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Abstrakt

Uvod: Interakce mezi neuroendokrinnim a imunitnim systénieaji kl¢ovou roli v udrzeni
homeostaze organismu. Tato komunikace je zfgdkbvana cytokiny, neurotransmitery a
hormony a psobi endokrinni, parakrinni a autokrinni cestou.oldktin (PRL),
adenohypofyzarni hormon, je produkovaradou jinych tkani a také bkami imunitniho
systému. Na periferii PRLGgobi jako cytokin. Sepse je zdliva odpo¥d organismu na
téZkou infekci, zprogedkovana Thl imunitni odpsdi na jejiz aktivaci by se mohl podilet i
PRL. Toll-like receptory (TLR) jsou Kbvé pro rozpoznani bakterialnich komponent a
zprostedkovavaji systémovou odpfal (se sekreci PRL)dmem infekce. Redpoklada se, Ze
aktivace imunitniho systému vede ke zvySeni genexprese TLR2, TLR4 a PRL v
monocytech. Za#ftili jsme se tedy na detekci hladin mRNA PRL, TLRZI1zR4 v monocytech
pacienti s celkovym za&gtem. Sledovali jsme i vliv jednonukleotidového paolyrfismu (SNP -
1149 G/T)) v promotoru genu pro PRL, kde sefipgE alely G gedpoklada vliv na zvyseni
exprese PRL.

Materidl a Metody: Do pilotni studie bylo zahrnuto 30 paciérg €Zkou infekni epizodou.
Pacienim byly krevni vzorky odebrany celkertikrat, a to v u&itych ¢asovych intervalech.
V kontrolni skupig bylo 40 zdravych jedinc Od nich bylo odebrano po jednom krevnim
vzorku. Pro uwfeni hladin exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4 v moneciit
(imunomagnetickd separace) byla pouZita metoda Reaé PCR s fosfoglyceratkinazou-1
(PGK-1) jako endogenni kontrolou. Pro detekci SNP49 G/T v promotoru PRL genu jsme
pouzili metodu polymorfismu délky resteikich fragment (RFLP) s enzymem Xapl.

Vysledky: Hladiny mRNA PRL, TLR2 a TLR4 v monocytech perifekrve pacient ve tech
naslednych odisech se statisticky vyznarameliSily. Prokazali jsme vSak statisticky vyznamné
zvySeni exprese mMRNA TLR2 a TLR4 u pacieoproti kontrolam. Mezi hladinami mRNA
PRL u kontrol a paciefitjsme statisticky vyznamny rozdil neprokézali. Uagch kontrol
jsme prokézali statisticky vyznamné zvySeni hladiRNA PRL u genotypu GG (SNP -1149
GIT).

Zavér: Vysledky naznauji, Zze produkce PRL v monocytech je aktivovanghdm &zké
infekce. Zda se, Ze SNP -1149 G/Taza mit vliv na fyziologické hladiny exprese perfiro
PRL v monocytech. ZvySené hladiny TLRjaE mohou souviset se zvySenou expresi PRL.

Kli ¢éova slova:prolaktin, cytokin, imunita, sepse, toll-like retep



Abstract

Background: Interactions between the neuroendocrine and immsyagem play an importatnt
role in maintaining homeostasis. This communicatien mediated by cytokines,
neurotransmiters and hormones through endocrimacpae and autocrine signaling. Prolactin
(PRL), hormone of anterior pituitary, is produceg & number of other tissues and cells of
immune system. On periphery, PRL is cytokine. Sepsian inflamatory response of the
organism to severe infection, Thl immune resposisetivated and PRL could participate in it.
Toll-like receptors (TLR) play a key role in a rgoition of bacteial components and mediate a
systemic response (with PRL secretion) during itdec It is supposed that activated immune
system leads to increasing of PRL, TLR2 and TLRdegexpression. We detected PRL, TLR2
a TLR4 mRNA levels in monocytes from patiens witystem inflammation. We studied
influence of single nucleotide polymorphism (SNPL42 G/T) in PRL gene promotor, it
supposed that G allele increases PRL expression.

Materials and Methods: For the pilot study 30 patients diagnose with sewefectious event.
Collectoin of patiens blood samples was performexsequently three times. Control group
comprised 40 healthy individuals. One blood samyds taken from each healthy subject. For
testing of PRL, TLR2 and TLR4 gene expression imaoytes (immunomagnetic separation)
was used the Real Time PCR method with phosphoglieed as an internal control. For
detection SNP -1149 G/T in PRL gene promotor wasdusbe restriction fragment lenght
polymorphism method (RFLP) with Xapl enzyme.

Results: Levels of PRL, TLR2 and TLR4 mRNA in monocytes frgyheripheral blood of
patiens in consequent samples revealed no staligtisignificant change. But we detected
statistically significant increase TLR2 and TLR4 N levels in patiens as compared with
controls. We didn’t detect statistically signifitadiference between PRL mRNA levels in
controls and patiens. We detected statisticallpiBaant increasing of PRL mRNA levels in
GG genotype in healthy controls.

Conclusion: The obtained results suggest that prolactin précludh monocytes is activated
during severe infection. It seems that SNP -114B 184y influence the physiological levels of
PRL peripheral expression in monocytes. Increase® Tevels suggest connection with
increased PRL gene expression.

Keywords: prolactin, cytokine, immunity, sepsis, toll-likeaeptor
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Seznam zkratek

ACTH - adrenokortikotropni hormon

Bax - aktivator apoptozy

Bcl-2 - supresor apoptozy

bp - par bazi

CD - diferendiai antigen

cDNA - komplementarni molekula k DNA
Cl - interval spolehlivosti

ConA - konkavalin A

CNS - centralni nervovy systém

CRH - kortikoidy uvahujici hormon

CRP - C-reaktivni protein

CSF - cerebrospinalni mok

Ct - PCR cyklus, vémz fluorescence amplifikovaného templatu

ipkrati bazalni fluorescenci

DM - diabetes mellitus

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTP - deoxyribonukleotidtrifosfat

EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova
FNKV - Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
G - guanin

GAS - interferonem gama aktivovana sekee
GH - tistovy hormon

GM-CSF - faktor stimulujici kolonie makrofag granulocyi
GnRH - gonadotropiny uvialijici hormon

HLA - hlavni lidsky (histokompatibilngntigen
HPA - hypotalamo-hypofyzagmadledvinova osa
HPG - hypotalamo-hypofyzé&gonadova osa
HPT - hypotalamo-hypofyzatyroidni osa

IFN - interferon

IGF-1 - insulinu podobngistovy faktor

IL - interleukin

IRF - interferon regulani faktor



Jak - Janusova kindza

K - zdrava kontrola

kDa - kilodalton

In - pirozeny logaritmus

M - mrtvi

MAPK - mitogenem aktivovand proteinkinaza
MRNA - informéni ribonukleova kyselina

Nb2 - buxtna linie zavisla na prolaktinu

NF- B - jaderny faktor kappa B

OR - pordr Sanci

p - pravdpodobnost, p-hodnota

PBS - fosfatovy pufr sipmési chloridu sodného
PCR - polymerézovietézova reakce

PGK1 - fosfoglycerat kindza 1

PRL - prolaktin

PRLR - prolaktinovy receptor

RA - revmatoidni artritida

RFLP - polymorfismus délky resttikich fragment
RNA - ribonukleova kyselina

RT PCR - reverzhtranskriptazova polymerazovéezova reakce
SLE - systémovy lupus erythematodes

SNP - jednonukleotidovy polymonfigs

Stat - signalni transduktor a\ator transkripce
T - tymin

TGF - transformuijiciistovy faktor

Th - pomocny T lymfocyt

TLR - Toll-like receptor

TNF - faktor nekrotizujici nadory

TRH - tyreotropin uvdlujici hormon

uv - ultrafialové zéeni

VIP - vazoaktivni intestinalni peptid
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1. Literarni Gvod

1.1. Interakce imunitniho a neuroendokrinniho systénu

Diky now popsanym cytokiiim v sedmdeséatych letech je dnes jiz §asn
prokazana vzajemna komunikace mezi nervovym, emaukn a imunitnim systémem.
Tyto systémy pouZzivaji spaleou biochemickou signalizaci zahrnujici sdilen@idy
jako jsou hormony, cytokiny, neurotransmiteryigsjusné receptory. Tato signalizace
se uplatuje @i intra- a inter-systémové komunikaci (Besedovsi884, Smith &
Blalock 1981). Biiky imunitniho systému produkuji vedle cytokinneurotransmitery
a hormony afada cytokii muze ovliviiovat jednotlivé endokrinni kiky. A naopak
nervové a endokrinni funkce mohou ovilbwat imunitni systém.

Je tomu asi 25 let, co byla postulovana teze, amitmi systém slouzi jako
senzoricky organ a Zeugpobi jako Sesty smysl (Blalock 1984). Imunitni éyst
rozpoznava stimuly typu bakterii, wjr antigeri a dalSich agens, které vedou
k fyziologické odpo¥di organismu. Ta zahrnujeigobeni cytokif a vede naifiklad
k hor&ce, nevolnostem a dalSim z#ivym symptonim, které jsou fmym
dusledkem signalizace vedouci do centralniho nervowistému (CNS). Tato situace
je prikladem, kdy je centralni analgeticky systém akt&m perifernim zatem
(cytokiny). Rikladem op#ané smefujici signalizace je vliv stresu na Gtlum imunitmic
funkci.

Pochopeni vzajemnych interakci mezi neuroendokmraimunitnim systémem
tak, aby jejich vyznam gh dopad na léebné postupy, vyZzaduje dalSi raesi znalosti
o jejich komunikaci a regulaci. N#glad v roce 2004 byla popsana (Leist et al. 2004)
forma erytropoetinu, ktera ztratila hematopoeticladtivitu, ale udrZela si schopnost
vyvolat neuroprotekci dady patologickych stay a mohla by tedy najit uplatni pfi
lécb¢ mrtvicedi jinych neurologickych poruch. Podabbyla na molekule interferon-
(IFN-0) identifikovana @izna vazebna mista, jedno owliyici antivirovou aktivitu a
druhé pyrogenni dinky. Toto zjiS&ni umozuje konstrukci novych terapeutickych
cytokini (Wang et al. 2000).
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1.1.1. Neuroendokrinni vliv na imunitni systém

Imunitni odpo¥d’ je regulovana naé&kolika arovnich. Na systémové arovni
predevsim progednictvim uvolgnych glukokortikoidi z aktivované hypotalamo-
hypofyzarr-nadledvinové osy (HPA), na regionalni arovni singe o vliv sympatiku a
parasympatiku na imunitni organy a na uarovni lokammist zarttu, dochazi
k uvolhovani obvykle prozaitlivych neuropepti a neurotransmitér z periferniho
nervstva jako je ndfklad substance P nebo kortikoidy usgjici hormon (CRH). Na
obrazku (Obr. 1) je schéma vzajemné komunikace memioendokrinnim a imunitnim
systémem. Mozek tedy reguluje imunitni systém j&dreormonald a jednak

prostednictvim autonomniho nervového systéemu (sympatkparasympatikus).

Hypothalamans

[ stressons | i
Corticoropin-

reteasing hormone
Pitwitary gland ———

o4 .
A.dmnoconican\nplu

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Mature Reviews | Immunclogy

Obr. 1: Interakce neuroendokrinniho a imunitnihsté&yu (Sternberg 2006)

CNS - centralni nervovy systém, SNS - sympatickyoey systém, PNS
- parasympaticky nervovy systém)
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1.1.1.1. Neurotransmitery

Neurotransmitery zpragtdkovavaji synaptické interakce aireme rozlisit it
zakladni chemické struktury — biogenni aminy, npaptidy a aminokyseliny. Mezi
biogenni aminyradime nap: adrenalin, noradrenalin, acetylcholin nebo dopam
Neuropeptidy zahrnuji n&p substanci P, opioidy, vazoaktivni intestindlapfd (VIP),
ale také CRHi gonadotropiny uvdiujici hormon (GnRH). JakoienaSée nervového
vzruchu se uplauji aminokyseliny glycin, glutamat nebo kyseliraminomaselna.

