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1 UVOD

Zakladem pro tuto diplomovou praci byla nabidka spoluprace na studii provadéné ve
spolupraci Kliniky rehabilitace a télovychovného lékafstvi Fakultni nemocnice v Motole (FN
Motol) a Ustavu imunologie 2. Iékafské fakulty Univerzity Karlovy (2.LF UK) v Praze. Tento
vyzkumny zamér mél za cil zjistit zmény hladiny populaci dendritickych bunék v periferni
krvi u vrcholovych sportovcu.

Existuje fada studii, které sleduji vliv fyzické aktivity na imunitni systém. Radu let jsou
znamy napfiklad zmény v hladinach imunoglobulint ve slinach u profesionalnich plavca.
Jiz dlouho je prokazana souvislost mezi imunitou a vrcholovym sportem. Bylo zjisténo, ze
tato cilova skupina se chova prokazatelné jinak nez bézna populace. Protoze vysoka
uroven fyzické aktivity snizuje imunitni funkce a tim muze byt ovlivnéna vykonnost

vrcholovych sportovcd, je tato skupina vyhledavanym predmétem studii.

Ideou projektu realizovaného Klinikou rehabilitace a télovychovného Iékafstvi tak bylo
doplnit dnesni znalosti vlivu extrémni fyzické zatéze na imunitni systém. V minulosti jiZ
byla zjisténa fada zmén imunitnich funkci souvisejicich s fyzickou zatézi. Jsou znamy jak
pozitivni, tak negativni vlivy. Pfinosem je cviCeni s rozumnym fyzickym zatizenim. Je
znamo, Ze extrémni fyzicka zatéz, kterou podstupuji vrcholovi sportovci jiz pusobi na
organismus imunodeficientné. Popsany byly i zmény tykajici se hladin dendritickych bunék
pfed a po zatézi. Jednou z otazek, kterou méla studie zodpovédét, tedy bylo — pokud
dojde ke zménam hladin dendritickych bunék, jak velka bude diference v jejich poctu pred
a po zatézi.

Jiz v pfipravnych fazich studie vyvstalo mnoho zajimavych otazek, coz podnitilo mj

zajem o dané téma a vedlo mé k jeho zpracovani do diplomové prace.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Imunitni systém

Lidsky organismus je vybaven nespecifickou, vrozenou a specifickou, ziskanou neboli
adaptivni imunitou proti mikroorganismim a proti cizorodym makromolekulam. Obé
komponenty imunitniho systému jsou spolu propojeny. Casti choroboplodnych
mikroorganism0 (bakterii, virl, hub, paraziti) a makromolekularni cizorodé latky jsou
antigeny, na které reaguje specificky imunitni systém aktivaci a zmnoZzenim T- a B-
lymfocytl. B-buriky se pfitom dale diferencuji na plazmatické bunky, které produkuji
protilatky (imunoglobuliny, 1g), jejichz ukolem je antigeny neutralizovat a opsonizovat a
aktivovat komplementovy systém. Specifické mechanismy imunity rozpoznavaji dany
antigen a ten je pak relativné nespecificky eliminovan. Kromé toho maji T-, resp. B-buriky
funkci bunék pamétovych, prostfednictvim kterych je antigen uchovan v imunologické
pameéti.

Repertoar ruznych typld monospecifickych lymfocytd se vytvafi zlymfoidnich
prekurzorovych bunék vthymu a kostni dfeni. Tyto, jesté ,naivni“ lymfocyty, cirkuluji
v organismu (krev — periferni lymfatické tkané — lymfa — krev). V okamziku, kdy se
potkaji se ,svym* antigenem, zacinaji se mnozit (klonalni selekce a proliferace) a vznika
velky po€et monospecifickych dcefinych bunék. Nakonec dochazi k jejich dalSi diferenciaci

na efektorové T-bunky nebo plazmatické bunky, které zajisti eliminaci antigenu.

Nespecificky imunitni systém nemlze pfi prvnim kontaktu s infekci zabranit
rozmnozeni a Sifeni virQ, tudiz postizeny jedinec onemocni. Specificka imunita s bunkami
typu T-killers a imunoglobuliny nastupuji do imunitni odpovédi a aktivuji se pomalu
(primarni odpovéd nebo senzibilizace), pak ale pfece plvodce choroby zneSkodni,

organismus se vyléCi. Pfi druném setkani s toutéz infekci nastoupi produkce protilatek



(zejména IgG) okamzité (sekundarni imunitni odpovéd), viry jsou eliminovany ihned na

pocCatku onemocnéni a infekce se nerozvine.

2.1.1 Nespecificka imunita

Nespecificka imunita vyuziva v plazmé rozpusténé obranné latky jako je lyzozym a
faktory komplementu, NK-buriky (Natural Killer, pfirozené zabijeCské), fagocyty (zejm.
makrofagy, které vznikaji ve tkanich z monocytd, a neutrofilni granulocyty). Monocyty a
neutrofilni stejné jako eosinofilni granulocyty se tvofi v kostni dfeni a cirkuluji télem.
V pripadé vyskytu infekce jsou pfilakany chemokiny, které vznikaji v misté, kde se objevi
choroboplodné mikroorganismy, do mista infekce. Zde spoustéji uvolnénim mediatord
proces zanétu. Prostfednictvim selektind pfilnou k endotelu, prostoupi jim a fagocytuji
cizorodé Castice. Fagocyty likviduji pohlcené mikroorganismy lyzozymem, oxidanty
(peroxidem vodiku, kyslikovymi radikaly), oxidem dusnatym a ,stravi® je svymi

lyzosomalnimi enzymy.

Fagocytézu, tj. pohlcovani mikroorganismd riznymi typy granulocytl, makrofagu a
dendritickych bunék, zesiluje pokryti povrchu antigenu protilatkami IgM nebo 1gG nebo
slozkami komplementu, tzv. opsonizace, pro niz jsou fagocyty vybaveny receptory pro
imunoglobuliny a slozky komplementu. Timto déjem se z nespecifické fagocytdézy stava
soucast specifické imunity. ,Fagocyty ale mohou mikroorganismy rozeznavat i pfimo,

receptory.” (Hofejsi, Bartarikova, 2002).

Patogenni mikroorganismu opsonizované (tzv. klasick4 cesta), ale i neopsonizované

spoustéji komplementova kaskadu, na jejimz konci se vytvofi komplex napadajici
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membranu, ktery perforuje sténu bakterii a usmrcuje je. Na enzymatickém odbouravani

stény bakterii se vedle toho podili jesté lyzozym (— cytolyza).

Na nespecifickou obranu jsou specializovany pfirozené zabijeCské bunky (natural
killers, NK-buriky). Infikované bunky poznaji podle ,ciziho“ povrchu a spojuji se svymi
receptory s povrchovymi opsonizovanymi antigeny téchto bunék. NK-buriky prodéravi
membranu infikovanych bunék a ty hynou procesem cytolyzy, tudiz pak jsou patogeny
pristupnéjsi dalSim komponentam imunitniho systému. NK-buriky jsou aktivovany
interferony, které jsou mimo jiné uvolfiovany z leukocytu a fibroblastl (IFN-a a IFN-B) a

aktivovanych T-lymfocytl i samotnych NK-bunék (IFN-y).

Posledni slozka nespecifické imunity, makrofagy, vznikaji z monocytd. Makrofagy
relativné nespecificky rozpoznavaji sacharidové slozky na povrchu bakterii a nasledné je
fagocytuji. ZniCeni pohlcenych C&astic pFezivajicich ve fagosomech, vyZzaduje aktivaci

makrofagu, kterou zajistuji slozky specifické imunity (pomocné T-lymfocyty typu 1).

2.1.2 Specifickd imunita

Specifickd imunita, také zvana adaptivni nebo ziskana, chrani organismus v prvnich
hodinach a dnech po vniknuti infekce do organismu. Tato €ast imunitniho systému
ucinkuje cilené a presné proti jednotlivym konkrétnim patogendm. Mechanismy specifické
imunity disponuji imunologickou paméti. Po rozpoznani antigenu nasleduji déje pfirozené
(nespecifické) imunity a zacina vzajemna kooperace obou sloZzek imunitniho systému.
Jako efektrorovou buriku specifické imunity mizeme oznacit lymfocyt. Latka, ktera je

schopna vyvolat imunologickou odpovéd se oznacuje jako antigen.
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Specificka imunita se déli na bufkami zprostfedkovanou a latkovou (humoralni). Na

bunécné imunité se podili T-lymfocyty, na humoralni pak participuji B-lymfocyty.

2.1.2.1 Specificka buné¢na imunita

Specifickou bunécnou imunitu zprostfedkovavaji T-lymfocyty, které jsou aktivovany
relativné pomalu (jedna se o dny, proto se jejich reakce oznacuje terminem oddalena
imunitni odpovéd). T-lymfocyty neprodukuji protilatky, ale po styku s antigenem se
diferencuji ve vysoce specializované efektorové buriky. Upraveny antigen, resp. antigen
rozstépeny na peptidové fragmenty, je prostfednictvim antigen-prezentujicich bunék
predkladan naivnim T-lymfycytim. Antigen je zabudovan do molekularni ,kapsy*
individualné specifickych proteint monohistokompatibilniho komplexu (MHC) I. a Il. tfidy, u
Clovéka nazyvaného HLA (human leukocyte antigens, lidské leukocytarni antigeny) 1.,
resp. Il. tfidy. ,Jako antigen prezentujici bunky se uplatiuji pfedevSim viry infikované
dendritické buriky, které sidli pfevazné v lymfatické tkani.” (Silbernagel, Lang, 2001 et.
Despopoulos, 2004). Teprve komplex antigenu s molekulami HLA je rozpoznam T-
lymfocytem a stava se ligandem pro jeho receptory. Pokud je T-bufika pro antigen
specificka, vazba antigen prezentujici bufky a T-lymfocytu se zesili a dojde k aktivaci
dvojim signalem. Prvni sloZkou tohoto signalu je rozpoznani antigenu receptory T-bunék,
druhou ¢asti je kostimulacni signal. Bez kostimulace je lymfocyt inaktivovan, dochazi k
anergii (periferni imunotolerace). Dvoji signal od antigen-prezentujici bunky spousti
expresi interleukinu-2 (IL-2), jeZ je signalem pro klonalni expanzi, pfi které se diferencuji
subtypy T-bunék — cytotoxické T-buriky (T-killer), zanétlivé T-buriky (Tyl) a pomocné T-
bunky (Tn2). Tyto subpopulace T-lymfocytu jiz nepotfebuji kostimulaci, exprimuji adhezivni

molekuly a pomoci nich adheruji pfimo v zanicené tkani.
12



Cytotoxické T-lymfocyty vznikaji z naivnich T-bunék po prezentaci antigenu
asociovaného na HLA I. tfidy. Hlavnim ukolem cytotoxickych T-lymfocytl je provérovat
buriky organismu, nejsou-li infikovany virem, nedochazi-li k jejich pfeméné v buriky
nadorove, nevyviji-li se abnormalné. Cytotoxické T-lymfocyty také dokazi ni€it bakterie a

nékteré parazity.

Naivni T-lymfocyty se po prezentaci antigenu asociovaného s HLA Il. tfidy pfeménuji
na nezralé efektorové bunky, které se dale diferencuji do dvou skupin pomocnych T-
lymfocytl. Patfi sem prozanétlivé, pomocné T-lymfocyty typu 1, aktivujici prostfednictvim
interferonu-y (INF-y) mikroBg a pomocné T -lymfocyty typu 2, které jsou potfebné pro
aktivaci B-bunék, tedy humoralni €asti specifické imunity. Pomocné T-lymfocyty typu 1 a

typu 2 se vzajemné ovliviuji, takze maze prevliadnout jen jeden z obou typ0.

2.1.2.2 Specifickd humoralni imunita

Vychozimi burikami pro specifickou humoralni imunitu jsou B-lymfycyty, které maji na
svém povrchu zakotveny imunoglobuliny IgD a monomery imunoglobulinu IgM, z nichZz se
jich hned nékolik vaze na pfislusny antigen. Tim dojde k zesiténi protilatek, coz v B-
bufikach navozuje internalizaci a zpracovani komplexu antigen-protilatka. K aktivaci B-
bunky je vS8ak potfebny jesté druhy signal, ktery mdze pochazet utzv. na thymu
nezavislych od samotného antigenu, u antigent na thymu zavislych od pomocnych T-
bunék typu 2 (Ty2). Pomocnéa T-burika secernuje interleukin-4 (IL-4). Interleukin-4 spousti
klonalni selekci B-buriky, sekreci IgM a diferenciaci na plazmatické burky. Plazmatické
bunky produkuji podle prekddovani imunoglobulin IgA, IgG nebo IgE. Imunoglobuliny,

pochazejici z jednoho klonu B-buriky, jsou specifické pro stejny antigen. U nékterych B-
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lymfocytl nedojde k pfeméné v plazmatickou buriku, ale mnozi se a diferencuji v mnozstvi
pamétovych bunék, které jakmile se pak setkaji stimtéz antigenem reaguji rychlou

produkci velkého mnozstvi protilatek (tzv. sekundarni odpoveéd).

2.2 Dendritické bunky

,2Dendritické bunky jsou v souCasné dobé& uznavany jako klicové burky regulujici
imunitni odpovéd. Tuto slozitou funkci vykonavaji diky flexibilité a vyjimeénym
vlastnostem, které jim umoznuiji fidit toleranci imunitniho systému vuéi viastnim slozkam a
zaroven urcit charakter reakce imunitniho systému vic&i Skodlivym podnétiim. Dendritické
buriky vykonavaji své funkce v celém organismu, ale rozhoduijici je jejich tloha na rozhrani
organismu a prostfedi, tedy hlavné na klzi a sliznicich. Podle sou¢asnych znalosti stoji
dendritické buriky na pocatku kazdé imunitni reakce, ktera vede ke klasickému rozvoji
imunitni odpovédi aktivaci nespecifické a posléze specifické vétve imunity. Dendritické
buriky stoji taktéZz v centru neustale probihajicich imunitnich reakci, které zabezpecuji
toleranci neSkodnych podnétd a integritu organismu. Jejich soustavné a pfesné fungovani

ma stéZejni vyznam pro udrzeni homeostazy a zdravi.

Dendritické bunky vznikaji v kostni dfeni a funguji jako antigen prezentujici burky
(APC). Dendritické buriky patfi do myeloidni vyvojové fady kmenovych bunék a spole¢né
s dalSimi druhy myeloidnich bunék (monocyty a granulocyty) tvofi zaklad nespecifické
¢asti imunitniho systému. Z dfefnovych progenitord se vyvinou tkanové dendritické buriky,
které efektivné pohlcuji antigeny. Ve skuteCnosti jsou dendritické buriky mnohem
ucinnéjSimi antigen prezentujicimi bufkami nez makrofagy. ,Jako hlavni antigen

14



prezentujici bunky predstavuji spojujici ¢lanek mezi rychlou antigenné nespecifickou a
pomalu se rozvijejici (4-7 dni po infekci) antigenné specifickou ¢asti imunitniho systému.”

(Hofejsi, Bartunkova, 2005).

