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ABSTRAKT

Cil prace: Cilem diplomové prace bylo zavedeni metodiky in vitro infekce lidskym
cytomegalovirem (HCMV) kmene VR-1590, studium pribéhu in vitro HCMV infekce
xCelligence RTCA metodikou a pouziti ionizujiciho zafeni k zajisténi imunosuprese
u hostitelskych  fibroblasti. Detekce a analyza vybranych signalnich drah
imunosuprimovanych hostitelskych bun¢k za pouziti 1D elektroforézy, Western blotu,
imunodetekce a protilatkové PathScan technologie.

Metody: V ramci této prace bylo pracovano sinfekci HCMV kmene VR-1590
a lidskymi embryonélnimi fibroblasty linie MRC-5. Byly vyuZity zakladni laboratorni
techniky, déle ionizujiciho gama zéafeni produkovaného uzavienym zaticem ®°Co jako
faktoru imunosuprese. Zmény signdlnich drah v hostitelskych fibroblastech byly
sledovany pomoci PathScan protilatkové technologie a dale ovéfovany pomoci
jednorozmérné elektroforézy s vyuZzitim Western blot techniky.

Vysledky: Bunécénd proliferace hostitelskych bun€k byla ovéfena v redlném Ccase.
K ptipravé vzorki byly vytvofeny modelové situace vyuzivajici infekci
optimalizovanou davkou infekce HCMV a néslednym navozenim imunosuprese Ci
modelu s navozenou imunosupresi. Exprese detekovanych signalnich molekul (p53,
Bad, kaspaza 3, Statl, Stat3, ERK1/2 a dalSich) ukazuje, Ze builkky ovlivnéné
ionizujicim zafenim patrné zanikaji cestou apoptdzy, protoze proapoptotické markery
vykazovali zvySenou expresi s rostouci davkou zafeni. Z naSich vysledki vyplyva, ze
linie fibroblastli bez vlivu infekce je zna¢né radiorezistenti, tomu odpovidaji zmény
v expresi pro a anti-apoptotickych markerd.

Zavér: CMV moduluje v ¢asnych fazich infekce signdlni drahy v rdmci pfirozené
1 adaptivni imunity. Vlivem ionizujiciho zéafeni byla u infikovanych bunék prokézana
exprese proapoptotickych proteinti vedouci k ativaci NF-kB signalni dréhy, ktera tidi
imunitniho systému, ale také k redukci interferonové produkce, kterd je ovSem potiebna

k redukci virové replikace uvnitf infikovanych buné€k a k inhibici replikace DNA.

Klic¢ova slova: lidsky cytomegalovirus; ionizujici zafeni; apoptdza; imunosuprese.



ABSTRACT

Goal of the thesis: The main aim of this thesis was to introduce the in vitro
cytomegalovirus (HCMV) infection method of the VR-1590 strain, followed by study
of the in vitro HCMYV infection by xCelligence RTCA methodology and to use ionizing
radiation to provide the immunosuppression in host fibroblasts. The detection and
analysis of selected signaling pathways of immunosuppressed host cells was provided
using 1D electrophoresis, Western blot, immunodetection, and PathScan antibody
technology.

Methods: In this work, infection of human embryonic fibroblasts of the MRC-5 line
with HCMYV infection of VR-1590 line was performed. Basic laboratory techniques, as
well as ionizing gamma rays produced by ®°Co ionizing radiation, were used as a factor
for immunosuppression. Changes in signaling pathways in host fibroblasts were
monitored by PathScan antibody technology and further verified by one-dimensional
Western blot electrophoresis techniques and immunodetection.

Results: Cellular proliferation of the host cells was verified in real time. Specimens
were developed using modeling situations using optimized dose of HCMYV infection and
subsequent induction of immunosuppression or model with induced
immunosuppression. Expression of detected signal molecules (p53, Bad, caspase 3,
Statl, Stat3, ERK1/2 and others) indicates that cells affected by ionizing radiation
apparently disappear via apoptosis because proapoptotic markers exhibit increased
expression with increasing radiation doses. Our results show that the line of fibroblasts
without the influence of infection is extensively radioresistent, corresponding to
changes in the expression of anti-apoptotic markers.

Conclusions: CMV modulates the early stages of signal pathway infection within both
natural and adaptive immunity. Due to ionizing radiation, proliferation of pro-apoptotic
proteins has been demonstrated to drive the NF-«xB signaling pathway, which controls
the gene by expressing the anti-inflammatory cytokines necessary to functionally
synchronize the immune system cells, but also to reduce interferon production, which is

required to reduce viral replication infected cells and to inhibit DNA replication.

Key words: human  cytomegalovirus; ionizing  radiation;  apoptosis;

Immunosuppression.



POUZITE ZKRATKY

1D — jednorozmérna (z angl. One-dimensional)
AA — akrylamid
Ab — protilatka (z angl. Antibody)

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity (z angl. Acquired immune deficiency
syndrome)

APS — persiran amonny

ATB — antibiotika

BSA —bovinni sérovy albumin

CID — cytomegalické inkluzni onemocnéni (z angl. Cytomegalic inclusion disease)
CMYV - cytomegalovirus

Co — kobalt

CO; — oxid uhlicity
CR — Ceska republika

dH>0 — destilovana voda

DMEM - (z angl. Dulbecco's modified eagle medium)

DMSO — dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

E — ¢asny (z angl. Early)

ELISA — enzymatickd imunoanalyza

FBS — fetalni bovinni sérum (z angl. Fetal bovine serum)

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv (z angl. Food and Drug Administration)
Gy — gray

HCI — kyselina chlorovodikova

HCMYV - lidsky cytomegalovirus (z angl. Human cytomegalovirus)

HHYV - Lidsky herpesvirus (z angl. Human herpesvirus)



HIV — virus lidské imunitni nedostac¢nosti (z angl. Human immunodeficiency virus)

HRP — kfenova peroxidaza (z angl. Horse radish peroxidase)

IE — okamzité ¢asny (z angl. Immediate-early)

IFNy — interferon gama

IL — interleukin

L — pozdni (z angl. Late)

mAb — monoklondlni protilatka

MCMV — mysi cytomegalovirus (z angl. Mouse cytomegalovirus)

MHC - hlavni histokompatabilni komplex (z angl. Major histocompatibility complex)
MIEP — hlavni okamZité ¢asny promotor (z angl. Major immediate early promoter)
miRNA — mikro ribonukleova kyselina

Na;EDTA — edetan disodny

NaCl — chlorid sodny
NK buiiky — pfirozeni zabijeci (z angl. Natural killer cell)
NMS — netucné susené mléko

PAGE elektroforéza — polyakrylamidovéa gelova elektroforéza

PBS — fosfatovy puftr (z angl. Phosphate buffered saline)

PC — pentamericky komplex (z angl. Pentameric complex)

PCR — polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)
PDA — polydiethylenamid

PFU — jednotka formujici plaky (z angl. Plaque forming unit)

PVDF — polyvinylidendifluorid

RPM - otacky za minutu (z angl. Rotate per minute)

RTCA — analyza v redlném cCase (z angl. Real time cell analysis)

RTK — receptorové tyrozinkinazy

SDS — dodecylsulfat sodny



SR — Slovenska republika
TBS — pufrovany fyziologicky roztok (z angl. Tris-buffered saline)
TEMED - tetramethylethylendiamin

TNFa — tumor nekrotizujici faktor / kachektin (z angl. Tumor necrosis factor)
USA — Spojené staty americké
WB — Western blot

VZV — Varicella Zoster virus
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CILE PRACE

Osvojeni si zékladni laboratorni techniky, jako prace s virovymi izolaty
abunécnymi kulturami. Zavedeni metodiky in vitro infekce lidskym

cytomegalovirem kmene VR-1590 v laboratofi.

Studium pribéhu in vitro infekce lidskym cytomegalovirem kmene VR-1590
s pouzitim xCelligence RTCA metodiky.

Pouziti ionizujiciho zafeni (kobalt 60) k zajiSténi imunosuprimovanych

hostitelskych bunék fibroblasta.

Detekce a analyza vybranych signalnich drah imunosuprimovanych
hostitelskych bunék za pouziti 1D elektroforézy, Western blotu, imunodetekce

a protilatkové PathScan technologie.
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2  TEORETICKA CAST

2.1 Rodina herpesviri

Herpesviry patfi do skupiny DNA virti, které jsou rozdéleny do tfi podrodin
(alfaherpesviry, betaherpesviry a gamaherpesviry) na zaklad¢ jejich biologickych
vlastnosti. Herpesviry jsou v pfirod¢ velmi rozsifeny a vzhledem k tomu, ze jen velmi
malo z nich je schopno infikovat vice nez jeden zivoc¢iSny druh, tak pocet herpesvirii
v ptirod¢é pravdépodobné piesahuje dvé sté, dosud identifikovanych, ¢lent této rodiny
(Knipe a Howley, 2013).

Zatazeni dorodiny herpesvird zavisi pfedevSim na architektuie vlastniho
virionu. Herpesviry vynikaji ¢tyfmi vyznamnymi biologickymi vlastnostmi. Prvni
z nich je velké mnozstvi enzymi podilejicich se na metabolismu nukleovych kyselin,
DNA syntézy nebo zpracovani proteinli. Dal§im spolecnym znakem je, Ze genova
transkripce a syntéza virové DNA probiha vjadte a produkce infekéniho
progenitorového viru (lyticka infekce) je obvykle spojena s destrukci infikované bunky.
Dosud zkoumané herpesviry vyuZivaji latence pro celozivotni piezivani v hostitelskych

bunkach (Knipe a Howley, 2013).

2.1.1 Nomenklatura herpesviri

Herpesviry mizeme oznacovat dvojim zptisobem. Prvni zplisob vyuziva oficialni
nomenklaturu jako ,,Lidsky herpesvirus 1. Druhy pro zménu dlouhodobé zazité lidové
nazvy napft. ,,Herpes simplex virus 1“ (Knipe a Howley, 2013). Nasledujici tabulka
(Tab. 1) shrnuje nazvy jednotlivych zastupcii betaherpesvirt, které maji za hostitele

¢loveka.
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Tab. 1: Klasifikace lidskych herpesvirii

velikost
formalni nazev zkratka Synonymum podrodina  genomu (Kbp)

Lidsky herpesvirus 1 ~ HHV-1 Herpes simplex virus 1 o 152
Lidsky herpesvirus 2~ HHV-2 Herpes simplex virus 2 o 155
Lidsky herpesvirus 3 ~ HHV-3 Varicella-zoster virus o 125
Lidsky herpesvirus4 ~ HHV-4 Epstein-Barrové virus Y 172
Lidsky herpesvirus 5 HHV-5  Cytomegalovirus (CMV) B 236
Lidsky herpesvirus 6A HHV-6A HHV-6 varianta A B 230

Lidsky herpesvirus 6B HHV-6B HHV-6 varianta B B 159/170°

Lidsky herpesvirus 7 HHV-7 B 162/168"

KSHYV (Kaposi-sarcoma

Lidsky herpesvirus 8 HHV-8 associated herpesvirus) Y 145

* naméfené hodnoty se v riznych laboratofich liily

Zdroj: Dostal a kol., 2004; Braun a kol., 1997; https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

ze dne 15. 2. 2018 (pfepracovano).

2.1.2 Podrodiny herpesviri

Alfaherpesviry jsou rychle rostouci, cytolytické viry, které prezivaji
béhem latentni faze infekce v neuronech. Do této podrodiny patii Herpes simplex virus
1, Herpes simplex virus 2 a Varicella-zoster virus. Tyto tfi viry zplisobuji vezikularni
vyrazky jak pfi primarni infekci, tak pfi reaktivaci infekce.

Betaherpesviry zahrnuji pomalu rostouci cytomegalovirus. Ten své jméno ziskal
podle enormniho zvétSeni napadenych bun€k. Tato podrodina déle zahrnuje lidsky
herpesvirus 6 (HHV-6) a 7 (HHV-7).

Virus Epstein-Barrové (HHV-4) spolu s lidskym herpesvirem 8 patfi

do podrodiny Gamaherpesvirt.!

2.1.3 Historie cytomegaloviru

V roce 1881 popsal Ribbert velké butiky v Gsecich ledvin mrtvych novorozenct
a také v priusnich zlazach déti. Nalezy nedokazal identifikovat do té doby, nez uvidél

zpravu od ,Jesionek a Kilemenoglou® (Ribbert, 1904), kteti popsali podobné utvary
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jako protozodm podobné burky v plicich, ledvinach a jatrech mrtvého osmimési¢niho
plodu. Excentricky umisténd jadra téchto bun€k obsahovala ,centralni jaderné télo*
obklopené svétlym prstencem (Jesionek a Kiolemenoglou, 1904). Lowenstein, ktery
pracoval pro Ribberta naSel takové bunky v pfiusnich zlazach u Ctyt ze tficeti kojenct.
Jednalo o charakter typickych cytomegalickych bunék s intranuklearnimi inkluzemi
(Lowenstein, 1907). Po objeveni bunék s intranuklearnimi inkluzemi v lézich muze,
infikovaného herpes zoster a herpes genitalis, byli Von Glahn a Pappenheimer
piesvédCeni, ze tyto abnormalni bunky jsou produkované viry, a to je nasmeétovalo
k myslence, Ze se jedné o piibuzné viry ze skupiny, kterou dnes oznacujeme jako
Herpesviridae (Lipschuetz, 1921 a Von Glahn a Pappenheimer, 1925). Farber
a Wolbach nasli stejné bunky s intranuklearnimi inkluzemi ve slinnych Zzlazach
odebranych po smrti z riiznych pficin u dvaceti Sesti ze stoosmdesati tii déti. Toto bylo
prvni priblizeni ke skuteCnosti, ze infekce cytomegalovirem je velmi casta (Farber
a Wolbach, 1932).

Do roku 1932 bylo popsano dvacet pét piipadi smrti z kongenitalni infekce,
charakterizované petechiemi hepatosplenomegalii a intracerebralni kalcifikaci a u vSech
se jednalo o typicky popis pro typické intranukledrni inkluze nesouci pojmenovani
generalizované cytomegalické inkluzni onemocnéni (CID). Jednotnym mistem
poskozeni byly rendlni tubuly, takZe bylo navrzeno, Ze by se onemocnéni mohlo
diagnostikovat jiz v pribéhu Zivota vyhleddnim inkluznich bunék v mocovych
sedimentech (Wyatt a kol., 1950).

Lidsky cytomegalovirus se nedafilo nakultivovat, dokud se nezacaly rutinné
péstovat lidské buiiky a tvofit izolaty. V roce 1954 ziskal Enders a kol. Nobelovu cenu
za izolaci polioviru zlidskych embryonalnich bunék (Enders a kol., 1949).
Cytomegalovirus byl nasledné izolovan v roce 1957 od kojencii, kteti meli kongenitalni
toxoplazmozu (Weller a kol., 1957).

Témér dveé desetileti pred izolaci viru, respektive CID, z moc¢i novorozenct
s kongenitalni infekci, izolovala Dr. Smithovd v roce 1955 virus ze slinnych Zlaz
mrtvych pacient, ktery ale rostl pouze v lidskych, nikoliv mySich kulturdch (Smith,
1956) Dr. Smithova provadéla studie tohoto viru na slinnych zldzach mysi, dnes je tedy
znam spiSe jako mysi cytomegalovirus (MCMV). Mysi a lidsky cytomegalovirus
vykazoval podobnou cytopatologii, ale pouze na fibroblastech z homolognich druhti
(tzn. MCMYV na mysich fibroblastech a HCMV na lidskych fibroblastech) (Smith, 1954

a Smith, 1956). To poukézalo na druhovou specifitu cytomegaloviru, které¢ se dodnes
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vyuziva pro klicové charakterizace béhem diagnostiky konkrétniho cytomegaloviru

(Knipe a Howley, 2013 a Smith, 1956).

2.1.4 Struktura cytomegaloviru

Herpesviry maji extrémné silnou vrstvu matrix, kterd obsahuje velké mnozstvi
virovych kddovanych proteini, mezi kapsidou a obalkou (Knipe a Howley, 2013).

Cytomegalovirus je nejcastéjSim clenem herpesvirt, ktery napada lidskou
populaci (Al-Omari a kol., 2016). Jeho dvouvladknova linearni DNA obsahuje 165 gent,
které¢ koduji virové proteiny napodobujici lidské bunécné proteiny, interaguji s nimi
a také souvisi s virulenci a latenci viru (Al-Omari a kol., 2016).

Virion cytomegaloviru se skladd z ikosahedralniho nukleokapsidu o velikosti
100 nm, ktery obsahuje dvoufetézcovou linedrni DNA o velikosti 230 kbp, DNA je
obklopené proteinovou vrstvou oznaovanou jako tegument nebo matrix a ta je dale
ohrani¢ena lipidovou dvojvrstvou, kterd obsahuje velké mnozstvi virovych
glykoproteini (Obr. 1). Dospély virion dosahuje v pruméru velikosti 150-200 nm
(Landolfo a kol., 2003).

Bunééné kultury infikované HCMV produkuji infekéni virion a dalsi dva typy
morfologickych bunék. Jednd se o neinfekéni obalené Castice a denzni tcliska.
Neinfekcni obalené Castice jsou defektni Castice viru, slozené z obalené nezralé kapsidy,
ktera neobsahuje DNA, ale obsahuje protein, ktery v dospélych nukleokapsidach chybi.
(Mocarski a Courcelle, 2001). Denzni téliska jsou obalené castice, které postradaji
nukleokapsidu a virovou DNA, ale obsahuji nékteré matrixové proteiny, z nich je
nejhojné;jsi ppUL83 (pp65) (Mocarski a Courcelle, 2001).

V dosp€lém infekénim virionu bylo nalezené vice nez 30 virovych proteint.

(Britt a Mach, 1996).
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Obr. 1: Struktura cytomegaloviru

Upraveno podle: https://www.researchgate.net/figure/302903051 figl Figure-1-A-

cartoon-depicting-the-structure-of-the-cytomegalovirus-virion-The ze dne 14. 11. 2017

Tticet dva znamych matrixovych proteinii plni rizné funkce od upravovani
hostitelské buniky na zacatku infekce az po kone¢né uspotradani viriont. Proteiny se
pfidavaji do dozravajici nukleokapsidy v sekvenénich vrstvach, zacinaji v jadie
a nasledné pokracuji dal do cytoplazmy (Knipe a Howley, 2013). Na zacatku infekce se
tyto proteiny nachézi zcela ve virionu mezi nukleokapsidou a lipidovou dvojvrstvou.
Virovy genom je pfenasen piimou translokaci na mikrotubuly do komplexu jadernych
port. Béhem poslednich fazi maturace, kontroluji matrixové proteiny napfi. stabilitu
nukleokapsidy a ostatni konecné faze zrani virionu. VétSina matrixovych proteind je
fosforylovanych a mnohé jsou zna¢né imunogenni (Takahashi a kol., 1992).

Nejcastéjsim matrixovym proteinem je pp6S (niz$i matrixovy protein, genovy
produkt UL83). Tento protein je hlavni slozkou denznich télisek. Ackoli ma velky
vyznam v infekci v lidské populaci, replikace v kultivovanych buiikdch neni mozna

(Renne a kol., 1996).
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2.1.5 Replikace cytomegaloviru

HCMYV patogeneze zahrnuje produktivni replikaci v riznych typech bunék, ptes
epitelidlni, endotelidlni, neurondlni, myeloidni buiikky az po fibroblasty (Revello
a Gerna, 2010). VétSina studii na replikacni procesy HCMV byla provedena na
fibroblastech, protoze se jedna o stromalni buiiky, které jsou piitomné ve vSech tkanich
hostitele. Snadné studium replikace v téchto buitkdch a znacné vyssi vytézky z izolaci
viru a genovych produkti umoznily objasnit genovou expresi, regulaci, DNA syntézu
a maturaci viru (Knipe a Howley, 2013).

Replikace a uvoliiovani progenitorych virti se zlepSuje opakovanou pasazi pies
fibroblasty, zatimco schopnost infekce endotelidlnich a epitelidlnich bun€k se snizuje
(Kempf a kol., 1998). Adaptované kmeny se velmi dobie replikuji ve fibroblastech, ale
Spatné na kultivovanych makrofazich, dendritickych bunkach, epitelovych
a endotelovych buiikach (Knipe a Howley, 2013).

Béhem produktivni infekce je genom HCMV exprimovan v Casove
koordinované a regulované kaskad¢ transkripénich udalosti, které vedou k syntéze tii
typlt virovych proteini popsanych jako okamzité-casné (IE nebo o) proteiny, casné
(E nebo B) proteiny a pozdni (L nebo y) proteiny, (Fortunato a Spector, 1999 a Mocarski
a Courcelle, 2001) a celkové je ztéchto fazi syntetizovdno pies 200 proteinti (Hoz
a kol., 2002). Genova exprese a funkce virovych genovych produktii je znazornéna na
Obr. 2. Stejné jako u jinych herpetickych viri se také u CMV predpoklada, ze
okamzité-Casné geny jsou stimulovany matrixovymi proteiny (Hoz a kol., 2002).
Produkty okamzité-Casnych geni jsou syntetizovany ihned po infekci v zavislosti
na faktorech hostitele a slouzi jako transaktivatory ¢asnych gent. Mezi ¢asné geny patii
ty, které koduji proteiny zapojené do genové replikace (DNA polymerédza, thymidin
kindza). Pozdni geny jsou transkribovany az po replikaci virové DNA a zahrnuji ty,
které¢ koduji strukturni virionové slozky. (Fortunato a kol., 2000). Pozdni genové
produkty, pfedevS§im strukturni proteiny, nejsou tak dobie znamy (Krech, 1973).
Porucha exprese casného genu a naslednd replikace virové DNA miize byt pro
nepermisivni buniky vice omezujici udélost neZ samotna penetrace. Geny HCMV jsou
v infikovanych bunikdch ptepisovany pomoci RNA polymerdzy II a spojeného
bazalniho  transkripéniho mechanismu s intervenci  hostitelem  kodovanych
transkripénich faktord, jejichz aktivita mize byt stimulovdna virovymi transaktivatory

(Fortunato a Spector, 1999 a Mocarski a Courcelle, 2001).
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Obr. 2: Genova exprese HCMV a funkce genovych produkti béhem produktivni
infekce

Zdroj: Landolfo a kol., 2003 (ptepracovano)

2.2 Rozvoj imunologické odpovédi hostitele na infekci
cytomegalovirem

Cytomegalovirus je velmi stary virus, ktery se vyvijel paralelné s lidskym
imunitnim systémem. Je velmi dobife adaptovan na souziti se svym hostitelem,
zpusobuje nizkou miru morbidity a mortality u imunokompetentnich jedinct.
Subklinickd primarni infekce je nasledovana celozivotni perzistenci v myeloidnich
a dendritickych progenitorovych bunikach (Kondo a kol., 1996 a Hahn a kol., 1998), kde
je pod kontrolou imunitniho systému hostitele. Anticytomegalovirova imunitni odpoveéd’
feSi primarni infekce a zabranuje reaktivaci viru. K dosahnuti téchto cil jsou potiebné
antivirové protilatky (Adler a kol., 1995), NK bunky a CMV specifické T bunky
(Forbes, 1989). Bunécnd imunita kontroluje replikaci viru a protilatky zabranuji
rozsifeni viru v krevnim fecisti a do sousednich bunék (Hahn a kol., 1998). Reaktivace
z latentni faze neni béZnd u imunokompetentnich osob, ale komplikace nastavaji

u imunosuprimovanych jedinct (Landolfo a kol., 2003).
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2.2.1 Rozvoj humoralni imunity

Protilatky proti cytomegaloviru se obvykle tvoii 1 az 3 tydny po primarni infekci.
U osob s normalnim imunitnim systémem, pfitomnost IgM a rostouci koncentrace IgG
znaCi nedavnou primarni infekci. Alfa CMV IgG protilatky jsou ptitomny cely zivot
ajejich koncentrace v plazmé se stanovuje hlavné u pacienti pfed transplantacemi.
(Britt a kol., 1990). Pocet proteinti exprimovanych virem je vysoky, proto se generuje
siroka skala protilatek. Pro diagnostické ucely se pouzivaji metody zalozené na detekci
protilatek, které rozpoznavaji matrix nebo kapsidu. Alfa CMV IgG protilatky cili proti
molekuldm na povrchu viru (Urban a kol., 1996 a Britt a kol., 1990). Protilatky nejsou
schopné pacienta zcela zbavit CMV infekce, ale pomahaji zastavit $ifeni viru v krevnim

tecisti (Nigro a kol., 2005).

