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Anotace: 

The aim of this thesis was to investigate the effect of tick-borne encephalitis virus on primary 

macrophages and dendritic cells. The primary cells were derived from murine bone marrow 

(mice strain C57Bl/6N). Tick-borne encephalitis infection was performed by using two 

European subtypes, namely Hypr and Neudörfl. Viability of macrophages and dendritic cells 

was determined using the Alamar BlueTM assay. Relative quantification of viral RNA was 

done by qRT-PCR and calculated using ΔCt method. Virions released into media were 

measured using plaque titration assay.  
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Seznam použitých zkratek 

AKT dráha signální dráha s anti-apoptickými účinky podporující přežití  

a.u.  relativní měrná jednotka intenzity (z anglického „arbitrary unit“) 

BMM  makrofágy derivované z kostní dřeně (z anglického „bone marrow-derived 
macrophages“) 

BOFES bovinní fetální sérum (z anglického „bovine foetal serum“) 

CD11c  diferenciační skupina 11c (z anglického „cluster of differentiation“) 

CD11c+ DC dendritické buňky separované jako CD11c pozitivní 

Ct cyklus detekčního prahu (z anglického „cycle of treshold“) 

DC  dendritické buňky (z anglického „dendritic cells“) 

DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium 

EDTA  kyselina ethylendiaminotetraoctová 

GM-CSF  růstový faktor (z anglického „granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor“) 

H Hypr 

hpi  hodin po infekci 

IL  interleukin 

MACS  pufr magnetic-activated cell sorting pufr 

M-CSF růstový faktor (z anglického „macrophage colony stimulating factor“) 

MEM  Eagle's minimal essential medium 

N Neudörfl 

NK buňka přirození zabíječi (z anglického „natural killer“) 

NK  negativní kontrola 

PFU/ml plakotvorná jednotka/ml (z anglického „plaque forming unit“) 

PK  pozitivní kontrola 

qRT-PCR quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

RPMI  médium pojmenované po místu vývoje Roswell Park Memorial Institute 

TBE  klíšťová encefalitida (z anglického „tick-borne encephalitis“) 

TBEV  virus klíšťové encefalitidy (z anglického „tick-borne encephalitis virus“) 

Th buňky pomocné T lymfocyty (z anglického „helper“) 
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1 Úvod 

Klíšťová encefalitida (TBE) je onemocnění virového původu způsobené virem 

klíšťové encefalitidy (TBEV), který řadíme mezi obalené viry s jednovláknovou RNA 

s pozitivní polaritou (Baltimore, 1971). Počet případů TBE celosvětově rok od roku roste, 

v České republice bylo za rok 2020 potvrzeno 854 případů nákazy (Informační systém 

infekční nemoci– ISIN, dříve EPIDAT, 2020). Onemocnění TBE způsobené různými podtypy 

TBEV se od sebe liší závažností, příznaky a úmrtností (Gritsun a kol., 2003b). Specifický lék 

proti onemocnění zatím neexistuje, proto je důležitá prevence v podobě očkování (Riccardi a 

kol., 2019). Infekce virem nastává obvykle prostřednictvím infikovaného klíštěte, které saje 

hostitelovu krev, a poté virus putuje spolu se slinami do hostitele. Virus se dostává do kůže, 

kde se vyskytují makrofágy a dendritické buňky, které rozšiřují virus dál do těla. Nicméně tyto 

zmíněné imunitní buňky hrají také významnou roli v boji proti infekci TBEV (Haglund 

a Günther, 2003, Dörrbecker a kol., 2010). 

1.1 Virus klíšťové encefalitidy 

Virus TBE řadíme mezi tzv. arboviry (z anglického „arthropod-borne viruses“). 

Arboviry jsou skupiny virů z různých čeledí, tedy i s odlišným typem genetického materiálu. 

Konkrétně do této skupiny virů zařazujeme jednovláknové RNA viry s pozitivní polaritou 

(+ssRNA) z čeledí Flaviviridae a Togaviridae, jednovláknové RNA viry s negativní polaritou 

z čeledí Bunyaviridae, Rhabdoviridae a Orthomyxoviridae, dvouvláknové RNA viry 

(dsRNA) z čeledi Reoviridae i dvouvláknové DNA viry (dsDNA) z čeledi Asfarviridae 

(Hubálek a kol., 2014, Go a kol., 2014).  Společným znakem výše zmíněných čeledí virů 

a důvodem, proč je zahrnujeme pod arboviry, je podobné šíření onemocnění. Arboviry jsou 

přenášeny členovci. Významnými přenašeči arbovirů jsou komáři přenášející například virus 

žluté zimnice, virus horečky Dengue, virus Zika a klíšťata přenášející například virus TBE 

či virus Krymsko-konžské hemoragické horečky (Alonso-Palomares a kol., 2019; de la Fuente 

a kol., 2017).  

TBEV patří spolu s přibližně 70 dalšími druhy virů do rodu Flavivirus, čeledi 

Flaviviridae. Mezi flaviviry řadíme kromě TBEV např. taktéž výše zmíněný virus žluté 

zimnice, virus Zika a virus horečky Dengue, dále pak virus Japonské encefalitidy 

a západonilské horečky (Barrows a kol., 2018). Viry patřící do čeledi Flaviviridae jsou 

přenášeny klíšťaty nebo komáry (Zhang a kol., 2019).  
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TBEV můžeme rozdělit na 3 podtypy: středoevropský, sibiřský a dálněvýchodní. Mezi 

jednotlivými subtypy byly zjištěny rozdíly v sekvencích aminokyselin, a to až 9 %, taktéž 

variabilita nukleotidů se pohybuje kolem 17,3 % (Pogodina a kol., 2007; Domnich a kol., 

2014).  

Středoevropský podtyp TBEV se vyskytuje ve střední Evropě. Přenašečem tohoto 

subtypu je klíště obecné (Ixodes ricinus). Onemocnění způsobené středoevropským podtypem 

se vyskytuje v České republice, Německu, Rakousku, ale i v dalších západoevropských 

zemích. Přenos TBEV je závislý na vhodných přírodních podmínkách pro klíště (Lindquist 

a Vapalahti, 2008). Úmrtnost na onemocnění způsobené středoevropským typem je 0,5-2 % 

(Yoshii, 2019). Mezi standardní kmeny středoevropského podtypu řadíme kmeny Neudörfl 

a Hypr. Kmen Neudörfl má nejdelší známý genom, spolu s 30-250 nukleotidů dlouhým 

polyadenylovým řetězcem, zatímco středevropský vysoce virulentní podtyp Hypr postrádá 

jeho značnou část. Virus s kratším polyadenylovým řetězcem je geneticky stabilnější než virus 

s dlouhým řetězcem a od délky polyadenylového řetězce se také odvíjí míra patogenity 

a replikace (Wallner a kol., 1995; Asghar a kol., 2016).  

Kmeny sibiřského a dálněvýchodního podtypu se nacházejí v Rusku, Japonsku 

a východní Asii (Bogovic, 2015). Přenašečem sibiřského a dálněvýchodního podtypu je klíště 

sibiřské (Ixodes persulcatus) (Mansfield a kol., 2009; Yoshii a kol., 2017). Dálněvýchodní 

podtyp je považován za podtyp, který způsobuje nejzávažnější formu onemocnění. Způsobuje 

vážné nervové poruchy a mortalita dosahuje 20-40 % případů (Gritsun a kol., 2003a; Shi 

a kol., 2018). Nejvýznamnějším zástupcem dálněvýchodního podtypu je kmen zvaný Sofjin. 

Standardním kmenem sibiřského subtypu je kmen zvaný Vasilchenko vyskytující se převážně 

na území Ruska. Úmrtnost na klíšťovou encefalitidu způsobenou sibiřským podtypem je 

2-3 % (Yoshii, 2019). 

Výše zmíněná geografická rozšíření jednotlivých subtypů TBEV korelují s výskytem 

jednotlivých druhů klíšťat typických pro přenos daného subtypu TBEV. Z tohoto faktu 

vyplývá, že TBEV je endemickým patogenem Evropy a Asie (Obrázek 1). Nicméně, v dnešní 

době vlivem sociálních, podnebných a demografických faktorů, se podmínky pro život 

a rozmnožování klíštěte zlepšují, a to vede k rozšiřování klíšťat i výskytu onemocnění TBE 

(Süss, 2008). Jako příklad lze uvést Nizozemsko, které do roku 2016 nemělo žádný případ 

klíšťové encefalitidy. Až v roce 2016 byl prokázán středoevropský podtyp TBEV 

v nizozemském klíštěti a v témže roce byl zaznamenán první případ onemocnění TBE (de 

Graaf a kol., 2016).  
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Obrázek 1: Rozšíření onemocnění způsobených flaviviry (převzato od Holbrook, 2017). 

1.1.1 Struktura virionu 

Všechny viry z čeledi Flaviviridae mají tvar obaleného dvacetistěnu a obsahují 

genetickou informaci ve formě +ssRNA. Dle Baltimorovy klasifikace je tedy řadíme 

do IV. skupiny virů (Baltimore, 1971). TBEV má 11 kb dlouhý genom, který kóduje 

1 polyprotein. Tento polyprotein je štěpen pomocí hostitelských i virových proteáz 

na 3 strukturní a 7 nestrukturních proteinů. Mezi strukturní proteiny patří proteiny C 

(kapsida), prM/M (premembrána/membrána) a E (obal) (Blitvich a Firth, 2017). Nestrukturní 

proteiny jsou NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5. Hlavními úkoly nestrukturních 

proteinů jsou převážně únik před přirozenou imunitou organismu a pomoc při replikaci TBEV 

v hostitelské buňce (Nambala a Su, 2018). 

Každý strukturní protein má specifickou funkci. Mnoho kopií proteinu C s jednou 

kopií +ssRNA tvoří nukleokapsidu. Nukleokapsida je ohraničená membránou složenou 

z lipidů hostitele. V membráně zralého virionu jsou zakotveny proteiny E a prM/M. Nezralé 

virové částice obsahují prekurzor proteinu M (prM), který je při dozrávání v Golgiho aparátů 

štěpen, a tím vzniká zralý virion obsahující protein M (Pulkkinen a kol., 2018). Protein E má 

významnou roli v patogenitě TBEV. Dle publikované studie bylo zjištěno, že pokud není 

protein E glykosylovaný, TBEV se nemůže množit účinně v periferních tkáních a dokonce ani 

nemůže vniknout do myšího mozku a následně způsobit onemocnění TBE (Yoshii a kol., 

2013).  
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Nejen protein E je hlavním cílem protilátek v rozpoznávání cizorodé částice, ale taktéž 

proteiny prM, NS1 a NS3 hrají roli v imunitní odpovědi proti TBEV a mohou je ovlivňovat 

(Domnich a kol., 2014). Příkladem ovlivnění může být nestrukturní protein NS1 u viru Zika, 

jenž se podílí na inhibici produkce interferonu typu I, čímž dochází k potlačení imunitní 

odpovědi proti němu (Wu a kol., 2017). 

1.1.2 Replikační cyklus TBEV  

Vektor TBEV, klíště, prochází třemi stádii vývoje, a to konkrétně stádiem larvy, nymfy 

a dospělce. Klíště se může nakazit ve všech stádiích vývoje, a to i ve stádiu vajíčka, přenosem 

z infikované matky (tzv. vertikální přenos). Nákaza je poté přenášena do dalších vývojových 

stádií (Danielova a kol., 2002). Klíště se může nakazit vícero způsoby, například při sání krve 

z infikovaného jedince, nejčastěji hlodavce (Mansfield a kol., 2009). TBEV se taktéž může 

přenést z jednoho klíštěte na druhé pomocí tzv. „co-feedingu“, při němž saje vícero klíšťat 

z jednoho hostitele naráz. V případě přenosu pomocí „co-feedingu“ nemusí být hostitel 

nakažen, ale stále přenos mezi klíšťaty nastává (Jones a kol., 1987; Labuda a kol., 1997). Sání 

krve však trvá klidně i dny, virus má tedy vyšší možnost spolu s klíštěcími slinami proniknout 

do hostitele (Mansfield a kol., 2017).  Klíště člověka nevyhledává účelně, člověk je jen 

náhodný hostitel. 