Imunitni organy (thymus, slezina a lymfatické og)i jsou inervovany
sympatickymi nervy. Reakce na uvéh@ neurotransmitery je umaima expresi
piislusnych receptérna buitkach imunitniho systému — napadrenergni receptory na
lymfocytech. Katecholaminy (dopamin, adrenalin, atyenalin) stimuluji produkci
protizarétlivych cytokini - interleukinu 10 (IL-10) a transformujicihastového faktoru
B (TGF- B) a zéarové inhibuji produkci prozasilivych cytokind — faktoru
nekrotizujiciho nadory (TNF-a), IL-12 a interferonw (IFN-y) (Elenkov & Chrousos
1999). Katecholaminy tedy mohou selektivootlatit Thl a posilit Th2 odpad’. Za
uréitych podminek mohou vSak posilit regionalni imaohibdpoed’ stimulaci exprese
prozéargtlivych cytokini (IL-1, IL-8).

Stejre  tak opioidy ovlivuji mnoho aspekt imunitnich reakci. Mohou
potlatovat produkci protilatek, antimikrobialni rezistert hypersenzitivitu pozdniho
typu.

Také vazoaktivni intestinalni peptid se podili egulaci imunitni odpaodi, a to
potlatenim Th1 aktivity a stimulaci Th2. Tim se otvingjipadné terapeutické moznosti
hlavné u nemoci sievahou Thl odpadi (Jabrane-Ferrat et al. 1999).

Stimulace parasympatického nervového systému vealdikaci cholinergnich
nervovych vidken a k uvodni acetylcholinu v synapsich. Eferentni nervov&néa
senzoricka nervova vlakna, ktera jsou aktivovan&tean, tvai tzv. ,zaretlivy reflex".
Zaretlivé signaly se tak dostanou do mozku a ten odfiovichlou protizégtlivou
reakci (Tracey 2002).

Produkce neurotransmiteneni omezena jen na nervovy systém, ale dochazi
kni i vimunitnim systému. Molekularni zaklad bgbloZzen predikci fitomnosti
informani ribonukleové kyseliny (mRNA) proopiomelanokadi (POMC)

v imunitnich buikach (Westley et al. 1986, Oates et al. 1988).tidehypofyzarniho a
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leukocytarniho peptidu byla pak prokdzana shodmoun@kyselinovou i nukleotidovou
sekvenci (Lyons & Blalock 1997). Dnes je znama ceéd@a peptidickych i
nonpeptidickych neurotransmiter (acetylcholin, adrenalin) a neuroendokrinnich
hormoni (melatonin, prolaktin,istovy hormorti endorfiny) produkovanychdkterymi
burg¢nymi typy imunitniho systému (Blalock 2005).

Stejré jako neurotransmitery jsou v imunitnim systéniiiigmny i receptory pro
raizné neuropeptidy a transmitery. Nigad kompletni mRNA pr@-opioidovy receptor
byla identifikovana v thymocytech, coz potvrdilosékvenovani cDNA (Sedqi et al.
1996).

1.1.1.2. Hormonalni vlivy

Hormony endokrinniho systému moho#inpo ovliviiovat funkce imunitniho
systéemu. Obeense détici, Ze glukokortikoidy, estrogeny a androgeny tiimunitni
reakce a naopak prolaktinapstovy hormon (GH), inzulin a tyreoidalni hormony
imunitni reakce stimuluiji.

Osa hypotalamo-hypofyzattyroidni (HPT) ovliviuje imunitni  buiky
prostednictvim tyroxinu a trijodtyroninu ze §titné Zlazyto hormony maji stimuéai
efekt na imunocyty a pra¥godobr je chrani ped imunosupresivnimi éinky
glukokortikoidi (Dorshkind & Horseman 2001).

Také hypotalamo-hypofyzafrgonadova osa (HPG) a zejména estrogen se
podili na regulaci imunitni odpeédi. Fyziologické koncentrace estrogenu, na rozdil o
testosteronu, posiluji imunitni odp&al (Cutolo & Wilder 2000). Nicméhza podminek
téZkého zastu (sepsei trauma) jsou gonadove funkce utlumeny.

Hypotalamo-istova osa ovlituje imunitni reakci prostdnictvim fistového
hormonu a inzulinu podobnémustovému faktoru (IGF-1). GH stimuluje proliferaci
lymfoidnich burk a Zejm¢ jeho primarni roli je fsobit proti inhibénim (Einkam
glukokortikoidi béhem stresu (Dorshkind & Horseman 2001). IGF-1 jedpkovan
lymfoidnimi organy a zvySuje aktivitu proz&thvych cytokini a stejg jako GH
stimuluje fagocytozu.

Osa HPA je stimulovana CRH, ktery se z hypotalalostava do hypofyzy a zde
stimuluje expresi a uvibvani adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). Ten pak
indukuje expresi a produkci glukokortik@id kiry nadledvin. Glukokortikoidy (nap

kortizol) uplatiuji celoutadu imunomodukinich vlastnosti. Navozuji posun imunitni

14



odpowdi smérem k Th2 a ovlisiuji expresi adhezivnich molekul, cytokinchemokiri

a dalSich zé&livych modulatott (Elenkov & Chrousos 1999). Také owvliyi migraci,
maturaci a diferenciaci imunitnich hbikn (Barnes 1998). Farmakologické davky
glukokortikoidi inhibuji celkovou imunitni odpad’, nicmére fyziologické davky
nejsou zcela imunosupresivni (Dhabhar & McEwen 19€%a HPA je regulovana
pouze glukokortikoidovou negativni &pou vazbou. Glukokortikoidy Zgobuji
inhibici nebo stimulaci transkripcetiplusnych geth do mRNA prostednictvim svych
nitroburéénych receptar, které misobi jako transkrigni faktory (Aranda & Pascal
2001). Ri bakterialni nebo virové infekci je osa HPA aktiama také a glukokortikoidy
moduluji imunitni odpo¥d’, aby zastlivé reakce neferostly do nekontrolovatelnych

septickych stal koncicich smrti.

1.1.2. Vliv cytokini na neuroendokrinni systém

Imunitni systém rize regulovat centralni nervovou soustavu peastictvim
cytokini. Ty jsou produkovany celou Skalodznych bugk. Cytokiny uvol&né na
periferii reguluji¢innost mozku (somatické symptomyi garetu, deprese, hotka) a
cytokiny produkované v CNSipobi spiSe jakaistove faktory (Eskandari et al. 2003).
V mozku jsou produkovany zejména cytokiny IL-1,8La TNFe, které dale ovliuji
piedevSim HPA osu a také HPG, HPT osy. Dale mohotikiag regulovat sekreci
prolaktinu, dopaminu, oxytocingi rustového hormonu. Systémové cytokiny mohou
pusobit na mozek ¢kolika mechanismy, zahrnujici transpofep otvory v mozkovych
komorach, aktivni transportigs hematoencefalickou bariéru nebo aktivaci nerelovy
drah, zvlast pak nervu vagu. Cirkulujici IL-1 se vaze na reogptna endotelialnich
bunkdch cév a stimuluje tak signalni molekuly, jako @xid dusnaty nebo
prostaglandiny, které lokalrovliviiuji neurony (Tilders et al. 1994).

Cytokiny tedy vykazuji fisobeni jak endokrinni, tak také parakrinni a
autokrinni a maji pleiotropnic¢inky. Cytokiny pisobi v podstath mensi koncentraci
nez wtsina hormon. Ugastni se patogenezidy autoimunitnich onemoéni a

vychyleni od normalu iZe vést k septickému Soku.
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1.2. Prolaktin a jeho funkce

Prolaktin (PRL) je 23kDa hormon proteinové povaktery se také podili na
dvousnérné komunikaci mezi imunitnim a neuroendokrinniratégnem a je zapojen do
udrZzovani homeostazy organismu. PRL je syntetizogamprodukovan ijgdevsim
laktotrofnimi buikami adenohypofyzy a ovihje tak reprodudni cje (tlumi
vyzravani gamet v gonadachjist a diferenciaci mihé Zlazy a laktaci. Zeny maji
obecrt vysSi hladiny PRL nez muzi a tyto hladiny se vi®azvySuji them €hotenstvi
a kojeni. PRL je uvabvan hlavié béhem spanku, ipstresu a hokee. PRL je spolaé
s kortizolem atltstovym hormoneniazen mezi stresové hormony.

Hlavnim negativnim regulatorem sekrece PRL z adgmuiizy je dopamin,
jehoz uvolrni je stimulovano IL-1. IL-1 také blokuje uvmvani VIP a tyreotropin
uvohujiciho hormonu (TRH), které naopak stimuluji PRioqukci. Nicmég IL-1 se
muZe angaZovat iip stimulaci sekrece PRL prdstnictvim stimulace exprese IL-6,
ktery zvySuje sekreci PRL. A PRL samotnyiZze zg@tnovazebs inhibovat svoiji
produkci prostednictvim aktivace dopaminergnich neuronhypotalamu (Freeman et
al.2000). Jako negativni regulator byl popsan cikahin (Yamada & Kurokawa 1998).

Strukturre PRL pati do cytokin/hematopoetinové rodiny obdékjako ristovy
hormon, erytropoetiti interleukiny 2 a 7 (Horseman & Yu-Lee 1994). Akgaolaktin
je produkovan i celodadou jinych tkani a buk a v souvislosti s jeho rozmanitymi
imunomodul&nimi vlastnostmi se how¥d o jeho dudlni roli — coby cirkulujicim

hormonu a lokal& pasobicim cytokinu (Freeman et al. 2000).

1.2.1. Extrahypofyzarni prolaktin

Zraly PRL protein je slozen ze 199 aminokyselwoiit 3 intramolekularni
disulfidové mistky a ma 3 fosforykmi a rekolik glykosylainich mist (Sinha 1992).
Lidsky gen kédujici prolaktin se nachazi na 6. ammaomu a je dlouhy 10kb. Exprese
extrahypofyzarniho PRL jefizena z periferniho 5,8kb ,upstream®“ vzdaleného
promotoru a tento transkript je o jeden exon dedd hypofyzarni transkript. Nicmén
je to exon nekddujici a proteinovy produkt je tdénticky (Gerlo at al. 2006).

Kromé hypofyzy produkuji prolaktin také endotelialninty, neurony, biky
imunitniho systému, hiky prostaty, dlohy ¢i vystelky mi&né Zlazy (viz. Obr. 2).
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Prolaktin na periferii psobi jako cytokin, jehodinky jsou zprosedkovany parakrinh

i autokrinrgé a lokalre mize byt jeho koncentrace pémé vysoka. O prolaktinu se
soudi, Ze ovlisiuje humoralni i bu&nou imunitu a jako argument se uvadi, Ze u
pokusnych zuat se po aplikaci prolaktinového inhibitoru brompknu dostavila
anemie, leukopenie a trombocytopenie spmes poSkozenou imunitni odpé&li
(Matera 1996).

Sources of Extrapituitary Prolactin

Tissue/cell type _—""_ Fluid Compartment

Brain/neuron ;
NCESSm ] CSF
Pituitary/lactotroph ——— |\ 0e e /
Lacrimal gland/ epithelium ———— ‘5”***{’“
L
|

Thymus/. fhynmﬂe-\\\ / N
Lymph nodes/lymphocyte~,— %

tears

A

Sweat [ .‘;‘;.\Sv«
gland/epithelium 1 {'

Breast/gpithelum \_I'E
1\ _,,

Spleen/lymphocyte '

Skin/fibroblast

Obr. 2: Extrahypofyzarni zdroje prolaktinu (Ben-dtiran et al. 1996)
Nalevo jsou uvedeny tkana buiky, které produkuji PRL. Napravo jsou pak
teélesné tekutiny, ve kterych byl PRL detekovan. (GSferebrospinalni mok).