2.2.2 Rozvoj bunééné imunity

Klicovou roli v CMV infekci hraji CD4 a CD8 T lymfocyty. V akutni fazi
infekce jsou vytvareny velké podjednotky CMV-specifickych T bunék. Béhem infekce
celkovy pocet lymfocytl na periferii roste, hlavné CD8 lymfocyty (Wang a kol., 1995).
Infikované buiky vykazuji fragmenty viru ve formé peptidd na jejich MHC I
molekulach, a ty rozpoznavéji receptory T bunék na CMV-specifickych CDS8
lymfocytech. V kombinaci se signalizaci cytokini z CMV-specifickych CD4 bunck se
aktivuyji CD8 bunky. Jsou vytvofeny klony efektorovych bunék s vysokou mirou
proliferace (Hammann a kol., 1997). Tyto klony produkuji obrovské mnozstvi cytokini
(pfedevsim interferon gama (IFNy) a faktor nddorové nekrézy neboli kachektin (TNFa)
a efektorovych proteind, které indukuji apoptoézu v infikovanych bunikach. Jakmile jsou
hladiny antigenu sniZeny, efektorové populace se snizuji prostfednictvim apoptozy
adochazi k vytvotfeni vice heterogenni populace pamétovych T bunék. Ve srovnani
snaivnimi T bunikami se pamétové builky jednak rychleji aktivuji, ale 1 reaguji
na odpovéd’ antigenu a navic maji schopnost produkovat uplnéjsi soubor cytokint
(Wang a kol., 1995).

Infikované buniky vykazuji na svych MHC molekulach (z angl. Major
Histocompatibility Complex — hlavni histokompatibilni komplex) vice peptidi
odvozenych od CMV. V pocate¢ni fazi imunitni odpovédi se reakce T bun€k zamétuji
na Sirokou Skalu virovych epitopt. (Day a kol., 2007). Kdyz imunitni systém dostane

infekci pod kontrolu, mnoho kloni T bunék se ve vEtsi mife stahne a epitopy, hojné
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béhem pocate¢ni imunitni odpoveédi, mohou byt v latentni fazi nedetekovatelné (Day
a kol., 2007). Z imunodominantnich CMV proteint jsou dva dlouho zndmé jako hlavni
cile pro CMV-specifické T bunky, je to matrixovy protein pp65 (Wills a kol., 1996)
a hlavni okamzité-Casny protein IE1 (Kern a kol., 2000.) Rozpoznavani CMV-antigent
je ovSem mnohem komplexnéjsi z toho diivodu, Ze existuje vice imunogennich proteinti
napt. pp28, pp50, glykoprotein gH, glykoprotein gB, a dalsi (Elkington a kol., 2003).
CMV infekce indukuje podmnozinu CD4 T bunék, pfedevSsim CD28- bunky
a serinovou protedzu granzym B+, tyto buiiky jsou spojovany s virovymi infekcemi
(Schmidt a kol., 1996 a Thewissen a kol., 2007). U cytomegalovirové infekce se
okamzité objevuji CD4+, CD28- a granzym B+ a jejich hladina stoupa i po dosazeni
vrcholu virové zatéZze. Produkce INFy, po stfetnuti s CMV, avSak ne s VZV
odvozenymi antigeny, dokazuje, Ze jsou tyto buinky CMV-specifické (van Leeuwen
akol., 2004). Velky vyskyt téchto bunék je také detekovan u séropozitivnich jedinct
(van Leeuwen a kol., 20006).

2.2.3 Latentni a lyticka faze infekce

Lidsky cytomegalovirus je typicky lidsky herpesvirus, u kterého se stiida latentni
a lyticka faze jeho zivotniho cyklu skrze periodicky se opakujicich reaktivaci (Poole
a Sinclair, 2015). Bylo prokazano, ze CD14+ monocyty periferni krve jsou jednou
z nejdilezitéjsSich  bunécnych populaci nesoucich latentni HCMV in  vivo
(Taylor-Wiedeman a kol., 1991). Nedavno byla identifikovdna mista vyskytu HCMV
v kostni  dfeni, zvlast¢ v nediferenciovanych myeloidnich CD34+ buikéach
(Maciejewski a kol., 1992). Bohuzel ex vivo studie jsou omezeny nizkou cCetnosti
virovych genom-pozitivnich mononuklearnich bunék (asi 0,01 %) a nizkym obsahem
cytomegalovirové DNA (Slobedman a kol., 1999 a Roback a kol., 2001 a Roback a kol.,
2003 a Sinclair a Sissons, 2006 a Parry a kol., 2016).

Cytomegalovirus vykazuje latentni fazi i u jinych druhl, avSak mechanismy,
kterymi se tvoii, se u jednotlivych druht li§i. Rada studii prokazala, Ze mysi
cytomegalovirus MCMV pteziva v latentni fazi. Ta je velmi podobna latentni fazi
HCMV (Kurz a kol., 1997 a Seckert a kol., 2012). Inhibice exprese lytického genu
v prib¢hu latence je nejspiSe ovlivnéna represivnimi chromatinovymi znackami kolem
promotoru hlavniho virového okamzité-Casného promotoru (MIEP — major immediate

early promoter). Po diferenciaci progenitorovych myeloidnich bun¢k nebo makrofagi
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se represivni chromatinova struktura kolem MIEP rozvolni, coz vede ke zménam
v posttransplacnich modifikacich histonti kolem MIEP spojenych s aktivaci transkripce
a soubéznou indukci lytické okamzité Casné (IE) genové exprese viru (Sinclair a Poole,
2014 a Murphy a kol., 2002 a Reeves a kol., 2005 a Sinclair a Sissons, 2006 a Reeves
akol., 2006 a Groves a kol., 2009). Reaktivace probiha in vivo, ale klinicky se neprojevi
kvali silnym imunitnim reakcim hostitele, nebot’ makrofagy jsou mistem pro reaktivaci
viru u zdravého hostitele (Reeves a Sinclair, 2013 a Poole a kol., 2014).

Z vysledku studii Weekese (Weekes a kol., 2014) a dalSich vyplyva, ze Cetné
HCMYV kédované geny exprimované béhem lytické faze infekce plisobi spolecné a maji
rizné ucinky na infikovanou buiiku, coz mé za nésledek modulaci riznych bunéénych
funkci a naslednych ucinkd. To zahrnuje modulaci bunééného metabolismu, transkripci,
translaci, bunéény cyklus, bunécnou signalizaci, bunéénou surveillance, bunéény stres
a bunécnou smrt (Poole a Sinclair, 2015). Nicméné, nekteré studie ukazaly, ze i1 latentni
faze infekce, ackoli ma velmi omezenou schopnost modifikovat transkripci, je spojena
s ovlivilovanim transkripce hostitelskych bunck, bunécénou signalizaci, bunécnym
stresem, bunécnou surveillance a také smrti bunék (Poole a kol., 2014 a Sinclair
a Poole, 2014 a Poole a kol., 2011 a Mason a kol., 2012 a Mason a kol., 2013 a Poole
akol., 2013 a Weekes a kol., 2013 a Wills a kol., 2014). Ovlivnéni bunécnych funkci

hostitele béhem lytické a latentni faze je znazornéno na Obr. 3.
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Obr. 3: Ovlivnéni funkci bunék hostitele béhem lytické a latentni fdze infekce

Upraveno podle: Poole a Sinclair, 2015.
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Kromé regulace sekrece proteinti béhem latence se také znaéné¢ meéni hladiny
antiapoptotickych proteinti béhem infekce CD34+ bunék cytomegalovirem. Jiny zptsob
regulace genové exprese je cestou mikroRNA (miRNA) o délce asi 21 nukleotidi (Lee
a kol., 1993). Béhem latence HCMV dochazi ke zménam v poctu bunéénych miRNA
(Poole a kol., 2011) a samotny HCMV také koéduje mnozstvi miRNA. V dusledku toho
je mozné, ze mnoho pozorovanych zmén v antiapoptotickych proteinech béhem latence
HCMYV je castecné zptusobeno regulaci miRNA (Poole a kol., 2011).

Jedna z miRNA, kterd je béhem latentni faze infekce CD34+ progenitorovych
bun¢k downregulovéna je hsa-miR-92a. Tato miRNA cili na myeloidni transkripcni
faktor GATAZ2 a jeho hladina béhem latence vzroste (Poole a kol., 2011 a Poole a kol.,
2013). GATA2 nereguluje pouze virové geny, ale reguluje expresi fady bunécnych
gent, véetné IL-10. Bunécny IL-10 je sektretovany cytokin, ktery ma imunomodulaéni
vlastnosti a ma vliv na zivotnost myeloidnich progenitorovych bunék tak, ze fidi expresi
antiapoptotického faktoru Bcl-2 (Poole a kol., 2011). Cytokin IL-10 je béhem latence
HCMV upregulovan a moduluje supresi vnéjSich a vnitfnich proapoptotickych
signalt (Obr. 4).

Spojeni cytokinu IL-10 sreceptorem IL-10 R1/2 vede kindukci signalizace
cestou fosforylace STAT3 (Obr. 5). Vysledkem je pozitivni autoregulace exprese
cytokinu IL-10, stejné jako exprese vnitinich inhibitorti bunééné smrti napi. Bel2 (Poole
a kol., 2011 a Weber-Nordt a kol., 1996) a HSP70 (Zorzi a Bonvini, 2011) (protein
teplotniho Soku). HSP70 hraje dtlezitou roli v negativni regulaci vnitini cesty kviili jeho
vlastnosti zacilit pro-kaspazu 3 (Mosser a kol., 2000 a Sabirzhanov a kol., 2012),
pfitomné v signalni cesté zprostfedkované FAS. Béhem latence je FAS signalni drdha
zaméfena na riznd staddia apoptozy zprostiedkované FAS cestou vné&jsi signalizace

apoptozy (viz Obr. 5).
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Obr. 4: Pro- a antiapoptotické faktory v signdlni kaskadé FAS

Upraveno podle: Poole a Sinclair, 2015.

Béhem latence nedochazi jen ke zménam anitapoptotickych faktorti. Naptiklad
hladina proteinu p53 fosforylovaného na serinu 15 (Serl5) se zvysila 3,5krat. Je znamo,
ze fosforylovany p53 ma proapoptotické vlastnosti, je schopen upregulovat transkripci
proapoptotického faktoru Bax a zaroven snizit expresi antiapoptotického faktoru Bcl2

(Basu a Haldar, 1998).
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Obr. 5: Schéma interakce interleukinu IL-10 se specifickym receptorem

Upraveno podle: http://www.oatext.com/Twenty-five-years-of-studies-and-trials-for-

the-therapeutic-application-of-IL-10-immunomodulating-properties-From-high-doses-

administration-to-low-dose-medicine-new-paradigm.php ze dne 13. 3. 2018

2.3 Epidemiologie

Lidé jsou primarnimi hostiteli pro osm znamych herpesvird. Herpes simplex
virus typ 1 infikuje kolem 70 % dospélé populace, Herpes simplex virus 2 infikuje asi
30 % dospélych a pftileZitostné zplsobuje infekce 1 u novorozencl. Varicella-zoster
virus infikuje vice nez 90 % dospélé populace, pies 90 % populace je nakazeno virem
Epstein-Baarové, ten je navic zodpovédny za 85 % ptipadil infekéni mononukledzy
(Braun a kol., 1997). Cytomegalovirus by se dal povazovat za jednoho

vvvvvv

a s vysokou prevalenci 50 — 90 % v celé lidské populaci (Tu a kol., 2004 a Adler, 1991).
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V rozvojovych zemich je vyskyt HCMV vyssi a infekce se projevuje hlavné v mladsSim
véku (Knipe a Howley, 2013) Cytomegalovirus zpusobuje 10-15 % ptipadd infekéni
mononukledzy (Braun a kol., 1997). Virus se $ifi horizontalné télnimi tekutinami jako
jsou sliny, matetské mléko, sperma a cervikalni sekrece (Dostal a kol., 2014). Vzhledem
k tomu, Ze je virus nestabilni, je zapotfebi kontakt sosobou s primarni nebo
reaktivovanou infekci. Z toho diivodu pienos infekce probihd hlavné mezi rodinnymi
prislusniky, sexudlnimi partnery a napt. ve Skolkach (Tu a kol., 2004 a Adler, 1991).
Ptfesny mechanismus infekce béhem détstvi neni zndm, nicméné je zapotiebi blizky
kontakt s infikovanou osobou. Riziko infekce se zvysuje, pokud lid¢ ziji v ptelidnénych
méstech a socialné slabych zemich, kde nejsou dobré hygienické podminky (Griffiths,
2000 a Knipe a Howley, 2013). Déti, které byly HCMYV infikovany jesté v predskolnim
veku, predstavuji hlavni zdroj nédkazy pro spolecnost (Tu a kol., 2004 a Adler, 1991).
Béznou cestou pro pienos virové infekce je vertikalni pfenos z matky na plod
(Dostal a kol., 2014). Nékaza ptes placentu, béhem porodu a kojenim predstavuje
10-15 % infekci v détském veku. Kongenitalni infekce, nejvyznamnéjsi klinicky
problém souvisejici s HCMV, ma prevalenci 0,1 — 2,2 % u Ziv€é narozenych déti
v rozvojovych zemich (Gaytant a kol., 2005 a Ahlfors a kol., 1999 a Griffiths, 1991
a Murph a kol., 1998 a Stagno, 2001). Vysoka séroprevalence je u homosexualnich
muzil a promiskuitnich Zen a muzi (Dannenmaier a kol., 1985). CMV infekce je jesté
vice spojena s homosexualnim sexem u imunokompetentniho muZze. Existuje velky
rozdil mezi Cetnosti séropozitivity u homosexudlntho muze ve srovnani
s heterosexualnimi muZi stejné spolecensko-ekonomické vrstvy, konkrétné 94 vs. 54 %
(Drew a kol.,, 1984). K transplacentarnimu pfenosu muize dojit u Zeny, kterd je
séropozitivni pfed zacatkem téhotenstvi a u Zen s primarni infekci, pficemz vyssi riziko
je u druhé skupiny. Jesté Castéjsi je prenos infekce béhem porodu. Virova ndkaza ptes
vaginu nebo dé€lozni Cipek také neni neobvykld, zvlasté u mladsich zen. Pokud je virus
pritomen béhem porodu je 50% Sance, Ze se dité nakazi (Reynolds a kol., 1973). Takto
infikované déti zacinaji sami prendsSet infekci kolem 6. tydne zivota. Kojeni je
mozné detekovat v mléce priblizn€ 90 % kojicich séropozitivnich matek pomoci metody
polymerazové tetézové reakce (Pass, 2007). Asi 25 % déti kojenych séropozitivni
matkou je nakazeno do 12 mésicti véku (Reynolds a kol., 1973). Méné Casty, ale velmi

sledovany je pienos krevni transfuzi nebo pfi transplantaci orgdni a kostni diené. Tato
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cesta prenosu je astym diivodem morbidity u takto imunokompromitovanych pacientti

(Lidehall, 2008).

2.4 Klinicka manifestace CMYV infekce

Primarni infekce u imunokompetentnich pacienti nemiva klinické projevy,
manifestuje se jen ve 2-5 % ptipadl, virus v téle hostitele perzistuje (Dostal a kol.,
2014). U déti a mladych dospélych se mize projevit syndromem infekéni
mononukledzy, ktery se projevuje horeckou, bolesti svalii, unavou a bolesti hlavy.
Bézné symptomy jsou lymfadenopatie, faryngitida, splenomegalie a lymfocytdza
s atypickymi lymfocyty, u téchto pacientd nalezneme zvySené jaterni transamindzy
(Stagno a kol., 1986). Naopak meningealni encefalitida, Guillain-Barréliv syndrom,
retinitida, pneumonie a kozni projevy (vzhled rubeoliformniho enantému) jsou vzacné
komplikace oznacované jako ,komplikace cytomegalovirové mononukledzy*.
U kojencti s HCMV se obvykle objevuji pouze mirné ptiznaky jako je teplota a bolest
hlavy a kloubii, vyjimku tvoii pfed€asné¢ narozené déti. (Stagno a kol., 1986).

Vétsina déti infikovanych in utero (85-90 %) ma v neonatdlnim obdobi
asymptomatické piiznaky (Stagno a kol., 1986 a Dostal a kol., 2004). Petechie,
trombocytopenie, mikrocefalie, zloutenka, hepatosplenomegalie a hemolytickd anémie
jsou béZné pozorované symptomy u zbyvajicich 10-15 % infikovanych déti (Boppana
akol., 1992). Déti se symptomatickou formou infekce jsou vystaveny vysSimu riziku
dlouhodobych nésledkli naptiklad neurologické poSkozeni, mentalni retardace, deficity
sluchu az hluchota a zrakové poskozeni (Jones, 2003). Cytomegalovirova infekce
u téhotnych Zen, at’ uZ primarni nebo opakovand, se obvykle klinicky nemanifestuje.
Déti s vrozenou CMV infekei maji dlouhodoby (az 10 let) ndlez CMV v moci. Naopak
u imunonokompetentnich dospélych pacientti nalezneme CMV v moci asi az mésic po
primarni infekci, ale v latentni fazi infekce uz se CMV v mo¢i nevyskytuje (Zanghellini
Do jednoho roku po transplantaci infikuje CMV az 70 % piijemct transplantati
(Pereyra a Rubin, 2004). Mezi pacienty, ktefi podstoupili transplantaci ledviny, 8-36 %
alespoil jednou prodélalo akutni fazi infekce (Rayes a kol., 2007 a Sagedal a kol., 2004
a Sampathkumar a Paya, 2007). Zdroj infekce pro pacienty pfedstavuji transplantované
organy nebo krevni transfize. Vyznamné je také riziko aktivace viru z latentni faze

u séropozitivnich pacientli z divodu narusené imunity. To zpusobi pfedevSim léciva
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s imunosupresivni aktivitou, které je nutné pacientim pied transplantaci podavat, aby se
zabranilo odmitnuti transplantovaného organu (Dostal a kol., 2004 a McLaughlin a kol.,
2002).

Od 80. let 20. stoleti se dava diraz na zvysenou pozornost k HCMV infekcim
u HIV pozitivnich pacientii a nemocnych s AIDS (Acquired immune deficiency
syndrome, Cesky syndrom ziskaného selhdni imunity), kdy se zjistilo, Ze se jedna
o nejcastejsi oportunni infekei u téchto pacient. Reaktivace CMV je Casta pii poklesu
CD4 lymfocytt pod 100/mm? (Dostal a kol., 2014). CMV se v tomto piipadé nejcastéji
manifestuje jako retinitida, dale bolestivda periferni neuropatie a gastrointestinalni
onemocnéni, mize dojit 1 k akutni pankreatitidé. Po zavedeni vysoce aktivni
antiretrovirové terapie, kterd potlacuje HIV replikaci a piretvaii imunitni odpovéd’, se
pocet oportunnich infekci znacné snizil. Nicméné CMV infekce je stdle majoritnim
divodem mortality u pacienti s AIDS, navic v rozvojovych zemich je pro vétSinu
pacientll 1é¢ba vysoce aktivni antiretrovirové terapie nedostupni. V Ceské republice
jsou pacienti s HIV infekci a AIDS sledovani v AIDS centrech ve fakultnich
a krajskych nemocnicich (Dostél a kol., 2004 a Jabs a kol., 2005). Protoze je CMV
u imunokompetentnich pacientd benigni, byl dlouho povazovéan za neskodny patogen
u lidi (Lidehall, 2008). Jak se zdokonalovaly analytické metody, byly objeveny CMV
proteiny ve vysSim poctu v mistech zdnétu a onemocnéni (Ho, 2008). Interakce mezi
virem a imunitnim systémem vytvoii zanétlivé prostiedi, predpoklada se totiz, Ze se
CMV podili na patogenezi zanétlivého onemocnéni sttev (Hommes a kol., 2004),
psoriazy (Asadullah a kol.,, 1999), kardiovaskularniho onemocnéni a tumor
(Soderberg-Naucler, 2007). Vzhledem ke vSem témto neZadoucim uU€inklim pfifazuje
U.S. Institute of Medicine nejvyssi prioritu k vynalezeni vakciny proti HCMV (Arvin
a kol., 2004).

2.5 Prevence a léCba hostitele

Za celem prevence proti vzniku infekce je doporucovano dodrzovani obvyklych
hygienickych zasad, vySetfeni darci krve a organt k transplantaci a vyfazeni
infikovanych darci. U tchotnych Zen s primoinfekci je doporuovano pieruSeni
t€hotenstvi. Zatim se, nanestésti, rutinné neprovadi prenatalni screening (Dostal a kol.,

2004).
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Byly pfiijaty dv€ hlavni strategie pro prevenci vzniku cytomegalovirové infekce
u piijemci transplantat. Jedna se o obecné profylaktické podavani antivirovych 1é¢iv
a imunoglobulini, nebo o preemptivni terapii u transplantovanych jedinct, u kterych
jsou béhem screeningu diikazy o asymptomatické cytomegalovirové infekci (Hodson
akol.,, 2013). Antivirova léCiva mohou byt podavana intravenézné (aciklovir,
ganciklovir, imunoglobuliny) nebo perordln¢ jednou denné (valaciklovir,
valganciklovir). Profylaktickd 1écba trva obvykle 3 az 6 mésicli, v dobé, kdy jsou
pacienti nejvice ohrozeni CMV infekci (Ljungman a Hakki a Boeckh, 2011).

