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Abstrakt 

 

Úvod: Interakce mezi neuroendokrinním a imunitním systémem hrají klíčovou roli v udržení 

homeostáze organismu. Tato komunikace je zprostředkována cytokiny, neurotransmitery a 

hormony a působí endokrinní, parakrinní a autokrinní cestou. Prolaktin (PRL), 

adenohypofyzární hormon, je produkován i řadou jiných tkání a také buňkami imunitního 

systému. Na periferii PRL působí jako cytokin. Sepse je zánětlivá odpověď organismu na 

těžkou infekci, zprostředkovaná Th1 imunitní odpovědí na jejíž aktivaci by se mohl podílet i 

PRL. Toll-like receptory (TLR) jsou klíčové pro rozpoznání bakteriálních komponent a 

zprostředkovávají systémovou odpověď (se sekrecí PRL) během infekce. Předpokládá se, že 

aktivace imunitního systému vede ke zvýšení genové exprese TLR2, TLR4 a PRL v 

monocytech. Zaměřili jsme se tedy na detekci hladin mRNA PRL, TLR2 a TLR4 v monocytech 

pacientů s celkovým zánětem. Sledovali jsme i vliv jednonukleotidového polymorfismu (SNP -

1149 G/T)) v promotoru genu pro PRL, kde se v případě alely G předpokládá vliv na zvýšení 

exprese PRL. 

Materiál a Metody: Do pilotní studie bylo zahrnuto 30 pacientů s těžkou infekční epizodou. 

Pacientům byly krevní vzorky odebrány celkem třikrát, a to v určitých časových intervalech. 

V kontrolní skupině bylo 40 zdravých jedinců. Od nich bylo odebráno po jednom krevním 

vzorku. Pro určení hladin exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4  v monocytech 

(imunomagnetická separace) byla použita metoda Real Time PCR s fosfoglycerátkinázou-1 

(PGK-1) jako endogenní kontrolou. Pro detekci SNP -1149 G/T v promotoru PRL genu jsme 

použili metodu polymorfismu délky restrikčních fragmentů (RFLP) s enzymem XapI. 

Výsledky: Hladiny mRNA PRL, TLR2 a TLR4 v monocytech periferní krve pacientů ve třech 

následných odběrech se statisticky významně nelišily. Prokázali jsme však statisticky významné 

zvýšení exprese mRNA TLR2 a TLR4 u pacientů oproti kontrolám. Mezi hladinami mRNA 

PRL u kontrol a pacientů jsme statisticky významný rozdíl neprokázali. U zdravých kontrol 

jsme prokázali statisticky významné zvýšení hladin mRNA PRL  u genotypu GG (SNP -1149 

G/T). 

Závěr: Výsledky naznačují, že produkce PRL v monocytech je aktivována během těžké 

infekce. Zdá se, že SNP -1149 G/T  může mít vliv na fyziologické hladiny exprese periferního 

PRL v monocytech. Zvýšené hladiny TLR zřejmě mohou souviset se zvýšenou expresí PRL. 

Klí čová slova: prolaktin, cytokin, imunita, sepse, toll-like receptor 
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Abstract 

 

Background: Interactions between the neuroendocrine and immune system play an importatnt 

role in maintaining homeostasis. This communication is mediated by cytokines, 

neurotransmiters and hormones through endocrine, paracrine and autocrine signaling. Prolactin 

(PRL), hormone of anterior pituitary, is produced by a number of other tissues and cells of 

immune system. On periphery, PRL is cytokine. Sepsis is an inflamatory response of the 

organism to severe infection, Th1 immune response is activated and PRL could participate in it. 

Toll-like receptors (TLR) play a key role in a recognition of bacteial components and mediate a 

systemic response (with PRL secretion) during infection. It is supposed that activated immune 

system leads to increasing of PRL, TLR2 and TLR4 gene expression. We detected PRL, TLR2 

a TLR4 mRNA levels in monocytes from patiens with system inflammation. We studied 

influence of single nucleotide polymorphism (SNP -1149 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 severe infectious event. 

Collectoin of patiens blood samples was performed consequently three times. Control group 

comprised 40 healthy individuals. One blood sample was taken from each healthy subject. For 

testing of PRL, TLR2 and TLR4 gene expression in monocytes (immunomagnetic separation) 

was used the Real Time PCR method with phosphoglycerate-1 as an internal control. For 

detection SNP -1149 G/T in PRL gene promotor was used the restriction fragment lenght 

polymorphism method  (RFLP) with XapI enzyme. 

Results: Levels of PRL, TLR2 and TLR4 mRNA in monocytes from pheripheral blood of 

patiens in consequent samples revealed no statistically significant change. But we detected 

statistically significant increase TLR2 and TLR4 mRNA levels in patiens as compared with 

controls. We didn´t detect statistically significant diference between PRL mRNA levels in 

controls and patiens. We detected statistically significant increasing of PRL mRNA levels in 

GG genotype in healthy controls. 

Conclusion: The obtained results suggest that prolactin production in monocytes is activated 

during severe infection. It seems that SNP -1149 G/T may influence the physiological levels of  

PRL peripheral expression in monocytes. Increased TLR levels suggest connection with 

increased PRL gene expression.  

Keywords: prolactin, cytokine, immunity, sepsis, toll-like receptor 

 

 

 

 

 



 7 

Obsah 

Seznam zkratek…………………………………………………………………...……...9 

1. Literární úvod…………………………………………………………………..…....11 

 1.1. Interakce imunitního a neuroendokrinního systému…………………….....11 

  1.1.1. Neuroendokrinní vliv na imunitní systém………………………..12 

   1.1.1.1. Neurotransmitery……………………………………….13 

   1.1.1.2. Hormonální vlivy………………………………............14 

  1.1.2. Vliv cytokinů na neuroendokrinní systém……………………….15 

 1.2. Prolaktin a jeho funkce…………………………………………………….16 

  1.2.1. Extrahypofyzární prolaktin ……………………………………...16 

  1.2.2. Receptory pro prolaktin……………………………………….…19 

  1.2.3. Prolaktin a jeho role v imunitním systému………………………19 

   1.2.3.1. Signalizace…………………………………………..…20 

   1.2.3.2. Imunomodulační vlastnosti prolaktinu…………………20 

1.2.3.3. Vliv prolaktinu na autoimunitní onemocnění a 

protinádorovou imunitu…………...………………….22 

1.2.3.4. Prolaktin a terapeutické možnosti……………….……..23  

 1.3. Prolaktin, sepse a toll-like receptory……………………………………….24 

 1.4. Závěr ………………………………………………………………………27 

2. Hypotézy a Cíle diplomové práce…………………………………………………...28 

3. Materiál a metody……………………………………………………………………29 

 3.1. Pacienti……………………………………………………………………..29 

 3.2. Zdravé kontroly…………………………………………………………….30 

3.3. Použité přístroje……………………………………………………………30 

 3.4. Použité počítačové programy………………………………………………31 

 3.5. Obecně použité chemikálie………………………………………………...31 

 3.6. Metody…………………………………………………………..…………32 

  3.6.1. Studium genové exprese na úrovni mRNA……………………....32 

   3.6.1.1. Magnetická separace monocytů………………………..32 

3.6.1.2. Izolace RNA…………………………………………....33 

3.6.1.3. Reverzně transkriptázová polymerázová řetězová  

  reakce ………………………………………………….34 

3.6.1.4. Polymerázová řetězová reakce v reálném čase ………..36 

 



 8 

3.6.2. Studium jednonukleotidového polymorfismu -1149 G/T 

v promotoru genu pro PRL……………………………………..37 

3.6.2.1. Izolace DNA  …………………………………………..38 

   3.6.2.2. Polymerázová řetězová reakce ………………………...39 

   3.6.2.3. Polymorfismus délky restrikčních fragmentů………….40  

3.6.2.4. Elektroforetická separace……………………………....42 

4. Výsledky……………………………………………………………………………..44 

 4.1. Exprese PRL, TLR2 a TLR4 na úrovni mRNA……………………………44 

4.1.1. Hladiny exprese PRL, TLR2 a TLR4 na úrovni mRNA 

          mezi jednotlivými odběry………………………………………..44 

4.1.2. Relativní hladiny exprese sledovaných genů na úrovni  

 mRNA u všech hodnocených skupin……………………….……46 

4.1.3. Hladiny mRNA jednotlivých genů v souvislosti  

          s některými klinickými daty……………………………………..48 

 4.2. Polymorfismus -1149 G/T v promotoru genu pro PRL……………………53 
4.2.1. Vliv polymorfismu -1149 G/T v genu pro PRL na přežití  

          septického stavu…………………………………………….……53 

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

          na úrovni mRNA ……………………………………………..…53 

5. Diskuze………………………………………………………………………………56 

6. Závěr……………………………………………………………………..…………..59 

7. Seznam použité literatury……………………………………………………………60 

8. Přílohy ………………………………………………………………………………70 

 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 9 

Seznam zkratek 

 

ACTH   - adrenokortikotropní hormon 

Bax                  - aktivátor apoptózy 

Bcl-2             - supresor apoptózy 

bp     - pár bazí  

CD                    - diferenciační antigen 

cDNA               - komplementární molekula k DNA  

CI   - interval spolehlivosti 

ConA    - konkavalin A 

CNS    - centrální nervový systém 

CRH    - kortikoidy uvolňující hormon 

CRP    - C-reaktivní protein 

CSF    - cerebrospinální mok 

Ct    - PCR cyklus, v němž fluorescence amplifikovaného templátu       

                            překročí bazální fluorescenci 

DM    - diabetes mellitus 

DNA                 - deoxyribonukleová kyselina 

dNTP    - deoxyribonukleotidtrifosfát 

EDTA    - kyselina ethylendiaminotetraoctová  

FNKV    - Fakultní nemocnice Královské Vinohrady 

G    - guanin 

GAS            - interferonem gama aktivovaná sekvence 

GH    - růstový hormon 

GM-CSF       - faktor stimulující kolonie makrofágů a granulocytů 

GnRH    - gonadotropiny uvolňující hormon 

HLA            - hlavní lidský (histokompatibilní) antigen 

HPA    - hypotalamo-hypofyzárně-nadledvinová osa 

HPG                 - hypotalamo-hypofyzárně-gonádová osa 

HPT    - hypotalamo-hypofyzárně-tyroidní osa 

IFN    - interferon  

IGF-1                - insulinu podobný růstový faktor 

IL                      - interleukin 

IRF    - interferon regulační faktor  
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Jak                     - Janusova kináza  

K    - zdravá kontrola 

kDa                    - kilodalton 

ln     - přirozený logaritmus 

M    - mrtví 

MAPK           - mitogenem aktivovaná proteinkináza 

mRNA               - informační ribonukleová kyselina    

Nb2                   - buněčná linie závislá na prolaktinu 

NF- κB             - jaderný faktor kappa B  

OR    - poměr šancí 

p      - pravděpodobnost, p-hodnota 

PBS    - fosfátový pufr s příměsí chloridu sodného 

PCR    - polymerázová řetězová reakce 

PGK1    - fosfoglycerát kináza 1 

PRL                  - prolaktin 

PRLR                - prolaktinový receptor 

RA    - revmatoidní artritida 

RFLP    - polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

RNA                 - ribonukleová kyselina 

RT PCR   - reverzně transkriptázová polymerázová řetězová reakce 

SLE    - systémový lupus erythematodes 

SNP                  - jednonukleotidový polymorfismus 

Stat                   - signální transduktor a aktivátor transkripce  

T    - tymin 

TGF         - transformující růstový faktor 

Th                     - pomocný T lymfocyt 

TLR                  - Toll-like receptor 

TNF              - faktor nekrotizující nádory 

TRH    - tyreotropin uvolňující hormon 

UV    - ultrafialové záření 

VIP    - vazoaktivní intestinální peptid 
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1. Literární úvod 
 

1.1. Interakce imunitního a neuroendokrinního systému 

 

 Díky nově popsaným cytokinům v sedmdesátých letech je dnes již jasně 

prokázána vzájemná komunikace mezi nervovým, endokrinním a imunitním systémem. 

Tyto systémy používají společnou biochemickou signalizaci zahrnující sdílené ligandy 

jako jsou hormony, cytokiny, neurotransmitery a příslušné receptory. Tato signalizace 

se uplatňuje při intra- a inter-systémové komunikaci (Besedovsky 1985, Smith & 

Blalock 1981). Buňky imunitního systému produkují vedle cytokinů i neurotransmitery 

a hormony a řada cytokinů může ovlivňovat jednotlivé endokrinní buňky. A naopak 

nervové a endokrinní funkce mohou ovlivňovat imunitní systém. 

