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Abstrakt

Nezadouci reakce na kovy je pomérné Castd u senzitivnich jedincli a muze
vést k vyvoji riznych onemocnéni, jako naptiklad lichen planus a lichenoidni reakce
a popsan byl také vliv amalgdmu na patologii autoimunitnich onemocnéni. U
senzitivnich pacienti S kovovymi dentalnimi materialy muze dojit K atrofii sliznice
dutiny Ustni a pacienti udavaji také nepfijemné pocity v dutin€ ustni (paleni, fezani,
nadmérna salivace). Reakce na kovy obsazené v dentalnich materidlech je
popisovana jako alergicka reakce IV. typu oddalené piecitlivélosti, dochazi
Kk naruSeni obranyschopnosti organismu, zvySené cévni permeabilité, tkané jsou Casto
poskozeny chronickym zanétem a Vv mist¢ reakce se aktivuje také antigenné
nespecifickd slozka imunity. Pro reakce oddalené precitlivélosti je dulezita
kooperace bunék prezentujich antigen (makrofagy a dendritické buiky) a T bunék.

Monocyty jsou Klicové buniky imunitniho systému, které se jako bunky
prezentujici antigen, zejména po preméné v tkdnich v makrofagy, piimo podileji na
aktivaci imunitni odpovédi a jejich stimulace je tedy zdsadnim faktorem pfi rozvoji
nezadouci reakce na dentdlni materidly. V diplomové praci byla proto meéifena
produkce cytokini po stimulaci monocytii solemi kovli pfitomnych v dentalnich
materidlech. Ke zjiSténi rozsahu imunitni odpovédi pacientli na kovy byl pouzit test
proliferace lymfocytd (MELISA®), ktery byl vyvinut a patentovan ve Svédsku. Byla
porovnana proliferace lymfocytt po Kultivaci se solemi kovti pied primérné 12 lety a
nyni u pacienttl, u kterych byla pted 12 lety zjisténa pcecitlivélost na kovy a objevily
se u nich nezadouci uc¢inky, plynouci z pritomnosti kovli v dutiné ustni.

Bylo zjisténo, ze po odstranéni kovovych dentalnich materialt z dutiny ustni
dochazi u pacientl ke snizeni proliferace lymfocytt po stimulaci solemi rtuti, zeleza,
niklu a platiny. Stimulaci monocyti solemi kovi byla objevena u pacientl
S odstranénymi kovovymi dentdlnimi materialy sniZzena produkce GCSF, GM-CSF,
IL-10, IL-11, IL-12 a M-CSF ve srovnani s pacienty s piitomnosti kovi v dutiné
ustni. Také bylo prokdzano, ze HgCl; je schopen vyssi aktivace imunitni odpovédi ve
srovnani s NiCl,. Kov plisobi po vazbé na bilkovinu (jako hapten) na organismus

zfejmé vice sméry a dochézi k produkci mnoha cytokind.

Kli¢ova slova: dentalni materialy, monocyty, MELISA®, soli kovi, HgCl,



Abstract

Adverse reactions to metals is relatively frequent in sensitive individuals, and
may lead to the development of various diseases, such as lichen planus and lichenoid
reaction and was also described effect of amalgam to the pathology of autoimmune
diseases. In sensitive patients with known reactions to metals leads to atrophy of the
oral mucosa and discomfort (burning, cutting, excessive salivation).

Adverse effects of dental materials are described as an allergic reaction type
IV delayed hypersensitivity. It disrupt the immune system, increased vascular
permeability, tissue is often damaged by chronic inflammation and it is also activated
antigen-nonspecific component of immunity.

Monocytes are the key cells of the immune system, which act as antigen
presenting cells, in particular after conversion in the tissues into macrophages are
directly involved in the activation of immune responses and their stimulation is
therefore crucial for the development of adverse reactions to dental materials.

In the thesis was measured cytokine production by monocytes after
stimulation with metal salts. To determine the extent of the patients' responses to the
metals was used lymphocyte proliferation assay (MELISA®), which was developed
and patented in Sweden. We compared lymphocyte proliferation after stimulation
with metal salts 12 years ago and now in patients with hypersensitivity to the metal
salts 12 years ago and who had appeared side effects arising from the presence of
metals in the oral cavity.

It was found, that after removal of metallic dental materials of the oral cavity,
patients had reduced lymphocyte proliferation after stimulation with salts of Hg, Fe,
Ni and Pt. After stimulation of monocytes with metal salts was discovered reduced
production of GCSF, GM-CSF, IL-10, IL-11, IL-12 a M-CSF. Also it was shown,
that HgCl, is capable higher activation of the immune response compared with
NiCl,. Metals work by binding to a protein (as hapten) and had on the body more
directions, that leads to the production of many cytokines, whose levels are often

influenced.

Key words: dental materials, monocytes, MELISA®, metal salts, HgCl,
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1 Seznam zkratek

1.1 Zkratky

ACD alergicka kontaktni dermatitida (allergic contact dermatitis)

APC bunky prezentujici antigen

BDCA-2 antigen dendritickych bunék v krvi 2 (blood dendritic cell antigen 2)

CCL chemokinovy ligand

CCR chemokinovy receptor

CD diferenciacni antigen (cluster sof differentiation)

CD40L ligand molekuly CD40

CD62L ligand molekuly CD62

CR komplementovy receptor

CXCL chemokin C-X-C (C-X-C motif chemokine)

CXCR receptor chemokinu C-X-C (C-X-C chemokine receptor type)

Cys cystein

DC dendritické buiiky

DNA deoxyribonukleova kyselina

EPA Agentura pro ochranu zivotniho prosttedi (Environmental Protection
Agency)

FIt3-L (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand)

FOXP3 transkripéni faktor T regulaénich lymfocytt (forkhead box P3)

G-CSF rustovy faktor granulocytt

GM-CSF rustovy faktor granulocytti a makrofagt

GPCR receptor spojeny s G-proteiny (G protein-coupled receptor)

GSH glutathion

HBD-2 lidsky beta defensin 2 (human beta defensin-2)

HEMA hydroxyethylmetakrylat

HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1alfa)

HLA lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)

HMVEC lidské endotelidlni butiky (human microvascular endothelial cells)

HSA lidsky sérovy albumin (human serum albumin)

[-309 (CCL1) chemokinovy ligand s motivem C-C

ICAM-1 vnitrobunécna adhezivni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)

IFN interferon

IKK2 (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta)

IL interleukin



IL-3R
IL-6sR
IP-10
KU-812
LC

LPS
MCP
M-CSF
MDC
MELISA
MIG

mMiRNA (miR)
MIP

MRNA
NADPH
Neg
NF-xB
NK bunky
NKG2D
OLP
OLR
PBMC
PCG
pDC
PDGF
PGD,
Pos
PRR
PWM
RA
RANTES
riL-10
SSB
STNFR

receptor pro IL-3

solubilni receptor pro IL-6

protein indukovany IFN-y (interferon gamma-induced protein 10)
bazofilni bunééna linie

Langerhansovy bunky

lipopolysacharid

chemoatraktant pro monocyty (monocyte chemoattractant protein)
rustovy faktor makrofagli (monocyti)

chemokin produkovany makrofagy (macrophage-derived chemokine)

test proliferace lymfocyti (memory lymphocyte immuno-stimulation assay)
chemoatraktant produkovany vlivem IFN-y (monokine induced by gamma
interferon)

malé molekuly ribonukleové kyseliny

chemokin produkovany makrofagy pti zanétu (macrophage inflammatory
protein)

messengerova (informacni, mediatorova) ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

negativni kontrola

jaderny transkrip¢ni faktor kappa B (nuclear transcription factor kappa B)
ptirozeni zabijeci (natural killer)

receptor NK bunék

oralni lichen planus

oralni lichenoidni reakce

mononuklearni bunky v periferni krvi (peripheral blood mononuclear cells)
sklo s nanesenou vrstvou plazmy (plasma-coated glass)

plazmacytoidni dendritické bunky

rustovy faktor produkovany krevnimi destickami

prostaglandin D,

pozitivni kontrola

receptor rozpoznavajici struktury patogent (pattern recognition receptor)
Pokeweed mitogen

rodinnd anamnéza

chemokin (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted)
rekombinantni interleukin 10

protein, ktery se vaze na ssDNA (single strand binding protein)

solubilni receptor pro TNF



TARC

Tc
TGF-B
Th
Thio
TIMP
TLR
TNF
Trl
Tregs
TSLP

VCAM-1
VEGF
WHO

ZR

chemokin produkovany v thymu a po aktivaci bunék (thymus and activation
regulated chemokine)

cytotoxické T lymfocyty

transformujici ristovy factor beta (transforming growth factor beta)
pomocné T lymfocyty

thiomersal

inhibitor metaloproteinaz ve tkanich

receptory skupiny Toll (Toll-like receptor)

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

regulacni T buiiky 1 (T regulatory cells 1)

T regulacni lymfocyty

cytokin produkovany stromalnimi butikami thymu (Thymic stromal
lymphopoietin)

adhezivni molekula endotelialnich bunék (vascular cell adhesion molekule 1)
rustovy faktor endotelialnich bun¢k (vascular endothelial growth factor)
Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

zasobni roztok

1.2 Chemické slouceniny

Ag28

sulfid stéibrny

Al,(SO4);

AICl;

CdCl, . 2H,0

CoCl, . 6H,0

CrCl; . 6H,0
CuSO0O;,. 5H,0

Fe O3

HgCl,

CH3;COOAg
CHs3Hg", CH;CH,Hg"
MoO;

NazAu(S;03), . 2H,0
NH,PtCl, . 2H,0
NiCl, . 6H,0

NO

Pb(NO3),

siran hlinity

chlorid hlinity

dihydrat chloridu kademnatého
hexahydrat chloridu kobaltnatého
hexahydrat chloridu chromitého
pentahydrat siranu méd’natého

oxid zelezity

chlorid rtutnaty

octan stfibrny

kation methylrtuti, ethylrtuti

oxid molybdenovy

dihydrat dithiosiranu sodno-zlatného
dihydrat tetrachloroplatitanu amonného
hexahydrat chloridu nikelnatého
oxid dusnaty

dusi¢nan olovnaty



PdCl, chlorid palladnaty

SnCl, . 2H,0 dihydrat chloridu cinatého
TiCly chlorid titanity

TiO; oxid titaniCity

Zn0O oxid zinecnaty

ZnS0O, siran zinecnaty

210, oxid zirkonicity

1.3 Chemické znac¢ky prvki

Ag stiibro
Al hlinik
Au zlato

C uhlik

Cd kadmium
Ce cer

Cl chlor

Co kobalt
Cr chrom
Cu méd’

Fe zelezo

H vodik

Hg rtut’

Mn mangan
Mo molybden
N dusik

Na sodik

Nb niob

Ni nikl

) kyslik

Pb olovo

Pd palladium
Pt platina

S sira

Si kiemik
Sn cin

Ti titan



Zn
Zr

vanad
zinek

zirkonium



2 Uvod

V soucasné medicing se uplatituje stale se zvysujici pocet materialti. Biomaterialy
interaguji s biologickym systémem a vyznacuji se schopnosti vyvolat odpovidajici imunitni
odpovéd’ organismu. Dilezitou vlastnosti je biokompatibilita, mira snasenlivosti materialu
Vv biologickém systému. Ta je u materiald obsahujicich kovy ovliviiovana zejména
uvoliovanim kovovych iontd z jejich povrchu vlivem rozpustnosti a korozivnimi
vlastnostmi. Nezadouci reakce na kovy je u senzitivnich jedincti pomérné ¢asta a muze
dochazet k vyvoji riznych onemocnéni, jako naptiklad lichen planus a lichenoidni reakce a
popsan byl také vliv amalgdmu na patologii autoimunitnich onemocnéni. U senzitivnich
pacientl S kovovymi dentalnimi materidly muze dojit téz K atrofii sliznice dutiny Gstni a
pacienti uddvaji neptijemné pocity Vv dutiné Gstni (péaleni, fezdni, nadmernd salivace).

Nezadouci G¢inky dentalnich materialti jsou popisovany jako reakce IV. typu
oddalené precitlivélosti. Dochazi k naruseni obranyschopnosti organismu, ke zvyseni cévni
permeability, v misté reakce je aktivovana také antigenné nespecificka slozka imunity a
tkané jsou cCasto poSkozeny chronickym zanétem. Zejména po pulsobeni niklu muze
dochazet K projevu alergické kontaktni dermatitidy, ktera je popisovana jako reakce
oddalené precitlivélosti s moznou ulohou pfirozenych zabije¢t (NK bungk), které reaguji
na piitomnost niklu (jako haptenu) produkci interferonu-y (IFN-y), jehoz vysoka hladina je
typicka pro reakci oddalené precitlivélivosti. Aby dochazelo k produkci IFN-y T a NK
bunkami, je dllezity jejich kontakt s bufikami prezentujicimi antigen, které po aktivaci
produkuji IL-12. Interleukin IL-12 stimuluje T a NK bunky k produkci IFN-y.

Vzhledem k témto skute¢nostem jsme Vv této pilotni studii sledovali produkci
cytokint po stimulaci monocytt (adherentnich bunék) solemi kovii. Monocyty jsou klicové
bunky imunitniho systému, které se jako bunky prezentujici antigen, zejména po preméné
Vv tkdnich v makrofagy, pfimo podileji na aktivaci imunitni odpovédi a jejich stimulace je
tedy zasadnim faktorem pro rozvoj nezadouci reakce na kovové dentalni materialy.

Ke zjisténi rozsahu reakce pacientli na kovy byl pouzit test proliferace lymfocyti
(MELISA®), ktery byl vyvinut a patentovan ve Svédsku. Byla porovnana proliferace
lymfocytl po stimulaci solemi kovil, pfitomnych v dentdlnich materidlech, pted primérné

12 lety a nyni u pacientd, u kterych byla pted 12 lety zjisténa ptecitlivélost na kovy.
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3 Cile prace

Pacienti byli rozdé€leni do skupin podle toho, na ktery kov pred 12 lety vykazovali
nejvyssi hladinu proliferace lymfocyti (vyjadiené stimulaénim indexem), podle

pritomnosti kovil v dutin€ ustni, vyskytu alergie, onemocnéni a rodinné anamnézy.

Cile diplomové prace byly nésledujici:

1) Porovnat uroven proliferace lymfocyti po stimulaci kovy, pfitomnymi v dentalnich
materidlech, pfed primérn¢ 12 lety a nyni u pacientli, u kterych byla pted 12 lety
zjisténa precitlivélost na kovy (zejména nikl nebo rtut) a objevily se u nich
nezadouci G¢inky, plynouci z pfitomnosti kovll v dutiné astni. Zmény v proliferaci

lymfocytt analyzovat u vSech péti skupin pacienta.
2) Ur¢it zmény V produkei cytokini po kultivaci monocytli (adherentnich bunék) se

solemi kovi, které jsou slozkami dentdlnich materidli, a toto porovnani provést u

vSech péti skupin pacientt.

-13-



4 Prehled literatury

4.1 Imunitni reakce oddalené precitlivélosti

Imunitni reakce typu oddalené pfiecitlivélosti je dialezitym nastrojem bunécné
imunity. K aktivaci dochazi po imunizaci nebo infekci nejen intracelularnimi parazity a je
zprostfedkovdna antigenné specifickymi T bunkami. Dochazi k produkci cytokint,
zvysené cévni permeabilité¢ a v misté reakce se aktivuje také antigenné nespecificka slozka
imunity. Imunitni reakce je pln¢ dosazena po 48 hodinach a jeji hladina je udrzena nékolik
dni (Alexader and Curtis, 1979). Typicka je vysoka produkce IFN-y (interferon gamma)
(Schnorr et al., 2012).

Imunitni odpovéd’ typu Th1/Th2 (pomocné T lymfocyty) miize byt regulovana
pomoci mikroRNA miR-21. Jejim odstranénim bylo pozorovéano zvyseni produkce IFN-y,
a tedy aktivace imunitni odpovédi ve sméru Thl. Vazebnym mistem miR-21 je
podjednotka interleukinu IL-12p35. Pti ztraté miR-21 produkuji dendritické buiiky (DC)
po stimulaci lipopolysacharidem (LPS) vyss$i mnozstvi IL-12 (Lu et al., 2011).

Interleukin IL-12 je produkovan bunkami prezentujici antigen (APC), a tedy
monocyty, makrofagy, dendritickymi buiikami a B buiikami. Strukturou je to heterodimer
ze dvou kovalentné spojenych podjednotek p40 a p35 a je silnym aktivatorem T a NK
bunék, které ptisobenim IL-12 produkuji IFN-y (piehledné v Trinchieri, 1994).

4.1.1 Monocyty

Monocyty mohou byt izolovany z periferni krve gradientovou centrifugaci na
Ficollu a po adherenci v kultivaénich lahvich. Pozitivni selekce je ¢asto zprostifedkovana
protilatkami proti molekule CD14, pfitomné na monocytech (Zhou et al., 2012). Lidské
mononuklearni buniky jsou izolovany z periferni krve (PBMC) a po kultivaci
s endotelialnimi buiikami je ¢ast bunék schopen adherence na endotel za vzniku populace
krevnich monocyti CD11b+. Po 24 az 72 hodinach je dosazeno syntézy oxidu dusnatého
(NO), CD105, CD144 a VEGF-receptor2 (receptor pro rastovy faktor endotelialnich
bungk). Az 10 % PBMC vykazovalo adherenci na endotel a z nich odvozené monocyty
dosahovaly 30 % adherentnich bunék. Bylo objeveno, ze pasobenim TNF-a (faktor
nekrotizujici nadory) dochézelo k tvorbé dulezité adhezivni molekuly endotelidlnich bunék

VCAM-1 (Tso et al., 2012). Po kultivaci endotelialnich bunék s TNF-o byla zvysena
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exprese proteinu MCIP-1 (Monocyte chemoattractant induced protein-1). Tento protein byl
nalezen v monocytech v periferni krvi, které byly vystaveny uc¢inku MCP-1 (CCL2,
chemoatraktant pro monocyty). ZvySenim exprese MCIP-1 bylo pozorovano potlaceni
aktivace endotelu po pusobeni TNF-a, coz bylo detekovano sniZzenou produkci VCAM-1 a
tim 1 redukci adherence monocyti k endotelidlnim buiikdm. Protein MCIP-1 se zd4 byt
dilezitym faktorem v regulaci prozanétlivé aktivace endotelu (Qi et al., 2010).
Chemotakticky faktor pro monocyty MCP-1 ma vyznamnou roli v iniciaci a progresi rustu
nadoru. Produkovan muze byt nadorovymi i jinymi builkami a bylo prokdzano, Ze je
schopen aktivovat rist metastaz rakovinotvornych bunék prsu (Yoshimura et al., 2013).
Dalsim dilezitym chemokinem je MDC (macrophage-derived chemokin), produkovany
makrofagy nebo dendritickymi buiikami. Jeho chemotaktickd aktivita plisobi na monocyty,
dendritické builkky odvozené z monocyti nebo na NK bunky, které byly aktivovany
pusobenim IL-2 (Godiska et al., 1997).

Byl studovan vliv interleukinu IL-10 na adherenci (pfilnavost) monocytii, které
byly izolovany z periferni krve. U adherentnich monocytli bylo pozorovdno snizeni
exprese CD11b po piisobeni IL-10, zatimco hladina toll-like receptort TLR2 a TLR4 byla
zvySena. Pokud bunky ztratily pfilnavost k povrchim (nebo jinym bunkam) a byly
vystaveny pusobeni IL-10, bylo pozorovano zvySeni produkce IL-1B a solubilniho
receptoru Il pro TNF v buiikach (STNF R). Také je dosazeno stimulace fagocytozy (Petit-
Bertron et al., 2003).