Lékem volby v prevenci CMV infekce u pacientd po transplantacich solidnich
organt je valganciklovir (Hodson a kol., 2005). Mezi léky druhé volby pak patii
foscarnet a cidofovir, ptfipadné off-label podani leflunomidu. Experimentalné je
podavéan maribavir a brincidofovir, obé latky jsou v klinickém testovani a mély by byt
pouzivany pii multilékové rezistenci. V listopadu 2017 FDA schvalila pouziti
letermoviru pro profylaktickou 1é¢bu u dospélych piijemct transplantatt alogenetickych
hematopoetickych kmenovych bunck (Lischka a kol., 2010 a Melendez a Razonable,
2015). Dulezité je zabranit iatrogennim infekcim a pokusit se snizit pocet vSech
imunosupresivnich faktord pro pacienty s cytomegalovirovou infekci, u nichz je
dalezitd spravna vyziva a hydratace, protoze jsou ve vétSin¢ piipadd oslabeni po jiz
zminovanych transplantacich nebo t€Zké nemoci. Na druhou stranu, zdravi lidé, ktefi
maji cytomegalovirovou infekci, avSak nevykazuji Zadné symptomy, obvykle
nedostavaji zadnou farmakoterapii (Hodson a kol., 2015).

Lékem volby pro lécbu CMV infekce je intravendzni ganciklovir, nicméné
valganciklovir je mozné pouZit u méné zavaznych ptipadl (Tseng a Foisy 1996). Pti
lécbé CMV  pneumonie se ganciklovir podava spolecné s CMV-specifickym
imunoglobulinem (Reed, 1988). Leflunomid se pouZiva v 1é€b& revmatoidni artritidy,
ale je mozné jej off-label pouzit i pifi 1écbé cytomegalovirové infekce (nejen v profylaxi)
(Morita a kol., 2016 a John a kol., 2004).

Protoze je lidsky cytomegalovirus ptevladajici infekéni pricinou kongenitalnich
abnormalit od eliminace zardének, a také nejbéznéjsi komplikaci u transplantaci organti
a hematogennich kmenovych bungk, je vakcina proti cytomegaloviru opravdu potiebna
(Adler, 2013 a Arvin a kol., 2004 a Griffiths a kol., 2013). Prvni vakcina proti CMV,
kterd se rozsdhle testovala na lidech, byla Ziva atenuovana vakcina vynalezena
v laboratofi S. A. Plotkina (Plotkin a kol., 1990). Kmen, Towne, byl po subkutanni

injekci imunogenni, ale u testovanych jedinci nedoSlo k latenci viru. Byla tedy
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bezpecna, ale bohuzel se nedokazalo zabranit ziskani ,,wild CMV* u déti Zen
vystavenych infekci (Adler a kol., 1995). AvSak u jedincd, kteti neméli ziskanou
imunitu vi¢i CMV a podstoupili transplantaci ledviny od séropozitivniho darce, vakcina
znacn¢ snizila vaznost onemocnéni (Plotkin a kol., 1994).

Dalsi byla vyvinuta vakcina obsahujici povrchovy glykoprotein gB, ktery je
dilezitym antigenem pro neutralizujici protilatky (Pass a kol., 2009) a ktery blokuje
vstup HCMYV do fibroblastti (Wussow a kol., 2014). Tento produkt byl imunogenni, ale
hladina protilatek rychle klesala. Nicmén¢ u piijemct transplantatti ledvin a jater snizila
virémii az o 80 % (Griffiths a kol., 2011). Sérové titry protilatek, které neutralizuji
infekci  epitelidlnich a  endotelidlnich  bun€k, koreluji s protilaitkami  proti
pentamerickému gH/gl/UL128/UL/123/UL131A komplexu (PC) (Fouts a kol., 2012
a Genini a kol., 2011 a Gema a kol., 2008). O tomto mechanismu se nevédelo, protoze
vSechny pokusy byly provadény na fibroblastech, ale CMV se vyskytuje
i v endotelidlnich a epitelidlnich bunkéach, do kterych vstupuje jinym mechanismem
(Plotkin a kol., 1994). Tento komplex se sklada z glykoproteini gH a gL spole¢né
s proteiny UL128, UL130 a UL131 (Fu a kol., 2014). Dosavadni pokusy o vyvoj
vakciny se zakladdaly na vakcinaci podjednotky proti virovym proteinim. Nyni jsou
v genovém inzenyrstvi k dispozici technologie, umoziujici vytvofit rekombinacni
cytomegalovirus, z n€hoZ jsou odstranény geny, které zpiisobuji imunitni zmény. Tato
cytomegaloviru (Schleiss a kol., 2015). Ve vyvoji jsou jak zivé, tak nezivé vakciny.
Mezi zivé patii napiiklad atenuovana vakcina Towne, rekombinanty s divokym virem
Towne-Toledo (Suarez a kol., 2017), replikon Alphaviru ke generovani virim
podobnych ¢&astic (Loomis a kol., 2013) nebo RNA a virové vektory nesouci CMV
antigeny (Bahl a kol., 2017). Mezi nezivé patii DNA plazmidy, peptidy a virim
podobné cCastice (Plotkin, 2015). V nasledujici Tab. 2 je seznam vakcin proti

cytomegaloviru v riznych fazich jejich vyvoje.
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Tab. 2: Pfehled dostupnych CMV vakcin

Vakciny hodnocené

Vakciny v preklinickych v klinickych studiich, Vakciny v klinickych studiich,
studiich neprobihd vyvoj ve Vyvoji

Vakciny na bazi denznich V160-001 replikaci
télisek AD169 vakcina poskozujici vakcina

Vakciny s fuznim peptidem
PADRE-pp65-CMV +/- CpG

RNA vakciny Towne vakcina DNA adjuvans
Modifikované vakcina viru
Electroporovana DNA Towne/Toledo chimericka Ankara (MVA) Triplex
vakcina vakcina vakcina

Podjednotkové rekombinantni  Virem gB/pp65 lymfocytické
RedBiotech gB/pp65 adjuvans s glykoproteinem B choriomeningitidy vektorovana

VLP vakcina MF59/AS01 bivalentni vakcina
gB/pp65/1E1 trivalentni DNA
Vakcina zalozena na Alfavirem vektorovana vakcina; gB/pp65 bivalentni
rozpustném PC gB/pp65/1E1 vakcina DNA vakcina
MVA vektorovana PC Canarypoxem vektorovana Vakcina zalozena na
vakcina glykoprotein B vakcina obalenych virovych casticich
MVA vektorovany Canarypoxem vectorovana
pp65/1E1 fuzni protein pp65 (UL83) vakcina
Adenovirem vektorované
gB/Polyepitopy (Ad-
gBCMVpoly vakcina)

Upraveno podle: Schleiss a kol., 2017.

2.6 Ionizujici zareni

Ionizujici zéfeni je schopné ionizovat hmotu, kterou projde. To znamena, Ze
vytvati z neutralnich &astic kladné a zaporné nabité &astice (Svec, 2005). Ionizujici
zéateni méa dudlni povahu, existuje zareni elektromagnetickych vin (fotony) a casticové
(korpuskularni) zafeni, které je zprostfedkovano alfa a beta Casticemi a neutrony

(Osterreicher a Vavrova, 2003). Ionizujici zafeni Ize také rozdglit na piimo ionizujici
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a nepiimo ionizujici. Pfimo ionizujici zafeni je tvofeno nabitymi Casticemi s energiii
k vyvolani ionizace (elektrony, pozitrony, protony, &astice alfa, ¢astice beta). Castice
bez néboje (fotony, neutrony) jsou soucasti nepiimo ionizujiciho zafeni. Tyto Castice
hmotu neionizuji, ale pfi prachodu prostifedim vytvari sekundéarni, pifimo ionizujici
&astice, které uz ionizaci prostiedi zptsobi (Svec, 2005).

Gama zéfeni je elektromagnetické zateni s velmi kratkou vinovou délkou, to
znamena, ze do materiali pronikd lépe nez zéareni alfa a beta, ale je mén¢ ionizujici.
Gama zafeni reaguje s materidlem hlavné fotoelektrickym jevem, Comptonovym jevem
a vznikem elektron-pozitronového paru (Osterreicher a Vavrova, 2003 a Svec 2005).

Kobalt 60 (°°Co) je ptirozeny beta a gama zafi¢. Jeho fyzikalni polocas rozpadu je
5,27 let a efektivni polocas 1,6 roku. Energie gama zéfeni je u tohoto zafice relativné
nizkd 1,173 a 1,332 MeV. VétSina radioizotopu kobaltu je vylucovana ledvinami
(84 %), dalsich 14 % je vylucovano zZlu¢ovymi cestami. Pfi kontaminaci kobaltem se
provadi vyplach dutiny Ustni, nosni a zaludku, aby nedoslo ke vstiebavani. Dale se
doporucuje podat furosemid, ktery urychli eliminaci kobaltu. Déle je moZzné podani
penicilaminu, pfipadné EDTA. Tento zafi¢ se pouZziva k ozafovani malych objektl

(napf. bundéné kultury) ve vzdalenosti cca 100 cm (Svec, 2005).

2.6.1 Utinky ionizujiciho zafeni na molekulirni a bunééné tirovni
Utinek ionizujiciho zafeni zalind na bundéné tUrovni, coz méa nasledné vliv
na poskozeni tkani, organdi a organismu’. Casové Ize ¢inek ionizujiciho zafeni rozdélit
na 3 faze. Fyzikdlni fazi, kde dochazi k interakci zéafeni s organismem a dochazi
k excitaci a ionizaci molekul (Osterreicher a Vavrova, 2003). Tato fize je velmi kratka,
trva asi 1071% az 10* s. Ve fyzikaln& chemickém stadiu dochéazi k tvorb& volnych
radikéld, tato ¢ast se pohybuje v rozmezi 107 az 1071° s>. Ty spole¢né s dalsimi ionty
a excitovanymi atomy reaguji s molekulami bunék béhem chemické faze, kterd je
dlouha 102 az 10 s. V této fazi mize dojit k poskozeni DNAZ2 Posledni je faze
biologickd, kde dochazi k odpovédi organismu na ozéafeni na vSech urovnich

od molekularni az po odpovéd’ celého organismu (Osterreicher a Vavrova, 2003).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Agardza - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Akrylamid (AA) - Bio-Rad, Herkules, CA, USA
Ampholyte pH 3-10 - Fluka, Buchs, Svycarsko

Ampholyte pH 8-10 - Fluka, Buchs, Svycarsko

Azid sodny (NaN3) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
1,4 Bisacryloylpiperazine (PDA) - Fluka, Buchs, Svycarsko
-merkaptoetanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Blotting Grade Blocker - Bio-Rad, Herkules, CA, USA

BM Chemiluminiscencni blotovaci substrat (POD) - Luminiscen¢ni substrat, roztok A -

Manheim, Némecko

BM Chemilumiscence Blotting Substrate (POD) - Startovaci roztok B, Manheim,

Némecko

Bovinni sérovy albumin (BSA) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bromfenolova modi - Lachema, Brno, CR

Complete EDTA free - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cinidlo A - Bicinchoninova kyselina - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Cinidlo B - Roztok sulfidu méd’natého - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Developer - AGFA, Mortzel, Belgie

Dithiotreitol (DTT) - Bio-Rad, Herkules, CA, USA
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DMEM - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dimetylsulfoxid (DMSO) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Dodecylsiran sodny (SDS) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

EGTA - ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Etanol - Kulich, Hradec Kralové, CR

FBS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

HRP-linked Streptavidin - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hydroxid sodny (NaOH) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Chlorid sodny - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Jodacetoamide (IAA) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Leupeptin - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

LumiGLO — Cell Signaling Technologies, Leiden, Nizozemi

Metanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

N, N, N, N — tetramethylethylendiamin (TEMED) - Bio-Rad, Herkules, CA, USA
Ortovanadicitan sodny - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Peroxid vodiku (H20:) - Fluka, Buchs, Svycarsko

Persiran amonny (APS) — Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Polyklonalni kozi anti-mySi imunoglobulinyHRP - DAKO, Glostrup, Dansko
Protein standard - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pyrofosfat sodny - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sekundarni butanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Susené mléko - Bio-Rad, Herkules, CA, USA
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TBS - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tris/HCI1 - Bio-Rad, Herkules, CA, USA

Triton X - 100 - Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA
Trypsin - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
TWEEN 20 - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ustalova¢ G 354 — AGFA, USA

Vyvojka G153 — AGFA, USA

3.1.2 Pristroje a pouzity material

Automatické mikropipety - Proline, Biohit, Finsko

Bézny laboratorni material

Biirkerova komiirka - Meopta, Praha, CR

CO; Inkubator SL SHELAB - Sheldon Manufacturing, CA, USA
Colloidal Blue Stain kit CBB, G 250 - Invitogen, Caresbad, CA, USA

Curix 60ICP 1000 typ 9462, pfistroj na vyvolavani RTG filmi - AGTA, Mortzel,
Belgie

EK — 200G piedvazky - AND, Mulpitas, CA, USA

Filtra¢ni papiry - Whatman, USA

Flow box - Bioair Instruments, USA

IEF filtra¢ni papirky - Bio-Rad, Herkules, CA, USA

Immobiline ™ dry Strip - IPG prouzky pH 3-10 NL 7 cm - GE Healtcare, Svédsko
Ino Lab pH Level 1 pH metr - WTW, Weilheim, Némecko

Inverzni mikroskop — Meopta, Ceska republika
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Lidsky herpesvirus 5 (ATCC® VR1590™) - ATCC

Metter Toledo Ax 105 - Greifensee, Svycarsko
Mini-Protean® Tetra Cell - Bio-Rad, Herkules, CA, USA
Minishaker MS 1 - IKA, Wilmington, Nebraska, USA
Parafilm SPI Striplies - West Chester, PA, USA

Plicni fibroblasty MRC-5 - ATCC

Podlozni a kryci sklicka - Menzel-Glaser, Némecko

Protean IEF cell - Bio-Rad, Herkules CA, USA

PVDF membrany - Poll Corporation, FL, USA

Rotator mini HIM 20 - Grand Instruments, Cambridge, Velka Britanie

RTG film - CL-X Posure ™, Pierce, USA

Svételny mikroskop - Carl Zeiss, Jena, Némecko

Thermo Spectronic - Helios y, USA

Trans Blot R SD Semi-Dry blot, polosuchy blot - Bio-Rad, Herkules, CA, USA

Zkumavky a Spicky - Eppendorf, Némecko

3.1.3 Roztoky

0,5% Agaroza - 0,2 g agardzy + 40 ml horniho pufru, zahtivat ve vodni lazni, uchovavat
pti 4 °C.

Alkylujici ekvilibracni pufr - 0,96 g 4% IAA + 24 ml ekvilibra¢niho pufru

10% persiran amonny (APS) - 0,47 g APS + 4,7 ml deion. H.O

Cell Wash - 5 ml ohtété Zelatiny + 985 ml PBS + 10 ml 10% azid sodny, doplnit do 1 1
deion. H,O
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Dolni pufr - 15 g Tris base + 72 g glycin + 5 g SDS, doplnitdo 51 deion. H,O

Ekvilibracni pufr - 9 g urea + 0,5 g SDS + 7,5 ml glycerol + 0,835 g 1,5 M Tris/HCI +
0,4% SDS, pH 8,8, doplnit do 25 ml deiosn. H,O

Fosfatovy pufr (PBS) - 80 g NaCl + 2 g KCI + 32,1 g NaHPO4.12H20 + 2 g KH;POq,
doplnit do 1 1 deion. HoO a upravit pH na hodnotu 7,2-7,4

Horni pufr - 7,25 g Tris base + 36 g glycin + 2,5 g SDS, doplnit do 2,5 1 deion. H>O, pH
8,5

10 x koncetrovany TBS - 48,4 g Tris base + 160 g NaCl, doplnit do 2 | deion. H>O

2M kyselina sirova (H2SOy4) - 53,3 ml konc. H2SO4, doplnit do 500 ml deion. H>O

PBS-Tween pufr (promyvaci pufr) - 0,5 ml Tween 20 rozpustit v 1000 ml PBS pufru

Redukujici ekvilibracni pufr - 0,25 g 1% DTT + 25 ml ekvilibra¢niho pufru

Rroztok bromfenolové modre - 0,1g bromfenolové modf + 20 ml deion. H>O, uchovavat

pii 4 °C

Roztoky pro pripravu separacniho a zaostirovaciho gelu:

4,5 g akrylamid + 0,12 g PDA doplnit do 15 ml deion. H2O
10% APS - 50 mg APS, doplnit 0,5 ml deion. H2O

10% SDS - 0,5 g SDS doplnit 5 ml deion. H2O

Roztok 4% mléka + 0,1% TBS Tween 20 - 1,6 g suseného mléka + 40 ml 0,1% TBS
Tween 20

Roztok pro rychlé modrieni - 250 ml metanolu + 10 ml 5% CH3;COOH + 650 ml deion.

H>O + 1 g Comassie brilant

Roztok sekundarniho butanolu - 50 ml sekundarni butanol + 10 ml deion. H,O

12% Separacni gel - 6 ml roztok AA s PDA + 3,8 ml 1,5M TRIS-HCI pH 8,8 + 5 ml
deion. H>0, odvzdusnit, pak ptidat 150 ul 10% SDS + 50 pl 10% APS + 6 ul TEMED

20% Siran amonny - 18 g siran amonny + 900 ml deion. HO

Transfer pufr - 15,15 g Tris base + 72 g glycin+ 1 | metanolu, doplnit do 5 1 deion. H2O
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0,5M Tris-HCI pH 6,8 - 6,05 g TRIS base, doplnit do 100 ml deion. H,O

1,5M TrisHCI pH 8,8 - 72,66 g TRIS base + 23,64 TRIS-HCI doplnit do 500 ml deion.
H>O

Tris/HCI - 3,94 g Tris/HCI, doplnit do 1 1 deion. H>O a upravit pH na 7,34
Triton X-100 - 0,2% - 998 ml PBS + 2 ml Tritonu X-100

Zaostrovaci gel - 1,3 ml AA s PDA + 2,5 ml 0,5M TRIS-HCI pH 6,8 + 6,1 ml deion.
H>0, odvzdusnit, pak piidat 100 pl 10% SDS + 50 ul 10% APS + 10 ul TEMED

3.2 Priprava vzorki

3.2.1 Kultivace fibroblastu linie MRC-5

V ramci experimentalni ¢asti prace jsme vyuzili lidské fibroblasty bunécné linie
MRC-5. Tato linie byla poprvé izolovana Jacobsem v zafi roku 1966 z plicni tkané
14 tydenniho plodu po potratu z psychiatrickych diivodit od 27 leté fyzicky zdravé
kansaské zeny. Jedna se o diploidni muzské fibroblasty (Jacobs a kol., 1970).

Kultivaéni médium pro fibroblasty jsme pfipravili smichanim 500 ml DMEM
kultivaéniho meédia (Biosera, Francie) s 50 ml FBS (Biosera, Francie) a 5 ml
L-glutaminu bez antibiotik (ATB) (Sigma Aldrich, USA). Kultiva¢ni médium je nutné
uchovavat pfi teploté 4 °C a spotiebovat do 1 mésice. Pied vlastni kultivaci jsme jej
zahtali na 37 °C.

Zamrazovaci médium pro fibroblasty jsme pfipravili smichanim 0,5 ml DMSO
(Sigma Aldrich, USA) s 4,5 ml FBS a 5 ml kultivacniho média. ZamraZovaci médium
jsme uchovavali pfi teploté -20 °C.

Pro praci bunécnou linii MRC-5 jsme fibroblasty rozmrazili nasledujicim
zpusobem. Do dvou 15 ml zkumavek jsme napipetovali po 2 ml kultivaéniho média.
Do kazdé zkumavky jsme ptidali 1 ml suspenze bunc¢k z kryozkumavek a zkumavky
jsme sto€ili pii 1100 rpm, 5 minut za Gcelem odstranéni DMSO. Supernatant jsme
nasledné slili a bunéfnou suspenzi jsme resuspendovali v 1 ml kultivacniho média.
Do kultivaénich lahvi o velikosti 125 c¢m? jsme napipetovali 50 ml piedehiatého
kultivacniho média a pfidali jsme bunécnou suspenzi fibroblasti tak, abychom ziskali

koncentraci 5x10° bunék/ml. Kultivaéni ldhev jsme oznagili ndzvem bunék, &islem
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pasdze a datem provedeni. Buiiky jsme inkubovali v prostfedi oxidu uhli¢itého pfii
teploté 37 °C do vytvofeni monovrstvy bunck na dn¢ kultivacni lahve.

Pro ucely udrzeni bunék naZivu lze pouzit techniku pasazovani (pfeoCkovani)
bunék. Buiky jsme pasazovali nasledujicim zptisobem. Do nové kultivacni lahve jsme
napipetovali kultivaéni médium a bunécnou suspenzi dle nasledujici tabulky (Tab. 3)
a kultivovali v CO; inkubétoru.

Pro dalsi praci jsme pasazovali pouze buiiky s konfluenci nad 90 %. Z kultivaéni
lahve jsme odstranili veskeré kultivaéni médium. K buitkam jsme napipetovali asi 2 ml
PBS (GE Healthcare LifeSciences, Rakousko) pro promyti neuniformnich bunék.
K takto pripravenym buinkdm jsme pfidali 0,5 ml trypsinu (Promega Corporation,
USA), ktery jsme rozlili po celém dné lahve. Nasledné jsme celou bunéénou kulturu

trypsinizovali 3 minuty pii 37 °C.

Tab. 3: Pravidlo pro pasazovani bun¢k

Velikoit kultiva¢ni Celkovy podet bunck Celkovy obj em rastového
ahve média

25 cm? 1x10° S5ml - 10 ml

75 cm? 2-3x10° 15 ml - 30 ml

150 cm? 5x10° 30 ml - 50ml

Po oddéleni bun€k od dna kultivaéni lahve jsme buiiky separovali od trypsinu
centrifugaci pfi 1100 rpm s néslednou resuspendaci v kultivatnim médiu. MnozZstvi

buné¢k jsme ovétili pomoci pocitani v Biirkeroveé komtrce.

3.2.2 Ozareni a infikace fibroblasta

Ptipravili jsme si kultivaéni médium pro fibroblasty podle postupu uvedeného
v podkapitole 1.1. Kultivaéni médium jsme rozmrazili chvili pfed vlastni praci. Do dvou
15 ml zkumavek jsme napipetovali 2 ml média do kazdé z nich. Obsah kryozkumavek

(2 x 1 ml) jsme piepipetovali do zkumavek. Zkumavky s buiikami jsme stocili
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na centrifuze pfi otackach 1100 rpm 5 minut a nasledné jsme odstranili DMSO.
Bunéénou suspenzi jsme resuspendovali v 1 ml kultivacniho média.