Je tomu asi 25 let, co byla postulována teze, že imunitní systém slouží jako 

senzorický orgán a že působí jako šestý smysl (Blalock 1984). Imunitní systém 

rozpoznává stimuly typu bakterií, virů, antigenů a dalších agens, které vedou 

k fyziologické odpovědi organismu. Ta zahrnuje působení cytokinů a vede například 

k horečce, nevolnostem a dalším zánětlivým symptomům, které jsou přímým 

důsledkem signalizace vedoucí do centrálního nervového systému (CNS). Tato situace 

je příkladem, kdy je centrální analgetický systém aktivován periferním zánětem 

(cytokiny). Příkladem opačně směřující signalizace je vliv stresu na útlum imunitních 

funkcí. 

Pochopení vzájemných interakcí mezi neuroendokrinním a imunitním systémem 

tak, aby jejich význam měl dopad na léčebné postupy, vyžaduje další rozšíření znalostí 

o jejich komunikaci a regulaci. Například v roce 2004 byla popsána (Leist et al. 2004) 

forma erytropoetinu, která ztratila hematopoetickou aktivitu, ale udržela si schopnost 

vyvolat neuroprotekci u řady patologických stavů, a mohla by tedy najít uplatnění při 

léčbě mrtvice či jiných neurologických poruch. Podobně byla na molekule interferonu-α 

(IFN-α) identifikována různá vazebná místa, jedno ovlivňující antivirovou aktivitu a 

druhé pyrogenní účinky. Toto zjištění umožňuje konstrukci nových terapeutických 

cytokinů (Wang et al. 2000). 
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1.1.1. Neuroendokrinní vliv na imunitní systém 

 

 Imunitní odpověď je regulována na několika úrovních. Na systémové úrovni 

především prostřednictvím uvolněných glukokortikoidů z aktivované hypotalamo-

hypofyzárně-nadledvinové osy (HPA), na regionální úrovni se jedná o vliv sympatiku a 

parasympatiku na imunitní orgány a na úrovni lokální, v místě zánětu, dochází 

k uvolňování obvykle prozánětlivých  neuropeptidů a neurotransmiterů z periferního 

nervstva jako je například substance P nebo kortikoidy uvolňující hormon (CRH). Na 

obrázku (Obr. 1) je schéma vzájemné komunikace mezi neuroendokrinním a imunitním 

systémem. Mozek tedy reguluje imunitní systém jednak hormonálně a jednak 

prostřednictvím autonomního nervového systému (sympatikus a parasympatikus). 

 

 

 

Obr. 1: Interakce neuroendokrinního a imunitního systému (Sternberg 2006) 

CNS - centrální nervový systém, SNS - sympatický nervový systém, PNS 

- parasympatický nervový systém) 
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1.1.1.1. Neurotransmitery 

 

 Neurotransmitery zprostředkovávají synaptické interakce a můžeme rozlišit tři 

základní chemické struktury – biogenní aminy, neuropeptidy a aminokyseliny. Mezi 

biogenní aminy řadíme např.: adrenalin, noradrenalin, acetylcholin nebo dopamin. 

Neuropeptidy zahrnují např.: substanci P, opioidy, vazoaktivní intestinální peptid (VIP), 

ale také CRH či gonadotropiny uvolňující hormon (GnRH). Jako přenašeče nervového 

vzruchu se uplatňují aminokyseliny glycin, glutamát nebo kyselina γ-aminomáselná. 

 Imunitní orgány (thymus, slezina a lymfatické uzliny) jsou inervovány 

sympatickými nervy. Reakce na uvolněné neurotransmitery je umožněna expresí 

příslušných receptorů na buňkách imunitního systému – např.: adrenergní receptory na 

lymfocytech. Katecholaminy (dopamin, adrenalin, noradrenalin) stimulují produkci 

protizánětlivých cytokinů - interleukinu 10 (IL-10) a transformujícího růstového faktoru 

β (TGF- β) a zároveň inhibují produkci prozánětlivých cytokinů – faktoru 

nekrotizujícího nádory α (TNF-α), IL-12 a interferonu γ (IFN-γ) (Elenkov & Chrousos 

1999). Katecholaminy tedy mohou selektivně potlačit Th1 a posílit Th2 odpověď. Za 

určitých podmínek mohou však posílit regionální imunitní odpověď stimulací exprese  

prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-8). 

Stejně tak opioidy ovlivňují mnoho aspektů imunitních reakcí. Mohou 

potlačovat produkci protilátek, antimikrobiální rezistenci či hypersenzitivitu pozdního 

typu.  

Také vazoaktivní intestinální peptid se podílí na regulaci imunitní odpovědi, a to 

potlačením Th1 aktivity a stimulací Th2. Tím se otvírají případné terapeutické možnosti 

hlavně u nemocí s převahou Th1 odpovědi (Jabrane-Ferrat et al. 1999). 

Stimulace parasympatického nervového systému vede k aktivaci cholinergních 

nervových vláken a k uvolnění acetylcholinu v synapsích. Eferentní nervová vlákna a 

senzorická nervová vlákna, která jsou aktivována zánětem, tvoří tzv. „zánětlivý reflex“. 

Zánětlivé signály se tak dostanou do mozku a ten odpovídá rychlou protizánětlivou 

reakcí (Tracey 2002). 

 

 Produkce neurotransmiterů není omezena jen na nervový systém, ale dochází 

k ní i v imunitním systému. Molekulární základ byl položen predikcí přítomností 

informační ribonukleové kyseliny (mRNA)  proopiomelanokortinu (POMC) 

v imunitních buňkách (Westley et al. 1986, Oates et al. 1988). Identita hypofyzárního a 
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leukocytárního peptidu byla pak prokázána shodnou aminokyselinovou i nukleotidovou 

sekvencí (Lyons & Blalock 1997). Dnes je známá celá řada peptidických i 

nonpeptidických neurotransmiterů (acetylcholin, adrenalin) a neuroendokrinních 

hormonů (melatonin, prolaktin, růstový hormon či endorfiny) produkovaných některými 

buněčnými typy imunitního systému (Blalock 2005). 

 Stejně jako neurotransmitery jsou v imunitním systému přítomny i receptory pro 

různé neuropeptidy a transmitery. Například kompletní mRNA pro δ-opioidový receptor 

byla identifikována v thymocytech, což potvrdilo i sekvenování cDNA (Sedqi et al. 

1996). 

 

1.1.1.2.  Hormonální vlivy 

 

 Hormony endokrinního systému mohou přímo ovlivňovat funkce imunitního 

systému. Obecně se dá říci, že glukokortikoidy, estrogeny a androgeny tlumí imunitní 

reakce a naopak prolaktin, růstový hormon (GH), inzulín a tyreoidální hormony 

imunitní reakce stimulují.  

 Osa hypotalamo-hypofyzárně-tyroidní (HPT) ovlivňuje imunitní buňky 

prostřednictvím tyroxinu a trijodtyroninu ze štítné žlázy. Tyto hormony mají stimulační 

efekt na imunocyty a pravděpodobně je chrání před imunosupresivními účinky 

glukokortikoidů (Dorshkind & Horseman 2001). 

 Také hypotalamo-hypofyzárně-gonádová osa (HPG) a zejména estrogen se 

podílí na regulaci imunitní odpovědi. Fyziologické koncentrace estrogenu, na rozdíl od 

testosteronu, posilují imunitní odpověď (Cutolo & Wilder 2000). Nicméně za podmínek 

těžkého zánětu (sepse či trauma) jsou gonádové funkce utlumeny.  

 Hypotalamo-růstová osa ovlivňuje imunitní reakci prostřednictvím růstového 

hormonu a inzulínu podobnému růstovému faktoru (IGF-1). GH stimuluje proliferaci 

lymfoidních buněk a zřejmě jeho primární rolí je působit proti inhibičním účinkům 

glukokortikoidů během stresu (Dorshkind & Horseman 2001). IGF-1 je produkován 

lymfoidními orgány a zvyšuje aktivitu prozánětlivých cytokinů a stejně jako GH 

stimuluje fagocytózu. 

 Osa HPA je stimulována CRH, který se z hypotalamu dostává do hypofýzy a zde 

stimuluje expresi a uvolňování adrenokortikotropního hormonu (ACTH). Ten pak 

indukuje expresi a produkci glukokortikoidů z kůry nadledvin. Glukokortikoidy (např.: 

kortizol) uplatňují celou řadu imunomodulačních vlastností. Navozují posun imunitní 
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odpovědi směrem k Th2 a ovlivňují expresi adhezivních molekul, cytokinů, chemokinů 

a dalších zánětlivých modulátorů (Elenkov & Chrousos 1999). Také ovlivňují migraci, 

maturaci a diferenciaci imunitních buněk (Barnes 1998). Farmakologické dávky 

glukokortikoidů inhibují celkovou imunitní odpověď, nicméně fyziologické dávky 

nejsou zcela imunosupresivní (Dhabhar & McEwen 1999). Osa HPA je regulována 

pouze glukokortikoidovou negativní zpětnou vazbou. Glukokortikoidy způsobují 

inhibici nebo stimulaci transkripce příslušných genů do mRNA prostřednictvím svých 

nitrobuněčných receptorů, které působí jako transkripční faktory (Aranda & Pascal 

2001). Při bakteriální nebo virové infekci je osa HPA aktivována také a glukokortikoidy 

modulují imunitní odpověď, aby zánětlivé reakce nepřerostly do nekontrolovatelných 

septických stavů končících smrtí.  

 

1.1.2. Vliv cytokinů na neuroendokrinní systém 

  

 Imunitní systém může regulovat centrální nervovou soustavu prostřednictvím 

cytokinů. Ty jsou produkovány celou škálou různých buněk. Cytokiny uvolněné na 

periferii regulují činnost mozku (somatické symptomy při zánětu, deprese, horečka) a 

cytokiny produkované v CNS působí spíše jako růstové faktory (Eskandari et al. 2003). 

V mozku jsou produkovány zejména cytokiny IL-1, IL-6 a TNF-α, které dále ovlivňují 

především HPA osu a také HPG, HPT osy. Dále mohou například regulovat sekreci 

prolaktinu, dopaminu, oxytocinu či růstového hormonu. Systémové cytokiny mohou 

působit na mozek několika mechanismy, zahrnující transport přes otvory v mozkových 

komorách, aktivní transport přes hematoencefalickou bariéru nebo aktivaci nervových 

drah, zvláště pak nervu vagu. Cirkulující IL-1 se váže na receptory na endoteliálních 

buňkách cév a stimuluje tak signální molekuly, jako je oxid dusnatý nebo 

prostaglandiny, které lokálně ovlivňují neurony (Tilders et al. 1994).  

 Cytokiny tedy vykazují působení jak endokrinní, tak také parakrinní a 

autokrinní a mají pleiotropní účinky. Cytokiny působí v podstatně menší koncentraci 

než většina hormonů. Účastní se patogeneze řady autoimunitních onemocnění a 

vychýlení od normálu může vést k septickému šoku. 

 

 

 



 16 

1.2. Prolaktin a jeho funkce 

 

 Prolaktin (PRL) je 23kDa hormon proteinové povahy, který se také podílí na 

dvousměrné komunikaci mezi imunitním a neuroendokrinním systémem a je zapojen do 

udržování homeostázy organismu. PRL je syntetizován a produkován především 

laktotrofními buňkami adenohypofýzy a ovlivňuje tak reprodukční děje (tlumí 

vyzrávání gamet v gonádách), růst a diferenciaci mléčné žlázy a laktaci. Ženy mají 

obecně vyšší hladiny PRL než muži a tyto hladiny se výrazně zvyšují během těhotenství 

a kojení. PRL je uvolňován hlavně během spánku, při stresu a horečce. PRL je společně 

s kortizolem a růstovým hormonem řazen mezi stresové hormony. 

