

SOCS - supresory cytokinové signalizace

sPRL -sérovy prolaktin

STAT - signdlni transduktor a aktivator transkripce
T - tymin
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Th
TIR
TLR
TNF
TRAM
TRH
TRIF
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VEGF
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-trijodtyronin
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- TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN (TIR-doménu
obsahujici adaptér vyvolavajici interferon-p)

-Ustav hematologie a krevni transfuze

- ultrafialové zatfeni

- rustovy faktor cévniho endotelu

- vazoaktivni intestinalni peptid
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1. Literarni uvod

1.1.Interakce mezi neuroendokrinnim a imunitnim systémem

Interakce mezi neuroendokrinnim a imunitnim systémem je nezbytna pro navozeni
a udrzeni rovnovahy organismu (viz Obr. 1). Je tvofena pomoci hormont,
neurotransmiterii, cytokini a samozfejmé jejich receptord, které se nachdzeji jednak v
hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni ose (HPA), ale také na buiikach imunitniho systému
(Weigent et al. 1990). Vzajemna interakce je zprostfedkovana endokrinng, parakrinng i
autokrinn¢ (Dostal 2005).

Nékteré neuroendokrinni hormony, jako je napiiklad rtstovy hormon, prolaktin a
adrenokortikotropni hormon mohou byt tvofeny v bunikdch imunitniho systému a funguji
jako lymfokiny, a naopak nékteré lymfokiny maji vliv na modifikaci neuroendokrinni
odpovédi (Weigent et al. 1990).

Pfi stresové reakci se stava tato komunikace nepostradatelnou pro znovunabyti
rovnovahy a ucinné obranné reakci proti stresoru a jeho disledkiim. Neuroendokrinni
systém ptimo, ale i nepfimo pfes vypousténi riznych chemickych signalt ovliviiuje vyvoj i
funkéni aktivitu imunitniho systému, zatimco imunitni systém miiZze prostfednictvim
cytokind ovliviiovat aktivitu endokrinniho systému (Jara et al. 2006). Vsechny
fyziologické systémy v téle jsou vsak pod kontrolou mozkové ¢innosti (Besedovsky and
del Rey 2011). Spojeni téchto systémi se dé&je pomoci hormont, neurotransmitert,
neuropeptidi, cytokini a jejich receptord.

Hlavnim nadfazenym systémem pro regulaci imunitni odpovédi je spole¢na reakce
hormonalniho syst¢ému, kam mizeme zafadit osu hypotalamo-hypofyzarné-adrenélni,
hypotalamo-hypofyzarné-gonadalni a hypotalamo-hypofyzarné-thyroidni a autonomniho
nervového systému (Eskandari et al. 2003; Jara et al. 2006; Roggero et al. 2011). Imunitni
systém je tak regulovan na systémové, regionalni a lokalni urovni (Eskandari et al. 2003).
Mezi hormony tlumici imunitni reakce patii estrogeny (Straub 2007), androgeny a
glukokortikoidy (Mavoungou et al. 2005), které obecné maji vliv na indukci apoptozy,
potlaceni maturace a produkce cytokinli u nékterych imunitnich bunék; naopak, mezi

hormony stimulujici proliferaci imunitnich bunék a produkci cytokinl patii prolaktin,
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ristovy hormon, inzulin a tyroidealni hormony (Kelley et al. 2007; Mavoungou et al. 2005;
Medzhitov and Janeway 2000; Straub 2007).

Z hypotalamu je uvolnovan kortikotropin-uvoliiujici hormon do hypofyzarniho
portalniho systému, kde stimuluje produkci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). Ten
nervovy systém a ovliviiuje fyziologické a behaviordlni zmény béhem stresové reakce
(Sternberg et al. 1992). Glukokortikoidy maji zpétnovazebny efekt na ACTH, kdy tlumi
jeho uvolnovani z hypofyzy, a déle ovliviiuji redukci poctu cirkulujicich lymfocyti,
monocytt a eosinofilli, brani shromazd’ovani imunitnich bun¢k v misté zanétu (Sternberg
et al. 1992) a zptisobuji posun od Th1 k Th2 imunitni odpovédi (Eskandari et al. 2003).

Zeny maji diky produkci estrogenu vy$§i reaktivitu protilatkové i bundéné
zprostiedkované imunitni odpovédi. Estrogen na rozdil od androgentl a testosteronu piisobi
imunomodula¢né na T i B lymfocyty a ma vliv na jejich vyvoj v lymfatickych tkanich
(Eskandari et al. 2003; Jara et al. 2006). Ov$em pii imunitnim stresu, jako je naptiklad
sepse, je produkce gonadalnich hormonii utlumena (Eskandari et al. 2003).

Tyroidni hormon syntetizovany hypofyzou pisobi na uvolilovani trijodtyroninu
(T3) a tyroxinu (T4), hormont §titné Zlazy podilejicich se na modulaci imunitni reakce tim,
ze maji stejné¢ jako ristovy hormon ochranny vliv pfed imunosupresivnimi u¢inky
glukokortikoidd (Dorshkind and Horseman 2001; Eskandari et al. 2003).

Neurotrasmitery zprostiedkovavaji vzajemnou komunikaci mezi jednotlivymi
synapsemi v autonomnim nervovém systému, zahrnujicim parasympatické a sympatické
nervy. Patfi sem malomolekulové neurotransmitery, jako jsou aminokyseliny a biogenni
aminy a velkomolekulové neuropeptidy. Mezi aminokyseliny fadime glutamat, kyselinu y-
aminomaselnou (GABA), glycin. Acetylcholin a katecholaminy (adrenalin, noradrenalin a
dopamin) patii do skupiny biogennich aminl. Jako pienaseCe se uplatituji naptiklad i
somatostatin, tyreoliberin, derivaty proopiomelanokortinu, opioidy, vazointestinalni
polypeptid (VIP) ze skupiny neuropeptidi (Mravec et al. 2007).

Primarni i sekundarni lymfoidni organy, mezi které patti brzlik, kostni dfen, slezina
a lymfatické uzliny, jsou inervované sympatickymi vlakny. V téchto organech cilové
buiiky exprimuji adrenoreceptory, které stimulaci lokalné uvolnovaného noradrenalinu
nebo cirkulujicich katecholamint upravuji komunikaci, cirkulaci, proliferaci a funk¢ni
aktivitu lymfoidnich bun¢k a také produkci cytokind (Elenkov et al. 2000). Bylo zjisténo,

ze noradrenalin a adrenalin pomoci drahy p2-adrenoreceptor-cAMP-protein kindza A

13



snizuji v antigen-prezentujicich builkkdch a Thl lymfocytech vyrobu prozanétlivych
cytokinti: interleukinu 12 (IL-12), tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a), a interferonu y
(IFN-y) a naopak stimuluji produkci protizanétlivych ptsobct, naptiklad IL-10, ¢imZ se
muzou podilet na pfesmyku z Thl bunécné zprostiedkované imunity na Th2 imunitu
humoralni (Elenkov et al. 2000). Opioidy ptisobi na imunitni systém piimo potlacovanim
produkce protilatek a precitlivélosti oddaleného typu diky znecitlivéni chemokinovych
receptori na imunocytech, ale také nepfimo pfes zvySovani koncentrace cirkulujicich
katecholamint (Eskandari et al. 2003). N¢které neuropeptidy (napf. VIP, substance P a
somatostatin) maji vliv na produkci protilatek a cytokinti, degranulaci zirnych bunck a
aktivitu NK bunék (Weigent et al. 1990). Cholinergni inervaci pfes bloudivy nerv je
inhibovana produkce prozanétlivych cytokint (Bernik et al. 2002; Eskandari et al. 2003).
Cytokiny jsou pleiotropni signalni molekuly, které se vyznamné podileji na
modulaci imunitni odpovédi. V neuroendokrinnim systému puasobi pies své receptory jak
centralné, tak periferné¢ (Eskandari et al. 2003). Mezi cytokiny fadime lymfokiny,
interleukiny, monokiny, interferony, tumor nekrotizujici faktory a rstové faktory. Mohou
pusobit autokrinné, parakrinng i1 endokrinné. Cytokiny mohou mit rlizné Gi¢inky na buiiky,
zalezi na prostfedi, ve kterém se v daném case nachazeji. Toto prostiedi je dano
koncentraci dal$ich hormont a cytokind, které v souhie spoustéji uritou reakci (Whicher

and Evans 1990).
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Obrazek 1: Interakce neuroendokrinniho a imunitniho systému (upraveno dle Lane
et al. 2009).
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1.2.Prolaktin

Prolaktin je peptidovy hormon, ktery byl poprvé nalezen v hypotfyze a dlouhou
dobu byl povazovan za vyluéné hypofyzarni hormon (Sinha 1995). Nyni je znamo, Ze
syntéza a sekrece prolaktinu se neomezuje pouze na adenohypofyzu, ale Ze je tvofen i
dals§imi organy (Freeman et al. 2000). Pro své mnohostranné pusobeni je nazyvan
pleiotropnim hormonem.

Diky svym vlastnostem je prolaktin fazen do spole¢né rodiny spolu s placentarnim
laktogenem a rstovym hormonem. Jejich geny se vyvinuly ze spole¢ného ancestralniho
genu pomoci genové duplikace (Freeman et al. 2000) nejméné 500 miliont let pied nasim
letopoétem (Sinha 1995) a maji zhruba 40% homologii. (Ben-Jonathan et al. 1996).
Molekula volného prolaktinu je tvofena jednoduchym polypetidovym fetézcem skladajicim
se ze 198 aminokyselin s molekulovou hmotnosti 23000 Da (Chikanza 1999). Molekula
prolaktinu podléha postranslaénim modifikacim, jako je naptiklad glykosylace,
fosforylace, dimerizace, polymerizace nebo navdzani molekuly na vazebné proteiny a
jednotlivé varianty maji odlisné biologické funkce (Sinha 1995). Diky tomu je v cirkulaci
charakteristicky molekularni polymorfismus, kdy se prolaktin vyskytuje v raznych
strukturdlnich variantach, jako jiz zminény monomer, dale dimer a makroprolaktin,
pficemz nejveétsi zastoupeni v krvi ma prolaktin monomerni (Chikanza 1999; Orbach and
Shoenfeld 2007).

Exprese hypofyzarniho prolaktinu je zavisla na transkripénim faktoru Pit-1, ktery se
vaze jak v proximalnim promotoru, tak v distalnim enhanceru genu (Ben-Jonathan et al.
1996; Berwaer et al. 1994).

Hlavni funkei hypofyzarniho prolaktinu je rist a vyvoj mléénych 714z, navozeni a
stimulace laktace a také hraje dileZitou roli v reprodukénich dé&jich, kde diky inhibici
funkce gonadotropnich hormonti snizuje dozravani gamet v gonadach. Pomoci klicovych
enzymi také pasobi jako metabolicky hormon, kdy ovlivituje rozli¢né organy, jako je
napiiklad slinivka a tukova tkan, a miZe se podilet na vzniku a rozvoji obezity nebo
autoimunitnich chorob (Ben-Jonathan et al. 2006). Hladiny prolaktinu jsou vyssi u zen nez
u muzu a tyto hodnoty se dale zvysuji béhem téhotenstvi a laktace. Prolaktin je vyluCovan
nejvice ve spanku okolo 2. hodiny ranni (Orbach and Shoenfeld 2007), pfi kojeni, stresu a

horecce.
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Prolaktin je v neuroendokrinnich bunikach ulozen v podob¢ sekrecnich granuli a v
ptipad¢ potieby je z téchto bunék rychle uvoliovan pomoci vapenatych ionti (Dannies
2002).

Hlavnim negativnim regulatorem uvolilovani prolaktinu z adenohypofyzy je
hypotalamus a jim secernovany dopamin, ale mezi dalsi inhibitory patti i IFN-y a endotelin
3 (Freeman et al. 2000). Naopak vyraznymi stimulanty sekrece prolaktinu jsou cytokiny
IL-1, IL-2, IL-6 a tyreotropni hormon (TRH), serotonin, estrogeny a oxytocin (Chikanza
1999).Prolaktin je peptidovy hormon, ktery byl poprvé nalezen v hypofyze a dlouhou dobu
byl povazovan za vylu¢né hypofyzarni hormon (Sinha 1995). Nyni je znamo, Ze syntéza a
sekrece prolaktinu se neomezuje pouze na adenohypofyzu, ale Ze je tvoren i dal§imi organy
(Freeman et al. 2000). Pro své mnohostranné pusobeni je nazyvan pleiotropnim

hormonem.

1.2.1. Mimohypofyzarni prolaktin

Prolaktin ptsobi nejen jako hormon, ale na periferiich i jako cytokin, jehoz
imunostimulaéni G¢inky jsou vyuzivany ve vrozené i ziskané imunité a jeho pusobeni
probiha jak parakrinni, tak i autokrinni cestou (viz Obr. 2). Je produkovan celou fadou
bunék, jako jsou lymfocyty, monocyt/makrofagova fada, neurony, bunky endometria a
prostaty (Bandtrova 2010; Berwaer et al. 1994). Bunky uvolfiujici mimohypofyzarni
prolaktin nemaji sekreni granula pro jeho skladovani, takZe je uvolfiovan okamzité po

svém nasyntetizovani (Ben-Jonathan et al. 2008).
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Struktura genu pro mimohypofyzarni prolaktin

Strukturdlné patii prolaktin do cytokino/hemopoetické rodiny spolu s ristovym
hormonem, erythropoetinem, faktorem stimulujicim kolonie makrofagti a granulocyti
(GM-CSF) a n¢kterymi interleukiny (Chavez-Rueda et al. 2005).