Do 16 kultivaénich lahvi o velikosti 25 cm? jsme pipetovali 10 ml predehiatého
média na 37 °C a ptidali bunécnou suspenzi, aby v kultivacni lahvi byla v koncentraci
1 x 10° bunék/l1 ml. Fibroblasty jsme kultivovali v CO» inkubatoru pii teploté 37°C
do vytvoieni monovrstvy. Nasledné jsme takto ptfipravené buiikky ozatfovali uzavienym
zéticem %°Co a infikovali je lidskym cytomegalovirem (Human herpesvirus 5 (ATCC®

VR1590T™)) (Tab. 4).

Tab. 4: Ptiprava vzorkli — prvotni model

Szif)lriu 0 min 15 min 30 min 1 hod ! I;E?HIS 2 hod
1 kontrolni
MRC-5
2 2 Gy odbér
3 2 Gy odbér
4 10 Gy odbér
5 10 Gy odbér
6 80 Gy odbér
7 infekce odbér
8 infekce odbér
9 infekce 2 Gy odbér
10 infekce 2 Gy odbér
11 infekce 10 Gy odbér
12 infekce 10 Gy odbér
13 2 Gy infekce odbér
14 2 Gy infekce odbér
15 10 Gy infekce odbér
16 10 Gy infekce odbér

Tato piiprava vzorka byla pomémné slozitd a vyhodnocovani vysledka nebylo
snadné a ideélni. Proto jsme pfipravu vzorkl dale optimalizovali dle Tab. 5. Pfipravené
fibroblasty linie MRC-5 jsme opét ozafovali uzavienym zaficem °°Co a infikovali

lidskym cytomegalovirem (Human herpesvirus 5 (ATCC® VR1590™)).
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3.2.3 lonizujici zareni

V ramci diplomové prace jsme ozafovali plicni fibroblasty ionizujicim zafenim.
Ionizujici zéafeni predstavuje imunosupresivni faktor pro fibroblasty. Jako zdroj
ionizujiciho zafeni jsme pouzivali uzavieny zafi¢ kobalt 60 (°Co). Cas nutny pro
ozafreni jsme si vypocitali podle hodnot vypocitanych na konkrétni mésice z aktualniho

davkového piikonu zafice (Tab. 6).

Tab. 5: Ptiprava vzorki — optimalizovany model

vzorek zareni infekce odbér
1 kontrola NE po ozafeni
2 0,5 Gy NE po ozareni
3 2 Gy NE po ozareni
4 10 Gy NE po ozéteni
5 20 Gy NE po ozareni
6 50 Gy NE po ozareni
7 80 Gy NE po ozareni
8 100 Gy NE po ozareni
9 kontrola MOI-1 15 min po infekei
10 0,5 Gy MOI-1 15 min po infekei
11 2 Gy MOI-1 15 min po infekei
12 10 Gy MOI-1 15 min po infekci
13 20 Gy MOI-1 15 min po infekci
14 50 Gy MOI-1 15 min po infekci
15 80 Gy MOI-1 15 min po infekci
16 100 Gy MOI-1 15 min po infekei
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Tab. 6: Cas potiebny k ozafeni 1 Gy pfi pouziti uzavieného zafice *°Co

rok 2014 ¢as na ozé-f‘eni 1 Gy davkovy inkon
(min) Gy/min
leden 1,996 0,501055
unor 2,018 0,495492
biezen 2,039 0,490521
duben 2,062 0,485076
kvéten 2,084 0,479864
Cerven 2,107 0,474537
cervenec 2,13 0,469438
srpen 2,154 0,464226
zari 2,178 0,459073
fijen 2,202 0,45414
listopad 2,227 0,449098
prosinec 2,251 0,444273

Vypocet ¢ast pro ozafeni jsme provedli podle jednoduchého vzorce:

¢as na . . 1 cas
s pozadovana davka o
ozateni 1 C L, e potiebny
x lonizujiciho zafeni = e
Gy k ozafeni
[min/Gy] [Gy] [min]

Ozafovany objekt se nesmi piimo dotykat skla zafice a musi byt kryty minimalné 3 mm
vrstvou umélé hmoty nebo plexiskla. Na ozafovaci podstavec jsme umistili kultivacni

lahev ve vodorovné poloze tak, aby byl jeji stied pod centralnim paprskem.

3.2.4 Lyza bunék

Lyzu fibroblasti MRC-5 jsme provedli po odbéru vzorkli, za podminek bez
denaturace, pomoci lyza¢niho pufru urené¢ho pro PathScan analyzu (Cell Signaling
7018). Lyzacni pufr obsahuje 20 mM Tris-HCI (Bio-RAD, USA), 150 mM NaCl
(Sigma Aldrich, USA), 1 mM Na;EDTA (Sigma Aldrich, USA), 1 mM EGTA (Sigma
Aldrich, USA), 1% TRITON X (Amersham Pharmacia Biotech, Svédsko), 20 mM
sodium pyrofosfat (Sigma Aldrich, USA), 25 mM sodium fluoride (Roche Live
Science, Némecko), I mM beta-glycerolfostat (Sigma Aldrich, USA), 1 mM Na3zVOs4
(Sigma Aldrich, USA) a 1 pg/ml leupeptin (Roche Live Science, Némecko).
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Pro vlastni lyzu buné¢k jsme pfipravili 1x zfedény lyzacni pufr (1x lyzacni pufr).
Nejdiive jsme rozpustili tento pufr pii 24 — 30 °C, po rozmraZeni jsme pufr zamichali
pomoci vortexu. Nasledné jsme 1x lyzacni pufr uchovavali po celou dobu na ledu.
Thned po piipraveni 1x lyzacniho pufru jsme ptidali inhibitory protedz Complete EDTA
free (Roche Live Science, Némecko) dle ndvodu. VSechny reagencie jsme uchovavali
béhem pokusu na ledu nebo v chladu, protoze jsme pracovali s adherentni linii MRC-5
fibroblast.

Do malé kultiva¢ni lahve jsme piidali PBS k odstranéni zbyvajiciho kultiva¢niho
média. Déle jsme ptidali 500 pl 1x lyza¢niho pufru na 10 cm, tj. asi 1,0 - 1,5 ml
na kultivaéni lahev velikosti 25 cm? Poté jsme lahev drZeli na ledu po dobu 2 minut,
krouzivym pohybem jsme omyli stény kultivacni lahve. Poté jsme ziskanou suspenzi
centrifugovali pfi 14 000 rpm po dobu 3 minut pfi teploté¢ 4 °C. Po centrifugaci jsme
supernatant umistili do novych zkumavek a vytvofili vhodné alikvoty pro dalsi praci,
takto vytvorené vzorky dikladné popsali a jsme umistili do mrazicitho boxu na - 80°C

pro naslednou PathScan analyzu.

3.2.5 Stanoveni bilkovin

Celkovou bilkovinu v nami ptipravenych vzorcich jsme stanovovali bicinchoninovou
metodou (metodou bez piesrazovani vzorku). PouZzivali jsme bicinchoninovou kyselinu
(¢inidlo A) (Sigma Aldrich, USA) a 4% pentahydrat sulfatu méd’natého (¢inidlo B)
(Sigma Aldrich, USA). Jako standard byl pouZit bovinni sérovy albumin (BSA) (Sigma
Aldrich, USA).

Princip metody: Bicinchoninovd metoda slouzi ke spektrofotometrickému stanoveni
celkovych bilkovin. Méd'naty iont je proteinovym komplexem alkalicky redukovan na
médny iont, nasleduje chelatace mé&d’ného iontu bicinchoninovou kyselinou a vznika

komplex, ktery vykazuje cervené az fialové zbarveni (Kés a kol., 2006).

Schéma reakce:

[

Cu?" + proteinovy komplex (zeleny roztok) aikaiicke prostiedi  Cu” (fialovy komplex)
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Ptipravili jsme si kalibra¢ni fadu (Tab. 7). Reakéni ¢inidlo jsme ptipravili smichanim
50 dilt ¢inidla A a 1 dilu ¢inidla B v dostate¢ném objemu odpovidajicimu celkovému

mnozstvi testovanych vzorkd.

Tab. 7: Slozeni vzorki pro kalibra¢ni fadu

zkfrlel(\)/ky H>O Standard
1 50 ml 0 ml
2 40 ml 10 ml
3 30 ml 20 ml
4 20 ml 30 ml
5 10 ml 40 ml
6 0 ml 50 ml

Kazdy vzorek jsme piipravovali v dubletu. Smichali jsme 5 pl vzorku se 45 pl
destilované vody a 1 ml ¢inidla. VSe jsme promichali pomoci vortexu a nechali
inkubovat pii teplot¢ 37 °C. Vyslednou hodnotu absorbance jsme méfili
spektrofotometricky pii vlnové délce 562 nm pftistrojem Helios-Thermo Spectronic
(Thermo Electron Corporation, USA) za podminky, Ze jsme kalibra¢ni fadu vzdy
proméfili jako prvni a nasledné jsme méfili vzorky. Koncentraci bilkovin jsme stanovili

pomoci kalibra¢ni kiivky.

3.3 Metoda PathScan

Metoda PathScan od firmy Cell Signaling Technology je kvalitativni analyza
molekularni signalni transdukce zaloZena na principu sandwichového ELISA testu
(Obr. 6). Na sklicku je misto pro 8 nebo 16 vzorki (v zavislosti na konkrétni souprave)
a kazdé misto pro vzorek je potazeno membranou z nitrocelulozy, ve které je umisténa
primarni protilatka proti dilleZitym signalnim molekuldm. Vyuzivali jsme ji pro vyzkum
klicovych zastupct signalnich drah. Sestaveni soupravy pro tuto metodu je uvedeno

na Obr. 7.
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Obr. 6: Princip Sandwichového ELISA testu

Zdroj: http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-

antibody-arrays ze dne 15. 4. 2015

Obr. 7: Souprava pro PathScan analyzu

Vysvétlivky k obrazku: 9a - nejprve jsme odstranili folii z miizky, 9b - nasledné€ jsme
na miizku polozili sklicko s nitrocelul6zovymi membranami tak, aby strana sklicka
s membrany mifili do mfizky. 9¢, d, e - miizku jsme ke skli¢ku pfipevnili pomoci

drzakd. 9f - takto vypada souprava ptipravena k vlastnimu experimentu.
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3.3.1 Pathscan Akt analyza

Akt signalni cesta je typicky aktivovdna jako odpovéd na ristové faktory
stimulujici receptorové tyrozin kindzy transmitujici primarné anabolické ristové faktory
a signaly preziti. Signalni molekuly Aktl/2 jsou vSudypiitomné proteinkinazy, které
se podileji na regulaci Siroké Skaly bunécnych procest.

Tato metoda umozniuje soucasnou detekci 16 fosforylovanych proteinti, které
prevazné patii do signalizacni sité Akt. Seznam proteint je uveden v tabulce na Obr. 8.
Protilatky specifické pro cilové proteiny jsou umistény na sklickach potazenych
nitrocelulézou a jsou vzdy v duplikatech. Schéma rozlozeni protilatek na sklicku je
uvedeno na Obr. 8. Kazda sada obsahuje dvé sklicka s 16 podlozkami z nitrocelulozy,

coz umozinuje testovat az 32 vzorkil najednou a ziskat az 512 vysledkt v jediném

experimentu.
Akt Signaling
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Obr. 8: Seznam protilatek a schéma jejich rozloZeni na skli¢ku pro PathScan Akt
analyzu

Prevzato z: https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productld=9474
ze dne 10. 3. 2018
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Bunééné lyzaty jsme inkubovali na sklicku a nasledné jsme knim ptidali
detek¢éni protilatkovy koktejl. Streptavidinem konjugovand chiestova peroxidaza
a LumiGlo se pouzivaji ke zviditelnéni detekcnich protilatek chemiluminiscenci. Obraz
snimkii je mozno zobrazit pomoci digitdlniho zobrazovaciho systému standardniho
chemiluminiscen¢niho filmu. Vysledny obraz je mozno hodnotit vizualné nebo vyuzit
analyticky software, ktery kvantitativné zhodnoti intenzity boda.

Tésné pred analyzou se vzorky natedily na 0,2-1 mg/ml bilkoviny. Vyndali jsme
sklicko z drzédku a blocking buffer (Cell Signaling Technology, USA), ktery byl pred
samotnou praci vytemperovan na pokojovou teplotu. Pfipravili jsme si 1x Wash buffer
(Cell Signaling Technology, USA) nafedénim 20x Wash bufferu v dH>O a nechali
pii pokojové teploté. Dale 1x Detection antibody coctail vznikly natfedénim
10x Detection AB coctail (Cell Signaling Technology, USA) v Array Dilute buffer (Cell
Signaling Technology, USA). Tento roztok jsme museli drzet na ledu. Nakonec jsme si
pfipravili 1x HRP-linked Streptavidin nafedénim 10x HRP-linked Streptavidin
(Amersham Pharmacia Biotech) v Array Dilute buffer a drzeli jej na ledu.

V tabulkach ¢. 8 a 9 jsou uvedeny seznamy vzorkt pro Path Scan analyzu.
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Tab. 8: Seznam vzorkt pro 1. sklicko pro analyzu PathScan metodou

P;)lfllicéiqula Popis vzorku Oznaceni
1 kontrolni MRC-5 MRC-5
2 2 Gy - po 15 odbér 2Gy/150]
3 2 Gy - po 1 hod odbér 2Gy/601]
4 10 Gy - po 15 odbér 10Gy/150]
5 10 Gy - po 1 hod odbér 10Gy/60T]
6 80 Gy - po 15 odbér 80Gy/150]
7 infekce - po 30 odbér VR-1590/30(1
8 infekce - po 1 hod odbér VR-1590/60(

Tab. 9: Seznam vzorku pro 2. sklicko pro analyzu PathScan metodou

P;)lflli%ilrlla Popis vzorku Oznaceni
9 Infekce - po 1 hod 2 Gy - po 15 odbér VR-1590/60(/2Gy/15(]
10 Infekce - po 1 hod 2 Gy - po 1 hod odbér VR-1590/60(/2Gy/60 (]
11 Infekce - po 1 hod 10 Gy - po 15 odbér VR-1590/607/10Gy/15[]
12 Infekce - po 1 hod 10 Gy- po 1 hod odbér ~ VR-1590/607/10Gy/60(]
13 2 Gy - po 150nfekce - po 1 hod odbér 2Gy/151/VR1590/601]
14 2 Gy - po 1 hod infekce - po 1 hod odbér 2Gy/601/VR1590/601]
15 10 Gy - po 157infekce - po 1 hod odbér 10Gy/15[/VR1590/60(
16 10 Gy - po 1 hod infekce - po 1 hod odbér ~ 10Gy/60/VR1590/60(

Ptipravili jsme si drzak na sklicka dle obrazkové predlohy. Plastovy drzak jsme
vyndali na stll a sejmuli plastovy film. Skli¢ko s nitrocelulézou smétujici dovnitf jsme
opatrné polozili do drzaku. Kovovy drzédk jsme upevnili na plastovy a zkontrolovali
jsme upevnéni kovového drzaku z obou stran.

Ptidali jsme 100 pl 1x Array blocking buffer (Cell Signaling Technology, USA)
ke kazdé jamce. Piekryli jsme plastovym vickem a nechali 15 minut inkubovat pii
pokojové teploté na orbitalni tfepacce. Po inkubaci jsme Array blocking buffer opatrné
slili a do kazdé jamky pfidali 50 —75 pl lyzatu (vzorku 1-16). (V kazdé jamce je cca
1 mg proteinu). VSechna vicka jsme piekryli a nechali pfes noc pii teplot¢ 4 °C
inkubovat za stalého michani na orbitalni tiepacce.

Druhy den jsme vSechny jamky slili a do kazdé jamky ptfidali 100 pl 1x Wash

buffer a 5 minut pfi pokojové teploté¢ promyvali na rota¢ni tfepacce. Tento postup jsme
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opakovali celkem 3x. Poté jsme do kazdé jamky pfidali 75 pl 1x Detection Ab coctail,
zakryli jsme jamky a inkubovali 1 hodinu pii pokojové teploté¢ na rotacni tiepacce.
Po inkubaci jsme 4x opakovali promyvaci krok se 100 ul 1x Wash buffer.
Po dikladném promyti jsme do kazdé jamky ptidali 75 pl 1x HRP- linked Streptavidin,
zakryli jsme a inkubovali 30 minut na orbitalni tfepacce. Poté jsme znovu 4x opakovali
promyvani.

Takto pfipravené vzorky jsme detekovali chemiluminiscen¢ni metodou. Tésné
pied analyzou jsme si pfipravili roztok LumiGLO (Kirkegaard and Perry Laboratories,
USA) s peroxidem vodiku (Sigma Aldrich, USA), protoze sklicko musi byt vzdy
pokryto vrstvou tohoto roztoku pro ndsledné vyvolani. Do kazety jsme si pfipravili
parafilm tak, aby vytvofil kapsicku, kterd by zabrénila piipadnému vyteceni
vyvolavaciho roztoku. Vyvolavaci roztok jsme nanesli na parafilm a skli¢ko stranou
s nitroceluldzou jsme polozili do roztoku. Kazetu jsme nechali exponovat dle potieby
a poté jsme detekovali na pfistroji Curix 60 ICP 1000 typ 9462 (AGFA, Belgie). Pouzili
jsme vyvojku G153 (AGFA, Belgie), ustalova¢ G 354 (AGFA, Belgie) a RTG filmy CP
malé (KODAK, USA).

3.3.2 PathScan RTK analyza

Receptorové tyrozinkinazy (RTK) jsou receptory na povrchu bunék, které
primarné signalizuji fosforylace tyrozinu (Schlessinger, 2000). RTK spousti Sirokou
Skalu signalizacnich kaskad, véetné cest PI3/Akt, MAPK a Jak/Stat. Tyto signélni cesty
fidi zakladni bunécné funkce jako je déleni, rast, diferenciace, migrace a pieziti.
Dysregulace RTK signalizace je pfitomna napf. u riznych typt rakoviny (Blume-Jensen
a Hunter, 2001).

Souprava pro PathScan RTK analyzu umoZiiuje detekci 28 receptorovych
tyrozinkinaz a 11 dilezZitych signalnich uzll fosforylace na tyrozin nebo jinych rezidui.
Specifické protilatky, pozitivni kontrola (biotinylovany protein) a negativni kontrola
(nespecifické IgG) jsou v duplikdtech umisténé na nitrocelulézovou podlozku
na sklicku. Kazda sada obsahuje 2 sklicka s 8 jamkami, coz uZivateli umoZni testovat az
16 vzorki najednou. Seznam molekul a schéma jejich rozlozeni na sklicku je

znazornéno na Obr. 9.
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Receptor Tyrosine Kinases Signaling Nodes

Tt Phesbeyiondie  Famly  Tasx  PuspeyltinSie  famiy
1  EGFR/ErbB1 pan-Tyr EGFR 23 A/PKB/Rac Thr308 Akt
2  HEREEbE2 par-Tyr EGFR 30 AkPHB/Rac Ser473 Akl
3  HERYELB3 pan-Tyr EGFR 31 pdd/42 MAPK [ERKT/2) Thr202/Tyr204 MAPK
4 FGFR1 pan-Tyr FGFR 32 56 Ribosomal Profein Ser235/236 RSK
5 FGFR3 pan-Tyr FGFR 33 c-Abl pan-Tyr Abl
6 FGFR4 pan-Tyt FGFR 34 IRS-1 pan-Tyr IRS
7 InsR pan-Tyr Insufin R 358 Zap-70 pan-Tyt Iap-T0
8 IGFR pan-Tyt Insufin R 3B S pan-Tyr Src
9 TERANTREI paa-Tyr NGFR 37 Lk pan-Tyr Src
10 TB/NTRK2 pan-Tyr NGFR 38 Sah Ty 701 Stat
1 MeyHGFR pan-Tyr HGFR 33 Shad Tyivos Stat
12 Ron'METIR pan-Tyr HGFR

13 Re pan-Tyr Ret

14 ALK pan-Tyr LK

15 FOGFR pan-Tyr PDGFR

16 c-Ki'SCFR pan-Tyt PDGFR

17 ATIAk2 pan-Tyr PDGFR

18 M-CSFR/CSF-1R pan-Tyr PDGFR

18 Ephdl pan-Tyr EphR

20 EphA2 pan-Tyr EphR

21 bpht3 pa-Tyr EphR

22  Ephil pan-Tyr EphR

23 EphB3 pan=Tyr EphR

24 EphB4 pan-Tyr EphR

25  TymdDik pan-Tyr Al

26 Aol pan-Tyr il

27 Tie2/TEK pan-Tyr Tie

28 VEGFRZ/KDR pa-Tyr VEGFR

Obr. 9: Receptorové tyrozinkinazy a signalni uzly testované béhem PathScan RTK
analyzy a jejich rozloZeni na skli¢ku

Zdroj: https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productld=7982
ze dne 11. 3. 2018

Vlastni pracovni postup byl stejny jako u PathScan Akt analyzy, viz kapitola 3.3.1.
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3.3.3 PathScan intracelularni analyza

Fosforylace a proteolyza jsou rozsifené kovalentni posttranslacni modifikace, které
predstavuji dilezité regulaéni mechanismy. Detekce téchto modifikaci na trovni
bunécnych proteinti mize poskytnout vyznamny piehled o intracelularni signalizaci.

Souprava pro analyzu umoznuje soucasnou detekci 18 dulezitych a dobfie
charakterizovanych signdlnich molekul pti fosforylaci nebo Stépeni. Protilatky jsou
na sklicku umisténé vzdy v duplikatech. Kazd4d sada obsahuje 2 sklicka se 16
podlozkami z nitrocelulézy, coz umoznuje testovat az 32 vzorkl a ziskat tak az 576
vysledkil v jediném experimentu. Seznam protilatek a jejich rozmisténi na sklicku je

znazornéno na Obr. 10.

Intracellular Signaling

1 Positive Control N/A /A
2 Negative Control N/A N/A
3 ERKij2 Thr202/Tyr204 Phosphorylation
4 Sl Tyr701 Phosphorylation
T\‘ D D 5  Siat3 Tyr705 Phosphorylation
@@ @ @@ @ e 6 A Thaoe Phosphorylation
@ @ @ @@ @ > . D D 7 A Serd73 Phospharylation
[:] D 8 AMPKa Thii72 Phosphorylation
@ @ . 9 56 Ribosomal Protein Ser235/236 Phosphorylation
@@ @ @@ ® ," D D 10 mIOR Ser2448 Phosphaorylation
,-" D D 11 HSP27 Serf8 Phosphorylation
@ @ ‘-" D D 12 Bad Serl12 Phosphorylation
@ @ ‘." 13 p70 56 Kinase Thr389 Phosphorylation
'," [:] D 14 PRAS40 Thr246 Phosphorylation
@ @@ @ i [:J D 16 p53 Ser1s Phospharylation
16 p38 Thr180/Tyr182 Phiosphorylation
17 SAPK/INK Thr183/Tyr185 Phosphorylation
18 PARP Asp2i4 Cleavage
19  Caspase-3 Aspl75 Cleavage

Obr. 10: Seznam protilatek a jejich rozloZeni na sklicku pro PathScan intracelularni
analyzu

Zdroj: https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/intracellular-signaling-array-kit-

chemiluminescent-
readout/7323? =1520774595587&Ntt=pathScan%?20Intrace&tahead=true
ze dne 11. 3.2018

Pracovni postup byl stejny jako u PathScan Akt analyzy, viz Kapitola 3.3.1.
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3.3.4 PathScan Th1/Th2/Th17 cytokinova analyza

Cytokiny jsou sekretované interceluldrni signalni molekuly, které reguluji
biologické procesy, vcetné¢ zanctu, obrannych reakci hostitele a diferenciace bunék.
Cytokiny mohou poskytnout ptfehled o molekularnich mechanismech, které rozliSuji
zdravé a patologické stavy (O’Garra a Arai, 2000).

