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Anotace

Diplomova prace je zaméfena na zhodnoceni vlivu 3 riznych koncentraci Juvenilu na 3
lidské bunéc¢né linie (T lymfocyty, B lymfocyty, makrofagy). V ramci dané problematiky jde
konkrétné o analyzu zmén exprese specifickych bunéénych aktivacnich znakd na povrchu
bunék po pridani pripravku Juvenilu do kultiva¢niho média a dale zhodnoceni nasledného
vlivu ionizujicitho zafeni na bunéc¢né kultury. Pro vlastni analyzy bude vyuzit pritokovy
cytometr a bude vyhodnocovana zména intenzity fluorescence jednotlivych aktiva¢nich

znakd, které jsou v ramci prace sledovany.

Kli¢ova slova: Juvenil, aktiva¢ni znaky, RAMOS, JURKAT, U937,



Annotation

The diploma thesis is focused on the evaluation of the effect of 3 different concentrations
of Juvenil on 3 human cell lines (T lymphocytes, B lymphocytes, macrophages). We
analyzed the changes in expression of specific cell activating markers on the cell surface
after the addition of Juvenil to the culture medium and the evaluation of the subsequent
effect of ionizing radiation on the cell culture are concerned. A flow cytometer will be used
for analysis and the change in the fluorescence intensity of individual activation markers,

which are monitored in the work, will be evaluated.

Key words: Juvenil, activating markers, RAMOS, JURKAT, U937
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Uvod

souvisejici s nezdravym Zivotnim stylem. Proto je kladen velky dlraz nejen na lécbu, ale
také na prevenci. Mnoho lidi ale nechce sviij styl Zivota radikalné ménit, a proto se ¢im dal
vice lidi zac¢ind spoléhat na volné prodejné doplitky stravy. Obor, ktery se zabyva
zavadénim volné prodejnych dopliki stravy ovliviiujicich imunitni systém do Kklinické
praxe, se nazyva imunomodulace. Imunomodulace zahrnuje dva zakladni postupy: antigen
nespecifické postupy a antigen specifické postupy. Dopliiky stravy jsou nej¢astéji uzivany
pro podporu imunity, tzv. imunostimulaci, ktera patii do antigen nespecifickych postupti a
je velmi zkoumana v souvislosti s opakovanymi infekcemi dychacich cest, alergickymi a
onkologickymi nemocemi. Existuje nékolik volné prodejnych imunomodulatori:
bakteridlni imunomodulatory (pf.. GS Imunostim), beta-glukany (pf.: Imunoglukan,
Imunaktiv, Imunit), Echinacea sp. (pt.: GS Echinacea aktiv, Walmark Echinacea), atd., které
sami o sobé reaguji se slozkami nespecifické imunity, takZe jejich uzivani simuluje
napadeni organismu infekci. Dale existuji latky, které jsou zaloZeny na bazi cizorodych
organismi a vstupuji tak do vzajemnych vztaht se stfevnim imunitnim systémem. Jsou to
napiiklad probiotika (pf.: Probian, Salutil, Synbio), nukleotidy (pf.: Preventan, Juwik,
Juwitamin), aminokyseliny (pf.: Cubitan, Cubison) a Omega-3/omega-6 nenasycené

mastné kyseliny (pt.: Hema-rybi tuk, Marin-Q) (Végh a Végh 2008).

Mnoho dopliikli stravy je extrahovano z rostlin nebo z Zivocichli. V mé diplomové praci
jsem se zaméril na alkohol-éterovy extrakt z hovézi tkané, ktera je pouZivana v takovych
dopliicich stravy jako je Retisin, Juvenil/Imuregen, Actovegin a Solcoseryl. Tento extrakt,
poprvé pripraveny ve 20. stoleti v Ceskoslovensku, nema prokizané Zadné vedlejsi
Skodlivé ucinky na organismus (Kubelkova et al. 2021). Alkohol-éterovy extrakt je
zakladem pro dva zakladni analogické produkty: Juvenil a Imuregen, které si lisi jen
v drobnostech. Jedna se o unikatni doplnék stravy, ktery ma pozitivni uc¢inek na buné¢nou
imunitu a energii, regeneraci tkani, hojeni ran, opravu endokrinnich Zlaz, stfevni integritu,

posileni paméti a ma protinadorové ucinky (Kubelkova a Macela 2019).

Siroce testovan byl tento extrakt pfedevsim ve spojitosti s tvorbou nadort, jeliko? se jedna
o civiliza¢ni chorobu a lidé stale hledaji nové ptistupy 1é¢by a prevence. V soucasné dobé
existuji dva pristupy protinddorové 1é¢by: lokalni (chirurgie, radioterapie) a systémova
(chemoterapie, imunoterapie, hormonalni 1é¢ba a biologickd terapie). Imunoterapie

vyuziva pro lé¢bu cytokiny (napf.: I[FN-a a IL-2), které jsou produkované imunitnimi
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butikami v pfipadé stimulace stresovym faktorem (napf.: infekce). Neni jisté, jaky byl
mechanismus ucinku tohoto extraktu, nicméné je zajimavé, Ze byl podavan injekéné bez
indukce zanétlivé odpovédi. Znamé je, Ze samotné slozky Juvenilu mohou byt
farmakologicky a fyziologicky aktivni. Plisobi na Zivotaschopnost nadorové bunéc¢né linie,

ma cytostaticky/cytotoxicky ucinek na buriky, ovliviiuje viabilitu ozarenych nadorovych

bunék a nema3 vliv na nenadorové buné¢né linie (Duskova etal. 2019).
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1 Literarnireserse

1.1 Zakladni informace o buice

Buiika je nejmensi morfologickou a funkéni jednotkou organismu, kterd je schopna
vykonavat vSechny zadkladni Zivotni funkce. Dle bunécné teorie, vSechny Zivotni déje
probihaji v butice nebo jsou uskute¢iovany vzajemnymi vztahy mezi buiikami. Jeden z
definujicich znakt eukaryotické buiiky je pritomnost jadra. Funkci jadra je mimo uchovani
a ochrany genetické informace také replikace DNA, regulace bunécného metabolismu
syntézou rtiznych enzymi a syntéza RNA a ribozom (Allarakha 2021). Uvnitr jadra se
nachazi jadérko, jehoZ funkci je syntéza ribozomalni RNA, kterd se podili na vzniku
ribozoml v cytoplazmé (Hacock a Boulikas 1982). Od mechanism bunécné syntézy
proteind, kterd se nachazi v cytoplasmé, je DNA oddélena jadernou membranou. Jaderna
membrana chrani genetickou informaci a vSechny molekuly, které se podileji na
zpracovani a ochrané téchto informaci, pred patogeny, enzymy a potencialné skodlivymi
produkty metabolismu tuki a bilkovin. Tato membrana se sklada ze dvou fosfolipidovych

dvojvrstev (O’Connor a Adams 2010).

V bunice mliZeme najit jesté dalsi organely, které jsou ohrani¢ené membranou. Membrana
organeldm slouZi predevsim k ptijmu surovin a vylucovani metaboliti a vedlejsich
produktli. Mezi takové organely miZeme zatadit endoplazmatické retikulum (ER). ER
plynule prechazi z jaderné membrany. RozliSujeme drsné ER a hladké ER podle
pritomnosti drobnych organel zvanych ribozomy slouZicich k syntéze proteind. Funkci
hladkého endoplazmatického retikula je odstratiovani toxickych latek a uvolilovani
vapenatych iontl. Drsné endoplazmatické retikulum ma na svém povrchu prisedlé
ribozomy a specializuje se na syntézu bilkovin a vétSiny sloZek buné¢né membrany i latek
ur¢enych pro export z buiiky. Tyto latky prijima organela zvana Golgiho aparat, ktery na

ER navazuje (NHGRI 2022a).

Golgiho aparat je membranou vazana organela, ktera je tvorena radou naskladanych
vackl. Je zodpovédny za transport, modifikaci a baleni proteinG a lipidi do vezikul
vazanych na membranu, které se pak translokuji do buné¢né membrany. Na membrané se

obsah vezikuly stane soucasti buné¢éné membrany, nebo se uvolni ven (Rogers 2021).

Vnitrobunécéné traveni buniky probiha v lyzozomech, coZ jsou malé nepravidelné organely.
Po traveni uvoliiuji lyzozomy Ziviny a odbouravaji nezadouci molekuly pro recyklaci nebo

vylouceni (NHGRI 2022b). Dal$imi organelami jsou peroxizomy. Peroxizomy jsou malé
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vacky, které jsou ohrani¢ené membranou a jsou dllezité pro odbouravani nebezpeéného

peroxidu vodiku (Cooper 2000).

DalSimi velmi dlleZitymi organelami v buiice jsou mitochondrie. Mitochondrie jsou dle
teorie endosymbiézy drobné semiautonomni organismy v burice, které jsou oddélené od
cytoplazmy dvéma membranami. Obsahuji vlastni geneticky material a dalsi slozky, které
jsou nezbytné pro fungovani a replikaci mitochondrii jako nezavislych organel.
Mitochondrie tedy obsahuji svoji unikatni DNA, rRNA, tRNA a mRNA, ribozomy, RNA a
DNA polymerazy a dalS$i slozky zajiStujici proteosyntézu (Rabinowitz a Swift 1970).
Mitochondrie funguji jako generatory chemické energie pro buiku. Energii ziskavaji z
oxidace prijatych Zivin a on samy produkuji energii adenosintrifosfatu (ATP), coz je
zakladni palivo pro vétsinu bunéénych aktivit. Cely tento proces se nazyva bunécné
dychani a je podobny dychani lidskému, protoze i pti buné¢ném dychani je spotiebovavan
kyslik a uvoliiovan oxid uhlic¢ity. Rizné buniky maji rtizny pocet mitochondrii. Naptiklad

svalové, jaterni nebo mozkové butiky obsahuji vyssi poet mitochondrii, protoZe potiebuji

vice energie (0O’Connor a Adams 2010).

VesSkeré organely jsou v buiice uloZeny v cytoplazmé, ktera vypliuje cely prostor bunky.
Sklada se z vody, soli a riiznych organickych molekul. Cast cytoplazmy, ktera nenf
obsaZena v organeldch, se nazyva cytosol. Cytoplazma je vysoce organizovana diky
proteinovym skeletiim nazyvanym cytoskelet, ktery poskytuje cytoplazmé a buiice jeji

strukturu (Britannica 2019).
1.2 Vlivionizujiciho zareni (IZ) na bunky

Zareni se déli na ionizujici a neionizujici. VétSina zareni v pfirodé je neionizujiciho typu
(napt.: UV zareni ze Slunce nebo infracervené zareni) (viz obrazek 1). lonizujici zareni je
v8ak mnohem agresivnéjsi a Skodlivéjsi diky schopnosti indukovat atomovou ionizaci
a narus$it chemické vazby molekul, coZ vede k biologickym zménam. IZ se vyskytuje
v nékolika variantach. Nejprve to je rentgenové a gama zareni, které ovlivituji organismus
nepiimo, coZ znamend, Ze piimo nenaruduji atomovou strukturu, ale kdyZ dojde kjejich
absorpci, odevzdaji svou energii a ta narusi vazby mezi latkami. Mezi témito druhy zareni
neni velky rozdil. Jediny rozdil je ve zdroji. Rentgenové zareni je vyrabéno elektrickym
zafizenim, kdeZto gama zareni je vyzatfovano nestabilnimi nebo radioaktivnimi izotopy.
Druhou variantou IZ jsou rychle se pohybujici vysokoenergetické ¢astice hmoty s nabojem
nebo bez néj, které jsou schopny vytlacit atomové elektrony a usnadnit fetézovou reakci
vyvrZeni elektront. Existuje nékolik typtl ionizujictho zafeni (Castice alfa, beta, rentgenové

a gama zarenf) (Hall a Kereiakes 2001). Castice alfa nebo beta mohou byt zastaveny
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fyzickymi bariérami, jako je list papiru, respektive hlinikova deska. Proto nejsou pro
Zivotn{ prostiedi takovou hrozbou, jako je rentgenové a gama zareni. VSechny ¢tyti typy 1Z

jsou hojné vyuzivany v terapeutické praxi (Reisz et al. 2014).

ELEKTROMAGNETICKE SPEKTRUM

radiové I Vs = RTG Gama
rv r :

viny mikrovinky zareni = & zéfeni zareni
5N

- PR
vi"'llmlm'l““umllgnw“l

10° 1 197 100 107 10* 10" 10°

Obrdzek 1: Schéma elektromagnetického spektra. Zkratky: IC = infracervené; VS = viditelné svétlo;
UV = ultrafialovéi; RTG = rentgenové (VectorStock 2022 - upraveno).

Mezinarodni mérnou jednotkou pro absorbované zareni je Gray (Gy) a je definovana jako
J/kg exponovaného jedince. Méfi se jako mnoZstvi energie absorbované ve tkanich.
Negativni disledky expozice ¢lovéka 1Z se posuzuji podle zdroje zareni, davky zareni,
délky expozice a genetické a epigenetické struktury zareni. Genetika a epigenetika mohou
urcit pravdépodobnost, Ze se u jedince vyvine tumor, nebo jak bude jedinec reagovat na
naslednou 1é¢bu (Reisz et al. 2014). JelikoZ stejna davka IZ miiZe vyvolat rizné ucinky,
pouZiva se jesté alternativni jednotka a to sievert (Sv). Jedna se o ekvivalentni jednotku a
vypocita se jako absorbovana davka v Gy vynasobena radia¢nim vahovym faktorem (W,).
U této veli¢iny zaleZi na zdroji zareni. Obecné plati, Ze pro rentgenové a gama zareni jsou
Gy a Sv zaménitelné a 1 Gy rentgenového zareni odpovidd 1 Sv. Primérné jsou lidé
vystaveni zafeni v priméru 3 mGv/rok z ptirodnich zdroji (Khong et al. 2013). Vystaveni

davce 4-5 Gy je pro 50 % populace smrtelné (Hall a Kereiakes 2001).

Nizké davce ionizujicitho zareni je ¢lovék vystaven napriklad pti vySetfeni rentgenovymi
paprsky, véetné CT, coZ je typ zareni podobny gama zareni, ale s niZ${ energii. Naopak
vysokym davkam je ¢loveék vystaven napriklad pii radioterapii nebo ptijaderné katastrofé.
Gama zafeni pouZivané ve vyzkumu a v terapiich je predevsim z umélych zdroji jako je
60Co a 137Cs (Reisz et al. 2014). CT vySettfeni poskytuje lepsi podrobnosti o lidském téle nez

rentgen, ale pacient je vystaven vyssi davce zareni (cca 15-30 mGy oproti 0,01-0,15 mGy)

(Breimer 1988). Casté vystaveni paprskiim z CT vy3etieni je spojeno s po$kozenim DNA,
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tkani a nékdy i karcinogenezi (Ma et al. 2013). Velké riziko karcinogeneze je predevsim

u déti, u kterych by se expozice méla omezovat (Reading 2012).

Nutno Fict, Ze vystaveni nizké davce 1Z mizZe zvysit imunitu a adaptivni odpovéd’, ktera
zlepSuje ochrannou reakci na naslednou vysokou davku IZ, coZ je hlavni otazka pro
vyzkum prevence a 1é¢by rakoviny (Pauwels a Bourguignon 2011). Nizké davky IR zménily
odezvu DNA reparacniho fosforylovaného histonu H2AX a zvySilo sekreci cytokini

v porovnani s butikami neovlivnénymi IZ (Reisz et al. 2014).

1.2.1 Chemické a biologické diisledky expozice 1Z

K nejbéZnéjsimu biologickému diisledku expozice IZ se fadi poskozeni na trovni DNA.
Bunééné makromolekuly mohou byt ovlivhény pfimou ionizaci, nebo nepfimo -
reaktivitou vysokoenergetickych latek vznikajicich zradiolyzy vody (viz obrazek 2)

(Wardman a von Sonntag 1995).

Primy efekt

Obrdzek 2: PoSkozeni DNA z diivodu expozice IZ se déje bud’ primo nebo neprimo prostrednictvim
radiolyzy vody (Morgan a Sowa 2005 - upraveno).