 Replikační cyklus TBEV (Obrázek 2) začíná vstupem TBEV do buňky receptorem 

zprostředkované endocytózy. Hlavními receptory, na které se váže virový protein E při vstupu 

do hostitelské buňky, jsou laminin-binding protein a αVβ3 integrin (Pulkkinen a kol., 2018). 

V buňce se virion nachází ve vezikulu s kyselým pH. Kyselé pH zajistí změny v proteinu E 

a ten se mění z dimeru na trimer (Allison a kol., 1995). Virová membrána se spojí 

s endozomální membránou, což vede k uvolnění nukleokapsidy do cytoplazmy. 

Nukleokapsida se rozpadá a virová RNA je uvolněna do cytoplazmy. Jednovláknová RNA se 

přepisuje a vytváří se nový templát pro replikaci.  

  Replikace probíhá v blízkosti membrány endoplazmatického retikula. Nově 

syntetizovaný genom je obklopen kopiemi proteinu C a tím je vytvořena nová nukleokapsida 

(Pulkkinen a kol., 2018). V membráně endoplazmatického retikula dochází k heterodimerizaci 

proteinu E s prekurzorem prM a pučením nukleokapsidy přes membránu ER vzniká nezralá 

částice (Stadler a kol., 1997). V trans-Golgiho aparátu je nezralá částice vystavena kyselému 

pH, které způsobuje konformační změnu v proteinu E. Díky působení furinu se protein prM 

rozděluje na pr a M fragmenty. Pr fragment však zůstává nadále asociovaný s virionem. Nové 
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viriony jsou uvolněny pomocí exocytózy z buňky do těla, kde díky neutrálnímu pH se 

od virové částice odštěpí pr fragment. Po odštěpení pr fragmentu je virion schopen infikovat 

další buňky v těle (Yu a kol., 2008). Nezralé částice TBEV nemohou infikovat jiné buňky, ale 

částečně zralé částice jsou již schopné napadat další buňky (Pulkkinen a kol., 2018).  

 

Obrázek 2.: Replikační cyklus TBEV (vytvořeno v programu BioRender.com).  

1.1.3 Šíření TBEV v organismu 

Jakmile se nakažené klíště přisaje na člověka, přenáší se TBEV s klíštěcími slinami 

do kůže, kde mohou být infikované první buňky.  Za tyto buňky, vhodné pro replikaci TBEV, 

jsou považovány dendritické buňky (Fialová a kol., 2010; Haglund a Günther, 2003). Mezi 

další potenciální cíle TBEV patří makrofágy (Dörrbecker a kol., 2010). Infikované makrofágy 

nebo dendritické buňky putují do lymfatických uzlin, z nichž se poté virus dostává do krve. 

V tomto stádiu je možné detekovat primární virémii (Růžek a kol., 2010). S krví se virus 

dostává do orgánů, jako jsou játra či slezina, kde se dále replikuje. Poté, co proběhlo dostatečné 

množství replikací viru v orgánech a další uvolnění do krve, může být detekována sekundární 

virémie. Virus poté prochází skrze hematoencefalickou bariéru do mozku, kde infikuje buňky 

centrální nervové soustavy, především neurony. V mozku se může rozvinout klíšťová 

meningo-encefalitida (TBE) (Pogodina VV., 1960; Růžek a kol. 2010). Patogeneze TBEV 

v hostiteli je shrnuta na Obrázku 3.  
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Obrázek 3: Patogeneze TBE (vytvořeno v programu BioRender.com).  

1.1.4 Klíšťová meningoencefalitida 

První fáze onemocnění TBE probíhá s nespecifickými příznaky. Inkubační doba 

onemocnění při infekci středoevropským typem TBEV je mezi 2 a 18 dni. Symptomy první 

fáze jsou podobné chřipce, tzn. bolest hlavy, bolest svalů, zvýšená teplota a trvají většinou 2-

7 dní.  

Poté přichází asymptomatická fáze, která může trvat 2-33 dní. V 65 % případů 

po asymptomatické fázi se již druhá fáze onemocnění nerozvine. Ve zbylých 35 % se rozvine 

sekundární fáze s vážnějšími příznaky (Mandl a Holbrook, 2011). Mezi příznaky patří 

nesnesitelná bolest hlavy, světloplachost, vysoká horečka, třes, závratě, poruchy spánku a další 

neurologické potíže plynoucí z rozvoje meningoencefalitidy. Pokud je nakažený nakažen 

dálněvýchodním nebo sibiřský podtypem, může onemocnění probíhat i bez asymptomatické 

fáze (Yoshii, 2019).   

TBE může přejít i do chronické fáze. Do chronické podoby onemocnění přechází 

nejčastěji, pokud je nakažený infikován sibiřským podtypem (Gritsun a kol., 2003a). 



 

8 
 

Specifická léčba TBE zatím neexistuje, proto se uplatňuje léčba podpůrná, která pouze 

zmírňuje příznaky onemocnění (Riccardi a kol., 2019). 

1.1.5 Očkování 

Proti TBE existuje prevence, a tou je očkování. Na českém trhu jsou dostupné 

2 vakcíny FSME-IMMUN a přípravek Encepur. Očkování se skládá ze 3 injekcí v aplikacích 

0 dní, za 1-3 měsíce a za 5-12 měsíců. Po třetí injekci ochrana přetrvává nejméně po 3 roky, 

proto je nutné přeočkování za 3-5 let. V letních měsících se může použít zrychlené schéma 

FSME 0 dní, 14 dní a 5-12 měsíců od druhé dávky (Příbalová informace: FSME-IMMUN 

0,5ml [online]. [cit. 2021-01-10]). 

V Rakousku byla zaznamenána vysoká úmrtnost na TBE, proto se v roce 1981 rozjela 

masivní očkovací kampaň, díky níž bylo v roce 2001 proočkováno 86 % obyvatel (Kunz, 

2003). V roce 2010 bylo v Rakousku zaznamenáno pouze 58 případů onemocnění, na rozdíl 

od České republiky, kde ve stejný rok bylo zaznamenáno desetkrát více případů, konkrétně 

589 (TBE Cases by year: Number of TBE cases, regardless of the applied case definition, by 

year reported in 16 EU/EFTA countries, 2000–2010 (n= 29 381), 2012). Dle dostupných dat 

Státního zdravotního ústavu počty případů TBE na území České republiky každoročně 

stoupají. Za roky 2018, 2019 a 2020 bylo nahlášeno konktrétně 712, 774 a 854 případů TBE. 

Nejvíce případů v roce 2020 se vyskytovalo v Jihočeském kraji, a to přesně 137 potvrzených 

diagnóz a nejméně, 27 potvrzených diagnóz, v Karlovarském kraji (Infekce v ČR - ISIN (dříve 

EPIDAT), 2020).   
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1.2 Imunitní buňky 

Jak již bylo zmíněno v předchozí kapitole, TBEV se dostává do těla přes kůži spolu 

s klíštěcími slinami v průběhu sání krve klíštětem. V kůži jako první reaguje vrozený imunitní 

systém, který má za úkol bojovat s patogeny a infekcí, tedy i s TBEV. Vrozený imunitní 

systém se skládá ze dvou složek, a to konkrétně z humorální a buněčné složky. Mezi buněčnou 

složku imunitního systému řadíme například neutrofily, makrofágy, dendritické buňky a další 

buňky schopné prezentovat antigen. Imunitní buňky mají různé mechanismy účinku, některé 

fagocytují, jiné produkují cytokiny nebo rozpoznávají patogeny. 

1.2.1 Makrofágy 

Makrofágy byly poprvé popsány Élie Metchnikoffem v roce 1893 při pozorování 

fagocytózy v zanícené tkáni (Gordon, 2008). Roku 1968 Ralf van Furth, Zanvil Cohn a jejich 

kolegové zformulovali tzv. mononukleární-fagocytární systém, který vysvětluje původ 

makrofágů (van Furth a kol., 1972). Makrofágy patří mezi buňky myeloidní vývojové řady 

(Obrázek 4), kdy z pluripotentní kmenové buňky, pocházející z kostní dřeně, se vlivem 

cytokinů, nejčastěji M-CSF, GM-CSF a IL-3, stává monocyt (Stein a kol., 1992; Arango 

Duque a Descoteaux, 2014; Martinez a Gordon 2014). Monocyty můžeme naleznout v krvi, 

kostní dřeni a ve slezině. Na povrchu jsou monocyty opatřeny chemokinovými receptory 

a receptory schopnými rozpoznávat molekuly typické pro patogeny. Monocyty migrující 

do tkání mohou diferenciovat na zánětlivé dendritické buňky anebo na makrofágy (Geissmann 

a kol., 2010).  

Makrofágy jsou buňky nespecifické imunity, které můžeme naleznout v lymfatických 

i nelymfatických tkáních. Řadíme je mezi bílé krvinky se schopností fagocytovat 

a prezentovat antigeny pro Th a B buňky (Huber a Stingl, 1981). Dále se podílejí 

na homeostáze, a to díky schopnosti pohlcovat apoptické buňky. Taktéž umí rozpoznávat 

specifické molekuly, které jsou typické pro patogeny, a tím indukovat produkci cytokinů 

(Geissmann a kol., 2010). 
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Obrázek 4.: Vývoj a diferenciace makrofágů (převzato od van der Bij a kol., 2005). 

Aktivita makrofágů bývá iniciována cytokiny produkovanými Th buňkami, především 

interferonem . Makrofágy mají také schopnost chemotaxe neboli přitahování a přemisťování 

se za specifickými molekulami. Produkcí cytokinů makrofágy spojují vrozenou a získanou 

imunitu (Arango Duque a Descoteaux, 2014). Hrají také roli při zánětu, kde mohou působit 

prozánětlivě, tak i protizánětlivě (Davies a Taylor, 2015). Díky schopnosti makrofágů 

produkovat oxid dusnatý, mohou makrofágy zabíjet mikroorganismy, čehož může být využito 

při obraně proti infekci (van der Bij a kol., 2005). 

1.2.1.1 M1 a M2 makrofágy 

Makrofágy můžeme rozlišit podle způsobu aktivace na klasicky a alternativně 

aktivované. Způsob aktivace určuje druhy cytokinů, které budou produkovány a tím i účinek 

buněk. M1 makrofágy jsou aktivovány klasicky za působení cytokinů Th1 buněk, konkrétně 

prozánětlivého interferonu M1 makrofágy působí prozánětlivě a produkují např.:IL-1,IL-6 

IL-12,IL-23 a TNF-α (Gordon a Martinez, 2010; Funes a kol., 2018). Naproti tomu, 

M2 makrofágy, které jsou aktivovány alternativně, vznikají za působení cytokinů Th2 buněk, 

které jsou protizánětlivé a napomáhají hojení a regeneraci. M2 makrofágy produkují 
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protizánětlivé cytokiny IL-10 a TGF- (Hořejší, 2015). Typ makrofágů nacházející se 

ve tkáních, tedy i v kůži, patří mezi alternativně aktivované makrofágy (Davies a kol., 2013). 

