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1 ÚVOD 

1.1 KLÍŠŤATA 

Klíšťatovci (Ixodida) jsou řád obligátních krev sajících ektoparazitů, kteří systematicky 

náleží do podtřídy roztočů (Acari), třídy pavoukovců (Arachnida), podkmene klepítkatců 

(Chelicerata) a kmene členovců (Arthropoda). Tento řád se dělí do 4 čeledí – klíšťákovití 

(Argasidae, měkká klíšťata), klíšťatovití (Ixodidae, tvrdá klíšťata) a méně významných čeledí 

Nutalliellidae a Laelaptidae, které zahrnují pouze jeden rod. Názvy tvrdá a měkká klíšťata 

popisují skutečnost, že tělo měkkých klíšťat na rozdíl od klíšťat tvrdých nekryje dorsální štít 

(Anderson and Magnarelli, 2008).  

Životní cyklus klíštěte zahrnuje 4 stádia – vajíčko, larva, nymfa a dospělec. Jelikož 

všechna klíšťata v určitém stádiu svého vývoje musí sát krev hostitele, patří mezi obligátní 

ektoparazity. Poté, co larva po sání na hostiteli odpadne, vyvíjí se v nymfu, ze které se stává 

dospělec, jenž v případě samičky naklade vajíčka, ze kterých se vylíhne larva (Nicholson et 

al., 2018). 

Klíštěcí slinné žlázy během získávání potravy vylučují do kůže hostitele směs 

fyziologicky aktivních molekul, které plní celou řadu funkcí. Molekuly zajišťují pevné 

upevnění k hostiteli, vylučování přebytečné vody a iontů, alteraci koagulace, angiogeneze a 

imunitního systému hostitele (Heyman et al., 2010). Proteiny klíštěcích slin můžou například 

ovlivnit odpověď dendritických buněk, inhibovat fagocytózu, ovlivnit produkci 

prozánětlivých cytokinů makrofágy nebo se vázat na chemokiny. Takovými mechanismy se 

klíště snaží uniknout imunitním mechanismům hostitele, aby nebylo zpozorováno a získalo 

tak delší čas k sání (Robertson et al., 2009). Molekuly klíštěcích slin také zajišťují přenos 

patogenů, mezi které patří i klíšťová encefalitida (Heyman et al., 2010). 

1.2 KLÍŠŤOVÁ ENCEFALITIDA 

Virus klíšťové encefalitidy (TBEV), poprvé popsaný před více než 75 lety, je původcem 

vážného onemocnění centrálního nervového systému. Je rozšířen v Evropě a několika 

oblastech Asie a jeho incidence navzdory existujícímu očkování stále vzrůstá. Existují 3 

geneticky velmi podobné virové subtypy – evropský, sibiřský a dálnovýchodní. Zdrojem 

infekce je pro člověka nakažené klíště, ale byly zaznamenány i případy infekce z konzumace 

nepasterizovaného mléka (Bogovic, 2015). 
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Vektorem klíšťové encefalitidy je v západní Evropě převážně Ixodes ricinus. Klíště se 

nakazí virem při sání na infikovaném hostiteli. Virus se v klíštěti replikuje v buňkách střevní 

stěny, odkud migruje do slinných žláz, které jsou zdrojem infekce pro další hostitele. 

Nakažené klíště může infekci přenést na následujícího hostitele nebo infikovat další klíště 

během sousání, kdy v těsné blízkosti sají dvě klíšťata najednou. V druhém zmíněném případě 

může dojít k přenosu infekce mezi klíšťaty i v případě, že hostitel nemá detekovatelnou 

hladinu virémie. Po infekci zůstává klíště infikované po celý svůj životní cyklus, přičemž se 

jako přenašeči uplatňují zejména nymfy, protože jich je mnohonásobně více než dospělců. 

Nejvyšší nárůst incidence onemocnění nastává v době nejvyšší aktivity klíšťat, která v případě 

střední Evropy připadá na období od dubna do listopadu. Důležitým faktorem uplatňujícím se 

ve vzniku přirozeného ohniska je synchronizace larev a nymf na přelomu dubna a května, 

přičemž jejich sousání na stejném hlodavci vytváří pro vznik takového ohniska ideální 

podmínky  (Mansfield et al., 2009). 

Klíšťová encefalitida patří mezi dvoufázová onemocnění. Jeden až dva týdny po přisátí 

klíštěte nastává počáteční fáze se symptomy připomínající chřipku. Po odeznění první fáze 

následuje u 20–30 % pacientů fáze druhá, která se manifestuje jako neurologické onemocnění. 

Úmrtnost se liší v závislosti na TBEV subtypu. U evropského to jsou 0-1,4 %, ale u 

dálnovýchodního typu dosahuje úmrtnost až 40 % (Robertson et al., 2009). 

TBEV patří do rodu Flavivirus čeledi Flaviviridae. Flaviviry jsou malé viry o průměru 

40–60 nm se sférickou strukturou a lipidovým obalem. Genom viru se skládá z jednořetězcové 

RNA o pozitivní polaritě a velikosti 11 kb. Otevřený čtecí rámec kóduje sedm nestrukturálních 

proteinů, které jsou zodpovědné za replikaci viru v buňce, a tři proteiny strukturální – 

kapsidový protein C, membránový protein M a velký obalový glykoprotein E (Mansfield et 

al., 2009). Zatímco protein C tvoří kapsidu, která obklopuje molekulu RNA, proteiny M a E 

jsou inkorporovány do fosfolipidové membrány viru. E protein zodpovídá za interakci 

s buněčnými receptory a fúzi s buněčnou membránou a indukuje tvorbu virus neutralizačních 

protilátek (Gritsun et al., 2003). 

Prvními buňkami, ve kterých se po přisátí infikovaného klíštěte virus klíšťové 

encefalitidy replikuje, jsou kožní dendritické Langerhansovy buňky. Tyto buňky transportují 

virus do lymfatických uzlin, následuje vznik virémie a virus diseminuje do extraneurální 

tkáně, zejména do sleziny, jater a kostní dřeně. Viremická fáze trvá několik dní. Virus následně 

způsobem, který není zcela prozkoumaný, prostupuje hematoencefalickou bariérou do mozku. 

Primárními buňkami, které virus v centrální nervové soustavě infikuje, jsou neurony 

(Bogovic, 2015). Pro překonání hematoencefalické bariéry je nezbytná dostatečná replikace 
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viru v primárně infikovaných buňkách. Viry s nízkou schopností nastolit virémii v periferních 

tkáních jsou daleko méně neuroinvazivní (Růžek et al., 2010). 

Cyklus TBEV v hostitelské buňce je znázorněn na obrázku 1. TBEV vstupuje do buněk 

receptory zprostředkovanou endocytózou nebo mikropinocytózou. Ačkoliv buněčný receptor 

a konkrétní mechanismus zodpovídající za vstup viru do buňky nebyl identifikován, za hlavní 

kandidáty se považuje protein vázající laminin (LBP), αVβ3 integrin a heparansulfát. Po 

vstupu TBEV do buňky dochází k přeuspořádání virionu v důsledku snižování pH 

v endozomu. V důsledku změny pH se E a M proteiny začnou odpuzovat, protein E trimerizuje 

a dojde k odhalení částí proteinů, které zajistí splynutí virové obalové membrány 

s membránou endozomu. Následně je nukleokapsida uvolněna do cytosolu buňky, kde je 

rozložena. Tak dochází k uvolnění RNA (Pulkkinen et al., 2018). Replikací RNA se tvoří 

negativní vlákno RNA, které slouží jako templát pro syntézu pozitivního vlákna.  Sestavování 

nových virových částic probíhá na endoplazmatickém retikulu. RNA genom se obaluje C 

proteinem do podoby nukleokapsidy. Nezralý a neinfekční virion obsahující proteiny prM a E 

dozrává v Golgiho aparátu (trans Golgi systém – TGN) rozštěpením spojení proteinu prM a E 

hostitelskou proteázou furinem. Spolu se vznikem malého M proteinu dochází k reorganizaci 

proteinu E do formy homodimeru. Takto vyzrálý virion obsahující M protein se stává 

infekčním a je pomocí transportních váčků, které fúzují s plazmatickou membránou, uvolněn 

z buňky (Mandl, 2005). 

 

Obr. 1: Cyklus TBEV v hostitelské buňce. 

Zdroj: Vlastní zpracování pomoci BioRender.com  
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 Odpověď vrozené imunity se rozvíjí v rámci minut od infekce. Buňky hostitele se snaží 

limitovat virovou replikaci v infikovaných buňkách. Hlavní roli v antivirové obraně hraje IFN 

typu I. Signalizace pomocí IFN vede k upregulaci ISGs, které ovlivňují buněčnou syntézu 

proteinů, poločas života RNA a buněčné přežívání. IFN prvního typu také usnadňují odpověď 

antivirové adaptivní imunity  tím, že indukují maturaci dendritických buněk a prezentaci 

antigenu prostřednictvím MHC I (Robertson et al., 2009). 

 Virus je buňkou detekovaný prostřednictvím PRR, což jsou receptory rozpoznávající 

patogen. Patří mezi ně membránové Toll-like receptory TLR, z nichž nejdůležitější roli hrají 

TLR3 a TLR7 a TLR8, a cytoplazmatické receptory RIG-I. Signalizace prostřednictvím TLR 

a RIG-I receptorů vede k aktivaci transkripčních faktorů jako je NF-κB a interferon regulační 

faktor IRF-3 a IRF-7. Exprese receptorů, které patogen rozpoznávají, je buněčně specifická 

(Robertson et al., 2009). 

 IFN se autokrinním i parakrinním způsobem vážou na buňky a amplifikují tak IFN 

odpověď. Buňky na takovýto signál reagují stimulací JAK-STAT signalizační dráhy. 

Kaskádovitou fosforylací kináz dochází k tvorbě komplexu STAT1, STAT2, IRF-9, který 

tvoří transkripční faktor ISGF3. Tento děj vede k expresi desítek ISGs, které nastolují 

v buňkách antivirový stav a společně s prozánětlivými cytokiny a chemokiny tvoří odpověď 

adaptivní imunity (Robertson et al., 2009). 

Virus využívá buněčné odpovědi hostitele jako pomocný mechanismus pro svojí 

replikaci. Jedny z nejdůležitějších mechanismů, které jsou virem ovlivněny, jsou dráhy 

týkající se buněčné smrti a buněčné odpovědi proti stresu. Takové procesy jsou navzájem 

propojeny a zahrnují apoptózu a autofágii (Iranpour et al., 2016). 

1.3 APOPTÓZA 

Apoptóza, neboli programovaná buněčná smrt, je evolučně konzervovaný proces 

nezbytný pro vývoj embrya, udržení homeostázy a eliminaci infikovaných buněk (Czabotar et 

al., 2014).  

Morfologicky se apoptóza projevuje svraštěním buňky a vzniku buněčných fragmentů, 

tzv. apoptotických tělísek, které jsou obalené plazmatickou membránou. Tělíska jsou 

následkem receptorů na povrchu buněk, které vysílající „eat-me“ signál, pozřena 

fagocytujícími buňkami (Czabotar et al., 2014). Typickým „eat-me“ signálem je například 

externalizování fosfatidylserinu z vnitřního listu lipidové dvojvrstvy na povrch buňky (Birge 

et al., 2016). Na rozdíl od nekrózy, kdy dochází následkem velkého rozpínání mitochondrie 
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a prasknutí membrány k rozvoji zánětlivé odpovědi, je apoptóza velice efektivním a šetrným 

systémem (Czabotar et al., 2014). 

Důležitou roli v procesu apoptózy hraje třída cysteinových proteáz s názvem kaspázy. 

Kaspázy jsou syntetizované jako inaktivní proenzymy, ale když je buňka odsouzena ke smrti, 

konvertují se v aktivní proteázy (Steller, 1995). Aktivní proteázy dokáží štěpit důležité 

buněčné proteiny a zapříčiňují tak typické morfologické znaky apoptózy (Song and Steller, 

1999).  

K aktivaci kaspáz může docházet dvěma cestami. První cesta zahrnuje 

transmembránové receptory na membráně a říká se jí vnější. Druhá cesta se nazývá vnitřní a 

klíčovým bodem je mitochondrie (Estaquier et al., 2012). Schéma drah apoptózy je znázorněné 

na obrázku 2. 

Vnější cesta aktivace je iniciována skupinou transmembránových receptorů TNFR, 

kterým se říká receptory smrti. Mezi zástupce této skupiny patří i receptor Fas (také nazývaný 

Apo1 nebo CD95) (Nair et al., 2014), který odstraňuje aktivované T-lymfocyty na konci 

imunitní odpovědi. Vazbou extracelulárních ligandů, jako je třeba Fas ligand, na tento receptor 

dochází k indukci trimerizace receptoru. Trimerizace zapříčiní vznik DISC komplexu 

skládajícího se z adaptorové molekuly FADD a pro-kaspázy 8. Tak je kaspáza-8 aktivována. 

Ta následně štěpí downstream zymogeny kaspáz, jako je třeba kaspáza 3, a pro-apoptotického 

zástupce proteinové rodiny Bcl-2 – protein BID. Tak je signál buněčné smrti znásoben (Song 

and Steller, 1999). 