Pfi pfimé interakci je foton z IZ absorbovan médiem, coZ vybudi elektrony, které tim
ziskaji energii a zacnou se pohybovat rychleji. Tyto rychlé elektrony poté pfimo rozbijeji
vlakno DNA (Hall a Kereiakes 2001). Pfi nepfimé interakci IZ rychlé elektrony narazi na
molekuly vody v buiice za vzniku hydroxylového radikalu (OH-), ktery zptlisobi pferuseni

vlakna DNA. V buiice dojde také k prolomeni vazeb S-H, O-H, N-H a C-H a k dvéma typtim
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stresu. Prvnim typem je oxidativni stres, pfi kterém vznikaji reaktivni formy kysliku
(ROS), hydroxylovy radikal (OH-) a ionizovana voda (H20*). Nasledné dojde k vytvoreni
sekundarnich ROS jako je superperoxid (027) a peroxid vodiku (H20;). Druhym typem je
reduktivni stres, kdy po prolomeni vazeb dochazi k vytvoreni vodikového radikalu (H+)
a hydratovanych elektronii, coz vede ke ztraté siry v proteinovych methionovych a
cysteinovych zbytcich (Singh a Singh 1982). Chemické kaskady, které nasleduji, vytvareji
dalsi molekuly, které poskozuji buiiku. Naptiklad dochazi ke spojeni O, s endogennim
oxidem dusnatym (NO) a vznikad peroxydusitanovy aniont (ONOO-) (Darley-usmar et al.
1992). Peroxidusitanova kyselina (ONOOH), ktera z tohoto aniontu miiZe vzniknout, spada
pod Skodlivé reaktivni formy dusiku (RNS), které spole¢né s ROS jsou pro butiku zvlasté
Skodlivé, jelikoZ méni bunécénou signalizaci a fadu metabolickych drah (Reisz et al. 2014)

(viz obrazek 3).

Po indukci ROS v reakci na IZ dojde k endogenni propagaci v intracelularnich systémech
produkujicich ROS, napfiklad nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH) a
mitochondrialni elektronovy transportni retézec (ETC) (Azzam et al. 2012). Du et al
(2009) zjistili, Ze expozice IZ v nddorovych buiikach zvySuje syntézu ROS a RNS zavislych
na mitochondriich. Tyto mitochondridlné-zavislé reaktivni formy zvysili radiosenzitivitu a
preziti celych bunék pti nizké davce IZ. Kergonou et al. (1981) ve svych pokusech zjistili,
Ze pri celotélovém ozatovani u potkanti dochazelo k zvySené aktivité cytochrom c oxidazy
a NADPH - cytochrom c reduktazy, ke sniZené antioxida¢ni aktivité a zvySené peroxidaci
lipidii. Obdobné Yamamori et al. (2012) pti ozareni bunék A549 zjistili, Ze produkce
mitochondridlnich ROS vedla u téchto bunék ke zvySeni membranového potencialuy,
podpofe dychani a syntézy ATP. NADPH oxidaza se mliZe aktivovat ceramid signalizaci pri
expozici IZ aktéto aktivaci sta¢i 2,5 Gy IZ. Pri této davce IZ dochazi k produkci
mitochondrialnich ROS, které mohou blokovat inhibitory mitochondridlniho dychani (Choi

etal. 2007).

Docasné siteni dlisledkil expozice IZ je zprostiedkovano nitrosativnim stresem. Tento
pojem oznacuje fadu chemickych reakci, ve kterych je zapojen dusik. Napiiklad pri
expozici IZ dochazi k expresi syntazy oxidu dusnatého iNOS, coZ vede ke zvy3eni hladiny
NO (vyznamny prekurzor ONOO- a dalSich RNS) in vitro a nitrovanych tyrosinovych zbytkt

in vivo (Gorbunov et al. 2000).
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Obrazek 3: Komplexni chemickad kaskdda ROS/RNS vznikld primo z 1Z a z odvozenych systémii (Reisz
etal 2014 - upraveno).

Pfi poSkozeni bunky IZ prestane bunka proliferovat, syntetizovat DNA, zpomaluje se
mitéza (pripadné do ni viibec nevstupuje), poskozuji se jeji proteinové signalni sité, praska
jeji membrana, buiika starne a umira. Vyjimku tvofi velmi vzacné mutace v proteinkinaze,

které jsou extrémné citlivé na toto zareni (Huntetal. 2011).

Poskozeni DNA je nejcastéji ve formé zlomi (viz obrazek 4). V ptipadé, Ze zlom bude
pouze na jednom vldkné, burika zah3ji reparacni mechanismy a vlakno opravi podle
komplementarniho druhého vlakna ve Sroubovici. Problém nastava, pokud se objevi zlomy
na obou vlaknech DNA = DSB (double-strand breaks). V tom piipadé se kus chromatinu
rozdeélf na dva. Opétovné spojeni dvou DSB je pro buniku fatalni predevsim ve chvili, kdy se
spoji tak, Ze vzniknou dicentrické a acentrické fragmenty. Pokud po spojeni vznikne jeden
chromozom skladajici se ze dvou chromatid bez centromery, dojde k jeho ztraté béhem
bunécného déleni, ale pokud vznikne aberatni chromozom se dvéma centromerami, dojde
k preruSeni mitézy. Tyto aberace predstavuji hlavni mechanismus smrti buiiky vlivem IZ.

Karcinogeneze vyvolana IZ je zpiisobovana translokaci onkogenu v klidovém misté do

aktivniho chromozomalniho mista (Hall a Kereiakes 2001).
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RTG nebo gama paprsky

dvouvlaknovy zlom DNA

Obrazek 4: Typy zlomii na DNA po expozici rentgenovému nebo gama zdreni (Lumen 2022-
upraveno).

V pripadé, Ze byla burtika vystavena 1Z, dojde k poklesu antioxidantii s nizkou molekulovou
hmotnosti. V reakci na tento pokles dojde k aktivaci buné¢nych transkripc¢nich faktord a to

vede ke zvySené expresi detoxika¢nich mechanismti ROS (McDonald et al. 2010).

Expozice 1Z ma vliv pfedevSim na nukleové kyseliny, lipidy a proteiny. Mezi negativni
disledky expozice I1Z na DNA patii $kodlivé zmény bazi a cukri, tvorba kfiZovych vazeb,
jedno - nebo dvouvladknové zlomy (SSB/DSB) a shlukovani DNA (Thompson 2012). Pro
aduje na C4, C8 a vytvari aduktové radikaly (nejcastéji 8-hydroxypuriny). Pyrimidinové
baze OH také aduje na C5 a C6 za pritomnosti kysliku za vzniku pyrimidinovych glykolt
(Reisz et al. 2014). Zlipidd ovliviiuje expozice IZ nejvice membranové lipidy. Vice nez
primé zareni poSkozuji buiiky produkty radiolyzy vody (Benderitter et al. 2003). Zareni
zplsobuje peroxidaci lipidi (pfedevsim polynenasycenych mastnych kyselin), coz zvysSuje

permeabilitu membran a naruSeni iontovych gradientli (Reisz et al. 2014).

1.2.2 Obrana burnky pred ROS

V pripadé primého posSkozeni IZ dojde okamzité k aktivaci procesti opravy DNA. Tyto
procesy zahrnuji odstranéni 1ézi na DNA, nebo genovou mutaci ¢i chromozomadlni
prestavbu. Genova mutace nebo chromozomalni prestavba je ale neZadouci, jelikoz zatéz
z ozafeni nezmizi, ale zlistane v buiikach a mliZe se dal $ifit skrz potomstvo. Bylo zjiSténo,
Ze ucinky IZ se mohou objevit dokonce i v burikach, které nebyly pfimo ozareny 17, ale byly

v urcité vzdalenosti od zasaZenych bunék (viz obrazek 5) (Morgan a Sowa 2005).
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Obrdzek 5: Ozdrend butika (tmavé modrd barva) prendsi mutace na potomstvo, coZ miiZe iniciovat
karcinogenni proces u potomstva (schéma A), ale také komunikuje se soudnimi neozdrenymi burikami

vv s

(bledé modra barva) prostiednictvim mezibunécné komunikace (gap junction) a/nebo vyluc¢ovdnim
rozpustnych faktorii vyvoldvajici necilenou apoptézu (Cernd barva) nebo mikronukleace (Cervend
barva) v burikdch, které nebyly nikdy exponovdny IZ (schéma B) (Morgan a Sowa 2005 - upraveno).

Obrana buiiky je zaloZend na detoxika¢nich enzymech a schopnosti urcitych molekul
metabolizovat ROS. Superoxid (02) je dismutovan na H,0, a O; pomoci superoxiddismutaz
(SOD). H20- je detoxikovan prostiednictvim peroxiredoxinli (Prx) a glutathionperoxidaz
(GPxs). UdrZet hladinu ROS na pfrijatelné hladiné pomahaji také endogenni antioxidanty
s nizkou molekulovou hmotnosti (napt-.: gluthation, askorbat, melatonin, kyselina lipoov3,
ubi chinon a vitamin E). VSechny tyto latky cili na produkty radiolyzy vody (Reisz et
al. 2014).

1.3 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je prirozeny proces replikace DNA a déleni buriky. Jeho soucasti je série
koordinovanych udalosti, které tvoii opakovany cyklus (Collins et al. 1997). Principy
déleni buniky a kontroly bunééného déleni byly poprvé popsany v roce 1988 (Dunphy et
al. 1988).

Bunécény cyklus se sklada ze ¢tyt po sobé jdoucich fazi (viz obrazek 6). Zac¢atek bunécného
cyklu je v G1 fazi (z anglického slova growth = rist), kdy butika intenzivné roste, dotvoruje
organely, tvofi RNA a proteiny, pfipravuje se zasoba nukleotidii a enzymu pro replikaci
DNA (Puck a Steffen 1963). Z této faze miiZe bunka vstoupit do Go faze (klidové faze), ktera

neni ale povinng, a tudiZ se nepocita do bunéc¢ného cyklu, ale stoji na jeho okraji. Druhou

fazi je S-faze (z anglického slova sythesis = syntéza), kdy burtika replikuje svou DNA a na
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konci této faze je kazdy chromozom duplicitni a butika je tedy tetraploidni. Treti fazi je G2
faze, pti které dochazi ke zdvojovani organel a centrozomi, butika se pripravuje na mitézu
a roste. Vytvari se struktury potrebné pro mitotické déleni (mitoticka vireténka). P¥i G1 i G2
fazi je bunka citlivd na podnéty z riistovych signalizacnich siti. VSechny tfi zminéné faze se
souborné nazyvaji interfaze. Posledni fazi buné¢ného cyklu je M faze (z anglického slova
mitosis = mitéza), pii kterém dojde k rozdéleni matetfské buriky na dvé buiiky dcerinné
(viz obrazek 7). Nejprve dojde krozdéleni jadra (karyokinezi) a poté k rozdéleni celé

buriky (cytokinezi) (Murray a Hunt 1993).

stadium
nedélici buriky

Telofaze

" Profaze
Anafaze Metafaze

Obrdzek 6: Faze bunééného cyklu (Urban 2014).

Prvnim stadiem mitotického déleni je profaze, kdy dochazi k rozpadu jaderné membrany,
mizi jadérko a chromatin se kondenzuje a diky tomu je moZné chromozomy sledovat pod
svételnym mikroskopem. Vtéto fazi zcentrozomi vyridsta délici vieténko, které se

napojuje na centromeru chromozomi pomoci kinetochoru (Bmedic ONLINE 2022).

Nasledujicim stadiem je metafidze. Chromozomy se p¥i ni Fadi do ekvatorialni (stiedové)
roviny burnky, délici vieténka centrozomt jsou jiZ napojena na centromery chromozomi

a centromery se nachazeji na opa¢nych pélech bunky (Musilova 2009).
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Treti fazi mitdézy je anafize. Pri anafazi dochazi ke zkracovani déliciho vieténka a
rozdéleni chromozomi na dvé sesterské chromatidy. Jak se mikrotubuly délictho vieténka
zkracuji, dochazi k tazeni chromatid k opa¢nym po6ltim buiiky. Sesterské chromatidy maji
shodnou genetickou informaci, takZe i dcefiné burnky budou geneticky shodné (Bmedic

ONLINE 2022).

Posledni ¢asti mit6zy je telofaze. Pfi ni dochazi k opétovnému vzniku jaderné membrany
(tentokrat dvou membran okolo oddélenych chromatid na opacénych pélech buriky),
chromozomy se despiralizuji, vznika jadérko a zanika délici vieténko. Po konci telefofaze

dochazi k rozdéleni buriky (cytokinezi) (Li 2016).

Obrdzek 7: Prehled jednotlivych stadii M fdaze vietné déjii probihajicich v burice (Bmedic ONLINE
2022).

Vysledkem cytokineze jsou dvé bunky, které obsahuji jadro se stejnou genetickou
informaci, nachazeji se v Gi fazi a jsou diploidni (2n). Tento déj je ale rozdilny u
7ivo¢ignych a rostlinnych bunék. Zivo¢isna buiika se déli pomoci kontraktilniho prstence,
ktery vznika na okraji buniky a Sif{ se smérem ke stiedu bunky. Zakladem kontraktilniho
prstence jsou mikrofilamenta (Lajtha et al. 1954). Rostlinnd buiika se déli pomoci
fragmoplastu, ktery vznika uprostied a $ifi se smérem k okrajim. Zakladem fragmoplastu

jsou mikrotubuly (Howard a Pelc 1986).

v vo

Pro vstup do jednotlivych fazi buné¢ného cyklu je zapoti'ebi spoustéct a pro vstup do faze
replikace DNA i do faze mitézy to jsou podobné molekuly cyklin-dependetni kinazy
(viz Regulace bunééného cyklu) (Hunt et al. 2011).

Mnoho bunék v naSem téle je po dlouhou dobu v klidovém stadiu mimo cyklus a teprve
v pritomnosti ristovych faktor z néj vystupuji a vstupuji do bunécného cyklu (O’Farrell
2011). Vstup do klidového stadia stejné jako vystoupeni z né&j zaleZi na okolnich faktorech.
Pokud ma buiiky vhodné podminky pro Zivot, vystoupi z klidového staddia a pokracuje
vrlstu a déleni. Pokud ale nastanou ,horsi“ ¢asy, prestane bunka s rlistem a délenim

avstoupi do Go faze. Pro tento prechod jsou zapottebi stovky riznych genli v mnoha
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vzdalenych drahach (Yanagida et al. 2011). Vstup do Go faze mize byt i disledkem

mitogenni deprivace nebo velké hustoty bunék (Zetterberg a Larsson 1985).

Buiikky mohou také nenavratné vystoupit z bunécného cyklu. To se déje v pripadé, Ze
buriky ,dostanou” néjakou specifickou funkci. Tyto buiiky pak vstupuji do terminalné
diferencovanych (napf.: neurony, myocyty nebo epitelidlni buiiky kliZze a sliznice) nebo
senescentnich stavili, pfipadné mohou reverzibilné vstoupit do klidového stavu (Go-faze)
(napft-.: gliové buriky, folikularni burniky Stitné Zlazy nebo hepatocyty) (Williams a Stoeber
2007).

Mensi pocet bunék v lidském téle proliferuje a nachazi se tak v bunééném cyklu. Jsou to
predevSim kmenové tranzitni buiiky samoobnovujicich se tkani (p¥. epitel, kostni dien)

(Williams a Stoeber 2012).

1.3.1 Regulace bunécného cyklu

Dilezita je u bunék existence ,,hlavniho regulatoru®, ktery se aktivuje pti velmi konkrétni
kombinaci nutri¢nich nebo vyvojovych signali a fidi regulaci bunécéného cyklu
(van Werven a Amon 2011). Bunécny cyklus je fizen dvéma zakladnimi typy mechanismd.
Za prvé to je kaskada proteinovych fosforylaci, které zprostredkovavaji prenos bunky
z jedné faze do druhé. A za druhé to je soubor kontrolnich bodt, které monitoruji kritické
udalosti buné¢ného cyklu, udrzuji spravné poradi udalosti buné¢ného cyklu, a které

mohou v piipadé potreby bunécny cyklus zpomalit (Collins et al. 1997).

Vysoce regulovand rodina kinaz slouZi jako prvni typ kontroly. Kinazy jsou aktivovany pri
navazani na druhou podjednotku, ktera se exprimuje ve vhodném obdobi bunééného cyklu
a nazyva se cyklin. Dojde tak kvytvoreni aktivniho komplexu periodické podjednotky
cyklin s partnerskou cyklin-dependetni kindzou (CDK) a spole¢né s procesy fosforylace a
defosforylace zajisStuji prechody mezi fazemi bunééného cyklu (Collins et al. 1997). Cyklin
D-DK4, D-CDK6 a E-CDK2 1idi progresi Gi faze pres restrikéni bod, coZ je nenavratny bod,
kdy bunika musi dokoncit svlij bunéc¢ny cyklus (Williams a Stoeber 2012). Dalsi daleZitou
cyklin-dependetni kindzou je A-CDKZ2, ktera iniciuje S fazi a cyklin B-CDK1, ktery reguluje
progresi v G; fazi a vstup do mitézy (Nigg 2001).