Jeho gen se v jedné kopii nachdzi na kratkém raménku 6. chromozému v blizkosti
gent, kterymi je kodovan hlavni histokompatibilni komplex (Ben-Jonathan et al. 1996).
Obsahuje celkem 5 exont a Ctyii dlouhé introny. Mimohypofyzarni prolaktin je fizen z
odli§ného promotoru nez prolaktin hypofyzéarni (viz Obr. 3). Tento promotor se nachdzi 5.8
kb pfed pocatecnim mistem transkripce hypofyzarniho prolaktinu a diky tomu se ve
vysledném transkriptu nachdzi navic jesté¢ exon la (150 nukleotidil), ktery je vSak
nekodujici, takze jsou vysledné proteiny shodné (Berwaer et al. 1994; Gerlo et al. 2006;
Hiraoka et al. 1991). Promotorova aktivita prolaktinového genu v lymfocytech a
decidualnich burnkach je fizena cyklickym adenosinmonofosfatem (cAMP), kdy schopnost
reakce na n¢j je zprostiedkovana pomoci cAMP- responsivnim elementem a také pomoci
dvou CAAT/ enhancer vazajicich proteini (C/EBP) (Gerlo et al. 2006). Specificky
enhancer v lymfoidnich bunkdch obsahuje vazebnd mista pro proteiny odvozené z
lymfoidnich bunék. Pokud jsou tyto oblasti zkraceny nebo Upln¢ vytazeny, snizi se
promotorova aktivita pfiblizné o 50 % (Berwaer et al. 1994). Exprese mimohypofyzarniho
prolaktinu je nezavisla na faktoru Pit-1, hlavnim aktivatoru transkripce hypofyzarniho
prolaktinu (Ben-Jonathan et al. 1996; Berwaer et al. 1994). Exprese prolaktinu mtze byt v
mononukledrnich bunkach periferni krve stimulovana napf. konkavalinem A,
prostaglandiny nebo phytohemaglutininem, a naopak inhibovana IL-2 a IL-4 (Gerlo et al.
2006; Gerlo et al. 2004).

Stevens a kol. objevili v genu pro mimohypofyzarni prolaktin funkéni
polymorfismus -1149 G/T, ktery méni navazovani GATA-pfibuzného transkripcniho
faktoru. Alela G v tomto polymorfismu je spojena s vys$§i promotorovou aktivitou genu.
Bylo prokazano, ze alela G je spjata i s n€kterymi autoimunitnimi onemocnénimi (Stevens
et al. 2001). Lee a kol. se zabyvali studiem prolaktinového polymorfismu v zavislosti na
projevu revmatoidni artritidy. Zjistili, ze alela T mé& mirny protektivni vliv na riziko
onemocnéni revmatoidni artritidou (Lee et al. 2009). Ke stejnému zavéru dospéla i

Fojtikova a kol. u systémové sklerodermie (Fojtikova et al. 2010)
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Obrazek 3: Struktura genu pro mimohypofyzarni prolaktin a jednotlivé SNP (upraveno dle
Mellai et al. 2003)

1.2.2. Receptory pro prolaktin

Receptor pro prolaktin (PRLR) patii do velké heterogenni rodiny cytokino-
hematopoetickych receptorii a je exprimovan na riznych typech tkani vcetné¢ bunék
imunitniho systému. Bylo popsdno nékolik izoforem na zaklad€ rozdild v sekvenci
aminokyselin a ve velikosti cytoplazmatické domény (De Bellis et al. 2005; Radhakrishnan
et al. 2012). Receptory pro prolaktin jsou slozeny ze 3 oblasti zahrnujicich extracelularni
doménu, kde residua aminokyselin vazi ptisluSny ligand, hydrofobni transmembranovou
doménu a intracelularni doménu, ktera obsahuje prolin bohaty motiv (Clevenger and Kline
2001; Liu et al. 2011). Lidé exprimuji rizné izoformy, které maji shodné extracelularni a
transmembranové domény a lisi se pouze slozenim domény intracelularni (Kelley et al.
2007). Mezi nejcastéjsi izoformy patii velka, stfedni a 2 kratké Sla a S1b. Tyto varianty
vznikly alternativnim sestithem mRNA nebo posttranslaéni modifikaci a maji odliSnou
strukturu i funkce (Clevenger and Kline 2001).

Homodimerizace PRLR ptes dvé odliSna mista na PRL vede k aktivaci
asociovanych kindz, které fosforyluji nasledné cile. Nejvice pozornosti bylo upfeno na
JAK-STAT signdlni drdhu, kterd je vyuZivdna vSemi cytokino-hematopoetickymi
receptory. Vazba PRL na receptor vyvola aktivaci nejcastéji JAK-2, ktera vede k nasledné
aktivaci prevazné STAT-5, v mens$i mife i STAT-1 a 3 (Kelley et al. 2007). Aktivované

STAT-proteiny jsou translokovany do jadra, kde se vazou na gama-interferonem
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aktivovanou sekvenci a timto zpisobem méni expresi cilovych gent (Dostal 2005). Dalsi
drahy zahrnuji mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPK) a Src kindzy, z nichz kazda
spousti specifické kaskady pro cilovou modifikaci (Goffin et al. 2005).

Exprese prolaktinového receptoru je zavisla na stavu organismu. Corbacho a kol.
studovali expresi prolaktinového receptoru v riiznych mysich tkdnich béhem odpovédi
akutni faze zprostfedkované lipopolysacharidy (LPS) z E. Coli. Zjistili, ze v jatrech,
prostaté, srdci, ledvinach a semennych vaccich se exprese prolaktinového receptoru
statisticky vyznamné snizila, zatimco v brzliku, jedné z imunitnich tkani, naopak exprese
prolaktinového receptoru vzrostla, coz by potvrzovalo antiapoptoticky ucinek prolaktinu na
tymocyty (Corbacho et al. 2004).

Prolaktin stimuluje ubikvitinaci a degradaci svého receptoru pies katalytickou
funkci JAK-2. Tento mechanismus zaji$t'uje rovnovahu mezi spousténim exprese cilovych
gend navazanim prolaktinu na jeho receptor, ale na druhou stranu degradaci receptoru je
omezena jeho dostupnost a tim schopnost buinky vazat ptislusny ligand. Katalyticka
aktivace JAK-2 reguluje prolaktinem indukovanou fosforylaci dlouhého prolaktinového
receptoru na Ser349, coz je potiebné k usnadnéni ubikvitinace, urychleni endocytozy a

degradace PRLR (Swaminathan et al. 2008).

1.3.Imunomodulacni funkce prolaktinu

1.3.1. Vliv prolaktinu na buiiky imunitniho systému

Mimohypofyzarni prolaktin je kromé dalSich tkani tvofen a uvoliiovan z buné&k
imunitniho systému, jako jsou tymocyty,lymfocyty, monocyty, makrofagy a pfirozeni
zabije€i (NK bunky), kde hraje vyznamnou roli jako cytokin a imunomodulator, ktery
muze ovliviiovat maturaci, proliferaci a aktivaci lymfocyti a produkci cytokint (Brand et
al. 2004). Jeho imunoregulac¢ni funkce vsak byly uznany relativné nedavno, protoze jeho
produkce imunitnimi buiikami je velice nizka (Ben-Jonathan et al. 1996). Také né¢které
zménéné lidské lymfoidni bunécné linie produkuji PRL, napt. Jurkat leukemické T-
lymfocyty (Ben-Jonathan et al. 1996). Aktivita prolaktinu v mononuklearnich bufikach
periferni krve (PMBCs) spocivéa ve zvySeni vazebné aktivity transkripéniho faktoru NF«xB
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a IRF-1, ktery podporuje sekreci prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-12 (Brand et al.
2004).

Extravazace je schopnost mononuklearnich bun¢k nahromadit se v misté poSkozeni
a zanétu pranikem pies cévni sténu az k cilové tkani a tam zahgjit obranné mechanismy.
Pro tento d¢j je jednou z dilezitych schopnosti adheze leukocytu na endotelialni bunky.
Prolaktin zvySuje integrinem zprostfedkovanou adhezi PMBCs k endotelidlnim buitkam
pomoci tyrosinové fosforylace JAK/STAT signalni drahy a chemokinovych receptort
CXCR3 (Montes de Oca et al. 2005).

Osetreni lidskych makrofagti prolaktinem zvySuje genovou expresi hem-oxigendzy
1 a zvySuje produkci rustového faktoru cévniho endotelu (VEGF) a ovliviiuje tak
angiogenezi (Malaguarnera et al. 2004).

Utinky prolaktinu na piirozené zabije¢e (NK) spocivaji ve zvySeni exprese
povrchovych molekul NKp30 a NKp46, které zajistuji NK bunkam jejich cytotoxickou a
Iytickou aktivitu (Mavoungou et al., 2005) namifenou naptiklad proti virim a nadorim, a
také ve zvySeni jimi uvoliiovaného IFN-y (Matera et al. 1999).

Prolaktin reguluje zrani CD4- a CD8- tymocytli na CD4+ a CD8+ T lymfocyty
prostiednictvim exprese 1L-2 receptoru (Carreno et al. 2005). Také vede k proliferaci pro-
B bunécné generace. Prolaktin je v lymphopoéze sice vyznamny, neni vSak pro vyvoj
imunitnich bungk stézejni (Orbach and Shoenfeld 2007). Tento zavér je podlozen napiiklad
studii Horsemana a kol. ktefi potvrdili, Ze mysi, jeZ jsou deficientni pro prolaktinovy gen,
maji normalni imunitni systém stejné jako jejich sourozenci s fungujicim prolaktinovym
genem (Horseman et al. 1997). Imunoregulace pomoci autokrinniho piisobeni prolaktinu
byla prokazana na Jurkat buiikach, ve kterych byl diky inzerci lentiviru umléen gen pro
expresi prolaktinového receptoru. Ukazalo se, Ze po aktivaci proliferace Jurkat bunck
fytohemaglutininem byla tato proliferace drasticky sniZzena oproti kontrolnim bunkam,
protoze na uml¢enych bunkach byl nedostatek prolaktinového receptoru. U téchto bunck se
sniZila exprese povrchovych kostimula¢nich molekul CD137 a CD154, ale ne exprese
CD28, kterda tedy neni spojena s aktivaci lymfocytl prostfednictvim autokrinniho
prolaktinu. U mutovanych bunék byla také podstatné snizend fytohemaglutininem
indukovana produkce IL-2 a IL-4, coz ukazuje, ze autokrinni regulace prolaktinu aktivuje
jak Thl, tak Th2 imunitni odpovéd’ a ma vliv na rlst a aktivaci T lymfocytl a na expresi
nekterych kostimula¢nich molekul a cytokinti (Xu et al. 2010). Vyznam autokrinniho

pusobeni prolaktinu na T lymfocyty objevila i skupina Chavez-Rueda a kol., ktera naopak
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blokovala autokrinni prolaktin specifickymi protilatkami (Chavez-Rueda et al. 2005). Na
zvitecich 1 lidskych modelech byl prokazan antiapoptoticky ucinek prolaktinu, kdy
prolaktin indukuje snizeni apoptdzy piechodnych B bunék prostiednictvim anti IgM a
muze byt dilezity v selhani rozpoznavaci schopnosti B bunék vii¢i buitkam vlastniho téla a
tim mit zna¢ny vliv na rozvoj autoimunity (De Bellis et al. 2005). Trvale zvysené hladiny
prolaktinu snizuji BCR zprostfedkovanou apoptdzu B bunck. Také zvySuje expresi mRNA
ucinné antiapoptotické molekuly IFNyRII a zaroven snizuje expresi proapoptotické
molekuly Trp63 (Saha et al. 2009). Antiapoptoticky efekt byl prokazan i skupinou Ploszaj
a kol., ktera se zabyvala timto efektem na mySich epitelidlnich buiikdch mlécné zlazy.
Zjistili, ze prolaktin ma vliv na upregulaci exprese Bcl-2 proteinu a zaroven brzdi expresi
Bax proteinu. Bcl-2 je membranovy protein, ktery ptsobi jako inhibitor apoptdzy, zatimco
Bax protein apoptozu stimuluje (Ploszaj et al. 1998). Prolaktin ma dale schopnost
participovat na prezentaci antigenu tim, ze ve vysokych koncentracich vyvolava zrani
dendritickych bun¢k za pomoci faktoru stimulujiciho kolonie makrofaghi a granulocytl
(GM-CSF) a jejich vyvoj z prekurzori ke zralym antigen prezentujicim buiikam
vyjadiujicim jak MHC II. Ttidy, tak kostimula¢ni molekuly CD40, CD80 a CD86 (Peeva
and Zouali 2005). Také stimuluje uvolnovani IL-2, TNF-o a IFN-y jakozto faktorQ
ucastnicich se Th1l imunitni odpovédi, ale zaroven se podili na produkci cytokinli imunitni
odpovédi Th2. Prolaktin vSak pfednostné podporuje Th1 imunitni reakci (Vera-Lastra et al.
2002). Thl imunitni odpovéd pies CD4+ lymfocyty muze byt prolaktinem modulovéana
diky receptory zprostiedkovanym zménam v expresi T-bet. T-bet je transkripéni faktor,
ktery tidi Thl zanétlivou odpovéd a ktery je v CD4+ bunkéach ovliviiovan plsobenim
prolaktinu. Ten v nizkych davkach stimuluje prozanétlivou odpovéd’ a vyvolava produkci
T-bet pres JAK-2 a STAT-5 signalni drahu. Pfi vysokych davkach prolaktinu jsou
aktivovany supresory cytokinové signalizace (SOCS) 1 a 3. Jeho vliv na Thl nebo Th2

imunitni odpovéd’ zavisi na velikosti jeho davky (Tomio et al. 2008).

1.3.2. Prolaktin a autoimunitni onemocnéni

[ 1

proti bunkdm vlastniho organismu, které jsou tak poskozovéany. Tyto choroby jsou

zpusobeny genetickymi faktory, ale jako spoustéc je dulezity faktor zevniho prostiedi. Tim
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muze byt dalsi napf. infekéni onemocnéni nebo tfeba urcitd slozka potravy, jako je tomu u
celiakie. Tyto choroby maji své charakteristické znaky, coz je hlavné jejich spojeni s MHC
alelami, podil genetickych i negenctickych faktort a chronicky pribéh (Matera et al.
2000). Rozvoj autoimunitnich chorob souvisi s posuny rovnovahy mezi cytokinovou
produkci CD4+ bunéénych linii. Prvni fenotyp pomocnych T bunck, Thl se podili na
zanétlivé reakcei a je spojen s produkei prozanétlivych cytokinti IL-2 a IFN-y. Dalsi fenotyp
Th2 je zapojen v humoralni imunité spolupraci s B lymfocyty, diky produkei cytokint IL-
4, IL-5, IL-6 a IL-10 (O'Garra and Murphy 1993).