Při aktivaci kaspázy vnitřní cestou dochází k uvolnění cytochromu c z mitochondrie. 

Cytochrom c se za normálních okolností nachází mezi vnitřní a vnější membránou 

mitochondrie, kde funguje jako důležitá součást dýchacího řetězce. Přesné okolnosti, za 

kterých je cytochrom c z mitochondrií uvolňován, však nejsou známy. Cytochrom c po 

uvolnění z mitochondrie oligomerizuje s Apaf-1 a prokaspázou-9. Tak vzniká komplex 

s názvem apoptozóm. V tomto komplexu aktivovaná kaspáza 9 aktivuje kaspázu 3 a apoptóza 

je spuštěna (Kuranaga, 2012; Song and Steller, 1999). 
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Obr. 2: Vnější a vnitřní cesta apoptózy.  

Zdroj: Upravená předloha „Apoptosis Extrinsic and Intrinsic Pathways“ od BioRender.com (2020) 

https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

O tom, jestli buňka přežije, nebo vstoupí do apoptózy, rozhodují mimo jiné také zástupci 

proteinové rodiny Bcl-2, jejichž funkce je znázorněna na obrázku 3. Jejich pozměněná exprese 

je často pozorována u rakovinových onemocnění, kde přispívá k neoplastické buněčné expanzi 

potlačováním apoptózy, aby tak byl prodloužen život nádorové buňky (Reed, 1998). Ačkoliv 

má množství zástupců této proteinové rodiny (např. protein Bcl-2) anti-apoptotickou funkci, 

jiní zástupci, proteiny BAX nebo již zmíněný BID, naopak apoptózu stimulují. Ve zdravých 

buňkách proteiny podporující přežití zabraňují aktivaci BAX a BAK. Stresové signály aktivují 

BH3-only proteiny, které se pevně vážou na proapoptotické zástupce Bcl-2 proteinů, čímž 

zamezují tomu, aby tyto proteiny blokovaly činnost proteinů BAX a BAD. Některé BH3-only 

proteiny také přímo BAX a BAD aktivují (Adams and Cory, 2018). Přesné účinky Bcl-2 

proteinů ale nejsou známé (Song and Steller, 1999). Má se však za to, že regulují buněčnou 
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smrt prostřednictvím formování pórů 

v lipidové membráně a tvorby homo- a 

heterodimerů s ostatními zástupci proteinové 

rodiny (Minn et al., 1997; Song and Steller, 

1999). Umístění Bcl-2 proteinu ve vnější 

membráně mitochondrií nasvědčuje tomu, že 

protein znemožňuje apoptózu inhibicí 

uvolňování cytochromu c z mitochondrie 

(Kluck et al., 1997). 

Do regulace Bcl-2 proteinů je zapojená 

dráha PI3K/Akt. Dráha PI3K/Akt začíná 

aktivací PI3K, ke které dochází 

prostřednictvím receptoru, růstového faktoru 

nebo cytokinu. Aktivace způsobí fosforylaci 

PIP2. PIP3 poté funguje jako druhý posel 

umožňující aktivaci Akt například kinázou 

mTOR. Aktivovaná Akt pak může inhibovat 

proapoptotické proteiny (například BAD) 

(Diehl and Schaal, 2013). 

1.3.1 Apoptóza v buňkách infikovaných flaviviry 

Mnoho virů se snaží procesu apoptózy zamezit nebo ho obejít a otupit tak imunitní 

odpověď hostitele. Experimenty například ukázali, že DNA viry inhibují buněčnou smrt 

z důvodu prodloužení infekce a zvýšení produkce viru. Situace s RNA viry se však zdá být 

komplexnější (Okamoto et al., 2017). 

Ovlivnění apoptózy viry se potvrdilo i u infekce flaviviry jako je virus japonské 

encefalitidy (JEV), Dengue virus (DENV), Langat virus (LGTV) nebo virus západonilské 

horečky (WNV). Ukázalo se, že tyto viry aktivují několik signálních drah, což ústí v aktivaci 

nebo potlačení apoptózy ve virem infikovaných buňkách (Okamoto et al., 2017). 

Jako příklad proapoptotické aktivity může být uveden virus dengue, což je nejletálnější 

zástupce ze skupiny Flavivirů. Většina jeho virových proteinů (NS2, NS3, NS5, C a E) spouští 

vnější dráhu apoptózy v mnoha typech buněk (Ghosh Roy et al., 2014). Konkrétním příkladem 

je kapsidový protein C, který se nachází v cytoplazmě i v jádře virem infikovaných buněk. 

Ukázalo se, že jeho lokalizace v jádře je nezbytná pro jeho interakci s proteinem DAXX, který 

Obr. 3: Proteinová rodina BCL-2.  

Zdroj: Vlastní zpracování pomocí 

BioRender.com, inspirováno Adams and Cory, 

2018. 
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interaguje s Fas doménou a indukuje tak apoptózu (Netsawang et al., 2010). Proteázová 

aktivita nestrukturálního proteinu NS3 zase indukuje apoptózu aktivací kaspázy 3 a 8 

(Okamoto et al., 2017). DENV ale může spouštět i vnitřní dráhu apoptózy a to virovým 

proteinem M (Catteau et al., 2003). V některých případech může virus indukovat buněčný 

stres, ať už prostřednictvím ER, ROS nebo NO, které mohou vyústit v apoptózou (Lin et al., 

2002). Zdá se, že disponovat více strategiemi, jak v buňce indukovat apoptózu, je pro virus 

výhodné pro případ, kdy by jedna z cest buněčné smrti nebyla úspěšná.  

Aby WNV podpořil neuroinvazivitu, způsobuje apoptózu v CNS. Kapsidový protein 

interaguje s p53, který targetuje protein BAX a aktivuje tak vnitřní dráhu apoptózy (Yang et 

al., 2008). Kapsidový protein WNV má ale i opačný, antiapoptotický účinek, protože přes 

aktivaci PI3K stimuluje fosforylaci Akt, která potlačí aktivaci kaspázy 3 a 8 (Urbanowski and 

Hobman, 2013). Nestrukturální protein NS3 stejně jako u viru dengue proteázovou aktivitou 

stimuluje apoptózu aktivací kaspázy 3 a 8 (Ramanathan et al., 2006). 

Virus japonské encefalitidy má podobnou patogenitu jako WNV a taktéž ovlivňuje 

vnitřní i vnější cestu apoptózy. Taktéž jako WNV a DENV, i nestrukturální protein NS3 JEV 

indukuje apoptózu, ale v tomto případě její vnitřní cestu, tedy kaspázu 9 a 3 (Yang et al., 

2009).  

V apoptóze virem infikovaných buněk hrají roli výše zmíněné Bcl-2 proteiny. V případě 

flavivirů se ukázalo, že oslabují buněčnou proteosyntézu, v důsledku čehož snižují expresi 

protiapoptotického proteinu MCL-1. Přežití infikované buňky pak závisí na protiapoptotickém 

proteinu BCL-XL. Důkazem bylo podání inhibitoru BCL-XL, které vedlo k BAX/BAK 

dependentní apoptóze infikovaných buněk. Buňky byly následně fagocytovány makrofágy, 

což vedlo k inhibici diseminace viru, aniž by vznikla zánětlivá reakce (Suzuki et al., 2018). 

1.4 AUTOFÁGIE 

Autofágie je intracelulární proces, při kterém dochází k degradaci buněčných 

komponent v lysozomu (Mizushima, 2007). Typickým spouštěčem autofágie je nedostatek 

živin, jako jsou například aminokyseliny (Mortimore and Poso, 1987). Autofágii ale může 

navodit také stav hypoxie nebo změna hladiny ATP a inzulinu (Glick et al., 2010). Takovéto 

signály zaznamená kináza mTOR (Mizushima, 2007), která funguje jako negativní regulátor 

autofágie. Ve chvíli, kdy dochází k hladovění buňky, je kináza mTOR inhibovaná. Inhibice 

spustí fosforylaci iniciačního komplexu a autofágie začíná (Iranpour et al., 2016). 

Proces autofágie je znázorněn na obrázku 4. Nejdříve dochází k uzavření 

vnitrobuněčného materiálu včetně organel do typické membrány s názvem fagofór. Fagofór 
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se prodlužuje, dojde k fúzi konců membrány a stává se z něho dvou membránová organela 

autofagozóm. Fúzí autofagozómu s lysozómem vzniká autofagolysozóm, který obsahuje 

degradační hydrolytické enzymy (Iranpour et al., 2016). Lysozomální permeázy a transportéry 

po degradaci exportují aminokyseliny, nukleotidy a volné mastné kyseliny zpátky do 

cytoplazmy, kde jsou využity pro energetický metabolismus, produkci makromolekul a 

biosyntézu. Autofágie proto může být vnímána jako recyklační proces, který navíc ještě 

generuje ATP a reguluje poškození odstraněním nefunkčních proteinů a organel (Glick et al., 

2010; Iranpour et al., 2016). 

 Proteiny, které jsou do procesu autofágie zapojeny, kódují geny ATG. Proteiny se dělí 

do pěti kategorií na základě své funkce, mezi které patří odpověď na spuštění kinázy mTOR, 

formování transportního vezikulu, expanze vezikulu, odloučení jiných Atg proteinů a 

permeabilizace vakuoly, která umožní eflux aminokyselin z místa degradace (Iranpour et al., 

2016). Důležitým proteinem je také LC3, jehož cytosolická forma LC3-I je konjugovaná do 

fosfolipidu a vytváří tak LC3-fosfatidyletanolamin konjugát označovaný jako LC3-II, který je 

zabudován do membrány autofagozómu (Tanida et al., 2008). 

 

Obr. 4: Proces autofágie.  

Zdroj: Upravená předloha „Autophagy Process“ od BioRender.com (2020) 

https://app.biorender.com/biorender-templates 

1.4.1 Autofágie v buňkách infikovaných flaviviry 

Ačkoliv je autofágie původně fyziologickou odpovědí buňky na stres z prostředí, mnoho 

virů využívá autofágii jako strategii k přežití (Li et al., 2012). 
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Monitorováním hladiny proteinu LC3, který je během autofágie lipidován, bylo zjištěno, 

že virus japonské encefalitidy využívá autofágie ke zvýšení produkce viru (Li et al., 2012). 

Autofágie také může být zvýšená v buňkách infikovaných DENV (Heaton and Randall, 2011). 

Co je překvapivé, u WNV se indukce autofágie neprokázala, což naznačuje, že interakce viru 

s procesem autofágie nejspíše není konzervovaná v rámci čeledi (Vandergaast and 

Fredericksen, 2012). 

Ačkoliv není jasné, jakým způsobem autofágie podporuje replikaci viru, spekuluje se o 

pěti možných mechanismech. Produkty a organely vznikající v procesu autofágie mohou 

usnadňovat vniknutí viru do buňky a sloužit jako scaffoldy pro replikaci. Autofágie také může 

regulovat metabolismus lipidů, kdy kapky lipidů slouží viru jako zdroj energie během 

replikace. Virus může dále prodlužovat život buňky, aby získal čas pro svou replikaci. 

Posledním uvažovaným mechanismem je indukce autofágie pro potlačení imunitní odpovědi 

hostitele (Iranpour et al., 2016). 

1.5 DENDRITICKÉ BUŇKY (DC) 

Poprvé byly dendritické buňky identifikovány v epidermis v roce 1868 a byly nazvány 

Langerhansovy buňky. Přítomnost dendritických buněk i v jiných tkáních byla objevena 

v roce 1973 (Steinman and Cohn, 1973). Od jiných buněk se dají rozeznat díky své nezvyklé 

morfologii (tvar hvězdice) a vysoké expresi MHC II molekul (Bell et al., 1999). 

Dendritické buňky spojují vrozenou a získanou imunitu. Patří mezi buňky vrozené 

imunity, protože rozeznávají a odpovídají na PAMPs a DAMPs signály a formují tak akutní 

zánětlivou odpověď. Hrají ale významnou roli i v získané imunitě, protože pomocí molekul 

MHC prezentují antigen naivním T-lymfocytům (Collin and Bigley, 2018). 

Existují 3 vývojová stádia dendritických buněk. Zatímco prekurzorové DC kolují v krvi 

a lymfě, nezralé DC se zdržují ve všech tkáních kromě tkáně mozku a varlat a čekají na 

patogeny, které by mohly zachytit. Zralé DC sídlí v sekundárních lymfatických orgánech (Bell 

et al., 1999).  

Jak už bylo naznačeno, hlavní funkcí dendritických buněk je ochrana vnitřního prostředí 

a iniciace imunitní odpovědi. Když solubilní antigen pronikne do tkání, tkáňové dendritické 

buňky ho zachytí pomocí PRR receptoru. Jako odpověď na takový stimul podléhají 

dendritické buňky programovaným fenotypickým a funkčním změnám zakončených maturací, 

během níž migrují z periferie do sekundárních lymfatických tkání. Maturací se na 

dendritických buňkách zvyšuje exprese MHC II molekul, kostimulačních molekul (CD80, 

CD86) a zánětlivých cytokinů. Dozráním také získají dendritické buňky schopnost aktivovat 
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specifické T-lymfocyty právě pomocí exprimovaných kostimulačních molekul. Další funkcí 

DC je indukce imunologické tolerance, kdy dendritické buňky thymu prezentují endogenní 

peptidy vlastního organismu nově vznikajícím thymocytům a zajistí tak odstranění 

autoreaktivních T lymfocytů (Bell et al., 1999). 