Interleukin IL-1B je dulezitym zanétlivym faktorem, uplatiujicim se v akutnich
infekcich a zranéni. Adherence monocytl je vyznamnym signalem k produkci stabilni IL-
18 mRNA, ale k translaci je nutny i druhy signal zprosttedkovany lipopolysacharidem
(LPS). Regulace produkce interleukinu IL-1pB je spojena s funkci a skladanim cytoskeletu.
Na rozdil od pohyblivych bun¢k, IL-1 mRNA nebyla u adherentnich monocyti nalezena
v distalni nebo proximalni ¢asti aktinového cytoskeletu. Nejvétsi podil IL-1p mRNA byl

asociovan s intermediarnimi filamenty (Bocker et al., 2001).
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4.1.2 Makrofagy

Makrofagy jsou zahrnovany mezi profesionalni fagocyty. Rozpoznavaji cizorodé
struktury a nekrotické bunky prostiednictvim toll-like receptori na povrchu a dalSich
receptorli, rozpoznavajicich struktury patogenti (PRR, pattern recognition receptor).
Vyvijeji se z monocytll, jejichz tvorba zafind v kostni dfeni, poté cirkuluji krevnim
feCistém do perifernich tkdni, kde se méni na makrofagy. Do této populace bunék jsou
zahrnuty osteoklasty, mikrogliové bunky, Kupfferovy buiky, histiocyty (pfehledné
v Mosser and Edwards, 2008). Na Obr. 1 (str. 18) jsou znazornény rizné zpusoby aktivace
makrofagu.

Na makrofagové tkanové linii THP1 (monocyto-makrofagova linie lidského
puvodu) byla testovana imunitni odpovéd’ po stimulaci téchto bunék solemi kovi, které se
vyskytuji v dentalnich materidlech. Metodou RayBio® Human Inflammation Antibody
Array 3 byla méfena produkce cytokinii a tato hladina byla porovnavana s reakci
nestimulovanych bun¢k. Bylo zji§téno, ze ionty titanu podporovaly tvorbu MCP-1 a MCP-
2 a inhibovana byla produkce IL-6SR a IL-12p70. Po kultivaci se soli rtuti byla
signifikantné zvySena hladina MCP-2 a STNF-RI a sniZena u IL-12p70, IL-1a a ICAM-1
(vnitrobunééna adhezivni molekula). lIonty chromu zvySovaly produkci chemokinu
RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), STNF RI a
IL-8, sniZzeni hladiny bylo pozorovano u M-CSF (faktor stimulujici kolonie makrofagi),
IL-6sR a IL-la. Stimulaci bun&k soli kobaltu bylo dosazeno signifikantnimu zvySeni
produkce TNF-B a sTNF RI, potlacena byla tvorba M-CSF, IL-12p70, IL-1a a ICAM-1. Po
kultivaci se soli niklu byla pozorovana zvysena produkce IL-6 bunkami makrofagové linie
THP1 a signifikantné snizena byla hladina M-CSF, IL-6sRm 1L-12p70 a IL-1a. Vyznamna
byla i produkce cytokinii buitkami THP1 po kultivaci se soli palladia. Bylo pozorovéano
zvyseni tvorby TGF-f (transformujici rastovy faktor) a sSTNF RI a sniZena byla produkce
IL-6SR a IL-1a. Také byla objevena zvysena produkce IL-10 po stimulaci bunék titanem,
chromem a niklem (Venclikova et al., 2013).
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Obr. 1 Rizné zpusoby aktivace makrofagi. Klasickou cestou je makrofag aktivovan
prosttednictvim IFN-y, ktery je produkovan buiikami Thl, CD8+ T bunkami nebo NK buitkami
(buiiky vrozené imunity). K aktivaci mize dochazet také pisobeni TNF, ktery je uvolfiovan
z aktivovanych bun¢k prezentujicich antigen. Klasicky aktivované makrofdgy maji zejména
antimikrobidlni aktivitu. Alternativni cesta aktivace zahrnuje IL-4, ktery mize byt produkovan
Th2 bunikami nebo granulocyty. Alternativné aktivované makrofagy se uplatituji v reparaci tkani.
Regulacni makrofagy vznikaji plsobenim ridznych antigend, napfiklad imunitnich komplext,
prostaglandint, ligandu receptorti spojenych s G-proteiny (ligandy GPCR), glukokortikoidd,
apoptotickych bunék nebo interleukinu IL-10. Jejich hlavni ulohou je potlaceni imunitni odpovédi

prostfednictvim IL-10, ktery produkuji ve vysokém mnozZstvi (pievzato a upraveno z Mosser and
Edwards, 2008).
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4.1.3 Dendritické bunky

Dendritické buniky (DC) patii mezi ucinné buiky prezentujici antigen a jsou
dalezitou komponentou imunitniho systému. Kooperuji s T buitkami prostiednictvim svych
specifickych receptorii a dalSich adhezivnich molekul. RozliSujeme dvé populace DC,
myeloidni a plazmacytoidni. Myeloidni DC se vyznacuji povrchovymi markery CD123"
(IL-3Ra)/ CD11c” (CR4, komplementovy receptor) (Ayehunie et al., 2009). Vyvijeji se
z CD34" hematopoetickych progenitorovych bundk pisobenim GM-CSF (faktor
stimulujici kolonie granulocytti a makrofagi) a TNF-a. nebo z monocyti v pfitomnosti
cytokini GM-CSF a IL-4. Pod vlivem CD40L dozravaji a zacinaji produkovat interleukin
IL-12, ktery je dilezitym aktivatorem Thl bunécné linie. Pro rozpoznani cizorodych
struktur maji na povrchu toll-like receptory TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 a TLR8
(Jarrossay et al., 2001).

Plazmacytoidni DC se diferencuji z CD34" hematopoetickych bunék pod vlivem
FIt3-L (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand) (Chen et al., 2004) a dalSimi rastovymi
faktory jsou CD40L a IL-3. Vazbou antigenu na receptory dochazi k aktivaci a produkci
Th2 typu cytokinu, IL-4 a IL-10 (Rissoan et al., 1999). Mezi povrchové markery patii
CD123" (IL-3Rou)/ CD11c” (CR4) (Ayehunie et al., 2009). Dale se vyznacuji produkei IFN
a/f v odpovédi na viry a jsou tedy dilezité k udrZeni antivirového stavu. Rozpoznani vird

probiha prostiednictvim receptortt TLR7 a TLR9 (Jarrossay et al., 2001).

4.1.4 Bazofily

Bazofily jsou bunky imunitniho systému, které se uplatiuji zejména b&hem
alergické reakce. Produkci zéanétlivych mediatori by se tyto bunky mohly podilet na
rozvoji precitlivélivosti na kovy v dentdlnich materialech. Jejich vlastnosti je schopnost
adherence k vaskularnimu endotelu. Studie prokazala, Ze cytokiny IL-8 a RANTES
podporovaly adherenci bazofilni buné¢né linie KU-812 k endotelu. Dochazelo k aktivaci
migrace bazofild jen po pfedchozi stimulaci IL-5 nebo PMA (phorbol myristate acetate).
Interleukin IL-8 byl ptitom silnéjsim aktivatorem migrace a adheze k endotelu ve srovnani
s RANTES. Naproti tomu adheze byla utlumena plsobenim protilatek anti-CD18, anti-
CDl1c nebo protilatkami proti B1-integrinim. Adheze lidskych bazofilii byla ovliviiovdna

pouze protilatkami proti f2-integrinim (BACON et al., 1994).
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4.1.5 Eozinofily, neutrofily

Uloha pti rozvoji piecitlivélosti na kovy v dentalnich materidlech by mohla byt
pfisouzena 1 eozinofilim a neutrofilim. Ve tkani béhem alergické reakce je dosazeno
akumulace eozinofild, a proto byla studovana adherence lidskych eozinofilti a neutrofilda na
sklo s nanesenou vrstvou plazmy (PCG, plasma-coated glass) a na lidské endotelialni
buinky (HMVEC, human microvascular endothelial cells). Bylo objeveno, ze IL-5, IL-3 a
GM-CSF podporuji adherenci eozinofili. U neutrofilti IL-5 nevykazoval zadny tcinek, ve
srovnani s ostatnimi sledovanymi cytokiny. Dulezitou tulohu pti adherenci téchto bunék

maji leukocytarni integriny CD11/18 (WALSH et al., 1990).

4.2 Nezadouci reakce na kovy v dentalnich materialech

V soucasné medicin€ se uplatiiuje stale se rozvijejici a navysujici pocet materialt, a
to vcetné stomatologie. Biomateridly se vyznacuji interakci s biologickym systémem
(zivym organismem) a schopnosti vyvolat odpovidajici imunitni odpovéd’ organismu.
Dulezitou vlastnosti je biokompatibilita, mira snaSenlivosti materidlu v biologickém
systému, kterd je ovlivilovdna zejména uvoliiovanim kovovych iontli Z povrchu materialu
vlivem rozpustnosti materialu a korozivnimi vlastnostmi (Williams, 1987).

RozliSujeme také materidly bioaktivni, které ovliviluji metabolismus a funkci
okolnich bun¢k. Vyuzivd se potahovani povrchu biomateridlu za ucelem dosazeni lepsi
snasenlivosti organismu (Albrektsson and Johansson, 2001).

Nezadouci ucinky dentalnich materiald jsou popisovany jako vznik alergické
reakce IV. typu oddélené piecitlivélosti, ale také je pozorovan i jejich obecny negativni
vliv na imunitni systém nebo ovlivnéni psychického zdravi osob. Dochazi k naruSeni
obranyschopnosti organismu a casto také k poskozeni tkani chronickym zanétem
(ptehledné ve Forte et al., 2008; Rahilly and Price, 2003).

Pro kostni, ale také i dentdlni pouZiti je vhodnym materidlem titan, ktery se
vyznacuje vynikajici biokompatibilitou. Tvorbou stabilni pasivacni vrstvy na jeho povrchu
je rovnéz vysoce korozivné odolny (Smith et al., 1997; piehledné v Sykaras et al., 2000;
Frisken et al., 2002; Akagawa and Abe, 2003). Abrazi ale mize dochazet k naruSeni
pasivacéni vrstvy a reakci uvolnénych sloucenin kovil s bunéénymi strukturami organismu
(ptehledné v Jacobs et al., 1998). Korozi materialu jsou uvoliiovany kovové ionty, které
mohou zpusobovat lokalni zanétlivou reakci a poSkozovat strukturu kosti (Evans et al.,

1974; Merrit et al., 1996; Lalor et al., 1991; Morais et al., 1998; Jacobs et al., 1998;
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Fernandes et al., 1999), coz miiZze vést az ke ztrat¢ implantovaného materialu (Lalor et al.,
1991; Jacobs et al., 1998; Fernandez et al., 1999). Titan byl objeven v dentinovych
kanalcich zubt oSetfenych kovovymi dentalnimi materialy (Venclikova et al., 2007).

U citlivych jedinci mohou korozivni produkty kovi vyvolat chronicky zanét.
Dochazi k vazbé haptenu (kov navézany na bilkovinu) na receptory pamétovych T bunek,
které byly aktivovany specifickym antigenem v minulosti. Po novém setkani téchto bunék
s antigenem dochazi k jejich aktivaci, produkci cytokind a vyvoji zanétu s projevy na
raznych mistech lidského téla, kde jsou depozita kovi (Sterzl et al., 1999a,b).

Vyznamnd je také geneticka predispozice pii intoleranci kovii. U pacientil
s precitlivélosti na kovy byla objevena zvysena frekvence HLA-B37 (HLA, lidsky
leukocytarni antigen), HLA-B47 a HLA-DR4 a naopak v mensi mite byl zastoupen HLA-
DR7 (Saito et al., 1996; Prochazkova et al., 2000).

Odhojovani dentalnich implantati bylo ve vys§i mife potvrzeno u kufakl
(Lemmerman and Lemmerman, 2005). Negativni roli ma snizeni prokrveni a rovnéz i
inhalace tézkych kova (nikl, kadmium) obsazenych v cigaretovém Kkoufi spole¢né
s nikotinem, dehtem, oxidem uhelnatym a dal$imi slou¢eninami (Nada et al., 1999).

Titan je vyuzivan ve stomatologii, zejména ve form¢ oxidu titanicitého TiO,, také jako
slozka zubnich past a jako pigment v dentdlnich materidlech (Dupre et al., 1985).
V tkénich, lymfatickych uzlinach a plicich dochézi jeho zavedenim do lékatské praxe ke
zvySovani koncentrace titanovych iontt (Parr et al., 1985; Abdallah et al., 1994; Torgersen
et al., 1995a, 1995b; Haug et al., 1996; Matthew and Frame 1998b). Castice titanu byly
nalezeny v lysozomech makrofagi (Mitchell et al., 1990; Lalor et al., 1991; Revell and
Lalor 1995; Katou et al., 1996; Matthew and Frame 1998; Frisken et al., 2002).

U pacientl s precitlivélosti na dentalni materialy se objevuji subjektivni ptiznaky:
ustni dyskomfort, ktery zahrnuje pachut’ v ustech, vazké sliny, nadmérnou salivaci, paleni
a fezani na sliznicich. Mize dochazet k chronické inavé, koznim reakcim, bolestem hlavy,
nadmérnému poceni, zvraceni a pifipadné¢ az k porucham dechu a srde¢niho rytmu
(Prochazkova et al., 2004a,b,c). Popsan byl rovnéz rozvoj autoimunitnich onemocnéni
(SunzletaL,1999&b;BéﬂovéetaL,2003;PumhézkovéetaL,2004&b)

Bylo zjisténo in vitro studii, ze kovy nikl Ni (NiSOyq, 5 %), kobalt Co (CoCl,, 1 %),
chrom Cr (K,Cr,07; 0,5 %), palladium Pd (PdCl,, 1 %) a zlato Au (Na3[Au(S,03),]; 0,5
%) aktivuji Thl 1 Th2 imunitni odpovéd. Kultivaci soli jednotlivych kovi s PBMC a
naslednou detekci cytokint (IL-2, IFN-y, IL-4, 1L-13) byla objevena signifikantné vyssi
hladina IL-2 a IL-13 u chromu, IL-2 a IL-4 u palladia, IL-13 a IFN-y u zlata a imunitni
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odpovéd’ na nikl byla zprostfedkovana vSemi ¢tyfmi testovanymi cytokiny (Minang et al.,
2006a).

Mechanickym opotiebenim nebo korozi se mohou do organismu uvolnovat
Castice implantatu. Byl studovan vliv uvolnénych ¢astic z implantatu s obsahem slitiny Co-
zprostiedkovana TNF-a. Hladina interleukinu IL-6 byla po 6 hodinach stimulace snizena
(Kanaji et al., 2009).

Pichled sloZeni vybranych dentalnich slitin je shrnut v nasledujici tabulce Tab. 1.

Tab. 1 SloZeni vybranych dentalnich slitin na trhu.

Oralium® Heranium
Oralium* L Koldan® . Wiron® 99°  Aurosa™®
Ceramic TH

Ag [hm. %] - - 89,9 - - 44,8
Au [hm. %] - - - - - 20,0
C [hm. %] <1,0 - - 0,15 max. 0,02 -
Ce [hm. %] - - - - 0,5 -
Co [hm. %] 63,5 61,0 - 63,5 - -
Cr [hm. %)] 28,5 26,0 - 28,0 22,5 -
Cu [hm. %] - - - - - 14,4
Fe [hm. %] <10 <1,0 - - 0,5 -
Mn [hm. %] <1,0 <10 - 0,6 - -
Mo [hm. %] 58 6,0 - 6,5 9,5 -
N [hm. %)] - - - 0,25 - -
Nb [hm. %)] - - - - 1,0 -
Ni [hm. %] - - - - 65,0 -
Pd [hm. %] - - - - - 20,0
Si [hm. %] <10 1,2 - 1,0 1,0 -
Sn [hm. %] - - 9,3 - - -
W [hm. %] - 5,0 - - - -
Zn [hm. %] - - <10 - - <10

! Prevzato z http://www.safina.cz/sites/www.safina.cz/files/soubory/oraliumtechnickulist.pdf

2 prevzato z http://www.safina.cz/sites/www.safina.cz/files/soubory/oraliumceramictechnickulist.pdf

3 Prevzato z http://www.safina.cz/sites/www.safina.cz/files/soubory/koldantechnickulist.pdf

4 Prevzato z http://heraeus-dental.se/media/webmedia_local/media/hera/66034837_Legierungstabelle GB.pdf
® Prevzato z http://begousa.com/media/Wiron99_brochure.pdf

b Prevzato z http://www.safina.cz/sites/www.safina.cz/files/produkty/soubory/aurosatechnickulist.pdf
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http://heraeus-dental.se/media/webmedia_local/media/hera/66034837_Legierungstabelle_GB.pdf
http://begousa.com/media/Wiron99_brochure.pdf
http://www.safina.cz/sites/www.safina.cz/files/produkty/soubory/aurosatechnickulist.pdf

Oralium® Ceramic je dentilni kobaltova slitina bez obsahu niklu a berylia pro
kovokeramické prace, s velmi vysokou pevnosti (typu 4), velmi dobrou korozni odolnosti a
biokompatibilitou. Ze slitiny Ize zhotovovat korunky, méistky malého i velkého rozsahu®. Oralium
je kobaltova dentalni slitina na odlitky, bez obsahu niklu a berylia, s velmi vysokou pevnosti (typu
5). Pouziva se na konstrukce snimatelnych nahrad. Vyznacéuje se velmi dobrou korozni odolnosti a
biokompatibilitou'. Koldan je stiibrna dentalni slitina na odlitky s nizkou pevnosti (typu 0), ktera
je uréena pro jednoduché kotenové inlaye (pii zhotovovani korunkovych nastaveb z nekovového
materialu). Pfi pouZiti slitiny na nastavbu korunky mize dochazet ke korozi této slitiny. Korozni
produkty slitiny mohou u né€kterych lidi vyvolat vedlej§i nezadouci t€inky a neodstranitelna
pigmentova zbarveni dasn&®. Aurosa® je dentalni slitina (Ag-Pd) se snizenym obsahem zlata.
Vyznacuje se dobrou zpracovatelnosti, korozni odolnosti a velmi vysokou pevnosti. Pouziti nachazi
pro odlitky zubnich nahrad vystavené velmi vysokému namahani (korunky, mustky, spony, timeny

apod.)®.

V chronickych zanétlivych procesech se zd4d mit dileZitou roli vitamin B, biotin.
Byla porovnana produkce cytokinu IL-1p makrofidgovou bunécnou linii v pfitomnosti
biotinu. Vysledkem byla inhibice produkce IL-1p in vitro. Také bylo objeveno, zZe slezinné
buiiky mysi s potravou neobsahujici biotin produkuji zvySené mnozstvi IL-18 (Kuroishi et

al., 2009).

4.2.1 Rtut

Utinkim rtuti jsme vystaveni zejména v disledku pouZivani amalgamovych
dentalnich vyplni. Anorganickou rtut (Hg2+) nalezneme také v potravinach a vyznamnym
zdrojem intoxikaci je i organicka rtut (CHsHg®, CHsCH,Hg"), kterou piijimame
predev§im v rybach a dalSich moiskych zivociSich nebo aplikaci vakcin (thiomersal)
(ptehledné v Clarkson et al., 2003). Organicka i anorganicka rtut’ byly prokazany v krvi i
mozku (Bjorkman et al., 2007).

Dentalni amalgam

Rtut’ se za normalni pokojové teploty nachazi v kapalné fazi (pfehledné v Ugar and
Brantley, 2011). V dentdlni medicin¢ je amalgam hojné vyuzivanym materialem.
Pouzivana slitina obsahuje asi 50 % rtuti ve smési se stiibrem, cinem a médi (sloZeni viz

Tab. 2). Stale vice se zvySuje ohlas na toxické G¢inky rtuti na pacienty i zdravotnicky
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persondl. Byl zjistén vliv amalgdmovych vyplni u téhotnych Zen na vyvoj autismu u
narozenych déti. ZvysSené riziko bylo prokdzdno u Zen s vice nez 6 amalgdmovymi
vyplnémi, jejichz déti mély 3,2krat vyssi riziko k diagnéze autismu, lehké (méné nez 5
amalgamu) nebo téz§i formy onemocnéni (Geier et al., 2009).

Bezpecnost tohoto dentalniho materialu je hojné diskutovana, zejména vzhledem
K uvoliiovani elementarni rtuti ve formé par zamalgamovych vyplni v dutiné ustni.
Sledovana byla zména koncentrace rtuti v organismu. Po vyjmuti amalgami z dutiny Gstni
byla pozorovana snizena koncentrace rtuti v moci (Olstad et al., 1987). Rtut’ je uvoliiovana
z amalgamovych vyplni pfevazné ve formé par a byla prokazana v dutiné ustni (Vimy and
Lorscheider, 1985ab). Data z provedenych studii potvrzuji, ze v dutiné ustni dochazi ke
kontinualnimu uvoliiovani rtuti z amalgamovych vyplni. Doba uvoliiovani je ovliviiovana
mnoha faktory, jako naptiklad plochou povrchu vyplné, v€kem osoby a také pfijmem
potravy, slozenim amalgdmu a silou povrchové vrstvy oxidu. Pary rtuti se rozpoustéji do
vzduchu nebo slin v dutin¢ ustni (pfehledné¢ v Ugar and Brantley, 2011). Vzhledem
K u¢inktm rtuti na organismus Evropska komise v sou¢asné dob¢ uvazuje o zakazu pouziti

dentalniho amalgamu v roce 2018.

