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Anotace 

D i p l o m o v á práce je z a m ě ř e n a na zhodnocení v l i v u 3 různých koncentrací Juvenilu na 3 
l idské buněčné l inie (T lymfocyty, B lymfocyty, makrofágy) . V rámci dané p r o b l e m a t i k y jde 
konkrétně o analýzu z m ě n exprese specifických b u n ě č n ý c h aktivačních znaků na p o v r c h u 
b u n ě k po přidání přípravku Juvenilu do kultivačního média a dále zhodnocení následného 
v l i v u ionizujícího záření na b u n ě č n é kultury . Pro vlastní analýzy bude využit průtokový 
cytometr a bude v y h o d n o c o v á n a z m ě n a intenzity fluorescence jednotl ivých aktivačních 
znaků, které jsou v rámci práce sledovány. 

Klíčová slova: Juvenil , aktivační znaky, RAMOS, JURKAT, U 9 3 7 , 



Annotation 

The d i p l o m a thesis is focused on the evaluation of the effect of 3 different concentrations 
of Juvenil o n 3 h u m a n cell l ines (T lymphocytes , B lymphocytes , macrophages). We 
analyzed the changes i n expression of specific cell activating markers on the cell surface 
after the addit ion of Juvenil to the culture m e d i u m and the evaluation of the subsequent 
effect of i o n i z i n g radiat ion on the cell culture are concerned. A f low cytometer w i l l be used 
for analysis and the change i n the fluorescence intensity of i n d i v i d u a l activation markers , 
w h i c h are m o n i t o r e d i n the w o r k , w i l l be evaluated. 

K e y w o r d s : Juvenil , activating markers , RAMOS, JURKAT, U937 



Seznam použitých zkratek 

2 n diploidní 

A B C B 1 gen 1 p o d r o d i n y B, která váže A T P (ATP B i n d i n g Cassette Subfamily B 
member 1) 

ABCG2 = B C R P p r o t e i n odolný p r o t i rakovině p r s u (Breast Cancer Resistant Protein) 

A N O V A analýza r o z p t y l u (Analysis of Variance) 

Apaf-1 apoptická protéza aktivující faktor 1 (Apoptotic protease activating factor-

1) 

A P C b u ň k y prezentující antigen (Antigen-Presenting Cell) - v teoretické části 
práci 

A P C al lofykocyanin (Al lophycocyanin) - v metodice 

APC/C anafázi podporující k o m p l e x nebo c y k l o z o m (Anaphase-Promoting 
Complex/Cyclosome) 

A p e l apurinický/apyrimidinický endonukleázový/redoxní efektorový faktor 1 
( A p u r i n i c / a p y r i m i d i n i c endonuclease/redox effector factor 1) 

A T P adenosintrifosfát (Adenosine Triphosphate) 

Bax X p r o t e i n asociující syntézu Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein) 

B B B hematoencefal ické bariéry ( B l o o d - B r a i n - B a r r i e r ) 

Bcl-2 B-buněčný lymfom-2 (B-cell l y m p h o m a 2) 

BCR B r e a k p o i n t Cluster Region prote in 

CAD D N á z a aktivovaná kaspázou (Caspase-Activated DNase) 

CD shlukové diferenciační znaky (Cluster of Differentiation) 

CD-K cykl in-dependetní kináza (Cyclin-Dependent Kinase) 

CNS centrální nervová soustava 

CT počítačová tomografie (Computed Tomography) 



DISC signální k o m p l e x indukující b u n ě č n o u s m r t (=Death - Inducing Signaling 
Complex) 

DMSO dimethylsul foxid (dimethyl sulphoxide) 

D N A deoxyribonukleová kysel ina (Deoxyribonucleic Acid) 

DSB dvouvláknové z l o m y (Double-Strand Breaks) 

EE enteroendokrinní 

ER endoplazmatické r e t i k u l u m 

E r k extracelulárně regulovaná kináza (Extracellular regulated kinase) 

ETC elektronový transportní řetězec (Electron T r a n s p o r t Chain) 

FACS fluorescencí aktivované třídění b u n ě k (Fluorescence-Activated Cell 
Sorting) 

FADD p r o t e i n d o m é n y buněčné s m r t i asociovaný na FAS (FAS-Associated Death 
D o m a i n protein) 

FBS fetální bovinní sérum (Fetal Bovine Serum) 

FITC f luorescein-5-isothiokyanát (fluorescein-5-isothiocyanate) 

FHP f i r m a Forever Healthy Products 

FRP f i r m a Forever Rich Phi l ippines 

FSC přední r o z p t y l ( F o r w a r d Scatter) 

GPxs glutathionperoxidázy (Glutathione Peroxidases) 

H 1 2 9 9 l idská plicní karcinogenní b u n ě č n á l inie (human non-smal l cell l u n g 
carc inoma cell l ine) 

HE hovězí extrakt 

HE0,15 v z o r e k s h o v ě z í m extraktem o koncentraci 0,15 m g / m l 

HE 1,5 v z o r e k s h o v ě z í m extraktem o koncentraci 1,5 m g / m l 

HE 15 v z o r e k s h o v ě z í m extraktem o koncentraci 15 m g / m l 



H M G 2 vysoce mobilní s k u p i n a proteinů B2 ( H i g h - M o b i l i t y Group p r o t e i n B2) 

H P A osa hypotalamus-hypofýza-nadledviny (Hypothalamic-Pitui tary-Adrenal 
axis) 

H R h o m o l o g n í rekombinace (Homologous Recombination) 

IC50 5 0 % inhibiční koncentrace buněčného růstu (half m a x i m a l Inhibitory 
Concentration) 

IF imunofluorescence 

IFN-a interferon a 

IFN-y interferon y 

IL inter leukin 

I L 2 R a i n t e r l e u k i n 2 (IL2) receptor alpha 

IL2RP i n t e r l e u k i n 2 (IL2) receptor beta 

IL2Ry i n t e r l e u k i n 2 (IL2) receptor gamma 

INPP5D inositolpolyfosfát-5-fosfatáza D (Inositol Polyphosphate-5-phosphatase D) 

IZ ionizující záření 

LPS l ipopolysacharid 

L t d . zahraniční společnost s ručením o m e z e n ý m (Limited , event. L i m i t e d by 
Shares) 

MFI m e d i á n intenzity imunofluorescence 

M P T p ř e c h o d o v ý pór mitochondriální permeabi l i ty ( M i t o c h o n d r i a l Permeabi l i ty 
T r a n s i t i o n pore) 

m R N A mediátorová R N A 

N A D P H n i k o t i n a m i d a d e n i n d i n u k l e o t i d fosfát (Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
Phosphate) 

NHEJ dvoj ím n e h o m o l o g n í m spojováním konců (Non-Homologous E n d Joining) 

N H L F normální l idské pl ieni f ibroblasty ( N o r m a l H u m a n L u n g Fibroblasts) 



N K b u ň k a „přirozený zabiják" (Natural K i l l e r cell) - teoretická část práce 

N K negativní k o n t r o l a - metodika 

OZ ozáření/é 

PBS fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (Phosphate-Buffered Saline) 

PCR p o l y m e r á z o v á řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction) 

PE f y k o e r y t h r i n (phycoerythrin) 

P H A phytohaemagglutinin 

PI p r o p i d i u m Jodid ( P r o p i d i u m Iodide) 

PI3K fosfatidylinositol 3 kináza (Phosphatidyl inositol 3 Kinase) 

P M A forbol 12-myristát 13-acetát (phorbol 12-myristate 13-acetate) 

PP Peyerovy pláty (Peyer's Patch) 

Prx p e r o x i r e d o x i n y (Peroxiredoxins) 

P T E N h o m o l o g n í gen pro fosfatázu a tenzin (Phosphatase and T e n s i n homolog) 

R N A r ibonukleová kysel ina (Ribonucleic Acid) 

RNS reaktivní formy dusíku (Reactive Nitrogen Species) 

ROS reaktivní formy kyslíku (Reactive Oxygen Species) 

R P 1 0 5 Radioprotektivní p r o t e i n o v e l i k o s t i 105 k D a (Radioprotective 105kDa 
Protein) 

r p m otáčky za m i n u t u (revolutions per minute) 

RPMI institut R o s w e l t P a r k M e m o r i a l (Roswell Park M e m o r i a l Institute) 

r R N A ribozomální R N A 

RTG rentgenové záření (Radioisotope T h e r m a l Generators) 

R T N 1 1 2 Lyast in 

R T N 1 2 1 Silexil 



R T N 3 3 Retis in 

SAC spindle assembly checkpoint 

s i R N A malá interferující r ibonukleová kysel ina (small interfering R N A ] 

SOD superoxiddismutáza (Superoxide Dismutase) 

SPOFA Spojené farmaceutické závody 

SSB jednovláknové z lomy (Single-Strand Breaks] 

SSC boční rozptyl (Side Scatter) 

T L R 4 Tol l - l ike receptor 4 

T N F - a nádor nekrotizující faktor a ( T u m o r Necrosis Factor alpha) 

T N F R 1 receptor nádorového nekrotického faktoru 1 ( T u m o r Necrosis Factor 
Receptor 1) 

T P A 12- O-tetradekanoylforbol-13 - acetát (12- O-Tetradecanoylphorbol-13 -
acetate) 

T R A I L Ugand indukující apoptózu související s faktorem nádorové nekrózy oc 
(Tumor necrosis factor-a-related Apoptosis-Inducing Ligand) 

t R N A transferová R N A 

UV ultrafialové záření (Ultraviolet) 

VS viditelné světlo 

V Š C H T Vysoká škola chemicko-technologická v Praze 

W r radiační váhový faktor (radiation Weight ing factor) 
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Úvod 

V dnešní době plné spěchu, stresu a rychlého občerstvení se snadno rozšiřují choroby 
související s n e z d r a v ý m životním stylem. Proto je k l a d e n velký důraz nejen na léčbu, ale 
také na prevenci . M n o h o lidí ale nechce svůj styl života radikálně měnit, a proto se č ím dál 
více lidí začíná spoléhat na volně prodejné doplňky stravy. Obor, který se zabývá 
zaváděním volně prodejných doplňků stravy ovlivňujících imunitní systém do klinické 
praxe, se nazývá imunomodulace . Imunomodulace zahrnuje dva základní postupy: antigén 
nespecifické postupy a antigén specifické postupy. Doplňky stravy jsou nejčastěji užívány 
pro p o d p o r u imunity , tzv. imunost imulaci , která patří do antigén nespecif ických postupů a 
je v e l m i z k o u m á n a v souvislosti s o p a k o v a n ý m i infekcemi dýchacích cest, alergickými a 
onkologickými nemocemi . Existuje několik volně prodejných imunomodulátorů: 
bakteriální imunomodulátory (př.: GS Imunostim), beta-glukany (př.: Imunoglukan, 
Imunaktiv, Imunit) , Echinacea sp. (př.: GS Echinacea aktiv, W a l m a r k Echinacea), atd., které 
s a m i o sobě reagují se s ložkami nespecifické imunity , takže jejich užívání simuluje 
napadení organismu infekcí. Dále existují látky, které jsou založeny na bázi cizorodých 
organismů a vstupují tak do v z á j e m n ý c h v z t a h ů se střevním imunitním s y s t é m e m . Jsou to 
například p r o b i o t i k a (př.: P r o b i a n , Salutil , Synbio), nukleot idy (př.: Preventan, Juwík, 
Juwitamin) , aminokysel iny (př.: Cubitan, Cubison) a Omega-3/omega-6 nenasycené 
mastné kysel iny (př.: Herna-rybí tuk, Marin-Q) (Végh a V é g h 2008) . 

M n o h o doplňků stravy je extrahováno z r o s t l i n nebo z živočichů. V mé diplomové práci 
jsem se zaměřil na alkohol-éterový extrakt z hovězí tkáně, která je používána v t á k o v ý c h 
doplňcích stravy jako je Retisin , Juvenil/Imuregen, Actovegin a Solcoseryl . Tento extrakt, 
poprvé připravený ve 20. století v Československu, n e m á prokázané žádné vedlejší 
škodlivé účinky na organismus (Kubelková et al. 2021) . Alkohol-éterový extrakt je 
základem pro dva základní analogické produkty: Juvenil a Imuregen, které s i liší jen 
v drobnostech. Jedná se o unikátní doplněk stravy, který m á pozitivní účinek na b u n ě č n o u 
i m u n i t u a energii , regeneraci tkání, hojení ran, opravu endokrinních žláz, střevní integritu , 
posílení pamět i a m á protinádorové účinky (Kubelková a Macela 2019) . 

Široce testován b y l tento extrakt především ve spojitosti s t v o r b o u nádorů, jelikož se jedná 
o civilizační chorobu a lidé stále hledají nové přístupy léčby a prevence. V současné době 
existují dva přístupy protinádorové léčby: lokální (chirurgie, rádioterapie) a systémová 
(chemoterapie, imunoterapie , h o r m o n á l n í léčba a biologická terapie). Imunoterapie 
využívá pro léčbu cytokiny (např.: I F N - a a IL-2), které jsou p r o d u k o v a n é imunitními 
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b u ň k a m i v případě stimulace stresovým faktorem (např.: infekce). Není jisté, jaký byl 
mechanismus účinku tohoto extraktu, n icméně je zaj ímavé, že b y l p o d á v á n injekčné bez 
indukce zánětlivé odpovědi . Z n á m é je, že samotné složky Juvenilu m o h o u být 
farmakologicky a fyziologicky aktivní. Působí na životaschopnost nádorové buněčné l inie , 
m á cytostatický/cytotoxický účinek na buňky, ovlivňuje v i a b i l i t u ozářených nádorových 
b u n ě k a n e m á v l i v na ne nádorové buněčné l inie (Duškova et al. 2019) . 
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1 Literární rešerše 

1.1 Základní informace o buňce 

Buňka je nejmenší morfologickou a funkční jednotkou organismu, která je schopná 
v y k o n á v a t v š e c h n y základní životní funkce. Dle buněčné teorie, všechny životní děje 
probíhají v buňce nebo jsou uskutečňovány v z á j e m n ý m i vztahy m e z i buňkami . Jeden z 
definujících znaků eukaryotické b u ň k y je př í tomnost jádra. Funkcí jádra je m i m o uchování 
a ochrany genetické informace také replikace DNA, regulace b u n ě č n é h o metabol ismu 
syntézou různých e n z y m ů a syntéza R N A a r ibozomů (Al larakha 2021) . Uvnitř jádra se 
nachází jadérko, jehož funkcí je syntéza r ibozomální RNA, která se podílí na v z n i k u 
r ibozomů v c y t o p l a z m ě (Hacock a Boulikas 1982). Od m e c h a n i s m ů buněčné syntézy 
proteinů, která se nachází v cytoplasmě, je D N A oddělena jadernou m e m b r á n o u . Jaderná 
m e m b r á n a chrání genetickou informaci a všechny molekuly , které se podílejí na 
zpracování a ochraně těchto informací , před patogeny, e n z y m y a potenciálně škodlivými 
p r o d u k t y metabol ismu tuků a bílkovin. Tato m e m b r á n a se skládá ze dvou fosfolipidových 
dvojvrstev (O'Connor a A d a m s 2010) . 

V buňce m ů ž e m e najít ještě další organely, které jsou ohraničené m e m b r á n o u . M e m b r á n a 
organelám slouží především k pří jmu s u r o v i n a vylučování metabolitů a vedlejších 
produktů. M e z i takové organely m ů ž e m e zařadit endoplazmatické r e t i k u l u m (ER). ER 
plynule přechází z jaderné membrány. Rozl išujeme drsné E R a hladké ER podle 
přítomnosti drobných organel zvaných r i b o z o m y sloužících k syntéze proteinů. Funkcí 
h ladkého endoplazmatického ret ikula je odstraňování toxických látek a uvolňování 
v á p e n a t ý c h iontů. Drsné endoplazmatické r e t i k u l u m m á na s v é m p o v r c h u přisedlé 
r i b o z o m y a specializuje se na syntézu bí lkovin a většiny složek b u n ě č n é m e m b r á n y i látek 
určených p r o export z buňky. Tyto látky při j ímá organela zvaná Golgiho aparát, který na 
ER navazuje (NHGRI 2022a) . 

Golgiho aparát je m e m b r á n o u v á z a n á organela, která je tvořena řadou naskládaných 
v á č k ů . Je zodpovědný za transport , modi f ikaci a balení proteinů a l ipidů do v e z i k u l 
v á z a n ý c h na m e m b r á n u , které se pak translokují do buněčné membrány. N a m e m b r á n ě se 
obsah v e z i k u l y stane součástí buněčné m e m b r á n y , nebo se uvolní v e n (Rogers 2021) . 

Vnitrobuněčné trávení b u ň k y probíhá v lyzozomech, což jsou malé nepravidelné organely. 
Po trávení uvolňují l y z o z o m y živiny a odbourávaj í nežádoucí m o l e k u l y pro recyklaci nebo 
vyloučení (NHGRI 2022b) . Dalšími organelami jsou peroxizomy. P e r o x i z o m y jsou malé 
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váčky, které jsou ohraničené m e m b r á n o u a jsou důležité p r o odbourávání nebezpečného 
p e r o x i d u vodíku (Cooper 2000) . 

Dalšími v e l m i důležitými organelami v buňce jsou mitochondrie . Mitochondrie jsou dle 
teorie endosymbiózy drobné s e m i a u t o n o m n í organismy v buňce, které jsou oddělené o d 
cytoplazmy d v ě m a m e m b r á n a m i . Obsahují vlastní genetický materiál a další složky, které 
jsou nezbytné p r o fungování a repl ikaci mitochondri í jako nezávislých organel. 
Mitochondrie tedy obsahují svojí unikátní DNA, r R N A , t R N A a m R N A , r i b o z o m y , R N A a 
D N A polymerázy a další složky zajišťující proteosyntézu (Rabinowitz a Swift 1970). 
Mitochondrie fungují jako generátory chemické energie pro buňku. Energi i získávají z 
oxidace přijatých živin a o n samy produkuj í energii adenosintrifosfátu (ATP) , což je 
základní palivo p r o většinu b u n ě č n ý c h aktivit . Celý tento proces se nazývá buněčné 
dýchání a je p o d o b n ý dýchání l idskému, protože i při b u n ě č n é m dýchání je spotřebováván 
kyslík a u v o l ň o v á n o x i d uhličitý. Různé b u ň k y mají různý počet mitochondrií . Například 
svalové, jaterní nebo m o z k o v é b u ň k y obsahují vyšší počet mitochondrií , protože potřebují 
více energie (O'Connor a A d a m s 2010) . 

Veškeré organely jsou v buňce uloženy v cytoplazmě, která vyplňuje celý p r o s t o r buňky. 
Skládá se z vody, solí a různých organických molekul . Část cytoplazmy, která není 
obsažena v organelách, se nazývá cytosol . Cytoplazma je vysoce organizovaná díky 
proteinovým skeletům n a z ý v a n ý m cytoskelet, který poskytuje cytoplazmě a buňce její 
s t r u k t u r u (Britannica 2019) . 