Na rozdíl od B a T-lymfocytů neexistuje pro dendritické buňky žádný společný 

povrchový antigen, podle kterého by se daly všechny dendritické buňky identifikovat. Je to 

proto, že se jedná o heterogenní skupinu buněk zahrnující více populací (Liu and 

Nussenzweig, 2010). Dendritické buňky se dělí do tří skupin, a to na myeloidní (konvenční) 

linii, lymfoidní (plazmacytoidní) linii a linii dendritických buněk derivovaných z monocytů 

(MoDC), přičemž myeloidní linie zahrnuje dvě podskupiny – Langerhansovy buňky a 

intersticiální dendritické buňky (Bell et al., 1999; Collin and Bigley, 2018; Lutz et al., 2017). 

1.5.1 Plazmacytoidní dendritické buňky (pDC) 

Plazmacytoidní dendritické buňky byly prvně objeveny v krvi a v mandlích (Grouard et 

al., 1997). Mají excentrické jádro, nápadné endoplazmatické retikulum a Golgiho aparát. 

Jejich dominantní vlastností je produkce interferonů typu I (Collin and Bigley, 2018). 

Nejdůležitějšími zástupci interferonů typu I je subtyp IFN-α (jen lidských známe 13) a IFN-β 

(Fensterl and Sen, 2009). 

Plazmacytoidní pDC z hlediska vývoje vycházejí ze stejného společného DC 

progenitoru jako konvenční DC (cDC), ale svou expresí a genetickým profilem připomínají 

spíše buňky vzniklé z lymfoidní buněčné linie jako jsou T a B lymfocyty (Matta et al., 2010). 

Co se týče povrchových markerů, lidské pDC na rozdíl od myeloidních cDC 

neexprimují antigeny CD11c, CD33, CD11b nebo CD13 (MacDonald et al., 2002). Naopak 

antigen CD4 exprimují pDC nejvíce ze všech dendritických buněk a monocytů (Jardine et al., 

2013). Jelikož hlavní funkcí pDC je produkce interferonu typu I, mají na svém povrchu řadu 

receptorů, které produkci ovlivňují – CD303 (CLEC4C), CD304 (neuropilin), CD85k (ILT3), 

CD85g (ILT7), FcεR1, BTLA, DR6 a CD300A (Collin and Bigley, 2018). Myší pDC se od 

lidských liší tím, že exprimují CD11c a marker B220, kterým se dají odlišit od konvenčních 

DC (Colonna et al., 2004; Musumeci et al., 2019). 

Zajímavý rozdíl mezi pDC a cDC je jejich expresní profil proteinů Bcl-2 rodiny, který 

koresponduje s tím, na jakých proteinech závisí jejich přežívání. V porovnání s cDC mají pDC 

vysokou expresi Bcl-2 a naopak nižší expresi A1. Co se týče MCL-1 a BCL-XL, je exprese 

v obou typech buněk srovnatelná. Aplikování specifického inhibitoru Bcl-2 selektivně zabilo 
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pDC, ale ne cDC. Přidání inhibitoru A1 naopak smrt pDC (na rozdíl od cDC) nezpůsobilo. 

Pro přežívání obou DC populací je také nezbytný protein MCL-1 (Carrington et al., 2015). 

Pro vývoj pDC je klíčová kináza FLT3 a její ligand (FLT3L), bez jejichž signalizace se 

počet pDC v lymfoidních orgánech a kostní dřeni snižuje (Schmid et al., 2010). Spolu s FLT3 

může být generace pDC podpořena i M-CSF (Fancke et al., 2008). Naopak, GM-CSF inhibuje 

vývoj pDC řízený FLT3L, neboť indukuje signalizační dráhu, která ruší expresi genů 

souvisejících s pDC ve FLT3+ progenitoru a inhibuje transkripci IRF8, který je pro vývoj pDC 

také nezbytný (Esashi et al., 2008; Gilliet et al., 2002). 

Plazmacytoidní DC rozpoznávají díky Toll-like receptorům TLR7 a TLR9  virovou 

RNA a DNA a odpovídají na virovou infekci rapidní produkcí interferonu I typu a sekrecí 

cytokinů (Bao and Liu, 2013). Produkce interferonu I typu je zajištěna pomocí transkripčního 

faktoru IRF7. zatímco produkce TNF a IL-6 zprostředkovává NF-κB (Honda et al., 2005).  

Sekrece IFN typu I pDC jako odpověď na akutní virovou infekci je limitovaná časem i 

amplitudou. Nejvíce je sekrece patrná brzo po systémové infekci viry jako je cytomegalovirus 

nebo herpes simplex virus 1, kdy se buňky snaží omezit replikaci viru. Postupně ale začínají 

být v sekreci IFN typu I dominantní jiné buňky a produkce interferonu pDC ztrácí význam. 

Když dojde k lokální virové infekci, produkce interferonu typu I pDC má význam pouze 

pokud jiné obranné linie selhávají. Například v případě plicního onemocnění, který způsobuje 

virus Newcastleské nemoci, jsou primárním zdrojem IFN typu I alveolární makrofágy a pDC 

nastupují na scénu v případě, kdy jsou tyto makrofágy eliminovány (Kumagai et al., 2007). 

Jak se ale ukázalo v pokusu na myši nakažené virem chřipky, odpověď pDC na akutní virovou 

infekci nemusí být vždy prospěšná. Nadměrná produkce IFN typu I buňkami pDC vyústila 

v nekontrolovatelný zánět a apoptózu bronchiálního epitelu (Davidson et al., 2014). Zdá se 

tedy, že vliv pDC na akutní virovou infekci se může lišit v závislosti na konkrétním viru a 

genetickém pozadí (Swiecki and Colonna, 2015). 

Mezi vlastnosti pDC patří ale také prezentace antigenů CD4+ T-lymfocytům pomocí 

exprese MHC II a kostimulačních molekul, ovšem ne tak efektivně, jako to dokážou cDC. 

V závislosti na kontextu situace vyústí prezentace antigenu v aktivaci CD4+ T-lymfocytů nebo 

v indukci tolerance (Swiecki and Colonna, 2015). 

1.5.2 Langerhansovy buňky (LC) 

Jak už bylo zmíněno, Langerhansovy buňky byly v roce 1868 prvními poznanými 

dendritickými buňkami. Jméno dostaly podle svého objevitele, kterým byl Paul Langerhans 
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(Berger et al., 2006). Jedná se o specializované DC, které osidlují bazální epidermis a jiný 

vrstevnatý dlaždicový epitel (Collin and Bigley, 2018). 

I když byly považovány za typické představitele linie dendritických buněk, protože 

migrují do lymfatických uzlin a prezentují antigen T-lymfocytům, dají se považovat i za 

specializovanou podmnožinu makrofágů osidlující tkáně, se kterými sdílí dráhu svého vývoje. 

Jejich příbuznosti k makrofágům nahrává i fakt, že LC jsou schopné ztráty ve tkáních 

způsobené migrací do lymfatických orgánů nahrazovat tím, že se samy obnovují nezávisle na 

kostní dřeni (Doebel et al., 2017). Dendritické buňky s LC fenotypem mohou být derivované 

z CD14+ monocytů za přítomnosti TGF-β, GM-CSF a IL-4 (Geissmann et al., 1998). 

Fenotyp LC odpovídá jejich původu a funkci. Reprezentují populaci leukocytů expresí 

CD45 a myeloidní linie pomocí myeloidních markerů CD33 a CD13. Dále na svém povrchu 

exprimují lektinový receptor C-typu s názvem langerin (CD207); invariantní MHC I molekulu 

CD1a; CD11c; adhezivní molekuly β1 integrin, CD44, CD54 a E-cadherin, který můžeme 

najít také u keratinocytů. Jako antigen prezentující buňky exprimují také MHC I a II třídy 

(Valladeau and Saeland, 2005). Charakteristickým znakem je unikátní organela tvaru tenisové 

rakety s názvem Birbeckova granula. Ty se skládají právě z již zmiňovaného langerinu 

(Romani et al., 2010). 

Úlohou LC je monitorovat své okolí, internalizovat cizí proteiny a vystavit jejich 

zpracované peptidy na svém povrchu s MHC I nebo II třídy. Peptidy vystavené s MHC I 

stimulují CD8 (cytotoxické) T-lymfocyty, které následně buňky nakažené virem lyzují. 

Peptidy prezentované s MHCII jsou rozpoznávané CD4 (pomocnými) T-lymfocyty, které 

nastolují humorální imunitu (Berger et al., 2006). 

1.5.3 Vliv flavivirové infekce na dendritické buňky 

Jak už bylo zmíněno, dendritické buňky hrají zásadní roli ve vrozené imunitě a 

antivirové odpovědi. Odpověď na infekci se ale mezi subtypy DC liší. To se například ukázalo 

u infekce WNV a LGTV. Viry v pDC indukují sekreci IFN-α, která není závislá na replikaci 

viru v buňkách. Jinak je tomu u mDC, jejichž produkce IFN-α na replikaci viru závislá je a 

hodnoty IFN-α jsou nižší (Robertson et al., 2009; Silva et al., 2007).  

Flaviviry ovlivňují i maturaci dendritických buněk. To se ukázalo v případě DC 

infikovaných DENV. Infikované DC měly sníženou expresi MHC a kostimulačních molekul, 

zhoršenou schopnost stimulovat proliferaci T-lymfocytů a nedokázaly odpovědět na přídatný 

maturační stimul TNF-α (Palmer et al., 2005). Takové zjištění je ale v rozporu s dřívějším 

experimentem, kdy infekce DENV vedla k maturaci DC a stimulovala produkci cytokinů 
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TNF-α a IFN-α (Libraty et al., 2001). Podobný vliv byl pozorován ve slezinových DC 

infikovaných TBEV, kdy po infekci buněk došlo ke zvýšení exprese MHC I a MHC II molekul 

(Fialová et al., 2010). 

1.5.4 Vliv klíštěcích slin na dendritické buňky 

Jak už bylo zmíněno, klíštěcí sliny plní celou řadu funkcí včetně ovlivnění imunitní 

odpovědi hostitele. Vlivy, které mají klíštěcí sliny na funkci dendritických buněk, jsou 

znázorněny na obrázku 5. Jedním z příkladů může být celkový inhibiční efekt slin klíštěte 

Ixodes ricinus. Sliny inhibují maturaci DC, která je zprostředkovaná vazbou příslušejících 

ligandů na CD40 a TLR3, TLR7 a TLR9. Dále inhibují časnou migraci DC z místa zánětu do 

spádových lymfatických uzlin, snižují schopnost DC prezentovat antigen specifickým T-

lymfocytům a navozují protizánětlivou Th2 odpověď. K inhibičnímu efektu slin může 

docházet prostřednictvím potlačení uvolňování prozánětlivých cytokinů, které se na migraci a 

maturaci DC podílejí. Konkrétně se jedná o cytokiny IL-1 a TNF-α. (Skallová et al., 2008). 

Tyto výsledky naznačují, že přítomnost klíštěcích slin zajišťuje, že si DC udrží nezralý fenotyp 

a zůstávají tak permisivní k virům, které sliny můžou přenášet (Kazimírová et al., 2017). Dále 

bylo vyzkoumáno, že sliny klíštěte R. sanguineus snižují expresi chemokinového receptoru 

CCR5 na povrchu DC, čímž selektivně inhibují odpověď nezralých DCs na chemotaktický 

protein MIP-1α (Oliveira et al., 2008).  Inhibice 

migrace v důsledku snížené exprese CCR5 se 

potvrdila ve studii, kdy sliny A. cajennense 

inhibovaly migraci DC vůči chemokinu RANTES, 

který se vedle MIP-1α na CCR5 váže. V této studii 

sliny vedly k polarizaci imunitní odpovědi ve 

prospěch Th2, stimulovaly produkci IL-10 cytokinu 

dendritickými buňkami po stimulaci ligandem 

TLR4 a ve zralých DC inhibovaly expresi  CD40 a 

CD86 (Carvalho-Costa et al., 2015). Ukázalo se, že 

v supresi Th1 imunitní odpovědi v lymfatických 

uzlinách hrají důležitou roli Langerhansovy buňky. 

To bylo dokázáno ve experimentu, kdy po sání 

klíštěte Ixodes scapularis na LC deficientní myši 

došlo oproti jiným zmíněným pokusům k indukci 

odpovědi Th1 (Vesely et al., 2009). Klíštěcí sliny 

Obr. 5: Vliv klíštěcích slin na 

dendritické buňky 

Zdroj: Vlastní zpracování pomocí 

BioRender.com (2020). Inspirováno 

Kotál et al., 2015. 
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také inhibují interferonovou signalizaci (Lieskovská and Kopecký, 2012a). Další funkcí, 

kterou klíštěcí sliny v dendritických buňkách ovlivňují, je fagocytóza. Sliny klíštěte Ixodes 

ricinus snížily fagocytování Borrelia afzelii a překvapivě po inkubaci s B. afzelii inhibovaly 

produkci jak cytokinů Th1 (TNF a IL-6), tak Th2 (IL-10) (Slámová et al., 2011). B. afzelii 

figurovala i ve studii zkoumající detaily ovlivnění maturace DC slinami klíštěte I. ricinus. 