Zajimavé je, Ze pro vstup do faze replikace DNA i mitézy se jedna o podobné CDK, které
jsou specifické pro S a M-fazi. Aby burika v piitomnosti prvni CDK spravné védéla, Ze ma
zahdjit replikaci DNA a ne mitézu, je zapotiebi urcitd aktivita CDK a substratova

specifi¢nost. Pro zahajeni S-faze je zapotiebi pouze mala aktivita CDK, kdeZto pro zahajeni

vvvvvv
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které kinazy pracuji. Pro spusténi S-faze je zapotiebi prereplika¢ni komplexy, které butika
ziska aZ na konci G; faze. Pro spusténi M-faze je zase zapotiebi par sesterskych chromatid,

coZ jsou struktury, které butika ziska az na konci G faze (Uhlmann et al. 2011).

Pro regulaci bunécéného cyklu je kromé kinazové aktivity dileZita také fosfatazova aktivita
a vzajemny pomér mezi nimi, ktery je dlleZity pro prechod mezi jednotlivymi fazemi

bunééného cyklu (Domingo-Sananes et al. 2011).

Dilezitym senzorickym mechanismem v bunécném cyklu jsou kontrolni body, které
funguji jako pomyslné zavory, které blokuji pfechod do dalsi faize bunéc¢ného cyklu, dokud
nebude dokoncena faze predchozi (Hunt et al. 2011). Kontrolni body buné¢ného cyklu
snimaji chyby v kritickych udalostech, jako je replikace DNA a segregace chromozomd.
V pripadé, Ze kontrolni bod zachyti nedostate¢né replikovanou nebo poskozenou DNA,
aktivuje se a posle signal do efektord, které mohou progresi buné¢ného cyklu po prijeti
signadlu zpomalit nebo uUplné zastavit, dokud neni nebezpe¢i mutace odvraceno a
poskozeni neni opraveno (Bartek et al. 2004). Po prejiti kontrolniho bodu uZ neni pro
buniku moZny navrat. Efektory jsou proteiny, které inhibuji aktivitu CDK a maji schopnost

reverzibilné zastavit progresi buné¢ného cyklu (Williams a Stoeber 2012).

V bunéénych cyklech existuje mezera mezi koncem mitézy a zacatkem replikace DNA.
V této mezefe (konkrétné na prechodu mezi G, fazi a S fazi) se nachazi dlleZzity kontrolni
bod, znéhoZ neni navratu vbunécném cyklu (Hunt et al. 2011). Pfi porovnavani
regulatorti v této fazi mezi kvasinkami, rostlinami a Zivocichy zjistili Cross et al. (2011), Ze
jednotlivé regulatory bud’ museli projit obrovskou sekven¢ni divergenci od posledniho
spole¢ného predka, nebo se vyvinuli z jiného plivodu. Presto si jsou tyto regulatory svou

topologii a dynamikou podobné.

Soucasti kontrolnitho bodu S-faze jsou dobfe znadmé, avSak vzajemna kooperace téchto
soucasti neni stile stoprocentné pochopena. Pokud k poSkozeni DNA b&hem G; faze,
nastoupi na fadu opravné mechanismy DNA. PoSkozeni DNA miiZe byt bud v ramci
dvouvlaknovych zlomt, které se opravuji dvojim nehomolognim spojovanim konci
(=NHE]), nebo v ramci ztraty sekvence DNA, které se opravuje homologni rekombinaci ze
sesterské chromatidy (=HR). Oba zplisoby opravy vyZaduji produkci dojde dlouhych tsekt
jednovlaknové DNA (Langerak a Russell 2011).

Kontrolni bod mezi M-fazi a Gi-fazi, tedy mezi koncem a zacitkem déleni, je velmi
komplikovany a nazyva se SAC (spindle assembly checkpoint). Strukturné to je samotny

kinetochor napojeny na vietenové mikrotubuly. Tento kontrolni bod m3, na rozdil od
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ostatnich, malou nebo Zadnou opravnou roli pfi zaznamenani poskozeni. Jeho ucelem je
pouze regulace progrese bunécného cyklu. SAC obsahuje alesponi tfi nebo ctyri
proteinkinazy a fosfatazy a také regula¢ni proteiny (napt.: Mad2) (Hunt et al. 2011). SAC
dale  reguluje  (inhibuje) komplex APC/C  (anglicky = anaphase-promoting
complex/cyclosome), ktery ma proteolytickou funkci a mnoho podjednotek (Barford
2011). Pines a Hagan (2011) tvrdi, Ze centrozom v Zivoc¢iSnych burtikach hraje dstiedni roli

pri kontrole mitotického vstupu.

V bunécéném cyklu ¢asto dochazi ke zpozdéni G, S a G, faze po ozareni IZ. Pfipadné miize
dojit k uplnému zastaveni bunécného cyklu. Zpozdéni v G; fazi je regulovano produktem
tumor supresorového genu p53. Ozareni zplsobuje zvySenou expresi tohoto genu a to
indikuje protein WAF 1/Cip 1, ktery inhibuje CDK. V S fazi je zpoZdéni pozorovano po
relativné vysokych davkach zareni. Disledek je jak radiosenzitivni, kdy dochazi k inhibici
iniciace replikonu DNA, tak radiorezistentni, pifi kterém zase dochazi k prodluzovani
fetézce DNA. ZpoZdéni v G, fazi pravdépodobné zahrnuje modulaci aktivity cyklinu
B1/p34, coz jsou proteiny, které zprostredkovavaji prichod G; fazi a mitézou. V pripadé
expozice IZ dojde ke sniZeni exprese cyklinu B1 v zavislosti na davce IZ a tim ke zpoZdéni

G2 faze (Bernhard et al. 1995).

1.3.2 Bunécny cyklus a tvorba tumoru

Bunéény cyklus tidi bunécénou proliferaci, pokud je buné¢éna proliferace nefizens, tak
dochazi k tvorbé nadoru. Zarovei je i sniZena citlivost na signaly bunéc¢ného cyklu, které
buriku na tuto skute¢nost upozoriiuji. Zdkladem pro aberatni bunécnou proliferaci je
deregulace bunécného cyklu, kterd charakterizuje bunéény fenotyp. DalSim faktorem,
ktery prispiva k tvorbé nadoru, je ztrata kontroly kontrolntho bodu buné¢ného cyklu, coz
podporuje genetickou nestabilitu. Na genetické urovni se ukazalo, Ze k rozvoji nadoru
prispivaji hyperaktiva¢ni mutace v ristovych signalizacnich sitich se ziskem funkce jiné
z normalnich protoonkogenti. Produkty normalnich protoonkogend podporuji bunéénou
proliferaci (Collins etal. 1997). Dalsimi moZnymi genetickymi Ciniteli, ktefi miZou
prispivat k rozvoji nadort, jsou mutace se ztratou funkce v karcinogenezi. Jedna se o
mutace v tumor supresorovych genech (Williams a Stoeber 2012). Tyto mutace mohou
hrat hlavni roli v dédi¢né nachylnosti k rozvoji naddoru. Aby totiZ ztratili funkci, je nutna
inaktivace obou kopii tumor supresorového genu. Heterozygotni jedinci tak mohou byt
fenotypové zdravi a z toho vyplyva, Ze tyto mutace mohou byt neseny v genofondu fadu

generaci bez primych Skodlivych nasledki. Heterozygotni jedinci jsou vSak nachylnéjsi k
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nadorovému bujeni, jelikoZ k zabranéni syntézy jakéhokoliv funkéniho genového produktu

staci pouze jedna mutace (Collins et al. 1997).

Dilezité je urcit, lokalizovat a zjistit funkci gent, které hraji roli v nddorovém bujeni
a s témi dale pracovat. Naptiklad ztrata funkce produktu pRb nadorového supresorového
genu by vedla k uvolnéni transkrip¢nich aktivatorti E2F bez nutnosti fosforylace a tim by
se obesla negativni regulace kontrolujici vstup do cyklu. Podobny nasledek by méla i ztrata
funkce produktu p16, pti které by doslo k uvolnéni E2F a zvySeni fosforylace pRb. Zaroven
inaktivace pRb béhem embryogeneze podporuje nepfiméienou aktivitu bunééného cyklu
(Harbour a Dean 2000). Produkt nadorového supresorového genu p53 zase miiZe zastavit
progresi buné¢ného cyklu v nékolika bodech, pokud dojde kjeho aktivaci kontrolnimi
body, a to ma diisledky na rozvoj nadoru. Gen p53 slouZi jako transkrip¢ni aktivator a jeho
zbytky, které jsou ¢asto mutovany v nddorovych bunkach, jsou dileZité pro vazbu p53-

DNA. (Collins et al. 1997).

Pro tvorbu nadort v organismu je typické nevyvazeni bunécné proliferace a bunécéné smrti

(viz kapitola Apoptéza).
1.4 Apoptoza

Bunécna smrt neboli apoptéza je dileZity prirozeny proces, ktery pomaha regulovat pocet
bunék. Ke smrti buiiky dochazi, pokud jsou buniky poSkozené, staré nebo infikované a
miZe tak dojit k poSkozeni celého organismu (Lee a Overholtzer 2019). Jedna se o
prirozenou programovatelnou buné¢nou smrt, ktera spolecné s proliferaci vede k
normalnimu, zdravému vyvoji bunék (Danial a Korsmeyer 2004). Rovnovdha mezi
bunéénou proliferaci a apoptézou je dilezity faktor zdravé bunky. Odhaduje se, Ze pro
udrZeni homeostaze v lidském téle se musi kazdy den vytvorit 10 miliard bunék, aby se
¢isla vyrovnala (Renehan et al. 2001). Pfi nemoci nebo starnuti je nutné toto ¢islo zvysit
vzhledem k vétSimu poctu umirajicich bunék. NaruSenim této rovnovahy dojde nejen k
neoplastickému vyvoji (Tretiakova et al. 2008), ale také se mlZe zvysit rezistence vici
tradicnimu a béZznému zplsobu 1écby jako je ozafovani a podavani cytotoxickych
antineoplastickych 1ékd (Green a Reed 1998). Alternativou by mohla byt zména exprese
Cleni B-bunécného Ilymfomu-2 (Bcl-2). Tato skupina 25 proteini se sklada
z proapoptickych proteini (pt.: Noxa, Puma, Bim, Bid, Bad, Bak), které udrzuji pomér mezi
umirajicimi a nové se tvoricimi bunky. V pfipadé, Ze dojde knadmérné expresi
protiiapoptickych proteindi, dojde i k potlaceni apoptézy a tim krozvoji nadorovych
bunék (Minn et al. 1995). K aktivaci proapoptickych genti dochazi napriklad navazanim

nadorového supresorového proteinu p53 na vazebna mista pro tento protein.
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Velkou roli v apoptéze hraji kaspazy. Kaspazy maji proteolytickou aktivitu a jsou schopny
$tépit proteiny. Kaspazy se déli na inicidtory (kaspaza-2, -8, -9, -10), efektory (kaspaza-3, -
6, -7) a zanétlivé kaspazy (kaspaza-1, -4, -5) (Rai etal. 2005).

Apoptéza probiha na dvou hlavnich kaspazovych drahach (viz obrazek 8). Hlavni rozdil
mezi nimi je zapojeni/nezapojeni mitochondrii, nicméné vyzkumy naznacuji, Ze drahy jsou
propojené a Ze molekuly v jedné draze mohou ovliviiovat drahu druhou (Igney a Krammer
2002). Vnéjsi receptorova kaspazova draha se spousti po prijeti signalu povrchovym
transmembranovym receptorem buné¢né smrti (pt.: Fas, TNFR1, TRAIL) (Wajant 2002).
Ten syntetizuje protein FADD (FAS-associated death domain protein) a ten se spojuje
s efektorovou prokaspazou-8. Tim dojde k vytvoreni signdlnitho komplexu indukujiciho
bunéénou smrt (=DISC), jehoZ vysledkem je autokatalytickd aktivace prokaspazy-8
(Kischkel et al. 1995) Prokaspaza-8 aktivuje efektorovou kaspazu-3, coZ vede k bunécné
smrti a tim k eliminaci jednotlivych bunék. Vnitini mitochondrialni kaspazova apoptoticka
draha je charakteristicka tim, Ze jsou do ni zapojeny mitochondrie a to tak, Ze pti ptisobeni
negativnich stimuldi (zareni, cytotoxické 1éky, bunécny stres, nebo inhibice réistového
faktoru) dojde k otevieni prechodového p6ru mitochondrialni permeability (MPT) a tim
ke ztraté mitochondriadlntho transmembranového potencialu. Proteiny zrodiny Bcl-2
naridi uvolnéni proteini a cytochromu c z mezimembranového prostoru do cytosolu.
Cytochrom c se navdZe na molekulu Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) a
neaktivni inicidtorovou kaspazu prokaspazu-9 a vytvori multiproteinovy komplex zvany
apoptozom (Acehan et al. 2002). Apoptozém aktivuje efektorovou kaspazu-9, ktera pak
aktivuje kaskddu kaspaz (kaspaza-3, kaspaza-6, kaspaza-7), coz vede kbunécné smrti

a eliminaci bunék (Kang a Reynolds 2009).

Existuje jeSté jedna apoptotickA cesta a to Perforin/Granzym draha, kterda je
zprostfedkovavana cytotoxickymi T-bunikami. Tato draha zac¢ind u transmembranové
molekuly perforinu, kterd je vyloucena ven zbunlky a po navazani cytotoxickych T
lymfocyti uvoliiuje cytoplazmatické granule do cilové bunky (Trapani a Smyth 2002).
Jakmile je granzym A v buiice, dojde k sefiznuti DNA pomoci DNaz z genu NM23-H1
(produkt tumor supresorového genu) (Fan et al. 2003). Tento gen je blokovan komplexem
SET, ktery je tvoren proteiny SET, Apel, pp32 a HMGZ2. Granzym A tento komplex $tépi,
¢imZ se rusi inhibice NM23-H1 a dochazi tak k apoptické degradaci DNA. Cesta pres
granzym B obnasi cestu ptes aktivaci kaspazové drahy. Granzym B bud muzZe aktivovat
prokaspazu-10, ktera dale aktivuje kaspazu-3, nebo miize aktivovat kaspazu-3 piimo

(Elmore 2007).
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VSechny tfi cesty se sbihaji v aktivaci kaspazy-3, po které dojde k bunéc¢né smrti a tim
k eliminaci bunék. V této fazi se bunikky smrstuji, kondenzuje jejich cytoplazma, organely se
navzajem pribliZuji. Dochazi k aktivaci cytoplazmatickych endonukleaz (pf.: endonukleaza
CAD), které Stépi jaderny materidl a kaktivaci proteadz, které degraduji jaderné a
cytoskeletalni proteiny a zpiisobuji pyknoézu (=typicky apopticky jev, pti kterém dochazi
k zahusténi chromatinu). Tim dojde k vytvoreni apoptotickych télisek, které mohou a
nemusi mit jadro (zalezi, jestli probéhla karyolyza nebo ne). Nasledné dojde k expresi
ligandli (markert) bunééného povrchu pro receptory fagocytarnich bunék (Elmore 2007).
Fagocytdrni builky rozpoznaji apoptotické bunky diky fosfatidylserinu, ktery se
externalizuje ven z buiiky z plazmatické membrany a funguje tak jako rozpoznavaci ligand

pro fagocyty (Bratton et al. 1997).

Apopticka téliska jsou nasledné fagocytovana makrofagy a degradovana ve fagocytozolech.
JelikoZ mohou mit infikovany vnitfni obsah (Skodlivé cytokiny), je nezbytné, aby ho
neuvolnovali do prostiedi. To je zajiSténé pomoci tzv. tichého imunologického zptisobu,
ktery zabranuje Skodlivym imunitnim reakcim a ktery je soucasti normalni bunécné

fyziologie (Ravichandran 2003).