1.2 Vliv ionizujícího záření (IZ) na buňky 

Záření se dělí na ionizující a neionizující. Většina záření v přírodě je neionizujícího typu 
(např.: U V záření ze Slunce nebo infračervené záření) (viz obrázek 1). Ionizující záření je 
v š a k m n o h e m agresivnější a škodlivější díky schopnosti i n d u k o v a t atomovou ionizaci 
a narušit chemické vazby m o l e k u l , což vede k biologickým z m ě n á m . IZ se vyskytuje 
v několika variantách. Nejprve to je rentgenové a gama záření, které ovlivňují organismus 
nepřímo, což z n a m e n á , že př ímo nenarušují atomovou s t r u k t u r u , ale když dojde k jejich 
absorpci , odevzdají svou energi i a ta naruší vazby m e z i látkami. M e z i těmito d r u h y záření 
není velký rozdíl . Jediný rozdíl je ve zdroj i . Rentgenové záření je v y r á b ě n o elektrickým 
zařízením, kdežto gama záření je v y z a ř o v á n o nestabilními nebo radioaktivními izotopy. 
D r u h o u var iantou IZ jsou rychle se pohybující vysokoenergetické částice h m o t y s nábojem 
nebo bez něj , které jsou schopny vytlačit atomové elektrony a u s n a d n i t řetězovou reakci 
vyvržení elektronů. Existuje několik typů ionizujícího záření (částice alfa, beta, rentgenové 
a gama záření) (Hall a Kereiakes 2001) . Částice alfa nebo beta m o h o u b ý t zastaveny 
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fyzickými bariérami, jako je l ist papíru, respektive hl iníková deska. Proto nejsou pro 
životní prostředí takovou h r o z b o u , jako je rentgenové a gama záření. V š e c h n y čtyři typy IZ 
jsou hojně využívány v terapeutické p r a x i (Reisz et al. 2014) . 

ELEKTROMAGNETICKÉ SPEKTRUM 

103 1 10"ä 1 0 s 10 7 10'' 1 0 " 1 0 " 

Obrázek 1: Schéma elektromagnetického spektra. Zkratky: IČ = infračervené; VS = viditelné světlo; 
UV= ultrafialovéí; RTG = rentgenové (VectorStock 2022 - upraveno). 

Mezinárodní m ě r n o u jednotkou p r o absorbované záření je Gray (Gy) a je def inovaná jako 
J/kg e x p o n o v a n é h o jedince. Měří se jako množství energie absorbované ve tkáních. 
Negativní důsledky expozice člověka IZ se posuzují podle zdroje záření, dávky záření, 
délky expozice a genetické a epigenetické s t r u k t u r y záření. Genetika a epigenetika m o h o u 
určit pravděpodobnost , že se u jedince vyvine tumor , nebo jak bude jedinec reagovat na 
následnou léčbu (Reisz et al. 2014) . Jelikož stejná dávka IZ m ů ž e v y v o l a t různé účinky, 
používá se ještě alternativní jednotka a to s ievert (Sv). Jedná se o ekvivalentní jednotku a 
vypočítá se jako absorbovaná dávka v Gy v y n á s o b e n á radiačním v á h o v ý m faktorem ( W r ) . 
U této veličiny záleží na z d r o j i záření. Obecně platí, že p r o rentgenové a gama záření jsou 
Gy a Sv zaměnitelné a 1 Gy rentgenového záření odpovídá 1 Sv. Průměrně jsou lidé 
vystaveni záření v p r ů m ě r u 3 m G v / r o k z přírodních zdrojů (Khong et al. 2013) . Vystavení 
dávce 4-5 Gy je p r o 50 % populace smrtelné (Hall a Kereiakes 2001) . 

Nízké dávce ionizujícího záření je člověk vystaven například při vyšetření rentgenovými 
paprsky, včetně CT, což je typ záření p o d o b n ý gama záření, ale s nižší energií. Naopak 
v y s o k ý m d á v k á m je člověk vystaven například při rádioterapii nebo při jaderné katastrofě. 
Gama záření používané ve v ý z k u m u a v terapiích je p ř e d e v š í m z umělých zdrojů jako je 
6 0 C o a 1 3 7 C s (Reisz et al. 2014) . CT vyšetření poskytuje lepší p o d r o b n o s t i o l idském těle než 
rentgen, ale pacient je vystaven vyšší dávce záření (cca 1 5 - 3 0 mGy o p r o t i 0 ,01-0 ,15 mGy) 
(Breimer 1988). Časté vystavení p a p r s k ů m z CT vyšetření je spojeno s p o š k o z e n í m DNA, 
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tkání a někdy i karcinogenezí ( M a et al. 2013) . Velké r i z i k o karcinogeneze je především 
u dětí, u kterých by se expozice měla omezovat (Reading 2012) . 

Nutno říct, že vystavení nízké dávce IZ může zvýšit i m u n i t u a adaptivní odpověď, která 
zlepšuje ochrannou reakci na následnou v y s o k o u dávku IZ, což je hlavní otázka pro 
v ý z k u m prevence a léčby r a k o v i n y (Pauwels a B o u r g u i g n o n 2011) . Nízké dávky IR změnily 
odezvu D N A reparačního fosforylovaného histonu H 2 A X a zvýšilo sekreci cytokinů 
v porovnání s b u ň k a m i neovl ivněnými IZ (Reisz et al. 2014) . 

1 .2.1 C h e m i c k é a biologické d ů s l e d k y expozice IZ 

K nejběžnějšímu biologickému důsledku expozice IZ se řadí poškození na úrovni DNA. 
Buněčné m a k r o m o l e k u l y m o h o u být ovlivněny p ř í m o u ionizací, nebo nepřímo -
reaktivi tou vysokoenerget ických látek vznikajících z radiolýzy v o d y (viz obrázek 2) 
( W a r d m a n a v o n Sonntag 1995) . 

Obrázek 2: Poškození DNA z důvodu expozice IZ se děje buď přímo nebo nepřímo prostřednictvím 
radiolýzy vody (Morgan a Sowa 2005 - upraveno). 

Při přímé interakci je foton z IZ absorbován m é d i e m , což v y b u d í elektrony, které tím 
získají energi i a začnou se pohybovat rychleji . Tyto rychlé elektrony poté př ímo rozbíjejí 
v lákno D N A (Hall a Kereiakes 2001) . Při nepřímé interakci IZ rychlé elektrony naráží na 
m o l e k u l y v o d y v buňce za v z n i k u hydroxylového radikálu ( O H ) , který způsobí přerušení 
v l á k n a DNA. V buňce dojde také k p r o l o m e n í vazeb S-H, O-H, N-H a C-H a k d v ě m a t y p ů m 
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stresu. Prvním t y p e m je oxidatívni stres, při kterém vznikají reaktivní f o r m y kyslíku 
(ROS), hydroxylový radikál ( O H ) a ionizovaná v o d a (H20+). Následně dojde k vytvoření 
sekundárních ROS jako je s u p e r p e r o x i d ( O 2 ) a p e r o x i d v o d í k u (H2O2). D r u h ý m t y p e m je 
reduktivní stres, k d y po p r o l o m e n í vazeb dochází k vytvoření vodíkového radikálu (H + ) 
a hydratovaných elektronů, což vede ke ztrátě síry v proteinových methionových a 
cysteinových zbytcích (Singh a Singh 1982) . Chemické kaskády, které následují , vytvářejí 
další molekuly , které poškozují buňku. Například dochází ke spojení O2- s endogenním 
o x i d e m d u s n a t ý m (NO) a vzniká peroxydusitanový aniont ( 0 N 0 0 ) (Darley-usmar et al. 
1992). Peroxidusitanová k y s e l i n a (ONOOH), která z tohoto aniontu m ů ž e vzniknout , spadá 
p o d škodlivé reaktivní formy dusíku (RNS), které společně s ROS jsou p r o b u ň k u zvláště 
škodlivé, jelikož m ě n í b u n ě č n o u signalizaci a řadu metabol ických d r a h (Reisz et al. 2014) 
(viz obrázek 3). 

Po i n d u k c i ROS v reakci na IZ dojde k endogenní propagaci v intracelulárních systémech 
produkujících ROS, například n i k o t i n a m i d a d e n i n d i n u k l e o t i d fosfát ( N A D P H ) a 
mitochondriální elektronový transportní řetězec (ETC) (Azzam et al. 2012) . D u et al. 
(2009) zj ist i l i , že expozice IZ v nádorových b u ň k á c h zvyšuje syntézu ROS a RNS závislých 
na mitochondriích. Tyto mitochondriálně-závislé reaktivní formy zvýšili radiosenzit iv i tu a 
přežití celých b u n ě k při nízké dávce IZ. Kergonou et al. (1981) ve svých pokusech zj ist i l i , 
že při celotělovém ozařování u p o t k a n ů docházelo k zvýšené aktivitě cytochrom c oxidázy 
a N A D P H - cytochrom c reduktázy, ke snížené antioxidační aktivitě a zvýšené peroxidaci 
l ipidů. Obdobně Y a m a m o r i et al. (2012) při ozáření b u n ě k A 5 4 9 zj ist i l i , že produkce 
mitochondriálních ROS v e d l a u těchto b u n ě k ke zvýšení m e m b r á n o v é h o potenciálu, 
podpoře dýchání a syntézy A T P . N A D P H oxidáza se m ů ž e aktivovat ceramid signalizací při 
expozic i IZ a k této aktivaci stačí 2,5 Gy IZ. Při této dávce IZ dochází k p r o d u k c i 
mitochondriálních ROS, které m o h o u blokovat i n h i b i t o r y mitochondriálního dýchání (Choi 
e t a l . 2007) . 

Dočasné šíření důsledků expozice IZ je zprostředkováno nitrosativním stresem. Tento 
pojem označuje řadu chemických reakcí, ve kterých je zapojen dusík. Například při 
expozic i IZ dochází k expresi syntázy o x i d u dusnatého iNOS, což vede ke zvýšení hladiny 
NO (významný p r e k u r z o r ONOO- a dalších RNS) in vitro a nitrovaných tyrosinových zbytků 
in vivo (Gorbunov et al. 2000) . 
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Obrázek 3: Komplexní chemická kaskáda ROS/RNS vzniklá přímo z IZaz odvozených systémů (Reisz 
et al. 2014 - upraveno). 

Při poškození b u ň k y IZ přestane b u ň k a proli ferovat , syntetizovat D N A , zpomaluje se 
mitóza (případně do ní vůbec nevstupuje), poškozují se její proteinové signální sítě, praská 
její m e m b r á n a , b u ň k a stárne a umírá. Výj imku tvoří v e l m i vzácné mutace v proteinkináze, 
které jsou extrémně citlivé na toto záření (Hunt et al. 2011) . 

Poškození D N A je nejčastěji ve formě zlomů (viz obrázek 4). V případě, že z l o m bude 
pouze na jednom vlákně, b u ň k a zahájí reparační mechanismy a vlákno opraví podle 
k o m p l e m e n t á r n í h o druhého v l á k n a ve šroubovici . P r o b l é m nastává, p o k u d se objeví z l o m y 
na obou vláknech D N A = DSB (double-strand breaks). V t o m případě se kus c h r o m a t i n u 
rozdělí na dva. Opětovné spojení d v o u DSB je pro b u ň k u fatální především ve chvíli, k d y se 
spojí tak, že v z n i k n o u dicentrické a acentrické fragmenty. P o k u d po spojení v z n i k n e jeden 
c h r o m o z o m skládající se ze d v o u c h r o m a t i d bez centromery, dojde k jeho ztrátě b ě h e m 
b u n ě č n é h o dělení, ale p o k u d v z n i k n e aberatní c h r o m o z o m se d v ě m a centromerami , dojde 
k přerušení mitózy. Tyto aberace představují hlavní mechanismus s m r t i buňky v l i v e m IZ. 
Karcinogeneze vyvolaná IZ je z p ů s o b o v á n a translokací onkogenu v k l idovém místě do 
aktivního c h r o m o z o m á l n í h o místa (Hall a Kereiakes 2001) . 
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RTG nebo gama paprsky 

dvouvláknový zlom DNA 

Obrázek 4: Typy zlomů na DNA po expozici rentgenovému nebo gama záření (Lumen 2022-
upravenoj. 

V případě, že b y l a b u ň k a vystavena IZ, dojde k poklesu antioxidantů s nízkou m o l e k u l o v o u 
hmotností . V reakci na tento pokles dojde k aktivaci b u n ě č n ý c h transkripčních faktorů a to 
vede ke zvýšené expresi detoxikačních m e c h a n i s m ů ROS ( M c D o n a l d et al. 2010) . 

Expozice IZ m á v l i v p ř e d e v š í m na nukleové kysel iny, l i p i d y a proteiny. M e z i negativní 
důsledky expozice IZ na D N A patří škodlivé změny bází a cukrů, t v o r b a křížových vazeb, 
jedno - nebo dvouvláknové z l o m y (SSB/DSB) a shlukování D N A ( T h o m p s o n 2012) . Pro 
nukleové kysel iny je nejškodlivější OH- z radiolýzy vody. U purinových nukleobází se OH 
aduje na C 4, C8 a vytváří aduktové radikály (nejčastěji 8-hydroxypuriny) . Pyrimidinové 
báze OH také aduje na C5 a C6 za přítomnosti kyslíku za v z n i k u pyrimidinových glykolů 
(Reisz et al. 2014) . Z l ipidů ovlivňuje expozice IZ nejvíce m e m b r á n o v é l ipidy . Více než 
přímé záření poškozují buňky p r o d u k t y radiolýzy v o d y (Benderitter et al. 2003) . Záření 
způsobuje peroxidaci l ipidů (především polynenasycených mastných kysel in) , což zvyšuje 
p e r m e a b i l i t u m e m b r á n a narušení iontových gradientů (Reisz et al. 2014) . 

1.2.2 Obrana b u ň k y p ř e d ROS 

V případě p ř í m é h o poškození IZ dojde okamžitě k aktivaci procesů opravy DNA. Tyto 
procesy zahrnují odstranění lézí na D N A , nebo genovou mutaci či c h r o m o z o m á l n í 
přestavbu. G e n o v á mutace nebo c h r o m o z o m á l n í přestavba je ale nežádoucí , jelikož zátěž 
z ozáření nezmizí , ale zůstane v b u ň k á c h a m ů ž e se dál šířit skrz potomstvo. Bylo zjištěno, 
že účinky IZ se m o h o u objevit dokonce i v buňkách , které nebyly p ř í m o ozářeny IZ, ale b y l y 
v určité vzdálenosti o d zasažených b u n ě k (viz obrázek 5) ( M o r g a n a Sowa 2005) . 
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Obrázek 5: Ozářená buňka (tmavě modrá barva) přenáší mutace na potomstvo, což může iniciovat 
karcinogenní proces u potomstva (schéma A], ale také komunikuje se soudními neozářenými buňkami 
(bledě modrá barva] prostřednictvím mezibuněčné komunikace (gap junction] a/nebo vylučováním 

rozpustných faktorů vyvolávající nedlenou apoptózu (černá barva] nebo mikronukleace (červená 
barva] v buňkách, které nebyly nikdy exponovány IZ (schéma B] (Morgan a Sowa 2005 - upraveno]. 

Obrana b u ň k y je založená na detoxikačních enzymech a schopnosti určitých molekul 
metabolizovat ROS. Superoxid ( O 2 ) je d i s m u t o v á n na H2O2 a O2 p o m o c í superoxiddismutáz 
(SOD). H2O2 je detoxikován prostřednictvím peroxiredoxinů (Prx) a glutathionperoxidáz 
(GPxs). Udržet h l a d i n u ROS na přijatelné hladině pomáhaj í také endogenní antioxidanty 
s nízkou m o l e k u l o v o u hmotnost í (např.: gluthation, askorbát, melatonin, kysel ina l ipoová, 
u b i chinon a v i tamín E). V š e c h n y tyto látky cílí na p r o d u k t y radiolýzy v o d y (Reisz et 
al. 2014) . 

1.3 Buněčný cyklus 

Buněčný cyklus je přirozený proces replikace D N A a dělení buňky. Jeho součástí je série 
k o o r d i n o v a n ý c h událostí , které tvoří o p a k o v a n ý cyklus (Collins et al. 1997) . P r i n c i p y 
dělení b u ň k y a k o n t r o l y b u n ě č n é h o dělení b y l y poprvé p o p s á n y v roce 1988 (Dunphy et 
al. 1988). 

Buněčný cyklus se skládá ze čtyř po sobě jdoucích fází (viz obrázek 6). Začátek b u n ě č n é h o 
c y k l u je v G i fázi (z anglického slova g r o w t h = růst) , k d y b u ň k a intenzivně roste, dotvořuje 
organely, tvoří R N A a proteiny, připravuje se zásoba nukleotidů a e n z y m ů pro repl ikaci 
D N A (Puck a Steffen 1963). Z této fáze může b u ň k a vstoupit do Go fáze (klidové fáze), která 
není ale povinná, a tudíž se nepočítá do buněčného c y k l u , ale stojí na jeho okraj i . D r u h o u 
fází je S-fáze (z anglického slova sythesis = syntéza) , k d y b u ň k a replikuje svou D N A a na 
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k o n c i této fáze je každý c h r o m o z o m duplicitní a b u ň k a je tedy tetraploidní. Třetí fází je G2 

fáze, při které dochází ke zdvojování organel a centrozomů, b u ň k a se připravuje na mitózu 
a roste. Vytváří se s t r u k t u r y potřebné pro mitotické dělení (mitotická vřeténka) . Při G i i G2 

fázi je b u ň k a citlivá na podněty z růstových signalizačních sítí. V š e c h n y tři zmíněné fáze se 
souborně nazývají interfáze. Poslední fází buněčného c y k l u je M fáze (z anglického slova 
mitosis = mitóza) , při kterém dojde k rozdělení mateřské b u ň k y na dvě b u ň k y dceřinné 
(viz obrázek 7). Nejprve dojde k rozdělení jádra (karyokinezi) a poté k rozdělení celé 
b u ň k y (cytokinezi) ( M u r r a y a H u n t 1993) . 

S 

Anafáze Metafáze 

Obrázek 6: Fáze buněčného cyklu (Urban 2014). 

Prvním stádiem mitotického dělení je profáze, k d y dochází k r o z p a d u jaderné m e m b r á n y , 
mizí jadérko a c h r o m a t i n se kondenzuje a díky t o m u je m o ž n é c h r o m o z o m y sledovat p o d 
světelným m i k r o s k o p e m . V této fázi z centrozomů vyrůstá dělící vřeténko, které se 
napojuje na centromeru c h r o m o z o m ů p o m o c í k inetochoru (Bmedic ONLINE 2022) . 

Následujícím stádiem je metafáze. C h r o m o z o m y se při ní řadí do ekvatoriální (středové) 
r o v i n y buňky, dělící vřeténka centrozomů jsou již napojena na centromery c h r o m o z o m ů 
a centromery se nacházejí na opačných pólech b u ň k y (Musilová 2009) . 
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Třetí fází mitózy je anafáze. Při anafázi dochází ke zkracování dělícího vřeténka a 
rozdělení c h r o m o z o m ů na dvě sesterské chromatidy. Jak se m i k r o t u b u l y dělícího vřeténka 
zkracují , dochází k tažení c h r o m a t i d k o p a č n ý m p ó l ů m buňky. Sesterské chromatidy mají 
shodnou genetickou informaci , takže i dceřiné buňky b u d o u geneticky shodné (Bmedic 
ONLINE 2022) . 