,poendritické bunky maji vSechny vlastnosti, které jsou nutné k zabezpeceni
rozpoznani, zpracovani a prezentace antigenu a nasledné indukci imunitni reakce. Jsou
strategicky rozmistény v celém téle s maximem jejich vyskytu na mistech exponovanych
antigenim (na rozhrani organismu a okolniho prostfedi), jako jsou slizniéni povrchy,
slezina a dal$i tkan& a organy.“ (Sediva, 2006). Obvykle se nalézaji ve strukturach
lymfatickych organu jako je thymus, lymfatické uzliny a slezina. ,Nejvice nezralych
dendritickych bunék se naléza v klizi a ve sliznicich dychaciho a traviciho traktu, kde tvori
1-2% celkového poctu bunék. Dendritické burnky jsou zastoupeny téméf ve vSech
organech a tkanich a dynamicky cestuji mezi krvi a lymfou.“ (Hofejsi, Bartinkova, 2005).
.V klidovém stadiu jsou dendritické bunky ve stavu ,nezralosti, ktery je charakteristicky
jejich schopnosti pohicovat a neustale zpracovavat antigeny, ale zarovefi neschopnosti
uginné stimulovat T-buné&&nou odpovéd.“ (Sediva, 2006). Nezralé dendritické burky
pribézné pohlcuji odumfelé burnky zdravych tkani a molekuly rozpusténé v mezibunécné
tekutiné. Télu vlastni molekuly zpracuji a jejich fragmenty vystavi v komplexu s MHC
(major histocompatibility complex) proteiny, resp. HLA proteiny. Specifické T-lymfocyty tyto
autoantigeny rozpoznaji a nejsou jimi aktivovany, ale jsou bud zcela utlumeny nebo se
z nich tvofi tzv. regulacni T-lymfocyty. Nezralé dendritické buriky proto maji nezastupitelny

vliv na zachovani tolerance vudéi vlastnim tkanim.

Dendriticka burika zahajuje vyznamnou a dramatickou pfeménu svého nezralého stavu
a postupné prochazi procesem maturace (diferenciace), ktery vyusti ve zralou dendritickou
bunku, za situace, ze je expozice dendritické bunky antigenu provazena nékterym ze

signall nebezpeci pro imunitni systém. V takovém pfipadé pFestava dendriticka burika
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pohlcovat a zpracovavat okolni antigeny a naopak zacina na svém povrchu tyto antigeny
vystavovat ve spojeni s HLA molekulami v procesu prezentace antigenu. Aktivace
dendritické bunky je vyvolana prostfednictvim raznych receptorl, které rozpoznavaji
nebezpeéné podnéty, zejm. molekularni struktury spojené s patogeny. ,Dendriticka burika
ve svém zralém stavu exprimuje HLA molekuly I. a Il. tfidy, kostimulacni molekuly (CD8O0,
CD86) a dalsi znaky charakteristické pro dendritické buriky a zaméfené na naslednou
stimulaci T-lymfocytu. Sou€asné zralé dendritické buriky cestuji do lymfatickych uzlin.”
(Sediva, 2006). Ma se za to, Ze v lymfatickych organech zachycuji a zpracovavaji
antigeny, a tamtéz je zahajena imunologicka reakce procesem aktivace a polarizace T-
bunééné odpovédi. Optimalni stimulace specifickych efektorovych T-lymfocytl je zaru€ena
cytokiny produkovanymi dendritickymi bufikami (napf. IL-1, IL-6, TNF a IL-12). Naivni T-
lymfocyty dokaze aktivovat pouze zrala dendritickd burika. Zralosti dosahne dendriticka
burika pfiblizné béhem 48 hodin. Proces zrani je ireverzibilni a ve zralém stavu dendriticka

burika vydrzi asi 2-3 dny.

Nezralé dendritické bufky mohou dat vzniknout mnoha typdm ,efektorovych®
dendritickych  bunék, které wurCuji odliSny osud T-lymfocytd, zahrnujic imunitu
(obranyschopnost), toleranci i imunitni odchylky. Maturace se tyka zmén, které doprovazi
pfeménu nezralych dendritickych bunék do ur€eného efektorového stavu v ramci odpovédi
na signaly z okolniho prostfedi bud exogenniho (nap¥. mikrobialniho) nebo endogenniho
(napf. cytokiny, hormony a odumfelé buriky) puvodu. Kvalita téchto signalt velkou mérou
urCuje vybér efektorové dendritické buriky, tfebaze roli mize hrat taktéZz ontogeneze a
ur€ité podtypy dendritickych bunék tudiz mohou byt predisponovany ke vzniku
specifického efektorového stavu nebo maji pouze omezeny repertodr efektorovych funkci.
Aktivace dendritické buriky muze také nastat spontanné, coz se déje pfi absenci signall z

okolniho prostfedi, automaticky podporovana pfeména dendritické bunky k dosazeni
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efektrorového stavu po ur€itém Casovém obdobi. Tento model pfemény se liSi od toho
konvencniho pFedpokladem, Ze dendritické bunky schopné vytvafet imunologickou
toleranci jsou typem zralych dendritickych bunék. Jinymi slovy, nékteré signaly zrani
mohou podporovat tvorbu dendritickych bunék se schopnosti imunologické tolerance. To
nepopird moznost, ze nékteré nezralé dendritické buriky maji vlastni schopnost vytvareni

imunologické tolerance.
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Obrazek 1 -

Zobrazeni funkce dendritickych bunék:
CTL = cytotoxické T-lymfocyty; IL-17 = interleukin 17; TCR
= receptor T-lymfocytu; Ty = pomocné T-lymfocyty

(pfevzato z Nature Reviews Immunology)

V lidském organismu je cela Skala rlznych populaci DC. VySe zminované dendritické

buriky jsou oznacovany jako myeloidni (mDC).

Vedle nich existuji jesté tzv.
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plazmocytoidni, morfologicky i funk&né odliSné. Myeloidni dendritické buhky exprimuji
vétsinu ,Toll-like” receptorl a jejich hlavni funkci je ve zralém stadiu stimulovat antigenné
specifické T-lymfocyty. Plazmocytoidni dendritické burky exprimuji hlavné receptory
nukleovych kyselin (TLR-7 a TLR-9), a proto po setkani s virem, kdy jsou tyto receptory
velmi u€inné stimulovany, produkuji velké mnozstvi interferandNF -a). ,Produkce
interferonu a je krome toho dulezita i pro funkci NK -bunék.” (Hofejsi, Barttrikova, 2005).
Také u plazmocytoidnich dendritickych bunék plati, Ze po jejich stimulaci dochéazi
k maturaci, tedy pfeméné v u€inné antigen prezentujici buriky pro antigenné specifické T-

lymfocyty.

Dendritické bunky exprimuji rozmanité receptory, rozeznavajici mikrobialni produkty.
Mezi né patfi ,Toll-like* receptory (TLR, jejichz nazev je odvozen od receptoru Toll
popsaného poprvé v roce 1985 u musky octomilky — Drosophila). “Toll-like” receptory jsou
druhem proteinu, jez hraji kli€ovou roli v systému vrozené imunity. Jedna se o samostatné
membranové nekatalytické receptory, odhalujici a rozpoznavajici molekuly odvozené
z mikrobl. Kromé& toho mohou byt aktivovany endogennimi signaly znacicimi nebezpedi
poskozeni tkané. Jakmile mikroby porusi télesnou bariéru jako je kize nebo sliznice
intestindlniho traktu, jsou rozpoznany ,Toll-like® receptory, které aktivuji odpoved
imunitnich bunék. ,Toll-like* receptory, jak se ukazuje od devadesatych let minulého
stoleti, hraji mimofadné dullezitou roli v aktivaci dendritickych bunék indukované
patogeny. Aktivace dendritickych bunék zprostfedkovana ,Toll-like“ receptory nepusobi
pouze na vrozené imunitni odpovédi, ale rovnéz na nasledujici reakce ziskané/adaptivni

imunity. , Toll-like® receptory zahajuji antigenné specifickou fazi imunitni odpovédi.

Nékteré ztéchto receptord mohou byt stimulovdny endogennimi ligandy, tzn.
molekulami organismu vlastnimi, které se uvolhuji napfiklad pfi stresovém nebo

v rge

nekrotickém poskozeni tkané a slouzi jako ,signaly nebezpeci“. ,Toll-like* receptory

18



mohou byt lokalizovany na povrchu bunék nebo v intracelularnich membranach. Jejich
aktivaci se spousti exprese prozanétlivych cytokind (napf. IL-1, IL-6, TNF, IL-8) a
nékterych adhezivnich a kostimulaénich molekul/receptor6 na povrchu antigen

prezentujicich bunék.

.,Navazani urlitych patogennich molekul na ,Toll-like* receptory vede k aktivaci antigen
prezentujici bunky a nasledné aktivaci T-lymfocytu. Antigen prezentujici burika pohlti
antigen endocytézou a zpracuje (znehodnoti) jej na peptidy schopné indukovat imunitni
odpovéd, které jsou predlozeny receptorim T-lymfocytl (TCR) v polymorfni molekularni
.kapse“ velkého histokompatibilniho komplexu (MHC) Il. tfidy po jejich objeveni se na
bunééném povrchu (coz je up-regulovano aktivaci ,Toll-like“ receptord). Interakce mezi
antigen prezentujici burikou a T-lymfocytem (zahrnujic expresi kostimulaénich molekul
jako napfiklad CD80 a CD86 na bunéfném povrchu, které jsou rovnéz up-regulovany
aktivaci ,Toll-like“ receptorid) ma obvykle za nasledek bunéénou aktivaci a diferenciaci.
Cytokiny produkované antigen prezentujicimi burikami (stimulované aktivaci ,Toll-like®
receptorl) a T-lymfocyty maji za nasledek zanét a aktivaci dalSich komponent imunitniho

systému.“ (Gleeson, 2007).

2.2.1 Kostimulaéni molekuly

Pro identifikaci a vyzkum kostimulaénich molekul, molekul pfitomnych na bunécném
povrchu leukocytl, je pouzivan protokolarné cluster of differentiation (klastr specifikace,
Casto zkraceny na CD). CD molekuly mohou plsobit mnoha zpusoby, €asto jako receptory
nebo ligandy (molekuly, které aktivuji receptory) dulezité pro buriku. Signaliza¢ni kaskada

je obvykle zahajena provadénim zmén v chovani bunék.
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Protein CD80 (Cluster of Differentiation 80) je molekula nalézana na aktivovanych B-
burikach a monocytech, ktera poskytuje kostimulaéni signal nezbytny pro aktivaci a preziti
T-bunék. Také je znam jako B7.1. Protein CD86 (Cluster of Differentiation 86) je molekula
exprimovana na antigen-prezentujicich bunkach, ktera obstarava kostimulacni signaly
dllezité pro aktivaci a dalSi existenci T-bunék. Jde o ligand pro dva proteiny na povrchu T-
bunék, CD28 antigen a cytotoxicky T-lymfocyt associated protein 4 (CTLA-4). CD86 je
také oznacovan B7.2. Hlavni zpusob plUsobeni CD86 je v navazani se na protein CD28.
Spole¢né s CD80 obstarava kostimulacni molekula CD86 nezbytné podnéty pro primarni

(naivni) T-lymfocyty proti antigenim prezentovanym antigen-prezentujicimi bufikami.

2.2.2 Mechanismus pusobeni dendritickych bunék

Antigenni Castice (mikroorganismy resp. jejich fragmenty) jsou nejprve pohlceny
tkanovymi dendritickymi bufkami. Dendritické buriky jsou pak stimulovany, hlavné
prostfednictvim lektinovych a ,Toll-like“ receptorti a pomoci zanétlivych cytokind, k migraci
tzv. profesionalni buriky prezentujici antigen (APC, antigen prezentujici buriky). Takové
zralé dendritické buriky maji na svém povrchu velké mnozstvi MHC, resp. HLA, proteind,
které ,vystavuji“ fragmenty mikrobialnich antigent. Na povrchu zralych dendritickych
bunék (antigen prezentujicich bunék) se objevuje také nékolik tzv. kostimulacnich molekul
(napf. CD80, CD86, CD40) a tyto bunky produkuji i fadu membranovych a rozpustnych
cytokinG, jakychsi imunitnich hormonl. Fragmenty antigenl navazané na MHC (HLA)
proteiny jsou pak rozeznany T-lymfocyty, které maji na svém povrchu ,spravné“ T-
receptory. Signdly, které dostane T-lymfocyt od antigen prezentujici burniky pfes svuj T-

receptory, jakoZ i pfes receptory pro kostimula¢ni molekuly (CD28, CD40L, ICOS) a
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receptory pro cytokiny (napf. IL-1, IL-4, IL-12) pak vyvolaji pomnoZeni pfislusného klonu
T-lymfocytu a diferenciaci na zralé, efektorové bunky. Je tfeba poznamenat, Ze interakce
mezi antigen prezentujici burikou (APC) a T-lymfocytem neni tak zcela jednostranna (APC
pouze jako pasivni predkladatel a stimulator), nybrz Ze aktivovany T-lymfocyt také
stimuluje zralou dendritickou bufiku a dale zlepSuje jejich schopnosti prezentovat antigeny
a stimulovat jiné T-lymfocyty. DalSi dosud ne zcela dofeSenou komplikaci je to, ze zfejmé
existuje nékolik typl (snad jen diferenciacnich stadii) dendritickych bunék, které maji velmi
rozdilné stimulacni vlastnosti — nékteré preferencné stimuluji diferenciaci pomocnych T-
lymfocytl typu 1 (Thl) a cytotoxickych T-lymfocytl (Tc), jiné pomocnych T-lymfocytd typu
2 (Ty2) Ci tzv. regulacnich bunék. Pokud antigen prezentujici bufika nema dostatek
kostimula¢nich molekul, vede stimulace pfes T-receptory k apoptotické smrti T-lymfocytu
nebo k jeho utlumu (anergie). Dulezitou regulaéni ulohu hraji ,negativni kostimulaéni

receptory” (napf. CTLA-4), které potlacuiji prili§ silnou kostimulaci.

Apoptosis Proliferation Cell-cycle arrest
Anergy Differentiation
Effector function

Nature Reviews | Immunology

Obrazek 2 — Osud T lymfocytd po kontaktu s
burfikami prezentujicimi antigen (pfevzato z Nature
Reviews Immunology)
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Souhrnem Ize fici, Ze pokud dojde k optimalni interakci (signaly pfes T-receptor a

kostimulac¢ni receptor CD28),

T lymfocyt proliferuje a diferencuje se na pfisluSnou

efektorovou bunku (Tc, Ty). Pokud APC nema kostimulaéni ligandy, samotny signal pres

T-receptor vede k apoptose nebo utlumu (anergii). Pokud prevazi kostimulacni signaly od

negativnich regulatort (CTLA-4), déleni a diferenciace se zastavi (obrazek 2).