Rtut’ mize ovlivnit organismus mnoha cestami:
Inhalaci par elementarni rtuti, uvolnénych v dutin¢ ustni z amalgamovych
vyplni.
Mechanickym opotfebovanim dentalniho amalgdmu a uvolnénim malych Eastic,
kter¢é mohou také vznikat pfi umisténi nebo vymeéné vyplné a tyto Castice
mohou byt nasledné polknuty.
Koroznimi produkty anorganické i elementarni rtuti, které se polknutim
dostavaji do organismu.
Mize byt vytvofena ,tetovaz“, kdy jsou Céastice amalgdmu (zejména stiibra)
zakotveny v prilehlé mekké tkani (ptehledné v Ugar and Brantley, 2011; Joska
et al., 2009; Venclikova et al., 2007).

Mechanickym opotfebovanim amalgamu (zZvykdni, otirdni) miize dochéazet ke
zvySenému uvolovani elementarni rtuti z dentalnich vyplni (Vimy and Lorscheider,
1985a), pfitom uvolfiovana muze byt rtut’ také ve formé organické nebo jejich koroznich
produktt (ptehledné v Ugar and Brantley, 2011).

V nasledujici tabulce (Tab. 2) je shrnuto slozeni vybranych dentalnich amalgamut

na trhu.
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Tab. 2 SloZeni zakladu jednotlivych dentilnich amalgamii na trhu. Rtut byva
v amalgamu pfiblizné v poméru 1:1 k zékladu, jehoz slozeni u vybranych dentalnich amalgamut na

trhu je uvedeno v tabulce.

SEPTALLOY® SEPTALLOY™®

Dispersalloy®’ SECURALLOY?® NO GAMA 2 - NO GAMA 2 -
NG 70 NG 50
Ag [hm. %] 69,3 60,0 70,0 50,0
Cu [hm. %] 11,8 12,0 11,0 20,0
Sn [hm. %)] 17,9 28,0 18,5 30,0
Zn [hm. %] 1,0 - 0,5 -

Z amalgamovych vyplni dochéazi k uvoliiovani toxickych sloucenin rtuti, zejména
ve form¢ chloridu rtutnatého HgCl,, ktery in vitro vazbou na bilkovinu (jako hapten)
podporuje proliferaci lidskych lymfocyti v krvi. K aktivaci imunitnich bun€k je ovSem
nutna mnohem vys$i koncentrace, nez ktera byla nalezena in vivo v organismu. Ukazuje se,
ze preferencné jsou slouceninami HgCl, vazanymi na bilkovinu aktivovany CD4+ T
bunky, jejichz proliferace a aktivace dosahuje maximalni hodnoty v 6. dni kultivace.
K plné aktivaci T bunék je dilezitd kooperace s CD14+ (koreceptor TLR4 pro rozpoznani
LPS) buiikami (LOFTENIUS, EKSTRAND and MOLLER, 1997).

Bylo objeveno, Ze u pacientl s prokdzanou ptecitlivélosti na rtut’ a s autoimunitni
thyroiditidou médium po stimulaci PBMC roztokem HgCl, obsahuje SSB/La
autoprotilatky. Dentalni amalgam tedy muze byt vyznamnym faktorem pii tvorbé
protilatek proti jadernym antigenum (Bartova et al., 2003). V porovnani s pacienty bez
piecitlivélosti na rtut’” dochazi u 0sob s intoleranci rtuti ke snizené produkci IFN-y a ke
zvySeni poctu protilatek proti spermiim V supernatantu lymfocytlh po stimulaci soli rtuti

(Podzimek et al., 2005).

" Ptevzato z http://www.dentsplymea.com/products/restorative/amalgams/dispersalloy
8 Ptevzato z http://www.septodont.co.uk/products/securalloy?from=251&cat=7

® Pfevzato z http://www.septodont.co.uk/products/septalloy-ng-70?from=251&cat=7
19 prevzato z http://www.septodont.co.uk/products/septalloy-ng-70?from=251&cat=7
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http://www.septodont.co.uk/products/septalloy-ng-70?from=251&cat=7

Organicka rtut

Expozici rtuti ve formé CH3Hg" je dosazeno zejména pozitim potravy bohaté na
ryby a jiné moiské zivoCichy. Zasazen je ptfedevsim mozek, dochéazi k destrukci neuronti
v mozkové kiife (zrakova oblast) a k zaniku granularnich bundk moze¢ku. Casto se
objevuje latentni faze (tydny nebo meésice) mezi expozici rtuti a klinickymi symptomy
(pfehledn¢ v Clarkson et al., 2003). Organizacemi WHO (Svétova zdravotnicka
organizace) a EPA (Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi) byla stanovena bezpe¢na
davka methylované rtuti, jedna se o rozmezi hodnot od 0,7 ug/kg vahy/tyden do 3,3 ug/kg
vahy/tyden (Clements et al., 2000).

Vytvofeni sloucenin rtuti CHsHg" (biometylace) je znazornéno na nasledujicim
obrazku Obr. 2.

MeH z
o Biometylace
Diphenyl-Hg Dimethyl-Hg
1
Phenyl-Hg*
Elemental Hg
t Hg#* —— Methyl-Hg*
= .
MeHg Hg
sediment

Obr. 2 Expozice organické rtuti. Rtut' ve vodnych sedimentech je pieménéna
mikroorganismy na methylovanou rtut (MeHg, CH3Hg"), ktera se dostavd do t&l moiskych
zivo€ichl. Konzumaci motskych ryb a jinych zivocichil je intoxikovan organickou rtuti clovek

(pfevzato a upraveno z Clarkson et al., 2003).
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Thiomersal

Thiomersal je organicka slou¢enina rtuti, ktera je vyuzivana vice nez 60 let jako
antimikrobialni latka ve vakcinach, napiiklad diphteria-tetanus-pertussis, tetanus toxoid,
hepatitis B, Haemophilus influenzae typ b. Nepouziva se do Zivych bakterialnich nebo
virovych vakcin (Clements et al.,, 2000). Schéma aplikace a distribuce thiomersalu

Vv organismu po aplikaci vakcin je znazornéna na obrazku Obr. 3.

(( 4 1\ \

/ 1
J | BP’M‘S'HSCH:CH; . ‘\ 1
A ‘~‘- ~_ \" A~ L |

. — 4
. - A3

—> CH CHs
Plazma V'°'-S'“g :
Plazma_-SH

prot

Thiomersal

Obr. 3 Intramuskularni aplikace thiomersalu (ethylHg, CH;CH,Hg").

Po injekci thiomersalu dochazi k uvolnéni ethylHg (St€penim vazby sira-rtut’), ktera
reaguje S thiolovymi skupinami proteind (Prot-SH) a nizkomolekularnimi thioly (Cys-SH a
redukovany glutathion GSH). Z thiomersalu se dale §tépenim uvolfiuje thiosalicylat, ktery neoplyva
vyznamnymi toxickymi uéinky. Komplex ethylHg-cystein (Cys-SHgCH,CH;3;) muze byt
exportovan ze svalové buiky bud’ membranovym transportnim proteinem do plazmy (protein
znazornén cervené) nebo vymeénnou reakci s membranovymi proteiny obsahujicimi thiolové
skupiny (znazornén zluté). Komplexy ethylHg s GSH (GSHgCH,CH3) mohou byt transportovany

pouze vymeénnou reakci pfes transmembranovy protein (znazornén zlut€). Tyto komplexy mohou
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byt vplazmé pretvofeny vazbou Plazmaprot-SH (proteiny s thiolovymi skupinami pfitomné
v plazmé¢). Nizko- a vysokomolekularni komplexy rtuti byly nalezeny v intersticialni tekutiné a
mohou se vyskytovat i v ledvinach (Kpo-S-HgCH,CHg), jatrech (Lpo-S-HgCH,CH3) a mozku
(Bprot-S-H9CH,CHj3) (pfevzato a upraveno z Dérea et al., 2013).

Vyssi toxicitou se vyznacuje organicka rtut’ ve srovnani s anorganickou formou.
Byl porovnavan vliv thiomersalu, methylované rtuti a HgCl, v riznych koncentracich na
zivotnost leukemickych bunék. Thiomersal byl Gi¢inny na snizeni Zivotnosti buné¢k jiz pii
koncentraci 1 umol/l, methylovana rtut’ az pfi koncentraci 50 pmol/l a anorganicka rtut
(HgCl,) neovliviiovala zivotnost bunék (GUZZI et al., 2012).

4.2.2 Zinek

Zinek patii mezi esencialni stopové prvky a ucastni se fady fyziologickych funkci
v organismu. Ma funkce katalytické, dale je strukturnim prvkem metaloenzymi a
vyznamna je i jeho regulaéni funkce na bunééné trovni. Hojné je vyuzivan v dentalnich
vyplnich (piehledné v Yoshihisa and Shimizu, 2012).

Nanocastice oxidu zine¢natého ZnO vyvolavaji apoptdézu a nekrdézu makrofagu,
které se uplatiiuji pti odstranéni inhalovanych nanocastic a v regulaci imunitni odpovédi.
Kultivaci mys$i makrofagové bunééné linie dochazelo k fragmentaci DNA a vytvofeni
apoptotickych télisek. Dulezitou ulohu se zd4d mit kaspdza-3 a ufinkem ZnO dochazi
k akivaci pouze vnitini apoptotické kaskady. Dochazi k oxida¢nimu poSkozeni DNA a
vzniku reaktivnich kyslikovych intermediati G¢inkem NADPH-oxidazy (Wilhelmi et al.,
2013).

4.2.3 Stiibro

Stiibro Ag je nejcastéji zastoupeno v dentalnich materialech ve formé slitin s cinem
Ag-Sn a oba kovy jsou slozkami dentalniho amalgamu (viz Tab. 2). Studie se zabyvala
vlivem kovu na oralni mukozni tkan u pacientli s amalgadmovou ,,tetovazi‘ nebo kovovymi
pigmentacemi v dutiné ustni (Joska et al., 2009; Venclikova et al., 2007). Ve vétsiné
ptipadl byly kovy Ag-Sn prokézany ve tkani dutiny Ustni. Stfibro tvoii stabilni slouceniny
AQ.S, které jsou ukladany ve struktufe kolagenu, bazalni membrané a buikéach vaziva
(AOYAGI and KATAGIRI, 2004).

-27-



4.2.4 Titan

V krvi pacientd s dentdlnimi nebo kycelnimi implantaty na béazi titanu nebo
zirkonia byla prokazana zvysena hladina IL-8. Interleukin IL-8 je produkovan osteoblasty
a napiiklad také monocyty v periferni krvi. U titanovych implantati dochazelo in vitro
k vyssi expresi genu pro IL-8 v porovnani se zirkoniem (Quabius et al., 2012).

Titan se pro vyuziti jako dentalni material ¢asto upravuje. Alternativou je syntéza
TiO, nanovrstvy na povrchu Cistého titanu elektrochemickou oxidaci na anod¢. Pramér
vytvorené vrstvy se udava kolem 70 - 100 nm a pfipraveny dentalni material ma vybornou
antibakterialni aktivitu (Cui et al., 2012).

Dalsi studie se zabyvala aktivaci imunitni odpovédi pii kultivaci dendritickych
bun€k s titanovymi disky srtzné upravenym povrchem. Titan pfed oSetfenim, titan
S povrchem piskovanym a leptanym kyselinou podporovaly maturaci dendritickych bunék
a zvySeni exprese CD86, zatimco po kultivaci DC s titanem s modifikovanym povrchem
bunky vykazovaly nezraly fenotyp a aktivovaly protizanétlivou imunitni odpovéd'.
Stimulaci DC titanem pfed oSetfenim bylo pozorovano zvySeni produkce MCP-1
VvV porovnani S titanem s modifikovanym povrchem. Modifikovany titan se vyznacoval
povrchem s vysokou hydrofilitou, neméné dilezity byl obsah kysliku a titanu, ktery byl
zvySen v porovnani s ostatnimi povrchy. Drsnost povrchu modifikovaného titanu byla
stejna jako u titanu piskovaného a leptan¢ho (Kou et al., 2011). Také bylo zjisténo, Ze titan
(slitina Ti6Al4V) leptany kyselinou vykazoval zvySenou proliferaci osteoblastii a nizkou
produkci prozanétlivych cytokinti, ve srovnani s titanovym povrchem lesténym, plazma-
sprejovanym a S oxidem zirkoni¢itym ZrO, (Kubies et al., 2011).

Pro meziobratlové pouziti byla testovana biokompatibilita implantatu s titanovym
povrchem a jadrem slozenym z C/C (uhlik/uhlik) kompozitu. Kompozit C/C byl potazen
polymerem o obsahu hydroxyethylmetakrylatu (HEMA). Bylo pozorovano zvySeni
biotolerance a zvyseni tvorby nové kostni tkané kolem implantovaného materialu, pokud
byl HEMA obohacen o 1 % kolagenu. Adheze a aktivace imunitnich bunék na implantatu
byly vyhodnoceny méfenim prozanétlivych mediatordi TNF-o a IL-8 (chemokin). Byla
zjisténa sniZzend hladina obou cytokini u C/C kompozitu potazené¢ho polymerem S

obsahem HEMA (Pesakova et al., 2005).
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4.2.5 Nikl

Nikl je velmi rozsifeny naptiklad v mincich nebo bizuterii. Vyuziti nachazi také
v ortopedii. Po vstupu do biologického systému casto dochazi ke korozi kovu a uvolnéni
jontt Ni**. Pozitivni reakce (precitlivélost, kontaktni alergie) na nikl byla béhem studie
pozorovana az u 13,1 % sledovanych osob (Schifer et al., 2001).

Pouzivanou slitinou je v poslednich letech Nitinol s obsahem niklu a titanu. Tato
slitina se vyznaCuje tvarovou paméti, a proto je pouzivana zejména pro piipravu
samorozpinacich stentli, okludérti nebo naptiklad obalii kardiostimulatort. U sledované
pacientky byl 3. den po vlozeni Amplatzerova okludéru pozorovan vyvoj tézkého
generalizovaného exantému (vysev eflorescenci na kuzi) S postupnou progresi.
Amplatzeriv okludér je mimo jiné pouzivan ke katetrizacnimu uzavieni perzistujiciho
foramen ovale, tj. otvoru v srde¢ni pfepazce savcl, nachazejici se mezi pravou a levou sini.
Potize pacientky ustaly az po vyjmuti zafizeni. Epikutannimi testy byla u pacientky
zjisténa piecitlivélost na nikl a prolifera¢nim testem MELISA® byla objevena zvyiena
reakce na nikl a zejména na titan (B&lohlavkova et al., 2011).

Piecitlivélost na nikl je popisovana jako reakce oddalené piecitlivélosti
zprostiedkovana specifickymi T bunkami, ale zda se, Ze ulohu mohou mit i jiné imunitni
bunky. Bylo objeveno, ze NK buiiky po stimulaci niklem produkuji IFN-y. Dilezitou
ulohu zde ma receptor NK bunék NKG2D (Kim et al., 2009).

Imunitni odpovéd’ na nikl mize byt snizena plisobenim Trl bunék (T regulatory
cells 1), které se vyznacuji produkei cytokinti IL-10 a IL-5. Bunky Trl byly izolovany
z kize pacientd oSetfené NiSO4 a z jejich periferni krve. Tyto builkky se vyznacovaly
expresi povrchovych molekul CD25, CD28, CD30, CD26 a 2 tetézce receptoru pro IL-12.
Pii kultivaci monocyti s Trl klony bunék byla pozorovéna sniZenad schopnost stimulovat
Thl specifické buiiky, mechanismem Ucinku je inhibice diferenciace dendritickych bun¢k
z monocytd jako uc€innych bunck prezentujicich antigen. Tento inhibicni vliv je
zprostiedkovan sekreci IL-10 bunéénou populaci Trl (Cavani et al., 2000).

V zachovani imunitni tolerance vu¢i niklu jsou dilezit¢ CD25+ regulacni T
lymfocyty (Tregs), které byly izolovany z periferni krve zdravych dobrovolniki a pacientt
s ptecitlivélosti na nikl. U pacientl s prokdzanou reakci na nikl byla objevena sniZenéa nebo
chybéjici schopnost Tregs inhibovat efektorové CD4+ a CD8+ T bunky (Cavani et al.,
2003).
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K aktivaci imunitni odpovédi po plsobeni niklu na kiizi dochézi prostfednictvim
Langerhansovych bun¢k (LC), které jsou oznaCovany jako nezralé dendritické bunky
pritomné v kiizi. Po stimulaci niklem migruji do lymfatickych uzlin a aktivuji T lymfocyty.
K této migraci je ziejmé dulezity chemokinovy receptor CCR7, jehoz exprese je
pusobenim niklu, vazaném na bilkovinu (jako hapten), zvySovana. K migraci LC do
lymfatickych uzlin ma vyznamnou roli IL-18 a TNF-a, jehoZ neutralizaci dochazi
k ¢aste¢nému potlaceni exprese CCR7 po pusobeni niklu (Boisleve et al., 2004).

Nikl stimuluje produkci IL-10 po kultivaci s PBMC a také byla zjisténa zvySena
produkce cytokini IL-4, IL-13 a IFN-y. Pokud byl pfi kultivaci bunck piidan
rekombinantni IL-10 (rIL-10) bylo pozorovano potlaeni produkce vSech zminénych
cytokinli. Vys$8i mirou byla ovSem inhibovana produkce IFN-y (Minang et al., 2006b).
Vyznamnou tlohu by mohla mit populace yd T bungk, jejichz pocet byl zvysen v Krvi
pacientt s prokazanou reakci na nikl (vazany na bilkovinu). Pfevazujici bunéénou populaci
jsou CD4+ T buiiky, které se vyznacuji produkei cytokind IL-17, IL-22 a IFN-y (Dyring-
Andersen et al., 2013). V menS$im mnozstvi jsou aktivovany i CD8+ T buiiky, které
vyvolavaji lyzu ostatnich bun¢k a pfevazujicim lytickym mechanismem je pusobeni
perforinu (Moulon et al., 2003).

Pfi stimulaci imunitni odpovédi na ionty niklu (Ni**) byla prokézana uloha
signaliza¢nich kaskady IKK2/NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) a angiogenni kaskady zprostiedkované faktorem HIF-1a (hypoxia
inducible factor). Aktivaci transkripéniho faktoru NF-«B dochazi k vyvoji zanétlivé
imunitni odpovédi po expozici nikelnatych slou€enin. Stimulace HIF-la zahrnuje
proliferaci, aktivaci metabolismu, signalizaci bun¢k a tvorbu prozanétlivych mediatord,
zejména interleukinu IL-6 (Viemann et al., 2007).

V aktivaci imunitni odpovédi na ionty Ni** mohou mit roli komplexy Ni%*
salbuminem (HSA, lidsky sérovy albumin). Bylo prokézano, ze komplexy HSA-Ni
podporuji aktivaci T bunék. Pfitom ani albumin, ani jeho N-terminalni peptid, ktery vaze
nikl, neurcuji antigenni specifitu. Také bylo pozorovano, ze po rychlém pohlceni komplexi
bunkami prezentujicimi antigen, nedochazi k vazb¢ téchto struktur na povrchu v asociaci
s HLA antigeny (Thierse et al., 2004).

Mnoho studii se zabyva snahou ur€it populaci bunék odpovédnou za vznik
precitlivélosti na kovy (alergické kontaktni dermatitidy). Na zaklad¢ produkce chemokinti
byla méfena migrace CD8+ a CD4+ T bunék, které byly aktivovany niklem. Faktory
CCL17 (TARC, Thymus and Activation Regulated Chemokine) a CCL22 (MDC)
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podporovaly ve tiikrat vyssi mife migraci CD4+ T bun¢k ve srovnani s CD8+ T bunkami.
Dvakrat vice byly stimulovany bunky CD8+ t¢inkem chemotaktického faktoru CXCL10
(IP-10, Interferon gamma-induced protein 10). Na populacich CD4+ a CD8+ T bunék byla
pozorovana zvysSena exprese molekul CCR4 a CXCR3, ptficemz CCR4 byl nejvice
zastoupen na buiikich Th2 a nejméné na Tc (cytotoxické T lymfocyty). Naproti tomu
CXCR3 byl objeven na bunéénych populacich Tc a Thl a nebyl nalezen na Th2 buikach
(Sebastiani et al., 2002).