Vnéjsi draha Vnitini draha Perforin/Granzym
transmembranovy radiace, t:xiny,... dra’ ha
receptor bunécné

smrti cytotoxické T-buriky

|

pory mitochondriadlni permeabhility
(MPT) perforin —~

/7 \

granzymB granzymA

—~—
e

syntéza FADD

vytvofeniapoptozému

vytvoreniDISC lv
aktivace kaspazy-9 Stépeni komplexu SET

aktivace kaspazy-8 aktivace kaspazy-10 l

AKTIVACE KASPAZY-3 € degenerace

l DNA

aktivace endonukledz - degradace chromozomdlni DNA - aktivace protedz -» degradace nukledarnich a cytoskeletdrnich
proteind - cytoskeletarni reorganizace - cytomorfologické zmény (kondenzace chromatinu a cytoplazmy, fragmentace
jadra,...) = vytvoreniapoptickych télisek

Obrdzek 8: Schématické zndzornéni trf apoptickych drah (Elmore 2007 - upraveno).
V opa¢ném pripad€ nastava nekréza, pri které dojde k protrZeni plazmatické membrany a
prozanétlivy obsah je uvolnén do prosttedi (Lee a Overholtzer 2019). Dalsi rozdil je v tom,
Ze apoptdza je fizena a energeticky zavisla, kdeZto nekréza je nekontrolovana a pasivni
(Elmore 2007). O tom, jestli probéhne apoptdza nebo nekréza rozhoduje povaha signalu

bunécné smrti, typ tkané, vyvojova faze tkaneé a fyziologické prostredi (Zeiss 2003). Zbytky
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apoptotickych télisek, které zlistanou v organismu po apoptdze maji specifické posmrtné

funkce (napt-: redistribuce Zivin mezi butikami) (Lee a Overholtzer 2019).

Ukazalo se, Ze vSechny procesy bunétné smrti jsou reverzibilni. Dokonce i z faze
degradace DNA a/anebo fagocytdzy je buiika schopna se zpétné zotavit pomoci procesu
zvaného anastaza (Tang a Tang 2018). Kone¢nym stddiem buné¢né smrti se tak zda byt
lyzozomalni degradace pohlcenych bunék (Lee a Overholtzer 2019). U bunék jako jsou
korneocyty (bunky kiiZe, vlasii a neht), které nejsou v kone¢né fazi pohlceny, ale jsou
zrohovatény, se zda byt kone¢nym nenavratnym stddiem odstranéni vSech organel (vcetné

mitochondrif) pred odlouc¢enim z téla (Jones et al. 2018).

Existuji i butiky, které jsou schopné pomérné dlouhou dobu preZivat i po odstranéni

bunéénych organel. To jsou napfiklad buiiky o¢ni ¢o¢ky (Hughes et al. 2015).

1.5 Pritokova cytometrie

Jedna se o vykonnou kvantitativni i kvalitativni metodu, kterd pomaha mérit fyzikalni
parametry (velikost, granularita) a vnitini komplexitu (cytoplazmatickd komplexnost,
obsah RNA/DNA, genova exprese) bunék. Pro méfeni vyuziva shlukovych diferenciacnich
(CD) znakl bunky, které lze sledovat pfi pouziti fluorescencnich barviv, které mohou
tvorit vazbu se specifickymi proteiny na bunééné membrané, nebo uvnitt buniky (Brown a
Wittwer 2000). VyuZiva se ji pfedevsim pfi studiich nejriznéjSich onemocnéni. Jedinou
podminkou je dostate¢né mnoZstvi Zivotaschopnych bunék ve vzorku. Pristrojem
pouZivanym pro tuto laboratorni metodu je priitokovy cytometr, ktery sestava ze 4 ¢asti:

fluidiky, optiky, elektroniky a poc¢itac¢ového rozhrani (viz obrazek 9) (Betters, 2015).

Zdroj buné¢ného materidlu miiZe pochazet z nejriiznéjsich biologickych vzorkd, jako je
krev, kostni dfenl, mozkomiSni mok, mo¢, tkan (i pevna) nebo nador. Zajimavosti je, Ze je
mozné analyzovat jak Zivocisné, tak rostlinné buiiky. Jakmile je bunéény material
odebrany a pripraveny k méfeni, je nutné ho oznacit pomoci monoklonalnich
glykoproteinovych protilatek, které diky své schopnosti navazat se na specifické antigenni
struktury na bunééném povrchu identifikuji poZadované znaky. Kromé toho maji tyto
protilatky na sob& navazané fluorochromy, které pri excitaci laserovym paprskem emituji
svétlo (Picot et al. 2012). Pti pouZiti vice fluorochromli s podobnou vinovou délkou
excitace ale rozdilnymi vinovymi délkami emise, miizeme mérit nékolik vlastnosti bunky
soucasné. Jako nejbéZnéji pouzivana barviva patii propidiumjodid, fykoerytrin a fluorescin

(Brown a Wittwer 2000).
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V prvni ¢asti prltokového cytometru, fluidice, prochazeji bunky diky laminarnimu
proudéni vytvorenému izotonickym obalem v kapalné suspenzi (izotonickém pufru)
jednotlivé oblasti snimani laserového paprsku, kde na né dopada laserovy paprsek (zdroj
monochromatického svétla), ktery je nositelem excitované svételné energie

(=fluorescence) (Macey 2007).

Druhou ¢ast pritokového cytometru tvoii optika. Lasery vyzaruji svétlo o rdznych
vinovych délkach a zpilisobuji tak excitaci fluorochrom@ navazanych na protilatky. Po
projiti buiiky laserem dojde ke dvéma zakladnim detekcim: FSC = forward scatter (Cesky
predni rozptyl) a SSC = side scatter (¢esky bo¢ni rozptyl). FSC je svétlo, které jde ve sméru
laseru a ukazuje bunéénou morfologii nebo velikost bunky. SSC je svétlo, které jde kolmo
proti laseru a udava strukturu buriky, nebo jeji hustotu (Jaroszeski a Radcliff 1999). Optika
sméfuje svétlo do tady filtri a dichronickych zrcadel, kterd izoluji jednotlivd pasma

vlnovych délek (Brown a Wittwer 2000).

Treti ¢asti je elektronika. Ta slouZi k interpretaci dat. Dochazi zde totiz k pfenosu fotoni
na elektronicka data pomoci fotonasobicd, které indukuji elektricky proud, pokud detekuji
svétlo (Picot et al. 2012). JelikoZ se emisni spektra fluorochromi piekryvaji, a to by mohlo
zkreslovat vysledek, je nutné tento prekryv odstranit pomoci matematického algoritmu

kompenzace (Jahan-Tigh et al. 2012).

32



pridani

/ P:r':,flzrnl krev / Y* protilatek
Y

bunééna -
suspenze barveni

=.\—<,L

— e 0 odpad % shérné zkumavky

Obrazek 9: Schématické zndzornéni priitokového cytometru. (1) Forward-scatter detektor (2) Side-
scatter detektor, (3) fluorescencni detektor, (4) filtry a zrcadla a (5) nabité vychylovaci desky Jahan-
Tigh et al. 2012 - upraveno).

Posledni ¢ast tvoii pocitaové rozhrani. V softwaru, vytvoreném specidlné pro analyzu dat
pritokové cytometrie, se kazdy detekovany signal zobrazi jako udalost (anglicky event).
Udalosti jsou zachycovany a ukladany do pocitace, kde se provadi grafickd analyza v
jedno-, dvou-, nebo tfirozmérnych modelech. Pocita¢ plni také regula¢ni funkci (Macey

2007).

Grafické vysledky pak mohou byt znazornény pomoci histogramt, kterych se vyuZziva pti
sledovani jednoho mérictho zajmu, nebo pomoci bodovych grafli, kde je mozné sledovat

dva parametry zajmu (viz obrazek 10) (Jaroszeski a Radcliff 1999).
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Obrdzek 10: Graficky vystup z programu GraphPad Prism 9 Software ve formé bodovych grafii.

Priitokové cytometry dokazi také tridit buiiky. Napriklad pokud chceme oddélit lymfocyty,
nebo chromozomy ze zna¢né heterogenni smési, tak je mozné k tomu pouzit pritokovou
cytometrii, pfi které se tyto bunécné ¢asti shromazdi jako vysoce purifikovana smés. Tato
schopnost je v klinické praxi velmi cenna. UmozZnuje selektovat burky, dle urcitych
parametrl a diagnostikovat a 1é¢it nejriznéjsi onemocnéni, nejcastéji benigni i maligni
hematologické procesy v onkologii (Macey 2007). Prikladli vyuziti pritokové cytometrie v
klinické praxi je velké mnoZstvi. Za zminku stoji napriklad studium imunodeficience v
imunologii, méreni proliferacnich markerti v onkologii, nebo fenotypizace leukémie a
lymfomu vhematologii (Brown a Wittwer 2000). Vyzkumy v oblasti specificnosti
fluorochromt jdou rychlymi kroky dopredu, a tak je v ramci polychromatické pritokové
cytometrie moZné analyzovat azZ 20 parametri bunécného fenotypu, a to v ramci jedné

buriky. To je vyhoda oproti imunoblotovacim technikdm (pf.: Western - blot, a PCR), které
neposkytuji informace o jednotlivych burnikach (Jahan-Tigh et al. 2012).
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1.6 Juvenil

Juvenil je cesky doplnék stravy vyextrahovany zhovézi tkané prednimi ceskymi
imunology, ktefi chtéli vytvorit zcela pifirodni nechemicky produkt. Tento doplnék stravy
podporuje imunitni systém a pomaha pfi bunééné regeneraci a pii nedostatku energie.
Dale podporuje regeneraci, stfevni integritu, pamét a ma protinddorové ucinky. Chrani
také pred virovymi a bakteridlnimi infekcemi. Zaroven nebyly prokazany vedlejsi a toxické

v

ucinky na organismus (Kubelkova a Macela 2019).
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Obrazek 11: Komercéné proddvany doplnék stravy Imuregen, ktery je analogickym produktem
k Juvenilu, se proddva v nejriiznéjsich variantdach (Forever Healthy Products 2022).

Podstatou Juvenilu je alkohol-éterovy extrakt zhovézi krve. Tato dlouhodoba
nedestruktivni extrakce se provadi pouZitim moderniho biotechnologického procesu,
ktery je zaloZen na autoenzymatické dezintegraci proteini. Poté nasleduje separace
ucinnych nizkomolekularnich latek s katalytickym tcinkem, vcetné produktli vnitinich
sekre¢nich 7laz, které priznivé ovlivituji vnitini metabolismus buiiky a nachazeji se v krvi

(Testimonials review 2019a).
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Tabulka 1: Obsah jednotlivych sloZek v komplexni smési Juvenilu (Testimonials review 2019a-
upraveno).

SLOZKY JUVENILU MNOZSTVI (mg)
Mineraly 40
Bilkoviny 35
Sodik 13
Leucine
Valine
Histidin
Lysin
Esencidlni Fenylalanin
Threonin
Methionin
Volné aminokyseliny Isole.u.cm 13
Arginin
Alanin
Serine
Glycin
Neesencidlni Prolin

Thyrosin
Kyselina glutamova
Kyselina aparagova

Tuky 5
Nukleotidy 4,3
Sacharidy (glukdza) 0,4
Cholesterol 0,34
Zelezo 0,05

Tento extrakt obsahuje predevsim Siroké spektrum volnych esencidlnich aminokyselin,
peptidi a oligopeptidli, nukleotidl, vitamind, minerald a malé mnozstvi fosfolipidi

(viz tabulka 1) (Kubelkova et al. 2021).

Velmi vyznamnou sloZkou Juvenilu jsou aminokyseliny. Esencidlni aminokyseliny jsou
vyznamné pro regulaci imunitni aktivity v téle a zlepSeni buné¢né imunity. Neesencialni
aminokyseliny pozitivné ovliviiuji metabolické a neurogenni funkce a tim zvy3uji
energetické hladiny organismu (Testimonials review 2019a). Kubelkova et al. (2021)
zjistila, Ze Juvenil obsahuje kromé aminokyselin uvadénych na obalu i taurin (2-
minoethansulfonova kyselina). Tato kyselina je derivatem cysteinu, a proto nékdy byva
Fazena mezi aminokyseliny, ackoliv postrddad karboxylovou skupinu. JestliZe
predpokladdme fungovani podle modulace mikrobiota - stfevo - mozek, mohl by byt

taurin pojitkem k pozitivnimu ovliviiovani téla Juvenilem. Dle tohoto modelu by mohly byt
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vytazky ovliviiujici neurochemické procesy v mozku oznacovany za psychobiotika (Sarkar

etal. 2016).

Zaroven se vhovézim extraktu nachazi i L-aminokyseliny alanin, serin nebo kyselina
asparagova. Pritomnost téchto aminokyselin by mohla vést k pozitivnimu ovlivnéni mozku
a tim ovlivnit i celé télo. Tyto aminokyseliny se totiZ pomoci procesu vnitini racemizace
méni na D-formy, které se podileji na neurotransmisi, neuroendokrinni regulaci a

signalizaci (Bastings et al. 2019).

Z nukleotidd, které jsou stavebnimi kameny nukleovych kyselin a metabolickych enzymij,
byly v extraktu objeveny monofosfaty i difosfaty. Nebyly zde vSak nalezeny thymidinové
nukleotidy, pravdépodobné proto, Ze v]Juvenilu obsaZené nukleotidy nepochazeji
zjaderné DNA, ale z volnych nukleotidl ¢i nukleovych kyselin v plasmé (Kubelkova et al.
2021). Vextraktu se nachazeji extracelularni nukleotidy a nukleosidy, které jsou
vyznamné pro mezibunécnou signalizaci (Giuliani et al. 2019). Dal$im diikazem fungovani
modulu mikrobiota - stfevo - mozek je pfitomnost aromatickych aminokyselin (tryptofan,
fenylalanin a tyrosin) v extraktu, které slouZi jako substraty pro syntézu metaboliti
stievni symbiotickou bakterii. Tyto metabolity zase ovliviiuji propustnost strev a
systémovou imunitu (Dodd et al. 2017). Navic tryptofan muZe byt preveden stfevni
mikroflérou na indol nebo derivaty indolu, ktery je potfebny pro bunécéné funkce (Wang et
al. 2019). V extraktu se nachazi také stavebni aminokyseliny pro polypeptidy a bilkoviny,

z nichZ mnoho je esencialnich (Kubelkova etal. 2021).

Minoritni slozkou Juvenilu jsou fosfolipidy, které jsou soucasti vétSiny eukaryotnich
bunéénych membran. Vyrobou Juvenilu vSak dochazi k eliminaci fosfolipidii a v extraktu
zlistanou pouze nizkomolekularni fosfolipidy nebo fragmenty fosfolipidi s vyssi
molekulovou hmotnosti (Kubelkova et al. 2021). V bunéénych membranach miiZeme
nalézt také sfingolipidy, které byly objeveny i v Juvenilu a které hraji dileZitou signalni roli

u eukaryotnich bunék (Hannun a Obeid 2018).

V Juvenilu najdeme dale proteiny, které spole¢né s vitaminy pomahaji pti opravé slabych
nebo poSkozenych bunék (Testimonials review 2019a). V hovézim extraktu se nachazeji
proteiny a peptidy s molekulovou hmotnosti maximalné 10 kDa. Ztoho vyplyva, Ze
vSechny bilkoviny nad tuto velikost musely byt rozStépeny na peptidové fragmenty. Celé
bilkoviny, které se v extraktu nachazeji maji hmotnost pouze do 10 kDa. Konkrétné se

jedna o apolipoprotein C-III a skupina 4 defenzind (Kubelkova et al. 2021).
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Kubelkova et al. (2021) objevila v extraktu také hemocidiny, které spole¢né s defenziny

maji baktericidni uc¢inky.
1.6.1 Historie

Historie vyvoje Juvenilu se zacala psat v roce 1932, kdy byl zaloZen experimentalni tym
Retisin tovarnou EKO v Praze v cele sdoktorem RakuSanem. Cilem bylo pripravovat
rostlinné a Zivocisné tkanové extrakty mirené proti nadoriim, které by mély zaroven i

pozitivni vliv na imunitni systém (Testimonials review 2019b).

Nékteré extrakty byly pojmenovany a patentovany, napfiklad RETISIN (RTN33),
LYASTIN (RTN112) nebo SILEXIL (RTN121). V8echny tyto extrakty byly po svém vyvoji
testovany na zvifecich modelech i vlaboratofi. Vysledky experimentl byly slibné
rakovinnym buinikdm. Vroce 1948 doSlo ke znarodnéni EKO tovarny komunistickym
reZimem a prevedeni pod podnik Biogena a do narodni farmaceutické spole¢nosti SPOFA,
ktera nestacila konkurovat rostoucim farmaceutickym firmam. V roce 1958 byly nékteré
pripravky (mezi nimi i Retisin) uvedeny do vyroby formou injekci. Touto formou byly
vyrabény aZ do konce 70. let minulého stoleti. Vybuch jaderné elektrarny v Cernobylu
roku 1986 zpisobil, Ze Sovétsky svaz hledal zpilisoby a prostfedky, jak ochranit
obyvatelstvo Ukrajiny pied nasledky ozareni a jednim z napadi bylo testovani a vyrabéni
ptvodniho Retisinu (po této obnovené vyrobé se Retisin pfejmenoval na Juvenil). Proto
byla jeho vyroba obnova azZ po roce 1989, kdy se zacalo se znovuuvedenim produktu na
evropsky a svétovy trh. Testovani probihalo i v Ceskoslovensku. Konkrétné ve vyzkumné
laboratofi v Téchoniné. Podle testovani in vitro na bunikach mysi sleziny nemél Juvenil
Zadnou mitogenni aktivitu. Testovani Juvenilu in vivo zase odhalilo zvySeni odolnosti na

oslabené patogenni bakterie (Kubelkova a Macela 2019).