Dendritické buriky jsou zasadné dullezitym spojovacim ¢&lankem mezi adaptivni a

antigenné-specifickou ¢€asti imunitniho systému. Jak jiz bylo feeno, tkanové nezralé

dendritické buriky musi byt nejprve stimulovany k maturaci, aby se z nich staly ucinné

buriky prezentujici antigen (APC). Tento déj je povazovan za kli€ k fungovani antigenné

specifickych mechanismu (obrazek 3a, 3b). Na této Urovni se zfejmé primarné rozhoduije,
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Obrazek 3a

dendritické buriky (pfevzato z Nature

Maturace a stimulace lymfocytd

Reviews Immunology)

Obrazek 3b — Maturace dendritické buriky
a jeji stimulace diferenciace efektorovych T-

(pfevzato z Nature Reviews

Immunology)

proti kterym cizorodym strukturam bude imunitni odpovéd vlibec zahajena. Je totiz znamo,

Ze Kk iniciaci intenzivnich imunitnich reakci obvykle nestaci,

cizoroda, ale aby byla rozpoznana jako ,nebezpelna®,

aby dana struktura byla

tj. aby souc€asné dostal imunitni
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systém néjaky ,signal nebezpedi“. Po stimulaci signaly ,nebezpedi® (,Toll-like“ receptord,
receptorl zanétlivych cytokinll) a dal$i stimulaci pfes receptor CD40 dojde k maturaci
dendritické buriky a pfeméné v optimalni antigen prezentujici buriku (APC) stimulujici
diferenciaci efektorovych T lymfocytl. Tyto signaly nebezpeci mohou byt dvojiho druhu —
exogenni a endogenni. Jako silné exogenni signaly nebezpedi pusobi struktury Siroce
asociované s patogennimi mikroorganismu, tedy stejné struktury, které aktivuji neadaptivni
imunitni mechanismy (lipopolysacharidy, prokaryoticka DNA, dvojvlaknova RNA). Jako
endogenni signaly nebezpeci pusobi nékteré vnitrobunécné molekuly, zvlasté stresové
proteiny, které se uvolni z bufiky umirajici nefyziologickym zplsobem, tj. nekroticky

(obrazek 4). Exogenni ¢i endogenni indikatory nebezpeli se vazi na receptory
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Obrazek 4 — Stimulace bunky prezentujici antigen

pomoci ,endogennich signalu nebezpedi®,
stresovych proteinl (pfevzato z Nature Reviews
Immunology)
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dendritickych bunék (TLR receptory, lektinové receptory, receptory stresovych protein() a
vyvolavajici signaly vedouci k diferenciaci na zralé dendritické bunky. Z poSkozenych
nekrotickych bunék se uvolfuji stresové proteiny, jez nesou rizné peptidové fragmenty
jinych proteint (podobné jako MHC molekuly) a vazi se na signalizacni a endocytické
receptory. Vysledkem téchto vazeb je maturace antigen prezentujici buriky, produkce
stimulaénich cytokinl, exprese kostimulac¢nich molekul a ucinna stimulace diferenciace
efektorovych T-lymfocytl. Teprve zralé dendritické buriky jsou totiz schopné uc&inné

stimulovat diferenciaci antigenné specifickych T lymfocytu.

Dojde-li k poSkozeni tkani traumatem nebo infekci nebo pokud jsou tkané pozménény
maligni transformaci, nasleduje uvolnéni zanétlivych cytokind a dalSich bunécénych
produktd. Tyto stimuly, at jiz ztkani (endogenni) nebo jako mikrobialni produkty
(exogenni), aktivuji mistni dendritické buriky a také podporuji ziskavani dendritickych
bunék cirkulujicich v obéhu do tohoto mista. Cirkulujici dendritické buriky jsou vzacné a
predstavuji méné nez 1% mononuklearnich bunék v periferni krvi. Dendritické bunky
aktivné zachycuji a zpracovavaji antigeny a pak migruji lymfatickymi cestami do
drendznich uzlin. ,V lymfatickych uzlinach prezentuji zpracované antigeny T- a B-
lymfocytiim, aby iniciovaly primarni nebo stimulovaly sekundarni imunitni odpovéd. Jako
takové hraji centralni roli vimunitnim dozoru, podstatné ¢asti obrany a protektivnich

mechanismu proti infekcim a malignité.“ (Ho, Loépez, Vuckovic, Pyke, Hockey, Hart, 2001).

.Dendritické buriky nejsou zasadnimi aktéry pouze ve vytvareni ucinné imunitni
odpovédi, ale také vindukci tolerance. Oba typy dendritickych bunék, nezralé i zralé,
navozuji klonalni expanzi, ale v riznych stadiich zrani funguji rdzné. Zralé dendritické
bunky zpUsobuji odpovéd pomocnych T-lymfocytl typu 2 (Tn2), nezralé dendritické buriky

vyvolavaji bud regulaéni T-buné&nou odpovéd nebo reakci pomocnych T-lymfocytl typu 1
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(Tu1), coz zavisi na vlastnosti antigenu a pfitomnosti nebo absenci IL-10.“ (Bharadwaj,

Bewtra, Agrawal, 2007).

2.3 Vliv fyzické zatéze na imunitu

CviCeni mlize mit jak pozitivni, tak negativni ucinky na imunitni systém. Coz se
projevuje jako zvySeni odolnosti nebo naopak nachylnosti k méné vyznamnym infekcim,
jako je nachlazeni nebo virové (chfipkové) onemocnéni. ,Vztah mezi cviCeni a
precitlivélosti k infekcim je modelovan kfivkou tvaru ,J“. Takovy model naznacuje, Ze
zatimco zafazeni rozumné fyzické aktivity mize zvysit imunitni funkce nad uroven pfi
sedavém zpusobu Zzivota, nadmérné mnozstvi dlouhotrvajiciho a vysoce intenzivniho
cvi¢eni muze imunitni funkce porusit.“ (Gleeson, 2007). | kdyz je k dispozici relativné malo
dlkazu, které by naznacovaly, Ze existuji néjaké klinicky signifikantni rozdily v imunitnich
funkcich mezi osobami se sedavym zpUsobem Zzivota a rozumné cvi€icimi, jsou znama
dosti prfesvédCiva epidemiologické data, Ze mirna habitualni fyzicka zatéz je spojena
s poklesem incidence infektd. V kontrastu s timto je udavano 100-500% zvySeni rizika
onemocnéni v nékolika tydnech (cca 3 tydnech) nasledujicich po extrémnim vytrvalostnim
zavodu (napf. maratonu). ,Pravidelné mirné/rozumné cvieni je, v porovnani se zcela
sedavym zplUsobem Zivota, spojeno s redukci incidence infektl. Nicméné prolongované
periody usilovného/namahavého cvi¢eni zpusobuji pfechodné snizeni riznych aspektl
imunitnich funkci (napf. vyplaveni neutrofild v dychacim Ustroji, proliferaci lymfocytd,
prezentaci antigenu), které obvykle trva pfiblizné 3 az 24 hodin po cvi€eni a zavisi na

intenzité a trvani cviCebniho jednotky.“ (Gleeson, 2007).
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Mnoho studii udava, ze funkce rlznych imunitnich bunék jsou pfechodné poruseny
nasledkem dlouhotrvajiciho kontinualniho namahavého cvi¢eni a u sportovcl zapojenych
do period vy&erpavajiciho tréninku vykazuji vétsi nachylnost k infektim. U sportovcl jsou
mnohem castéjSi bolesti v krku a chfipce podobné symptomy nez v bézné populaci a
kromé toho u nich mize nachlazeni pretrvavat del§i dobu. Opakujici se dlouhotrvajici
intenzivni fyzicka zatéz muize zpulsobit pokles poctu cirkulujicich leukocytl, coz zfejmé
souvisi se zvySenim hladin stresovych hormonl béhem cvi€eni a vyplaveni nedozralych
leukocytl z kostni dfené. Existuje domnénka, Ze imunosuprese zplsobena cvi¢enim muze
byt zapfic¢inéna také poklesem koncentrace glutaminu v periferni krvi. BEhem cviceni také
stoupa produkce reaktivnich slou€enin kysliku a nékteré imunitni funkce mohou proto byt

poruseny vlivem nadbytku volnych radikald.

,CviCeni vyvolava imunologicky ,nebezpelny“ stres a zanétlivou odpovéd, ktera se
muze stat neregulovanou a zdravi Skodlivou. PFi nebezpeéném cviCeni je narusena
normélni rovnovaha mezi pro- a proti-zanétlivymi odpovédmi. Mozny patofyziologicky
mechanismus je charakterizovan koncepci, ktera pfedpoklada, Ze cirkulujici leukocyty jsou
K imunitnimu stimulu fyzické zatéze vnimavéjSi nez normalné.” (Cooper, Radom-Aizik,

Schwindt, Zaldivar, 2007).

Cooper, Radom-Aizik, Schwindt, Zaldivar ve svém souhrnném Cclanku tykajicim se
nebezpec€nosti cviceni uvadi jako pozoruhodné, Ze téméf ve vSech pfipadech tzv.
nebezpeného cviCeni hraji vyznamnou roli s nim souvisejici stres, zanétlivé procesy a
imunitni systém. CviCeni vede k masivni zanétlivé odpovédi charakterizované mobilizaci
leukocytl a vzestupem jejich poctu v centréini cirkulaci, pfibyvanim ucinnych mediator(
zanétu jako je IL-6, produkovaného imunitnimi burikami, riznymi tkanémi a pfimo aktivni
svalovou tkani, v cirkulaci. Jednotlivé periody cvi€eni vedou ke zvySeni poctu cirkulujicich

leukocytd a dokonce kmenovych bunék. Lymfocyty, monocyty a NK-burky reaguji
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s prudkym zacatkem cviCeni rychlym vzestupem, ale zacinaji klesat okamZité po jeho
skonc&eni. Hladina cirkulujicich neutrofilnich granulocytt se zvySuje pomaleji a muze zUstat

zvysena az nékolik hodin po konci cviceni.

Norman a Pedersen ve svém clanku uvadéji, Zze vrozena (nespecifickd) imunita
odpovida rozdilné na chronicky stres intenzivniho cvi€eni, NK bunky maji tendenci ke
zvySovani poctu, zatimco funkce neutrofilnich granulocytt je potlatena. Prestoze byly u
sportovcu pozorovany znatelné zmény v Urovni a funkéni aktivité imunitnich parametrd,
badatelé zaznamenaly nepatrnou spojitost s vysSi incidenci infekci a nemoci. Po
dlouhotrvajici (prolongované) zvySené namaze se projevuji zmény v mnoha slozkach
imunitniho systému. Podle teorie ,otevieného okna“ mize béhem obdobi pozménéné
imunity (coz mlze trvat 3 az 72 hodiny, Gleeson udava 3 az 24 hodin) vzrlst riziko
subklinickych a klinickych projevii infekce. Zadna seriézni studie zatim nedemonstrovala,
Ze sportovci vykazujici vy8Si miru imunosuprese po tézké namaze jsou ti, ktefi onemocni
béhem nasledujiciho tydne dvou. ZvySeni fagocytézy granulocytd a monocytu v krvi a IL-6
naznaCuje silnou prozanétlivou odpovéd, zatimco vzestup Kkortizolu a receptrori
antagnistd IL-1 ukazuje na soucCasnou protizanétlivou reakci. Imunitni systém je tedy
potlacen a stresovan. Nebezpecli respiraniho onemocnéni se tak mize zvySovat, pokud
sportovci prochazeji opakovanymi cykly vysokého zatizeni, jsou vystaveni novym
patogendm a jinym stresorim (napf. nedostatku spanku, tézkému psychickému stresu,
malnutrici). Imunitni systém je cviCenim ovliviiovan aktualné a jenom v menSi mife
chronicky. CviCeni vrozumné mife zlepSuje ,dohled nad imunitou® a ochranu proti
infekcim hornich cest dychacich, kdeZzto vysoka zatéz sportovcu vede k pfechodné
imunosupresi a zvysSeni rizika vyskytu infekci.

Gomez-Merino, Chennaoui, Burnatt, Drogou a Guezennec zaméfili svoppropji studii na
pozorovani imunitnich a hormonalnich zmén nasledujicich po vojenském vycviku. Zjistily,
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Ze dlouhotrvajici zatéz jako je vojensky vycvik zplsobuje zmény v imunitnim systému a)
potlaCenim slizni€ni humoralni imunity, odrazejici se v redukci slinného IgA a poméru
IgA/protein, b) uvolnénim plazmatického IL-6, prozanétlivého cytokinu. Program
vojenského vycviku je jednotna a predvidatelna sila stresorli a homogenita a dobré zdravi
vojakl zajistuje jedine€nou prilezitost pro vySetfeni hormonalnich a imonologickych efektu
chronického stresu, ktery vede ke stavu energetického deficitu. ZhorSena bunécéna
imunitni odpovéd byla zaznamenana po osmi tydnech stresujiciho vojenského vycviku.
Ubytek energie b&hem vojenského cvigeni se jevil byt hlavnim faktorem ménicim in vitro
lymfatické proliferativni procesy. Sledovany vzestup hladiny plazmatického IL-6 je
v souladu s nalezy zmén urovné cytokinl zavislych na cvi¢eni. Mirné, ale znatelné zvySeni
IL-6 predstavuje zanétlivy fenomén. ZvySeni hladiny plazmatického IL-6 je povaZzovano za
nasledek aktivace sympatického nervového systému prolongovanym cvi¢enim. Slezina
opravdu produkuje vice nez 50% celkového cirkulujiciho IL-6, thymus a ostatni organy
imunity jsou silnéji inervovany sympatickym nervovym systémem. Predpoklada se, ze
aktivace sympatického nervového systému stimuluje produkci a/nebo sekreci IL-6. IgA je
uvolfiovan z plazmatickych bunék pod epitelem acinu ve slinnych Zlazach a transport IgA
pres epitelialni bariéru vyzaduje sekre¢ni komponentu. Sympaticky nervovy systém je
pravdépodobny kandidat pro modulaci slinného IgA. Omezeni sekrece IgA naznacuje a)
Ze minimalné jeden z procesu tykajicich se transportu a sekrece IgA by mohl byt ovlivnén
tréninkem nebo b) mozny vliv sympatického nervového systému. Vojensky vycvikovy
program ma imunosupresivni ucCinek na mukozni systém spolu s uvolnénim
prozanétlivého cytokinu IL-6, jednoho z nejsilngjSich mediatord akutni faze odpovédi, do
ob&hu. Imunosupresivni a zanétlivy ucinek tréninku muze byt zplasoben hormonalni
¢innosti. Trénink indukuje uvolnéni norepinephrinu jako dadsledku stimulace nervovych

zakon&eni sympatického systému. Vojensky vycvik redukoval hladinu dvou
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imunomodulujicich hormonu - dehydroepiandrosteron-sulfatu (DHEAs) a prolaktinu.
Spojeni mezi nizkou hladinou DHEAs a zvySenim IL-6 v krvi mize byt zodpovédné za
zjisténi, ze DHEA zvySuje aktivitu pomocnych T-lymfocytd typu 1 (Tyl) podtypu CDA4
bunék a v dusledku toho udrzuje rovnovahu mezi pomocnymi T-lymfocyty typu 1 (Thl) a
pomocnymi T-lymfocyty typu 2 (Ty2) CD4 bunkami. Snizujici se hladina DHEAs muze
rozru$it rovnovahu mezi Th1 a Th2 CD4 bunkami, které produkuji IL-6. Prolaktin pusobi
jako imunostimula¢ni mediator béhem odpovédi na stres u okoli a psychicky stres. Byly
popsany snizené hladiny prolaktinu po jednoduchém vojenském kurzu, jez jsou

povaZovany za chronicky fenomén vazajici se na stres, ktery mize zpUsobit imunosupresi.