Exprese lymfocytarniho PRL je nezavisla na tramgkim faktoru Pit-1,

hlavnim regulatoru transkripce v hypofyze. Ale hagexametazon inhibuje a kyselina
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retinova stimuluje periferni expresi stejako v hypofyze (Goffin et al. 2005). Periferni
exprese je aktivovana prostinictvim fyziologickych stimul, které signalizuji fes
cyklicky adenosinmonofosfat (CAMP) — rapprostaglandiny (Gerlo et al. 2004).
Naopak vlivem IL-4 a IL-2 dochazi ke snizeni hlgdiPRL mRNA v T-lymfocytech
(Gerlo et al. 2005).

Existuje rekolik izoforem 23kDa prolaktinu, které jsouisledkem alternativniho
sestihu, proteolyzy, glykosylace, dimeriza¢e fosforylace. Popsany byly n#glad
izoformy o velikosti 14, 16, 21, 22, 27, 33kDa,lad®6kDa dimer a 100-200kDa
makroprolaktin (komplex PRL a imunoglobulinu). Jetlivé izoformy mohou mit
raznou afinitu k receptdm i biologickou aktivitu (Chen et al 1998)id@lpoklada se, Ze
poner jednotlivych izoforem je modifikovan fyziologickyi a patologickymi
podminkami (Hooghe et al. 2001), nicmiénjejich tkaove specifické expresi, zejména
v lidskych tkanich, je toho zndmo velmi malo (Dumia2006).

Vroce 2001 (Stevens et al.) byly analyzovany ptmrové oblasti
prolaktinového genu. Vedle¢kolika funkéné neutralnich byl identifikovan i jeden
funkéné vyznamny jednonukleotidovy polymorfismus (SNP).nfite SNP G/T se
nachazi v perifernim promotoru v pozici -1149 odrax 1A (viz. Obr. 3) a ovliiuje
sekvenci, ktera vaze transkfip faktor GATA-3. Ten je fitomen v T-lymfocytech a
zasahuje do regulace Th1/Th2 imunitni odfsbZheng & Flavell 1997).

a) PRL (6p22.2-p21.3)
1VS3- anoA
1VS3- Anm 1VS4-G2243A

G-58d 1* GI79A IVSJ-CZHT
G-1149T i C450T GET1IA*
’ G- ZRGA ’ ' ’

Extra pituitary promoter l A Pituitary promoter 1

Obr. 3: Schéma struktury genu pro lidsky PRL a gdlive SNP (Mellai et al. 2003)

Alela G je funkn¢ aktivrejSi nez alela T. Stevensova studie u padiesd
systémovym lupus erythematodes (SLE) prokazalaenoi$ frekvenci genotypu GG
(Stevens et al. 2001), ale studie z roku 2003 suktgenost nepotvrdila (Mellai et al.
2003). Identifikovano bylo jeStn¢kolik sekverinich variant i v genu pro prolaktinovy

receptor. Vysledna urotietranskripce ale nemusi zaviset jen na primarnikgire
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deoxyribonukleové kyseliny (DNA), PRL gen je totidzné metylovan, a mze tak
dochéazet k Utlumu exprese (Evans et al. 1989). rRaffismus je déale studovan na
prasatech a skotu a &@pse zabyva promotorovymi oblastmi (Korwin-Kossak&e et
al. 2006).

1.2.2. Receptory pro prolaktin

Prolaktinové receptory (PRLR) patdo paetné rodiny cytokinovych recepfor
1. tidy, kam setradi napiklad receptory protzné interleukiny, faktory stimulujici
kolonie, erytropoetirti leptin. To podporuje tezi, Ze PRLigobi i jako cytokin v celé
fack tkani. Naklonovat prvni lidsky PRLR se poittaroku 1989 (Boutin et al. 1989).
PRLR vaze také dalSi laktogenni hormorag{ovy hormon, placentarni laktogen).

Bylo objeveno wBkolik izoforem PRLR. U potkahn byly popsany i razre
dlouhé formy (tzv. dlouha, prasdni a kratka), které nasledpouzivaji jiné signalni
drahy (Bole-Feysot et al 1998). dlbveéka bylo zatim popsanacspizoforem - dlouha,
intermediatni, delta S1 a #kratké zn&ené Sla a S1b. Identifikovan byl i PRL vazajici
protein, coby volna extracelularni doména PRLR yE&hger et al. 2009). Jednotlivé
izoformy se liSi schopnosti vazat prolaktin (afiif, spoust rizné signalni kaskady a
také post-transtaimi modifikacemi. Nicmé# konkrétni funkce jednotlivych receptor
nejsou prozatim znamy.

Pro studium vlivu PRL se dnes pouZzivaiegevsim buginé linie odvozené
z potkaniho Nb-2 lymfomu, které po stimulaci PRIolgeruji. Studium se zadiuje

praw na interakce s receptory a aktivace signalnich.dra

1.2.3. Prolaktin a jeho role v imunitnim systému

Prolaktin je produkovan celdadou bugk i v imunitnim systému. Prokézano to
bylo nagiklad u monocyi, thymocyfti, B- i T-lymfocyti, u burgk v uzlinach¢i slezing
a thymu (Ben-Jonathan et al. 1996). Poznatky o PR cytokinu se vSak objevovaly
velmi pomalu. Exprese PRL v imunocytech je velnzkdi buiky jsou velmi fiznorodée
a klidové buiky vyZaduji k produkci PRL aktivaci néglad mitogenem konkavalinem
A (ConA). Prolaktin byl také detekovan v myelobést u pacierit s akutni myeloidni
leukémii (Hatfill et al 1990).
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Prolaktinové receptory byly detekovany na T- iyBfocytech, monocytech,
granulocytech, hitk&ch thymu, firozenych zabijgskych buikach (NK), peritonedlnich
makrofazich i na hikach kmenovych. NejvysSi hustotu PRLR v imunitniypstému
vykazuji B-lymfocyty (Gagnerault et al. 1993). Né&bypozorovana korelace mezi
hladinami lymfocytarniho PRLR a sérového PRL amavislosti na fazi menstrtiaiho
cyklu u zen (Athreya et al. 1994).

1.2.3.1. Signalizace

Po vazk PRL na receptor dochazi k ligandem indukované diraei receptar
(Brand et al. 2004). Nasledijsou aktivovany s receptory asociované Janusongzii
(Jak), které jsou se@asti tzv. Jak/Stat signalni drahy (Stat - signétanhsduktor a
aktivator transkripce), ips kterou psobifada prozagtlivych cytokini (IL-6, IFN-y).

V monocytech se jednérqgdevsim o faktory Jak-2 a Stat-5. Aktivovany Staitgin
dimerizuje a je translokovan do jadra, kde se v@&egama-interferonem-aktivovanou
sekvenci (GAS) v promotoru genu pro interferon tagni faktor 1 (IRF-1) a vede
k jeho expresi (Dogusan et al. 2000). IRF-1 hrajepti diferenciaci T- i B-lymfocyt a
aktivuje transkripcitiznych interferon.

Imunomodul&ni &inky PRL mohou byt i dsledkem aktivace jaderného
transkrigniho faktoru kappa B (NkB), ktery ma rozhodujici roli ¥ac imunitnich
funkci a ovliviuje transkripci prozattlivych gemi (Cejkova et al. 2009). Prokdzana
byla i aktivace drahy mitogenem aktivované proteidky (MAPK) a zanedbatelné
nejsou ani vzajemné interakce mezi jednotlivymnalganimi kaskadami (Miller et
al. 2007). PRL tedynito cestami stimuluje exprestkterych prozaétlivych cytokini
(IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-2).

1.2.3.2. Imunomodul&ni vlastnosti prolaktinu

Na rozdil od glukokortikoil byl u PRL popsan efekt imunostiméid.
V pribéhu zartlivé reakce je aktivovana HPA osa a to pfedhictvim cytokirh IL-1,
IL-6 a TNF-w. Nasleds dochazi k uvoléni glukokortikoidi a inhibici produkceé&chto
prozartlivych cytokini (Chikanza & Grossman 2000). Nicngérnvlivem vySe
uvedenych cytokii je uvohovan i PRL, ktery pak pottaje vliv glukokortikoidi na
imunitni systém (Matera et al. 2000).
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Bylo popséano, Ze prolaktin podporuje produkiggevsim Thl cytokin (Vera-
Lastra et al. 2002), alefipvysSich koncentracich ie stimulovat i expresi Th2
cytokini, zejména IL-10 (Brand et al. 2004). &hotenstvi p hyperprolaktinémii
dochazi k astupu Thl zprostikovanych chorob agvaze Th2 typu imunitni odpédi.
Zdéa se tedy, Ze PRL hraje v zavislosti na koncentfenou roli. Za fyziologickych
podminek ¥ejmé¢ udrZzuje funkci zralych Iymfocyt ale khem dd@asné
hyperprolaktinémie ¢hotenstvi, akutni stres) vede k po#ai jejich funkci (Carvalho-
Freitas et al. 2007). Nicmérmtazkou nadaletstava, jakym porrem se lymfocytarni
PRL, a extrahypofyzarnitec, podili na hladinsérového PRL.

Stimulani role PRL na prbéh zargtlivé odpowdi byla prokdzana i uaenych
parazitarnich nakaz (leishmanie, toxoplazmy)&tQyyla potvrzena pozitivni regulace
exprese IFNy a dalSich Thl cytokin(Plocinski et al. 2007). Potvrzen byl pozitivniwl
i na integriny-zprosedkovanou adhezi cirkulujicich monottytk endotelidlnim
bunkdm, coZz se uplatje @i extravazaci a f@souvani leukocyt do mista z&ftu
(Montes de Oca et al. 2005).

Skupina Matery (Matera et al. 2000a) ve své stpdpsala vliv PRL na vyvoj
dendritickych busk a na jejich schopnost prezentovat antigen (viz. @).

GM-CSF+ PRL PRL
PRL

Monocyte
_’

Obr. 4: Role PRL v jednotlivych stadiich maturac€ B vyvoje Thl (Matera et al.
2000a)

Prolaktin zvySuje expresi CD40 molekul aiitpmnosti faktoru stimulujiciho
kolonie makrofag a granulocyt (GM-CSF) stimuluje expresi hlavniho
histokompatibilniho antigenu HLA Ikidy a kostimul&nich molekul CD80 a CD86 iP
absenci dendritickych bgk mize PRL stimulovat produkci Thl cytokinz Th-
lymfocyta. Tyto vysledky potvrdil i vroce 2007 Orbach, a&tjeje rozsfil o vliv
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prolaktinu na maturaci nezralych thymatyta zralé T-lymfocyty a o pozitivni vliv na
proliferaci B-lymfocyti (Orbach & Shoenfeld 2007).

Prolaktin byl popsan jako inhibitor apoptézy v héopmetickych biikach,
v ml&né a prostatické Zlaze (Bowen et al. 1999). PRin® reguluje ponir supresoru
apoptézy (Bcl-2) a aktivatoru (Bax) ve présp potla&eni apoptotické smrti
(Krumenacker et al. 1998).

Prolaktin také zvySuje expresi receptokterymi NK buiky vykonavaji funkci

zabijee, naopak kortizol tuto aktivaci inhibuje (Mavouniget al. 2004).

1.2.3.3. Vliv prolaktinu na autoimunitni onemocréni a protinadorovou imunitu

Podle dosavadnich studii se zda, Ze PRiZzarza imunopatologickych stav
ovliviiovat rozvoj autoimunitnich onemaari. Tento vliv byl sledovan naixlad u
sklerodermie, revmatoidni artritidy (RA), roztrongesklerézy, diabetu (DM), SLE
tyreoiditidy. U €chto autoimunit byla viadk pripadi (ne vzdy) pitomna
hyperprolaktinémie, a to jak u systémovych autoiitjlkae je typicka Th2 cytokinova
odpowd, tak i u organo¥ specifickych, kde f@vazuje Thl odpa@d’. Nicmérgé nelze
zatimfici, do jaké miry je hladina PRL ovligna extrahypofyzarnimi zdroji (De Bellis
et al. 2005).

