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1. Uvod

1.1 Virus kliStové encefalitidy

Virus kli&'ové encefalitidy (VKE) pat do roduFlavivirus, ¢elediFlaviviridae.
Je pivodcem kligové encefalitidy, jedné z nejnebezpgSich chorob v Evropa Asii
postihujicich centralni nervovy systém (Heiaiz al., 2000). Celositov¢ se ra@ni
incidence vyskytu choroby odhaduje na 10-12 tigipguli (Suss, 2003). Proti infekci
VKE dosud neexistuje zadny specificky 1€k a gajaejSim zpisobem ochranyipd
infekci VKE je preventivni &kovani (Demichelet al., 2000).

VKE zahrnuje i subtypy — evropsky, sitsky a dalnovychodni. Blizce
piibuznymi viry z téZze skupiny jsou virus vrtivky (uping ill virus), virus Langat a
virus Powassan, které takéugpbuji encefalitidy u lidi, ale jertidka na epidemické
arovni. DalSi ti pitibuzné viry ze stejné skupiny — virus Omské hewjicke horeky,
virus horeéky Kyasanurského lesa a virus Alkhurma asgbuji¢astji nez encefalitidy
jes€ mnohem nebezpeejSi hemoragické hotky (Charrelet al., 2001). Mimo tyto
klistaty prenaSené viry je vhodné zminit také par dalSich agmmych zastugcz rodu
Flavivirus prenaSenych komaryako je virus horéky dengue, virus Zluté zimnice, virus
japonské encefalitidy a virus zapadniho Nilu (CGadiset al., 1989). Tito zastupci dnes

e

pati mezi nejdlezit¢jSi znovu se objevujici gwodce onemocmi pienasSené

krevsajicimiclenovci.

Molekularn é-biologické charakteristiky VKE

Viriony klistové encefalitidy maji gmeér kolem 50 nm a skladaji se
z elektrodenzniho jadra, obklopeného lipidovou dksiyou, kterd obsahuje dva
glykoproteiny — protein E (envelope) a protein M efmbrane) (Obr. 1.1A).
Intracelularni (dosud nezral€) viriony obsahuji kpreor prM protein (Obr. 1.1A),
z nthoz se M protein vy8puje @ prachodu virionu ven z hiky (Murphy, 1980).
Jadro je tveéeno kapsidovym proteinem C (Obr. 1.1A ,nucleocapsid
a jedndgettzcovou RNA o pozitivni polaito celkové délce 11 kb. E protein je hlavnim
povrchovym proteinem virové ¢astice. Interaguje s b&nymi receptory a
zprostedkovava fuzi viru s butnou membranou. V séich buikach také indukuje
tvorbu virus-neutralizujicich protilatek, které jirdalezitou roli v ustaveni ochranné
imunitni odpo¥di (Heinz, 1986).
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Obr. 1.1 Schématicky obrazek strukturni organizace viriohug replika&niho cyklu (B) VKE

(upraveno dle: Mandl, 2005). U nezralych vifiortvori protein prM s proteinem E
heterodimery, u zralych viridn pak protein E s proteinem M t&io homodiméry. ER
(endoplasmatické retikulum); TGN (,trans-Golgi neti’).

Genomova RNA obsahuje jeden amwy ¢teci ramec a koduje polyprotein
tvoreny 3400 aminokyselinami, ktery jeggen bugcnymi a virovymi proteazami ndit
strukturni proteiny (C, M a E) a sedm nestruktumnproteini (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B a NS5) (Ri@t al., 1985).
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Obr. 1.2 Schéma genomu kiiévé encefalitidy s funkci jednotlivych protéin(shrnuto
v: Lindebachet Rice, 2003)

Oteweny¢teci ramec (ORF) vSech flavivije ohranéeny 5 UTR (untranslated
regions) netranslatovanou oblasti (asi 130 nuldépa SUTR netranslatovanou oblasti
(400-700 nukleotitl). RNA v tchto oblastech tud sekundarni struktury, které
pravdEpodobré napomahaji i amplifikaci, translaci a baleni viru (Grits@hal., 1997).

Ekologické a epidemiologické charakteristiky VKE irfekce

V piirozeném prosedi je virus KliSové encefalidity penaSen v cyklu
zahrnujicim kligata jako penaSe&e viru a obratlovce jako jeho hostitele, a proto je
epidemiologie VKE Uzce spjata s ekologii a biolddi§tat, jejich oblastmi rozgni a
obdobimi jejich aktivity. Tyto faktory jsou zavislerevazre na klimatickych
podminkach (teplét vihkosti, vegetaci), které se vyskytuji pouze sgecifickych
geografickych zénéach, poskytujicich bezbariérovasieni klifat, a které tvid



piinejmensim 20 000 - 30 00@imdnich ohnisek infekce VKE n#p severni polokouli
od Evropy po Japonsko (Korenbattg<ovalskii, 1999).

NejcastjSimi prenasSeéi VKE jsou tyto dva druhy kli&at: Ixodes persulcatus
jako vektor subtypu sitského a dalnovychodniho (Levkovitehal., 1967) alxodes
ricinus jako hlavni vektor evropského subtypu VKE (Greséet Nosek, 1981).

Pokud je kli& jednou infikovano virem, tstdva nakazeno po cely Zivot a
pienasSi virus na dalSi dosud neinfikovana tidid@ @ spol&ném sani na malych
hlodavcich. &koli také dalSi obratlovci jako jsou ptaci, vysaké&rt a kor¢ slouzi jako
hostitelé viru, nehraji takdtezZitou roli @i prenosu viru mezi kli%ty jako drobni
hlodavci. Bylo dokonce experimentdlrzjisttno, Ze kopytnatci nejsou kompetentni
hostitelé pro fenos viru zpt na sajici kligata (Labudaet al., 2002). Rolellovéka jako
hostitele VKE je zcela ndhodna. Virus se ale velpi¥e adaptoval na kifata, a to jak
na jejich fyziologické vlastnosti, tak i na jejichovani (Nuttalkt al., 1994).

S ohledem na délku Zivotniho cyklu kéit& je klis& hlavnim rezervoarem viru
(Kozuch et al., 1990). Persistence VKE v kfitech je umozma transstadialnim a
transovarialnim fenosem (Obr.1.3). Kifata obecé mohou byt infikovana virem KE
tzv. viremickym nebo neviremickym #pobem. V prvnim fipack saje klis%¢ na
hostiteli, ktery v daném okamziku prddva virémii. V druhém fipact dochazi k seni
viru z infikovaného na neinfikované kiéSpii sowasném sani dvou a vice jedinca
témze hostiteli bez prokazatelného vzniku virémigosgtitelském organismu (Obr. 1.3;
Labudaet al., 1996).
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V Evrops se z&ina klistci aktivita zvySovat zgitkem jara, kdy teplota vystoupi
nad 6°C a obvykle trva do listopadu, kdy teplot&lesne (Suss, 2003). Praesdni
Evropu byly zaznamenany &wbdobi nejvyssi aktivity klf&at a to véasném a pozdnim
lete (Krausler, 1981). Frekvence vyskytu Kbgé encefalitidy je vSak vazana na
volnotasove aktivity Bhem letnich mssial, navzdory podpgimérné aktivie klistat
(Suss, 2003).