Hlavním negativním regulátorem sekrece PRL z adenohypofýzy je dopamin, 

jehož uvolnění je stimulováno IL-1. IL-1 také blokuje uvolňování VIP a tyreotropin 

uvolňujícího hormonu (TRH), které naopak stimulují PRL produkci. Nicméně IL-1 se 

může angažovat i při stimulaci sekrece PRL prostřednictvím stimulace exprese IL-6, 

který zvyšuje sekreci PRL. A PRL samotný může zpětnovazebně inhibovat svoji 

produkci prostřednictvím aktivace dopaminergních neuronů v hypotalamu (Freeman et 

al.2000). Jako negativní regulátor byl popsán i kalcitonin (Yamada &  Kurokawa 1998). 

Strukturně PRL patří do cytokin/hematopoetinové rodiny obdobně jako růstový 

hormon, erytropoetin či interleukiny 2 a 7 (Horseman & Yu-Lee 1994). Avšak prolaktin 

je produkován i celou řadou jiných tkání a buněk a v souvislosti s jeho rozmanitými 

imunomodulačními vlastnostmi se hovoří o jeho duální roli – coby cirkulujícím 

hormonu a lokálně působícím cytokinu (Freeman et al. 2000). 

 

1.2.1. Extrahypofyzární prolaktin 

 

 Zralý PRL protein je složen ze 199 aminokyselin, tvoří 3 intramolekulární 

disulfidové můstky a má 3 fosforylační a několik glykosylačních míst (Sinha 1992). 

Lidský gen kódující prolaktin se nachází na 6. chromozomu a je dlouhý 10kb. Exprese 

extrahypofyzárního PRL je řízena z periferního 5,8kb „upstream“ vzdáleného 

promotoru a tento transkript je o jeden exon delší než hypofyzární transkript. Nicméně 

je to exon nekódující a proteinový produkt je tak identický (Gerlo at al. 2006).  

 Kromě hypofýzy produkují prolaktin také endoteliální buňky, neurony, buňky 

imunitního systému, buňky prostaty, dělohy či výstelky mléčné žlázy (viz. Obr. 2). 
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Prolaktin na periferii působí jako cytokin, jeho účinky jsou zprostředkovány parakrinně 

i autokrinně a lokálně může být jeho koncentrace poměrně vysoká. O prolaktinu se 

soudí, že ovlivňuje humorální i buněčnou imunitu a jako argument se uvádí, že u 

pokusných zvířat se po aplikaci prolaktinového inhibitoru bromokriptinu dostavila 

anemie, leukopenie a trombocytopenie společně s poškozenou imunitní odpovědí 

(Matera 1996).  

 

 

 

Obr. 2: Extrahypofyzární zdroje prolaktinu (Ben-Jonathan et al. 1996) 

Nalevo jsou uvedeny tkáně a buňky, které produkují PRL. Napravo jsou pak 

tělesné tekutiny, ve kterých byl PRL detekován. (CSF – cerebrospinální mok). 

 

Exprese lymfocytárního PRL je nezávislá na transkripčním faktoru Pit-1, 

hlavním regulátoru transkripce v hypofýze. Ale např.: dexametazon inhibuje a kyselina 
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retinová stimuluje periferní expresi stejně jako v hypofýze (Goffin et al. 2005). Periferní 

exprese je aktivována prostřednictvím fyziologických stimulů, které signalizují přes 

cyklický adenosinmonofosfát (cAMP) – např. prostaglandiny (Gerlo et al. 2004). 

Naopak vlivem IL-4 a IL-2 dochází ke snížení hladiny PRL mRNA v T-lymfocytech 

(Gerlo et al. 2005). 

 Existuje několik izoforem 23kDa prolaktinu, které jsou důsledkem alternativního 

sestřihu, proteolýzy, glykosylace, dimerizace či fosforylace. Popsány byly například 

izoformy  o velikosti 14, 16, 21, 22, 27, 33kDa, dále 56kDa dimer a 100-200kDa 

makroprolaktin (komplex PRL a imunoglobulinu). Jednotlivé izoformy mohou mít 

různou afinitu k receptorům i biologickou aktivitu (Chen et al 1998). Předpokládá se, že 

poměr jednotlivých izoforem je modifikován fyziologickými a patologickými 

podmínkami (Hooghe et al. 2001), nicméně o jejich tkáňově specifické expresi, zejména 

v lidských tkáních, je toho známo velmi málo (Dumaual 2006). 

 V roce 2001 (Stevens et al.) byly analyzovány promotorové oblasti 

prolaktinového genu. Vedle několika funkčně neutrálních byl identifikován i jeden 

funkčně významný jednonukleotidový polymorfismus (SNP). Tento SNP G/T se 

nachází v periferním promotoru v pozici -1149 od exonu 1A (viz. Obr. 3) a ovlivňuje 

sekvenci, která váže transkripční faktor GATA-3. Ten je přítomen v T-lymfocytech a 

zasahuje do regulace Th1/Th2 imunitní odpovědi (Zheng & Flavell 1997). 

 

 

 

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

             

 Alela G je funkčně aktivnější než alela T. Stevensova studie u pacientů se 

systémovým lupus erythematodes (SLE) prokázala zvýšenou frekvenci genotypu GG 

(Stevens et al. 2001), ale studie z roku 2003 tuto skutečnost nepotvrdila (Mellai et al. 

2003). Identifikováno bylo ještě několik sekvenčních variant i v genu pro prolaktinový 

receptor. Výsledná úroveň transkripce ale nemusí záviset jen na primární struktuře 
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deoxyribonukleové kyseliny (DNA), PRL gen je totiž různě metylován, a může tak 

docházet k útlumu exprese (Evans et al. 1989). Polymorfismus je dále studován na 

prasatech a skotu a opět se zabývá promotorovými oblastmi (Korwin-Kossakowska et 

al. 2006). 

 

1.2.2. Receptory pro prolaktin  

 

Prolaktinové receptory (PRLR) patří do početné rodiny cytokinových receptorů 

1. třídy, kam se řadí například receptory pro různé interleukiny, faktory stimulující 

kolonie, erytropoetin či leptin. To podporuje tezi, že PRL působí i jako cytokin v celé 

řadě tkání. Naklonovat první lidský PRLR se podařilo roku 1989 (Boutin et al. 1989). 

PRLR váže také další laktogenní hormony (růstový hormon, placentární laktogen). 

 Bylo objeveno několik izoforem PRLR. U potkanů byly popsány tři různě 

dlouhé formy (tzv. dlouhá, prostřední a krátká), které následně používají jiné signální 

dráhy (Bole-Feysot et al 1998). U člověka bylo zatím popsáno pět izoforem - dlouhá, 

intermediátní, delta S1 a dvě krátké značené S1a a S1b. Identifikován byl i PRL vázající 

protein, coby volná extracelulární doména PRLR (Clevenger et al. 2009). Jednotlivé 

izoformy se liší schopností vázat prolaktin (afinitou), spouštět různé signální kaskády a 

také post-translačními modifikacemi. Nicméně konkrétní funkce jednotlivých receptorů 

nejsou prozatím známy. 

 Pro studium vlivu PRL se dnes používají především buněčné linie odvozené 

z potkaního Nb-2 lymfomu, které po stimulaci PRL proliferují. Studium se zaměřuje 

právě na interakce s receptory a aktivace signálních drah. 

  

1.2.3. Prolaktin a jeho role v imunitním systému 

 

 Prolaktin je produkován celou řadou buněk i v imunitním systému. Prokázáno to 

bylo například u monocytů, thymocytů, B- i T-lymfocytů, u buněk v uzlinách či slezině 

a thymu (Ben-Jonathan et al. 1996).  Poznatky o PRL jako cytokinu se však objevovaly 

velmi pomalu. Exprese PRL v imunocytech je velmi nízká, buňky jsou velmi různorodé 

a klidové buňky vyžadují k produkci PRL aktivaci například mitogenem konkavalinem 

A (ConA). Prolaktin byl také detekován v myeloblastech u pacientů s akutní myeloidní 

leukémií (Hatfill et al 1990). 



 20 

 Prolaktinové receptory byly detekovány na T- i B-lymfocytech, monocytech, 

granulocytech, buňkách thymu, přirozených zabíječských buňkách (NK), peritoneálních 

makrofázích i na buňkách kmenových. Nejvyšší hustotu PRLR v imunitním systému 

vykazují B-lymfocyty (Gagnerault et al. 1993). Nebyla pozorována korelace mezi 

hladinami lymfocytárního PRLR a sérového PRL ani v závislosti na fázi menstruačního 

cyklu u žen (Athreya et al. 1994). 

 

1.2.3.1. Signalizace 

 

 Po vazbě PRL na receptor dochází k ligandem indukované dimerizaci receptorů 

(Brand et al. 2004). Následně jsou aktivovány s receptory asociované Janusovy kinázy 

(Jak), které jsou součástí tzv. Jak/Stat signální dráhy (Stat - signální transduktor a 

aktivátor transkripce), přes kterou působí řada prozánětlivých cytokinů (IL-6, IFN-γ). 

V monocytech se jedná především o faktory Jak-2 a Stat-5. Aktivovaný Stat protein 

dimerizuje a je translokován do jádra, kde se váže na gama-interferonem-aktivovanou 

sekvenci (GAS) v promotoru genu pro interferon regulační faktor 1 (IRF-1) a vede 

k jeho expresi (Dogusan et al. 2000). IRF-1 hraje roli při diferenciaci T- i B-lymfocytů a 

aktivuje transkripci různých interferonů. 

 Imunomodulační účinky PRL mohou být i důsledkem aktivace jaderného 

transkripčního faktoru kappa B (NF-κB), který má rozhodující roli v řadě imunitních 

funkcí a ovlivňuje transkripci prozánětlivých genů (Cejkova et al. 2009). Prokázaná 

byla i aktivace dráhy mitogenem aktivované proteinkinázy (MAPK) a zanedbatelné 

nejsou ani vzájemné interakce mezi jednotlivými signalizačními kaskádami (Miller et 

al. 2007). PRL tedy těmito cestami stimuluje expresi některých prozánětlivých cytokinů 

(IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-2). 

  

1.2.3.2. Imunomodulační vlastnosti prolaktinu 

 

 Na rozdíl od glukokortikoidů byl u PRL popsán efekt imunostimulační. 

V průběhu zánětlivé reakce je aktivovaná HPA osa a to prostřednictvím cytokinů IL-1, 

IL-6 a TNF-α. Následně dochází k uvolnění glukokortikoidů a inhibici produkce těchto 

prozánětlivých cytokinů (Chikanza & Grossman 2000). Nicméně vlivem výše 

uvedených cytokinů je uvolňován i PRL, který pak potlačuje vliv glukokortikoidů na 

imunitní systém (Matera et al. 2000). 



 21 

Bylo popsáno, že prolaktin podporuje produkci především Th1 cytokinů (Vera-

Lastra et al. 2002), ale při vyšších koncentracích může stimulovat i expresi Th2 

cytokinů, zejména IL-10 (Brand et al. 2004). V těhotenství při hyperprolaktinémii 

dochází k ústupu Th1 zprostředkovaných chorob a převaze Th2 typu imunitní odpovědi. 

Zdá se tedy, že PRL hraje v závislosti na koncentraci různou roli. Za fyziologických 

podmínek zřejmě udržuje funkci zralých lymfocytů, ale během dočasné 

hyperprolaktinémie (těhotenství, akutní stres) vede k potlačení jejich funkcí (Carvalho-

Freitas et al. 2007). Nicméně otázkou nadále zůstává, jakým poměrem se lymfocytární 

PRL, a extrahypofyzární vůbec, podílí na hladině sérového PRL. 

Stimulační role PRL na průběh zánětlivé odpovědi byla prokázána i u různých 

parazitárních nákaz (leishmanie, toxoplazmy). Opět byla potvrzena pozitivní regulace 

exprese IFN-γ a dalších Th1 cytokinů (Plocinski et al. 2007). Potvrzen byl pozitivní vliv 

i na integriny-zprostředkovanou adhezi cirkulujících monocytů k endoteliálním 

buňkám, což se uplatňuje při extravazaci a přesouvání leukocytů do místa zánětu 

(Montes de Oca et al. 2005). 

Skupina Matery (Matera et al. 2000a) ve své studii popsala vliv PRL na vývoj 

dendritických buněk a na jejich schopnost prezentovat antigen (viz. Obr. 4).  

 

 

 

 

Obr. 4: Role PRL v jednotlivých stadiích maturace DC a vývoje Th1 (Matera et al. 