U SLE byla hyperprolaktinémie prokadzana asi ve32%% gipadi (Cruz et al.
2001, Jara et al. 2009). SLE je charakterizovandugemou toleranci k obecnym
antigeim (nag.: DNA) a dochéazi tedy k polyklonalni hypergamagilifemii a
ukladani imunokomplekx v organech. SLE vSak neni imunitni onemidn z
hyperfunkce, protoze pacienti trpi dysfunkci imynia maji nizkou hladinu slozek
komplementu (Walker & Jacobson 2000). Zajimavé jaleze B-lymfocyty &chto
pacienfi produkuji gamaglobuliny efekti¢fi pii fyziologické koncentraci PRL
(<20ng/ml) neZ H koncentracich vyssich (Jakobi et al. 2001).

U RA se hyperprolaktinémie vyskytuje asi ietiny pacieni. V synovialni
tekutirg s infiltrovanymi lymfocyty byla prokézana aktivigrodukce PRL, ktery
parakring stimuluje fibroblasim podobné biky k produkci prozagtlivych cytokini
a tim dochazi k zhorSenitihu onemoc#ni (Nagafuchi et al. 1999).

U DM prolaktin zejme stimuluje expresi receptoru pro IL-12 na lymfocyte
coz vede kaktivaci Thl i Th2 beék a tim i kprodukci protilatek proti
Langerhansovym ostvkam. U celiakie tak mize dochézet k produkci protilatek proti
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strevni transglutaminaze (Matera & Mori 2000). Stude diabetickych pacientech
prokézala 1,7-krat vySSi hladinu PRL mRNA v monecit oproti zdravym kontrolam
(Cejkova et al. 2009). Nicménneni jiste, zda tento rozdil hraje signifikahtn
vyznamnou roli pi rozvoji DM.

Prolaktinu je v souvislosti s rakovinnym bujeninfispzovana spiSe role
protektivni (Goodmann & Bercovich 2008). Je to dwolmtovano schopnosti PRL
stimulovat syntézu IFN- T-lymfocyty a NK buikami, coZz ma zasadni vyznam pro
cytotoxicitu. Prokdzana byla i anti-angiogenni akdi PRL, kterd souvisi

s protinadorovou obranou organismu (Clapp et @319

1.2.3.4. Prolaktin a terapeutick& moznosti

K potlateni prozéastlivého vlivu prolaktinu i hyperprolaktinémie se @
vyuZzivaji agonisté dopaminu — kabergaliloromokriptin.

Na mySich modelech SLE byl jasprokazan terapeuticky efekt bromokriptinu
na pfibéh choroby, kdy dochazelo k pomalejSimu rozvoji nemgrodukce protilatek
(McMurray 200l1a). Na stejném zgtim modelu bylo také testovanaispbeni
nemodifikovaného a rekombinantniho PRL (fosforgio& forma PRL). Ukazalo se, Ze
zvirata oSeena rekombinantnim PRL Zila déle nez kontroly actale déle nez mysi
s nemodifikovanym PRL (Walker 2001).

V testu se sedmi SLE pacienty bylo prokazano flgmitni zlepSeni stavu po
podani bromokriptinu. PoreruSeni této terapie se @tipobjevila hyperprolaktinémie a
u vSech doslo k dalSi progresi onemadn(McMurray et al. 1995). Snahy o podobné
ovlivnéni pribéhu RA zatim nevedla k jednozmmgym vysledkm (McMurray 2001b,
Reuman 2004).

U onkologickych paciefits imunodeficienci po o¥@ni a chemoterapii se nabizi
moznost podani PRL ke stimulaci imunity. In vitrgyld ale zjiS¢tno, Ze vysoka
koncentrace PRL inhibuje cytotoxické lymfocyty (Med et al. 2000b), a v nedavné
studii byla prokazana zvysSena exprese PRInp v nadorovych hikach (McHale et al.

2008). To otevira diskuzi o roli PRL u nddorem Htelkované imunosuprese.
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1.3. Prolaktin, sepse a toll-like receptory

Sepse je celkové inféki onemoceni, pi kterém se z infedniho loziska vdle
uvohuji choroboplodné zarodky do krve a posSkozuji oygdnfekénim agens jsou
obvykle bakterie, vzaeii plisné. Sepse se projevuje zejména prudkymi vzestupy
horeky, celkovou schvacenosti &iznaky z postiZzeni jednotlivych orgéanimunitni
systém je v této fazi v podstaparalyzovan a neschopeinné reagovat. U starSich
osob nebo naopak u novorozénwoize dochazet i k ztratvédomi. Sepse je jednou
z hlavnich picin Umrti kriticky nemocnych na celém &% (Sriskandan & Altman
2008).

Béhem sepse je hypofyza aktivovana jednak prétiggmi cytokiny a jednak
prostednictvim autonomniho nervového systému. Dochaki Kaychlé produkci
ACTH, PRL i GH. Dochazi také kinhibici sekrecedizatniho a tyreotropniho
hormonu. Nicmé#& hypotalamo-hypofyzarni osatfe byt khem sepse aktivovana
vysokou koncentraci oxidu dusnatého a jeji odgope pak modifikovana. Dochazi ke
snizeni produkce ACTH a antidiuretického hormorz, je spojeno se vznikem Soku a
rozvojem zastu, pipadré multiorganovym selhanim a smrti (Maxime et al. 200
Kouatli 2009).

Béhem odpowdi akutni faze dochazi k naléhavé obranné reakbern které je
adaptivni - T-bu&na odpo¥d’ potlaiena a naopakifpozena imunita mohutnposilena
(Berczi et al. 2009). Nezbytnou funkci dlrprirozené imunity (monocyty, neutrofily)
je schopnost rozpoznavat bakterie a igfdkagens wbec. Tuto roli spluji predevsim
prostednictvim toll-like receptdr (TLR). Exprese TLR &hem sepse ffe byt
dynamicky regulovana (Salomao et al. 2008). TLRpoanavaji tizné bakterialni
struktury, napiklad TLR2 vaZze lipoteichovou kyselinti lipoproteiny (grampozitivni
bakterie), TLR4 vaZetpdevsim lipopolysacharidy (gramnegativni baktegi@go et al.
2008). Lipopolysacharid je v krvi rozpoznéan vazehrgroteinem a komplex se vaze na
CD14 molekulu lokalizovanou na povrchu mondgyktera je koreceptorem TLRA4.
Nicmére LPS mizZe byt rozpoznan i TLR4 samotnym, pak je ale smasjina signalni
draha (viz. Obr. 5) vedouci k aktivaci transkripho faktoru NF<B a expresi
prozartlivych cytokini (stejré tak pisobi i signalizacefes TLR2), zatimcoip CD14
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zavisléem rozpoznani je aktivovan IRF-3, ktery vekiprodukci IFNf (Akashi-
Takamura & Miyake 2006).

| cD14-dependent |

LPS

COH 4-inde pendent

My D88-indepandeant
pathw ay

My D88-dependent
= pathw ay

IFM ﬂ Inflammeatory
— eytokines

——— ———

Obr. 5: CD14-zavisla a CD14-nezavisla signalizace navazani lipopolysacharidu
(LPS) (Akashi-Takamura & Miyake 2006)

Prolaktinovy receptor stimuluje expresi IRF-1,rigteaké aktivuje vznik IFN3.
Usuzuje se tedy, Zze PRLR a TLR by mohly vzajemegulovat signalizani drahy
(Cejkova et al. 2009), neBdLR mohou f@isobit i p'es rekteré Stat proteiny obdobn
jako PRLR (Hu et al. 2007).

Relativre nedavna prace Bornsteinovy skupiny (Bornstein. @06) ukazuje,
Ze kkhem sepse a z&u TLR2 a TLR4 zprosedkovavaji dinky LPS ¢i
peptidoglykari a lipoproteiri na aktivaci HPA osy. A to jak na Urovni centraliak i
periferni, nebt exprese TLR byla popsana i v lidskych nadledvin&gh. Obr. 6).

TLR2 a TLR4 tak tvéi dalSi spojnici mezi imunitnim a endokrinnim sysén.
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Obr. 6: Schéma mozZnych imuno-endokrinnich interamiostedkovanych TLR2 a
TLR4 behem sepse a zé&n (Bornstein e al. 2006)

V praci z roku 1997 (Van den Berghe et al. 199)ld¢ghem sepse pozorovan
nejprve naist sekrece PRL nasledovany vyraznym poklesem watké fazi
kritického stavu. Tato skutrost vedla k fedpokladu, Ze PRL je zapojen do regulace
imunitni odpo¥di i béhem sepse a Ze jeho pokleshém chronické faze souvisi
S vy¢erpanim imunitni systému.

Némeckd studie z roku 2003 (Oberbeck et al. 2003rzalka Ze po podani
prolaktinu septickym mySim doSlo kinhibici biné imunity a snizil se pet
piezivsich zuiat, coz by potvrzovalo prozétivou funkci PRL.

Nicmére k dispozici zatim neni Zadna studie, ktera by abywvala vlivem
lymfocytarniho PRL na fibéh sepse u lidi. V roce 2005 vSak byla provedendietoa
kriticky nemocnych é&tech, kde se sledovala hladina sérového PRL, a frgkazano,
Ze prolongovana hypoprolaktinemieibe byt rizikovym faktorem pro prolongovanou

lymfopenii, ktera se podili na mortaliha sepsi (Felmet et al. 2005).
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1.4. Zakr

Prolaktin je hormon s mnoha popsanymi funkceng tegly praventazen mezi
pleiotropni cytokiny.

Pro budouci vyzkum a praktické aplikace pozaatknedicig je nutné objasnit
imunoregulé&ni roli PRL v organismu a jeho vliv na autoimunitohemocsini,
malignity a zastlivé procesy. Vzhledem k zapojeni PRL v imuno-emdokrinnich
interakcich, je finosné sledovat jehoc¢mky in vivo a korelovat je s klinickymi
zmenami.

Pokud by se prokézalo, Ze prolaktin hraje vyznggirroli v imunitni reakci,
bylo by moZné se pokusit terapeutickou intervemeismyslu ovlivini jeho tvorbyci
pusobeni, modifikovat gibéh septické reakce i jejichigledk.

K tomu ale vede jeStdlouha cesta, na které jelba provéstadu experimerita
analyz, které fispéji k prohloubeni nasSich znalosti o roli a aktivgeériferniho

prolaktinu.
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2. Hypotézy a cile diplomové prace

Abychom roz§ili védomosti o aktivaci exprese periferniho prolaktinu a
pomohli tak objasnit jeho roli v imunitnim systérmathem infekce/sepse, provedli jsme
pilotni studii zamdfenou na detekci hladin exprese mRNA uigeno PRL, TLR2 a

TLR4 v monocytech pacieins celkovym zagtem. Postulovali jsme pracovni hypotézu:

* Aktivace imunitniho systému infekci/sepsi vede keg/Seni genové
exprese TLR2, TLR4 a PRL na Grovni mRNA v CDlshonocytech
periferni krve, kifovych buikach zapojenych dorfpozené imunity.

» ZvySeni &chto hladin neni paralelni, ale nasledné. AktivatR?2 a 4
vede ke stimulaci produkce PRL v CDl1monocytech periferni krve
béhem infekce/sepse.

« Exprese mRNA PRL dynamicky vib¢hu hospitalizace klesa
k normalnim hodnotdm. Dynamick&iska mRNA TLR ma obdobny

prabeh.