V nerovnovaze zpusobené autoimunitnimi chorobami muize dochazet k presmyku
imunitnich odpovédi a prolaktin se tak mitize podilet na Th2 imunitni odpovédi svym
vlivem na zvySenou produkci a vyvoj imunitnich bunék. Tim se zvysi jejich aktivita a
muze propuknout autoimunitni choroba.

Mezi zndmé lidské autoimunitni choroby, u kterych byl zjistovan imunostimulacni
vliv prolaktinu, patfi naptiklad systémovy lupus erythrematodes, celiakie, revmatoidni a
psoriaticka artritida ¢i systémova sklerdza (Fojtikova et al. 2010).

Bioaktivni prolaktin z mononuklearnich buné¢k periferni krve je u pacientii se SLE
sekretovan v signifikantné vyssi mife neZ u zdravych kontrol a to jak po stimulaci bunék
mitogenem konkavalinem A, tak bez ni (Larrea et al. 1997).

Skupina Ledesma-Soto a kol. zjistovala, jestli zvySena hladina exprese
prolaktinového receptoru u mysi koreluje s ¢asnym nastupem piiznakd SLE a zvySenim
poctu ptechodnych-1 B bunék po podavani prolaktinu, protoZze prolaktin je spojen s
autoimunitnimi chorobami vyznafujicimi se abnormalni aktivaci B lymfocyti. Bylo
zjiSténo, Ze vSechny B buniky mysSich slezin tvofi prolaktinovy receptor, ale vySe jeho
exprese zavisi na stadiu, ve kterém se B builky nachazeji. Pfechodné-1 B buiky ho
vyjadiuji nejvice v porovnani se zralymi bunkami. Hyperprolaktinémie vyrazné zvysila
produkci pfechodnych buné¢k u mysi, které byly vysoce rizikové pro onemocnéni SLE.
Produkce zralych B bunék vSak nebyla ufinkem prolaktinu zvySena. To ukazuje na
vyznamny vliv prolaktinu pfi vyvoji a zrani B bunék sleziny. Hyperprolaktinémie také
zvysila expresi prolaktinového receptoru u ptechodnych B bunék, coz ukazuje, Ze korelace
stupné onemocnéni s urovni exprese receptoru pro prolaktin hraje roli ve vyvoji a zhorSeni
SLE. Prolaktin by tak mozna mohl byt dobrym testovacim markerem pro zjistovani SLE

(Ledesma-Soto et al. 2012).

22



Ve studii Kapur a kol. byly sledovany hodnoty PRL v séru u détskych pacienti s
aktivni celiakii, u pacientii v remisi a na pfisné dieté, a u zdravych kontrol. Zjistilo se, ze
hyperprolaktinémie se objevuje u pacientii s aktivni celiakii a pouze u jednoho pacienta s
dietou, u zbytku pozorovanych piipadt byla hladina prolaktinu v normé. Vzajemny vztah
byl prokadzan u zvySené hladiny sérového prolaktinu a dobou trvani pfiznaki a véku
pacientli u skupiny s aktivni celiakii. U pacientd s dietou byla zjisténa korelace mezi
koncentrace prolaktinu je spojena s vyssim postizenim stfevni sliznice. Hodnota prolaktinu
je tedy bezprostiedn¢ spjata se stfevni patologii a miize tak byt dulezitym ukazatelem
pribéhu nemoci (Kapur et al. 2004). Korelace hladiny prolaktinu s aktivitou onemocnéni
prokazala i skupina Reifen a kol. (Reifen et al. 1997). Prolaktin ma ziejm¢ vliv na
patogenezi celiakie, nicmén¢ na toto téma jesté nebylo provedeno tolik vyzkumd, aby
prolaktin mohl byt povazovan za jeji spolehlivy indikator.

Prolaktin ma negativni vliv na perzistenci a patogenezi revmatoidni artritidy (RA).
Erb a kol. sledovali ptipad 44leté pacientky s RA. Byla 1é¢ena antirevmatickou medikaci
zahrnujici kortikosteroidy, ovSem bez zlepSeni akutni fize. Po zlomeniné stehenni kosti
byly pacientce vySetifeny hormondlni hladiny pro zjisténi osteoporozy, piiCemz byla
zjisténa zvySend hladina prolaktinu v séru. Byla zahajena 1écba kabercolinem
(dopaminergni agonista, ktery sniZzuje hladiny prolaktinu) a po dvou mésicich klesla
hodnota prolaktinu do normdlu. Tim se zlepSily pfiznaky RA, kdy v kloubech nebyly
zadné znamky synovitidy a RA je sérologicky i klinicky pod kontrolou (Erb et al. 2001).

Mezi autoimunitni choroby, jeZ mohou byt negativné ovlivnény vysokou hladinou
prolaktinu, patii 1 roztrouSend skler6za. T lymfocyty zde pisobi proti bunkdm centralni
nervové soustavy, &imz zptsobuji demyelinizaci. Cast&jsi vyskyt choroby u Zen napovida,
ze velkou roli hraje pohlavni dimorfismus a s nim spojené rozdily v koncentraci
pohlavnich hormont (Nociti et al. 2010).

U systémové sklerdzy charakterizované fibrézou kiZe a vnitinich organt byla
prokdzana zvysSena produkce prolaktinu T lymfocyty a zvySena hladina prolaktinu v séru

oproti zdravym kontrolam (Czuwara-Ladykowska et al. 2006).
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1.3.3. Uloha prolaktinu v onkogenezi a niakaze parazity

Receptory pro prolaktin se nachazeji v mnoha organech, diky ¢emuz muize mit
abnormalni aktivace prolaktinové drahy souvislost se vznikem nékterych néadorovych
onemocnéni, jako je naptiklad hepatocelularni karcinom. U pacientli s timto malignim
nadorovym onemocnénim byla zji§téna zvySena exprese prolaktinu v séru a také zvysSena
exprese fosforylované JAK-2, kterd miize mit vypovidajici hodnotu v prognoze
onemocnéni. Pacienti s vysokou expresi p-JAK2 vykazovali vys$i pooperacni rizika a
pokud méli zdroven vysokou expresi receptoru pro prolaktin, celkové se snizila jejich
nadéje na preziti. Pfes tuto signalni drdhu byla prokazana i1 zvySena proliferace
rakovinnych bunék (Yeh et al. 2012). Podobné vysledky byly zjistény u rakoviny mlécné
zlazy. Vyzkum na mySich potvrdil, Ze signalni draha PRLR/ JAK2 je nezbytna pro
vypuknuti prolaktinem vyvolaného nadoru mlééné Zzlazy, ale pro rist a dalsi vyvoj
rakovinnych bunck nepostradatelnd neni. Prolaktin tedy nejspiS funguje jako mistni
rustovy faktor v nadorovych buikach, protoze zvySuje expresi PRLR a jeho ligandu
(Sakamoto et al. 2010). Prolaktin ale muze mit také protinadorovy efekt. Vyzkum 16kDa
izoformy prokézal, ze jeji exprese v nadorovych bunkach prostaty miiZze sniZovat jejich
schopnost tvofit nadory, coZ je nejspis$ zpisobeno antiangiogennim efektem této izoformy
(Kim et al. 2003).

Prolaktin téz aktivuje imunitni odpovéd’ pii ndkaze parazity. U myS$i nakazenych
parazitickym prvokem Trypanozoma cruzi, jimz byl podkozné podavan prolaktin, byla
navozena imunitni odpovéd’ zvysenou proliferaci T lymfocytl a v akutni fazi i zvySenou
proliferaci bunécnych subpopulaci T lymfocyti CD3+CD4+ a CD3+CDS8+, které
spolupracuji pii zvladani infekce. Navic prolaktin aktivoval makrofagy a produkci oxidu
dusného, coz mélo za nasledek snizeni trypanozom v krvi béhem vrcholné nakazy (Filipin
Mdel et al. 2011).

Zkoumanim lidskych mononuklearnich bunék periferni krve pacientek s
hyperprolaktinémii, které byly nakazeny parazitem Toxoplasma gondii, se zjistilo, ze
autologni prolaktin, stejné¢ jako endogenni prolaktin rekombinovany zna¢né omezuje
intracelularni rist parazita v téchto bunkach. Byla prokazana i pozitivni korelace mezi
uvolnovanim IL-10 a hladinou prolaktinu. Vyzkum naznacuje, Ze prolaktin by mohl byt
jednim z faktort pisobicich na snizovani poctu parazita v téle, takze hyperprolaktinémie v

t€hotenstvi miiZze snizovat riziko §ifeni nakazy T. gondi (Dzitko et al. 2012).
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1.4.Vrozena imunita

1.4.1. Vrozena imunitni reakce

Vrozena neboli nespecifickd imunita je fylogeneticky konzervovana, zarodecné
urcena prvotni slozka obrany organismu proti patogentim a v urCitych formach se
vyskytuje u vSech mnohobunéénych Zzivoéichu (Medzhitov and Janeway 2000). Po
rozpoznani patogenu je charakteristickd okamzitou reakci bez pamét'ové stopy. Adaptivni
imunitu nejen pfedchazi, ale zaroven se s ni i prolina (viz Obr. 4). Sklada se z mechanické,
chemické a bunécéné slozky. Mechanicka slozka zahrnuje zejména epidermis, mukdzovy
sekret s antimikrobialnimi G¢inky a fasinkovy epitel (Basset et al. 2003; Mogensen 2009).

Slozka chemicka zahrnuje molekuly rozpoznévajici evoluéné konzervované vzory
na patogenech, jako jsou napfiiklad Toll-like receptory, peptidy a proteiny, které
hydrolyzuji patogeny. DalS§i casti jsou cytokiny, jeZ se uCastni organizace imunitni
odpovédi. Mechanickd a chemickd slozka jsou v prvni linii obrany proti Skodlivym
mikroorganismim a jejich ptisobkliim, protoze epitelové buiiky jsou v neustalém kontaktu s
bakteriemi a jejich antigeny. Na mnoho pro jiné buinky prozanétlivych faktorti vsak
epitelové builky nevyvoldvaji obranou reakci. Je to proto, Ze musi rozpoznavat béznou,
fyziologickou mikrofloru, kde imunologicky neodpovidaji, od bunék patogennich (Philpott
et al. 2001).

Mastocyty, dendritické bunky, pfirozeni zabijeci (NK) bunky, epitelové buiky,
makrofagy a granulocyty tvoii slozku bunéénou (Basset et al. 2003). Mezi tu patii i buiiky
monocyt-makrofagové bunécné linie. Mnohé antigeny patogenti po vstupu do hostitelského
organismu piim¢ji nezralé dendritické bunky na periferii k jejich pfremisténi do
lymfatickych orgdnd, jako jsou uzliny nebo slezina, kde po dozrani slouzi jako U€inné
antigen prezentujici bunky pro T a B lymfocyty, vylucuji cytokiny a zahajuji imunitni
odpoved’ (Banchereau and Steinman 1998). Mezi dalsi stimulanty pro tento pfesun slouzi

prozanétlivé cytokiny a ligand CD40+.

Buiiky ve vrozené, ale i1 ziskané imunité hraji rznou roli podle toho, jakou skupinu

cytokinti produkuji. Imunitni odpovéd’ muizeme rozdélit na Thl, kdy je vylucovan
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napiiklad IFN-y a IL-2. Tyto cytokiny jsou schopny aktivovat makrofagy a cytotoxické T-
lymfocyty a tim bojovat proti intraceluldrnim bakteriim a virim. Naopak Th2 odpovéd’ se
projevuje expresi cytokinu IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10, aktivujici zirné bunky a eozinofily
¢imz se nastartuje obrana proti parazitim (Koyasu and Moro 2012). Pokud se zapoc¢ne

napt. Thl imunitni odpovéd’ je zde snaha pro jeji udrzeni a zaroven potlaceni odpoveédi
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Obrazek 4: Vrozena a ziskana imunita a jejich interakce (upraveno dle URL 1)
Th2. OvSem za nékterych podminek je mozny i pfesmyk odpovédi napi. v imunizaci

pacienta vakcinami proti alergiim nebo v 1é€bé nékterych autoimunitnich onemocnéni.

1.4.2. Monocyty

Buiikky imunitniho systému vznikaji v primarnich lymfatickych organech

Z pluripotentnich kmenovych bunék. Patfi mezi né i monocyty, stfedné velké buiky
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s jadrem ledvinovitého tvaru, které cirkuluji v krvi a po vstupu patogenu do organismu
dodavaji napadenym tkanim makrofagy a dendritické bunky, v néz se cirkulujici monocyt
méni. Monocyty dale zesiluji zanétlivy signal tim, ze exprimuji fadu prozanétlivych
cytokinii a funguji také jako antigen prezentujici buiiky. Lidské cirkulujici monocyty
muzeme rozdé€lit do dvou hlavnich podskupin. Studie Geissmanna a kol. zjistovala hlavni
podjednotky monocytli u mysi. Dokazala, ze exprese chemokinového receptoru CX3CR1,
ktery usnadnuje akumulaci monocytl v rozli¢nych tkanich, také definuje dva typy lidskych
monocytu. Prvni na svém povrchu vyjadiuje receptor CD14+ vazajici lypopolysacharidy
bakterii a indukujici produkci prozéanétlivych cytokini. Druha podskupina na svém
povrchu exprimuje receptor CD16 pro FcyRIII a sdili mnoho ryst s mysimi CX3CR1""
monocyty (Geissmann et al. 2003). Dle nejnovéjsich studii se vsak lidské monocyty mohou
klasifikovat do 3 podskupin podle miry exprese receptoru CD16+. Patfi sem klasicky
CD14++CD16-, intermedianni CD14++CD16+ a neklasicky CDI14++CD16+ typ
monocytd, z nichz kazdy ma specializované funkce (Wong et al. 2012). Klasické
monocyty béhem bakterialni nakazy Streptokokus pneumonie reguluji mechanismus T
bunééné smrti zprostfedkovanim apoptézy pomoci Fas. V nepfitomnosti monocytl by v
ptipadé€ zanétu probihala u T bunék nekroza. T lymfocyty hraji klicovou roli v obrané proti
tomuto patogenu a monocyty indukci Fas- zprostredkované apoptoézy reguluji stupen
nartisty CD14+CD16+, maturovangjSich CD14-++ monocytii byly zaznamenédny u pacientli
s t€Zkou bakterialni sepsi, coz by mohlo souviset se zvySenymi hladinami IL-6 (Fingerle et

al. 1993).