Aktivace NF-κB a dráhy PI3K/Akt byla slinami snížená jak po stimulaci zprostředkovanou 

TLR2, tak B. afzeii. Jako odpověď na B. afzeii došlo ke snížení hladiny TNF v DC kvůli 

selektivní supresi ERK1/2, Akt a NF-κB (Kotál et al., 2015; Lieskovská and Kopecký, 2012b). 

1.5.5 Vliv klíštěcích slin na dendritické buňky infikované flaviviry 

Klíštěcí sliny svými mechanismy ovlivňují i procesy probíhající v infikovaných buňkách, 

včetně dendritických.  

Při zkoumání vlivů slin klíštěte Ixodes ricinus na dendritické buňky se ukázalo, že sliny 

zvyšují procento virem infikovaných buněk, snižují apoptózu a snižují produkci  

prozánětlivých cytokinů TNF-α a IL-6, které uvolňují virem infikované buňky (Fialová et al., 

2010).  

V experimentu na myeloidních DC bylo dokázáno, že sliny klíštěte Ixodes ricinus 

významně zvyšují replikaci viru buňkách a podporují aktivaci antiapoptotické dráhy Akt. 

V souladu s tím také dochází k potlačení apoptózy. Klíštěcí sliny dále posilňují dráhu 

JAK/STAT a transkripční faktor NF-κB. Tyto elementy jsou sice považované za mechanismy 

antivirové obrany, ale jelikož NF-κB prostřednictvím aktivace genů imunity, zánětu a 

proliferace podporuje přežití buňky, není tento fakt s potlačením apoptózy ve prospěch viru 

v rozporu. (Lieskovská et al., 2018). 

  



16 

 

2 CÍLE PRÁCE 

• Derivace pDC a LC 

• Analýza vlivu klíštěcích slin na replikaci TBEV v plazmacytoidních dendritických 

buňkách (pDC) a Langerhansových buňkách (LC)  

• Analýza apoptózy a autofágie v LC infikovaných virem a ovlivnění slinami 

• Analýza přežití pDC infikovaných virem a ovlivnění přežití slinami 

• Analýza apoptózy v infikovaných pDC a ovlivnění apoptózy slinami 

o Analýza vazby Annexinu V na fosfatidylserin 

o Analýza exprese apoptotických proteinů  
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3 MATERIÁLY A METODY 

3.1 MATERIÁLY 

3.1.1 Myši 

V rámci diplomové práce byli použiti 6-16 týdnů staré inbrední myši kmene 

C57BL/6N z firmy Velaz. Myši byly chovány za standardních podmínek ve zvěřinci na 

Katedře medicínské biologie Jihočeské univerzity v klecích s HEPA filtry udržujících 

prostředí SPF – prosté specifických patogenů. 

3.1.2 Klíštěcí sliny 

Klíšťata Ixodes ricinus byla nasbírána vlajkovou metodu v Branišovském lese 

v Českých Budějovicích. Samice se nechaly po dobu 6 až 7 dní sát na morčeti. Po nasátí a 

omytí v 15 % ethanolu se pomocí oboustranné lepící pásky připevnily na podložní sklíčko. Na 

hypostom a jednu z palp byla klíšťatům nasazena skleněná kapilára, která byla na druhém 

konci podložního sklíčka podložena plastelínou. Na hřbetní část byly klíšťatům kápnuty 2 μl 

5% roztoku pilokarpinu v 95 % ethanolu. Sklíčka s klíšťaty byla na 2 hodiny umístěna do 

vlhké komůrky do termostatu při 37 ˚C. Po 2 hodinách se vyprodukované sliny sesbíraly 

pomocí balónku z kapilár do mikrozkumavky. Sliny byly uloženy do mrazáku na –70 ˚C. 

K experimentům byly sliny použity po jejich přefiltrování přes 0,22 μm filtr (Merc Millipore). 

Použité chemikálie jsou uvedeny v tabulce I. 

Tab. I: Seznam chemikálií použitých při slintání klíšťat. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

Pilokarpin Sigma 

Ethanol Penta 

3.1.3 Buňky 

Experimenty se prováděly na dendritických buňkách Langerhansových nebo 

plazmacytoidních. Jejich získání z kostní dřeně myši je popsáno v kapitole 3.2.1 a následná 

kultivace v kapitole 3.2.2. 

K metodě plakové titrace, které je věnována kapitola 3.2.8, byly použity buňky PS 

(buňky prasečí ledviny, z angl. porcine kidney stable) a A549 (buňky lidského 

adenokarcinomu odvozené od alveolárních buněk typu II). 



18 

 

3.1.4 Virus 

K infekci buněk byl použit virus klíšťové encefalitidy kmene Hypr. Kmen Hypr byl 

izolován v roce 1953 na Moravě z krve desetiletého chlapce, kterému byla diagnostikována 

klíšťová encefalitida. Virus byl pomnožen na Vero buňkách. Titr zásobního dosahoval 7,7 ∙ 

107 pfu/ml. V rámci jednoho experimentu byl k Langerhansovým buňkám přidán virus kmene 

Hypr, který byl geneticky modifikován vložením červeného fluorescenčního proteinu 

mCherry. Titr zásobního dosahoval 2,7 ∙ 107 pfu/ml. Tento virus laskavě poskytl prof. Růžek. 

3.1.5 Použité chemikálie 

Použité chemikálie a kity jsou vypsané v tabulkách u příslušných metod. 

3.2 METODY 

3.2.1 Izolace buněk z kostní dřeně 

Myš byla usmrcena zlomením vazu. Z očištěných holenních a stehenních kostí byly 

odstřiženy hlavice. Pomocí střičky s nasazenou jehlou byla kost propláchnuta MEM médiem. 

Takto získaná kostní dřeň byla rozsuspendována v Petriho misce a profiltrována přes 70 μm 

filtr (Corning) do centrifugační zkumavky. Poté byly buňky kostní dřeně centrifugovány (8 

min, 250 g, 4 ˚C). Po centrifugaci a slití supernatantu byly buňky rozsuspendovány ve 2 ml 

0,84 % NH4Cl ohřátého na 37 ˚C, čímž došlo k lýze erytrocytů. Lýza byla po 2 minutách 

zastavena přidáním 10 ml MEM média. V průběhu druhé centrifugace byly buňky spočítány 

v Bürkerovo komůrce. K počítání byla použita trypanová modř. Následně byly buňky 

rozsuspendovány v RPMI médiu. Po třetí centrifugaci byly buňky nasazeny na panel. Použité 

chemikálie jsou uvedeny v tabulce II. 

Tab. II: Seznam chemikálií použitých při izolaci buněk z kostní dřeně. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

MEM médium Biosera 

RPMI médium Biosera 

3.2.2 Nasazení a kultivace buněk 

V případě derivace Langerhansových buněk byly do kompletního RPMI média (tj. RPMI 

1640 + 10 % BOFES, glutamin, merkaptoethanol, antibiotika – směs penicilin + streptomycin) 

přidány růstové faktory GM-CSF, IL-4 a TGF-β. Složení média popisuje tabulka III.  Buňky 

byly nasazeny po 3 ml do 6-jamkového panelu v koncentraci 2,5 × 105 buněk/ml. Kultivace 
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probíhala v inkubátoru (37 ˚C, 5 % CO2). Výměna poloviny média proběhla každý druhý den. 

Osmý den byly buňky připraveny k experimentu.  

Tab. III: Složení média určeného ke kultivaci Langerhansových buněk. 

Langerhansovy buňky - médium 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

RPMI 1640 médium Biosera 

10 % BOFES Biowest 

2 mM glutamin Biosera 

50 μM merkaptoethanol Sigma-Aldrich 

1% antibiotika Biosera 

20 ng/ml GM-CSF PeproTech 

100 ng/ml IL-4 PeproTech 

10 ng/ml TGF-β PeproTech 

 

Plazmacytoidní dendritické buňky byly kultivovány v kompletním RPMI médiu 

s přídavkem Flt-3L a pyruvátu sodného. Složení média popisuje tabulka IV. Buňky byly 

nasazeny po 2 ml do 6-jamkového panelu v koncentraci 1,5 × 106 buněk/ml. Kultivace 

probíhala v inkubátoru (37 ˚C, 0,5 % CO2). Výměna poloviny média proběhla čtvrtý a šestý 

den kultivace. Osmý den byly buňky připraveny k experimentu. Pro zjednodušení byly buňky 

derivované pomocí Flt-3L označené jako pDC, i když se jednalo o směsnou populaci (Brasel 

et al., 2000).  

Tab. IV: Složení média určeného ke kultivaci plazmacytoidních dendritických buněk. 

Plazmacytoidní buňky - médium 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

RPMI 1640 médium Biosera 

10 % BOFES Biowest 

2 mM glutamin Biosera 

50 μM merkaptoethanol Sigma-Aldrich 

1 % antibiotika Biosera 

200 ng/ml Flt-3L R&D Systems 

1 mM pyruvát sodný Sigma-Aldrich 
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3.2.3 Sortování buněk 

Při dostatečném počtu buněk a funkčnosti sorteru byly Langerhansovy buňky 

sortovány. Osmý den byly buňky pipetou sesbírány z 6-jamkového panelu do centrifugační 

zkumavky. Následně byly opláchnuty s PBS a 30 minut na ledu kultivovány s PBS + 5mM 

EDTA, čímž došlo k uvolnění adherovaných buněk. V některých případech byla místo 

kultivace s EDTA použita silikonová škrabka. Posbíraná suspenze buněk byla stočena (8 min, 

250 g, 4˚C) a promyta FACS pufrem (PBS + 1 % BSA + 1 mM EDTA). Buňky byly v 200 μl 

FACS pufru naznačeny MHC II anti-mouse PE-Cy5 (ředění 100x) nebo MHC II anti-mouse 

PE (ředění 100x). Výrobci použitých chemikálií jsou uvedeny v tabulce V. Po naznačení a 

promytí byly buňky přefiltrovány (CellTrics 50 μm, Sysmex) a přeneseny do FACS 

zkumavek. Následoval sorting MHC II pozitivních buněk na S3e Cell Sorteru Bio-Rad, 

promytí v RPMI a nasazení buněk na experiment v kompletním RPMI médiu s růstovými 

faktory. 

Tab. V: Seznam chemikálií použitých při sortování buněk. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

EDTA Sigma-Aldrich 

BSA Biosera 

MHC II anti-mouse PE-Cy5 

MHC II anti-mouse PE 
eBioscience 

 

3.2.4 Inkubace se slinami a infekce buněk 

Inkubace se slinami a infekce buněk probíhala na panelu nebo v mikrozkumavkách. Sliny 

byly k buňkám přidány ve výsledné koncentraci 10 μg/ml. Inkubace se slinami probíhala 2 

hodiny v termostatu (37 ˚C).  

Po dvou hodinách byl do odpovídajících jamek/mikrozkumavek přidán virus TBE kmene 

Hypr v množství MOI 5 (tj. 5 virových částic na buňku) nebo v případě Langerhansových 

buněk v množství MOI 10 (tj. 10 virových částic na buňku). V rámci jednoho experimentu byl 

k Langerhansovým buňkám přidán virus označený červeným fluorescenčním proteinem 

mCherry v množství MOI 5. Do jamek/mikrozkumavek bez viru bylo přidáno odpovídající 

množství kontrolního média a do jamek/mikrozkumavek se slinami bylo navíc přidáno 

odpovídající množství slin pro vyrovnání objemové změny. Inkubace s virem probíhala 1 

hodinu v termostatu (37 ˚C). 
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Po uplynutí inkubační doby byly mikrozkumavky stočeny (4 minuty, 250 g, 4 ̊ C) a buňky 

opláchnuty s PBS. Buňky tak byly promyty od volných nenavázaných virových částic. 

V případě infekce na panelu byl v rámci zachování i méně adherovaných buněk krok 

opláchnutí vynechán. Z jamek tak bylo pouze odebráno médium bez přidání PBS. Následně 

bylo v obou případech k buňkám přidáno odpovídající množství kompletního RPMI média a 

do odpovídajících jamek opět přidány sliny. Suspenze z mikrozkumavek byla nasazena na 

panel. Buňky byly na všechny experimenty nasazovány v koncentraci 1 ∙ 106 buněk/ml. Objem 

buněčné suspenze v jamce závisel na kultivačním panelu (96-jamkový po 200 μl na jamku, 

48-jamkový po 400 μl, 24-jamkový po 1000 – 1200 μl). 

3.2.5 Příprava lyzátů 

Metodě western blot a analýze apoptotických proteinů předcházela příprava lyzátů. 

Buňky byly nasazeny do panelu v již zmíněné koncentraci 1 ∙ 106 buněk/ml. Buňky určené na 

western blot byly nasazeny do 48-jamkového panelu po 400 μl, buňky na array apoptotických 

proteinů do 24-jamkového panelu po 1 200 μl. 