PathScan Th1/Th2/Th17 cytokinova analyza nabizi panel protilatek proti Siroké

Skale cytokinl tak, aby bylo mozné meéfit jejich relativni zmény v supernatantech

bunécnych kultur.

Tato souprava umoznuje soucasnou detekci 12 extracelularnich signalnich molekul.
Specifické protilatky jsou umisténé na sklicku z nitroceluldzy. Kazda sada obsahuje

2 sklicka, umoznujici testovat az 32 vzorkli a generovat 384 vysledkil v jediném

experimentu. Seznam cytokinil a jejich rozmisténi na sklicku je uvedeno na Obr. 11.

Cytokine Targets
1 Posilive Control
2 Negative Control
3 L2
4 L4
B -5
B ILE
i L8
g LD
g [-12pf0
10 1113
11 IL-17A
12 ThNF-o
13  GM-CSF
14 Ny

Obr. 11: Seznam cytokintl a jejich rozlozeni na sklicku pro PathScan Th1/Th2/Th17
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Zdroj: https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/th1-th2-th17-cytokine-

antibody-array-kit-chemiluminescent-
readout/13047? =1525267767678&Ntt=cytokine%20pat&tahead=true
ze dne 11. 3. 2018

Pracovni postup byl stejny jako u PathScan Akt analyzy, viz Kapitola 3.3.1.

3.4 Metoda Mini 1D elektroforéza

Gelova elektroforéza separuje nabité makromolekuly jako proteiny, polynukleotidy
a uhlohydraty na zaklad¢ jejich velikosti. RozliSeni téchto makromolekul zavisi
na koncentraci gelu. Pfi bézné migracni draze o velikosti 10 — 20 cm se na takovych
gelech muaze rozlisit 30 az 50 slozek, které¢ maji riiznou elektroforetickou pohyblivost
(Cox a Phillips, 2008). Princip elektroforézy je aplikace elektrického pole na roztok
obsahujici molekuly proteini. Molekuly proteinti v elektrickém poli migruji dle jejich
naboje a velikosti (Alberts a kol., 1998).

Jako gelové médium je bézné€ pouzivan zesitovany polyakrylamid a riizné typy
agardzy. Prvni médium je vhodné pro relativné malé makromolekuly a druhé spisSe pro
veétSi  makromolekuly. FElektroforéza v jediném sméru migrace je nazyvéana
jednorozmérna a oznacujeme ji 1D (z angl. ,,one-dimensional). V soucasné dob¢ je
nejpouzivanéjsi gelovou elektroforetickou separaci.

NejcCastéji se pouzivaji vertikalné nebo horizontalné orientované gelové desky
v komer¢né dostupnych a jednoduchych typech pfistroji, které umoznuji ptipojeni gelu
s jednou koncentraci nebo gelu s porovitym gradientem ke katodickému a anodickému
pufrovacimu roztoku. Oddélené slozky jsou zvyraznéné jako pasy (bandy)
a po imunologickém pfenosu a fixaci na blotovaci membrany jsou detekovany
napft. chemiluminiscenéné nebo pomoci biologické a enzymatické aktivity nebo
radioaktivity.

Nejcastéji se makromolekularni smés, ktera se ma rozdélit, nanasi na rovnob&zné
drahy na gelové desky. Migracni vzdalenosti bandi jsou porovnavany vizualné, aby se
zjistila jejich identita (Cox a Phillips, 2008). V ramci této diplomové prace jsme

vyuzivali denaturujici polyakrylamidovy gelovy (PAGE) systém s vyuzitim
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dodecylsulfatu sodného (SDS) k oddéleni proteini podle jejich velikosti,
tzv. SDS-PAGE. Tento systém poprvé popsal Laemmli v roce 1970 (Laemmli, 1970).
SDS-PAGE je velmi uzitecna metoda pro rozdéleni proteinii podle jejich velikosti
(Obr. 12). SDS je detergent, ktery denaturuje sekundarni a nesulfidické tercidrni
struktury a vdze se na n¢ s negativnim nabojem na povrchu, ktery koreluje s jejich
délkou, coz ndm umozni odhadnout jejich molekulovou hmotnost (Brunelle a Green,
2014). Denaturace pomoci SDS je znazornéna na Obr. 12. Pro pteruSeni disulfidickych
vazeb se pouziva reduk¢ni €inidlo, napi. B-mercaptoethanol. Pronikani gelem muze byt
ovlivnéno stavem proteinu, napf. fosforylaci. Laemmliho systém SDS-PAGE je
diskontinudlni gel s hornim gelem a niz§im rozliSovacim gelem, které maji rizné
hodnoty pH a koncentrace polyakrylamidu. Horni (stacking) gel ma niz$i procentualni
podil polyakrylamidu, kterd umoziuje rychly pohyb proteini do tésného bandu, nez
vstoupi do gelu s vyS$im procentudlnim zastoupeni polyakrylamidu, kde probiha
separace. Koncentrace polyakrylamidu mlze byt optimalizovdana podle velikosti

proteint ve vzorku (Brunelle a Green, 2014).

vzorek se nanasi na gel
specidini pipetou Protein s dvémi Protein s jednou
podjednotkami A.B podijednotkou

*3

ZAHRATI 5 SDS A MERKAPTOETHAHOLEM

|

katoda

©

plastova komora

negativng =
nakité SDS c
mnlekily

POLYAKRVLAMIDOVA GELOVA ELEKTROFOREZA
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Obr. 12: Gelova elektroforéza a princip SDS-PAGE
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Prevzato z: Alberts a kol. Zaklady bunééné biologie 1998, str. 163

Nejdiive jsme si pfipravili roztoky na polyakrylamidové gely. Na piipravu 4 gelt
Jjsme do 50 ml kadinky navazili 4,5 g akrylamidu (AA,Bio-RAD, USA), k nému jsme
pridali 0,12 g polydiethylenamidu (PDA, Sigma Aldrich, USA) a doplnili jsme
destilovanou vodou (dH>O) do 15 ml. Michali jsme az do uplného rozpusténi. Nasledné
jsme roztok prelili do odmérného valce, doplnili dH>O piesné na 15 ml a nalili jsme
roztok zpatky do kadinky. Dale jsme si pfipravili 10% persiran amonny (APS, Sigma
Aldrich, USA) a 10% dodecylsiran sodny (SDS, Sigma Aldrich, USA).

K naliti separac¢nich gelti jsme pouzivali sadu Mini-PROTEAN Tetra Cell
(Bio-RAD, USA). Pro jeden gel je nutné vzdy pfipravit 1 kratsi a 1 delsi sklo, které ma
po stranach ptfipevnéné prouzky k urceni tloustky gelu. Pred pouzitim musi byt skla
dikladné¢ odmasténa pomoci lihu. Pfipravili jsme si separac¢ni gel podle molekulové
hmotnosti proteinid. Pro na$ ucel jsme pouzivali pouze 12% gel, coz odpovida
proteinim o velikosti 20 — 60 kDa. K naliti 2 geli jsme postupovali dle nasledujici

Tab. 10.

Tab. 10: Schéma k piiprave 2 gelti na mini 1D elektroforézu

SEPARACNI GEL 12%
AA+PDA 4,8 ml
1,5M TRIS-HCI pH 8,8 I 3,04 ml
dH>O 4,0 ml
odvzdusnit
10% SDS 120 pl
10% APS l 40 pl
TEMED 4.8 ul
Objem cca 4,5 ml/gel
Doba polymerace 1 hod

Sipky znazoriiuji, v jakém pofadi jsme jednotlivé reagencie pridavali. Zacali
jsme u dH>O, 1,5M TRIS-HCI pH 8,8 a smés AA + PDA, poté jsme takto smichanou
smés odvzdusnili a pridali 10% SDS, 10% APS (dle Tab. 10). Nasledn¢ jsme v co

54



nejkrat§$im Case po pridani APS pridali tetramethylethylendiamin (TEMED, Serva,
Némecko). APS a TEMED katalyzuji polymerizaci akrylamidu. Po vytvofeni
separa¢nich gell, které polymerovaly 1 hod, jsme si pfipravili zaostfovaci gely dle
nasledujici tabulky (Tab. 11), ve které je uveden navod na pfipravu pro rizné mnozstvi

zaostfovacich geli.

Tab. 11: Schéma k ptipravé zaostfovacich gela

. , 4% 4% 4%
ZAOSTROVACI GELY 2 gely 4 - 6 gelu nad 6 gela
AA + PDA 0,65 ml 1,3 ml 1,95 ml
1,5M TRIS-HCI pH 6,8 T 1,25 ml 2,5ml 3,75 ml
dH>O 3,05 ml 6,1 ml 9,15 ml
odvzdusnit odvzdusnit odvzdusnit
10% SDS 50 ul 100 pl 150 wl
10% APS l 25 ul 50 ul 75 ul
TEMED Sul 10 pl 15 pl
Objem cca 1,3 ml/gel cca 1,3 ml/gel cca 1,3 ml/gel
Doba polymerace 45 min 45 min 45 min

Reagencie pro ptipravu zaostfovacich gelii jsme opét ptidavali v pofadi dH-O,
1,5 mM TRIS-HCI pH 6,8, smés AA + PDA, poté jsme celou smés odvzdusnili a ptidali
k této smési 10% SDS, 10% APS a TEMED.

Po naliti zaostfovacich gelti jsme mezi skla vsunuli pfislusny hiebinek, abychom
si vytvorili jamky pro nanaseni vzorkl. Po 2 - 3 min jsme doplnili zaostfovaci gel podél
okraju hiebinku a nechali gely polymerizovat minimalné 45 min.

V dals$im kroku jsme si pfipravili vzorky, které jsme nanaseli ve vzorkovacim
pufru (cc pufr). Vzorky jsme fedili dle Tab. 12. Smichanim 2 dilti vzorku a 1 dilu pufru
jsme ziskali 3x zfedény vzorkovaci pufr. Takto pfipravené vzorky jsme povafili
v termobloku po dobu 5 minut pii teplot¢ 95 °C a nasledné jsme je ochladili
na pokojovou a vortexovali pro zajisténi vzorku, ktery by ptipadné mohl ulpét na vicku

zkumavky.
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Tab. 12: Piiprava vzorkd pro elektroforézu

vzorky Koncentrace Prelll);)cet 3x cc pufr/ celkem/pl vzorek 3x cc pufr
mg/ml 40 pg /pl B na 4 gely /ul na 4 gely /pl
1 0,79 50,62 25,31 75,93 202,48 101,24
2 0,66 60,78 30,39 91,17 243,12 121,56
3 0,93 43,18 21,59 64,77 172,72 86,36
4 0,58 68,50 34,25 102,75 274,00 137,00
5 0,74 54,07 27,03 81,10 216,26 108,13
6 0,55 72,91 36,45 109,36 291,62 145,81
7 0,69 57,84 28,92 86,76 231,35 115,67
8 0,64 62,06 31,03 93,09 248,24 124,12
9 0,87 46,11 23,05 69,16 184,43 92,21
10 0,78 51,52 25,76 77,28 206,09 103,05
11 0,86 46,74 23,37 70,11 186,97 93,49
12 0,80 49,97 24,99 74,96 199,89 99,94
13 0,82 48,51 24,25 72,76 194,03 97,02
14 0,98 40,77 20,39 61,16 163,09 81,55
15 0,88 45,40 22,70 68,10 181,60 90,80
16 0,74 54,19 27,10 81,29 216,77 108,39

Po zpolymerovani geli jsme opatrné¢ vysunuli hiebinek, vzniklé jamky jsme
oplachli dH20O a opatrné osusili filtracnim papirem. Skla s gely jsme umistili do sady
Mini-PROTEAN. Skla se zajistila pomoci pacek smérem k elektroddm a tim se také
vytvofil prostor pro horni pufr (Bio-RAD, USA). Horni pufr jsme nejdfiv nalili mezi
skla, abychom zjistili, jestli neprotékd. Poté jsme skla umistili do tanku a ledovy horni
pufr jsme nalili do vySky 0,5 cm pod okraj. Ledovy dolni pufr (Bio-RAD, USA) jsme
nalili do tanku asi do jedné¢ tfetiny skel.

Do jamek jsme napipetovali nafedéné vzorky a dolili jsme dolni pufr tak, aby
byly hladiny horniho a dolniho pufru ve stejné Grovni. Tank jsme uzavieli vikem
s elektrodami, které jsou zapojeny do zdroje.

Museli jsme dodrzet zvolené podminky pro elektroforézu. Konstantni napéti 200
V, proud 0,12 A pro 2 gely, proud 0,24 A pro 4 gely. Zaporn¢ nabité proteiny migruji
shora dolli smérem ke kladn¢ nabité elektrod€. Po ukonceni elektroforézy, zhruba po 50

minutach, jsme odfizli zaostfovaci gel a gely v levém dolnim rohu, abychom je méli
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spravné zorientované pro dal$i postupy. Poté jsme je umistili do 100 ml transfer pufru,

ve kterém jsme je nechali promyvat cca 10 minut.

3.5 Metoda Western blot

Western blot predstavuje analytickou metodu, ktera slouzi k detekci specifického
proteinu ve smési vice proteinti. Vyuziva gelovou elektroforézu k oddéleni proteina
podle jejich molekulové hmotnosti. Nasledné jsou proteiny pieneseny z gelu na povrch
membrany a detekovany specifickymi protilatkami.

Vlastni pieneseni na membranu (blotovani) se provadi také proto, ze prace s gelem
neni piili§ prakticka a pfijemnd. Pfistroj pro blotovani se skladd ze dvou hlavnich ¢asti,
a to spodniho dilu — anoda a vrchniho dilu (viko) — katoda. Na anodu se nanasi v poradi
vlhky filtracni papir, membrana, gel a vlhky filtracni papir. Toto je znazornéno
na Obr. 13. Vlhkost je nutna pro kontinuitu elektrického pole. Zaporné nabité proteiny

migruji smérem ke kladn€ nabité anod¢, tzn. smérem dold.

Transfer pufr

Katoda [-}

A

Filtratni papir

Gel

FVDFmembrana

Filtrat —
. Membrana =
Anoda [-)

pfenesenymi
proteiny

Obr. 13: Schéma metody Western blot

upraveno podle:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/93/Western_blot_transfer.png
ze dne 12. 3. 2018

Proteiny jsme z gelu ptenaSeli na polyvinylidendifluoridovou membranu (PVDF
membrana) (BIORAD, USA) o velikosti 8,3 x 5,4 cm pomoci Trans-Blot SemiDry
Electrophoresis Transfer Cell (Bio-RAD, USA). Membranu jsme kviili orientaci popsali
v hornim levém rohu obyc¢ejnou tuzkou. Membrany jsme nejprve aktivovali v metanolu

po dobu jedné minuty. Poté jsme je ponotili v pfislusné nadob¢ do transferového pufru,
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ktery jsme bchem 20 minut 3x vymeénili. Filtratni papiry jsme namocili
do transferového pufru (na jednu membranu je potfeba 1x Extra Thick Blot Paper mini
blot size (BioRad, USA) a 5x filtracni papir Whatman 3 mm Chr Blotting paper 8,5 x
7 scm).

Do blotovaciho pfistroje jsme nejprve na anodu polozili extra silny filtra¢ni papir,
na n¢j jsme nasledné polozili membranu tak, aby znacka byla v levém hornim rohu,
odstranili jsme bubliny pomoci zkumavky, na membranu jsme polozili gel oznacenym
rohem gelu na roh membrany oznaceny tuzkou a na néj 5 kusii obycejného filtracniho
papiru a opét jsme odstranili bubliny. Potom jsme piiklopili katodu a viko.

Mezi podminky polosuchého pfenosu proteinli na membranu patii konstantni
napéti, avSak hodnota proudu se 1isi podle poctu blotovanych geld, coZ je zndzornéno

v Tab. 13.

Tab. 13: Podminky pro Western blot

Pocet gelt Napéti Proud Cas
1 25V 170 mA 20 min
2 25V 170 mA 30 min
3 25V 200 mA 60 min
4 25V 200 mA 75 min
5 25V 200 mA + 350 mA 75 min + 20 min
6 25V 200 mA + 350 mA 75 min + 20 min

Po uplynuti potiebné doby pro pienos proteinli z gelu na membranu jsme
membrany a gely opatrné vyndali z blotovaci soupravy a oplachli je dH.O. Membrany
jsou piipravené k okamzité imunodetekci nebo se daji uchovat umisténim pii teploté
2-8 °C mezi filtranimi papiry. Pro kontrolu a zviditelnéni je mozné gely obarvit

pomoci modficiho roztoku.
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3.6 Imunodetekce

Proteiny na membran¢ se detekuji primarnimi protilatkami. Tyto protilatky se
zviditelni pomoci znacenych sekundarnich protilatek (napt. konjugovanymi s kienovou
HRP peroxiddzou). To je zndzornéno na Obr. 14. Kienovd peroxidaza reaguje
s chemiluminiscen¢ni latkou, kterd vykazuje luminiscenci a ta pak mtze byt detekovana
pomoci RTG filmt. Existuje chemiluminiscen¢ni a fluorescenéni zptsob detekce.
V ramci této diplomové prace jsme pouzivali chemiluminiscencni zpusob detekce. Pred
vlastni imunodetekci musi dojit k zablokovani nespecifickych protilatek. K tomu se
vyuzivad nejCastéji netucné susené mléko nebo BSA. Ml¢ko neni vhodné pro
fosforylované proteiny. Tyto proteiny obsadi vSechna mista na membrang, které by
mohly véazat primarni protilatku nespecifickou vazbou. Pro utlumeni nespecifického

pozadi se pouzivaji detergenty.

4 4 3
konjugovany enzym b ‘j , chemiluminiscenéni
: signal
") *-’J_J 4
sekundami . du -
profilatka
I\ substrat
primami
protilatka //
L O prote;n
‘\\k-\\\‘ ___T__._.—-—'_'_'-._F‘
\\xh\-._—’_'_'_-_'_._'___,_._.—-—'—"
membrana

Obr. 14: Princip chemiluminiscence

upraveno podle: http://labguide.cz/wp-content/uploads/2014/10/western-final-

1024x500.jpg ze dne 12. 3. 2018

Membréany s pfenesenymi proteiny jsme aktivovali v metanolu po dobu jedné
minuty. Poté jsme je promyvali v 10 minut v TBS, 1 hodinu v 5% roztoku suSené¢ho
mléka (Bio-RAD, USA) v 0,1% TBS (pfipadné¢ v 0,05% TBS). Nasledné jsme

membrany 3x promyli v 0,1% TBS a ptes noc pfi teploté 4 °C jsme nechali membrany
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inkubovat s primarni protilatkou (Ab) v roztoku 5% suSeného mléka nebo BSA v 0,1%
TBS. Pouzité primarni Ab jsme shrnuli do Tab 14.

Vsechny protilatky byly zakoupeny od firmy Cell Signaling Technology, USA
a bylo pouzilo fedéni 1:500 Ab v BSA.

Druhy den jsme membrany pifi pokojové teploté promyvali 6 x zfedénym 0,1%
TBS, poté hodinu inkubovali se sekundéarni protilatkou (anti-mysi nebo anti-kralici Ab
konjugovana s HRP, Dako Cytochromation, Untermiili, Svycarsko) v 5% mléku, nebo
BSA s 0,1% TBS viedéni 1:1000 (Tab. 14). Po ukonceni inkubace jsme znovu
membrany 6x promyli v 0,1% TBST a nakonec jsme je na 5 minut nechali
v koncentrovaném TBS. Be¢hem poslednich 30 minut pfed poslednim promyvanim jsme
si pfipravili chemiluminiscen¢ni roztok s peroxidem vodiku (Sigma Aldrich, USA), pro
nasledné chemiluminiscenéni vyhodnoceni. Pfipravili jsme si parafilm tak, aby vytvofil
kapsicku, ktera by zabranila ptfipadnému vyteceni vyvolavaciho roztoku. Vyvolavaci
roztok jsme nanesli na parafilm a membranu do néj ponofili tak, aby se prenesené
proteiny bezprostfedné dotykaly vyvolavaciho roztoku. Poté jsme nechali tento roztok
pusobit jednu minutu, po uplynuti této doby jsme membrany pienesli do kazety pro
vyvolani filmi. Kazetu jsme nechali exponovat dle potieby a chemiluminiscen¢ni reakci
jsme detekovali na pfistroji Curix 60 ICP 1000 typ 9462 (AGFA, Belgie). Pouzili jsme
vyvojku G153, ustalova¢ G 354 — AGFA a RTG filmy CP mal¢ (KODAK, USA).
Vramci experimentalni prace jsme také detekovali vzorky pomoci fluorescenéni

metody, nicméné jsme neméli k dispozici dostate¢né technické zazemi.
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Tab. 14: Piehled pouzitych primarnich protilatek pro imunodetekci

Molekulova

Primarni protilatka hmotnost / Sekul-l(!arnl Inkubace ,WB
KDa protilatka membran
0
Stat 3 (124H6) mysi mAb 79,86 Anti-mysi >0 N(S)l\f(;/oTBST
Fosfo Stat 3 (D3A7) kralici ... 5%BSA, TBST
mAb 79, 86 Anti-krali¢i 0.1%
0
Kaspéza-9 (lidska specifickd) 47 Anti-kralic¢i 3% N(S)I\I/IO’/OTBST
Stépena kaspaza 3 (SA1E) o .. 5%NSM, TBST
Kralidt mAb 17,19 Anti-kralici 0.1%
0
Kaspaza-3 (8G10) krali¢i mAb 35 Anti-krlisi  >° N(S)I\f(;/TBST
,1%
0
p53 (7F5) kralici mAb 53 Anti-kelici 70 Bg‘?;/TBST
,1%
0
fosfo-p53 (16G8) mysi mAb 53 Anti-krdlici > N(S)l\f(;/TBST
5 0
0
Bad (D24A9) krali¢i mAb 23 Anti-kelisi 70 Bg‘?;/TBST
,1%
P44/42 MAPK (Erk1/2) ... 5%BSA, TBST
(137F5) krélici mAb 42,44 Anti-krdliei 0,1%
Fosfo-P44/42 MAPK (Erk1/2) ... 5%BSA, TBST
Kralici mAb 42,44 Anti-krali¢i 0.1%
0
Kaspéaza-8 (1C12) mys$i mAb 57 Anti-mysi 3% Bg ?&TBST
,1%
Stépena kaspaza-8 (D5B2) .1 e 9% BSA, TBST
Kralidl mAb 18, 43 Anti-kralici 0.1%
0
Fosfo-Bad (40A9) krali¢i mAb 23 Anti-krdlisi 70 Bg/i‘;/TBST
,1%
Fosfo-ATM (10H11.E12) mysi .. 5%NSM, TBST
Ab 350 Anti-mysi 0.1%
IS BB 21 0
Fosfo-AMPKa (40H9) kralici 62 Antickralici 5% BSA, TBST
mAb 0,1%
0
AMPKa (D63G4) krdli& mAb 62 Anti-krdligi  >7° Bg/;‘;/TBST
,1%
0
NF-«B (L8F6) mysi mAb 65 Anticmysi 070 Bg?;/TBST
,1%
0
Fosfo-p38 (D3F9) krali&i mAb # Anti-krdlici  >7° Bg?;/TBST
,1%
0
p38 (D13E1) krdlici mAb 40 Anti-krdligi  >7° Bg?;/TBST
,1%

Pozn.: NSM= netu¢né susené mléko
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3.7 Princip metody sendvicové enzymatické imunoanalyzy

Sendvicova enzymatickd imunoanalyza (ELISA) funguje na principu vazby
antigen-protilatka. Na nosi¢i je uchycena primarni Ab, na kterou se vadze antigen
(vzorek). Na antigen se nasledné navaze sekundarni protildtka oznacend kienovou

peroxidazou (Obr. 15).