Alternativně aktivované makrofágy byly na základě pozorovaných rozdílů v aktivaci 

různými stimuly, dále rozděleny na M2a, M2b, M2c a M2d podtypy. M2a makrofágy umí 

fagocytovat, zapojují se v hojení ran a indukují odpověď Th2 buněk. U tohoto podtypu M2 

makrofágů byla taktéž pozorována deaktivace T-buněk (Schebesch a kol., 1997; van der Bij 

a kol., 2005). M2b makrofágy jsou také nazývány regulační makrofágy, jelikož určují rozsah 

imunitní odpovědi a zánětlivé reakce (Mosser a Edwards, 2008; Wang a kol., 2019). V případě 

rakoviny a infekčních onemocnění M2b makrofágy napomáhaly onemocnění tím, 

že snižovaly imunitní a zánětlivou odpověď (Wang a kol., 2019). M2c makrofágy, jinak 

nazývané deaktivované, mohou fungovat v opravě tkání v raných stádiích hojení ran (Lurier 

a kol., 2017). M2d makrofágy jsou s nádorem asociované makrofágy, které umí poskytnout 

dobré prostředí pro rozvinutí nádorů a jeho progresy (Chanmee a kol., 2014). 

1.2.1.2 Makrofágy a flaviviry 

Pokud se zaměříme na studie zabývající se makrofágy a TBEV, publikováno je jich 

jen malé množství. Nicméně dle studií bylo prokázáno, že TBEV může být izolován z lidských 

leukocytů, během prvních dnů po přenosu, což indikuje, že se virus replikuje v krevních 

buňkách, tedy pravděpodobně i v makrofázích (Leonova a kol., 2003; Leonova, 1997; Krylova 

a kol., 2015). Dále dva rozdílné kmeny dálněvýchodního podtypu TBEV byly porovnávány 

mezi sebou, co se týče penetrace a replikace v makrofázích. Vysoce patogenní kmen 

Dal'negorsk rychle penetroval do buněk a aktivně se uvnitř množil, na rozdíl od druhého 

nepatogenního kmene Primorye-183, který byl v penetraci i množení pomalý. Vysoce 

patogenní kmen snižoval aktivitu monocytů, NK buněk a i T-lymfocytů, zatímco nepatogenní 

kmen aktivoval vrozenou imunitní odpověď, což způsobilo rychlou eliminaci viru 

z organismu (Krylova a kol., 2015). 

I přes to, že není publikováno mnoho studií týkající se makrofágů a TBEV, existují 

studie, které se zabývaly makrofágy a viry z čeledi Flaviviridae. V jedné z nich byl pozorován 

efekt oxidu dusnatého na virus japonské encefalitidy a bylo zjištěno, že makrofágy aktivovaly 

enzym pro tvorbu oxidu dusnatého, čímž se zvýšila jeho produkce. Oxid dusnatý má inhibiční 

efekt na virové infekce, jelikož inhibuje replikaci RNA. Inhibice replikace viru japonské 

encefalitidy v myších makrofázích korelovala s množstvím produkovaného oxidu dusnatého. 

V návaznosti na tento fakt bylo dále prokázáno, že při zvýšené produkci oxidu dusnatého 
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docházelo k výrazné inhibici replikace viru japonské encefalitidy, akumulaci virových 

proteinů, ale taktéž uvolňování virionů z infekčních buněk bylo sníženo (Lin a kol., 1997).  

Při infekci způsobenou Dengue virem bylo zkoumáno, jestli se kožní makrofágy tímto 

virem infikují. Makrofágy byly jen málo proinfikované, ale pokud byly aktivované IL-4/GM-

CSF, jejich permisivita k infekci byla zvýšená. Infikované makrofágy produkovaly vysoké 

hladiny TNF-, který je považován za klíčový cytokin pro rozvoj horečky Dengue (Schaeffer 

a kol., 2015).  

Dále byl zkoumán vliv viru západonilské horečky na makrofágy, a to tím způsobem, 

že makrofágy byly infikovány a poté inkubovány po dobu až 47 dnů. Pozoroval se vrchol 

ve virové produkci, který nastal mezi druhým a čtvrtým dnem po infekci. Také se pozorovalo, 

jak dlouho bude virus detekován po infekci, v tomto případě byl virus v médiu makrofágů 

detekován až 47 dní po infekci (Rios a kol., 2006). 

1.2.2 Dendritické buňky 

Dendritické buňky (DC) byly poprvé pozorovány v roku 1868 Paulem Langerhansem, 

ale až v roce 1973 Steinman a Cohn popsali jejich působení na imunitní systém, a to iniciovat 

a modulovat imunitní odpověď (Steinman a Cohn, 1973; Solano-Gálvez a kol., 2018). DC 

patří mezi leukocyty, které mohou být nalezeny ve všech lymfoidních i většině nelymfoidních 

tkání. Mezi jejich hlavní funkce patří schopnost fagocytovat, provádět receptorem 

zprostředkovanou endocytózu, udržovat homeostázu, aktivovat naivní T buňky anebo 

reaktivovat paměťové T buňky (Plantinga a kol., 2015, McLellan a kol., 1996, Dai a kol., 

2019). DC je různorodá skupina buněk, ale všechny dokáží prezentovat antigen naivním T-

buňkám, liší se však v místě nálezu a ostatních imunologických funkcích (Shortman a Naik, 

2007). 

 Lidské DC vznikají z pluripotentní kmenové buňky CD34+ (Obrázek 5), pocházející 

z kostní dřeně. Z této kmenové buňky poté vzniká progenitor pro granulocyty, monocyty a DC 

(na Obrázku 5 označený jako hGMDP). Dále dochází k diferenciaci na společný progenitor 

pro makrofágy a DC (na Obrázku 5 označený jako hMDP), který dává vzniku monocytům 

a dalšímu progenitoru pro DC. Ontogeneze DC pokračuje v krvi, kde se dále diferencují 

na plazmacytoidní a myeloidní DC (Solano-Gálvez a kol., 2018; Lee a kol., 2015). 
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Obrázek 5.: Vznik a vývoj lidských DC. hGMDP - lidský progenitor pro granulocyty,monocyty 

a DC z anglického „human granulocyte-monocyte-DC progenitor“, hMDP - lidký progenitor pro 

monocyty a DC z anglického „human monocyte-dendritic progenitors“, hCDP - lidský společný 

progenitor pro DC z anglického „human common dendritic cell progenitor“, cDC - klasické/konvenční 

DC, pDC - plazmacytoidní DC, moDC – DC derivované z monocytů (převzato od Solano-Gálvez 

a kol., 2018). 

Pokud se zaměříme na myší model, ontogeneze DC se od lidského lehce liší (Obrázek 

6). Vývoj probíhá z kmenové buňky pocházející z kostní dřeně, která se derivuje na společný 

myeloidní progenitor (na Obrázku 6 označen jako CMPs). Z myeloidního progenitoru vznikají 

dva progenitory, jeden pro monocyty a druhý pro DC (Solano-Gálvez a kol., 2018).  

  

Obrázek 6.: Vznik a vývoj myších DC. HSCs - hematopoetická kmenová buňka z anglického 

„hematopoietic stem cells“, CMP - společný myeloidní progenitor z anglického „common myeloid 
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progenitors“, MDP - progenitor pro monocyty a DC z anglického „monocyte and dendritic cell 

progenitor“, CDP - společný progenitor pro DC z anglického „common dendritic cell progenitor“, 

pre-cDC - prekurzor klasických/konvenčních DC z anglického „precursors of conventional DCs“, 

cDC - klasické/konvenční DC, pDC - plazmacytoidní DC, moDC – DC derivované z monocytů 

(převzato od Solano-Gálvez a kol., 2018). 

1.2.2.1 Plazmacytoidní DC 

Plazmacytoidní DC (pDC) jsou buňky, jejichž jméno je odvozeno od podobné 

morfologie, jako mají plazmatické buňky. Za normálního stavu se pDC nevyskytují 

v nelymfatických tkáních, vyskytují se převážně v krvi a lymfoidních orgánech, ale během 

zánětu se rychle přesouvají do tkání a mohou produkovat interferony typu I. pDC jsou 

charakterizovány expresí molekul CD123, CD303 a CD304 a Toll-like receptory 7 a 9, 

na druhou stranu exprese molekul CD11c nebo CD141 je potlačena (Lipscomb a Masten, 

2002; Solano-Gálvez a kol., 2018; Collin a kol., 2013; Liu, 2005; Dzionek a kol. 2000). 

1.2.2.2 Myeloidní DC 

Pro myeloidní DC (mDC) je typická exprese typických myeloidních povrchových 

molekul, a to CD11c, CD13, CD33 a CD11b, ale exprese CD14 a CD16 je potlačena. Z tohoto 

důvodu jsou taktéž jinak nazývané jako konvenční/klasické makrofágy. Dále mohou být 

charakterizovány expresí Toll-like receptorů, jmenovitě TLR1-TLR8 a TLR10 (Collin a kol., 

2013). mDC hrají klíčovou roli v aktivaci naivních T buněk, v iniciaci adaptivního imunitního 

systému a jsou to vysoce účinné antigen prezentující buňky (Lewis, 2004). mDC můžeme dále 

rozdělit na mDC lymfoidní a migrační. Migrační mDC mají schopnost migrovat z periferní 

tkáně do lymfoidních orgánů, nacházejí se v kůži, plicích, zažívacím traktu, játrech 

a ledvinách, zatímco lymfoidní DC málo migrují a nachází se spíše v lymfatických orgánech 

(Kushwah a Hu, 2011). 

1.2.2.2.1 CD11c+ DC 

Mezi mDC patří CD11c+ DC, se kterými se v praktické části této práce pracuje. 

CD11c+ DC buňky můžeme naleznout ve škáře a mohou stimulovat aktivitu T buněk. Myší 

kůže obsahuje přibližně jednu CD11c+ DC na pět makrofágů, zatímco v lidské kůži je 

koncentraci CD11c+ DC vyšší, a to až do poměru 1:1 (Zaba a kol., 2007). CD11c+ DC mají 

významnou roli v ochraně proti rakovině. Lidé, kteří byli na imunosupresi po transplantaci 

ledviny, měli vyšší riziko spinocelulárního karcinomu, jelikož bylo prokázáno, že díky 

imunosupresi měli snížené hodnoty CD11c+ DC (Sandvik a kol., 2014). 
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1.2.2.3 DC a flavivry 

Jak již bylo zmíněno, DC patří mezi první buňky, které mohou být infikovány TBEV. 

Bylo zjištěno, že replikace TBEV v DC byla významně podpořena slinami klíštěte, a také 

AKT signální dráha byla slinami podpořena. AKT signální dráha je známá pro svoje anti-

apoptické účinky a pro tzv. „survival efekt“. Survival efekt je známý tím, že ovlivňuje 

apoptózu, a to tím způsobem, že apoptóza infikovaných buněk poklesne a buněčná viabilita se 

v přítomnosti slin zvýší. Celý tento proces může mít pozitivní důsledky pro replikaci a přenos 

TBEV (Lieskovská a kol., 2018). 

Podobně jako u makrofágů, mnoho studií týkající se DC a TBEV není, ale vliv virů 

z čeledi Flaviviridae na DC byl pozorován, přesněji vliv na DC derivovaných z monocytů. 