Jednotlivé cile diplomové préace:

» U zdravych kontrol ufit relativni fyziologické hladiny mRNA PRL,
TLR2 a TLR4 v CD14 monocytech periferni krve a porovnat je
s hladinami pacieit

e U pacient porovnat hladiny exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4 u
prvniho (A), druhého (B) adtiho (C) odbru a odhalit tak potencialni
reakci na stres vyvolany infekci. Dale¢ityr zda tyto hladiny mRNA
koreluji s rkterymi klinickymi daty pacierit

» Urcit, zda potenciélni rozdily hladin mRNA PRL korelg expresi
MRNA TLR, coz by poukazovalo na moznou regulaci.

e Zjistit, zda potencialni rozdily vexpresi mRNA PRIbéhem
infekce/sepse souvisi s fulim SNP -1149 G/T v oblasti periferniho

PRL promotoru.
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3. Material a metody

3.1. Pacienti

V letech 2008-2010 byl vyt¥en hodnoceny soubor pacigntz Ustavu
hematologie a krevni transfuze v Praze. Jednal®m sgacienty s hematologickymi
malignitami sé&zkou infekkni epizodou charakterizovanou septikémii a/nebo
organovym selhanim. Pacienti podstoupili 3 poéso@sledujici odéry krve (cca 8-
9ml). Prvni odbr (A) byl proveden ihned po zachytu pacientat&zmaky celkové
infekce doloZzené hladinou C-reaktivniho proteinuRE} a Klinickymi piznaky
schvacenosti vysokého tlaku a hike Druhy odir (B) nasledoval po odezni
akutniho stavu (hodnoceno dle klinickych parafjedrteti odkr (C) byl kontrolni (i
ukorteni hospitalizace). &ktera Kklinickd data pacieint nam pak byla zfiné
poskytnuta.

Celkem byly zpracovany vzorky od 48 pacienticmér fada z nich musela byt
z hodnoceni vazena (9 pacie@it zentelo kEhem hospitalizace na jinou priméarni
piicinu nez sepsi, 7 pacignbylo presunuto na jind odteni a u 2 paciefit nebyly
kompletni odbry). Do hodnoceni tedy bylo zazeno 30 paciedt z nichz 10 zetielo
v disledku €zké infekce. Kompletni odioy mélo 20 pacient a infelkéni epizodu se jim
poddilo preklenout. V hodnoceném souboru bylo 9 Zen a 2iimeA¢ku od 23 do 71
let (viz. Tab. 1). U mrtvych paciehtoyly ndsleds porovnavany jen posledni otlg

pied smrti.

Tab. 1: Sledovany soubor

PACIENTI muzi Zeny celkem
pocet zivych 15 5 20
pocet mrtvych 6 4 10
pocet celkem 21 9 30
vék — pramér
(rozptyl) 48,10 (23-71)| 44,67(33-59) 47,07 (23-71)

Kazdy vzorek dostal evideéni ¢islo (nap.: PRLUHKT 1 — prolaktinova studie,
vzorek z Ustavu hematologie a krevni transftizé) a pod timtaislem bylo déle se

vzorkem pracovano jak v laboraéitaak i statistickém vyhodnocovani.
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3.2. Kontrolni soubor

V roce 2010 byl vytvien kontrolni soubor, ktery by &nhprezentovat situaci u
zdravé populace. Zde byly vyuzity vzorky krve (buffoat) od darnt z transfazniho
odctleni Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Prazéravych jeding bylo 40,
z toho 12 zen a 28 mu¥e wku od 19 do 59 let (viz. Tab. 2).

Tab. 2: Kontrolni soubor

KONTROLY muzi Zeny celkem
pocet 28 12 40
vék — pramér
(rozptyl) 42,86 (19 —59)| 37,08 (23—-58) 41,13 (19 — 59)

Kazdy vzorek dostal evidéni ¢islo (nap.: TO 1 — transfuzni odtkeni, vzorek
1) a pod timtocislem bylo dale se vzorkem pracovano jak v labdratak pi

statistickém vyhodnocovani.

3.3. Pouzité wistroje

Automaticka pipeta jednokanéalova Biopette A (1000 ul); Labnet, Polsko

Automatické pipety jednokanéalové Discove(9,1-2; 0,5-10; 2-20; 20-200;
100-1000ul); HTL Lab Solutions, Polsko

Elektroforetické vany; Sigma Aldrich,dhecko

Chlazena centrifuga Z 300 K; Hermle¢mNecko

Kombinovana chladgika; Whirpool, USA

Laminarni box Aura Mini; BioAir, Italie

Minicentrifuga Z 100 M; Hermle, &mecko

Mrazici box Premium U410; New Brunswick Scientifielka Britanie

Nanofotometr; Implen, Bmecko

Systém pro elektroforézu; Sigma AldrichériNecko

Termostat BT 120 M; LaboratornfiBtroje PrahaCesko

ThermoCycler C 1000; Bio-Rad, USA

Trouba mikrovinng; Zanussi, Italie

UV Kamera; Syngene, Velka Britanie

30



UV Transluminétor; Claremont, USA

Vahy digitalni; KERN, Nmecko

Vortex — Genie 2; Scientific Industries, USA

Zdroj naggti pro elektroforézu PowerPac; Bio-Rad, USA
7000 SDS ABI Prism; Applied Biosystems, USA

3.4. Pouzité pditacové programy

Excel; Microsoft Corporation, USA

GeneSnap; SynGene, Velka Britanie

GraphPad Prism 5; GraphPad Software Inc., USA

NanoPhotometé} PVC Software 5.2.2.2; Implen,gtecko

7000 Sequence Detection Software 1.2.3, RQ Stugyfiégiion; Applied
Biosystems, USA

3.5. Obecr pouzité chemikalie

Etanol 96%; lékarna FNK\(esko

Etanol 70% na‘edén 96% etanol

Voda — PCR ultra bD; Top Bio,Cesko

Voda (Water - DNase, RNase - None detect); Signaaiéki, Nemecko
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3.6. Metody

3.6.1. Studium genové exprese na Urovni mRNA

Pro studium genové exprese na urovni mRNArgimijeme periferni krev
pacienta (u zdravych kontrol jsme pouzili buffy ggaNejprve separujeme monocyty
pomoci magnetickych kwiek a pak je uchovdvame v RNAlateru. Nasleduje @mla
RNA a jeji gepis do cDNA. Ta je posléze pouZzita pro polymeréaodetézovou reakci
v realném ¢ase. Sledujeme expresi mMRNA ¢gepro PRL, TLR2 a TLR4. Jako
endogenni kontrola je pouzita PGK1 (fosfoglyceratka 1). Vysledna data jsou poté

statisticky vyhodnocena.

3.6.1.1. Magneticka separace monoayt

Separace monodytz periferni krve (dodana ve zkumavce s antikoagula
Upravou, tzn. kyselinou ethylendiaminotetraoctovolEDTA) se provadi pomoci
magnetickych kuliek Dynabeads s navazanou protilatkou anti-CD14a Gebparace

probih&a na ledu. Nasle&dijisou monocyty stabilizovany v RNAlateru.

PouZzité chemikalie

Dynabeads CD14; Invitrogen, USA

PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline); Invitrog¢BA
RNAlater Solution; Ambion, USA

Postup

1. V 50ml zkumavce smichame 8ml krve a 8ml PBS (4nfiybepat a 8ml PBS).

2. Pridame 7@l kulicek Dynabeads.

3. Zkumavku za¥eme a za alasneho promichavani nechame 5 minut na ledu.

4. Poté odSroubujemedko a zkumavku jenijkryjeme. Na 3 minuty ji postavime
tésne vedle magnetu, ktery je také v nadabledem.

5. Zkumavku mame stale u magnetu a pipetou odsajentds BBS a krve. Na
stené zkumavky Astanou pichyceny znéené buiky.

6. Vyndame zkumavku a doplnime 15ml PBS. Promichame.

7. Opét zkumavku postavime na 3 minuty k magnetu.
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8. Odsajeme vesSkerou tekutinu.

9. Krok 6, 7 a 8 opakujeme j€gjednou.

10.Zkumavku vyndame a kkkam p@idame 1ml RNAlateru. Bkolikrat
promichame Spkou, abychom ze &y zkumavky smyli vSechny kky.

11. Suspenziigneseme do kryozkumavky a uchovavarieg§d°C.

3.6.1.2. Izolace RNA
RNA je izolovana z CDI4burek ulozenych v RNAlateru. Izolace probihgep

kolonky se silikagelovou membranou dodavané vaeiak kitu. RNA je zachycena na
membrag a pomoci puff je zbavena kontaminujicich latek. RNA je pomoctywo

uvolnéna z membrany do roztoku. Cely postup je prémadlaminarnim boxu.

Pouzité chemikalie
RNeasy Mini Kit Qiagen, Nmecko
- Buffer RLT
- Buffer RW1
- Buffer RPE (koncentrat, ktery fedime etanolem)

- RNase-free water

Postup
1. CD14 buiky v RNAlateru nechame rozmraziti pokojové teplot.
2. Buiky centrifugujemepii 8250g 10 minut.
3. Supernatant odsajeme pipetou.
4. HRidame 60Ql Buffer RLT a promichame pipetou.
5. Buiky homogenizujeme pomoci injgki jehly a stikacky — 5x nasajeme a

vypustime zpt. Poté peneseme do ependorfky.

o

Ridame 60@l 70% etanolu a promichame pipetou.

7. 70Qul vzorku peneseme na kolonku (ta je usazena vengbzkumavce), aniz
bychom patisnili okraje. Centrifugujeme30 sekund P 18000g. Filtrat
vylejeme, sBrnou zkumavku osuSime a pouzijeme dale.

8. Do kolonky pidame 70@l Buffer RW1 a centrifugujem80 sekund $ 18000g.

Skérnou zkumavku s filtratem vyhodime.
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9. Vezmeme si novou &tmou zkumavku a do niigneseme kolonku.i®ame
50Qul Buffer RPE a ot centrifugujeme 30 sekundifd8000g. Filtrat vylejeme
a skkrnou zkumavku pouZzijeme znovu.

10. Ridame ot 50Qul Buffer RPE a centrifugujeme 2 minutyi d8000g. Filtrat
vylejeme a sérnou zkumavku vratime pod kolonku. Centrifugujemmibutu,
abychom se Uptnzbavili Buffer RPE. Naslednsbirnou zkumavku vyhodime.

11. Vezmeme si novou &mou zkumavku aigneseme kolonkufildame 10Ql
RNase-free water a inkubujeme 2 minuty. Poté degijeme 2 minuty
18000g a filtrat si nechame. Kolonku vyhodime.

12.K filtratu priddme 30QI Buffer RLT a 30@l 96% etanolu a promichame
pipetou.

13.Smés greneseme na novou kolonku (7@0a opakujeme kroky 7-10.

14.Vezmeme si novou smou zkumavku a figneseme kolonku. ifidame 4@l
RNase-free water a inkubujeme 2 minuty. Poté degujeme 2 minuty f
18000g a filtrat (ziskanou RNAY¥gpipetujeme do kryozkumavky.

15.Na nanofotometru z#éitime koncentraci aistotu. RNA a uchovavameip80°C.
Vysledna koncentrace RNA z 8ml plné periferni krse pohybuje okolo
30nghu, ze 4ml buffy coatu kolem 60ng!/

3.6.1.3. Reverz# transkriptazova polymerazovaretézova reakce (RT PCR)

Diky reverzni transkripci ziskdme cDNA, kterou daleuzijeme v Real Time

polymerazovéetzoveé reakci. Cely postup je prowddv laminarnim boxu.

Pouzité chemikalie

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Apgdi BiosystemdJSA

- 10x RT Buffer
- 25X dNTP Mix (100mM)
- 10x RT Random Primers

- MultiScribe Reverse Transcriptase
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Postup
1. VSechny komponenty kitu nechdme roztdeda.
2. Podle pdu reakci pipravime zakladni reg&ki snes, v tabulce (Tab. 3) je
uvedeno mnozstvi na jednu reakci. &Sngripravujeme dvakrat, jednu ale bez

reverzni transkriptazy — reakce poslouzi jako negakontroly.

Tab. 3 SloZeni re&hi smési pro jednu reakci RT PCR

Komponenty Objem (ul)
Smes s reverzni Smes bez reverzni
transkriptazou transkriptazy
10x RT Buffer 2,0 2,0
25X dNTP Mix (100mM) 0,8 0,8
10x RT Random Primers 2,0 2,0
MultiScribe Reverse
Transcriptase L0 .
Voda (Water - DNase,
RNase - None detect) e 22
Celkem 10 10

3. Reakni smnes zvortexujeme a udrZzujeme na ledu.

4. Do kazdé zkumavky dame direakéni snesi.

5. Pridame tolik RNA, aby jeji mnoZzstvi v reakci bylorZ) Celkovy objem reakce
dopinime vodou (Water - DNase, RNase - None detecQul.

