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ABSTRAKT 

 

Cíl práce: Cílem diplomové práce bylo zavedení metodiky in vitro infekce lidským 

cytomegalovirem (HCMV) kmene VR-1590, studium prĤbČhu in vitro HCMV infekce 

xCelligence RTCA metodikou a použití ionizujícího záĜení k zajištČní imunosuprese 

u hostitelských fibroblastĤ. Detekce a analýza vybraných signálních drah 

imunosuprimovaných hostitelských bunČk za použití 1D elektroforézy, Western blotu, 

imunodetekce a protilátkové PathScan technologie. 

Metody: V rámci této práce bylo pracováno s infekcí HCMV kmene VR-1590 

a lidskými embryonálními fibroblasty linie MRC-5. Byly využity základní laboratorní 

techniky, dále ionizujícího gama záĜení produkovaného uzavĜeným záĜičem 60Co jako 

faktoru imunosuprese. ZmČny signálních drah v hostitelských fibroblastech byly 

sledovány pomocí PathScan protilátkové technologie a dále ovČĜovány pomocí 

jednorozmČrné elektroforézy s využitím Western blot techniky.  

Výsledky: BunČčná proliferace hostitelských bunČk byla ovČĜena v reálném čase.  

K pĜípravČ vzorkĤ byly vytvoĜeny modelové situace využívající infekci 

optimalizovanou dávkou infekce HCMV a následným navozením imunosuprese či 

modelu s navozenou imunosupresí. Exprese detekovaných signálních molekul (p53, 

Bad, kaspáza γ, Stat1, Statγ, ERK1/β a dalšíchě ukazuje, že buňky ovlivnČné 

ionizujícím záĜením patrnČ zanikají cestou apoptózy, protože proapoptotické markery 

vykazovali zvýšenou expresi s rostoucí dávkou záĜení. Z našich výsledkĤ vyplývá, že 

linie fibroblastĤ bez vlivu infekce je značnČ radiorezistentí, tomu odpovídají zmČny 

v expresi pro a anti-apoptotických markerĤ.  

ZávČr: CMV moduluje v časných fázích infekce signální dráhy v rámci pĜirozené 

i adaptivní imunity. Vlivem ionizujícího záĜení byla u infikovaných bunČk prokázána 

exprese proapoptotických proteinĤ vedoucí k ativaci NF-κB signální dráhy, která Ĝídí 

genovou expresi protizánČtlivých cytokinĤ nutných k funkční synchronizaci bunČk 

imunitního systému, ale také k redukci interferonové produkce, která je ovšem potĜebná 

k redukci virové replikace uvnitĜ infikovaných bunČk a k inhibici replikace DNA.  

 

Klíčová slova: lidský cytomegalovirus; ionizující záĜení; apoptóza; 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 HCMV 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 HCMV infection of VR-1590 line was performed. Basic laboratory techniques, as 

well as ionizing gamma rays produced by 60Co 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 HCMV infection and 

subsequent induction of immunosuppression or model with induced 

immunosuppression. Expression of detected signal molecules (p53, Bad, caspase 3, 

Stat1, 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-κB 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. 



 

POUŽITÉ ZKRůTKY 

1D – jednorozmČrná Ěz angl. One-dimensional) 

AA – akrylamid 

Ab – protilátka (z angl. Antibody) 

AIDS – syndrom získaného selhání imunity (z angl. Acquired immune deficiency 
syndrome) 

APS – persíran amonný 

ATB – antibiotika 

BSA – bovinní sérový albumin 

CID – cytomegalické inkluzní onemocnČní Ěz angl. Cytomegalic inclusion disease) 

CMV – cytomegalovirus 

Co – kobalt 

CO2 – oxid uhličitý 

ČR – Česká republika 

dH2O – destilovaná voda 

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

DMSO – dimethylsulfoxid 

DNA – deoxyribonukleová kyselina  

E – časný Ěz angl. Early) 

ELISA – enzymatická imunoanalýza 

FBS – fetální bovinní sérum (z angl. Fetal bovine serum) 

FDA – ÚĜad pro kontrolu potravin a léčiv Ěz angl. Food and Drug ůdministrationě 

Gy – gray 

HCl – kyselina chlorovodíková  

HCMV – lidský cytomegalovirus (z angl. Human cytomegalovirus) 

HHV – Lidský herpesvirus (z angl. Human herpesvirus) 



 

HIV – virus lidské imunitní nedostačnosti Ěz angl. Human immunodeficiency virus) 

HRP – kĜenová peroxidáza Ěz angl. Horse radish peroxidase) 

IE – okamžitČ časný Ěz angl. Immediate-early)  

IFNȖ – interferon gama 

IL – interleukin 

L – pozdní (z angl. Late)  

mAb – monoklonální protilátka 

MCMV – myší cytomegalovirus Ěz angl. Mouse cytomegalovirus) 

MHC – hlavní histokompatabilní komplex (z angl. Major histocompatibility complex) 

MIEP – hlavní okamžitČ časný promotor Ěz angl. Major immediate early promoter) 

miRNA – mikro ribonukleová kyselina 

Na2EDTA – edetan disodný 

NaCl – chlorid sodný 

NK buňky – pĜirození zabíječi Ěz angl. Natural killer cell) 

NMS – netučné sušené mléko 

PAGE elektroforéza – polyakrylamidová gelová elektroforéza 

PBS – fosfátový pufr (z angl. Phosphate buffered saline) 

PC – pentamerický komplex (z angl. Pentameric complex) 

PCR – polymerázová ĜetČzová reakce Ěz angl. Polymerase chain reaction) 

PDA – polydiethylenamid 

PFU – jednotka formující plaky (z angl. Plaque forming unit) 

PVDF – polyvinylidendifluorid 

RPM – otáčky za minutu Ěz angl. Rotate per minuteě 

RTCA – analýza v reálném čase Ěz angl. Real time cell analysis) 

RTK – receptorové tyrozinkinázy 

SDS – dodecylsulfát sodný 



 

SR – Slovenská republika 

TBS – pufrovaný fyziologický roztok (z angl. Tris-buffered saline) 

TEMED – tetramethylethylendiamin 

TNFα – tumor nekrotizující faktor / kachektin (z angl. Tumor necrosis factor) 

USA – Spojené státy americké 

WB – Western blot 

VZV – Varicella Zoster virus 



9 

 

OBSAH 

1 CÍLE PRÁCE........................................................................................................... 11 

2 TEORETICKÁ ČÁST ............................................................................................. 12 

2.1 Rodina herpesvirĤ ............................................................................................ 12 

2.1.1 Nomenklatura herpesvirĤ ...................................................................... 12 

2.1.2 Podrodiny herpesvirĤ ............................................................................ 13 

2.1.3 Historie cytomegaloviru ........................................................................ 13 

2.1.4 Struktura cytomegaloviru ...................................................................... 15 

2.1.5 Replikace cytomegaloviru ..................................................................... 17 

2.2 Rozvoj imunologické odpovČdi hostitele na infekci cytomegalovirem ........... 18 

2.2.1 Rozvoj humorální imunity .................................................................... 19 

2.2.2 Rozvoj bunČčné imunity ....................................................................... 19 

2.2.3 Latentní a lytická fáze infekce .............................................................. 20 

2.3 Epidemiologie .................................................................................................. 24 

2.4 Klinická manifestace CMV infekce ................................................................. 26 

2.5 Prevence a léčba hostitele ................................................................................ 27 

2.6 Ionizující záĜení ................................................................................................ 30 

2.6.1 Účinky ionizujícího záĜení na molekulární a bunČčné úrovni .............. 31 

3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ................................................................................... 32 

3.1 Použité chemikálie a materiál .......................................................................... 32 

3.1.1 Použité chemikálie ................................................................................ 32 

3.1.2 PĜístroje a použitý materiál ................................................................... 34 

3.1.3 Roztoky ................................................................................................. 35 

3.2 PĜíprava vzorkĤ ................................................................................................ 37 

3.2.1 Kultivace fibroblastĤ linie MRC-5 ........................................................ 37 

3.2.2 OzáĜení a infikace fibroblastĤ ............................................................... 38 

3.2.3 Ionizující záĜení ..................................................................................... 40 

3.2.4 Lýza bunČk ............................................................................................ 41 

3.2.5 Stanovení bílkovin ................................................................................ 42 

3.3 Metoda PathScan .............................................................................................. 43 

3.3.1 Pathscan Akt analýza ............................................................................ 45 



10 

 

3.3.2 PathScan RTK analýza .......................................................................... 48 

3.3.3 PathScan intracelulární analýza ............................................................ 50 

3.3.4 PathScan Th1/Th2/Th17 cytokinová analýza ....................................... 51 

3.4 Metoda Mini 1D elektroforéza ......................................................................... 52 

3.5 Metoda Western blot ........................................................................................ 57 

3.6 Imunodetekce ................................................................................................... 59 

3.7 Princip metody sendvičové enzymatické imunoanalýzy ................................. 62 

3.8 xCELLigence RTCA analýza .......................................................................... 64 

4 VÝSLEDKY ............................................................................................................ 68 

4.1 Infekce bunČčné linie fibroblastĤ ..................................................................... 68 

4.2 Stanovení celkové bílkoviny ............................................................................ 70 

4.3 xCELLigence RTCA analýza .......................................................................... 71 

4.4 Detekce signálních molekul - PathScan Intracellular kit ................................. 73 

4.5 Detekce signálních molekul - PathScan RTK kit ............................................. 78 

4.6 PathScan Th1/Th2/Th17 Cytokinová analýza ................................................. 80 

4.7 Imunodetekce vybraných signálních molekul .................................................. 82 

4.7.1 p38 protein ............................................................................................ 85 

4.7.2 Stat3 protein .......................................................................................... 86 

4.7.3 Bad protein ............................................................................................ 88 

4.7.4 p53 protein ............................................................................................ 90 

4.7.5 p53 protein ............................................................................................ 91 

4.7.6 Kaspáza 3, kaspáza 8 a kaspáza 9 ......................................................... 93 

5 DISKUZE ................................................................................................................ 97 

6 ZÁVċR .................................................................................................................. 103 

7 SEZNAM TABULEK ........................................................................................... 104 

8 SEZNůM OBRÁZKģ........................................................................................... 105 

9 SEZNůM POUŽITÉ LITERůTURY ................................................................... 108 



11 

 

 

1  CÍLE PRÁCE  

 

 Osvojení si základní laboratorní techniky, jako práce s virovými izoláty 

a bunČčnými kulturami. Zavedení metodiky in vitro infekce lidským 

cytomegalovirem kmene VR-1590  v laboratoĜi. 

 Studium prĤbČhu in vitro infekce lidským cytomegalovirem kmene VR-1590 

s použitím xCelligence RTCů metodiky. 

 Použití ionizujícího záĜení Ěkobalt 60ě k zajištČní imunosuprimovaných 

hostitelských bunČk fibroblastĤ. 

 Detekce a analýza vybraných signálních drah imunosuprimovaných 

hostitelských bunČk za použití 1D elektroforézy, Western blotu, imunodetekce 

a protilátkové PathScan technologie.
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2  TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1 Rodina herpesvirĤ 

Herpesviry patĜí do skupiny DNů virĤ, které jsou rozdČleny do tĜí podrodin 

(alfaherpesviry, betaherpesviry a gamaherpesviryě na základČ jejich biologických 

vlastností. Herpesviry jsou v pĜírodČ velmi rozšíĜeny a vzhledem k tomu, že jen velmi 

málo z nich je schopno infikovat více než jeden živočišný druh, tak počet herpesvirĤ 

v pĜírodČ pravdČpodobnČ pĜesahuje dvČ stČ, dosud identifikovaných, členĤ této rodiny 

(Knipe a Howley, 2013). 

 ZaĜazení do rodiny herpesvirĤ závisí pĜedevším na architektuĜe vlastního 

virionu. Herpesviry vynikají čtyĜmi významnými biologickými vlastnostmi. První 

z nich je velké množství enzymĤ podílejících se na metabolismu nukleových kyselin, 

DNA syntézy nebo zpracování proteinĤ. Dalším společným znakem je, že genová 

transkripce a syntéza virové DNA probíhá v jádĜe a produkce infekčního 

progenitorového viru (lytická infekce) je obvykle spojena s destrukcí infikované buňky. 

Dosud zkoumané herpesviry využívají latence pro celoživotní pĜežívání v hostitelských 

buňkách (Knipe a Howley, 2013). 

 

2.1.1 Nomenklatura herpesvirĤ 

Herpesviry mĤžeme označovat dvojím zpĤsobem. První zpĤsob využívá oficiální 

nomenklaturu jako „Lidský herpesvirus 1“. Druhý pro zmČnu dlouhodobČ zažité lidové 

názvy napĜ. „Herpes simplex virus 1“ ĚKnipe a Howley, β01γě. Následující tabulka 

(Tab. 1) shrnuje názvy jednotlivých zástupcĤ betaherpesvirĤ, které mají za hostitele 

človČka. 
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Tab. 1: Klasifikace lidských herpesvirĤ 

formální název zkratka Synonymum podrodina 
velikost 

genomu (Kbp) 

Lidský herpesvirus 1 HHV-1 Herpes simplex virus 1 α 152 
Lidský herpesvirus 2 HHV-2 Herpes simplex virus 2 α 155 
Lidský herpesvirus 3 HHV-3 Varicella-zoster virus α 125 
Lidský herpesvirus 4 HHV-4 Epstein-Barrové virus Ȗ 172 
Lidský herpesvirus 5 HHV-5 Cytomegalovirus (CMV) ȕ 236 

Lidský herpesvirus 6A HHV-6A HHV-6 varianta A ȕ 230 

Lidský herpesvirus 6B HHV-6B HHV-6 varianta B ȕ 159/170* 

Lidský herpesvirus 7 HHV-7 
 

ȕ 162/168* 

Lidský herpesvirus 8 HHV-8 
KSHV (Kaposi-sarcoma 
associated herpesvirus) Ȗ 145 

*  namČĜené hodnoty se v rĤzných laboratoĜích lišily 

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

ze dne 15. 2. 2018 ĚpĜepracováno). 

 

2.1.2 Podrodiny herpesvirĤ 

ůlfaherpesviry jsou rychle rostoucí, cytolytické viry, které pĜežívají 

bČhem latentní fáze infekce v neuronech. Do této podrodiny patĜí Herpes simplex virus 

1, Herpes simplex virus 2 a Varicella-zoster virus. Tyto tĜi viry zpĤsobují vezikulární 

vyrážky jak pĜi primární infekci, tak pĜi reaktivaci infekce.  

Betaherpesviry zahrnují pomalu rostoucí cytomegalovirus. Ten své jméno získal 

podle enormního zvČtšení napadených bunČk. Tato podrodina dále zahrnuje lidský 

herpesvirus 6 (HHV-6) a 7 (HHV-7). 

Virus Epstein-Barrové (HHV-4) spolu s lidským herpesvirem Ř patĜí 

do podrodiny GamaherpesvirĤ.1 

 

2.1.3 Historie cytomegaloviru 

V roce 1ŘŘ1 popsal Ribbert velké buňky v úsecích ledvin mrtvých novorozencĤ 

a také v pĜíušních žlázách dČtí. Nálezy nedokázal identifikovat do té doby, než uvidČl 

zprávu od „Jesionek a Kilemenoglou“ ĚRibbert, 1ř04ě, kteĜí popsali podobné útvary 

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/
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jako protozoám podobné buňky v plicích, ledvinách a játrech mrtvého osmimČsíčního 

plodu. Excentricky umístČná jádra tČchto bunČk obsahovala „centrální jaderné tČlo“ 

obklopené svČtlým prstencem ĚJesionek a Kiolemenoglou, 1ř04ě. Lòwenstein, který 

pracoval pro Ribberta našel takové buňky v pĜíušních žlázách u čtyĜ ze tĜiceti kojencĤ. 

Jednalo o charakter typických cytomegalických bunČk s intranukleárními inkluzemi 

(Lòwenstein, 1907). Po objevení bunČk s intranukleárními inkluzemi v lézích muže, 

infikovaného herpes zoster a herpes genitalis, byli Von Glahn a Pappenheimer 

pĜesvČdčeni, že tyto abnormální buňky jsou produkované viry, a to je nasmČĜovalo 

k myšlence, že se jedné o pĜíbuzné viry ze skupiny, kterou dnes označujeme jako 

Herpesviridae (Lipschuetz, 1921 a Von Glahn a Pappenheimer, 1925). Farber 

a Wolbach našli stejné buňky s intranukleárními inkluzemi ve slinných žlázách 

odebraných po smrti z rĤzných pĜíčin u dvaceti šesti ze stoosmdesáti tĜí dČtí. Toto bylo 

první pĜiblížení ke skutečnosti, že infekce cytomegalovirem je velmi častá ĚFarber 

a Wolbach, 1932).  

Do roku 1932 bylo popsáno dvacet pČt pĜípadĤ smrti z kongenitální infekce, 

charakterizované petechiemi hepatosplenomegalií a intracerebrální kalcifikací a u všech 

se jednalo o typický popis pro typické intranukleární inkluze nesoucí pojmenování 

generalizované cytomegalické inkluzní onemocnČní (CID). Jednotným místem 

poškození byly renální tubuly, takže bylo navrženo, že by se onemocnČní mohlo 

diagnostikovat již v prĤbČhu života vyhledáním inkluzních bunČk v močových 

sedimentech (Wyatt a kol., 1950).  

Lidský cytomegalovirus se nedaĜilo nakultivovat, dokud se nezačaly rutinnČ 

pČstovat lidské buňky a tvoĜit izoláty. V roce 1954 získal Enders a kol. Nobelovu cenu 

za izolaci polioviru z lidských embryonálních bunČk ĚEnders a kol., 1949). 

Cytomegalovirus byl následnČ izolován v roce 1ř57 od kojencĤ, kteĜí mČli kongenitální 

toxoplazmózu (Weller a kol., 1957).   

 TémČĜ dvČ desetiletí pĜed izolací viru, respektive CID, z moči novorozencĤ 

s kongenitální infekcí, izolovala Dr. Smithová v roce 1955 virus ze slinných žláz 

mrtvých pacientĤ, který ale rostl pouze v lidských, nikoliv  myších kulturách (Smith, 

1956) Dr. Smithová provádČla studie tohoto viru na slinných žlázách myší, dnes je tedy 

znám spíše jako myší cytomegalovirus (MCMV). Myší a lidský cytomegalovirus 

vykazoval podobnou cytopatologii, ale pouze na fibroblastech z homologních druhĤ 

Ětzn. MCMV na myších fibroblastech a HCMV na lidských fibroblastechě (Smith, 1954 

a Smith, 1956). To poukázalo na druhovou specifitu cytomegaloviru, které se dodnes 
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využívá pro klíčové charakterizace bČhem diagnostiky konkrétního cytomegaloviru 

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

2.1.4 Struktura cytomegaloviru 

Herpesviry mají extrémnČ silnou vrstvu matrix, která obsahuje velké množství 

virových kódovaných proteinĤ, mezi kapsidou a obálkou (Knipe a Howley, 2013).  

Cytomegalovirus je nejčastČjším členem herpesvirĤ, který napadá lidskou 

populaci (Al-Omari a kol., 2016). Jeho dvouvláknová lineární DNů obsahuje 165 genĤ, 

které kódují virové proteiny napodobující lidské bunČčné proteiny, interagují s nimi 

a také souvisí s virulencí a latencí viru (Al-Omari a kol., 2016).  

Virion cytomegaloviru se skládá z ikosahedrálního nukleokapsidu o velikosti 

100 nm, který obsahuje dvouĜetČzcovou lineární DNů o velikosti βγ0 kbp, DNů je 

obklopená proteinovou vrstvou označovanou jako tegument nebo matrix a ta je dále 

ohraničena lipidovou dvojvrstvou, která obsahuje velké množství virových 

glykoproteinĤ (Obr. 1). DospČlý virion dosahuje v prĤmČru velikosti 150-200 nm 

(Landolfo a kol., 2003). 

 BunČčné kultury infikované HCMV produkují infekční virion a další dva typy 

morfologických bunČk. Jedná se o neinfekční obalené částice a denzní tČlíska. 

Neinfekční obalené částice jsou defektní částice viru, složené z obalené nezralé kapsidy, 

která neobsahuje DNA, ale obsahuje protein, který v dospČlých nukleokapsidách chybí. 

(Mocarski a Courcelle, 2001). Denzní tČlíska jsou obalené částice, které postrádají 

nukleokapsidu a virovou DNů, ale obsahují nČkteré matrixové proteiny, z nich je 

nejhojnČjší ppULŘγ Ěpp65ě ĚMocarski a Courcelle, β001ě.  

V dospČlém infekčním virionu bylo nalezené více než γ0 virových proteinĤ. 

(Britt a Mach, 1996). 
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Upraveno podle: https://www.researchgate.net/figure/302903051_fig1_Figure-1-A-

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

 

TĜicet dva známých matrixových proteinĤ plní rĤzné funkce od upravování 

hostitelské buňky na začátku infekce až po konečné uspoĜádání virionĤ. Proteiny se 

pĜidávají do dozrávající nukleokapsidy v sekvenčních vrstvách, začínají v jádĜe 

a následnČ pokračují dál do cytoplazmy (Knipe a Howley, 2013). Na začátku infekce se 

tyto proteiny nachází zcela ve virionu mezi nukleokapsidou a lipidovou dvojvrstvou. 

Virový genom je pĜenášen pĜímou translokací na mikrotubuly do komplexu jaderných 

pórĤ. BČhem posledních fází maturace, kontrolují matrixové proteiny napĜ. stabilitu 

nukleokapsidy a ostatní konečné fáze zrání virionu. VČtšina matrixových proteinĤ je 

fosforylovaných a mnohé jsou značnČ imunogenní ĚTakahashi a kol., 1992). 

NejčastČjším matrixovým proteinem je pp65 Ěnižší matrixový protein, genový 

produkt ULŘγě. Tento protein je hlavní složkou denzních tČlísek. ůčkoli má velký 

význam v infekci v lidské populaci, replikace v kultivovaných buňkách není možná 

(Renne a kol., 1996). 