HRP-znacena Ab /

t~ (HRP)

' ; TMB
" i substrat

sekundarni Ab | 3 ¥ - 3
[ ek

| primarni Ab

Obr. 15: Princip sendvicového ELISA testu

zdroj: www.cellsignal.com ze dne 5. 4. 2018 (upraveno)

Nejprve jsme oplachli 96 jamkovou desticku v dH>O. Ptidali jsme cca 200 pl dH>O
do kazdé jamky, dH,O jsme vylili a jamky vysuSili papirovymi ubrousky, abychom
m¢eli jistotu, Ze jsou jamky suché. Primarni Ab jsme zfedili v PBS (GE Healthcare Life
Sciences, Rakousko) v poméru 1:100. Pro jednu 96 jamkovou desti¢ku jsme smichali
100 pl primarni Ab s 9,9 ml PBS. Do kazdé jamky jsme ptidali 100 pl tohoto roztoku.
Desticku jsme piikryli a inkubovali ptes noc pfi teploté 4 °C. Nasledujici den jsme vylili
obsah jamek a promyvali jsme 4x 200 pl promyvaciho pufru do kazdé jamky.
Po kazdém promyti jsme promyvaci pufr odsali Cistym ubrouskem, ale nikdy jsme
jamky nevysuSili kompletn€. Spodni stranu jamek jsme otfeli nezmolkujicim
ubrouskem. Ptidali jsme 150 pl blokovaciho pufru do kazdé jamky a desticku jsme
nechali inkubovat pfi teplot¢ 37 °C po dobu 2 hodin. Nésledné jsme jamky znovu

promyvali promyvacim pufrem stejnym zptsobem jako pfi prvnim promyvani. Do takto
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pfipravené desticky jsme napipetovali 100 pl vzorkid (Tab. 6) do kazdé jamky a nechali
jsme desticku inkubovat pfi 37 °C po 2 hodiny. Po inkubaci jsme opét provedli
promyvani promyvacim pufrem. Detekéni protildtku jsme ztedili v blokovacim pufru
v poméru 1:100. Pro jednu 96 jamkovou desticku jsme smichali 100 pl sekundarni
detekéni Ab a 9,9 ml blokovaciho pufru. Tento roztok jsme ptidavali po 100 pul do
kazdé jamky. Desticku jsme pfikryli a nechali inkubovat ptfi 37 °C 1 hodinu. Desticku
jsme nasledné opét 4x promyli promyvacim pufrem. Sekundarni Ab jsme fedili
v blokovacim pufru v poméru 1:1000. Do kazdé jamky jsme napipetovali 100 ul tohoto
roztoku. Desticku jsme poté prikryli kryci folii a inkubovali pii teploté 37 °C po dobu
30 minut. Nasledn¢ jsme destiCku opét 4x promyvali promyvacim pufrem. Do kazdé
jamky jsme pfidali 100 pul TMB substratu (CellSignaling Technology, USA) a desticku
jsme piikryli a inkubovali 10 minut pii teploté¢ 37 °C. Nakonec jsme do kazdé jamky
pridali 100 pl STOP roztoku (CellSignaling Technology, USA). Desticku jsme
detekovali na Thermo Spectronic - Helios y, USA pfi vlnové délce 425nm nebo 450 nm

dle konkrétni protilatky. Touto metodou jsme mefili ndsledujici molekuly (Tab. 15).

Tab. 15: Métené molekuly s ptisluSnymi protilatkami

Nazev Capture Ab Detekéni Ab Sekundarni Ab Absorbance

anti-kralici IgG,

Total Chkl Chk1 mysi Chk1 kralici HRP znadend 450 nm
“r anti-mysi IgG,
Total Chk2 Chk2 Chk2 mysi HRP snadend 450 nm
anti-mysi
Total Aktl Akt kralici Aktl mysi IgG,HRP 425 nm
znacena
“r anti-mysi IgG,
Phospho-Aktl  Fosfo-Aktl Akt]l mysi HRP snadend 450 nm
Total Ak2 Akt kralici AKE2 mysi anti-myst 1gG, -y 50
HRP znacena
fosfo-Akt wr anti-mysi IgG,
Phospho-Akt2 Kralisi Akt2 mysi HRP snadend 450 nm
“r .y, anti-kralici IgG,
Total GSK-38 GSK-3fmysi  GSK-3P kralic¢i HRP znacend 450 nm
Phospho-GSK- GSK-3p myi Fosfo- GSK-3  anti-krali¢i IgG, 450 nm

krali¢i HRP znacena

3p
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3.8 xCELLigence RTCA analyza

Princip metody xCELLigence RTCA je zaloZzen na neinvaznim sledovani
dynamickych procesti v bunéné populaci (bunécnéd adheze, proliferace, bunééna smrt
adalsi). Pfi vyuziti této metody neni potieba barveni a znaceni bunck. Jde
o monitorovani bunék, které rostou na destickach o rizném poctu jamek a jsou podobné
mikrotitracnim destickam. Touto metodou Ize sledovat pouze adherentni buniky. Na dné
jamek jsou umisténé zlaté elektrody (Obr. 18). Vyuziva se zde nizkého napéti (méné
nez 20 mV) stfidavého proudu a tim vznika elektrické pole mezi zlatymi elektrodami
a ty reaguji s iontovym prostiedim média v jamce. Elektrické pole se méni podle poc¢tu
adherentnich bunck na dné jamky a dle sily jejich adheze. Interakce mezi elektrodami
a buitkami na dné jamky je zaznamenana jako elektricka impedance. Cim vys§i je pocet
adherentnich bunck, tim vys$i je naméfend impedance. Mira impedance je dale
vyjadifena pomoci bezrozmérnych jednotek, tzv. bunééného indexu (Vondrackova
a kol., 2010 a Ziebolz a Burkhard, 2010).

Bunky se daji sledovat né€kolik dni, desticka je po celou dobu pokusu umisténa
v CO; inkubatoru, coz jim zajistuje optimalni kultivacni prostfedi. Béhem pokusu je
mozné k buitkam za stalého monitorovani ptidavat rizné reagencie a sledovat bunénou

odpovéd’ (Obr. 16, 17)

Obr. 16: xCELLigence RTCA

Zdroj: https://www.aceabio.com/products/rtca-dp/ ze dne 12. 3. 2018
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Obr. 17: Impedanc¢ni zlaté elektrody na E-destickach

Zdroj: https://www.aceabio.com/products/rtca-dp/ ze dne 12. 3. 2018

Vysvétlivky k obrazkim: A - Zjednodusené schéma interdigitovanych elektrod
pouzitych v kazdé jamce E-desticky. B — Fotografie jedné jamky v 96 jamkové
E-desti¢ce. C — Zvétseny obraz jasnych poli stinovanych elektrod a lidskych bunék.
D-zlaté elektrody a krystalovou violeti obarvené lidské buiky, jak jsou vidét
v mikroskopu.

V ramci vlastniho principu prace s xCelligence RTCA, jsme celé méfeni zahdjili
pripravou bunééné kultury. Pro méfeni byly opét zvoleny lidské fibroblasty linie
MRC-5. V kratkosti, nejprve jsme si pripravili kultivaéni médium pro fibroblasty. Poté
jsme fibroblasty rozmrazili a do kultivaéni lahve 25 cm? jsme napipetovali 10 ml
predehiatého kultivacniho média ke kterému jsme ptidali bunécnou suspenzi fibroblastii
o koncentraci 1 x 10° bun&k/10 ml. Takto pfipravenou suspenzi jsme nechali inkubovat
pii 37 °C, 5% CO do vytvofeni monovrstvy, jejichz existenci jsme ovéfili inverznim
svételnym mikroskopem.

Po nériistu kultiva¢ni lahve 25 cm? do monovrstvy jsme si pripravili dal$i material
pro Xcelligence RTCA analyzu. Pracovali jsme s 96 jamkovou destickou se zlatymi
elektrodami, specificky vytvofenou pro tuto metodu. Do této desticky jsme napipetovali
predehiaté kultivatni médium na 37 °C o objemu 150 pl na jamku. Desticku jsme
nejprve nechali inkubovat pfi 37 °C bez piitomnosti bunék. Na pfistroji xCelligence
RTCA jsme nejprve zméfili pozadi pro vlastni méfeni vzorkli pomoci desticky, ktera
obsahovala pouze kultivacni médium. Po prométeni pozadi jsme veskeré kultivaéni
médium odsali a do kazdé jamky ptidali 7 000 bun€k v celkovém objemu 150 pl
predehiatého kultivacniho média. Desticku jsme vlozili do pfistroje a monitorovali
chovani bun€k az do vytvofeni monovrstvy. Po vytvofeni monovrstvy jsme buiky
ozatovali uzavienym zaii¢em ®°Co ze vzdalenosti 50 cm od destiky (73 cm nastaveni

pfistroje) o nasledujicich davkach uvedenych v Tab. 16.
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Tab. 16: Ozafovani 96 jamkové desticky

0,5 Gy 10 Gy Kontrola
Vzdalenost 50 cm (73cm) 50 cm (73cm) -
[cm]
Cas [min a s] 19s 6mina?23s -

Po ozafeni jsme velice opatrné odsali kultivacni médium tak, abychom
nenarusili monovrstvu buné€k. Pro vlastni in vitro infekci fibroblastt jsme pouzili vir
HHV-5 VR1590. Vysledna koncentrace viru na jednotlivou jamku desticky byla
navrzena dle Obr. 18 v celkovém objemu 20 pl, u kontrolnich bun¢k jsme ptidali 20 pl

ptedehiatého kultivacniho média a nechali jsme 20 min pasivné difundovat.

infikace bunék (fedéni)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 2 | 2 2 | 2 2
B 4 | 4 4 | 4 4
c 8 | 8 8 | 8 8
D 16 | 16 16 | 16 16
E 32 | 32 32 | 32 32
F 64 | 64 64 | 64 64
G 128 | 128 128 | 128 128
H 256 | 256 256 | 256 256
z@feni oo o5 05 10 10 10 kontrola 0
(Gy)

Obr. 18: Schéma pro ozatfeni 96 jamkové desticky
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Nasledn¢ jsme pfidali predehraté kultivani médium do celkového objemu
150 pl/jamka a ptipojili jsme desti¢ku k pfistroji. Méfeni impedance bylo provadéno
automaticky kazdych 15sec. po nami zvolenou dobu. Vysledky jsme zpracovali pomoci

softwaru RTCA 1.2 (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Infekce buné¢né linie fibroblastu

Vramci diplomové price jsme pro studium vztahu infekce CMV
k imunosuprimovanému hostiteli vyuzili lidské fibroblasty bunééné linie MRC-5.
Fibroblasty byly kultivovany v kultivacnim médiu s pifidavkem FBS a L- glutaminu. Pro
ucely prace jsme pracovali s fibroblasty, které jsme pasazovali. Pro vlastni experimenty
jsme pouzili fibroblasty s konfluenci min. 90 %, coZ jsme si ovétili pomoci svételného

mikroskopu (viz Obr. 19, ¢ast 1).

Obr. 19: Infekce fibroblastt MRC-5 v Case, zvétSeni 500x.

Fibroblasty jsme tedy kultivovali v CO: inkubatoru pii teploté 37 °C
do vytvotfeni monovrstvy (konfluence nad 90 %). Nasledné jsme takto narostlé
fibroblasty infikovali lidskym cytomegalovirem ATCC® VR1590™. Na Obr. 19 lze
pozorovat infekci bunék v case. Na snimku €. 1 je vidét neporusend monovrstva
plicnich fibroblastli v ¢ase 0. Na snimcich 2 — 5 pozorujeme prubéh infekce v Case
(tvorici se lytickou fazi fibroblastl jsme pozorovali v prubéhu 3 — 5 dni v zavislosti na
mnozstvi ptidaného viru). Na snimku €. 5 je jiz zcela vytvoteny plak. Snimek €. 6 je

obarven krystalovou violeti.
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Po ptidavku suspenze obsahujici virové castice k bunééné linii fibroblastl jsme
byli schopni vidét, za nékolik hodin, v bunééné vrstvé kulaté otvory o priméru jen
nékolika malo milimetri, které oznacujeme podle jejich objevitele d'Herellea jako
plaky, které studovat pii infekci bakterii bakteriofagy (D'Herelle, 1917). Plak je misto,
které vznikne tam, kde jsou buniky usmrceny virovou infekci. Infekce vznika od jedné
virové castice. Po rozpadu dané bunky nové virové ¢astice napadnou dalsi okolni bunky
fibroblastii. Po nékolika hodinach fibroblasty vycerpaji zivné médium a jejich rust se
zpomali a ustane tak i produkce novych virovych ¢astic. Diky procesu bunécného
mnozeni Ize tedy pouhym okem vidét, kde se na zacatku pokusu usadila virova Castice
(viz Obr. 20). Tato jednoduché biologickd metoda je nesmirn¢ citliva a velice G€inna
pro zjiStovani vird. Chemicky nelze tak malé mnoZstvi hmoty, jako je virova Castice,
vubec prokdzat. Elektronovy mikroskop je schopen zobrazit jednu virovou castici, ale
pfi zpracovani vychoziho materidlu musime vyjit z nékolika miliéna virovych castic.
Plakovou metodou Ize pak najit ptislusny virus, pokud vytvofi své potomstvo v zivném
médiu prostfednictvim hostitelskych bunék. Nicméné dasledkem virové infekce vSak
nemusi byt v kazdém pitipad€ usmrceni a rozpad hostitelské buiiky. Mize dojit k tomu,
ze se vir po vniknuti do hostitelské buiiky nijak neprojevuje a hostitelska buika Zzije
zdéanlivé zdravé dale. Dochazi tak k tvorbé latentni infekce. Dcefiné buiky vzniklé
z takto napadené hostitelské buniky se pak rozpadnou a uvolni stovky virovych ¢astic.

Plakova metoda se tedy pouzivd v mikrobiologii ke stanoveni poctu virovych
(fagovych) castic, které jsou schopny tvofit plaky. Jeden plak je odvozen
od jedné infek¢ni ¢astice. Lze tedy dale stanovit jednotky tvofici plak oznacené jako
plaque-forming units (pfu). Plakova assay na Obr. 20 je viditelna tedy pouhym okem.
Na tomto obrazku je vidét plakova assay plicnich fibroblasti MRC-5, kterd byla
kultivovana 14 dni po infekci virem HCMV ATCC-VR 1590. Vir zpisobil lyzu bunék,
ktera je viditelnd ve formé¢ plaku, a mnoZstvi viru lze tedy vyjadfit v jednotkach pfu.
Provedli jsme né€kolik experimentl infekce, Obr. 20 je reprezentativnim obrazkem

tvorbu plakti u vybraného experimentu s ode¢tenou hodnotou 1,8 x 10° pfu.
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Obr. 20: Plakova assay na bunécné linit MRC-5 po infekci HCMV ATCC-VR 1590

4.2 Stanoveni celkové bilkoviny

Pro potfeby v ramci dalSich experimentd jsme bunéénou linii po ovlivnéni lyzovali
lyzaénim roztokem. Ke studiu vybranych signalnich molekul v rdmci imunoblotu
¢i Pathscan metodiky jsme zjistili mnoZstvi celkové bilkoviny v jednotlivych vzorcich.
Celkovou bilkovinu v nami pfipravenych vzorcich jsme stanovovali bicinchoninovou
metodou. Pouzivali jsme bicinchoninovou kyselinu a pentahydrat sulfatu méd’natého.
Jako standard byl pouzit bovinni sérovy albumin. Provedli jsme méfeni absorbance
v jednotlivych vzorcich, z pfedem pfipravenych standardnich roztokli jsme stanovili

kalibra¢ni kiivku (Obr. 21), s regresnim koeficientem 0,9842.
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Obr. 21: Reprezentativni kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci

bilkovin v pfipravenych vzorcich

4.3 xCELLigence RTCA analyza

Pro studium dynamickych bun&nych procesii jsme zvolili systém xCelligence
RTCA. Timto zvolenym piistupem lze sledovat bunécné procesy v redlném cCase a tim
analyzou. Buné&tné udalosti lze touto metodikou monitorovat od samotného pocatku
experimentu a navic se jedna o metodu neinvazivni, bez potiebného znaceni ¢i barveni
bun¢k. Metodu xCellligence RTCA jsme tedy zvolili pro nastin kontroly ristu
hostitelskych bunék a informace o bunéném rustu v prubéhu ovlivnéni
(ozafeni/infekce).

Na grafech zavislosti bunéného indexu na case (Obr. 22 a 23) jsme pozorovali
postupny thyn hostitelskych bunék, které byly ozafeny zvolenymi davkami. Na Obr. 23
muzeme pozorovat postupny uthyn hostitelskych bunék pfi jejich ovlivnéni. V ramci
diplomové prace jsme, pro tyto ucely, zvolili davku 0,5 Gy. Jak je z obrazku patrné,
zivotnost hostitelskych bun¢k byla do jisté miry ovlivnéna mnoZstvi virovych castic,

které byly pouzity pro infekci monovrstvy hostitelskych buné¢k v 96 jamkové desticee.
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Je patrné, Ze s klesajici koncentraci virovych castic v roztoku dochézi k prodlouzeni
doby do uhynu hostitelskych bun¢k. Také Ize vyhodnotit, ze kombinace davky zareni
0,5 Gy a roztok obsahujici 16x a 32x nafedénou virovou suspenzi (pii 1,8 x 10° pfu/ml)
vykazoval stejny pribéh bunécného ristu jako kontrolni hostitelské bunky, které nebyly
ovlivnény. Témét totozného vysledku Ize také pozorovat pii pouziti davky ionizujiciho

zéaieni 10 Gy (Obr. 23).

= Control

= 0.5Gy
2.0- CMV (2x)
— 0.5 Gy+CMV (2x)
= CMV (4x)
— 0.5Gy+CMV (4x)
— CMV (8x)
= 0.5Gy+ CMV (8x)

— 0.5Gy+CMV (16x)

— CMV (32x)
— 0.5 Gy +CMV (32x)

Normalized Cell index

24 48 72 26 120 144 168
Time (h)

Obr. 22: Graf zavislosti normalizovaného bunééného indexu na Case.

Hostitelské buiiky byly ozaiené davkou 0,5 Gy ionizujiciho zateni *°Co.
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== Control
= 10 Gy
2.0 CMV (2x)
= 10 Gy + CMV (2x)
- CMV (4x)
= 10 Gy + CMV (4x)
- CMV (8x)
== 10 Gy + CMV (8x)

= 10 Gy + CMV (16x)

== CMV (32x)
= 10 Gy + CMV (32x)

Normalized Cell index

-0.5 T T T

24 48 72 96 120 144 168
Time (h)

Obr. 23: Graf zavislosti normalizovaného buné¢éného indexu na ¢ase.

Hostitelské buiiky byly ozaiené davkou 10 Gy ionizujiciho zéafeni ®°Co.

4.4 Detekce signalnich molekul - PathScan Intracellular kit

Intracelularni PathScan kit detekuje specifické mnozstvi vybranych bunécnych
bilkovin a signaliza¢nich uzlt pouze pokud jsou v daném okamziku fosforylovany. Pro
vlastni provedeni jsme pouzivali optimalni mnoZstvi koncentrace bilkovin ve vzorku,
ktera se m¢la pohybovat mezi 0,2 a 1 mg/ml.

S pouzitim PathScan intracelularniho kitu byly méfeny tyto signalni molekuly:
ERK1/2, Statl, Stat3, Akt, AMPKa, ribozomalni protein S6, mTOR, HSP27, Bad, p70
S6 kinaza, PRAS40, p53, p38, SAPK/INK, PARP a kaspaza 3. Vysledny PathScan

na Obr. 24. Detailngj$i informace o rozmisténi signalnich molekul jsou uvedeny

v Tab. 18 a také v rdmci experimentalni ¢asti diplomové prace.
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Obr. 24: Reprezentativni sminek PathScan Intracelular ziskany chemiluminiscen¢ni
metodou na film KODAK.
Pod jednotlivymi Cisly je zobrazeno poradi nami ptipravenych vzorkl. Podrobné;si

analyza vysledkll byla zpracovéana dale.

Pro vyhodnoceni vysledkti PathScan analyzy byla zvolena metoda pro ziskani
dat v podobé jednotek integralni optické denzity jako miry regulace téchto molekul. Byl
pouzit bézny software na zpracovani obrazu. Na zaklad¢ ziskanych vysledkii z PathScan
analyzy jsme pro dalSi analyzu a data integralni optické denzity vybrali tfi signalni
molekuly, které vykazovali patrnou zménu v expresi v rdmci ovlivnéni hostitelskych
bun¢k. Byla vybrana signalni molekula ERK ', Statl a p53 protein. Na zakladé¢
informaci o hodnotach integralni optické denzity jsme zpracovali jednoduchy grafy
vyjadiujici zavislost integralni optické denzity na typu ovlivnéni hostitelskych bunék

(infekce v Case/davka ionizujicicho zareni zavisla na Case).
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Tab. 17: Identifikace a potadi vzorkl pouzitych k analyze PathScan

vzorek zareni infekce odbér
1 kontrola NE po ozafeni
2 0,5 Gy NE po ozafeni
3 2 Gy NE po ozareni
4 10 Gy NE po ozareni
5 20 Gy NE po ozareni
6 50 Gy NE po ozareni
7 80 Gy NE po ozafeni
8 100 Gy NE po ozafeni
9 kontrola MOI-1 15 min po infekci
10 0,5 Gy MOI-1 15 min po infekci
11 2 Gy MOI-1 15 min po infekci
12 10 Gy MOI-1 15 min po infekci
13 20 Gy MOI-1 15 min po infekci
14 50 Gy MOI-1 15 min po infekci
15 80 Gy MOI-1 15 min po infekci
16 100 Gy MOI-1 15 min po infekei

Fosforylovand forma molekuly ERKI1/2 (Thr202/Tyr204) byla vyznamné

up-regulovana v zavislosti na zvySujici se davce zafeni, jak je patrné z Obr. 25.
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Obr. 25: Graf zavislosti signalu integralni optické denzity na davce zareni u signalni

molekuly ERK 1/2 (Thr202/Tyr204)
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V piipad¢ infekce fibroblastt lidskym cytomegalovirem vykazovala signalni
molekula ERK1/2 (Thr202/Tyr204) vyznamny narist exprese v ¢asné fazi po infekci
hostitelskych bun¢k (Obr. 26).
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Obr. 26: Graf zavislosti signalu integralni optické denzity na ¢ase po infekci u signalni

molekuly ERK1/2 (Thr202/Tyr204).