Poslední částí mitózy je telofáze. Při ní dochází k o p ě t o v n é m u v z n i k u jaderné m e m b r á n y 
(tentokrát d v o u m e m b r á n okolo oddělených c h r o m a t i d na opačných pólech b u ň k y ) , 
c h r o m o z o m y se despiralizují , vzniká jadérko a zaniká dělící vřeténko. Po k o n c i telefofáze 
dochází k rozdělení b u ň k y (cytokinezi) (Li 2016) . 

Interfáze Profáze Metafáze A n a f á z e Telofáze Cytokineze 

Obrázek 7: Přehled jednotlivých stádií M fáze včetně dějů probíhajících v buňce (Bmedic ONLINE 
2022). 

V ý s l e d k e m cytokineze jsou dvě buňky, které obsahují jádro se stejnou genetickou 
informací , nacházejí se v G i fázi a jsou diploidní (2n). Tento děj je ale rozdílný u 
živočišných a rostlinných buněk. Živočišná b u ň k a se dělí p o m o c í kontrakti lního prstence, 
který vzniká na okraj i buňky a šíří se s m ě r e m ke středu buňky. Základem kontrakti lního 
prstence jsou m i k r o f i l a m e n t a (Lajtha et al. 1954). Rostl inná b u ň k a se dělí p o m o c í 
fragmoplastu, který vzniká uprostřed a šíří se s m ě r e m k okrajům. Základem fragmoplastu 
jsou m i k r o t u b u l y ( H o w a r d a Pele 1986). 

Pro vstup do jednotl ivých fází buněčného c y k l u je zapotřebí spouštěčů a p r o vstup do fáze 
replikace D N A i do fáze mitózy to jsou p o d o b n é m o l e k u l y cykl in-dependetní kinázy 
(viz Regulace buněčného cyklu) (Hunt et al. 2011) . 

M n o h o b u n ě k v n a š e m těle je po d l o u h o u d o b u v k l idovém stádiu m i m o cyklus a teprve 
v pří tomnosti růstových faktorů z něj vystupují a vstupují do buněčného c y k l u (0 'Farrel l 
2011) . Vstup do kl idového stádia stejně jako v y s t o u p e n í z něj záleží na okolních faktorech. 
P o k u d m á b u ň k y v h o d n é p o d m í n k y pro život, vystoupí z kl idového stádia a pokračuje 
v růstu a dělení. P o k u d ale nastanou „horší" časy, přestane b u ň k a s růstem a dělením 
a vstoupí do Go fáze. Pro tento přechod jsou zapotřebí stovky různých genů v m n o h a 
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vzdálených drahách (Yanagida et al. 2011) . Vstup do Go fáze m ů ž e být i důsledkem 
mitogenní deprivace nebo velké hustoty b u n ě k (Zetterberg a Larsson 1985). 

Buňky m o h o u také nenávratně v y s t o u p i t z buněčného cyklu . To se děje v případě, že 
b u ň k y „ d o s t a n o u " nějakou specif ickou funkci . Tyto b u ň k y pak vstupují do terminálne 
di ferencovaných (např.: neurony, myocyty nebo epiteliální b u ň k y kůže a sl iznice) nebo 
senescentních stavů, případně m o h o u reverzibilně vstoupit do kl idového stavu (Go-fáze) 
(např.: gliové buňky, folikulární buňky štítné žlázy nebo hepatocyty) (Wil l iams a Stoeber 
2007) . 

Menší počet b u n ě k v l idském těle proli feruje a nachází se tak v b u n ě č n é m cyklu . Jsou to 
především k m e n o v é tranzitní b u ň k y samoobnovuj íc ích se tkání (př. epitel , kostní dřeň) 
(Wil l iams a Stoeber 2012) . 

1 .3.1 Regulace b u n ě č n é h o cyklu 

Důležitá je u b u n ě k existence „hlavního regulátoru", který se aktivuje při v e l m i konkrétní 
k o m b i n a c i nutričních nebo vývojových signálů a řídí regulaci b u n ě č n é h o cyklu 
(van W e r v e n a A m o n 2011) . B u n ě č n ý cyklus je řízen d v ě m a základními typy m e c h a n i s m ů . 
Za prvé to je kaskáda proteinových fosforylací, které zprostředkovávaj í přenos b u ň k y 
z jedné fáze do druhé. A za druhé to je soubor kontrolních bodů, které monitorují kritické 
události buněčného c y k l u , udržují správné pořadí událostí b u n ě č n é h o cyklu , a které 
m o h o u v případě potřeby b u n ě č n ý cyklus zpomal i t (Collins et al. 1997). 

Vysoce regulovaná r o d i n a kináz slouží jako první typ kontroly . Kinázy jsou aktivovány při 
navázání na d r u h o u podjednotku, která se exprimuje ve v h o d n é m období b u n ě č n é h o cyklu 
a nazývá se cykl in . Dojde tak k vytvoření aktivního k o m p l e x u periodické podjednotky 
c y k l i n s p a r t n e r s k o u cykl in-dependetní k inázou (CDK) a společně s procesy fosforylace a 
defosforylace zajišťují přechody m e z i fázemi b u n ě č n é h o c y k l u (Collins et al. 1997). Cykl in 
D-DK4, D-CDK6 a E-CDK2 řídí progresi G i fáze přes reštrikční bod, což je nenávratný bod, 
k d y b u ň k a musí dokončit svůj b u n ě č n ý cyklus (Wil l iams a Stoeber 2012) . Další důležitou 
cykl in-dependetní kinázou je A - C D K 2 , která iniciuje S fázi a c y k l i n B - C D K 1 , který reguluje 
progresi v G2 fázi a vstup do mitózy (Nigg 2001) . 

Zaj ímavé je, že p r o vstup do fáze replikace D N A i mitózy se j e d n á o p o d o b n é CDK, které 
jsou specifické p r o S a M-fázi. A b y b u ň k a v pří tomnosti první CDK správně věděla , že m á 
zahájit repl ikaci D N A a ne mitózu, je zapotřebí určitá aktivita CDK a substrátová 
specifičnost. Pro zahájení S-fáze je zapotřebí pouze malá aktivita CDK, kdežto p r o zahájení 
M-fáze je potřeba aktivita větší. Ještě důležitějším faktorem je substrátová specifičnost, na 
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které kinázy pracují. Pro spuštění S-fáze je zapotřebí prereplikační komplexy, které b u ň k a 
získá až na k o n c i G i fáze. Pro spuštění M-fáze je zase zapotřebí pár sesterských chromatid , 
což jsou struktury , které b u ň k a získá až na k o n c i G2 fáze (Uhlmann et al. 2011) . 

Pro regulaci b u n ě č n é h o c y k l u je k r o m ě kinázové aktivity důležitá také fosfatázová aktivita 
a v z á j e m n ý p o m ě r m e z i n i m i , který je důležitý pro přechod m e z i jednotl ivými fázemi 
b u n ě č n é h o c y k l u (Domingo-Sananes e t a l . 2011) . 

Důležitým senzorickým m e c h a n i s m e m v b u n ě č n é m c y k l u jsou kontrolní body, které 
fungují jako p o m y s l n é závory, které blokují přechod do další fáze b u n ě č n é h o c y k l u , d o k u d 
nebude d o k o n č e n a fáze předchozí (Hunt et al. 2011) . Kontrolní b o d y buněčného cyklu 
snímají chyby v kritických událostech, jako je replikace D N A a segregace c h r o m o z o m ů . 

V případě, že kontrolní b o d zachytí nedostatečně r e p l i k o v a n o u nebo poškozenou DNA, 
aktivuje se a pošle signál do efektorů, které m o h o u progresi b u n ě č n é h o cyklu po přijetí 
signálu z p o m a l i t nebo úplně zastavit, d o k u d není nebezpečí mutace odvráceno a 
poškození není opraveno (Bartek et al. 2004) . Po přejití kontrolního b o d u už není p r o 
b u ň k u m o ž n ý n á v r a t Efektory jsou proteiny, které inhibují akt iv i tu CDK a mají schopnost 
reverzibilně zastavit progresi buněčného cyklu (Wil l iams a Stoeber 2012) . 

V b u n ě č n ý c h cyklech existuje mezera m e z i k o n c e m mitózy a začátkem replikace DNA. 
V této mezeře (konkrétně na p ř e c h o d u m e z i G i fází a S fází) se nachází důležitý kontrolní 
bod , z něhož není návratu v b u n ě č n é m c y k l u (Hunt et al. 2011) . Při p o r o v n á v á n í 
regulátorů v této fázi mezi k v a s i n k a m i , r o s t l i n a m i a živočichy zj ist i l i Cross et al. (2011) , že 
jednotlivé regulátory buď musel i projít o b r o v s k o u sekvenční divergencí o d posledního 
společného předka, nebo se v y v i n u l i z j iného původu. Přesto si jsou tyto regulátory svou 
topologií a d y n a m i k o u p o d o b n é . 

Součásti kontrolního b o d u S-fáze jsou dobře z n á m é , avšak v z á j e m n á kooperace těchto 
součástí není stále stoprocentně pochopena. P o k u d k poškození D N A b ě h e m G i fáze, 
nastoupí na řadu opravné mechanismy DNA. Poškození D N A m ů ž e být b u ď v rámci 
dvouvláknových zlomů, které se opravují dvoj ím n e h o m o l o g n í m spojováním konců 
(=NHEJ), nebo v rámci ztráty sekvence DNA, které se opravuje homologní rekombinací ze 
sesterské chromatidy (=HR). Oba způsoby opravy vyžaduj í p r o d u k c i dojde dlouhých úseků 
jedno vláknové D N A (Langerak a Russell 2011) . 

Kontrolní b o d m e z i M-fází a Gi - fáz í , tedy m e z i k o n c e m a začátkem dělení, je v e l m i 
k o m p l i k o v a n ý a nazývá se SAC (spindle assembly checkpoint) . Strukturně to je s a m o t n ý 
kinetochor napojený na vřetenové m i k r o t u b u l y . Tento kontrolní b o d má, na rozdíl od 
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ostatních, malou nebo žádnou o p r a v n o u r o l i při z a z n a m e n á n í poškození . Jeho účelem je 
pouze regulace progrese buněčného cyklu . SAC obsahuje alespoň tři nebo čtyři 
proteinkinázy a fosfatázy a také regulační prote iny (např.: M a d 2 ) (Hunt et al. 2011) . SAC 
dále reguluje (inhibuje) k o m p l e x APC/C (anglicky anaphase-promoting 
complex/cyclosome), který m á proteolyt ickou funkci a mnoho podjednotek (Barford 
2011) . Pines a Hagan (2011) tvrdí, že centrozom v živočišných b u ň k á c h hraje ústřední r o l i 
při kontrole mitotického vstupu. 

V b u n ě č n é m c y k l u často dochází ke zpoždění G i , S a G2 fáze po ozáření IZ. Případně může 
dojít k ú p l n é m u zastavení b u n ě č n é h o cyklu . Zpoždění v G i fázi je regulováno p r o d u k t e m 
t u m o r supresorového genu p 5 3 . Ozáření způsobuje zvýšenou expresi tohoto genu a to 
indikuje p r o t e i n W A F 1/Cip 1, který inhibuje CDK. V S fázi je zpoždění pozorováno po 
relativně vysokých dávkách záření. Důsledek je jak radiosenzitivní, k d y dochází k i nhi bic i 
iniciace r e p l i k o n u DNA, tak radiorezistentní , při kterém zase dochází k prodlužování 
řetězce DNA. Zpoždění V G 2 fázi p r a v d ě p o d o b n ě zahrnuje m o d u l a c i aktivity c y k l i n u 
B l / p 3 4 , což jsou proteiny, které zprostředkovávají p r ů c h o d G2 fází a mitózou. V případě 
expozice IZ dojde ke snížení exprese c y k l i n u B l v závislosti na dávce IZ a t ím ke zpoždění 
G 2 fáze ( B e r n h a r d et al. 1995). 

1.3.2 B u n ě č n ý cyklus a tvorba tumoru 

Buněčný cyklus řídí b u n ě č n o u prol i feraci , p o k u d je b u n ě č n á proliferace neřízená, tak 
dochází k tvorbě nádoru. Zároveň je i snížená cit l ivost na signály b u n ě č n é h o cyklu , které 
b u ň k u na tuto skutečnost upozorňují . Základem pro aberatní b u n ě č n o u prol i feraci je 
deregulace buněčného cyklu , která charakterizuje b u n ě č n ý fenotyp. Dalš ím faktorem, 
který přispívá k tvorbě nádoru, je ztráta k o n t r o l y kontrolního b o d u b u n ě č n é h o cyklu , což 
podporuje genetickou nestabil itu. N a genetické úrovni se ukázalo , že k rozvoj i nádoru 
přispívají hyperaktivační mutace v růstových signalizačních sítích se z i s k e m funkce jiné 
b u ň k y (Wil l iams a Stoeber 2012) . Tyto mutace zapříčiňují t v o r b u o n k o g e n ů mutací 
z normálních protoonkogenů. P r o d u k t y normálních p r o t o o n k o g e n ů podporuj í buněčnou 
prol i feraci (Collins et al. 1997). Dalšími m o ž n ý m i genetickými činiteli, kteří m ů ž o u 
přispívat k rozvoj i nádorů, jsou mutace se ztrátou funkce v karcinogenezi . Jedná se o 
mutace v t u m o r supresorových genech (Wil l iams a Stoeber 2012) . Tyto mutace m o h o u 
hrát hlavní r o l i v dědičné náchylnosti k rozvoj i nádoru. A b y totiž ztrat i l i funkci , je nutná 
inaktivace obou kopií t u m o r supresorového genu. Heterozygotní jedinci tak m o h o u být 
fenotypově zdraví a z toho vyplývá, že tyto mutace m o h o u být neseny v genofondu řadu 
generací bez p ř í m ý c h škodlivých následků. Heterozygotní jedinci jsou však náchylnější k 

27 



n á d o r o v é m u bujení, jelikož k zabránění syntézy jakéhokol iv funkčního genového p r o d u k t u 
stačí pouze jedna mutace (Collins et al. 1997). 

Důležité je určit, lokal izovat a zj istit funkci genů, které hrají r o l i v n á d o r o v é m bujení 
a s těmi dále pracovat. Například ztráta funkce p r o d u k t u pRb nádorového supresorového 
genu by vedla k uvolnění transkripčních aktivátorů E 2 F bez nutnosti fosforylace a t ím by 
se obešla negativní regulace kontrolující vstup do cyklu . P o d o b n ý následek by měla i ztráta 
funkce p r o d u k t u p l ó , při které by došlo k uvolnění E 2 F a zvýšení fosforylace pRb. Zároveň 
inaktivace pRb b ě h e m e m b r y o g e n é z e podporuje nepřiměřenou akt ivi tu buněčného c y k l u 
(Harbour a Dean 2000) . P r o d u k t nádorového supresorového genu p53 zase m ů ž e zastavit 
progresi buněčného cyklu v několika bodech, p o k u d dojde k jeho aktivaci kontrolními 
body, a to m á důsledky na rozvoj nádoru. Gen p53 slouží jako transkripční aktivátor a jeho 
zbytky, které jsou často m u t o v a n ý v nádorových buňkách , jsou důležité pro v a z b u p 5 3 -
DNA. (Collins et al. 1997). 

Pro t v o r b u nádorů v organismu je typické nevyvážení buněčné proliferace a b u n ě č n é s m r t i 
(viz kapitola A p o p t ó z a ) . 

1.4 Apoptóza 

B u n ě č n á s m r t nebol i apoptóza je důležitý přirozený proces, který p o m á h á regulovat počet 
buněk. Ke s m r t i b u ň k y dochází , p o k u d jsou buňky poškozené , staré nebo infikované a 
může tak dojít k poškození celého organismu (Lee a Overholtzer 2019). Jedná se o 
přirozenou programovatelnou b u n ě č n o u smrt, která společně s proliferací vede k 
normálnímu, z d r a v é m u vývoji b u n ě k (Danial a K o r s m e y e r 2004) . R o v n o v á h a mezi 
b u n ě č n o u proliferací a a p o p t ó z o u je důležitý faktor zdravé buňky. Odhaduje se, že p r o 
udržení homeostáze v l idském těle se musí každý den vytvořit 10 m i l i a r d buněk, aby se 
čísla v y r o v n a l a (Renehan et al. 2001) . Při nemoci nebo stárnutí je nutné toto číslo zvýšit 
v z h l e d e m k větš ímu počtu umírajících buněk. N a r u š e n í m této rovnováhy dojde nejen k 
neoplast ickému vývoji (Tretiakova et al. 2 0 0 8 ) , ale také se m ů ž e zvýšit rezistence vůči 
tradičnímu a b ě ž n é m u způsobu léčby jako je ozařování a p o d á v á n í cytotoxických 
antineoplastických léků (Green a Reed 1998). A l t e r n a t i v o u by m o h l a být z m ě n a exprese 
členů B-buněčného lymfomu-2 (Bcl-2). Tato s k u p i n a 25 proteinů se skládá 
z proapoptických proteinů (př.: Noxa, Puma, B i m , B i d , Bad, Bak) , které udržují p o m ě r mezi 
umíraj ícími a nově se tvořícími buňky. V případě, že dojde k n a d m ě r n é expresi 
proti iapoptických proteinů, dojde i k potlačení apoptózy a t ím k rozvoj i nádorových 
b u n ě k ( M i n n et al. 1995). K aktivaci proapoptických genů dochází například navázáním 
nádorového supresorového p r o t e i n u p53 na v a z e b n á místa p r o tento protein . 
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V e l k o u r o l i v apoptóze hrají kaspázy. Kaspázy mají proteolyt ickou aktivitu a jsou schopny 
štěpit proteiny. Kaspázy se dělí na iniciátory (kaspáza-2, -8 , -9 , -10) , efektory (kaspáza-3, -
6, -7) a zánětlivé kaspázy (kaspáza-1, -4, -5) (Rai e t a l . 2005) . 

A p o p t ó z a probíhá na d v o u hlavních kaspázových drahách (viz obrázek 8). Hlavní rozdíl 
m e z i n i m i je zapojení/nezapojení mitochondrií , n icméně v ý z k u m y naznačují , že dráhy jsou 
propojené a že m o l e k u l y v jedné dráze m o h o u ovlivňovat dráhu d r u h o u (Igney a K r a m m e r 
2002) . Vnějš í receptorová k a s p á z o v á dráha se spouští po přijetí signálu p o v r c h o v ý m 
t r a n s m e m b r á n o v ý m receptorem buněčné s m r t i (př.: Fas, T N F R 1 , TRAIL) (Wajant 2002) . 
T e n syntetizuje p r o t e i n F A D D (FAS-associated death d o m a i n protein) a ten se spojuje 
s efektorovou prokaspázou-8. T í m dojde k vytvoření signálního k o m p l e x u indukujícího 
b u n ě č n o u s m r t (=DISC), jehož v ý s l e d k e m je autokatalytická aktivace prokaspázy-8 
(Kischkel et al. 1995) Prokaspáza-8 aktivuje efektorovou kaspázu-3 , což vede k buněčné 
s m r t i a t ím k e l iminaci jednotl ivých buněk. Vnitřní mitochondriální kaspázová apoptotická 
dráha je charakteristická t ím, že jsou do ní zapojeny mitochondrie a to tak, že při působení 
negativních stimulů (záření, cytotoxické léky, b u n ě č n ý stres, nebo inhibice růstového 
faktoru) dojde k otevření p ř e c h o d o v é h o póru mitochondriální permeabi l iry (MPT) a tím 
ke ztrátě mitochondriálního t r a n s m e m b r á n o v é h o potenciálu. Prote iny z r o d i n y Bcl-2 
nařídí uvolnění proteinů a cytochromu c z m e z i m e m b r á n o v é h o p r o s t o r u do cytosolu. 
C y t o c h r o m c se naváže na m o l e k u l u Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) a 
neaktivní iniciátorovou kaspázu prokaspázu-9 a vytvoří mult iproteinový k o m p l e x zvaný 
apoptozom (Acehan et al. 2002) . A p o p t o z ó m aktivuje efektorovou kaspázu-9 , která pak 
aktivuje kaskádu kaspáz (kaspáza-3, kaspáza-6, kaspáza-7) , což vede k b u n ě č n é s m r t i 
a e l iminaci buněk (Kang a Reynolds 2009) . 