 

Obr. 1: Struktura cytomegaloviru 

https://www.researchgate.net/figure/302903051_fig1_Figure-1-A-cartoon-depicting-the-structure-of-the-cytomegalovirus-virion-The%20ze%20dne%2014.%2011.%202017
https://www.researchgate.net/figure/302903051_fig1_Figure-1-A-cartoon-depicting-the-structure-of-the-cytomegalovirus-virion-The%20ze%20dne%2014.%2011.%202017
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2.1.5 Replikace cytomegaloviru 

 HCMV patogeneze zahrnuje produktivní replikaci v rĤzných typech bunČk, pĜes 

epiteliální, endoteliální, neuronální, myeloidní buňky až po fibroblasty (Revello 

a Gerna, 2010). VČtšina studií na replikační procesy HCMV byla provedena na 

fibroblastech, protože se jedná o stromální buňky, které jsou pĜítomné ve všech tkáních 

hostitele. Snadné studium replikace v tČchto buňkách a značnČ vyšší výtČžky z izolací 

viru a genových produktĤ umožnily objasnit genovou expresi, regulaci, DNA syntézu 

a maturaci viru (Knipe a Howley, 2013).  

Replikace a uvolňování progenitorých virĤ se zlepšuje opakovanou pasáží pĜes 

fibroblasty, zatímco schopnost infekce endoteliálních a epiteliálních bunČk se snižuje 

(Kempf a kol., 1řřŘě. ůdaptované kmeny se velmi dobĜe replikují ve fibroblastech, ale 

špatnČ na kultivovaných makrofázích, dendritických buňkách, epitelových 

a endotelových buňkách ĚKnipe a Howley, 2013).       

BČhem produktivní infekce je genom HCMV exprimován v časovČ 

koordinované a regulované kaskádČ transkripčních událostí, které vedou k syntéze tĜí 

typĤ virových proteinĤ popsaných jako okamžitČ-časné ĚIE nebo αě proteiny, časné 

(E nebo ȕě proteiny a pozdní (L nebo Ȗě proteiny, (Fortunato a Spector, 1999 a Mocarski 

a Courcelle, 2001) a celkovČ je z tČchto fází syntetizováno pĜes β00 proteinĤ (Hoz 

a kol., 2002). Genová exprese a funkce virových genových produktĤ je znázornČna na 

Obr. 2. StejnČ jako u jiných herpetických virĤ se také u CMV pĜedpokládá, že 

okamžitČ-časné geny jsou stimulovány matrixovými proteiny (Hoz a kol., 2002).  

Produkty okamžitČ-časných genĤ jsou syntetizovány ihned po infekci v závislosti 

na faktorech hostitele a slouží jako transaktivátory časných genĤ. Mezi časné geny patĜí 

ty, které kódují proteiny zapojené do genové replikace (DNA polymeráza, thymidin 

kináza). Pozdní geny jsou transkribovány až po replikaci virové DNů a zahrnují ty, 

které kódují strukturní virionové složky. (Fortunato a kol., 2000). Pozdní genové 

produkty, pĜedevším strukturní proteiny, nejsou tak dobĜe známy ĚKrech, 1973). 

Porucha exprese časného genu a následná replikace virové DNů mĤže být pro 

nepermisivní buňky více omezující událost než samotná penetrace. Geny HCMV jsou 

v infikovaných buňkách pĜepisovány pomocí RNů polymerázy II a spojeného 

bazálního transkripčního mechanismu s intervencí hostitelem kódovaných 

transkripčních faktorĤ, jejichž aktivita mĤže být stimulována virovými transaktivátory 

(Fortunato a Spector, 1999 a Mocarski a Courcelle, 2001).  



18 

 

 

Obr. 2: Genová exprese HCMV a funkce genových produktĤ bČhem produktivní 
infekce 

Zdroj: Landolfo a kol., β00γ ĚpĜepracovánoě 

 

2.2 Rozvoj imunologické odpovČdi hostitele na infekci 
cytomegalovirem 

Cytomegalovirus je velmi starý virus, který se vyvíjel paralelnČ s lidským 

imunitním systémem. Je velmi dobĜe adaptován na soužití se svým hostitelem, 

zpĤsobuje nízkou míru morbidity a mortality u imunokompetentních jedincĤ. 

Subklinická primární infekce je následována celoživotní perzistencí v myeloidních 

a dendritických progenitorových buňkách (Kondo a kol., 1996 a Hahn a kol., 1998), kde 

je pod kontrolou imunitního systému hostitele. Anticytomegalovirová imunitní odpovČď 

Ĝeší primární infekce a zabraňuje reaktivaci viru. K dosáhnutí tČchto cílĤ jsou potĜebné 

antivirové protilátky (Adler a kol., 1995), NK buňky a CMV specifické T buňky 

(Forbes, 1989). BunČčná imunita kontroluje replikaci viru a protilátky zabraňují 

rozšíĜení viru v krevním Ĝečišti a do sousedních bunČk (Hahn a kol., 1998). Reaktivace 

z latentní fáze není bČžná u imunokompetentních osob, ale komplikace nastávají 

u imunosuprimovaných jedincĤ (Landolfo a kol., 2003). 
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2.2.1 Rozvoj humorální imunity 

Protilátky proti cytomegaloviru se obvykle tvoĜí 1 až γ týdny po primární infekci. 

U osob s normálním imunitním systémem, pĜítomnost IgM a rostoucí koncentrace IgG 

značí nedávnou primární infekci. Alfa CMV IgG protilátky jsou pĜítomny celý život 

a jejich koncentrace v plazmČ se stanovuje hlavnČ u pacientĤ pĜed transplantacemi. 

(Britt a kol., 1990). Počet proteinĤ exprimovaných virem je vysoký, proto se generuje 

široká škála protilátek. Pro diagnostické účely se používají metody založené na detekci 

protilátek, které rozpoznávají matrix nebo kapsidu. Alfa CMV IgG protilátky cílí proti 

molekulám na povrchu viru (Urban a kol., 1996 a Britt a kol., 1990). Protilátky nejsou 

schopné pacienta zcela zbavit CMV infekce, ale pomáhají zastavit šíĜení viru v krevním 

Ĝečišti ĚNigro a kol., 2005). 

2.2.2 Rozvoj bunČčné imunity 

  Klíčovou roli v CMV infekci hrají CD4 a CD8 T lymfocyty. V akutní fázi 

infekce jsou vytváĜeny velké podjednotky CMV-specifických T bunČk. BČhem infekce 

celkový počet lymfocytĤ na periferii roste, hlavnČ CDŘ lymfocyty (Wang a kol., 1995). 

Infikované buňky vykazují fragmenty viru ve formČ peptidĤ na jejich MHC I 

molekulách, a ty rozpoznávájí receptory T bunČk na CMV-specifických CD8 

lymfocytech. V kombinaci se signalizací cytokinĤ z CMV-specifických CD4 bunČk se 

aktivují CDŘ buňky. Jsou vytvoĜeny klony efektorových bunČk s vysokou mírou 

proliferace (Hammann a kol., 1997). Tyto klony produkují obrovské množství cytokinĤ 

ĚpĜedevším interferon gama (IFNȖ) a faktor nádorové nekrózy neboli kachektin (TNFαě 

a efektorových proteinĤ, které indukují apoptózu v infikovaných buňkách. Jakmile jsou 

hladiny antigenu sníženy, efektorové populace se snižují prostĜednictvím apoptózy 

adochází k vytvoĜení více heterogenní populace pamČťových T bunČk. Ve srovnání 

s naivními T buňkami se pamČťové buňky jednak rychleji aktivují, ale i reagují 

na odpovČď antigenu a navíc mají schopnost produkovat úplnČjší soubor cytokinĤ 

(Wang a kol., 1995). 

Infikované buňky vykazují na svých MHC molekulách (z angl. Major 

Histocompatibility Complex – hlavní histokompatibilní komplex) více peptidĤ 

odvozených od CMV. V počáteční fázi imunitní odpovČdi se reakce T bunČk zamČĜují 

na širokou škálu virových epitopĤ. (Day a kol., 2007). Když imunitní systém dostane 

infekci pod kontrolu, mnoho klonĤ T bunČk se ve vČtší míĜe stáhne a epitopy, hojné 
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bČhem počáteční imunitní odpovČdi, mohou být v latentní fázi nedetekovatelné (Day 

a kol., 2007). Z imunodominantních CMV proteinĤ jsou dva dlouho známé jako hlavní 

cíle pro CMV-specifické T buňky, je to matrixový protein pp65 (Wills a kol., 1996) 

a hlavní okamžitČ-časný protein IE1 (Kern a kol., 2000.) Rozpoznávání CMV-antigenĤ 

je ovšem mnohem komplexnČjší z toho dĤvodu, že existuje více imunogenních proteinĤ 

napĜ. ppβŘ, pp50, glykoprotein gH, glykoprotein gB, a další (Elkington a kol., 2003). 

CMV infekce indukuje podmnožinu CD4 T bunČk, pĜedevším CD28- buňky 

a serinovou proteázu granzym B+, tyto buňky jsou spojovány s virovými infekcemi 

(Schmidt a kol., 1996 a Thewissen a kol., 2007). U cytomegalovirové infekce se 

okamžitČ objevují CD4+, CD28- a granzym B+ a jejich hladina stoupá i po dosažení 

vrcholu virové zátČže. Produkce INFȖ, po stĜetnutí s CMV, avšak ne s VZV 

odvozenými antigeny, dokazuje, že jsou tyto buňky CMV-specifické (van Leeuwen 

a kol., 2004). Velký výskyt tČchto bunČk je také detekován u séropozitivních jedincĤ 

(van Leeuwen a kol., 2006). 

2.2.3 Latentní a lytická fáze infekce 

Lidský cytomegalovirus je typický lidský herpesvirus, u kterého se stĜídá latentní 

a lytická fáze jeho životního cyklu skrze periodicky se opakujicích reaktivací (Poole 

a Sinclair, 2015). Bylo prokázáno, že CD14+ monocyty periferní krve jsou jednou 

z nejdĤležitČjších bunČčných populací nesoucích latentní HCMV in vivo 

(Taylor-Wiedeman a kol., 1991). Nedávno byla identifikována místa výskytu HCMV 

v kostní dĜeni, zvláštČ v nediferenciovaných myeloidních CDγ4+ buňkách 

(Maciejewski a kol., 1992).  Bohužel ex vivo studie jsou omezeny nízkou četností 

virových genom-pozitivních mononukleárních bunČk Ěasi 0,01 %ě a nízkým 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 latentní fázi i u jiných druhĤ, avšak mechanismy, 

kterými se tvoĜí, se u jednotlivých druhĤ liší. ěada studií prokázala, že myší 

cytomegalovirus MCMV pĜežívá v latentní fázi. Ta je velmi podobná latentní fázi 

HCMV (Kurz a kol., 1997 a Seckert a kol., 2012). Inhibice exprese lytického genu 

v prĤbČhu latence je nejspíše ovlivnČna represivními chromatinovými značkami kolem 

promotoru hlavního virového okamžitČ-časného promotoru (MIEP – major immediate 

early promoter). Po diferenciaci progenitorových myeloidních bunČk nebo makrofágĤ 
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se represivní chromatinová struktura kolem MIEP rozvolní, což vede ke zmČnám 

v posttransplačních modifikacích histonĤ kolem MIEP spojených s aktivací transkripce 

a soubČžnou indukcí lytické okamžitČ časné ĚIEě 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 probíhá in vivo, ale klinicky se neprojeví 

kvĤli silným imunitním reakcím hostitele, neboť makrofágy jsou místem pro reaktivaci 

viru u zdravého hostitele (Reeves a Sinclair, 2013 a Poole a kol., 2014). 

Z výsledkĤ studií Weekese  (Weekes a kol., β014ě a dalších vyplývá, že četné 

HCMV kódované geny exprimované bČhem lytické fáze infekce pĤsobí společnČ a mají 

rĤzné účinky na infikovanou buňku, což má za následek modulaci rĤzných bunČčných 

funkcí a následných účinkĤ. To zahrnuje modulaci bunČčného metabolismu, transkripci, 

translaci, bunČčný cyklus, bunČčnou signalizaci, bunČčnou surveillance, bunČčný stres 

a bunČčnou smrt (Poole a Sinclair, 2015). NicménČ, nČkteré studie ukázaly, že i latentní 

fáze infekce, ačkoli má velmi omezenou schopnost modifikovat transkripci, je spojena 

s ovlivňováním transkripce hostitelských bunČk, bunČčnou signalizací, bunČčným 

stresem, bunČčnou surveillance a také smrtí bunČk (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 

a kol., 2013 a Weekes a kol., 2013 a Wills a kol., 2014). OvlivnČní bunČčných funkcí 

hostitele bČhem lytické a latentní fáze je znázornČno na Obr. 3.  

 

 

Obr. 3: OvlivnČní funkcí bunČk hostitele bČhem lytické a latentní fáze infekce 

Upraveno podle: Poole a Sinclair, 2015. 
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KromČ regulace sekrece proteinĤ bČhem latence se také značnČ mČní hladiny 

antiapoptotických proteinĤ bČhem infekce CDγ4+ bunČk cytomegalovirem. Jiný zpĤsob 

regulace genové exprese je cestou mikroRNů ĚmiRNůě o délce asi β1 nukleotidĤ (Lee 

a kol., 1993). BČhem latence HCMV dochází ke zmČnám v počtu bunČčných miRNů 

(Poole a kol., 2011) a samotný HCMV také kóduje množství miRNů. V dĤsledku toho 

je možné, že mnoho pozorovaných zmČn v antiapoptotických proteinech bČhem latence 

HCMV je částečnČ zpĤsobeno regulací miRNů (Poole a kol., 2011).  

Jedna z miRNů, která je bČhem latentní fáze infekce CDγ4+ progenitorových 

bunČk downregulována je hsa-miR-řβa. Tato miRNů cílí na myeloidní transkripční 

faktor GůTůβ a jeho hladina bČhem latence vzroste (Poole a kol., 2011 a Poole a kol., 

2013). GůTůβ nereguluje pouze virové geny, ale reguluje expresi Ĝady bunČčných 

genĤ, včetnČ IL-10. BunČčný IL-10 je sektretovaný cytokin, který má imunomodulační 

vlastnosti a má vliv na životnost myeloidních progenitorových bunČk tak, že Ĝídí expresi 

antiapoptotického faktoru Bcl-2 (Poole a kol., 2011). Cytokin IL-10 je bČhem latence 

HCMV upregulován a moduluje supresi vnČjších a vnitĜních proapoptotických 

signálĤ (Obr. 4). 

Spojení cytokinu IL-10 s receptorem IL-10 R1/2 vede k indukci signalizace 

cestou fosforylace STAT3 (Obr. 5). Výsledkem je pozitivní autoregulace exprese 

cytokinu IL-10, stejnČ jako exprese vnitĜních inhibitorĤ bunČčné smrti napĜ. Bclβ ĚPoole 

a kol., 2011 a Weber-Nordt a kol., 1996) a HSP70 (Zorzi a Bonvini, 2011) (protein 

teplotního šokuě. HSP70 hraje dĤležitou roli v negativní regulaci vnitĜní cesty kvĤli jeho 

vlastnosti zacílit pro-kaspázu 3 (Mosser a kol., 2000 a Sabirzhanov a kol., 2012), 

pĜítomné v signální cestČ zprostĜedkované FůS. BČhem latence je FAS signální dráha 

zamČĜena na rĤzná stádia apoptózy zprostĜedkované FůS cestou vnČjší signalizace 

apoptózy (viz Obr. 5).  
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Obr. 4: Pro- a antiapoptotické faktory v signální kaskádČ FůS 

Upraveno podle: Poole a Sinclair, 2015. 

 

 

BČhem latence nedochází jen ke zmČnám anitapoptotických faktorĤ. NapĜíklad 

hladina proteinu p5γ fosforylovaného na serinu 15 ĚSer15ě se zvýšila γ,5krát. Je známo, 

že fosforylovaný p5γ má proapoptotické vlastnosti, je schopen upregulovat transkripci 

proapoptotického faktoru Bax a zároveň snížit expresi antiapoptotického faktoru Bcl2 

(Basu a Haldar, 1998).  
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Obr. 5: Schéma interakce interleukinu IL-10 se specifickým 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 primárními hostiteli pro osm známých herpesvirĤ. Herpes simplex 

virus typ 1 infikuje kolem 70 % dospČlé populace, Herpes simplex virus β infikuje asi 

30 % dospČlých a pĜíležitostnČ zpĤsobuje infekce i u novorozencĤ. Varicella-zoster 

virus infikuje více než ř0 % dospČlé populace, pĜes ř0 % populace je nakaženo virem 

Epstein-Baarové, ten je navíc zodpovČdný za Ř5 % pĜípadĤ infekční mononukleózy 

(Braun a kol., 1997).   Cytomegalovirus by se dal považovat za jednoho 

z nejúspČšnČjších parazitĤ ĚLandolfo a kol., 2003). Vyskytuje se kosmopolitnČ 

a s vysokou prevalencí 50 – 90 % v celé lidské populaci (Tu a kol., 2004 a Adler, 1991). 

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%20ze%20dne%2013.%203.%202018
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%20ze%20dne%2013.%203.%202018
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%20ze%20dne%2013.%203.%202018
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V rozvojových zemích je výskyt HCMV vyšší a infekce se projevuje hlavnČ v mladším 

vČku (Knipe a Howley, 2013) Cytomegalovirus zpĤsobuje 10-15 % pĜípadĤ infekční 

mononukleózy (Braun a kol., 1997). Virus se šíĜí horizontálnČ tČlními tekutinami jako 

jsou sliny, mateĜské mléko, sperma a cervikální sekrece (Dostál a kol., 2014). Vzhledem 

k tomu, že je virus nestabilní, je zapotĜebí kontakt s osobou s primární nebo 

reaktivovanou infekcí. Z toho dĤvodu pĜenos infekce probíhá hlavnČ mezi rodinnými 

pĜíslušníky, sexuálními partnery a napĜ. ve školkách (Tu a kol., 2004 a Adler, 1991). 

PĜesný mechanismus infekce bČhem dČtství není znám, nicménČ je zapotĜebí blízký 

kontakt s infikovanou osobou. Riziko infekce se zvyšuje, pokud lidé žijí v pĜelidnČných 

mČstech a sociálnČ slabých zemích, kde nejsou dobré hygienické podmínky ĚGriffiths, 

2000 a Knipe a Howley, 2013).  DČti, které byly HCMV infikovány ještČ v pĜedškolním 

vČku, pĜedstavují hlavní zdroj nákazy pro společnost ĚTu a kol., 2004 a Adler, 1991).  

BČžnou cestou pro pĜenos virové infekce je vertikální pĜenos z matky na plod 

(Dostál a kol., 2014). Nákaza pĜes placentu, bČhem porodu a kojením pĜedstavuje 

10 - 15 % infekcí v dČtském vČku. Kongenitální infekce, nejvýznamnČjší klinický 

problém související s HCMV, má prevalenci 0,1 – 2,2 % u živČ narozených dČtí 

v rozvojových zemích (Gaytant a kol., 2005 a Ahlfors a kol., 1999 a Griffiths, 1991 

a Murph a kol., 1998 a Stagno, 2001). Vysoká séroprevalence je u homosexuálních 

mužĤ a promiskuitních žen a mužĤ ĚDannenmaier a kol., 1985). CMV infekce je ještČ 

více spojena s homosexuálním sexem u imunokompetentního muže. Existuje velký 

rozdíl mezi četností séropozitivity u homosexuálního muže ve srovnání 

s heterosexuálními muži stejné společensko-ekonomické vrstvy, konkrétnČ ř4 vs. 54 % 

(Drew a kol., 1984). K transplacentárnímu pĜenosu mĤže dojít u ženy, která je 

séropozitivní pĜed začátkem tČhotenství a u žen s primární infekcí, pĜičemž vyšší riziko 

je u druhé skupiny. JeštČ častČjší je pĜenos infekce bČhem porodu. Virová nákaza pĜes 

vagínu nebo dČložní čípek také není neobvyklá, zvláštČ u mladších žen. Pokud je virus 

pĜítomen bČhem porodu je 50% šance, že se dítČ nakazí ĚReynolds a kol., 1973). Takto 

infikované dČti začínají sami pĜenášet infekci kolem 6. týdne života. Kojení je 

pravdČpodobnČ jedna z nejdĤležitČjších cest pĜenosu infekce (Pass, 2007) HCMV je 

možné detekovat v mléce pĜibližnČ 90 % kojících séropozitivních matek pomocí metody 

polymerázové ĜetČzové reakce (Pass, 2007). Asi 25 % dČtí kojených séropozitivní 

matkou je nakaženo do 1β mČsícĤ vČku ĚReynolds a kol., 1ř7γě. MénČ častý, ale velmi 

sledovaný je pĜenos krevní transfuzí nebo pĜi transplantaci orgánĤ a kostní dĜenČ. Tato 
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cesta pĜenosu je častým dĤvodem morbidity u takto imunokompromitovaných pacientĤ 

(Lidehäll, 2008).  

2.4  Klinická manifestace CMV infekce  

Primární infekce u imunokompetentních pacientĤ nemívá klinické projevy, 

manifestuje se jen ve 2-5 % pĜípadĤ, virus v tČle hostitele perzistuje (Dostál a kol., 

2014). U dČtí a mladých dospČlých se mĤže projevit syndromem infekční 

mononukleózy, který se projevuje horečkou, bolestí svalĤ, únavou a bolestí hlavy. 

BČžné symptomy jsou lymfadenopatie, faryngitida, splenomegalie a lymfocytóza 

s atypickými lymfocyty, u tČchto pacientĤ nalezneme zvýšené jaterní transaminázy 

(Stagno a kol., 1986). Naopak meningeální encefalitida, Guillain-BarréĤv syndrom, 

retinitida, pneumonie a kožní projevy Ěvzhled rubeoliformního enantému) jsou vzácné 

komplikace označované jako „komplikace cytomegalovirové mononukleózy“. 