4.3 Alergicka kontaktni dermatitida

Alergicka kontaktni dermatitida (ACD) odpovida IV. typu reakce oddalené
piecitlivélosti. Kov se v organismu vaze na proteiny (jako hapten) za vzniku komplexu a je
rozpoznavan glykoproteiny na povrchu Langerhansovych bunék v kiizi. Aby se vyvinula
alergicka reakce, je nutné, aby byl hapten udrzen v kizi po dobu 18 az 24 hodin.
Langerhansovy bunky aktivované antigenem se dostavaji do lymfatickych uzlin a aktivuji
T bunky. Dochazi ke vzniku pamétovych a zejména efektorovych T bunék, jejichz
aktivace spousti dal$i mechanismy v indukci kontaktni dermatitidy (pfehledné v Brandao
and Gontijo, 2012)

V patogenezi kontaktni dermatitidy mé zfejm¢ velkou tlohu populace Th17 bunék,
jejichz produktem je interleukin IL-17. V kazi pacientd s ACD byly objeveny infiltraty IL-
17+ T bunek, které se déli do nékolika riznych funkénich a fenotypem rozdilnych skupin.
Obecné znamé Th17 pievazuji v kizi pacientdl s ACD, buiky odpovidajici na hapten (nikl
s bilkovinou) jsou ale pouze Thl (IFN-y+IL-17+), ThO (IFN-y+IL-17+IL-4+) a v mensi
mife i Th2 (IL-17+IL-4+) bunky. Pokud je pfitomen IFN-y, bunky produkujici IL-17
stimuluji keratinocyty k uvolnéni molekul CXCL8 (IL-8), IL-6 a HBD-2 (human beta
defensin-2). Dochazi ke zvysené expresi molekuly ICAM-1 na povrchu keratinocytt, ktera
je dilezita k jejich interakci s T bunikami a k vyvolani apoptozy keratinocytl (Pennino et
al., 2010). Prehled bunéénych populaci v koznich 1ézich je shrnut v Tab. 3.

Znéazornéni patogeneze alergické reakce na antigeny uvolnéné v okolnim prostiedi

jenaObr. 4.
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Obr. 4 Schéma aktivace imunitni odpovédi po reakci na antigeny pritomné
v okolnim prostiredi. Endotelialni bufiky, fibroblasty a Zirné buiiky produkuji TSLP (Thymic
stromal lymphopoietin), na ktery reaguji dendritické buiiky aktivaci. Poté jsou DC schopny
aktivovat diferenciaci naivnich CD4+ T bunék do bunééné linie Th2, ktera produkuje hlavné
cytokiny IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 a TNF. Dochazi k aktivaci eozinofilii a zirnych bunék, také B
bungk, které za¢nou produkovat produkovat IgE. Vysledkem je také sekrece hlenu (slizu).
Dendritické buiiky produkuji IL-6, ktery je dulezity pro diferenciaci Th2 a také Th17 bunék, které
uvolfiuji IL-17. Interleukin IL-17 aktivuje bronchialni epitelidlni buniky k produkci CXC
chemokinid (chemotaktickych faktortl) a G-CSF (faktor stimulujici kolonie granulocytti), ktery je
vyznamnym faktorem urcujicim proliferaci granulocyti. Také je podporovana tvorbu mucinu.
V regulaci imunitni odpovédi jsou dulezité buiky Tregs, které sekretuji tlumivé cytokiny IL-10 a
TGF-p (pfevzato a upraveno ze Stewart and Sally, 2010).

K terapii koznich projevl kontaktni dermatitidy se pouzivaji glukokortikoidy.
Jejich ucinek zahrnuje inhibici produkce prostaglandinu D, (PGD;) Zirnymi buiikami, ale
souCasn¢ stejnou koncentraci glukokortikoidu (dexamethason) nedochazi k ovlivnéni

degranulace uvedenych zirnych bunék (Yamaura et al., 2012). Imunosupresivni u¢inek
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glukokortikoidd byl pozorovan u pacienti s piecitlivélosti na nikl. Byl objeven zvyseny
pocet FOXP3+CD25+ T bun¢k (Tregs). Langerhansovy buiky vykazovaly v mnohem
vetsi mife nezraly fenotyp, zvySenou produkci TGF-B a aktivaci exprese NF-kB (Stary et
al., 2011). Dilezitou roli maji plazmacytoidni dendritické buiky, které byly prokazany
v kizi pacientli. Vyznacovaly se povrchovymi markery CD123, CD45RA, BDCA-2 a
CD62L (Bangert et al., 2003).

Tab. 3 Pirehled bunéénych populaci v koZnich lézich po pusobeni niklu.
Data jsou uvedena jako poéty bunék na 1 mm? v normalni ki a v kiizi pacienti s ACD

po 72 hodinach po oSetieni soli niklu (pfevzato a upraveno z Bangert et al., 2003).

Epidermis Dermis
o Antigen o Ep|1<u’tann| Normalni Eelklutannl
Bunécny typ (marker) Normalni kiize (koZni) test KiFe (kozni) test po
po72h 72 h
Leukocyty CD45 14 31 86 435
T bunky CD3 3 21 40 513
Th bunky CD3/CD4 2 17 20 397
Tc buriky CD3/CD8 1 7 9 134
pDC CD123/CD45RA 0 4 1 40
Langerhansovy| o erin 28 18 1 18
bunky
Langerhansovy CDla 19 12 14 45
bunky
Kozni
dendritické CD1c 5 17 24 97
burky
Zralé
Langerhansovy CD1a/CD83 1 4 1 15
burky
Zralé koZni
dendritické CD1c/CD83 1 1 6 11
burky
Makrofagy Cbhi14 0 2 15 31
Neutrofily CD15 0 0 0 30
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4.4 Lichen planus

Lichen planus je zafazovan mezi chronickad zanétliva onemocnéni, kterd se Casto
vyskytuji v dutiné ustni. U pacienti S lichenoidni reakci byla v dutiné ustni prokazana
vys§i hladina mikroorganismt Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia a Treponema denticola (Seckin
Ertugrul et al., 2013).

V dutin€ ustni mohou vznikat piisobenim dentalnich materialt (kovl), akrylati a

jinych latek rizné lichenoidni 1éze (viz Obr. 5) (Ditrichova et al., 2007).

e Nt ) A 3 X ,
i : dm.‘- P In"?

Obr. 5 Lichenoidni reakce v dutiné astni (pievzato z Ditrichova et al., 2007).

V séru pacientll s erozivni formou onemocnéni lichen planus byla objevena zvySena
hladina interleukinu IL-17 ve srovnani s leh¢i formou onemocnéni a kontrolni skupinou.
Dochazelo ke vzniku zanétu a atrofii tkani (Pouralibaba et al., 2013). V chronickych
zanétlivych onemocnénich byla objevena uloha angiogennich faktorti, naptiklad VEGF
(vascular endothelial growth factor). Pacientim s projevem lichenu planus byla v séru
prokazana vyssi hladina VEGF oproti zdravym kontrolam (Mardani et al., 2012).

Rozlisujeme oralni lichen planus (OLP) a oralni lichenoidni reakci (OLR). Bylo

objeveno, Ze pacienti s lichenoidni reakci se vyznacuji vysSSim poctem degranulovanych
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zirnych bunék a TNF-o (Ghalayani et al.,, 2012). Na Obr. 6 a 7 jsou znazornény

histologické preparaty lichenoidnich 1ézi.

Obr. 6 Detail bazalni membrany u lichenoidnich lézi (pievzato z Ditrichova et al.,
2007).

Obr. 7 Lichen planus; hypergranul6za, zména bazéalnich bunék a infiltrace lymfocytt
(pfevzato z Kumar et al., 2013).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material
5.1.1 Pouzité chemikalie

RPMI 1640 (Gibco)

HISTOPAQUE® (Sigma-Aldrich, USA)

Glutamin (Sigma-Aldrich, USA)

Gentamycin (Lek Pharmaceuticals d.d., Slovinsko)
Tiirkdv roztok (VAKOS XT a.s., Praha)
X-VIVO™ 10 (Lonza, Basilej, Svycarsko)
Pokeweed mitogen (Sigma-Aldrich, USA)
Thymidin (PerkinElmer, USA)

HgCl, (Sigma-Aldrich, USA)
SnCl,.2H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
NazAu(S,03), .2H,0 (Chemotechnique Diagnostics AB, Svédsko)
PdCI; (Sigma-Aldrich, USA)
Pb(NO3), (Sigma-Aldrich, USA)
CdCl,.2H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
TiO, (Sigma-Aldrich, USA)
NiCl,.6H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
CrCl3.6H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
CoCl,.6H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
Fe,O3 (Sigma-Aldrich, USA)
Al,(SO4); (Sigma-Aldrich, USA)
CuS04.5H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
CH3;COOAg (Sigma-Aldrich, USA)
Thiomersal (Loba Chemie, Rakousko)
NH4PtCl4.2H,0 (Sigma-Aldrich, USA)
ZnSQ, (Sigma-Aldrich, USA)

MoOj; (Sigma-Aldrich, USA)

ZrO, (Sigma-Aldrich, USA)
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Voda pro injekce (Fresenius Kabi, Verona, Italie)

RayBio® Human Cytokine Antibody Array membrany (RayBiotech, Inc., Norcross,
USA)

Primarni protilatka konjugovana s biotinem (RayBiotech, Inc., Norcross, USA)
Streptavidin znaceny kfenovou peroxidazou (RayBiotech, Inc., Norcross,USA)
Blokujici pufr (RayBiotech, Inc., Norcross, USA)

Promyvaci pufry I a II (RayBiotech, Inc., Norcross, USA)

Detekéni pufry C a D (RayBiotech, Inc., Norcross, USA)

5.1.2 Pouzité pristroje

Laminarni box HLB 2448 (HERAEUS LAMINAIR")

Termostat BT 120 upraveny pro CO; atmosféru (Laboratorni ptistroje Praha)
Opticky mikroskop (KORAX)

Centrifugy ROTOFIX 32A a UNIVERSAL 16 (Hettich ZENTRIFUGEN)
Harvestor (Inotech, Svycarsko)

Mikrobeta (LKB/Wallac, Finsko)

LAS-1000 luminiscen¢ni detektor (Fujifilm, Tokio, Japonsko)

5.1.3 Pouzité programy

AIDA 3.28 Image Analyzer for Windows (Raytest, Straubenhardt, Némecko)
GraphPad Prism®™ (GraphPad Software, USA)

STATISTICA 10 (Statsoft,USA)

SPSS 17.0 (IBM, USA)

5.1.4 Pacienti

Ke studiu byli vybrirani pacienti, u kterych byla pfed 12 lety prokazana
precitlivélost na kovy a z toho plynouci nezadouci ucinky. Po letech jsou v ramci védecké
prace na grantech opét vysetieni a znovu byla provedena také MELISA® (test proliferace
lymfocytll), abychom mohli porovnat, jak se zménila imunitni reakce na kovy po primérné

12 letech. V nasledujici tabulce (Tab. 4) je uveden seznam pacientl a rozdéleni do skupin.
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Tab. 4 Seznam pacienti a piehled skupin. Proliferace lymfocytli se uvadi v hodnotach
stimula¢niho indexu (SI). Tabulka zahrnuje u kazdého pacienta kov, na ktery pacient nejvice
reagoval pred 12 lety, tj. kov s nejvyssi hodnotou SI. Dale je znazornéno, jestli byly pacientim
odstranény kovy z dutiny Ustni, trpi-li alergi a jinym onemocnénim a pokud se v rodiné vyskytuji

podobné potize, resp. nezadouci projevy ptitomnosti kovovych dentalnich materialti v dutin€ tstni.

5 Kov Kovy
pa((j:liselr(l)ta é SSIIH);:VZ;S;T dul/iné Onemocnéni Alergie Rodinna anamnéza
lety ustni
84/1997 66 HgCl, ANO Atrofie sliznice ano Pozitivni
436/06-106 72 HgCl, ANO  Ustni dyskomfort ano Pozitivni
422/07-113 56 HgCl, NE Kozni alergie ano Pozitivni
395/06-92 60 HgCl, ANO Odhojené implantaty ~ ne Pozitivni
431/07-79 67 TiO,, Zr0O, NE Ustni dyskomfort ano Pozitivni
95/2002 76 NiCl, ANO  Ustni dyskomfort ano Negativni
441/2002 37 HgCl, NE Deprese ne Pozitivni
156/2002 60 HgCl, NE Ustni dyskomfort ano Negativni
137/2001 58 HgCl, NE Atrofie sliznice ano Pozitivni
191/2000 60 CH;COOAg NE Ustni dyskomfort ano Negativni
189/2003 76 HgCl, NE Ustni dyskomfort ano Negativni
74/1998 63 NiCl, NE Atrofie sliznice ano Pozitivni
203/2001 57 NiCl, NE Alergie ano Pozitivni
67/2002 43 HgCl, NE Alergie ano Negativni
204/2002 71 HgCl, NE Ustni dyskomfort ano Negativni
210/1997 67 NiCl, NE Atrofie sliznice ne Negativni
240/2001 67 NiCl, ANO  Ustni dyskomfort ano Pozitivni
238/2002 57 HgCl, NE Atrofie sliznice ano Pozitivni
209/2001 63 NiCl, NE Ustni dyskomfort ne Negativni
242/2003 62 HgCl, NE Implantaty ano Pozitivni
269/1996 84 NiCl, ANO Atrofie sliznice ne Negativni
244/1999 48 NiCl, NE Ustni dyskomfort ne Negativni
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V dalsich tabulkach (Tab. 5 a 6) je uvedeno porovnani skupin pacientd.

Tab. 5 Porovnani skupin pacienti HgCl, a NiCl,. Pacienti byli rozdéleni podle kovu, na

ktery vykazovali nejvyssi reakci pted 12 lety, tj. nejvyssi hodnotu SI (rtut’ nebo nikl).

Skupina HgCl, Skupina NiCl,
Pocet pacientti [%] 55 36
Primérny veék 60 let 66 let
Kovy v duting tstni (ANO) [% pacientt] 25 38
Ustni dyskomfort [% pacienti] 33 50
Atrofie sliznice [% pacienttl] 25 38
Alergie (ANO) [% pacientii] 83 50
Rodinnd anamnéza pozitivni [% pacient] 67 38

Tab. 6 Porovnani skupin pacienti. V tabulce je znazornén piehled viech péti skupin pacientti

a zejména prumerny pocet let mezi provedenymi testy proliferace lymfocytu.

Primér za
y . .| Pramérny pocet skupinu
Pocet pacienta let mezi testy (pocet let
(celkem 22) ; .
proliferace mezi testy
proliferace)
. . HgCl, 12 10
Monocyty stimulovany NiCl, 8 14 12
o ANO 6 12
Kovy v duting Gstni NE 16 12 12
. Ustni dyskomfort 10 11
Onemocnéni Atrofie sliznice 6 15 13
. ANO 16 11
Alergie NE 5 13 12
., , Pozitivni 12 11
Rodinna anamnéza Negativni 10 13 12
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5.2 Metody
5.2.1 Odbér Kkrve

Pacientim bylo odebirano 30 ml venézni krve do zkumavek Vacutainer
s povrchovou tpravou proti srazeni krve a 10 ml do zkumavek Vacutainer s obsahem gelu,
které slouZi k separaci séra. Pacienti vypliiuji dotaznik k metod® MELISA®, ktery blize

popisuje jejich anamnézu a celkovy zdravotni stav (viz PFilohy).

5.2.2 1zolace mononuklearnich bunék (PBMC) z periferni krve

Krev byla doplnéna médiem RPMI 1640 (Gibco) v poméru 1:1, byla navrstvena na
Ficoll HISTOPAQUE® (Sigma-Aldrich, USA) a centrifugovana 30 minut pfi 600 g.
Pipetou byl odebran prstenec mononukledrnich bunc¢k v interfdzi, které byly dale
promyvany médiem RPMI 1640. Buiiky byly centrifugovany 10 minut pifi 400 g, médium
bylo odstranéno a faze promyti byla opakovana (centrifugace 10 minut 200 g). Po
odstranéni média bylo k buitkam piidano 5 ml média RPMI 1640 s obsahem 20 %
autologniho séra (inaktivovaného 45 minut pti 56 °C), buniky byly spocitany (50 ul bunck
a 950 pl Tiirkova roztoku, ktery byl nafedén 1:5 destilovanou vodou, pocitano 50 ¢tverct),
smés byla pfenesena do 50 ml kultivaéni lahvicky Falcon a vloZena na 40 minut do
termostatu s 5% CO; atmosférou pii 37 °C pro adherenci monocytii. PBMC byly pfeneseny
do zkumavky, jejiz objem byl doplnén médiem RPMI 1640 na 10 ml a nasledné byly
bunky znovu spocitany v Tiirkové roztoku a Biirkerové komtirce (50 ul bunck a 950 pl
Tiirkova roztoku, pocitdno 50 ctvercl)). Bunky byly nafedény na koncentraci 1-10°
bunék/ml v médiu RPMI 1640 spfidanym glutaminem (30 mg/100 ml média) a

gentamycinem (20 pg/ml). A dale kultivovany se solemi kovli po dobu 5 dni.

5.2.3 Izolace monocyti z periferni krve a jejich stimulace solemi

kovu

Monocyty byly izolovany z frakce PBMC bunék z periferni krve adherenci na
povrch kultivaéni lahvi¢ky (po dobu 40 minut v termostatu s 5% CO, atsmosférou a pii
37°C). Po adherenci 40 minut byl povrch kultivaéni lahve oplachnut médiem X VIVO™
10 pro odstranéni zvytkovych lymfocytl. K adherovanym monocytiim v kultivaéni lahvi
bylo pfidano médium X VIVO™ 10 (Lonza). Poget adherentnich bungk byl vypocitan
Z rozdilu poctu bunék pfed adherenci a po adherenci. K monocytim bylo pfidano 50 pl soli
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kovu (pfi koncentraci bunék 1-10%ml), na ktery pacient reagoval pfi prvnim provedeném
testu proliferace lymfocyti (pfed 12 lety). Monocyty V kultiva¢ni lahvi se solemi
vybranych kovli byly ponechany 5 dni v termostatu. Poté byl supernatant bun€k odebran a
byla stanovena produkce cytokinii metodou RayBio® Human Inflammation Antibody

Array 3.

5.2.4 Kultivace PBMC (po odstranéni adherentnich monocytu) se

solemi kovi k prikazu proliferace lymfocytu

Ve 48 jamkové desticce byl kultivovan 1 ml buné¢né suspenze (koncentrace
10°/ml) s obsahem 50 pl roztoku sloucenin kovi. PBMC jsou stimulovany solemi kovii o
dvou koncentracich. V jamce oznacené ,,2* je pfitomen kov 20krat fedény. Jako negativni
kontrola jsou pouzity bunky v médiu (nestimulovana kultura; v Tab. 7 oznaceno jako
,kontrolal a 2) a jako pozitivni kontrola mitogen Pokeweed (PWM, 10 ug/ml, Sigma-
Aldrich, USA). Rozmisténi roztokl kovi je znazornéno v Tab. 7. Vzorky jsou kultivovany

V termostatu po dobu 5 dni.

Tab. 7 Rozmisténi roztoku kovii na kultivaéni destiéce

kontrolal | kontrola 2 PWM 1 PWM 2 HgCl, 1 HgCl,2
Znl Zn?2 Z2r0, 1 2r0, 2 Thio 1 Thio 2
Agl Ag 2 All Al 2 Aul Au 2 Cd1 Cd2
Co1l Co2 Crl Cr2 Cul Cu? Fel Fe 2
Mo 1 Mo 2 Ni 1 Ni 2 Pb1 Pb 2 Pd1 Pd 2
Pt1 Pt 2 Snl Sn?2 TiO, 1 TiO, 2 TiCl; 1 TiCl3 2
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Roztoky kovu byky pfipraveny podle nasledujici tabulky (Tab. 8).

Tab. 8 Zasobni a pracovni roztoky kovii; zkratka TV oznacuje vodu pro injekce.