Existuje ještě jedna apoptotická cesta a to P e r f o r i n / G r a n z y m dráha, která je 
zprostředkovávaná cytotoxickými T-buňkami . Tato dráha začíná u t r a n s m e m b r á n o v é 
m o l e k u l y perfor inu , která je vyloučena v e n z buňky a po navázání cytotoxických T 
lymfocytů uvolňuje cytoplazmatické granule do cílové b u ň k y (Trapani a Smyth 2002) . 
Nejdůležitějšími s ložkami těchto granul jsou serinové proteázy g r a n z y m A a g r a n z y m B. 
Jakmile je g r a n z y m A v buňce , dojde k seříznutí D N A p o m o c í D N á z z genu N M 2 3 - H 1 
( p r o d u k t t u m o r supresorového genu) (Fan et al. 2003) . Tento gen je b lokován k o m p l e x e m 
SET, který je tvořen proteiny SET, A p e l , pp32 a H M G 2 . G r a n z y m A tento k o m p l e x štěpí, 
č ímž se ruší inhibice N M 2 3 - H 1 a dochází tak k a p o p t i c k é degradaci DNA. Cesta přes 
g r a n z y m B obnáší cestu přes aktivaci kaspázové dráhy. Granzym B b u ď m ů ž e aktivovat 
prokaspázu-10, která dále aktivuje kaspázu-3 , nebo může aktivovat kaspázu-3 přímo 
(Elmore 2007) . 
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Všechny tři cesty se sbíhají v aktivaci kaspázy-3 , po které dojde k buněčné s m r t i a tím 
k e l iminaci buněk. V této fázi se buňky smršťují , kondenzuje jejich cytoplazma, organely se 
navzájem přibližují . Dochází k aktivaci cytoplazmatických endonukleáz (př.: endonukleáza 
CAD), které štěpí jaderný materiál a k aktivaci proteáz , které degradují jaderné a 
cytoskeletální prote iny a způsobují p y k n ó z u (=typický apoptický jev, při kterém dochází 
k zahuštění chromatinu) . T í m dojde k vytvoření apoptotických tělísek, které m o h o u a 
n e m u s í mít jádro (záleží, jestli proběhla karyolýza nebo ne). Následně dojde k expresi 
l igandů (markerů) buněčného p o v r c h u pro receptory fagocytárních b u n ě k (Elmore 2007) . 
Fagocytární b u ň k y rozpoznají apoptotické buňky díky fosfatidylserinu, který se 
externalizuje v e n z b u ň k y z plazmatické m e m b r á n y a funguje tak jako rozpoznávací l igand 
pro fagocyty (Bratton et al. 1997). 

A p o p t i c k á tělíska jsou následně fagocytována makrofágy a d e g r a d o v á n a ve fagocytozolech. 
Jelikož m o h o u mít infikovaný vnitřní obsah (škodlivé cytokiny) , je nezbytné, aby ho 
neuvolňovali do prostředí. To je zajištěné p o m o c í tzv. t ichého imunologického způsobu, 
který zabraňuje škodl ivým imunitním reakcím a který je součástí normální buněčné 
fyziologie (Ravichandran 2003) . 

Vnější dráha Vnitřní dráha Perforin/Granzym 

aktivace endonukleáz -> degradace chromozomální DNA -> aktivace proteáz -> degradace nukleárních a cytoskeletárních 
proteinů -> cytoskeletární reorganizace -> cytomorfologické změny (kondenzace chromatinu a cytoplazmy, fragmentace 
jádra,...) -> vytvoření apoptických tělísek 

Obrázek 8: Schématické znázornění tří apoptických drah (Elmore 2007 - upraveno]. 

V o p a č n é m případě nastává nekróza, při které dojde k protržení plazmatické m e m b r á n y a 
prozánětl ivý obsah je uvolněn do prostředí (Lee a Overholtzer 2019) . Další rozdíl je v t o m , 
že apoptóza je řízená a energeticky závislá, kdežto nekróza je nekontrolovaná a pasivní 
(Elmore 2007) . O t o m , jestli proběhne apoptóza nebo nekróza rozhoduje povaha signálu 
b u n ě č n é s m r t i , typ tkáně, vývojová fáze tkáně a fyziologické prostředí (Zeiss 2003) . Zbytky 
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apoptotických tělísek, které zůstanou v organismu po apoptóze mají specifické posmrtné 
funkce (např.: redistribuce živin m e z i b u ň k a m i ) (Lee a Overholtzer 2019) . 

Ukázalo se, že všechny procesy buněčné s m r t i jsou reverzibilní. Dokonce i z fáze 
degradace D N A a/anebo fagocytózy je b u ň k a schopná se zpětně zotavit p o m o c í procesu 
zvaného anastáza (Tang a Tang 2018) . K o n e č n ý m stádiem buněčné s m r t i se tak zdá být 
lyzozomální degradace pohlcených b u n ě k (Lee a Overholtzer 2019) . U b u n ě k jako jsou 
korneocyty (buňky kůže, v lasů a nehtů) , které nejsou v konečné fázi pohlceny, ale jsou 
zrohovatěny, se zdá být k o n e č n ý m n e n á v r a t n ý m stádiem odstranění v š e c h organel (včetně 
mitochondrií) p ř e d odloučením z těla (Jones e t a l . 2018) . 

Existují i buňky, které jsou schopné p o m ě r n ě d l o u h o u d o b u přežívat i po odstranění 
b u n ě č n ý c h organel. To jsou například buňky oční čočky (Hughes e t a l . 2015) . 

1.5 Průtoková cytometrie 

Jedná se o v ý k o n n o u kvantitativní i kvalitativní metodu, která p o m á h á měřit fyzikální 
parametry (velikost, granularita) a vnitřní k o m p l e x i t u (cytoplazmatická komplexnost , 
obsah R N A / D N A , genová exprese) buněk. Pro měření využívá shlukových diferenciačních 
(CD) znaků buňky, které lze sledovat při použití f luorescenčních barviv , které m o h o u 
tvořit v a z b u se specif ickými proteiny na buněčné m e m b r á n ě , nebo uvnitř buňky ( B r o w n a 
W i t t w e r 2000) . V y u ž í v á se jí především při studiích nejrůznějších onemocnění . Jedinou 
p o d m í n k o u je dostatečné množství ž ivotaschopných b u n ě k ve v z o r k u . Přístrojem 
p o u ž í v a n ý m pro tuto laboratorní metodu je průtokový cytometr, který sestává ze 4 částí: 
f luidiky, optiky, e lektroniky a počítačového rozhraní (viz obrázek 9) (Betters, 2015) . 

Zdroj b u n ě č n é h o materiálu může pocházet z nejrůznějších biologických vzorků, jako je 
krev , kostní dřeň, m o z k o m í š n í mok, moč, tkáň (i pevná) nebo nádor. Zaj ímavostí je, že je 
možné analyzovat jak živočišné, tak rostlinné buňky. Jakmile je b u n ě č n ý materiál 
odebraný a připravený k měření , je nutné ho označit p o m o c í monoklonálních 
glykoproteinových protilátek, které díky své schopnosti navázat se na specifické antigenní 
s t r u k t u r y na b u n ě č n é m p o v r c h u identifikují požadované znaky. K r o m ě toho mají tyto 
protilátky na sobě navázané f luorochromy, které při excitaci laserovým p a p r s k e m emitují 
světlo (Picot et al. 2012) . Při použití více f luorochromů s p o d o b n o u v l n o v o u délkou 
excitace ale rozdílnými v l n o v ý m i délkami emise, m ů ž e m e měřit několik vlastností b u ň k y 
současně. Jako nejběžněji používaná b a r v i v a patří p r o p i d i u m j o d i d , fykoerytr in a f luorescin 
( B r o w n a W i t t w e r 2000) . 

31 



V první části průtokového cytometru, f luidice, procházej í b u ň k y díky laminárnímu 
proudění v y t v o ř e n é m u izotonickým obalem v kapalné suspenzi ( izotonickém pufru) 
jednotlivě oblastí snímání laserového paprsku, kde na ně d o p a d á laserový paprsek (zdroj 
m o n o c h r o m a t i c k é h o světla) , který je nositelem excitované světelné energie 
(=fluorescence) (Macey 2007) . 

D r u h o u část průtokového cytometru tvoří optika. Lasery vyzařují světlo o různých 
v lnových délkách a způsobují tak excitaci f luorochromů navázaných na protilátky. Po 
projití buňky laserem dojde ke d v ě m a základním detekcím: FSC = f o r w a r d scatter (česky 
přední rozptyl) a SSC = side scatter (česky boční rozptyl) . FSC je světlo, které jde ve směru 
laseru a ukazuje b u n ě č n o u morfologi i nebo vel ikost buňky. SSC je světlo, které jde k o l m o 
p r o t i laseru a u d á v á s t r u k t u r u buňky, nebo její hustotu (Jaroszeski a Radcliff 1999) . Optika 
směřuje světlo do řady filtrů a dichronických zrcadel , která izolují jednotl ivá p á s m a 
v lnových délek ( B r o w n a W i t t w e r 2000) . 

Třetí částí je e lektronika . T a slouží k interpretaci d a t Dochází zde totiž k přenosu fotonů 
na elektronická data p o m o c í fotonásobičů, které indukují elektrický p r o u d , p o k u d detekují 
světlo (Picot et al. 2012) . Jelikož se emisní spektra f luorochromů překrývají , a to by mohlo 
zkreslovat výsledek, je nutné tento překryv odstranit p o m o c í matematického algoritmu 
kompenzace (Jahan-Tigh e t a l . 2012) . 
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Obrázek 9: Schématické znázornění průtokového cytometru. (1) Forward-scatter detektor (2) Side-
scatter detektor, (3J fluorescenční detektor, (4J filtry a zrcadla a (5) nabité vychylovací desky Jahan-

Tigh etal. 2012 - upraveno). 

Poslední část tvoří počítačové rozhraní. V softwaru, v y t v o ř e n é m speciálně pro analýzu dat 
průtokové cytometrie , se každý detekovaný signál zobrazí jako událost (anglicky event). 
Události jsou zachycovány a ukládány do počítače, kde se provádí grafická analýza v 
jedno-, dvou- , nebo tř írozměrných modelech. Počítač plní také regulační funkci (Macey 
2007) . 

Grafické výsledky pak m o h o u být znázorněny p o m o c í histogramů, kterých se využívá při 
s ledování jednoho měřícího zájmu, nebo p o m o c í b o d o v ý c h grafů, kde je m o ž n é sledovat 
dva p a r a m e t r y zájmu (viz obrázek 10) (Jaroszeski a Radcliff 1999). 
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Obrázek 10: Grafický výstup z programu GraphPad Prism 9 Software ve formě bodových grafů. 

Průtokové cytometry dokáží také třídit buňky. Například p o k u d chceme oddělit lymfocyty, 
nebo c h r o m o z o m y ze značně heterogenní směsi , tak je m o ž n é k t o m u použít průtokovou 
cytometri i , při které se ryto buněčné části shromáždí jako vysoce purif ikovaná směs . Tato 
schopnost je v klinické p r a x i v e l m i cenná. U m o ž ň u j e selektovat buňky, dle určitých 
parametrů a diagnostikovat a léčit nejrůznější onemocnění , nejčastěji benigní i maligní 
hematologické procesy v onkológii (Macey 2007) . Příkladů využit í průtokové cytometrie v 
klinické p r a x i je velké množství . Za zmínku stojí například s tudium imunodeficience v 
imunologi i , měření proliferačních markerů v onkológii , nebo fenotypizace leukémie a 
l y m f o m u v hematologi i ( B r o w n a W i t t w e r 2000) . V ý z k u m y v oblasti specifičnosti 
f luorochromů jdou rychlými k r o k y dopředu, a tak je v rámci polychromatické průtokové 
cytometrie m o ž n é analyzovat až 20 parametrů buněčného fenotypu, a to v rámci jedné 
buňky. To je v ý h o d a o p r o t i imunoblotovacím t e c h n i k á m (př.: W e s t e r n - blot, a PCR), které 
neposkytují informace o jednotl ivých b u ň k á c h (Jahan-Tigh et al. 2012) . 
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1.6 Juvenil 

Juvenil je český doplněk stravy vyextrahovaný z hovězí tkáně předními českými 
imunology, kteří chtěli vytvořit zcela přírodní nechemický produkt . Tento doplněk stravy 
podporuje imunitní systém a p o m á h á při buněčné regeneraci a při nedostatku energie. 
Dále podporuje regeneraci , střevní integritu, p a m ě ť a m á protinádorové účinky. Chrání 
také p ř e d v irovými a bakteriálními infekcemi. Zároveň nebyly p r o k á z á n y vedlejší a toxické 
účinky na organismus (Kubelková a Macela 2019) . 

Obrázek 11: Komerčně prodávaný doplněk stravy Imuregen, který je analogickým produktem 
k juvenilu, se prodává v nejrůznějších variantách (Forever Healthy Products 2022). 

Podstatou Juvenilu je alkohol-éterový extrakt z hovězí krve . Tato dlouhodobá 
nedestruktivní extrakce se provádí použit ím m o d e r n í h o biotechnologického procesu, 
který je založen na autoenzymatické dezintegraci proteinů. Poté následuje separace 
účinných nízkomolekulárních látek s katalyt ickým ú č i n k e m , včetně produktů vnitřních 
sekrečních žláz, které příznivě ovlivňují vnitřní metabolismus buňky a nacházejí se v k r v i 
(Testimonials r e v i e w 2019a). 
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Tabulka 1: Obsah jednotlivých složek v komplexní směsi Juvenilu (Testimonials review 2019a-
upravenoj. 

SLOŽKY JUVENILU MNOŽSTVÍ (mg) 
Minerály 40 
Bílkoviny 35 

Sodík 13 
Leucine 
Valine 
Histidin 

Lysin 
Esenciální Fenylalanin 

Threonin 
Methionin 

Volné aminokyseliny Isoleucin 13 Volné aminokyseliny Arginin 13 

Alanin 
Serine 
Glycin 

Neesenciální Prolin 
Thyrosin 

Kyselina glutamová 
Kyselina aparagová 

Tuky 5 
Nukleotidy 4,3 

Sacharidy (glukóza) 0,4 
Cholesterol 0,34 

Železo 0,05 

Tento extrakt obsahuje především široké s p e k t r u m volných esenciálních aminokysel in , 
peptidů a oligopeptidů, nukleotidů, v i tamínů, minerálů a malé množství fosfolipidů 
(viz tabulka 1) (Kubelková e t a l . 2021) . 

V e l m i v ý z n a m n o u složkou Juvenilu jsou aminokysel iny . Esenciální aminokysel iny jsou 
v ý z n a m n é pro regulaci imunitní aktivity v těle a zlepšení buněčné imunity . Neesenciální 
a m i n o k y s e l i n y pozitivně ovlivňují metabolické a neurogenní funkce a t ím zvyšují 
energetické h ladiny organismu (Testimonials r e v i e w 2019a) . Kubelková et al. (2021) 
zjisti la , že Juvenil obsahuje k r o m ě a m i n o k y s e l i n u v á d ě n ý c h na obalu i t a u r i n (2-
minoethansul fonová kyselina) . Tato kysel ina je derivátem cysteinu, a proto někdy bývá 

řazena m e z i aminokysel iny , ačkoliv postrádá k a r b o x y l o v o u skupinu . Jestliže 
předpokládáme fungování podle modulace m i k r o b i o t a - střevo - mozek, m o h l by být 
t a u r i n poj í tkem k pozit ivnímu ovlivňování těla Juvenilem. Dle tohoto m o d e l u by m o h l y být 
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výtažky ovlivňující neurochemické procesy v m o z k u označovány za psychobiot ika (Sarkar 
e t a l . 2016) . 

Zároveň se v hovězím extraktu nachází i L-aminokysel iny alanin, s e r i n nebo kysel ina 
asparagová. Pří tomnost těchto a m i n o k y s e l i n by m o h l a vést k pozit ivnímu ovlivnění m o z k u 
a t ím o v l i v n i t i celé tělo. Tyto aminokysel iny se totiž p o m o c í procesu vnitřní racemizace 
m ě n í na D-formy, které se podílejí na neurotransmisi , neuroendokrinní regulaci a 
signalizaci (Bastings e t a l . 2019) . 

Z nukleotidů, které jsou stavebními kameny nukleových k y s e l i n a metabol ických enzymů, 
b y l y v extraktu objeveny monofosfáty i difosfáty. Nebyly zde v š a k nalezeny thymidinové 
nukleotidy, pravděpodobně proto , že v j u v e n i l u obsažené nukleot idy nepocházej í 
z jaderné DNA, ale z volných nukleotidů či nukleových k y s e l i n v plasmě (Kubelková et al. 
2021) . V extraktu se nacházejí extracelulární nukleot idy a nukleosidy, které jsou 
v ý z n a m n é pro m e z i b u n ě č n o u signalizaci (Giuliani e t a l . 2019) . Dalš ím d ů k a z e m fungování 
m o d u l u m i k r o b i o t a - střevo - mozek je př í tomnost aromatických a m i n o k y s e l i n (tryptofan, 
fenylalanin a tyrosin) v extraktu, které slouží jako substráty pro syntézu metabolitů 
střevní s y m b i o t i c k o u bakterií . Tyto metabolity zase ovlivňují p r o p u s t n o s t střev a 
s y s t é m o v o u i m u n i t u (Dodd et al. 2017) . Navíc tryptofan může být p ř e v e d e n střevní 
mikroflórou na i n d o l nebo deriváty i n d o l u , který je potřebný pro buněčné funkce (Wang et 
al. 2019) . V extraktu se nachází také stavební a m i n o k y s e l i n y pro polypept idy a bílkoviny, 
z nichž mnoho je esenciálních (Kubelková e t a l . 2021) . 

Minoritní s ložkou Juvenilu jsou fosfolipidy, které jsou součástí většiny eukaryotních 
b u n ě č n ý c h m e m b r á n . V ý r o b o u Juvenilu však dochází k e l iminaci fosfolipidů a v extraktu 
zůstanou pouze nízkomolekulární fosfol ipidy nebo fragmenty fosfolipidů s vyšší 
m o l e k u l o v o u hmotnost í (Kubelková et al. 2021) . V b u n ě č n ý c h m e m b r á n á c h m ů ž e m e 
nalézt také sfingolipidy, které b y l y objeveny i v Juvenilu a které hrají důležitou signální r o l i 
u eukaryotních b u n ě k (Hannun a Obeid 2018) . 