Prevalence VKE v Evrapje vysoce endemicka a pohybuje se mezi 0,1% - 5%
klistat. Prevalence u nasatych jedinse zvySuje az k 10% (Suss al., 2004).
Pritomnost protilatek u obratldich hostitel je zagicinéna opakovanym vystavenim
klistatim, tyto protilatky jsou citlivym indikatorem VKE pfirod. Sledovani
odlehlych oblasti a matematické modelovani nam yiagk vylepSené metody pro
zmapovani rizikovych oblasti VKE a umafe pedpovidat nova evropska ohniska
(Sumiloet al., 2007).

Prenos naflovéka a klinické projevy

Klistova encefalitida v Evrap pati mezi obvykle mirné choroby s nizkou
amrtnosti (GreSikovat al., 1972). K BZnému penosu infekce nalovéka mize dojit
prisatim infikovaného kligte nebo poZzitim nepasterizovaného miléka infikovanéh
savce, do kterého je virus také sekretovan (Greaikto58; Blaskovi, 1954).

Inkubani doba prvni faze kifgvé encefalitidy je kolem 8 dni odigati kliStte
(Kaiser, 1999). Projevifznaki trva u prvni faze kolem 5 dnmezi prvni a druhou fazi
se nachézi 7 denni bé&zmakovy interval. Bhem prvni faze virémie se objevu;ji
symptomy jako hor&ka, Unava, malatnost, bolest hlavy a bolest cetélao(Mickiene
et al., 2002). Ve druhé fazi se mohou objeviedtt t¢Zké meningitidy az &ké
encefalitidy, které mohou byt doprovazeny myelitidaa paténim ochrnutim. V této
fazi jsou neurologické symptomy z principu neoddiié od ostatnich forem akutnich
virovych meningoencefalitid (Mickiengt al., 2002).

Konzistentni  zji&ini existence postencefalitického syndromu znager
Tabulka 1.1, zahrnujici dvprospektivni studie (TomaZet al, 1996; Mickieneet al,
2002), zaznamenavajictgirvavajici symptomy po 6-12asicich a jednu retrospektivni
studii po 47 nisicich (Haglundt al, 1996). Neurologicka dysfunkce spojena s mirnym

az drtivym dopadem na kvalitu Zivota se projeviadd%.



Tabulka 1.1 Neurologické néasledky v rekonvalescenci padiepb infekci virem
klistové encefalitidy evropského subtypu (shrnuto v:Ibiagiet Glnther, 2003)

Haglund et al. Tomazic et al Mickiene et al

(1996) (1996) (2002)
Zékladni informace
Pocet pacient @ 143 492 133
Pocet pacient 1 bez

20,3 6 15

dalSiho sledovani (%)
Doba sledovani (median) 47 mésicu 6 meésicu 12 mésicl
Skupina s nésledky 35,7% 26,1% 46,2%
Symptomy
Bolesti hlavy 10% 22,6% 20,5%
Méné vyznamné
neuropsychiatrické 25%
poruchy
Poruchy soust Fedéni . 15,2% 15,4%
Poruchy pam éti . 19,7%
Ztrata €ichu 1%
Poruchy zraku a sluchu 41 7%
Emocionalni nestabilita . . 18,8%
ZvySeny pocit tnavy 21,7%

Parkinsonova choroba 1%

Pocit slabosti, zm éna

. . . 3%
citlivosti
Precitliv élost na sv étlo a
3%
zvuk
Mentélni porucha . 1,4%
Poruchy v édomi . 0,2%
ZvysSena potivost . 5,5%
Poruchy vnimani
_ 11,2%
s bolestmi
Ataxie a tremor 13% 10,2% 14,5%
Bolesti zad, kon ¢&etin 4%
Spinalni nervové paralyzy 3% 2,2% 6,0%
Smrt 1,4% 0,2% 0,8%

.. = Udaj neuveden




Z tabulky 1.1 vyplyva powrné Spatna prognoza infekce kig&é encefalitidy
vzhledem k trvalym nasledkn. Progndza infekce je Gzce spojenattbgnem infekce a
hostitelskymi faktory, avSak nasledky encefalitiggou @imo un®rné poskozeni
mozkoveé tkan. Jsou znamyki hlavni mechanismy. Prvnim mechnismem je poskozeni
neuror zpasobené Fmo virem, druhym mechanismem je imunopatologickgopeni
hostitelského imunitniho systému a kéme tietim mechanismem je kombinace obou
piedchozich, to jestipmé poskozeni neuré@ra imunopatologicka odpés (Chambers
et Diamond, 2003; Kingt al., 2007; Rizeket al., 2009).



1.2 Faktory rezistence hostitele wéi infekci flaviviry

Mnoho studii ukazuje, Ze vnimavost k dané viroviékoi miZze byt ovlivréna
mnoha hostitelskymi faktory, z nichz vyznam méa dgeké vybava, ¥k, pohlavi,
vyZiva a imunologicka vybava, stéjjako faktory virulence daného patogena (Brinton,
1997). Protoze infekce viry #apobuje poSkozeni nebo smrt organismu, wytiak
selekni tlak na populaci hostitele. Z tohotévddu se dekava zvysena frekvence alel
snizujicich vnimavost k virové infekce v populaastitele. Koevoluce viru a jeho
hostitele vedouci ke snizeni patogenity zvySujeqi@odobnost feziti, jak u hostitele,
tak u daného viru (Brinton, 1997; BrintehNathanson, 1981).

1.2.1 Geneticka rezistenceuki infekci flaviviry

Geneticka rezistenceaiyi infekcim vyvolanym viry zZelediFlaviviridae byla u
mySi poprvé objevena vroce 1920. Postuppylo zjiS€no, Ze za rezistenci je
zodpovdny autosomakh dominantni znak. Rezistentni alela se vyskytowakdivoce
Zijicich kmer mySi po celém g€, zatimco u laboratornich kménebyla pitomna.

U rezistentnich zvat infikovanych flaviviry se virus sice mnozi, aledochazi
k tak vysoké produkci viru, jako je tomu u mySinkekci vice vnimavych, mysi bez
autosomals dominantniho znaku v dané alele. Projev rezistgmataly a nevyzaduje
produkci interferonu. Gen rezistenc&vinfekci zastupcielediFlaviviridae (FIv), byl
objeven pomoci klonovacich metod a definovany j@&sl1b. Vnimavé mySi produkuji
vadny protein Oaslb. Zipoby, jakymi produkt genElv ovliviiuje rezistentni fenotyp,
nejsou dosudiesré znamy (Samuel, 2002).

Nejvétsi ¢ast studii hostitelské genetické rezistence bytwguieno na mysim a
kurecim modelu sijhlédnutim ke schopnosti tiibinbredni kmeny (Bang, 1978).

Byly popséany mysi geny kontrolujici rezistenci Ri&aym typaim virt (Bang,
1978; Brinton, 1997; Brintolet Nathanson, 1981; Brintogt al.,1984; Casanovet al.,
2002; Skamene, 1985; Skameme al., 1980). Kazdy zéchto zaznamenanych
rezistentnich gannalezenych u mysi se projevuje jako unikatni ayklevkontroluje
rezistenci jedné skupiny vir AvSak jediny lokus, majici vliv na plo¢h flavivirové
infekce u mysi, zodpovidal za gh infekce jiz na intracelularni Urovni. Tento

rezistentni flavivirovy lokus byl pojmenovéitv (Green, 1989).