1.4.3. Toll-like receptory

Rozpoznavani bakteridlnich struktur je evolucné velmi stary systém, ktery je
podobny u savcl, hmyzu 1 rostlin. Zarode¢né omezeny pocet receptorit (PRRs) rozpoznava
fylogeneticky neménné s patogenem spojené molekularni vzory (PAMPs) nachazejici se v
jednotlivych tfidach mikrobli. Navazani PAMPs na PRRs vyvola slozity sled udélosti
vedouci k expresi prozanétlivych genti a aktivaci zanétlivé reakce (Cook et al. 2004). Mezi
tyto receptory patti C lektin, NOD receptory a hlavné rodina Toll-like receptori (TLR)

(Mogensen 2009). Jako prvni byl Toll receptor nalezen u octomilek Drosophila
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melanogaster, kde hral dilezitou tlohu nejen v embryonalnim vyvoji, ale i v odpovédi
dospélct proti houbam (Lemaitre et al. 1996). Pozd¢ji byly podobné bunééné receptory
nalezeny i u savcu. Toll-like receptory se objevuji na mnoha buiikach imunitniho systému
vcetné epitelialnich bunék, buné¢k monocyt-makrofagové tady, mastocytii, dendritickych
bun¢k, y/6 T bun€k, Thl a Th2 o/f T lymfocyti a bunék B bunécné linie. Exprese TLR
gend je nejvyraznéjsi ve slezing a v leukocytech periferni krve (Medzhitov et al. 1997). U
lidi rozliSujeme jedenact zastupcti TLRs, kazdy z nich identifikuje jiné druhy bakterii, vira
a hub. Toll-like receptory rozpoznavaji struktury na mikrobialnich buné¢nych povrsich
zahrnujici lypopolysacharidy, lipoproteiny, peptidoglykany, lipoarabinomannany a
oligosacharidy (Basset et al. 2003), ale mohou také poznavat s nebezpeCim spojené
molekularni vzory (DAMPs), které pochazeji z poSkozenych buné€k vlastni tkdn€ a mohou
iniciovat a udrzovat neinfekéni zanétlivou odpovéd’ (Lorne et al. 2010). TLR1, TLR2,
TLR4 a TLR6 rozpoznavaji mimo jiné rdzné druhy lipidi, zatimco TLR3, TLR7, TLRS a
TLRY rozpoznavaji nukleové kyseliny a TLRS zymosan. Vzhledem k identifikaci riznych
struktur je odlisna 1 jejich bunécna distribuce, kdy TLR1, TLR2, TLR4,TLR5 TLR6 a TLR
10 se nalézaji na bunééném povrchu, zatimco TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 se nachézeji
uvnitt bunky v kompartmentech, jako jsou lysozomy nebo endozomy (Mogensen 2009). V
Tabulce 1 (viz Ptiloha) je pfehled TLRs a jejich ligandi.

Toll-like receptory se sestavaji ze tii slozek, kde extracelularni doména obsahuje
nékolik na leucin bohatych opakovani a je zodpov€dna za detekci molekul spojenych s
patogenem. DalSimi ¢astmi jsou transmembranova doména a cytoplazmaticka doména,
ktera je nazyvana Toll/IL1 receptoru podobnd doména (TIR), diky niZ maji TLR podobné
signalni drahy (Means et al. 2000). Tyto signalni drahy jsou vazané na jadernou translokaci
transkripénich faktort typu Rel (Rock et al. 1998). Navazanim PAMPs jednotlivé TLRs
dimerizuji a méni svoji konformaci pro vazbu adaptorového proteinu. Ten se nésledné
paruje s proteinkinazami, coz vede k aktivaci transkrip¢nich faktord a k transkripci mnoha
prozanétlivych genii (viz Obr. 5). Mezi znamé adaptorové molekuly vazajici se na TIR
doménu patii MyD88, MyD88 adaptoru podobny protein (MAL), TRIF, TRAM a SARM
(O'Neill and Bowie 2007). Adaptory slouzi jako vazba mezi ligand vazanymi receptory a
rozlicnymi serine/treoninovymi kindzami, napiiklad MAPK kindzami (mitogenem
aktivované proteinkinazy) (Kagan 2012; Kumar et al. 2011). Tyto drahy hraji hlavni roli v
navozeni prozanétlivé odpovedi aktivaci exprese cytokind a chemokinli prostiednictvim

jaderného faktoru kB nebo ve stimulaci produkce interferoni (Kagan 2012).
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Obrizek 5: Schéma jednotlivych toll-like receptori a jejich drah (upraveno dle URL 2)

1.5.Vliv prolaktinu, TLR2 a TLR4 na sepsi

1.5.1. Sepse

Sepse je systémové onemocnéni zptisobené reakci organismu na bakterialni nebo
plisnovou infekci, kdy organismus neni schopny zvlddnout lokalni zanét. Je jednou
Z nejcastéjSich pricin tmrti u kriticky nemocnych pacientll na jednotkach intenzivni péce.

Projevuje se organovou dysfunkci, abnormalni hypoperfuzi, ktera zahrnuje laktazovou
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acidozu a oligurii nebo sepsi indukovanou hypotenzi, kdy systolicky krevni tlak je nizsi
nez 90 mm Hg. Dal$im projevem je horecka nad 39°C a celkové Spatny stav organismu
(Bone et al. 1992). Pacienti jsou nachylnéjsi k nozokomialni infekci. Pokud v dusledku
sepse zac¢nou selhavat organy je sepse povazovana za zavaznou (Wheeler and Bernard
1999).

Hlavni tlohou spoluprace fyziologickych systémt zahrnujicich hypotalamo-
hypofyzéarni osu, autonomni nervovy systém a imunitni systém je zajistit i¢innou obranu
jednak proti patogenu, ale i proti vlastni pfehnané imunitni reakci na patogen.

Pro sepsi je charakteristické nadmérné ptisobeni vrozené imunitni reakce, kdy jeji
nastartovani patogenem zpusobi aktivaci makrofagl a neutrofild, které produkuji a zaroven
odpovidaji na cytokiny a chemokiny a dalSi produkty napiiklad komplementového
systému. Toto prozanétlivé prostfedi dale zptisobuje uvoliiovani sekundarnich zanétlivych
medidtor, coz pfi  poruSe regulacnich  imunitnich  mechanismii  vede
k nekontrolovatelnému zanétu a poSkozeni hostitele vlastni imunitou (Rittirsch et al. 2008)

nebo vede ke stavu, kdy organismus na patogena nereaguje (Boyd 2012).
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Obrazek 6: Negativni vliv imunitniho systému p¥i sepsi (upraveno dle Hotchkiss and Nicholson
2006)
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Imunitni odpoveéd’ je zahédjena navazanim patogenu na piislusné molekuly, hlavné
TLR, které spoustéji dalsi zanétlivé kaskddy zahrnujici aktivaci riznych transkripénich
faktorti a nadprodukci prozanétlivych cytokinii jako je TNF-a a interleukin-1 a cytokint
reaktivniho proteinu v hepatocytech (Zunszain et al. 2012), ktery je tak pii sepsi vyrazné
zvyseny.

V této praci jsem se zabyvala vlivem TLR2, TLR4 a prolaktinu na sepsi.

1.5.2. Sepse a Toll-like receptory

TLR2, ktery je aktivni jako heterodimer s TLR1 nebo TLR6, vaze predevSim
peptidoglykany grampozitivnich bakterii, jako jsou stafylokoky a streptokoky. TLR4 vaze
zejména lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, kam patii také E.coli a rod
Salmonella. Tyto TLR spoustéji kaskddu reakci pres MyD88 signalni drahu a tim
exprimuji charakteristické prozanétlivé cytokiny (Pene et al. 2009), jez jsou uvoliovany do
periferni krve. Svym plsobenim aktivuji T lymfocyty, makrogafy a polymorfonukledrni
granulocyty, které zahaji imunitni odpovéd’ v postizenych tkanich (Gosemann et al. 2010).
Rozpoznavani bakteridlnich struktur TLRs receptory je spojeno s dalSimi koreceptory, jez
s TLRs spolupracuji. U TLR4 jsou to molekuly MD-2 a CD14 spojujici se s extracelularni
doménou TLR. Tyto molekuly zesiluji odpoveéd’ na lipopolysacharidy (Akashi et al. 2003).

Mezi nejaktivngj$i drahy prenosu signalu patfi mitogenem aktivované protein
kinazové (MAPK) drahy. U savci se déli do tfi rodin: c-Jun NH,-terminalni kindza (JNK),
extracelularni signal-regulujici protein kinaza (ERK) a p38 mitogenem- aktivovana protein
kinaza (p38). Tyto drahy jsou aktivovany fosforylaci ale pro regulaci je vytvoren systém
ucinnych fosfataz vyuzivanych k defosforylaci. MAP kinaza fosfataza-2 (MAPK-2) neboli
duélng-specificka fosfataza (DUSP) reguluje stejn¢ jako MAPK1 signalni drahy MAPK.
MAPK-2 hraje roli pfi regulaci sepse kdy mys$i bez MAPK-2 genu maji oproti divokému
typu myS$i veétsi Sanci na pfeziti intraperitonealni lypopolysacharidové nebo
polymikrobidlni infekce. V séru téchto mysi jsou niz8i hladiny prozanétlivych cytokint
a makrofagy v kostni dieni MKP-2 -/- my$i vykazuji snizenou indukci TNF-a

rrrrr

extracelularni signal-regulujici protein kinazy a indukce MAPK-1 a snizena fosforylace
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pro preziti sepse a zdarovenl je ukazano jak je MAPK-2 zapojena do signdlni drahy
fosforylace a do ovliviitovani MAPK-1 (Cornell et al., 2010).

Skupina Pene a kol. studovala, jestli TLR2 a/nebo TLR4 pfispivaji nebo naopak
zabranuji vyCerpani dendritickych bunék ve slezin¢ u mysi s polymikrobidlni sepsi, protoze
vycerpani dendritickych bun€k ze sekundéarnich lymfoidnich organt je charakteristickym
znakem imunitni dysfunkce, ktera je vyvolana sepsi. Bylo zjisténo, ze nedostatek TLR2
I TLR4 sniZuje sepsi vyvolané pfed¢asné vy€erpani sleziny, protoze jsou zapojeny do sepsi
indukované apoptézy dendritickych bunék, a zaroven, Ze tyto TLR nejsou nezbytné pro
zrani dendritickych bunék, ktera nasleduje po sepsi (Pene et al. 2009).

Také Alves-Filho a kol. se zabyvali vlivem TLR2 na migraci neutrofili a odolnost
proti polymikrobidlni sepsi. Tato studie byla opét provaddéna na mySich a stejné jako
v predchozim vyzkumu bylo zjisténo, ze nedostatek TLR2 zvySuje piezivani
Vv polymikrobialni sepsi a také zabranuje snizeni migrace neutrofili (Alves-Filho et al.
2009). Toto muze naznacovat, ze TLR sice kontroluji a navozuji reakci proti patogenu, ale
zaroven jejich dalsi funkce mohou zpiisobovat snizeni obranyschopnosti organismu a tim
zpusobovat pro organismus nevyhodnou nachylnost k sekundarnim infekcim.

Prace Roggera a kol. sledovala, zda TLR4 hraje roli v ochrané pfed smrtelnou
gramnegativni bakterialni sepsi zpisobenou E. Coli. Zaméfili se na produkci cytokint
a preziti 4 typi mysi: divoky typ, TLR4—/—, MyD88—/— . Ctvrty typ mysi TLR2—/— byl
pouzit jako kontrola. Ukazalo se, Ze pro produkci prozanétlivych cytokin TNF a IL-6 je
nezbytny TLR4 a MyD88, protoze u mysSi bez téchto geni byla exprese skoro
nedetekovatelnd, ale naopak se ukdzalo, Ze deficientni mysi pro TLR4 a MyDS88 jsou
chranény pfed smrtelnou bakteridlni sepsi, zplisobenou gramnegativnimi bakteriemi. To
znadi, ze TLR4 a MyD88 jsou rozhodujicimi efektory pro vyvolani vrozené imunitni
reakce pii sepsi. Dal§im unikdtnim zjisténim velmi dilezitym pro moznou terapii bylo, Ze
podani protilatky proti TLR4 mize podpofit pfeziti pacienti s gramnegativni sepsi (Roger
et al. 2009). Z téchto vyzkumi je ziejmé, ze TLR4 jsou sice nezbytné pro rozpoznani
patogena, ale zaroven, Ze pfehnand reakce organismu na bakteridlni ndkazu vyrazné
snizuje Sanci na pfeziti organismu a proto jsou hledany moznosti jak zablokovat TLR
receptory a tim zvysit Sance na preziti.

-----

ucinky a inhibuje signalizaci TLR. Genipin zabraiiuje vysoké expresi IFN-f a TNF-a tim,
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ze zasahuje do signaliza¢nich kaskad TLR2 a TLR4. Oslabeni produkce prozanétlivych
faktorii mé pozitivni vliv na snizeni umrtnosti a oslabeni orgdnového poskozeni béhem
sepse (Kim et al. 2012).

Také chitohexdza, polysacharid o malé molekulové hmotnosti je schopen
vyvazovat zanétlivy atak vyvolany lipopolysacharidy patogent, tim, Ze se vaze na aktivni
mista TLRs a tim inhibuje LPS indukovanou produkci prozanétlivych cytokind. Zaroven je
schopen pomoci alternativni cesty pies TLR4 aktivovat makrofagy, které jsou odolné proti

aktivaci LPS a jsou spojeny s opravou tkani a rozpoznavanim zanétu (Panda et al. 2012).