V j u v e n i l u najdeme dále proteiny, které společně s v i tamíny pomáhaj í při opravě slabých 
nebo p o š k o z e n ý c h b u n ě k (Testimonials r e v i e w 2019a) . V hovězím extraktu se nacházejí 
prote iny a pept idy s m o l e k u l o v o u hmotnost í maximálně 10 kDa. Z toho vyplývá, že 
v š e c h n y bílkoviny nad tuto ve l ikost musely být rozštěpeny na peptidové fragmenty. Celé 
bílkoviny, které se v extraktu nacházejí mají hmotnost pouze do 10 kDa. Konkrétně se 
jedná o a p o l i p o p r o t e i n C-III a s k u p i n a 4 defenzinů (Kubelková et al. 2021) . 
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Kubelková et al. (2021) objevila v extraktu také hemocidiny, které společně s defenziny 
mají baktericidní účinky. 

1.6.1 Historie 

Historie vývoje Juvenilu se začala psát v roce 1932, k d y b y l založen experimentální t ý m 
Retis in továrnou EKO v Praze v čele s d o k t o r e m Rakušanem. Cílem bylo připravovat 
rostlinné a živočišné tkáňové extrakty mířené p r o t i n á d o r ů m , které by měly zároveň i 
pozitivní v l i v na imunitní systém (Testimonials r e v i e w 2019b) . 

Některé extrakty b y l y p o j m e n o v á n y a patentovány, například RETISIN (RTN33) , 
L Y A S T I N (RTN112) nebo SILEXIL (RTN121) . V š e c h n y tyto extrakty byly po s v é m vývoji 
testovány na zvířecích modelech i v laboratoři . Výs ledky experimentů byly slibné 
především u Retisinu, který v y k a z o v a l protizánětl ivý účinek a b y l účinný p r o t i 
rakovinným b u ň k á m . V roce 1948 došlo ke znárodnění EKO továrny komunist ickým 
r e ž i m e m a převedení p o d p o d n i k Biogena a do národní farmaceutické společnosti SPOFA, 
která nestačila k o n k u r o v a t rostoucím farmaceutickým f irmám. V roce 1958 byly některé 
přípravky (mezi n i m i i Retisin) uvedeny do výroby f o r m o u injekcí. Touto f o r m o u b y l y 
v y r á b ě n y až do konce 70. let minulého století. V ý b u c h jaderné elektrárny v Černobylu 
r o k u 1986 způsobil , že Sovětský svaz hledal způsoby a prostředky, jak ochránit 
obyvatelstvo Ukraj iny p ř e d následky ozáření a jedním z nápadů bylo testování a vyrábění 
původního Retis inu (po této obnovené výrobě se Ret is in přejmenoval na Juvenil). Proto 
b y l a jeho v ý r o b a obnova až po roce 1989, k d y se začalo se z n o v u u v e d e n í m p r o d u k t u na 
evropský a světový t r h . Testování probíhalo i v Československu. Konkrétně ve v ý z k u m n é 
laboratoři v Těchoníně. Podle testování in vitro na b u ň k á c h m y š í s leziny neměl Juvenil 
žádnou mitogenní aktivitu . Testování Juvenilu in vivo zase odhali lo zvýšení odolnost i na 
oslabené patogenní bakterie (Kubelková a Macela 2019) . 

Díky z v ý š e n é m u zájmu o alternativní léčbu, přírodní p r o d u k t y a doplňky stravy v 90. 
letech 20. století došlo v podstatě ke znovuzrození tradiční výroby. Po s m r t i doktora 
Rakušana pokračoval v jeho práci Bedřich Doležel a ten za p o m o c i V Š C H T P r a h a a Unity 
H r o n o v zahájil vysoce special izovanou p r o c e d u r u za ú č e l e m extrahování nukleotidů a 
proteinů z hovězí tkáně. Příprava extraktu trvala 90 dní a výsledný p r o d u k t b y l určen k 
h a r m o n i z a c i l idského imunitního systému a k maximal izaci obranyschopnost i organismu. 
V roce 1998 byla založena malá rodinná náchodská f i r m a Uniregen, Ltd . , která spadala p o d 
f i r m u Uniregen z r o k u 1995, jejíž z á m ě r e m b y l m a l o o b c h o d a v ý r o b a potravinářských 
výrobků, k r m i v a desti lačních produktů. Uniregen L t d . dokázala připravit živočišné 
extrakty podle původního vzorce a přejmenovala je na Imuregen (tento název byl 
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patentován už v roce 1983). Následně b y l y pozvány expertní skupiny, aby přehodnoti l i 
biologické účinky Imuregenu (Testimonials r e v i e w 2019b) . 

Tyto s k u p i n y pak došly k v ý z n a m n ý m výs ledkům. Zjistilo se například, že m y š í m , kterým 
se po d o b u 30 dní apl ikoval Imuregen pi tným režimem, se zvýšila hladina regulačních 
cytokinů, které jsou důležité p r o rozvoj protinádorové imunity , a navíc bez vedlejších 
toxických účinků. Také bylo dokázáno, že Imuregen m á stimulační účinky na diferenciaci a 
akt iv i tu cytotoxických T lymfocytů a N K b u n ě k (Kubelková a Macela 2019) . 

V roce 2003 expandoval Imuregen na filipínský t r h a v roce 2014 se dohodlo s f irmou 
Forever Healthy Products (FHP), že bude Imuregen distr ibuovat na Fil ipínách, kde f irma 
sídlí. F H P spadá p o d f i r m u Forever Rich Phi l ippines (FRP), což je hlavní d istr ibutor 
potravinových doplňků Laminine na Filipínách. Následně v roce 2014 začal být Imuregen 
distribuován p o m o c í f i rmy A l t h e a Group, která v roce 2016 prodávala Imuregen online 
(prodej Imuregenu přes internet) , v září r o k u 2018 však přestala s prodejem Imuregenu 
úplně. F H P představil Imuregen v roce 2019 v USA a Malajsi i , kde se začalo okamžitě s jeho 
prodejem (Testimonials r e v i e w 2019b) . 

V současné době se na základě hovězího extraktu vyrábějí dvě řady výrobků, a to výrobky 
Juvenil a Imuregen. 

1.6.2 Ovlivnění b u n ě č n é h o metabolismu 

Juvenil je k o m p l e x biologicky aktivních nízkomolekulárních látek a m á mnohostranné 
použití v biologických reakcích těla. Nejnovější informace ukazují na p ř í m o u interakci 
aktivních složek Juvenilu s b u ň k a m i různých tkáňových oddílů těla. Přímá reakce je 
z p ů s o b e n a m o l e k u l o v o u hmotností , nábojem a primární sekvencí aminokysel in/nukletidů. 
Primární sekvence m ů ž e být důležitá p r o navázání agonistů na p o v r c h b u n ě k a vyvolání 
z m ě n v aktivaci b u n ě č n ý c h signálních drah. Paralelně tak m ů ž e dojít i k ovl ivnění 
mezibuněčné signalizace p ř e d e v š í m díky extracelulárním nukleot idům (Giul iani et al. 
2 0 1 9 ; Kubelková a Macela 2019) . 
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Obrázek 12: Schéma ovlivnění organismu Juvenilem včetně reakce organismu na toto ovlivnění 
(Kubelková a Macela 2019 - upraveno). 

Specifické ovlivnění b u n ě k Juvenilem by se dalo využít při léčbě nádorů. Již dnes se pro 
jejich léčbu využívaj í rostlinné nebo živočišné extrakty jako doplňky stravy (výtažky, čaje, 
v i tamíny, . . . ) . Například Richter et al. (2004) zj isti l , že produkce cytokinů m á v l i v na 
i n d u k c i a regulaci protinádorové imunity . 

Při testování cytostatické/cytotoxické aktivity Juvenilu na nádorové (H1299) a 
nenádorové pl ieni f ibroblasty ( N H L F ) bylo zjištěno, že p o k u d nedojde k u m ě l é m u ozáření 
kobaltem, tak se j e d n á o v ý z n a m n ě cytostatickou/cytotoxickou látku p r o nenádorové 
plicní f ibroblasty při použití vysokých dávek Juvenilu. Tyto vysoké dávky v š a k po určité 
době omezuj í ž ivotaschopnost n e n á d o r o v ý c h plicních b u n ě k (Duškova et al. 2019) . 

Ozáření kobaltem m á větší v l i v na nádorové lidské b u ň k y než na b u ň k y nenádorové . Při 
testování životaschopnosti bylo zjištěno, že hovězí extrakt m á jen malý účinek na ozářené 
nádorové buňky, zatímco na neozářené nádorové plicní f ibroblasty b y l účinek v ý z n a m n ý . 
Z toho vyplývá, že p o k u d se prokáže tento účinek i v p o d m í n k á c h in vivo, mohlo by dojít 
k nahrazení rádioterapie Juvenilem a t ím k v y m i z e n í v š e c h škodlivých vedlejších účinků 
této terapie (Duškova e t a l . 2019) . 

Testování na předškolních a školních dětech a seniorech prokázalo v ý z n a m n é snížení 
nemocnosti , snížení m o r b i d i t y a snížení dnů nemoci (Richter et al. 2004) . 

40 



Juvenil také ovlivňuje složení střevní mikrobioty , která je v ý z n a m n á p r o vývoj a 
metabolismus jedince a p r o zrání imunitního systému savců a ovlivňuje především trávení 
a absorpci m a k r o m o l e k u l . M i k r o b i o t a , tedy střevní m i k r o b y , ovlivňují organismus 
hostitele svou přítomností , v lastními p r o d u k t y metabol ismu a v z á j e m n o u interakcí 
s hostitelem. Také produkuj í b iologicky aktivní molekuly (např.: neurotransmitery) . Právě 
složení m i k r o b i o t y hraje v ý z n a m n o u r o l i ve zdraví hostitele a jakékoliv narušení může 
v é s t ke zdravotním p r o b l é m ů m . M i k r o b i o t a totiž poskytuje ochranu p ř e d patogeny a to 
tak, že brání vazbě patogenů na v a z e b n á místa sliznice a pří tomnost případně 
nepřítomnost různých druhů střevních bakterií může rozhodovat o efektivitě této ochrany 
(Kubelková e t a l . 2020) . 

V l i v na m i k r o b i o m střev m á nejvíce strava. Lidé s i neuvědomují , že k r o m ě přibývání na 
váze a zhoršené fyzické k o n d i c i , dochází d l o u h o d o b ý m š p a t n ý m stravováním k p o r u c h á m 
skladby střevní mikroflóry a to č lověka značně ovlivňuje. Není to ale jen stravovacími 
návyky. Technologie zpracování p o t r a v i n se značně změnila . Například přidávání umělých 
sladidel (např.: sacharín nebo aspartám) m ě n í složení střevní m i k r o b i o t y tak, že dochází 
k m e t a b o l i c k ý m abnormal i tám nebo ke glukózové intoleranci (Suez et al. 2014) . 
Emulgátory tak vyvolávaj í z m ě n u ve složení m i k r o b i o t y a zvyšuje prozánětl ivý potenciál , 
což u myší vedlo ke kolitidě (Chassaing et al. 2015) . V neposlední řadě složení střevního 
m i k r o b i o m u ovlivňuje n a d m ě r n á konzumace antibiotik a to narušováním vyvážené 
koncentrace různých druhů bakterii í (Rashid et al. 2015) . 

Obecně bylo zjištěno, že ve střevech dochází v l i v e m nejrůznějších činitelů ke změně 
p o m ě r u koncentrace bakteriálních rodů. Konkrétně se j e d n á o r o d y Bacteroidetes a 
Firmicutes. Větš ina negativních faktorů narušuje tuto rovnováhu ve prospěch r o d u 
Firmicutes. Tento p o s u n popsal například Ley et al. (2006) u obézních pacientů a u 
pacientů s přítomností zánětlivých o n e m o c n ě n í střev. Dále tento r o d d o m i n o v a l u pacientů 
s kolore ktálním k a r c i n o m e m (Bamola et al. 2 0 1 7 ) , u autistických dětí (Li et al. 2017) a u 
c h r o n i c k y stesovaných pacientů (Kar l et al. 2018) . 

Kubelková et al. (2020) ale zjistila, že při orální apl ikaci Juvenilu, došlo ke z m ě n ě p o m ě r u 
koncentrace těchto d v o u bakteriálních rodů ve střevech, a to ve prospěch r o d u 
Bacteroidetes. Dále také prokázala , že Juvenil nezpůsobuje žádné patologické z m ě n y ve 
střevech. 

U Juvenilu nebyly prokázány žádné negativní , škodlivé vedlejší účinky. Kubelková a Macela 
(2019) testoval Juvenil na krysách a nepopsal žádné z m ě n y chování, přírůstcích 
hmotnost i , nebo větší úmrtnost i v porovnání se s k u p i n o u , které Juvenil apl ikován nebyl . 
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Z toho vyplývá, že Juvenil m á bezpečné a nezávadné použití . Navíc při k o m b i n a c i s beta 
g lukanem dochází k pozitivní regulaci sekreční i m u n i t y a v n í m á n í stresu u dětí (Richter et 
al. 2017) . Dokonce Juvenil zlepšil imunitní stav a fyzické p o d m í n k y u dětí pocházejících 
z české oblasti s v y s o k o u úrovní znečištění ovzduší (Svozil et al. 2020) . 

Juvenil m á tedy nejrůznější účinky na l idský metabolismus. Tato různorodost úč inků může 
být z p ů s o b e n a m e c h a n i s m e m působení jednotl ivých složek Juvenilu, při kterém dochází 
k př ímé ligaci receptoru na odpovídající receptory. Po absorpci dochází k d i s t r i b u c i po 
celém těle díky tělním tekutinám a po l igaci na specif ickém místě dochází k projevu 
geneticky p r e d p r o g r a m o v a n é funkce (Kubelková et al. 2021) . D r u h ý m m o ž n ý m 
vysvět lením působení Juvenilu na l idský organismus může být osa - střevo - mozek (viz 
obrázek 12), kde by docházelo k ovl ivňování koncentrací a přítomností/nepřítomností 
různých střevních bakterií a t ím i p o z m ě ň o v á n í chování m o z k u . M i k r o b i o m střev může 
m o z k o v o u akt ivi tu o v l i v n i t d v ě m a cestami. První cesta je skrz epiteliální bariéry a druhá 
vede skrz neurální spojení m o z k u a střev. Pro překonání epiteliální bariéry jsou nutné 
biologicky aktivní signální m o l e k u l y ze střevní m e m b r á n y (např.: peptidoglykany, 
l ipopolysacharidy) . T y v reakci na určité stresové p o d m í n k y mají schopnost bariéry 
překonat a následně se translokovat do m o z k u , kde aktivují specifické vzorce 
rozpoznávání receptoru v r o z e n é h o imunitního systému a t ím ovlivní chování m o z k u , nebo 
spouští p r o d u k c i zpětného signálu p o m o c í osy hypotalamus - hypofýza - nadledviny, 
která m á regulační funkci . D r u h á cesta je skrz bloudivý nerv nebo nervy páteře, které 
způsobují spojení m e z i m o z k e m a střevem (Kubelková a Macela 2020) . 
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Obrázek 13: Schématické znázornění osy mikrobiota - střevo - mozek. Stresové faktory způsobují 
porušení střevních bariér a ve spojení s případným poškozením hematoencefalické bariéry (BBB) 
dojde k přímému ovlivnění mozkových buněk. Podobné účinky mají i luminální faktory, které jsou 

detekovány aferentními neurony míchy a bloudivého nervu, které tvoří hlavní spojení mezi střevem a 
mozkem. Mozek reguluje funkce střevních buněk pomocí signálů přenášených osou hypotalamus-

hypofýza-nadledviny (HPA). Zkratky: EE buňky = entero endokrinní buňky, PP buňky = Peyerovy pláty 
(buňky], BBB = hematoencefalická bariéra (Kubelková a Macela 2020). 
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1.7 Buněčné linie 

1.7.1 RAMOS 

Jedná se o l i d s k o u B b u n ě č n o u l i n i i , která m á v ý z n a m n o u úlohu při časné fázi imunitní 
odpovědi . B b u ň k y totiž vytvářej í specifické protilátky při adaptivní imunitní odpovědi . 
Navíc při infekci intercelulárními b a k t e r i e m i mají různé imunoregulační funkce. Imunitní 
o d p o v ě ď je touto linií z p ů s o b o v á n a především produkcí cytokinů, která ale musí být 
regulována (Matyášová 2011) . Produkce cytokinů je závislá na signálních drahách b u ď 
přes BCR nebo CD40. P o k u d dojde ke st imulaci obou receptoru, dojde k p r o d u k c i T N F - a , 
l y m f o t o x i n u a IL-6, což m á za následek zesílení imunitní odpovědi . P o k u d však dojde ke 
st imulaci pouze přes CD40, dojde ke zvýšené p r o d u k c i cytokinů IL-10, což vede k potlačení 
imunitní odpovědi (Duddy et al. 2004) . V ý z n a m n ý m c y t o k i n e m je IFN-y. T e n funguje jako 
k o n t r o l a při napadení v i r o v o u nebo bakteriální infekcí, nebo při n á d o r o v é m bujení. Tento 
c y t o k i n je p r o d u k o v á n při primární odpovědi po napadení infekcí (Matyášová 2011) . 

Ramos B-buněčná l inie b y l a stejně jako T-buněčná l ine Jurkat p o p s á n a fenotypizací 
průtokovou cytometri í (Betters, 2015) . Tato laboratorní metoda je v e l m i důležitá 
k p o c h o p e n í p ů v o d u B-buněčné leukémie a t ím i k cílenější a efektivnější léčbě této 
nemoci . V a r m a a Naseem (2011) díky této metodě podrobně popsal i fenotyp každé 
p o d s k u p i n y B-buněčné leukémie a zj ist i l i , že nezralá B-buňka exprimuje CD19 a CD10, 
zatímco zralá exprimuje pouze CD 19. 

Jako st imulant se pro tuto l i n i i využívá l ipolysacharid (LPS), pro který B buňky exprimují 
dva receptory T L R 4 (ten se vyskytuje na různých b u ň k á c h imunitního systému) a R P 1 0 5 
(ten se vyskytuje přednostně na B b u ň k á c h a dendrických b u ň k á c h ) . P o k u d dojde 
k aktivaci těchto d v o u receptoru, spustí se dvě nezávislé signální dráhy (Matyášová 2011) . 

Intercelulární bakterie (např.: Listeha monocytogenes,) vyvolávaj í apoptózu B ( M e n o n et 
al. 2003) . A p o p t ó z o u skončila i interakce B b u n ě k s Francisselou tularensis (Krocova et al. 
2008) . 

1.7.2 JURKAT 

Jedná se o l i d s k o u b u n ě č n o u l i n i i odvozenou o d leukemických T-buněk, které způsobují 
u č lověka (především u dětí m u ž s k é h o pohlaví) akutní lymfoblast ickou leukémii , která 
se vyskytuje u prekurzorů T-buněk. U pacientů s diagnostikovanou akutní lymfoblast ickou 
leukémii se projevuje infiltrací kostní dřeně lymfobalst ickými T-buňkami , leukocytózou, 
zvětšením mezihrudí a p o š k o z e n í m centrální nervové soustavy (CNS) (Anbarlou et al. 
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2015) . Poprvé byla izolována z krve 14-letého chlapce v roce 1977 (Schneider et al. 1977). 
Více než p o l o v i n a z nakažených dětí touto nemocí vykazovala ve svých genomech 
c h r o m o z o m á l n í translokaci , což z tohoto t y p u leukémie dělá vysoce nebezpečnou (Jemal et 
al. 2009) . Je totiž v e l m i náročné nalézt p r o ně účinná chemoterapeutika p r o t i k t e r ý m by 
nebyl i rezistentní a zároveň m á tato choroba vysoké procento recidívy. 