Pocateéni objevy

Rezistence &i infekci flaviviry byla objevena ve dvacéatych letedvacatého
stoleti. Vzhledem k nevyjasné taxonomii vikh vté dolE, byla rezistence znovu
popisovana na zakladexperimeni s tiznymi viry, n&ez az posléze se ukazalo, Ze
vSechny tyto pét do stejného rodElavivirus v ramcicelediFlaviviridae.

Prikladem n@ize byt u mySi pozorovana rezistenc&iwiru Zluté zimnice
zaznamenanaied vice nez padesati lety (Sawwerlloyd, 1931), kde se ukazalo, Ze
rezistence je vazan&dicnym faktorem (Lynclet Hughes, 1936).

Sabin pracujici s mySmi kmene PRI (PRInceton) dakaze rezistentni
autosomals dominantni gen neposkytuje rezistenci pouzéipgo viru Zluté zimnice,
ale také pro mnoho dalSich flaviirStudium mysiho kmene PRI dokonce umoznilo
zjistit, Ze flavivirova rezistence kvirem vyvolany infekcim je kontrolovana
dominantni alelou samostatného autosomalniho géylo. také dokazano, Zze mladé
mySi (1 az 3 tydny) byly vice vnimavé k infekci ne%/Si dosplé. Pokud byl mySim
intracerebrala injikovan flavivirus s vySSi virulenci, jako je rus francouzské
neurotropni Zluté zimnice, nebo virus japonské fatitely (JEV), dochazi k fekonani
rezistence a uhynu mysi, podaéljako je tomu u mysi k infekci vice vnimavych (Sgbi
1952 a,b).

Piavod genuFlv

Jak jiz bylo zmiagno, genFlv se témdi nevyskytoval u inbrednich kmén
laboratornich mysi (Darnedt al, 1974a). Ukazalo se viak, Ze geneticka rezisteintie
flavivirum je ¢astym znakem udkolika druhi a poddrufi v ramci roduMus (Sangster
et Shellam, 1986; Bonhomnet Guenet, 1989). Ze stejného rodu pochazely i dakdva
inbredni kmeny laboratornich mysSi skladajici se czaiky genomi druhu Mus
musculus a poddrufh domesticus, castaneus, a molosssinus (Bonhommeet al, 1987),
kterd vSak mohla reprezentovat mySi populaci chudaugeny zodpovidajici za
rezistenci wéi flavivirum. Od Sedesatych let dvacatého stoleti vSa&lyarznikat nové
inbredni kmeny odvozenéimo z divokych kmef mysi (Bonhommet Guenet, 1989).
Tyto mySi pak poskytovaly potencialni zdroj rezigtéch geid, které nebyly fitomny
u dosavadnich laboratornich knden



Tabulka 1.2 Vnimavost laboratornich mySi a divokych knadnflaviviram (shrnuto

dle Brintonet Perelygin, 2003).

Typ mysi

A/l

AKR/J

BALB/cJ

B10D2/J

C3H/He

C3H/RV

C57BL/6J

C57BL/10J

DBA/2J

SJL/

Swiss/J

SWR/J

F1 (M.m.domesticus x C3H/He)

F2 (F1 X C3H/He)

M.m. domesticus
Devonshire, CA
La Puenta, CA
Maryland
Soledad, CA

CASA/Rk

CASTI/Ei
MOLD/Rk

C3H/HeJ

C3H/RV

M. caroli, Thajsko

M. cookii, Thajsko

M. m. domesticus (CLA), USA

M. m. domesticus (JJD), USA

M. m. molossinus (MOLO), Japonsko

M. m. musculus
Dansko
Ceskoslovensko
M. spicilegus, Jugoslavie
M. spretus, Spartisko

Pget testovanych mysi

10°
g
10
28
3
34
96
8
56
10
56
16
97°
4

5
56
16
56
13
14°
g
3b
20°
26°
8§
10°
ViV
14
10°
8C
16
1%
20
gc
5
9C

20F
10°
17
2¢F

Inokulovany virus

17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF

17D-YF
17D-YF
17D-YF
17D-YF
MVE-OR2
17D-YF
MVE-OR2
17D-YF
MVE-OR2
17D-YF
MVE-OR2
MVE-OR155
MVE-OR156
MVE-OR2
MVE-OR155
MVE-OR156
MVE-OR156
MVE-OR156
MVE-OR156
MVE-OR155
MVE-OR155
17D-YF

MVE-OR156
17D-YF

MVE-OR156
MVE-OR156

2 Darnellet al. (1974a)” Sangsteet al. (1993);° Sangsteet al. (1998).
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Mortalita (%)

100
88
100
100
100
0
100
100
100
90
100
90
45
17

0
0
20
0
15
0

0
0

100

4

100
100
95

10
25
100

44
100

60
90

80



Obs alely genu pro flavivirovou rezistenci byly Siecozptyleny v populaci
divokych mysi ve Spojenych statech a Australii. @& rezistentni mySi odchycené
v Marylandu (Virginia) byly EkiZzeny s inbrednim, kinfekci vnimavym kmenem
C3H/HeJ. U generace F1 a F2 byla testovana rezsstditi flaviviram a vysledky
potvrdily, Ze rezistence je skdte kontrolovana jednou autosoméldominantni alelou
(Darnell et al., 1974a). Ukazalo se také, Ze u divokych mi&is musculus,
odchycenych virznych ¢astech Australie, je rezistentni gen réasiv heterozygotni
podolE (Sangsteet Shellam, 1986). Protilatky proti flavivim nebyly ged atkovanim
nalezeny v zadném #adahto dvou pipadi (Darnell et al., 1974a; Sangstett Shellam,
1986).

Rezistentni aleldlv byla velmi roz&ena v populacM. musculus domesticus
v Australii, a tak tomu bylo i u populadé. musculus musculus v Dansku,M. musculus
molossinus (MOLO) v Japonskull. spretus ve Spasiisku, M. spicilegus v Jugoslavii,
aM. caroli a M. cooki v Thajsku (Sangsteat al., 1998) (Tabulka 1.2). Zajimavé je, Ze
vdechnyM. musculus musculus (kmen CZI-O) zCeské a Slovenské republiky byly
k flavivirovym infekcim vnimavé. Diky émto studiim bylo také zji8ho, Ze
heterozygotni jedinci néeZziji, ale pouze zpomali infekci po intracerebndni
naatkovani dvou virulentnich kmé&MVEV (virus australské encefalitidy; Murray
Valley encephalitis virus) - OR155 a OR156. Infeltenuovanym kmenem MVEV
ORZ2 heterozygotni jedinci@zivaji.

Inbredni kmeny odvozené od divokych jediradliSného druhu rodivius byly
také testovany na flavivirovou rezistenci (SangsteShellam, 1986; Sangstert al.,
1993). Restoze kmeny CASA/Rk a CAST/Ei odvozenéMdmusculus castaneus se
projevovaly stejnymi rezistentnimi znaky jako knfeR| sFlv rezistentni alelouR]V),
byla jejich rezistence pouze podobna rezistendisapenouFlV'. Tento rezistentni
fenotyp u MOLD/Rk kmene odvozeny od divokého km&hemusculus molossinus se
odliSoval od FIV. U téchto mysSi nedochazelo po intracerebralnim ¢kaeani
atenuovaného kmene Zluté zimnice 17D-YFV (Yellowefevirus) k rozvoji infekce,
ale po natkovani MVEV se infekce rozvijela (Sangster al., 1993). Tato alela
formujici minoritni rezistenci byla oztena jakoFIV"™ , znovu objevena byla jako gen
Whnv pii pokusech s virem zapadniho Nilu (West Nile vir(Mpshimotoet al., 2002).