U kojencĤ s HCMV se obvykle objevují pouze mírné pĜíznaky jako je teplota a bolest 

hlavy a kloubĤ, výjimku tvoĜí pĜedčasnČ narozené dČti. (Stagno a kol., 1986).

 VČtšina dČtí infikovaných in utero Ě85-90 %) má v neonatálním období 

asymptomatické pĜíznaky ĚStagno a kol., 1986 a Dostál a kol., 2004). Petechie, 

trombocytopenie, mikrocefalie, žloutenka, hepatosplenomegálie a hemolytická anémie 

jsou bČžnČ pozorované symptomy u zbývajících 10-15 % infikovaných dČtí ĚBoppana 

a kol., 1992). DČti se symptomatickou formou infekce jsou vystaveny vyššímu riziku 

dlouhodobých následkĤ napĜíklad neurologické poškození, mentální retardace, deficity 

sluchu až hluchota a zrakové poškození ĚJones, 2003). Cytomegalovirová infekce 

u tČhotných žen, ať už primární nebo opakovaná, se obvykle klinicky nemanifestuje. 

DČti s vrozenou CMV infekcí mají dlouhodobý Ěaž 10 letě nález CMV v moči. Naopak 

u imunonokompetentních dospČlých pacientĤ nalezneme CMV v moči asi až mČsíc po 

primární infekci, ale v latentní fázi infekce už se CMV v moči nevyskytuje (Zanghellini 

a kol., 1999). CMV infekce je nejčastČjší infekcí u pacientĤ po transplantacích orgánĤ. 

Do jednoho roku po transplantaci infikuje CMV až 70 % pĜíjemcĤ transplantátĤ 

(Pereyra a Rubin, 2004). Mezi pacienty, kteĜí podstoupili transplantaci ledviny, 8-36 % 

alespoň jednou prodČlalo akutní fázi infekce (Rayes a kol., 2007 a Sagedal a kol., 2004 

a Sampathkumar a Paya, 2007). Zdroj infekce pro pacienty pĜedstavují transplantované 

orgány nebo krevní transfúze. Významné je také riziko aktivace viru z latentní fáze 

u séropozitivních pacientĤ z dĤvodu narušené imunity. To zpĤsobí pĜedevším léčiva 
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s imunosupresivní aktivitou, které je nutné pacientĤm pĜed transplantací podávat, aby se 

zabránilo odmítnutí transplantovaného orgánu (Dostál a kol., 2004 a McLaughlin a kol., 

2002).            

Od Ř0. let β0. století se dává dĤraz na zvýšenou pozornost k HCMV infekcím 

u HIV pozitivních pacientĤ a nemocných s AIDS (Acquired immune deficiency 

syndrome, česky syndrom získaného selhání imunity), kdy se zjistilo, že se jedná 

o nejčastČjší oportunní infekci u tČchto pacientĤ. Reaktivace CMV je častá pĜi poklesu 

CD4 lymfocytĤ pod 100/mm3 (Dostál a kol., 2014). CMV se v tomto pĜípadČ nejčastČji 

manifestuje jako retinitida, dále bolestivá periferní neuropatie a gastrointestinální 

onemocnČní, mĤže dojít i k akutní pankreatitidČ. Po zavedení vysoce aktivní 

antiretrovirové terapie, která potlačuje HIV replikaci a pĜetváĜí imunitní odpovČď, se 

počet oportunních infekcí značnČ snížil. NicménČ CMV infekce je stále majoritním 

dĤvodem mortality u pacientĤ s AIDS, navíc v rozvojových zemích je pro vČtšinu 

pacientĤ léčba vysoce aktivní antiretrovirové terapie nedostupná. V České republice 

jsou pacienti s HIV infekcí a AIDS sledováni v AIDS centrech ve fakultních 

a krajských nemocnicích (Dostál a kol., 2004 a Jabs a kol., 2005). Protože je CMV 

u imunokompetentních pacientĤ benigní, byl dlouho považován za neškodný patogen 

u lidí (Lidehäll, 2008). Jak se zdokonalovaly analytické metody, byly objeveny CMV 

proteiny ve vyšším počtu v místech zánČtu a onemocnČní (Ho, 2008). Interakce mezi 

virem a imunitním systémem vytvoĜí zánČtlivé prostĜedí, pĜedpokládá se totiž, že se 

CMV podílí na patogenezi zánČtlivého onemocnČní stĜev (Hommes a kol., 2004), 

psoriázy (Asadullah a kol., 1999), kardiovaskulárního onemocnČní a tumorĤ 

(Soderberg-Naucler, 2007). Vzhledem ke všem tČmto nežádoucím účinkĤm pĜiĜazuje 

U.S. Institute of Medicine nejvyšší prioritu k vynalezení vakcíny proti HCMV (Arvin 

a kol., 2004).  

2.5  Prevence a léčba hostitele 

Za účelem prevence proti vzniku infekce je doporučováno dodržování obvyklých 

hygienických zásad, vyšetĜení dárcĤ krve a orgánĤ k transplantaci a vyĜazení 

infikovaných dárcĤ. U tČhotných žen s primoinfekcí je doporučováno pĜerušení 

tČhotenství. Zatím se, naneštČstí, rutinnČ neprovádí prenatální screening ĚDostál a kol., 

2004).  
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Byly pĜijaty dvČ hlavní strategie pro prevenci vzniku cytomegalovirové infekce 

u pĜíjemcĤ transplantátĤ. Jedná se o obecné profylaktické podávání antivirových léčiv 

a imunoglobulinĤ, nebo o preemptivní terapii u transplantovaných jedincĤ, u kterých 

jsou bČhem screeningu dĤkazy o asymptomatické cytomegalovirové infekci (Hodson 

a kol., 2013). Antivirová léčiva mohou být podávána intravenóznČ Ěaciklovir, 

ganciklovir, imunoglobuliny) nebo perorálnČ jednou dennČ Ěvalaciklovir, 

valganciklovirě. Profylaktická léčba trvá obvykle γ až 6 mČsícĤ, v dobČ, kdy jsou 

pacienti nejvíce ohroženi CMV infekcí (Ljungman a Hakki a Boeckh, 2011). 

Lékem volby v prevenci CMV infekce u pacientĤ po transplantacích solidních 

orgánĤ je valganciklovir ĚHodson a kol., 2005). Mezi léky druhé volby pak patĜí 

foscarnet a cidofovir, pĜípadnČ off-label podání leflunomidu. ExperimentálnČ je 

podáván maribavir a brincidofovir, obČ látky jsou v klinickém testování a mČly by být 

používany pĜi multilékové rezistenci. V listopadu β017 FDů schválila použití 

letermoviru pro profylaktickou léčbu u dospČlých pĜíjemcĤ transplantátĤ alogenetických 

hematopoetických kmenových bunČk (Lischka a kol., 2010 a Melendez a Razonable, 

2015). DĤležité je zabránit iatrogenním infekcím a pokusit se snížit počet všech 

imunosupresivních faktorĤ pro pacienty s cytomegalovirovou infekcí, u nichž je 

dĤležitá správná výživa a hydratace, protože jsou ve vČtšinČ pĜípadĤ oslabeni po již 

zmiňovaných transplantacích nebo tČžké nemoci. Na druhou stranu, zdraví lidé, kteĜí 

mají cytomegalovirovou infekci, avšak nevykazují žádné symptomy, obvykle 

nedostávají žádnou farmakoterapii (Hodson a kol., 2015). 

Lékem volby pro léčbu CMV infekce je intravenózní ganciklovir, nicménČ 

valganciklovir je možné použít  u ménČ závažných pĜípadĤ (Tseng a Foisy 1996). PĜi 

léčbČ CMV pneumonie se ganciklovir podává společnČ s CMV-specifickým 

imunoglobulinem (Reed, 1988). Leflunomid se používá v léčbČ revmatoidní artritidy, 

ale je možné jej off-label použít i pĜi léčbČ cytomegalovirové infekce Ěnejen v profylaxi) 

(Morita a kol., 2016 a John a kol., 2004). 

Protože je lidský cytomegalovirus pĜevládající infekční pĜíčinou kongenitálních 

abnormalit od eliminace zardČnek, a také nejbČžnČjší komplikací u transplantací orgánĤ 

a hematogenních kmenových bunČk, je vakcína proti cytomegaloviru opravdu potĜebná 

(Adler, 2013 a Arvin a kol., 2004 a Griffiths a kol., 2013). První vakcína proti CMV, 

která se rozsáhle testovala na lidech, byla živá atenuovaná vakcína vynalezena 

v laboratoĜi S. A. Plotkina (Plotkin a kol., 1990). Kmen, Towne, byl po subkutánní 

injekci imunogenní, ale u testovaných jedincĤ nedošlo k latenci viru. Byla tedy 
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bezpečná, ale bohužel se nedokázalo zabránit získání „wild CMV“ u dČtí žen 

vystavených infekci (Adler a kol., 1995). ůvšak u jedincĤ, kteĜí nemČli získanou 

imunitu vĤčí CMV a podstoupili transplantaci ledviny od séropozitivního dárce, vakcína 

značnČ snížila vážnost onemocnČní (Plotkin a kol., 1994).  

Další byla vyvinuta vakcína obsahující povrchový glykoprotein gB, který je 

dĤležitým antigenem pro neutralizující protilátky (Pass a kol., 2009) a který blokuje 

vstup HCMV do fibroblastĤ (Wussow a kol., 2014). Tento produkt byl imunogenní, ale 

hladina protilátek rychle klesala. NicménČ u pĜíjemcĤ transplantátĤ ledvin a jater snížila 

virémii až o Ř0 % (Griffiths a kol., 2011). Sérové titry protilátek, které neutralizují 

infekci epiteliálních a endoteliálních bunČk, korelují s protilátkami 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 nevČdČlo, protože 

všechny pokusy byly provádČny na fibroblastech, ale CMV se vyskytuje 

i v endoteliálních a epiteliálních buňkách, do kterých vstupuje jiným mechanismem 

(Plotkin a kol., 1994). Tento komplex se skládá z glykoproteinĤ gH a gL společnČ 

s proteiny UL128, UL130 a UL131 (Fu a kol., 2014). Dosavadní pokusy o vývoj 

vakcíny se zakládaly na vakcinaci podjednotky proti virovým proteinĤm. Nyní jsou 

v genovém inženýrství k dispozici technologie, umožňující vytvoĜit rekombinační 

cytomegalovirus, z nČhož jsou odstranČny geny, které zpĤsobují imunitní zmČny. Tato 

technologie by mČla vést k vývoji bezpečnČjší živé atenuované vakcíny proti 

cytomegaloviru (Schleiss a kol., 2015). Ve vývoji jsou jak živé, tak neživé vakcíny. 

Mezi živé patĜí napĜíklad atenuovaná vakcína Towne, rekombinanty s divokým virem 

Towne-Toledo (Suárez a kol., 2017), replikon ůlphaviru ke generování virĤm 

podobných částic (Loomis a kol., 2013) nebo RNA a virové vektory nesoucí CMV 

antigeny (Bahl a kol., 2017). Mezi neživé patĜí DNů plazmidy, peptidy a virĤm 

podobné částice (Plotkin, 2015). V následující Tab. 2 je seznam vakcín proti 

cytomegaloviru v rĤzných fázích jejich vývoje.  
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Tab. 2: PĜehled dostupných CMV vakcín 

Vakcíny v preklinických 
studiích 

Vakcíny hodnocené 
v klinických studiích, 

neprobíhá vývoj 
Vakcíny v klinických studiích, 

ve vývoji 

Vakcíny na bázi denzních 
tČlísek AD169 vakcína 

V160-001 replikaci 
poškozující vakcína 

RNA vakcíny Towne vakcína 

Vakcíny s fúzním peptidem 
PADRE-pp65-CMV +/- CpG 

DNA adjuvans 

Electroporovaná DNA 
vakcína 

Towne/Toledo chimerická 
vakcína 

Modifikovaná vakcína viru 
Ankara (MVA) Triplex 

vakcína 

RedBiotech gB/pp65 
VLP vakcína 

Podjednotkové rekombinantní 
adjuvans s glykoproteinem B 

MF59/AS01 

Virem gB/pp65 lymfocytické 
choriomeningitidy vektorovaná 

bivalentní vakcína 

Vakcína založená na 
rozpustném PC 

Alfavirem vektorovaná 
gB/pp65/IE1 vakcína 

gB/pp65/IE1 trivalentní DNA 
vakcína; gB/pp65 bivalentní 

DNA vakcína 

MVA vektorovaná PC 
vakcína 

Canarypoxem vektorovaná 
glykoprotein B vakcína 

Vakcína založená na 
obalených virových částicích 

MVA vektorovaný 
pp65/IE1 fúzní protein 

Canarypoxem vectorovaná 
pp65 (UL83) vakcína 

 Adenovirem vektorované 
gB/Polyepitopy (Ad-
gBCMVpoly vakcína) 

   

Upraveno podle: Schleiss a kol., 2017. 

 

2.6  Ionizující záĜení 
Ionizující záĜení je schopné ionizovat hmotu, kterou projde. To znamená, že 

vytváĜí z neutrálních částic kladnČ a zápornČ nabité částice ĚŠvec, β005ě. Ionizující 

záĜení má duální povahu, existuje záĜení elektromagnetických vln Ěfotonyě a částicové 

Ěkorpuskulárníě záĜení, které je zprostĜedkováno alfa a beta částicemi a neutrony 

(Österreicher a Vávrová, 2003). Ionizující záĜení lze také rozdČlit na pĜímo ionizující 
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a nepĜímo ionizující. PĜímo ionizující záĜení je tvoĜeno nabitými částicemi s energiií 

k vyvolání ionizace (elektrony, pozitrony, protony, částice alfa, částice betaě. Částice 

bez náboje Ěfotony, neutronyě jsou součástí nepĜímo ionizujícího záĜení. Tyto částice 

hmotu neionizují, ale pĜi prĤchodu prostĜedím vytváĜí sekundární, pĜímo ionizující 

částice, které už ionizaci prostĜedí zpĤsobí ĚŠvec, β005ě. 

Gama záĜení je elektromagnetické záĜení s velmi krátkou vlnovou délkou, to 

znamená, že do materiálĤ proniká lépe než záĜení alfa a beta, ale je ménČ ionizující. 

Gama záĜení reaguje s materiálem hlavnČ fotoelektrickým jevem, Comptonovým jevem 

a vznikem elektron-pozitronového páru (Österreicher a Vávrová, β00γ a Švec β005ě. 

Kobalt 60 (60Co) je pĜirozený beta a gama záĜič. Jeho fyzikální poločas rozpadu je 

5,β7 let a efektivní poločas 1,6 roku. Energie gama záĜení je u tohoto záĜiče relativnČ 

nízká 1,173 a 1,γγβ MeV. VČtšina radioizotopu kobaltu je vylučována ledvinami 

(84 %ě, dalších 14 % je vylučováno žlučovými cestami.  PĜi kontaminaci kobaltem se 

provádí výplach dutiny ústní, nosní a žaludku, aby nedošlo ke vstĜebávání. Dále se 

doporučuje podat furosemid, který urychlí eliminaci kobaltu. Dále je možné podání 

penicilaminu, pĜípadnČ EDTů. Tento záĜič se používá k ozaĜování malých objektĤ 

ĚnapĜ. bunČčné kulturyě ve vzdálenosti cca 100 cm ĚŠvec, β005ě. 

 

2.6.1 Účinky ionizujícího záĜení na molekulární a bunČčné úrovni 

Účinek ionizujícího záĜení začíná na bunČčné úrovni, což má následnČ vliv 

na poškození tkání, orgánĤ a organismu2. ČasovČ lze účinek ionizujícího záĜení rozdČlit 

na 3 fáze. Fyzikální fázi, kde dochází k interakci záĜení s organismem a dochází 

k excitaci a ionizaci molekul (Österreicher a Vávrová, 2003). Tato fáze je velmi krátká, 

trvá asi 10-16 až 10-14 s. Ve fyzikálnČ chemickém stádiu dochází k tvorbČ volných 

radikálĤ, tato část se pohybuje v rozmezí 10-14 až 10-10 s2. Ty společnČ s dalšími ionty 

a excitovanými atomy reagují s molekulami bunČk bČhem chemické fáze, která je 

dlouhá 10-3 až 10 s. V této fázi mĤže dojít k poškození DNů2. Poslední je fáze 

biologická, kde dochází k odpovČdi organismu na ozáĜení na všech úrovních 

od molekulární až po odpovČď celého organismu (Österreicher a Vávrová, 2003).  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

3.1 Použité chemikálie a materiál 

3.1.1 Použité chemikálie 

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

Akrylamid (AA) - Bio-Rad, Herkules, CA, USA           

Ampholyte pH 3-10 -  Fluka, Buchs, Švýcarsko   

Ampholyte pH 8-10 - Fluka, Buchs, Švýcarsko      

Azid sodný (NaN3) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO , USA  

1,4 Bisacryloylpiperazine (PDA) - Fluka,  Buchs, Švýcarsko 

-merkaptoetanol - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA  

Blotting Grade Blocker  - Bio-Rad, Herkules, CA, USA               

BM Chemiluminiscenční blotovací substrát (POD) - Luminiscenční substrát, roztok A - 

Manheim, NČmecko   

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

NČmecko 

Bovinní sérový albumin (BSA)  - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Bromfenolová modĜ - Lachema, Brno, ČR             

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

Činidlo ů -  Bicinchoninová kyselina - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA  

Činidlo B -  Roztok sulfidu mČďnatého -  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    

Dodecylsíran sodný (SDS) - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA                    

EGTA - ethylene glycol-bisĚȕ-aminoethyl ether - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA    

Etanol - Kulich, Hradec Králové, ČR 

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

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

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

Chlorid sodný - 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, Nizozemí 

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

N, N, N, N – tetramethylethylendiamin (TEMED) - Bio-Rad, Herkules, CA, USA    

Ortovanadičitan sodný - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA    

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

Peroxid vodíku (H2O2) - Fluka, Buchs, Švýcarsko 

Persíran amonný (APS) – Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA        

Polyklonální kozí anti-myší imunoglobulinyHRP - DAKO, Glostrup, Dánsko     

Protein standard -  Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA  

Pyrofosfát sodný - Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA    

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

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

Tris/HCl  -  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    

Ustalovač G γ54 – AGFA, USA 

Vývojka G153 – AGFA, USA 

 

3.1.2  PĜístroje a použitý materiál                              

Automatické mikropipety -  Proline, Biohit, Finsko                       

BČžný laboratorní materiál  

Bürkerova komĤrka - Meopta, Praha, ČR 

CO2 Inkubátor  SL SHELAB  - Sheldon Manufacturing, CA, USA  

Colloidal Blue Stain kit CBB, G 250 - Invitogen, Caresbad, CA, USA   

Curix 6OICP 1000 typ ř46β, pĜístroj na vyvolávání RTG filmĤ - AGTA, Mortzel, 

Belgie                           

EK – 200G pĜedvážky - AND, Mulpitas, CA, USA                         

Filtrační papíry - Whatman, USA      

Flow box - Bioair Instruments, USA                                               

IEF filtrační papírky - Bio-Rad, Herkules, CA, USA 

Immobiline TM dry Strip - IPG proužky pH γ-10 NL 7 cm - GE Healtcare, Švédsko 

Ino Lab pH Level 1 pH metr - WTW, Weilheim, NČmecko 

Inverzní mikroskop – Meopta, Česká republika 
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Lidský herpesvirus 5 ĚůTCC® VR15ř0™ě - ATCC 

Metter Toledo Ax 105 -  Greifensee, Švýcarsko 

Mini-ProteanR  Tetra Cell - Bio-Rad, Herkules, CA, USA                             

Minishaker MS 1 - IKA, Wilmington, Nebraska, USA  

Parafilm SPI Striplies - West Chester, PA, USA                                            

Plicní fibroblasty MRC-5 - ATCC 

Podložní a krycí sklíčka - Menzel-Glaser, NČmecko                                                                 

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

PVDF membrány - Poll Corporation, FL, USA                            

Rotátor mini HIM 20 - Grand Instruments, Cambridge, Velká Británie 

RTG film -  CL-X Posure TM, Pierce, USA                          

SvČtelný mikroskop - Carl Zeiss, Jena, NČmecko 

Thermo Spectronic - Helios Ȗ, USA                             

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

Zkumavky a špičky - Eppendorf, NČmecko         

 

3.1.3  Roztoky  

 

0,5% Agaróza - 0,β g agarózy + 40 ml horního pufru, zahĜívat ve vodní lázni, uchovávat 

pĜi 4 °C.       

Alkylující ekvilibrační pufr - 0,96 g 4% IAA + β4 ml ekvilibračního pufru   

10% persíran amonný (APS) - 0,47 g APS + 4,7 ml deion. H2O 

Cell Wash - 5 ml ohĜáté želatiny + řŘ5 ml PBS + 10 ml 10% azid sodný, doplnit do 1 l 

deion. H2O                 
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Dolní pufr - 15 g Tris base + 72 g glycin + 5 g SDS, doplnit do 5 l  deion. H2O  

Ekvilibrační pufr - 9 g urea + 0,5 g SDS + 7,5 ml glycerol + 0,835 g 1,5 M Tris/HCl + 

0,4% SDS, pH 8,8, doplnit do 25 ml deiosn. H2O                                                        

Fosfátový pufr (PBS) - 80 g NaCl + 2 g KCl + 32,1 g Na2HPO4.12H2O + 2 g KH2PO4, 

doplnit do 1 l deion. H2O  a upravit pH na hodnotu 7,2-7,4     

Horní pufr - 7,25 g Tris base + 36 g glycin + 2,5 g SDS, doplnit do 2,5 l deion. H2O, pH 

8,5   

10 x koncetrovaný  TBS  - 48,4 g  Tris base + 160 g NaCl, doplnit do 2 l deion. H2O 

2M kyselina sírová (H2SO4) - 53,3 ml konc. H2SO4, doplnit do 500 ml deion. H2O          

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

Redukující ekvilibrační pufr - 0,25 g 1% DTT + 25 ml ekvilibračního pufru  

Rroztok bromfenolové modře - 0,1g bromfenolové modĜ + β0 ml deion. H2O, uchovávat 

pĜi 4 °C                                       

Roztoky pro přípravu separačního a zaostřovacího 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 sušeného mléka + 40 ml 0,1% TBS 

Tween 20   

Roztok pro rychlé modření - 250 ml metanolu + 10 ml 5% CH3COOH + 650 ml deion. 