Médium z DC infikovaných viry z čeledi Flaviviridae bylo odebráno 24 hpi a 48 hpi a byl 

pozorován titr viru. Vysoké titry byly pro DC infikované Wesselsborn virem, virem 

západonilské horečky a virem Usutu, zatímco nejnižší titr viru byl dosažen při použití viru 

Zika a viru horečky Dengue. V intervalu 48 hpi se titr viru z infikovaných DC oproti 24 hpi 

zvýšil jen u viru Zika a viru Wesselsborn. Dále se pozoroval vliv virů z čeledi Flaviviridae 

na viabilitu DC. V krátkém čase po infekci nebyl pozorován cytopatický efekt DC, jen u DC 

infikovaných virem Usutu byla zaznamenána větší míra úmrtnosti. Cytopatický efekt, a tedy 

i snížená viabilita, byly ve vyšší míře pozorovány v intervalu 48 hpi také u virů japonské 

encefalitidy a západonilské horečky. Studie se dále soustředila na DC a jejich sekreci 

interferonu-, který se účastní v protivirové ochraně. Nejvyšší sekreci v čase 24 hpi indukoval 

virus Usutu, v čase 48 hpi kromě viru Usutu také viry japonské encefalitidy a západonilské 

horečky, zatímco virus Zika a Dengue virus neindukovaly sekreci interferonu β dendritickými 

buňkami vůbec (García-Nicolás a kol., 2019). 

 Při kultivaci DC ve dvou různých mediích (jedno obohaceno o IL-4) a jejich infekcí 

Dengue virem byly pozorovány titry viru. U buněk s přidaným IL-4 byl detekován v průměru 

dvojnásobně vyšší titr viru než u DC bez IL-4. Pro ověření vyššího titru byla dále detekována 

proinfikovanost buněk v těchto dvou mediích. Ve výsledku bylo prokázáno, že vyšší titr 

odpovídá proinfikovanosti buněk, jelikož DC s IL-4 byly proinfikovány z cca 70 %, zatímco 

DC bez IL-4 pouze z cca 30 % (Schaeffer a kol., 2015).   
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2 Cíle práce 

1) Derivace makrofágů a DC z myší kostní dřeně 

2) Infekce makrofágů a DC virem TBEV (kmeny Neudörfl a Hypr)  

3) Určení vlivu infekce na viabilitu buněk 

4) Detekce virové RNA v porovnání s kontrolní linií PMJ2-R 

5) Určení titru viru ve vzorcích v porovnání s kontrolní linií PMJ2-R 

  



 

17 
 

3 Materiál a metody 

3.1 Materiál 

3.1.1 Myši 

Pro získání potřebných buněk z kostní dřeně byli použiti samci myšího kmene 

C57B1/6N (Velaz, s.r.o.) staří 12-19 týdnů. Myši byly chovány ve zvěřinci Katedry 

medicínské biologie v Českých Budějovicích za standardních podmínek. 

3.1.2 Buněčné linie 

V pokusech byly použity dvě různé buněčné linie, a to kontrolní linie PMJ2-R (ATCC® 

CRL-2458TM) a linie A549 (ATCC® CCL-185TM) pro plakovou titraci. Buněčná linie PMJ2-

R pochází z myších peritoneálních makrofágů, které byly in vivo imortalizovány J2 retrovirem 

nesoucí v-raf a v-myc onkogeny (Adami a kol., 1993). Buněčná linie PMJ2-R byla kultivovaná 

při 37 °C v RPMI médiu (pojmenováno po místě vzniku Roswell Park Memorial Institute) 

s přídavkem 10% BOFES (Bovine fetal serum), 1% antibiotiky (penicilin G – 100 units/ml; 

streptomycin 100 µg/ml), 1% L-glutaminem a 50 µM 2-merkaptoetanolu (vše Biowest). 

 Buněčná linie A549 pochází z lidského plicního adenocarcinomu (Foster a kol., 1998). 

Tyto buňky byly kultivované při 37 °C v atmosféře s 5% CO2 v DMEM médiu (Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Medium) s přídavkem 10% BOFES, 1% antibiotiky (penicilin G – 100 

units/ml; streptomycin 100 µg/ml) a 1% L-glutaminem (vše Biowest). 

3.1.3 Virus klíšťové encefalitidy 

Pro infekci makrofágů a DC byly použity dva evropské kmeny TBEV, a to konkrétně 

Neudörfl v koncentraci zásobních alikvot 6,16*107 PFU/ml a Hypr v koncentraci zásobních 

alikvot 5*108 PFU/ml. Oba kmeny byly získány pomnožením na Vero E6 buňkách (ATCC® 

CRL-1586) a jedná se o první pasáž viru v těchto buňkách. 
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3.2 Metody 

3.2.1 Derivace makrofágů a DC z buněk kostní dřeně 

K získání makrofágů (BMM) a DC bylo zapotřebí vyseparovat kostní dřeň ze stehenní 

a holenní kosti myši. K izolaci kostní dřeně byl použit zavedený postup z Laboratoře 

molekulární imunologie KME PřF JU (Lieskovská a kol., 2015). Nejprve byla myš usmrcena 

zlomením vazu. Ze zadních nohou byla stažena kůže a zadní končetiny byly odděleny v pánvi 

od zbytku těla bez porušení potřebných kostí. Končetiny byly opláchnuty ve sterilním PBS 

(fosfátový pufr; složení 0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 

pH= 7,4) a z kostí byla odstraněna svalovina a šlachy. Poté byly kosti od sebe odděleny 

v kolenním kloubu, opláchnuty v isopropanolu a následně v MEM médiu (Eagle's minimal 

essential medium, Biowest). V dalším kroku byly hlavy kloubů odstřihnuty a pomocí 26 x G 

jehly naplněné MEM médiem byly kosti propláchnuty pro uvolnění kostní dřeně do MEM 

média. Kostní dřeň byla poté řádně rozsuspendována. Buněčná suspenze byla přefiltrovaná 

přes filtr pro buňky (tzv. cell strainer, Corning) a následně centrifugována (250 x g, 4 °C, 

7 min 30 s). Následně byl odebrán supernatant a byla provedena lýza erytrocytů přidáním 1 ml 

0,84% NH4Cl ohřátého na 37 °C. Lýza byla zastavena po dvou minutách přidáním 10 ml MEM 

média. Buňky kostní dřeně byly spočítány v Bürkerově komůrce, centrifugovány za stejných 

podmínek jako v předchozím kroku a rozsuspendovány v kompletním RPMI médiu.  

Následná derivace buněk byla provedena s modifikacemi oproti zavedenému 

protokolu (Assouviea kol., 2018). Pro derivaci BMM bylo potřebné množství buněk kostní 

dřeně naředěno na koncentraci 2,5*106 buněk na Petriho misku v celkovém množství 10 ml 

kompletního RPMI média obohaceného o 30 % LCCM média (médium z fibroblastů L929 

produkujících růstový faktor M-CSF). Třetí den derivace bylo k buňkám přidáno 10 ml 

čerstvého kompletního RPMI média obohaceného o 30 % LCCM médium. Sedmý den byly 

adherované BMM šetrně opláchnuty sterilním PBS, uvolněny pomocí trypsinu, spočítány 

a 2*106 buněk ve 2 ml na jamku bylo nasazeno na 6-jamkové panely. BMM byly poté 

inkubovány při 37 °C v atmosféře s 5 % CO2 do druhého dne, kdy byly infikovány TBEV.  

Derivace DC byla opět provedena s mírnými modifikacemi oproti zavedenému 

protokolu (Lieskovská a kol., 2015). Pro derivaci DC bylo potřebné množství buněk kostní 

dřeně naředěno na koncentraci 2,5*105 b/ml a nasazeno po 3 ml na 6-jamkový panel 

v kompletním RPMI médiu obohaceném růstovým faktorem GM-CSF (20 ng/ml, Peprotech) 
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pro derivaci DC. Třetí den bylo obohacené médium vyměněno za 4 ml čerstvého média opět 

s přídavkem GM-CSF. Sedmý den od izolace byly buňky připraveny pro magnetickou 

separaci CD11c+ buněk. 

3.2.2 Magnetická separace CD11c+ buněk 

Sedmý den po izolaci z kostní dřeně byly odebrány neadherované DC. Buňky byly 

spočítány, centrifugovány při 250 x g, 10 minut a 4 °C, supernatant byl odebrán a pelet byl 

rozsuspendován ve 400 µl MACS pufru (250 ml PBS, 1mM EDTA, 2% BOFES). K buňkám 

bylo přidáno 100 µl anti-CD11c magnetických kuliček (Miltenyi Biotec) a buňky byly 

inkubovány 15 minut na ledu ve tmě. Po 15 minutách byl přidán MACS pufr do celkového 

objemu 10 ml a buňky byly centrifugovány při 250 x g, 4 °C a 7 min 30 s. Po centrifugaci byl 

odebrán supernatant a pelet byl rozsuspendován v 500 µl MACS pufru. Na magnet byla 

umístěna LS kolonka (Miltenyi Biotec), jež byla promyta 3 ml MACS pufru. Buněčná 

suspenze byla aplikována na LS kolonku. Následně byla kolonka promyta 3 x 3 ml MACS 

pufru k odplavení nespecificky se vázajících buněk. Po promytí byla kolonka vyjmuta 

z magnetu a separované CD11c+ DC byly dvakrát eluovány 5 ml elučního roztoku (kompletní 

RPMI médium). Získané CD11c+ DC byly nasazeny na pokus v koncentraci 

3,2*105 buněk/jamku v 1 ml na 24-jamkový panel a inkubovány do druhého dne, kdy byly 

infikovány TBEV. 

3.2.3 Nasazení PMJ2-R buněk  

Jako pozitivní kontrolní linie byla vybrána makrofágová buněčná linie PMJ2-R. 

PMJ2-R byly nasazeny na pokus ve stejných koncentracích jako BMM a DC, konkrétně tedy 

v sadě odpovídající koncentraci BMM – 2*106 buněk/jamku na 6-jamkové panely a v sadě 

odpovídající koncentraci DC – 3,2*105 buněk/jamku na 24-jamkový panel. 

3.2.4 Infekce BMM, DC a PMJ2-R virem klíšťové encefalitidy 

Na ledu byl ponechán virus šetrně rozmrznout a následně z něj byly připraveny virové 

suspenze pro oba kmeny TBEV, aby výsledná koncentrace TBEV po přidání k buňkám 

odpovídala 5 MOI (multiplicity of infection, neboli 5 virionů na 1 buňku). Pro buňky, které 

sloužily jako negativní kontrola (NK), bylo vytvořeno kontrolní médium ředěním média 

odebraného z Vero E6 buněk ve stejném poměru jako virová suspenze. 
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Médium z jamek bylo odebráno a do 6-jamkového panelu byl přidán 1 ml virové 

suspenze nebo kontrolního média, do 24-jamkového panelu bylo přidáno 200 µl virové 

suspenze nebo kontrolního média. Takto připravené vzorky byly dvě hodiny inkubovány při 

37 °C v atmosféře s 5 % CO2. Po uplynutí této doby byla virová suspenze a kontrolní médium 

odebráno, jamky byly promyty sterilním PBS a bylo přidáno čerstvé RPMI médium 

do původního objemu před infekcí. Buňky byly inkubované při 37 °C, v atmosféře s 5 % CO2 

až do určených hodin odběru, tedy 24 hpi a 48 hpi. V obou časových intervalech byla část 

média z buněk odebrána do sterilních zkumavek a uchována pro pozdější použití pro plakovou 

titraci (kapitola 3.2.9), následně byl proveden test viability buněk (kapitola 3.2.5). Poté byl 

zbytek média odstraněn a jamky byly promyty sterilním PBS a bylo přidáno RNA Blue 

(Top-Bio) pro izolaci RNA (kapitola 3.2.6). Vzorky byly uchovány ve sterilních zkumavkách 

při -80 °C. Celkově byly připraveny tři sady biologických opakování. Každá sada obsahovala 

tři technická opakování daných vzorků. 