Vysoka frekvence alely rezistence u divdkés populace je ukazatelem toho, Ze

pritomnostFIV' je vyvolana dsledkem seledniho tlaku.
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Virova specifita fenotypu alelyFIv'

Virova rezistence danfélv " alelou je specificka pro flaviviry a byla prokazéama
celé rady z nich. Z komary fienasenych flavivir nagiklad u infekci zfisobenych
WNYV (Darnellet al., 1974a; Mashimet al., 2002; Sabin, 1954), dengue (Sabin, 1954),
YFV (Darnellet al., 1974a; Lynclet Hughes, 1936; Sabin, 1952a; Sangste&hellam,
1986), JEV (Sabin, 1954), MVEV (SangstrShellam, 1986) a virus Kunjin, virus
Alfuy a virus Kokobera (Shellare al.,1998).

Z flaviviru prenasenych kli&aty byly testovany ndjklad louping ill (Webster,
1923) a zastupci dalnovychodniho subtypu viru tkN® encefalitidy (Casalst
Schneider, 1943). Rezistentni a vnimavé kmeny sgymvaly shodnou vnimavosti
k viraim z miznych celedi, jako nafiklad arenavii - lymfotickd choriomeningitida
(Sabin, 1954); i bunyavifi — hor&ka Rift-Valley, horéka sandfly (Sabin, 1954) a
infekce virem Kununurra (Shellaet al., 1998); picornavit - poliovirus (Sabin, 1954);
rhabdovifi — virus vztekliny (Sabin, 1954); dvou herpesvit virus herpes simplex
(Sabin, 1954) a mysi cytomegalovirus (Shelktral., 1998).

Charakteristika FIV' fenotypu

Homozygot# dominatni mySi v genuFlV' jsou obvykle rezistentni G¢i
flavivirovému onemocEni, avSak nejsou rezistentniiv infekci t¢mito viry. Rozvoj
infekce téz zavisi na mnozstwkmvaného viru a zisobu @kovani. Tyto dva faktory
vyrazre ovliviiuji dopad choroby na hostitele.

Minimalni poZzadované mnozZstvi virutgobujici smrt mysi je u rezistentnich
mysSi vysSi, nez u mysi k infekci vice vnimavychpildad homozygoté dominantni
mysi v genuFlV' jsou zcela rezistentniawi intracerebralnimu nakovani neéedsnym
vakcina&nim kmenem Zluté zimnice 17D-YFV, kdy kongenni kpmenimavych mysi
vykazovaly 100% mortalitu uZ ip zredsni viru 10° (Darnell et al., 1974a). Po
intracerebralnim natovani 16LDs, MVEV byl titr viru v mozku druhy den po
ockovani podobny, jak u rezistentnich, tak u vniméwyoysi, ale v dalSich dnech se titr
u vnimavého kmene zvysil vice nez tisicinasofa srovnani s rezistentnim kmenem
(Urosevic et al., 1997b). VSechny vnimavé mySi ggované MVEV zenely do
Sestého dne, ale rezistentni mySi infeki@Zdy a titr viru v jejich mozcich zal po
Sestém dni klesat. MnoZstvi celkové virové RNA vzikavé tkani bylo znatetnvyssi u
vnimavych mysi ve srovnani s mozky rezistentnicBinfyrosevicet al., 1997b). Z dat

je zetelné, Ze u mysi s genem rezisteRke je replikace flavivifi snizena.
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Imunitni odpoved’ a fenotypovy projevFIV

Jak jiz bylo vySe zmimo, fenotypovy projev genklV je zodpovdny za
rezistenci wici flaviviram na intracelularni drovni, avsak bez neporuSendgumitniho
systému je fitomnost rezistentni alely zcela zanedbatelna.

Kinetika a pgatek antivirové imunitni odp@di je u vnimavych a rezistentnich
zvifat podobny. Htomnost antivirovych protilatek v séru rezistenmimysi po
naatkovani Banzi virem byla aitdny opoz@na ve srovnani s vnimavymi kongennimi
kmeny, avSak vrchol titru protilatek byl osmy dea mfekci stejny u obou zkat
(Jackobyet al., 1980). Po oS&ni rezistentnich zkdt cyclohemixidinem, ktery zabranil
acinku antivirovych protilatek, vSechna rezistentwiiata zernela.

Viroveé specifickd T-buicna cytotoxicka aktivita byla detekovana do Sesti dn
po infekce virem Banzi, vrchol titru se objevil ognden, a byl zjistitelny az do
Sestnactého dne od infekce (Shett@., 1979). Neobjevily se Zadné rozdily ani v gob
puasobeni cytotoxické imunity, ani v jejim rozsahiti gorovnéni rezistentnich a
vnimavych zuat.

Tato data napovidaji, Ze dana Btma a protilatkova imunita specificky

negispiva kFIV rezistentnimu fenotypu.

Studie flaviviroveé rezistence na rezistentnich a imavych bunéénych kulturach

Flavivirova rezistence neni kontrolovana na uroviy se virus vaze na
receptor na povrchu Bky, nebo i vstupu do hostitelské kiy.

Srovnatelné mnozstvi bek z rezistentnich a vnimavych fibroblkasbylo
infikovAno WNV a sledovano pomoci imunofluorescern(@arnell et Koprowski,
1974b). OvSem, na vSech rezistentnichikach primarnich kultur igpravenych
z mozku, plic, ledvin, fibroblagta peritoneélnich makrofagoyl pozorovan nizsi titr
viru (Darnell e¢ Koprowski, 1974b; Goodmast Koprowski, 1962a,b; Silviat al.,
2001; Vanio, 1963a,b; WebstgrJohnson, 1941).

Z vy3e zminych zjiséni je patrné, Ze virova rezisten&®/' by mohla byt
kontrolovana na uarovni replikace samotného viruo Rxiblizeni replikace viru
u rezistentnich a vnimavych hiknbyla pouzita kvantitativni analyza molekul virové
RNA (VRNA) s kladnou a zapornou polaritou. V podsfde o srovnani mnozstvi plus
a minusiettzci VRNA, kdy fettzec s kladnou polaritou je uvmvan z replikanich
komplexi, zatimcorettzec se zapornou polaritou jéitpmen pouze uvritreplikatniho

komplexu. Analyza MVEV RNA v mozcich rezistentniomySi ukazala, Ze kladny
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fettzec VRNA je zastoupen v nizSich koncentracich eetbinu u mozkovych béhk
vnimavych mysi (Uroseviet al., 1997b). Interpretac&dhto dat ukazala, Zelv' alela

redukuje vynosnost replikace flavivirové RNA (Uregeet al., 1997b).