Dalsi sledovanou signalni molekulou byl Statl (Tyr701). Dle ziskanych
vysledku signalu integralni optické denzity byla pozorovano vyznamné zvyseni exprese
této signdlni molekuly pfedevSim v zdvislosti na davce ionizujicicho zéfeni, které bylo
pouzito k ziskani modelu imunosuprimovanych bunck. Z Obr. 27 je patrné, ze exprese
Statl (Tyr701) vzrastala v zavislosti jednak na mnoZzstvi ionizujicicho zareni, ale také
na Case, ve kterém byly hostitelské buiiky lyzovany po ozafeni. Lze pozorovat, Ze signal
integralni optické denzity pfi davce 10 Gy a intervalu 15 min po lyze bungk, byl jen
mirné zvySen, v porovnani se signalem integralni optické denzity pifi davce 2 Gy
a intervalu 60 min po lyze bunék. Z tohoto vysledku lze usuzovat, Ze hostitelské bunky
reagovaly na pouzitou davku zafeni 2 Gy zvySenou expresi fosforylované formy Statl.
Proces reparace poskozeni v hostitelskych buikach byl viceméné zapocat az po 60 min
od ozatfeni davkou 2 Gy. Z vysledkl déle vyplyva, Ze hostitelské buiiky reagovaly témét
stejné, pokud pro ozatreni bylapouzita davka 10 Gy, avSak s ohledem na nésledny odbér
bunék pro lyzu bunék. V tomto piipadé¢ doSlo k narustu fosforylované¢ formy Statl

(Tyr701) jiz 15 min po ozéfeni. K dalSimu nartstu exprese fosforylované formy Statl
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doslo pii pouziti ozafeni o davce 10 Gy, avSak odbér bunék probéhl az za 60 min
od ozafeni. Z tohoto vysledku lze usuzovat, Ze v hostitelskych bunikach dale probihal
reparacni mechanismus jako reakce po ozafeni. Piekvapivé v pouzitim davky
ionizujiciho zafeni 80 Gy, jiz exprese fosforylované formy Statl (Tyr701) nevykazovala

vyznamné zvyseni ve srovnani se signalem s pouzitim 2 Gy/60 min.

8000 1 Statl (Tyr701)
7000 A

G000
3000
4000
3000 A
2000 A

IntegrdIni optickd denzita

1000

o] d

'&onuo\a . A5t S 6N gormit oG A5 e o™ 06 R

Dévka zdifeni [Gy]/doba po ozdieni [min]

Obr. 27: Graf zavislosti signalu integralni optické denzity na ¢ase po infekci u signalni

molekuly Statl (Tyr 701).

Tteti vybranou signdlni molekulou, kterd byla vybrdna na zdklad€¢ vysledki
z PathScan Intracellular analyzy byla fosforylovana forma p53 proteinu. Tento protein
jsme také vybrali na zakladé toho, ze reguluje expresi mnohych gend, které mohou
kontrolovat rist ~ bunék, apoptdézu, opravu  DNA  nebo  stdrnuti  bunécnych
populaci. Protein p53 vyhledavd na DNA poskozend mista a pokud takové najde, spusti
transkripci  genu p21, ktery =zastavi déleni buiky, dokud neni poSkozené
misto reparovano. Pokud to nelze, buiika spusti apoptdézu. Exprese signalni molekuly
pS3 (Ser 15) byla up-regulovana v zavislosti na ddvce zareni a odbéru hostitelskych
bunék k vlastni 1yze (Obr. 28). Lze pozorovat vyznamny narlst exprese aZ pii pouZiti
ozéateni o davce 10 Gy, nicméné jiZ nelze pozorovat vyznamny signifikatni rozdil mezi
¢asem odbéru po této davce ozareni. Na rozdil od signdlu fosforylované molekuly Statl
vykazuje p53 protein vyznamny pokles v expresi fosforylované formy pti pouziti zareni
o davce 80 Gy. Vtomto pfipadé lze usuzovat, Ze de€leni hostitelskych bunék bylo

zastaveno smérem ke vznikajici programované bunécéné smrti.
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Obr. 28: Graf zavislosti signdlu integralni optické denzity na ¢ase po infekci u signalni

molekuly p53 (Serl5).

4.5 Detekce signalnich molekul - PathScan RTK Kkit

Tyrozinkindzy pfedstavuji enzymy ze skupiny proteinkindz, které¢ katalyzuji
ptenos fosfatové skupiny (fosforylace) z nukleosidtrifosfatli na aminokyselinu tyrozin
v proteinech. Pfenos fosfdtu na jeden ¢i vice aminokyselinovych zbytkd zplsobi
konformaéni zmény ovliviujici funkci proteinu. Fosforylace je tedy nejCasté;si
posttranslacni modifikaci proteinii a ma dtlezitou funkci v regulaci mnoha bunéénych
signalnich drah.

Vramci PathScan RTK kitu jsme testovali fosforylované formy mebranoveé
vazanych  receptorovych  tyrosinkindz a  dalSich  signdlnich uzli jako
napt.: EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3, FGFR1, FGFR3, FGFR4, InsR,
IGF-IR, TrkA/NTRK1, TrkB/NTRK2, Met/HGFR, Ron/MSTIR, Ret, ALK, PDGFR,
c-Kit/SCFR, FLT3/Fik2, M-CSFR/CSF-1R, EphAl,EphA3, EphB1, EphB3, EphB4,
Tyro3/Dtk, Axi, Tie2/TEK, VEGFR2/KDR, Akt/PJB/Rac, p44/42 MAPK (ERK1/2),
ribozomalni protein S6, c-Abl, IRS-1, Zap-70, Srcc, Lck, Statl, Stat3.

K vybranym molekuldm tohoto kitu, signalni molekula ERK 1/2 (p44/42) byla

up-regulovana v zavislosti na zvysujici se davce zafeni. V ptipadé¢ kombinace infekce
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a zateni byla viditelnd mirna up-regulace pouze v ¢asnych fazich po infekci. Molekuly
Statl a Stat3 byly exprimovany az pfi kombinaci zafeni a infekce, u samotného zéteni
nebyla pozorovéna Zadna aktivita. Podle hodnoty integralni optické denzity nelze
s jistotou urcit jaky je vztah mezi mirou zafeni a infekci. U signalniho uzlu Akt/Pkb/Rac
je vyrazn¢ vysSi exprese v piipadé kombinace zéafeni a infekce a je zde viditelna
up-regulace v zavislosti na zvySujici se davce zareni, v modelu, kdy byly hostitelské
fibroblasty nejdiive ozafovany a nésledné¢ byla provedena infekce. Samotné zatreni
vyvolava minimalni odezvu. V piipadé samotné infekce je exprese vyrazné vyssi nez
u samotného zéfeni.

Presné¢ rozmisténi molekul na sklicku je uvedeno na Obr. 29. Detailnéjsi
informace o rozmisténi signdlnich molekul jsou uvedeny v Tab. 19 a také v ramci

experimentalni ¢asti diplomové prace.

Obr. 29: Reprezentativni sminek PathScan RTK analyzy ziskany chemiluminiscenéni
metodou na film KODAK. Pod jednotlivymi ¢isly je zobrazeno potradi nami

pripravenych vzorki.
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Vysledky zanalyzy PathScan RTK jsme jiz dale nezpracovéavali z ¢asovych
davodu. Na zakladé zakladni analyzy pouhym okem jsme nasledné analyzovali vybrané
signalni molekuly s pouzitim imunodetekce vybranymi monoklondlnimi protildtkami

zamifenymi proti vybranym signdlnim molekuldm ¢i signdlnim uzltim.

Tab. 18: Identifikace a potadi vzorkl pouzitych k analyze PathScan

vzorek zareni infekce odbér
1 kontrola NE po ozéfeni
2 0,5 Gy NE po ozareni
3 2 Gy NE po ozafeni
4 10 Gy NE po ozareni
5 20 Gy NE po ozafeni
6 50 Gy NE po ozafeni
7 80 Gy NE po ozareni
8 100 Gy NE po ozareni
9 kontrola MOI-1 15 min po infekci
10 0,5 Gy MOI-1 15 min po infekci
11 2 Gy MOI-1 15 min po infekei
12 10 Gy MOI-1 15 min po infekei
13 20 Gy MOI-1 15 min po infekei
14 50 Gy MOI-1 15 min po infekei
15 80 Gy MOI-1 15 min po infekci
16 100 Gy MOI-1 15 min po infekci

4.6 PathScan Th1/Th2/Th17 Cytokinova analyza

Vnitini prostiedi organismu se udrzuje v dynamické rovnovaze (homeostaze),
kterou zajist'uji hormony. Ty piisobi systémové a propojuji nervovy a imunitni systém.
Komunikaci jednotlivych bun€k a synchronizaci jejich aktivit vSak zprostfedkuji
cytokiny. A pravé mezi nesporné UCinky ionizujiciho zafeni patfi zvySena produkce

cytokint jako obranna reakce hostitele na davku ionizujiciho zafeni. V ramci diplomové
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prace jsme pro analyzu vybranych cytokinovych drah pouzili PathScan Th1/Th2/Th17
cytokinovy kit. V zékladni sadé jsme testovali nasledujici intracelularni signalni
molekuly: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, TNF-q,
GM-CSF a [IFN-y. Vysledny PathScan reprezentativni sminek filmu po
chemiluminiscen¢nim vyvolani je zobrazen na Obr. 29. Pfesné rozmisténi signalnich
molekul na sklicku je obdobné jako u ptfedchozich PathScan kit (viz napt. Tab. 19),

v Obr. 30 neni vyznaceno.

Obr. 30: Reprezentativni sminek PathScan cytokinové analyzy ziskany

chemiluminiscenéni metodou na film KODAK.

Z vysledkt PathScan cytokinové analyzy je patrné, Zze za podminek, které byly
pouzity kovlivnéni hostitelské bunky (ionizujici zafeni/infekce), nedoslo
k vyznamnému zvysSeni zadného z vybranych cytokind. Diivodem pro tento vysledek je
nejspise fakt, ze doslo k velmi ¢asnému odbéru/zpracovani vzorkii po ovlivnéni a tedy
bunécna imunita, zodpoveédna za rozvoj cytokinové odpovédi, nebyla v dob€ zpracovani
naplno rozvinutd a aktivni. Dal§im zpracovani vysledkl z PathScan cytokinové analyzy

jsme se dale nezabyvali.
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4.7 Imunodetekce vybranych signalnich molekul

Z ptedbéznych vysledkli z PathScan analyzy jsme ziskali uréitou pfedstavu, na
zéaklade které jsme se mohli v dal$i analyze zaméfit na vybrané signalni molekuly, které
vykazovaly rozdilnou miru exprese vramci vlivu ionizujictho zareni/infekce na
hostitelské buriky. K provedeni imunodetekci jsme nejprve vzorky podrobily
1D SDS-PGE elektroforéze. Reprezentativni gel, vcetné¢ tajenky s umisténim
jednotlivych vzork, je zobrazen na Obr. 31. Pouzity marker molekulovych hmotnosti

je uveden na Obr. 32.

20Gy/MOI1
e -
00 Gy/ MOI1

1

Obr. 31: Reprezentativni 1D SDS-PAGE gely. Ke zviditelnéni vyslednych spot (bandti)

jsme pouzili rychlé modfeni.

(A) pozice 1 — marker molekulovych hmotnosti, pozice 2 — kontrolni fibroblasty,
pozice 3 -5 — ozafené fibroblasty pfisluinou davkou ionizujiciho zafeni ®° Co.
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(B) pozice 1 - 4 — ozifené fibroblasty piislusnou divkou ionizujiciho zafeni ® Co,
pozice 5 — marker molekulovych hmotnosti.

(C) pozice 1 — marker molekulovych hmotnosti, pozice 2 — fibroblasty infikované
HCMV v davce MOI 1, pozice 3 - 5 — infikované fibroblasty (MOI 1) a ozarené
prislusnou davkou ionizujiciho zafeni *° Co.

(D) pozice 1 - 4 — infikované fibroblasty (MOI 1) a ozafené ptislusnou déavkou
ionizujiciho zafeni ® Co, pozice 5 — marker molekulovych hmotnosti.

Obr. 32: Pouzity marker urcujici rozdéleni proteinti na gelu dle molekulové

hmotnosti.

Na zéklad¢ pfipravenych 1D SDS-PAGE geli jsme provedli pfenos proteini na
PVDF membranu polosuchym pienosem Western blot. Vlasti provedeni metody
Western blot je uvedeno v metodické casti této diplomové prace. Pienesené proteiny
jsme nasledné podrobili imunodetekéni analyze s pouZitim monoklondlnich Ab
namifenym proti vybranych fosforylovanym signdlnim molekuldm. V nasledujici
Tab. 20 je pro lepsi orientaci v textu uveden seznam pouzitych monoklalnich Ab vcetné
jejich specifit. Vysledné imunobloty, tedy reakce primarnich monoklonalnich Ab
s vybranymi proteiny, po reakci se sekundarni Ab jsme detekovali chemiluminiscen¢ni
metodou. Vysledné reprezentativni snimky detekce jednotlivych vybranych

fosforylovanych proteinli pomoci monoklonalnich Ab jsou zobrazeny na Obr. 33 - 45.
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Tab. 19: Seznam pouzitych monoklondlnich Ab v¢etné jejich specifit.

Molekulova

Primarni protilatka hmotnost / Sekul.u!arnl Inkubace ,WB
kDa protilatka membran
0
Stat 3 (124H6) mysi mAb 79,86 Anti-mysi >0 N(S)l\f(;/TBST
5 0
0
Fosfo Stat 3 79,86 Anti-krdlici O Bg‘?;/TBST
,170
0
Kaspéza-9 (lidska specifickd) 47 Anti-kralici 3% N(S)I\I/IO’/TBST
,17
v 0
Stépend kaspédza 3 (Asp175) 17,19 Anti-kedlici > N(S)l\f(;/TBST
,17
0
Kaspaza-3 (8G10) kralici mAb 35 Antickrdligi > 7° N(S)l\f(;/TBST
5 0
0
p53 (TF5) krlici Ab 53 Anti-kedlici 7 Bg‘?;/TBST
,17
0
Bad (D24A9) krali¢i mAb 23 Anti-kedlici 70 Bg‘?;/TBST
,17
42 (p42
P44/42 MAPK (Erk1/2) MAPK), .. ... 5%BSA, TBST
(137F5) krélici mAb 44 (pad 0,1%
MAPK)
Fosfo-P44/42 MAPK (Erk1/2) ...  5%BSA, TBST
(Thr202/Tyr204) 42, 44 Anti-kralici 0.1%
0
Kaspéza-8 (1C12) 57 Anti-mys$i 3% Bg ?(’)/TBST
,17
Stépena kaspaza 8 p43/p41 43
Stépena kaspaza 8 p18 18
Fosfo-ATM (Ser1981) ... 5%NSM, TBST
(10H11.E12) mysi Ab 350 Anti-mySi 0,1%
Fosfo-AMPKa (Thr172) . e 5% BSA, TBST
(40H9) kralici mAb 62 Anti-kralici 0,1%
0
NF-kappaB (L8F6) mysi mAb 65 Antimysi 7 Bg?;/TBST
,170
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4.7.1 p38 protein

Protein p38 (Obr. 33) byl, v pfipad¢ ozafeni hostitelskych bunck, exprimovan
v zavislosti na ddvce a Casu ozafeni. Exprese nefosforylované formy p38 byla vyssi
u vzorkl, které byly ozafeny a také infikovany, nez u samotné infekce. Tento jev lze
vysvétlit kombinaci faktorti plsobici na hostitelskou buiiku, nicméné tento ukazatel
neupfesiiuje déj, ktery v hostitelskych buiikdch probiha (vhodnéj$im ukazatelem je
prave fosforylovand forma proteinu, coz plati 1 pro dalsi, takto analyzované, proteiny).
Navic, stejné jako u fosforylované formy proteinu p38, bunky, které byly ozéafeny
davkou 100 Gy a infikovany, nevykazovaly zadnou miru exprese. Opét predpokladame,
ze se jednalo o chybu napf. ve zpracovani vzorku. Nicméné vySe zminény vzorek byl
pfipraven, podle naseho minéni, spravné, jelikoZ vykazuje jistou miru exprese dalSich

vybranych signélnich molekul (viz déle).
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Obr. 33: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namitené
proti p38 proteinu.
Primarni Ab: p38 MAPK Antibody (Ab, 43 kDa), Cell Signaling Technologies.
Sekundérni Ab: polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation.
Reprezentativni vysledky blottli, provedené na 3 biologickych replikatech, jako

pozitivni kontrola byl pouzit beta—aktin.
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Fosforylovany protein p38 (Obr. 34) byl up-regulovan v zavislosti na zvySujici
se davce zafeni a na Case, kdy byly vzorky odebrany k nasledné analyze. Pfi kombinace
zéafeni a infekce byl tento protein exprimovan vice nez pii samotné infekce. V piipadé
ozafeni davkou 100 Gy vkombinaci sinfekci nebyl viditelny Zzadny band.

Ptredpokladame, Ze se jedna o chybu pii zpracovani.
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Obr. 34: Reprezentativni snimek imunodetekei s pouZitim monoklonalni Ab namifené
proti fosforylované formé& proteinu p38.

Primarni Ab: Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (12F8) krali¢i mAb (Ab, 43 kDa),

Cell Signaling Technologies. Sekundérni Ab: Sekundarni Ab: polyklonalni anti-kréli¢i

imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni vysledky blotii, provedené na

3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl pouZit beta-aktin.

4.7.2 Stat3 protein

Signalni molekula Stat3 (Obr. 35) vykazovala po ozéafeni stejnou miru exprese
az do davky ozafeni 2 Gy, poté lze sledovat jistou miru down-regulace. Po infekci
bunék dochazi také k down-regulaci do davky 10 Gy, od 20 do 50 Gy je viditelnad

zvySena exprese, nasledné vSak opét dochéazi k mirné down-regulaci.
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Obr. 35: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namifené
proti Stat3 protein.
Primarni Ab: anti-Stat3 (124H6) protilatka (Ab, 79,86 kDa, mysi), Cell Signaling
Technologies. Sekundarni Ab: polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP,
DakoCytomation. Reprezentativni vysledky blotii, provedené na 3 biologickych

replikatech, jako pozitivni kontrola byl pouzit beta-aktin.

Fosforylovana forma Stat3 proteinu (Obr. 36) po ozafeni vykazovala nepiimo
umérnou expresi vic¢i zvySujici se davce zareni. U infikovanych/ozéatfenych bunck je
mirna up-regulace pozorovatelna do hodnoty 50 Gy, poté, pti davkach 80 a 100 Gy jiz

dochazi ke sniZeni exprese tohoto proteinu.
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Obr. 36: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namifené
proti fosforylované formée proteinu Stat3
. Primarni Ab: anti-Stat3 (Tyr705) protilatka (Ab, 79,86 kDa, krali¢i), Cell Signaling
Technologies. Sekundarni Ab: polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP,
DakoCytomation. Reprezentativni vysledky blotti, provedené na 3 biologickych

replikatech, jako pozitivni kontrola byl pouZzit beta-aktin.

4.7.3 Bad protein

Protein Bad (Obr. 37) vykazoval snizujici se miru exprese do hodnoty davky

ozateni 80 Gy. U infikovanych hostitelskych bunék se jeho exprese naopak zvysuje

v

ovlivnény infekci natolik, Ze reaguji na zvolené davky ozafeni, pokud vysledky

srovnavame s neinfikovanymi hostitelskymi buiikami.
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Obr. 37: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namifené
proti Bad protein.
Primarni Ab: anti — Bad (D24A9) protilatka (Ab, 23 kDa, krali¢i), Cell Signaling
Technologies. Sekundarni Ab: polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP,
DakoCytomation. Reprezentativni vysledky blotil, provedené na 3 biologickych

replikatech, jako pozitivni kontrola byl pouzit beta-aktin
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Obr. 38: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonélni Ab namifené

proti fosforylované formé Bad (Ser112).
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Primarni Ab: anti-Bad (Ser112) protilatka (Ab, 23 kDa, krali¢i). Sekundéarni Ab:
polyklonalni anti-kréli¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blotii, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.

Fosforylovana forma proteinu Bad (Obr. 38) byla viditelné upregulovéana pfti

kombinaci infekce se zafenim v davce 20 a 50 Gy, poté se mira exprese op¢t snizovala.

4.7.4 p53 protein

Pti hodnoceni proteinu p53 (Obr. 39) se na membran¢ Western blotu opakované
objevovaly nespecifické vazby, coz mohlo byt zptisobeno nedostatecnym promytim
membrany. Pii pouhém ozafovani byl protein p53 up-regulovan do davky 20 Gy,
nasledné doslo k nepfimo umérnému snizeni expresi se zvySujici se davkou zareni.
U ozatenych bunék jsme pozorovali zvysujici se expresi v zavislosti na zvysujici se

davce zareni.
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Obr. 39: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namifené
proti p53 proteinu (7F5).
Primérni Ab: anti-p53 (7F5) protilatka (Ab, 53 kDa, kralici). Sekundarni Ab:

polyklonalni anti-kréli¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni

90



vysledky blotti, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.

Fosforylovana forma proteinu p53 (Obr. 40) byla up-regulovan v zavislosti na

zvySujici se davce zareni. U infikovanych hostitelskych bunék byla situace stejna az do

davky 50 Gy, poté se opét exprese snizovala s davkou zafeni.
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Obr. 40: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namitfené
proti fosforylované formé p53 (Serl5).
Primarni Ab: anti-p53 (Serl5) protilatka (Ab, 53 kDa, krali¢i). Sekundarni Ab:
polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blotti, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola

byl pouzit beta-aktin.