3.2.5 Měření viability buněk 

K měření relativní viability byl použit test pomocí Alamar BlueTM (Thermo Fisher 

Scientific).  Během reakce dochází vlivem redukčního prostředí metabolicky aktivní buňky 

k přeměně modrého resazurinu na růžový resorufin (Obrázek 7). K buňkám byl v příslušný 

den odběru přidán Alamar BlueTM ředěný s kompletním RPMI médiem v poměru 1:10. Buňky 

byly s Alamar BlueTM inkubovány dvě hodiny při 37 °C, v atmosféře s 5 % CO2. Po dvou 

hodinách bylo z každé jamky odebráno v triplikátech 100 µl a změřena fluorescence 

jednotlivých vzorků (vlnové délky excitace 550 nm, emise 590 nm) na Synergy H1 microplate 

reader (Biotek). Naměřená fluorescence jednotlivých infikovaných vzorků byla porovnána 

s NK pomocí Microsoft Office Excel 365, čímž byla určena relativní viabilita infikovaných 

buněk. Statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí programu STATISTICA 12.  

 

Obrázek 7: Reakce při průběhu Alamar BlueTM testu (vytvořeno v programu ChemSketch). 
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Jelikož bylo předpokládáno, že vyšší naměřená fluorescence odpovídá vyšší 

koncentraci buněk, čímž bude pravděpodobně vyizolováno i vyšší množství buněčné i virové 

RNA (viz data závislosti fluorescence na koncentraci buněk v Příloze 1), byly hodnoty 

relativní viability použity pro kalkulace vstupních množství vyizolované RNA zbavené 

genomové DNA do qRT-PCR reakce (kapitola 3.2.7). 

3.2.6 Izolace RNA pomocí RNA Blue 

K homogenizaci buněk byl použit 1 ml RNA Blue (Top-Bio). Homogenizované vzorky 

byly po rozmrznutí inkubovány při pokojové teplotě 5 minut a následně bylo přidáno 

200 µl chloroformu (Lach-ner), vzorek byl silně protřepán a inkubován 5 min při pokojové 

teplotě. Poté byl vzorek centrifugován 10 minut při 12 000 x g a 4 °C. Po centrifugaci byl 

vzorek rozdělen na tři fáze: horní bezbarvou fázi, interfázi a modrou organickou fázi. RNA se 

nachází v horní bezbarvé vodné fázi, jež byla přenesena do nové zkumavky. K vodné fázi bylo 

přidáno 500 µl isopropanolu (VWR) a vzorek byl umístěn nejméně na hodinu do mrazáku při  

-20 ° C k vysrážení RNA. Poté byl vzorek centrifugován 30 minut při 12 000 x g a 4 °C. 

Supernatant byl odstraněn, ke vzorku byl přidán 1 ml 75% etanolu (Lach-ner) k promytí RNA 

a vzorek byl dále centrifugován 10 minut při 12000 x g a 4 ° C. Supernatant byl odstraněn 

a RNA byla ponechána k vysušení. K rozpuštění RNA bylo použito 20 µl ultračisté vody. 

Koncentrace RNA byla změřena na přístroji NanoPhotometr (Implen) a RNA byla uchována 

při -80 °C pro další použití. 

3.2.7 Odstranění DNA ze vzorků 

Vzorky RNA bylo nutné před provedením qRT-PCR zbavit případné kontaminující 

genomové DNA pomocí DNázy I (Thermo Fisher Scientific). Případná kontaminace vzorku 

by totiž mohla ovlivnit výsledky qRT-PCR reakce. Reakční směs jednotlivých vzorků 

obsahovala 1 µl DNázy I (Thermo Fisher Scientific) a 1 µl 10 x DNase Buffer s MgCl2 

(Thermo Fisher Scientific). Dále bylo přidáno množství PCR vody a RNA v odpovídajícím 

objemu dle viability (výpočet viz. kapitola 4.3) do celkového objemu 10 µl reakční směsi. 

Samotná reakce proběhla v cycleru GeneAmp® PCR System (Applied Biosystems) při 

programu 30 minut při 37 °C a 5 minut při 53 °C. Ke vzorkům bylo poté přidáno 90 µl PCR 

vody, čímž byla RNA naředěna na vstupní množství do qRT-PCR reakce na 20 ng/µl pro NK 

a u ostatních vzorků v odpovídající množství dle viability. Vzorky byly poté skladovány při -

80 °C pro qRT-PCR reakci. 
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3.2.8 qRT-PCR 

K detekci virové RNA byla použita jednokroková qRT-PCR (Quantitative Reverse 

Transcription Polymerase Chain Reaction) pomocí degenerovaných primerů a specifické 

próby (Achazi a kol., 2011). K reakci byl použit kit KAPA PROBE FAST One-Step Master 

mix (Kapa Biosystems), který umožňuje reverzní transkripci a qRT-PCR v jedné reakci. 

K amplifikaci virové RNA (části genu pro NS1 protein) byly použity dva primery, 

NS1 F (TGGAYTTYAGACAGGAAYCAACACA) a 

NS1 R (TCCAGAGACTYTGRTCDGTGTGGA). K detekci byla použita próba, která byla 

značena reportérovým fluoroforem FAM na 5´ konci a nefluorescenčním zhášečem 

(quencher) MGB-NFQ (minor groove binder) na 3´konci (FAM-

CCCATCACTCCWGTGTCAC-MGB-NFQ). Množství jednotlivých komponentů v 15 µl 

reakci je uvedeno v Tabulce I. 

Tabulka I: Složení reakční směsi pro 15 µl qRT-PCR reakci. 

složka objem [μl] 
2x Kapa master mix 7,5 

qPCR H20 1,1 
primer NS1 forward 20µM 0,9 
primer NS1 reverse 20µM 0,9 

próba 20µM 0,3 
50x KAPA RT Mix 0,3 

templátová RNA 4 
 

Do 96-jamkových qPCR destiček bylo napipetováno 11 μl mastermixu a byly přidány 

4 μl templátové RNA naředěné na vstupní koncentraci dle viability, vzhledem k zahrnutí 

faktoru možnosti vyizolování menšího množství virové RNA při snížené viabilitě buněk, 

a zbavené genomové RNA dle předchozí kapitoly. Všechny reakce byly provedeny 

v triplikátech. Pro negativní kontrolu qRT-PCR reakce byla použita PCR voda místo 

templátové RNA. Pro kontrolu efektivního zbavení se genomové DNA byla pro každý vzorek 

taktéž připravena reakce bez 50x KAPA RT Mix (tzv. NRT- kontrola), ve kterých tedy 

neproběhla reverzní transkripce vzorků. qRT-PCR byla provedena za pomoci cycleru 

CFX96 Touch Real-Time PCR System (Bio-Rad). Program byl nastaven na parametry 

uvedené v Tabulce II.  
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Tabulka II: Nastavené parametry qRT-PCR. 

krok teplota trvání počet cyklů 
reverzní transkripce 42 ° C 10 min  
inaktivace enzymů 95 ° C 5 min 

denaturace 95 ° C 5 s 45 
nasednutí primerů 60 ° C 34 s 45 

 

Po skončení reakce byly odečteny hodnoty Ct (threshold cycle), které určují, v jakém 

cyklu fluorescence překročila detekční práh, pomocí CFX Maestro softwaru verze 2.0 

(Bio-Rad). Exportovaná data byla následně vyhodnocena za pomoci Microsoft Office Excel 

365 a statistické vyhodnocení bylo provedeno v programu STATISTICA 12. 

3.2.9 Plaková titrace 

Plaková titrace je metoda, která stanovuje koncentraci virových částic v jednotkách 

PFU/ml (plaque forming unit/ml) (Baer a Kehn-Hall, 2014). Do jamek 24-jamkového panelu 

bylo napipetováno 180 µl kompletního DMEM média. Vzorky médií (20 µl) odebrané 

v 24/48 hpi (kapitola 3.2.4) byly přidány do první jamky a naředěny v dalších jamkách 

desítkovou ředící řadou do maximálního ředění 106. K takto připraveným vzorkům bylo 

přidáno 300 µl buněčné suspenze A549 o koncentraci 5*105 buněk/ml a vzorky byly 

inkubovány 4 hodiny při 37 °C, v atmosféře s 5 % CO2. Po 4 hodinách bylo přidáno 400 µl 

pokrývky skládající se z 3% roztoku karboxymetyl celulózy (Sigma-Aldrich) 

a 2x koncentrovaného DMEM média (2x DMEM médium + 20% BOFES + 2% ATB + 2% 

GLU) v poměru 1:1. Vzorky byly inkubované 5 dní při 37 °C, v atmosféře s 5 % CO2. 

Po uplynutí doby byly vzorky promyty 0,9% roztokem NaCl a následně byly plaky 

vizualizovány barvením buněk 40 minut roztokem naftalenové černi (1 g naftalenové černi, 

62,5 ml 100% ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného doplněné do 1 litru vody 

a následně přefiltrované). Po obarvení byly jamky promyty vodou, osušeny, následně byly 

spočítány plaky při konkrétním ředěním a poté byla vypočítána koncentrace viru ve vzorcích. 

Data byla následně vyhodnocena pomocí programu Microsoft Office Excel 365 a statistické 

vyhodnocení bylo provedeno v programu STATISTICA 12. 
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4 Výsledky 

Jak již je patrné z kapitoly Metody, nejprve bylo zapotřebí derivovat primární buňky 

z myší kostní dřeně a připravit infikované a kontrolní vzorky pro všechny následující 

experimenty, konkrétně tedy vzorky pro měření viability, pro izolaci RNA a pro plakovou 

titraci. Vždy byly pro derivaci použity obě stehenní a holenní kosti z 3 myších samců kmene 

C57Bl/6N. Po derivaci byly BMM nasazeny na pokus a infikovány dvěma kmeny TBEV 

Neudörfl (N) a Hypr (H) v koncentraci 5 MOI. Zároveň byla vytvořena negativní kontrola 

(NK) pro BMM. CD11c+ DC byly nejprve magneticky purifikovány a poté 

infikovány/ošetřeny (NK) stejným způsobem jako BMM. 

Původním záměrem bylo nasazení buněk ve stejné koncentraci (tedy 

2*106 buněk/jamku 6-jamkového panelu), ale vzhledem k nižší výtěžnosti CD11c+ DC 

po magnetické separaci, kdy z původní směsice DC bylo separováno pouze cca 5,3 % buněk 

jako CD11c+ DC, muselo dojít k úpravě koncentrace pro DC (3,2*105 buněk/jamku 24-

jamkového panelu), a tudíž i k vytvoření adekvátní pozitivní infikované kontroly (PK) a NK 

v podobě PMJ2-R buněčné linie ve stejné koncentraci. PK byly tedy po nasazení infikovány 

a NK ošetřeny jako primární buňky.  

Celkem byly připraveny technické i biologické triplikáty pro každý kmen TBEV i NK, 

vždy tedy celkem 18 vzorků pro každý typ buněk (technické opakování). Celkem bylo 

připraveno 54 vzorků pro každý typ buněk při součtu technických i biologických opakování 

(BMM, CD11c+ DC, PMJ2-R pro BMM, PMJ2-R pro CD11c+ DC).  

4.1 Vliv TBEV na přežívání buněk 

Nejprve bylo potřebné zjistit, zda nejsou jednotlivé typy infikovaných buněk v daných 

intervalech výrazně ovlivněné infekcí, tedy jestli nedochází k jejich výraznému úbytku 

a snížení viability. Pokud by k výraznému úbytku oproti NK docházelo, mohly by být 

ovlivněny navazující experimenty, především izolace RNA a následná qRT-PCR. Z dřívějšího 

experimentu bylo totiž zjištěno, že s vzrůstajícím počtem buněk vzrůstá i hodnota naměřené 

fluorescence (viz. Příloha 1).  