Mapovni Flvgenu na chromosomu 5

Flv lokus byl nalezen pomoci kongennich kringmiz tabulka I.) C3H/RV a
C3H/HeJ, které saasreé nesly rozdilné alelfRic’ a Ric®, umiséné na chromosomu 5,
lokus Ric. Tento lokus kontroluje rezistenciidi Rickettsia tsutsugamushi (Jerrellset
Osterman, 1981).
Pozdji bylo zjisténo, Ze druhy chromosom 5 se liSi mezi mySimi kmE3H/RV a
C3H/HeJ sotasre v lokusurd, ktery je blizce spojen s lokuseRic (Groveset al.,
1980; Lyonet Kirby, 1993). Defektnird alela nard lokusu zfgisobovala degeneraci
Zlutého sitnicového pigmentu (Boweisal., 1989). Diky ¢mto objewim byla zjiS&€na
piitomnost zdravé divoké alely u kmene C3H/RV a defiekd alela u C3H/Held.
Rozdily mezi kongennimi kmeny C3Hrd a Ric alely jsou pravépodobr vysledkem
spoleéné cdicnosti &chto alel vazané na vyselektovany géd (Flaherty, 1981). Pro
zmapovani polohy genklv byly pouzity ¢tyfi markery: Pgm-1, Eta-1(obdoba lokusu
Ric), rd a Gus-s (Sangsteret al., 1994). Nasledh byly navrzeny primery pro 20
mikrosatelitnich markér, které byly zmapovany v oblasti mySiho chromosdandy
pak byly pouzity pro blizSi zmapovahiv lokusu (Uroseviet al., 1993, 1995, 1997a).

Lidsky chromozom 7 a 12 obsahuje homologni gewplisti, kde se nachazi
FIv na mySim chromosomu 5 (Ly@hKirby, 1993).

Klonovani genuFlv a identifikace Flv jako Oaslb

GenFlv byl rozpoznam diky prvnimu nalezeni vSechigeroblasti markeru
D5Mit159 na chromosomu 5 a diky porovnani sekvemd®NAs transkribované z
kazdého z&hto geri u rezistentnich a vnimavych kongennich kinemySi a bugk
(Perelyginet al., 2002). Genomové klony pokryvajici oblasgtsi nez 700 kb na mySim
chromosomu 5 byly vybrany z bakterialni knihovnyA® na zaklad pouziti sondy
pifipravené podle markerové sekvence D5Mitl59 a ze d sestavenych
podle terminélnich sekvenci z vybranych BAC KioBil¢i cDNA byly osekvenovéany.
Pozice ¢chto gerd na chromosomu 5 byla naslédpotvrzena v genomové mysi
databazi Celera porovnanim cDNA sekvenci. Na tquotikladt byly posléze navrzeny

nové primery podle databdze Celera k identifika2i fovych transkrigi na mySim
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chromosomu 5. Jeden z dalSich nalezenychi ¢pgh Oaslh (Kakutat al. 2002). Ve
zkoumané oblasti (>700kb) na chromosomu 5 bylozesle 22 gein zahrnujicich 10
lokusi kédujicich 2°-5° oligonadenylat syntetazy (Oa®réP/ginet al., 2002).

Zatimco lidska genova rodina OAS byla é®lsharakterizovana, Perelygial.
(2002b) byl prvni, kdo charakterizoval my3as genovou rodinu. iféd touto studii bylo
identifikovano pouze 5 z 12 mySicas gemi. Tato genova rodina je u mysi
vicenasob#& zastoupena (12 gé&nhve srovnani s lidskou genovou rodinou (4 geny),
obzvlasé s gihlédnutim k mnohonasobné duplikaci gebasl.

Kritéria pi identifikaci Flv lokusu jsou zaloZzena na charakteristikach
rezistentniho fenotypu: geny se vyskytuji poblizkeau D5Mit159 na chromosomu 5;
mRNA zFIV' alely je trvale transkribovana a jeji exprese Kéioveé nespecifick;
rezistentni alela C3H.PRI-Fha alela vnimavého kmene C3H/He se od sebe odlisuji
mutaci, kter4 ovliiuje expresi nebo furtkost Flv produktu a zéaroietato mutace
ukazuje Uplnou fenotypovou korelaci pro vSechnyistentni a vnimavé mySi kmeny
(Brinton et Perelygin, 2003). Poslednim kriteriem identifikajgg Ze dana exprese
produktu FIV musi byt dominantni znak a musi negativvliviiovat flavivirovou
replikaci (Brintonet Perelygin, 2003).

Kazdy z 22 gein z oblasti Flv byl amplifikovan pomoci RT-PCR z kmmnich
flavivirové rezistentnich a vnimavych mysSich kmgensekvenovan a porovnan.
Sekvence byly z velkéasti geri shodné, liSily se pouze v ,tiché" (silent) suhstit
mezi okkma kmeny. Jednotlivé baze se nejvice liSily v abl@as1lb cDNA kongennich
C3H.PRI-FIv a C3H/He mySich kmdén tyto odliSnosti nezfsobi zngnu
aminokyseliny, avSak C820T tranzice vguie k predtasnému vzniku stop kodonu u
vnimavého C3H/He kmen®aslb protein z mySiho kmene C3H/He postrada 30% z C-
terminalni sekvence ve srovnani s kmenem C3H.PRI(PEkrelyginet al., 2002). Gen
Oaslb je pitomen u 4 kmein rezistentnich mySi v plné délce proteinu (BRVR,
C3H.PRI-FIV, CASA/Rk a CAST/Ei), u 5 vnimavych km&n(129/SvJ, BALBIc,
C3H/He, C57BL/6 a CBA/J) byl kédovan identicky z&eay protein. Kmen mysi
MOLD/RK, kmen s minoritni flavivirovou rezistendiddujici proteinovy produkt FINV
se od FIVneliSil délkou, ale 14 aminokyselinovymi substéad. ProteinOaslb kmene
MOLD/Rk obsahoval také alanin v pozici 65, jako torbylo u vnimavych mysi.
Flavivirové vnimavy fenotyp koreluje s C820T tranzici v gébaslb u 10 studovanych
mySich kmed. Na zaklad tohoto zjiSéni byl genFlv identifikovan jako gerDaslb
(Perelyginet al., 2002).
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Potencialni funkce rezistentni alelyFlv' genuOaslb

VSech 10 gei Oas je navzajem blizce spojeno a nachazi se v distdlsti
mySiho chromosomu 5.

Protein Oaslb predstavuje kratka (40-47 kDa) 2°-5° oligoadenylantstaza.
VSechny Oas proteiny obsahuji 3 domény. Centraloingha je konzervovana
transferaza, zatimco N- a C- terminalni doména sukatni a liSi podle velikosti Oas
(kratka 40-47kDa; #dni 85-86 kDa; dlouha 126 kDa). Fdénkznak identifikovany u
kratké 2°-5" oligoadenylat syntetazy zahrnuje Nmiealni LxxxP motiv. Tento motiv
je nezbytny pro aktivitu oligoadenylat syntetaz ¢Sihet al., 1997a) a P-sntku, u
které se pedpoklada tvorba dvojvldakna RNA (dsRNA) (Sarasteal., 1990). Dalsi
motiv potebny pro spravné fungovani mysi 2°-5 oligoadensydtetasy je DAD MG
(Yamamotoet al., 2000). Motiv P-smiky u Oaslb obsahuje deleci 4 aminokyselin u
vnimavé i rezsistentni alely, tato delece se nextygk u zZadné jiné mysi 2°-5
oligoadenylat syntetazy (Perelygal., 2002).