D ů v o d e m v z n i k u rezistence na léčbu, ze jména na léčbu ionizujícím zářením a 
chemoterapi i , může být existence nádorových k m e n o v ý c h b u n ě k ( W u a W u 2009) . Tato 
rezistence je z p ů s o b e n á b i o c h e m i c k ý m i (zvýšená regulace genu A B C B 1 a ABCG2) a/ nebo 
fyziologickými mechanismy (slabá distribuce, hypoxie, nebo kyselé prostředí nádoru) 
( M a h o n e y et a l . 2 0 0 3 ) . V ú v a h u tak připadají alternativní léčebné strategie (Nath et al. 
2010) . Objasnění m e c h a n i s m ů rezistence na chemoterapeutika by m o h l a p o m o c i 
identifikace nádorových k m e n o v ý c h buněk. T y mají schopnost proli ferovat , 
samoobnovovat se a diferencovat se na jiné t ipy nádorových b u n ě k (Wicha et al. 2006) . 
Reya et al. (2001) zj isti l i , že v nádoru se nacházejí vzácné t u m o r iniciující buňky, které jsou 
zodpovědné za p ů v o d nádoru a jsou nej důležitějším faktorem recidívy nádorů. Tyto 
iniciující b u ň k y se poté diferencují na netumorogenní a mají omezenou prol i feraci (Magee 
et al. 2012) . V dnešní době je nádorová terapie z a m ě ř e n á na e l iminaci pouze 
di ferencovaných nádorových buněk, n i k o l i v těch nediferencovaných a tudíž terapie nemá 
žádný v l i v na nádorové k m e n o v é b u ň k y (Klonisch et al. 2008) . A b y byla terapie z a m ě ř e n á 
na nediferencované buňky, m u s í dojít k přesné identif ikaci . Pro identif ikaci se používají 
speciální m a r k e r y buněčného p o v r c h u (Magee et al. 2012) . Nejčastěji p o u ž í v a n ý m je 
m a r k e r CD133 (Neužil et al. 2007) . M a r k e r CD133 je dále nutné rozdělit na CD133+ a 
CD133- . Jurkat buňky s m a r k e r e m CD133+ vykazovaly vyšší hodnoty proliferace, invaze a 
rezistence vůči c h e m o t e r a p e u t i k ů m než Jurkat b u ň k y s m a r k e r e m CD133- (Anbarlou e t a l . 
2015) . S linií Jurkat se p o m ě r n ě často setkáváme v biologických laboratořích, kde slouží 
pro stanovení mechanismu cit l ivosti na léky p r o t i rakovině a záření. Jurkat b u n ě č n á l inie 
je široce využívaná jako m o d e l o v ý systém pro s t u d i u m T-buněk, n icméně byly 
z a z n a m e n á n y p r o b l é m y na úrovni genové exprese. Jedním z nich například signalizace 
PI3K z důvodu absence d v o u centrálních regulátorů ( P T E N a INPP5D) (Abraham a Weiss 
2004) . P o m o c í c e l o g e n o m o v é h o sekvenování byly objeveny mutace v g e n o m u buněčné 
l inie Jurkat, které jsou spojeny s nádory a vytvářejí tak jedinečné vlastnosti této buněčné 
l inie ( G i o i a e t a l . 2018) . 

Cytotoxicita (IC50 = 5 0 % inhibiční koncentrace buněčného růstu) této buněčné l inie je 
25,77 \M (Watanabe e t a l . 2012) . 
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Watanabe et al. [2012] zj ist i l , že f lavonoid acacetin inhibuje prol i feraci l idských 
leukemických b u n ě č n ý c h linií indukcí apoptózy a to p o m o c í aktivity kaspázy. K a s p á z a se 
zpětně blokuje jej ím i n h i b i t o r e m . Dále zj isti l , že apoptózu Jurkat buněčné l inie vyvolá 
inkubace této l inie s 40 | iM acacetinu po d o b u delší než 4 hodiny. Jedním z m o ž n ý c h 
m e c h a n i s m ů je n e r o v n o v á h a v expresi m e z i proapoptickými (např.: p r o t e i n Bax) a 
protiapoptickými proteiny (např.: p r o t e i n Bcl-2) nebo uvolňování cytochromu-c 
z mitochondri í a následná aktivace ATP-závis lého p r o t e i n u Apaf-1 , který reguluje 
b u n ě č n o u s m r t tím, že aktivuje kaspázu. 

T-buněčná l inie Jurkat se aktivuje různými způsoby. Například se předpokládá, že 
tyrosinkináza (Nck) hraje v ý z n a m n o u r o l i v aktivaci T-buněk (v lidské tkáni se vyskytují 
dva typy Nck: N c k l / N c k a a Nck2/Nckb) a tvorbě imunitní synapse m e z i T - b u ň k a m i a A P C 
b u ň k a m i (=antigen-prezentujícími b u ň k a m i ) . Snížená exprese prote inu N c k l p o m o c í 
působení specifické s i R N A nezpůsobila žádné z m ě n y v a p o p t ó z e a prol i feraci T-buněk. 
P o k u d se ale T-buňky st imuloval i p o m o c í C D 3 e / C D 2 8 , pak došlo po snížení N c k l ke 
snížené expresi C D 6 9 a sekreci IL-2 ( interleukinu-2) o p r o t i st imulaci P H A 
(=phytohaemagglutininu) nebo P M A (=phorbol-12-myristát-13-acetát) . Také došlo ke 
snížené fosforylaci proteinů E r k l a E r k 2 (=extracelulárně regulované kinázy 1 a 2) 
(Yiemwattana e t a l . 2011) . 

CD-69 funguje jako aktivační m a r k e r p r o T-buňky. Působí jako silný receptor, přenášející 
signál na lymfocyty, podílí se na regulaci cytokinových genů a migraci b u n ě k po aktivaci 
lymfocytů (Shiow et al. 2006) . 

1.7.3 U 9 3 7 

U937 je p r o m o n o c y t á r n í b u n ě č n á l inie , která způsobuje leukemický monocytární l y m f o m . 
Její morfologie je identická s morfologií nádorových buněk. Tato l inie v z n i k l a z l idského 
difúzního histiocytárního l y m f o m u a byla izolována v roce 1976 z l y m f o m u 371etého muže 
(Sundstróm a N i l s s o n 1976) . Charakteristický je p r o tyto b u ň k y kulatý tvar, krátké 
m i k r o k l k y a velké paprskovité jádro (Tenuzzo et al. 2008) . Slouží jako model p r o i n v i t r o 
diferenciaci m o n o c y t ů a makrofágů. Hlavní v ý h o d o u je m o ž n o s t připravit p r a k t i c k y 
n e o m e z e n é množství h o m o g e n n í c h b u n ě k v laboratoři a žádné tendence prichytávaní 
(adheze). Z těchto monocytů se m o h o u diferencovat b u ď makrofágy, nebo dendrické 
buňky. O t o m , jaká diferenciace proběhne , rozhodují p o d m í n k y mikroprostředí , jako je 
například pří tomnost různých látek (DMSO, T P A , kysel ina retinová, Z n 2 + , glutamin) 
(Mendoza-Coronel a Castafión-Arreola 2016) . Například, p o k u d je př í tomen P M A 
(=phorbol-12-myristát-13-acetát) , dojde k diferenciaci na „ m a k r o f á g ů m p o d o b n ý m " 
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b u ň k á m , které mají plochý nepravidelný tvar, vytvářejí pseudopodia a rádi adherují , 
(Christine Hsiao et al. 2011) . Makrofágy mají schopnost nespecifické imunitní odpovědi a 
to díky vytváření reaktivních forem kysl íku b ě h e m fagocytózy cizích částic (Prasad et al. 
2020) . 

U937 ovlivňuje acacetin a to ste jným z p ů s o b e m jako b u n ě č n o u l i n i i Jurkat (Watanabe et al. 
2012) . Sundstrom a N i l s s o n (1976) zj ist i l i , že b u ň k y U-937 se liší o d neoplastických 
lymfoidních a myeloidních b u n ě k expresí povrchových markerů, k d y l inie U-937 vykazuje 
na s v é m p o v r c h u četné receptory C3, kdežto b u ň k y lymfocytární a myeloidní leukémie 
mají na p o v r c h u pouze malé množství případně v ů b e c žádné receptory C3. 

Cytotoxicita (IC50) této b u n ě č n é l inie je 45,71 u M (Watanabe e t a l . 2012) . 

Obrázek 14: Rozdílná hustota buněčné linie U937AJ nízká hustota BJ vysoká hustota (ATCC2022). 
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2 Cíle práce 

Cílem diplomové práce bylo zhodnoti t z m ě n y v expresi jednotl ivých aktivačních znaků po 
přidání různých koncentrací alkohol-éterového hovězího extraktu (dále jen HE) do 
kult ivačního m é d i a p ř e d ozářením b u n ě k po 24, 48 a 72 hodinách kultivace u tří 
b u n ě č n ý c h linií (Ramos, Jurkat, U937) po přidání tří různých koncentrací hovězího 
extraktu (15 m g / m l ; 1,5 m g / m l a 0,15 m g / ml) a v z h l e d e m ke kontrolnímu v z o r k u zjistit, 
jak se tato suplementace projeví na p o s u n u v m e d i á n u intenzity imunofluorescence (MFI). 
Dalším cí lem bylo p o r o v n a t tento p o s u n s b u ň k a m i ozářenými gama zářením. 
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3 Metodika 

V m é diplomové práci byl testován alkohol-éterový extrakt hovězí tkáně, proto bude 
v praktické části m é práce používán p o d n á z v e m hovězí extrakt (HE) , který je základem 
pro k o m e r č n ě prodávaný přípravek Juvenil. 

3.1 Použitý materiál 

Seznam p o u ž í v a n ý c h chemikálií 

• růstové m é d i u m R P M I 1 6 4 0 
• 1 0 % FBS (Fetal Bovine Sérum) 
• hovězí extrakt o třech koncentracích (15 m g / m l ; 1,5 m g / m l ; 0,15 mg/ml) 
• LPS (l ipolysacharid) 
• P M A (phorbol-12-myristát-13-acetát) 
• P H A (phytohaemaglutinin) 
• Cell W a s h (phosphate buffered saline, 0 ,2% želatina, 0 , 1 % azid sodný) 
• aktivační znaky (CD69; CD25; CD206; CD86; C D l l b ) 

• PI ( p r o p i d i u m jodid) 

Seznam p o u ž í v a n ý laboratorních p o m ů c e k 

• kónická z k u m a v k a (15 ml) 
• k r y o z k u m a v k a 
• pipety o různých objemech 
• kultivační lahve ( 2 5 c m 3 ; 75 c m 3 ; 125 c m 3 ) 
• obyčejné z k u m a v k y o různých objemech 
• špičky na pipety o různých objemech 
• B ů r k e r o v a k o m ů r k a 
• kalkulačka 
• 2 4 j a m k o v á destička 
• F A C S o v é z k u m a v k y ( l m l ; 4ml) 

• kádinky o různých objemech 

Seznam p o u ž í v a n ý c h přístrojů 

• centrifuga (Schoeller, Česká republ ika) 

• termostat (Binder, N ě m e c k o ) 
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• zářič gama záření kobalt 60 (Chisotron, Chirana, Česká republika) 
• automatická pipeta 
• vortex (Bio-tech, Česká republika) 

• laminární box (ThermoFisher Scientific, USA) 
• průtokový cytometr C y A n (Beckman Coulter, USA) 

Seznam p o u ž í v a n ý c h softwarů 

• p r o g r a m S u m m i t V4.3 B u i l d 2445 (RIC Facil ity, USA) 
• p r o g r a m Microsoft Excel verze 2204 (Microsoft , USA) 

• GraphPad P r i s m 9 Software (LLC, USA) 

3.2 Buněčné linie 

3.2.1 B u n ě č n á linie Ramos 

K b u n ě č n é l i n i i Ramos byly přidávány protilátky p r o t i aktivačním z n a k ů m CD 19 a CD25, 
kde CD19 b y l a konjugována s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanát) a CD25 
s A P C (=allofykocyanin). Provedeny byly tři nezávislé experimenty (viz tabulka 4). 

3.2.2 B u n ě č n á linie Jurkat 

K buněčné l i n i i Jurkat b y l y přidávány protilátky p r o t i aktivačním z n a k ů m CD69 a CD25, 
kde CD69 b y l a konjugována s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanát) a CD25 s APC 
(=allofykocyanin). Provedeny b y l y tři nezávislé experimenty (viz tabulka 4). 

3.2.3 B u n ě č n á linie U937 

V b u n ě č n é l i n i i U937 byly přidávány proti látky p r o t i aktivačním z n a k ů m CD206, CD86 
a C D l l b , kde protilátka p r o t i CD206 byla k o n j u g o v á n a s A P C (=allofykocyanin), CD86 
s FITC (=fluorescein-5-isothiokyanát) a C D l l b s PE (=fykoerythrin). Provedeny b y l y tři 
nezávislé experimenty (viz tabulka 4) . 

3.3 Kultivace buněk 

Používány byly buněčné l inie zamražené v al ikvotech ( 1 . 1 0 6 buněk, -150 °C) . Ve všech 
případech se jednalo o neadherentní l inie , které se k u l t i v o v a l i v růstovém médiu RPMI 
1640 s 1 0 % s é r e m FBS (Fetal Bovine S é r u m ) . 
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3.4 Rozmražení buněk 

Do kónické z k u m a v k y o objemu 15 m l bylo připraveno 5 m l kultivačního média 
s 2 0 % F B S . K r y o z k u m a v k a s a l ikvotem vybrané l inie se nechala mírně povolit , aby se 
u v o l n i l obsah, který b y l poté co nejrychleji p ř e v e d e n do kónické z k u m a v k y s kult ivačním 
m é d i e m , ve kterém se nechal rozpustit . Následně bylo m é d i u m s b u ň k a m i centrifugováno 
(5 m i n , 24 °C, 1200 r p m ) . Po centrifugaci b y l odstraněn supernatant, k peletě bylo přidáno 
10 m l m é d i a ( 2 0 % FBS), p r o v e d l a se resuspendace, objem b y l p ř e v e d e n do kultivační 
lahve o objemu 25 c m 3 a objem se dal inkubovat při 37°C s 5% CO2 po dobu 48 h o d i n 
v termostatu. 

3.5 Pasáž buněk 

Po 48 hodinách o d nasazení b u n ě k byla provedena první pasáž. Z kultivačních nádob b y l y 
b u ň k y p ř e v e d e n y do z k u m a v e k p o m o c í automatické pipety, poté byly nádoby opláchnuty 
p o m o c í PBS a p ř e v e d e n y do stejných zkumavek (viz obrázek 15). Tyto z k u m a v k y b y l y 
centrifugovány (5 m i n , 24 °C, 1200 r p m ) . Následně b y l odstraněn pipetou supernatant 
a k u s a z e n ý m b u ň k á m bylo přidáno 5 m l nového, ohřátého m é d i a a p r o v e d l a se 
resuspendace pelety špičkou pipety. Poté byly b u ň k y spočítány p o m o c í B i i r k e r o v y 
k o m ů r k y (viz obrázek 16 a 17) a byla určena jejich životnost. Podle počtu b u n ě k byla 
zvolena velikostně odpovídající kultivační láhev (viz tabulka 2) s n o v ý m kult ivačním 
m é d i e m a opět se b u ň k y nechali i n k u b o v a t při 37 °C s 5% CO2 po d o b u 48 h o d i n v 
termostatu. Před nasazením b u n ě k do p o k u s u byla provedena pasáž m i n . 4x a max. 20x. 
P o k u d b y l a životnost b u n ě k p ř e d nasazením do experimentu p o d 90 %, tak se provedla 
další pasáž. 
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Obrázek 15: Pasážování buněk v laminárním boxu. 

Tabulka 2: Druhy kultivačních lahví dle objemu a příslušných množstvích média a buněk. 

K u l t i v a č n í l á h e v m l m é d i a P o č e t n a s a z o v a n ý c h b u n ě k 

2 5 c m 3 10 m l 1 . 1 0 6 b u n ě k 
7 5 c m 3 2 0 m l 2 . 1 0 6 b u n ě k 

1 2 5 c m 3 5 0 m l 5 . 1 0 6 b u n ě k 

Obrázek 17: Búrkerova komůrka s Obrázek 16: Pohled na mikroskop, 
buňkami pod mikroskopem. kde probíhalo počítání buněk. 
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3.6 Nasazení buněk do pokusu 

Dle schématu b y l do 24jamkové destičky napipetován 1 m l b u n ě k o koncentraci 
5.105 b u n ě k / m l v kult ivačním médiu. Nasazeno bylo 6 destiček pro následné kultivace 24, 
48 a 72 h o d i n (3 pro ozáření a 3 pro kontrolu) . Negativní k o n t r o l u (NK) tvořily b u ň k y bez 
ovlivnění, pozitivní k o n t r o l o u byly st imulované b u ň k y dle tabulky (LPS, P H A , P M A ) . HE byl 
použit ve třech koncentracích: 15 m g / m l , 1,5 m g / m l a 0,15 m g / m l (viz obrázek 18). 
Destičky určené pro ozáření byly následně ozářeny gama zářením 2 Gy. K ozáření b u n ě k 
b y l použit jako zdroj gama záření kobal t 60 (Chisotron, Chirana, Česká republ ika) . 
Dávkový příkon b y l v rozmezí 0 ,867637-0,830043 G y / m i n a b u ň k y byly p o d zářič 
umístěny ve vzdálenosti 100 cm. Následně se nechaly destičky i n k u b o v a t 24, 48 a 72 
h o d i n . Pokus b y l prováděn v triplikátu. 

1 2 3 4 5 6 

Obrázek 18: Schématické znázornění24jamkového panelu. Zkratky: NK= negativní kontrola, PK = pozitivní 
kontrola, HE15 = hovězí extrakt o koncentraci 15 mg/ml, HE1,5 = hovězí extrakt o koncentraci 1,5 mg/ml, 

HE0,15 = hovězí extrakt o koncentraci 0,15 mg/ml. 