K měření relativní viability byl zvolen Alamar BlueTM test, při němž byla 

u jednotlivých vzorků změřena fluorescence produktu buněčného metabolismu. Naměřené 

hodnoty fluorescence ve vzorcích z intervalů 24 hpi a 48 hpi byly použity pro výpočet relativní 
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viability buněk. Od naměřených hodnot byl nejprve odečten nulový vzorek.  Následně byly 

hodnoty u infikovaných vzorků porovnávány s negativní kontrolou, které odpovídá na 

Obrázku 8 hodnota relativní viability 1. Relativní viability byly vypočteny nejprve pro každý 

experiment zvlášť (viz. Příloha 2), a to vzhledem k potřebě výpočtu vstupního množství RNA 

pro další experimenty. Následně byly vytvořeny souhrnné grafy relativních viabilit 

jednotlivých buněk ze třech experimentů (Obrázek 8), aby byl patrný efekt jednotlivých 

kmenů TBEV na relativní viabilitu buněk. Hladiny signifikance výsledků byly vypočteny 

pomocí dvouvýběrového nepárového Studentova t-testu v programu STATISTICA 12.  

 

Obrázek 8: Relativní viabilita buněk. A) Porovnání relativních viabilit BMM a PMJ2-R B) 

Porovnání relativních viabilit CD11c+ DC a příslušná PK (PMJ2-R), C) Porovnávní relativních 

viabilit BMM a CD11c+ DC; * p <0,05, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina signifikance k NK, 

Studentův t-test.  

Z Obrázku 8 je patrné, že u většiny BMM a CD11c+ DC nedocházelo ke statisticky 

významným rozdílům v relativní viabilitě oproti NK. Mezi výjimky patřily CD11c+ DC 

ve 24 hpi infikované kmenem Neudörfl, které vykazovaly signifikantně nižší relativní 
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viabilitu než NK, konkrétně hodnotu 0,85. Další výjimkou byly BMM ve 48 hpi infikované 

kmenem Neudörfl, u kterých se relativní viabilita oproti NK statisticky významně zvýšila, a to 

až na 1,25. Tento nárůst může být způsoben tím, že NK nemají potřebný stimul k tomu, aby 

zůstaly aktivní. PMJ2-R buňky nasazené jako PK k BMM vykazovaly jedinou signifikantní 

změnu oproti NK, a to v intervalu 24 hpi infikované kmenem Neudörfl, kdy se viabilita 

statisticky významně zvýšila. U PMJ2-R nasazených jako PK k CD11c+ DC se viabilita 

v čase 24 hpi signifikantně snížila oproti NK, zatímco ve 48 hpi se viabilita oproti NK 

statisticky významně zvýšila.  

Při porovnání primárních buněk s PK nebyla detekována statisticky významná změna 

v relativní viabilitě u většiny vzorků. Jedinou výjimkou byly BMM infikované kmenem 

Neudörfl, které v čase 48 hpi vykazovaly statisticky průkazný nárůst relativní viability 

(p<0,04) oproti kontrolní linii PMJ2-R (Obrázek 8A).  

Pokud se zaměříme pouze na primární buňky, tak při porovnávání relativních viabilit 

CD11c+ DC s BMM (Obrázek 8C) ve 24 hpi docházelo k významnému rozdílu relativních 

viabilit. BMM infikované kmeny Neudörfl i Hypr měly signifikantně vyšší relativní viabilitu 

než CD11c+ DC, konkrétně p<0,03 pro Neudörfl a p<0,04 pro Hypr. Ve 48 hpi již 

nedocházelo k signifikantnímu zvýšení, ale ani snížení relativních viabilit. Pouze nepatrně 

vyšší relativní viabilitu ve 48 hpi prokazovaly CD11c+ DC, a to v průměru o 10,4 % vyšší než 

BMM. 

Z výsledků je patrné, že na relativní viabilitu buněk nemá kmen viru, kterým jsou 

buňky infikovány, statisticky významný vliv. Nicméně je zřejmé, že u kontrolní linie PMJ2-

R byla relativní viabilita vyšší u buněk infikovaných kmenem Neudörfl, a to průměrně o 9,6 % 

nežli u buněk infikovaných kmenem Hypr.  

I přes zjištění, že z celkového pohledu viabilita infikovaných buněk v čase nemá letální 

průběh (hodnoty relativní viability neklesly pod 0,85), bylo rozhodnuto zohlednit i tyto 

nepatrné změny při určení vstupního množství RNA do reakce, jelikož mohlo při snížené 

viabilitě dojít k izolaci nižšího množství RNA, tedy i té virové, a výsledky qRT-PCR by byly 

ovlivněny tímto faktorem (kapitola 4.3).   
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4.2 Izolace RNA 

Před dalšími kroky bylo nutné vyizolovat celkovou RNA z homogenizovaných buněk. 

RNA byla dle postupu vyizolována, byla změřena její koncentrace a také poměr absorbancí 

A260/A230 a A260/A230. Vzhledem k velkému množství vzorků jsou v Tabulce III uvedeny 

pouze příklady koncentrací vyizolované RNA a také její čistota. 

Tabulka III: Koncentrace vyizolované RNA a poměry absorbancí A260/A230 a A260/A230. 

vzorek 
c 

[ng/μl] A260/A280 A260/A230 vzorek 
c 

[ng/μl] A260/A280 A260/A230 

BMM N 459 1,551 1,245 PMJ2-R N 1939 1,851 1,346 

BMM N 519 1,474 0,859 PMJ2-R N 1839 1,887 1,549 

BMM N 722 1,452 1,165 PMJ2-R N 1296 1,835 1,651 

BMM H 714 1,414 0,952 PMJ2-R H 2292 1,695 1,654 

BMM H 586 1,354 0,925 PMJ2-R H 1419 1,502 1,353 

BMM H 986 1,456 1,256 PMJ2-R H 1798 1,666 0,896 

BMM NK 682 1,562 1,365 PMJ2-R NK 1241 1,558 0,805 

BMM NK 682 1,236 0,896 PMJ2-R NK 1122 1,486 1,244 

BMM NK 577 1,486 0,923 PMJ2-R NK 1288 1,566 1,652 

CD11c+ DC N 361 1,423 1,236 DC-PMJ2-R N 718 1,725 1,365 

CD11c+ DC N 267 1,582 1,359 DC-PMJ2-R N 757 1,525 1,462 

CD11c+ DC N 298 1,356 1,329 DC-PMJ2-R N 767 1,582 0,956 

CD11c+ DC H 394 1,532 0,896 DC-PMJ2-R H 684 1,568 0,962 

CD11c+ DC H 351 1,452 1,345 DC-PMJ2-R H 618 1,652 1,384 

CD11c+ DC H 222 1,387 0,972 DC-PMJ2-R H 718 1,524 1,623 

CD11c+ DC NK 276 1,458 1,136 DC-PMJ2-R NK 790 1,439 1,238 

CD11c+ DC NK 306 1,528 1,239 DC-PMJ2-R NK 686 1,662 1,384 

CD11c+ DC NK 504 1,357 0,876 DC-PMJ2-R NK 765 1,542 0,893 
  

 Z Tabulky III je patrné, že z buněk, které byly nasazeny ve vyšších koncentracích 

buněk na pokus, bylo vyizolováno více RNA. Čistota získané RNA není ideální, a proto bylo 

rozhodnuto, že než bude zhotovena qRT-PCR, budou z vyizolované RNA odstraněny zbytky 

genomové DNA.  

4.3 Odstranění genomové DNA 

Před qRT-PCR bylo nutné z RNA odstranit zbytky kontaminující genomové DNA. 

Nejdříve bylo potřeba spočítat ředění vzorků NK, které dle viability představují hodnotu 1, 

na koncentraci 2000 ng/10 μl reakce s DNázou I. U infikovaných vzorků byla provedena 

normalizace na NK dle příslušné viability. Přepokládalo se, že čím větší má infikovaný vzorek 
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viabilitu oproti NK, tím menší bude potřebné množství RNA. Vypočtené množství RNA 

pro NK do reakce tedy bylo vynásobeno viabilitou vzorků, čímž byl získán potřebný objem 

RNA do reakce pro infikované vzorky.  

Po proběhnutí reakce s DNázou I bylo ke vzorkům přidáno 90 μl PCR vody, čímž byla 

získána požadovaná vstupní koncentrace RNA pro qRT-PCR 20 ng/μl pro NK a ostatní vzorky 

měly vstupní koncentraci vztaženou na viabilitu. Příklady výpočtu potřebného množství pro 

odstranění genomové DNA jsou uvedeny v Tabulce IV. 

Tabulka IV. Příklady potřebných množství jednotlivých složek pro odstranění zbytkové 

genomové DNA. 

vzorek 
RNA 

[ng/μl] 
fluorescence 

[a.u.] 
relativní 
viabilita 

RNA 
[μl]  

 
qPCR 
H2O 
[μl] 

DNáza 
I 

[μl] 
Buffer  

[μl]  

qPCR H2O 
přidaná 

po reakci 
[μl]  

1.BMM 
H 714 39987 1,1 2,8 5,2 1 1 90 

1.BMM 
NK 682 37578 1,0 2,9 5,1 1 1 90 

1.CD11c+ 
DC N 408 18582 1,6 4,8 3,2 1 1 90 

1.CD11c+ 
DC NK 306 13656 1,0 6,5 1,5 1 1 90 

 

4.4 Stanovení virové RNA ve vzorcích 

Pro detekci a kvantifikaci virové RNA v infikovaných buňkách byla použita metoda 

qRT-PCR. Z qRT-PCR byly získány hodnoty cyklu (Ct), ve kterém určitý vzorek překonal 

fluorescenční práh pozadí. Ze vzorků jsme určili hranici, za kterou se vzorek považoval 

negativní, tato hranice byla určena na 34. cyklus. Z takto získaných hodnot byl proveden ΔCt 

výpočet. Při tomto výpočtu se hodnota pro virovou RNA vztahovala ke 34. cyklu tedy k hranici 

negativity. Pokus byl proveden v technických triplikátech, které byly zprůměrovány 

a zlogaritmovány, poté byly i biologické triplikáty zprůměrovány a výsledné hodnoty jsou 
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zobrazeny na Obrázku 9. Hladiny signifikance výsledků byly vypočteny pomocí 

dvouvýběrového nepárového Studentova t-testu v programu STATISTICA 12. 

 

Obrázek 9: Relativní kvantifikace virové RNA. A) Porovnání množství virové RNA mezi BMM 

a PMJ2-R, B) Porovnání množství virové RNA mezi CD11c+ DC a jejich PK, C) Porovnání množství 

virové RNA mezi BMM a CD11c+ DC, * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina 

signifikance, Studentův t-test. 

Z výsledků je patrné, že BMM (Obrázek 9A) a CD11c+ DC (Obrázek 9B) obsahují 

signifikantně méně virové RNA než kontrolní linie PMJ2-R. Pokud se zaměříme na DC11c+ 

DC v porovnání s PK, tak v obou časových intervalech a nezávisle na kmenu TBEV bylo u 

CD11c+ DC detekováno signifikantně nižší relativní množství virové genomové RNA. 