C-terminélni konec obsahuje CKF motiv, ktery je ipbhy k tertamerizaci
malych forem lidskych 2°-5° oligoadenylat syntetd&hosh et al., 1997b).
Homotetramery kratkych forem Oas proteizistavaji inaktivni az do interakce
s dsRNA. Po aktivaci katalyzuji syntézu 2°-5° oédenylatu (2-5A) z ATP. 2-5A
indukuje aktivaci dimerizaci RNazy L. Aktivovany nder RNazy L pednostg
odstrauje adenin-uracyl a uracyl-uracyl dinukleotidy mzpleteni dsRNA (Wreschner
et al., 1981). ProteinOaslb u vnimavych mysSi obsahuje poSkozeny C- terminalni
konec, kde chybi CKF motiv, a proto tento proteaminschopny twviit homotetramery.

Oaslb proteiny se u rezistentnich a vnimavych mysi agdlig&ké v jednobazové
substituci v doménP-smyky, ktera ovliviuje specifitu RNA vazby.

Je ovSem mozné, Ze k degradaci VRNA pomoci RNagkispiva jiny produkt
Oaslgenu, ktery je aktivni 2-5A syntetazou, ale madbjaguje virow specificky efekt
produktu FIV' genu. ProteinOaslb z rezistentni biky méZe mit pouze dodaieé

funkce, které ovlixuji virovou replikaci (Samuel, 2002; Urosevic, 2003
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Je geneticka flavivirova rezistence interferon depsdentni?

Prvé studie na produkci interferonu typu | (INF=I INF-0;-B) a efektu
flavivirové rezistence, provedené na modelu gekgtignimavych a kongennich
rezistentnich kmenmysi, poskytly kontroverzni vysledky (Hanseral., 1969; Brinton
etal., 1982).

Hanson a spolupracovnici pracovali s virem zpadiNhu (WNV) a dospli
k zawru, Ze virus v rezistentnich kmenech mysisgbuje zvySeni antivirové odpii
nadprodukci INF-1 (Hansoet al., 1969). Navzdory tomu, vysledky Brintonovy skupin
vedly k odliSnému tvrzeni. Brinton pracoval s viréhaté zimnice, jimz byly infikovany
rezistentni a vnimavé kongenni kmeny mysi, které Ipfed inokulaci oSéeny
specifickymi protilatkami proti INF-I. BohuZel seeprokazala Zzadna vyrazna éma ve
zdravotnim stavu mysi ani v titru viru v mozkovartk (Brintonet al., 1982; Brintoret
Perelygin, 2003). Dokonce bylo zgsib, Zze produkce INF-1 v pokusech in vitro a in
vivo infekci WNV byly konzistenté niZSi u rezistentnich kménavsak inhibujici efekt
ekvivalentniho mnozstvi exogenniho INF-1 byl lelhy&Si u rezistentnich bek nez u
burgk vnimavych (Hansoegt al., 1969; Darnelet Koprowski, 1974b).

Rezistencetizend genentlv by potom také mohla byt dodate€ zvySena
vhitrobure¢nou RNazovou aktivitou. Toto navySeni by mohlo bgsledkem oSgni
INF-1, které stimuluje OAS/RNase L cestu (Urosev@03).

Zatimco pisobeni INF-I niZze zlepsit efektFIV' pomoci up-regulace cesty
OAS/RNaza L, nemusi ubytek INF-I nezbytanamenat ztratu efektu rezistentniho
genu, pokud nedojde k Uplnémurageni RNazové aktivity (Urosevic, 2003).
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1.2.2Imunitni odpovéd’ a flavivirova rezistence

Pt vyzkumu imunitni odpo&di hostitele w¢i flaviviram a jeji role v patogenezi
bylo poddno mnoho klinickych a experimentalniatkaii pro vzajemny vztah mezi
ochranou proti flavivitm a gitomnosti viro¥ specifickych protilatek, ale molekularni

ani vnitrobur¢na podstata dosud nebyla zcela objaan

Vrozena imunitni odpowd’

Interferony

Role interferoft ma v obraa proti flavivirové infekci nezanedbatelny vyznam.
Pravdpodobrg prvnimi buikami produkujicimi interferony typu | (INE:p)

v odpovdi na flavivirovou infekci, a tudiz prvnimi lisami inicializujicimi antivirovou
odpovd, jsou v KiZi ptitomné dendritické hiky (Libraty et al., 2001).

INF-I muZe indukovat &kolik paralelnich antivirovych kaskad vime
(Obr.1.4) zahrnujicickityti hlavni faktory: dsRNA (,double strand“ = dvouviddvou)
dependentni proteinkinazu (PKR), 2°-5  oligoadenydgntetazu (OAS) proteinové
rodiny/ ribonukleazy L (RNazy L) (viz vySe), ademmeaminazu (ADAR) a Mx
proteiny (Urosevic, 2003; Andersah Rahl, 2002; Diamonet Harris, 2001; Diamond
et al., 2000).

Zablokovani virové

transkripce, g’
nukleokapsidového éf ATP AMP
transportu

K GTP OAq > Fosfodiesteraza
J b e reok, Frw
GDP RNase L—> RNase L

/ \
-
@ \ Degradace RNA
Svirus

dsRNA-AA’
\ ,l dsRNA  cIF-2a
@ Fosfatiza
(s @Dl

elF-2u—®

Inhibice translace

Uprava RNA - pFi¢ina d‘.‘p
hypermutability /I_}

Obr. 1.4 Schéma hlavnich antivirovych drah speéogth interakci viru s INF-I

(upraveno dle: Urosevic, 2003).
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Mysi trpici nedostatkem INF-I nebo jejich receptore@ykazuji zvySenou vnimavost
k infekci flaviviry (Johnsoret Roehring, 1999).

Role interferonu typu Il (INF Il = INF v ochrag proti flavivirim je ménrt
objasrgna. Tento cytokin ma mnoho eféktici hostitelské biice napadené flaviviry.
Prinejmensim zahrnuje indukci z&hvé reakce a antivirovych molekul, jako je oxid
dusnaty, a zvySeni fagocytdézy makrafagies zvysSeni exprese Fc recefitoHraje
dulezitou roli v souvislosti s T pomocnymi lymfocyfyh1) virow specifickou imunitni
odpowdi pro kontrolu infekce encefalickymi viry (shrnuto Chamberset Diamond,
2003).

Ukazalo se, ze flaviviry jsou schopné snizitkteré interferon-dependentni
antivirové mechanismy (Diamorafl al., 2000). Mechanismus, jakym je tento antivirovy
efekt omezen, istava dosud neobjasn Steji tak je otadzkou, zda INF 1 hraji
vyznamnou roli pouze jako spo&& vnitroburcné obrany, nebo zda jejich hlavni vliv

na piibeh flavivirové infekce je skrze imunoregutd funkce butcné imunity.