Vysledky po sedmimésicnim tréninku elitnich plavcl, vystavenych dlouhodobému
tréninku intenzivni urovné, které zkoumali v roce 1995 Gleeson, MacDonald, Cripps, Pyne,
Clancy a Frickem, ukazaly signifikantni potlaceni IgA, IgG a IgM v séru a koncentrace
slinného IgA. Béhem tréninkové sezdény nebyly sledovany zadné vyznamné zmény
v Cislech nebo procentech podtypu B nebo T bunék, ale jak v €islech tak v procentech byl
vyznamny pokles NK bunék. Protrahované potlaceni imunity spojované s prolongovanym
tréninkem muze urCovat nachylnost k infekcim, zvlasté v obdobi hlavnich zavodul. Studie
provedena na vysoce trénovanych elitnich plavcich ukazala potlaCeni imunitnich
parametrd: a) nizSi sérové hladiny IgA, IgG a IgM a tendenci ke sniZeni hladin podtypu
IgG2; b) primérny pokles hladiny slinného IgA po individualni tréninkové davce; c) propad
v poCtu NK bunék po sedmimésicni tréninkové sezoné, procenta lymfocytd a hladin
slinného IgA pfed i po cvi€eni. V periferni krvi nebyly Zzadné zmény v poctu B bunék,
podtypt T bunék. Ackoli byly hladiny sérovych imunoglobulind v referenénim ramci
normalni populace, hodnoty vSech tfi hlavnich typu byly pod 10. percentilem. Znatelny
pokles poctu NK bunék po cvi€eni vyjadiuje podle nékterych autortd akutni reakci na zatéz,

muze reflektovat fyziologickou redistribuci NK bunék z periferni krve b&éhem intenzivniho
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tréninku, a Ze hladina NK bunék se dostava na puvodni Uroveri béhem 24 hodin. Vzorky
krve zpracované vramci vySe zmifiované studie odebrané déle nez po 24 hodinach
naznacuji, ze pokles poctu a procent NK bunék je pravdépodobné odrazem
prodluzovaného potlaceni imunity spiSe nez akutni odpovédi. Intenzivni cviCeni je
nasledovano poklesem slinného IgA. Intenzivni trénink chronicky ovliviiuje, vedle potlaceni
systémove imunity, hodnoty slinného IgA. Ve fazi pfed zavody, na konci sedmimésicni
tréninkové sezony, byl Castéjsi vyskyt IgM ve slinach, coz naznacuje, Zze sekrece IgM
muze byt kompenzaénim mechanismem potlaceni IgA, které nasleduje po dlouhodobém
tréninku. Nedostatek kompenzace IgM muze u vrcholovych sportovcl zvysit nachylnost
k respiracnim infekcim. Tato studie opatfila dikaz o tom, Ze u skupiny elitnich plavci
dochazi k potlaceni systémové i mukdzni (slizniéni) imunity. Mechanismus imunosuprese
neni znam, ale mulze byt zprosttedkovan hormonalnimi zménami spojenymi
s vyC€erpavajicim cvi¢enim.

Tézka zatéz ma akutni i chronicky vliv na systémovou imunitu. Mnoho slozek
imunitniho systému vykazuje nepfiznivé zmény po dlouhotrvajici tézké zatézi.

Akutni imunitni odpovéd: teorie ,otevieného okna“ — zmény komponent imunity, které
mohou trvat od 3 do 72 hodin, obdobi béhem néhoz mohou viry a bakterie se mohou
2uchytit‘, vzriista riziko subklinickych a klinickych projevi onemocnéni.

Na dlouhotrvajici téZkou zatéz reaguje mnoho slozek imunitniho systému. Nékteré
z nich, které uvadi Nieman ve svém souhrnném clanku:

e vysoka hladina plazmatického kortizolu zplUsobuje vysokou hladinu neutrofild a nizké
hodnoty lymfocytl v krvi;

e vzrust granulocytarni a monocytarni fagocytozy v krvi, ale pokles nasalni neutrofilové
fagocytozy;

e pokles koncentrace nasalniho a slinného IgA;
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e pokles nasalni mukociliarni clearance;
e pokles granulocytarni a makrofagové oxidativni niCivé (smrtici) aktivity;
e pokles cytotoxické aktivity NK bunék;
e pokles proliferace lymfocytd indukované mitogenni aktivitou;
e zmenseni opozdéné hypersenzitivni reakce klze;
e zvySeni plazmatické koncentrace pred- a pozanétlivych cytokin(;
e otupéla exprese histokompatibilniho komplexu (MHC) Il. tfidy a prezentace antigenu
makrofagum.
.Riziko propuknuti infektu muze byt zvySeno, pokud sportovci prochazeji opakovanymi
cykly vysoké zatéze, jsou vystaveni novym patogenlim a dalSim stresorum imunitniho
systému, zahrnujicim nedostatek spanku, tézky (naro¢ny) mentalni stres, malnutrici nebo

pokles hmotnosti.“ (Nieman, 2000).

Dohi, Kreamer a Mastro zjistili, Ze cviCeni zvySuje expresi prolaktinovych receptort na
lymfocytech. Béhem stresu dochazi k vzristu plazmatické hladiny prolaktinu; imunitni
systém je vnimavy na prolaktin a ovlivnitelny stresem. Plazmatick& koncentrace prolaktinu
znatelné roste jako odezva akutniho aerobniho cvi€eni a pozitivné koreluje s celkovou
expresi prolaktinovych receptord B-lymfocytd. Cvi€eni navic znatelné zvySuje celkovy
pocCet cirkulujicich B-lymfocytl. DalSi mozny mechanismus exprese prolaktinovych
receptort indukovanych cviCenim muze byt zprostfedkovan kortizolem, ktery je znam jako
imunosupresivum. Je dobfe znamo, Ze vysoka intenzita cvi€eni zvySuje koncentraci
kortizolu. BEhem maximalni zatéze tudiz zvySovani prolaktinu muze pasobit proti u€inkiim
glukokortikoidu, aby byla udrZzena imunitni homeostaza. Dulezitost exprese prolaktinovych
receptorll je v regulaci bunécné funkce a je dana jaterni expresi receptord prolaktinu a
vzestupem proliferace lymfocytu. Receptory prolaktinu jsou pfitomny na malém mnozstvi

nonB- lymfocytl (CD19), T-lymfocytech a NK burikach. ZvySena hladina plazmatického
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prolaktinu se dostava na zakladni hladinu béhem hodiny po cvi€eni. Studie dokazuji, Ze
v reakci na zatéz dochazi ke zvySeni produkce protilatek nebo koncentrace sérovych
imunoglobulinG. Fyzicka zatéz muze zlepsit interakci mezi cilovymi imunitnimu bunikami a
prolaktinem, hormonem schopnym stimulovat imunitni systém. Védomi cvi¢enim
indukované imunoregulace mlze usnadnit porozuméni komunikaci mezi endokrinnim a

imunitnim systémem.

Mooren, BlIéming, Lechtermann, Lerch a Volker sledovali v zavislosti na fyzické zatéZzi
chovani lymfocytd. Po vyCerpavajicim i mirném cviCeni dochazi k apoptéze lymfocytd
v periferni krvi. Apopt6za nebo programovana bunécna smrt je nezbytné dullezity proces
regulace imunitni odpovédi. Apoptdéza je zahrnuta do cviCenim indukovanych zmén
v imunitnim systému podobné jako potréninkova lymfocytopenie. Zmény v apoptickych
bunkach jsou malé a mohly by byt proto jenom &aste¢né divodem cvic¢enim zplsobené
lymfocytopenie. Neé&kolik nedavnych studii ukazalo, ze vyCerpavajici fyzicka zatéz
zpusobuje poskozeni DNA v leukocytech. Irreparabilné poSkozené imunitni burfiky jsou
eliminovany apoptézou. Lymfocytarni apoptdéza se vyskytuje u pfiblizné 60% lymfocytl

ihned (okamzité) po cviCeni vysoké intenzity.

Uz v roce 1984 byl Edwardem, Baconem, Elmsem, Verardim, Felderem a Knightem po
cviCeni pozorovan znatelny vzestup pocCtu cirkulujicich antigen prezentujicich bunék
spojovanych s aktivitou NK bunék a rovnéz T-bunék. CviCeni zvySuje pocet NK bunék
v perifernim obéhu. P¥iliv se zda byt doCasny, protoze hodinu po cviCeni se aktivita NK
bunék vraci na hodnoty pred cviCenim.

Po cviCeni vzrista pocet bunék s nizkou hustotou — makrofagli a dendritickych bunék

v periferni krvi umérné poctu lymfocytu.

Dlvod zvySeného vyskytu infekénich onemocnéni u vrcholovych sportovcl je

pravdépodobné multifaktorialni. Spole€né pusobeni rozlicnych stresorl (fyzického,
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psychického, nebo stresu zplUsobeného prostfedim a stresu nutricniho) muze potladit
imunitni funkce. Kromé toho je nutné brat v potaz i fakt, Ze béhem cviCebni zatéze je,
v dusledku vySSi frekvence dychani a prohloubeni dechu, zvySeno ohrozZeni organismu
patogeny nesenymi vzduchem. Uginky stresorti dohromady s vystavenim patogendm

mohou u sportovcl zapfiCinit vétsi nachylnost k infekcim.

2.3.1 Vliv fyzické zatéze na zménu poctu cirkulujicich dendritickych bunék

Ho, Lopez, Vuckovic, Pyke, Hockey a Hart zverejnili v roce 2001 vysledky studie, ktera
byla zaloZzena na hypotéze, Zze vyznamny stres jako je chirurgicky vykon a cviéeni muze
navodit méfitelné zmény v poc€tu dendritickych bunék, jejich podskupinach, fenotypu a
funkci. Autofi této studie vychazeli ze znalosti, Ze dendritické buriky jsou kli¢ovymi
antigen-prezentujicimi burikami, které iniciuji a fidi imunitni odpovéd. Tyto bunky jsou
produkovany v kostni dfeni, cirkuluji krvi a vstupuji do tkani a sliznic, aby pusobily jako
,Strédzci imunity®. Zjistili, Ze stres ve formé operacniho vykonu méni poc€et dendritickych
bunék nezavisle na poctu monocytl. CviCeni také indukuje vzestup poctu dendritickych
bunék, av8ak soucasné s poftem monocytlu. Stres zpusobeny fyzickou zatézi zvysuje
pocCet dendritickych bunék pomaleji a paralelné se zvySovanim hladin monocytl. Data
v této a jinych studiich naznacuji, Ze krevni hladiny dendritickych bunék a monocytl jsou
regulovany rozdilné v zavislosti na fyziologickych okolnostech. Nicméné je dulezité, Ze
pocCet dendritickych bunék stoupa koordinovanym zplsobem spole¢né s lymfocyty, podle
nominalni hodnoty, coZz mize byt interpretovano jako koordinovana produkce/mobilizace
dvou kliCovych, navzajem se ovliviiujicich komponent imunitni odpovédi. Pfekvapivé
nebyly ani vjedné ztéchto stresovych situaci zjistény Zadné fenotypické nebo funkéni

aktivace. V obou situacich, jak pfi operacnim vykonu tak pfi fyzické zatézi, jsou
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dendritické buriky rychle mobilizovany do krevniho obé&hu jako odpovéd na stres, ktery
muze slouzit k pfipravé imunitni obrany. Reakce na stres je kromé zmény poctu
dendritickych bunék doprovazena leukocytézou v perifernim krevnim obéhu. Tyto zmény

jsou zapleteny do imunosupresivniho efektu stresu z fyzické zatéze.

Kromé zmén v poctu dendritickych bunék vazanych na stres, byl citovanou studii
prokazan statisticky nesignifikantni vzestup poctu dendritickych bunék ve
vzorcich odebranych zdravym jedincim v raznych ¢asovych obdobich béhem dne. Tento
vzorec mize predstavovat cirkadianni variaci po¢tu dendritickych bunék v krvi, pro ostatni

populace leukocytlu pevné stanoveny fenomén.

Ze studie vy$e zminénych autoru vyplyva, ze ackoli se rizné formy stresu, v tomto
pripadé stres v podobé chirurgického operacniho vykonu a fyzické zatéze, nedaji pfimo
srovnavat, byly u nich dokumentovany podobné zmény imunologickych a endokrinnich

parametru.

Liao, Chiang, Yen, Chen, Zhuang a Lai zkoumali vliv periodického tréninku a aktivniho
rekonvalescentniho programu na protinadorovou aktivitu a vyvoj dendritickych bunék.
Studii provadéli na cviCici a kontrolni, resp. necvi€ici, skupiné, jejichz vysledky pak
porovnavali. Autofi tohoto projektu dosli k zavéru, Zze pocet dendritickych bunék vyznamné
vzrostl u skupiny cviCicich, ale nebyly nalezeny Zadné signifikantni zmény v expresi
povrchovych antigeni CD80 a CD86. Pozorovani trvalo 5 tydna a bylo z néj vyvozeno, ze
periodicky trénink se zaclenénim aktivni rekonvalescence podporuje mnozstvi a vyvoj

dendritickych bunék a zvySuje aktivitu dendritickych bunék proti nadorovym burikam.

,Fyzicka zatéz (cviCeni) indukuje vyznamny a reproduktibilni vzestup poctu
dendritickych bunék. Mediatory zapojené v tomto procesu pak mohou byt zajimavé jako
potencialni mobilizatofi dendritickych bunék pro imunoterapeutické programy.“ (Ho, Lopez,

Vuckovic, Pyke, Hockey, Hart, 2001).
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Po akutnim fyzické zatézi Po tréninkové periodé

koncentrace neutrofill A funkce NK bunék
monocyty (chemotaxe, adheze) funkce monocytu
koncentrace dendritickych bunék odezva na oCkovani

opozdény typ hypersenzitivity
(funkce Ty-lymfocytu) L
funkce NK bunék opozdény typ hypersenzitivity
funkce lymfocytl (funkce Ty-lymfocytd)
produkce slizni¢niho IgA

monocyty (MHC, enzymy)
Obrazek 5 — Shrnuti sledovanych imunologickych zmén spojenych s fyzickou
zatézi demonstrujici jak vzestup tak pokles imunitnich funkci (pfevzato od
Malm, 2004)

2.3.2 Prehled akutnich vlivll cvi¢eni na imunitni funkce

Jednorazové fyzické zatizeni v podobé dlouhotrvajiciho usilovného cvieni ma
docCasny depresivni vliv na imunitni funkce. Akutni fyzicka zatéz je doprovazena reakcemi,
jez jsou v mnoha aspektech napadné podobné tém, které navozuje infekce, sepse nebo
trauma. Dochazi ke znaénému zvySeni poctu cirkulujicich leukocytl (hlavné lymfocytl a
neutrofil(l) jak v zavislosti na intenzité tak na dobé trvani zatéze. Akutni zatéz doprovazi
také vzestup hodnot plazmatické koncentrace substanci majicich vliv na leukocytarni
funkce, zahrnujici zanétlivé cytokiny jako jsou TNF-a (tumor necrosis factor- a),
makrofagovy zanétlivy protein-1 a IL-1B, protiznétlivé cytokiny IL-6, IL-10 a receptory

antagonistu IL-1 (IL-1ra) a proteiny akutni faze v€etné C-reaktivniho proteinu (CRP).
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V odpovédi na cviCeni se vyskytuji také zmeény v hladinach hormond. Jde o vzestup
plazmatické koncentrace adrenalinu, kortizolu, ristového hormonu a prolaktinu, majicich

imunomodulacéni efekt.

IL-6 zaznamenava béhem cviCeni znalny vzestup koncentrace v plazmé. To lze
vysvétlit jeho uvolfovanim z kontrahujicich se svalovych viaken. Ze svalu ziskany IL-6 se
zda byt pfinejmensim CasteCné odpovédny za zvySenou sekreci kortizolu bé&hem
dlouhotrvajiciho fyzické zatéze. Vedle tohoto ucinku IL-6 bylo v posledni dobé prokazano,
Ze relativné maly vzestup hladiny plazmatického IL-6 indukuje zmnoZeni dvou
protizanétlivych cytokinl, a to IL-1ra a IL-10, jelikoz zvySeni ze svalll ziskaného IL-6
predchazi pfibyvani cytokinu, ¢imz se z IL-6 stava iniciator této odpoveédi.

Soucasné se zvySenim hodnot IL-6, IL-1ra a IL-10 zapfiifuje pusobeni vysilujiciho
cviceni pokles procentuelniho zastoupeni pomocnych T-lymfocyta typu 1 (Tnl), zatimco
procento pomocnych T-lymfocytl typu 2 (Th2) zUstava nezménéno. Zatimco kortizol a
adrenalin potlacuji produkci pomocnych T-lymfocytd typu 1, IL-6 naopak stimuluje
pomocné T-lymfocyty typu 2. Fyzicka zatéz tedy ovliviiuje rovnovahu mezi produkci
cytokini pomocnymi T-lymfocyty typu 1 a typu 2. IL-6 dale zpusobuje potlaeni produkce

TNF-q, silného spoustéce zanétu.