Největší rozdíl u CD11c+ DC byl pozorován ve 24 hpi u buněk infikovaných kmenem Hypr, 

konkrétně hodnota relativní kvantifikace byla 30,2 a u PK byla 5,2*104. U BMM také 

docházelo v obou intervalech a nezávisle na kmenu TBEV k signifikantnímu snížení množství 

**** ****
****

***

0

1

2

3

4

5

6

BMM N PMJ2-R N BMM H PMJ2-R H

re
la

tiv
ní

 z
m

ěn
a 

ge
no

vé
 e

xp
re

se
 

[lo
g]

 

A 24h 48h

**
*******

***

0

1

2

3

4

5

6

CD11c+ DC
N

PMJ2-R N CD11c+ DC
H

PMJ2-R H

re
la

tiv
ní

 z
m

ěn
a 

ge
no

vé
 e

xp
re

se
 

[lo
g]

B 24h 48h

****

0

1

2

3

4

5

6

BMM N CD11c+ DC
N

BMM H CD11c+ DC
H

re
la

tiv
ní

 z
m

ěn
a 

ge
no

vé
 e

xp
re

se
 

[lo
g]

C 24h 48h



 

30 
 

virové RNA, největší rozdíl byl pozorován ve 48 hpi u BMM infikovaných kmenem Hypr, 

kdy u BMM byla hodnota relativní kvantifikace 4,6 a u PK 9,8*104. 

 Při porovnávání BMM s CD11c+ DC (Obrázek 9C) je patrné, že v čase 24 hpi dochází 

k sedminásobnému signifikantnímu nárůstu relativního množství virové RNA u CD11c+ DC 

(v jedotkách logaritmu je rozdíl o 0,865) pokud jsou buňky infikované kmenem Hypr. 

K druhému signifikantnímu rozdílu dochází ve 48 hpi v případě, že jsou buňky infikované 

kmenem Neudörfl. U CD11c+ DC dochází k signifikantnímu nárůstu relativního množství 

virové RNA oproti BMM, a to více jak osminásobně.  

 Při dokazování vlivu časových intervalů na relativní změnu produkce virové RNA 

nebyl zjištěn žádný signifikantní nárůst ani pokles v čase až na jednu výjimku. U PK k BMM 

(Obrázek 9A) bylo pozorováno signifikantní navýšení relativního množství virové RNA 

v čase u buněk infikovaných oběma kmeny, konkrétně při kmenu Neudörfl (48 hpi) 3x vyšší 

relativní množství (p<0,05) a 21x u kmene Hypr (p<0,01).  

 Dále byl sledován rozdíl v produkci virové RNA v infikovaných BMM a DC mezi 

kmeny TBEV. Bylo zjištěno, že na relativní množství virové RNA nemá kmen TBEV 

statisticky významný vliv ve většině případů. Jediný případ, kdy docházelo k signifikantnímu 

nárůstu relativního množství virové RNA bylo u PK k CD11c+ DC 24 hpi. V tomto případě 

obsahovaly buňky infikované kmenem Hypr 4x vyšší relativní množství virové RNA 

(p<0,0001) než buňky infikované kmenem Neudörfl. 
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4.5 Stanovení titru viru ve vzorcích 

Hlavním úkolem bylo zjistit množství virionů uvolňovaných z buněk do média 

v jednotkách PFU/ml a porovnat mezi sebou vliv intervalů a typů buněk na velikost titru viru. 

Ve dvou časových intervalech 24 hpi a 48 hpi bylo odebráno médium z buněk, které bylo 

následně použito pro plakovou titraci. Počty plaků pro jednotlivé vzorky byly spočítány, 

hodnoty přepočítány na PFU/ml a výsledky zlogaritmovány. Pokus byl proveden 

v technických triplikátech, které byly zprůměrovány, poté byly i biologické triplikáty 

zprůměrovány a výsledné titry viru jsou zobrazeny na Obrázku 10. Hladiny signifikance 

výsledků byly vypočteny pomocí dvouvýběrového nepárového Studentova t-testu v programu 

STATISTICA 12. 

 

Obrázek 10: Koncentrace virových částic v médiu. A) Titr viru pro BMM a PMJ2-R, B) Titr viru 

DC a PMJ2-R, C) Titr viru pro BMM a DC; ** p <0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 hladina 

signifikance, Studentův t-test. 
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 Z výsledků na Obrázku 10 je patrné, že v porovnání s PK (PMJ2-R) je titr viru u BMM 

a CD11c+ DC signifikantně nižší. U BMM (Obrázek 10A) dosahuje titr viru 200x nižších 

hodnot než PK při infekci kmenem Neudörfl ve 24 hpi a 1400x nižší titr ve 48 hpi. Co se týče 

kmenu Hypr a BMM, titry viru byly 1800x nižší ve 24 hpi a 5700x nižší ve 48 hpi než PK. 

Pokud se zaměříme na infekci kmenem Neudörfl, CD11c+ DC v intervalu 24 hpi (Obrázek 

10B) mají více než 400x nižší titr viru než PK a v intervalu 48 hpi 38x nižší titr než PK. 

CD11c+ DC infikované kmenem Hypr dosahují v intervalu 24 hpi více než 600x nižší titr viru 

než PK a v intervalu 48 hpi 500x nižší.  

U BMM a DC11c+ DC infikovaných kmeny Neudörfl a Hypr nebyly zjištěny 

statisticky významné rozdíly ve titru viru v porovnání těchto kmenů TBEV. U kontrolní linie 

PMJ2-R je rozdíl v koncentraci titru viru mezi porovnávanými kmeny signifikantní v obou 

časových intervalech, kmen Hypr dosahuje v průměru 5x vyššího titru viru než Neudörfl.  

Při zaměření na PK pro oba typy primárních buněk je patrné, že i přes rozdílnou 

koncentraci buněk, dosahují titry viru podobných hodnot. Tím pádem lze porovnat alespoň 

ilustrativně i titry viru BMM a CD11c+ DC. Z grafu (Obrázek 10C) je viditelné, že 

CD11c+ DC vyprodukovaly i přes nižší počet buněk více virionů než BMM. V porovnání 

BMM s CD11c+ DC infikovaných kmenem Neudörfl, nedocházelo v intervalu 24 hpi 

k signifikantnímu rozdílu v titru viru. Nicméně pokud byly buňky infikované kmenem 

Neudörfl, v čase 48 hpi již docházelo ke statisticky významnému zvýšení titru viru CD11c+ 

DC oproti BMM. V tomto případě byl určen titr viru pro CD11c+ DC 2,6*104 PFU/ml, 

zatímco u BMM to bylo 1,2*103 PFU/ml. Z toho vyplývá, že CD11c+ DC i přes 6,25x nižší 

koncentraci buněk vyprodukovaly více než 20x více PFU/ml. Pokud byly porovnávány 

CD11c+ DC a BMM infikované kmenem Hypr, v obou časových intervalech docházelo k 

signifikantnímu nárůstu titru viru u CD11c+ DC oproti BMM, a to konkrétně ve 24 hpi byl titr 

5x vyšší a v časovém intervalu 48 hpi 16x vyšší. 

Při dokazování vlivu časových intervalů na titr viru u primárních buněk bylo zjištěno, 

že dochází k významnému zvýšení titru viru ve 48 hpi oproti 24 hpi u CD11c+ DC (p<0,02), 

ale naopak ke snížení u BMM (p<0,04) infikovaných virovým kmenem Neudörfl. Největší 

rozdíl byl zjištěn u CD11c+ DC N, které vykazují nárůst titru viru v čase o 2,2*104 PFU/ml, 

tedy 5x vyšší. U CD11c+ DC a BMM infikovaných kmenem Hypr nedochází 

k signifikantnímu rozdílu v množství titru viru v časových intervalech.   
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5 Diskuze  

Virus klíšťové encefalitidy patří do čeledi Flaviviridae a je řazen mezi arboviry, které 

jsou přenášeny klíšťaty rodu Ixodes. TBE je onemocnění, které může být způsobené třemi 

podtypy TBEV, a to středoevropským, dálněvýchodním a sibiřským podtypem. Podtypy se 

liší v aminokyselinových sekvencích, závažnosti onemocnění a také mírou mortality. V této 

práci byly použity dva kmeny evropského podtypu TBEV, méně virulentní kmen Neudörfl, 

který obsahuje dlouhý polyadenylový řetězec v nekódující oblasti, a více virulentní kmen 

Hypr, kterému značná část polyadenylového řetězce chybí (Wallner a kol., 1995). TBEV se 

do těla dostává se slinami sajícího klíštěte, a tedy mezi první buňky, které se setkají s TBEV, 

řadíme buňky přítomné v kůži, včetně buňek imunitních (Labuda a kol., 1996).  

Tato práce byla zaměřená na časnou fázi infekce TBEV v organismu a množení TBEV 

po proniknutí do organismu, a proto byly vybrány dva typy imunitních buněk přítomných 

v kůži, konkrétně makrofágy a CD11c+ dendritické buňky, které jsou považovány za první 

cíle pro replikaci TBEV v těle (Haglund a Günther, 2003; Dörrbecker a kol., 2010). BMM 

a CD 11c+ DC byly získány derivací z kostní dřeně pomocí specifických růstových faktorů 

s mírnými modifikacemi oproti zavedeným protokolům (Lieskovská a kol., 2015; Assouvie 

a kol., 2018). Jako pozitivní kontrolní linie byla zvolena makrofágová linie PMJ2-R, která je 

in vivo imortalizována J2 retrovirem nesoucí v-raf a v-myc onkogeny (Adami a kol., 1993). 

PMJ2-R slouží jako kontrolní linie i v jiných publikacích, a to nejen k infekci TBEV, ale 

i infekci jinými patogeny (Jelinek a kol., 2007; Beránková, 2017). 

Během první fáze bylo důležité zjistit, zda nejsou jednotlivé typy infikovaných buněk 

výrazně ovlivněny infekcí TBEV, přesněji jestli nedochází k výraznému úbytku buněk 

a snížení jejich metabolické aktivity. K tomuto ověření byl použit test pomocí AlamarBlueTM 

reagencie s následným výpočtem relativní viability. Principem testu je přeměna modrého 

resazurinu na růžový rezorufin a detekce jeho fluorescence. Tato metoda je hojně využívána 

nejen pro detekci viability infikovaných buněk, ale také k detekci cytotoxických efektů 

potenciálních antivirových látek či hostitelských peptidů pro buňky (Selinger a kol., 2019; 

Pulanco a kol., 2017; Smee a kol., 2017). Buňky byly infikovány TBEV v koncentraci 5 MOI, 

a po 24 hpi a 48 hpi byla změřena fluorescence vzorků, jež byla porovnána s fluorescencí NK, 

čímž byla detekovaná jejich relativní viabilita. V porovnání buněk s NK bylo zjištěno, 

že primární buňky nejsou letálně ovlivněny infekcí TBEV (viabilita neklesla pod 85 %), a to 

u obou zvolených kmenů. Viabilita však byla oproti NK lehce snížena ve 24 hpi u CD11c+ 
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DC, zatímco u BMM nikdy nebyla oproti NK snížena. Tyto výsledky potvrzuje i publikace, v 

níž byl zkoumán vlivu viru Usutu, který patří také do čeledi Flaviviridae, na viabilitu DC. 

Podobně jako při námi zvolené infekci TBEV byla relativní viabilita DC infikovaných virem 

Usutu signifikantně snížena v intervalu 24 hpi (García-Nicolás a kol., 2019). V jiné publikaci, 

zabývající se viabilitou BMM, při infekci viru západonilské horečky taktéž nedocházelo ke 

snížení viability a efektu viru na BMM, stejně jako v našem případě (Pantelic a kol., 2005). 

Pokud porovnáme výsledky relativních viabilit primárních buněk mezi sebou, dojdeme 

k závěru, že infikované BMM měly v intervalu 24 hpi oproti CD11c+ DC signifikantně vyšší 

relativní viabilitu. Tento výsledek nasvědčuje tomu, že CD11c+ DC jsou podle všeho 

permisivnější k infekci TBEV a pravděpodobně některé buňky provedou apoptózu, podobně 

jako bylo dokázáno v jiných publikacích, ale taktéž byl tento fakt potvrzen i vyšší mírou 

produkce virionů v této práci (Olagnier a kol., 2014; Ho a kol., 2001). 