53 



3.7 Barvení buněk 

V k a ž d é m č a s o v é m intervalu b y l a b u n ě č n á suspenze p ř e v e d e n a do 15 m l z k u m a v e k a 
centri fugována (7 m i n , 4 °C, 1200 r p m ) . Vzniklý supernatant b y l o d e b r á n a ke z b y t k u bylo 
přidáno 4 m l Cell W a s h (PBS/želatina/azid sodný) , suspenze se protřepala na vortexu 
a z n o v u centrifugo vala za stejných podmínek. Po odebrání supernatantu bylo do všech 
z k u m a v e k přidáno 0,3 m l Cell W a s h , suspenze se promíchala a z každé z k u m a v k y bylo 
napipetováno 200 | i l do l m l F A C S o v ý c h zkumavek a měřilo se na p r ů t o k o v é m cytometru 
cca 30 000 událostí jako negativní k o n t r o l a . Dále bylo z každé 1 5 m l z k u m a v k y 
napipetováno 100 | i l b u n ě k do 4 m l F A C S o v ý c h zkumavek, které b y l y dále použity na 
barvení CD znaků. Dle schématu bylo do každé z k u m a v k y přidáno po 1 \ů naředěných 
protilátek (viz tabulka 3), proběhlo promíchání na vortexu a inkubovalo se 15 m i n v 
pokojové teplotě ve tmě. Po i n k u b a c i bylo do z k u m a v e k napipetováno 3 m l Cell W a s h , 
suspenze se centrifugovala (7 m i n , 4 °C, 1200 r p m ) , odpipetoval se supernatant, došlo k 
resuspendaci v 250 | i l Cell W a s h a celý objem b y l p ř e v e d e n do l m l F A C S o v ý c h zkumavek. 

Tabulka 3: Zkoumané buněčné linie včetně jejich aktivačních znaků a stimulujících látek. Zkratky: PHA 
= phytohaemagglutinin, LPS = lipopolysacharid, PMA = phorbol 12-myristate 13-acetate, FBS = 

Fetal Bovine Sérum. 

Linie Typ buněk Aktivační 
znaky Stimulace Médium Zdroje 

JURKAT T-buňky CD 69 PHA (4 ug/ml) RPMI1640, FBS (Fernández-Riejos et al. 2008) JURKAT T-buňky CD25 (phytohaemaglutinin) RPMI1640, FBS (Fernández-Riejos et al. 2008) 

CD19 LPS (lug/ml) (Leroux-Roels etal . 2016) 
RAMOS B-buňky CD25 PMA (100 ng/ml) RPMI1640, FBS (Rex etal . 2015) RAMOS B-buňky (phorbol 12-myristate 

13-acetate) 

RPMI1640, FBS 

C D l l b LPS (lug/ml) 
U937 makrofágy CD86 PMA (100 ng/ml) RPMI 1640, FBS (Puerta-Guardo etal . 2013) U937 makrofágy 

CD206 (phorbol 12-myristate 
13-acetate) 

RPMI 1640, FBS (Puerta-Guardo etal . 2013) 

Tabulka 4: Použité aktivační znaky včetně fluorochromů na nich navázaných. Zkratky: FITC = 
fluorescein-5-isothiokyanát, APC = allofykocyanin, PE = fykoerythrin. 

N á z e v a k t i v a č n í h o 
z n a k u F l u o r o c h r o m K l o n V ý r o b c e K a t a l o g o v é číslo 

a n t i - h u m a n CD 69 FITC F N 5 0 B i o L e g e n d 3 1 0 9 0 3 

a n t i - h u m a n C D 2 5 A P C B C 9 6 B i o L e g e n d 3 0 2 6 0 9 

a n t i - h u m a n CD 19 FITC H I B 1 9 B i o L e g e n d 3 0 2 2 0 5 

a n t i - h u m a n C D l l b P E ICRF44 B i o L e g e n d 3 0 1 3 0 5 

a n t i - h u m a n C D 8 6 FITC B U 6 3 B i o L e g e n d 3 7 4 2 0 3 

a n t i - h u m a n C D 2 0 6 A P C 15.11 B i o L e g e n d 3 2 1 1 0 9 
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3.8 Průtoková cytometrie 

N a p r ů t o k o v é m cytometru (viz obrázek 19) bylo změřeno cca 30 000 událostí . Do 
označených z k u m a v e k byl p ř e d m ě ř e n í m přidán PI. Po proběhnutí 30 000 událostí b y l a na 
počítači v p r o g r a m u S u m m i t (verze V4.3 B u i l d 2 4 4 5 ; RIC Facility, USA) provedena 
kompenzace a výběr populací pro vlastní analýzu (viz obrázek 20). Poté byla v š e c h n a 
n a m ě ř e n á data exportována z p r o g r a m u S u m m i t do p r o g r a m u Excel (verze 2204, 
Microsoft , USA), kde se s n i m i dále pracovalo. Hlavním ú d a j e m byl m e d i á n intenzity 
fluorescence = MFI . 

Obrázek 19: Průtokový cytometr Cyan. Obrázek 20: Analýza vzorků z průtokové 
cytometrie v programu Summit 
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3.9 Statistické vyhodnocení 

V š e c h n a data byla vyhodnocena j e d n o r o z m ě r n o u analýzou r o z p t y l u A N O V A na hladině 
v ý z n a m n o s t i p < 0,05 (GraphPad P r i s m 9 Software, LLC, USA). Jelikož nebyly zjištěny 
v ý z n a m n é rozdíly m e z i s k u p i n a m i , tak nebyl použit žádný z posthoc testů. 
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4 Výsledky 

4.1 Buněčná linie Jurkat 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD25 v b u n ě č n é linii Jurkat 

Receptor CD25 (IL2Ra) je alfa řetězec receptoru i n t e r l e u k i n u 2 (IL2). Řetězce IL2Rot 
a IL2RP tvoří, společně s gama řetězcem IL2R v, vysokoafinitní IL2 receptor. H o m o d i m e r n í 
I L 2 R a vede k receptoru s nízkou afinitou (BioLegend 2021) . 

Nej vyšší hodnoty MFI b y l y n a m ě ř e n y po přidání phytohaemaglut ininu (PHA) jako 
pozitivní kontroly . Z n a m ě ř e n ý c h h o d n o t vyplývá, že po kul t ivac i 48 h o d i n b y l a hladina 
MFI u v š e c h vzorků nejvyšší. V ý j i m k u tvoří v z o r e k s koncentrací hovězího extraktu 1,5 
mg/ml , u kterého b y l a při 48hodinách kultivace n a m ě ř e n a nej nižší hodnota ze v š e c h tří 
kultivací. U vzorků doplněných o hovězí extrakt se nedá m l u v i t o ně jakém trendu v p o s u n u 
MFI. Pouze u intervalu 72 h o d i n je v idět nižší hodnota u negativní kontroly , pak vyšší 
konstantní hodnota u všech tří koncentrací hovězího extraktu, a nakonec nejvyšší hodnota 
u pozitivní kontroly . Došlo zde tedy k zvýšení MFI p r o t i negativní kontrole . 

JURKAT_CD25 
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Grafl: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie Jurkat při použití markeru CD25. Údaje 
představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní kontrola, HE0,15 = 

vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o 
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = 

phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence. 
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Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD25 v b u n ě č n é linii Jurkat po ozáření 

2 G y 

U tohoto měření byly nejvyšší hodnoty MFI z a z n a m e n á n y u v z o r k u s PHA. Vidět je i v l i v 
doby kultivace, kde nejvyšších hodnot dosahovaly v z o r k y kult ivované 48 h o d i n u k a ž d é h o 
ze st imulovaných vzorků. Neplatí to u v z o r k u , který nebyl ničím ovlivněn. Zde byly 
n a m ě ř e n y nejvyšší hodnoty u kultivace 72 hodin . Nejnižších h o d n o t dosahoval u všech 
v z o r k ů interval kultivace 24 h o d i n . V ý j i m k u tvoří pozitivní kontrola , kde nejnižších hodnot 
dosahoval interval kultivace 72 hodin . U vzorků, kult ivovaných 24 h o d i n a ovl ivněným 
h o v ě z í m extraktem, se nedá popsat jednoznačný t r e n d v p o s u n u imunofluorescence. 
Koncentrace 0,15 a 1,5 m g / m l měla snižující tendenci , ale v z o r e k suplementovaný HE o 
koncentraci 15 m g / m l v y k a z o v a l vyšší hodnoty, než měla negativní kontrola . Kultivace 48 
h o d i n jednoznačně ukázala na zvýšení MFI u vzorků ovl ivněných hovězím extraktem p r o t i 
negativní kontrole . Nejdelší doba kultivace neměla na v z o r k y velký vl iv . V š e c h n y v z o r k y 
měly při této kultivace p o d o b n o u imunofluorescenci . 
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Graf 2: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie Jurkat při použití markeru CD25 a ozářením gama 
zářením 2 Gy. Údaje představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní 

kontrola, HE0,15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím 
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA 

= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozářené vzorky. 

Obecně vykazovaly v z o r k y ozářené 2 Gy vyšší hodnoty než v z o r k y neozářené. Tyto rozdíly 
se s dobou kultivace zvětšovaly. 
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Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD69 v b u n ě č n é linii Jurkat 

Receptor CD69 je m e m b r á n o v ě vázaný C-lektinový receptor t y p u II, který je p o v a ž o v á n za 
m a r k e r tkáňové rezistence a typický m a r k e r pro lymfocyty (Cibrián a Sánchez-Madrid 
2017) . 

Při tomto p o k u s u b y l y nejvyšší hodnoty MFI u jednotl ivých v z o r k ů n a m ě ř e n y po 
48hodinové kult ivaci , vý j imku tvoří pozitivní k o n t r o l a a v z o r e k s nejnižší koncentrací HE, 
u kterých byly nejvyšší hodnoty n a m ě ř e n y po kult ivaci 24 h o d i n . Nejvyšší hodnoty b y l y 
n a m ě ř e n y u v z o r k u s pozitivní k o n t r o l o u , tedy s PHA. Následoval vzorek, který nebyl ničím 
suplementován. V z o r k y , které b y l y ovl ivňované HE vykazovaly nižší hodnoty 
imunofluorescence než negativní a pozitivní k o n t r o l a při všech dobách kultivace. Došlo u 
nich tedy k snížení MFI . 
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Graf 3: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie furkat při použití markeru CD69. Údaje 
představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní kontrola, HE0,15 = 

vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o 
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = 

phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence. 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD69 v b u n ě č n é linii Jurkat po ozáření 

2 G y 

S d o b o u kultivace klesaly hodnoty u všech vzorků k r o m ě v z o r k u H E 1 5 , kde byla hodnota 
u 72hodinové kultivace vyšší než u 48hodinové kultivace. Při porovnávání doby kultivace 
je jednoznačně vidět, že nejvyšších h o d n o t dosahovaly v z o r k y kult ivované 24 h o d i n . 
Zároveň u nich ale b y l a n a m ě ř e n a nejvyšší s m ě r o d a t n á odchylka, a tudíž se jejich trend 
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těžko popisuje. Při kul t ivac i 48 h o d i n mají všechny tři koncentrace HE p o d o b n é hodnoty. 
Tyto hodnoty jsou však nižší než hodnoty u pozitivní a negativní kontroly . Zde je tak vidět 
jednoznačný p o s u n imunofluorescence do nižších h o d n o t p r o t i negativní kontrole , ve 
které je konstantní . Při kul t ivac i 72 h o d i n se hodnoty MFI se stoupající koncentrací HE 
z lehka zvyšovaly s m ě r e m k h o d n o t á m pozitivní kontroly . U této doby kultivace dosahuje 
negativní k o n t r o l a vyšší hodnoty než v z o r e k ovl ivněný HE pouze u v z o r k u s nejnižší 
koncentrací HE. Zde tedy pozorujeme zvýšení hodnoty imunofuorescence se stoupající 
koncentrací HE, až na v z o r e k H E 0 , 1 5 . 
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Graf 4: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie Jurkat při použití markeru CD69 a ozářením gama 
zářením 2 Gy. Údaje představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní 

kontrola, HE0,15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím 
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA 

= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozářené vzorky. 

Při porovnání ozářených a neozářených b u n ě k u tohoto znaku bylo pozorováno, že při 
2 4 h o d i n o v é m a 7 2 h o d i n o v é m intervalu dochází k zvýšení MFI u ozářených b u n ě k p r o t i 
t ě m neozářeným. Opačný t r e n d lze pozorovat u kultivace 48 h o d i n , kde ozářené buňky 
dosahovaly nižších hodnot MFI než b u ň k y neozářené. 
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4.2 Buněčná linie U937 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD206 v b u n ě č n é linii U937 

M a r k e r CD206 je m e m b r á n o v ě vázaný p r o t e i n , který je primárně exprimovaný makrofágy 
a dendrit ickými buňkami . CD206 rozpoznává a váže širokou škálu l igandů a je to účinný 
endocytární receptor (Nielsen e t a l . 2020) . 

T r e n d v l i v u doby kultivace na výs lednou hodnotu MFI u k a ž d é h o m ě ř e n í je p o m ě r n ě jasný. 
Nejvyšších h o d n o t dosahovaly v z o r k y kult ivované 24 hodin . Jen o něco nižších hodnot 
dosahovala kultivace 72 h o d i n . Naopak značně nižších h o d n o t p r o t i p ř e d c h o z í m d v ě m a 
kult ivacím dosahovala kultivace 48 hodin . Jedinou výj imku tvoří pozitivní k o n t r o l a , u 
které rozdíl m e z i 4 8 h o d i n o v o u kult ivaci a 7 2 h o d i n o v o u kultivací nebyl tak výrazný. U 
kultivace 24 h o d i n byla ale n a m ě ř e n a v e l m i v y s o k á s m ě r o d a t n á odchylka. Posun 
v h o d n o t á c h imunofluorescence nebyl obecně mezi s k u p i n a m i nijak výrazný. U kultivace 
24 h o d i n sice bylo vidět lehké zvýšení MFI u vzorků s HE p r o t i negativní kontrole , ale při 
kul t ivac i 48 h o d i n se tento t r e n d n e p o t v r d i l . Při této kul t ivac i došlo k zvýšení MFI u 
v z o r k u s nejnižší koncentrací HE. Tento p o s u n se ale se zvyšující se koncentrací HE 
nezvyšoval , naopak klesal s m ě r e m k h o d n o t á m negativní k o n t r o l y a při koncentraci 15 
m g / m l už b y l dokonce nižší než u hodnoty negativní kontroly . U kultivace 72 h o d i n byly 
hodnoty MFI obecně nižší, avšak zvyšující se koncentrace HE vedla i ke zvýšení hodnot 
MFI. Zaj ímavé je, že pozitivní k o n t r o l a m á v tomto případě nižší h o d n o t u než ostatní 
v z o r k y . 
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Graf 5: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937 při použití markeru CD206. Údaje 
představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní kontrola, HE0,15 = 

vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o 
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = 

phytohaemagglutinin, IE = imunofluorescence. 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD206 v b u n ě č n é linii U937 po ozáření 

2 G y 

Nejvyšší hodnoty byly n a m ě ř e n y u vzorků kult ivovaných 24 h o d i n . U negativní k o n t r o l y je 
t r e n d stejný jako u neozářených buněk. Tedy nejvyšších h o d n o t bylo dosaženo po kult ivaci 
24 h o d i n , následovaly hodnoty n a m ě ř e n é po kul t ivac i 72 h o d i n a nejnižších h o d n o t bylo 
n a m ě ř e n o po kul t ivac i 48 h o d i n . U v z o r k ů ovl ivněných HE je však patrné, že po kult ivaci 
48 a 72 h o d i n jsou výsledky t é m ě ř totožné. Výj imku zde tvoří v z o r e k H E 1 5 , u kterého byla 
n a m ě ř e n á hodnota po kul t ivac i 72 h o d i n vyšší než po kul t ivac i 48 h o d i n . Výsledky 
pozitivní k o n t r o l y vykazovaly , co se doby kultivace týká, stejný t r e n d jako v z o r k y 
ovlivněné nižší koncentrací hovězího extraktu (0,15 a 1,5 mg/ml) . A n i zde nedosahovala 
pozitivní k o n t r o l a nejvyšších h o d n o t Při 2 4 h o d i n o v é m intervalu kultivace došlo k m a l é m u 
zvýšení MFI u vzorků ovl ivněných HE. Tento p o s u n se ale s přibývající koncentrací HE 
zmenšoval , až se dostal p o d hodnotu negativní k o n t r o l y (u v z o r k u H E 1 5 ) . H o d n o t y vzorků 
po kul t ivac i 48 h o d i n jsou t é m ě ř totožné, zatímco u kultivace 72 h o d i n je p o z o r o v á n o 
snížení MFI p r o t i porovnání s negativní k o n t r o l o u . Při tomto intervalu kultivace došlo ke 
snížení MFI u vzorků ovl ivněných HE. Tento p o s u n se ale s přibývající koncentrací HE 
zvětšoval , až se dostal nad h o d n o t u negativní k o n t r o l y (u v z o r k u H E 1 5 ) . Jedná se tedy o 
zcela opačný t r e n d o p r o t i 2 4 h o d i n o v é m u intervalu kultivace. 
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Graf 6: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937 při použití markeru CD206 a ozářením gama zářením 
2 Gy. Údaje představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní kontrola, HE0,15 = 

vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 
1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF = 

imunofluorescence, OZ = ozářené vzorky. 

Při porovnání ozářených a neozářených b u n ě k je patrné, že rozdíly m e z i jednotl ivými 
časovými úseky kultivace jsou p o d o b n é . Nejvyšší hodnoty byly n a m ě ř e n y u 24hodinového 
intervalu , pak u 72hodinového intervalu a nejnižší u 48hodinového intervalu. Tento t r e n d 
ale neplatí u ozářených vzorků HE0,15 a H E 1 , 5 , kde hodnoty po 72hodinách kultivace jsou 
t é m ě ř stejné jako hodnoty po kult ivaci 48 h o d i n . N a m ě ř e n é hodnoty MFI u ozářených 
b u n ě k b y l y v ž d y vyšší než u b u n ě k neozářených. Jedinou v ý j i m k u tvoří opět v z o r k y 
HE0,15 a H E l , 5 . 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD86 v b u n ě č n é linii U937 

M a r k e r CD86 je g lykoprotein patřící m e z i imunoglobul iny . CD86 je v e l m i p o d o b n ý s CD80 
a stejně jako CD80 zvyšuje p r o d u k c i IL-2 (Axelsson et al. 2020) . 

Z n a m ě ř e n ý c h h o d n o t je patrné, že 24hodinový interval kultivace u v š e c h vzorků 
dosahoval nejnižších h o d n o t V ý j i m k o u je v z o r e k s p ř i d a n ý m P H A , kde tato hodnota byla 
nejvyšší. U všech vzorků je také vidět, že naměřené hodnoty po kul t ivac i 72 h o d i n se nijak 
v ý z n a m n ě neliší o d h o d n o t n a m ě ř e n ý c h po kul t ivac i 48 h o d i n . Výj imku opět tvoří 
pozitivní kontrola , kde rozdíl m e z i těmito kul t ivacemi trochu patrný je. U 24hodiného 
intervalu kultivace bylo pozorováno snížení MFI u v z o r k ů ovl ivněných různými 
koncentracemi HE p r o t i negativní kontrole . Tento p o s u n se navíc jeví jako konstantní u 
v š e c h tří koncentrací . Stejný t r e n d lze p o z o r o v a t u vzorků po kult ivaci 72 h o d i n , kde se ale 
v z o r e k s nejvyšší koncentrací HE více přiblížil hodnotě negativní kontroly . Tento t r e n d je 
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zesílen u 48hodinového intervalu kultivace, při které už dokonce p r ů m ě r n á hodnota H E 1 5 
převyšuje p r ů m ě r n o u hodnotu negativní kontroly . 