Ze studii sledujicich vliv cvi€eni na imunitni funkce Ize vyvodit, Ze odpovédnost za
imunitni reakce vyvolané cvi¢enim nese z velké &asti jiz vySe zminovany IL-6. ZvySené
systémové hladiny IL-6 b&éhem fyzické zatéZe a nasledujici cviCeni mohou byt oznageny
za jeden z mechanismu, kterym pravidelné cvieni poskytuje ochranu pfed vyvojem

chronického onemocnéni (kardiovaskularniho a/nebo metabolického).

Akutni namahava fyzicka zatéz vyvolava vzestup poctu cirkulujicich NK-bunék (natural
killers), ovSem po cviCeni nasleduje jejich pokles az na méné nez polovinu klidovych

hodnot. Na normalni hladiny se NK-buriky obvykle vraci b&€hem 24 hodin. Pokud se jedna
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o dlouhotrvajici a vyCerpavajici zatéz mlaze k pocatku poklesu NK-bunék dochazet jiz
béhem cviCeni. Pfi fyzické zatézi trvajici déle nez 1,5 hodiny mohou klesnout hladiny

lymfocytl na nékolik hodin pod pfedzatézové hodnoty.

CviCeni ovliviuje také funkci antigen-prezentujicich bunék. Studie prokazuji cviCenim
vyvolanou redukci exprese hlavniho histokompatibilniho komplexu Il. tfidy a schopnosti

prezentace antigenu u makrofagu.

Zmény v poctu cirkulujicich leukocytd a v imunitnich funkcich doprovazejici akutni
naraz fyzické aktivity se obvykle vraceji na hodnoty pfedchazejici zatézi béhem 3 az 24
hodin. Ve skute¢né klidovém stavu, mysleno 24 hodin po poslednim tréninku, se imunitni

funkce u sportovcl a nesportovcu zdaji byt podobné, vykazuji velmi male rozdild.

Z reakci imunitnich funkci a hormon( na akutni fyzickou zatéz Ize usuzovat, Ze cviceni
zvySuje nachylnost k virovym infekcim, jelikoz oslabuje bunéfnou imunitu potlaéenim
produkce cytokin pomocnych T-lymfocytd typu 1, ale na druhou stranu ma prokazatelné
protizanétlivy ucinek posunem dominance na stranu pomocnych T-lymfocyta typu 2, ktery

by mél potlacovat schopnost imunitniho systému zpusobovat poSkozeni tkané a zanét.

Dulezité je také zjisténi, Zze akutni dlouhotrvajici namahavou fyzickou zatéz nasleduje
po nékolik hodin snizeni exprese ,Toll-like“ receptord na povrchu monocytd. Nedavné
studie dokladaji, Zze jak akutni aerobni tak chronicky se opakujici odporové cviceni vyustuji
v pokles exprese ,Toll-like“ receptorl na buné€ném povrchu monocytu. ,| kdyz tento fakt
muze pfispivat k pozatéZzovému poklesu imunitnich funkci a vysSi nachylnosti k infekcim u
sportovcu, zda se byt pouze malou cenou za to, na jak dlouhou dobu muze mit snizeni
exprese ,Toll-like“ receptori prospésny efekt, protoZe tim je potlatena zanétliva kapacita
leukocytll, tudiz dochazi k redukci rizika vyvoje chronického onemocnéni.“ (obrdzek 6)

(Gleeson, 2007).
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Fyzicka zatéz

— L

IPokles exprese TLR|  |Adrenalin|  [Kortizol - - — - »[TNF-q
IPokles produkce cytokinti makrofagy a Tyl bufikami  |IL-10 & IL-1ra|

! !

IPoskozeni burikami zprostfedkované imunity a zanéf

— T

Zvy3ené riziko virového onemocnéni  |Redukce rizika chronického onemocnénil

Obrazek 6 — Schéma mozZzného mechanismu zvySeni nachylnosti k infekcim,
redukce zanétu a rizika vyvoje chronického onemocnéni: IL-1ra = receptory
antagonistd IL-1; znaménko minus znazorfiuje inhibi¢ni aktivitu IL-6 na produkci
tumor necrosis factor (TNF-a) (pfevzato od Gleeson, 2007)

38



3 CILE A HYPOTEZY

Diplomova prace vychazi ze studie provadéné Klinikou rehabilitace a télovychovného
lékafstvi FN Motol a Ustavem imunologie 2.LF UK. Cilem prace je pokusit se objasnit vliv
extrémni pohybové zatéZe na zastoupeni subpopulaci dendritickych bunék (DC)
(myeloidnich a plasmocytoidnich dendritickych bunék) v periferni krvi u vrcholovych
sportovcu. Zhodnotit zastoupeni, morfologické a funkéni charakteristiky vcetné stavu

maturace a aktivace u perifernich dendritickych bunék a jejich subpopulaci.

Vychodiskem pro studii je skute€nost, Ze extrémni fyzicka zatéZz ma imunosupresivni
ucinek. Dendritické buriky pfedstavuji hlavni buriky, které zahajuji imunitni reakci.
Pfedpoklada se, Ze hraji rozhoduijici roli ve formovani imunitni odpovédi. Podileji se na
rozliSovani ciziho a vlastniho a signall nebezpeci, které pro organismus predstavuji
Skodliviny vngjsi, ale i vnitini. Dendritické bunky také pfispivaji k udrzovani tolerance vuci
vlastnim tkanim. Rizeni imunitni odpov&di zavisi na stadiu maturace, jiz vyjadiuji

maturacni markery — CD80, CD83 a kostimulacni molekula CD86.

Jiz byly popsany zmény poctu a funkce zakladnich slozek specifické imunity, nikoli
vSak chovani cirkulujicich dendritickych bunék. Proto by tedy tato studie méla pfinést data,
ktera by doplnila sou¢asné poznatky zatézové imunologie a pfispéla tak k pochopeni
zvySené nachylnosti vrcholovych sportovcl infekénim onemocnénim hornich cest

dychacich.

Hypotéza Hyo: Extrémni fyzickd zatéZz se neodrazi ve zméné hodnot subpopulaci
dendritickych bunék v periferni krvi.

Hypotéza H;: Extrémni fyzicka zatéz se odrazi ve zméné hodnot subpopulaci
dendritickych bunék v periferni krvi.
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4 METODIKA VYZKUMU

Na uplném zacatku studie byla prohledanim elektronickych databazi dostupnych na
UVI 2.LF UK, vyhledanim zdrojii via PubMed, ProQuest, EBSCO, HighWire Press
zpracovana reSersni pfiprava. Na jejim zakladé pak byla dale rozpracovana metodika a

strategie vyzkumu.

Vyzkum byl proveden na 20 probandech, ve véku mezi 18 az 39 lety, resp. jejich
primérny vék byl v dobé méreni 27,25 roku + 5,96. VySka probandl se pohybovala mezi
178 a 194cm, coz je v priméru 184,45cm + 3,47. Primérna hodnota hmotnosti, jejiz
rozptyl byl od 75 do 103 kg, byla 89,45kg = 6,48. Jednalo se o hrace extraligového
hokejového tymu HC Slavia Praha. Skupina profesionalnich sportovct byla vybrana
z dlivodu jejich permanentniho vystaveni extrémni fyzické zatézi po vétSinu roku, v dobé

hokejové sezony i v pfipravé pfed ni.

Prvni odbér krevnich vzork( probihal pfed zacatkem fyzické zatéze, druhy krevni nabér
pak nasledoval bezprostiedné po jejim skonceni.

Vyzkum obsahoval také dotaznikové Setfeni na bazi nevalidizovaného dotazniku

DOTAZNIK

meéno a prijmeni:
1. vék
2. vaha / vyika kg cm
3 akutni infekéni onemocnéni béhem poslednich 14 dna? ANO NE

: léen ATB? ATB ...

4 trpél v détstvi / trpi na casté infekce DC? {imunodeficit?) ANO NE
5. | projevy atopie — alergie, astma, ekzémy? + vyvolavatel? ANO NE
6. otkovani v poslednich 14ti dnech, proti ¢emu? ANO NE
7. chronicka onemocnéni? ANO NE
8. trvale uzivane leky? ANO NE
9. potravinove dopliky (multivitaminoveé aj.) ANO NE
10. koufeni / alkohol? kolik denné, jak dlouho? ANO NE

Tabulka 1 - Dotaznik
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sestaveného pro ucely studie (tabulka 1). Pfed odbérem byl formou anamnestického
dotazniku proveden zakladni screening monitorujici pfipadné zkreslujici faktory

(onemocnéni, alergie, medikace).

4.1 Stanoveni fyzické zatéze

K tomu, abychom mohli nadefinovat atributy fyzické zatéze, jsme pouzili sporttesterd,
jez méli hokejisté na sobé v klidu pfed tréninkem a po celou dobu tréninku. Sporttestery
firmy Polar zaznamenavali kontinualné tepovou frekvenci probandl, kterou jsme pak
vyhodnocovali a analyzovali, ke zjiSténi primérné a maximalni tepové frekvence, pomoci

softwaru téze firmy.

4.1.1 Popis sportesteru

Sporttester (pulsmetr, monitoring srde¢niho tepu) umozniuje individualni sledovani
srdec¢ni frekvence v realném Case nebo jeho nahrani pro pozdéjSi rozbor. Sporttester se
sklada ze dvou ¢&asti: z hrudniho pasu, ktery slouzi jako vysila€ a pfijimae na zapésti
v podobé hodinek. Zaznamenana srdeCni akce je vyslana v podobé radiového
(analogového) nebo digitalniho signalu, jejz pouzije pfijimac ke stanoveni aktualni tepové
frekvence. Tento signal mize byt jednoduchy radiovy pulz nebo specificky kédovany

signal z hrudniho pasu (jako je napf. Bluetooth).
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4.2 Imunologicka ¢ast studie

Krevni vzorky byly analyzovany formou stanoveni klasického krevniho obrazu a
pomoci prutokové cytometrie byl stanovovan pocet dendritickych bunék. Pocet
dendritickych bunék pak diky tomu mohl byt vztaZzen k absolutnimu poctu bunék v urcitém

objemu periferni krve.

4.2.1 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, ktera umoznuje diferenciaci populaci bunék a zjisténi
presnych poctl bunék obsazenych v suspenzi vzorku na zakladé jejich riznych optickych
vlastnosti. Dovoluje cilené separovat buriky, jez splfiuji pozadované parametry.
Parametrem mulze byt fyzikalni nebo chemicka vlastnost a vSe co muzeme oznadit
monoklonalni protilatkou. Vzorky mohou byt pro potfeby pruatokové cytometrie znaceny
také pomoci fluorescenénich substratl, které se nejCastéji vazi na jejich DNA. Metoda
vyuziva jednak rozptylu svétla (pfimy/€elni a bo¢ni rozptyl) a jednak intenzity fluorescence
jednotlivych bunék nebo fluorescence emitované aplikovanymi fluorescencnimi probami.
Prutokovy cytometr je bézné vybaven argonovym laserem, ktery umoznuje analyzu mnoha
bun&&nych parametrd na zakladé odklonu laserového paprsku. Urover odklonu odpovida
velikosti a denzité prochazejicich ¢astic. Cytometricka analyza je zaloZzena na skutecnosti,
Ze jednotlivé méfené Castice/bunky prochazeji snimacim mistem a je provadéno méreni
kazdé Castice/buriky (obrazek 7). NejCastéji méfenymi parametry prutokové cytometrie
jsou velikost, granularita, povrchové a CD znaky, intracelularni vytokany, pH, intracelularni
vapnik, hofCik, enzymaticka aktivita, viabilita, nukleové kyseliny a membranovy potencial.

Metodika prutokové cytometrie pfi barveni bunék fluorescentnim barvivem, konjugovanym
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s monoklonalnimi protilatkami,

umoziuje stanovit pritomnost,

denzitu

distribuci

cytoplazmatickych znak(. Tyto cytoplazmatické znaky jako tzv. diferenciaéni znaky (CD,

Clusters of Differentiation) pomahaji ur€ovat specifické bunécné subpopulace (napf. CD4+

T lymfocyty znacené monoklonalni protilatkou proti znaku CD4 na jejich povrchu).

zasilovad

_ 1P 2
laserowy
paprsek
hnacivoda 4
vZorek

detektor analogove-
fluorescence Cislicowy
pievodnils

-

Obrazek 7 — Schéma pratokové cytometrie

Ustav imunologie 2. |ékafské fakulty Univerzity Karlovy v Praze je vybaven pfistrojem

FACS Aria, ktery umoznuje analyzu povrchovych i intracelularnich markerd bunék za

souCasného sledovani az jedenacti riznych parametrt. Slouzi také separaci (sortovani)

subpopulaci bunék definovanych specifickou expresi marker(. Fluorescence-activated cell

sorting (FACS) je jednou z prvnich a zakladnich aplikaci prutokové cytometrie. PFi této

metodé pritokové cytometrie je buné&na suspenze zavadéna do stfedu uzkého rychle

tekouciho proudu kapaliny, ktery je uspofadan tak, Zze dochazi k rozdéleni jednotlivych

bunék v zavislosti na jejich primeéru. Specialnim vibraénim mechanismem je pak vznikly

proud roztfistén na kapky. Cely systém je nastaven tak, Ze existuje pouze mala

pravdépodobnost vyskytu dvou bunék v jedné kapce. Jesté predtim, nez je bunécéna
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suspenze rozbita na jednotlivé kapky, fluorescenéni detektor zméfFi fluorescencni
charakteristiku kazdé jednotlivé buriky. FACS je metoda na roztfizeni suspenze bunék do
dvou nebo vice frakci a to po jedné burice. V misté, kde dochazi k rozstépeni proudu
suspenze na kapky lze tyto kapky nabit v zavislosti na mife intenzity pravé namérené
fluorescence. Takto nabité kapky prochazeji elektrostatickym polem, které je dokaze
rozdélit do sbérnych nadob podle jejich naboje.

Dendritické buriky v periferni krvi byly v ramci naSi studie identifikovany pomoci
kombinace  monoklonalnich  protilatek  jako  CD45+/ lineage neg. /HLA-
DR+/CD11c+/CD123- (myeloidni, mDC) a CD45+/ lineage neg. /HLA-DR+/CD11c-
/CD123+ (plazmacytoidni, pDC). Aktivace dendritickych bunék byla sledovana podle

exprese kostimulacnich molekul (Cluster of Differenciation; CD80+, CD83+ a CD86+).
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5 VYSLEDKY

Vysledky odectené ze sporttesterd nam pomohly definovat atributy fyzické zatéze.
Maximalni tepova frekvence v zatézi dosahovala hodnoty, primérna tepova frekvence
v zatézi byla namérena. Z toho vyplyva, Ze se hokejisté v pribéhu tréninku pohybovali na
cca 80% svého tepového maxima, tedy na urovni nebo tésné pod anaerobnim prahem.
Periodu hokejového tréninku bychom mohli oznacit jako intermitentni zatéz silového
charakteru, pohybuijici se v tepovém rozmezi od 147,9 + 10,41 tepu za minutu do 183,3 £

12,68 tepu za minutu, tedy vétSinu ¢asu z hodinového tréninku okolo anaerobniho prahu.