H2O + 1 g Comassie brilant                                            

Roztok sekundárního butanolu - 50  ml sekundární butanol + 10 ml deion. H2O  

12% Separační gel - 6 ml roztok AA s PDA + 3,8 ml 1,5M TRIS-HCl pH 8,8 + 5 ml 

deion. H2O, odvzdušnit, pak pĜidat 150 μl 10%  SDS + 50 μl 10% ůPS + 6 μl TEMED     

20% Síran amonný - 18 g síran amonný + 900 ml deion. H2O                 

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

1,5M TrisHCl pH 8,8 - 72,66 g TRIS base + 23,64 TRIS-HCl doplnit do 500 ml deion. 

H2O  

Tris/HCl - 3,94 g Tris/HCl, doplnit do 1 l deion. H2O a upravit pH na 7,34                                                  

Triton X-100 - 0,2% - 998 ml PBS + 2 ml Tritonu X-100    

Zaostřovací gel - 1,3 ml AA s PDA + 2,5 ml 0,5M TRIS-HCl pH 6,8 + 6,1 ml deion. 
H2O, odvzdušnit, pak pĜidat 100 μl 10% SDS + 50 μl 10% ůPS + 10 μl TEMED 

 

3.2 PĜíprava vzorkĤ 

3.2.1 Kultivace fibroblastĤ linie MRC-5 

V rámci experimentální části práce jsme využili lidské fibroblasty bunČčné linie 

MRC-5. Tato linie byla poprvé izolována Jacobsem v záĜí roku 1ř66 z plicní tkánČ 

14 týdenního plodu po potratu z psychiatrických dĤvodĤ od β7 leté fyzicky zdravé 

kansaské ženy. Jedná se o diploidní mužské fibroblasty ĚJacobs a kol., 1970). 

Kultivační médium pro fibroblasty jsme pĜipravili smícháním 500 ml DMEM 

kultivačního média (Biosera, Francie) s 50 ml FBS (Biosera, Francie) a 5 ml 

L-glutaminu bez antibiotik (ATB) (Sigma Aldrich, USA). Kultivační médium je nutné 

uchovávat pĜi teplotČ 4 °C a spotĜebovat do 1 mČsíce. PĜed vlastní kultivací jsme jej 

zahĜáli na γ7 °C. 

Zamražovací médium pro fibroblasty jsme pĜipravili smícháním 0,5 ml DMSO 

(Sigma Aldrich, USA) s 4,5 ml FBS a 5 ml kultivačního média. Zamražovací médium 

jsme uchovávali pĜi teplotČ -20 °C. 

Pro práci bunČčnou linií MRC-5 jsme fibroblasty rozmrazili následujícím 

zpĤsobem.  Do dvou 15 ml zkumavek jsme napipetovali po β ml kultivačního média. 

Do každé zkumavky jsme pĜidali 1 ml suspenze bunČk z kryozkumavek a zkumavky 

jsme stočili pĜi 1100 rpm, 5 minut za účelem odstranČní DMSO. Supernatant jsme 

následnČ slili a bunČčnou suspenzi jsme resuspendovali v 1 ml kultivačního média. 

Do kultivačních lahví o velikosti 1β5 cm2 jsme napipetovali 50 ml pĜedehĜátého 

kultivačního média a pĜidali jsme bunČčnou suspenzi fibroblastĤ tak, abychom získali 

koncentraci 5x106 bunČk/ml. Kultivační láhev jsme označili názvem bunČk, číslem 



38 

 

pasáže a datem provedení. Buňky jsme inkubovali v prostĜedí oxidu uhličitého pĜi 

teplotČ γ7 °C do vytvoĜení monovrstvy bunČk na dnČ kultivační lahve.  

Pro účely udržení bunČk naživu lze použít techniku pasážování ĚpĜeočkováníě 

bunČk. Buňky jsme pasážovali následujícím zpĤsobem. Do nové kultivační lahve jsme 

napipetovali kultivační médium a bunČčnou suspenzi dle následující tabulky (Tab. 3) 

a kultivovali v CO2 inkubátoru. 

Pro další práci jsme pasážovali pouze buňky s konfluencí nad ř0 %. Z kultivační 

lahve jsme odstranili veškeré kultivační médium. K buňkám jsme napipetovali asi β ml 

PBS (GE Healthcare LifeSciences, Rakouskoě pro promytí neuniformních bunČk. 

K takto pĜipraveným buňkám jsme pĜidali 0,5 ml trypsinu ĚPromega Corporation, 

USůě, který jsme rozlili po celém dnČ lahve. NáslednČ jsme celou bunČčnou kulturu 

trypsinizovali γ minuty pĜi γ7 °C.  

 

Tab. 3: Pravidlo pro pasážování bunČk 

Velikost kultivační 
lahve 

Celkový počet bunČk 
Celkový objem rĤstového 

média 

25 cm2 1 x 106 5ml - 10 ml 

75 cm2 2-3 x 106 15 ml - 30 ml 

150 cm2 5 x 106 30 ml - 50ml 

 

 

Po oddČlení bunČk od dna kultivační lahve jsme buňky separovali od trypsinu 

centrifugací pĜi 1100 rpm s následnou resuspendací v kultivačním médiu. Množství 

bunČk jsme ovČĜili pomocí počítaní v BürkerovČ komĤrce. 

 

3.2.2 OzáĜení a infikace fibroblastĤ 

PĜipravili jsme si kultivační médium pro fibroblasty podle postupu uvedeného 

v podkapitole 1.1. Kultivační médium jsme rozmrazili chvíli pĜed vlastní prací. Do dvou 

15 ml zkumavek jsme napipetovali β ml média do každé z nich. Obsah kryozkumavek 

Ěβ x 1 mlě jsme pĜepipetovali do zkumavek. Zkumavky s buňkami jsme stočili 
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na centrifuze pĜi otáčkách 1100 rpm 5 minut a následnČ jsme odstranili DMSO. 

BunČčnou suspenzi jsme resuspendovali v 1 ml kultivačního média.  

Do 16 kultivačních lahví o velikosti β5 cm2 jsme pipetovali 10 ml pĜedehĜátého 

média na γ7 °C a pĜidali bunČčnou suspenzi, aby v kultivační láhvi byla v koncentraci 

1 x 106 bunČk/1 ml.  Fibroblasty jsme kultivovali v CO2 inkubátoru pĜi teplotČ γ7°C 

do vytvoĜení monovrstvy. NáslednČ jsme takto pĜipravené buňky ozaĜovali uzavĜeným 

záĜičem 60Co a infikovali je lidským cytomegalovirem (Human herpesvirus 5 (ATCC® 

VR15ř0™ěě (Tab. 4).  

 

 

Tab. 4: PĜíprava vzorkĤ — prvotní model 

Číslo 
vzorku 

0 min 15 min 30 min 1 hod 
1 hod 15 

min 
2 hod 

1 
kontrolní 
MRC-5      

2 2 Gy odbČr         

3 2 Gy     odbČr     

4 10 Gy odbČr 
    

5 10 Gy 
  

odbČr 
  

6 80 Gy odbČr         

7 infekce 
 

odbČr 
   

8 infekce 
  

odbČr 
  

9 infekce 
  

2 Gy odbČr 
 

10 infekce 
  

2 Gy 
 

odbČr 
11 infekce 

  
10 Gy odbČr 

 
12 infekce 

  
10 Gy 

 
odbČr 

13 2 Gy infekce     odbČr   

14 2 Gy     infekce   odbČr 
15 10 Gy infekce 

  
odbČr 

 
16 10 Gy     infekce   odbČr 

 

Tato pĜíprava vzorkĤ byla pomČrnČ složitá a vyhodnocování výsledkĤ nebylo 

snadné a ideální. Proto jsme pĜípravu vzorkĤ dále optimalizovali dle Tab. 5. PĜipravené 

fibroblasty linie MRC-5 jsme opČt ozaĜovali uzavĜeným záĜičem 60Co a infikovali 

lidským cytomegalovirem (Human herpesvirus 5 ĚůTCC® VR15ř0™ě). 
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3.2.3 Ionizující záĜení 

V rámci diplomové práce jsme ozaĜovali plicní fibroblasty ionizujícím záĜením. 

Ionizující záĜení pĜedstavuje imunosupresivní faktor pro fibroblasty. Jako zdroj 

ionizujícího záĜení jsme používali uzavĜený záĜič kobalt 60 (60Co). Čas nutný pro 

ozáĜení jsme si vypočítali podle hodnot vypočítaných na konkrétní mČsíce z aktuálního 

dávkového pĜíkonu záĜiče ĚTab. 6). 

 

 

Tab. 5: PĜíprava vzorkĤ — optimalizovaný model 

vzorek záĜení infekce odbČr 

1 kontrola NE po ozáĜení 
2 0,5 Gy NE po ozáĜení 
3 2 Gy NE po ozáĜení 
4 10 Gy NE po ozáĜení 
5 20 Gy NE po ozáĜení 
6 50 Gy NE po ozáĜení 
7 80 Gy NE po ozáĜení 
8 100 Gy NE po ozáĜení 
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 infekci 
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Tab. 6: Čas potĜebný k ozáĜení 1 Gy pĜi použití uzavĜeného záĜiče 60Co 

rok 2014 
čas na ozáĜení 1 Gy 

(min) 
dávkový pĜíkon 

Gy/min 
leden 1,996 0,501055 
únor 2,018 0,495492 

bĜezen 2,039 0,490521 
duben 2,062 0,485076 
kvČten 2,084 0,479864 
červen 2,107 0,474537 

červenec 2,13 0,469438 
srpen 2,154 0,464226 
záĜí 2,178 0,459073 
Ĝíjen 2,202 0,45414 

listopad 2,227 0,449098 
prosinec 2,251 0,444273 

 

Výpočet časĤ pro ozáĜení jsme provedli podle jednoduchého vzorce:  

 

čas na 
ozáĜení 1 

Gy x 
požadovaná dávka 
ionizujícího záĜení = 

čas 
potĜebný 
k ozáĜení 

[min/Gy] [Gy] [min] 
 

OzaĜovaný objekt se nesmí pĜímo dotýkat skla záĜiče a musí být krytý minimálnČ γ mm 

vrstvou umČlé hmoty nebo plexiskla. Na ozaĜovací podstavec jsme umístili kultivační 

láhev ve vodorovné poloze tak, aby byl její stĜed pod centrálním paprskem.  

3.2.4 Lýza bunČk 

 Lýzu fibroblastĤ MRC-5 jsme provedli po odbČru vzorkĤ, za podmínek bez 

denaturace, pomocí lyzačního pufru určeného pro PathScan analýzu ĚCell Signaling 

701Řě. Lyzační pufr obsahuje β0 mM Tris-HCl (Bio-RAD, USA), 150 mM NaCl 

(Sigma Aldrich, USA), 1 mM Na2EDTA (Sigma Aldrich, USA), 1 mM EGTA (Sigma 

Aldrich, USA), 1% TRITON X Ěůmersham Pharmacia Biotech, Švédsko), 20 mM 

sodium pyrofosfát (Sigma Aldrich, USA), 25 mM sodium fluoride (Roche Live 

Science, NČmeckoě, 1 mM beta-glycerolfosfát (Sigma Aldrich, USA), 1 mM Na3VO4 

(Sigma Aldrich, USA) a 1 μg/ml leupeptin ĚRoche Live Science, NČmeckoě. 
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 Pro vlastní lýzu bunČk jsme pĜipravili 1x zĜedČný lyzační pufr Ě1x lyzační pufrě. 

NejdĜíve jsme rozpustili tento pufr pĜi β4 – 30 °C, po rozmražení jsme pufr zamíchali 

pomocí vortexu. NáslednČ jsme 1x lyzační pufr uchovávali po celou dobu na ledu. 

Ihned po pĜipravení 1x lyzačního pufru jsme pĜidali inhibitory proteáz Complete EDTů 

free ĚRoche Live Science, NČmeckoě dle návodu. Všechny reagencie jsme uchovávali 

bČhem pokusu na ledu nebo v chladu, protože jsme pracovali s adherentní linii MRC-5 

fibroblastĤ. 

Do malé kultivační lahve jsme pĜidali PBS k odstranČní zbývajícího kultivačního 

média. Dále jsme pĜidali 500 μl 1x lyzačního pufru na 10 cm, tj. asi 1,0 - 1,5 ml 

na kultivační lahev velikosti β5 cm2. Poté jsme lahev drželi na ledu po dobu β minut, 

krouživým pohybem jsme omyli stČny kultivační lahve. Poté jsme získanou suspenzi 

centrifugovali pĜi 14 000 rpm po dobu γ minut pĜi teplotČ 4 °C. Po centrifugaci jsme 

supernatant umístili do nových zkumavek a vytvoĜili vhodné alikvóty pro další práci,  

takto vytvoĜené vzorky dĤkladnČ popsali a jsme umístili do mrazícího boxu na - 80°C 

pro následnou PathScan analýzu.  

3.2.5 Stanovení bílkovin 

Celkovou bílkovinu v námi pĜipravených vzorcích jsme stanovovali bicinchoninovou 

metodou Ěmetodou bez pĜesražování vzorkuě. Používali jsme bicinchoninovou kyselinu 

Ěčinidlo ůě ĚSigma ůldrich, USůě a 4% pentahydrát sulfátu mČďnatého Ěčinidlo Bě 

ĚSigma ůldrich, USůě. Jako standard byl použit bovinní sérový albumin ĚBSůě  (Sigma 

Aldrich, USA).  

Princip metody: Bicinchoninová metoda slouží ke spektrofotometrickému stanovení 

celkových bílkovin. MČďnatý iont je proteinovým komplexem alkalicky redukován na 

mČdný iont, následuje chelatace mČďného iontu bicinchoninovou kyselinou a vzniká 

komplex, který vykazuje červené až fialové zbarvení ĚKáš a kol., 2006). 

Schéma reakce:  

 

Cu2+ + proteinový komplex (zelený roztok)    alkalické prostĜedí     Cu+ (fialový komplex)  
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PĜipravili jsme si kalibrační Ĝadu ĚTab. 7ě. Reakční činidlo jsme pĜipravili smícháním 

50 dílĤ činidla ů a 1 dílu činidla B v dostatečném objemu odpovídajícímu celkovému 

množství testovaných vzorkĤ. 

 

Tab. 7: Složení vzorkĤ pro kalibrační Ĝadu 

Číslo 
zkumavky 

H2O 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 

 

Každý vzorek jsme pĜipravovali v dubletu. Smíchali jsme 5 μl vzorku se 45 μl 

destilované vody a 1 ml činidla. Vše jsme promíchali pomocí vortexu a nechali 

inkubovat pĜi teplotČ γ7 °C. Výslednou hodnotu absorbance jsme mČĜili 

spektrofotometricky pĜi vlnové délce 56β nm pĜístrojem Helios-Thermo Spectronic 

ĚThermo Electron Corporation, USůě za podmínky, že jsme kalibrační Ĝadu vždy 

promČĜili jako první a následnČ jsme mČĜili vzorky. Koncentraci bílkovin jsme stanovili 

pomocí kalibrační kĜivky. 

 

3.3  Metoda PathScan 

Metoda PathScan od firmy Cell Signaling Technology je kvalitativní analýza 

molekulární signální transdukce založena na principu sandwichového ELISů testu 

(Obr. 6ě. Na sklíčku je místo pro Ř nebo 16 vzorkĤ Ěv závislosti na konkrétní soupravČě 

a každé místo pro vzorek je potaženo membránou z nitrocelulózy, ve které je umístČna 

primární protilátka proti dĤležitým signálním molekulám. Využívali jsme ji pro výzkum 

klíčových zástupcĤ signálních drah. Sestavení 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 analýzu 

VysvČtlivky k obrázku: 9a - nejprve jsme odstranili fólii z mĜížky, řb - následnČ jsme 

na mĜížku položili sklíčko s nitrocelulózovými membránami tak, aby strana sklíčka 

s membrány míĜili do mĜížky. řc, d, e - mĜížku jsme ke sklíčku pĜipevnili pomocí 

držákĤ. 9f - takto vypadá souprava pĜipravena k vlastnímu experimentu. 

http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathscan-antibody-arrays
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3.3.1 Pathscan Akt analýza 

ůkt signální cesta je typicky aktivována jako odpovČď na rĤstové faktory 

stimulující receptorové tyrozin kinázy transmitující primárnČ anabolické rĤstové faktory 

a signály pĜežití. Signální molekuly ůkt1/β jsou všudypĜítomné proteinkinázy, které 

se podílejí na regulaci široké škály bunČčných procesĤ.  

Tato metoda umožňuje současnou detekci 16 fosforylovaných proteinĤ, které 

pĜevážnČ patĜí do signalizační sítČ ůkt. Seznam proteinĤ je uveden v tabulce na Obr. 8. 

Protilátky specifické pro cílové proteiny jsou umístČny na sklíčkách potažených 

nitrocelulózou a jsou vždy v duplikátech. Schéma rozložení protilátek na sklíčku je 

uvedeno na Obr. 8. Každá sada obsahuje dvČ sklíčka s 16 podložkami z nitrocelulózy, 

což umožňuje testovat až γβ vzorkĤ najednou a získat až 51β výsledkĤ v jediném 

experimentu.  

 

 

Obr. 8: Seznam protilátek a schéma jejich rozložení na sklíčku pro PathScan ůkt 
analýzu 

 

PĜevzato z: https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productId=9474 

ze dne 10. 3. 2018 

 

https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productId=9474
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BunČčné lyzáty jsme inkubovali na sklíčku a následnČ jsme k nim pĜidali 

detekční protilátkový koktejl. Streptavidinem konjugováná chĜestová peroxidáza 

a LumiGlo se používají ke zviditelnČní detekčních protilátek chemiluminiscencí. Obraz 

snímkĤ je možno zobrazit pomocí digitálního zobrazovacího systému standardního 

chemiluminiscenčního filmu. Výsledný obraz je možno hodnotit vizuálnČ nebo využít 

analytický software, který kvantitativnČ zhodnotí intenzity bodĤ.  

TČsnČ pĜed analýzou se vzorky naĜedily na 0,β-1 mg/ml bílkoviny. Vyndali jsme 

sklíčko z držáku a blocking buffer (Cell Signaling Technology, USůě, který byl pĜed 

samotnou prací vytemperován na pokojovou teplotu. PĜipravili jsme si 1x Wash buffer 

ĚCell Signaling Technology, USůě naĜedČním β0x Wash bufferu v dH2O a nechali 

pĜi pokojové teplotČ. Dále 1x Detection antibody coctail vzniklý naĜedČním 

10x Detection AB coctail (Cell Signaling Technology, USA) v Array Dilute buffer (Cell 

Signaling Technology, USůě. Tento roztok jsme museli držet na ledu. Nakonec jsme si 

pĜipravili 1x HRP-linked Streptavidin naĜedČním 10x HRP-linked Streptavidin 

(Amersham Pharmacia Biotechě v ůrray Dilute buffer a drželi jej na ledu.  

V tabulkách č. Ř a ř jsou uvedeny seznamy vzorkĤ pro Path Scan analýzu. 
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Tab. 8: Seznam vzorkĤ pro 1. sklíčko pro analýzu PathScan metodou 

Pozice na 
sklíčku 

Popis vzorku Označení 

1 kontrolní MRC-5 MRC-5 

2 2 Gy - po 15´odbČr 2Gy/15  ́

3 2 Gy - po 1 hod odbČr 2Gy/60  ́

4 10 Gy - po 15´odbČr 10Gy/15  ́

5 10 Gy - po 1 hod odbČr 10Gy/60  ́

6 80 Gy - po 15´odbČr 80Gy/15  ́

7 infekce - po γ0´odbČr VR-1590/30  ́

8 infekce - po 1 hod odbČr VR-1590/60  ́
 

 
 

Tab. 9: Seznam vzorkĤ pro β. sklíčko pro analýzu PathScan metodou 

Pozice na 
sklíčku 

Popis vzorku Označení 

9 Infekce - po 1 hod 2 Gy - po 15´odbČr VR-1590/60 /́2Gy/15  ́

10 Infekce - po 1 hod 2 Gy - po 1 hod odbČr VR-1590/60 /́2Gy/60  ́

11 Infekce - po 1 hod 10 Gy - po 15´odbČr VR-1590/60 /́10Gy/15  ́

12 Infekce - po 1 hod 10 Gy- po 1 hod odbČr VR-1590/60 /́10Gy/60  ́

13 2 Gy - po 15 ínfekce - po 1 hod odbČr 2Gy/15 /́VR1590/60  ́

14 2 Gy - po 1 hod infekce - po 1 hod odbČr 2Gy/60 /́VR1590/60  ́

15 10 Gy - po 15 ínfekce - po 1 hod odbČr 10Gy/15 /́VR1590/60  ́

16 10 Gy - po 1 hod infekce - po 1 hod odbČr 10Gy/60 /́VR1590/60  ́
 

PĜipravili jsme si držák na sklíčka dle obrázkové pĜedlohy. Plastový držák jsme 

vyndali na stĤl a sejmuli plastový film. Sklíčko s nitrocelulózou smČĜující dovnitĜ jsme 

opatrnČ položili do držáku. Kovový držák jsme upevnili na plastový a zkontrolovali 

jsme upevnČní kovového držáku z obou stran. 

PĜidali jsme 100 μl 1x ůrray blocking buffer ĚCell Signaling Technology, USA) 

ke každé jamce. PĜekryli jsme plastovým víčkem a nechali 15 minut inkubovat pĜi 

pokojové teplotČ na orbitální tĜepačce. Po inkubaci jsme ůrray blocking buffer opatrnČ 

slili a do každé jamky pĜidali 50 –75 μl lyzátu Ěvzorku 1–16ě. ĚV každé jamce je cca 

1 mg proteinuě. Všechna víčka jsme pĜekryli a nechali pĜes noc pĜi teplotČ 4 °C 

inkubovat za stálého míchání na orbitální tĜepačce. 