Graf 7: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937 při použití markeru CD86. Údaje představují 
průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK = negativní kontrola, HE0,15 = vzorek s 

hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 1,5 
mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF 

= imunofluorescence. 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku CD86 v b u n ě č n é linii U937 po ozáření 

2 G y 

V k a ž d é m v z o r k u došlo k n a m ě ř e n í vyšší hodnoty MFI u 4 8 h o d i n o v é h o intervalu než 
u stejných vzorků při m ě ř e n í po kult ivaci 24 hodin . U intervalu kultivace 72 h o d i n 
docházelo u negativní k o n t r o l y a u v z o r k u s koncentrací HE0,15 m g / m l k navýšení 
hodnoty MFI p r o t i kratším kultivacím. V z o r k y H E 1 , 5 , H E 1 5 a P H A p r o t i t o m u měly nižší 
h o d n o t u MFI imunofluorescence než 24hodinové, respektive 48hodinové intervaly 
kultivace. Pozitivní k o n t r o l a měla naměřené nejvyšší p r ů m ě r n é hodnoty MFI u v š e c h tří 
intervalů kultivace. Negativní k o n t r o l a měla stejně jako všechny ovlivněné v z o r k y HE 
t é m ě ř totožnou p r ů m ě r n o u hodnotu. N e d á se tedy m l u v i t o ně jakém v ý r a z n é m trendu 
v p o s u n u MFI . Stejná situace platí i u 48hodinového intervalu kultivace. Nepatrný p o s u n 
nastal u kultivace 72 h o d i n , při kterém se p r ů m ě r n é hodnoty IF u b u n ě k ovl ivněných HE 
nepatrně snížily. 
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Graf 8: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937 při použití markeru CD86 a ozářením gama 
zářením 2 Gy. Údaje představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní 

kontrola, HE0,15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím 
extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA 

= phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozářené vzorky. 

Při porovnávání h o d n o t ozářených a neozářených stejných vzorků je patrné, že ozářené 
b u ň k y ve všech dobách kultivace vykazovaly vyšší hodnoty MFI . Zaj ímavá situace nastala 
u vzorků P H A , H E 1 5 a H E 1 , 5 , kde u 72hodinového intervalu kultivace b y l y p r ů m ě r n é 
hodnoty IF totožné. Nutné je ale říct, že zde b y l y velké směrodatné odchylky. 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku C D l l b v b u n ě č n é linii U937 

M a r k e r C D l l b společně s CD18 tvoří heterodimerní komplexní p r o t e i n C D U , který 
se podílí na adhezi granulocytů, fagocytóze a aktivaci neutrofilů. Je rozhodující pro 
transendotel iální migraci m o n o c y t ů a neutrofilů. Zároveň reguluje vychytávání částic a 
používá se jako mikrogliální m a r k e r pro tkáně nervového systému (BioLegend 2018) . 

V této l i n i i lze pozorovat , že u každého v z o r k u (kromě pozitivní kontroly) je p r ů m ě r n á 
hodnota IF v e l m i p o d o b n á p r o kult ivaci 48 i 72 hodin . H o d n o t a p r o kult ivaci 24 h o d i n je 
u každého v z o r k u (opět s vý j imkou pozitivní kontroly) o něco vyšší nebo podobná. 
Pozitivní k o n t r o l a po měření p r ů t o k o v ý m cytometrem dosahovala nejvyšších h o d n o t MFI 
a tyto se s přibývaj ícím č a s e m kultivace zvyšovaly. V této l i n i i bylo z a z n a m e n á n o 
snížení hodnoty MFI u všech tří časů kultivace i všech vzorků ovl ivněných HE v porovnání 
s negativní k o n t r o l o u . Tento t r e n d však b y l nepatrný. 

• 2 4 h 

• 48 h 

• 72 h 
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Graf 9: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937 při použitímarkeru CDllb. Údaje 
představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK= negativní kontrola, HE0,15 = 

vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s hovězím extraktem o 
koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 mg/ml, PHA = 

phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence. 

Vliv suplementace HE na z m ě n u MFI znaku C D l l b v b u n ě č n é linii U937 po ozáření 

2 G y 

Při porovnání v l i v u doby kultivace na ozářené b u ň k y jsme zjisti ly, že u v z o r k u HE0,15 byla 
nejvyšší hodnota n a m ě ř e n a po 24 hodinách kultivace. U všech ostatních v z o r k ů byla 
nejvyšší hodnota z a z n a m e n á n a po kul t ivac i 72 h o d i n . Pozitivní k o n t r o l a zde stejně jako 
u neozářených b u n ě k dosahovala jednoznačně nejvyšších h o d n o t 24hodinový interval 
kultivace neměl na b u ň k y v podstatě žádný efekt při hodnocení z m ě n y MFI . Při kult ivaci 
48 h o d i n bylo vidět snížení u HE ovl ivněných buněk, nicméně tento p o s u n se s přibývající 
koncentrací HE zvyšoval , až nakonec překonal i p r ů m ě r n o u h o d n o t u u negativní kontroly . 
U kultivace 72 h o d i n bylo toto snížení jednoznačné u v š e c h vzorků ovl ivněných třemi 
různými koncentracemi HE p r o t i h o d n o t á m n a m ě ř e n ý c h u neovl ivněných buněk. 
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Graf 10: Hodnota imunofluorescence u buněčné linie U937při použitímarkeru CDllba ozářením 
gama zářením 2 Gy. Údaje představují průměrnou hodnotu ± směrodatná odchylka. Zkratky: NK = 

negativní kontrola, HE0,15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 0,15 mg/ml, HE1,5 vzorek s 
hovězím extraktem o koncentraci 1,5 mg/ml, HE15 = vzorek s hovězím extraktem o koncentraci 15 

mg/ml, PHA = phytohaemagglutinin, IF = imunofluorescence, OZ = ozářené vzorky. 

Při porovnání ozářených a neozářených b u n ě k u této l inie , je patrný efekt délky kultivace 
buněk. Zat ímco při kul t ivac i 24 h o d i n byly n a m ě ř e n y vyšší hodnoty pro ozářené b u ň k y 
pouze u vzorků ovl ivněných H E , při kult ivaci 48 a 72 h o d i n už b y l y vyšší hodnoty 
n a m ě ř e n y u všech ozářených b u n ě k p r o t i b u ň k á m neozářeným. 
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5 Diskuze 

Juvenil je alkohol-éterový extrakt z hovězí tkáně vyvinutý jako přírodní doplněk stravy, 
který pozitivně působí na imunitní systém a m o h l by p o m o c i v nádorové terapii . Bylo 
zjištěno, že Juvenil působí p ř e d e v š í m na orgánové úrovni a t ím ovlivňuje celý organismus. 
Juvenil m á pozitivní účinek na m i k r o b i o t u střev (Kubelková a Macela 2020) , snižuje 
ž ivotaschopnost lidské nádorové plicní buněčné l inie (Duškova et al. 2019) , zvyšuje 
i m u n i t u u dětí vystaveným znečištěnému ovzduší (Svozil et al. 2020) a n e m á žádné 
vedlejší škodlivé nebo toxické účinky na organismus. Účinek na m i k r o b i o t u střev by m o h l 
být základním mechanismem sekundárního pozitivního ovlivnění imunitního systému 
Juvenilem. P o d o b n é h o pozitivního účinku dosáhla i N o v a et al. (2007) , která z k o u m a l a v l i v 
p r o b i o t i k na l idský organismus v různých fázích l idského života. HE pravděpodobně 
nepůsobí př ímo na jednotlivé funkční systémy, jako je imunitní systém, neurohormonální 
systém nebo zažívací systém, ale působí zprostředkovaně přes m o d u l a c i střevních 
m i k r o b i o t polysystémově. Juvenil obsahuje široké s p e k t r u m látek. M e z i n i m i například 
aminokysel iny , pept idy a oligopeptidy, vitamíny, minerály, malé množství fosfolipidů a 
nukleotidy. V š e c h n y tyto m o l e k u l y jsou sami o sobě prospěšné p r o l idský organismus. Zdá 
se, že v e l m i důležitou složkou Juvenilu jsou nukleotidy, které ovlivňují vývoj , prokrvení , 
t loušťku stěny střev a o p r a v u celého gastrointestinálního traktu (Uauy et al. 1994) , 
h r o m a d ě n í l ipidů v játrech (Carver 1994) , podporuj í vývoj a růst v postnatálním období 
(Šíma 2008) a jsou v ý z n a m n o u složkou mateřského mléka (de Vrese a Schrezenmeir 
2008) . 

Juvenil m á prokazatelně pozitivní výsledky na orgánové úrovni , a proto jsem se zaměřil na 
jeho v l i v v rámci b u n ě k přirozené i specifické imunity . Použil jsem proto tři l idské buněčné 
l inie : Ramos (B-lymfocyry), Jurkat (T-lymfocyty) a U937 (makrofágy) . 

B u n ě č n á l inie Ramos posloužila p r o nastavení celého p o k u s u a v z h l e d e m k nejednoznačné 
metodice a k m a l é m u počtu využitelných dat nebyla do analýzy zahrnuta. 

Z analýz vyplývá, že signifikantní ovlivnění nebylo vidět, n icméně výsledky ukazují , že 
metodika fungovala dobře, b u ň k y neumíraly a Juvenil m á na b u ň k y účinek. Z výsledků byly 
v idět určité trendy. 

U buněčné l inie Jurkat dosahovaly v z o r k y nejvyšších h o d n o t při kul t ivac i 48 hodin . 
Výj imku tvoří v z o r k y ozářené 2 Gy a m ě ř e n é na z m ě n u znaku CD69. U této jediné 
podkategorie docházelo se stoupající dobou kultivace k p o k l e s u hodnoty MFI. Nejvyšších 
h o d n o t MFI zde dosahoval interval 24 h o d i n , nicméně jak je v grafech znázorněno, u této 
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doby kultivace b y l y nejvyšší směrodatné odchylky. U několika dalších vzorků byly 
n a m ě ř e n y nejvyšší hodnoty v j iné době kultivace, n icméně v ž d y to bylo pouze u 
jednotl ivých vzorků ne v rámci celé kategorie a vždy to bylo o zanedbatelný rozdíl oprot i 
MFI při kult ivaci 48 h o d i n . Z toho vyplývá, že pro expresi aktivačních m a r k e r ů je u 
b u n ě č n é l inie Jurkat nejvhodnější kultivace 48 hodin . Interval kultivace 24 h o d i n není pro 
b u ň k y dostačující . Při analýze dat vycházely u této doby kultivace jednoznačně nejvyšší 
směrodatné odchylky. To by mohlo být způsobené nedostatečným m n o ž s t v í m b u n ě k ve 
v z o r k u . Při analýze na p r ů t o k o v é m cytometru jsem totiž p o z o r o v a l nejmenší počet b u n ě k 
při této době kultivace. To ukazuje na to, že b u ň k y potřebují delší čas p r o namnožení . 

Při měření MFI z n a k u CD25 u této buněčné l inie b y l t r e n d v p o s u n u MFI jednoznačně 
p o z o r o v á n pouze u vzorků ovl ivněných H E , kult ivovaných 48 h o d i n a ozářených 2 Gy. U 
této kategorie byly n a m ě ř e n y vyšší h o d n o t y MFI u HE v z o r k ů o p r o t i negativní kontrole . 
Navýšení o p r o t i negativní kontrole nebylo nijak výrazné, pouze u v z o r k u HE1,5 je 
p o z o r o v á n a o něco vyšší exprese. To by mohlo ukazovat na to, že HE působí protektivně 
při koncentraci 1,5 m g / m l a za v e l m i specifických podmínek. 

Při m ě ř e n í MFI z n a k u CD69 se t r e n d jeví ještě jednoznačnější . U všech neozářených b u n ě k 
v této kategori i při všech dobách kultivace b y l y n a m ě ř e n y nižší hodnoty MFI u vzorků 
doplněných o HE o p r o t i negativní kontrole . To by mohlo ukazovat na to, že HE m á spíše 
inhibiční účinek než stimulační. U ozářených b u n ě k je stejný t r e n d vidět také, n icméně je 
o m e z e n pouze na interval kultivace 48 h o d i n . To by mohlo ukazovat na sníženou aktivitu 
b u n ě k při použití HE po kul t ivac i 48 h o d i n . 

Při porovnání ozářených a neozářených Jurkat vykazovaly ozářené b u ň k y vyšší hodnoty 
MFI obou měřených znaků než b u ň k y neozářené. Stejných výs ledků dosáhl i Voos et 
al. (2018), který porovnával expresi CD25 u Jurkat b u n ě k s lymfocyty a zj isti l , že IZ 
způsobuje zvýšenou expresi CD25 u Jurkat buněk. Jedinou v ý j i m k u tvoří 48hodinový 
interval kultivace u z n a k u CD69, u kterého všechny ozářené v z o r k y dosahovaly nižších 
h o d n o t než jejich neozářené varianty. Tuto anomáli i bych připisoval v e l k ý m odchylkám 
měření . Zvýšená exprese CD69 u ozářených Jurkat b u n ě k je v souladu s výs ledky ( M o r i 
2011) . T e n testoval expresi m a r k e m CD69 u Jurkat b u n ě k po napadení bakterií 
Helicobacter pylori, která je z o d p o v ě d n á za c h r o n i c k o u gastritídu a k a r c i n o m žaludku. 
V m é m experimentu sice žádné bakterie použi ly nebyly, ale stresový faktor b y l u b u n ě k 
reprezentován gama zářením 2 Gy a v obou případech došlo ke zvýšené expresi 
povrchového m a r k e r u CD69. 
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Co se buněčné l inie U 9 3 7 týká, tak z h lediska časové kultivace se nedá m l u v i t o 
jednoznačné době kultivace, při které by byly n a m ě ř e n y nej vyšší hodnoty MFI. V ž d y záleží 
na s l e d o v a n é m znaku. Při m ě ř e n í z n a k u CD206 byly n a m ě ř e n y nejvyšší hodnoty MFI 
u 24hodinového intervalu kultivace, kde ale byly opět vysoké směrodatné odchylky. 
U z n a k u CD86 byly výsledky ohledně časového intervalu značně nejednoznačné. 
Jednoznačné byly pouze hodnoty pro 24hodinový interval kultivace, kde o p r o t i 
předchozímu z n a k u byly n a m ě ř e n y nejnižší hodnoty. Při m ě ř e n í znaku C D l l b byly u 
neozářených b u n ě k n a m ě ř e n y o něco vyšší hodnoty MFI u 24hodinového intervalu než u 
zbylých dvou intervalů kultivace, nicméně u jejich ozářené var ianty už b y l y nejvyšší 
hodnoty n a m ě ř e n y po kul t ivac i 72 h o d i n (výjimku tvoří v z o r e k H E 0 , 1 5 , který po ozáření 
v y k a z o v a l nejvyšší hodnoty u kultivace 24 hodin) . 

P o s u n v hodnotách MFI z n a k u CD206 u vzorků s HE o p r o t i negativní kontrole nebyl 
jednoznačný ani u ozářených ani u neozářených buněk. Překvapující je, že u tohoto znaku 
nefungovala pozitivní kontrola , jelikož u ní byly n a m ě ř e n y nižší hodnoty MFI než u 
ostatních vzorků. V y p a d á to tedy tak, že aktivační znak není po použití P H A exprimován. 

Při měření MFI znaků CD86 a C D l l b byla v idět jistá symetrie v p o s u n u h o d n o t MFI . Tento 
t r e n d v p o s u n u však b y l rozdílný u ozářených a u neozářených buněk. Zat ímco u 
neozářených buněk došlo ke snížení hodnoty MFI u všech časových intervalů (jedinou 
v ý j i m k u tvoří v z o r e k H E 1 5 , kde hodnota MFI znaku CD86 u 48hodinového intervalu 
překračuje hodnotu negativní k o n t r o l y ) , u ozářených b u n ě k byly n a m ě ř e n y nižší hodnoty 
MFI pouze u 72hodinového intervalu , zbylé dva intervaly zůstaly o p r o t i negativní kontrole 
v podstatě beze změny. Zde by se dalo hovořit o inhibičním efektu použití HE. 

Při porovnání ozářených a neozářených b u n ě k v této b u n ě č n é l i n i i vykazovaly ozářené 
b u ň k y obecně vyšší hodnoty MFI o p r o t i n e o z á ř e n ý m variantám ve v š e c h časových 
intervalech. Zaj ímavá situace ale nastala u z n a k u CD86, kde po kul t ivac i 72 h o d i n u vzorků 
P M A , H E 1 5 a HE1,5 b y l y n a m ě ř e n y identické hodnoty jak p r o ozářené, tak pro neozářené 
buňky. Zaj ímavostí je také porovnání ozářených a neozářených b u n ě k u z n a k u C D l l b . zde 
při kul t ivac i 24 h o d i n byly n a m ě ř e n y vyšší hodnoty MFI pouze u vzorků ovl ivněných H E , 
nicméně u obou k o n t r o l tyto rozdíly byly malé . T r e n d vyšších h o d n o t MFI u ozářených 
buněk, než u b u n ě k neozářených zůstal u zbylých dvou kultivací zachován. 
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Závěr 

Cílem m é diplomové práce bylo v y h o d n o t i t z m ě n y v expresi v y b r a n ý c h aktivačních znaků 
po 24, 48 a 72 hodinách kultivace u tří l idských b u n ě č n ý c h liniích (Ramos, Jurkat, U937) . 
K b u ň k á m b y l př idán hovězí extrakt ve třech koncentracích (15 m g / m l ; 1,5 m g / m l 
a 0,15 mg/ml) , k d y ani jedna z n ich nevedla k prokazatelnému zvýšení aktivace buněk, ale 
ani nedošlo k negativnímu ovlivnění. B u ň k y b y l y též po přidání tohoto extraktu vystaveny 
ionizujícímu záření p r o zjištění jeho m o ž n é h o radioprotektivního účinku, ale ani ten nebyl 
prokázán. 

Z výsledků je tedy patrné, že přidání hovězího extraktu k b u ň k á m nemělo v l i v na jejich 
aktivaci ani v iabi l i tu . A ačkoliv m e z i jednotl ivými s k u p i n a m i nebyl z a z n a m e n á n 
signifikantní rozdíl, tak z jednotl ivých trendů lze říct, že přidání extraktu vedlo: 

u buněčné l inie Jurkat: 
o při měření znaku CD25 k: 

• zvýšení MFI u ozářených b u n ě k a kult ivovaných 48 h o d i n , 
o při měření znaku CD69 k: 

• snížení MFI u neozářených buněk. 
• snížení MFI u ozářených b u n ě k a kult ivovaných 48 h o d i n , 

u buněčné l inie U 9 3 7 : 
o při měření znaku CD86 k: 

• snížení MFI u neozářených buněk. 
• snížení MFI u ozářených b u n ě k a kult ivovaných 72 h o d i n , 

o při měření znaku CD 11b k: 
• snížení MFI u neozářených buněk. 
• snížení MFI u ozářených b u n ě k a kult ivovaných 72 h o d i n . 

Z d ů v o d u vysoké variabi l i ty dat nebyla b u n ě č n á l inie Ramos do analýz zahrnuta. 

V rámci dalšího v ý z k u m u působení přípravků na bázi hovězího extraktu by bylo v h o d n é 
d o p l n i t dosavadní výsledky o souhrnné experimenty in vivo, jel ikož se ukazuje, že pro 
prokázání jejich pozitivních účinků na organismus je potřeba komplexních metabol ických 
d r a h a s o u h r u b u n ě č n ý c h systémů jednotl ivých funkčních celků organismu. 
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