KOVOVE SLOUCENINY ZASOBNI PRACOVNI ROZTOK
ROZTOK (ZR)
Al (SO4)3 ; (AlCly) 2 mg/1 ml 500 ul ZR + 4,5 ml TV
CH3COOAg 1,2 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
NaszAu(S203)2. 2H20 2,4 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
CdCl, . 2H,0 2,5 mg/1 ml 500 ul ZR + 4,5 ml TV
CoCl,. 6H,0 4 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
CrCls . 6H20 2 mg/1 ml 5 mlZR
CuSO0s4 . 5H20 2 mg/1 ml SO ZR + 4,95 ml TV
FexOs3 2mg/1 ml SmlZR
HgCl» 2mg/1 ml SOl ZR + 4,95 ml TV
Thiomersal 1 mg/10 ml 500 Wl ZR + 4,5 ml TV
NiCl, . 6H,0 2 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
Pb(NO3)2 Smg/1 ml 1mlZR +4 ml TV
PdCl, 2,4 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
NH,4PtCls . 2H,0 2,5 mg/1 ml 1mlZR + 4 ml TV
SnCl, . 2H.0 1 mg/1 ml 5 mlZR
TiO2 10 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
TiCls 10 mg/1 ml 500 pl ZR + 4,5 ml TV
ZnSO0q4 2 mg/10 ml SO Wl ZR + 4,95 ml TV
MoO3 Smg/1 ml 1mlZR +4 ml TV
ZrOq 10 mg/1 ml 500 ul ZR + 4,5 ml TV

-42 -




5.2.5 MELISA® (test proliferace lymfocyti)

Po kultivaci PBMC se solemi koviu byl obsah jamek promichan a 250 pl bylo
pieneseno do dvou jamek nové 96 jamkové desticky pro tkanové kultury. Do jamek bylo
pfidano 30 pl nafedéného *H Thymidinu (4 mBg/ml). Desti¢ka byla 4 hod ponechana
V termostatu a poté byly vzorky sklizeny v harvestoru Inotech (Svycarsko) na filtragni
papir Filtermat A (Wallac Finsko) a usuSeny. Vzorky byly zataveny s tuhym scintilanim
roztokem (Meltilex A, Wallac, Finsko) a reakce zméfena pfistrojem Mikrobeta
(LKB/Wallac, Finsko).

Prolifera¢ni reakce byla hodnocena jako stimula¢ni index (SI), ktery je definovan
jako pomér vysledkl ziskanych stimulaci PBMC solemi kovi a vysledki z nestimulované

kultury lymfocytt.

stimulovana kultura

SI = cpm
nestimulovand kultura p

Hodnoceni vysledkii:

SI mensi nez 1,5 = negativni reakce
SI11,5 -2 =mirn¢ pozitivni reakce
S| 2 — 5 = pozitivni reakce

SI vyS$8i nez 5 = silné€ pozitivni reakce
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5.2.6 RayBio® Human Inflammation Antibody Array 3

e &

Inkubace s roztokem *
wzorku Mlnf
e

KKxrw ¥
Plidani protildtky %;’ x’ o
konjugované s biotinem ?\Pn;

@ @0 @ @
Inkubace se
streptavidinem znacenym .
kfenovou peroxidazou 1
——
Detekce P

\

Analyza dat |E_|

Obr. 8 Schéma postupu metody RayBio® (RayBiotech)

1. Membrany S navazanymi protilatkami proti cytokintim byly vlozeny do 8 jamkové
desticky.

2. Kmembranam byly pfidany 2 ml blokujiciho pufru a takto byly ponechany 30
minut pii pokojové teplote.

3. Blokujici pufr byl odstranén a membrany byly inkubovany s 1 ml roztoku vzorku
(supernatant bun¢k) za pokojové teploty po dobu 1,5 hodin.

4. Roztok vzorku byl odstranén a membrany promyty tfikrat 2 ml promyvaciho pufru
| po dobu 5 minut (promyvaci pufr | byl nafedén destilovanou vodou Vv poméru
1:20).

5. Membrany byly promyty dvakrat 2 ml promyvaciho pufru II po dobu 5 minut

(promyvaci pufr Il byl natedén destilovanou vodou v poméru 1:20).
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6. Protilatka s navdzanym biotinem byla natedéna v 2 ml blokujiciho pufru. Ke kazdé
membrané byl pfidan 1 ml nafedéné primarni protilatky a takto byly ponechany pii
4 °C pftes noc.

7. Roztok byl odstranén a membrany promyty tiikrat 2 ml promyvaciho pufru I po
dobu 5 minut (promyvaci pufr | byl nafedén destilovanou vodou v poméru 1:20).

8. Membrany byly promyty dvakrat 2 ml promyvaciho pufru Il po dobu 5 minut
(promyvaci pufr 1l byl natedén destilovanou vodou v poméru 1:20).

9. Ke kazdé membran¢ byly piidany 2 ml roztoku streptavidinu znaceného kienovou
peroxidazou, ktery byl nafedén 1000krat v blokujicim pufru. Membrany byly
ponechany 2 hodiny pii pokojové teploté.

10. Membrany byly promyty kroky 7 a 8.

11. Ke kazdé membrané bylo ptidano 250 pl detekéniho pufru C a 250 pl detekéniho
pufru D. Membrany byly ponechany 2 minuty, nasledné osuseny, pieneseny na
plastickou folii a byla detekovana produkce cytokini luminiscenénim detektorem
LAS-1000. Vysledky byly vyhodnoceny obrazovou analyzou programem AIDA
3.28. Ptehled stanovovanych cytokinii a umisténi specifickych protilatek na

membrané je znazornéno v Tab. 9.

Tab. 9 Schéma rozmisténi protilatek proti cytokinim na membriné RayBio® Human

Inflammation Antibody Array 3 (RayBiotech)

A B C D E F G H | J K L
3 ol |2 |3 | e | s 2 7 | 8| Lo | Ln '&‘g 'F-;;g
4 I::_etl: L2 | L3 | 14| 16 ';f L7 | 8| =10 | nem b‘.? :,715
5| LB | W5 | we | wy | pao | M MEP M G H;;:; T ==
5| LB |15 | w6 || po | MP O MPL M ue ’;";; MPT | MP-
7| RenES | JO ;'?FB I | snm | s | FEOF | ™F) anc | BANC | NEG | POS
8| RANTES | o3 ;EFB I | smwm | smvrn | PROT | ™F | pank | Bk | NG | POS
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5.2.6 Statistické zpracovani dat

Vsechny analyzované hodnoty byly nejprve testovany na shodu s normalnim
rozdélenim (prostiednictvim testi Sikmosti, Spicatosti a Kolmogorov-Smirnovovym
testem). Statisticky vyznamné rozdily v produkci cytokini monocyty a v proliferaci
lymfocyti u 22 pacientt, seskupenych podle péti kritérii (1. Reakce na kovy /Hg - Ni/; 2.
Piitomnost kovil v duting Gstni /Ano-Ne/; 3. Typ onemocnéni /Atrofie-Ustni dyskomfort/;
4. Alergie /Ano-Ne/; 5. Rodinna anamnéza /Pozitivni-Negativni/, byly vyhodnoceny
dvouvybérovym t-testem a paralelné neparametrickym testem Mann-Whitney (pro ptipad
nenormalné rozdélenych veli¢in). Rozdily mezi parové naméfenymi hodnotami (dvojice
meéfeni cytokinil a proliferace lymfocytii pfed 12 lety a nyni) byly testovany parovym t-
testem a neparametrickym jednovybérovym Wilcoxonovym testem. Trendy zmén mezi
parovymi dvojicemi odbérti u kazdé ze skupin byly navic testovany interakénim efektem
Vv ANOVA modelu dvojného tfidéni sjednim faktorem opakovani (dvojice méfeni) a
jednim faktorem fixnim (skupina). Statisticky nejvyznamné;jsi vysledky jsou prezentovany
ve form¢ tabulek, zahrnujicich p-hodnoty statisticky vyznamnych vysledkd, a grafii
s vyznacenymi signifikantnimi p-hodnotami (sloupcové grafy) a graft dvojic méfeni, kde
jsou zobrazeny prumérné hodnoty produkce cytokinl/proliferace lymfocyti a stfedni

chyba piiméru.
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6 Vysledky

6.1 Validace metody RayBio®

Na membranach RayBio® jsou protilatky proti cytokinim zakotveny vzdy ve
dvojici, a proto jsme statisticky hodnotili data ve snaze interpretovat rozdily mezi dvéma
méfenimi kazdého cytokinu. Cilem je zhodnoceni metody a zjisténi reprodukovatelnosti
ziskanych dat.

Schéma rozmisténi protilatek proti cytokinim na membrané je znazornén v Tab. 9

(viz 5.2 Metody).

Tab. 10 Piehled rozdili naméfenych hladin dvojic jednotlivych cytokint. Zluts je
zndzornéna statistickd vyznamnost na hladiné p<0,05, zelen¢ p<0,01, Cervené podbarvena data
znamenaji vysoce vyznamnou statistickou vyznamnost s hodnotou p<0,001. Data byla statisticky

zpracovana neparametrickym jednovybérovym Wilcoxonovym testem Vramci kazdé skupiny

(sloupce).
HgCh  NiCl Kovy v dutiné Ustni HgCh  NiCh Kovy v dutiné ustni
ANO NE ANO NE
- hodnota p - hodnota p - hodnota p - hodnota
TNF-a 0,017 | 0,028 IL-6sR 0,034 0,012 | 0,116
EOTAXIN 0,398 | 0,686 0,016 |IL-7 0,308 0,043 | 0,465 0,050
EOTAXIN-2 0,012 | 0,028 IL-13 0,665 0,012 | 0,463 0,057
GCSF 0,012 | 0,028 IL-15 0182 0021 | 0917 [ 0,002
GM-CSF 0,027 | 0,043 IL-16 0,388 0,035 | 0,249 0,140
ICAM-1 0,012 | 0,116 IL-17 0,388 0,528 | 0,463 0,932
IFN-y 0,262 | 0,753 0,016 |IP-10 0,328 0,674 | 0,600 0,594
IL-12p70 0,017 | 0,345 0,569 |MCP-1 0,272 1,000 | 0,116 0,438
TNF-B 0,327 | 0,917 0,394 |MCP-2 0,023 0,735 | 0,344 0,167
IL-8 0,017 | 0,046 M-CSF 0,433 0,208 | 0,116 0,394
IL-10 0,069 | 0,173 MIG 0,136 0,750 | 0,340 0,278
IL-11 0,208 | 0,400 0,074 |MIP-1a 0,937 0,161 | 0,917 0,569
IL-12p40 0012 | oo2s [ SIEH VP18 0,695 0,208 | 0463 0,438
1-309 0,075 0,036 | 0,686 0,020 |MIP-15 0,037 0,012 | 0,345
IL-1a 0,158 0,263 | 0,116 0,320 | RANTES 0,012 | 0,028
IL-1B 0,844 0,483 | 0,463 0,324 | TGF-p1 0,012 | 0,046
IL-2 0,075 0672 | 0,225 0,489 |PDGF 0,937 0,208 | 0,917 0,733
IL-3 | 0007 0025 | 0028 | 0010 |TIMP-2 0530 0,161 | 0917 0,816
IL-4 0,239 0,395 | 0,345 0,190 |STNFRI 0,347 0,208 | 0,345 0,093
IL-6 0,015 0,050 | 0,046 0,052 |STNFRII 0,695 0,208 | 0,917 0,820

-47 -



Data v Tab. 10 jsou rozdélena na dvé skupiny podle kovu, ktery byl pouzit ke
stimulaci monocytid (HgCl2/NiCl,) a podle pritomnosti kovti v dutiné Gstni (ANO/NE). Je
patrny zna¢ny rozdil mezi dvojicemi cytokini. Vyssi statistické vyznamnosti (p<0,01) se
objevuji zejména ve skupiné HgCl, v porovnani s druhou skupinou a na hladiné p<0,001 u
skupiny pacientl s odstranénymi kovy z dutiny ustni. Pro dalsi Gcely jsme proto pouzili
zprumérované hodnoty dvojic métenych cytokinti.

Rozdily hladin IL-8 mezi dvéma meéfenimi na membrané jsou znazornény na

naledujicim grafu (viz Obr. 9).
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Obr. 9 Piehled rozdilii mezi dvéma méFenimi IL-8 na membrané RayBio®.
V grafu jsou zobrazeny primérné hodnoty produkce IL-8 po stimulaci monocytu solemi rtuti,
niklu, sttibra nebo oxidy titanu a zirkonia (vyjadieno v % pozitivni kontroly). Stl kovu byla
k buiikdm piidana v koncentraci 50 pl/ 10° bungk v ml. Hodnoty IL-8 (1) a IL-8 (2) jsou dvojice
méfeni IL-8 na membrané RayBio®. Data v grafu jsou zobrazena pro skupinu pacientt s kovy
V dutiné¢ ustni (ANO, modfe zvyraznéno) a porovnani s pacienty, kterym byly kovy zust
odstranény (NE, cervené). Detekce produkce cytokinii byla provedena luminiscen¢im detektorem
LAS-1000. Data byla analyzovana programem AIDA 3.28. Svislymi tseCkami jsou znazornény
sttedni chyby priméru. Trendy zmén mezi parovymi dvojicemi odbért u kazdé ze skupin byly
testovany interakénim efektem v ANOVA modelu dvojného tfidéni s jednim faktorem opakovani

(dvojice méfeni) a jednim faktorem fixnim (skupina- HgClI, / NiCl,).
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6.2 Rozdil v urovni proliferace lymfocytti pred 12 lety a nyni po
stimulaci PBMC solemi kova u pacientd po odstranéni kovu
z dutiny ustni

Byla porovnana proliferace lymfocyti po kultivaci se solemi kovl (vyjadiovana ve
form¢ stimulac¢niho indexu) pted 12 lety a nyni u pacientii, kterym byly z dutiny ustni
odstranény kovové dentdlni materialy. Signifikantni zmény v proliferacnich testech jsou

znazornény na Obr. 10.
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Obr. 10 Po odstranéni kovovych dentalnich materiala z dutiny tstni dochazi u
pacientii po 12 letech ke sniZeni proliferace lymfocyti po stimulaci solemi Hg, Fe, Ni a
Pt. PBMC (po odstranéni adherentnich monocytt) byly kultivovany se solemi kovti v koncentraci
50 pl/ 10° bunék na ml. Po 5 dnech bylo k buitkim p¥idano 30 pl natedéného *H Thymidinu (4
mBg/ml) a desti¢ka ponechana 4 hodiny v termostatu pted dal§im zpracovanim. Reakce na soli
kovi jsou vyjadieny prumérnymi hodnotami stimula¢nich indext (S1) + stéedni chyba praméru. SI
je definovan jako pomér vysledkl ziskanych kultivaci PBMC se solemi kovi a vysledki
z nestimulované kultury lymfocytt. V grafu je porovnana zmeéna proliferace lymfocyti po
stimulaci solemi kovt pred 12 lety (Cern€) a nyni (svétle Sed€) u pacientd, kterym byly z dutiny
ustni odstranény kovy. Hladina statistické vyznamnosti je vyjadfena * p<0,05, ** p<0,01.

Statistické zpracovani bylo provedeno neparametrickym jednovybérovym Wilcoxonovym testem.

Z Obr. 10 je patrné vyrazné snizeni reakce na rtut’ a také byla po 12 letech snizena
proliferace lymfocytli po stimulaci solemi Zeleza, niklu a platiny, pokud byly pacientim

odstranény kovové dentdlni materidly z dutiny ustni.
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6.3 Porovnani produkce cytokint po stimulaci monocytl solemi
Hg, Ni, Ag nebo TiO, a ZrO, u pacientd po odstranéni kovu
v dutiny ustni

Zajimalo nas, jak se zméni imunitni reakce na kovy ve smyslu produkce cytokind
po stimulaci monocytl solemi kovii, pokud byly pacientim kovové dentalni materialy

Z dutiny Gstni odebrany. Ziskana data jsou prezentovana na nasledujicim grafu (Obr. 11).
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Obr. 11 Po odstranéni kovovych dentalnich materiali z dutiny ustni dochazi u
pacienti ke sniZeni produkce GCSF, GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-11, IL-12 (p40 i p70),
IL-13 a MCSF po stimulaci monocyti solemi rtuti, niklu, stéibra nebo oxidy titanu a
zirkonia. Monocyty byly stimulovany soli kovu podle toho, na jaky kov pacient nejvice reagoval
pii testu proliferace lymfocyti pred 12 lety. Stl kovu byla pouZita v koncentraci 50 pl/ 10° bunék
na ml. V supernatantu bunék byla méfena produkce cytokinti multiplexovou metodou RayBio®.
Produkce cytokint je vynesena v % pozitivni kontroly + stfedni chyba praméru. Data v grafu jsou
Zobrazena pro skupinu pacientd s kovy v duting ustni (ANO, ¢erné zvyraznéno) a porovnani
S pacienty, kterym byly kovy z ust odstranény (NE, svétle Seda). Hladina statistické vyznamnosti je
vyjadiena * p<0,05. Statistické zpracovani bylo provedeno neparametrickym testem Mann-
Whitney.

Zjistili jsme, Ze po odstranéni kovovych dentalnich materiali z dutiny Gstni dochazi
u pacientl ke snizeni produkce faktorii podporujicich vyvoj granulocytli nebo makrofagii
(GCSF, GM-CSF, M-CSF), prozanétlivych cytokinti (IFN-y, IL-12) a také regulacnich
(tlumivych) cytokinti (IL-10) v porovnani s pacienty skovovymi dentadlnimi materialy

Vv duting ustni (Obr. 11).
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6.4 Rozdil v arovni proliferace lymfocytl pred 12 lety a nyni pfFi
stimulaci PBMC solemi kovll u pacienta s reakci na rtut’

Na nasledujicim grafu (Obr. 12) jsou shrnuty statistické vyznamnosti rozdilu
proliferace lymfocyt pred 12 lety a po poslednim vySetfeni u pacientt, kteii vykazovali
pred 12 lety nejvyssi reakci (proliferaci lymfocyta vyjadienou jako stimulac¢ni index) na
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Obr. 12 U pacienti s reakci na rtut’ (pired 12 lety) dochazi po 12 letech ke
sniZeni proliferace lymfocyti pri stimulaci solemi Hg, Al, Mo a ke zvySeni reakce po
stimulaci bunék soli Au. PBMC (po odstranéni adherentnich monocytt) byly kultivovany se
solemi kovii v koncentraci 50 pl/ 10° bundk na ml. Po 5 dnech bylo k buiikam piidano 30 ul
nafedéného 3H Thymidinu (4mBqg/ml) a desti¢ka ponechdna 4 hodiny v termostatu pied dal§im
zpracovanim. Reakce na soli kovil jsou vyjadieny pramérnymi hodnotami stimula¢nich indext (SI)
+ stiedni chyba priméru. SI je definovan jako pomér vysledkid ziskanych kultivaci PBMC se
solemi kovi a vysledkii znestimulované kultury lymfocyti. V grafu je porovndna zména
proliferace lymfocyti po stimulaci solemi kovu pted 12 lety (Cerné) a nyni (svétle Sed€). Hladina
statistické vyznamnosti je vyjadiena * p<0,05, ** p<0,01. Statistické¢ zpracovani bylo provedeno

neparametrickym jednovybérovym Wilcoxonovym testem.