V určených časových intervalech po infekci bylo z jamek odebráno všechno médium do 

mikrozkumavek. K buňkám bylo přidáno PBS, které bylo následně přeneseno do 

mikrozkumavek s médiem. Mikrozkumavky byly stočeny (3 min, 250 g, 4 ˚C) a zbaveny 

supernatantu. Tak se zabránilo ztrátě i méně adherovaných buněk. Mezitím bylo do jamek 

panelu přidáno 150 μl RIPA pufru s 25 mM NaF, inhibitory proteáz (ředění 100x) a Na3VO4 

(ředění 100x). Výrobci chemikálií jsou uvedeny v tabulce VI. Panely byly takto 10 minut 

inkubovány na ledu. Po 10 minutách byly zlyzované buňky přidány k buňkám 

v odpovídajících mikrozkumavkách a inkubace na ledu pokračovala dalších 10 minut.  

Zlyzované buňky byly následně stočeny (5 min, 10 000 rpm, 4 ˚C) a supernatant byl 

přenesen do nových mikrozkumavek. Tak byl lyzát zbaven DNA a zbytků membrán. 

Supernatant byl uchováván v mrazáku na -70 ˚C až do použití. 

Tab. VI: Seznam chemikálií použitých při přípravě lyzátů. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

RIPA pufr Sigma-Aldrich 

NaF Sigma-Aldrich 

Inhibitory proteáz BioVision 

Na3VO4 Sigma-Aldrich 
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3.2.6 Western blot 

Proteiny LC3 a P-Akt byly v Langerhansových buňkách detekovány metodou western 

blot.  

Den před samotným western blotem byly připraveny 12% gely. Jejich složení popisuje 

tabulka VII. 

Tab. VII: Složení gelů použitých při metodě western blot. 

Chemikálie 
Objem na 12% 

separační gel 

Objem na 

koncentrační 

gel 

Výrobce/Dodavatel 

40% akrylamid/bisakryl 

amid (29:1) 
4,5 ml 0,49 ml VWR Chemicals 

4x Tris-Cl/SDS pH 8,8 - 3,75 ml pH 6,8 – 1,25 ml vše VWR Chemicals 

H2O 6,75 ml 3,2 ml  

10 % APS 60 μl 30 μl Sigma-Aldrich 

TEMED 12 μl 6 μl VWR Scientific 

  

Lyzáty, jejichž příprava je popsána v kapitole 3.2.5, byly před nanesením na gel 

smíchány v poměru 3:1 se vzorkovým pufrem obsahujícím merkaptoethanol (1 díl 

merkaptoethanol + 9 dílů vzorkového pufru). Směs byla inkubována 3 minuty při 95 ˚C. 

20 μl od každého vzorku a 3,5 μl ELFO markeru bylo naneseno do jamek gelu. 

Proteiny byly rozděleny elektroforézou za redukujících podmínek v ELFO pufru (25 mM 

TRIS, 192 mM Glycine, 1% SDS). Parametry byly pro jeden gel nastaveny na 40 mA, 250 V. 

Elektroforéza běžela 45 minut. 

Western blotting probíhal v aparatuře Semi-dry. V transferovém pufru (25,6 mM 

TRIS, 192 mM glycin, 1,73 mM SDS, 20 % methanol) byl složen sendvič v pořadí – filtrační 

papíry, membrána, gel, filtrační papíry. Blotovací membrána byla zapojena do zdroje 

s nastavenými parametry 63 mA, 150 V. Blotování probíhalo 1,5 hodiny.  

Membrána s přeblotovanými proteiny byla promyta roztokem TBS s 0,1% Tweenem. 

Poté byla namočena do 5% odtučněného mléka v TBS s 0,1% Tweenem a nechala se 1 hodinu 

při pokojové teplotě vysycovat na třepačce. 

V dalším kroku se membrána nechala přes noc v chladu inkubovat s primárními 

protilátkami proti LC3-I/II, P-Akt nebo β-aktinu (použit jako referenční protein) naředěnými 

v mléce (ředění 1000x).  
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Další den byla membrána promyta v TBS s 0,1% Tweenem (2x rychle, poté 15 min na 

třepačce, 2x 5 min na třepačce). Sekundární protilátka (anti-králičí s navázanou křenovou 

peroxidázou) byla 2000x naředěna v mléce a 45 min inkubována s membránou na třepačce při 

pokojové teplotě. Po ukončení inkubace byla membrána 3x promyta v TBS s 0,1% Tweenem. 

Detekce probíhala prostřednictvím kvantitativního 

chemiluminiscenčního substrátového kitu Western Bright Quantum obsahujícího dva detekční 

roztoky, které byly bezprostředně před použitím smíchány v poměru 1:1. Vzniklým roztokem 

byla pipetou pokryta analyzovaná membrána. Výrobci použitých chemikálií jsou uvedeny 

v tabulce VIII. K měření chemiluminiscence byl použit přístroj Alliance 4.7, UVITEC 

Cambridge. Intenzita jednotlivých bendů byla kvantifikována programem ImageJ.  

Tab. VIII: Seznam chemikálií použitých při metodě western blot. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

Vzorkový pufr Bio-Rad 

Merkaptoethanol Sigma-Aldrich 

ELFO marker Sigma-Aldrich 

Tris VWR Chemicals 

Glycine VWR Chemicals 

Methanol VWR Chemicals 

TBS VWR Chemicals 

Tween Sigma-Aldrich 

Odtučněné mléko Simandl 

LC3-I/II protilátka CellSignaling 

P-Akt protilátka CellSignaling 

β-Aktin protilátka CellSignaling 

Anti-králičí HRP protilátka CellSignaling 

Kit WesternBright Quantum 

HRP substrate 
Advansta 

 

3.2.7 Array apoptotických proteinů 

Při detekci apoptotických proteinů se pracovalo s lyzáty získanými podle kapitoly 

3.2.5. Samotné array předcházelo stanovení množství totálního proteinu v jednotlivých 

lyzátech podle návodu v kitu Pierce BCA Protein Assay a sjednocení jejich koncentrace 
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přidáním RIPA pufru. K analýze apoptotických proteinů pak bylo použito 170 μl z každého 

lyzátu obsahujícího 90 μg totálního proteinu. 

Samotná detekce se prováděla podle kitu Proteome Profiler – Mouse Apoptosis Array 

Kit, kdy je možné na jedné membráně detekovat hladinu 21 proteinů zapojených do dráhy 

apoptózy. Detekce proteinů probíhala pomocí kvantitativního 

chemiluminiscenčního substrátovém kitu WesternBright Quantum obsahujícího detekční 

roztoky, které byly bezprostředně před použitím smíchány v poměru 1:1. Vzniklým roztokem 

byly pipetou pokryty analyzované membrány. Výrobci použitých chemikálií jsou uvedeny 

v tabulce IX. K měření chemiluminiscence byl použit přístroj Alliance 4.7, UVITEC 

Cambridge. Po přiřazení proteinů k výsledným spotům podle obrázku 6 byla intenzita signálu 

jednotlivých navázaných proteinů kvantifikována programem ImageJ. 

  

Obr. 6: Pozice navázaných protilátek na membráně kitu Proteome Profiler – Mouse 

Apoptosis Array. 

Zdroj: https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/ary031.pdf?v=20210316 

  

https://resources.rndsystems.com/pdfs/datasheets/ary031.pdf?v=20210316
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Tab. IX: Seznam použitých chemikálií při array apoptotických proteinů. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

PierceTM BCA Protein Assay Thermo Scientific 

RIPA pufr Sigma-Aldrich 

Proteome Profiler – Mouse Apoptosis 

Array Kit 
R&D Systems 

WesternBright Quantum HRP substrate Advansta 

3.2.8 Plaková titrace 

Ke stanovení počtu virových částic ve vzorcích byla použita metoda plakové titrace. 

K této metodě se LC nebo pDC buňky nasadily do 96-jamkových panelů po 200 μl na jamku. 

V určených časových intervalech se panel s buňkami zabalil do parafilmu a uložil do mrazáku 

na -70 ˚C, nebo bylo odebráno pouze médium do mikrozkumavek a buňky byly využity 

k jinému experimentu. 

Metoda byla nejprve prováděna s PS buňkami, později se přešlo na buňky A549. Buňky 

se uvolnily z kultivační lahve pomocí trypsinu a po spočítání v Bürkerově komůrce byly 

rozsuspendovány v médiu. V případě A549 buněk bylo použito DMEM médium (+ 10 % 

BOFES, ATB, glutamin). Výsledná koncentrace buněk byla 5 ∙ 105 buněk/ml. Při použití PS 

buněk byly buňky rozsuspendovány v L15 médiu s 3 % PTS, ATB a glutaminem na 

koncentraci 3 ∙ 105 buněk/ml.  

Do jamek 24-jamkového panelu bylo napipetováno 180 μl média (kompletního DMEM 

nebo L15). Poté bylo do první jamky napipetováno 20 μl analyzovaného vzorku. Následovalo 

jeho ředění desítkovou řadou. Do každé jamky bylo přidáno 300 μl suspenze PS nebo A549 

buněk. Panely byly zamíchány v horizontálním a vertikálním směru. Následně byly panely 

inkubovány v 0,5 % CO2 při 37 ˚C. 

Po 3-4 hodinách byly buňky převrstveny 400 μl pokrývky skládající se z CMC a 2x 

koncentrovaného L15 nebo DMEM v poměru 1:1. Buňky byly inkubovány 5 dní. Výrobci 

použitých chemikálií jsou uvedeny v tabulce X. 

Po pěti dnech byly zviditelněny plaky. Nejprve byly panely promyty v 0,9% roztoku NaCl 

v destilované vodě. Následně byly panely ponechány 45 minut v naftalenové černi, čímž došlo 

ke vzniku neobarvených plaků (virem zlyzované buňky) mezi ostatními obarvenými buňkami. 

Plaky byly spočítány a převedeny na množství virových částic, které jsou schopny tvořit plaky 

(PFU/ml) pomocí vzorce PFU/ml =
počet plaků × 10ředění jamky

0,2
. 
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Tab. X: Seznam použitých chemikálií při plakové titraci. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

Leibovitz L15 médium Biowest 

PTS Biowest 

Antibiotika Biosera 

Glutamin Biosera 

DMEM médium Biosera 

BOFES Biowest 

CMC Sigma-Aldrich 

NaCl Penta 

3.2.9 Analýza apoptózy na průtokovém cytometru  

Apoptóza v Langerhansových buňkách po infekci hyprem byla zkoumána sledováním 

pozitivity buněk na aktivní kaspázu-3. 

Z jamek 96-jamkového panelu bylo odebráno médium a buňky byly uvolněny 

20minutovou inkubací s PBS + 0,5 mM EDTA na ledu, poté byly přeneseny do 

mikrozkumavek. Po stočení 3 minuty při 250 g a 4˚C se buňky 2x promyly ve FACS pufru. 

Jelikož se jednalo o nesortované buňky, byly kvůli fenotypizaci ve FACS pufru naznačeny 

protilátkou MHC II–AF700 (ředění 300x). Po naznačení se postupovalo podle pokynů v kitu 

FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit. Následně se vzorky měřily na cytometru BD 

FACSCanto™. 

Apoptóza v plazmacytoidních buňkách se zjišťovala sledováním fluorescence 

značeného proteinu annexinu V, který je schopný vázat se na apoptotický marker 

fosfatidylserin. Analýza annexinu podle Annexin V Apoptosis Detection Kit APC nebo FITC 

se ve dvou případech doplnila ještě barvivy k rozlišení živých a mrtvých buněk, a to buď FVD-

eFluor 80, nebo 7-AAD. 

V případě značení FVD a annexinem byly buňky (posbírané z panelu silikonovou 

škrabkou) nejprve opláchnuty PBS a značeny barvivem FVD (ředění 200x) 30 minut ve tmě.  

Po 30 minutách byly buňky promyty „binding pufrem“ (BP) z kitu na Annexin V. Následovalo 

povrchové značení buněk koktejlem protilátek v BP obsahujícím CD11b-PerCP-Cy5.5 (ředění 

100x) nebo -FITC (ředění 10x), CD11c-PE (ředění 100x), B220-PE-Cy7 (ředění 50x) a 

annexin V-APC (ředění 20x). Prostředí BP bylo velice důležité, neboť pro interakci annexinu 

s fosfatydilserinem je nezbytná přítomnost kalcia. Po promytí BP se buňky fixovaly přidáním 

200 μl ROTI®Histofix 4 %, opět promyly a změřily na cytometru BD FACSCanto™ nebo 
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NovoCyte 3000 (ACEA). Barvivo 7-AAD se v případě potřeby přidalo k buňkám 5 minut před 

měřením na cytometru v ředění 20x. Výrobci použitých chemikálií jsou uvedeny v tabulce XI. 

Tab. XI: Seznam použitých chemikálií při přípravě buněk na analýzu apoptózy na 

průtokovém cytometru. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

EDTA Sigma-Aldrich 

FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit BD PharmigenTM 

MHC II–AF700 eBioscience 

Annexin V Apoptosis Detection Kit 

APC nebo FITC 
eBioscience 

CD11b-PerCP-Cy5.5 eBioscience 

CD11b-FITC Miltenyi Biotec 

CD11c-PE eBioscience 

B220-PE-Cy7 Miltenyi Biotec 

ROTI®Histofix Roth 

FVD eBioscience 

7-AAD eBioscience 

3.2.10 Detekce přežívání buněk pomocí alamarBlue 

Buňky byly nasazeny v triplikátech do 96-jamkového panelu po 200 μl na jamku. 