Pomoci prutokové cytometrie jsme sledovali pocty subpopulaci dendritickych bunék a
expresi kostimulaénich molekul na jejich povrchu. Prutokové cytometricka analyza
povrchovych znakl( dendritickych bunék byla zaméfena na panel sestavajici z molekul
CD80, CD83 a CD86. Pro jednotlivé znaky byly stanovovany zmény fluorescence
kostimulacnich molekul ve vzorcich ziskanych pred zatézi a po fyzické zatézi pomoci
indexu MFI (Mean Fluorescence Index). Statisticka vyznamnost zmén fluorescence byla

testovana parovym t-testem na hladiné vyznamnosti 5% (P < 0,05).

Zmeény v zastoupeni jednotlivych subpopulaci dendritickych bunék béhem extrémni
fyzické zatéze aplikované v této studii dokladaji nasledujici grafy a tabulky (obrazek 8 —
10).

Z nami provedeného vyzkumu vyplyva, Zze dochazi ke statisticky vyznamné zméné (kdy
P < 0,05) v pozatézovém narlstu procentualniho zastoupeni obou, jak myeloidnich (mDC)
tak plazmocytoidnich (pDC), subpopulaci dendritickych bunék (tzn. jejich absolutniho
poCtu v litru periferni krve) (Obrazek ?). Pramérné procentualni zastoupeni obou
subpopulaci DC bylo po zatézi statisticky vyznamné vyssi (mDC = 0,31% £ 0,09%, tzn.
311880000 + 103426641,2 mDC/I; pDC = 0,20% * 0,09%, tzn. 204619000 + 110371547,3

pDC/l) nez pfed ni (mDC = 0,26% + 0,07%, tzn. 153495000 + 31347751,95 mDC/|; pDC =
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0,09% + 0,02%, tzn. 53720500 * 16425259,9 pDC/l) (Pmpc = 6,51189E-07; Pppc =

3,60397E-06).

Zmény poctu DC pied a po zatézi
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Obrazek 8 — Zmény poctu DC pfed a po zatézi

Déale jsme pozorovali signifikantni pokles exprese kostimulaénich molekul CD80 u
myeloidnich dendritickych bunék (mDC) (MFI z 3782,8 + 1952,6 na 2035,5 + 634,7; P =
0,0007) (obrazek 8) a CD83 u obou populaci dendritickych bunék (u mDC klesl MFI
z 2513,3 + 2570,3 na 1727 + 2146,1 s P = 0,00935202 a u pDC z 863,4 + 880,4 na 579,6

+445,9 s P = 0,01873107) (obrazek 9).

U posledni ze zkoumanych kostimulacnich molekul CD86 nebyly pozorovany
vyznamné zmeény ani u jedné subpopulace dendritickych bunék. Pozatézovy pokles
exprese kostimulacni molekuly CD86 u plazmocytoidnich dendritickych bunék (pDC) (MFI
z545,2 + 234 na 490,25 + 270,9; P = 0,07877331) a jeji vzestup u myeloidnich
dendritickych bunék (mDC), ktery byl miniméini (MFI z 1056,7 + 784,85 na 1163,3 *
995,97; P = 0,16649734), nam vySly jako statisticky nevyznamné. Statisticky vyznamny
nebyl ani pokles exprese kostimulacni molekuly CD80 u plazmocytoidnich dendritickych

bunék (pDC) (MFI z 717,92 + 254,96 na 617,63 + 79,34; P = 0,16554409).

46



Zmeény fluorescence CD80+ u mDC
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Obrazek 9 — Pokles exprese CD80+ u mDC

Zmény fluorescence CD83+ na povrchu DC
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Obrazek 10 — Pokles exprese CD83 u obou populaci dendritickych bunék

Hladina adrenalinu se béhem zatéze zvysila v praméru o 217,5% (z 31,44 ng/l £ 22,27 na
99,83 ng/l + 68,24) (obrazek 10). Tento masivni narist hodnot podporuje tvrzeni, ze
nadledviny trénovanych osob béhem srovnatelné zatéze secernuji vice adrenalinu nez u

osob netrénovanych, hovofi se o tzv. ,sportovni nadledviné“. Prudké zvyS$eni mulze
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vysvétlovat také fakt, Zze hladina adrenalinu se zvySuje linearné s trvanim zatéze, ale

hlavné exponencialné s jeji intenzitou.

Zmény hladiny adrenalinu pied a po zatézi
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Obrazek 11 — Zmény hladin adrenalinu pfed a po zatézi

Vysledky studie nebyla potvrzena hypotéza Ho: Extrémni fyzicka zatéz se neodrazi ve
zméné hodnot subpopulaci dendritickych bunék v periferni krvi, potvrzena byla hypotéza
Hi: Extrémni fyzicka zatéz se odrazi ve zméné hodnot subpopulaci dendritickych bunék

v periferni krvi.
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6 DISKUZE

Nékolikeré studie se zabyvaly zmé&nami v imunitnim systému zplsobenymi cvi¢enim
nebo jinymi stresovymi situacemi. Hlavnim cilem nasi studie bylo urcit vliv extrémni fyzické
zatéze na zastoupeni subpopulaci dendritickych bunék v periferni krvi u vrcholovych

sportovcu.

.Dendritické buriky jsou jedny z hlavnich senzort mikrobialni infekce. Interaguji s T-
lymfocyty, stejné jako ostatni buriky zapojené v rozpoznani patogenu, a maji ulohu
v odstranéni infek&nich agens prostfednictvim sekrece mediatorl zanétlivé reakce, jako
jsou cytokiny a chemokiny, a skrze jejich schopnost slouzit jako antigen prezentujici

buriky.” (Burzyn, Rassa, Kim, Nepomnaschy, Ross, Piazzoni, 2004).

Akutni fyzicka zatéz v podobé& hokejového tréninku podle naSich vysledkd vyvolava
vyznamny narUst pozatézového procentuelniho zastoupeni obou subpopulaci
dendritickych bunék, jak hodnot myeloidnich (mDC) tak plazmocytoidnich (pDC)
dendritickych bunék, resp. jejich absolutniho poctu na litr periferni krve. Edwards et. al.
uvadi, ze po fyzické zatézi vzrlstda pocet makrofagll a dendritickych bunék, coz nase
vysledky potvrzuji. Jejich studie uvadi vzestup poctu antigen-prezentujicich bunék
spojovanych s aktivitou NK-bunék a T-lymfocytd. Jinymi slovy podle sou¢asnych znalosti o
dendritickych burikach jakoZto stéZejnich antigen-prezentujicich bunfkach nase vysledky

potvrdily vystup studie Edwardse et. al.

Zatéz vyvolala vzestup poctu dendritickych bunék v krvi, byl u nich ovSem zaznamenan
pokles exprese kostimulacnich molekul CD80 u myeloidnich dendritickych bunék (mDC) a

CD83 u obou populaci.
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Pouze lehce, statisticky nevyznamné, poklesla exprese kostimulaéni molekuly CD80 a
CD86 u plazmocytoidnich dendritickych bunék (pDC). Minimalni byl také vzestup exprese

kostimula¢ni molekuly CD86 u myeloidnich dendritickych bunék (mDC).

ZvysSeni zastoupeni obou subpopulaci dendritickych bunék v periferni krvi u
vrcholovych sportovecl viivem extrémni fyzické zatéze muze znacit zvySenou pohotovost

imunitniho systému na hrozici nebezpeci (poskozeni tkani).

Exprese kostimulacnich molekul Uzce souvisi s aktivaci dendritickych bunék,
respektive se stavem jejich diferenciace (zrani). My vime, Ze proces maturace je u
dendritickych bunék provazen silnym zvySenim exprese MHC (resp. HLA) proteind,
kostimula¢nich molekul, adhezivnich molekula produkci cytokin potfebnych pro optimalni
stimulaci diferenciace antigenné specifickych efektorovych T-lymfocytl. Z naseho méreni
vychazi zvyseni poctu dendritickych bunék v periferni krvi a sou€asné snizeni exprese,
tudiz mOzeme usuzovat na skutecCnost, Zze do krve jsou béhem zatéZze vyplavovany

dendritické bunky meéné zralé.

.TOll-like* receptory jsou transmembranové proteiny antigen-prezentujicich bunék,
které hraji dulezitou roli v odhaleni a rozpoznani mikrobialnich patogenld. Rovnéz mohou
byt aktivovany endogennimi signaly znacCicimi poSkozeni tkané, jako jsou napfiklad
proteiny teplotniho Soku. Kli€¢ovym produktem signalizovani ,Toll-like“ receptort u antigen-
prezentujicich bunék je tvorba zanétlivych cytokinu a protein, a proto je cestou ,Toll-like*
receptord zprostfedkovan celotélovy zanét. ,Navazani patogennich molekul nebo
endogennich nebezpeénych signald na ,Toll-like* receptory vede k aktivaci antigen-
prezentujici bufiky a nasledné aktivaci T-bunék, ktera je tim ovlivhovana.” (Gleeson,
2007). Nedavné studie ukazaly, Ze jak akutni aerobni tak chronické odporové cvi¢eni ma
za nasledek pokles exprese ,Toll-like* receptord na bunécném povrchu. ,Toll-like"

receptory navozuji up-regulaci velkého histokompatibilniho komplexu (MHC) II. tfidy,

50



kostimulagnich molekul a exprese prozanétlivych cytokint. Umérné s tbytkem ,Toll-like®
receptor tedy nasledkem dlouhotrvajiciho cvi¢eni dochazi také ke snizeni indukce
kostimulacnich molekul a cytokin( nasledujicich stimulaci znamymi aktivatory ,Toll-like*
receptor(d. | kdyz tyto uCinky mohou pfispivat k pozatézové imunodepresi a vySSi
nachylnosti sportovcl k infekcim, muze pokles exprese ,Toll-like“ receptori predstavovat
prospésny efekt, protoze snizuje zanétlivou kapacitu leukocytu, tudiz upravuje celotélovy
chronicky zanét a mozna redukujici riziko vzniku chronického onemocnéni. (Gleeson,

2007).

O poklesu exprese ,Toll-like“ receptor0 mize svédCit nami zaznamenané snizeni
exprese kostimula¢nich molekul CD80 u myeloidnich dendritickych bunék a CD83 u obou
zkoumanych  subpopulaci  dendritickych  bunék. ,Pfesny fyziologicky  stimul
zprostiedkovavajici cvi€enim indukovany pokles exprese ,Toll-like“ receptord na
bunééném povrchu neni znam; je zapojeno vice potencialnich signall, zahrnujicic

protizanétlivé cytokiny, stresové hormony a proteiny teplotniho Soku.“ (Gleeson, 2007).

Akutni fyzicka zatéz predstavuje pro organismus jistou formu stresové reakce, proto
vlivem Kkortizolu a dalSich stresovych hormonl (zejm. katecholaminl) vyvolava reakci i
vimunitnim systému, tedy sniZzuje rezistenci vuci infekcim. Glukokortikoidy a
katecholaminy ovliviiuji prezentaci antigenu, tedy antigen-prezentujici bunky, ze kterych
potlauje expresi kostimulaénich molekul B.7 (CD80, CD86) u dendritickych bunék, tedy
pusobi down-regulaci exprese MHC II. tfidy, resp. HLA Il. tfidy, u antigen prezentujicich
bunék, coz pfispiva kjejich inhibi¢énimu uc€inku na aktivaci T-lymfocytl vazanou na
antigen-prezentujici bunky.

Vystupem z vysledk( zmén hladin adrenalinu pfed a po zatézi pro nas maze tedy byt

tvrzeni, Ze se jednalo o vyznamny stres pro organismus. Katecholaminy reaguji na stres
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okamzité, na rozdil od kortizolu, u kterého hodinova zatéz neplsobi vyznamnéjs$i zmény
v plazmatické koncentraci. Akutni zmény spojené s fyzickou zatézi tedy jsou, spiSe nez
pusobenim kortizolu, vyvolavany plsobenim katecholamin(i. Proto bylo pro ucely této

studie vybrano stanoveni hladin adrenalinu pfed a po zatézi.

Glukokortikoidy, jejichz hlavnim zastupcem je u ¢lovéka kortizol, také plsobi v synergii
s katecholaminy Tp2 posun. ,Kortizol a adrenalin potlauji produkci pomocnych T-
lymfocytd typu 1.“ (Gleeson, 2007). PoruSeni rovnovahy mezi pomocnymi T-lymfocyty
typu1 a typu 2 ve prospéch pomocnych T-lymfocytd typu 2 muze byt prospésné, protoze
tim je potlacena schopnost imunitniho systému zplsobovat poskozeni tkani a zanét.
Stresové odpovédi postupné, skrze indukci posunu cytokinové osy k pomocnym T-
lymfocytim typu 2 (Tn2), chrani organismus pfed systémovym piekmitem prozanétlivych
cytokinl produkovanych pomocnymi (prozanétlivymi) T-lymfocytld (Tnpl). OvSem svoje
nasledky ma i snizeni procentuelniho zastoupeni pomocnych T-lymfocytd typu 1, které
podporuji burikami zprostfedkovanou imunitu, a soucasny pokles jimi produkovanych
cytokinu, které zpUsobuji pravé kortizol a adrenalin, jelikoz snizuje ochranu pfed virovymi
infekcemi. To by mohlo vysvétlovat, pro€ jsou sportovci nachylngjsi k infekcim hornich

cest dychacich.

Katecholaminy jsou obvykle povazovany za imunosupresory, ovSem béhem stresu
zpusobeného fyzickou zatéZzi mohou také stimulovat mechanismy vrozené imunitni
odpovédi (napf. fagocytdzu), a to i bez predchozi antigenni stimulace. Zejména tato
cviCenim indukovana stimulace fagocytarni odpovédi a obecné vrozena imunitni odpovéd
jsou povazovany za preventivni strategii organismu sportovce s u€elem zabranéni pruniku
a/nebo udrzeni antigenu v situaci, kdy se zda, Ze je specificka (ziskana, adaptivni) imunitni

odpovéd potlaCena, a tak tedy katecholaminy mohou participovat na téchto ucincich jako

tzv. stresové mediatory.

52



Nékteré dendritické buriky preferenéné stimuluji diferenciaci pomocnych T-lymfocytd
typu 1 (TH1), jiné pomocnych T-lymfocytd typu 2 (Ty2). Zralé dendritické bunky zpUsobuiji
odpovéd pomocnych T-lymfocytd typu 2 (Ty2), nezralé dendritické bunky vyvolavaji bud
regulacéni T-bunécnou odpovéd nebo reakci pomocnych T-lymfocytu typu 1 (Tyl). Pokud
antigen prezentujici bunka, v nasem pfipadé dendritickd bunika, nema dostatek
kostimulacnich molekul, druhy signal je nedostate¢ny, vede stimulace pfes T-receptory
k apoptotické smrti T-lymfocytu nebo k jeho Utlumu (anergii, inhibici proliferace). V nasich
vysledcich se objevily zmény u CD80 u myeloidnich a CD83 u obou subpopulaci

dendritickych bunék ve smyslu snizeni jejich exprese.

.NejdulezitéjSi molekulou pro amplifikaci T-bunécné odpovédi je molekula CD86.”
(Sediva, 2006). U této kostimulaéni molekuly v nasi studii nebyly prokéazany statisticky

signifikantni zmény.