Z Obr. 12 lIze pozorovat, ze u pacienti s prokazanou reakci na rtut’ dochazi po
letech ke snizeni proliferace lymfocyti po stimulaci bunék slou¢eninami hliniku,
molybdenu a zejména je patrné snizeni reakce na rtut’. U zlata dochazi k signifikantnimu
zvyseni proliferace lymfocyti. Pacienti s vyssi reakci na nikelnaté soli nevykazuji po 12

letech zmény v proliferaci lymfocyta.
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6.5 Porovnani produkce cytokini po stimulaci monocyta HgCl,
nebo NiCl,

Hladina produkovanych cytokini po kultivaci monocytli solemi rtuti a niklu je

znazornéna na nasledujicich grafech (Obr. 13 a 14).
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Obr. 13 Po stimulaci monocytii HgCl, dochazi k signifikantné vyssi tvorbé M-
CSF, MIP-1a, IL-10 a TNF-a ve srovnani se stimulaci bunék NiCl,. V grafu je patrna
také zvySena hladina IL-8, MCP-1 a RANTES u obou skupin. Monocyty byly stimulovany
HgCl, nebo NiCl, v koncentraci 50 pl/ 10° bundk na ml. V supernatantu bungk byla méfena
produkce cytokinti multiplexovou metodou RayBio”. Produkce cytokini je vynesena v % pozitivni
kontroly + stiedni chyba pruméru. V grafu je porovnan rozdil v produkci cytokini po stimulaci
monocytl HgCl, (¢ern€) a NiCl, (svétle Sed€). Hladina statistické vyznamnosti je vyjadiena *

p<0,05. Statistické zpracovani bylo provedeno neparametrickym testem Mann-Whitney.
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Obr. 14 Po stimulaci monocyti HgCl, dochazi k signifikantné vyssi tvorbé
EOTAXINU, GCSF, GM-CSF, IL-10, IL-13, IL-15, IL-1a, IL-4, M-CSF, MIP-1a,
MIP-16, TNF-a a TNF-B ve srovnani se stimulaci bunék NiCl,. Monocyty byly
stimulovany HgCl, nebo NiCl, v koncentraci 50 pl/ 10° bunék na ml. V supernatantu bunék byla
méfena produkce cytokinti multiplexovou metodou RayBio®. Produkce cytokini je vynesena v %
pozitivni kontroly + stfedni chyba priméru. V grafu je porovnan rozdil v produkci cytokini po
stimulaci monocytd HgCl, (Cern€) a NiICl, (svétle Sed€). Hladina statistické vyznamnosti je
vyjadiena * p<0,05. Statistické zpracovani bylo provedeno neparametrickym testem Mann-

Whitney.

Z vyse uvedenych grafi (Obr. 13 a 14) je zfejmé, ze HgCl, je mnohem silngj$im
aktivatorem imunitni odpovédi nez NiCl, ve smyslu aktivace monocyti a produkce
cytokint.

Prokézali jsme rozdil v produkci cytokini po stimulaci monocyti slou¢eninami
HgCl, a NiCl,. Vybrané signifikantni cytokiny jsou shrnuty v piehledové tabulce (Tab. 11)
véetné jejich ulohy v imunitni odpovédi. Zahrnuty jsou i nékteré cytokiny se statistickou

vyznamnosti u ostatnich skupin pacientt.
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6.6 Rozdily v produkci cytokinli monocyty a proliferace lymfocytt
u pacientt s ustnim dyskomfortem a atrofii sliznice.

Pacienti s prokazanou precitlivélosti na kovy pocituji rizné subjektivni ptiznaky.
Casto se vyskytuje paleni nebo fezani na sliznicich, pachut v Gstech nebo nadmérnd
salivace. Dochazet mtze az k chronické unavé, koZznim reakcim nebo bolestem hlavy
(Prochazkova et al., 2004a,b,c). Proto jsme analyzovali rozdil v imunitni reakci a produkci
cytokinti u dvou skupin pacientii podle vyskytu ustniho dyskomfortu a atrofie sliznice.

Rozdil v produkei cytokint a proliferaci lymfocyta nebyl statisticky prokazan.

6.7 Rozdil v arovni proliferace lymfocyti pred 12 lety a nyni pfri
stimulaci solemi kovt u pacientt s alergii

Signifikantni zmény proliferace lymfocyti po 12 letech u pacientd s alergii jsou

vyneseny v grafu na Obr. 15.
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Obr. 15 U pacientia s alergii dochazi ke sniZeni proliferace lymfocyti po
stimulaci solemi Hg a ke zvySeni reakce u¢inkem Au. PBMC (po odstranéni adherentnich
monocytd) byly kultivovany se solemi kovii v koncentraci 50 pl/ 10° bunék na ml. Po 5 dnech bylo
k buitkam piidano 30 ul nafedéného *H Thymidinu (4mBg/ml) a destitka ponechana 4 hodiny
Vv termostatu pfed dal$im zpracovanim. Reakce na soli kovi jsou vyjadieny primérnymi hodnotami
stimula¢nich indexa (SI) + stiedni chyba priméru. SI je definovan jako pomér ziskanych kultivaci
PBMC se solemi kovi a vysledkt z nestimulované kultury lymfocytd. V grafu je porovnana zména
proliferace lymfocyti po stimulaci solemi kovu pred 12 lety (Cerné) a nyni (svétle Sed¢). Hladina
statistické vyznamnosti je vyjadiena * p<0,05, ** p<0,01. Statistické zpracovani bylo provedeno

neparametrickym jednovybérovym Wilcoxonovym testem.
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Na Obr. 15 lze pozorovat, ze zatimco u rtuti bylo pozorovano snizeni proliferace
lymfocytu, sal zlata vyvolala po 12 letech opaény uc¢inek. U pacienti po letech Casto
dochazi ke sniZzeni imunitni odpovédi na kov s nejvyssi reakei (stimulaénim indexem) pied
lety, ale objevuji se i zmény proliferace lymfocytt po kultivaci s kovy, na které pacient
diive nereagoval.

V produkci cytokini monocyty po kultivaci se solemi kovii nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami pacientt s alergii a pacientii, u kterych nebyla

alergie zjisténa.

6.8 Rozdil v urovni proliferace lymfocytl pred 12 lety a nyni pfri
stimulaci solemi kovli u pacientid s negativni rodinnou
anamnézou

U pacientl s ptecitlivélosti na kovy byla objevena zvySena frekvence HLA-B37,
HLA-B47 a HLA-DR4 a naopak v mensi mife byl zastoupen HLA-DR?7 (Saito et al., 1996;
Prochazkova et al., 2000). Porovnavali jsme tedy proliferaci lymfocyti po kultivaci se
solemi kovi u pacientt, rozlisenych do dvou skupin podle pozitivni/negativni rodinné
anamnézy (RA). Pacienti spozitivni RA nevykazovali statisticky vyznamné zmény
Vv proliferacnich testech po stimulaci PBMC (po odstranéni adherentnich monocytli) solemi
kovi. Vyhodnocena data pro pacienty snegativni RA jsou znazornéna na nasledujicim

grafu (Obr. 16).
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Obr. 16 U pacientu s negativni rodinnou anamnézou dochazi po 12 letech ke
sniZeni proliferace lymfocyti po stimulaci solemi Hg a ke zvySeni reakce ii¢inkem Cu.
PBMC (po odstranéni adherentnich monocyttl) byly kultivovany se solemi kova v koncentraci 50
ul/ 10° bung&k na ml. Po 5 dnech bylo k buitkim pfidano 30 pl nafedéného *H Thymidinu (4
mBq/ml) a desti¢ka ponechana 4 hodiny v termostatu pted dal§im zpracovanim. Reakce na soli
kovui jsou vyjadieny pramérnymi hodnotami stimulaénich indexu (SI) + stfedni chyba priméru. SI
je definovan jako pomér vysledkl ziskanych kultivaci PBMC se solemi kovi a vysledki
z nestimulované kultury lymfocytd. V grafu je porovnana zmeéna proliferace lymfocytd po
stimulaci solemi kova pted 12 lety (Cern€) a nyni (svétle Sed€). Hladina statistické vyznamnosti je
vyjadiena * p<0,05. Statistické zpracovani bylo provedeno neparametrickym jednovybérovym

Wilcoxonovym testem.

Z Obr. 16 je patrné sniZeni reakce na rtut’ po 12 letech u pacientt s negativni RA,

naproti tomu dochazi k signifikantnimu zvySeni reakce na méd'.

-56 -



6.9 Porovnani produkce cytokinli po stimulaci monocytli solemi
Hg, Ni, Ag nebo TiO, a ZrO, u pacientli s pozitivni/negativni
rodinnou anamnézou

Ikdyz proliferace lymfocytii po kultivaci se solemi kovii nevykazovala signifikantni
zmény u pacientli s pozitivni RA, bylo vhodné porovnat miru produkce cytokini monocyty
po stimulaci kovy. Produkce cytokinil (vyjadiena v % pozitivni kontroly) je zndzornéna na
Obr. 17.
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Obr. 17 U pacienti s negativni rodinnou anamnézou dochazi k nizsi produkci
EOTAXINU-2, GM-CSF, IL-16, IL-la, IL-6, TGF-B1 a TNF-a po stimulaci
monocytu solemi kovii ve srovnani s pacienty s pozitivni RA. Monocyty byly stimulovany
HgCl,, NiCl, CH;COOAg, TiO, nebo ZrO, (podle toho, na jaky kov pacient nejvice reagoval pii
testu proliferace lymfocytd pied 12 lety) v koncentraci 50 ul/ 10° bunék na ml. V supernatantu
bunék byla méfena produkce cytokini multiplexovou metodou RayBio®™. Produkce cytokini je
vynesena v % pozitivni kontroly + stiedni chyba priméru. Hodnoty produkce cytokinil u pacientti
s pozitivni RA jsou znazornény Cernymi sloupci, u pacientl s negativni RA svétle Sedé. Hladina
statistické vyznamnosti je vyjadfena * p<0,05. Statistické zpracovani bylo provedeno

neparametrickym testem Mann-Whitney.

Na Obr. 17 je zfejmé snizeni produkce cytokinii monocyty u pacientll s negativni
RA. K signifikantnimu snizeni dochazi u EOTAXINU-2, GM-CSF, IL-16, IL-1a, IL-6,
TGF-B1 a TNF-oa. Prehled vybranych cytokinii, u kterych byla prokdzana signifikantni

zména v ramci skupin pacientd, je znazornén v nasledujici tabulce Tab. 11.
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Tab. 11 Piehled cytokini produkovanych po stimulaci monocyti solemi kovu se
zjiSténou statistickou vyznamnosti. Tabulka udava shrnuti vybranych cytokint se statistickou

vyznamnosti U v§ech analyzovanych skupin pacientt.

Cytokin Funkce

GM-CSF Faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagi, aktivace neutrofilii a uvolnéni

matrixmetaloproteaz (Kobayashi et al., 2009).

MIP-1a Prozanétlivy chemokin, atrahuje monocyty i T butiky, po infekci produkovan napf.
DC (Hu et al., 2012).

IFN-y Zanétlivy cytokin, produkovan Thl bunikami (ptehledné v Trinchieri, 1994).

IL-1a Prozanétlivy cytokin, produkovan riznymi buiikami, napt. endotelialnimi buiikami

hladkého svalu nebo epitelialnimi buitkami (Rao et al., 2007).

IL-4 Produkovan Th2 bunkami a granulocyty (bazofily, zirné bunky) (piehledné
v Mosser and Edwards, 2008); aktivace B bunék a pfesmyk na tvorbu protilatek
IgE (ptehledné v Stewart and Sally, 2010).

IL-6 Produkovan makrofagy, dulezity pro diferenciaci a aktivaci Th17 bunék (piehledné
v Mosser and Edwards, 2008).

IL-10 Produkovan Tregs, inhibi¢ni cytokin, mize byt produkovan také regulacnimi
makrofagy (ptehledné v Mosser and Edwards, 2008).

IL-11 Ristovy faktor, reguluje diferenciaci makrofagii, produkovan riznymi buitkami,

napf. fibroblasty (Putoczki and Ernst, 2010).

IL-12 Aktivace zanétlivé Thl bunééné odpovédi; produkovan DC, makrofagy (ptehledné
v Trinchieri, 1994).

IL-13 Produkovan Th2 butikami (pfehledné v Stewart and Sally, 2010).

IL-15 Produkovan monocyty, makrofagy, DC a napt. epitelidlnimi buikami. U

makrofagi zvySuje vysoka hladina IL-15 produkci TNF-o a IL-6, pfi nizké hlading
IL-15 se zvySuje produkce IL-10; u monocytd podporuje produkci IL-8 a
chemotaktickych faktort. Je dulezity pro diferenciaci NK bunék, které po stimulaci
IL-15 produkuji IFN-y (pfehledné v Perera et al., 2012).

IL-16 Prozanétlivy cytokin, ktery stimuluje monocyty a makrofagy k sekreci IL-6, IL-15
a TNF-a (pfehledné v Deng and Shi, 2006).

TGF-B1 Negativni rustovy faktor, produkovan napi. Tregs k polaceni (regulaci) imunitni
odpovédi (piehledné v Stewart and Sally, 2010).

TNF-a Produkovan monocyty, makrofagy, podpora zanétlivé imunitni odpovédi

(Schildberger et al., 2013).
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6.10 Vzajemny vztah mezi méfenymi cytokiny a jejich korelace s
kovy

Pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu byl analyzovan vztah mezi
jednotlivymi méfenymi cytokiny a také zavislost produkce cytokini a reakce na kovy
(udana jako stimulaéni index), které byly pouzity ke stimulaci PBMC. Korelaé¢ni koeficient
je definovan v rozmezi hodnot -1 az +1, kde hodnota -1 udavd nepfimou zavislost a
hodnota +1 zavislost pfimou. Korela¢ni matice pro cytokiny a kovy jsou zobrazeny v Tab.
14 a 15 (viz Prilohy) a na nasledujicich tabulkach (Tab. 12 a 13) je znazornén korelaéni

vztah mezi vybranymi cytokiny a mezi kovem a cytokiny.

Tab. 12 Piehled zjisténych zavislosti mezi produkci vybranych cytokini po
stimulaci monocyti solemi kovii. Monocyty byly stimulovany HgCl,, NiCl, CH;COOAg,
TiO, nebo ZrO, po dobu 5 dni a produkce cytokini byla méfena metodou RayBio®. V tabulce jsou
uvedeny hodnoty Spearrmanova korela¢niho koeficientu. Barevné jsou vyznaceny p-hodnoty;
Cervené je oznaCena statisticka vyznamnost na hladiné p<0,001, zelené p<0,01, Zluté p<0,05 a

modre bez statistické vyznamnosti.

IFN-y

IL-12p70
IL-8
IL-10
IL-11
IL-12p40
IL-1a
IL-1B
IL-4
IL-6
MIP-15
TGF-B1

V Tab. 12 je patrny velmi signifikantni vztah mezi mnoha cytokiny, a to az na
statistické hladiné vyznamnosti p<0,001. Prokézali jsme zavislost hladin cytokind IL-12 a
IFN-y, které jsou hlavnimi mediatory zanétlivé reakce oddalené precitlivélivosti, coz
dokladaji studie Schnorr a kol. (2012) a Trinchieri (1974). V rozvoji zanétu se také

uplatiuje IL-1B (Bocker et al., 2001) a pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu jsme
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zjistili, Ze jeho produkce ovlivituje hladinu mnoha dalSich cytokint, naptiklad IFN-y, IL-
la, IL-6, IL-12, a TGF-B1.

Také nas zajimalo, jakad je korelace mezi cytokiny produkovanymi monocyty a
zjisténou reakci na kovy (stimulaénim indexem), které byly pouzity ke stimulaci PBMC.

Vzajemna zavislost pro méd’ a nikl je zobrazena v tabulce Tab. 13.

Tab. 13 Piehled zjiSténych zavislosti mezi produkci vybranych cytokini po
stimulaci monocyti a proliferaci lymfocyti po stimulaci soli médi. Monocyty byly
stimulovany HgCl,, NiCl, CH3;COOAg, TiO, nebo ZrO, a produkce cytokini byla méfena
metodou RayBio®™. PBMC (po odstranéni adherentnich monocytit) byly kultivovany po dobu 5 dni
se soli Cu a nasledné méfena proliferace lymfocyti inkorporaci *H Thymidinu (MELISA®).
V tabulce jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu. Barevné jsou vyznaceny p-
hodnoty; zelené je oznacena statisticka vyznamnost na hladiné p<0,01, zluté p<0,05 a modie bez

statistické vyznamnosti.

IFN-y | IL-12p70 | IL-1B | IL-4 | IL-7 | IL-13 | IL-10 | IL-11 | IL-12p40 | M-CSF | MIP-15

Cu|o0679| 0,701 | 0,679 |0,754 | 0,673 | 0,664 | 0,688 | 0,534 | 0,684 0,692 | 0,622

Nebyla prokdzana z4dna korelace mezi proliferaci lymfocyt po stimulaci HgCl, a
produkci cytokini monocyty po stimulaci HgCl,, NiCl, CH3;COOAg, TiO, nebo ZrO..
Statisticky vyznamnéjS$i bylo porovnani produkce cytokinii monocyty a proliferace
lymfocytl po stimulaci PBMC soli médi. Pfima zavislost mezi hladinou proliferace
lymfocytlh po kultivaci se soli médi a produkei cytokinii monocyty byla vyznamna u
zanétlivych cytokinii (zejména IFN-y, IL-12), které se ucastni rozvoje Thl bunécné
odpovédi, a mimo jiné také u IL-4 a IL-13 (viz Tab. 13), které podporuji Th2 bunétnou
odpovéd’a uplatiiuji se v patogenezi alergie. Kov pusobi po vazbé na bilkovinu (jako
hapten) na organismus zfejmé vice sméry a dochazi k produkci mnoha cytokind, jejichz

hladiny jsou ¢asto ovliviiovany, jak jsme zjistili z korela¢nich matic.
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7 Diskuze

V soucasné mediciné se uplatituje stale se zvysujici pocet materialti. Biomaterialy
interaguji s biologickym systémem a vyznacuji se schopnosti vyvolat odpovidajici imunitni
odpovéd’ organismu. Dilezitou vlastnosti je biokompatibilita, mira snasenlivosti materialu
Vv biologickém systému, kterd je ovliviiovana zejména uvolnovanim kovovych iontl
Z povrchu materidlu vlivem rozpustnosti materidlu a korozivnimi vlastnostmi (Williams,
1987). Materialy mohou byt také bioaktivni a ovliviiovat metabolismus a funkci okolnich
bunék. Vyuziva se potahovani povrchu biomateridlu za a¢elem dosazeni lepsi snasenlivosti
organismu (Albrektsson and Johansson, 2001).

Nezadouci ucinky dentalnich materidl jsou popisovany jako vznik alergické
reakce IV. typu oddalené piecitlivélosti. Dochéazi k naruseni obranyschopnosti organismu,
tkané jsou Casto poskozeny chronickym zanétem (piehledné ve Forte et al., 2008; Rahilly
and Price, 2003), dochazi k produkci cytokini, zvySené cévni permeabilité a v misté reakce
se aktivuje také antigenné nespecificka slozka imunity. Imunitni reakce je pln¢ dosazena
po 48 hodinach a jeji hladina je udrZena nékolik dni (Alexader and Curtis, 1979).

V diplomové praci byla sledovana proliferace lymfocytd a produkce cytokinil
monocyty po stimulaci solemi kovi, které jsou slozkami dentdlnich materidli. Test
proliferace lymfocytt in vitro byl modifikovan pro prikaz reakce na kovové slouceniny
piitomné v dentalnich materidlech a patentovan ve Svédsku pod ndzvem MELISA
(memory lymphocyte immuno-stimulation assay). Tento test byl puvodné vyvinut pro
detekci epitopu 1é¢iv a jinych chemickych sloucenin nizké molekulové hmotnosti (Stejskal,
1989; Stejskal et al., 1994).

Zjistili jsme, ze pokud byly pacientim odstranény kovy z dutiny Gstni, dochazelo
po 12 letech k signifikantnimu snizeni proliferace lymfocytti po stimulaci solemi Hg, Fe,
Ni a Pt (viz Obr. 10). U pacientd, kteti vykazovali pted 12 lety precitlivélost na rtut’, bylo
po 12 letech pozorovano statisticky vyznamné sniZeni stimula¢niho indexu (proliferace
lymfocyti) po kultivaci PBMC s HgCl,. Souvislost by mohla byt v pfitomnosti kovl
V dutin€ ustni. Nekterym pacientiim byly kovové dentdlni materidly odstranény, coz by
mohlo byt faktorem, ktery se podilel na zlepSeni stavu. SniZeni stimula¢niho indexu u
pacientl se zvySenou piecitlivélosti na rtut’ pfed 12 lety bylo objeveno i u hliniku a
molybdenu. Jisté zhorSeni bylo zaznamenano zvysenou reakci na sul zlata (Obr. 12).

Patrné byly 1 zmény proliferace lymfocytl po stimulaci solemi kovil po 12 letech u

pacientu s negativni rodinnou anamnézou. Pacienti s negativni RA vykazovali po 12 letech
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snizenou reakci (vyjadienou jako stimulaéni index) na rtut’, oproti tomu byla signifikantné
zvysena reakce na sil médi (Obr. 16). U pacientt s alergii dochéazi po 12 letech ke snizeni
proliferace lymfocyti po stimulaci HgCl, a ke zvySeni reakce na sul zlata (viz Obr. 15),
coz bylo patrné i u pacienti s prokazanou precitlivélosti na rtut. Pacienti se
zjisténou precitlivélosti na nikelnaté soli (pied 12 lety) nevykazuji zmény v proliferaci
lymfocytt.