V určených časových intervalech bylo buňkám odebráno 100 μl média a do jamek se zbylým 

médiem a buňkami byl napipetován alamarBlue Cell Viability Reagent (ředění 10x). Toto 

barvivo využívá schopnosti živých buněk redukovat modré barvivo resazurin na silně 

fluorescentní růžový resorufin. Výrobce použité chemikálie je uveden v tabulce XII. Takto 

připravený panel byl 3 hodiny ponechán ve tmě v termostatu s 5 % CO2 na 37 ˚C. 

Po 3 hodinách bylo médium přeneseno do jiného panelu, v němž byla na spektrometru 

BioTek Synergy H1 stanovena fluorescence (excitační vlnová délka: 550 nm, emisní vlnová 

délka: 590 nm). Z naměřené hodnoty fluorescence byl odečten blank (RPMI médium bez 

buněk) a hodnota nestimulovaných buněk byla považována za 100 %.  

Tab. XII: Výrobce chemikálie použité k detekci přežívání buněk. 

Chemikálie Výrobce/Dodavatel 

AlamarBlue Cell Viability Reagent ThermoFisher 
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3.2.11 Statistické vyhodnocení dat 

Statistické vyhodnocení dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 5 pomocí 

jednocestné nebo dvoucestné ANOVY. Statisticky významné rozdíly mezi skupinami jsou v 

grafech označeny hvězdičkami (jedna hvězdička pro p < 0,05, dvě hvězdičky pro p < 0,01, tři 

hvězdičky pro p < 0,001). Všechny grafy ve výsledcích zobrazují aritmetické průměry ze 

stanovených hodnot a chybové úsečky v grafech představují střední chybu průměru (SEM). 

4 VÝSLEDKY 

4.1 LANGERHANSOVY BUŇKY 

4.1.1 Vliv klíštěcích slin na replikaci TBEV v LC 

K detekci replikace viru TBE byly využity sortované Langerhansovy buňky. Buňky 

byly infikovány Hyprem (MOI 10) v přítomnosti klíštěcích slin (10 μg/ml). Připravené vzorky 

byly analyzovány metodou plakové titrace za použití PS buněk. Vliv klíštěcích slin na 

replikaci byl takto testován 2x, v obou případech v triplikátech. Výsledky experimentů jsou 

vidět na obrázku 7. V experimentech nedošlo k významnému ovlivnění titru viru. 
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Obr. 7: Vliv klíštěcích slin na replikaci viru kmene Hypr v LC. 

 

Stejný experiment byl zopakován s infekcí tentokrát nesortovaných Langerhansových 

buněk virem kmene Hypr označeným červeným fluorescenčním proteinem mCherry v 

množství MOI 5. Připravené vzorky byly analyzovány plakovou titrací za použití buněk A549. 

Takto bylo ovlivnění replikace viru testováno jednou, za použití triplikátů. Výsledky jsou vidět 

na obrázku 8. Ani v tomto případě klíštěcí sliny signifikantně neovlivnily replikaci viru. 
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Obr. 8: Vliv klíštěcích slin na replikaci viru mCherry v LC. 

4.1.2 Vliv klíštěcích slin na proces autofágie ve virem infikovaných LC 

 Autofágie v sortovaných Langerhansových buňkách byla analyzována metodou 

western blot. Buňky byly infikovány Hyprem (MOI 10) v přítomnosti klíštěcích slin (10 

μg/ml). Jako autofagický marker byl použit protein LC3, jehož cytosolická forma (LC3-I) se 

v průběhu autofágie lipidací přeměňuje na formu LC3-II. Přítomnost konvertované formy 

LC3-II v podobě spodního bendu tedy pozitivně koreluje s mírou autofágie. Jako referenční 

protein byl použit β-aktin, jehož exprese v buňkách zůstává konstantní. Relativní aktivita byla 

kvantifikována jako poměr hustoty pixelů LC3-II proteinu a β-aktinu. 

Výsledky experimentu jsou vidět na obrázku 9. Na výsledcích je patrné, že 

v Langerhansových buňkách k autofágii dochází. Ačkoliv 3 hodiny po infekci byla autofágie 

slinami zvýšená, sliny neovlivnily autofágii ve virem infikovaných buňkách. V intervalu 24 

hodin je viditelná indukce autofágie Hyprem a její inhibice slinami ve virem infikovaných 

buňkách. Tento experiment byl proveden jednou. 
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Obr. 9: Vliv virové infekce a klíštěcích slin na relativní expresi proteinu LC3-II v LC. 

4.1.3 Vliv klíštěcích slin na proces apoptózy ve virem infikovaných LC 

Apoptóza byla v Langerhansových buňkách analyzována detekováním fosforylované 

Akt (P-Akt) metodou western blot a značením buněk protilátkami proti kaspáze-3 a následnou 

detekcí na cytometru.  

K detekci P-Akt, která byla provedena jednou, byly použity sortované Langerhansovy 

buňky infikované Hyprem (MOI 10) a inkubované se slinami (10 μg/ml). Akt je 

serin/threoninová kináza s protiapoptotickou aktivitou, která je fosforylovaná po aktivaci 

PI3K. Tím se z Akt stává aktivní P-Akt, která následnou fosforylací dalších proteinů ovlivňuje 

přežití buňky. Může například fosforylovat Bad a tím blokovat jeho proapoptotickou aktivitu 

nebo fosforylací kaspázy-9 snížit její proteázovou aktivitu (Cross et al., 2000). Jako referenční 

protein byl použit β-aktin, jehož exprese v buňkách zůstává konstantní. Relativní exprese byla 

kvantifikována jako poměr hustoty pixelů P-Akt proteinu a β-aktinu. 

Výsledky jsou zobrazeny na obrázku 10. Můžeme vidět, že se v prvním časovém 

intervalu (3 hpi) ve virem infikovaných buňkách exprese P-Akt zvýšila. V buňkách 

infikovaných za přítomnosti slin zůstala exprese P-Akt na úrovni kontroly. Po 24 hodinách od 

infekce naopak nedošlo k ovlivnění hladiny P-Akt samotným Hyprem, kdežto infekce se 

slinami vyvolala její mírný nárůst. 
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Obr. 10: Vliv virové infekce a slin na fosforylaci Akt v LC. 

K detekci kaspázy-3, byly použity nesortované triplikáty Langerhansových buněk 

infikovaných mCherry (MOI 5) a inkubovaných se slinami (10 μg/ml). Procento 

apoptotických buněk (tzn. buněk pozitivních na kaspázu-3) bylo stanoveno v populaci MHC 

II pozitivních buněk. Tato analýza byla provedena jednou. 

Na obrázku 11 můžeme vidět, že v čase 24 a 48 hodin po infekci bylo na kaspázu-3 

pozitivní pouze velmi malé procento buněk a nebyl pozorován signifikantní rozdíl mezi 

neinfikovanými, infikovanými buňkami a buňkami infikovanými za přítomnosti slin. Po 72 

hodinách se procento buněk pozitivních na kaspázu-3 v neinfikovaných i infikovaných 

buňkách zvýšilo, zatímco za přítomnosti slin byl počet apoptotických buněk signifikantně 

nižší. 
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Obr. 11: Vliv slin a virové infekce na expresi kaspázy-3 v LC. 

4.2 PLAZMACYTOIDNÍ DENDRITICKÉ BUŇKY 

4.2.1 Vliv klíštěcích slin na replikaci TBEV v pDC 

K detekci replikace viru TBE byly využity plazmacytoidní buňky. Buňky byly 

infikovány Hyprem (MOI 5) v přítomnosti klíštěcích slin (10 μg/ml). Připravené vzorky byly 

analyzovány metodou plakové titrace za použití buněk A549. Vliv klíštěcích slin na replikaci 

byl takto testován 2x, v obou případech v triplikátech. Výsledky jsou vidět na obrázku 12. 

Zatímco 24 ani 48 hodin po infekci nebyla replikace viru slinami významně ovlivněná, 

v časovém intervalu 72 hodin po infekci došlo ve vzorku se slinami ke statisticky 

významnému poklesu titru viru o téměř 58 %.  
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Obr. 12: Vliv klíštěcích slin na replikaci viru v pDC. 
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4.2.2 Vliv klíštěcích slin na přežívání buněk ve virem infikovaných pDC 

Analýza přežívání plazmacytoidních buněk byla provedena pomocí barviva 

alamarBlue, které využívá metabolické aktivity živých buněk. Část buněk byla infikována 

Hyprem (MOI 5) a inkubována se slinami (10 μg/ml).  

 V časovém intervalu 24 hodin byl experiment proveden 3x, ve všech případech 

v triplikátech. Výsledky jsou vidět na obrázku 13. Infekce Hyprem způsobila statisticky 

významný nárůst přežívání buněk, zatímco inkubace se slinami zapříčinila oproti neinfikované 

kontrole významný pokles. Přítomnost slin v infikovaných buňkách vyvolala statisticky 

významný pokles v přežívání buněk v porovnání s těmi, které byly infikovány bez přítomnosti 

slin, a to o 52 %. Přežívání buněk infikovaných se slinami a buněk, ve kterých byly přítomny 

jen sliny bez viru, se nelišilo. 
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Obr. 13: Přežívání plazmacytoidních buněk v závislosti na přítomnosti slin a virové infekce 

24 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena průměrná hodnota neinfikované skupiny. 

 Experiment byl proveden i jiných časových intervalech – konkrétně jednou 

v duplikátech v čase 16 hpi, a jednou v triplikátech 48 hpi a 72 hpi. Na obrázku 14 vidíme 

výsledky 16 hodin po infekci. Je patrné, že i v tomto případě je viabilita buněk signifikantně 

zvýšena infekcí Hyprem. Přítomnost slin přežívání infikovaných buněk signifikantně snížila. 

Po 48 a 72 hodinách po infekci (obrázek 15) sice vlivem slin nedošlo k signifikantnímu 

ovlivnění přežívání buněk, nicméně trendové snížení je stále patrné. 
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Obr. 14: Přežívání plazmacytoidních buněk v závislosti na přítomnosti slin a virové infekce 

16 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena průměrná hodnota neinfikované skupiny. 
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Obr. 15: Přežívání plazmacytoidních buněk v závislosti na přítomnosti slin a virové infekce 

48 a 72 hodin po infekci. Jako 100 % byla zvolena průměrná hodnota neinfikované skupiny. 

4.2.3 Vliv klíštěcích slin na proces apoptózy ve virem infikovaných pDC 

Apoptóza byla v plazmacytoidních buňkách analyzována na průtokovém cytometru. 

Gatovací strategie byla následující – nejprve se ohraničily singlety, z nichž byly vybrané 

buňky pozitivní na marker CD11c. Z této populace byly vybrané jako pDC ty buňky, které 

byly pozitivní na B220 a zároveň negativní na CD11b. V průměru ze všech experimentů bylo 

považováno za populaci pDC 39 % z vyderivovaných buněk. 

Samotná analýza apoptózy byla provedena pomocí kitu, který umožňuje detekci 

externalizovaného fosfatidylserinu, na který se váže Annexin V.  Analýza byla provedena 
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celkem 3x, v různých časových intervalech. Část buněk byla před analýzou infikována 

Hyprem (MOI 5) a inkubována se slinami (10 μg/ml). Na rozlišení pozdně apoptotických, 

respektive nekrotických, buněk byly použity fluorescenční barvičky FVD nebo 7-AAD. 

Jelikož se však většina buněk jevila jako nekrotická (bez rozdílu mezi skupinami), přisoudily 

jsme tento fakt časově a procesně náročné manipulaci se vzorky a v rámci analyzování 

výsledků se přistoupilo k vyhodnocování annexinu samotného.  

V prvním experimentu byla detekovaná vazba annexinu po 21, 45 a 69 hodinách 

infekce. K experimentu byly použity duplikáty. Na obrázku 16 vidíme výsledky. Byl 

pozorován pokles průměrné fluorescence, a tím i externalizovaného fosfatidylserinu, ve 

skupině buněk se slinami, a to ve všech časových intervalech v průměru o 50 %.  
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Obr. 16: Vliv klíštěcích slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 21, 

45 a 69 hodin od infekce. MFI – median fluorescence intensity – střední hodnota 

fluorescence. 

Na obrázku 17 můžeme vidět výsledek experimentu v nejčasnějším časovém intervalu 

14 hodin po infekci. Tento experiment byl dělaný v triplikátech.  Sliny signifikantně snížily 

expresi fosfatidylserinu ve virem infikovaných buňkách o téměř 75 %.  Na obrázku 18 je 

ukázáno porovnání histogramů tohoto experimentu. 
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Obr. 17: Vliv klíštěcích slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 14 

hodin od infekce. MFI – median fluorescence intensity – střední hodnota fluorescence. 

 

Obr. 18: Vliv klíštěcích slin a virové infekce na fosfatidylserin na povrchu pDC 14 hodin od 

infekce. Ukázka histogramů. Zleva doprava: buňky neinfikované – infikované Hyprem – se 

slinami – infikované Hyprem za přítomnosti slin. 