1.5.3. Sepse a prolaktin

Pfi sepsi se exprese prolaktinu jakoZto stresového cytokinu zvySuje. Prolaktin
nasledné zvysuje expresi Bcel-2, ktery potlacuje stresem indukovanou apoptdzu lymfocytii
a tim zvySuje vyhlidky na preziti pii septickych stavech (Felmet et al. 2005). Bylo
prokazéno, ze u déti mlze prolongovand hypoprolaktinemie zpiisobit lymfopenii
a lymfoidni depleci a nasledné i smrt z nozokomialni infekce (Carcillo et al. 2012; Felmet
et al. 2005). Tyto nalezy vSak jsou v rozporu s vyzkumem Oberbecka a kol., ktery studoval
imunomodula¢ni vlastnosti prolaktinu u septickych mySi. Zvifata byla podrobena
laparotomii nebo ligaci a punkci céka, coz zptisobilo sepsi. Nékterym byl podavan pouze
fyziologicky roztok, n&kterym prolaktin. Po urcitém case byla zjiStovana proliferace
cytokinii IL-2, IL-6, IFN-y a sledovana apoptéza splenocyti. Tato skupina zjistila, ze
podavanim prolaktinu se vyrazné zvysila imrtnost septickych mysi a zvysila se 1 apoptoza
splenocytt doprovazena jejich snizenou proliferaci (Oberbeck et al. 2003). Oberbeck a kol.
také sledovali Uc¢inky metoclopramidu na bunééné imunitni funkce u mysi
S polymikrobidalni sepsi. Je zndmo, Ze metoclopramid zvySuje uvoliovani prolaktinu a tim
moduluje imunitni funkce. U septickych mysi oSetfenych touto slozkou se zvysila rychlost
apoptozy splenocytil a také uvolniovani cytokinti IL-6 a IFN-y, jejichz vydej buitkkami je pfi
sepsi znacn€ snizeny. Na rozdil od predchozi studie se ale nepotvrdila zvySend mortalita
zvirat (Oberbeck et al. 2004).U exprese cytokinl byla zjisténa snizena exprese IL-2, ktera
je sice indukovana sepsi, ale pfi podavani prolaktinu se jesté prohloubila. Oslabilo se sepsi
indukované uvolnovani IFN-y. U IL-6 nebyly zjistény zadné¢ zmény. Timto je zifejmé, ze

podavani prolaktinu septickym mySim maé vyrazny vliv na sniZeni pfeziti a na zmény
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v imunitni odpovédi (Oberbeck et al. 2003). Protichtidné zavéry piinesl vyzkum autort
Zhu a kol., ktefi zjistovali vliv prolaktinu na genovou expresi prozanétlivych cytokint IL-
1B, IL-6 a TNF-a v peritonealnich makrofazich, v makrofazich sleziny a Kuppferovych
bunikdch u mysi béhem pozdni sepse (vystaveni makrofagli po vice nez 24 hodin). Ti
zjistili, ze podavani prolaktinu méa vyznamny vliv na zvySovani exprese vSech cytokinl ve
vSech sledovanych bunkach. Znamenalo by to, Ze prolaktin ma vliv na zvySovani
cytokinové produkce béhem pozdni sepse, kdy jinak dochazi k jejimu vyCerpani a muize

tak byt prospé$ny pro zleps$eni buné¢né imunity (Zhu et al. 1997).
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2. Hypotézy a cile diplomové prace

2.1.Hypotézy

Pro nasi studii jsme postulovali nasledujici hypotézy.

1) Hladina exprese mRNA periferniho prolaktinu, TLR2 a TLR4 v monocytech je
U pacientl se sepsi vyznamné vyssi nez u zdravych kontrol, protoze organismus zaplaveny
infek¢nimi agens aktivuje své obranné mechanismy.

2) Hladina exprese mRNA PRL v monocytech se u septickych pacientli postupné
S pfiznivym vyvojem onemocnéni snizuje, coZ znamend, ze pii zachytu pacienta se
septickou piihodou je exprese mRNA PRL nejvyssi a s postupnym uzdravovanim klesa.
Totéz plati pro TLR2 a TLR4.

3) Genotypy PRL -1149 G/T SNP maji vliv na miru exprescs mRNA PRL

v monocytech nejen u zdravych kontrol, ale ovlivituji také priib&h sepse a Sanci na preziti.

2.2.Cile

1) Ur¢it hodnoty exprese mRNA PRL, TLR2, TLR4 v CD14+ monocytech
u kontrol, v dusledku sepse zemielych pacientli a pacientd pieZivSich a vzajemné je
porovnat mezi sebou a s dal$imi klinickymi udaji.

2) U pacientl preziv§ich stanovit hodnoty exprese PRL, TLR2, TLR4 mRNA ve
ttech po sobé nasledujicich odbérech. Zjistit, zda existuji rozdily v expresi mezi
jednotlivymi odbéry, jez by reflektovaly proces uzdravovani pacienta a podpotily vyznam
prolaktinu jako stresového cytokinu. Porovnat tyto tidaje s dal$imi klinickymi daty.

3) U kazdého pacienta provést genotypizaci PRL -1149 G/T SNP. Zjistit, zda urcity
genotyp ovliviiuje miru exprese PRl, TLR2 a TLR4 a zda m4 néktery genotyp protektivni

MV
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3. Material a metody

3.1. Materidal

V letech 2008-2011 byly odebrany vzorky plné krve pacientim z Ustavu
hematologie a krevni transfuze Praha (UHKT), z Kliniky anesteziologie, resuscitace a
intenzivni mediciny (KAR) 1. lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a VSeobecné
fakultni nemocnice v Praze a z Metabolické jednotky (MJ) VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze. Krev byla pacientlim odebréna celkem tiikrat, kdy se prvni odbér (A) uskutecnil
thned po zachytu pacienta se sepsi, dalsi odbér (B) nésledoval po odeznéni akutnich
priznaki, coz bylo charakterizovano snizenim horecky pod 38°C, snizenim CRP pod 100
mg/l, obéhovou stabilizaci a zadnou dalsi organovou dysfunkci a posledni odbér (C)
probéhl po ukonceni pacientovy hospitalizace. Kazdému pacientovi bylo odebrdno zhruba
8 ml plné krve do zkumavek s protisrazlivou tpravou (kyselina ethylendiamintetraoctova-
EDTA), ktera byla nasledné zpracovana v laboratofich Ustavu obecné biologie a genetiky
3. 1ékafskeé fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Celkem byly zpracovany vzorky od 87
pacientd, ale do studie jich bylo zahrnuto 50, protoze néktefi pacienti nespliiovali vS§echny
podminky (zména diagndzy, jina pficina umrti nez v disledku sepse, pouze jeden nebo dva
odbéry). Pacienti z MJ a KAR nebyli v této praci zahrnuty do statistického hodnocenti,
protoZe nebyla zndma pficina sepse ani nebyly k dispozici klinické Udaje potiebné pro
zpracovani. N&kteti pacienti se tif odbéri nedoZili, proto byly porovnavany pouze posledni
odbéry pred smrti. Pacienti, ktefi prodé¢lali dvé septické piihody, byli hodnoceni nezavisle,
tzn. vzorek A, B, C z prvni septické piihody a vzorek A, B, C z druhé sepse. Po zachytu
kazdého vzorku jsme ho spolu s ptisluSnym jménem, rodnym ¢islem, diagnézou a datem
pfijeti zapsali do databaze, kam jsme dale doplnovali pfislusna klinicka data. Se vzorkem
jsme posléze pracovali pouze pod uréenym cislem daného pacienta a pismenem vzorku. Pt.
PRLUHKT 23A (23. pacient v nasi databazi odebran v Ustavu hematologie a krevni
transfuze Praha pfti septické prihodg).

Jako kontrolni skupina byly pouZity buffy coaty od zdravych darcii z Transfazniho
oddéleni (TO) Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze. Celkem bylo zpracovano

40 vzorku.
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Tabulka 2: Charakteristika hodnocenych pacientd

UHKT KAR MJ TO
Pocet celkem
Gon) 43 (12) 4 (1) 3(1) 40 (12)

Vek
(primér +/- SEM) | 48:02£2.295 62427 623324  4L13£1,77
Transplantace Ano 32 0 0 NA
Infekéni agens: 15 NA NA NA
Grampozitivni
Infeéni agens: , 8 NA NA NA
Gramnegativni
Infek?m agens: 4 NA NA NA
Plisn¢
Infekéni agens:
Blize 16 NA NA NA

nespecifikovano

Pozn: UHKT = Ustav hematologie a krevni transfuze; KAR = Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni

mediciny; MJ = Metabolicka jednotka; TO = Transfuzni oddéleni; NA = neuréeno

Tabulka 3: Charakteristika hodnocenych pacientid (UHKT, KAR, MJ dohromady)

Pocet celkem Mrtvi Odbér A Odbér B Odbér C
(Zeny) 17 (6) 33 (8) 33 (8) 33 (8)

Transplantace (%) 9 (52.9 %) 16 (48,49 %) 18 (54,55 %) 22 (66,67 %)
Infekeni agens: 0 .

Grampozitivni 8(17.6 %) 12 (36,36 %)

Infekéni agens: 0 .

Gramnegativni 2(11.8 %) 6 (18,18 %)

Infekéni agens: 0 .

Plisné 0(0%) 4 (12,12 %)

Infekéni agens: 0 .

Nespecifikovéano 5 (294 %) 11 (33,33 %)

Pozn: U pacientl z KARu a MJ nebyla dodana néktera klinicka data.

3.2.Metody

3.2.1. Studium genové exprese mRNA pomoci polymerazové retézové reakce

v realném cCase

Po odbéru vzorku periferni krve byly imunomagneticky separovany monocyty, z

nich nasledné vyizolovana RNA, kterd byla poté pomoci reverzné transkriptdzové
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polymerazové ftetézové reakce prevedena do cDNA. Dalsim krokem bylo zjisStovani

exprese jednotlivych genli za pomoci polymerazové fetézové reakce v redlném case.

Izolace monocyti 7 plné krve

Z plné krve byly monocyty separovany pomoci Dynabeads magnetickych kulicek s

protilatkami proti CD14. Celé izolace probihala na ledu v magnetickém stojanu

Pouzité chemikalie:
— Dynabeads CD14; Invitrogen, USA
— PBS (phosphat buffered saline) pH= 7,4; Invitrogen, USA
— RNA-later solution; Ambion, USA

Postup separace monocyti:

1) V 50 ml zkumavce natedime 8 ml krve + 8 ml PBS.

2) Ptidame 70 pl Dynabeads magnetickych kulicek.

3) Zkumavku uzavieme a za pravidelného ob¢asného promichani nechame inkubovat
5 minut na ledu, aby se protildtka navdzand na magnetické kuli¢ce spojila
S odpovidajicim antigenem na monocytech.

4) Poté zkumavku vlozime na 3 minuty do magnetického stojanu, ktery je také v
nadobé s ledem.

5) Zkumavku otevieme a pipetou odstranime supernatant (smes PBS a periferni krve,
ale jiz bez monocytll). Znac¢ené bunky zistanou pfichycené na sténé zkumavky
pfivracené k magnetu.

6) Zkumavku vyndame a doplnime 15 ml PBS. Dukladnym protiepanim separované
buitky promyjeme.

7) Opét zkumavku vlozime na 3 minuty do magnetického stojanu.

8) Odsajeme veskerou tekutinu.

9) Kroky 6, 7 a 8 opakujeme je$té jednou, abychom vyizolované bunky dikladné
promyli.

10) Zkumavku vyjmeme ze stojanu a k ziskanym bunkam piidame 1 ml roztoku RNA-
later. Pipetovanim dobie promichame (nasatim a vypusténim), abychom smyli

vSechny buiiky ze stén zkumavky.
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11) Vzniklou sm¢s pieneseme do kryozkumavky a uchovavame v mrazicim boxu  pii

-80°C.

Izolace RNA 7 monocytit

Z monocytl vyizolujeme pomoci specidlnich kolonek se silikagelovou membranou

RNA, ktera je promyvacimi roztoky zbavena nezadoucich necistot. Koncentraci a Cistotu

RNA zmétime na spektrofotometru. Cela izolace je provadéna v laminarnim boxu.

Pouzité chemikalie

RNeasy Mini Kit; Qiagen, Némecko

Pufr RLT

Pufr RW 1

Pufr RPE (nafedime etanolem dle instrukci vyrobce)

RNase-free voda

Postup izolace RNA z monocytii za pomoci kitu RNeasy mini

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

Monocyty v RNA lateru nechame rozmrazit pii pokojové teploté.

Bunky centrifugujeme pii 8250g 10 minut.

Supernatant odsajeme pipetou.

Ptiddme 600ul pufru RLT pro 1yzu bun¢k a pipetovanim promichame.

Bunky homogenizujeme pomoci jehly a injekéni stiikacky - 5x nasajeme a
vypustime zpét. Buiiky preneseme do mikrozkumavky.

Ptidame 600ul 70% etanolu a pipetovanim promichame.

700ul vzorku preneseme na kolonku, kterd je usazend ve sbérné zkumavce, aniz
bychom potfisnili okraje. Centrifugujeme 30 sekund pti 18000g. Filtrat vylijeme,
sbérnou zkumavku osusime a pouzijeme dale.

Do kolonky pfidame pro promyti 700ul pufru RW 1 a centrifugujeme 30 sekund
pii 18000g. Sbérnou zkumavku s filtratem vyhodime.

Vezmeme si novou sbérnou zkumavku a do ni pfeneseme kolonku. Pfiddme 500pl
pufru RPE a opét centrifugujeme 30 sekund na 18000g. Filtrat vylijeme, sbérnou

zkumavku osusime a pouzijeme znovu.

10) Ptidame opét 500ul pufru RPE a centrifugujeme 2 minuty pii 18000g. Filtrat
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11) vylijeme a sbérnou zkumavku vratime pod kolonku. Centrifugujeme 1 minutu,
abychom se uplné zbavili pufru RPE. Nasledné sbérnou zkumavku vyhodime.

12) Vezmeme si novou sbérnou zkumavku a pteneseme kolonku. Pfidame 100ul

13) RNase-free vody a inkubujeme 2 minuty. Poté centrifugujeme 2 minuty pii 180009
a filtrat s RNA si nechame. Kolonku vyhodime.