Nami provedena studie potvrzuje mechanismus, kterym muze cviceni zvySovat
nachylnost k virovym onemocnénim, ale redukovat zanét a riziko vyvoje chronického
onemocnéni, jak jej uvedl vroce 2007 ve svém souhrnném clanku Gleeson. CviCeni
vyvolava pokles exprese ,Toll-like“ receptorli, ktery dokladaji naSe zjisténi o snizeni
exprese kostimulaénich molekul CD80 u myeloidnich a CD83 u myeloidnich i
plazmocytoidnich dendritickych bunék. Sou€asné s poklesem exprese , Toll-like* receptor(
dochazi ke sniZeni poltu makrofagu a produkce cytokinl pomocnych T-lymfocytd typu 1.
Dusledkem toho dochazi k poSkozeni burikami zprostfedkované imunity a zanétu. Tato

kaskada dé&ju pak zvySuje riziko virové infekce.
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7 ZAVER
Zavérem této diplomové prace tedy mize byt, Ze extrémni fyzicka zatéz signifikantné
ovliviiuje zastoupeni subpopulaci dendritickych bunék v periferni krvi. Patrné je zvysSeni

poctu obou subpopulaci dendritickych bunék po hodinovém intenzivnim fyzickém zatizeni

v podobé hokejového tréninku.

Dendritické bunky pfedstavuji hlavni antigen-prezentujici burnky, proto vysledky studie
mohou ukazovat na moznou rychlou mobilizaci dendritickych bunék vlivem intenzivni
fyzické zatéze do krevni cirkulace, ¢imZ se imunitni systém organismu zfejmé pfipravuje

na poskozeni (trauma, infekce).

Nasledkem extrémni fyzické zatéZze se méni pocty dendritickych bunék v periferni krvi
a soucCasné i jejich aktivaéni stav. JelikoZz maturaci dendritickych bunék doprovazeji
dramatické zmeény vlivem pfemény z fagocytujicich na antigen prezentujici-buriky jako je
zejména zvyseni exprese MHC (HLA) proteini a také exprese kostimulaénich molekul,
zmeény exprese kostimulaénich markert ve smyslu snizeni naznacuiji, ze dendritické buriky

vyplavené do krevniho obéhu po fyzické zatézi jsou méné diferencované, tedy méné zralé.

Ze snizené exprese kostimulaénich molekul CD80 u myeloidnich dendritickych bunék
(mDC) a CD83 u obou subpopulaci dendritickych bunék mizeme kromé snizeni aktivace

dendritickych bunék usuzovat i na s ni souvisejici pokles exprese ,Toll-like“ receptoru.

Ubytek ,Toll-like* receptorli miZe byt jednou z pfigin pozatéZové imunodeprese a
dlvodem zvySené nachylnosti sportovcl k virovym infekcim. Pres ,Toll-like" receptory jsou
na antigen-prezentujici buriku navazany patogenni molekuly nebo signaly endogenniho
nebezpecdi, aby ta se potom pomoci kostimulacnich molekul mohla navazat na receptory
T-lymfocytu a dat impulz k jeho aktivaci a diferenciaci. Pokud tedy neni zprostfedkovano

navazani patogenni molekuly nebo endogenniho nebezpeéného signalu prostfednictvim
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receptoru ,Toll“ na antigen prezentujici buriku nedojde k aktivaci T-buné¢né odpovédi. Coz

by mohlo vysvétlovat snizeni imunitnich funkci po akutni fyzické zatézi.
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8 SOUHRN

Tato diplomova prace vznikala na zakladé projektu studie provadéné Ustavem
imunologie a Klinikou rehabilitace a télovychovného lékarstvi 2. Iékarské fakulty Univerzity
Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole.

Zamérem studie bylo zjistit vliv extrémni fyzické aktivity na zastoupeni subpopulaci
dendritickych bunék v periferni krvi u vrcholovych sportovcd. Casné zmény poétu a funkce
zakladnich slozek buné&né imunity po sportovni zatézi byly jiZ v mnoha studiich popsany,
chovani cirkulujicich dendritickych bunék vSak zatim studovano nebylo. SoucCasné se
zastoupenim myeloidnich a plasmocytoidnich dendritickych bunék pfed a po intenzivni

fyzické zatézi byl hodnocen jejich aktivacni stav.

Pro hodnoceni hladin dendritickych bunék v periferni krvi byla pouzita metoda
pritokové cytometrie. Ke stanoveni miry fyzické zatéze bylo pouzito kontinualniho

sledovani tepové frekvence pomoci sporttesteru.

Nulova hypotéza pfedpokladala, Zze po akutni fyzické zatézi nedochazi ke zménam
v zastoupeni dendritickych bunék, se nepotvrdila. DoSlo ke zméné ve smyslu zvysSeni

poctu dendritickych bunék a to u obou zkoumanych subpopulaci.
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9 SUMMARY

This thesis was created on the basis of studies conducted by the Department of
Immunology and Clinic of Rehabilitation and Sports Medicine of 2nd Medical School

Charles University and University Hospital in Motol.

The thesis purpouse was to find out the effect of extreme physical load of top
sportsmen to changes in representation of various subpopulations dendritic cells. Early
count changes and changes of function of basic elements of cellular immunity after a sport
load have been described, whereas a behaviour of circulating dendritic cells hasn’t been
studied yet. An amount and a stage of myelogenic and plasmocytoigenic dendritic cells

before and after the sports load was assessed.

The flow cytometry method was used to asses the amount of dendritic cells. A
continuous monitoring of pulse rate using sport testers was used to determine the level of

physical load.

The null hypothesis assumed, that there won’t be any changes in amount of dendritic
cells after acute physical load. This thesis was not confirmed. There were changes in the

way of increasing of an amount of dendritic cells in both examined subpopulations.
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11 PRILOHY

mDC pied mDC po
%mDC pfed | %mDC po (pocet/l) (pocet/l)

1 0,2 0,21 | 146000000| 247800000
2 0,16 0,21 | 128000000| 237300000
3 0,25 0,4| 122500000| 360000000
4 0,29 0,36 194300000| 338400000
5 0,28 0,51 | 184800000| 596700000
6 0,21 0,26 151200000| 439400000
7 0,19 0,26 121600000| 257400000
8 0,42 0,36 205800000| 295200000
9 0,21 0,27 | 134400000| 294300000
10 0,25 0,41 | 102500000| 237800000
11 0,22 0,35| 147400000| 353500000
12 0,26 0,32 140400000| 329600000
13 0,23 0,12 108100000| 105600000
14 0,18 0,21 | 138600000| 277200000
15 0,38 0,41 | 205200000| 307500000
16 0,26 0,33| 169000000| 376200000
17 0,22 0,34| 151800000| 448800000
18 0,31 0,34 | 145700000| 251600000
19 0,35 0,27 | 189000000| 210600000
20 0,36 0,27 | 183600000| 272700000
Pramér 0,2615 0,3105| 153495000| 311880000
SD |0,071102224|0,089705659 | 31347751,95 | 103426641,2

Tabulka 2 — Zastoupeni myeloidnich dendritickych bunék

pred a po zatézi
SD = smérodatna odchylka

450000000
400000000
350000000

pocet mDC /I

100000000 -
50000000 -

300000000
250000000
200000000
150000000 -

Zmeény podtu mDC pred a po zatézi

0,

PRED zatézi PO zatézi

Obrazek 12 — Zmény v zastoupeni myeloidnich dendritickych bunék



pDC pied pDC po

%pDC pied %pDC po (pocet/l) (pocet/l)

1 0,067 0,12| 48910000| 141600000
2 0,039 0,06 | 31200000 70060000
3 0,14 0,31| 68600000| 279000000
4 0,16 0,23 | 107200000| 216200000
5 0,1 0,29| 66000000| 339300000
6 0,086 0,29| 61920000| 490100000
7 0,086 0,36| 55040000| 356400000
8 0,086 0,11| 42140000 90200000
9 0,086 0,15| 55040000| 163500000
10 0,086 0,31| 35260000| 179800000
11 0,086 0,24| 57620000| 242400000
12 0,086 0,28 | 46440000| 288400000
13 0,086 0,12| 40420000| 105600000
14 0,086 0,09| 66220000| 113520000
15 0,086 0,15| 46440000| 112500000
16 0,086 0,28| 55900000| 319200000
17 0,086 0,15| 59340000| 198000000
18 0,086 0,19| 40420000| 140600000
19 0,086 0,16 | 46440000| 124800000
20 0,086 0,12| 43860000 | 121200000
Prameér 0,0898 0,2004 | 53720500| 204619000
SD  |0,023917842 | 0,088803983 | 16425259,9 | 110371547,3

Tabulka 3 — Zastoupeni plazmocytoidnich dendritickych

bunék pfed a po zatézi
SD = smérodatna odchylka

350000000

300000000

250000000

pocet pDC /I

100000000

50000000 -

200000000

150000000

Zmény poctu pDC pred a po zatézi

0,

PRED zat&2i

PO zatézi

Obrazek 13 — Zmény v zastoupeni plazmocytoidnich dendritickych bunék
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puvodni | stav po
%CD80+ pfed | %CD80+ po pred po rozdil stav (%) | zatéZi
1 7,14 0,97 | 10424400 1416200 | -9008200,00 100% 13,59%
2 4,19 1 6117400 1460000 | -4657400,00 100% 23,87%
3 2,57 1,06 3752200 1547600 | -2204600,00 100% | 41,25%
4 1,43 1,72 2087800 2511200 423400,00 100% | 120,28%
) 5,36 3,88 7825600 5664800 | -2160800,00 100% 72,39%
6 1,76 1,59 2569600 2321400| -248200,00 100% 90,34%
7 2,7 1,16 3942000 1693600 | -2248400,00 100% | 42,96%
8 7,2 2,04 | 10512000 2978400 | -7533600,00 100% 28,33%
9 9,41 3,49 | 13738600 5095400 | -8643200,00 100% 37,09%
10 1,31 1,79 1912600 2613400 700800,00 100% | 136,64%
11 0,72 1,75 1051200 2555000 | 1503800,00 100% | 243,06%
12 1,85 0,64 2701000 934400 | -1766600,00 100% 34,59%
13 1,16 4,2 1693600 6132000 | 4438400,00 100% | 362,07%
14 1,94 0,99 2832400 1445400 | -1387000,00 100% 51,03%
15 1,83 2,29 2671800 3343400 671600,00 100% | 125,14%
16 1,04 1,57 1518400 2292200 773800,00 100% | 150,96%
17 2,19 1,22 3197400 1781200 | -1416200,00 100% 55,71%
18 1,87 0,31 2730200 452600 | -2277600,00 100% 16,58%
19 5,05 9,27 7373000| 13534200| 6161200,00 100% | 183,56%
20 2,73 0,75 3985800 1095000 | -2890800,00 100% 27,47%
Pramér 3,1725 2,0845 | 4631850,00 | 3043370,00 92,85%
SD 2,426181481 | 1,993081388 | 3542224,96 | 2909898,83 89,11%

Tabulka 4 — Zmény poctu receptord CD80+ u myeloidnich dendritickych bunék

9000000,00
8000000,00
7000000,00
6000000,00
5000000,00

Zmény poétu mDC CD80+

podcet /I

4000000,00 -
3000000,00 -
2000000,00 -
1000000,00 -

0,00 -

PRED z4t&2i

PO zatézi

Obrazek 14 — Zmény poctu receptortl CD80+ u myeloidnich dendritickych

bunék
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pred po rozdil pGvodni stav (%) | stav po zatézi

1 3303 1931 -1372,00 100% 58,46%
2 8796 1909 -6887,00 100% 21,70%
3 2707 1803 -904,00 100% 66,61%
4 4051 1780 -2271,00 100% 43,94%
5 2533 1964 -569,00 100% 77,54%
6 1916 1829 -87,00 100% 95,46%
7 5638 4552 -1086,00 100% 80,74%
8 3111 1937 -1174,00 100% 62,26%
9 4990 1814 -3176,00 100% 36,35%
10 2028 1890 -138,00 100% 93,20%
11 2046 1756 -290,00 100% 85,83%
12 4654 1688 -2966,00 100% 36,27%
13 1636 1933 297,00 100% 118,15%
14 2181 2295 114,00 100% 105,23%
15 1857 1924 67,00 100% 103,61%
16 5565 1791 -3774,00 100% 32,18%
17 7114 1614 -5500,00 100% 22,69%
18 5354 2488 -2866,00 100% 46,47%
19 3050 2282 -768,00 100% 74,82%
20 3126 1530 -1596,00 100% 48,94%
Pramér| 3782,80| 2035,50 65,52%
SD 1952,56 634,71 29,08%

Tabulka 5 — Zmény MFI receptort CD80+ u myeloidnich dendritickych bunék

MFI

Zmény MFI mDC CD80+

7000,00

6000,00

5000,00

4000,00
3000,00 A
2000,00 ~

1000,00 -

0,00 -

PRED z4tézi

PO zatézi

Obrézek 15 — Zmény MFI receptord CD80+ u myeloidnich dendritickych
bunék
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%CD83+ | %CD83+ puvodni | stav po
pfed po pred po rozdil stav (%) zatézi
1 99,2 98,1 1,45E+08 1,43E+08| -1606000,00 100% 98,89%
2 85,2 66,2 1,24E+08 96652000 | -27740000,00 100% 77,70%
3 98,1 92,1 1,43E+08 1,34E+08| -8760000,00 100% 93,88%
4 84,3 88,5 1,23E+08 1,29E+08 6132000,00 100% | 104,98%
) 97,4 95,9 1,42E+08 1,4E+08| -2190000,00 100% 98,46%
6 96 92,5 1,4E+08 1,35E+08| -5110000,00 100% 96,35%
7 58,8 55,8 85848000 81468000 | -4380000,00 100% 94,90%
8 94,8 87,8 1,38E+08 1,28E+08 | -10220000,00 100% 92,62%
9 94,1 98,1 1,37E+08 1,43E+08 5840000,00 100% | 104,25%
10 53,9 59,8 78694000 87308000 8614000,00 100% | 110,95%
11 88 77 1,28E+08 1,12E+08| -16060000,00 100% 87,50%
12 82,3 74,5 1,2E+08 1,09E+08 | -11388000,00 100% 90,52%
13 96,1 97,5 1,4E+08 1,42E+08 2044000,00 100% | 101,46%
14 67,8 47,3 98988000 69058000 | -29930000,00 100% 69,76%
15 93,2 92,9 1,36E+08 1,36E+08 -438000,00 100% 99,68%
16 79,6 92,8 1,16E+08 1,35E+08| 19272000,00 100% | 116,58%
17 95,9 97,6 1,4E+08 1,42E+08 2482000,00 100% | 101,77%
18 92,4 94,1 1,35E+08 1,37E+08 2482000,00 100% | 101,84%
19 98,3 99,6 1,44E+08 1,45E+08 1898000,00 100% | 101,32%
20 94,5 95,9 1,38E+08 1,4E+08 2044000,00 100% | 101,48%
Pramér 87,495 85,2 |127742700,00 | 124392000,00 97,25%
SD 13,23669 | 16,02248| 19325568,04 | 23392826,93 10,49%

Tabulka 6 — Zmény poctu receptord CD83+ u myeloidnich dendritickych bunék

podet /|

160000000,00
140000000,00
120000000,00 -
100000000,00 -
80000000,00 -

60000000,00 -

40000000,00

20000000,00 A

0,00 -

Zmeény poétu mDC CD83+

PRED z4t&(

PO zatézi

Obrézek 16 — Zmény poctu receptori CD83+ u myeloidnich dendritickych
bunék
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MFI pfed | MFI po rozdil puvodni stav (%) | stav po zatézi