6. Zkumavky zaveme a kratce centrifugujeme. Uchovavame na ledwdlo
nevloZzime do termocykleru.

7. Nastavime program v termocykleru

1. krok (hybridizace s primery): 10 minut @5°C
2. krok (extenze): 120 minuti37°C
3.krok (denaturace enzymu): 5 sekulidBp°’C

8. Vlozime zkumavky a proces spustime. Po gkanreakce uchovavame vzorky
pri - 20°C.
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3.6.1.4. Polymerazovd&etézova reakce v redlnéntase (Real Time PCR)
V této reakci je cDNA amplifikovana a ztena fluorescefnimi sondami pro

piislusné geny. Jako endogenni kontrola je pouzithofiycerat kinaza 1 (PGK1).
Ziskdme tak data o me exprese jednotlivych gén ktera nasledn statisticky

Zpracujeme.

Pouzité chemikalie
TagMan Gene Expression Master Mix; Applied BiosysdJSA
Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix; Ap@BiedystemsUSA

- PGK1: Hs99999906_m1
- PRL: Hs00168730_m1
- TLR2: Hs00152932_m1
- TLR4: Hs00152939 m1
Postup
1. Pxi pokojové teplat nechame rozmrazit Assays-on-Demand pro vSechrgny g
cDNA.

2. Pro kazdy gen namichame réaksnts podle tabulky (Tab. 4).

Tab. 4 SloZeni re&ki snmési pro Real Time PCR pro jednu reakci

Komponenty Objem (ul)

TagMan Gene Expression Master Mix 12,5

20x Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix 1,25

Voda (Water - DNase, RNase - None detect) 1,25

Celkem 25

3. Do 96-ti jamkové destky napipetujeme po 1% smési pro dany gen a to podle
tabulky (Tab. 5). Reakce je prowdma v tripletech.

4. cDNA 10x ngedime vodou (Water - DNase, RNase - None detect).

5. Do pislusnych jamek napipetujemepl®arediné cDNA (viz. Tab. 5).

Pipetujeme tak, aby v jamkach nevznikalpliny.

o

Destiku prelepime folii a 2 minuty centrifugujemei p00g.
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7. Destéku vlozime do 7000 SDS ABI Prisma nmgfime pomoci absolutni
kvantifikace. Podminky reakce nastavime takto:

1. krok (znkeni gipadné RNA): 2 minutyip50°C
2. krok (hot start): 10 minuti@®5°C
3. krok (denaturace): 15 sekundgb°C
4. krok (hybridizace, extenze): 1 minutti §0°C

(Kroky 3 a 4 se opakuji 50x)
3. Po dokoweni reakce uloZzime ziskana data, kter4 nasleddeme statisticky

analyzovat.

Tab. 5 Riklad rozmistni reaknich snési pro jednotlivé geny a cDNA pro

jednotlivé vzorky PRLUHKT 1A, 1B, 1C a 6A (mrtvy pant) (N zndi negativni

kontrolu z RT PCR)

PGK1 PRL TLR2 TLR4

1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A | 1A
1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN | 1AN
1B (1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B | 1B
1BN [ 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN | 1BN
1 { 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C | 1C
ICN|1CN|1CN|1CN|1CN|1CN|1CN|1CN|1CN| 1CN | 1CN| ICN
6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A | 6A
6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN | 6AN

3.6.2. Studium jednonukleotidového polymorfismu -149 G/T

VvV promotoru genu pro PRL

Studium tohoto polymorfismu se provadi pomoci ike&tiho enzymu Xapl,
ktery Sepi DNA v pritomnosti alely G. Abychom tuto restrikci mohli pest, je
nejdiive nutné vyizolovat DNA a tu amplifikovat. Informiao pritomnosti konkrétni

alely ziskdme pomaoci elektroforetického réledi fragmeni DNA.
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3.6.2.1. Izolace DNA

Na izolaci DNA pouzZijeme plnou periferni krev (dodéd ve zkumavce

s antikoaguléni tpravou - EDTA), fipadré buffy coaty od zdravych daic

Pouzité chemikalie
QIAamp DNA Blood Mini Kit; Quiagen, Rmecko

- Buffer AL

- Buffer AW1 (koncentrat, ktery ifadime etanolem podle instrukci vyrobce)
- Buffer AW2 (koncentrat, ktery iiadime etanolem podle instrukci vyrobce)
- Buffer AE

- QIAGEN Protease (smichame s Protease Solvent)

- Protease Solvent

Postup
1. Na dno mikrocentrifugai zkumavky nepipetujeme gDQIAGEN Protease.
2. Ridame 20@l pIné krve (taktéz u buffy coatu).
3. Ridame 20Ql Buffer AL a 15 sekundortexujeme.
4. Inkubujeme 10 minutib6°C.
5. Poté kratce centrifugujeme, abychom addirkapicky z vicka.
6. Ridame 20Ql 96% etanolu a vortexujeme 15 sekund. Poté&t dgratce
centrifugujeme.
7. Snds opatri preneseme na kolonku, aniz bychomifsutili okraje zkumavky.
8. Centrifugujeme 1 minutdig000g. Filtrat vyhodime a usadime kolonkucgkié

skérné zkumavky.
Kolonku opatrg oteweme a fidame 50Ql Buffer AW1. Zaweme a 1 minutu
centrifugujeme $ 6000g. Opt vyhodime filtrat a kolonku igmistime do noveé

sbérné zkumavky.

10. Opet kolonku oteveme a pidame 50QI Buffer AW2. Zaweme a centrifugujeme

3 minuty i 18000g.

11.Filtrat vyhodime a kolonku tpmistime do nové 8mé zkumavky. Opaten

piidame 20Ql Buffer AE nebo vody (PCR ultrad®) — my pouZijeme vodu.

12.Inkubujeme 1 minutu ip pokojové teplat. Poté centrifugujeme 1 minutuip

6000g.
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13.Filtrat (ziskanou DNA) fepipetujeme do kryozkumavky. Uchovavanie4C.
Vynos z 200 ul vzorku periferni krve se pohybujéeko 6p g DNA.

3.6.2.2. Polymerazovd&etézova reakce (PCR)

Polymerdzovaetzova reakce slouzi k amplifikaci Useku promotorowdasti
PRL dlouhého 137bp.

PouZzité chemikalie

PCR reakni kit; Fermentas, Kanada
- Taq DNA Polymerase (rekombinantni) 500u, 5u/ul
- 10x Taqg Buffer s (NSO,
- 25 mM MgCp

Primery; East Port Prahé@esko
- Primer R 5°- CAT CTC AGA GTT GAATTT ATT TCC TI3
- Primer F 5°- GCA GGT CAA GAT AAC CTG GA -3
- Pavodni koncentrace je 1M, ziedime 2x.

dNTP; Fermentas, Kanada

- Pivodni koncentrace 100 mMINTP byly Zedény na koncentraci 10mM.

Postup

1. VSechny reagencie kramTaq polymerazy nechame rozmrazit na ledu a
piipravu reakni snesi provadime v laminarnim boxu.

2. Pripravime reaéni snés podle tabulky (Tab. 6). Si® nachystdme také pro
jednu negativni a jednu pozitivni kontrolu.

3. Snxs zvortexujeme atpravime si zkumavky pro vzorky.

4. Do kazdé zkumavky dame @20realkéni snesi.

5. Mimo laminarni box gidame 0,1 DNA, do negativni kontroly fidame vodu a
promichame pipetou.
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6. V termocykleru nastavime podminky reakce:

1. krok (p@ateEni denaturace): 2 minutyi®4°C

2. krok (denaturace): 17 sekund $4°C

3. krok (hybridizace): 17 sekund p5°C

4. krok (extenze): 17 sekund 52°C
(Kroky 2, 3 a 4 se opakuji 35x)

5. krok (konéna extenze): 1 minutwip72°C

7. Jakmile je viko pedeltaté, vlozime vzorky a nechame procegdh. PCR
produkty uchovavameip 4°C, pro dlouhodofjsi uskladwni volime -20°C.
Pritomnost amplifikace Zadaného Uuseku DNA potvrdime&teoforeticky — viz.
kapitola 3.6.2.4.

Tab. 6 SloZeni re&ki snmési pro PCR pro jednu reakci

Komponenty Objem (ul)
Voda ( PCR ultra kD) 14,76
25mM MgClhb 2

dNTPs Mixture (10mM kazdy dNTP) 0,4
Forward Primer (50M) 0,32
Reverse Primer (5M) 0,32

10x PCR Buffer s (NB2.SO, 2

Taq DNA Polymerase (5ul) 0,2
Celkem 20

3.6.2.3. Polymorfismus délky restriknich fragmenti (RFLP)
Po owieni kvality PCR produkit pouZijeme vyhovujici produkty k restékimu

Sttpeni enzymem Xapl &bi v pritomnosti alely G). Tento enzym také agiitje od
137kb PCR produktu kontrolni 17kb fragment.
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Pouzité chemikalie

Xapl (Apol) Kit; Fermentas, Kanada

- Xapl (Apol) 500u, 10y
- 10x Buffer Tango

25mM MgCb; Fermentas, Kanada

Postup

1.

2.

S

Reagencie (krogh enzymu, ktery vyndame z mrazaku az bezpedst pred
pouzitim) nechame rozmrazit na ledu.

Pripravime reakni snes podle tabulky (Tab. 7).

Tab. 7 SloZeni re&ki snesi pro jednu RFLP reakci

Komponenty Objem (ul)
Voda ( PCR ultra kD) 2,5

25mM MgCh 1,5

10x Buffer Tango 0,5

Xapl restriction endonuclease 0,5
Celkem 50

Snis zvortexujeme affpravime si zkumavky pro vzorky.
Do kazdé zkumavky napipetujenpé Emesi.
Ridame %l PCR produktu a promichame pipetou.

V termocykleru nastavime podminky reakce

1. krok (restrikce): 120 minut B7°C
2. krok (denaturace enzymu): 25 miniitgo°C

Nastpenou DNA uchovavamerip4’C, pro dlouhodo§si uskladini volime -

20°C. Genotyp jednotlivych vzoikzjistime pomoci elektroforézy (viz. kapitola
3.6.2.4)).
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3.6.2.4. Elektroforetickéd separace

Elektroforeticky hodnotime kvalitu PCR prodiika zji¥ujeme pgitomnost
konkrétni alely. V pipact alely T vzniknou 2 fragmenty o délce 17bp a 120b@lely
G vzniknou 3 fragmenty — 17bp, 35bp a 85bp. Na gelk vidime u homozygota TT
vyrazny 120bp fragment, u homozygota GG fragmesidloe 85bp a u heterozygota GT
jsou viditelné 2 fragmenty - 120bp a 85bfigemz 120bp fragment je vyrasi.

Pouzité chemikalie

Agar6za (NuSieve 3:1 Agarose); Lonza, USA

10 x TBE pufr (Tris-boratovy pufr) —fpravime smichanim 500ml destilované vody,

108g Tris, 559 kyseliny borité a 40 ml EDTA. Dopid na 1000ml vodou.

- 890 mM Tris base; Roth,dhecko
- 890 mM kyselina borita; Amresco, USA
- 20 mM EDTA pH=8; Lékarna FNKW esko

Destilovana voda; Ardeapharnesko

PCR Ehtidium bromitP; Top-Bio, Cesko

6X Loading Dye Solution; Fermentas, Kanada

Marker pUC19 DNA/Mspl; Fermentas, Kanada

Postup

1. Navézime 2g agarozy (resp. 3g) a rozpustime jiogenl TBE pufru.

2. Provd@ime v mikrovinné troud Poté pidame 4l etidium bromidu. Radrs
promichame a nalijeme do vaky a vloZime bebeny pro vytvieni poZzadované
velikosti jamek. Nechame 20 minut ztuhnout.