Piecitlivélost na nikl (alergicka kontaktni dermatitida) je popisovana jako reakce
oddalené precitlivélosti s moznou tlohou NK buné¢k, které reaguji na pfitomnost niklu
produkci IFN-y (Kim et al., 2009), jehoz vysoka hladina je typicka pro reakci oddalené
piecitlivélosti (Schnorr et al., 2012). Aby dochazelo k produkci IFN-y T a NK bunkami, je
dualezity jejich kontakt s buitkami prezentujicimi antigen (hlavné makrofadgy a dendritické
buniky), které po aktivaci produkuji IL-12. Interleukin IL-12 stimuluje T a NK bunky
k produkci IFN-y (piehledné v Trinchieri, 1994). V na$i praci jsme prokazali, ze po
odstranéni kovovych dentdlnich materiald z dutiny ustni dochdzi u pacienti ke snizeni
produkce I1L-12 a IFN-y po stimulaci monocytti solemi kovii (Obr. 11). Naméfena hladina
IFN-y vypovida zfejmé o kontaminaci monocyti T nebo NK buiikami.

V této pilotni studii jsme také prokazali, Ze po stimulaci monocyti HgCl, dochézi
k signifikantn¢ vyssi produkci GCSF, GM-CSF, IL-10, IL-15, M-CSF, MIP-1a, MIP-13
aTNF-o v porovnani s NiCl, (viz Obr. 14). Podle naSich vysledkd se rtut’ jevi jako
vyraznéjsi aktivator imunitni odpovédi ve srovnani s niklem. Je patrné, Ze u¢inkem kovu
na monocyty (adherentni buiky) je dosazeno rozvoje zanétu. Nejvyssi hladiny cytokini
produkovanych po stimulaci monocyti solemi rtuti nebo niklu byly naméfeny u IL-8,
MCP-1 a RANTES (Obr. 13), které se vyznacuji chemotaktickou aktivitou a atrahuji
bunky imunitniho systému do mista infekce, ¢imz dochazi k prohloubeni zanétu.

Pacienti s odstranénymi kovy z dutiny ustni vykazovali niz§i hladiny rtstovych
faktordi granulocytd nebo makrofagii (monocyti) GCSF, GM-CSF a M-CSF v porovnani
s pacienty s vyskytem kovu v dutiné ustni (Obr. 11). Bylo tedy pozorovano snizeni
produkce faktord, ovliviwyjicich proliferaci a diferenciaci makrofagli (monocytd) a
granulocytil a z toho plynouci sniZeni aktivace imunitni odpovédi. K aktivaci T bungk je
totiz nutny kontakt sbufikami prezentujicimi antigen (napiiklad makrofagy nebo
dendritické bunky). WALSH a kol. (1990) také prokazali, ze GM-CSF podporuje
adherenci eozinofilli na sklo s nanesenou vrstvou plazmy a na lidské endotelialni bunky. U

pacientd s odstranénymi kovy z dutiny Ustni byla dale sniZzena hladina 1L-10 a IL-11, coz
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jen doklada potlaceni celkové imunitni odpovédi a produkce cytokinl, pokud byly
odstranény kovové dentalni materialy.

Bylo zjisténo, ze nikl stimuluje produkci IL-10 po kultivaci s PBMC (Minang et
al., 2006b). V nasich vysledcich byla hladina IL-10 signifikantné zvySena (viz Obr. 14) po
stimulaci monocytd HgCl, ve srovnani s NiCl,. Pokud byly pacientim odebrany kovy
z dutiny ustni, byla zjisténa snizena produkce IL-10 (Obr. 11). Interleukin IL-10 je
dalezitym regulacnim cytokinem, je produkovan bunkami Tregs a uplatiuje se pii
potlaceni imunitni odpovédi. V Mosser and Edwards. (2008) bylo popsano, ze IL-10
produkuji také tzv. regulaéni makrofagy.

Prokazali jsme, ze po stimulaci monocyti HgCl, dochézi k signifikantné vyssi
produkci IL-15 ve srovnani se stimulaci NiCl, (viz Obr. 14). I po letech je rtut’ podle
nasich zji§téni siln¢jSim aktivatorem imunitni odpovédi, nez nikl. Studii Perera a kol.
(2012) bylo popsano, ze IL-15 je dalezitym faktorem pro diferenciaci a aktivaci NK bungk,
které po stimulaci IL-15 produkuji IFN-y.

Pii pokusech s makrofagovou bunéénou linii byla objevena snizena produkce IL-
12p70 po stimulaci solemi rtuti, kobaltu a niklu. ZvySeni produkce sTNF-RI bylo
pozorovano u rtuti, chromu, kobaltu a palladia. Po kultivaci makrofagii s chromem se
zvysila produkce RANTES a IL-8 a snizila se hladina M-CSF a IL-1a. Produkce M-CSF
byla sniZena 1 po stimulaci bun¢k kobaltem a niklem. Palladium zvySovalo produkci TGF-
B bunkami makrofagové linie. Také byla objevena zvySena produkce IL-10 po stimulaci
bungk titanem, chromem a niklem (Venclikova et al., 2013). V nasi praci byly nejvyssi
hladiny cytokinti produkovanych po stimulaci monocyti solemi rtuti nebo niklu naméteny
u IL-8, MCP-1 a RANTES (Obr. 13), coz u chromu doklada uvedena studie Venclikové a
kol. (2013), kdy po kultivaci makrofagh se soli chromu dochazelo ke zvysené produkci IL-
8 a RANTES.

Vyznamna je také genetickd predispozice pii intoleranci kovii. U pacientd
s precitlivélosti na kovy byla objevena zvysena frekvence HLA-B37, HLA-B47 a HLA-
DR4 a naopak v mensi mife byl zastoupen HLA-DR7 (Saito et al., 1996; Prochazkova et
al., 2000). Proto jsme pacienty rozdélili do skupin s pozitivni, resp. negativni rodinnou
anamnézou. Prokazali jsme signifikantni zmény v produkci cytokini. U pacientl
s negativni RA byly naméteny niz$i hladiny GM-CSF, IL-16, IL-1a, IL-6, TGF-B1 a TNF-
o Ve srovnani s pacienty s pozitivni RA (Obr. 17). Z vysledkt je patrné snizeni produkce
zanétlivych cytokint (IL-1a, IL-6, IL-16 a TNF-a).
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Po kultivaci niklu s PBMC byla také zjisténa zvysena produkce cytokind IL-4, IL-
13 a IFN-y (Minang et al., 2006b). Interleukiny IL-4 a IL-13 jsou produkovany Th2
bunkami a uplatiiuji se v patogenezi alergie, zejména stimulaci B buné¢k k produkci
protilatek tiidy IgE (pfehledné v Stewart and Sally, 2010). Prokézali jsme sniZzeni produkce
IL-13 a IFN-y po 12 letech u pacientd s odebranymi kovy z dutiny ustni (Obr. 11). Tyto
cytokiny byly detekovany ziejmé vlivem kontaminace monocyti T buiikami.

Ptevazujici bunécnou populaci pfi nezddouci reakci na kovové dentdlni materialy
jsou CD4+ T bunky, které se vyznacuji produkci cytokinii IL-17, IL-22 a IFN-y (Dyring-
Andersen et al.,, 2013). Toto tvrzeni dokladaji naSe vysledky, kdy u pacientl
S odstranénymi Kovy z dutiny ustni jsme zjistili snizenou produkci IFN-y (a také 1L-12) po
kultivaci monocyt solemi rtuti, niklu, stiibra nebo TiO; a ZrO, (Obr. 11), ktera je dana
ziejmé pritomnosti T nebo NK bunék, které nebyly dostatecné odmyty béhem separace
monocytu.

V patogenezi kontaktni dermatitidy mé zfejmé velkou ulohu populace Th17 bunék.
Pokud je pfitomen IFN- y keratinocyty jsou stimulovany k uvolnéni molekul CXCL8 (IL-
8), IL-6 a HBD-2. Dochazi ke zvysené expresi molekuly ICAM-1 na povrchu keratinocyt,
ktera je dualezita k jejich interakci s T bunkami a k vyvolani apoptdzy keratinocytl
(Pennino et al., 2010). Vzhledem Kk hojnym studiim o tloze bunééné populaci Thl7 a
zangtlivého interleukinu IL-17, ktery produkuji, by bylo vhodné se dale zaméfit na
testovani produkce IL-17 po stimulaci PBMC solemi kovii a jeho roli v reakci na kovové
materialy.

Ukazuje se, ze preferen¢né jsou slouceninami HgCl, vdzanymi na bilkovinu
aktivovany CD4+ T buiiky, jejichZ proliferace a aktivace dosahuje maximalni hodnoty v 6.
dni kultivace. Kplné aktivaci T bunék je dilezitd kooperace s CD14+ burnkami
(LOFTENIUS, EKSTRAND and MOLLER, 1997). Proto nas zajimalo sledovat aktivaci a
produkci cytokinli monocyty po pisobeni solemi kovi. V budoucnu by bylo potieba
provést separaci monocytd podle jejich povrchového markeru CD14 (koreceptor TLR4) a
tim docilit odstranéni T buné€k ze suspenze monocytt.

Jiz z pokust Venclikové a kol. (2013) na makrofdgové bunécné linii byla zjiSténa
signifikantni zména produkce cytokind po stimulaci solemi kovii, a proto jsme se zaméfili
na imunitni reakci monocyti po kultivaci se solemi kovll pfitomnych v dentdlnich
materidlech. Monocyty jsou kli¢ové buniky imunitniho systému, které se jako builky
prezentujici antigen, zejména po pfeméné v tkanich v makrofagy, pfimo podileji na

aktivaci imunitni odpovédi a jejich stimulace je tedy zdsadnim faktorem pifi rozvoji
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nezadouci reakce na dentalni materialy. V této studii by bylo vhodné dale pokracovat a
zam¢éfit se na izolaci dendritickych bunék (z perifernich monocytil) a sledovat produkci
cytokinli po stimulaci solemi kovil. Dal§im budoucim postupem by mohlo byt porovnani
produkce cytokinli monocyty/dendritickymi buiitkami S nestimulovanymi buiikami
pacientd. U pacientll jsme ovSem casto méli problém s nizkym poctem adherentnich
bunék, proto jsme testovani nestimulovanych bunék neprovadeéli.

Pii piecitlivélosti na kovy v dentalnich materialech podle nasich vysledkt dochazi
k produkci Sirokého spektra cytokini. Nezadouci reakce jsou oznaCovany jako reakce
oddalené precitlivélosti, pro které jsou dilezitymi medidtory IFN-y a IL-12, jejichz hladiny
jsme objevili signifikantn¢ snizené u pacientii s odstranénymi dentalnimi materialy. Po
stimulaci monocytii se solemi kovl dochdzi k produkci mnoha cytokinii, naptiklad
rustovych faktorii pro kolonie monocytii (makrofagtli) a granulocyt nebo chemokini, které
atrahuji bunky imunitniho systému do mista zanétu. Vysledkem je aktivace imunitnich
bunék a stimulace specifickych i nespecifickych mechanismt imunity.

Monocyty (makrofagy) jsou tedy dulezitymi buiikami imunitniho systému. Jejich
kooperace sT buikami je klicovym faktorem pro rozvoj imunitni odpovédi pii

precitlivélosti na kovové dentalni materialy.
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8 Souhrn

Bylo zjisténo nasledujici:

1)

2)

Pokud byly pacientim odstranény kovy z dutiny ustni, dochédzelo po 12 letech
k signifikantnimu snizeni proliferace lymfocytd po stimulaci solemi Hg, Fe, Ni a Pt.
U pacientq, ktefi vykazovali pfed 12 lety zvySenou reakci na rtut, bylo po 12 letech
pozorovano statisticky vyznamné snizeni hodnoty stimula¢niho indexu po kultivaci
PBMC s HgCl,. SniZeni stimula¢niho indexu bylo objeveno i u hliniku a molybdenu.
Byla objevena zvysena piecitlivélost na zlato u pacientd, ktefi pred 12 lety
vykazovali nejvyssi reakci na HgCl, a také u pacientt s alergii.

U pacientt s alergii bylo po 12 letech pozorovano také sniZeni proliferace lymfocyt
po stimulaci HgCl..

Pacienti s precitlivélosti na nikelnaté soli nevykazovali po 12 letech zmény

v proliferaci lymfocyta.

Po odstranéni kovovych dentalnich materialt z dutiny ustni dochéazelo u pacienti ke
snizeni produkce IL-12 po stimulaci monocytd solemi kovil pfitomnymi v dentdlnich
materialech.

Pacienti s odstranénymi kovy z dutiny tstni vykazovali také nizsi hladiny rastovych
faktort granulocytd nebo makrofagli (monocytt) GCSF, GM-CSF a M-CSF
V porovnani s pacienty s vyskytem kovl v dutiné ustni. Bylo tedy pozorovano
snizeni faktord, ovliviiyjicich proliferaci a diferenciaci makrofagli (monocytl) a
granulocyti.

I po letech je rtut’ podle naSich zjisténi silnym aktivatorem imunitni odpovédi. Po
stimulaci monocyt HgCl, dochazelo k signifikantné vyssi tvorbé GCSF, GM-CSF,
IL-10, IL-15, M-CSF, MIP-1a, MIP-16 a TNF-a ve srovnani se stimulaci monocytt
NiCl,.

U pacientd s negativni RA byly namétfeny nizsi hladiny zanétlivych cytokint (IL-1a,
IL-6, IL-16 a TNF-a).
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Pfilohy

Proudy max.: Sliny: Fota: Stery:

DOTAZNIK K METODE MELISA®

Budete testovan(a) metodou MELISA® na pfipadnou pfecitlivélost na kovy. Abychom byl schopni spravné
vyhodnotit vysledky tohoto testu, Zadame Vas o pokud moZno co nejpresnéjsi vyplnéni tohoto dotazniku. Pokud
by prostor na psani nestalil, pouZijte ¢isty list papiru. Vami uvedené informace v tomto dotazniku jsou chranéné
|ékarskym tajemstvim.

Jménoapfimeni: ... ... Rodnééislo: ... .

Pojistovna: .. Datum wySetfeni: .

Konfaktni adresa: ... PBCT  n

Telefon:.. ... Fax_ .. . E-mal ..

. . e . . R . ®
Jmeéno a adresa Vaseho lékare, od ktereho mate doporuceni k provedeni testu MELISA
e Telefonc
Vase soutasné zaméstnani (doba trvani) ..
Vase pfedchozi zaméstnani (doba trvani) ... s

Prichazite profesné do styku s kovy doma nebo v zaméstnani (broudeni, ledténi, lakovani atd.)?
ANO NE
Pokud ano, za jakych okolnosti a s kterymi kovy (vE. let expozice)?

Kourfite? ANO NE
Pokud ano, kalik cigaret denné? .. ... O RAY P e e,

Koufil(a) jste dfive? ANO NE
Pokud ano, kolik cigaretdenné?_ ... Odkdyajakdlouho? .
Jste doma nebo v zaméstnani v kurackém prostiedi? ANO NE

UZivate v souéasné dobé néjake |léky na alergii (napf. antihistaminika, kortikoidy), imunosupresivni [éky (napr.
kortikoidy) nebo leéky na Stitnou Zlazu (napi. Euthyrox €i jiné hormony Stitné Zlazy)?

Nazev:... ... Davkowani? o
Nazev......... ... Davkovani?.......
Nazev: . ... . e Davkovani? o

Mate diagnostikovano néjaké onemocnéni? (Zloutenka, EBV virdza, borelidza, vysoky krevni tlak, porucha stitne
Zlazy, atopicky ekzém, revmatoidni artritida, diabetes, gastritida atd.)

VaSe drivéjsSi a soucasna lécba (od kdy, doba, leky vé. homeopatik):

Jaké Odkdy .............. Léfba.................................
Jaké . Od kdy oo Lééba ...
Jaké Odkdy .............. Létba.... ...
Jaké Odkdy .............. Létba.... ...
Jake . Od kdy Léfba. ...
Jake ... Od kdy o Lefban
Jake e Odkdy ...oooveeeeeee LéCEba.
Jaké Odkdy ............... Léba.........................

UzZivate pravidelné vitaminove preparaty?(denné, obden, sezénné, .. )
Nazev: ... WJAK GASTO?
NAZeV: .. e JAK EASTOT

Pokud pozorujete vedlejsi uéinky u kterychkoli z vyie uvedenych preparatll, popisteje .
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Dostal(a) jste nékdy gamaglobulin £i jinou vakcinu jako prevenci i leébu? ANO NE
Lo L 0 o =Ty o TR T 1 T S

Mate v téle voperovan né&jaky implantat (umély kloub, hfeby a dlahy u zlomenin, kardiostimulator,
silikonovy prsni implantat, jiny implantat)? ANO NE
Pokud ano, specifikujte jaky a od kdy?

PouZivate pravidelné oéni kapky? ANO NE

Pokud ano, jaké (vi.vyrobce). .. -
PouzZivate nebo pouzwal(a)Jste kontalﬁm cocky‘? ANO NE

Pokud ano, jaky roztok na kontaktni éofky jste pougivalia)............ ...

Zwykate Zvykatku? ANO NE
Jakou znacku? ... ... Jak ¢asto? ... x - denné - obden —tydn&-mésiéné
Mate nebo mél(a) jste néjaké tetovani? ANO NE

Od kdy (jak dlouho). ... Jakvelké (em)

Byl(a) jste nékdy lé€en(a) preparaty obsahujicimi zlato? ANO NE

Pokud ano, specifikujte (ndzev, wrobce). ..
Zareglstroval( ) jste b&hem Ier.by Ved|EJSI ucmky? ANO NE

Pokud ano, specifikujte. ..

Nosite nebo nosil(a) jste nausnice nebo piercing? ANO NE
Z jakého maternialu byly zhotoveny? zlato — hilé zlato — stfibro — chir. ocel - bizutérie — titan -jiné;.....................

MéEl(a) jste s nadudnicemi (piercingem) néjaké zdravotni potiZze? ANO NE

Z jakeho matenalu byly zhotoveny? zlato — bile zlato — sffibro — chir. ocel - bizuterie — titan- jiné:__._.____ ...
Za jak dlouho po nasazeni se objevily potize?_____hodiny — druhy den — tyden — jenom nékdy ...

O jakeé potiZe se jednalo?

Pozorujete néjaké zdravotni potize po kontaktu s kovowymi predméty jako jsou jeansovymi knofliky, naramkovymi
hodinkami, Fetizky, naramky €1 klenoty? ANO E

Pokud ano:

Z jakeho matenalu byly zhotoveny? zlato — bile zlato — stfibro — chir. ocel - bizuterie — titan - jiné:__...................
Za jak dlouho se objevily potize? . hodlny druhy den —tyden — jenom nekdy
Ojake potiZze se jednalo? ............ i i .

Dochazi nebo dochazelo u Vas k pravidelnému éernani kovovych predméti? ANO NE
Za jak dlouho po nasazeni se éernani objevilo?____hodiny — druhy den — tyden — jenom nékdy ... .
O jaké kovy se jednalo? zlato — bile zlato — sffibro — chir. ocel - bizutérnie —titan - Jiné-...______.._._ ...

Byl u Vas proveden nékdy kozni test citlivosti? ANO NE

JMENO KA e . e e
OddEleni, BOIESA. ... et e et e e e e e e an e
Vsl ek et e e

Pozoroval(a) jste néjaké zmény svého zdravotniho stavu v souvislosti s koZnimi testy? ANO NE
POKUT @N0, JAKE. ..o e e e e e e e e e nm e e e e m e e e e e —eenn

Byl(a) jste nékdy desenzibilizovan(a) (potlaceni alergie) pylovym £i prachovym extraktem nebo extraktem
z véeliho vosku? ANO NE
Pokud ano, proc, kdy ana jak dIoUNO. ... e eaens

Mate alergii na kosmetiku? ANO NE
Pokud ano, na jaké produkty - specifikujte vietné vyrobce L
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Jste alergicky(a) na penicilin i jiné léky? ANO NE

Na jake?

Mate potravinovou alergii?
Na jaké potraviny?

o i o

Zijete & zZil(a) jste v blizkosti tovarny, krematoria, dalnice nebo letisté? ANO NE
Kde . Odkdy. . Jakdlouho. ..