Druhý den jsme všechny jamky slili a do každé jamky pĜidali 100 μl 1x Wash 

buffer a 5 minut pĜi pokojové teplotČ promývali na rotační tĜepačce. Tento postup jsme 
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opakovali celkem 3x. Poté jsme do každé jamky pĜidali 75 μl 1x Detection ůb coctail, 

zakryli jsme jamky a inkubovali 1 hodinu pĜi pokojové teplotČ na rotační tĜepačce. 

Po inkubaci jsme 4x opakovali promývací krok se 100 μl 1x Wash buffer. 

Po dĤkladném promytí jsme do každé jamky pĜidali 75 μl 1x HRP- linked Streptavidin, 

zakryli jsme a inkubovali γ0 minut na orbitální tĜepačce. Poté jsme znovu 4x opakovali 

promývání. 

 Takto pĜipravené vzorky jsme detekovali chemiluminiscenční metodou. TČsnČ 

pĜed analýzou jsme si pĜipravili roztok LumiGLO ĚKirkegaard and Perry Laboratories, 

USůě s peroxidem vodíku ĚSigma ůldrich, USůě, protože sklíčko musí být vždy 

pokryto vrstvou tohoto roztoku pro následné vyvolání. Do kazety jsme si pĜipravili 

parafilm tak, aby vytvoĜil kapsičku, která by zabránila pĜípadnému vytečení 

vyvolávacího roztoku. Vyvolávací roztok jsme nanesli na parafilm a sklíčko stranou 

s nitrocelulózou jsme položili do roztoku. Kazetu jsme nechali exponovat dle potĜeby 

a poté jsme detekovali na pĜístroji Curix 60 ICP 1000 typ 9462 ĚůGFů, Belgieě. Použili 

jsme vývojku G15γ ĚůGFů, Belgieě, ustalovač G γ54 ĚůGFů, Belgieě a RTG filmy CP 

malé (KODAK, USA). 

   

3.3.2 PathScan RTK analýza 

Receptorové tyrozinkinázy ĚRTKě jsou receptory na povrchu bunČk, které 

primárnČ signalizují fosforylace tyrozinu (Schlessinger, 2000). RTK spouští širokou 

škálu signalizačních kaskád, včetnČ cest PIγ/ůkt, MůPK a Jak/Stat. Tyto signální cesty 

Ĝídí základní bunČčné funkce jako je dČlení, rĤst, diferenciace, migrace a pĜežití. 

Dysregulace RTK signalizace je pĜítomná napĜ. u rĤzných typĤ rakoviny (Blume-Jensen 

a Hunter, 2001).  

Souprava pro PathScan RTK analýzu umožňuje detekci βŘ receptorových 

tyrozinkináz a 11 dĤležitých signálních uzlĤ fosforylace na tyrozin nebo jiných reziduí. 

Specifické protilátky, pozitivní kontrola (biotinylovaný protein) a negativní kontrola 

(nespecifické IgG) jsou v duplikátech umístČné na nitrocelulózovou podložku 

na sklíčku. Každá sada obsahuje β sklíčka s Ř jamkami, což uživateli umožní testovat až 

16 vzorkĤ najednou. Seznam molekul a schéma jejich rozložení na sklíčku je 

znázornČno na Obr. 9. 
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Obr. 9: Receptorové tyrozinkinázy a signální uzly testované bČhem PathScan RTK 
analýzy a jejich rozložení na sklíčku 

Zdroj: https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productId=7982  

ze dne 11. 3. 2018 

 

Vlastní pracovní postup byl stejný jako u PathScan Akt analýzy, viz kapitola 3.3.1. 

 

https://www.cellsignal.com/product/productDetail.jsp?productId=7982
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3.3.3 PathScan intracelulární analýza 

Fosforylace a proteolýza jsou rozšíĜené kovalentní posttranslační modifikace, které 

pĜedstavují dĤležité regulační mechanismy. Detekce tČchto modifikací na úrovni 

bunČčných proteinĤ mĤže poskytnout významný pĜehled o intracelulární signalizaci.  

Souprava pro analýzu umožňuje současnou detekci 1Ř dĤležitých a dobĜe 

charakterizovaných signálních molekul pĜi fosforylaci nebo štČpení. Protilátky jsou 

na sklíčku umístČné vždy v duplikátech. Každá sada obsahuje β sklíčka se 16 

podložkami z nitrocelulózy, což umožňuje testovat až γβ vzorkĤ a získat tak až 576 

výsledkĤ v jediném experimentu. Seznam protilátek a jejich rozmístČní na sklíčku je 

znázornČno na Obr. 10. 

 

Obr. 10: Seznam protilátek a jejich rozložení na sklíčku pro PathScan intracelulární 
analýzu 

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  

 

Pracovní postup byl stejný jako u PathScan Akt analýzy, viz Kapitola 3.3.1. 

 

https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/intracellular-signaling-array-kit-chemiluminescent-readout/7323?_=1520774595587&Ntt=pathScan%20Intrace&tahead=true
https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/intracellular-signaling-array-kit-chemiluminescent-readout/7323?_=1520774595587&Ntt=pathScan%20Intrace&tahead=true
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3.3.4 PathScan Th1/Th2/Th17 cytokinová analýza 

Cytokiny jsou sekretované intercelulární signální molekuly, které regulují 

biologické procesy, včetnČ zánČtu, obranných reakcí hostitele a diferenciace bunČk. 

Cytokiny mohou poskytnout pĜehled o molekulárních mechanismech, které rozlišují 

zdravé a patologické stavy (O’Garra a Arai, 2000). 

PathScan Th1/Th2/Th17 cytokinová analýza nabízí panel protilátek proti široké 

škále cytokinĤ tak, aby bylo možné mČĜit jejich relativní zmČny v supernatantech 

bunČčných kultur.  

Tato souprava umožňuje současnou detekci 1β extracelulárních signálních molekul. 

Specifické protilátky jsou umístČné na sklíčku z nitrocelulózy. Každá sada obsahuje 

2 sklíčka, umožňující testovat až γβ vzorkĤ a generovat γŘ4 výsledkĤ v jediném 

experimentu. Seznam cytokinĤ a jejich rozmístČní na sklíčku je uvedeno na Obr. 11.  

 

 

Obr. 11: Seznam cytokinĤ a jejich rozložení na sklíčku pro PathScan Th1/Th2/Th17 
cytokinovou analýzu 
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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 

 

Pracovní postup byl stejný jako u PathScan Akt analýzy, viz Kapitola 3.3.1. 

 

3.4 Metoda Mini 1D elektroforéza 

Gelová elektroforéza separuje nabité makromolekuly jako proteiny, polynukleotidy 

a uhlohydráty na základČ jejich velikosti. Rozlišení tČchto makromolekul závisí 

na koncentraci gelu. PĜi bČžné migrační dráze o velikosti 10 – 20 cm se na takových 

gelech mĤže rozlišit γ0 až 50 složek, které mají rĤznou elektroforetickou pohyblivost 

(Cox a Phillips, 2008). Princip elektroforézy je aplikace elektrického pole na roztok 

obsahující molekuly proteinĤ. Molekuly proteinĤ v elektrickém poli migrují dle jejich 

náboje a velikosti (Alberts a kol., 1998). 

Jako gelové médium je bČžnČ používán zesíťovaný polyakrylamid a rĤzné typy 

agarózy. První médium je vhodné pro relativnČ malé makromolekuly a druhé spíše pro 

vČtší makromolekuly. Elektroforéza v jediném smČru migrace je nazývána 

jednorozmČrná a označujeme ji 1D Ěz angl. „one-dimensional“ě. V současné dobČ je 

nejpoužívanČjší gelovou elektroforetickou separací.  

NejčastČji se používají vertikálnČ nebo horizontálnČ orientované gelové desky 

v komerčnČ dostupných a jednoduchých typech pĜístrojĤ, které umožnují pĜipojení gelu 

s jednou koncentrací nebo gelu s pórovitým gradientem ke katodickému a anodickému 

pufrovacímu roztoku. OddČlené složky jsou zvýraznČné jako pásy Ěbandyě 

a po imunologickém pĜenosu a fixaci na blotovací membrány jsou detekovány 

napĜ. chemiluminiscenčnČ nebo pomocí biologické a enzymatické aktivity nebo 

radioaktivity.  

NejčastČji se makromolekulární smČs, která se má rozdČlit, nanáší na rovnobČžné 

dráhy na gelové desky. Migrační vzdálenosti bandĤ jsou porovnávány vizuálnČ, aby se 

zjistila jejich identita (Cox a Phillips, 2008). V rámci této diplomové práce jsme 

využívali denaturující polyakrylamidový gelový (PAGE) systém s využitím 

https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/th1-th2-th17-cytokine-antibody-array-kit-chemiluminescent-readout/13047?_=1525267767678&Ntt=cytokine%20pat&tahead=true
https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/th1-th2-th17-cytokine-antibody-array-kit-chemiluminescent-readout/13047?_=1525267767678&Ntt=cytokine%20pat&tahead=true
https://www.cellsignal.com/products/elisa-kits/th1-th2-th17-cytokine-antibody-array-kit-chemiluminescent-readout/13047?_=1525267767678&Ntt=cytokine%20pat&tahead=true
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dodecylsulfátu sodného ĚSDSě k oddČlení proteinĤ podle jejich velikosti, 

tzv. SDS-PAGE. Tento systém poprvé popsal Laemmli v roce 1970 (Laemmli, 1970).  

SDS-PůGE je velmi užitečná metoda pro rozdČlení proteinĤ podle jejich velikosti 

(Obr. 12). SDS je detergent, který denaturuje sekundární a nesulfidické terciární 

struktury a váže se na nČ s negativním nábojem na povrchu, který koreluje s jejich 

délkou, což nám umožní odhadnout jejich molekulovou hmotnost (Brunelle a Green, 

2014). Denaturace pomocí SDS je znázornČna na Obr. 12. Pro pĜerušení disulfidických 

vazeb se používá redukční činidlo, napĜ. -mercaptoethanol. Pronikání gelem mĤže být 

ovlivnČno stavem proteinu, napĜ. fosforylací. Laemmliho systém SDS-PAGE je 

diskontinuální gel s horním gelem a nižším rozlišovacím gelem, které mají rĤzné 

hodnoty pH a koncentrace polyakrylamidu. Horní Ěstackingě gel má nižší procentuální 

podíl polyakrylamidu, která umožňuje rychlý pohyb proteinĤ do tČsného bandu, než 

vstoupí do gelu s vyšším procentuálním zastoupení polyakrylamidu, kde probíhá 

separace. Koncentrace polyakrylamidu mĤže být optimalizována podle velikosti 

proteinĤ ve vzorku (Brunelle a Green, 2014).  

. 

Obr. 12: Gelová elektroforéza a princip SDS-PAGE  
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Tab. 12: PĜíprava vzorkĤ pro elektroforézu 

vzorky 
koncentrace 

pĜepočet 
na  3x cc pufr/ 

μl celkem/μl 
vzorek  3x cc pufr  

mg/ml 40 μg /μl na 4 gely /μl na 4 gely /μl 
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 zpolymerování gelĤ jsme opatrnČ vysunuli hĜebínek, vzniklé jamky jsme 

opláchli dH2O a opatrnČ osušili filtračním papírem. Skla s gely jsme umístili do sady 

Mini-PROTEůN. Skla se zajistila pomocí páček smČrem k elektrodám a tím se také 

vytvoĜil prostor pro horní pufr (Bio-RůD, USůě. Horní pufr jsme nejdĜív nalili mezi 

skla, abychom zjistili, jestli neprotéká. Poté jsme skla umístili do tanku a ledový horní 

pufr jsme nalili do výšky 0,5 cm pod okraj. Ledový dolní pufr ĚBio-RAD, USA) jsme 

nalili do tanku asi do jedné tĜetiny skel. 

Do jamek jsme napipetovali naĜedČné vzorky a dolili jsme dolní pufr tak, aby 

byly hladiny horního a dolního pufru ve stejné úrovni. Tank jsme uzavĜeli víkem 

s elektrodami, které jsou zapojeny do zdroje. 

Museli jsme dodržet zvolené podmínky pro elektroforézu. Konstantní napČtí β00 

V, proud 0,1β ů pro β gely, proud 0,β4 ů pro 4 gely. ZápornČ nabité proteiny migrují 

shora dolĤ smČrem ke kladnČ nabité elektrodČ. Po ukončení elektroforézy, zhruba po 50 

minutách, jsme odĜízli zaostĜovací gel a gely v levém dolním rohu, abychom je mČli 
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správnČ zorientované pro další postupy. Poté jsme je umístili do 100 ml transfer pufru, 

ve kterém jsme je nechali promývat cca 10 minut.  

3.5 Metoda Western blot 

Western blot pĜedstavuje analytickou metodu, která slouží k detekci specifického 

proteinu ve smČsi více proteinĤ. Využívá gelovou elektroforézu k oddČlení proteinĤ 

podle jejich molekulové hmotnosti. NáslednČ jsou proteiny pĜeneseny z gelu na povrch 

membrány a detekovány specifickými protilátkami. 

Vlastní pĜenesení na membránu Ěblotováníě se provádí také proto, že práce s gelem 

není pĜíliš praktická a pĜíjemná. PĜístroj pro blotování se skládá ze dvou hlavních částí, 

a to spodního dílu – anoda a vrchního dílu (víko) – katoda. Na anodu se nanáší v poĜadí 

vlhký filtrační papír, membrána, gel a vlhký filtrační papír. Toto je znázornČno 

na Obr. 13. Vlhkost je nutná pro kontinuitu elektrického pole. ZápornČ nabité proteiny 

migrují smČrem ke kladnČ nabité anodČ, tzn. smČrem dolĤ.  

 

 

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 pĜenášeli na polyvinylidendifluoridovou membránu ĚPVDF 

membrána) (BIORAD, USA) o velikosti 8,3 x 5,4 cm pomocí Trans-Blot SemiDry 

Electrophoresis Transfer Cell (Bio-RůD, USůě. Membránu jsme kvĤli orientaci popsali 

v horním levém rohu obyčejnou tužkou. Membrány jsme nejprve aktivovali v metanolu 

po dobu jedné minuty. Poté jsme je ponoĜili v pĜíslušné nádobČ do transferového pufru, 

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/93/Western_blot_transfer.png%20ze dne%2012.%203.%202018
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/93/Western_blot_transfer.png%20ze dne%2012.%203.%202018
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který jsme bČhem β0 minut γx vymČnili. Filtrační papíry jsme namočili 

do transferového pufru Ěna jednu membránu je potĜeba 1x Extra Thick Blot Paper mini 

blot size ĚBioRad, USůě a 5x filtrační papír Whatman 3 mm Chr Blotting paper 8,5 x 

7 scm). 

Do blotovacího pĜístroje jsme nejprve na anodu položili extra silný filtrační papír, 

na nČj jsme následnČ položili membránu tak, aby značka byla v levém horním rohu, 

odstranili jsme bubliny pomocí zkumavky, na membránu jsme položili gel označeným 

rohem gelu na roh membrány označený tužkou a na nČj 5 kusĤ obyčejného filtračního 

papíru a opČt jsme odstranili bubliny. Potom jsme pĜiklopili katodu a víko.  

Mezi podmínky polosuchého pĜenosu proteinĤ na membránu patĜí konstantní 

napČtí, avšak hodnota proudu se liší podle počtu blotovaných gelĤ, což je znázornČno 

v Tab. 13.  

 

Tab. 13: Podmínky pro Western blot 

Počet gelĤ NapČtí Proud Čas 

1 25 V 170 mA 20 min 

2 25 V 170 mA  30 min 

3 25 V 200 mA 60 min 

4 25 V 200 mA 75 min 

5 25 V 200 mA + 350 mA 75 min + 20 min 

6 25 V 200 mA + 350 mA 75 min + 20 min 
 

 

Po uplynutí potĜebné doby pro pĜenos proteinĤ z gelu na membránu jsme 

membrány a gely opatrnČ vyndali z blotovací soupravy a opláchli je dH2O. Membrány 

jsou pĜipravené k okamžité imunodetekci nebo se dají uchovat umístČním pĜi teplotČ 

2-8 °C mezi filtračními papíry. Pro kontrolu a zviditelnČní je možné gely obarvit 

pomocí modĜícího roztoku.  
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3.6 Imunodetekce  

Proteiny na membránČ se detekují primárními protilátkami. Tyto protilátky se 

zviditelní pomocí značených sekundárních protilátek ĚnapĜ. konjugovanými s kĜenovou 

HRP peroxidázouě. To je znázornČno na Obr. 14. KĜenová peroxidáza reaguje 

s chemiluminiscenční látkou, která vykazuje luminiscenci a ta pak mĤže být detekována 

pomocí RTG filmĤ. Existuje chemiluminiscenční a fluorescenční zpĤsob detekce. 

V rámci této diplomové práce jsme používali chemiluminiscenční zpĤsob detekce.  PĜed 

vlastní imunodetekcí musí dojít k zablokování nespecifických protilátek. K tomu se 

využívá nejčastČji netučné sušené mléko nebo BSů. Mléko není vhodné pro 

fosforylované proteiny. Tyto proteiny obsadí všechna místa na membránČ, které by 

mohly vázat primární protilátku nespecifickou vazbou. Pro utlumení nespecifického 

pozadí se používají detergenty.  

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

1024x500.jpg  ze dne 12. 3. 2018 

 

Membrány s pĜenesenými proteiny jsme aktivovali v metanolu po dobu jedné 

minuty. Poté jsme je promývali v 10 minut v TBS, 1 hodinu v 5% roztoku sušeného 

mléka (Bio-RůD, USůě v 0,1% TBS ĚpĜípadnČ v 0,05% TBSě. NáslednČ jsme 

membrány γx promyli v 0,1% TBS a pĜes noc pĜi teplotČ 4 °C jsme nechali membrány 

Obr. 14: Princip chemiluminiscence 

http://labguide.cz/wp-content/uploads/2014/10/western-final-1024x500.jpg
http://labguide.cz/wp-content/uploads/2014/10/western-final-1024x500.jpg
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inkubovat s primární protilátkou Ěůbě v roztoku 5% sušeného mléka nebo BSů v 0,1% 

TBS. Použité primární ůb jsme shrnuli do Tab 14. 

 Všechny protilátky byly zakoupeny od firmy Cell Signaling Technology, USA 

a bylo použilo ĜedČní 1:500 ůb v BSA. 

Druhý den jsme membrány pĜi pokojové teplotČ promývali 6 x zĜedČným 0,1% 

TBS, poté hodinu inkubovali se sekundární protilátkou (anti-myší nebo anti-králičí Ab 

konjugovaná s HRP, Dako Cytochromation, Untermüli, Švýcarskoě v 5% mléku, nebo 

BSA s 0,1% TBS v ĜedČní 1:1000 ĚTab. 14ě. Po ukončení inkubace jsme znovu 

membrány 6x promyli v 0,1% TBST a nakonec jsme je na 5 minut nechali 

v koncentrovaném TBS. BČhem posledních γ0 minut pĜed posledním promýváním jsme 

si pĜipravili chemiluminiscenční roztok s peroxidem vodíku ĚSigma ůldrich, USůě, pro 

následné chemiluminiscenční vyhodnocení. PĜipravili jsme si parafilm tak, aby vytvoĜil 

kapsičku, která by zabránila pĜípadnému vytečení vyvolávacího roztoku. Vyvolávací 

roztok jsme nanesli na parafilm a membránu do nČj ponoĜili tak, aby se pĜenesené 

proteiny bezprostĜednČ dotýkaly vyvolávacího roztoku. Poté jsme nechali tento roztok 

pĤsobit jednu minutu, po uplynutí této doby jsme membrány pĜenesli do kazety pro 

vyvolání filmĤ. Kazetu jsme nechali exponovat dle potĜeby a chemiluminiscenční reakci 

jsme detekovali na pĜístroji Curix 60 ICP 1000 typ ř46β ĚůGFů, Belgieě. Použili jsme 

vývojku G15γ, ustalovač G γ54 – AGFA a RTG filmy CP malé (KODAK, USA).  

V rámci experimentální práce jsme také detekovali vzorky pomocí fluorescenční 

metody, nicménČ jsme nemČli k dispozici dostatečné technické zázemí.  
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Tab. 14: PĜehled použitých primárních protilátek pro imunodetekci 

Primární protilátka 
Molekulová 
hmotnost / 

kDa 

Sekundární 
protilátka 

Inkubace  WB 
membrán 

Stat γ Ě1β4H6ě myší můb 79, 86 Anti-myší 5% NSM, TBST 
0,1% 

Fosfo Stat γ ĚDγů7ě králičí 
mAb 

79, 86 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Kaspáza-9 (lidská specifická) 47 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

ŠtČpená kaspáza γ Ě5ů1Eě 
králičí můb 

17, 19 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

Kaspáza-γ ĚŘG10ě králičí můb 35 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

p5γ Ě7F5ě králičí můb 53 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

fosfo-p5γ Ě16GŘě myší můb 53 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

Bad ĚDβ4ůřě králičí můb 23 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

P44/42 MAPK (Erk1/2)                        
Ě1γ7F5ě králičí můb 

42, 44 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Fosfo-P44/42 MAPK (Erk1/2) 
králičí můb 

42, 44 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Kaspáza-Ř Ě1C1βě myší můb 57 Anti-myší 5% BSA, TBST 
0,1% 

ŠtČpená kaspáza-8 (D5B2) 
králičí můb 

18, 43 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Fosfo-Bad Ě40ůřě králičí můb 23 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Fosfo-ůTM Ě10H11.E1βě myší 
Ab 

350 Anti-myší 5% NSM, TBST 
0,1% 

Fosfo-ůMPKα Ě40Hřě králičí 
mAb 

62 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

 ůMPKα ĚD6γG4ě králičí můb 62 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

NF-κB ĚLŘF6ě myší můb 65 Anti-myší 5% BSA, TBST 
0,1% 

Fosfo-pγŘ ĚDγFřě králičí můb 43 Anti-králičí  5% BSA, TBST 
0,1% 

pγŘ ĚD1γE1ě králičí můb 40 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Pozn.: NSM= netučné sušené mléko 
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3.7 Princip metody sendvičové enzymatické imunoanalýzy 

Sendvičová enzymatická imunoanalýza ĚELISA) funguje na principu vazby 

antigen-protilátka. Na nosiči je uchycena primární Ab, na kterou se váže antigen 

Ěvzorekě. Na antigen se následnČ naváže sekundární protilátka označená kĜenovou 

peroxidázou (Obr. 15). 