Diky zvy$enému zajmu o alternativni 1é¢bu, prirodni produkty a dopliikky stravy v 90.
letech 20. stoleti doSlo v podstaté ke znovuzrozeni tradi¢ni vyroby. Po smrti doktora
Rakus$ana pokracoval v jeho praci Bed¥ich DoleZel a ten za pomoci VSCHT Praha a Unity
Hronov zahdjil vysoce specializovanou proceduru za ucelem extrahovani nukleotidld a
protein{i z hovézi tkané. Piiprava extraktu trvala 90 dni a vysledny produkt byl uréen k
harmonizaci lidského imunitniho systému a k maximalizaci obranyschopnosti organismu.
V roce 1998 byla zaloZena mala rodinna nachodska firma Uniregen, Ltd., ktera spadala pod
firmu Uniregen z roku 1995, jejiZ zamérem byl maloobchod a vyroba potravinarskych
vyrobkl, krmiv a destilacnich produkti. Uniregen Ltd. dokazala pripravit Zivocisné

extrakty podle plivodniho vzorce a prejmenovala je na Imuregen (tento nazev byl
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patentovan uZ vroce 1983). Nasledné byly pozvany expertni skupiny, aby prehodnotili

biologické ucinky Imuregenu (Testimonials review 2019b).

Tyto skupiny pak dosly k vyznamnym vysledkim. Zjistilo se naptiklad, Ze my$im, kterym
se po dobu 30 dni aplikoval Imuregen pitnym reZimem, se zvysila hladina regula¢nich
cytokind, které jsou dileZité pro rozvoj protinddorové imunity, a navic bez vedlejSich
toxickych ucinkd. Také bylo dokazano, Ze Imuregen ma stimulac¢ni ti¢inky na diferenciaci a

aktivitu cytotoxickych T lymfocyti a NK bunék (Kubelkova a Macela 2019).

Vroce 2003 expandoval Imuregen na filipinsky trh a vroce 2014 se dohodlo s firmou
Forever Healthy Products (FHP), Ze bude Imuregen distribuovat na Filipinach, kde firma
sidli. FHP spada pod firmu Forever Rich Philippines (FRP), coZ je hlavni distributor
potravinovych dopliikkii Laminine na Filipinach. Nasledné v roce 2014 zacal byt Imuregen
distribuovan pomoci firmy Althea Group, ktera v roce 2016 prodavala Imuregen online
(prodej Imuregenu pies internet), v zari roku 2018 vSak prestala s prodejem Imuregenu
uplné. FHP predstavil Imuregen v roce 2019 v USA a Malajsii, kde se za¢alo okamZité s jeho

prodejem (Testimonials review 2019b).

V soucasné dobé se na zakladé hovéziho extraktu vyrabéji dvé rady vyrobki, a to vyrobky

Juvenil a Imuregen.

vwv__ 7

1.6.2 Ovlivnéni buné¢ného metabolismu

Juvenil je komplex biologicky aktivnich nizkomolekuldrnich latek a ma mnohostranné
pouziti v biologickych reakcich téla. Nejnovéjsi informace ukazuji na primou interakci
aktivnich sloZek Juvenilu sbuiikami rdznych tkanovych oddili téla. Pfima reakce je
zplsobena molekulovou hmotnosti, ndbojem a primarni sekvenci aminokyselin/nukletida.
Primarni sekvence miize byt dlleZitd pro navazani agonistli na povrch bunék a vyvolani
zmén v aktivaci bunécnych signalnich drah. Paralelné tak mtZe dojit i kovlivnéni

mezibunécné signalizace predevsim diky extracelularnim nukleotidim (Giuliani et al.

2019; Kubelkova a Macela 2019).
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Obrazek 12: Schéma ovlivnéni organismu Juvenilem vcetné reakce organismu na toto ovlivnéni
(Kubelkova a Macela 2019 - upraveno).

Specifické ovlivnéni bunék Juvenilem by se dalo vyuZit pti 1é¢bé nadort. JizZ dnes se pro
jejich 1é¢bu vyuZivaji rostlinné nebo Zivocisné extrakty jako dopliiky stravy (vytaZzky, ¢aje,
vitaminy,...). Naptiklad Richter et al. (2004) zjistil, Ze produkce cytokind ma vliv na

indukeci a regulaci protinddorové imunity.

Pfi testovani cytostatické/cytotoxické aktivity Juvenilu na nadorové (H1299) a
nenadorové plicni fibroblasty (NHLF) bylo zjisténo, Ze pokud nedojde k umélému ozareni
kobaltem, tak se jedna o vyznamné cytostatickou/cytotoxickou latku pro nenadorové
plicni fibroblasty pfi pouziti vysokych davek Juvenilu. Tyto vysoké davky vsak po urcité

dobé omezuji Zivotaschopnost nenadorovych plicnich bunék (Duskova et al. 2019).

Ozareni kobaltem ma vétsi vliv na nddorové lidské buiky neZ na burnky nenddorové. Pri
testovani Zivotaschopnosti bylo zjiSténo, Ze hovézi extrakt ma jen maly Uc¢inek na ozarené
nadorové buriky, zatimco na neozarené nadorové plicni fibroblasty byl ti¢inek vyznamny.
Z toho vyplyva, Ze pokud se prokaZe tento ucinek i v podminkach in vivo, mohlo by dojit
k nahrazeni radioterapie Juvenilem a tim k vymizeni vSech $kodlivych vedlejs$ich Gc¢inkt

této terapie (Duskovaetal. 2019).

Testovani na predskolnich a 3$kolnich détech a seniorech prokazalo vyznamné sniZeni

nemocnosti, sniZeni morbidity a sniZeni dnl nemoci (Richter et al. 2004).
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Juvenil také ovliviiuje sloZeni stfevni mikrobioty, kterd je vyznamna pro vyvoj a
metabolismus jedince a pro zrani imunitniho systému savci a ovliviiuje predevsim traveni
a absorpci makromolekul. Mikrobiota, tedy stfevni mikroby, ovliviiuji organismus
hostitele svou pritomnosti, vlastnimi produkty metabolismu a vzajemnou interakci
s hostitelem. Také produkuji biologicky aktivni molekuly (napf.: neurotransmitery). Praveé
sloZeni mikrobioty hraje vyznamnou roli ve zdravi hostitele a jakékoliv naruSeni miizZe
vést ke zdravotnim problémtim. Mikrobiota totiZ poskytuje ochranu pred patogeny a to
tak, Ze brani vazbé patogeni na vazebnid mista sliznice a pritomnost piipadné
nepritomnost riznych druhti stievnich bakterii miiZze rozhodovat o efektivité této ochrany

(Kubelkova etal. 2020).

Vliv na mikrobiom stiev ma nejvice strava. Lidé si neuvédomuji, Ze kromé ptibyvani na
vaze a zhorSené fyzické kondici, dochazi dlouhodobym Spatnym stravovanim k porucham
skladby stievni mikrofléry a to ¢lovéka znacné ovliviiuje. Neni to ale jen stravovacimi
navyky. Technologie zpracovani potravin se zna¢né zménila. Naptiklad pridavani umélych
sladidel (napft.: sacharin nebo aspartdm) méni sloZeni stfevni mikrobioty tak, Ze dochazi
k metabolickym abnormalitAim nebo ke glukézové intoleranci (Suez et al. 2014).
Emulgatory tak vyvolavaji zménu ve sloZeni mikrobioty a zvySuje prozanétlivy potencial,
coZ u mysi vedlo ke kolitidé (Chassaing et al. 2015). V neposledni fadé sloZeni stfevniho
mikrobiomu ovliviiuje nadmérna konzumace antibiotik a to naruSovanim vyvaZené

koncentrace riiznych druhii bakteriii (Rashid et al. 2015).

vivs

Obecné bylo zjisténo, Ze ve strevech dochazi vlivem nejriznéjSich ciniteld ke zméné
poméru koncentrace bakteridlnich rodd. Konkrétné se jedna o rody Bacteroidetes a
Firmicutes. VétSina negativnich faktor naruSuje tuto rovnovahu ve prospéch rodu
Firmicutes. Tento posun popsal napiiklad Ley et al. (2006) u obéznich pacientli a u
pacienti s pritomnosti zanétlivych onemocnéni stfev. Dale tento rod dominoval u pacientli
s kolorektalnim karcinomem (Bamola et al. 2017), u autistickych déti (Li et al. 2017) au

chronicky stesovanych pacientii (Karl et al. 2018).

Kubelkova et al. (2020) ale zjistila, Ze pti oralni aplikaci Juvenilu, doSlo ke zméné poméru
koncentrace téchto dvou bakteridlnich rodd ve stfevech, a to ve prospéch rodu
Bacteroidetes. Dale také prokazala, Ze Juvenil nezplsobuje Zadné patologické zmény ve

strevech.

v

U Juvenilu nebyly prokazany Zadné negativni, $kodlivé vedlejsi ti¢inky. Kubelkova a Macela
(2019) testoval Juvenil na krysach a nepopsal Zadné zmény chovani, prirGstcich

hmotnosti, nebo v&tSi imrtnosti v porovnani se skupinou, které Juvenil aplikovan nebyl.
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Z toho vyplyva, Ze Juvenil ma bezpetné a nezdvadné pouziti. Navic pfi kombinaci s beta
glukanem dochazi k pozitivni regulaci sekre¢nf imunity a vnimanf stresu u déti (Richter et
al. 2017). Dokonce Juvenil zlepsil imunitni stav a fyzické podminky u déti pochazejicich

z ¢eské oblasti s vysokou urovni znecisténi ovzdusi (Svozil et al. 2020).

sNML LM

Juvenil ma tedy nejriiznéjsi ic¢inky na lidsky metabolismus. Tato riznorodost t¢inkid mize
byt zplisobena mechanismem piisobeni jednotlivych sloZek Juvenilu, pii kterém dochazi
k pfimé ligaci receptort na odpovidajici receptory. Po absorpci dochazi k distribuci po
celém téle diky télnim tekutinAm a po ligaci na specifickém misté dochazi k projevu
geneticky predprogramované funkce (Kubelkova et al. 2021). Druhym moZnym
vysvétlenim plsobeni Juvenilu na lidsky organismus miiZe byt osa - stfevo - mozek (viz
obrazek 12), kde by dochazelo k ovlivitovani koncentraci a pritomnosti/neptitomnosti
riznych strevnich bakterii a tim i pozménovani chovani mozku. Mikrobiom stfev miize
mozkovou aktivitu ovlivnit dvéma cestami. Prvni cesta je skrz epiteliadlni bariéry a druha
vede skrz neuralni spojeni mozku a stfev. Pro prekonani epitelidlni bariéry jsou nutné
biologicky aktivni signalni molekuly ze stfevni membrany (napf.: peptidoglykany,
lipopolysacharidy). Ty vreakci na urcité stresové podminky maji schopnost bariéry
prekonat a nasledné se translokovat do mozku, kde aktivuji specifické vzorce
rozpoznavani receptort vrozeného imunitniho systému a tim ovlivni chovani mozku, nebo
spousti produkci zpétného signdlu pomoci osy hypotalamus - hypofyza - nadledviny,
kterd ma regula¢ni funkci. Druha cesta je skrz bloudivy nerv nebo nervy patere, které

zplsobuji spojeni mezi mozkem a stievem (Kubelkova a Macela 2020).
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poskozeni BBB
.
kY aferentni neurony bloudivého nervu
%
LUMINALNi FAKTORY
oo MR (mikrobialni metabolity, ziviny,
poruseni stfevni bariéry toxiny, mastné kyseliny s kratkym
. fetézcem nebo antigeny)

SIGNALN{ MOLEKULY
(protedzy, histamin, serotonin a cytokiny)

STREVNI PEPTIDY
(neuropeptidy a hormony)

Obrdzek 13: Schématické zndzornéni osy mikrobiota - stfevo — mozek. Stresové faktory zpiisobuji
poruseni stievnich bariér a ve spojeni s pripadnym poskozenim hematoencefalické bariéry (BBB)
dojde k primému ovlivnéni mozkovych bunék. Podobné ucinky maji i lumindlni faktory, které jsou
detekovdny aferentnimi neurony michy a bloudivého nervu, které tvori hlavni spojeni mezi stfevem a
mozkem. Mozek reguluje funkce strevnich bunék pomoci signdlii prendsSenych osou hypotalamus-
hypofyza-nadledviny (HPA). Zkratky: EE buriky = enteroendokrinni butiky, PP buriky = Peyerovy pldty
(buriky), BBB = hematoencefalickd bariéra (Kubelkova a Macela 2020).
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1.7 Bunécné linie

1.7.1 RAMOS

Jedna se o lidskou B bunécénou linii, kterd ma vyznamnou ulohu pfi ¢asné fazi imunitni
odpovédi. B buniky totiz vytvareji specifické protilatky pti adaptivni imunitni odpovédi.
Navic pfi infekci intercelularnimi bakteriemi maji rizné imunoregula¢ni funkce. Imunitni
odpovéd’ je touto linii zplisobovana predevSim produkci cytokint, kterd ale musi byt
regulovana (MatyaSova 2011). Produkce cytokinli je zavisla na signalnich drahach bud
ptres BCR nebo CD40. Pokud dojde ke stimulaci obou receptorti, dojde k produkci TNF-a,
lymfotoxinu a IL-6, coZ ma za nasledek zesileni imunitni odpovédi. Pokud v3ak dojde ke
stimulaci pouze pies CD40, dojde ke zvySené produkci cytokinti 1L.-10, coZ vede k potlaceni
imunitni odpovédi (Duddy et al. 2004). Vyznamnym cytokinem je IFN-y. Ten funguje jako
kontrola pfi napadeni virovou nebo bakteriadlni infekci, nebo p¥i nddorovém bujeni. Tento

cytokin je produkovan pfi primarni odpovédi po napadeni infekci (MatyaSova 2011).

Ramos B-buné¢na linie byla stejné jako T-bunéc¢na line Jurkat popsana fenotypizaci
pritokovou cytometrii (Betters, 2015). Tato laboratorni metoda je velmi dtlezita
k pochopeni plivodu B-bunécné leukémie a tim i kcilenéjsi a efektivnéjsi 1écbé této
nemoci. Varma a Naseem (2011) diky této metodé podrobné popsali fenotyp kazdé
podskupiny B-bunécéné leukémie a zjistili, Ze nezrald B-buinika exprimuje CD19 a CD10,

zatimco zrala exprimuje pouze CD19.

Jako stimulant se pro tuto linii vyuZiva lipolysacharid (LPS), pro ktery B bunky exprimuji
dva receptory TLR4 (ten se vyskytuje na rtiznych buiikach imunitniho systému) a RP105
(ten se vyskytuje prednostné na B buiikidch a dendrickych bunkach). Pokud dojde

k aktivaci téchto dvou receptort, spusti se dvé nezavislé signalni drahy (Matyasova 2011).

Intercelularni bakterie (napft.: Listeria monocytogenes,) vyvolavaji apoptézu B (Menon et
al. 2003). Apoptdzou skoncila i interakce B bunék s Francisselou tularensis (Krocova et al.

2008).

1.7.2 JURKAT

Jedna se o lidskou bunécnou linii odvozenou od leukemickych T-bunék, které zptisobuji
u ¢lovéka (predevSim u déti muzZského pohlavi) akutni lymfoblastickou leukémii, ktera
se vyskytuje u prekurzord T-bunék. U pacientii s diagnostikovanou akutni lymfoblastickou
leukémii se projevuje infiltraci kostni difené lymfobalstickymi T-burnkami, leukocytézou,

zvétSenim mezihrudi a poSkozenim centralni nervové soustavy (CNS) (Anbarlou et al.
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2015). Poprvé byla izolovana z krve 14-letého chlapce v roce 1977 (Schneider et al. 1977).
Vice neZ polovina znakaZenych déti touto nemoci vykazovala ve svych genomech
chromozomalni translokaci, coZ z tohoto typu leukémie déla vysoce nebezpecnou (Jemal et
al. 2009). Je totiZ velmi naro¢né nalézt pro né uc¢inna chemoterapeutika proti kterym by

nebyli rezistentni a zaroven ma tato choroba vysoké procento recidivy.