4.7.5 p53 protein

Protein p 44/42 (Obr. 41) byl po zafeni mirn¢ up-regulovan do zafeni 10 Gy.
Hodnota zateni 20 Gy zpisobila zna¢nou down-regulaci a pfi vysSich davkach zatreni
doslo opét ke zvySeni exprese. U infikovanych bunék byl trend down-regulace do
hodnoty 10 Gy, pfi ozafeni 20 Gy doslo k vyrazné expresi a pti vysSich davkach zareni

byl protein opét down-regulovan.
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Obr. 41: Reprezentativni snimek imunodetekcei s pouZitim monoklonalni Ab namifené
proti p 44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5).
Primarni Ab: anti-p 44/42 (137F5) protilatka (Ab, 42, 44 kDa, krali¢i). Sekundarni Ab:
polyklonalni anti-kréli¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blott, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola
byl pouzit beta-aktin.
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Obr. 42: : Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namitené

proti fosforylované formé p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204).
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Primarni Ab: anti — p44/42 (Thr202/Tyr204) (Ab, 42, 44 kDa, krali¢i). Sekundarni Ab:
polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blotil, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.

Fosforylovany protein p 44/42 (Obr. 42) byl down-regulovan do 50 Gy,
u hodnoty 80 Gy je vyrazna up-regulace. V piipadé infikovanych hostitelskych bun¢k je

dochazi ke zvySené expresi v zavislosti na zvysujici se davce zaieni do hodnoty 80 Gy.

4.7.6 Kaspaza 3, kaspaza 8 a kaspaza 9

Pro dal8i imunodetekci jsme vybrali také hlavni zastupce kaspdz castnicich se
regulace bunétného cyklu. V ramci diplomové prace jsme provedli imunodetekci
nasledujicich kaspaz: kaspaza 3, kaspaza 8 a kaspaza 9. Z ¢asového diivodu jsme nebyli
jiz schopni detekovat fosforylované formy téchto kaspaz, nicméné v rdmci ndvazné
prace bude v budoucnu popracovano.

Kaspéaza 3 (Obr. 43) vykazovala pfiblizné stejné velkou expresi u vzorkd, které
byly ozéatené, nezavisle na davce ozafeni. Vzorky s kombinaci infekce a zafeni
vykazovaly mirn¢ zvySenou expresi tohoto proteinu v zavislosti na zvySujici se davce

zafeni.
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Obr. 43: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namifené
proti kaspaze 3 (8G10).
Primarni Ab: anti-Caspase 3 protilatka (Ab, 17, 19,35 kDa, krali¢i IgG). Sekundarni Ab:
polyklonalni anti-kréli¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blotti, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.

Kaspaza 8 (Obr. 44) byla exprimovédna vcetné objeveni nespecifickych vazeb
v ramci imunodetekce. Nelze urcit, zda doslo ke sniZeni ¢i zvySeni miry exprese tohoto

proteinu.
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Obr. 44: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouZitim monoklonalni Ab namifené
proti kaspaze 8 (1C12).
Primarni Ab: anti-Caspase-8 protilatka (Ab, 18, 43, 57 kDa, mysi IgG1). Sekundarni
Ab: polyklonalni anti-kréali¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blott, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.

Pti hodnoceni vysledki imunodetekce kaspazy 9 (Obr. 45) byly opakované
proteiny pii elektroforéze Spatné odd€leny. Nelze proto miru exprese spravné

vyhodnotit.
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Obr. 45: Reprezentativni snimek imunodetekci s pouzitim monoklonalni Ab namitfené
proti kaspaze 9.
Primarni Ab: anti-Caspase-9 protilatka (Ab, 35, 37, 47 kDa, krali¢i). Sekundarni Ab:
polyklonalni anti-krali¢i imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativni
vysledky blottli, provedené na 3 biologickych replikatech, jako pozitivni kontrola byl

pouzit beta-aktin.
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S DISKUZE

Tématem této diplomové prace bylo studium cytomegalovirové infekce kmenem
HCMYV a jeji vztah k imunosupresi. Lidsky cytomegalovirus (HCMV) patii do celedi
Herpesviridae (B-herpesvirus, HHV-5). Tato Celed’ viri béhem koevoluce s hostiteli
ziskala schopnost modulovat imunitni odpovéd’ hostitelli a vytvaret tak latentni stav,
ktery je, v pfipad¢ oslabeni hostitele, reaktivovan a vyvolé infekci. Po primarni infekci
imunokompetentnich jedinci ztstavd virus v téle hostitele stale pritomny, bez
klinickych projevi, ty se objevi az pfi oslabeni imunity jedince nasledkem stresu,
imunosupresi ¢i vlivem ionizujiciho zafeni (radioterapie). Pro profylaxi této infekce je
vyvijena fada vakcin zalozenych na riznych principech, Zadna z nich vSak zatim neni
pln¢ efektivni a bezpecna.

Z tohoto diivodu jsme se zaméfili na studium a pochopeni pribéhu vzajemné
interakce HCMV a hostitelské buiiky in vitro a analyzy mezibunéénych signall, které
souvisi s HCMV infekci u imunosuprimovanych jedinct. Pracovali jsme s metodou
PathScan (Cell Signaling Technology), diky které jsme ziskali velké mnozstvi vysledkl
o expresi dulezitych signalnich molekul. Tyto vysledky jsme nésledn¢ ovétovali pomoci
metody Western blot, kde jsme se zaméfili na expresi konkrétnich signalnich molekul.
V ramci diplomové prace jsme si osvojili zdkladni laboratorni techniky, vcetné prace
s virovymi izolaty a bunéénymi kulturami. V laboratofi jsme zavedli metodiku in vitro
infekce lidskym cytomegalovirem kmene VR-1590. Tento cil prace byl tudiZ splnén.

K zajisténi imunosuprese u hostitelskych fibroblastli linie MRC-5 jsme vyuzivali
ionizujici zareni. Ionizujici zafeni zpusobuje ionizaci atomu nebo molekuly, pfi¢emz
tyto zmény se v organismu projevi porusenim dileZitych biochemickych procest
napt. fosforylace. Pomoci enzymové imunoanalyzy byla sledovana cela tada
fosforylovanych bunéénych proteinit a signdlnich uzli podilejicich se na bunécné
odpovédi na poskozeni DNA a rozvoji apoptozy.

Béhem meéfeni jsme pozorovali, ze protein p38, i jeho fosforylovana forma,
nevykazovaly v ptipadé kombinace infekce a zafeni o davce 100 Gy Zadnou expresi
na PVDF membrang, v piipadé fosforylované p42/44 doslo v ptipad¢ infekce a zareni
k vyrazné niz§i expresi nez byla u zéfeni 80 Gy. Tento jev mohl znamenat, Ze buiky jiZ

nebyly zivé, protoZe z literatury vime, Ze plicni fibroblasty linie MRC-5 jsou znacné
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radiorezistentni a jsou schopné tolerovat zareni do hodnoty 80 Gy (Bluwstein a kol.

2013).

Cilem této prace bylo nicméné také seznamit se s metodou PathScan Array,

ktera doposud nebyla v laboratofi, kde byla realizovana diplomova prace, zavedena.

Pti prvnim vyhodnocovéani vysledki z PathScan metody jsme zjistili, ze ptivodni model

pfipravy vzorkd je slozity pro vyhodnocovani, proto jsme piipravu vzorkl

optimalizovali na jednodussi schéma. Ovéieni vysledki metody PathScan jsme provedli

metodou jednorozmérné elektroforézy, nasledovanou Western blotem a imunodetekci

s pouzitim vhodnych monoklondalnich protilatek.

Sledovanim exprese vybranych signalnich molekul (p53, fosfo-p53, Caspase-3,

Bad, fosfo-Bad, ERK1/2, p38) jsme zaznamenali, Ze infikované hostitelské bunky

ovlivnéné ionizujicim zafenim pravdépodobné zanikaji cestou apoptdzy, jelikoz

proapoptické markery vykazovali zvySenou expresi s rostouci ddvkou zateni (Tab. 21).

Tab. 20: Souhrn vysledki exprese vybranych signalnich molekul

Signalni

molekula Apoptéza  Zareni Zaveni + infekce

Kaspéza 3 pro- stejnd exprese zZvysena exprese

Kaspaza 8 pro- nelze urcit nelze urcit

Kaspaza 9 pro- nelze urcit zvySena exprese

Stat 3 anti- sniZena exprese zvySena exprese do 50 Gy
fosfo-Stat 3 anti- snizena exprese

p53 pro- sniZena exprese zZvysena exprese

fosfo-p53 pro- zvysena exprese mirné zvySena exprese do 50 Gy
Bad pro- sniZena exprese zZvysena exprese

fosfo-Bad pro- sniZena exprese zvysena exprese do 50 Gy
p44/42 pro- ZvysSena exprese Zvysena exprese

fosfo p44/42 pro- ZvysSena exprese Zvysena exprese

fosfo-ATM pro- nelze urcit nelze urcit (vysledky nepubl.)
fosfo-AMPKa zvysena exprese sniZzena exprese (vysledky nepubl.)
NF-xB pro- nelze urcit nelze ucit (vysledky nepubl.)
p38 pro- zvysena exprese zZvysena exprese

fosfo-p38 pro- zvysena exprese zZvysena exprese

Stat 1 anti- nelze urcit nelze urcit

fosfo-Stat 1 anti- zvysena exprese snizena exprese
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Vlastni rist hostitelskych bun€k a jejich zanik jsme ovétfovali v redlném case
metodou xCelligence RTCA, nicméné jsme zatim nestihli ziskat dostate¢ny pocet
vysledkii pro rizné davky zareni. Po ziskani dalSich vysledki budeme schopni 1épe
vyhodnotit expresi vybranych signdlnich molekul z PVDF membran vyloucenim
ptipadnych odumftelych/mrtvych hostitelskych bunék.

VétSina studii se zaméetuje v ramci infekce HCMV na konkrétni signalni kaskadu
a jeji zmeény napt. zablokovanim konkrétniho genu. My jsme chtéli ziskat komplexnéjsi
pohled na to, které signalni molekuly byly exprimovany a jaky je rozdil v jejich expresi
pfi samotném zafeni a v kombinaci zafeni a infekce.

Proteinkinaza Akt hraje rozhodujici roli pfi kontrole pteziti bun¢k a apoptozy.
Tato proteinkindza je aktivovdna inzulinem a rGznymi ristovymi faktory a funguje
v cest¢ citlivé na wormannin, kterd zahrnuje PI3 kindzu (Franke a kol., 1997
a Burgering a Coffer, 1995). Akt podporuje pieziti bun¢k inhibici apoptozy, fosforylaci
a inaktivaci n€kolika cilovych molekul, véetné Bad, transkripcnich faktorti a kaspazy-9
(Brunet a Zigmond, 1999). Dalsi dulezitou funkci Akt je regulace syntézy glykogent
prostfednictvim fosforylace a inaktivace GSK-3. Akt mize také hrat roli v inzulinové
stimulaci transportu glukézy (Hajduch a kol., 2001). Proteinkinaza Akt se také podili
naregulaci bunéfného cyklu tim, Ze brani fosforylaci a degradaci cyklinu DI
zprostfedkované GSK-3, Akt také negativné reguluje inhibitory cyklindependentni
kinazy p27 (Gesbert a kol., 2000) a p21 (Zhou a kol., 1999). Proteinkinaza Akt je také
dilezitym faktorem v bunééném ristu, fidi fosforylaci mTOR v rapamycin-senzitivnim
komplexu (Navé a kol., 1999). Jeste dalezitejsi je, ze Akt fosforyluje tuberin (TSC2),
inhibitor mTOR, ktery zastavuje proteosyntézu (Manning a kol., 2002).

Molekula Bad je proapopticky ¢len rodiny Bcl-2, ktera podnécuje buné¢nou smrt
vytésnénim Bax z vazby na Bcl-2 a Bel-xL (Yang a kol., 1995). Faktory pfeziti, jako
tteba IL-3, inhibuji apoptotickou aktivitu Bad aktivaci vnitrobunéénych signdlnich cest,
které¢ vedou k fosforylaci Bad na Ser112 a Ser136 (Zha a kol., 1996). Tato fosforylace
na Ser136 podporuje preziti buiiky (Datta a kol., 1997).

Protein p53 byl exprimovan v zdvislosti na zvySujici se davce zafeni, coz se
potvrdilo také na vysledcich z imunodetekce s pouZzitim monoklonalni protilatky, ¢imz
jsme potvrdili fakt, ze protein p53 (,,strdzce genomu*) hraje dilezitou roli v odpoveédi
buiky na poSkozenou DNA a dal§i genomové aberace. PoSkozeni DNA vede
k zastaveni bunécného cyklu a opravé DNA nebo k apoptoze (Levine, 1997). Poskozeni

DNA vede k fosforylaci p53 na Serl5. Protein p53 mize byt fosforylovan ATM a ATR
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na Serl5 a Ser37 (Shieh a kol., 1997 a Tibbetts a kol., 1999). Chk2 a Chkl mohou
fosforylovat p53 na Ser20, zvysSuji tak jeho tetramerizaci, stabilitu a aktivitu (Shieh,
1999 a Hirao, 2000). Fosforylace p53 na Ser392 je zvySend v lidskych nadorech
(Ullrich a kol., 1993) a také bylo zjisténo, Ze to ovliviiuje jeho funkci suprese rustu,
opravy DNA a transkrip¢ni aktivitu (Kohn, 1999). Schopnost p53 idukovat apoptozu je
regulovana pomoci fosforylace na Ser46 (Oda a kol., 2000).

Transkripéni faktor Statl je aktivovan velkym mnozstvim ligandu a je nezbytny pro
reakci na IFN-a a IFN-y (Heim, 2009). Nevhodna aktivace Statl se vyskytuje u mnoha
nadori (Frank, 1999). Kromé fosforylace na Tyr701 se Statl fosforyluje také na Ser727
prostfednictvim signalni cesty ptes p38 mitogenem aktivovanou proteinkinazu (MAPK)
jako odpovéd’ na IFN-a a jiny bunéény stres (Frank, 1999).

Signalni molekula Stat3 je klicova nejen pro mnoho cytokint a receptort riistovych
faktord (Heim, 2009), Stat3 je hlavné aktivovan v mnoha lidskych nadorovych bunkach
(Catlett-Falcon a kol., 1999) a jeji poskozeni zplsobuje spoustu lidskych onemocnéni
(Heim, 2009), ma onkogenni potencidl (Bromberg a kol., 1999) a antiapoptotickou
aktivitu (Catlett-Falcon a kol., 1999). Molekula Stat3 je aktivovana fosforylaci
na Tyr705, coz zahrnuje dimerizaci, jadernou translokaci a vazbu na DNA (Darnell
akol., 1994). Transkrip¢ni aktivace je zfejm¢ regulovana fosforylaci na Ser727 pres
MAPK nebo mTOR (Wen a kol., 1995 a Yokogami a kol., 2000). Mira vyjadteni
isoformy Stat3 reflektuje biologickou funkci: relativni expresi Stat3a a Stat3b
v zavislosti na typu bunky, pozici ligandii nebo stadiu bunééného zrani (Yokogami
a kol., 2000).

Ve studii Harwardta a kol. bylo dokazéano, Ze protein IE1, ktery je zodpovédny za
replikaci HCMV, je dllezity ke zméné& signalni cesty pomoci IL-6 na cestu INFy.
Vysledkem je sniZeni aktivity signalni molekuly STAT3 a aktivace STAT1 (Harwardt
akol., 2016). V nasi praci se rovnéz potvrdilo snizovani exprese STAT3 po infekci
bunék HCMV. Schopnost viru snizit aktivitu anti apoptotického faktoru vede ke snizeni
obrannych mechanismii hostitele.

Mitogenem aktivované protein kindzy (MAPKSs) jsou velmi specifickd rodina
serin/treoninovych protein-kindz zasahujicich do mnoha programii bunky, jako
naptiklad bunécné proliferace, diferenciace, pohybu a bunécné smrti. MAP kinazy
reaguji na mitogenni a stresové stimuly prostfednictvim fosforylace fizené prolinem
a aktivace kindzové domény extracelularnimi signalné regulovanymi kindzami ERKI,

ERK2 (p44/42) a p38 MAPK (Roux a Blenis, 2004). Typickda MAPK signélni cesta je
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ERK1/2, kterda mlze byt aktivovana jako odpoveéd na pestrou Skalu extracelularnich
stimuli zahrnujicich mitogeny, riistové faktory a cytokiny (Meloche a Pouysségur,
2007) a je dulezitd soucast v diagnostice a 1écbé nadorovych onemocnéni (Roberts
a Der, 2007).

V této praci byla molekula ERK 1/2 up-regulovana pouze v ¢asné fazi po infekci
HCMV, coz koreluje s daty ve studii Rodemse a Spectra, kde byla prokazana stimulace
extracelularné-signaln¢ regulovanych kinaz (ERK) po infekci lidskych fibroblasti
s HCMV (Rodems a Spector, 1998). Tato indukovana aktivita ERK je zptsobena
primarné spiSe inhibici fosfatdzy nez zvySenou rychlosti fosforylace ERK. Infekce
bunék s UV-inaktivovanym virem neindikuje fosforylaci nebo aktivitu ERK. Casna
aktivace ERK je pravdépodobné nutna k vytvoreni optimalniho bunécného prostredi pro
ucinnou transkripci a replikaci viru. Zjisténi, ze inhibice aktivace RTK blokuje indukci
HCMV c¢asné genové exprese podporuje toto tvrzeni (Rodems a Spector, 1998).

Rodina proteaz, které obsahuji ve svém aktivnim misté cystein a specificky stépi
peptidovou vazbu za aspartatem (z angl. Cysteinyl aspartate specific protease) se
nazyva kaspazy. Sedm kaspaz (z 12 znamych u c¢lov€ka) se vyskytuje v apoptotické
kaskadeé (Voet D. a Voet J., 2004). Neaktivni formy kaspaz se oznacuji jako prokaspazy
(Alberts a kol., 2002). Apoptoézou indukovanad CD95 (FAS/APO-1) a receptorem
faktoru nadorové nekrézy 1 (TNFR1) aktivuje iniciaéni kaspazu 8
(MACH/FLICE/MchS), coz vede k uvolnéni jejich aktivnich fragmentd pl8 a pl0
(Muzio a kol.,, 1996). Aktivni kaspdza 8 je schopna dale rozstépit a aktivovat
proapoptické kaspazy jako je napi. kaspaza 1, 3, 6 a 7 °. Kaspaza 9 (ICE-LAP6) je
dalezitym clenem rodiny cysteinovych protedz (Duan a kol.,, 1996). Po stimulaci
apoptozy se cytochrom c uvolnény z michodrii spoji s 47kDa pro-kaspazou 9/Apaf 1.
Aktivace kaspazy 9 cestou Apaf-1 zahrnuje vnitini proteolytické procesy Stépeni
na Asp315 a produkci podjednotky p35. Dalsi Stépeni nastane na Asp315, kdy je
produkovana podjednotka p37, ktera slouzi k zesileni apoptotické odpovédi (Zou a kol.,
1999 a Li a kol., 1997). Rozstépend kaspaza 9 dale zpracovava dalsi kaspazy, také
kaspazu 3 a 7, ¢imz se zahdji kaspazova kaskada vedouci k apoptoze (Voet D. a Voet J.,
2004). Kaspaza 3 je zasadnim Cinitelem v apoptoze. Je ¢astecné nebo pln¢€ zodpoveédna
za proteolyticky rozklad mnoha kli¢ovych proteini, napf. jaderny enzym
poly(ADP-rib6za) polymerazu (PARP) (Fernandes-Alnemri a kol, 1994). Aktivace této
kaspazy vyzaduje proteolyzu inaktivniho zymogenu na aktivované ¢asti p17 a p21. Toto

rozstépeni vyZaduje aspartovou kyselinu v pozici P1 (Nicholson a kol., 1995).
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Kaspaza 3 nakonec vyvold morfologické znaky apoptdzy, jako je rozstépeni DNA
a smriténi buriky?’.

K ptipravé vzorkG byly vytvofeny modelové situace vyuzivajici infekcei
optimalizovanou davkou infekce HCMV s naslednym navozenim imunosuprese Ci
modelu, ktery navodil nejprve imunosupresi s ndslednou infekci hostitelskych bunck.
Tyto modelové situace byly odvozeny z dostupnych literarnich zdroju s ptfihlédnutim
k faktu, Ze hostitelska bunécna linie MRC-5 je vysoce radiorezistentni. Radioaktivni
zéafeni zpusobuje ionizaci atomu nebo molekuly pfi¢emz tyto zmény se v organismu
projevi porusenim dilezitych biochemickych procesi napt. fosforylace. Pomoci
enzymové¢ imunoanalyzy byla sledovéana cel4 fada fosforylovanych bunéénych proteini
a signdlnich uzli podilejicich se na bunééné odpovédi na poSkozeni DNA a rozvoji
apoptdzy. Na zaklad¢ vysledkli z imunoanalyzy byly pomoci monoklonalnich protilatek
detekovany vybrané fosforylované signalni molekuly napt. p53, Caspase-3, Bad, Stat-1,
Stat-3, ERK1/2 ¢i AMPKa.

Sledovanim exprese vybranych proteinil jsme tedy zaznamenali, Ze infikované
buiiky ovlivnéné ionizujicim zéafenim, pravdépodobné jako poSkozené, zanikaji cestou
apoptdzy, jelikoz vSechny proapoptické markery vykazovali zvySenou miru exprese
s rostouci davkou ionizujicitho zafeni. Nicméné z naSich vysledkl také vyplyva, ze
vybrand bunécna linie bez vlivu infekce je vysoce radiorezistentni, cemuz odpovidaji
zmény v genové expresi dalSich vybranych pro- a anti-apoptickych markerd.

Tato prace byla prezentovdna na Studenstké védecké konferenci Iékarskych

fakult CR a SR 2016 a je uvedena jako abstrakt ve sborniku abstrakti (Jurajda, 2016).
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6 ZAVER

Vyzkum epigenetickych procesi, které nejsou zpiisobeny zménou nukleotidoveé
sekvence DNA, je davan do souvislosti piedev§im se vznikem civilizacnich chorob.
Schopnost CMV pfezivat v latentni fazi patii k zdkladnim vlastnostem herpetickych
virt. V piipadé zhorSeni imunitniho stavu ve smyslu rozvoje lymfopenie muze dojit
k reaktivaci viru, proliferaci a virémii. CMV moduluje v ¢asnych fazich infekce signalni
drahy a fenotyp bunék v rdmci pfirozené i adaptivni imunity. Vlivem ionizujiciho zareni
byla u infikovanych buné¢k prokdzana exprese proapoptickych proteinii vedouci
k aktivaci NF-kB signalni drahy, kterd fidi genovou expresi prozanétlivych cytokint
nutnych k funkéni synchronizaci bun€k imunitniho systému, ale také k redukci
interferonové produkce, kterd je vSak potfebnd k redukci virové replikace uvnitf

infikovanych bunck a k inhibici replikace DNA.
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