3. Elektroforetickou vanu naplnime TBE pufrem.

4. Ztuhly gel vloZzime do vany a dbdme na to, aby sl zrela ponten v TBE
pufru.

5. Do jamek nanasSimeubPCR produktu (resp. 10 produktu restrikniho S¢peni)
spolu s 2l loudovaciho barviva. Do prvni jamky naneseme tiegakontrolu.
Do posledni jamky v napipetujeme {il2narkeru (mezi produkty restdkiho
Stepeni dame jiz atfeny PCR produkt — pro kontroluépeni — a také pozitivni
kontrolu s jiz uéenym genotypem).

6. Elektroforézu nechame probihat 30 miniit giejnosnérném napti o velikosti
5V/cm.
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7. Po skogeni gel prohlizime pod UV kamerou, kterd& nam umoZysledek
elektroforézy zviditelnit, vyfotit a dale zpracovaSnimek zpracovavame

v programu GeneSnapiilad vystupu z RFLP je na obrazku (Obr. 7).

-1149 GIT extrapituitary M

Gt TIr GG PCR GMT GG P

— G — e— 120bp

Obr. 7: Riklad vysledk genotypizace polymorfismu -1149 G/T
M — marker
P — pozitivni kontrola
PCR — produkt PCR
T—alelaT
G-alelaG
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4. VVysledky

4.1. Exprese PRL, TLR2 a TLR4 na urovni mRNA

Pomoci metody Real Time PCR jsme pro kazdy vzofekal 3 hodnoty Ct
(PCR cyklus, vamz fluorescence amplifikovaného templatuelpaii bazalni
fluorescenci) pro kazdy gen. Jako endogenni kamtjsine pouzili gen pro PGKL1.
Z téchto hodnot jsme vygdtali pramérné Ct pro dany vzorek. Poté jsme vyjali
hodnoty dCt, coz je relativni rozdil exprese naneidsvaného genu a endogenni
kontroly v rAmci jednoho vzorku. Nasledisme vypditali hodnoty 2!, které nam
udavaji mnozstvi templatu normalizované ke genu gmdogenni kontrolu v ramci
vzorku. Tyto hodnoty jsme zlogaritmovali (In), abyen se zbavili odlehlych hodnot
(priklad postupu je uveden v Tab. 8). S takto upram@ngaty jsme poté provéti

statisticka hodnocenigetre testu normality (Shapiwv-Wilkav test).

Tab. 8: Riklad upravy ziskanych dat pro jeden vzorek a jegkm

gen pro PRL | PGK1 PRL
pramér | prameér
vzorek Ct Ct dCt 2"-dCt In 2*-dCt
A 29,75 41,01 | 11,26 0,0004077578 -7,80484
B 28,70 40,12 | 11,42 0,0003649534 -7,91574
C 26,62 39,67 | 13,0p 0,0001179121 -9,04557

4.1.1. Hladiny exprese PRL, TLR2 a TLR4 na urovni RNA mezi
jednotlivymi odbéry

Rozdily mezi hladinami exprese mRNA&Hem jednotlivych odéra (A, B, C)
jsme porovnéavali jak u genu pro PRL (Graf 1), taganu pro TLR2 (Graf 2) i pro
TLR4 (Graf 3). Mezi jednotlivymi odlry jsme zji¥ovali statisticky vyznamné rozdily
pomoci parového T-testu na hlagimyznamnosti 0,05 (pokud neni uvedeno jinak, tak

plati u vSech te8). Ziskali jsme tak p-hodnoty (pragpbdobnost, p).
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U prolaktinu jsme neprokazali statisticky vyznamoydil v hladinach exprese
mMRNA mezi jednotlivymi odéry [p (A-B) = 0,642; p (B-C) = 0,346; p (A-C) = &4].

Hladiny mRNA PRL septickych pacientt
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Graf 1: Hladiny mRNA PRL septickych paciént
Linka znazoaiiuje ptimérnou hladinu mRNA.

Hladiny mRNA TLR2 septickych pacientt
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Graf 2: Hladiny mRNA TLR2 septickych paciént
Linka znézoaiiuje pimérnou hladinu mRNA.
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P-hodnoty pro mRNA TLR2 byly sg@any stejnym zfisobem: p (A-B) =
0,685; p (B-C) = 0,912; p (A-C) = 0,4788. U hladiiRNA TLR2 jsme také neprokazali

statisticky vyznamneé rozdily mezi jednotlivymi caiip.

Hladiny mRNA TLR4 septickych pacienta
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Graf 3: Hladiny mRNA TLR4 septickych paciént
Linka znézoaiiuje pimérnou hladinu mRNA.

Pro mRNA TLR4 byl opt pouzit parovy T-test [p (A-B) = 0,296; p (B-C) =
0,323; p (A-C) = 0,769]. Statisticky vyznamné rdgdhezi jednotlivymi odBry jsme

tedy neprokazali ani u TLR4.

4.1.2. Relativni hladiny exprese sledovanych gé&ma urovni mRNA u

vSech hodnocenych skupin

U zdravych kontrol jsme dili relativni fyziologické hladiny mRNA PRL, TLR2

a TLR4 v CD14 monocytech periferni krve a porovnali je s hladihgacient

mrtvych i prezivSich (Graf 4).
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RELATIVNI HLADINA EXPRESE mRNA VSECH GENO U VSECH
SLEDOVANYCH SKUPIN

0,00
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Graf 4: Relativni hladina exprese mRNA vSechigewsSech sledovanych skupin

K- zdravé kontroly; M — mrtvi; A, B, C — jednotévodlgry
Pro porovnani jednotlivych skupin s kontrolami gsrevolili nepérovy T-test.
Porovnali jsme také hladiny mRNA mrtvych pacierst hladinami mRNA v prvnich

odkerech gezivSich pacierit Vysledné p-hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 9

Tab. 9: P-hodnoty pro jednotlivé neparovéesty meziiiznymi skupinami

K - mrtvi K-A K-B K-C mrtvi-A
p p p p p
PRL mRNA 0,187 0,300 0,554 0,345 0,091

TLR2 mRNA | <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,180
TLR4 mRNA | <0,00001 <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,307

Statisticky vyznamné zvySeni exprese mRNA TLR2 LR# ve srovnani
s kontrolami jsme prokéazali u vSech sledovanyclpskuV expresi mMRNA PRL jsme
mezi kontrolami a ostatnimi skupinami rozdil ne@oddi. Stejg tak nebyl prokazan
ani statisticky vyznamny rozdil v hladinAch mRNAegB geh mezi mrtvymi a prvnim
odkerem pgrezivSich pacierit

a7



4.1.3. Hladiny mRNA jednotlivych geni Vv souvislosti s &kterymi

klinickymi daty

Zpétné ndm byla dodanaéktera klinicka data pacieit(leukopenie, kultivace
infek¢niho agens, informace o transplantaci kosteny] I&ba steroidy a hladiny CRP

a rekterych sérovych hormai.
Nejprve jsme zjifovali mozny vliv pohlavi na expresi mMRNA PRL u petdi

(Graf 5).

HLADINY mRNA PRL V ZAVISLOSTI NA P OHLAVI
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Graf 5: Hladiny mRNA PRL v zavislosti na pohlavi
Zvyrazréné body pedstavuji pimérné hladingy mRNA PRL. V zavorce je

uveden poet jedind.

Pouzili jsme neparovy T-test a p-hodnota vySlag210. Neprokazali jsme tedy
statisticky vyznam mezi zénami hladin mRNA PRL u muiZ a Zen. Statisticky

vyznamny rozdil mezi Zenami a muzi jsme neprokazaliu zdravych kontrol (p =

0,343).

Dale jsme sledovali, zdada na znény hladin mRNA PRL vliv transplantace
kostni dere (Graf 6). Nekteri pacienti transplantaci jiz podstoupili, jini néSichni

sledovani pacienti, kiezenteli, transplantaci podstoupili.
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Graf 6: Vliv transplantace na zmy hladiny mRNA PRL

Zvyrazreneé body pedstavuji pimérné hladiny mRNA PRL.

Opet jsme pouZili neparovy T-test a p = 0,746. Nepraligisme tedy statisticky

vyznamny vliv transplantace a na&my hladin mRNA PRL.

Dale nés zajimalifpadny vliv leukopenie na hladiny mRNA PRL v okakwZi
z&chytu — tedy prvni odb (Graf 7). Jako leukopenie byl povaZovan:gtoleukocyi

</= 0,5 x 13/litr krve.

Pro statistické vyhodnoceni jsme pouzili neparoistest a p =

Neprokazali jsme tedy statisticky vyznamné rozdilgzi leukopenickymi jedinci a

neleukopenickymi.
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Vliv leukopenie na expresi mRNA PRL
v okamziku zachytu
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Graf 7: Vliv leukopenie na expresi mRNA PRL v okakozzachytu

Linka znazoaiiuje ptimérnou hladinu mRNA.

Zajimalo nas také, zda steroidnibé mize mit vliv na expresi mRNA PRL (Graf 8).

Vliv steroidu na
expresi mRNA PRL
v okamziku zachytu
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Graf 8: Vliv steroidi na expresi mMRNA PRL v okamziku zachytu

Linka znazoaiiuje ptimérnou hladinu mRNA.
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Spaitali jsme neparovy T-test a p-hodnota nam vySk ©,393. Neprokazali
jsme tak tedy statisticky vyznamné rozdily v hladin mRNA PRL pod vy$Sim vlivem

steroidi.

Dale jsme se zatili na korelaci exprese mMRNA TLR2 a TLR4 s jediatini
typy vykultivovanych infeknich agens (Graf 9).

Vliv typu patogenu na hladinu exprese
mRNA TLR2 a TLR4
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Graf 9: Vliv typu patogenu na hladinu exprese mRNAR2 a TLR4
Body znazafiuji prameéry jednotlivych hladin. Patogeny jsou ozeay 1, 2, 3, 4
(1 — grampozitivni bakterie, 2 — gramnegativni bakt 3 — plist, 4 — bez

nalezu patogenu).

Provedli jsme jednovyirovou analyzu rozptylu (ANOVA) pro TLR2 i TLRA4.
P-hodnoty vySly néasledo¥n p (TLR2) = 0,813; p (TLR4) = 0,914. Statisticky

vyznamny Vliv jednotlivych patogéma expresi TLR jsme neprokézali.
V neposledniadé jsme se snazili zjistit, jak spolu koreluji hlagimRNA PRL

a seroveho PRL, korizolu a CRP. Abychom mohli pasdvznény hladin jednotlivych

faktori, museli jsme si nejprve sgitat pongr, kolikrat je exprese daného faktoru
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vétSi/mensi mezi jednotlivymi odby (A/B, B/C, A/C). Nasled#& jsme spéitali parové
T-testy a vysledné p-hodnoty jsou uvedeny v tab(fed. 10).

Tab. 10: P-hodnoty pro jednotlivé paroveé T-testgmmégznymi faktory

P-hodnoty AIC A/B B/C

mRNA PRL vs. sPRL 0,305 0,313 0,251
MRNA PRL vs. kortizol 0,304 0,367 0,251
mRNA PRL vs. CRP 0,322 0,839 0,253

Statisticky vyznamné rozdily u CRP, kortizolu a &PRe vztahu

k hladindAm mRNA PRL jsme neprokazali.
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4.2. Polymorfismus -1149 G/T v promotoru genu pro RL

4.2.1. Vliv polymorfismu -1149 G/T v genu pro PRL a preziti

septického stavu

Provedli jsme genotypizaci SNP -1149 G/T v promotextrahypofyzarniho
PRL. V grafu je znazogma frekvence jednotlivych genotygGraf 10).
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Graf 10: Vliv genotypu naipZiti septického stavu
V zavorce za ozra&nim genotypu je et pacieni s danym genotypem

(mrtvi, zivi).

Sledovali jsme, zda ma genotyp GG vliv ngesti €2ké infelkéni epizody.
PouZili jsme X-test na hladi&vyznamnosti 0,05. Statisticky vyznamnou odlidrisste
neprokazali, neltbp = 0,222; (porér Sanci) OR = 0,259 a (interval spolehlivosti) Cl =
0,036-2,027.