2000a)     

 

Prolaktin zvyšuje expresi CD40 molekul a v přítomnosti faktoru stimulujícího 

kolonie makrofágů a granulocytů (GM-CSF) stimuluje expresi hlavního 

histokompatibilního antigenu HLA II.třídy a kostimulačních molekul CD80 a CD86. Při 

absenci dendritických buněk může PRL stimulovat produkci Th1 cytokinů z Th-

lymfocytů. Tyto výsledky potvrdil i v roce 2007 Orbach, a ještě je rozšířil o vliv 
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prolaktinu na maturaci nezralých thymocytů na zralé T-lymfocyty a o pozitivní vliv na 

proliferaci B-lymfocytů (Orbach & Shoenfeld 2007).  

Prolaktin byl popsán jako inhibitor apoptózy v hematopoetických buňkách, 

v mléčné a prostatické žláze (Bowen et al. 1999). PRL zřejmě reguluje poměr supresoru 

apoptózy (Bcl-2) a aktivátoru (Bax) ve prospěch potlačení apoptotické smrti 

(Krumenacker et al. 1998). 

Prolaktin také zvyšuje expresi receptorů, kterými NK buňky vykonávají funkci 

zabíječe, naopak kortizol tuto aktivaci inhibuje (Mavoungou et al. 2004). 

 

1.2.3.3. Vliv prolaktinu na autoimunitní onemocnění a protinádorovou imunitu  

 

 Podle dosavadních studií se zdá, že PRL může za imunopatologických stavů 

ovlivňovat rozvoj autoimunitních onemocnění. Tento vliv byl sledován například u 

sklerodermie, revmatoidní artritidy (RA), roztroušené sklerózy, diabetu (DM), SLE či 

tyreoiditidy. U těchto autoimunit byla v řadě případů (ne vždy) přítomna 

hyperprolaktinémie, a to jak u systémových autoimunit, kde je typická Th2 cytokinová 

odpověď, tak i u orgánově specifických, kde převažuje Th1 odpověď. Nicméně nelze 

zatím říci, do jaké míry je hladina PRL ovlivněna extrahypofyzárními zdroji (De Bellis 

et al. 2005). 

 U SLE byla hyperprolaktinémie prokázána asi ve 20-35% případů (Cruz et al. 

2001, Jara et al. 2009). SLE je charakterizovaná porušenou tolerancí k obecným 

antigenům (např.: DNA) a dochází tedy k polyklonální hypergamaglobulinémii a 

ukládání imunokomplexů v orgánech. SLE však není imunitní onemocnění z 

hyperfunkce, protože pacienti trpí dysfunkcí imunity, a mají nízkou hladinu složek 

komplementu (Walker & Jacobson 2000). Zajímavé ale je, že B-lymfocyty těchto 

pacientů produkují gamaglobuliny efektivněji při fyziologické koncentraci PRL 

(<20ng/ml) než při koncentracích vyšších (Jakobi et al. 2001). 

 U RA se hyperprolaktinémie vyskytuje asi u třetiny pacientů. V synoviální 

tekutině s infiltrovanými lymfocyty byla prokázána aktivní produkce PRL, který 

parakrinně stimuluje fibroblastům podobné buňky k produkci prozánětlivých cytokinů 

a tím dochází k zhoršení průběhu onemocnění (Nagafuchi et al. 1999). 

 U DM prolaktin zřejmě stimuluje expresi receptoru pro IL-12 na lymfocytech, 

což vede k aktivaci Th1 i Th2 buněk a tím i k produkci protilátek proti 

Langerhansovým ostrůvkům. U celiakie tak může docházet k produkci protilátek proti 
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střevní transglutamináze (Matera & Mori 2000). Studie na diabetických pacientech 

prokázala 1,7-krát vyšší hladinu PRL mRNA v monocytech oproti zdravým kontrolám 

(Cejkova et al. 2009). Nicméně není jisté, zda tento rozdíl hraje signifikantně 

významnou roli při rozvoji DM. 

 Prolaktinu je v souvislosti s rakovinným bujením přisuzována spíše role 

protektivní (Goodmann & Bercovich 2008). Je to dokumentováno schopností PRL 

stimulovat syntézu IFN-γ T-lymfocyty a NK buňkami, což má zásadní význam pro 

cytotoxicitu. Prokázána byla i anti-angiogenní aktivita PRL, která souvisí 

s protinádorovou obranou organismu (Clapp et al. 1993). 

 

1.2.3.4. Prolaktin a terapeutické možnosti 

 

 K potlačení prozánětlivého vlivu prolaktinu i hyperprolaktinémie se dnes 

využívají agonisté dopaminu – kabergolin či bromokriptin.  

 Na myších modelech SLE byl jasně prokázán terapeutický efekt bromokriptinu 

na průběh choroby, kdy docházelo k pomalejšímu rozvoji nemoci i produkce protilátek 

(McMurray 2001a). Na stejném zvířecím modelu bylo také testováno působení 

nemodifikovaného a rekombinantního PRL  (fosforylovaná forma PRL). Ukázalo se, že 

zvířata ošetřena rekombinantním PRL žila déle než kontroly a dokonce déle než myši 

s nemodifikovaným PRL (Walker 2001).  

 V testu se sedmi SLE pacienty bylo prokázáno signifikantní zlepšení stavu po 

podání bromokriptinu. Po přerušení této terapie se u pěti objevila hyperprolaktinémie a 

u všech došlo k další progresi onemocnění (McMurray et al. 1995). Snahy o podobné 

ovlivnění průběhu RA zatím nevedla k jednoznačným výsledkům (McMurray 2001b, 

Reuman 2004). 

 U onkologických pacientů s imunodeficiencí po ozáření a chemoterapii se nabízí 

možnost podání PRL ke stimulaci imunity. In vitro bylo ale zjištěno, že vysoká 

koncentrace PRL inhibuje cytotoxické lymfocyty (Matera et al. 2000b), a v nedávné 

studii byla prokázána zvýšená exprese PRL přímo v nádorových buňkách (McHale et al. 

2008). To otevírá diskuzi o roli PRL u nádorem zprostředkované imunosuprese. 

 

 

 



 24 

1.3. Prolaktin, sepse a toll-like receptory 

 

 Sepse je celkové infekční onemocnění, při kterém se z infekčního ložiska v těle 

uvolňují choroboplodné zárodky do krve a poškozují orgány. Infekčním agens jsou 

obvykle bakterie, vzácněji plísně. Sepse se projevuje zejména prudkými vzestupy 

horečky, celkovou schváceností a příznaky z postižení jednotlivých orgánů. Imunitní 

systém je v této fázi v podstatě paralyzován a neschopen účinně reagovat. U starších 

osob nebo naopak u novorozenců může docházet i k ztrátě vědomí. Sepse je jednou 

z hlavních příčin úmrtí kriticky nemocných na celém světě (Sriskandan & Altman 

2008).  

 Během sepse je hypofýza aktivovaná jednak prozánětlivými cytokiny a jednak 

prostřednictvím autonomního nervového systému. Dochází tak k rychlé produkci 

ACTH, PRL i GH. Dochází také k inhibici sekrece luteinizačního a tyreotropního 

hormonu. Nicméně hypotalamo-hypofyzární osa může být během sepse aktivována 

vysokou koncentrací oxidu dusnatého a její odpověď je pak modifikovaná. Dochází ke 

snížení produkce ACTH a antidiuretického hormonu, což je spojeno se vznikem šoku a 

rozvojem zánětu, případně multiorgánovým selháním a smrtí (Maxime et al. 2007, 

Kouatli 2009). 

 

 Během odpovědi akutní fáze dochází k naléhavé obranné reakci, během které je 

adaptivní - T-buněčná odpověď potlačena a naopak přirozená imunita mohutně posílena 

(Berczi et al. 2009). Nezbytnou funkcí buněk přirozené imunity (monocyty, neutrofily) 

je schopnost rozpoznávat bakterie a infekční agens vůbec. Tuto roli splňují především 

prostřednictvím toll-like receptorů (TLR). Exprese TLR během sepse může být 

dynamicky regulována (Salomao et al. 2008). TLR rozpoznávají různé bakteriální 

struktury, například TLR2 váže lipoteichovou kyselinu či lipoproteiny (grampozitivní 

bakterie), TLR4 váže především lipopolysacharidy (gramnegativní bakterie) (Gao et al. 

2008). Lipopolysacharid je v krvi rozpoznán vazebným proteinem a komplex se váže na 

CD14 molekulu lokalizovanou na povrchu monocytů, která je koreceptorem TLR4. 

Nicméně LPS může být rozpoznán i TLR4 samotným, pak je ale spuštěna jiná signální 

dráha (viz. Obr. 5) vedoucí k aktivaci transkripčního faktoru NF-κB a expresi 

prozánětlivých cytokinů (stejně tak působí i signalizace přes TLR2), zatímco při CD14 
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závislém rozpoznání je aktivován IRF-3, který vede k produkci IFN-β (Akashi-

Takamura & Miyake 2006). 

 

 

 

Obr. 5: CD14-závislá a CD14-nezávislá signalizace po navázání lipopolysacharidu 

(LPS) (Akashi-Takamura & Miyake 2006) 

 

 Prolaktinový receptor stimuluje expresi IRF-1, který také aktivuje vznik IFN-β. 

Usuzuje se tedy, že PRLR a TLR by mohly vzájemně regulovat signalizační dráhy 

(Cejkova et al. 2009), neboť TLR mohou působit i přes některé Stat proteiny obdobně 

jako PRLR (Hu et al. 2007). 

Relativně nedávná práce Bornsteinovy skupiny (Bornstein e al. 2006) ukazuje, 

že během sepse a zánětu TLR2 a TLR4 zprostředkovávají účinky LPS či 

peptidoglykanů a lipoproteinů na aktivaci HPA osy. A to jak na úrovni centrální, tak i 

periferní, neboť exprese TLR byla popsána i v lidských nadledvinách (viz. Obr. 6). 

TLR2 a TLR4 tak tvoří další spojnici mezi imunitním a endokrinním systémem. 
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Obr. 6: Schéma možných imuno-endokrinních interakcí zprostředkovaných TLR2 a 

TLR4 během sepse a zánětu (Bornstein e al. 2006) 

 

 V práci z roku 1997 (Van den Berghe et al. 1997) byl během sepse pozorován 

nejprve nárůst sekrece PRL následovaný výrazným poklesem v chronické fázi 

kritického stavu. Tato skutečnost vedla k předpokladu, že PRL je zapojen do regulace 

imunitní odpovědi i během sepse a že jeho pokles během chronické fáze souvisí 

s vyčerpáním imunitní systému. 

Německá studie z roku 2003 (Oberbeck et al. 2003) ukázala, že po podání 

prolaktinu septickým myším došlo k inhibici buněčné imunity a snížil se počet 

přeživších zvířat, což by potvrzovalo prozánětlivou funkci PRL.  

Nicméně k dispozici zatím není žádná studie, která by se zabývala vlivem 

lymfocytárního PRL na průběh sepse u lidí. V roce 2005 však byla provedena studie na 

kriticky nemocných dětech, kde se sledovala hladina sérového PRL, a bylo prokázáno, 

že prolongovaná hypoprolaktinemie může být rizikovým faktorem pro prolongovanou 

lymfopenii, která se podílí na mortalitě na sepsi (Felmet et al. 2005). 
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1.4. Závěr  

 

 Prolaktin je hormon s mnoha popsanými funkcemi a je tedy právem řazen mezi 

pleiotropní cytokiny. 

 Pro budoucí výzkum a praktické aplikace poznatků v medicíně je nutné objasnit 

imunoregulační roli PRL v organismu a jeho vliv na autoimunitní onemocnění, 

malignity a zánětlivé procesy. Vzhledem k zapojení PRL v imuno-neuroendokrinních 

interakcích, je přínosné sledovat jeho účinky in vivo a korelovat je s klinickými 

změnami. 

 Pokud by se prokázalo, že prolaktin hraje významnější roli v imunitní reakci, 

bylo by možné se pokusit terapeutickou intervencí, ve smyslu ovlivnění jeho tvorby či 

působení, modifikovat průběh septické reakce i jejích důsledků. 