Pro konfirmaci snížení fosfatidylserinu na buňkách vlivem slin byl experiment 

v časovém intervalu 16 hodin proveden jen s buňkami bez infekce a s buňkami se slinami 

(obrázek 19). Ačkoliv nedošlo ke statisticky významnému ovlivnění, opět bylo za přítomnosti 

slin pozorováno snížení fosfatidylserinu na povrchu buněk. 
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Obr. 19: Vliv klíštěcích slin na fosfatidylserin na povrchu pDC po 16 hodinách.  

MFI – median fluorescence intensity – střední hodnota fluorescence. 

4.2.4 Vliv klíštěcích slin na expresi apoptotických proteinů ve virem infikovaných pDC 

Array byla provedena podle kitu, v němž byly na membránu navázány protilátky proti 

21 proteinům zapojených do drah apoptózy. 

Jednou skupinou analyzovaných proteinů byly transmembránové receptory, tzv. 

receptory smrti. Mezi ty patří Fas/CD95, TNF RI, a TRAIL R2 (Elkon, 2013). 

Další testovanou kategorií jsou členové Bcl-2 rodiny, a to jak proapoptotické proteiny 

(Bad), tak ty antiapoptotické (Bcl-2, BCL-X, MCL-1) (Elkon, 2013).  

Protein p53 má proapoptotické funkce, neboť indukuje apoptózu v případě závažného 

poškození DNA a pod vlivem stresu vstupuje do mitochondrie, kde aktivuje expresi 

proapoptotických genů a supresi genů protiapoptotických (Wawryk-Gawda et al., 2014). 

Skupina heat shock proteinů (HSP27, HSP60, HSP70) se akumuluje v buňce, která je 

vystavena teplu a jiným stresovým stimulům. Fungují jako molekulární chaperony, které 

umožňují buňce se na takové prostředí adaptovat se a přežít tak i v jinak letálních podmínkách. 

Zatímco HSP60 je protein proapoptotický a je v buňce exprimován konstitutivně, HSP27 a 

HSP70 jsou indukovány stresovými stimuly a fungují jako proteiny antiapoptotické (Garrido 

et al., 2001).  

Kataláza je buněčný enzym, který se vyskytuje ve všech aerobních buňkách 

s cytochromovým systémem. Hlavní funkcí je rozklad peroxidu vodíku a recyklace kyslíku, 

který může být v metabolismu znovu využit (Deisseroth and Dounce, 1970). Mezi 

antioxidanty patří také proteiny HO-1 a HO-2, které chrání buňky před oxidačním stresem 

(Choi and Alam, 1996; Intagliata et al., 2019). 
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Claspin funguje jako brzda proti apoptóze. Když je DNA příliš poškozená a nemůže 

být opravena, tato brzda je odstraněna prostřednictvím štěpení claspinu kaspázou -3 nebo -7 a 

degradace v proteazomu (Semple et al., 2007). 

HIF-1a je klíčovým regulátorem apoptózy indukované hypoxií. Dokáže apoptózu jak 

indukovat, tak inhibovat (Greijer and Van Der Wall, 2004). Dvojakou funkci může mít i 

protein p27, který na jednu stranu hraje důležitou roli v regulaci progrese buňky z G1 fáze do 

S fáze, ale vysoké hladiny p27 dokážou také indukovat apoptózu (Wang et al., 1997). 

XIAP patří do proteinové rodiny intracelulárních inhibitorů apoptózy (IAPs). XIAP je 

funkčně propojen s antiapoptotickým proteinem P-Akt (Kirsch et al., 2020), inhibuje 

efektorové kaspázy (zejména kaspázu-9) a sám může být inhibovaný proteinem 

SMAC/Diablo, který je uvolňován do cytosolu během apoptózy (Elkon, 2013). 

Array byla provedena na lyzátech plazmacytoidních buněk, z nichž některé buňky byly 

infikovány Hyprem (MOI 5) a inkubovány se slinami (10 μg/ml). Lyzáty byly připraveny po 

24 hodinách infekce. Na obrázku 20 můžeme vidět výslednou podobnou array po změření 

chemiluminiscence na přístroji Alliance 4.7, UVITEC Cambridge. Tento experiment byl 

proveden jednou. 

 

 

Obr. 20: Porovnání array apoptotických proteinů v plazmacytoidních buňkách 24 hodin po 

infekci virem kmene Hypr za přítomnosti klíštěcích slin. 

 

Po přiřazení spotů k navázaným protilátkám proti jednotlivým proteinům byl vytvořen 

graf. Na obrázku 21 můžeme vidět různou expresi 21 apoptotických proteinů v závislosti na 

infekci buněk a přítomnosti slin.  

Můžeme vidět, že v 6 případech – jmenovitě Bad, Bcl-2, kataláza, HIF-1a, HO-2, 

HSP70 - došlo ke statisticky významnému zvýšení aktivity proteinu v buňkách infikovaných 

Hyprem ve srovnání s neinfikovanou skupinou. U všech těchto proteinů zároveň došlo k jejich 

staticky významnému snížení v infikovaných buňkách vlivem slin. U Bad se exprese ve virem  
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Obr. 21: Exprese apoptotických proteinů v plazmacytoidních buňkách v intervalu 24 hodin 

od infekce Hyprem. 
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infikovaných buňkách se slinami snížila oproti infikovaným buňkám bez slin o 62 %, u Bcl-2 

o 67 % u katalázy o 33 %, u HIF-1a o 65 %, u HO-2 o 50 %, a u HSP70 dokonce o 94 %. 

V případě dalších 6 proteinů (HO-1, HSP27, MCL-1, SMAC/Diablo, TRAIL R2, 

XIAP) došlo po infekci buněk Hyprem k signifikantnímu snížení exprese proteinu ve srovnání 

s neinfikovanými buňkami. Ve všech těchto případech současně docházelo ke snížení exprese 

tohoto proteinu i v buňkách se samotnými slinami.  Proteiny HSP27, MCL-1, SMAC/Diablo 

a XIAP ještě navíc vykazovaly sníženou expresi v infikovaných buňkách se slinami. V případě 

HSP27 se exprese snížila o 71 %, u MCL-1 o 62 %, u SMAC/Diablo o 57 % a u XIAP o 82 

%.  

Celkem bylo tedy signifikantní ovlivnění exprese proteinu slinami v případě 

infikovaných buněk pozorováno u 12 proteinů z celkových 21. Jmenovitě se jednalo o proteiny 

Bad (o 62 %), Bcl-2 (o 67 %), kataláza (o 33 %), HIF-1a (o 65 %), HO-2 (o 50 %), HSP27 (o 

71 %), HSP60 (o 71 %), HSP70 (o 94 %), MCL-1 (62 %), p27 (o 81 %), SMAC/Diablo (o 57 

%) a XIAP (82 %). 
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5  DISKUZE 

 

Klíšťová encefalitida je virus z rodu Flavivirus. O tomto rodu je známo, že v buňkách, 

které infikuje, má vliv na proces apoptózy a autofágie (Iranpour et al., 2016; Okamoto et al., 

2017) a zároveň ovlivňuje funkci dendritických buněk (Fialová et al., 2010; Libraty et al., 

2001; Palmer et al., 2005; Robertson et al., 2009; Silva et al., 2007). Jelikož i o klíštěcích 

slinách je známo, že modulují hemostatický a imunitní systém člověka, včetně dendritických 

buněk (Kazimírová and Štibrániová, 2013; Kotál et al., 2015), je na místě se ptát, zda klíštěcí 

sliny, prostřednictvím kterých je TBEV přenášen, ovlivňují proces apoptózy a autofágie 

v dendritických buňkách infikovaných flaviviry. V minulosti už bylo ovlivnění apoptotózy 

klíštěcími slinami zkoumáno v myeloidních dendritických buňkách (Lieskovská et al., 2018). 

Dendritické buňky však jsou heterogenní skupinou buněk a nelze automaticky předpokládat, 

že závěry učiněné z jedné populace platí i pro populaci druhou. Proto se tato práce zaměřuje 

na dvě konkrétní skupiny – Langerhansovy buňky a plazmacytoidní dendritické buňky.  

Jako první bylo zkoumáno, zda klíštěcí sliny ovlivňují v LC a pDC replikaci viru. Jelikož 

jsou Langerhansovy buňky prvními buňkami, ve kterých se virus klíšťové encefalitidy 

replikuje, čímž se zásadně podílejí na jeho transportu do uzlin, bylo u nich očekáváno zvýšení 

titru viru za přítomnosti slin. Nahrávaly tomu i doposud provedené studie. V experimentu 

s mDC, které byly derivovány z kostní dřeně pomocí růstového faktoru GM-CSF, vedla 

přítomnost slin klíštěte Ixodes ricinus ke zvýšení replikace viru (Lieskovská et al., 2018). Ke 

stejnému výsledku dospěla také práce, která zkoumala replikaci viru vezikulární stomatitidy a 

její ovlivnění slinami klíšťat Dermacentor reticulatus a Rhipicephalus appendiculatus 

(Hajnická et al., 1998). U jiného flaviviru – viru západonilské horečky – měly komáří sliny 

taktéž pozitivní účinek na replikaci viru, tentokrát in vivo (Styer et al., 2011). V mé práci však 

byly výsledky odlišné. V případě LC nenastalo signifikantní ovlivnění virového titru slinami 

ani v jednom z časových intervalů. Replikace viru v pDC zůstala v časovém intervalu 24 hodin 

neovlivněná. 48 hodin po infekci byl pozorován pokles virového titru, který však nebyl 

statisticky významný. Až v časovém intervalu 72 hodin po infekci titr viru vlivem slin výrazně 

pokles o téměř 58 %. Replikace viru vyžaduje sofistikovanou manipulaci buněčných procesů, 

která by měla vést k rovnováze mezi přežitím hostitelské buňky a efektivní replikací viru. 

Mezi procesy, které se na vytvoření takovéto rovnováhy podílejí a jsou tak flaviviry 

ovlivňovány, patří například správné modifikace proteinů, jejich degradace a skládání za 

účasti chaperonů. Dále také metabolismus lipidů, transport mezi cytoplazmou a jádrem nebo 
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funkce cytoskeletu a mitochondrií (Neufeldt et al., 2018). Není proto překvapivé, že sliny 

mohou ovlivňovat replikaci viru v různých buněčných subtypech jiným způsobem, neboť i 

dílčí články buněčných drah, na kterých úspěšná replikace viru závisí, mohou být pro daný 

subtyp specifické. 

V další části mé práce byl proveden screening autofagických a apoptotických procesů 

v Langerhansových buňkách. Autofágie některé flaviviry využívají pro zefektivnění své 

replikace (Lee et al., 2008). Platí to i pro TBEV v primárních neuronech, ve kterých stimulace 

autofágie pozitivně ovlivnila replikaci viru (Bílý et al., 2015). Pozitivní vliv slin vektora na 

autofágii byl v minulosti například pozorován ve studii s proteinem přítomným ve slinách 

komára Aedes aegypti, který v monocytární linii  imunitních buněk (dendritické buňky a 

makrofágy derivované z monocytů) autofágii aktivoval a podporoval tak replikaci virů dengue 

a Zika (Sun et al., 2020). V našem experimentu po 24 hodinách od infekce došlo v TBEV 

infikovaných buňkách k indukci autofágie, která byla vlivem slin ve virem infikovaných 

buňkách snížená. Jelikož i v dalších experimentech provedených v laboratořích Katedry 

medicínské biologie, kdy se sledovala autofágie v mDC a makrofázích PMJ2-R za pomocí 

markeru LC3, došlo k poklesu autofagického procesu vlivem slin (nepublikovaná data), nebyl 

tento výsledek tolik překvapivý. Vliv slin na autofágii v infikovaných LC byl v této práci 

sledován pouze jednou. Vzhledem k tomu by pro konfirmaci inhibičního efektu slin bylo 

žádoucí experiment zopakovat a prozkoumat, jak indukce autofágie Hyprem ovlivňuje 

virovou replikaci v LC. 

Viry často inhibují apoptózu, aby tak prodloužily životnost buňky, v které se replikují 

(Okamoto et al., 2017). Jednou ze strategií ovlivnění apoptózy je dráha PI3K/Akt (Diehl and 

Schaal, 2013), jejíž součástí je vznik fosforylované formy Akt s protiapoptotickou funkcí. 

V minulosti se ovlivnění dráhy PI3K/Akt ve prospěch přežití buňky ukázalo například u virů 

JEV, WNV a DENV (Lee et al., 2005; Urbanowski and Hobman, 2013). V našem experimentu 

3 hodiny po infekci došlo k upregulaci fosforylované formy Akt infekcí Hyprem, což je 

v souladu se zmíněnými experimenty. Vlivem slin však došlo k jejímu snížení na úroveň 

kontroly. Toto dočasné snížení fosforylace Akt slinami bylo pozorováno i v mDC (Lieskovská 

et al., 2018) a pravděpodobně souvisí s částečnou ztrátou adherence. V intervalu 24 hodin byl 

taktéž pozorován výsledek obdobný práci Lieskovská et al., 2018 s mDC. Sliny v tomto čase 

zapříčinily v infikovaných buňkách zvýšení relativní exprese P-Akt, zatímco samotná infekce 

upregulaci nezapříčinila. 