14) K filtratu ptidame 300ul pufru RLT a 300ul 96% etanolu a promichame pipetou pro
dalsi promyti.

15) Smés pieneseme na novou kolonku (700ul) a opakujeme kroky 7-10.

16) Vezmeme si novou sbérnou zkumavku a pfeneseme kolonku. Ptidame 40ul

17) RNase-free vody a inkubujeme 2 minuty. Poté centrifugujeme 2 minuty pfi

18) 18000g a filtrat (ziskanou RNA) piepipetujeme do kryozkumavky.

19) 15) Na nanofotometru zméfime koncentraci a Cistotu. RNA a uchovavame pfi
80°C.
Vyslednd koncentrace RNA z 8ml plné periferni krve se pohybuje okolo 30ng/ul,

ze 4ml buffy coatu kolem 60ng/pl.

Reverzné transkriptazovda polymerdazova ietézova reakce (RT PCR)

Diky reverzni transkripci miizeme prevést RNA do komplementarni DNA (cDNA),
kterou dale vyuzijeme v polymeradzové fetézové reakci v redlném case. Cely postup je

provadén v laminarnim boxu.

Pouzité chemikalie

— High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Life Technologies - Applied
Biosystems, USA
- 10x RT Pufr
- 25x dNTP Mix (100mM)
- 10x RT Random Primers

- MultiScribe Reverse Transcriptase 50 U/uL

Postup RT PCR

1) Vsechny komponenty kitu nechame roztat na ledu.
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2) Podle poctu reakei ptipravime zakladni reakéni smés, v Tabulce 4 je uvedeno
mnozstvi na jednu reakci. Smés ptipravujeme dvakrat, jednu s a jednu bez reverzni

transkriptazy — tato reakce poslouzi jako negativni kontrola.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro jednu reakci RT PCR

Objem (pnl)
Komponenty Smés s reverzni Smés bez reverzni
transkriptazou transkriptazy
10x RT Pufr 2,0 2,0
25X ANTP mix (100 mM) 0,8 0,8
10x RT Nahodné primery 2,0 2,0
MultiScribe Reverzni
.y 1,0 -
Transkriptaza
Voda (DNase, RNase free 42 5.2
water)
Celkem 10,0 10,0

3) Do 96-ti jamkové desti¢ky napipetujeme po 15ul reakéni smési pro dany gen.
Reakce je provadéna v tripletech, protoze kazdy vzorek a jeho gen sledujeme
tiikrat pro minimalizovani chyb pipetovani (~ technické triplety).

4) cDNA ziskanou v RT PCR 10x nafedime vodou (Water - DNase, RNase — None
detect).

5) Do pfislusnych jamek napipetujeme 10ul nafedéné cDNA. Pipetujeme tak, aby v
jamkach nevznikaly bubliny.

6) Desti¢ku ptelepime optickou folii a 2 minuty centrifugujeme pii 500g.

7) Desticku vlozime do ABI Prism 7000 SDS a méfime pomoci relativni kvantifikace.

Podminky reakce nastavime takto:

1. krok (zniCeni piipadné RNA): 2 minuty pii 50°C
2. krok (hot start): 10 minut pii 95°C
3. krok (denaturace): 15 sekund pii 95°C
4. krok (hybridizace, extenze): 1 minutu pti 60°C

(Kroky 3 a 4 se opakuji 50x)

8) Po dokonceni reakce ulozime data ziskana z programu 7000 Sequence Detection

Software 1.2.3, ktera nasledné budeme statisticky analyzovat.
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3.2.2. Studium jednonukleotidového polymorfismu -1149 G/T v promotoru

genu pro prolaktin

Pro tuto studii musime nejprve vyizolovat DNA, amplifikovat a nasledné provést
Stépeni pomoci enzymu Xapl. Poté provedeme elektroforézu, kterd ndm nastépené useky

zobrazi.

Izolace DNA
Na izolaci pouzijeme plnou nesrazlivou krev odebranou do EDTA (pacienti) ¢i

buffy coat (zdravé kontroly).

Pouzité chemikalie
— QIAamp DNA Blood Mini Kit; Qiagen, Némecko
- Pufr AL

- Pufr AW1 (koncentrat, ktery nafedime etanolem podle instrukci vyrobce)
- Pufr AW2 (koncentrat, ktery nafedime etanolem podle instrukci vyrobce)
- Pufr AE

- QIAGEN proteaza (smichame s proteazovym rozpoustédlem)

- Proteazové rozpoustédlo

Postup izolace DNA
1) Na dno mikrocentrifuga¢ni zkumavky napipetujeme 20pl QIAGEN Proteazy.
2) Ptidame 200ul plné krve (taktéz u buffy coatu).
3) Piidame 200ul Pufr AL a 15 sekund vortexujeme.
4) Inkubujeme 10 minut pti 56°C.
5) Poté kratce centrifugujeme, abychom odstranili kapicky z vicka.
6) Piidame 200ul 96% etanolu a vortexujeme 15 sekund. Poté opét kratce
centrifugujeme.
7) Smés opatrné pfeneseme na kolonku, aniz bychom potfisnili okraje zkumavky.
8) Centrifugujeme 1 minutu pii 6000g. Filtrat odstranime a usadime kolonku do cisté

sbérné zkumavky.
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9) Kolonku opatrné¢ otevieme a piidame 500ul Pufr AWI1. Zavieme a 1 minutu
centrifugujeme pii 6000g. Opét odstranime filtrat a kolonku pfemistime do nové
sbérné zkumavky.

10) Kolonku otevieme a piidame 500ul Pufr AW2. Zavieme a centrifugujeme 3
minuty pii 18000g.

11) Filtrat odstranime a kolonku piemistime do nové sbérné zkumavky. Opatrné
piidame 200ul vody (PCR ultra H20).

12) Inkubujeme 1 minutu pii pokojové teploté. Poté centrifugujeme 1 minutu pii
6000g.

13) Filtrat (ziskanou DNA) piepipetujeme do kryozkumavky. Uchovavame pii 4°C,
pro dlouhodobé¢ skladovani pouZzijeme -20°C.

Vynos z 200 ul vzorku periferni krve se pohybuje kolem 6pg DNA.

Polymerdzova Fetézovd reakce

Slouzi k amplifikaci useku promotorové oblasti prolaktinu.

Pouzité chemikalie

— PCR reakeni kit; Fermentas, Kanada
- Taq DNA Polymerase (rekombinantni) 500u, 5u/ul
- 10x Taq Pufr s (NH4)2SO4
- 25 mM MgCl,
— Primery; East Port Praha, Cesko
- Primer F 5- GCA GGT CAA GAT AAC CTG GA -3’ (ptimy)
- Primer R 5'- CAT CTC AGAGTT GAATTT ATT TCC TT -3" (zpétny)
— dNTP - ptvodni koncentrace 100 mM byla zfedéna na koncentraci 10mM.;

Fermentas, Kanada

Postup PCR
1) Vsechny reagencie kromé Taq polymerazy nechame rozmrazit na ledu a pfipravu
reakéni smési provadime v laminarnim boxu.
2) Pfipravime reak¢éni smés podle tabulky (Tab. 6). Smés nachystame také pro jednu
negativni kontrolu, kam misto vyizolovaného DNA dame vodu a jednu pozitivni

kontrolu, kde mame vzorek s jiz ur€enym genotypem.
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3) Smés vortexujeme a pifipravime si zkumavky pro vzorky.

4) Do kazdé zkumavky dame 20ul reakéni smési.

5) Mimo laminarni box pfidame 0,5ul x 30 ng/ul DNA, do negativni kontroly pfidame
vodu a pipetovanim promichame.

6) V termocykleru nastavime podminky reakce:

1. krok (pocatecni denaturace): 2 minuty pii 94°C

2. krok (denaturace): 17 sekund pti 94°C
3. krok (hybridizace): 17 sekund pti 55°C
4. krok (extenze): 17 sekund pti 72°C

(Kroky 2, 3 a 4 se opakuji 35x)
5. krok (kone¢na extenze): 1 minutu pii 72°C
7) Jakmile je viko termocycleru piedehiaté, vlozime vzorky a nechame proces bézet.
PCR produkty uchovavame pti 4°C, pro dlouhodobéjsi uskladnéni volime -20°C.

Ptitomnost amplifikace zadaného useku DNA potvrdime elektroforeticky.

Tabulka 6: SloZeni smési pro PCR

Komponenty Objem (ul)
Voda (PCR ultra H20) 14,76
25mM MgClz 2,00
Smés dNTPs (10mM kazdy dNTP) 0,40
Ptimy primer (50uM) 0,32
Zpétny primer (50uM) 0,32
10x PCR pufr s (NH4)2S0O4 2,00
Taq DNA polymeraza (5U/ul) 0,20
Celkem 20,00

Polymorfismus délky restrikénich fragmentii (RFLP)

Stépime amplifikovany usek a elektroforetickou separaci zjistujeme piitomnost

alely G nebo T.

Pouzité chemikalie

— Xapl (Apol) Kit; Fermentas, Kanada
- Xapl (Apol) 500u, 10u/ul
- 10x Pufr Tango
- 25mM MgCI2; Fermentas, Kanada
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Postup RFLP
1)Reagencie (krom¢ enzymu, ktery vyndame z mrazaku az bezprostfedné pied
pouzitim) nechame rozmrazit na ledu.

2) Ptipravime reakéni smés podle Tabulky 7.

Tabulka 7: Reakéni smés pro restrikéni Stépeni

Komponenty Objem (ul)
Voda (PCR ultra H20) 2,5
25mM MgClz 1,5
10x pufr Tango 0,5
Xapl restrik¢ni endonukleaza 0,5
PCR templat 5,0
Celkem 10

3)Sm¢és vortexujeme a ptipravime si zkumavky pro vzorky.
4) Do kazdé zkumavky napipetujeme Sul smési.
5) Ptidame 5ul PCR produktu a promichame pipetou.
6) V termocykleru nastavime podminky reakce:
1. krok (restrikce): 120 minut pii 37°C
2. krok (denaturace enzymu): 25 minut pii 80°C

7) Nastépenou DNA uchovavame pii 4°C

Elektroforeticka separace

Nejprve elektroforeticky zjisStujeme uspéSnost PCR amplifikace. Pokud se podafila,
pokracujeme restrikénim $tépenim a elektroforetickou separaci jiz nastépenych fragmenta.
Zjistujeme piitomnost konkrétni alely. U alely G vzniknou tfi fragmenty o délce 17bp,
35bp a 85bp, u alely T 2 fragmenty 17bp a 120bp. Fragment o délce 17pb je kontrolni. Na
gelu mizeme vidét homozygota TT s vyraznym 120bp fragmentem, homozygota GG s
fragmentem o délce 85bp a u heterozygota GT jsou viditelné 2 fragmenty - 120bp a 85bp.
120bp fragment je vSak vyraznéjsi. Z gelu odecteme vysledky.

Pouzité chemikalie

— Agaroza (NuSieve 3:1 Agarose); Lonza, USA
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10 x TBE pufr (Tris-boratovy pufr) — pfipravime smichanim 500ml destilované
vody, 108¢ Tris, 55g kyseliny borité a 40 ml EDTA. Doplnime na 1000ml vodou.
- 890 mM Tris base; Roth, Némecko
- 890 mM kyselina borita; Amresco, USA
- 20 mM EDTA pH=8; Lékarna FNKV, Cesko
Destilovana voda; Ardeapharma, Cesko
GelRed, 10 000x concentrated in water; C-Consulting, Slovensko
6X Loading Dye Solution; Fermentas, Kanada
Marker pUC19 DNA/Mspl; Fermentas, Kanada

Postup elektroforézy

1)
2)

3)
4)
5)

6)

7)

Navazime 2g agarozy (resp. 3g) a rozpustime ji ve 100ml 1x TBE pufru.

Provaifime v mikrovinné troubd. Poté piidame 2,5ul GelRed. Radné promichame
analijeme do vanicky a vlozime hiebeny pro vytvofeni pozadované velikosti a
poctu jamek. Nechame 20 minut ztuhnout.

Elektroforetickou vanu naplnime 1x TBE pufrem.

Ztuhly gel vlozime do vany a dbame na to, aby byl gel zcela ponotfen v TBE pufru.
Do jamek nanaSime Sul PCR produktu (resp. 10ul produktu restrikéniho Stépeni
spolu s 2ul nanédseciho barviva. Do prvni jamky naneseme negativni kontrolu. Do
posledni jamky v napipetujeme 1,2pul markeru (mezi produkty restrikéniho Sté€peni
dame jiz ovéteny PCR produkt — pro kontrolu $tépeni — a také pozitivni kontrolu
S jiZz urenym genotypem).

Elektroforézu nechame probihat 30 minut pii stejnosmérném napéti
o velikosti 5V/cm.

Po skonceni gel prohlizime pod UV kamerou, kterda ndm umozni vysledek

elektroforézy zviditelnit, vyfotit a dale zpracovat (viz Obr. 7).
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Obriazek 7: Foto vysledki genotypizace SNP PRL -1149 G/T

M — marker

P — pozitivni kontrola se znamym genotypem
PCR — produkt PCR pied §tépenim
T—alelaT

G-alelaG

47



4. Vysledky
4.1.Statistické zpracovani

Po provedeni polymerdzové fetézové reakce v realném case byly ziskany pro kazdy
vzorek tfi hodnoty Ct (PCR cyklus, ve kterém je zaznamendn nartist fluorescence nad
prahovou hranici — cycle treshold) pro tii sledované cilové geny, a u kazdého genu
smérodatna odchylka SD, kterd pro naSe pouziti nesméla byt vétsi nez 0,3. Tyto tfi Ct
hodnoty (~ technické triplety) byly u kazdého genu zpriimérovany a déle pouzivana jiZ tato
primé&ma Ct hodnota. Jako housekeeping gen byl pouzit gen pro fosfoglyceratkinazu
(PGK1), jejiz exprese by u této studie méla byt konstantni. Od primérné hodnoty Ct
kazdého cilového genu byla odectena prumérna hodnota Ct PGK1 a tim ziskana hodnotu
dCt, kterd vyjadifuje rozdil relativni exprese mezi sledovanym genem a endogenni
kontrolou v ramci vzorku. Poté byla vypocitana hodnota 2t jez predstavuje relativni
mnozstvi RNA cilového genu. Tato hodnota je vyjadfovana v arbitrarnich jednotkach (AlJ).
Takto ziskana data byla dale statisticky porovnavana mezi sledovanymi skupinami pomoci
pocitacového programu GraphPad prism 5.0.