1 5160 1631| -3529,00 100% 31,61%
2 1372 487 -885,00 100% 35,50%
3 1991 946 | -1045,00 100% 47 51%
4 761 697 -64,00 100% 91,59%
5 4422 1910| -2512,00 100% 43,19%
6 2690 1846 -844,00 100% 68,62%
7 540 478 -62,00 100% 88,52%
8 2119 768 | -1351,00 100% 36,24%
9 10582 7193 | -3389,00 100% 67,97%
10 371 340 -31,00 100% 91,64%
11 946 493 -453,00 100% 52,11%
12 809 442 -367,00 100% 54,64%
13 1507 1579 72,00 100% 104,78%
14 529 415 -114,00 100% 78,45%
15 833 896 63,00 100% 107,56%
16 518 666 148,00 100% 128,57%
17 3635 2841 -794,00 100% 78,16%
18 1930 1420 -510,00 100% 73,58%
19 6712 8186 1474,00 100% 121,96%
20 2839 1305| -1534,00 100% 45,97%
Pramér| 2513,30| 1726,95 72,41%
SD 2570,25| 2146,13 29,23%

Tabulka 7 — Zmény MFI receptortl CD83+ u myeloidnich dendritickych bunék

MFI

Zmény MFI mDC CD83+

6000,00

5000,00

4000,00

3000,00

2000,00

1000,00

0,00

PRED z4t&%i PO zatézi

Obrazek 17 — Zmény MFI receptord CD83+ u myeloidnich dendritickych
bunék
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pGvodni

%CD83+ pred | %CD83+ po pred po rozdil stav (%) | % zména
1 82,9 67,8 40546390 33160980 | -7385410,00| 100% 81,79%
2 77,3 55 37807430 26900500 | -10906930,00| 100% 71,15%
3 57,3 59,9 28025430 29297090 1271660,00| 100% 104,54%
4 44,8 47,7 21911680 23330070 1418390,00| 100% 106,47%
5 82,3 66,1 40252930 32329510 | -7923420,00| 100% 80,32%
6 61,9 53,2 30275290 26020120 | -4255170,00| 100% 85,95%
7 40,9 40,6 20004190 19857460 -146730,00| 100% 99,27%
8 81,3 62,3 39763830 30470930 | -9292900,00| 100% 76,63%
9 97,7 97,3 47785070 47589430 -195640,00| 100% 99,59%
10 35,2 39,5 17216320 19319450 2103130,00| 100% 112,22%
11 48,7 35,5 23819170 17363050 | -6456120,00| 100% 72,90%
12 52,2 46,5 25531020 22743150 | -2787870,00| 100% 89,08%
13 57,3 59,3 28025430 29003630 978200,00| 100% 103,49%
14 52,8 43,4 25824480 21226940 | -4597540,00| 100% 82,20%
15 40,2 47,6 19661820 23281160 3619340,00| 100% 118,41%
16 42,7 49,4 20884570 24161540 3276970,00| 100% 115,69%
17 75,9 64,8 37122690 31693680 | -5429010,00| 100% 85,38%
18 55,2 47,3 26998320 23134430 | -3863890,00| 100% 85,69%
19 93,7 87,2 45828670 42649520 | -3179150,00| 100% 93,06%
20 89,6 70,9 43823360 34677190 | -9146170,00| 100% 79,13%
Primér 63,495 57,065 | 31055404,50 | 27910491,50 92,15%
SD 19,73529 15,74325| 9652528,87 7700021,13 14,41%

Tabulka 8 — Zmény poctu receptora CD83+

podet /I

Zmény poétu pDC CD83+

45000000,00

40000000,00

35000000,00
30000000,00 -
25000000,00 -
20000000,00 H
15000000,00 -
10000000,00 -

5000000,00 -

0,00 -

PRED zatézi

PO z4tézi

u plazmocytoidnich dendritickych bunék

Obrazek 18 — Zmény poctu receptori CD83+ u plazmocytoidnich
dendritickych bunék
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pfed po rozdil | puvodni stav (%) | stav po zatézi

1 1274 567 | -707,00 100% 44,51%
2 613 313| -300,00 100% 51,06%
3 544 421| -123,00 100% 77,39%
4 319 389 70,00 100% 121,94%
5 1450 491 | -959,00 100% 33,86%
6 471 658 | 187,00 100% 139,70%
7 370 385 15,00 100% 104,05%
8 1058 415| -643,00 100% 39,22%
9 4089 2238 -1851,00 100% 54,73%
10 345 324 -21,00 100% 93,91%
11 385 365 -20,00 100% 94,81%
12 357 382 25,00 100% 107,00%
13 475 509 34,00 100% 107,16%
14 347 407 60,00 100% 117,29%
15 348 422 74,00 100% 121,26%
16 346 383 37,00 100% 110,69%
17 1060 597 | -463,00 100% 56,32%
18 404 403 -1,00 100% 99,75%
19 1765 1311| -454,00 100% 74,28%
20 1247 612 | -635,00 100% 49,08%
Primér| 863,35| 579,60 84,90%
SD 880,44 | 445,93 32,29%

Tabulka 9 — Zmény MFI receptort CD83+ u plazmocytoidnich dendritickych

bunék

[
=

Zmé&ny MFI pDC CD83+
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Obrazek 19 — Zmény MFI receptorid CD83+ u plazmocytoidnich

dendritickych bunék

68



%CD86+ | %CD86+ puvodni | stav po
pfed po pred po rozdil stav (%) | zatéZi
1 96,1 92,3 140306000 1,35E+08| -5548000,00 100% 96,05%
2 83,5 83,2 121910000 1,21E+08 -438000,00 100% 99,64%
3 91 94,8 132860000 1,38E+08 5548000,00 100% | 104,18%
4 97 97,2 141620000 1,42E+08 292000,00 100% | 100,21%
) 95,5 91,3 139430000 1,33E+08| -6132000,00 100% 95,60%
6 95,9 97,4 140014000 1,42E+08 2190000,00 100% | 101,56%
7 85,8 92,3 125268000 1,35E+08 9490000,00 100% | 107,58%
8 93,4 94,9 136364000 1,39E+08 2190000,00 100% | 101,61%
9 96,9 97,7 141474000 1,43E+08 1168000,00 100% | 100,83%
10 92,1 94,8 134466000 1,38E+08 3942000,00 100% | 102,93%
11 91,8 93,9 134028000 1,37E+08 3066000,00 100% | 102,29%
12 83,8 88,7 122348000 1,3E+08 7154000,00 100% | 105,85%
13 91 86,8 132860000 1,27E+08| -6132000,00 100% 95,38%
14 64,9 74,9 94754000 1,09E+08| 14600000,00 100% | 115,41%
15 95,6 97,2 139576000 1,42E+08 2336000,00 100% | 101,67%
16 93,3 96,3 136218000 1,41E+08 4380000,00 100% | 103,22%
17 98,9 99,1 144394000 1,45E+08 292000,00 100% | 100,20%
18 94,8 92,1 138408000 1,34E+08| -3942000,00 100% 97,15%
19 99,4 96,6 145124000 1,41E+08| -4088000,00 100% 97,18%
20 97,3 92,6 142058000 1,35E+08| -6862000,00 100% 95,17%
Pramér 91,9 92,705 | 134174000,00 | 135349300,00 101,18%
SD 7,82163 | 5,769108| 11419579,70| 8422897,45 4,85%

Tabulka 10 — Zmény poctu receptord CD86+ u myeloidnich dendritickych bunék

pocet /I

150000000,00
145000000,00
140000000,00
135000000,00

130000000,00 -
125000000,00 +
120000000,00 +
115000000,00 +
110000000,00 -

Zmény pocétu mDC CD86+

PRED zatézi

PO zatézi

Obrazek 20 — Zmény poctu receptortl CD86+ u myeloidnich dendritickych
bunék
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MFI| pfed | MFI po rozdil puvodni stav (%) | stav po zatézi

1 819 574 -245,00 100% 70,09%
2 654 473 -181,00 100% 72,32%
3 667 713 46,00 100% 106,90%
4 1196 1240 44,00 100% 103,68%
5 1058 923 -135,00 100% 87,24%
6 871 1308 437,00 100% 150,17%
7 550 779 229,00 100% 141,64%
8 927 829 -98,00 100% 89,43%
9 1855 1470 -385,00 100% 79,25%
10 739 873 134,00 100% 118,13%
11 699 695 -4,00 100% 99,43%
12 528 664 136,00 100% 125,76%
13 596 739 143,00 100% 123,99%
14 643 737 94,00 100% 114,62%
15 769 1014 245,00 100% 131,86%
16 692 1163 471,00 100% 168,06%
17 3971 5106 1135,00 100% 128,58%
18 932 1193 261,00 100% 128,00%
19 1924 2019 95,00 100% 104,94%
20 1044 754 -290,00 100% 72,22%
Primér| 1056,70| 1163,30 110,82%
SD 784,85 995,97 27,30%

Tabulka 11 — Zmény MFI receptort CD86+ u myeloidnich dendritickych bunék

Zmény MFI mDC CD86+
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Obrazek 21 — Zmény MFI receptori CD86+ u myeloidnich dendritickych
bunék
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%CD86+ %CD86+ puvodni | stav po
pfed po pfed po rozdil stav (%) zatézi
1 51,1 45,1 24993010 22058410 | -2934600,00| 100% 88,26%
2 66 54,5 32280600 26655950 | -5624650,00| 100% 82,58%
3 48 37,7 23476800 18439070 | -5037730,00| 100% 78,54%
4 59,9 58,1 29297090 28416710 -880380,00| 100% 96,99%
5 58,8 52,6 28759080 25726660 | -3032420,00| 100% 89,46%
6 59,1 47,3 28905810 23134430| -5771380,00| 100% 80,03%
7 46,2 48,9 22596420 23916990 1320570,00| 100% | 105,84%
8 69,4 67,3 33943540 32916430| -1027110,00| 100% 96,97%
9 84,1 70,6 41133310 34530460 | -6602850,00| 100% 83,95%
10 38,2 38,2 18683620 18683620 0,00| 100% | 100,00%
11 40,8 44,7 19955280 21862770 1907490,00| 100% | 109,56%
12 48,7 41,3 23819170 20199830 | -3619340,00| 100% 84,80%
13 49 41,7 23965900 20395470 | -3570430,00| 100% 85,10%
14 55,1 54,1 26949410 26460310 -489100,00| 100% 98,19%
15 55,2 56,1 26998320 27438510 440190,00| 100% | 101,63%
16 47,7 59,4 23330070 29052540 | 5722470,00| 100% | 124,53%
17 94,7 95,2 46317770 46562320 244550,00| 100% | 100,53%
18 50,7 46,2 24797370 22596420 | -2200950,00| 100% 91,12%
19 69,9 65,8 34188090 32182780| -2005310,00| 100% 94,13%
20 58,8 50 28759080 24455000 | -4304080,00| 100% 85,03%
Pramér 57,57 53,74 | 28157487,00 | 26284234,00 93,86%
SD 13,92446 | 13,5369436 | 6810454,18| 6620919,12 11,37%

Tabulka 12 — Zmény poctu receptord CD86+ u plazmocytoidnich dendritickych bunék

pocet /l

Zmény poétu pDC CD86+

40000000,00

35000000,00

30000000,00

25000000,00
20000000,00 -
15000000,00 -
10000000,00 A

5000000,00 -

0,00 -

PRED zatézi

PO zatézi

Obrazek 22 — Zmény poctu receptortl CD86+ u plazmocytoidnich
dendritickych bunék
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pred po rozdil puvodni stav (%) | stav po zatézi

1 600 306 -294,00 100% 51,00%
2 611 386 -225,00 100% 63,18%
3 420 359 -61,00 100% 85,48%
4 489 469 -20,00 100% 95,91%
5 539 494 -45,00 100% 91,65%
6 483 372 -111,00 100% 77,02%
7 395 387 -8,00 100% 97,97%
8 584 374 -210,00 100% 64,04%
9 808 509 -299,00 100% 63,00%
10 353 344 -9,00 100% 97,45%
11 440 378 -62,00 100% 85,91%
12 386 372 -14,00 100% 96,37%
13 533 473 -60,00 100% 88,74%
14 398 592 194,00 100% 148,74%
15 456 473 17,00 100% 103,73%
16 359 453 94,00 100% 126,18%
17 1409 1592 183,00 100% 112,99%
18 404 404 0,00 100% 100,00%
19 654 597 -57,00 100% 91,28%
20 583 471 -112,00 100% 80,79%
Primér| 545,20 490,25 91,07%
SD 234,00 270,90 22,58%

Tabulka 13 — Zmény MFI receptortl CD86+ u plazmocytoidnich dendritickych
bunék

Zmény MFI pDC CD86+
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Obrazek 23 — Zmény MFI receptori CD86+ u plazmocytoidnich
dendritickych bunék
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Tabulka 14 — Vék, vyha a vySka proband

infekce trvale koufeni/
ATB HCD alergie ockovani chron.onem. léky trvale potrav.dopliky alkohol poznamka
ano (PNC, chron.zanéty
1 Klacid) ano ne ne mandli ne ano (Ca, Mg) ne
ano; pred 7
2 dny Tamiflu ne ne ne ne ne ne ne Cerny Caj
3 ne; Tamiflu ne ne ne ne ne ano (2x kapacka Ca) ne
4 ne ne ne ne ne ne ano, multivit. ne Cerny Caj
5 ne ne ne ne ne ne ano (multivit., vit.C) ne Cerny Caj
pyl a
6 ne ne prach ne astma ne ne ne
ovocny
7 ne ne ne ne ne ne ano (multivit.) ne ¢aj
8 ne ne ne ne ne ne ne
ano (Centrum, Tantum
9 ne ne ne ne ne ne verde, Stodal sirup) ne
10 ne; Tamiflu ne ne ne ne ne ne ne kava
11 ne; Tamiflu ne ne ne ne ne ne ne kava
ovocny
12 ne ne pyl ne ne ne ne ne ¢aj
13 ne ne ne ne ne ne ano, multivit. ne cerny Caj
14 ne ne ne ne ne ne ano, B-komplex ne
15 ne ne ne ne ne ne ano (multivit.) ne
ano (multivit.,
echinacea, BCAA,
16 ne ne ne ne ne ne GAINER) ne kava
17 ne ne ne ne ne ne ne ne
trava
18 ne; Tamiflu ne apyl ne ne ne ano, multivit. ne cerny Caj
19 ne ne pyl ne ne ne ano (multivit.) ne Cerny Caj
20 ne ne ne ne ne ne ano, multivit. ne

Tabulka 15 — Vysledky dotaznikového Setfeni
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@ TF/ 60 max. TF v prub¢hu
tréninku 60" tréninku
1 129 168
2 117 160
3 155 195
4 146 187
5 155 185
6 167 190
7 145 176
8 142 173
9 154 178
10 149 184
11 148 193
12 156 184
13 154 189
14 144 173
15 150 186
16 152 181
17 150 175
18 153 183
19 149 183
20 143 223

Tabulka 16 — Tepové frekvence v prubéhu fyzické zatéze

74



	OBSAH
	2 TEORETICKÝ ÚVOD
	2.1 Imunitní systém
	2.1.1 Nespecifická imunita
	2.1.2 Specifická imunita
	2.1.2.1 Specifická buněčná imunita
	2.1.2.2 Specifická humorální imunita
	2.2 Dendritické buňky
	2.2.1 Kostimulační molekuly
	2.2.2 Mechanismus působení dendritických buněk
	2.3 Vliv fyzické zátěže na imunitu
	2.3.1 Vliv fyzické zátěže na změnu počtu cirkulujících dendritických buněk
	2.3.2 Přehled akutních vlivů cvičení na imunitní funkce
	Fyzická zátěž
	Poškození buňkami zprostředkované imunity a zánět
	HOŘEJŠÍ, Václav. Receptory TLR – klíčové molekuly imunitního systému. Vesmír. 2004, no. 3, s. 134.
	SATTHAPORN, S., EREMIN, O. Dendritic cells (I) : biological functions. Journal of Royal College of Surgeons of Edinburgh. 2001, no. 48,  s. 9-20.