Makrofagy

Aktivace makrofagg a modulace jejich efektorovych funkci je zakladasti
patogeneze flavivirovych infekci (Spain-Santahal., 2001). Obranna imunitni funkce
v podolg odpowdi makrofag predstavuje produkci cytokina prezentaci antigenu
bunkam buréné (T) a protilatkové (B) imunitni odpédi (Kulkarni et al., 1991).
Fagocytickd aktivita makroféigvydg’uje ve zvySenou virémii, neuroinvazivitu viru a
tézkou encefalitidu (Ben—Nathaat al., 1996; Zismaret al., 1971). Vlivem produkce
zaretlivych mediatod (TNF-a, IL-1p, IL-8,...) a akumulaci makrofaglochazi vdchto
mistech k poskozenim tk&n(Atrasheuskayaet al., 2003). Chovani makroféagje
fundamentalni pro patogenezi flavivirové chorobySem jejich chovani je teno

piedevsim produkci zétlivych stimulanti (viz INF 11) na bur¢né arovni.

NK (,natural killer*) bu nky

NK bunky lyzuji buiky napadené virem uvainim cytotoxickych granul
obsahujicich perforin a granzymi, nebo navazanimasapoptosu-iniciujici receptor na
povrchu buky (Orangeet al., 2002). Byly provedenyn vivo studie s virem Langat,
WNV a VKE. Hi infekci mySi €mito viry dochazelo k aktivaci a nahléemu podai
aktivity NK burgk (Vargin e¢ Semenov, 1986). Tento jev byl vSak vitben
skut&nosti, Ze flaviviry maji mechanismus, kterym se oolpred NK buikami
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maskovat a to skrze zvySeni exprese MHC i na povi@badené hiky (King et
Kesson, 1988).

Komplement

Komplement inhibuje viry hned ¢kolika mechanismy (Volanakis, 2002),
pocinaje lyzou obalenych virovyctastic a virem infikovanych b&k pomoci C5-C9
membranu napadajiciho komplexu; zbaveni se virubéaw po opsonizaci
proteolytickymi fragmenty C3, C3b a C3bi, nasledwdao proniknutim do buk, které
exprimuji receptor pro komplement;, a C3-usrgm@n absorpce antigenu a jeho
prezentace makrofagy a dendritickyminkami (Ochsenbeiret Zinkernagel, 2000)
béhem gipravovani imunitni odpasdi T a B lymfocyfi (Ochsenbeirt al., 1999).

Ziskana imunita

Role protilatkové a buiné imunitni odpo#di béhem patogeneze flavivirove
infekce byly studovany naiznych modelech zahrnujicich aktivni a pasivni imaaaoi
v béZnych a v imunodeficientnich kmenech mySi a d&unMozaika porozurni
z&kladnim mechanisim obrany proti akutni encefaliidzatina davat smysl.

Protilatkova imunita — B lymfocyty

Protilatkova odposd’ na E a NS1 protein, zahrnujici mnoho epitogetns
neutralizujicich protilatek proti E proteinu i pitatek proti NS1 virovému proteinu,
muze zabranit vzniku fatalni encefalitidy, jak jiz lbydemonstrovano ipmnoha
pasivnich a aktivni imunizaich experimentech na zetim modelu (Diamoneit al.,
2003; Gouldkt al., 1987; Putnalkt Schlesinger, 1990).

Mechanismus protilatkamtizené obrany proti flavivirové infekci zahrnuje
piimou neutralizaci vazbou na receptor (CetllRoehrig, 2001), zablokovani rozbaleni
viru (Gollins et Porterfield, 1984), a Fc receptor zavislé ¢gni viru es
retikuloendoteliarni systém (Heinz, 1986; Roeheigal., 1989). NS1 protilatkova
neutralizace byla také zdokumentovana (Can&ould, 1988; Puntakt Schlesinger,
1990). Redpokladad se, ze protilatky proti NS1 zpredkovavaji lyzi virem
infikovanych bugk, které exprimuji tento protein na svém povrchah{8singeret al,
1990). Akoliv se neutralizujici funkce protilatek povaZzujouze za obranny
mechanismus (Markoff, 2000), je tento proces p¥pedobrt doplrin efektorovou
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funkci vrozeného a ziskaného imunitniho systémerakhraje roli v kontrole infekce a
je mérg¢ snadno demonstrovatelna.

MySi postradajici B lymfocyty, a tedy i protilatkyjsou vice vnimave
k flavivirovym infekcim a encefalitidam (Diamone al., 2003; Liu et Chambers,
2001).

Flavivirova infekce typicky vyvolava IgM odpeéd’, ktera niize ¢asto petrvavat
po dlouhé obdobi (Monath, 1971). A tofeptoze experimntatrzjisSttna paateeni IgM
odpovd k encefalickym viim si mize udrzet prornlivou neutralizani aktivitu a
obrannou kapacitu (Diamoratial., 2003).

Zatimco role intenzivni IgM odp@di maZe poskytovat trvalou neutralizujici
aktivitu, je mnohem wlezitejSi aktivace komplement-dependentni cesty zahrinujic
programovanou viray specifickou B a T buftnou odpo¥d’. Podstata IgG protilatek
pak zahrnuje Siroké spektrum upkain Wetrg inhibice hemaglutinace, komplement
fixace a neutralizace viru (Chambetdiamond, 2003).

V kazdém pipact, anamnesticka protilatkova odpol se ukazuje byt &kejni
v obrar¢ proti encefalickym vitm ve snéru imunizace a tvokbnovych model, které

figuruji pfi pasivni protilatkové vakcinaci (Konishki al., 1999; Pamt al., 2001).

Buné¢éna imunita - T lymfocyty

Burg¢na imunita jasé prispiva ke kontrole virové infekce v experimentanic
zvirecich modelech, ale liSi se v zavislosti na &ami vyzkumu a ve vztahu k virulenci
daného patogena. MySi postradajici Tluselhavaji i tvorbé obranné imunity po
subletalnim vystaveni kmenu viru Zluté zimnice (Bsaet al., 1980).

Role virow specifickych CDA T burtk pii flavivirové encefalitid neni
dostatén¢ objaskna, gestoZze experimentalni modely ukazuji ipbu takovychto
burék v obrag proti akutnim chorobam. dkteré z cytotoxickych T bustnych
odpovdi na infekce dengue a JEV jsou zahrnuté v Thiikach a jsou
pravdépodobré fizeny Fas/FasL interakcemi, které maji vyznam prozmou
imunopatologickou odpa@d’ jak v perifériich, tak v centralni nervové soustéshrnuto
v: Chambergt Diamond, 2003).

Mnoho poslednich studii se zabyvalo objmém role CD8 T burtk ve
flavivirovych infekcich. Flaviviroé specifické CD8 T buiky maji mnoho
efektorovych funkci, &etné cytotoxické aktivity a produkce INF-1I (Ligt al., 1989).
Kvantifikovani CD8 T burg¢né odpo¥di vici infekci Zluté zimnice u pokusnych mysi
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(van der Mostet al., 2002) odhaluje aktivaci imunodominantnich epitoa je
podporovano pozorovanim, ze u mysi postradajicidB*&nak neprobiha dostated
likvidace infekce z centralniho nervového systémiu € Chambers, 2001). dkteré
studie svirem australské encefalitidy (Lincon Ludaal., 2002), virem dengue
(Rothmanet Ennis, 1999), virem z4padniho Nilu (Waeigal., 2003) a virem kliveé
encefalitidy (Rizek et al., 2009) naznaiji, Ze cytotoxicita zprogtdkovana CTL
(cytotoxickymi T lymfocyty) gispiva k rozvoji patogeneze infekce flaviviry.