 K tomu ale vede ještě dlouhá cesta, na které je třeba provést řadu experimentů a 

analýz, které přispějí k prohloubení našich znalostí o roli a aktivaci periferního 

prolaktinu.  
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2.  Hypotézy a cíle diplomové práce 
 

 Abychom rozšířili v ědomosti o aktivaci exprese periferního prolaktinu a 

pomohli tak objasnit jeho roli v imunitním systému během infekce/sepse, provedli jsme 

pilotní studii zaměřenou na detekci hladin exprese mRNA u genů pro PRL, TLR2 a 

TLR4 v monocytech pacientů s celkovým zánětem. Postulovali jsme pracovní hypotézu: 

 

• Aktivace imunitního systému infekcí/sepsí vede ke zvýšení genové 

exprese TLR2, TLR4 a PRL na úrovni mRNA v CD14+ monocytech 

periferní krve, klíčových buňkách zapojených do přirozené imunity. 

• Zvýšení těchto hladin není paralelní, ale následné. Aktivace TLR2 a 4 

vede ke stimulaci produkce PRL v CD14+ monocytech periferní krve 

během infekce/sepse. 

• Exprese mRNA PRL dynamicky v průběhu hospitalizace klesá 

k normálním hodnotám. Dynamická křivka mRNA TLR má obdobný 

průběh. 

 

Jednotlivé cíle diplomové práce: 

• U zdravých kontrol určit relativní fyziologické hladiny mRNA PRL, 

TLR2 a TLR4 v CD14+ monocytech periferní krve a porovnat je 

s hladinami pacientů. 

• U pacientů porovnat hladiny exprese mRNA PRL, TLR2 a TLR4 u 

prvního (A), druhého (B) a třetího (C) odběru a odhalit tak potenciální 

reakci na stres vyvolaný infekcí. Dále určit, zda tyto hladiny mRNA 

korelují s některými klinickými daty pacientů. 

• Určit, zda potenciální rozdíly hladin mRNA PRL korelují s expresí 

mRNA TLR, což by poukazovalo na možnou regulaci. 

• Zjistit, zda potenciální rozdíly v expresi mRNA PRL během 

infekce/sepse souvisí s funkčním SNP -1149 G/T v oblasti periferního 

PRL promotoru. 
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3. Materiál a metody 
 

3.1. Pacienti 

 

 V letech 2008-2010 byl vytvořen hodnocený soubor pacientů z Ústavu 

hematologie a krevní transfúze v Praze. Jednalo se o pacienty s hematologickými 

malignitami s těžkou infekční epizodou charakterizovanou septikémií a/nebo 

orgánovým selháním.  Pacienti podstoupili 3 po sobě následující odběry krve (cca 8-

9ml). První odběr (A) byl proveden ihned po záchytu pacienta s příznaky celkové 

infekce doložené hladinou C-reaktivního proteinu (CRP) a klinickými příznaky 

schvácenosti vysokého tlaku a horečky. Druhý odběr (B) následoval po odeznění  

akutního stavu (hodnoceno dle klinických parametrů) a třetí odběr (C) byl kontrolní (při 

ukončení hospitalizace). Některá klinická data pacientů nám pak byla zpětně 

poskytnuta. 

 Celkem byly zpracovány vzorky od 48 pacientů, nicméně řada z nich musela být 

z hodnocení vyřazena (9 pacientů zemřelo během hospitalizace na jinou primární 

příčinu než sepsi, 7 pacientů bylo přesunuto na jiná oddělení a u 2 pacientů nebyly 

kompletní odběry). Do hodnocení tedy bylo zařazeno 30 pacientů, z nichž 10 zemřelo 

v důsledku těžké infekce. Kompletní odběry mělo 20 pacientů a infekční epizodu se jim 

podařilo překlenout. V hodnoceném souboru bylo 9 žen a 21mužů ve věku od 23 do 71 

let (viz. Tab. 1). U mrtvých pacientů byly následně porovnávány jen poslední odběry 

před smrtí. 

 

Tab. 1: Sledovaný soubor 

PACIENTI muži ženy celkem 
počet živých 15 5 20 

počet mrtvých 6 4 10 
počet celkem 21 9 30 
věk – průměr 

(rozptyl) 48,10 (23 - 71) 44,67 (33 – 59) 47,07 (23 - 71) 
 

Každý vzorek dostal evidenční číslo (např.: PRLUHKT 1 – prolaktinová studie, 

vzorek z Ústavu hematologie a krevní transfúze č. 1) a pod tímto číslem bylo dále se 

vzorkem pracováno jak v laboratoři, tak při statistickém vyhodnocování. 
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3.2. Kontrolní soubor 

 

 V roce 2010 byl vytvořen kontrolní soubor, který by měl prezentovat situaci u 

zdravé populace. Zde byly využity vzorky krve (buffy coat) od dárců z transfúzního 

oddělení Fakultní nemocnice Královské Vinohrady v Praze. Zdravých jedinců bylo 40, 

z toho 12 žen a 28 mužů ve věku od 19 do 59 let (viz. Tab. 2).  

 

Tab. 2: Kontrolní soubor 

KONTROLY muži ženy celkem 
počet 28 12 40 

věk – průměr 
(rozptyl) 42,86 (19 – 59) 37,08 (23 – 56) 41,13 (19 – 59) 

 

 Každý vzorek dostal evidenční číslo (např.: TO 1 – transfúzní oddělení, vzorek 

1) a pod tímto číslem bylo dále se vzorkem pracováno jak v laboratoři, tak při 

statistickém vyhodnocování. 

 

3.3. Použité přístroje 

 

Automatická pipeta jednokanálová Biopette A (1000-5000 ul); Labnet, Polsko 

Automatické pipety jednokanálové Discovery+ (0,1-2; 0,5-10; 2-20; 20-200;  

100-1000ul); HTL Lab Solutions, Polsko 

Elektroforetické vany; Sigma Aldrich, Německo 

Chlazená centrifuga Z 300 K; Hermle, Německo 

Kombinovaná chladnička; Whirpool, USA 

Laminární box Aura Mini; BioAir, Itálie 

Minicentrifuga Z 100 M; Hermle, Německo  

Mrazicí box Premium U410; New Brunswick Scientific, Velká Británie 

Nanofotometr; Implen, Německo 

Systém pro elektroforézu; Sigma Aldrich, Německo 

Termostat BT 120 M; Laboratorní Přístroje Praha, Česko 

ThermoCycler C 1000; Bio-Rad, USA 

Trouba mikrovlnná; Zanussi, Itálie 

UV Kamera; Syngene, Velká Británie 
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UV Transluminátor; Claremont, USA 

Váhy digitální; KERN, Německo 

Vortex – Genie 2; Scientific Industries, USA 

Zdroj napětí pro elektroforézu PowerPac; Bio-Rad, USA 

7000 SDS ABI Prism; Applied Biosystems, USA 
 
 

3.4. Použité počítačové programy 

 

Excel; Microsoft Corporation, USA 

GeneSnap; SynGene, Velká Británie 

GraphPad Prism 5; GraphPad Software Inc., USA 

NanoPhotometerTM PVC Software 5.2.2.2; Implen, Německo 

7000 Sequence Detection Software 1.2.3, RQ Study Application; Applied  

 Biosystems, USA 

 

3.5. Obecně použité chemikálie 

 

Etanol 96%; lékárna FNKV, Česko 

Etanol 70%; naředěn 96% etanol 

Voda – PCR ultra H2O; Top Bio, Česko 

Voda (Water - DNase, RNase - None detect); Sigma Aldrich, Německo 
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3.6. Metody 

 

3.6.1. Studium genové exprese na úrovni mRNA 

 

Pro studium genové exprese na úrovni mRNA potřebujeme periferní krev 

pacienta (u zdravých kontrol jsme použili buffy coaty). Nejprve separujeme monocyty 

pomocí magnetických kuliček a pak je uchováváme v RNAlateru. Následuje izolace 

RNA a její přepis do cDNA. Ta je posléze použita pro polymerázovou řetězovou reakci 

v reálném čase. Sledujeme expresi mRNA genů pro PRL, TLR2 a TLR4. Jako 

endogenní kontrola je použita PGK1 (fosfoglycerát kináza 1). Výsledná data jsou poté 

statisticky vyhodnocena.  

 

3.6.1.1. Magnetická separace monocytů 

 Separace monocytů z periferní krve (dodána ve zkumavce s antikoagulační 

úpravou, tzn. kyselinou ethylendiaminotetraoctovou - EDTA) se provádí pomocí 

magnetických kuliček Dynabeads s navázanou protilátkou anti-CD14. Celá separace 

probíhá na ledu. Následně jsou monocyty stabilizovány v RNAlateru. 

 

Použité chemikálie 

Dynabeads CD14; Invitrogen, USA  

PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline); Invitrogen, USA 

RNAlater Solution; Ambion, USA  

 

Postup 

1. V 50ml zkumavce smícháme 8ml krve a 8ml PBS (4ml buffy coat a 8ml PBS). 

2. Přidáme 70µl kuliček Dynabeads. 

3. Zkumavku zavřeme a za občasného promíchávání necháme 5 minut na ledu. 

4. Poté odšroubujeme víčko a zkumavku jen přikryjeme. Na 3 minuty ji postavíme 

těsně vedle magnetu, který je také v nádobě s ledem.  

5. Zkumavku máme stále u magnetu a pipetou odsajeme směs PBS a krve. Na 

stěně zkumavky zůstanou přichyceny značené buňky. 

6. Vyndáme zkumavku a doplníme 15ml PBS. Promícháme. 

7. Opět zkumavku postavíme na 3 minuty k magnetu. 
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8. Odsajeme veškerou tekutinu. 

9. Krok 6, 7 a 8 opakujeme ještě jednou. 

10. Zkumavku vyndáme a k buňkám přidáme 1ml RNAlateru. Několikrát 

promícháme špičkou, abychom ze stěny zkumavky smyli všechny buňky. 

11. Suspenzi přeneseme do kryozkumavky a uchováváme při -80˚C. 
 

 

 

 

3.6.1.2. Izolace RNA 

RNA je izolována z CD14+ buněk uložených v RNAlateru. Izolace probíhá přes 

kolonky se silikagelovou membránou dodávané v reakčním kitu. RNA je zachycena na 

membráně a pomocí pufrů je zbavena kontaminujících látek. RNA je pomocí vody 

uvolněna z membrány do roztoku. Celý postup je prováděn v laminárním boxu. 

 

Použité chemikálie 

RNeasy Mini Kit; Qiagen, Německo 

- Buffer RLT 

- Buffer RW1 

- Buffer RPE (koncentrát, který naředíme etanolem) 

- RNase-free water 

 

Postup 

1.   CD14+ buňky v RNAlateru necháme rozmrazit při pokojové teplotě. 

2.   Buňky centrifugujeme při 8250g 10 minut. 

3.   Supernatant odsajeme pipetou. 

4.   Přidáme 600µl Buffer RLT a promícháme pipetou. 

5.  Buňky homogenizujeme pomocí injekční jehly a stříkačky – 5x nasajeme a 

vypustíme zpět. Poté přeneseme do ependorfky. 

6.   Přidáme 600µl 70% etanolu a promícháme pipetou. 

7.  700µl vzorku přeneseme na kolonku (ta je usazena ve sběrné zkumavce), aniž 

bychom potřísnili okraje. Centrifugujeme 30 sekund při 18000g. Filtrát 

vylejeme, sběrnou zkumavku osušíme a použijeme dále. 

8.  Do kolonky přidáme 700µl Buffer RW1 a centrifugujeme 30 sekund při 18000g. 

Sběrnou zkumavku s filtrátem vyhodíme. 
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9.  Vezmeme si novou sběrnou zkumavku a do ní přeneseme kolonku. Přidáme 

500µl Buffer RPE a opět centrifugujeme 30 sekund při 18000g. Filtrát vylejeme 

a sběrnou zkumavku použijeme znovu. 

10. Přidáme opět 500µl Buffer RPE a centrifugujeme 2 minuty při 18000g. Filtrát 

vylejeme a sběrnou zkumavku vrátíme pod kolonku. Centrifugujeme 1 minutu, 

abychom se úplně zbavili Buffer RPE. Následně sběrnou zkumavku vyhodíme. 

11. Vezmeme si novou sběrnou zkumavku a přeneseme kolonku. Přidáme 100µl    

RNase-free water a inkubujeme 2 minuty. Poté centrifugujeme 2 minuty při 

18000g a filtrát si necháme. Kolonku vyhodíme. 

12. K filtrátu přidáme 300µl Buffer RLT a 300µl 96% etanolu a promícháme 

pipetou.  