 

Obr. 15: Princip sendvičového ELISů testu 

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

 

Nejprve jsme opláchli 96 jamkovou destičku v dH2O. PĜidali jsme cca β00 μl dH2O 

do každé jamky, dH2O jsme vylili a jamky vysušili papírovými ubrousky, abychom 

mČli jistotu, že jsou jamky suché. Primární Ab jsme zĜedili v PBS (GE Healthcare Life 

Sciences, Rakousko) v pomČru 1:100. Pro jednu ř6 jamkovou destičku jsme smíchali 

100 μl primární Ab s ř,ř ml PBS. Do každé jamky jsme pĜidali 100 μl tohoto roztoku. 

Destičku jsme pĜikryli a inkubovali pĜes noc pĜi teplotČ 4 °C. Následující den jsme vylili 

obsah jamek a promývali jsme 4x β00 μl promývacího pufru do každé jamky. 

Po každém promytí jsme promývací pufr odsáli čistým ubrouskem, ale nikdy jsme 

jamky nevysušili kompletnČ. Spodní stranu jamek jsme otĜeli nežmolkujícím 

ubrouskem. PĜidali jsme 150 μl blokovacího pufru do každé jamky a destičku jsme 

nechali inkubovat pĜi teplotČ γ7 °C po dobu β hodin. NáslednČ jsme jamky znovu 

promývali promývacím pufrem stejným zpĤsobem jako pĜi prvním promývání. Do takto 

http://www.cellsignal.com/
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pĜipravené destičky jsme napipetovali 100 μl vzorkĤ ĚTab. 6ě do každé jamky a nechali 

jsme destičku inkubovat pĜi γ7 °C po β hodiny. Po inkubaci jsme opČt provedli 

promývání promývacím pufrem. Detekční protilátku jsme zĜedili v blokovacím pufru 

v pomČru 1:100. Pro jednu 96 jamkovou destičku jsme smíchali 100 μl sekundární 

detekční ůb a ř,ř ml blokovacího pufru. Tento roztok jsme pĜidávali po 100 μl do 

každé jamky. Destičku jsme pĜikryli a nechali inkubovat pĜi γ7 °C 1 hodinu. Destičku 

jsme následnČ opČt 4x promyli promývacím pufrem. Sekundární Ab jsme Ĝedili 

v blokovacím pufru v pomČru 1:1000. Do každé jamky jsme napipetovali 100 μl tohoto 

roztoku. Destičku jsme poté pĜikryli krycí fólií a inkubovali pĜi teplotČ γ7 °C po dobu 

γ0 minut. NáslednČ jsme destičku opČt 4x promývali promývacím pufrem. Do každé 

jamky jsme pĜidali 100 μl TMB substrátu ĚCellSignaling Technology, USůě a destičku 

jsme pĜikryli a inkubovali 10 minut pĜi teplotČ γ7 °C. Nakonec jsme do každé jamky 

pĜidali 100 μl STOP roztoku ĚCellSignaling Technology, USůě. Destičku jsme 

detekovali na Thermo Spectronic - Helios Ȗ, USA pĜi vlnové délce 425nm nebo 450 nm 

dle konkrétní protilátky. Touto metodou jsme mČĜili následující molekuly ĚTab. 15ě. 

 

 

Tab. 15: MČĜené molekuly s pĜíslušnými protilátkami 

Název Capture Ab Detekční ůb Sekundární Ab Absorbance 

Total Chk1 Chk1 myší Chk1 králičí anti-králičí IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Total Chk2 Chk2 Chkβ myší anti-myší IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Total Akt1 ůkt králičí ůkt1 myší  
anti-myší 
IgG,HRP 
značená 

425 nm 

Phospho-Akt1 Fosfo-Akt1 ůkt1 myší  anti-myší IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Total Akt2 ůkt králičí ůktβ myší anti-myší IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Phospho-Akt2 
fosfo-Akt 

králičí ůktβ myší anti-myší IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Total GSK-γȕ GSK-γȕ myší GSK-γȕ králičí anti-králičí IgG, 
HRP značená 

450 nm 

Phospho-GSK-
γȕ 

GSK-γȕ myší Fosfo- GSK-γȕ 
králičí 

anti-králičí IgG, 
HRP značená 

450 nm 
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3.8 xCELLigence RTCA analýza  

Princip metody xCELLigence RTCA je založen na neinvazním sledování 

dynamických procesĤ v bunČčné populaci ĚbunČčná adheze, proliferace, bunČčná smrt 

a dalšíě. PĜi využití této metody není potĜeba barvení a značení bunČk. Jde 

o monitorování bunČk, které rostou na destičkách o rĤzném počtu jamek a jsou podobné 

mikrotitračním destičkám. Touto metodou lze sledovat pouze adherentní buňky. Na dnČ 

jamek jsou umístČné zlaté elektrody ĚObr. 1Řě. Využívá se zde nízkého napČtí ĚménČ 

než β0 mVě stĜídavého proudu a tím vzniká elektrické pole mezi zlatými elektrodami 

a ty reagují s iontovým prostĜedím média v jamce. Elektrické pole se mČní podle počtu 

adherentních bunČk na dnČ jamky a dle síly jejich adheze. Interakce mezi elektrodami 

a buňkami na dnČ jamky je zaznamenána jako elektrická impedance. Čím vyšší je počet 

adherentních bunČk, tím vyšší je namČĜená impedance. Míra impedance je dále 

vyjádĜena pomocí bezrozmČrných jednotek, tzv. bunČčného indexu ĚVondráčková 

a kol., 2010 a Ziebolz a Burkhard, 2010).  

Buňky se dají sledovat nČkolik dní, destička je po celou dobu pokusu umístČna 

v CO2 inkubátoru, což jim zajišťuje optimální kultivační prostĜedí. BČhem pokusu je 

možné k buňkám za stálého monitorování pĜidávat rĤzné reagencie a sledovat bunČčnou 

odpovČď ĚObr. 16, 17)  

 

 

Obr. 16: xCELLigence RTCA 

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

https://www.aceabio.com/products/rtca-dp/
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Obr. 17: Impedanční zlaté elektrody na E-destičkách 

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

VysvČtlivky k obrázkĤm: A – Zjednodušené schéma interdigitovaných elektrod 

použitých v každé jamce E-destičky. B – Fotografie jedné jamky v 96 jamkové 

E-destičce. C – ZvČtšený obraz jasných polí stínovaných elektrod a lidských bunČk. 

D-zlaté elektrody a krystalovou violetí obarvené lidské buňky, jak jsou vidČt 

v mikroskopu. 

V rámci vlastního principu práce s xCelligence RTCA, jsme celé mČĜení zahájili 

pĜípravou bunČčné kultury. Pro mČĜení byly opČt zvoleny lidské fibroblasty linie 

MRC-5. V krátkosti, nejprve jsme si pĜipravili kultivační médium pro fibroblasty. Poté 

jsme fibroblasty rozmrazili a do kultivační lahve β5 cm2 jsme napipetovali 10 ml 

pĜedehĜátého kultivačního média ke kterému jsme pĜidali bunČčnou suspenzi fibroblastĤ 

o koncentraci 1 x 106 bunČk/10 ml. Takto pĜipravenou suspenzi jsme nechali inkubovat 

pĜi γ7 °C, 5% CO2 do vytvoĜení monovrstvy, jejichž existenci jsme ovČĜili inverzním 

svČtelným mikroskopem. 

Po nárĤstu kultivační lahve β5 cm2 do monovrstvy jsme si pĜipravili další materiál 

pro Xcelligence RTCA analýzu. Pracovali jsme s ř6 jamkovou destičkou se zlatými 

elektrodami, specificky vytvoĜenou pro tuto metodu. Do této destičky jsme napipetovali 

pĜedehĜáté kultivační médium na γ7 °C o objemu 150 μl na jamku. Destičku jsme 

nejprve nechali inkubovat pĜi γ7 °C bez pĜítomnosti bunČk. Na pĜístroji xCelligence 

RTCů jsme nejprve zmČĜili pozadí pro vlastní mČĜení vzorkĤ pomocí destičky, která 

obsahovala pouze kultivační médium. Po promČĜení pozadí jsme veškeré kultivační 

médium odsáli a do každé jamky pĜidali 7 000 bunČk v celkovém objemu 150 μl 

pĜedehĜátého kultivačního média. Destičku jsme vložili do pĜístroje a monitorovali 

chování bunČk až do vytvoĜení monovrstvy. Po vytvoĜení monovrstvy jsme buňky 

ozaĜovali uzavĜeným záĜičem 60Co ze vzdálenosti 50 cm od destičky (73 cm nastavení 

pĜístrojeě o následujících dávkách uvedených v Tab. 16.   

https://www.aceabio.com/products/rtca-dp/
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Tab. 16: OzaĜování ř6 jamkové destičky 

  0,5 Gy 10 Gy Kontrola 

Vzdálenost 
[cm] 

50 cm (73cm) 50 cm (73cm) - 

Čas [min a s] 19 s 6 min a 23 s - 

 

 

Po ozáĜení jsme velice opatrnČ odsáli kultivační médium tak, abychom 

nenarušili monovrstvu bunČk. Pro vlastní in vitro infekci fibroblastĤ jsme použili vir 

HHV-5 VR1590. Výsledná koncentrace viru na jednotlivou jamku destičky byla 

navržena dle Obr. 18 v celkovém objemu β0 μl, u kontrolních bunČk jsme pĜidali β0 μl 

pĜedehĜátého kultivačního média a nechali jsme 20 min pasivnČ difundovat. 

 

 

 

 

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 

10 10 kontrola 0 

infikaĐe ďuněk  ;ředěníͿ 

záření  
(Gy) 

0,5 0,5 0,5 10 

Obr. 18: Schéma pro ozáĜení ř6 jamkové destičky 



67 

 

NáslednČ jsme pĜidali pĜedehĜáté kultivační médium do celkového objemu 

150 μl/jamka a pĜipojili jsme destičku k pĜístroji. MČĜení impedance bylo provádČno 

automaticky každých 15sec. po námi zvolenou dobu. Výsledky jsme zpracovali pomocí 

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

4.1 Infekce bunČčné linie fibroblastĤ  
 

V rámci diplomové práce jsme pro studium vztahu infekce CMV 

k imunosuprimovanému hostiteli využili lidské fibroblasty bunČčné linie MRC-5. 

Fibroblasty byly kultivovány v kultivačním médiu s pĜídavkem FBS a L- glutaminu. Pro 

účely práce jsme pracovali s fibroblasty, které jsme pasážovali. Pro vlastní experimenty 

jsme použili fibroblasty s konfluencí min. 90 %, což jsme si ovČĜili pomocí svČtelného 

mikroskopu (viz Obr. 19, část 1ě.  

 

 

Obr. 19: Infekce fibroblastĤ MRC-5 v čase, zvČtšení 500x. 

 

Fibroblasty jsme tedy kultivovali v CO2 inkubátoru pĜi teplotČ γ7 °C 

do vytvoĜení monovrstvy (konfluence nad 90 %). NáslednČ jsme takto narostlé 

fibroblasty infikovali lidským cytomegalovirem ATCC® VR1590™. Na Obr. 19 lze 

pozorovat infekci bunČk v čase. Na snímku č. 1 je vidČt neporušená monovrstva 

plicních fibroblastĤ v čase 0. Na snímcích 2 – 5 pozorujeme prĤbČh infekce v čase 

ĚtvoĜící se lytickou fázi fibroblastĤ jsme pozorovali v prĤbČhu γ – 5 dní v závislosti na 

množství pĜidaného viruě. Na snímku č. 5 je již zcela vytvoĜený plak. Snímek č. 6 je 

obarven krystalovou violetí.   
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Po pĜídavku suspenze obsahující virové částice k bunČčné linii fibroblastĤ jsme 

byli schopni vidČt, za nČkolik hodin, v bunČčné vrstvČ kulaté otvory o prĤmČru jen 

nČkolika málo milimetrĤ, které označujeme podle jejich objevitele d'Herellea jako 

plaky, které studovat pĜi infekci bakterií bakteriofágy ĚD'Herelle, 1917). Plak je místo, 

které vznikne tam, kde jsou buňky usmrceny virovou infekcí. Infekce vzniká od jedné 

virové částice. Po rozpadu dané buňky nové virové částice napadnou další okolní buňky 

fibroblastĤ. Po nČkolika hodinách fibroblasty vyčerpají živné médium a jejich rĤst se 

zpomalí a ustane tak i produkce nových virových částic. Díky procesu bunČčného 

množení lze tedy pouhým okem vidČt, kde se na začátku pokusu usadila virová částice 

(viz Obr. 20ě. Tato jednoduchá biologická metoda je nesmírnČ citlivá a velice účinná 

pro zjišťování virĤ. Chemicky nelze tak malé množství hmoty, jako je virová částice, 

vĤbec prokázat. Elektronový mikroskop je schopen zobrazit jednu virovou částici, ale 

pĜi zpracování výchozího materiálu musíme vyjít z nČkolika miliónĤ virových částic. 

Plakovou metodou lze pak najít pĜíslušný virus, pokud vytvoĜí své potomstvo v živném 

médiu prostĜednictvím hostitelských bunČk. NicménČ dĤsledkem virové infekce však 

nemusí být v každém pĜípadČ usmrcení a rozpad hostitelské buňky. MĤže dojít k tomu, 

že se vir po vniknutí do hostitelské buňky nijak neprojevuje a hostitelská buňka žije 

zdánlivČ zdravČ dále. Dochází tak k tvorbČ latentní infekce. DceĜiné buňky vzniklé 

z takto napadené hostitelské buňky se pak rozpadnou a uvolní stovky virových částic.  

Plaková metoda se tedy používá v mikrobiologii ke stanovení počtu virových 

(fágovýchě částic, které jsou schopny tvoĜit plaky. Jeden plak je odvozen 

od jedné infekční částice. Lze tedy dále stanovit jednotky tvoĜící plak označené jako 

plaque-forming units (pfu). Plaková assay na Obr. 20 je viditelná tedy pouhým okem. 

Na tomto obrázku je vidČt plaková assay plicních fibroblastĤ MRC-5, která byla 

kultivována 14 dní po infekci virem HCMV ATCC-VR 15ř0. Vir zpĤsobil lýzu bunČk, 

která je viditelná ve formČ plaku, a množství viru lze tedy vyjádĜit v jednotkách pfu. 

Provedli jsme nČkolik experimentĤ infekce, Obr. β0 je reprezentativním obrázkem 

tvorbu plakĤ u vybraného experimentu s odečtenou hodnotou 1,8 x 106 pfu. 

  

https://cs.wikipedia.org/wiki/Mikrobiologie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bakteriof%C3%A1g
https://cs.wikipedia.org/wiki/Infek%C4%8Dn%C3%AD_onemocn%C4%9Bn%C3%AD
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Obr. 20: Plaková assay na bunČčné linii MRC-5 po infekci HCMV ATCC-VR 1590 

 

 

4.2 Stanovení celkové bílkoviny  

 

Pro potĜeby v rámci dalších experimentĤ jsme bunČčnou linii po ovlivnČní lyzovali 

lyzačním roztokem. Ke studiu vybraných signálních molekul v rámci imunoblotu 

či Pathscan metodiky jsme zjistili množství celkové bílkoviny v jednotlivých vzorcích. 

Celkovou bílkovinu v námi pĜipravených vzorcích jsme stanovovali bicinchoninovou 

metodou. Používali jsme bicinchoninovou kyselinu a pentahydrát sulfátu mČďnatého. 

Jako standard byl použit bovinní sérový albumin. Provedli jsme mČĜení absorbance 

v jednotlivých vzorcích, z pĜedem pĜipravených standardních roztokĤ jsme stanovili 

kalibrační kĜivku ĚObr. 21), s regresním koeficientem 0,9842. 
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Obr. 21: Reprezentativní kalibrační kĜivka závislosti absorbance na koncentraci 

bílkovin v pĜipravených vzorcích 

 

 

4.3 xCELLigence RTCA analýza 

 

Pro studium dynamických bunČčných procesĤ jsme zvolili systém xCelligence 

RTCů. Tímto zvoleným pĜístupem lze sledovat bunČčné procesy v reálném čase a tím 

získat podstatnČ kvalitnČjší a užitečnČjší výsledky ve srovnání s klasickou end-point 

analýzou. BunČčné událostí lze touto metodikou monitorovat od samotného počátku 

experimentu a navíc se jedná o metodu neinvazivní, bez potĜebného značení či barvení 

bunČk. Metodu xCellligence RTCů jsme tedy zvolili pro nástin kontroly rĤstu 

hostitelských bunČk a informace o bunČčném rĤstu v prĤbČhu ovlivnČní 

ĚozáĜení/infekceě.  

Na grafech závislosti bunČčného indexu na čase ĚObr. 22 a 23) jsme pozorovali 

postupný úhyn hostitelských bunČk, které byly ozáĜeny zvolenými dávkami. Na Obr. 23 

mĤžeme pozorovat postupný úhyn hostitelských bunČk pĜi jejich ovlivnČní. V rámci 

diplomové práce jsme, pro tyto účely, zvolili dávku 0,5 Gy. Jak je z obrázku patrné, 

životnost hostitelských bunČk byla do jisté míry ovlivnČna množství virových částic, 

které byly použity pro infekci monovrstvy hostitelských bunČk v ř6 jamkové destičce. 
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Je patrné, že s klesající koncentrací virových částic v roztoku dochází k prodloužení 

doby do úhynu hostitelských bunČk. Také lze vyhodnotit, že kombinace dávky záĜení 

0,5 Gy a roztok obsahující 16x a γβx naĜedČnou virovou suspenzi ĚpĜi 1,8 x 106 pfu/ml) 

vykazoval stejný prĤbČh bunČčného rĤstu jako kontrolní hostitelské buňky, které nebyly 

ovlivnČny. TémČĜ totožného výsledku lze také pozorovat pĜi použití dávky ionizujícího 

záĜení 10 Gy ĚObr. βγ).  

 

 

 

Obr. 22: Graf závislosti normalizovaného bunČčného indexu na čase.  

Hostitelské buňky byly ozáĜené dávkou 0,5 Gy ionizujícího záĜení 60Co. 
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Obr. 23: Graf závislosti normalizovaného bunČčného indexu na čase.  

Hostitelské buňky byly ozáĜené dávkou 10 Gy ionizujícího záĜení 60Co. 

 

4.4 Detekce signálních molekul - PathScan Intracellular kit 

Intracelulární PathScan kit detekuje specifické množství vybraných bunČčných 

bílkovin a signalizačních uzlĤ pouze pokud jsou v daném okamžiku fosforylovány. Pro 

vlastní provedení jsme používali optimální množství koncentrace bílkovin ve vzorku, 

která se mČla pohybovat mezi 0,β a 1 mg/ml. 

S použitím PathScan intracelulárního kitu byly mČĜeny tyto signální molekuly: 

ERK1/β, Stat1, Statγ, ůkt, ůMPKα, ribozomální protein S6, mTOR, HSPβ7, Bad, p70 

S6 kináza, PRAS40, p53, p38, SAPK/JNK, PARP a kaspáza 3. Výsledný PathScan 

na Obr. 24. DetailnČjší informace o rozmístČní signálních molekul jsou uvedeny 

v Tab. 18 a také v rámci experimentální části diplomové práce.  
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Obr. 24: Reprezentativní smínek PathScan Intracelular získaný chemiluminiscenční 

metodou na film KODAK.  

Pod jednotlivými čísly je zobrazeno poĜadí námi pĜipravených vzorkĤ. PodrobnČjší 

analýza výsledkĤ byla zpracována dále. 

 

 

Pro vyhodnocení výsledkĤ PathScan analýzy byla zvolena metoda pro získání 

dat v podobČ jednotek integrální optické denzity jako míry regulace tČchto molekul. Byl 

použit bČžný software na zpracování obrazu. Na základČ získaných výsledkĤ z PathScan 

analýzy jsme pro další analýzu a data integrální optické denzity vybrali tĜi signální 

molekuly, které vykazovali patrnou zmČnu v expresi v rámci ovlivnČní hostitelských 

bunČk. Byla vybrána signální molekula ERK ½, Stat1 a p5γ protein. Na základČ 

informací o hodnotách integrální optické denzity jsme zpracovali jednoduchý grafy 

vyjadĜující závislost integrální optické denzity na typu ovlivnČní hostitelských bunČk 

(infekce v čase/dávka ionizujícícho záĜení závislá na časeě. 
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Tab. 17: Identifikace a poĜadí vzorkĤ použitých k analýze PathScan 

vzorek záĜení infekce odbČr 

1 kontrola NE po ozáĜení 
2 0,5 Gy NE po ozáĜení 
3 2 Gy NE po ozáĜení 
4 10 Gy NE po ozáĜení 
5 20 Gy NE po ozáĜení 
6 50 Gy NE po ozáĜení 
7 80 Gy NE po ozáĜení 
8 100 Gy NE po ozáĜení 
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 infekci 

 

 

Fosforylovaná forma molekuly ERK1/2 (Thr202/Tyr204) byla významnČ 

up-regulována v závislosti na zvyšující se dávce záĜení, jak je patrné z Obr. 25.  

 

 

Obr. 25: Graf závislosti signálu integrální optické denzity na dávce záĜení u signální 

molekuly ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) 

 

* 

* 
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V pĜípadČ infekce fibroblastĤ lidským cytomegalovirem vykazovala signální 

molekula ERK1/2 (Thr202/Tyr204) významný nárĤst exprese v časné fázi po infekci 

hostitelských bunČk ĚObr. β6). 

 

 

 

 

Obr. 26: Graf závislosti signálu integrální optické denzity na čase po infekci u signální 

molekuly ERK1/2 (Thr202/Tyr204). 