Při sledování apoptózy pomocí kaspázy-3 bylo v časových intervalech 24 a 48 hodin 

apoptotické jen velmi malé procento buněk. Po 72 hodinách od infekce došlo vlivem slin 
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k inhibici apoptózy ve virem infikovaných buňkách. Tento výsledek se taktéž shoduje se 

závěry práce s mDC Lieskovská et al., 2018. Zdá se tedy, že apoptóza je v infikovaných LC 

slinami snižována, ale jelikož byl očekávaný výsledek pozorován v pozdějších intervalech, 

než tomu bylo v mDC, v buněčných subtypech může docházet k odlišné kinetice 

apoptotického procesu. V naší práci ale nedošlo k podpoření replikace viru slinami. Inhibice 

apoptózy tedy pravděpodobně na replikaci TBEV v LC nemá vliv.  Sledování apoptózy v LC 

bylo pojato jako screening pro další zkoumání, proto je potřeba experimenty zopakovat a 

ověřit tak dosavadní výsledky.  

Analýza apoptózy v pDC byla provedena pomocí Annexinu V. Annexin V se váže na 

fosfatidylserin, který se při započetí apoptózy externalizuje na vnější stranu membrány. K 

vazbě Annexinu V může ale dojít i u buněk nekrotických, kdy se barvivo v důsledku prasknutí 

buňky váže na fosfatidylserin na vnitřní straně membrány. Z tohoto důvodu se sledování 

apoptózy prostřednictvím Annexinu V standardně provádí za současného použití 

fluorescenční barvičky, která rozliší nekrotické buňky. Annexin V se pak vyhodnocuje jen 

v buňkách, které nekrotické nejsou. Už během derivace pDC se ukázalo, že tento typ buněk je 

velmi citlivý, neboť se nedařilo získat takové množství buněk, jaké se očekávalo. Před 

značením buněk na cytometr se adherované buňky sundávaly z panelu silikonovou škrabkou 

a samotné značení doprovázelo několik centrifugací a promývání. Z těchto důvodu 

pravděpodobně došlo k poškození buněk během procesu a na cytometru se většina buněk 

jevila jako nekrotická. Poškození během procesu nahrává i fakt, že analýza přežívání buněk 

pomocí alamarBlue, která je procesně jednodušší, ukázala buňky živé. Názorně je to vidět na 

sledování přežívání po 16 hodinách a značení Annexinem V po 14 hodinách. Na tyto dvě 

analýzy byly na panely nasazené buňky derivované a infikované najednou, jedná se tedy o 

buňky pocházející z jednoho experimentu. Co je zajímavé, přestože v poměru mrtvých a 

živých buněk nebyl na cytometru mezi skupinami rozdíl, vlivem slin vždy došlo ke snížení 

střední intenzity fluorescence Annexinu V. Proto se přistoupilo k vyhodnocování Annexinu 

V ve všech buňkách bez ohledu na standardní protokol, ve kterém se z analýzy vyloučí buňky 

nekrotické. Pokud by externalizace fosfatidylserinu opravdu reflektovala proces buněčné 

smrti, tento výsledek by se projevil i na přežívání buněk, kdy by buňky s nižší střední hodnotou 

intenzity fluorescence Annexinu V (tj. buňky neapoptotické) vykazovaly vyšší přežívání. 

V našich výsledcích však došlo k překvapivému paradoxu. Vlivem klíštěcích slin docházelo 

k signifikantně horšímu přežívání buněk, přestože vazba Annexinu V na fosfatidylserin byla 

nižší. Ke snížení fosfatidylserinu v pDC vlivem slin patrně dochází z jiného důvodu než jako 

důsledek inhibice apoptózy. Jak se v minulosti ukázalo, vždy totiž fosfatidylserin s apoptózou 
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souviset nemusí (Birge et al., 2016). Ačkoliv je externalizace fosfatidylserinu klasickým „eat-

me“ signálem označujícím buňky k apoptóze, může být externalizován i na žijících 

monocytech (Appelt et al., 2005), na povrchu zralých makrofágů (Callahan et al., 2000), 

aktivovaných B-lymfocytů (Dillon et al., 2000) a rakovinných buněk (Utsugi et al., 1991). 

Některé viry včetně DENV dokonce koncentrují fosfatidylserin na svém povrchu a využívají 

ho k vazbě a vstupu do buňky (Amara and Mercer, 2015; Birge et al., 2016). Důvodů, proč 

docházelo k odlišné vazbě Annexinu V na fosfatidylserin v buňkách inkubovaných se slinami, 

může být několik. Spekulovat můžeme o inhibici enzymů, které jsou za externalizaci 

zodpovědné, jako např. flipázy a flopázy. Toto by mohlo být zajímavé v souvislosti se 

skutečností, že stejné enzymy se podílejí na tvorbě extracelulárních vezikulů. Ovšem 

přítomnost fosfatidylserin-vázajícího ligandu ve slinách je rovněž teoreticky možná. Na 

objasnění tohoto pozorování jsou proto nutné další experimenty. 

Jestli buňka přežije nebo vstoupí do apoptózy závisí na vzájemné interakci 

proapoptotických a antiapoptotických proteinů. Přežívání plazmacytoidních dendritických 

buněk je na rozdíl od konvenčních DC závislé na proteinu Bcl-2. Pro obě populace je zároveň 

nezbytný i protein MCL-1 (Carrington et al., 2015). O proteinu MCL-1 je známo, že flaviviry 

inhibují jeho expresi (Suzuki et al., 2018). Tento fakt se potvrdil i v mé práci. Na rozdíl od 

práce Liu et al., 2019, ve které došlo v ledvinách myší infikovaných virem Zika k supresi 

exprese proteinu Bcl-2, v mé práci TBEV aktivitu proteinu Bcl-2 podpořil. U obou zmíněných 

proteinů navíc vlivem slin došlo ke snížení jejich exprese, a to v případě MCL-1 o 62 % a Bcl-

2 o 67 %. Největší rozdíl v aktivitě proteinů byl pozorován u HSP70. Jeho role ve flavivirové 

infekci byla studována například u JEV, kde HSP70 interagoval s virovými proteiny NS5 a 

NS3, zvyšoval jejich stabilitu a chránil je tak před degradací. Protože jsou tyto proteiny 

součástí replikačního komplexu, knockdown HSP70 vyústil ve sníženou replikaci  genomu 

JEV (Ye et al., 2013). Podobnou roli hraje HSP70 i v infekci DENV (Taguwa et al., 2015). Je 

proto jasné, že pro virus je výhodné zvýšit aktivitu tohoto proteinu. To se v našem experimentu 

potvrdilo. Virová infekce signifikantně zvýšila relativní aktivitu HSP70. Vlivem slin došlo 

v infikovaných buňkách k jejímu snížení o 94 %. Tato inhibice může nabízet vysvětlení, proč 

vlivem slin došlo v pDC ke snížení replikace viru.  

Jak už bylo řečeno v teoretické části, apoptóza může probíhat dvěma způsoby. Vnější 

cesta začíná aktivací receptorů smrti. V naší práci byly sledovány receptory Fas, TNF RI a 

TRAIL R2. K signifikantnímu rozdílu mezi skupinami došlo jen u posledního zmíněného, kdy 

infekce způsobila snížení jeho relativní aktivity. Přítomnost slin na expresi však neměla vliv. 

Klíčovým bodem vnitřní cesty apoptózy je mitochondrie a uvolňovaný cytochrom c. Virová 
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infekce ani přítomnost slin v infikovaných buňkách jeho expresi nijak neovlivnila. Důležitým 

bodem průběhu apoptózy je kaspáza-3. Ani na její expresi neměla infekce Hyprem ani 

přítomnost slin žádný efekt.  S přihlédnutím k výsledkům přežívání pDC, kdy virová infekce 

měla na přežívání buněk pozitivní vliv, se zdá, že k apoptóze v pDC vlivem infekce nedochází. 

Přítomnost slin v infikovaných buňkách naopak viabilitu buněk signifikantně snižovala, což 

je odlišné od mDC, ve kterých klíštěcí sliny přežívání infikovaných buněk zvyšují (Lieskovská 

et al., 2018). Vzhledem k tomu by bylo žádoucí v dalším zkoumání sledovat v pDC další typ 

buněčné smrti, proces autofágie, který by mohl toto zjištění osvětlit. 
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6 ZÁVĚR 

• Klíštěcí sliny nemají vliv na replikaci TBEV v LC. 

• Klíštěcí sliny 72 hodin po infekci inhibují replikaci TBEV v pDC. 

• Vlivem infekce TBEV dochází v LC k autofágii, která je klíštěcími slinami snížená. 

• Klíštěcí sliny inhibují apoptózu v LC upregulací P-Akt a inhibicí kaspázy-3. 

• Infekce TBEV má pozitivní vliv na přežívání pDC. 

• Přítomnost klíštěcích slin inhibuje viabilitu infikovaných pDC. 

• Klíštěcí sliny inhibují množství fosfatidylserinu v infikovaných pDC bez ohledu na 

přežívání buňky. 

• HSP70 je během virové infekce silně upregulovaný a přítomnost klíštěcích slin 

způsobuje jeho inhibici. 

• V pDC nedochází k apoptóze vnější ani vnitřní cestou.  
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

7-AAD 7-aminoactinomycin D 

A549 buňky buňky lidského adenokarcinomu odvozené od alveolárních buněk typu II 

Akt  Proteinkináza B 

Apaf aktivační faktor apoptotických proteáz (z angl. apoptotic protease activating 

factor) 

APS  peroxodisíran amonný 

ATG  z angl. autophagy related genes 

ATP  adenosintrifosfát 

Bcl-2  z angl. B-cell lymphoma 2 

BOFES bovinní (hovězí) fetální sérum 

BSA  bovinní (hovězí) sérový albumin 

BTLA  z angl. B- and T-lymphocyte attenuator 

CD  z angl. cluster of differentiation 

cDC  konvenční dendritické buňky 

CMC  karboxymethylcelulóza 

CNS  centrální nervový systém 

DAMPs z angl. damage (danger)-associated molecular patterns 

DC  dendritické buňky 

DENV  dengue virus 

DISC   z angl. death inducing signaling komplex 

DMEM z angl. Dulbecco's Modified Eagle's medium 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová 

ELFO  elektroforéza 

ER  endoplazmatické retikulum 

FACS  z angl. fluorescence-activated cell sorter 

FADD  z angl. Fas-asociated protein with death domain 

FLT3  z angl. FMS-like tyrosine kinase 3 

FVD  z angl, fixable viability dye 

GM-CSF z angl. granulocyte macrophage colony stimulating factor 

HIF  hypoxií indukovaný faktor 

HO  hemová oxygenáza 
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Hpi  hodiny po infekci 

HRP  křenová peroxidáza 

HSP  protein teplotního šoku 

IFN  interferon 

IL  interleukin 

IRF  interferon regulační faktor 

ISGF  interferonem stimulovaný genový faktor 

ISGs  interferonem stimulované geny 

JAK  Janus kináza 

JEV  virus japonské encefalitidy 

LBP  protein vázající laminin (z angl. aminin binding protein) 

LC  Langerhansovy buňky 

LGTV  Langat virus 

MCL-1 z angl. myeloid cell leukemia 1 

M-CSF z angl. macrophage colony stimulating factor 

mDC  myeloidní dendritické buňky 

MEM  minimální esenciální médium 

MFI  střední hodnota fluorescence 

MHC  hlavní histokompatibilní komplex (z angl. major histocompatibility complex) 

MIP  makrofágový zánětlivý protein 

MoDC  dendritické buňky derivované z monocytů 

mTOR  serin/threoninová kináza (z angl. mammalian target of rapamycin) 

NF-κB  nukleární faktor kappa B 

NO  oxid dusnatý 

PAMPs z angl. pathogen-associated molecular patterns 

PBS  pufrovaný fyziologický roztok 

pDC  plazmacytoidní dendritické buňky 

PI3K  fosfatidylinositol-3-kináza 

PIP2  fosfatidylinostitol bisfosfát 

PIP3  fosfatidylinositol trifosfát 

PRR  receptor rozpoznávající patogeny (z angl. pathogen recognition receptors) 

PS buňky buňky prasečí ledviny, (z angl. porcine kidney stable) 

PTS  prekolostrální telecí sérum 

RIG-I  typ cytoplazmatického receptoru (z angl. retinoic acid-inducible gene I) 
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RNA  ribonukleová kyselina 

ROS  reaktivní formy kyslíku 

SDS  dodecylsíran sodný 

STAT  z angl. signal transducer and activator of transcription 

TBEV  virus klíšťové encefalitidy (z angl. Tick-borne encephalitis virus) 

TBS  z angl. tris-buffered saline 

TEMED tetramethylethylendiamin 

TGF  z angl. transforming growth factor 

TGN  trans Golgi systém 

TLR  Toll-like receptor 

TNF  z ang. tumor necrosis factor 

TNFR  z angl. tumor necrosis factor receptor 

TRAIL R2 z angl TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2 

WNV  virus západonilské horečky 

XIAP  X-vázaný inhibitor apoptózy 
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