 Při zaměření na vliv kmenů evropského podtypu TBEV Neudörfl a Hypr na viabilitu 

buněk bylo zjištěno, že virový kmen Hypr způsobuje u kontrolní buněčné linie PMJ2R nižší 

relativní viabilitu buněk než kmen Neudörfl. Toto zjištění se shoduje s publikací zaměřenou 

na DC, kdy se zkoumal vliv kmenů Neudörfl a Hypr na apoptózu DC. Bylo zjištěno, že kmen 

Hypr výrazně více indukoval apoptózu než Neudörfl (Fialová a kol., 2010). Kmen Hypr je 

považován za vysoce virulentní (Wallner a kol., 1995), a proto tyto výsledky odpovídají 

pozorováním u dálněvýchodního subtypu, kdy vysoce patogenní kmen  Dal'negorsk rychleji 

penetroval do buněk a aktivně se uvnitř množil, tudíž probíhala zvýšená apoptóza, v porovnání 

s nepatogenním kmenem Primorye-183, podobně jako u méně virulentního kmene Neudörfl 

(Krylova a kol., 2015).   

 Ke stanovení virové RNA byla použita metoda qRT-PCR. Z výsledků byla provedena 

relativní kvantifikace virové RNA tak, že byl proveden ΔCt výpočet. Tento výpočet vztahuje 

hodnotu fluorescence virové RNA k hranici negativity, která byla určena na 34. cyklus. K 

amplifikaci byly použity NS1 R a NS1F primery a k detekci byla použita próba značená na 5´ 

konci fluoroforem FAM a nefluorescenčním zhášečem MGB-NFQ na 3´konci (Achazi a kol., 

2011). 

 Pomocí qRT-PCR bylo zjištěno, že PMJ2-R, které slouží jako PK k primárním 

buňkám, měli signifikantně vyšší relativní kvantifikaci než BMM a CD11c+ DC. Toto zjištění 

se shoduje s pozorováním, že kontrolní linie PMJ2-R obsahuje až 98,7 % infikovaných buněk, 

zatímco BMM obsahují pouze 1,7 % (Beránková, 2017).  
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Při porovnávání relativního množství virové RNA mezi infikovanými CD11c+ DC a 

BMM bylo zjištěno, že CD11c+ DC dosahují vyššího množství virové RNA než BMM v obou 

časových intervalech a nehledě na kmen TBEV, kterým byly primární buňky infikovány. 

Ve dvou případech CD11c+ DC obsahovaly signifikantně více relativního množství virové 

RNA než BMM, a to ve 24 hpi pokud buňky byly infikovány kmenem Hypr a ve 48 hpi 

v případě, že byly infikovány kmenem Neudörfl. Toto zjištění se shoduje s článkem, ve kterém 

se zkoumal vliv viru horečky Dengue na makrofágy a DC, kde bylo zjištěno, že makrofágy 

jsou méně proinfikované než DC (Schaeffer a kol., 2015).  

Při pozorování závislosti relativního množství virové RNA na kmenu TBEV, kterým 

byly primární buňky infikované, nebyl zjištěn signifikantní pokles a ani nárůst relativního 

množství virové RNA. Zatímco u PMJ2-R které sloužily jako PK k BMM byl zjištěn 

signifikantní nárůst relativní kvantifikace u buněk infikovaných kmenem Hypr oproti kmenu 

Neudörfl v obou časových intervalech. Tato zjištění můžeme porovnat s článkem, ve kterém 

byl porovnáván vliv kmene viru Neudörfl a Hypr na procentuální zastoupení infikovaných 

DC. V tomto článku byl zjištěn rozdíl mezi kmeny TBEV, a to takový, že DC infikované 

kmenem Hypr dosahovaly vyšší proinfikovanosti než při použití kmenu Neudörfl (Fialová a 

kol., 2010). I přes to, že se v naší práci vliv kmenu viru u primárních buněk neprokázal, u 

PMJ2-R které sloužily jako PK k BMM se výsledek shodoval s porovnávaným článkem.   

Nakonec byl stanoven titr viru ve vzorcích pomocí plakové titrace na A549 buňkách 

(Baer a Kehn-Hall, 2014). Bylo zjištěno, že buněčná linie A549 je vhodná pro plakovou titraci 

TBEV (Brzuska a kol., 2020). Plaková titrace umožnuje detekovat množství virionů, které se 

uvolňují z buněk do média. Pokud se zaměříme na porovnání primárních buněk a kontrolní 

linie PMJ2-R, ve všech intervalech a bez ohledu na kmen viru měla PK signifikantně vyšší titr 

viru než primární buňky. Tento výsledek koreluje s předchozím výsledkem, že i PK dosahuje 

vyššího relativního množství virové RNA než primární buňky, z čehož vyplývá, že buněčná 

linie PMJ2-R je výrazně permisivnější k infekci TBEV oproti primárním buňkám. Toto 

zjištění se shoduje s již výše zmíněnou diplomovou prací, ve které byl detekován podobný titr 

viru u PMJ2-R i BMM jako v této bakalářské práci. U BMM se titr viru pohyboval ve 24 hpi 

okolo 103 PFU/ml a 104 PFU/ml ve 48 hpi. Stejně tak u PMJ2-R titr viru dosahoval 

signifikantně vyšších hodnot ve 24 hpi, a to cca 106 PFU/ml, a cca 107 PFU/ml ve 48 hpi 

(Beránková, 2017). 
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Vhledem ke zjištění, že PMJ2-R pro BMM a PMJ2-R pro CD11c+ DC i přes rozdílné 

vstupní množství buněk dosahovaly podobných virových titrů, mohly být BMM i CD11c+ DC 

mezi sebou alespoň ilustrativně porovnány. Při porovnávání virových titrů mezi primárními 

buňkami nedocházelo k signifikantnímu rozdílu titru viru v porovnání BMM a CD11c+ DC, 

které byly infikované kmenem Neudörfl ve 24 hpi. V ostatních případech byl 

zaznamenán signifikantně vyšší titr viru u CD11c+ DC. V jiné publikaci při pozorování míry 

proinfikovanosti DC a jejich titru viru, bylo u viru horečky Dengue zjištěno, že vyšší titr 

odpovídá vyšší proinfikovanosti buněk (Schaeffer a kol., 2015). Z tohoto faktu může být 

z našich výsledků usouzeno, že CD11c+ DC byly více proinfikované než BMM, jelikož 

dosahovali vyššího titru viru i přes nižší množství nasazených buněk. 

Při porovnávání titru viru u PK docházelo k významnému rozdílu mezi množstvím 

uvolňovaných virionů do média z buněk mezi jednotlivými kmeny TBEV. Vysoce virulentní 

kmen Hypr měl signifikantně vyšší titr viru než Neudörfl v obou časových intervalech. Toto 

zjištění může být porovnáno s jinými viry z čeledi Flaviviridae, u kterých se porovnávalo 

množství titru viru s náchylností DC k infekci. Vysoká virulence byla zjištěna u viru Usutu, 

který také vykazoval vysoké titry viru, zatímco virus horečky Dengue vykazoval nízkou 

citlivost buněk k infekci a také nízké titry viru. Z tohoto zjištění můžeme odvodit, že čím vyšší 

míra citlivosti buněk k infekci tím vyšší titry viru (García-Nicolás a kol. 2019). Toto tvrzení 

koresponduje s naším zjištěním, že více virulentní kmen TBEV Hypr dosahuje vyšších titrů 

viru.  

Pokud byly porovnávány dva časové intervaly 24 hpi a 48 hpi a jejich vliv na množství 

titru viru, bylo zjištěno, že pokud jsou BMM infikovány kmenem Neudörfl, titr viru se 

ve 48 hpi snížil oproti 24 hpi. S tímto zjištění nekoreluje článek, ve kterém se pozoroval vliv 

viru zápodonilské horečky na titr viru, který se s přibývajícím časem od infekce zvyšoval (Rios 

a kol., 2006). Pozorované snížení titru viru u BMM může být způsobeno tím, že makrofágy 

bojují s virem nejprve svépomocí, a to takovým způsobem, že vytváří tzv. „phagosome-like“ 

vezikuly (Plekhova a kol., 2017). Naopak CD11c+ DC infikované kmenem Neudörfl 

vykazovaly ve 48 hpi vyšší titr viru než ve 24 hpi. Pokud byly primární buňky infikovány 

kmenem Hypr, tak se titr viru signifikantně v čase nelišil. Toto zjištění koreluje s článkem, ve 

kterém byl zkoumán vliv kmene Hypr na DC, v tomto případě se titr viru v čase také výrazně 

neměnil (Lieskovská a kol., 2018).   
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6 Závěr 

 Nebyl prokázán letální vliv infekce TBEV na viabilitu primárních makrofágů 

a CD11c+ dendritických buněk, u CD11c+ DC byl prokázán pouze mírný 

pokles viability oproti BMM. 

 U PK byl prokázán efekt více virulentního kmene TBEV (Hypr), a to snížením 

relativní viability buněk oproti buňkám infikovaným kmenem Neudörfl.  

 U PMJ2-R, které sloužily jako PK k BMM, byl zjištěn rozdíl v relativní 

kvantifikaci virové RNA mezi buňkami infikovanými kmeny Neudörfl a Hypr. 

Buňky infikované kmenem Hypr dosahovaly vyšší relativní kvantifikace 

virové RNA než buňky infikované kmenem Neudörfl. 

 CD11c+ DC dosahovaly signifikantně vyšší relativní změny genové exprese 

TBEV oproti BMM. 

 PK dosahovala vyššího titru viru než primární buňky nezávisle na intervalu 

a kmenu TBEV, kterým byly buňky infikovány. 

 Infikované CD11c+ DC v porovnání s BMM dosahovaly vyššího titru viru.  

 Bylo dokázáno, že CD11c+ DC jsou více permisivní k infekci TBEV, a tím 

jsou i vhodnějším in vitro modelem pro infekci TBEV než BMM. 
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8 Seznam příloh 

Příloha 1: Závislost fluorescence na počtu buněk. 

Příloha 2: Relativní viability jednotlivých experimentů.   
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Příloha 1: Závislost fluorescence na počtu buněk. A) Závislost fluorescence na počtu BMM, 

B) Závislost fluorescence na počtu DC, C) Závislost fluorescence na počtu PMJ2-R. 

 

 

 

  

y = 0,02x
R² = 0,9969

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000

A
la

m
ar

 B
lu

eT
M

fl
uo

re
sc

en
ce

 [
a.

u.
]

počet buněkA

BMM

y = 0,0577x
R² = 0,9948

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

0 200000 400000 600000 800000

A
la

m
ar

 B
lu

eT
M

fl
uo

re
sc

en
ce

 [
a.

u.
]

počet buněkB

DC

y = 0,0249x
R² = 0,9756

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000

A
la

m
ar

 B
lu

eT
M

 fl
uo

re
sc

en
ce

 [
a.

u.
]

počet buněkC

PMJ2R



 

52 
 

Příloha 2: Relativní viability jednotlivých experimentů. A) Relativní viabilita BMM a PMJ2-

R 1. pokus, B) Relativní viabilita BMM a PMJ2-R 2. pokus, C) Relativní viabilita BMM a 

PMJ2-R 3. pokus, D) Relativní viabilita CD11c+ DC a PMJ2R 1. pokus, E) Relativní viabilita 

CD11c+ DC a PMJ2R 2. pokus, F) Relativní viabilita CD11c+ DC a PMJ2R 3. pokus. 
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