 

 
Další sledovanou signální molekulou byl Stat1 (Tyr701). Dle získaných 

výsledkĤ signálu integrální optické denzity byla pozorováno významné zvýšení exprese 

této signální molekuly pĜedevším v závislosti na dávce ionizujícícho záĜení, které bylo 

použito k získaní modelu imunosuprimovaných bunČk. Z Obr. 27 je patrné, že exprese 

Stat1 ĚTyr701ě vzrĤstala v závislosti jednak na množství ionizujícícho záĜení, ale také 

na čase, ve kterém byly hostitelské buňky lyzovány po ozáĜení. Lze pozorovat, že signál 

integrální optické denzity pĜi dávce 10 Gy a intervalu 15 min po lýze bunČk, byl jen 

mírnČ zvýšen, v porovnání se signálem integrální optické denzity pĜi dávce β Gy 

a intervalu 60 min po lýze bunČk. Z tohoto výsledku lze usuzovat, že hostitelské buňky 

reagovaly na použitou dávku záĜení β Gy zvýšenou expresi fosforylované formy Stat1. 

Proces reparace poškození v hostitelských buňkách byl víceménČ započat až po 60 min 

od ozáĜení dávkou β Gy. Z výsledkĤ dále vyplývá, že hostitelské buňky reagovaly témČĜ 

stejnČ, pokud pro ozáĜení bylapoužita dávka 10 Gy, avšak s ohledem na následný odbČr 

bunČk pro lýzu bunČk. V tomto pĜípadČ došlo k nárustu fosforylované formy Stat1 

ĚTyr701ě již 15 min po ozáĜení. K dalšímu nárĤstu exprese fosforylované formy Stat1 

* 
* 
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došlo pĜi použití ozáĜení o dávce 10 Gy, avšak odbČr bunČk probČhl až za 60 min 

od ozáĜení. Z tohoto výsledku lze usuzovat, že v hostitelských buňkách dále probíhal 

reparační mechanismus jako reakce po ozaĜení. PĜekvapivČ v použitím dávky 

ionizujícího záĜení Ř0 Gy, již exprese fosforylované formy Stat1 ĚTyr701) nevykazovala 

významné zvýšení ve srovnání se signálem s použitím β Gy/60 min.  

 

 

 

Obr. 27: Graf závislosti signálu integrální optické denzity na čase po infekci u signální 

molekuly Stat1 (Tyr 701). 

 

 
TĜetí vybranou signální molekulou, která byla vybrána na základČ výsledkĤ 

z PathScan Intracellular analýzy byla fosforylovaná forma p53 proteinu. Tento protein 

jsme také vybrali na základČ toho, že reguluje expresi mnohých genĤ, které mohou 

kontrolovat rĤst bunČk, apoptózu, opravu DNA nebo stárnutí bunČčných 

populací. Protein p5γ vyhledává na DNů poškozená místa a pokud takové najde, spustí 

transkripci genu p21, který zastaví dČlení buňky, dokud není poškozené 

místo reparováno. Pokud to nelze, buňka spustí apoptózu. Exprese signální molekuly 

p53 (Ser 15) byla up-regulována v závislosti na dávce záĜení a odbČru hostitelských 

bunČk k vlastní lýze (Obr. 28). Lze pozorovat význámný nárĤst exprese až pĜi použití 

ozáĜení o dávce 10 Gy, nicménČ již nelze pozorovat významný signifikatní rozdíl mezi 

časem odbČru po této dávce ozáĜení. Na rozdíl od signálu fosforylované molekuly Stat1 

vykazuje p53 protein významný pokles v expresi fosforylované formy pĜi použití záĜení 

o dávce Ř0 Gy. Vtomto pĜípadČ lze usuzovat, že dČlení hostitelských bunČk bylo 

zastaveno smČrem ke vznikající programované bunČčné smrti.  

https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%BD_r%C5%AFst&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/Apopt%C3%B3za
https://cs.wikipedia.org/wiki/Oprava_DNA
https://cs.wikipedia.org/wiki/P21
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3za
https://cs.wikipedia.org/wiki/Oprava_DNA
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Obr. 28: Graf závislosti signálu integrální optické denzity na čase po infekci u signální 

molekuly p53 (Ser15). 

 

 

4.5 Detekce signálních molekul - PathScan RTK kit 

 

Tyrozinkinázy pĜedstavují enzymy ze skupiny proteinkináz, které katalyzují 

pĜenos fosfátové skupiny Ěfosforylaceě z nukleosidtrifosfátĤ na aminokyselinu tyrozin 

v proteinech. PĜenos fosfátu na jeden či více aminokyselinových zbytkĤ zpĤsobí 

konformační zmČny ovlivňující funkci proteinu. Fosforylace je tedy nejčastČjší 

posttranslační modifikací proteinĤ a má dĤležitou funkci v regulaci mnoha bunČčných 

signálních drah.  

V rámci PathScan RTK kitu jsme testovali fosforylované formy mebránovČ 

vázaných receptorových tyrosinkináz a dalších signálních uzlĤ jako 

napĜ.: EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3, FGFR1, FGFR3, FGFR4, InsR, 

IGF-IR, TrkA/NTRK1, TrkB/NTRK2, Met/HGFR, Ron/MST1R, Ret, ALK, PDGFR, 

c-Kit/SCFR, FLT3/Fik2, M-CSFR/CSF-1R, EphA1,EphA3, EphB1, EphB3, EphB4, 

Tyro3/Dtk, Axi, Tie2/TEK, VEGFR2/KDR, Akt/PJB/Rac, p44/42 MAPK (ERK1/2), 

ribozomální protein S6, c-Abl, IRS-1, Zap-70, Srcc, Lck, Stat1, Stat3.  

K vybraným molekulám tohoto kitu, signální molekula ERK 1/2 (p44/42) byla 

up-regulována v závislosti na zvyšující se dávce záĜení. V pĜípadČ kombinace infekce 
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a záĜení byla viditelná mírná up-regulace pouze v časných fázích po infekci. Molekuly 

Stat1 a Statγ byly exprimovány až pĜi kombinaci záĜení a infekce, u samotného záĜení 

nebyla pozorována žádna aktivita. Podle hodnoty integrální optické denzity nelze 

s jistotou určit jaký je vztah mezi mírou záĜení a infekcí. U signálního uzlu ůkt/Pkb/Rac 

je výraznČ vyšší exprese v pĜípadČ kombinace záĜení a infekce a je zde viditelná 

up-regulace v závislosti na zvyšující se dávce záĜení, v modelu, kdy byly hostitelské 

fibroblasty nejdĜíve ozaĜovány a následnČ byla provedena infekce. Samotné záĜení 

vyvolává minimální odezvu. V pĜípadČ samotné infekce je exprese výraznČ vyšší než 

u samotného záĜení.  

PĜesné rozmístČní molekul na sklíčku je uvedeno na Obr. 29. DetailnČjší 

informace o rozmístČní signálních molekul jsou uvedeny v Tab. 19 a také v rámci 

experimentální části diplomové práce.  

 

 

 

Obr. 29: Reprezentativní smínek PathScan RTK analýzy získaný chemiluminiscenční 

metodou na film KODůK. Pod jednotlivými čísly je zobrazeno poĜadí námi 

pĜipravených vzorkĤ. 
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Výsledky z analýzy PathScan RTK jsme již dále nezpracovávali z časových 

dĤvodĤ. Na základČ základní analýzy pouhým okem jsme následnČ analyzovali vybrané 

signální molekuly s použitím imunodetekce vybranými monoklonálními protilátkami 

zamíĜenými proti vybraným signálním molekulám či signálním uzlĤm. 

 

 

Tab. 18: Identifikace a poĜadí vzorkĤ použitých k analýze PathScan 

vzorek záĜení infekce odbČr 

1 kontrola NE po ozáĜení 
2 0,5 Gy NE po ozáĜení 
3 2 Gy NE po ozáĜení 
4 10 Gy NE po ozáĜení 
5 20 Gy NE po ozáĜení 
6 50 Gy NE po ozáĜení 
7 80 Gy NE po ozáĜení 
8 100 Gy NE po ozáĜení 
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 infekci 

 

 

4.6 PathScan Th1/Th2/Th17 Cytokinová analýza 

 

VnitĜní prostĜedí organismu se udržuje v dynamické rovnováze Ěhomeostázeě, 

kterou zajišťují hormony. Ty pĤsobí systémovČ a propojují nervový a imunitní systém. 

Komunikaci jednotlivých bunČk a synchronizaci jejich aktivit však zprostĜedkují 

cytokiny. ů právČ mezi nesporné účinky ionizujícího záĜení patĜí zvýšená produkce 

cytokinĤ jako obranná reakce hostitele na dávku ionizujícího záĜení. V rámci diplomové 
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práce jsme pro analýzu vybraných cytokinových drah použili PathScan Th1/Thβ/Th17 

cytokinový kit. V základní sadČ jsme testovali následující intracelulární signální 

molekuly: IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A, TNF-α, 

GM-CSF a IFN-Ȗ. Výsledný PathScan reprezentativní smínek filmu po 

chemiluminiscenčním vyvolání je zobrazen na Obr. 29. PĜesné rozmístČní signálních 

molekul na sklíčku je obdobné jako u pĜedchozích PathScan kitĤ (viz napĜ. Tab. 1řě, 

v Obr. 30 není vyznačeno.  

 

 

Obr. 30: Reprezentativní smínek PathScan cytokinové analýzy získaný 

chemiluminiscenční metodou na film KODůK. 

 

Z výsledkĤ PathScan cytokinové analýzy je patrné, že za podmínek, které byly 

použity k ovlivnČní hostitelské buňky Ěionizující záĜení/infekceě, nedošlo 

k významnému zvýšení žádného z vybraných cytokinĤ. DĤvodem pro tento výsledek je 

nejspíše fakt, že došlo k velmi časnému odbČru/zpracování vzorkĤ po ovlivnČní a tedy 

bunČčná imunita, zodpovČdná za rozvoj cytokinové odpovČdi, nebyla v dobČ zpracování 

naplno rozvinutá a aktivní. Dalším zpracování výsledkĤ z PathScan cytokinové analýzy 

jsme se dále nezabývali.  
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(B) pozice 1 - 4 – ozáĜené fibroblasty pĜíslušnou dávkou ionizujícího záĜení 60 Co, 
pozice 5 – marker molekulových hmotností. 

(C) pozice 1 – marker molekulových hmotností, pozice 2 – fibroblasty infikované 
HCMV v dávce MOI 1, pozice 3 - 5 – infikované fibroblasty ĚMOI 1ě a ozáĜené 
pĜíslušnou dávkou ionizujícího záĜení 60 Co. 

(D) pozice 1 - 4 – infikované fibroblasty ĚMOI 1ě a ozáĜené pĜíslušnou dávkou 
ionizujícího záĜení 60 Co, pozice 5 – marker molekulových hmotností. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

  

 

 

Na základČ pĜipravených 1D SDS-PůGE gelĤ jsme provedli pĜenos proteinĤ na 

PVDF membránu polosuchým pĜenosem Western blot. Vlastí provedení metody 

Western blot je uvedeno v metodické části této diplomové práce. PĜenesené proteiny 

jsme následnČ podrobili imunodetekční analýze s použitím monoklonálních ůb 

namíĜeným proti vybraných fosforylovaným signálním molekulám. V následující 

Tab. β0 je pro lepší orientaci v textu uveden seznam použitých monoklálních ůb včetnČ 

jejich specifit. Výsledné imunobloty, tedy reakce primárních monoklonálních Ab 

s vybranými proteiny, po reakci se sekundární Ab jsme detekovali chemiluminiscenční 

metodou. Výsledné reprezentativní snímky detekce jednotlivých vybraných 

fosforylovaných proteinĤ pomocí monoklonálních Ab jsou zobrazeny na Obr. 33 - 45.  

Obr. 32: Použitý marker určující rozdČlení proteinĤ na gelu dle molekulové 

hmotnosti. 
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Tab. 19: Seznam použitých monoklonálních ůb včetnČ jejich specifit. 

Primární protilátka 
Molekulová 
hmotnost / 

kDa 

Sekundární 
protilátka 

Inkubace  WB 
membrán 

Stat γ Ě1β4H6ě myší můb 79, 86 Anti-myší 5% NSM, TBST 
0,1% 

Fosfo Stat 3 79, 86 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Kaspáza-9 (lidská specifická) 47 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

ŠtČpená kaspáza γ Ěůsp175ě 17, 19 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

Kaspáza-γ ĚŘG10ě králičí můb 35 Anti-králičí 5% NSM, TBST 
0,1% 

p5γ Ě7F5ě králičí ůb 53 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Bad ĚDβ4ůřě králičí můb 23 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

P44/42 MAPK (Erk1/2)                        
Ě1γ7F5ě králičí můb 

42 (p42 
MAPK),               
44 (p44 
MAPK) 

Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Fosfo-P44/42 MAPK (Erk1/2) 
(Thr202/Tyr204) 

42, 44 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

Kaspáza-8 (1C12) 57 Anti-myší 5% BSA, TBST 
0,1% 

ŠtČpená kaspáza Ř p4γ/p41 43 
  

ŠtČpená kaspáza Ř p1Ř 18 
  

Fosfo-ATM (Ser1981) 
Ě10H11.E1βě myší ůb 

350 Anti-myší 5% NSM, TBST 
0,1% 

Fosfo-ůMPKα ĚThr17βě 
Ě40Hřě králičí můb 

62 Anti-králičí 5% BSA, TBST 
0,1% 

NF-kappaB ĚLŘF6ě myší mAb 65 Anti-myší 5% BSA, TBST 
0,1% 
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4.7.1 p38 protein  

 

Protein p38 (Obr. 33) byl, v pĜípadČ ozáĜení hostitelských bunČk, exprimován 

v závislosti na dávce a času ozáĜení. Exprese nefosforylované formy pγŘ byla vyšší 

u vzorkĤ, které byly ozáĜeny a také infikovány, než u samotné infekce. Tento jev lze 

vysvČtlit kombinací faktorĤ pĤsobící na hostitelskou buňku, nicménČ tento ukazatel 

neupĜesňuje dČj, který v hostitelských buňkách probíhá ĚvhodnČjším ukazatelem je 

právČ fosforylovaná forma proteinu, což platí i pro další, takto analyzované, proteinyě. 

Navíc, stejnČ jako u fosforylované formy proteinu p38, buňky, které byly ozáĜeny 

dávkou 100 Gy a infikovány, nevykazovaly žádnou míru exprese. OpČt pĜedpokládáme, 

že se jednalo o chybu napĜ. ve zpracování vzorku. NicménČ výše zmínČný vzorek byl 

pĜipraven, podle našeho mínČní, správnČ, jelikož vykazuje jistou míru exprese dalších 

vybraných signálních molekul (viz dále).  

  

 

Obr. 33: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti p38 proteinu. 

Primární Ab:  p38 MAPK Antibody (Ab, 43 kDa), Cell Signaling Technologies. 

Sekundární Ab: polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. 

Reprezentativní výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako 

pozitivní kontrola byl použit beta–aktin. 
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Fosforylovaný protein p38 (Obr. 34) byl up-regulován v závislosti na zvyšující 

se dávce záĜení a na čase, kdy byly vzorky odebrány k následné analýze. PĜi kombinace 

záĜení a infekce byl tento protein exprimován více než pĜi samotné infekce. V pĜípadČ 

ozáĜení dávkou 100 Gy v kombinaci s infekcí nebyl viditelný žádný band. 

PĜedpokládáme, že se jedná o chybu pĜi zpracování.  

 

 

Obr. 34: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti fosforylované formČ proteinu pγŘ.  

Primární Ab: Phospho-pγŘ MůPK ĚThr1Ř0/Tyr1Řβě Ě1βFŘě králičí můb Ěůb, 4γ kDaě, 

Cell Signaling Technologies. Sekundární Ab: Sekundární Ab: polyklonální anti-králičí 

imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní výsledky blotĤ, provedené na 

γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl použit beta-aktin. 

 

4.7.2 Stat3 protein  

 

Signální molekula Stat3 (Obr. 35ě vykazovala po ozáĜení stejnou míru exprese 

až do dávky ozáĜení 2 Gy, poté lze sledovat jistou míru down-regulace. Po infekci 

bunČk dochází také k down-regulaci do dávky 10 Gy, od 20 do 50 Gy je viditelná 

zvýšená exprese, následnČ však opČt dochází k mírné down-regulaci. 
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Obr. 35: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti Stat3 protein.  

Primární Ab: anti-Statγ Ě1β4H6ě protilátka Ěůb, 7ř,Ř6 kDa, myšíě, Cell Signaling 

Technologies. Sekundární Ab: polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, 

DakoCytomation. Reprezentativní výsledky blotĤ, provedené na γ biologických 

replikátech, jako pozitivní kontrola byl použit beta-aktin. 

 

Fosforylovaná forma Stat3 proteinu (Obr. 36) po ozáĜení vykazovala nepĜímo 

úmČrnou expresi vĤči zvyšující se dávce záĜení. U infikovaných/ozáĜených bunČk je 

mírná up-regulace pozorovatelná do hodnoty 50 Gy, poté, pĜi dávkách Ř0 a 100 Gy již 

dochází ke snížení exprese tohoto proteinu. 
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Obr. 36: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti fosforylované formČ proteinu Statγ 

. Primární Ab: anti-Statγ ĚTyr705ě protilátka Ěůb, 7ř,Ř6 kDa, králičíě, Cell Signaling 

Technologies. Sekundární Ab: polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, 

DakoCytomation. Reprezentativní výsledky blotĤ, provedené na γ biologických 

replikátech, jako pozitivní kontrola byl použit beta-aktin. 

 

4.7.3 Bad protein 

 

Protein Bad (Obr. 37ě vykazoval snižující se míru exprese do hodnoty dávky 

ozáĜení 80 Gy. U infikovaných hostitelských bunČk se jeho exprese naopak zvyšuje 

s rostoucí dávnou záĜení. MĤže to být zapĜíčinČno tím, že hostitelské buňky jsou 

ovlivnČny infekcí natolik, že reagují na zvolené dávky ozáĜení, pokud výsledky 

srovnáváme s neinfikovanými hostitelskými buňkami. 
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Obr. 37: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti Bad protein.  

Primární Ab: anti – Bad ĚDβ4ůřě protilátka Ěůb, βγ kDa, králičíě, Cell Signaling 

Technologies. Sekundární Ab: polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, 

DakoCytomation. Reprezentativní výsledky blotĤ, provedené na γ biologických 

replikátech, jako pozitivní kontrola byl použit beta-aktin  

 

 

 

Obr. 38: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti fosforylované formČ Bad (Ser112).  
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Primární Ab: anti-Bad (Ser112) protilátka Ěůb, βγ kDa, králičíě. Sekundární Ab: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 

 
Fosforylovaná forma proteinu Bad (Obr. 38ě byla viditelnČ upregulována pĜi 

kombinaci infekce se záĜením v dávce 20 a 50 Gy, poté se míra exprese opČt snižovala. 

 

4.7.4 p53 protein 

 

PĜi hodnocení proteinu p5γ ĚObr. 39) se na membránČ Western blotu opakovanČ 

objevovaly nespecifické vazby, což mohlo být zpĤsobeno nedostatečným promytím 

membrány. PĜi pouhém ozaĜování byl protein p5γ up-regulován do dávky 20 Gy, 

následnČ došlo k nepĜímo úmČrnému snížení expresi se zvyšující se dávkou záĜení. 

U ozáĜených bunČk jsme pozorovali zvyšující se expresi v závislosti na zvyšující se 

dávce záĜení. 

 

Obr. 39: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti p53 proteinu (7F5).  

Primární Ab: anti-p5γ Ě7F5ě protilátka Ěůb, 5γ kDa, králičíě. Sekundární Ab: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 
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výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 

 

Fosforylovaná forma proteinu p53 (Obr. 40) byla up-regulován v závislosti na 

zvyšující se dávce záĜení. U infikovaných hostitelských bunČk byla situace stejná až do 

dávky 50 Gy, poté se opČt exprese snižovala s dávkou záĜení. 

 

Obr. 40: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti fosforylované formČ p5γ ĚSer15ě.  

Primární Ab: anti-p5γ ĚSer15ě protilátka Ěůb, 5γ kDa, králičíě. Sekundární ůb: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola 

byl použit beta-aktin. 

 

4.7.5 p53 protein 

 

Protein p 44/42 (Obr. 41ě byl po záĜení mírnČ up-regulován do záĜení 10 Gy. 

Hodnota záĜení β0 Gy zpĤsobila značnou down-regulaci a pĜi vyšších dávkách záĜení 

došlo opČt ke zvýšení exprese. U infikovaných bunČk byl trend down-regulace do 

hodnoty 10 Gy, pĜi ozáĜení β0 Gy došlo k výraznČ expresi a pĜi vyšších dávkách záĜení 

byl protein opČt down-regulován. 
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Obr. 41: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti p 44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5).  

Primární Ab: anti-p 44/4β Ě1γ7F5ě protilátka Ěůb, 4β, 44 kDa, králičíě. Sekundární ůb: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na 3 biologických replikátech, jako pozitivní kontrola 

byl použit beta-aktin. 

 

 

 

Obr. 42: : Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti fosforylované formČ p44/4β MůPK ĚErk1/βě ĚThrβ0β/Tyrβ04ě. 
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Primární Ab: anti – p44/4β ĚThrβ0β/Tyrβ04ě Ěůb, 4β, 44 kDa, králičíě. Sekundární ůb: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 

 

Fosforylovaný protein p 44/42 (Obr. 42) byl down-regulován do 50 Gy, 

u hodnoty 80 Gy je výrazná up-regulace. V pĜípadČ infikovaných hostitelských bunČk je 

dochází ke zvýšené expresi v závislosti na zvyšující se dávce záĜení do hodnoty Ř0 Gy. 