13. Směs přeneseme na novou kolonku (700µl) a opakujeme kroky 7-10. 

14. Vezmeme si novou sběrnou zkumavku a přeneseme kolonku. Přidáme 40µl 

RNase-free water a inkubujeme 2 minuty. Poté centrifugujeme 2 minuty při 

18000g a filtrát (získanou RNA) přepipetujeme do kryozkumavky. 

15. Na nanofotometru změříme koncentraci a čistotu. RNA a uchováváme při -80˚C. 

Výsledná koncentrace RNA z 8ml plné periferní krve se pohybuje okolo 

30ng/µl, ze 4ml buffy coatu kolem 60ng/µl. 

 

 

3.6.1.3. Reverzně transkriptázová polymerázová řetězová reakce (RT PCR) 

Díky reverzní transkripci získáme cDNA, kterou dále použijeme v Real Time 

polymerázové řetězové reakci. Celý postup je prováděn v laminárním boxu. 

 

Použité chemikálie 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Applied Biosystems, USA 

- 10x RT Buffer 

- 25x dNTP Mix (100mM) 

- 10x RT Random Primers 

- MultiScribe Reverse Transcriptase 
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Postup 

     1.   Všechny komponenty kitu necháme roztát na ledu. 

     2.   Podle počtu reakcí připravíme základní reakční směs, v tabulce (Tab. 3) je 

uvedeno množství na jednu reakci. Směs připravujeme dvakrát, jednu ale bez 

reverzní transkriptázy – reakce poslouží jako negativní kontroly. 

 

 Tab. 3 Složení reakční směsi pro jednu reakci RT PCR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. Reakční směs zvortexujeme a udržujeme na ledu. 

4. Do každé zkumavky dáme 10µl reakční směsi. 

5. Přidáme tolik RNA, aby její množství v reakci bylo 20ng. Celkový objem reakce 

doplníme vodou (Water - DNase, RNase - None detect) na 20µl. 

6. Zkumavky zavřeme a krátce centrifugujeme. Uchováváme na ledu, dokud 

nevložíme do termocykleru. 

7. Nastavíme program v termocykleru  

 

  1. krok (hybridizace s primery):  10 minut při 25˚C 

  2. krok (extenze):    120 minut při 37˚C 

  3.krok (denaturace enzymu):   5 sekund při 85˚C 

 

8. Vložíme zkumavky a proces spustíme. Po skončení reakce uchováváme vzorky 

při - 20˚C. 

Komponenty Objem (µl) 

 
Směs s reverzní 

transkriptázou 

Směs bez reverzní 

transkriptázy 

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 
1,0 - 

Voda (Water - DNase, 

RNase - None detect) 
4,2 5,2 

Celkem 10 10 
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3.6.1.4. Polymerázová řetězová reakce v reálném čase (Real Time PCR) 

V této reakci je cDNA amplifikována a značena fluorescenčními sondami pro 

příslušné geny. Jako endogenní kontrola je použita fosfoglycerát kináza 1 (PGK1). 

Získáme tak data o míře exprese jednotlivých genů, která následně statisticky 

zpracujeme. 

 

Použité chemikálie 

TaqMan Gene Expression Master Mix; Applied Biosystems, USA 

Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix; Applied Biosystems, USA 

 - PGK1:  Hs99999906_m1 

 - PRL:  Hs00168730_m1 

 - TLR2:  Hs00152932_m1 

 - TLR4:  Hs00152939_m1 

 

Postup 

1. Při pokojové teplotě necháme rozmrazit Assays-on-Demand pro všechny 4 geny a 

cDNA.  

2. Pro každý gen namícháme reakční směs podle tabulky (Tab. 4).   

 

Tab. 4  Složení reakční směsi pro Real Time PCR pro jednu reakci 

Komponenty Objem (µl) 

TaqMan 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 destičky napipetujeme po 15µl směsi pro daný gen a to podle 

tabulky (Tab. 5). Reakce je prováděna v tripletech. 

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

   5.   Do příslušných jamek napipetujeme 10µl naředěné cDNA (viz. Tab. 5).  

          Pipetujeme tak, aby v jamkách nevznikaly bubliny. 

   6.   Destičku přelepíme folií a 2 minuty centrifugujeme při 500g. 
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7. Destičku vložíme do 7000 SDS ABI Prism a měříme pomocí absolutní 

kvantifikace. Podmínky reakce nastavíme takto: 

 

   1. krok (zničení případné RNA):  2 minuty při 50˚C 

 2. krok (hot start):    10 minut při 95˚C 

 3. krok (denaturace):    15 sekund při 95˚C 

 4. krok (hybridizace, extenze):  1 minutu při 60˚C   

       (Kroky 3 a 4 se opakují 50x)   

3. Po dokončení reakce uložíme získaná data, která následně budeme statisticky 

analyzovat. 

 

Tab. 5 Příklad rozmístění reakčních směsí pro jednotlivé geny a cDNA pro 

jednotlivé vzorky PRLUHKT 1A, 1B, 1C a 6A (mrtvý pacient) (N značí negativní 

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 

1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 1C 

1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 1CN 

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 -1149 G/T 

v promotoru genu pro PRL 

 

Studium tohoto polymorfismu se provádí pomocí restrikčního enzymu XapI, 

který štěpí DNA v přítomnosti alely G. Abychom tuto restrikci mohli provést, je 

nejdříve nutné vyizolovat DNA a tu amplifikovat. Informaci o přítomnosti konkrétní 

alely získáme pomocí elektroforetického rozdělení fragmentů DNA. 
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3.6.2.1. Izolace DNA 

Na izolaci DNA použijeme plnou periferní krev (dodána ve zkumavce 

s antikoagulační úpravou - EDTA), případně buffy coaty od zdravých dárců.  

 

Použité chemikálie 

QIAamp DNA Blood Mini Kit; Quiagen, Německo 

- Buffer AL 

- Buffer AW1 (koncentrát, který naředíme etanolem podle instrukcí výrobce) 

- Buffer AW2 (koncentrát, který naředíme etanolem podle instrukcí výrobce) 

- Buffer AE 

- QIAGEN Protease (smícháme s Protease Solvent) 

- Protease Solvent 

 

Postup 

     1.   Na dno mikrocentrifugační zkumavky nepipetujeme 20µl QIAGEN Protease.  

     2.   Přidáme 200µl plné krve (taktéž u buffy coatu).  

     3.   Přidáme 200µl Buffer AL a 15 sekund vortexujeme.  

     4.   Inkubujeme 10 minut při 56˚C. 

     5.   Poté krátce centrifugujeme, abychom odstranili kapičky z víčka. 

     6. Přidáme 200µl 96% etanolu a vortexujeme 15 sekund. Poté opět krátce

 centrifugujeme. 

     7. Směs opatrně přeneseme na kolonku, aniž bychom potřísnili okraje zkumavky. 

  8.   Centrifugujeme 1 minutu při 6000g. Filtrát vyhodíme a usadíme kolonku do čisté 

sběrné zkumavky. 

9. Kolonku opatrně otevřeme a přidáme 500µl Buffer AW1. Zavřeme a 1 minutu 

centrifugujeme při 6000g. Opět vyhodíme filtrát a kolonku přemístíme do nové 

sběrné zkumavky. 

10. Opět kolonku otevřeme a přidáme 500µl Buffer AW2. Zavřeme a centrifugujeme 

3 minuty při 18000g.  

11. Filtrát vyhodíme a kolonku přemístíme do nové sběrné zkumavky. Opatrně 

přidáme 200µl Buffer AE nebo vody (PCR ultra H2O) – my použijeme vodu.  

12. Inkubujeme 1 minutu při pokojové teplotě. Poté centrifugujeme 1 minutu při 

6000g.  
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13. Filtrát (získanou DNA) přepipetujeme do kryozkumavky. Uchováváme při 4˚C. 

Výnos z 200 µl vzorku periferní krve se pohybuje kolem 6µg  DNA. 

 

 

3.6.2.2. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Polymerázová řetězová reakce slouží k amplifikaci úseku promotorové oblasti 

PRL dlouhého 137bp. 

 

Použité chemikálie 

PCR reakční kit; Fermentas, Kanada  

-  Taq DNA Polymerase (rekombinantní) 500u, 5u/ul 

- 10x Taq Buffer s (NH4)2SO4 

- 25 mM MgCl2 

 

Primery; East Port Praha, Česko 

- Primer R  5´- CAT CTC AGA GTT GAA TTT ATT TCC TT -3´ 

- Primer F  5´- GCA GGT CAA GAT AAC CTG GA -3´ 

- Původní koncentrace je 100 µM, zředíme 2x. 

 

dNTP; Fermentas, Kanada 

- Původní koncentrace 100 mM. dNTP byly zředěny na koncentraci 10mM.  

 

Postup 

1. Všechny reagencie kromě Taq polymerázy necháme rozmrazit na ledu a 

přípravu reakční směsi provádíme v laminárním boxu.  

2. Připravíme reakční směs podle tabulky (Tab. 6). Směs nachystáme také pro 

jednu negativní a jednu pozitivní kontrolu. 

3. Směs zvortexujeme a připravíme si zkumavky pro vzorky. 

4. Do každé zkumavky dáme 20µl reakční směsi. 

5. Mimo laminární box přidáme 0,5µl DNA, do negativní kontroly přidáme vodu a 

promícháme pipetou. 
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6. V termocykleru nastavíme podmínky reakce: 

 

 1. krok (počáteční denaturace):  2 minuty při 94˚C 

 2. krok (denaturace):   17 sekund při 94˚C 

 3. krok (hybridizace):   17 sekund při 55˚C 

 4. krok (extenze):   17 sekund při 72˚C    

            (Kroky 2, 3 a 4 se opakují 35x)  

 5. krok (konečná extenze):  1 minutu při 72˚C 

 

7. Jakmile je víko předehřáté, vložíme vzorky a necháme proces běžet. PCR 

produkty uchováváme při 4˚C, pro dlouhodobější uskladnění volíme -20˚C. 

Přítomnost amplifikace žádaného úseku DNA potvrdíme elektroforeticky – viz. 

kapitola  3.6.2.4. 

 

      Tab. 6  Složení reakční směsi pro PCR pro jednu reakci 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6.2.3. Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP) 

Po ověření kvality PCR produktů použijeme vyhovující produkty k restrikčnímu 

štěpení enzymem XapI (štěpí v přítomnosti alely G). Tento enzym také odštěpuje od 

137kb PCR produktu kontrolní 17kb fragment.  

 

 

Komponenty Objem (µl) 

Voda ( PCR ultra H2O) 14,76 

25mM MgCl2  2 

dNTPs Mixture (10mM každý dNTP) 0,4 

Forward Primer (50µM) 0,32 

Reverse Primer (50µM) 0,32 

10x PCR Buffer s (NH4)2SO4  2 

Taq DNA Polymerase (5U/µl) 0,2 

Celkem 20 
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Použité chemikálie 

XapI (ApoI) Kit; Fermentas, Kanada 

- XapI (ApoI)  500u,  10u/µl 

- 10x Buffer Tango 

25mM MgCl2; Fermentas, Kanada 

 

Postup 

1. Reagencie (kromě enzymu, který vyndáme z mrazáku až bezprostředně před 

použitím) necháme rozmrazit na ledu.  

2. Připravíme reakční směs podle tabulky (Tab. 7).  

 

 Tab. 7  Složení reakční směsi pro jednu RFLP reakci 

 

       

 

 

 

 

 

       

      3.   Směs zvortexujeme a připravíme si zkumavky pro vzorky. 

      4.   Do každé zkumavky napipetujeme 5µl směsi. 

      5.   Přidáme 5µl PCR produktu a promícháme pipetou.  

      6.   V termocykleru nastavíme podmínky reakce: 

 

             1. krok (restrikce):   120 minut při 37˚C 

      2. krok (denaturace enzymu):  25 minut při 80˚C 

 

7.  Naštěpenou DNA uchováváme při 4˚C, pro dlouhodobější uskladnění volíme -

20˚C. Genotyp jednotlivých vzorků zjistíme pomocí elektroforézy (viz. kapitola 

3.6.2.4.). 