Vyskytuje se nékteré z téchto onemocnéni ve Vasi rodiné?(Alergie, Autoimunitni onemaocnéni, KoZni onemocnéni,
Kardiovaskulami onemocnéni, Diabetes, Nadory, Chemicka pfecitlivélost, Psychiatricka choroba a jiné)

Rodice:

Vek Onemocnéni Alergie

...Otec. ...

...-Matka. ..
—

rSourozenci: ek Alergie

... Bratr. ...

Onemocnéni Alergie

—y

Misto pro daléi informace o zdravotnim stavu (sled vaZnéjich onemocné&ni, arazi, chirurgickych zakrok( atd.)
Informace o zdravotnim stavu

Rok

/’ Pokud jste Zena:

Mate zavedeno IU télisko?
Méla jste nékdy zavedene U télisko?

ANO
ANO

NE
NE

Pokud ano, pozorovala jste v dobé, kdy bylo IU télisko zavedeno né&jaké zdravotni potize?

ANO

NE

Z jJakého matenialu bylo ISk 7 e

O jaké potize se jednalo? ...

Prubéhgrawd“aporodu

Pokud jste Rh- dostala jste po porodu anti-D-globulin?

@Jd ano, udejte rok apliKace. .
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Mezjalné
Rok nasazeni: @Eﬂ!&i
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VUS
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@ TetovaZz sliznice:
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g é Eflorescence:
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Meziilné
Pouzité materialy: Amalgam Kompozita Skloionomerni cement (GIC)
Aurix Metalo-keramika Metalo-kompozita Keramika

Divod vysetfeni (problém; od kdy; okolnosti vzniku, zlepseni, zhor3eni po):

Pacient byl(a) vySetien (@) ma. .. ]

Doporuéeno: [JKT-Zemliékova: [JKT-Machoveovd, [IMykologie;  [Jimunologie — Hybenova

Afty: ANO NE Jak éasto:......................._. Pofet: __ xsolitérni nebo .... x multiformni
PFiznaky (zakfizkujte): Mistni [_] Celkové [ ]

Paleni sliznic I:l Puchyfky na sliznici I:' Vazké sliny I:' Kovova chut I:'

Kozni projevy I:' Nausea a zvraceni I:l Malatnost I:l Bolesti hlavy I:l

Nadmémé poceni[l Poruchy srdecniho rytmu I:l Poruchy dechu I:l Jiné I:l
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Tab. 14 Korela

THF-a | EOTAXIN|EQTAXIN-AGCSE | GM-CSF| IFM-y [IL-12p70 |[THF-BlIL2  |IL-10 |IL-11 |IL-1 IL-1a [IL-1E (-2 il [ILE IL-13 IIL—15 IIL—1T IIP—10 IM-L':SF IMIG IMlF'—'l IMIF‘-1BIMIF'—|5ITGF-H1.
THF-a 1,000 0,289 0.527
EOQTAXIN 1,000 0.4a1
EOTAXIN-2 1,000 0,423 0,521 |0,510 10,546 0535 0473 |0.532
|scsE 1,000 0.522
GM-CEF 1,000
IEH; 1,000
IL-12p70 1,000 0423
THF- 1,000 (0,148 0423 044
IL-8 0,268 |0461 0,423 0,148 |1,000 0480 (0484 |0.428 0,231 |0.248 |0.182 |0.122 (D325 0418 [D425 0,338
IL-10 1,000 0471
=11 1,000 0,464
[I-12040 1,000
LL-1a 1,000 0485
|IL-18 0,429 1,000
-2 0,494 1.000
) 0.521 0,426 1,000 0443 0288
JHLK] 0,510 0,428 1,000 0,388 |0.333 (0508
13 0.281 1,000 0.500
] IL-15 0,346 1,000 0548 0.520
LIL-17 0,546 0,182 0,233 1,000 |0.528 0.461
[IP-10 0,522 0483 0,193 (0,471 |D484 0485 0,333 0548 |0.528 |1.000 0112|0185 |D526
|M-CEF 0,535 0,325 0,508 1,000 0.508
MIS 0,418 1,000
|MIP-1a 0473 0,425 0,443 0.113 1,000
[MIP-1 0,527 0,532 0441 0,388 0,506 |0.530 |0.451 |0.185 |0.508 1,000 0,543
|MIP-18 0,526 1,000
L= 0,238 0.543 1,000
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Tab. 15 Korela¢ni matice porovnani mérenych cytokinu a kovi, které byly pouZzity ke
stimulaci monocytii a PBMC. V tabulce jsou znazornény hodnoty korelaéniho Spearmanova
koeficientu. Barevné jsou vyznaéeny p-hodnoty; zelené je oznacena statisticka vyznamnost na

hlading p<0,01, zluté p<0,05 a modte bez statistické vyznamnosti.

Hg Ag Al Au Cd Co Cr Cu Fe Mo i Pd Pt 5n TiO2 |Zn
TMF-a -0,130 (0,321 |-0,028 |-0,00@ (0,143 |-0.132 |-0,068 (0,710 |0.470 |0.733 |-0.511 |-0,318 |0.235 (0,036 |-0.308 (0,133
EOTAXIN -0.101 (0,128 |-0,228 |-0,020 -0.420 |-0.331 |0.104 (0,508 |0,130 |0.285 |-0.56% (-0.450 |-0.084 (0,222 (-0.352 |0,050
ECTAXIN-2 -0,200 |-0,000 |-0.801 (0,233 (0420 |-0.288 |0.011 (0.50% |-0.300 |-0.087 |-0.274 |-0,250 |-0,077 (0,108 |-0.671 |-D.183
GCSF 0,080 (0,241 (0,018 |0,077 |-0.300 [-0.284 (0,352 (0,575 |0.243 |0.393 |-0.586 |-0.347 (0.132 |0.530 |-0.588 |D.455
GM-CSF -0.044 (0,071 |-0,345 |0,204 |0.02¢ |-D.218 (0,200 (0,626 |-0,083 |0.200 (-0.335 |-0.264 (0.022 |0.218 |-0.600 |D.167
ICAM-1 -0,055 (-0,152 |-0.400 |0428 |0.257 |-0,275 (0,125 (0,450 |-0,527 |0.207 (0,035 (0,238 (0.248 |-0,136 |-0.480 |D,083
IFM-y -0,107 |0,090 |-0,245 (0,253 |-0.200 |-0.288 |0.200 (0,679 |-0.064 |0.418 |(-0.332 (-0,300 |0.0@0 |-0,132 |-0.420 |D,100
IL-12p70 -0.148 (0,198 |-0,077 |0,191 |0.02¢ |-0,007 (0,286 |O,701 |0,139 |0.515 |-0.318 |-0,280 (0.224 |-0,009 |-0,235 |0,167
TNF- -0,226 (0,323 |-0,119 |-0,122 |-0,200 |-D.182 |-0,125 |0.640 |0,370 |0.588 |-0.519 (-0,353 |0.130 |0.002 |-D.287 |D.,00D
IL-8 0,165 |-D,084 |-0,084 (0,305 (0600 |-0.282 |0.560 (0,223 |-0,182 |0.,345 (-0.118 |-0,000 |0.178 0,059 (-0.105 |D,333
IL-10 -0.071 (0.235 |-0.088 |0.184 |0.429 |-D.188 (0.073 |D.BB8 |0.212 |0.552 |-0.525 |-D.481 (0.077 |0.288 |-0.657 |D.367
IL-11 0,024 (0,108 (-0.025 |0.320 |0.371 |-0.105 |0.438 (0534 |0.127 |0.624 |-0.284 |-0.118 (0.262 |D.030 |0.01% |D.450
IL-12p40 -0.084 (0,170 |-0.112 |0.224 |0.429 |-D.170 (0.288 |D.BB4 |0.103 |0.500 |-0.344 [-0.191 (0.249 |0.038 |-0.235 |D.285
1-309 -0.030 |-0,100 |-0.727 |-0.202 0462 |-0.557 |0.015 |0.084 |-0.418 |0.067 |-0.136 (0,143 |-0.178 |-0.015 |-0.300 |D.050
IL-1a 0,002 |-D,051 |-0.245 0,267 (0,314 |-0.171 |D.442 (0,495 |-0,173 |0.,188 |(-0.162 |-D,141 |0.222 |-0,1%4 (-0.320 |D,233
IL-1B -0,135 |-0,003 |-0,350 (0,281 |0,02¢ |-0.300 (0,095 (0,678 |-0,100 |0.285 |-0.230 (-0,200 |0.103 |-0,185 |-D.406 |-D,233
IL-2 -0,088 0,120 |-0.273 (0,042 (0,257 |-0.211 (0,095 (0.648 |0,130 |0.418 |-0457 |-0,270 |0.064 (0,043 |-D.385 |-D,067
IL-3 -0,130 (0,176 |-0,154 (0,125 (0,314 |-0.224 |0.015 (0,745 |0,036 |0.530 |(-0.260 (-0,303 |0.156 |-0,141 |-0,322 |D,033
IL-4 -0.131 |0.240 |-0.245 |0.047 |0.257 |-0.157 |-0.064 (0,754 |0.176 |0.418 |-0.423 [-0.243 |0.174 (0,008 |-0.441 |-D.002
IL-6 0,168 |0.024 |-0.154 0,181 (0,857 |-0.015 |0.288 |0.484 |-0.300 |0.164 |(-0.006 (-0.024 |0.143 |-0.084 (-0.385 0,233
IL-6sR -0.172 |-0.078 |-0.504 |0.482 |0.600 |-0.300 (-0.011 (0.534 |-0,576 |0.200 |-0.082 |0.076 |(0.125 |-0.150 |-D.524 |-0.033
IL-7 -0.080 |-0.080 |-0.527 |0.304 |-0.200 |-0.176 |0.300 |0.673 |-0.233 |0.571 |-0.400 |0.007 |0.336 |-0.224 |-0.233 |0.036
IL-13 -0.108 (0.308 |-0.028 |0.051 |0.143 |-0.181 (-0.084 (0B84 |0.444 |0.836 |(-0.433 (-0.306 (0.188 |0.107 |-0.212 |D.159
IL-15 -0.123 (0,213 |-0.161 |-0,133 |-0.143 |-0.288 (0.033 (0,508 |0.188 |0.384 |-0.515 |-0,381 (-0.009 (0,077 |-0.280 |-0.083
IL-16 -0.146 |-0.096 |-D.480 |0.,575 |0.086 [-0.232 (0.037 (0,437 |-0.515 |0.236 |0.044 |(0.221 |(0.270 |-0.139 |-0.434 |-0.067
IL-AT -0.219 (0,390 |-0,011 |-0,297 (0,088 |-D.214 |-0.031 |0.560 |0,370 |0.503 |-0.552 |-0.400 |0.114 |0.182 |-0.252 |0,087
IP-10 -0,366 (0,184 |-0,371 (0414 |-0.657 |-0.257 |-0.165 |0.626 |0,008 |0.345 |-0.183 [-0.024 |0.257 |0.018 |-D.408 |-D,300
MCP-1 0,035 |-0,205 |-0.049 (0423 |0.857 |-0.103 |0.358 |0.235 |-0.509 |0.358 (0,004 |0.285 |o.521 |-0.228 (0,189 |D.0M7
MCP-2 -0.300 |-0.012 |-0.2084 |0.284 |-D.420 |-0.150 (0.028 (0.857 |0.281 |0.491 |-0.812 |-0.308 (0.305 |0.193 |-0.573 |-0.187
M-CSF -0.220 |0.358 |-0.007 |-0.082 |-0.143 |-0.150 (-0.090 (0,682 |0.527 |0.64& (-0.832 |-0.453 (0.187 |0.264 |-0.524 |D.200
MIG -0.304 |0.328 |-0.189 |0.243 |-0.426 |-0.225 |-0.068 (0,736 |0.285 |0.600 |-0.474 (-0.447 |0.084 |-0.020 |-0.586 |0.350
MIP-1a -0.083 |0.082 |-0.161 |-0,035 (0,857 |-0.118 |0.055 |0.4085 |-0.136 |0.273 |-0.422 (-0.547 |-0.005 |-0.250 |-0.478 |0.533
MIP-18 -0.018 |-0,166 |-0,168 |0,230 |0.8686 (0,068 (0,358 (0,358 |-0,218 |0.176 |-0.488 (-0.532 (-0.029 |-0.326 |-0,198 |0.500
MIP-15 -0.167 |0.143 |-0,357 |0,175 |0.429 [-0.385 (-0.077 |0.622 |-0,145 |D.442 |(-0.412 |-0.484 (0.029 |-0.018 |-0,797 |0.383
RANTES -0.004 0,055 |-0.469 -0,019 0,257 |-D.488 |-0.262 (0,185 |-0,327 |0.503 (0,117 |0.250 |-0.011 |-0.568 |-0.287 |0,200
TGF-B1 -0.176 |0.257 |-0.119 |-0,011 |0.142 |-0.,250 (-0,055 |0.8682 |0.333 |0.709 |-0.426 |-0.253 |0.182 |-0.032 |-0.284 |D.083
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Tab. 16 Piehled zprimérovanych hladin detekovanych cytokini (vyjadieno v %

pozitivni kontroly), v€etné normality dat (Sikmost, Spicatost).

Primér Stiedni
N 930&,‘1 [.0/? , Ct]yb,a Median Sikmost p:ljodnota Spicatost pv-h.(zdnota
méreni) pozitivni | priméru (Sikmost) (Spicatost)
kontroly) (SEM)
EOTAXIN 22 1,248 0,198 0,748 0,907 0,065 -0,333 0,727
EOTAXIN-2 23 9,241 1,282 7,805 1,507 0,002 2,770 0,003
GCSF 21 0,985 0,356 0,270 2,414 0,000 5,228 0,000
GM-CSF 21 2,672 0,818 0,875 2,123 0,000 3,787 0,000
1-309 21 2,737 0,549 1,770 1,103 0,028 -0,120 0,902
ICAM-1 21 10,400 2,141 7,060 1,756 0,000 3,696 0,000
IFN-y 23 2,139 0,340 1,360 0,946 0,049 0,026 0,978
1L-10 21 7,722 0,765 6,835 0,566 0,259 -0,932 0,338
1L-11 21 1,558 0,280 0,965 1,142 0,023 -0,118 0,903
IL-12p40 21 1,576 0,212 1,340 0,877 0,080 0,266 0,785
1L-12p70 21 0,975 0,199 0,525 1,258 0,012 0,463 0,634
IL-13 21 1,118 0,248 0,510 1,477 0,003 0,981 0,313
IL-15 21 1,429 0,297 0,640 1,101 0,028 -0,299 0,758
IL-16 22 15,960 1,788 14,993 0,713 0,146 0,934 0,327
IL-17 21 0,572 0,086 0,390 1,313 0,009 1,305 0,179
IL-1a 23 2,688 0,553 1,230 1,233 0,010 -0,044 0,963
IL-1p 22 1,510 0,274 1,215 1,927 0,000 4,738 0,000
1L-2 21 1,080 0,212 0,620 1,452 0,004 1,653 0,089
1L-3 22 7,498 1,123 5,455 1,017 0,038 0,588 0,537
IL-4 22 0,648 0,095 0,450 1,216 0,013 0,145 0,879
IL-6 23 3,740 1,092 1,350 2,010 0,000 3,404 0,000
IL-6sR 22 6,875 0,984 6,260 1,359 0,006 2,843 0,003
IL-7 17 0,444 0,089 0,285 1,001 0,069 -0,345 0,746
IL-8 23 90,933 4,317 91,890 -0,566 0,240 0,348 0,710
IP-10 22 5,117 0,918 4,135 1,507 0,002 1,982 0,038
MCP-1 22 56,079 7,980 55,015 0,070 0,887 -0,979 0,304
MCP-2 21 2,048 0,633 1,335 3,073 0,000 10,766 0,000
M-CSF 22 5,464 0,827 3,928 1,100 0,025 0,454 0,634
MIG 21 0,891 0,171 0,445 1,081 0,031 -0,343 0,724
MIP-1a 22 4,249 0,703 3,048 0,995 0,043 0,118 0,902
MIP-1B 22 31,781 3,186 31,363 -0,040 0,934 -0,275 0,773
MIP-16 23 1,772 0,238 1,335 0,629 0,191 -0,947 0,311
PDGF 21 17,382 2,864 15,580 0,517 0,302 -1,251 0,198
RANTES 23 77,109 6,993 81,895 -0,783 0,104 0,658 0,482
STNF RI 22 2,888 0,574 2,218 2,208 0,000 5,553 0,000
STNF RII 22 9,645 1,762 7,450 1,731 0,000 2,847 0,003
TGF-p1 21 4,837 0,644 3,270 0,654 0,192 -1,244 0,200
TIMP-2 23 17,998 3,159 12,985 1,713 0,000 2,901 0,002
TNF-o 22 5,797 0,832 4,283 0,728 0,138 -0,954 0,317
TNF-g 21 2,457 0,390 1,380 0,763 0,128 -1,004 0,302
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Tab. 17 Pi‘ehled vysledku proliferace lymfocyta po stimulaci solemi kovi (vyjadieno

jako stimulacni index, SI), v€etné normality dat (Sikmost, Spi¢atost). Oznaceni ,,1 udava

hodnotu Sl z testu proliferace lymfocyti pred 12 lety a ,,2° hodnotu SI po poslednim testu

proliferace.
Primer Stiredni
N gv)oé?t [stimulaéni Ctlybva Median Sikmost p:hOanta Spitatost p:h.ganta
méreni) index, SI] pruméru (Sikmost) (Spicatost)
(SEM)

PWM1 21 82,145 18,326 56,350 2,147 0,000 4,569 0,000
PWM2 22 253,524 52,560 160,612 1,098 0,025 -0,032 0,973
Hgl 19 16,449 5,114 5,210 1,681 0,001 2,084 0,040
Hg2 22 4,085 1,744 1,640 4,179 0,000 18,514 0,000
Thiol 16 0,938 0,201 0,640 1,390 0,014 1,666 0,127
Thio2 2 0,600 0,290 0,600 - . - }
Agl 19 2,125 1,029 1,150 4,009 0,000 16,779 0,000
Ag2 21 1,308 0,244 1,030 1,688 0,001 2,515 0,010
All 16 2,433 0,763 1,275 2,250 0,000 5,384 0,000
Al2 16 2,082 1,071 0,770 3,667 0,000 13,988 0,000
Aul 21 2,200 0,709 1,310 3,998 0,000 17,135 0,000
Au2 20 9,435 3,160 4,645 2,154 0,000 3,874 0,000
Cd1 20 3,518 0,893 1,620 1,656 0,001 2,050 0,039
Cd2 6 5,403 4,680 0,720 2,448 0,004 5,996 0,001
Col 20 2,783 1,409 0,665 2,879 0,000 7,254 0,000
Co2 18 1,578 0,559 0,885 3,352 0,000 12,230 0,000
Crl 18 1,438 0,344 1,030 3,056 0,000 10,938 0,000
Cr2 17 1,241 0,237 0,970 1,899 0,001 4,602 0,000
Cul 18 1,177 0,357 0,705 2,300 0,000 4,467 0,000
Cu2 17 3,028 1,253 1,090 2,497 0,000 5,050 0,000
Fel 16 3,564 1,767 1,650 3,799 0,000 14,818 0,000
Fe2 14 1,000 0,194 0,962 1,087 0,069 2,042 0,077
Mol 14 2,606 0,853 1,365 2,628 0,000 7,580 0,000
Mo2 15 12,741 11,707 0,950 3,872 0,000 14,994 0,000
Nil 21 11,085 3,042 4,660 2,576 0,000 8,261 0,000
Ni2 22 6,815 2,453 1,960 2,916 0,000 8,921 0,000
Pd1 19 3,994 1,896 1,350 3,828 0,000 15,501 0,000
Pd2 18 12,310 10,057 0,900 4,184 0,000 17,634 0,000
Pt1 19 1,710 0,327 1,240 0,845 0,106 0,080 0,037
Pt2 16 4,465 3,551 0,881 3,991 0,000 15,950 0,000
Snl 18 1,391 0,238 1,150 1,096 0,041 0,614 0,554
Sn2 20 1,079 0,216 0,915 2,367 0,000 7,109 0,000
Tio2_1 13 2,196 0,508 1,590 1,498 0,015 1,401 0,239
Tio2_2 19 0,972 0,150 1,014 1,117 0,033 1,580 0,119
Znl 12 1,115 0,226 1,005 1,198 0,060 1,546 0,209
Zn2 16 1,512 0,280 1,150 1,491 0,008 2,108 0,053
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