4.2.2. Vliv polymorfismu -1149 G/T v genu pro PRL a expresi na

urovni mMRNA

Dale jsme sledovali vliv SNP -1149 G/T na hladmRNA PRL u
zdravych kontrol (Graf 11), mrtvych (Graf 12) &pivSich pacierit(Graf 13).
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VLIV SNP 1149 G/T NA FYZIOLOGICKE HLADINY
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Graf 11: Vliv SNP -1149 G/T na fyziologické hlagimRNA PRL
V zavorce za ozri@nim genotypu je @et pacieni s danym genotypem,

body znazatuji primérné hladiny mRNA PRL.

Pro posouzeni rozdilu v expresi mMRNA PRL mezi ggivymi genotypy
kontrol jsme pouzili neparovy T-test. Na hlatlimyznamnosti 0,05 jsme s§itali
nasledujici p-hodnoty: p (TT-GT) = 0,299; p (TT-G&)0,517; p (GT-GG) = 0,023.
Statisticky vyznamny rozdil jsme prokazali mezi ggpy GT-GG, picemzZ jedinci
s genotypem GG produkovali signifikastmySsi hladiny mRNA PRL.

VLIV SNP -1149 G/T NA HLADINU mRNA PRL U MRTVYCH
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Graf 12: Vliv SNP -1149 G/T na hladinu mRNA PRImutvych
V zavorce za ozianim genotypu je get pacieni s danym genotypem,

body znazatuji praimérné hladiny mRNA PRL.
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Pro posouzeni statisticky vyznamného rozdilu medngtlivymi genotypy u
mrtvych jsme pouZili nepéarovy T-test. Na hlatimyznamnosti 0,05 jsme sgitali
nasledujici p (TT-GT) = 0,331. Ostatni p-hodnotyngs sp@itat nemohli, nehd
zastoupeni genotypu GG v této skuppacientt nebylo dostatane

VLIV SNP 1149 G/T NA HLADINU mRNA PRL V PRVNIM ODBERU
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Graf 13: Vliv SNP -1149 G/T na hladinu mRNA PRIprmvnim odkru
V zavorce za ozr@nim genotypu je @et pacieni s danym genotypem,

body znazatuji praimérné hladiny mRNA PRL.

Opst jsme pro zjisni statisticky vyznamného rozdilu pouZili neparoljest.
Na hladirg vyznamnosti 0,05 jsme sgitali nasledujici p (TT-GT) = 0,995; p (TT-GG)
=0,865; p (GT-GG) = 0,852. Statisticky vyznamnallifnost jsme neprokazali.

Zjistovali jsme i pipadny vliv genotypu GG na hladinykierych sérovych
hormori (ACTH, GH, sérovy PRL, kortizol). PouZili jsme *Xest na hladi&
vyznamnosti 0,05. Zadny vyznamny vliv jsme v3akrokgazali [p (ACTH) = 0,260;
OR (ACTH) = 3,750; CI (ACTH) = 0,422-29,493; p (GH)0,357; OR (GH) = 0,400;
Cl (GH) = 0,061-2,563; p (sérovy PRL) = 0,550; Gierovy PRL) = 1,800; CI (sérovy
PRL) = 0,290-11,370; p (kortizol) = 0,769; OR (koot) = 1,333; CI (kortizol) = 0,218-
8,214].
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5. Diskuze

Nejprve jsme ufili relativni fyziologické hladiny mRNA PRL, TLR2 &LR4 v
CD14 monocytech periferni krve u zdravych kontrol agyorali je s hladinami mRNA
pacienti. Statisticky vyznamné rozdily jsme prokazali u TLR TLR4, kdy u pacieft
je expresed&chto receptar zvySena. To potvrzujeipdstavu, Zze exprese TLRHem
sepse mize byt dynamicky regulovana (Salomao et al. 20083mére se nam ale
nepodailo prokazat, Ze by doslo k signifikantnimu rozdihezi expresi TLR2 a TLR4
u pacient infikovanych bd’ grampozitivnimi nebo gramnegativnimi bakteriemi.
Obecr je totiz @ijimano, Ze TLR2 vaze lipoteichovou kyselirti lipoproteiny
grampozitivnich  bakterii, a 2z2e TLR4 vaZe regevSim lipopolysacharidy
gramnegativnich bakterii (Gao et al. 2008§ekavali jsme tedyietelny rozdil exprese

TLR dle typu patogenu.

Signifikantni rozdil v hladinach mRNA PRL u jedlwjch skupin pacierit a
kontrol jsme neprokazali, je zde vSak patrné j®igSeni hladin v dob zachytu u
piezivSich pacierit (Graf 4). U mrtvych paciefitje hladina mRNA PRL nizsi (ale
statisticky nevyznanif) nez u zdravych kontrol. Vypada to tedy, Ze tiaxipnti by
mohli mit diky sniZzené hladinPRL ¢ast&n¢ utlumenou imunitni odpad’. Americti
védci (Felmet et al. 2005) se zabyvaligadnymi souvislostmi hypoprolaktinemie a
lymfopenie s lymfoidni depleci u septickycktids multiorganovym selhanim. Tato
skupina prokazala, Zze prolongovana lymfopenie ddini deplece se podili na
mortalitt septickych dti, a Ze hypoprolaktinemie iie byt rizikovym faktorem tohotu
vlivu. DalSi podobné studie zatim nebyly popsanyje aedy nadale otazkou, zda

hypoprolaktinemie hraje podstatnou rafi potlatovani imunitnich funkci.

Ze ziskanych dat je patrny trend snizovani hladiRNA PRL kEhem
hospitalizace (Graf 1, Graf 4), coz by potvrzovalaSi hypotézu, ale statisticky
vyznamné snizeni exprese PRL jsme neprokazali.véarge vidkt, Ze pokles se
blizi hodnotam zdravych kontrol (Graf 4), tedy & macient uzdravuje (odbC byl
kontrolni). Nicmég je nezbytné v navazujici studii zvysitged sledovanych pacient

neba’ my jsme hodnotili pouze 2GgxivSich jeding.
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Snizovani exprese mMRNA TLR jsme taktéZ neprokanédimérg zde postupny
pokles ani patrny neni (Graf 2, Graf 3, Graf 4)yZani hladin mMRNA TLR se udrZelo
béhem vSech (A, B, C) odbi, zatimco hladiny mRNA PRL byly nejvySSi u édb A a
pak postupé klesaly (Graf 4). Je tedy mozné, Ze aktivované BLiRuluji expresi PRL
v monocytech bezprdastdre po rozpoznani infelniho agens, nicménato dlouhodob&
aktivace exprese PRL neni vyhodna &tzpvazebr dochézi k utlumu produkce PRL
prostednictvim IL-10 (Brand et al. 2004).

Dale jsme se za#ili na potenciélni vliv pohlavi na expresi mMRNA PRL
Predpokladame totiz, Ze Zeny by mohly mit vy3Si fipgacké hladiny mRNA PRL
v monocytech stefn jako maji vysSi hladiny sérového PRL (Riedle et E93).
Signifikantni rozdil mezi hladinami mRNA PRL jsmeprokéazali ani u pacieitani u
zdravych kontrol. Je tedy praygbdobné, Ze exprese monocytarniho PRL neni
ovlivnéna pohlavim. Je ale geba podotknout, Ze muidylo ve studii podstatnvice
nez zen, a vysledna data mohou byt timto faktoreliarezna.

Zanetili jsme se také na moznost vlivwekierych Klinickych cinitela (typ
infek¢niho agens, leukopenie, informace o transplantastnk derg, |&cba steroidy) na
miru exprese monocytarniho prolaktinu. U infek@rgpozitivnimic¢i gramnegativnimi
bakteriemi jsme najklad aiekavali zvySenou expresi mMRNA TLR2, respektive mRNA
TLR4. Hi porovnani vSak nebyl zji& signifikantni vliv Zzadného z analyzovanych

fakton.

Déle jsme sledovali, jak spolu koreluji hladiny mRNPRL a sérového PRL,
korizolu a CRP. Prolaktin byl popsan jako imunoméathr a jeho vliv je prozattlivy
(Vera-Lastra et al. 2002), coz nas vedlaédpokladu, Ze se zmy v hladinach mRNA
PRL, sérového PRL a CRP (coby markeruca@dnnebudou liSit. To jsme také potvrdili.
Naopak jsme rozdil ckavali u hladin mMRNA PRL a kortizolu, nebten inhibuje
imunitni odpo¥d’ a jeho dinek je inhibovan prolaktinem (Mavoungou et al. 2P0
Signifikantni rozdil zmin hladin jsme neprokazali, nicm&imhibice funkce kortizolu

nemusi probihat na arovni exprese mRNA.

Pokusili jsme se také zjistit, zda exprese mMRNA PBtiem infekce/sepse zavisi
na funknim polymorfismu -1149 G/T v oblasti perifernin®IP promotoru. Alela G
byla popsana jako fukke aktivrgjSi (Stevens et al. 2001), nicnééstudie z roku 2003
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tuto skuténost nepotvrdila (Mellai et al. 2003). Evans a jé&dotegoveé popisuji, Ze gen
kodujici PRL je izré metylovan, a mize tak tedy dochazet k Gtlumu jeho exprese
(Evans et al. 1989). Vysledna uraveanskripce tedy nemusi zaviset jen na primarni
struktu'e DNA. My jsme vliv polymorfismu -1149 G/T na uravexprese mRNA PRL
statisticky prokazali mezi genotypy GT-GG u zdrdvykontrol, gicemz jedinci
s genotypem GG produkovali vysSi hladiny mRNA PRirodi zbyvajicim. Ale jisty
trend ve prosfrh Stevensova tvrzeni je patrny i u padie(@®raf 13). Nicméd nas
sledovany soubor byl paimé maly a zastoupeni jednotlivych genaiypacetns
nerovnomdrné.

Nezjistili jsme ani statisticky vyznamny vliv tolmpolymorfismu na schopnost
piezit infekéni epizodu. Nicmé&hmrtvy pacient s genotypem GG byl pouze jedenja to

pro statistickou vyposd’ nedostaujici.
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6. Zawr

V ramci své diplomové prace jsem stanovila refdtihladiny mRNA PRL,
TLR2 a TLR4 u 30 paciefit(u 20 gezivSich 3 odéry) a 40 zdravych kontrol pomoci
metody Real Time PCR. Dale jsem u vSectilarSNP -1149 G/T metodou RFLP.
Vysledna data jsem porovnala mezi sebou a naslggrporovnala i s dostupnymi

Klinickymi daty. Dosgla jsem k gmto za¥ram:

» Bé¢hem infekni epizody dochazi k aktivaci exprese monocytarniho
prolaktinu.

» Pripadné regulace exprese mRNA PRL pdtictvim TLR nelze
vyvratit, protoze exprese mMRNA TLR¢lem infekce/sepse je
signifikantre zvySena.

* Hladiny mRNA PRL %ejm¢ nemaji Zzadnou regulai souvislost
s hladinami ACTH, GH, sérového PRL ani kortizolu.

« SNP -1149 G/T v oblasti periferniho PRL promotorejz¢ nema
vliv na silu stersové odpeégi PRL, nicmég muaZze ovliviovat

fyziologické hladiny mRNA PRL v monocytech.

Hypotézu, Ze aktivace imunitniho systému infekpigéerede ke zvySeni genové
exprese mMRNA PRL, TLR2, TLR4 v CD14nonocytech, byla signifikanérprokazana
u TLR2 a TLR4, nicméh podobny trend je znatelny i u PRLiipadnou regulaci
exprese mMRNA PRL pragidnictvim TLR hem infekce/sepse nelze vyvratit.
Hypotézu, Ze exprese mMRNA PRL dynamicky #l@ghu hospitalizace klesa
k normalnim hodnotam jsem sice statisticky nepadlayrdile tento trend je evidentni.
Obdobné zreny mRNA TLR hladin Bhem hospitalizace jsem neprokazala.

Tyto vysledky byly prezentovany formou posteru nd. Mezinarodnim
imunologickém kongresu v Japonsku v srpnu 2010 &ifilohy). Clanek s vysledky
piedlEzné studie zlet 2008-09 byl publikovan ve sborniRu Evropského

imunolologického kongresu v Berliv z&i 2009 (viz. 8. Hlohy).
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