Divodem vzniku rezistence na 1é¢bu, zejména na lécbu ionizujicim zafenim a
chemoterapii, miiZe byt existence nadorovych kmenovych bunék (Wu a Wu 2009). Tato
rezistence je zplisobena biochemickymi (zvySena regulace genu ABCB1 a ABCG2) a/ nebo
fyziologickymi mechanismy (slaba distribuce, hypoxie, nebo kyselé prostredi nadoru)
(Mahoney et al. 2003). V tvahu tak p¥ipadaji alternativni 1é¢ebné strategie (Nath et al.
2010). Objasnéni mechanismii rezistence na chemoterapeutika by mohla pomoci
identifikace nadorovych kmenovych bunék. Ty maji schopnost proliferovat,
samoobnovovat se a diferencovat se na jiné tipy nadorovych bunék (Wicha et al. 2006).
Reya et al. (2001) zjistili, Ze v nddoru se nachazeji vzacné tumoriniciujici bunky, které jsou
iniciujici burniky se poté diferencuji na netumorogenni a maji omezenou proliferaci (Magee
et al. 2012). VdneSni dobé je nadorova terapie zaméfend na eliminaci pouze
diferencovanych nadorovych bunék, nikoliv téch nediferencovanych a tudiZ terapie nema
Zadny vliv na nadorové kmenové buiiky (Klonisch et al. 2008). Aby byla terapie zamérena
na nediferencované bunky, musi dojit k pfesné identifikaci. Pro identifikaci se pouZivaji
specialni markery bunééného povrchu (Magee et al. 2012). Nejcastéji pouzivanym je
marker CD133 (Neuzil et al. 2007). Marker CD133 je dale nutné rozdélit na CD133+ a
CD133-. Jurkat buniky s markerem CD133+ vykazovaly vyS$si hodnoty proliferace, invaze a
rezistence vii¢i chemoterapeutikiim nez Jurkat bunky s markerem CD133- (Anbarlou et al.
2015). Slinif Jurkat se pomérné casto setkdvame v biologickych laboratorich, kde slouZzi
pro stanoveni mechanismu citlivosti na 1éky proti rakoviné a zareni. Jurkat buné¢na linie
je Siroce vyuZivana jako modelovy systém pro studium T-bunék, nicméné byly
zaznamendny problémy na uUrovni genové exprese. Jednim z nich naptiklad signalizace
PI3K z diivodu absence dvou centralnich regulatord (PTEN a INPP5D) (Abraham a Weiss
2004). Pomoci celogenomového sekvenovani byly objeveny mutace v genomu bunécéné
linie Jurkat, které jsou spojeny s naddory a vytvareji tak jedine¢né vlastnosti této bunécné

linie (Gioia et al. 2018).

Cytotoxicita (IC50 = 50% inhibi¢ni koncentrace bunéc¢ného riistu) této bunécné linie je

25,77 uM (Watanabe et al. 2012).
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Watanabe et al. (2012)_gzjistil, Ze flavonoid acacetin inhibuje proliferaci lidskych
leukemickych bunéénych linii indukci apoptdzy a to pomoci aktivity kaspazy. Kaspaza se
zpétné blokuje jejim inhibitorem. Dale zjistil, Ze apoptdézu Jurkat bunécné linie vyvola
inkubace této linie s 40 pM acacetinu po dobu del8i neZ 4 hodiny. Jednim z moZnych
mechanismll je nerovnovaha vexpresi mezi proapoptickymi (napf.: protein Bax) a
protiapoptickymi proteiny (napf.: protein Bcl-2) nebo uvolfiovani cytochromu-c
z mitochondrif a naslednd aktivace ATP-zavislého proteinu Apaf-1, ktery reguluje

bunécnou smrt tim, Ze aktivuje kaspazu.

T-bunécna linie Jurkat se aktivuje rdznymi zplisoby. Napiiklad se predpoklada, Ze
tyrosinkinaza (Nck) hraje vyznamnou roli v aktivaci T-bunék (v lidské tkani se vyskytuji
dva typy Nck: Nck1/Ncka a Nck2/Nckb) a tvorbé imunitni synapse mezi T-burikami a APC
butnikami (=antigen-prezentujicimi buiikami). SniZenad exprese proteinu Nckl pomoci
ptsobeni specifické siRNA nezplisobila Zadné zmény v apoptéze a proliferaci T-bunék.
Pokud se ale T-buiiky stimulovali pomoci CD3g/CD28, pak doSlo po sniZeni Nckl ke
snizené expresi CD69 a sekreci IL-2 (interleukinu-2) oproti stimulaci PHA
(=phytohaemagglutininu) nebo PMA (=phorbol-12-myristat-13-acetat). Také doslo ke
sniZzené fosforylaci proteini Erkl a Erk2 (=extracelularné regulované kinazy 1 a 2)

(Yiemwattana et al. 2011).

CD-69 funguje jako aktiva¢ni marker pro T-buiiky. Plsobi jako silny receptor, pienasejici
signal na lymfocyty, podili se na regulaci cytokinovych gent a migraci bunék po aktivaci

lymfocytd (Shiow et al. 2006).

1.7.3 U937

U937 je promonocytarni bunéc¢na linie, ktera zptisobuje leukemicky monocytarni lymfom.
Jeji morfologie je identickd s morfologii nddorovych bunék. Tato linie vznikla z lidského
diftizniho histiocytarnitho lymfomu a byla izolovana v roce 1976 z lymfomu 37letého muze
(Sundstrém a Nilsson 1976). Charakteristicky je pro tyto buitiky kulaty tvar, kratké
mikroklky a velké paprskovité jadro (Tenuzzo et al. 2008). SlouZi jako model pro in vitro
diferenciaci monocytii a makrofagi. Hlavni vyhodou je moZnost pripravit prakticky
neomezené mnozstvi homogennich bunék v laboratofi a Zddné tendence prichytavani
(adheze). Z téchto monocytli se mohou diferencovat bud makrofagy, nebo dendrické
buriky. O tom, jaka diferenciace probéhne, rozhoduji podminky mikroprostiedi, jako je
napriklad ptitomnost rlznych latek (DMSO, TPA, kyselina retinova, Zn?*, glutamin)
(Mendoza-Coronel a Castafién-Arreola 2016). Napiiklad, pokud je pritomen PMA
(=phorbol-12-myristat-13-acetat), dojde kdiferenciaci na ,makrofagim podobnym*
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bunikam, které maji plochy nepravidelny tvar, vytvareji pseudopodia a radi adheruji,
(Christine Hsiao et al. 2011). Makrofagy maji schopnost nespecifické imunitni odpovédi a
to diky vytvareni reaktivnich forem kysliku b&hem fagocytézy cizich ¢astic (Prasad et al.
2020).

U937 ovliviiuje acacetin a to stejnym zptisobem jako bunécnou linii Jurkat (Watanabe et al.
2012). Sundstrém a Nilsson (1976) zjistili, Ze buniky U-937 se liSi od neoplastickych
lymfoidnich a myeloidnich bunék expresi povrchovych markert, kdy linie U-937 vykazuje
na svém povrchu cetné receptory C3, kdeZto buriky lymfocytarni a myeloidni leukémie

maji na povrchu pouze malé mnozstvi pripadné viibec Zadné receptory C3.

Cytotoxicita (IC50) této bunécéné linie je 45,71 uM (Watanabe et al. 2012).

Obrdzek 14: Rozdilnd hustota bunécné linie U937 A) nizkd hustota B) vysokd hustota (ATCC 2022).
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2 Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zhodnotit zmény v expresi jednotlivych aktivac¢nich znakl po
pridani rtznych koncentraci alkohol-éterového hovéziho extraktu (dale jen HE) do
kultiva¢ntho média pred ozarenim bunék po 24, 48 a 72 hodinach kultivace u tii
bunéénych linii (Ramos, Jurkat, U937) po pridani tfi rtznych koncentraci hovéziho
extraktu (15 mg/ml; 1,5 mg / ml a 0,15 mg / ml) a vzhledem ke kontrolnimu vzorku zjistit,
jak se tato suplementace projevi na posunu v medianu intenzity imunofluorescence (MFI).

Dal$im cilem bylo porovnat tento posun s butikami ozafenymi gama zarenim.
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3 Metodika

Vmé diplomové praci byl testovan alkohol-éterovy extrakt hovézi tkané, proto bude
v praktické ¢asti mé prace pouzivan pod nazvem hovézi extrakt (HE), ktery je zadkladem

pro komer¢né prodavany ptipravek Juvenil.

3.1 Pouzity material
Seznam pouzivanych chemikalii

e rlstové médium RPMI 1640
10% FBS (Fetal Bovine Serum)

e hovézi extrakt o tfech koncentracich (15 mg/ml; 1,5 mg/ml; 0,15 mg/ml)
e LPS (lipolysacharid)

e PMA (phorbol-12-myristat-13-acetat)

e PHA (phytohaemaglutinin)

e C(Cell Wash (phosphate buffered saline, 0,2% Zelatina, 0,1% azid sodny)

e aktiva¢ni znaky (CD69; CD25; CD206; CD86; CD11b)

e PI (propidium jodid)

Seznam pouzivany laboratornich pomiicek

kénicka zkumavka (15 ml)

e kryozkumavka

e pipety o rtiznych objemech

e kultiva¢ni lahve (25cm3; 75 cm3; 125 cm3)
¢ obycejné zkumavky o riznych objemech
e 3Spicky na pipety o riiznych objemech

e Biirkerova komirka

e kalkulacka

e 24jamkova desticka

e FACSové zkumavky (1ml; 4ml)

e kadinky o riznych objemech
Seznam pouzivanych pristroji

e centrifuga (Schoeller, Ceska republika)

e termostat (Binder, Némecko)
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e  zA4Fi¢ gama zaFeni kobalt 60 (Chisotron, Chirana, Ceska republika)
e automaticki pipeta

e vortex (Bio-tech, Ceska republika)

e laminarni box (ThermoFisher Scientific, USA)

e pritokovy cytometr CyAn (Beckman Coulter, USA)
Seznam pouzivanych softwart

e program Summit V4.3 Build 2445 (RIC Facility, USA)
e program Microsoft Excel verze 2204 (Microsoft, USA)
e GraphPad Prism 9 Software (LLC, USA)

3.2 Bunécné linie
3.2.1 Bunécna linie Ramos

K bunéc¢né linii Ramos byly ptridavany protilatky proti aktiva¢nim znakim CD19 a CD25,
kde CD19 byla konjugovdna s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanat) a CD25
s APC (=allofykocyanin). Provedeny byly tii nezavislé experimenty (viz tabulka 4).

3.2.2 Bunécna linie Jurkat

K bunécné linii Jurkat byly ptidavany protilatky proti aktiva¢nim znakiim CD69 a CD25,
kde CD69 byla konjugovana s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanat) a CD25 s APC
(=allofykocyanin). Provedeny byly tfi nezavislé experimenty (viz tabulka 4).

3.2.3 Bunécna linie U937

V bunécéné linii U937 byly piidavany protilatky proti aktivaénim znaktim CD206, CD86
a CD11b, kde protilatka proti CD206 byla konjugovana s APC (=allofykocyanin), CD86
s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanat) a CD11b s PE (=fykoerythrin). Provedeny byly tfi

nezavislé experimenty (viz tabulka 4).

3.3 Kultivace bunék

Pouzivany byly bunéc¢né linie zamraZené v alikvotech (1.106 bunék, -150 °C). Ve v3ech
pripadech se jednalo o neadherentni linie, které se kultivovali v rlistovém médiu RPMI

1640 s 10% sérem FBS (Fetal Bovine Serum).
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3.4 RozmrazZeni bunék

Do koénické zkumavky o objemu 15 ml bylo ptipraveno 5 ml kultivaéniho média
s 20% FBS. Kryozkumavka s alikvotem vybrané linie se nechala mirné povolit, aby se
uvolnil obsah, ktery byl poté co nejrychleji preveden do kénické zkumavky s kultivaénim
médiem, ve kterém se nechal rozpustit. Nasledné bylo médium s butikami centrifugovano
(5 min, 24 °C, 1200 rpm). Po centrifugaci byl odstranén supernatant, k peleté bylo pridano
10 ml média (20% FBS), provedla se resuspendace, objem byl preveden do kultiva¢ni
lahve o objemu 25 cm3 a objem se dal inkubovat pti 37°C s 5% CO; po dobu 48 hodin

v termostatu.

3.5 Pasaz bunék

Po 48 hodinach od nasazeni bunék byla provedena prvni pasaz. Z kultiva¢nich nadob byly
burniky ptrevedeny do zkumavek pomoci automatické pipety, poté byly nddoby oplachnuty
pomoci PBS a prevedeny do stejnych zkumavek (viz obrazek 15). Tyto zkumavky byly
centrifugovany (5 min, 24 °C, 1200 rpm). Nasledné byl odstranén pipetou supernatant
akusazenym bunkdm bylo priddno 5 ml nového, ohradtého média a provedla se
resuspendace pelety 3pickou pipety. Poté byly bunlky spoclitAny pomoci Bilirkerovy
komtrky (viz obrazek 16 a 17) a byla urcena jejich Zivotnost. Podle po¢tu bunék byla
zvolena velikostné odpovidajici kultiva¢ni lahev (viz tabulka 2) s novym kultiva¢nim
médiem a opét se buniky nechali inkubovat pii 37 °C s 5% CO, po dobu 48 hodin v
termostatu. Pfed nasazenim bunék do pokusu byla provedena pasaZ min. 4x a max. 20x.
Pokud byla Zivotnost bunék pted nasazenim do experimentu pod 90 %, tak se provedla

dalsi pasaz.
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Obrdzek 15: PasdZovdni bunék v lamindrnim boxu.

Tabulka 2: Druhy kultivacnich lahvi dle objemu a prislusnych mnoZstvich média a bunék.

Kultivacni lahev ml média Polet nasazovanych bunék
25 cm’ 10 ml 1.10° bunék
75 cm® 20 ml 2.10° bunék
125 cm® 50 ml 5.10° bungk

Obrdzek 17: Biirkerova komiirka s Obrdzek 16: Pohled na mikroskop,
burikami pod mikroskopem. kde probihalo pocitdni bunék.
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3.6 Nasazeni bunék do pokusu

Dle schématu byl do 24jamkové desticky napipetovdn 1 ml bunék o koncentraci
5.105 bunék/ml v kultiva¢nim médiu. Nasazeno bylo 6 desti¢ek pro nasledné kultivace 24,
48 a 72 hodin (3 pro ozareni a 3 pro kontrolu). Negativni kontrolu (NK) tvorily buiiky bez
ovlivnéni, pozitivni kontrolou byly stimulované buriky dle tabulky (LPS, PHA, PMA). HE byl
pouzit ve trech koncentracich: 15 mg/ml, 1,5 mg/ml a 0,15 mg/ml (viz obrazek 18).
Desti¢ky urcené pro ozareni byly nasledné ozafeny gama zarenim 2 Gy. K ozareni bunék
byl pouZit jako zdroj gama zaFeni kobalt 60 (Chisotron, Chirana, Cesk4 republika).
Davkovy prikon byl vrozmezi 0,867637-0,830043 Gy/min a bunky byly pod zari¢
umistény ve vzdalenosti 100 cm. Nasledné se nechaly desticky inkubovat 24, 48 a 72

hodin. Pokus byl provadén v triplikatu.

D

CC00;
000,
©CC0;
9000,
9000,
OOOL-

Obrazek 18: Schématické zndzornéni 24jamkového panelu. Zkratky: NK = negativni kontrola, PK = pozitivni
kontrola, HE15 = hovézi extrakt o koncentraci 15 mg/ml, HE1,5 = hovézi extrakt o koncentraci 1,5 mg/ml,
HEO,15 = hovézi extrakt o koncentraci 0,15 mg/ml.
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3.7 Barveni bunék

V kaZdém casovém intervalu byla buné¢na suspenze prevedena do 15 ml zkumavek a
centrifugovana (7 min, 4 °C, 1200 rpm). Vznikly supernatant byl odebran a ke zbytku bylo
pridano 4 ml Cell Wash (PBS/Zelatina/azid sodny), suspenze se protrepala na vortexu
a znovu centrifugovala za stejnych podminek. Po odebrani supernatantu bylo do v3ech
zkumavek pridano 0,3 ml Cell Wash, suspenze se promichala a z kazdé zkumavky bylo
napipetovano 200 pl do 1ml FACSovych zkumavek a mérilo se na pritokovém cytometru
cca 30 000 udalosti jako negativni kontrola. Dale bylo z kazdé 15ml zkumavky
napipetovano 100 pl bunék do 4ml FACSovych zkumavek, které byly dale pouzity na
barveni CD znakt. Dle schématu bylo do kazdé zkumavky pfidano po 1 ul nafedénych
protilatek (viz tabulka 3), probéhlo promichani na vortexu a inkubovalo se 15 min v
pokojové teploté ve tmé. Po inkubaci bylo do zkumavek napipetovano 3 ml Cell Wash,
suspenze se centrifugovala (7 min, 4 °C, 1200 rpm), odpipetoval se supernatant, doslo k

resuspendaci v 250 pl Cell Wash a cely objem byl pfeveden do 1ml FACSovych zkumavek.