Pfed samotnym statistickym hodnocenim byl proveden Shapiriv- Wilklv test
normality, abychom zjistili, zda je rozloZeni dat normalni. ProtoZe data neméla normalni
rozdéleni, vSe bylo hodnoceno pomoci neparametrickych testd. Data zahrnujici dvé
skupiny byla porovnavana pomoci Man-Whitneyho testu pro nepdrové hodnoty. Data
zahrnujici tfi nebo vice skupin byla porovnavana pomoci Kruskal-Wallisova a Dunnova
vicenasobného porovnavaciho testu. Statistickd vyznamnost byla pfijata na 5% hlading.
Korelace mezi jednotlivymi daty byly hodnoceny pomoci Spearmanova korelacniho testu.
Statistické rozdily v distribuci genotypti byly hodnoceny y° testem. Vyznamnost byla

definovana Bonferoniho korekei, kde P je mensi nez 0,05.

Tabulka 8: Ukazka matematického zpracovani vzorku pi‘ed statistickym hodnocenim

PGK1
A smérodatna
vzorek ¢ RNA ng/pl | pramér Ct odchylka
PRLUHKT64C 74,4 30,59 0,24 40,38 0,29 9,79 | 0,0011295783
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4.2 . Vystupy ze statistickych hodnoceni

Hladina exprese mRNA PRL u vSech sledovanych skupin

Mezi jednotlivymi skupinami nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.
Ackoli jsou fyziologické hladiny mRNA PRL velmi nizké (viz Graf 1), u zemfielych
pacientli bylo ve srovnani se zdravymi jedinci zaznamenano dalsi, téméf trojnasobné,
avsak statisticky nevyznamné snizeni hladin PRL mRNA (2,97x, P=NS).

U odbéru A ptezivsich pacientli nedoslo oproti fyziologickym hladindm k zddnym
zménam. Tento odbér byl nésledovan statisticky nevyznamnou upregulaci mRNA PRL
exprese v odbéru B. Odbér C ukazal trend ke snizeni exprese mRNA 1,6x v porovnani s
nejvyssi hladinou v odbéru B (P=NS). Nejvétsi rozdil v hladindich mRNA PRL jsme
pozorovali mezi jedinci, ktefi zemfeli na nésledky sepse, a druhym odbérem (B) pacienti,
kteti komplikace sepse prezili: ptezivsi meli oproti zemielym 5,4x vyssi hladiny mRNA
PRL v monocytech. Tento rozdil PRL exprese vSak nedosahl statistické vyznamnosti
(P=NS).
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Graf 1: Hladina exprese mRNA PRL u vSech sledovanych skupin

V grafu jsou horizontalnimi liniemi vyznaceny medidny (kontroly: 0,000117, mrtvi:

0,000026, odbér A: 0,000109, odbér B: 0,000140, odbér C: 0,000088)
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Kruskal-Wallis test
P= \ 0,0691

Vliv transplantace na hladinu exprese mRNA PRL v jednotlivych odbérech

Pacienti, ktefi podstoupili transplantaci, maji oproti netransplantovanym vyssi
hladinu PRL mRNA (viz Graf 2): v odbérech A 1,52x, v odbérech B 1,38x a v odbérech C

1,25x. Vysledky jsou statisticky nevyznamné.
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Graf 2: Vliv transplantace na hladinu exprese mMRNA PRL v jednotlivych odbérech

Kruskal-Wallis test
P= | 0,9308

V grafu jsou horizontalnimi liniemi vyznaceny mediany (viz Tab. 9)

Tabulka 9: Mediany hodnot hladin mRNA PRL (AJ) u vzorkii odebranych pred a po transplantaci

| Transplantace ano Transplantace ne
Odbér A 0,000132253 0,000086917
Odbér B 0,000157633 0,000114688
Odbér C 0,000110016 0,000088130
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Vliv transplantace na pocty leukocyti

V Grafu 3 je zndzornén vliv transplantace na pocty leukocytl. Nejsou rozliSeni
prezivii a mrtvi pacienti. Use¢ka znazorfiuje mediany. Vzorky, které byly odebrany po
transplantaci pacienta, mély 2,16x vice leukocytli nez vzorky odebirané pacientim, ktefi

transplantaci (jesté) neprod¢lali. Vysledek je statisticky signifikantni (P = 0,0065).
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Graf 3: Vliv transplantace na pocty leukocyti

Mann-Whitney test
P= | 0,0065

V grafu jsou horizontdlni linii vyznaceny medidny (transplantace ano: 5,565,

transplantace ne: 2,070).

Vliv transplantace na pocty leukocytu u prezivSich pacienti

Vzorky, které byly odebrany po transplantaci piezivsich pacient, mély 1,96 x vice
leukocyti nez vzorky odebirané pacientim, ktefi transplantaci (jest€) neprodélali.

Vysledek je statisticky signifikantni (P = 0.0006), viz Graf 4.
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Graf 4: Vliv transplantace na pocty leukocyti u prezivsich pacienti

Mann-Whitney test
P= | 0,0006

V grafu jsou horizontdlni linii vyznaceny medidny (transplantace ano: 6,745;

transplantace ne: 2,070).

Vliv leukopenie na hladinu exprese mRNA PRL v prvnim odbéru

Zjistili jsme, Ze leukopenie nema statisticky vyznamny vliv na hladinu mRNA PRL
(viz Graf 5). U normopenickych pacientd méla hladina exprese mRNA tendenci byt 1,54x

vys$8i nez u exprese pacientil leukopenickych.
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Graf 5: Vliv leukopenie na hladinu exprese mRNA PRL v prvnim odbéru

Mann Whitney test
P= | 07263

V grafu jsou horizontalni ¢arou vyznaceny mediany (leukopenie ano: 6,890e-005;

leukopenie ne: 0,0001415).

Vliv PRL -1149 G/T SNP na fyziologickou hladinu exprese mRNA

Hladiny exprese mRNA PRL byly porovnavany u jednotlivych genotypii zdravych
kontrol (viz Graf 6). Exprese genotypu GG je 2x vys$si nez u genotypu GT a 2,2x vyssi nez
u genotypu TT. Vysledky vsak jsou statisticky nesignifikantni (P = NS).
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Graf 6: Vliv SNP -1149 G/T na fyziologickou hladinu exprese mRNA

Kruskal-Wallis test
P= | 0,4572

V grafu jsou vyznaceny mediany (GG: 0,000228, GT: 0,000109, TT: 0,000105)

Vliv genotypu na preziti septického Soku

Nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny vliv konkrétni alely ¢i genotypu PRL -
1149 G/T jednonukleotidového polymorfismu na pteziti sepse, nebot’ frekvence genotypt a
alel se mezi skupinou pacientt, kteii ptezili, a témi, jez v disledku sepse zemfeli, neliSily

(viz Graf 7). (Genotypy P = 0,3923; alely P = 0,5463).
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Graf 7: Vliv genotypu na preZiti septického stavu
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Exprese mRNA TLR2 a TLR4 u vSech sledovanych skupin

Exprese mRNA TLR2 i TLR4 byla statisticky vyznamné vyssi u vSech sledovanych
skupin oproti zdravym kontrolam (viz Graf §,9).

U prezivsich pacienti mira exprese TLR2 mRNA od odbéru A mirné stoupa k
odbéru B a v odbéru C zase klesa; stejné tak nejvyssich hladin exprese TLR4 mRNA u
ptezivsich je dosazeno ve druhém odbéru B, a ve tretim odbéru C se exprese vraci k
jedincti. Celkové nejvyssi exprese mRNA TLR2 i TLR4 dosahovaly odbéry od zemftelych
pacient, kde hladina mRNA byla u TLR2 16,4x vyss§i a u TLR4 11,8x vyssi nez u kontrol.
U vsech hodnocenych skupin byla exprese mRNA TLR4 vyssi nez exprese mRNA TLR2.
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Graf 8: Hladina exprese mRNA TLR2 u vSech sledovanych skupin

Kruskal-Wallis test
P= \ < 0,0001

V grafu jsou horizontdlnimi liniemi vyznaceny mediany (Kontroly: 0,010133,

Mrtvi: 0,142938, A: 0,102949, B: 0,105843, C: 0,079660).
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Graf 9: Hladina exprese mRNA TLR4 u vSech sledovanych skupin

Kruskal-Wallis test
P= \ < 0,0001

V grafu jsou horizontalnimi liniemi vyznaceny medidny (Kontroly: 0,013937,

Mrtvi: 0,208771, A: 0,149685, B: 0,170755, C: 0,119080).

Vliv transplantace na hladinu exprese mRNA TLR2 v jednotlivych odbérech

Neprokazali jsme zadné statisticky vyznamné rozdily v jednotlivych odbérech A, B,

C v zavislosti na transplantaci (viz Graf 10).
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Graf 10: Vliv transplantace na hladinu exprese mRNA TLR2 v jednotlivych odbérech

Kruskal-Wallis test
P= | 08679

V grafu jsou horizontalnimi liniemi vyznaceny medidny jednotlivych hodnot (viz

Tab. 10)

Tabulka 10: Mediany hodnot hladin mRNA TLR2 (AJ) u vzorki odebranych pied a po transplantaci

| Transplantace ano Transplantace ne
Odbér A 0,107413505 0,095722
Odbér B 0,106211261 0,103665
Odbér C 0,08251878 0,077482

Vliv transplantace na hladinu exprese mRNA TLR4 v jednotlivych odbérech

Obdobné¢ jako u TLR2 jsme zjistili, Ze transplantace na hladiny jednotlivych odbéri
pravdépodobné nemad statisticky vyznamny vliv na miru exprese mRNA TLR4 v

monocytech (viz Graf 11).
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Graf 11: Vliv transplantace na hladinu exprese mRNA TLR4 v jednotlivych odbérech

Kruskal-Wallis test
P= | 0,0908

V grafu jsou vyznaceny horizontalnimi liniemi mediany (Tab. 11).

Tabulka 11: Medidany hodnot hladin mRNA TLR4 (AJ) u vzorki odebranych pied a po transplantaci

| Transplantace ano Transplantace ne
Odbér A 0,17077144 0,11949316
Odbér B 0,173765866 0,16957554
Odbér C 0,11188888 0,160428237

Vliv patogenu na hladinu exprese mRNA TLR2 a TLR4 v prvnich odbérech

V tomto grafu je znazornén vliv jednotlivych typil patogent na expresi TLR2 a
TLR4 mRNA (viz Graf 12). Skupiny byly definovany podle typu patogenu detekované¢ho
na zaklad¢ pozitivni hemokultury. Nebyla zjiSténa Zadna statisticky vyznamna spojitost

mezi jednotlivymi druhy patogenti a expresi TLR2 nebo TLRA4.
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Graf 12: Vliv patogenu na hladinu exprese mRNA TLR2 a TLR4 v prvnich odbérech

Kruskal-Wallis test TLR2 TLR4
P= 0,3935 0,6635

Body znazornuji hodnoty mediand hladin TLRs v jednotlivych skupinach.

Korelace hladin PRL, TLR2 a TLR4 mRNA s vybranymi klinickymi parametry

Miru exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4 jsme porovnali s nékterymi naméfenymi
klinickymi markery pomoci korelace. Exprese mRNA prolaktinu v monocytech byla
korelovana s hladinami sérového prolaktinu (sPRL), kortizolu, IL-6, IL-10, C-reaktivnim
proteinem (CRP) a mRNA TLR2 a TLR4; produkce TLR2 a TLR4 mRNA byla dale
vztaZena k hladindm CRP.

Slabou, ale statisticky vyznamnou negativni korelaci jsme odhalili mezi mRNA
PRL a mRNA TLR2 v odbéru B a také mezi mRNA TLR4 a CRP v odbéru C. P hodnoty a

Spearmanovy koeficienty jsou uvedeny v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Korelace mRNA PRL s vybranymi klinickymi daty

Odbér A Odbér B Odbér C

P=0,9794 P=0,2117 P=0,0635

MRNA PRL/SPRL (r=0,004679) (r=-0,2233) (r=0,08693)
P=0,5216 P=0,8680 P=0,3946
MRNA P=0,3401 P=0,3993 P=10,0971

PRL/kortizol (r=0,1715) (r=0,1517) (r=-0,2937)
P=0,2374 P=0,6117 P=10,5627

MRNA PRL/IL-6 (r= 0,2308) (r="-0,1003) (r=-0,1142)
P=0,1081 P=0,0692 P=0,2513

MRNA PRL/IL-10 (r=0,3102) (r=0,3484) (r=0,2243)
mRNA PRL/mMRNA P=0,4577 P=0,0096 P=0,3568
TLR2 (r=-0,1339) (r=-0,4442) (r=0,1657)
mRNA PRL/mMRNA P=0,5131 P=0,6174 P=0,0001

TLR4 (r=-0,1180) (r=0,09094) (r= 0,0493)
P=0,3418 P=0,0832 P=0,7890

mRNA TLR2/CRP (r=0,0516) (r="0,3061) (r=0,04923)
P=0,1543 P=0,2076 P=0,0333

MRNA TLRA/CRP (= 0,2537) (1= 0,2252) (r="-0,3772)

r ~ Spearmantv koeficient, SPRL ~ sérovy prolaktin
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5. Diskuze

V této praci byla hodnocena role mimohypofyzarniho prolaktinu produkovaného
monocyty periferni krve a dopad vrozené imunity zastoupené piedevsim ptisobenim toll-
like receptorti na imunitni procesy béhem sepse.