 

 

 

Komponenty Objem (µl) 

Voda ( PCR ultra H2O) 2,5 

25mM MgCl2 1,5 

10x Buffer Tango 0,5 

XapI restriction endonuclease 0,5 

Celkem 5,0 
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3.6.2.4. Elektroforetická separace 

Elektroforeticky hodnotíme kvalitu PCR produktů a zjišťujeme přítomnost 

konkrétní alely. V případě alely T vzniknou 2 fragmenty o délce 17bp a 120bp. U alely 

G vzniknou 3 fragmenty – 17bp, 35bp a 85bp. Na gelu pak vidíme u homozygota TT 

výrazný 120bp fragment, u homozygota GG fragment o délce 85bp a u heterozygota GT 

jsou viditelné 2 fragmenty - 120bp a 85bp, přičemž 120bp fragment je výraznější.  

 

Použité chemikálie 

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

10 x TBE pufr (Tris-borátový pufr) – připravíme smícháním  500ml destilované vody, 

108g Tris, 55g kyseliny borité a 40 ml EDTA. Doplníme na 1000ml vodou. 

 - 890 mM Tris base; Roth, Německo 

- 890 mM kyselina boritá; Amresco, USA 

- 20 mM EDTA pH=8; Lékárna FNKV, Česko 

Destilovaná voda; Ardeapharma, Česko 

PCR Ehtidium bromidTB; Top-Bio, Česko 

6X Loading Dye Solution; Fermentas, Kanada 

Marker pUC19 DNA/MspI; Fermentas, Kanada 

 

Postup 

1. Navážíme 2g agarózy (resp. 3g) a rozpustíme ji ve 100ml TBE pufru.  

2. Provaříme v mikrovlnné troubě. Poté přidáme 4µl etidium bromidu. Řádně 

promícháme a nalijeme do vaničky a vložíme hřebeny pro vytvoření požadované 

velikosti jamek. Necháme 20 minut ztuhnout. 

3. Elektroforetickou vanu naplníme TBE pufrem. 

4. Ztuhlý gel vložíme do vany a dbáme na to, aby byl gel zcela ponořen v TBE 

pufru. 

5. Do jamek nanášíme 5µl PCR produktu (resp. 10µl produktu restrikčního štěpení) 

spolu s 2µl loudovacího barviva. Do první jamky naneseme negativní kontrolu. 

Do poslední jamky v napipetujeme 1,2µl markeru (mezi produkty restrikčního 

štěpení dáme již ověřený PCR produkt – pro kontrolu štěpení – a také pozitivní 

kontrolu s již určeným genotypem). 

6. Elektroforézu necháme probíhat 30 minut při stejnosměrném napětí o velikosti 

5V/cm. 
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-------------137bp 
-------------120bp 
--------------85bp 

7. Po skončení gel prohlížíme pod UV kamerou, která nám umožní výsledek 

elektroforézy zviditelnit, vyfotit a dále zpracovat. Snímek zpracováváme 

v programu GeneSnap. Příklad výstupu z RFLP je na obrázku (Obr. 7).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 7:  Příklad výsledků genotypizace polymorfismu -1149 G/T 
          M – marker 
          P – pozitivní kontrola 
          PCR – produkt PCR 
          T – alela T 
          G – alela G 
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4. Výsledky 
 

4.1. Exprese PRL, TLR2 a TLR4 na úrovni mRNA 

 

Pomocí metody Real Time PCR jsme pro každý vzorek získali 3 hodnoty Ct 

(PCR cyklus, v němž fluorescence amplifikovaného templátu překročí bazální 

fluorescenci) pro každý gen. Jako endogenní kontrolu jsme použili gen pro PGK1. 

Z těchto hodnot jsme vypočítali průměrné Ct pro daný vzorek. Poté jsme vypočítali 

hodnoty dCt, což je relativní rozdíl exprese námi sledovaného genu a endogenní 

kontroly v rámci jednoho vzorku. Následně jsme vypočítali hodnoty 2-dCt, které nám 

udávají množství templátu normalizované ke genu pro endogenní kontrolu v rámci 

vzorku. Tyto hodnoty jsme zlogaritmovali (ln), abychom se zbavili odlehlých hodnot 

(příklad postupu je uveden v Tab. 8). S takto upravenými daty jsme poté prováděli 

statistická hodnocení, včetně testu normality (Shapirův-Wilkův test). 

 

Tab. 8: Příklad úpravy získaných dat pro jeden vzorek a jeden gen 

 gen pro PRL PGK1 PRL   

vzorek 
průměr 

Ct 
průměr 

Ct dCt 2^-dCt ln 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 13,05 0,0001179121 -9,04557 
 

 

4.1.1. Hladiny exprese PRL, TLR2 a TLR4 na úrovni mRNA mezi 

jednotlivými odběry  

 

 Rozdíly mezi hladinami exprese mRNA během jednotlivých odběrů (A, B, C) 

jsme porovnávali jak u genu pro PRL (Graf 1), tak u genu pro TLR2 (Graf 2) i pro 

TLR4 (Graf 3). Mezi jednotlivými odběry jsme zjišťovali statisticky významné rozdíly 

pomocí párového T-testu na hladině významnosti 0,05 (pokud není uvedeno jinak, tak 

platí u všech testů). Získali jsme tak p-hodnoty (pravděpodobnost, p). 
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U prolaktinu jsme neprokázali statisticky významný rozdíl v hladinách exprese 

mRNA mezi jednotlivými odběry [p (A-B) = 0,642; p (B-C) = 0,346; p (A-C) = 0,149].  

 

 

Graf 1: Hladiny mRNA PRL septických pacientů  

 Linka znázorňuje průměrnou hladinu mRNA. 

 

 

Graf 2: Hladiny mRNA TLR2 septických pacientů  

 Linka znázorňuje průměrnou hladinu mRNA. 
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P-hodnoty pro mRNA TLR2 byly spočítány stejným způsobem: p (A-B) = 

0,685; p (B-C) = 0,912; p (A-C) = 0,4788. U hladin mRNA TLR2 jsme také neprokázali 

statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými odběry. 

 

 

Graf 3: Hladiny mRNA TLR4 septických pacientů  

 Linka znázorňuje průměrnou hladinu mRNA. 

 

  Pro mRNA TLR4 byl opět použit párový T-test [p (A-B) = 0,296; p (B-C) = 

0,323; p (A-C) = 0,769]. Statisticky významné rozdíly mezi jednotlivými odběry jsme 

tedy neprokázali ani u TLR4. 

 

 

4.1.2. Relativní hladiny exprese sledovaných genů na úrovni mRNA u 

všech hodnocených skupin 

 

U zdravých kontrol jsme určili relativní fyziologické hladiny mRNA PRL, TLR2 

a TLR4 v CD14+ monocytech periferní krve a porovnali je s hladinami pacientů 

mrtvých i přeživších (Graf 4). 
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Graf 4: Relativní hladina exprese mRNA všech genů u všech sledovaných skupin 

 K- zdravé kontroly; M – mrtví; A, B, C – jednotlivé odběry 

 

 Pro porovnání jednotlivých skupin s kontrolami jsme zvolili nepárový T-test. 

Porovnali jsme také hladiny mRNA mrtvých pacientů s hladinami mRNA v prvních 

odběrech přeživších pacientů. Výsledné p-hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 9). 

 

      Tab. 9: P-hodnoty pro jednotlivé nepárové T-testy mezi různými skupinami 

  K - mrtví  K -A K - B K- C mrtví-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 významné zvýšení exprese mRNA TLR2 i TLR4 ve srovnání 

s kontrolami jsme prokázali u všech sledovaných skupin. V expresi mRNA PRL jsme 

mezi kontrolami a ostatními skupinami rozdíl neprokázali. Stejně tak nebyl prokázán 

ani statisticky významný rozdíl v hladinách mRNA všech genů mezi mrtvými a prvním 

odběrem přeživších pacientů. 
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4.1.3. Hladiny mRNA jednotlivých genů v souvislosti s některými 

klinickými daty  

 

 Zpětně nám byla dodána některá klinická data pacientů (leukopenie, kultivace 

infekčního agens, informace o transplantaci kostní dřeně, léčba steroidy a hladiny CRP 

a některých sérových hormonů). 

Nejprve jsme zjišťovali možný vliv pohlaví na expresi mRNA PRL u pacientů 

(Graf 5).  

 

 

Graf 5: Hladiny mRNA PRL v závislosti na pohlaví 

Zvýrazněné body představují průměrné hladiny mRNA PRL. V závorce je 

uveden počet jedinců. 

 

Použili jsme nepárový T-test a p-hodnota vyšla p = 0,210. Neprokázali jsme tedy 

statisticky význam mezi změnami hladin mRNA PRL u mužů a žen. Statisticky 

významný rozdíl mezi ženami a muži jsme neprokázali ani u zdravých kontrol (p = 

0,343).  

 

Dále jsme sledovali, zda měla na změny hladin mRNA PRL vliv transplantace 

kostní dřeně (Graf 6). Někteří pacienti transplantaci již podstoupili, jiní ne. Všichni 

sledovaní pacienti, kteří zemřeli, transplantaci podstoupili. 
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Graf 6: Vliv transplantace na změny hladiny mRNA PRL 

 Zvýrazněné body představují průměrné hladiny mRNA PRL. 

 

Opět jsme použili nepárový T-test a p = 0,746. Neprokázali jsme tedy statisticky 

významný vliv transplantace a na změny hladin mRNA PRL. 

 

 

 Dále nás zajímal případný vliv leukopenie na hladiny mRNA PRL v okamžiku 

záchytu – tedy první odběr (Graf 7). Jako leukopenie byl považován počet leukocytů 

</= 0,5 x 109/litr krve. 

 Pro statistické vyhodnocení jsme použili nepárový T-test a p = 0,300. 

Neprokázali jsme tedy statisticky významné rozdíly mezi leukopenickými jedinci a 

neleukopenickými. 
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Graf 7: Vliv leukopenie na expresi mRNA PRL v okamžiku záchytu 

 Linka znázorňuje průměrnou hladinu mRNA. 

 

Zajímalo nás také, zda steroidní léčba může mít vliv na expresi mRNA PRL (Graf 8). 

 

 

Graf 8: Vliv steroidů na expresi mRNA PRL v okamžiku záchytu 

 Linka znázorňuje průměrnou hladinu mRNA. 
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Spočítali jsme nepárový T-test a p-hodnota nám vyšla p = 0,393. Neprokázali 

jsme tak tedy statisticky významné rozdíly v hladinách mRNA PRL pod vyšším vlivem 

steroidů. 

 

 Dále jsme se zaměřili na korelaci exprese mRNA TLR2 a TLR4  s jednotlivými 

typy vykultivovaných infekčních agens (Graf 9). 

 

 

 

Graf 9: Vliv typu patogenu na hladinu exprese mRNA TLR2 a TLR4 

Body znázorňují průměry jednotlivých hladin. Patogeny jsou označeny 1, 2, 3, 4 

(1 – grampozitivní bakterie, 2 – gramnegativní bakterie, 3 – plísně, 4 – bez 

nálezu patogenu). 

 

 Provedli jsme jednovýběrovou analýzu rozptylu (ANOVA) pro TLR2 i TLR4. 

P-hodnoty vyšly následovně: p (TLR2) = 0,813; p (TLR4) = 0,914. Statisticky 

významný vliv jednotlivých patogenů na expresi TLR jsme neprokázali. 

 

V neposlední řadě jsme se snažili zjistit, jak spolu korelují hladiny mRNA PRL 

a sérového PRL, korizolu a CRP. Abychom mohli porovnat změny hladin jednotlivých 

faktorů, museli jsme si nejprve spočítat poměr, kolikrát je exprese daného faktoru 
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větší/menší mezi jednotlivými odběry (A/B, B/C, A/C). Následně jsme spočítali párové 

T-testy a výsledné p-hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tab. 10). 

 

Tab. 10: P-hodnoty pro jednotlivé párové T-testy mezi různými faktory 

P-hodnoty A/C 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 významné rozdíly u CRP, kortizolu a sPRL ve vztahu 

k hladinám mRNA PRL jsme neprokázali. 
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4.2. Polymorfismus -1149 G/T v promotoru genu pro PRL 

 

4.2.1. Vliv polymorfismu -1149 G/T v genu pro PRL na přežití 

septického stavu 

  

 Provedli jsme genotypizaci SNP -1149 G/T v promotoru extrahypofyzárního 

PRL. V grafu je znázorněna frekvence jednotlivých genotypů (Graf 10). 

 

 

Graf  10:  Vliv genotypu na přežití septického stavu 

V závorce za označením genotypu je počet pacientů s daným genotypem 

(mrtví, živí). 