Tabulka 3: Zkoumané bunécné linie véetné jejich aktivacnich znakii a stimulujicich ldtek. Zkratky: PHA
= phytohaemagglutinin, LPS = lipopolysacharid, PMA = phorbol 12-myristate 13-acetate, FBS =

Fetal Bovine Serum.
. . Aktivaéni . L .
Linie Typ bunék Znaky Stimulace Médium Zdroje
. CD69 PHA (4 pg/ml) . .
URKAT T-buiik RPMI 1640, FBS (F dez-R tal. 2008
J uy CD25 (phytohaemaglutinin) (Ferndndez-Ricjos eta )
CD19 LPS (1pg/ml) (Leroux-Roels etal. 2016)
RAMOS B-buitky CD25 PMA (100 ng/t'nl) RPMI 1640, FBS (Rex et al. 2015)
(phorbol 12-myristate
13-acetate)
CD11b LPS (1pg/ml)
U937 makrofagy Cb86 PMA (100ng/ml)  ppyii 4640 FBS  (Puerta-Guardo et al. 2013)
CD206 (phorbol 12-myristate
13-acetate)

Tabulka 4: PouZité aktivacni znaky véetné fluorochromii na nich navdzanych. Zkratky: FITC =
fluorescein-5-isothiokyanat, APC = allofykocyanin, PE = fykoerythrin.

Nézevzall::i(\;aéniho Fluorochrom Klon Vyrobce Katalogové ¢islo
anti-human CD69 FITC FN50 BioLegend 310903
anti-human CD25 APC BC96 BioLegend 302609
anti-human CD19 FITC HIB19 BioLegend 302205
anti-human CD11b PE ICRF44 BioLegend 301305
anti-human CD86 FITC BU63 BioLegend 374203
anti-human CD206 APC 15.11 BioLegend 321109
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3.8 Priitokova cytometrie

Na pritokovém cytometru (viz obrazek 19) bylo zméfeno cca 30 000 udalosti. Do
oznacenych zkumavek byl pfed méfenim ptidan PIL. Po probéhnuti 30 000 udalosti byla na
pocitaci v programu Summit (verze V4.3 Build 2445; RIC Facility, USA) provedena
kompenzace a vybér populaci pro vlastni analyzu (viz obrazek 20). Poté byla vSechna
naméfena data exportovidna z programu Summit do programu Excel (verze 2204,
Microsoft, USA), kde se snimi dale pracovalo. Hlavnim udajem byl mediadn intenzity

fluorescence = MFI.

Obrdzek 19: Priitokovy cytometr Cyan. Obrdzek 20: Analyza vzorkii z priitokové
cytometrie v programu Summit.
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3.9 Statistické vyhodnoceni

VSechna data byla vyhodnocena jednorozmérnou analyzou rozptylu ANOVA na hladiné
vyznamnosti p < 0,05 (GraphPad Prism 9 Software, LLC, USA). JelikoZ nebyly zjiStény

vyznamné rozdily mezi skupinami, tak nebyl pouZit Zadny z posthoc testi.
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4 Vysledky

4.1 Bunécna linie Jurkat

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD25 v bunéc¢né linii Jurkat

Receptor CD25 (IL2Ra) je alfa Fetdzec receptoru interleukinu 2 (IL2). Retézce IL2Ra
a IL2Rp tvori, spole¢né s gama retézcem IL2R vy, vysokoafinitni IL2 receptor. Homodimerni

IL2Ra vede k receptoru s nizkou afinitou (BioLegend 2021).

Vv s

Nejvyssi hodnoty MFI byly naméfeny po pridani phytohaemaglutininu (PHA) jako
pozitivni kontroly. Z namétenych hodnot vyplyva, Ze po kultivaci 48 hodin byla hladina
MFI u vSech vzorkid nejvyssi. Vyjimku tvori vzorek s koncentraci hovéziho extraktu 1,5
kultivaci. U vzorki doplnénych o hovézi extrakt se neda mluvit o néjakém trendu v posunu
MFI. Pouze u intervalu 72 hodin je vidét niZ8{ hodnota u negativni kontroly, pak vyssi
konstantni hodnota u vSech tii koncentraci hovéziho extraktu, a nakonec nejvyssi hodnota

u pozitivni kontroly. Doslo zde tedy k zvySeni MFI proti negativni kontrole.

JURKAT_CD25

20
15 :I:
= I I ! I
2 I
£ 10 24h
o
T 48 h
5 72h
0
NK HEO,15 HEL1,5 HE15 PHA
Vzorky

Graf 1: Hodnota imunofluorescence u bunééné linie Jurkat p¥i pouZiti markeru CD25. Udaje
predstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 =
vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA =
phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence.
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Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD25 v bunéc¢né linii Jurkat po ozareni

2 Gy

Vv s

U tohoto méfreni byly nejvyssi hodnoty MFI zaznamenany u vzorku s PHA. Vidét je i vliv

doby kultivace, kde nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky kultivované 48 hodin u kazdého

ze stimulovanych vzorkli. Neplati to u vzorku, ktery nebyl ni¢im ovlivnén. Zde byly

sV s

s s

dosahoval interval kultivace 72 hodin. U vzorkd, kultivovanych 24 hodin a ovlivnénym
hovézim extraktem, se nedd popsat jednoznacny trend v posunu imunofluorescence.
Koncentrace 0,15 a 1,5 mg /ml méla sniZujici tendenci, ale vzorek suplementovany HE o
koncentraci 15 mg/ml vykazoval vy$si hodnoty, neZ méla negativni kontrola. Kultivace 48
hodin jednoznac¢né ukazala na zvySeni MFI u vzork ovlivnénych hovézim extraktem proti
negativni kontrole. Nejdelsi doba kultivace neméla na vzorky velky vliv. VSechny vzorky

meély pri této kultivace podobnou imunofluorescenci.
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Graf 2: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie Jurkat pri pouZiti markeru CD25 a ozdrenim gama
zdrenim 2 Gy. Udaje predstavuji priimérnou hodnotu #+ smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni
kontrola, HE0,15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA
= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozdr'ené vzorky.

Obecné vykazovaly vzorky ozarené 2 Gy vyssi hodnoty neZ vzorky neozarené. Tyto rozdily

se s dobou kultivace zvétSovaly.
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Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD69 v bunécné linii Jurkat

Receptor CD69 je membranové vazany C-lektinovy receptor typu I, ktery je povaZovan za
marker tkanové rezistence a typicky marker pro lymfocyty (Cibridn a Sanchez-Madrid

2017).

Pfi tomto pokusu byly nejvy$si hodnoty MFI u jednotlivych vzorkli naméfeny po

sV s

Vv s Vv

u kterych byly nejvy$si hodnoty naméreny po kultivaci 24 hodin. NejvyS$si hodnoty byly
naméreny u vzorku s pozitivni kontrolou, tedy s PHA. Nasledoval vzorek, ktery nebyl ni¢im
suplementovan. Vzorky, které byly ovliviiované HE vykazovaly nizs§i hodnoty
imunofluorescence neZ negativni a pozitivni kontrola pri vSech dobach kultivace. Doslo u

nich tedy k sniZeni MFIL.
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Graf 3: Hodnota imunofluorescence u bunééné linie Jurkat p¥i pouZiti markeru CD69. Udaje
predstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 =
vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA =
phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence.

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD69 v bunécné linii Jurkat po ozareni

2 Gy

S dobou kultivace klesaly hodnoty u vSech vzorkd kromé vzorku HE15, kde byla hodnota
u 72hodinové kultivace vyssi neZz u 48hodinové kultivace. Pfi porovnavani doby kultivace
je jednoznacné vidét, Ze nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky kultivované 24 hodin.

Zaroven u nich ale byla namérena nejvyssi smérodatna odchylka, a tudiz se jejich trend
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téZko popisuje. Pri kultivaci 48 hodin maji vSechny tii koncentrace HE podobné hodnoty.
Tyto hodnoty jsou v8ak niZ8i neZ hodnoty u pozitivni a negativni kontroly. Zde je tak vidét
jednoznacny posun imunofluorescence do niZ$ich hodnot proti negativni kontrole, ve
které je konstantni. Pri kultivaci 72 hodin se hodnoty MFI se stoupajici koncentraci HE
zlehka zvySovaly smérem k hodnotam pozitivni kontroly. U této doby kultivace dosahuje

koncentraci HE. Zde tedy pozorujeme zvySeni hodnoty imunofuorescence se stoupajici

koncentraci HE, aZ na vzorek HEO,15.
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Graf 4: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie Jurkat pri pouZiti markeru CD69 a ozdrenim gama
zdrenim 2 Gy. Udaje predstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni
kontrola, HEO,15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA
= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozdr'ené vzorky.

Pfi porovnani ozarenych a neozarenych bunék u tohoto znaku bylo pozorovano, Ze pri
24hodinovém a 72hodinovém intervalu dochazi k zvySeni MFI u ozarenych bunék proti
tém neozarenym. Opacny trend lze pozorovat u kultivace 48 hodin, kde ozarené bunky

dosahovaly niz$ich hodnot MFI neZ buiiky neozarené.
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4.2 Bunécna linie U937

v vz

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD206 v bunéc¢né linii U937

Marker CD206 je membranové vazany protein, ktery je primarné exprimovany makrofagy
a dendritickymi bunikami. CD206 rozpoznava a vaZze Sirokou $kalu ligandi a je to G¢inny

endocytarni receptor (Nielsen et al. 2020).

Trend vlivu doby kultivace na vyslednou hodnotu MFI u kaZzdého méteni je pomérné jasny.
Nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky kultivované 24 hodin. Jen o néco niZsich hodnot
dosahovala kultivace 72 hodin. Naopak zna¢né nizsich hodnot proti predchozim dvéma
kultivacim dosahovala kultivace 48 hodin. Jedinou vyjimku tvofi pozitivni kontrola, u
které rozdil mezi 48hodinovou kultivaci a 72hodinovou kultivaci nebyl tak vyrazny. U
kultivace 24 hodin byla ale namérena velmi vysokd smérodatna odchylka. Posun
v hodnotach imunofluorescence nebyl obecné mezi skupinami nijak vyrazny. U kultivace
24 hodin sice bylo vidét lehké zvySeni MFI u vzorkl s HE proti negativni kontrole, ale pii
kultivaci 48 hodin se tento trend nepotvrdil. Pfi této kultivaci doSlo k zvySeni MFI u
nezvySoval, naopak klesal smérem k hodnotdm negativni kontroly a pfi koncentraci 15
mg/ml uZ byl dokonce niZ8i nez u hodnoty negativni kontroly. U kultivace 72 hodin byly
hodnoty MFI obecné niZsi, avSak zvySujici se koncentrace HE vedla i ke zvySeni hodnot
MFI. Zajimavé je, Ze pozitivni kontrola ma v tomto pripadé€ niZ$i hodnotu neZ ostatni

vzorky.
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Graf 5: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie U937 pii pouZiti markeru CD206. Udaje
predstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 =
vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA =
phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence.

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD206 v bunécné linii U937 po ozareni

2 Gy

Vv s

Nejvyssi hodnoty byly naméreny u vzorku kultivovanych 24 hodin. U negativni kontroly je

Vv s

trend stejny jako u neozarenych bunék. Tedy nejvys$sich hodnot bylo dosaZeno po kultivaci
naméfeno po kultivaci 48 hodin. U vzorkl ovlivnénych HE je vSak patrné, Ze po kultivaci
48 a 72 hodin jsou vysledky témér totoZné. Vyjimku zde tvoii vzorek HE15, u kterého byla
naméfenad hodnota po kultivaci 72 hodin vyS$si nez po kultivaci 48 hodin. Vysledky
pozitivni kontroly vykazovaly, co se doby kultivace tyka, stejny trend jako vzorky
ovlivnéné nizsi koncentraci hovéziho extraktu (0,15 a 1,5 mg/ml). Ani zde nedosahovala
pozitivni kontrola nejvyssich hodnot. Pti 24hodinovém intervalu kultivace doslo k malému
zvySeni MFI uvzorki ovlivnénych HE. Tento posun se ale s pribyvajici koncentraci HE
zmenSoval, aZ se dostal pod hodnotu negativni kontroly (u vzorku HE15). Hodnoty vzorki
po kultivaci 48 hodin jsou témér totoZné, zatimco u kultivace 72 hodin je pozorovano
sniZeni MFI proti porovnani s negativni kontrolou. Pfi tomto intervalu kultivace doslo ke
sniZzeni MFI u vzorkl ovlivnénych HE. Tento posun se ale s pribyvajici koncentraci HE
zvétSoval, aZ se dostal nad hodnotu negativni kontroly (u vzorku HE15). Jedna se tedy o

zcela opacny trend oproti 24hodinovému intervalu kultivace.
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Graf 6: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie U937 pii pouZiti markeru CD206 a ozdrenim gama zdi'enim
2 Gy. Udaje predstavuji pritmérnou hodnotu * smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 =
vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o koncentraci
1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF =
imunofluorescence, OZ = ozdrené vzorky.

Pfi porovnani ozafenych a neozarenych bunék je patrné, Ze rozdily mezi jednotlivymi
¢asovymi useky kultivace jsou podobné. Nejvyssi hodnoty byly naméfeny u 24hodinového
ale neplati u ozatrenych vzorki HE0,15 a HE1,5, kde hodnoty po 72hodinach kultivace jsou
témér stejné jako hodnoty po kultivaci 48 hodin. Naméfené hodnoty MFI u ozarenych
bunék byly vidy vy$si neZ u bunék neozarenych. Jedinou vyjimku tvori opét vzorky

HEO,15 a HE1,5.
Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD86 v bunécné linii U937

Marker CD86 je glykoprotein patiici mezi imunoglobuliny. CD86 je velmi podobny s CD80
a stejné jako CD80 zvysuje produkci IL-2 (Axelsson et al. 2020).

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze 24hodinovy interval kultivace u vSech vzorki
nejvyssi. U vSech vzorkt je také vidét, Ze namérené hodnoty po kultivaci 72 hodin se nijak
vyznamné neli$i od hodnot namérenych po kultivaci 48 hodin. Vyjimku opét tvori
pozitivni kontrola, kde rozdil mezi témito kultivacemi trochu patrny je. U 24hodiného
intervalu kultivace bylo pozorovano sniZzeni MFI u vzorkli ovlivnénych rdznymi
koncentracemi HE proti negativni kontrole. Tento posun se navic jevi jako konstantni u
vSech tii koncentraci. Stejny trend lze pozorovat u vzorki po kultivaci 72 hodin, kde se ale

vzorek s nejvyssi koncentraci HE vice pribliZil hodnoté negativni kontroly. Tento trend je
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zesilen u 48hodinového intervalu kultivace, pti které uz dokonce primérna hodnota HE15

prevysuje primérnou hodnotu negativni kontroly.
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Graf 7: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie U937 pii pouZiti markeru CD86. Udaje predstavuji
priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 = vzorek s
hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 1,5
mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF
= imunofluorescence.