Nejprve byla hodnocena exprese mRNA PRL (Graf 1). Dle studie Dostala a kol.,
jsme ocekavali statisticky vyznamné zvySené hladiny exprese mRNA PRL kratce po
rozvinuti sepse s postupnym snizovanim béhem uzdravovani (Dostal et al. 2003). Nase
data vSak ukézala nejvys$i narist hladiny exprese mRNA PRL ve druhém odbéru, coz
muze znacCit zpozdeéni aktivace exprese mRNA PRL v monocytech. Toto zpozdéni by
mohlo byt vysvétleno prednostnim vyuzitim intracelularniho prolaktinu, ktery je ulozen v
zasobnich vezikulech v burice. Tato doménka je ovSem v rozporu s tvrzenim Ben-Jonathan
a jejich kolegt, ktefi tvrdi, Ze mimohypofyzarni prolaktin, narozdil od hypofyzéarniho,
zadna zasobni granula nema (Ben-Jonathan et al., 2008). Na podporu na$eho tvrzeni bylo
provedeno imunohistochemické barveni monocyti pomoci lidské monoklonalni protilatky
proti prolaktinu. V téchto buiikach byl jednak vidét intracelularni prolaktin v blizkosti
jadra a zhruba v 25 % bunék i prolaktin skladovany v zasobnich granulach v cytoplasmé
(nepublikovana pozorovani).

Pozorovali jsme statisticky nevyznamné zvySeni genové exprese PRL ve vsech
odbérech preziv§ich pacienti ve srovnani s kontrolami. Tento fakt souvisi s
imunomodula¢nimi vlastnostmi prolaktinu. Béhem stresové reakce ptfizniv€é ovliviiuje
aktivitu imunokompetentnich bun€k a zaroven podporuje a stimuluje imunitni systém. Na
krysich modelech, které byly vystaveny chladovému stresu a kterym byl injekéné podévan
prolaktin, bylo potvrzeno, Ze prolaktin zvySuje v peritonedlnich makrofagach produkci
lymfocyty-aktivujiciho faktoru (LAF) neboli IL-1 a také prozanétlivych cytokint IL-6 a
TNF-a. Zaroven stimuluje proliferaci perifernich lymfocytii a zvySuje jejich citlivost k
ucinkim IL-1 a tim ma vliv na protektivni funkci béhem stresu (Fomicheva et al. 2004).

Zellweger a kol. dosli k zavéru, ze podavani prolaktinu mysim, které prodélaly
hemoragicky $ok, zvySuje jejich $anci na preziti (Zellweger et al. 1996a; Zellweger et al.
1996b). Nase zavéry se shoduji také s vyzkumem Felmet a kol., kteti zjistili, zZe
prolongovanéd hypoprolaktinemie zhorSuje stav septickych pacientli, protoZe prolaktin je

schopen potlacovat stresem-indukovanou apoptozu lymfocytta (Felmet et al. 2005). U
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pacientd, ktefi na sepsi zemfeli, jsme vSak zjistili nejnizsi hladiny exprese mRNA PRL ze
vSech sledovanych skupin. Bohuzel nejspi§ mald velikost vzorku nevedla k statistické
vyznamnosti tohoto pozorovani

Vzhledem k faktu, Ze n¢ktefi hematoonkologicti pacienti v této studii podstoupili
transplantaci kostni dfené, bylo soucasti prace studium vlivu transplantace na aktivitu
exprese PRL genu v monocytech (Graf 2). Zjistili jsme statisticky nevyznamny nartst
hladiny genové exprese PRL ve vSech vzorcich pacienti podstoupivsich transplantaci.
Podobny efekt, ale hypofyzarniho prolaktinu, byl prokdzan i u mysi, kdy mysi 4 dny po
prodélané transplantaci mély 2,4x vyssi expresi neZz mysi faleSné operované (Shen et al.
1992).

Vliv transplantace kostni diené na pocty leukocytli jsme hodnotili jak u vSech
pacientd, tak jen u pacienti prezivsich (Grafy 3 a 4). Zjistili jsme statisticky vyznamné
zvySeni u obou skupin pacientti, ktefi transplantaci kostni difené¢ prodélali, oproti
netransplantovanym. Tento vysledek by mohl byt objasnén potransplantaénim pfilivem
bunck darce. Jiné vysvétleni vychdzi ze skuteCnosti, Ze zatimco pacienti s nékterymi
nadorovymi onemocnénimi krve, ktefi jsou léc¢eni napiiklad chemoterapii, radioterapii
nebo podavanim imunosupresiv, maji v disledku drastické 1é€by snizené pocty zdravych
bun¢k (napt. leukocytii v krvi), transplantovani pacienti, jejichz organismus pfijal
darcovské builky, mohou nastartovat maturaci a proliferaci krvetvornych bunck. Diky
témto faktim by bylo logické ocekavat zvySenou expresi monocytarniho prolaktinu i u
studované skupiny mrtvych pacientii, protoZze 53 % z nich prodélalo transplantaci. Zde
mechanismy ptepnou buniku do jakéhosi modifikovaného modu, kdy ptetrvavaji bazélni
funkce, avSak imunitni systém je vypnut. Toto vSak nemiiZze vysvétlit downregulaci
monocytarni exprese PRL genu, nebot’ transkripce obou v nasi studii sledovanych toll-like
receptorti byla naopak vysoce aktivni. Je tedy mozné, ze naopak kvuli nedostatecné
aktivaci PRL transkripce v monocytech nedokazala u téchto pacientl nastartovat relevantni
imunitni odpovéd’ organismu, coz mélo pro organismus fatalni dopad. Vyznam tohoto
zjisténi by mohl byt v predikci dal§iho vyvoje sepse.

Prolaktin vyznamné ovlivituje hematopoézu bunék. Vede ke zrani a proliferaci a T
(Carreno et al. 2005) i B lymfocyta (Orbach and Shoenfeld 2007). Udastni se potladeni
stresem-indukované apoptézy lymfocytd (Felmet et al. 2005). Z tohoto divodu jsme

predpokladali i snizenou expresi mRNA PRL u leukopenickych pacientli. Potvrdili jsme
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1,54x snizenou genovou expresi u leukopenickych pacientd oproti normopenickym
(P=NYS), ale efekt tohoto zjisténi je stale nejasny (Graf 5).

V mimohypofyzarnim promotoru PRL genu se nachazi SNP -1149 G/T, jehoz G
alela byla spojena s jeho vyssi promotorovou aktivitou (Stevens et al. 2001). Ve shodé s
timto nalezem jsme za fyziologickych podminek ocekavali nejvyssi expresi PRL genu u
genotypu GG (Graf 6). Naméfili jsme 2x vys$i expresi u genotypu GG nez u GT, ale
zaroven hladina exprese genotypu GT se nelisi od genotypu TT. Rozdily ve frekvencich
vSak nejsou statisticky vyznamné, coz mtize byt dano malou velikosti vzorku. Neprokazali
jsme také vliv SNP PRL -1149 G/T na preziti septického stavu (Graf 7), ani vliv na miru
exprese Vv pribéhu stresové reakce (data neprezentovana). Prestoze se ovlivnéni pribéhu
sepse ur¢itym genotypem neocekavalo a tento zavér je logicky, je tieba vzdy pfistupovat
k diskutovanym vystuptim opatrné se zietelem velikosti nami hodnoceného souboru.

Toll-like receptory jsou jednou z prvnich slozek vrozené imunity, ktera se podili na
detekci a eliminaci patogent (Sandor and Buc 2005) a hraje tak dulezitou roli béhem
sepse. V souladu s naSim ocekavanim jsme detekovali statisticky vyznamny nartist genové
exprese TLR2 1 TLR4 u vSech pacientd (mrtvi i pfezivsi) oproti zdravym kontrolam, coz
ukazuje na aktivaci vrozené imunity invazi patogena (Graf 8,9). Nejvyssi genova exprese u
obou TLRs byla zaznamenana u zemfelych pacientli, coz by mohlo ukazovat na
patologickou enormni aktivaci vrozené imunity pied smrti, kdy je po priniku patogena do
organismu nadmérné aktivovana zéanétliva odpovéd’, ve které neovladatelné cytokiny-
zprostiedkované obranné hostitelské mechanismy maji letdlni dopad na buiiky a organy
(Hotchkiss and Nicholson 2006).

Podobné jako u genové exprese PRL jsme sledovali, zda ma transplantace vliv na
hladiny TLR2 nebo TLR4 v jednotlivych odbérech (Graf 10,11). Neprokazali jsme zadné
rozdily mezi jednotlivymi odbéry. Tento zavér je pfiliS obecny, na prokazéani vlivu
transplantace na expresi mRNA TLRs bychom pottebovali dalsi klinické udaje, napt. o
casovém rozpéti mezi transplantacemi a odebirdnim vzorku, které jsme bohuzel neméli k
dispozici.

Vliv jednotlivych patogenili na genovou expresi mRNA TLR2 a TLR4 byl dalSim
cilem pozorovani (Graf 12). Nezjistili jsme Zadné vyznamné zmény v expresi TLR2 ani
TLR4, ackoli jsme je ptedpokladali, protoze kazdy z toll-like receptorii rozpoznava pouze
urcité druhy patogent, coz nas vedlo k domnénce pozitivni regulace genové exprese TLR4

gram-negativnimi bakteriemi a TRL2 gram-pozitivnimi bakteriemi. Tento vysledek muze
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souviset s tim, ze tyto toll-like receptory rozpoznavaji i nemikrobidlni ligandy
nekrotickych nebo odumfelych bunék, které vznikaji naptiklad pti poranéni tkani (Lorne et
al. 2010).

Jednim z cilii prace bylo odhalit piipadné korelace a tedy vztahy exprese mRNA
PRL, TLR2 a TLR4 s klinickymi parametry (Tab. 12). V prvni fad¢ bylo zajimavé zjistit,
zda produkce mimohypofyzarniho PRL bude korelovat s hladinami sérového prolaktinu.
To se vsak neprokazalo a nase vysledky jen podporuji odlisné regulacni mechanismy obou
typta prolaktinu, protoze monocytarni prolaktin je za fyziologickych podminek, narozdil od
adenohypofyzarniho protéjsku z monocytli uvolnovan ve velmi nizkych davkach a spise
pusobi na lokalni nez na systémové urovni (Montgomery 2001). Prolaktin ma
imunostimula¢ni G¢inky a pusobi proti supresivnimu vlivu kortisolu. Oéekavali jsme proto
negativni korelaci s hladinami kortisolu (Mavoungou et al. 2005) a IL-10 a naopak
pozitivni korelaci s produkci IL-6, av§ak nepodatilo se nam odhalit souvislost mezi t€émito
sledovanymi parametry. Obdobn¢, korelace miry exprese RNA PRL s hladinou CRP,
zanétlivého markeru tvofeného v jatrech (Wunder et al. 2006) neprokazala vztah téchto
dvou parametrii. Oproti tomu se podafilo odhalit slabou, ale statisticky vyznamnou
korelaci hladin CRP a mRNA TLR4, a slabou, ale statisticky signifikantni korelaci exprese
MRNA PRL a TLR2. Tato by pfipadn¢ naznacovala moznou stimulaci produkce prolaktinu

vV monocytech aktivovanymi TLR2.
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6. Zavér

Ve své diplomové préci jsem se zabyvala lohou mimohypofyzarniho prolaktinu a

vrozené imunitni reakce pii sepsi. Zmefila a vyhodnotila jsem expresi mRNA PRL, TLR2

a TLR4 u 43 pacienti a 40 zdravych kontrol pomoci polymerazové fetézové reakce v

realném Case a dale jsem urc€ila genotypy v jednonukleotidovém polymorfismu -1149 G/T.

Ze ziskanych dat jsem vyvodila tyto zavéry:

1)

2)

3)

4)

Pti sepsi dochdzi k aktivaci vrozené imunity a monocytarniho prolaktinu, coz se
projevi slabym zvySenim exprese mRNA PRL a vyznamnou upregulaci mRNA
exprese TLR2 a TLR4 oproti sledovanym kontrolam.

Transplantace vyznamné ovliviiuje pocty leukocyti u septickych pacientl, avSak
na miru aktivace transkripce PRL genu v monocytech pravdépodobné nema vliv.
PRL -1149 G/T SNP patrné nema vliv na odpovéd organismu pii sepsi, ale
mozna ovlivituje fyziologické hladiny PRL. Pro definitivni potvrzeni tohoto
zavéru bude nutné provést testovani na rozsahlej$im souboru.

Nepotvrdili jsme postupné snizovani exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4, jez by
doprovazelo klinické zlepSeni (uzdravovani) pacienta; statisticky nevyznamné
zvySeni hladiny genové exprese v odbérech B lze snad vysvétlit opoZdénou
aktivaci vrozené imunitni reakce, ale diikaz pro toto tvrzeni musi byt studovan

na rozséahlejSim souboru dat.
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1. Tabulka 1: Toll-like receptory a jejich ligandy
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Tabulka 1: Toll-like receptory a jejich ligandy

TLR a ko-receptor

Lokalizace v buiice

Ligandy

TLR1/2

Povrch buiiky

Triacyl lipopeptidy

TLR2 (dektin-1,
lektin C)

Povrch bunky

Peptidoglykan, lipoarabinomannan,
hemaglutinin,

fosfolipomannan, glykosylfosfofatidyl
inositolmucin, zymosan

TLR3

Endozomy

ssRNA virus, dsRNA virus, respiracni
syncitialni virus,
mysi cytomegalovirus

TLR4 (MD2, CD14,
LBP)

Povrch buiiky

Lipopolysacharid, mannan,
glykoinositolfofolipidy,

respiracni syncytidlni virus,

endogenni oxidované fosfolipidy
produkované po infekci

HS5NI1 virem ptaci chiipky,
pneumolysin

ze streptokokus pneumonia, paklitaxel.

TLR5

Povrch buiky

Flagellin z bakterii

TLR6/2 (CD36)

Povrch buiiky

diacyl lipopeptidy z mycoplasmat,
lipoteichova kyselina

TLRY

Endolysozom

ssRNA viry, purinové analogové
slouceniny

(imidazoquinoliny), RNA z bakterii ze
skupiny B

streptokokti

TLR8

Endolysozom

sSRNA z RNA vird, purinové
analogové slouceniny
(imidazoguinoliny)

TLR9

Endolysozom

Upravené dle (Kumar et al. 2011)
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dsDNA viry, herpes simplex virus a
mysi

cytomegalovirus, CpG motivy z
bakterii a

virt,, hemozoin malarickych parazit