 

Sledovali jsme, zda má genotyp GG vliv na přežití těžké infekční epizody. 

Použili jsme X2-test na hladině významnosti 0,05. Statisticky významnou odlišnost jsme 

neprokázali, neboť p = 0,222; (poměr šancí) OR = 0,259 a (interval spolehlivosti) CI = 

0,036-2,027.  

 

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

úrovni mRNA 

 

  Dále jsme sledovali vliv SNP -1149 G/T na hladiny mRNA PRL u 

zdravých kontrol (Graf  11), mrtvých (Graf 12) a přeživších pacientů (Graf  13).  
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Graf  11:  Vliv SNP -1149 G/T na fyziologické hladiny mRNA PRL 

V závorce za označením genotypu je počet pacientů s daným genotypem,   

body znázorňují průměrné hladiny mRNA PRL. 

 

 Pro posouzení rozdílu v expresi mRNA PRL mezi jednotlivými genotypy 

kontrol jsme použili nepárový T-test. Na hladině významnosti 0,05 jsme spočítali 

následující p-hodnoty: p (TT-GT) = 0,299; p (TT-GG) = 0,517; p (GT-GG) = 0,023. 

Statisticky významný rozdíl jsme prokázali mezi genotypy GT-GG, přičemž jedinci 

s genotypem GG produkovali signifikantně vyšší hladiny mRNA PRL. 

 

 

Graf  12:  Vliv SNP -1149 G/T na hladinu mRNA PRL u mrtvých 

   V závorce za označením genotypu je počet pacientů s daným genotypem,       

   body znázorňují průměrné hladiny mRNA PRL. 
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Pro posouzení statisticky významného rozdílu mezi jednotlivými genotypy u 

mrtvých jsme použili nepárový T-test. Na hladině významnosti 0,05 jsme spočítali 

následující p (TT-GT) = 0,331. Ostatní p-hodnoty jsme spočítat nemohli, neboť 

zastoupení genotypu GG v této skupině pacientů nebylo dostatečné 

 

 

Graf  13:  Vliv SNP -1149 G/T na hladinu mRNA PRL v prvním odběru 

V závorce za označením genotypu je počet pacientů s daným genotypem,       

body znázorňují průměrné hladiny mRNA PRL. 

 

 Opět jsme pro zjištění statisticky významného rozdílu použili nepárový T-test. 

Na hladině významnosti 0,05 jsme spočítali následující p (TT-GT) = 0,995; p (TT-GG) 

= 0,865; p (GT-GG) = 0,852. Statisticky významnou odlišnost jsme neprokázali.  

 

 Zjišťovali jsme i případný vliv genotypu GG na hladiny některých sérových 

hormonů (ACTH, GH, sérový PRL, kortizol). Použili jsme X2-test na hladině 

významnosti 0,05. Žádný významný vliv jsme však neprokázali [p (ACTH) = 0,260; 

OR (ACTH) = 3,750; CI (ACTH) = 0,422-29,493; p (GH) = 0,357; OR (GH) = 0,400; 

CI (GH) = 0,061-2,563; p (sérový PRL) = 0,550; OR (sérový PRL) = 1,800; CI (sérový 

PRL) = 0,290-11,370; p (kortizol) = 0,769; OR (kortizol) = 1,333; CI (kortizol) = 0,218-

8,214]. 

 

 

 



 56 

5. Diskuze 
 

 Nejprve jsme určili relativní fyziologické hladiny mRNA PRL, TLR2 a TLR4 v 

CD14+ monocytech periferní krve u zdravých kontrol a porovnali je s hladinami mRNA 

pacientů. Statisticky významné rozdíly jsme prokázali u TLR2 a TLR4, kdy u pacientů 

je exprese těchto receptorů zvýšena. To potvrzuje představu, že exprese TLR během 

sepse může být dynamicky regulována (Salomao et al. 2008). Nicméně se nám ale 

nepodařilo prokázat, že by došlo k signifikantnímu rozdílu mezi expresí TLR2 a TLR4 

u pacientů infikovaných buď grampozitivními nebo gramnegativními bakteriemi. 

Obecně je totiž přijímáno, že TLR2 váže lipoteichovou kyselinu či lipoproteiny 

grampozitivních bakterií, a že TLR4 váže především lipopolysacharidy 

gramnegativních bakterií (Gao et al. 2008). Očekávali jsme tedy zřetelný rozdíl exprese 

TLR dle typu patogenu. 

 

 Signifikantní rozdíl v hladinách mRNA PRL u jednotlivých skupin pacientů a 

kontrol jsme neprokázali, je zde však patrné jisté zvýšení hladin v době záchytu u 

přeživších pacientů (Graf 4). U mrtvých pacientů je hladina mRNA PRL nižší (ale 

statisticky nevýznamně) než u zdravých kontrol. Vypadá to tedy, že tito pacienti by 

mohli mít díky snížené hladině PRL částečně utlumenou imunitní odpověď. Američtí 

vědci (Felmet et al. 2005) se zabývali případnými souvislostmi hypoprolaktinemie a 

lymfopenie s lymfoidní deplecí u septických dětí s multiorgánovým selháním. Tato 

skupina prokázala, že prolongovaná lymfopenie a lymfoidní deplece se podílí na 

mortalitě septických dětí, a že hypoprolaktinemie může být rizikovým faktorem tohotu 

vlivu. Další podobné studie zatím nebyly popsány, a je tedy nadále otázkou, zda 

hypoprolaktinemie hraje podstatnou roli při potlačování imunitních funkcí.  

 

Ze získaných dat je patrný trend snižování hladin mRNA PRL během 

hospitalizace (Graf 1, Graf 4), což by potvrzovalo naši hypotézu, ale statisticky 

významné snížení exprese PRL jsme neprokázali. Zároveň je vidět, že pokles se 

blíží hodnotám zdravých kontrol (Graf 4), tedy že se pacient uzdravuje (odběr C byl 

kontrolní). Nicméně je nezbytné v navazující studii zvýšit počet sledovaných pacientů, 

neboť my jsme hodnotili pouze 20 přeživších jedinců.  
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Snižování exprese mRNA TLR jsme taktéž neprokázali, nicméně zde postupný 

pokles ani patrný není (Graf 2, Graf 3, Graf 4). Zvýšení hladin mRNA TLR se udrželo 

během všech (A, B, C) odběrů, zatímco hladiny mRNA PRL byly nejvyšší u odběru A a 

pak postupně klesaly (Graf 4). Je tedy možné, že aktivované TLR stimulují expresi PRL 

v monocytech bezprostředně po rozpoznání infekčního agens, nicméně tato dlouhodobá 

aktivace exprese PRL není výhodná a zpětnovazebně dochází k útlumu produkce PRL 

prostřednictvím IL-10 (Brand et al. 2004).  

 

Dále jsme se zaměřili na potenciální vliv pohlaví na expresi mRNA PRL. 

Předpokládáme totiž, že ženy by mohly mít vyšší fyziologické hladiny mRNA PRL  

v monocytech stejně jako mají vyšší hladiny sérového PRL (Riedle et al. 1993). 

Signifikantní rozdíl mezi hladinami mRNA PRL jsme neprokázali ani u pacientů, ani u 

zdravých kontrol. Je tedy pravděpodobné, že exprese monocytárního PRL není 

ovlivněna pohlavím. Je ale potřeba podotknout, že mužů bylo ve studii podstatně více 

než žen, a výsledná data mohou být tímto faktorem ovlivněna. 

 Zaměřili jsme se také na možnost vlivu některých klinických činitelů (typ 

infekčního agens, leukopenie, informace o transplantaci kostní dřeně, léčba steroidy) na 

míru exprese monocytárního prolaktinu. U infekcí grampozitivními či gramnegativními 

bakteriemi jsme například očekávali zvýšenou expresi mRNA TLR2, respektive mRNA 

TLR4. Při porovnání však nebyl zjištěn signifikantní vliv žadného z analyzovaných 

faktorů. 

 

Dále jsme sledovali, jak spolu korelují hladiny mRNA PRL a sérového PRL, 

korizolu a CRP. Prolaktin byl popsán jako imunomodulátor a jeho vliv je prozánětlivý 

(Vera-Lastra et al. 2002), což nás vedlo k předpokladu, že se změny v hladinách mRNA 

PRL, sérového PRL a CRP (coby markeru zánětu) nebudou lišit. To jsme také potvrdili. 

Naopak jsme rozdíl očekávali u hladin mRNA PRL a kortizolu, neboť ten inhibuje 

imunitní odpověď a jeho účinek je inhibován prolaktinem (Mavoungou et al. 2004). 

Signifikantní rozdíl změn hladin jsme neprokázali, nicméně inhibice funkce kortizolu 

nemusí probíhat na úrovni exprese mRNA.  

 

Pokusili jsme se také zjistit, zda exprese mRNA PRL během infekce/sepse závisí 

na funkčním polymorfismu -1149 G/T  v oblasti periferního PRL promotoru. Alela G 

byla popsána jako funkčně aktivnější (Stevens et al. 2001), nicméně studie z roku 2003 
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tuto skutečnost nepotvrdila (Mellai et al. 2003). Evans a jeho kolegové popisují, že gen 

kódující PRL je různě metylován, a může tak tedy docházet k útlumu jeho exprese 

(Evans et al. 1989). Výsledná úroveň transkripce tedy nemusí záviset jen na primární 

struktuře DNA. My jsme vliv polymorfismu -1149 G/T na úroveň exprese mRNA PRL 

statisticky prokázali mezi genotypy GT-GG u zdravých kontrol, přičemž jedinci 

s genotypem GG produkovali vyšší hladiny mRNA PRL oproti zbývajícím. Ale jistý 

trend ve prospěch Stevensova tvrzení je patrný i u pacientů (Graf 13). Nicméně náš 

sledovaný soubor byl poměrně malý a zastoupení jednotlivých genotypů početně 

nerovnoměrné. 

Nezjistili jsme ani statisticky významný vliv tohoto polymorfismu na schopnost 

přežít infekční epizodu. Nicméně mrtvý pacient s genotypem GG byl pouze jeden a to je 

pro statistickou výpověď nedostačující. 
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6. Závěr  
 
 
 V rámci své diplomové práce jsem stanovila relativní hladiny mRNA PRL, 

TLR2 a TLR4 u 30 pacientů (u 20 přeživších 3 odběry) a 40 zdravých kontrol pomocí 

metody Real Time PCR. Dále jsem u všech určila SNP -1149 G/T metodou RFLP. 

Výsledná data jsem porovnala mezi sebou a následně je porovnala i s dostupnými 

klinickými daty. Dospěla jsem k těmto závěrům: 

 

• Během infekční epizody dochází k aktivaci exprese monocytárního 

prolaktinu. 

• Případná regulace exprese mRNA PRL prostřednictvím  TLR nelze 

vyvrátit, protože exprese mRNA TLR během infekce/sepse je 

signifikantně zvýšená. 

• Hladiny mRNA PRL zřejmě nemají žádnou regulační souvislost 

s hladinami ACTH, GH, sérového PRL ani kortizolu. 

• SNP -1149 G/T v oblasti periferního PRL promotoru zřejmě nemá 

vliv na sílu stersové odpovědi PRL, nicméně může ovlivňovat 

fyziologické hladiny mRNA PRL v monocytech. 

 
Hypotézu, že aktivace imunitního systému infekcí/sepsí vede ke zvýšení genové 

exprese mRNA PRL, TLR2, TLR4 v CD14+ monocytech, byla signifikantně prokázána 

u TLR2 a TLR4, nicméně podobný trend je znatelný i u PRL. Případnou regulaci 

exprese mRNA PRL prostřednictvím TLR během infekce/sepse nelze vyvrátit. 

Hypotézu, že exprese mRNA PRL dynamicky v průběhu hospitalizace klesá 

k normálním hodnotám jsem sice statisticky nepotvrdila, ale tento trend je evidentní. 

Obdobné změny mRNA TLR hladin během hospitalizace jsem neprokázala. 

Tyto výsledky byly prezentovány formou posteru na 14. Mezinárodním 

imunologickém kongresu v Japonsku v srpnu 2010 (viz. 8. Přílohy). Článek s výsledky 

předběžné studie z let 2008-09 byl publikován ve sborníku 2. Evropského 

imunolologického kongresu v Berlíně v září 2009 (viz. 8. Přílohy). 
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