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD86 v bunécné linii U937 po ozareni

2 Gy

Vv s

VkaZzdém vzorku dos$lo k naméreni vy3si hodnoty MFI u 48hodinového intervalu nez
u stejnych vzorkli p¥i méreni po kultivaci 24 hodin. U intervalu kultivace 72 hodin
dochazelo u negativni kontroly a u vzorku s koncentraci HE0,15 mg/ml k navyseni
hodnoty MFI proti krat§im kultivacim. Vzorky HE1,5, HE15 a PHA proti tomu mély nizsi
hodnotu MFI imunofluorescence neZz 24hodinové, respektive 48hodinové intervaly
kultivace. Pozitivni kontrola méla naméfené nejvyssi primérné hodnoty MFI u vSech tii
intervalli kultivace. Negativni kontrola méla stejné jako vSechny ovlivnéné vzorky HE
témér totoZnou primérnou hodnotu. Neda se tedy mluvit o néjakém vyrazném trendu
v posunu MFI. Stejna situace plati i u 48hodinového intervalu kultivace. Nepatrny posun
nastal u kultivace 72 hodin, pti kterém se primérné hodnoty IF u bunék ovlivnénych HE

nepatrné snizily.
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Graf 8: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie U937 p¥i pouZiti markeru CD86 a ozdrenim gama
zdrenim 2 Gy. Udaje predstavuji priimérnou hodnotu * smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni
kontrola, HEO,15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA
= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozdr'ené vzorky.

Pti porovnavani hodnot ozafenych a neozarenych stejnych vzorki je patrné, Ze ozarené
buriky ve vSech dobach kultivace vykazovaly vys$si hodnoty MFI. Zajimava situace nastala
uvzorki PHA, HE15 a HE1,5, kde u 72hodinového intervalu kultivace byly primérné
hodnoty IF totoZné. Nutné je ale fict, Ze zde byly velké smérodatné odchylky.

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD11b v bunéc¢né linii U937

Marker CD11b spole¢né s CD18 tvori heterodimerni komplexni protein CD11, ktery
se podili na adhezi granulocytli, fagocytéze a aktivaci neutrofild. Je rozhodujici pro
transendotelidlni migraci monocyti a neutrofili. Zaroven reguluje vychytavani ¢astic a

pouZiva se jako mikroglidlni marker pro tkdné nervového systému (BioLegend 2018).

V této linii 1ze pozorovat, Ze u kazdého vzorku (kromé pozitivni kontroly) je primérna
hodnota IF velmi podobna pro kultivaci 48 i 72 hodin. Hodnota pro kultivaci 24 hodin je
u kazdého vzorku (opét svyjimkou pozitivni kontroly) o néco vy3si nebo podobna.
Pozitivni kontrola po méreni pritokovym cytometrem dosahovala nejvyssich hodnot MFI
atyto se spribyvajicim c¢asem kultivace zvySovaly. Vtéto linii bylo zaznamenano
sniZeni hodnoty MFI u vSech tri ¢asi kultivace i vSech vzorki ovlivnénych HE v porovnani

s negativni kontrolou. Tento trend vsak byl nepatrny.
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Graf 9: Hodnota imunofluorescence u bunééné linie U937 p¥i pouZiti markeru CD11b. Udaje
predstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK = negativni kontrola, HE0,15 =
vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovézim extraktem o
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA =
phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence.

Vliv suplementace HE na zménu MFI znaku CD11b v bunéc¢né linii U937 po ozareni

2 Gy

Pfi porovnani vlivu doby kultivace na ozarené buiiky jsme zjistily, Ze u vzorku HEO,15 byla
nejvyssi hodnota namérena po 24 hodinach kultivace. U vSech ostatnich vzorkl byla

Vv s

nejvyssi hodnota zaznamenana po kultivaci 72 hodin. Pozitivni kontrola zde stejné jako

Vv s

u neozalenych bunék dosahovala jednozna¢né nejvyssich hodnot. 24hodinovy interval
kultivace nemél na buniky v podstaté Zadny efekt pii hodnoceni zmény MFI. Pri kultivaci
48 hodin bylo vidét sniZeni u HE ovlivnénych bunék, nicméné tento posun se s pribyvajici
koncentraci HE zvySoval, azZ nakonec prekonal i primérnou hodnotu u negativni kontroly.
U kultivace 72 hodin bylo toto sniZeni jednoznac¢né u vSech vzorkd ovlivnénych tfemi

riznymi koncentracemi HE proti hodnotam naméfenych u neovlivnénych bunék.
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Graf 10: Hodnota imunofluorescence u bunécné linie U937 pri pouZiti markeru CD11b a ozdrenim
gama zdienim 2 Gy. Udaje prredstavuji priimérnou hodnotu + smérodatnd odchylka. Zkratky: NK =
negativni kontrola, HE0,15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s
hovézim extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovézim extraktem o koncentraci 15
mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozdrené vzorky.

Pfi porovnani ozafenych a neozarenych bunék u této linie, je patrny efekt délky kultivace
bunék. Zatimco pfi kultivaci 24 hodin byly naméfeny vyS$si hodnoty pro ozarené bunky
pouze u vzorkd ovlivnénych HE, p#i kultivaci 48 a 72 hodin uZ byly vys$si hodnoty

naméreny u vSech ozarenych bunék proti buitkdm neozarenym.
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5 Diskuze

Juvenil je alkohol-éterovy extrakt z hovézi tkané vyvinuty jako ptirodni doplnék stravy,
ktery pozitivné piisobi na imunitni systém a mohl by pomoci v nadorové terapii. Bylo
zjisténo, Ze Juvenil plisobi predevsim na organové drovni a tim ovliviiuje cely organismus.
Juvenil ma pozitivni uc¢inek na mikrobiotu stfev (Kubelkova a Macela 2020), sniZuje
Zivotaschopnost lidské nadorové plicni bunééné linie (Duskova et al. 2019), zvySuje
imunitu u déti vystavenym znecisténému ovzdusi (Svozil et al. 2020) a nema zadné
vedlejsi 8kodlivé nebo toxické ti¢inky na organismus. U¢inek na mikrobiotu stfev by mohl
byt zakladnim mechanismem sekundarniho pozitivniho ovlivnéni imunitniho systému
Juvenilem. Podobného pozitivniho u¢inku dosahla i Nova et al. (2007), ktera zkoumala vliv
probiotik na lidsky organismus v rlznych fazich lidského Zivota. HE pravdépodobné
nepiisobi pfimo na jednotlivé funkéni systémy, jako je imunitni systém, neurohormonalni
systém nebo zazivaci systém, ale plisobi zprostredkované pres modulaci stfevnich
mikrobiot polysystémové. Juvenil obsahuje Siroké spektrum latek. Mezi nimi naptiklad
aminokyseliny, peptidy a oligopeptidy, vitaminy, mineraly, malé mnoZstvi fosfolipidli a
nukleotidy. VSechny tyto molekuly jsou sami o sobé prospésné pro lidsky organismus. Zda
se, Ze velmi dilezitou slozkou Juvenilu jsou nukleotidy, které ovliviiuji vyvoj, prokrveni,
tloustku stény stiev aopravu celého gastrointestinadlntho traktu (Uauy et al. 1994),
(Sima 2008) a jsou vyznamnou sloZkou matefského mléka (de Vrese a Schrezenmeir

2008).

Juvenil ma prokazatelné pozitivni vysledky na orgdnové urovni, a proto jsem se zaméril na
jeho vliv v ramci bunék prirozené i specifické imunity. PouZil jsem proto tfi lidské buné¢né

linie: Ramos (B-lymfocyty), Jurkat (T-lymfocyty) a U937 (makrofagy).

Bunéc¢na linie Ramos poslouZila pro nastaveni celého pokusu a vzhledem k nejednoznac¢né

metodice a k malému poctu vyuZitelnych dat nebyla do analyzy zahrnuta.

Z analyz vyplyva, Ze signifikantni ovlivnéni nebylo vidét, nicméné vysledky ukazuji, Ze
metodika fungovala dobfe, buiiky neumiraly a Juvenil ma na buiiky tcinek. Z vysledki byly

vidét urcité trendy.

U bunécné linie Jurkat dosahovaly vzorky nejvyssich hodnot pii kultivaci 48 hodin.
Vyjimku tvofi vzorky ozarené 2 Gy a méfené na zmeénu znaku CD69. U této jediné
podkategorie dochazelo se stoupajici dobou kultivace k poklesu hodnoty MFI. Nejvy3sSich

hodnot MFI zde dosahoval interval 24 hodin, nicméné jak je v grafech znazornéno, u této
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doby kultivace byly nejvyssi smérodatné odchylky. U nékolika dalSich vzorkd byly
naméfeny nejvyssi hodnoty v jiné dobé kultivace, nicméné vzdy to bylo pouze u
jednotlivych vzorkl ne v ramci celé kategorie a vzdy to bylo o zanedbatelny rozdil oproti
MFI pfi kultivaci 48 hodin. Z toho vyplyva, Ze pro expresi aktivacnich markert je u
bunécné linie Jurkat nejvhodnéjsi kultivace 48 hodin. Interval kultivace 24 hodin neni pro
buriky dostacujici. Pfi analyze dat vychazely u této doby kultivace jednoznac¢né nejvyssi
smérodatné odchylky. To by mohlo byt zplisobené nedostatecnym mnoZstvim bunék ve
vzorku. Pfi analyze na priitokovém cytometru jsem totiZ pozoroval nejmensi pocet bunék

pri této dobé kultivace. To ukazuje na to, Ze buiiky potiebuji delsi ¢as pro namnoZeni.

Pfi métfeni MFI znaku CD25 u této bunécné linie byl trend v posunu MFI jednoznacné
pozorovan pouze u vzorkl ovlivnénych HE, kultivovanych 48 hodin a ozatenych 2 Gy. U
této kategorie byly naméreny vyssi hodnoty MFI u HE vzorkl oproti negativni kontrole.
NavySeni oproti negativni kontrole nebylo nijak vyrazné, pouze u vzorku HELS5 je
pozorovana o néco vyssi exprese. To by mohlo ukazovat na to, Ze HE piisobi protektivné

pri koncentraci 1,5 mg/ml a za velmi specifickych podminek.

vy s

v této kategorii pti vSech dobach kultivace byly naméfeny niz$i hodnoty MFI u vzorkl
doplnénych o HE oproti negativni kontrole. To by mohlo ukazovat na to, Ze HE ma spise
inhibi¢ni U¢inek neZ stimulaéni. U ozarenych bunék je stejny trend vidét také, nicméné je
omezen pouze na interval kultivace 48 hodin. To by mohlo ukazovat na sniZenou aktivitu

bunék pti pouziti HE po kultivaci 48 hodin.

Pfi porovnani ozatenych a neozatrenych Jurkat vykazovaly ozafené bunky vyS$si hodnoty
MFI obou méfenych znakii neZ buiiky neozarené. Stejnych vysledk dosahl i Voos et
al. (2018), ktery porovnaval expresi CD25 u Jurkat bunék slymfocyty a zjistil, Ze IZ
zplsobuje zvyS$enou expresi CD25 u Jurkat bunék. Jedinou vyjimku tvori 48hodinovy
interval kultivace u znaku CD69, u kterého vSechny ozarené vzorky dosahovaly nizsich
hodnot neZ jejich neozarené varianty. Tuto anomalii bych pripisoval velkym odchylkam
méreni. ZvySena exprese CD69 u ozarenych Jurkat bunék je v souladu s vysledky (Mori
2011). Ten testoval expresi markeru CD69 u Jurkat bunék po napadeni bakterii
Helicobacter pylori, ktera je zodpovédna za chronickou gastritidu a karcinom Zaludku.
V mém experimentu sice Zddné bakterie pouZity nebyly, ale stresovy faktor byl u bunék
reprezentovan gama zafenim 2 Gy a vobou pripadech doSlo ke zvySené expresi

povrchového markeru CD69.
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Co se bunécné linie U937 tyka, tak zhlediska casové kultivace se nedd mluvit o
jednoznac¢né dobé kultivace, pti které by byly naméreny nejvyssi hodnoty MFI. VZzdy zalezi
na sledovaném znaku. Pfi méreni znaku CD206 byly naméreny nejvy$si hodnoty MFI
u 24hodinového intervalu kultivace, kde ale byly opét vysoké smeérodatné odchylky.
Uznaku CD86 byly vysledky ohledné c¢asového intervalu znacné nejednoznacné.
Jednozna¢né byly pouze hodnoty pro 24hodinovy interval kultivace, kde oproti
neozarenych bunék naméreny o néco vyssi hodnoty MFI u 24hodinového intervalu nez u
zbylych dvou intervald kultivace, nicméné u jejich ozarené varianty uZ byly nejvyssi
hodnoty naméteny po kultivaci 72 hodin (vyjimku tvori vzorek HEO,15, ktery po ozareni
vykazoval nejvys$si hodnoty u kultivace 24 hodin).

Posun v hodnotach MFI znaku CD206 u vzorkd s HE oproti negativni kontrole nebyl
jednoznacény ani u ozarenych ani u neozarenych bunék. Prekvapujici je, Ze u tohoto znaku
nefungovala pozitivni kontrola, jelikoZ u ni byly naméfeny niz$i hodnoty MFI neZ u

ostatnich vzorki. Vypada to tedy tak, Ze aktiva¢ni znak neni po pouZiti PHA exprimovan.

Pti méreni MFI znakd CD86 a CD11b byla vidét jista symetrie v posunu hodnot MFI. Tento
trend v posunu v3ak byl rozdilny u ozarenych a u neozarenych bunék. Zatimco u
neozarenych bunék doslo ke sniZeni hodnoty MFI u vSech ¢asovych intervall (jedinou
vyjimku tvori vzorek HE15, kde hodnota MFI znaku CD86 u 48hodinového intervalu
prekracuje hodnotu negativni kontroly), u ozarenych bunék byly naméreny niZ${ hodnoty
MFI pouze u 72hodinového intervalu, zbylé dva intervaly zlistaly oproti negativni kontrole

v podstaté beze zmény. Zde by se dalo hovotit o inhibi¢nim efektu pouziti HE.

Pfi porovnani ozarenych a neozarenych bunék v této bunécéné linii vykazovaly ozarené
buriky obecné vyssi hodnoty MFI oproti neozdfenym variantdm ve vSech ¢asovych
intervalech. Zajimava situace ale nastala u znaku CD86, kde po kultivaci 72 hodin u vzorkt
PMA, HE15 a HE1,5 byly naméreny identické hodnoty jak pro ozarené, tak pro neozarené
buriky. Zajimavosti je také porovnani ozarenych a neozarenych bunék u znaku CD11b. zde
pfi kultivaci 24 hodin byly naméfeny vyssi hodnoty MFI pouze u vzorkl ovlivnénych HE,
nicméné u obou kontrol tyto rozdily byly malé. Trend vyS$Sich hodnot MFI u ozarenych

bunék, neZ u bunék neozarenych zlistal u zbylych dvou kultivaci zachovan.
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Zaver

Cilem mé diplomové prace bylo vyhodnotit zmény v expresi vybranych aktiva¢nich znaki
po 24, 48 a 72 hodinach kultivace u ti lidskych bunécnych liniich (Ramos, Jurkat, U937).
K bunkam byl pridan hovézi extrakt ve trech koncentracich (15 mg/ml; 1,5 mg/ml
a 0,15 mg/ml), kdy ani jedna z nich nevedla k prokazatelnému zvy3seni aktivace bunék, ale
ani nedoslo k negativnimu ovlivnéni. Buiiky byly téZ po pridani tohoto extraktu vystaveny
ionizujicimu zareni pro zjiSténi jeho moZného radioprotektivniho té¢inku, ale ani ten nebyl

prokazan.

Zvysledki je tedy patrné, Ze ptidani hovéziho extraktu k bunikkdm nemélo vliv na jejich
aktivaci ani viabilitu. A ackoliv mezi jednotlivymi skupinami nebyl zaznamenan

signifikantni rozdil, tak z jednotlivych trendti 1ze Fict, Ze pridani extraktu vedlo:

- ubunécéné linie Jurkat:
o priméreniznaku CD25 k:
= zvySeni MFI u ozafenych bunék a kultivovanych 48 hodin.
o priméreniznaku CD69 k:
» sniZeni MFI u neozarenych bunék.
» sniZeni MFI u ozatenych bunék a kultivovanych 48 hodin.
- ubunécéné linie U937:
o priméreniznaku CD86 k:
» sniZeni MFI u neozarenych bunék.
» sniZeni MFI u ozatenych bunék a kultivovanych 72 hodin.
o priméreniznaku CD11b k:
» sniZeni MFI u neozarenych bunék.

» sniZeni MFI u ozatenych bunék a kultivovanych 72 hodin.
Z diivodu vysoké variability dat nebyla bunéc¢na linie Ramos do analyz zahrnuta.

V ramci dalSiho vyzkumu pisobeni pripravkli na bazi hovéziho extraktu by bylo vhodné
doplnit dosavadni vysledky o souhrnné experimenty in vivo, jelikoZ se ukazuje, Ze pro
prokazani jejich pozitivnich Gc¢inkli na organismus je potfeba komplexnich metabolickych

drah a souhru bunéénych systémit jednotlivych funk¢nich celkd organismu.
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