 

4.7.6 Kaspáza 3, kaspáza 8 a kaspáza 9 

 

Pro další imunodetekci jsme vybrali také hlavní zástupce kaspáz účastnících se 

regulace bunČčného cyklu. V rámci diplomové práce jsme provedli imunodetekci 

následujících kaspáz: kaspáza 3, kaspáza 8 a kaspáza 9. Z časového dĤvodu jsme nebyli 

již schopni detekovat fosforylované formy tČchto kaspáz, nicménČ v rámci návazné 

práce bude v budoucnu popracováno. 

Kaspáza 3 (Obr. 43ě vykazovala pĜibližnČ stejnČ velkou expresi u vzorkĤ, které 

byly ozáĜené, nezávisle na dávce ozáĜení. Vzorky s kombinací infekce a záĜení 

vykazovaly mírnČ zvýšenou expresi tohoto proteinu v závislosti na zvyšující se dávce 

záĜení.  
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Obr. 43: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti kaspáze 3 (8G10).  

Primární Ab: anti-Caspase γ protilátka Ěůb, 17, 1ř,γ5 kDa, králičí IgGě. Sekundární ůb: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 

 

Kaspáza 8 (Obr. 44ě byla exprimována včetnČ objevení nespecifických vazeb 

v rámci imunodetekce. Nelze určit, zda došlo ke snížení či zvýšení míry exprese tohoto 

proteinu.   
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Obr. 44: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti kaspáze 8 (1C12).  

Primární Ab: anti-Caspase-Ř protilátka Ěůb, 1Ř, 4γ, 57 kDa, myší IgG1ě. Sekundární 

Ab: polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na 3 biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 

 

 

PĜi hodnocení výsledkĤ imunodetekce kaspázy 9 (Obr. 45) byly opakovanČ 

proteiny pĜi elektroforéze špatnČ oddČleny. Nelze proto míru exprese správnČ 

vyhodnotit.  
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Obr. 45: Reprezentativní snímek imunodetekci s použitím monoklonální ůb namíĜené 

proti kaspáze 9.  

Primární Ab: anti-Caspase-ř protilátka Ěůb, γ5, γ7, 47 kDa, králičíě. Sekundární ůb: 

polyklonální anti-králičí imunoglobuliny/HRP, DakoCytomation. Reprezentativní 

výsledky blotĤ, provedené na γ biologických replikátech, jako pozitivní kontrola byl 

použit beta-aktin. 
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5 DISKUZE 

 

Tématem této diplomové práce bylo studium cytomegalovirové infekce kmenem 

HCMV a její vztah k imunosupresi. Lidský cytomegalovirus ĚHCMVě patĜí do čeledi 

Herpesviridae Ěȕ-herpesvirus, HHV-5). Tato čeleď virĤ bČhem koevoluce s hostiteli 

získala schopnost modulovat imunitní odpovČď hostitelĤ a vytváĜet tak latentní stav, 

který je, v pĜípadČ oslabení hostitele, reaktivován a vyvolá infekci. Po primární infekci 

imunokompetentních jedincĤ zĤstává virus v tČle hostitele stále pĜítomný, bez 

klinických projevĤ, ty se objeví až pĜi oslabení imunity jedince následkem stresu, 

imunosupresí či vlivem ionizujícího záĜení Ěradioterapieě. Pro profylaxi této infekce je 

vyvíjena Ĝada vakcín založených na rĤzných principech, žádná z nich však zatím není 

plnČ efektivní a bezpečná. 

Z tohoto dĤvodu jsme se zamČĜili na studium a pochopení prĤbČhu vzájemné 

interakce HCMV a hostitelské buňky in vitro a analýzy mezibunČčných signálĤ, které 

souvisí s HCMV infekcí u imunosuprimovaných jedincĤ. Pracovali jsme s metodou 

PathScan ĚCell Signaling Technologyě, díky které jsme získali velké množství výsledkĤ 

o expresi dĤležitých signálních molekul. Tyto výsledky jsme následnČ ovČĜovali pomocí 

metody Western blot, kde jsme se zamČĜili na expresi konkrétních signálních molekul. 

V rámci diplomové práce jsme si osvojili základní laboratorní techniky, včetnČ práce 

s virovými izoláty a bunČčnými kulturami. V laboratoĜi jsme zavedli metodiku in vitro 

infekce lidským cytomegalovirem kmene VR-15ř0. Tento cíl práce byl tudíž splnČn.  

K zajištČní imunosuprese u hostitelských fibroblastĤ linie MRC-5 jsme využívali 

ionizující záĜení. Ionizující záĜení zpĤsobuje ionizaci atomu nebo molekuly, pĜičemž 

tyto zmČny se v organismu projeví porušením dĤležitých biochemických procesĤ 

napĜ. fosforylace. Pomocí enzymové imunoanalýzy byla sledována celá Ĝada 

fosforylovaných bunČčných proteinĤ a signálních uzlĤ podílejících se na bunČčné 

odpovČdi na poškození DNů a rozvoji apoptózy. 

BČhem mČĜení jsme pozorovali, že protein p38, i jeho fosforylovaná forma, 

nevykazovaly v pĜípadČ kombinace infekce a záĜení o dávce 100 Gy žádnou expresi 

na PVDF membránČ, v pĜípadČ fosforylované p4β/44 došlo v pĜípadČ infekce a záĜení 

k výraznČ nižší expresi než byla u záĜení Ř0 Gy. Tento jev mohl znamenat, že buňky již 

nebyly živé, protože z literatury víme, že plicní fibroblasty linie MRC-5 jsou značnČ 
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radiorezistentní a jsou schopné tolerovat záĜení do hodnoty 80 Gy (Bluwstein a kol. 

2013). 

Cílem této práce bylo nicménČ také seznámit se s metodou PathScan Array, 

která doposud nebyla v laboratoĜi, kde byla realizována diplomová práce, zavedena. 

PĜi prvním vyhodnocování výsledkĤ z PathScan metody jsme zjistili, že pĤvodní model 

pĜípravy vzorkĤ je složitý pro vyhodnocování, proto jsme pĜípravu vzorkĤ 

optimalizovali na jednodušší schéma. OvČĜení výsledkĤ metody PathScan jsme provedli 

metodou jednorozmČrné elektroforézy, následovanou Western blotem a imunodetekcí 

s použitím vhodných monoklonálních protilátek.  

Sledováním exprese vybraných signálních molekul (p53, fosfo-p53, Caspase-3, 

Bad, fosfo-Bad, ERK1/2, p38) jsme zaznamenali, že infikované hostitelské buňky 

ovlivnČné ionizujícím záĜením pravdČpodobnČ zanikají cestou apoptózy, jelikož 

proapoptické markery vykazovali zvýšenou expresi s rostoucí dávkou záĜení ĚTab. β1ě. 

 

Tab. 20: Souhrn výsledkĤ exprese vybraných signálních molekul 

Signální 
molekula Apoptóza ZáĜení ZáĜení + infekce 
Kaspáza 3 pro- stejná exprese zvýšená exprese 
Kaspáza 8 pro- nelze určit nelze určit 
Kaspáza 9 pro- nelze určit  zvýšená exprese 
Stat 3 anti- snížená exprese zvýšená exprese do 50 Gy 
fosfo-Stat 3 anti- snížená exprese  

 p53 pro- snížená exprese zvýšená exprese 
fosfo-p53 pro- zvýšená exprese  mírnČ zvýšená exprese do 50 Gy 
Bad pro- snížená exprese zvýšená exprese 
fosfo-Bad pro- snížená exprese zvýšená exprese do 50 Gy 
p44/42 pro- zvýšená exprese zvýšená exprese  
fosfo p44/42 pro- zvýšená exprese zvýšená exprese  
fosfo-ATM pro- nelze určit nelze určit (výsledky nepubl.) 
fosfo-ůMPKα 

 
zvýšená exprese snížená exprese (výsledky nepubl.) 

NF-κB pro- nelze určit nelze učit (výsledky nepubl.) 
p38 pro- zvýšená exprese zvýšená exprese  
fosfo-p38 pro- zvýšená exprese zvýšená exprese  
Stat 1 anti- nelze určit  nelze určit 
fosfo-Stat 1 anti- zvýšená exprese snížená exprese 
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Vlastní rĤst hostitelských bunČk a jejich zánik jsme ovČĜovali v reálném čase 

metodou xCelligence RTCů, nicménČ jsme zatím nestihli získat dostatečný počet 

výsledkĤ pro rĤzné dávky záĜení. Po získání dalších výsledkĤ budeme schopni lépe 

vyhodnotit expresi vybraných signálních molekul z PVDF membrán vyloučením 

pĜípadných odumĜelých/mrtvých hostitelských bunČk.  

VČtšina studií se zamČĜuje v rámci infekce HCMV na konkrétní signální kaskádu 

a její zmČny napĜ. zablokováním konkrétního genu. My jsme chtČli získat komplexnČjší 

pohled na to, které signální molekuly byly exprimovány a jaký je rozdíl v jejich expresi 

pĜi samotném záĜení a v kombinaci záĜení a infekce.  

  Proteinkináza ůkt hraje rozhodující roli pĜi kontrole pĜežití bunČk a apoptózy. 

Tato proteinkináza je aktivována inzulinem a rĤznými rĤstovými faktory a funguje 

v cestČ citlivé na wormannin, která zahrnuje PIγ kinázu (Franke a kol., 1997 

a Burgering a Coffer, 1995). ůkt podporuje pĜežití bunČk inhibicí apoptózy, fosforylací 

a inaktivací nČkolika cílových molekul, včetnČ Bad, transkripčních faktorĤ a kaspázy-9 

(Brunet a Zigmond, 1999). Další dĤležitou funkcí ůkt je regulace syntézy glykogenĤ 

prostĜednictvím fosforylace a inaktivace GSK-γ. ůkt mĤže také hrát roli v inzulinové 

stimulaci transportu glukózy (Hajduch a kol., 2001). Proteinkináza Akt se také podílí 

na regulaci bunČčného cyklu tím, že brání fosforylaci a degradaci cyklinu D1 

zprostĜedkované GSK-γ, ůkt také negativnČ reguluje inhibitory cyklindependentní 

kinázy p27 (Gesbert a kol., 2000) a p21 (Zhou a kol., 1999). Proteinkináza Akt je také 

dĤležitým faktorem v bunČčném rĤstu, Ĝídí fosforylaci mTOR v rapamycin-senzitivním 

komplexu (Navé a kol., 1999). JeštČ dĤležitČjší je, že ůkt fosforyluje tuberin ĚTSCβě, 

inhibitor mTOR, který zastavuje proteosyntézu (Manning a kol., 2002). 

Molekula Bad je proapoptický člen rodiny Bcl-β, která podnČcuje bunČčnou smrt 

vytČsnČním Bax z vazby na Bcl-2 a Bcl-xL (Yang a kol., 1995ě. Faktory pĜežití, jako 

tĜeba IL-3, inhibují apoptotickou aktivitu Bad aktivací vnitrobunČčných signálních cest, 

které vedou k fosforylaci Bad na Ser112 a Ser136 (Zha a kol., 1996). Tato fosforylace 

na Ser1γ6 podporuje pĜežití buňky ĚDatta a kol., 1997).  

Protein p53 byl exprimován v závislosti na zvyšující se dávce záĜení, což se 

potvrdilo také na výsledcích z imunodetekce s použitím monoklonální protilátky, čímž 

jsme potvrdili fakt, že protein p5γ Ě„strážce genomu“ě hraje dĤležitou roli v odpovČdi 

buňky na poškozenou DNů a další genomové aberace. Poškození DNA vede 

k zastavení bunČčného cyklu a opravČ DNů nebo k apoptóze (Levine, 1997). Poškození 

DNA vede k fosforylaci p53 na Ser15. Protein p5γ mĤže být fosforylován ůTM a ůTR 
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na Ser15 a Ser37 (Shieh a kol., 1997 a Tibbetts a kol., 1999). Chk2 a Chk1 mohou 

fosforylovat p5γ na Serβ0, zvyšují tak jeho tetramerizaci, stabilitu a aktivitu (Shieh, 

1999 a Hirao, 2000). Fosforylace p5γ na Serγřβ je zvýšená v lidských nádorech 

(Ullrich a kol., 1993) a také bylo zjištČno, že to ovlivňuje jeho funkci suprese rĤstu, 

opravy DNů a transkripční aktivitu ĚKohn, 1999). Schopnost p53 idukovat apoptózu je 

regulována pomocí fosforylace na Ser46 (Oda a kol., 2000).  

Transkripční faktor Stat1 je aktivován velkým množstvím ligandĤ a je nezbytný pro 

reakci na IFN-α a IFN-Ȗ ĚHeim, β00řě. Nevhodná aktivace Stat1 se vyskytuje u mnoha 

nádorĤ ĚFrank, 1řřřě. KromČ fosforylace na Tyr701 se Stat1 fosforyluje také na Ser7β7 

prostĜednictvím signální cesty pĜes pγŘ mitogenem aktivovanou proteinkinázu (MAPK) 

jako odpovČď na IFN-α a jiný bunČčný stres ĚFrank, 1řřřě. 

Signální molekula Statγ je klíčová nejen pro mnoho cytokinĤ a receptorĤ rĤstových 

faktorĤ ĚHeim, 2009), Statγ je hlavnČ aktivován v mnoha lidských nádorových buňkách 

(Catlett-Falcon a kol., 1999) a její poškození zpĤsobuje spoustu lidských onemocnČní 

(Heim, 2009), má onkogenní potenciál (Bromberg a kol., 1999) a antiapoptotickou 

aktivitu (Catlett-Falcon a kol., 1999). Molekula Stat3 je aktivována fosforylací 

na Tyr705, což zahrnuje dimerizaci, jadernou translokaci a vazbu na DNů ĚDarnell 

a kol., 1994ě. Transkripční aktivace je zĜejmČ regulovaná fosforylací na Ser7β7 pĜes 

MAPK nebo mTOR (Wen a kol., 1995 a Yokogami a kol., 2000ě. Míra vyjádĜení 

isoformy Stat3 reflektuje biologickou funkci: relativní expresi Stat3a a Stat3b 

v závislosti na typu buňky, pozici ligandĤ nebo stádiu bunČčného zrání ĚYokogami 

a kol., 2000). 

Ve studii Harwardta a kol. bylo dokázáno, že protein IE1, který je zodpovČdný za 

replikaci HCMV, je dĤležitý ke zmČnČ signální cesty pomocí IL-6 na cestu INFȖ. 

Výsledkem je snižení aktivity signální molekuly STůTγ a aktivace STůT1 (Harwardt 

a kol., 2016). V naší práci se rovnČž potvrdilo snižování exprese STůTγ po infekci 

bunČk HCMV. Schopnost viru snížit aktivitu anti apoptotického faktoru vede ke snížení 

obranných mechanismĤ hostitele.  

Mitogenem aktivované protein kinázy (MAPKs) jsou velmi specifická rodina 

serin/treoninových protein-kináz zasahujících do mnoha programĤ buňky, jako 

napĜíklad bunČčné proliferace, diferenciace, pohybu a bunČčné smrti. MAP kinázy 

reagují na mitogenní a stresové stimuly prostĜednictvím fosforylace Ĝízené prolinem 

a aktivace kinázové domény extracelulárními signálnČ regulovanými kinázami ERK1, 

ERK2 (p44/42) a p38 MAPK (Roux a Blenis, 2004). Typická MAPK signální cesta je 
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ERK1/2, která mĤže být aktivovaná jako odpovČď na pestrou škálu extracelulárních 

stimulĤ zahrnujících mitogeny, rĤstové faktory a cytokiny (Meloche a Pouysségur, 

2007) a je dĤležitá součást v diagnostice a léčbČ nádorových onemocnČní ĚRoberts 

a Der, 2007). 

V této práci byla molekula ERK 1/2 up-regulována pouze v časné fázi po infekci 

HCMV, což koreluje s daty ve studii Rodemse a Spectra, kde byla prokázána stimulace 

extracelulárnČ-signálnČ regulovaných kináz ĚERKě po infekci lidských fibroblastĤ 

s HCMV (Rodems a Spector, 1998). Tato indukovaná aktivita ERK je zpĤsobena 

primárnČ spíše inhibicí fosfatázy než zvýšenou rychlostí fosforylace ERK. Infekce 

bunČk s UV-inaktivovaným virem neindikuje fosforylaci nebo aktivitu ERK. Časná 

aktivace ERK je pravdČpodobnČ nutná k vytvoĜení optimálního bunČčného prostĜedí pro 

účinnou transkripci a replikaci viru. ZjištČní, že inhibice aktivace RTK blokuje indukci 

HCMV časné genové exprese podporuje toto tvrzení ĚRodems a Spector, 1998). 

Rodina proteáz, které obsahují ve svém aktivním místČ cystein a specificky štČpí 

peptidovou vazbu za aspartátem (z angl. Cysteinyl aspartate specific protease) se 

nazývá kaspázy. Sedm kaspáz Ěz 1β známých u človČkaě se vyskytuje v apoptotické 

kaskádČ ĚVoet D. a Voet J., β004ě. Neaktivní formy kaspáz se označují jako prokaspázy 

(Alberts a kol., 2002). Apoptózou indukovaná CD95 (FAS/APO-1) a receptorem 

faktoru nádorové nekrózy 1 (TNFR1) aktivuje iniciační kaspázu 8 

ĚMůCH/FLICE/Mch5ě, což vede k uvolnČní jejích aktivních fragmentĤ p1Ř a p10 

(Muzio a kol., 1996ě. ůktivní kaspáza Ř je schopna dále rozštČpit a aktivovat 

proapoptické kaspázy jako je napĜ. kaspáza 1, γ, 6 a 7 3. Kaspáza 9 (ICE-LAP6) je 

dĤležitým členem rodiny cysteinových proteáz (Duan a kol., 1996). Po stimulaci 

apoptózy se cytochrom c uvolnČný z michodrií spojí s 47kDa pro-kaspázou 9/Apaf 1. 

Aktivace kaspázy 9 cestou Apaf-1 zahrnuje vnitĜní proteolytické procesy štČpení 

na ůspγ15 a produkci podjednotky pγ5. Další štČpení nastane na ůspγ15, kdy je 

produkována podjednotka p37, která slouží k zesílení apoptotické odpovČdi ĚZou a kol., 

1999 a Li a kol., 1997ě. RozštČpená kaspáza ř dále zpracovává další kaspázy, také 

kaspázu γ a 7, čímž se zahájí kaspázová kaskáda vedoucí k apoptóze (Voet D. a Voet J., 

2004). Kaspáza 3 je zásadním činitelem v apoptóze. Je částečnČ nebo plnČ zodpovČdná 

za proteolytický rozklad mnoha klíčových proteinĤ, napĜ. jaderný enzym 

poly(ADP-ribóza) polymerázu (PARP) (Fernandes-Alnemri a kol, 1994). Aktivace této 

kaspázy vyžaduje proteolýzu inaktivního zymogenu na aktivované části p17 a pβ1. Toto 

rozštČpení vyžaduje aspartovou kyselinu v pozici P1 (Nicholson a kol., 1995). 
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Kaspáza 3 nakonec vyvolá morfologické znaky apoptózy, jako je rozštČpení DNA 

a smrštČní buňky3. 

K pĜípravČ vzorkĤ byly vytvoĜeny modelové situace využívající infekci 

optimalizovanou dávkou infekce HCMV s následným navozením imunosuprese či 

modelu, který navodil nejprve imunosupresi s následnou infekcí hostitelských bunČk. 

Tyto modelové situace byly odvozeny z dostupných literárních zdrojĤ s pĜihlédnutím 

k faktu, že hostitelská bunČčná linie MRC-5 je vysoce radiorezistentní. Radioaktivní 

záĜení zpĤsobuje ionizaci atomu nebo molekuly pĜičemž tyto zmČny se v organismu 

projeví porušením dĤležitých biochemických procesĤ napĜ. fosforylace. Pomocí 

enzymové imunoanalýzy byla sledována celá Ĝada fosforylovaných bunČčných proteinĤ 

a signálních uzlĤ podílejících se na bunČčné odpovČdi na poškození DNů a rozvoji 

apoptózy. Na základČ výsledkĤ z imunoanalýzy byly pomocí monoklonálních protilátek 

detekovány vybrané fosforylované signální molekuly napĜ. p5γ, Caspase-3, Bad, Stat-1, 

Stat-γ, ERK1/β či ůMPKα.  

Sledováním exprese vybraných proteinĤ jsme tedy zaznamenali, že infikované 

buňky ovlivnČné ionizujícím záĜením, pravdČpodobnČ jako poškozené, zanikají cestou 

apoptózy, jelikož všechny proapoptické markery vykazovali zvýšenou míru exprese 

s rostoucí dávkou ionizujícího záĜení. NicménČ z našich výsledkĤ také vyplývá, že 

vybraná bunČčná linie bez vlivu infekce je vysoce radiorezistentní, čemuž odpovídají 

zmČny v genové expresi dalších vybraných pro- a  anti-apoptických markerĤ.  

Tato práce byla prezentována na Studenstké vČdecké konferenci lékaĜských 

fakult ČR a SR β016 a je uvedena jako abstrakt ve sborníku abstraktĤ ĚJurajda, β016). 
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6 ZÁVċR 

 

Výzkum epigenetických procesĤ, které nejsou zpĤsobeny zmČnou nukleotidové 

sekvence DNů, je dáván do souvislosti pĜedevším se vznikem civilizačních chorob. 

Schopnost CMV pĜežívat v latentní fázi patĜí k základním vlastnostem herpetických 

virĤ. V pĜípadČ zhoršení imunitního stavu ve smyslu rozvoje lymfopenie mĤže dojít 

k reaktivaci viru, proliferaci a virémii. CMV moduluje v časných fázích infekce signální 

dráhy a fenotyp bunČk v rámci pĜirozené i adaptivní imunity. Vlivem ionizujícího záĜení 

byla u infikováných bunČk prokázána exprese proapoptických proteinĤ vedoucí 

k aktivaci NF-κB signální dráhy, která Ĝídí genovou expresi prozánČtlivých cytokinĤ 

nutných k funkční synchronizaci bunČk imunitního systému, ale také k redukci 

interferonové produkce, která je však potĜebná k redukci virové replikace uvnitĜ 

infikovaných bunČk a k inhibici replikace DNA. 
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