Ackoliv vyzkum postupuje stale rychlejSimi a delSiknoky vpred, efektorové

vlastnosti T buik a jejich role v obrafiproti flavivirim jsou stale otazkou.
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1.2.3. Ostatni faktory

Navzdory vSem zjighim, na ¥ku zavisla rezistencewi flavivirum v oblastech

endemickych pro lidské choroby, je rezistenceésimlivnéna efektem imunizace a
opakujicimi se inaparentnimi infekcemi s homolognimabo heterolognim virem.
Dusledkem takovychto kumulativnich imunitnich odpdiv pak nize byt zvySena
obrana nebo zmi#ni pribéhu choroby (Kurane, 2002; SolomehVaughn, 2002). Je
vSak stéle otazkou, v jaké ifej a hlavl v jakém sté, je organismusifpraven na prvni
stretnuti s ,nepitelem* .

Experimentala dolozené skdectvi, které se tykd predispozice nervového
systému k patogenezi encefalitidyi pnfekci JEV, je ve své podstatpediatrickou
zalezitosti. Je zaloZeno na faktu, Ze arboviry sidpn k rychlému rozEéni v nervové
tkani mladych hlodavig a to pokud mozno co néjde, nez dojde k rozvoji rezistence,
kterd je zde fedstavovana omezenou replikaci viru v neuronecko jdisledek
diferenciace a zranéthto neurofi (Haseet al.,1993).

DalSi studie na mySim modelu, tentokrat s virembiSi ukazala, Ze rozdilna
exprese geh v neuralnich bikach mladych a starSich mysi zodpovida za rezistenc
vazanou na sta jedince. Geny &astnici se tohoto procesu zahrnovaly regulatory
apoptdzy, na interferon reagujici geny a jiné drrdgulace, které jsotizeny vyvojem
(Labradeet al., 2002).

Anderson a Hanson (1974) sledovali rozdily ve vwviosé mysi k flavivirové
infekci u dosplych mySich samt a samic po inokulaci encefalitidou St. Louis.
Vnimavost mySich samic byla téinshodna s vnimavosti sainge stdi dvou nesiai,
ovSem ve st tii actyr mésioa doSlo u samic k poklesu mortality (AndersstiHanson,
1974). Zda se, Ze genetické faktory, hormonalnktedeproces starnuti ide ovlivnit
rezistenci wci flaviviram.

Koexistence infekce jiného agensuie také ovlivnit rezistenci i
flavivirovym encefalitiddm (Azacdkt al., 2003; Pavriet al., 1975; Hayashgt Arita,
1977). Tento fakt hrajettkZitou roli nejen ve vyzkumu a jéeba u¢domit si mozné
nasledky v experimentalnich pokusech, kdyZzen dochazet ke vzniku oportunnich
chorob a interferencim gippmnym agens.

DalSi vliv na flavivirovou rezistenci mohou n@AS geny &astnici se aktivace
RNase L (viz vySe). Mechanismus propojujici resisita geny neni zcela znadm a mohl
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by zodpovidat i za jiné potencionalni funkKOAS proteini na vnitrobugcné arovni i
virovém napadeni (Samuel, 2002).
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Cile prace

. Vypracovat kritickou literarni reSersi z&renou na faktory resistence hostitele
vaci infekci flaviviry.

. Infikovat soubor rekombinantnich kongennich mygémi klif'ové encefalitidy;
zaznamenat mortalitu mySi &eini dobu feziti, stanovit titr viru ve vybranych
organech virznychéasovych intervalech po infekci.

. Infikovat soubor imunologicky odliSnych km&mmysSi virem KE; stanovit titr

viru ve vybranych organech uanychc¢asovych intervalech po infekci.
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3. Material a Metody

Mysi

Mysi s rozdilnou imunologickou vybavou, Balb/c afBy6 kmeny mysi byly
puvodre ziskany z laboratd Charles River Laboratories (Sulzfeld, GermanyR8&-
knockout my3i, odvozené z kmene C57BI/6 (CDBmen B6.129S2-Cd8%Y39, byly
ziskané z The Jackson Laboratory (Bar Harbor, MEA)J SCID mysSi (C.B17/Irc-scid)
odvozené od kmene Balb/c pochazelyqdre z laboratéi Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Germany). Tyto mysi byly umdsty v plastovych nadobach s podestylkou ze
sterilnich dewenych hoblin v gnotobiologickych isoladtorech (BEM @mo, Czech
Republic) se vzduSnymi filtry. MySi &y k dispozici vodu a sterilni granulovanou
potravuad libitum. Pro pokus bylo pouzito 12 dadych (6-8 tydri starych) mysSich
samic z kazdé skupiny.

Mysi s rozdilnou genetickou vybavou, rekombinarkanhgenni kmeny (RCS-
.Recombinant Congenic Strains) byly ziskanytizenim Balb/c-c-STS/Dem
(CcS/Dem)fady. Rwvodre vzniklych 20 CcS/Dem kménnese i#iznou, nahodnou
kombinaci 12,5% gahz kmene STS/A a 87,5% ger Balb/cHeA kmene (Démant,
1986). V pokusech byly pouzity kmeny mysi STS, BallccS3, CcS5, CcS7, CcS9,
CcS12, CcS15, CcS 16 a CcS18, které byly laskagkytnutydoc. Marii Lipoldovou,
CSc., vedouciOddleni molekularni a buné imunologie, Ustavu molekularni
genetiky AVCR v Praze na zakladdohody o spolupraci. Mysi byly infikovany virem
KE ve stdi 18-22 tydri, vzhledem Kk dlezitosti kompletd vyvinutych aspeki
imunitniho systému. V pokusech u mysi s rozdilneaggickou vybavou byly pouZity
mySi obou pohlavi.

Pro stanoveni #dni doby peziti v pokuse s rekombinantnimi kongennimi
kmeny bylo pouzito 18 mysSi (CcS3 — 5 mysi; CcS5my&i; CcS9 — 3 mysi; STS — 10
mysi; Balb/c — 9 mysi), ostatni kmeny nebyly zakynuzhledem k celkovému ptu
mySi a vyznamnosti experimentu. Pro stanoveni tiiru v organech byly pouzity
rekombinantni kongenni kmeny CcS3, CcS5, CcS1218&Sparentalni kmeny Balb/c
a STS.

Vzhledem k niZze uvedenym sk&@stem (pitomnost infekce mysSiho noroviru)
jsou uvéejreny vysledky z pedpokus pro stanoveni stdni doby peziti zahrnujici 49
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mySi v zastoupeni: CcS3 — 6 mySi; CcS5 — 9 myS§7Ge 6 mysi; CcS12 — 6 mysi;
CcS15 — 8 mysi; CcS16 — 6 mysi, Balb/c — 8 mysi.

Kmeny Balb/c, C57BI/6 a CD8a rekombinantni kongenni kmeny mysi CcS3,
CcS5h, CcS7, CcS9, CcS12, CcS15, CeS16, CecSEHrvparentalnich kmenSTS a
Balb/c, byly umisiny v experimentalnich ,specific-pathogen free* paddkach v
plastovych nadobach s podestylkoufewinych hoblin. V experimentalni mistnosti

byla udrZzovana konstantni teplotou 22 °C a 65%asdhkzduchu.

Virus

V pokusech provashych na mySich siznou genetickou vybavou, byl pouZzit
virus KE, kmen Hypr. Kmen Hypr jelesky prototypovy kmen viru kifgvé
encefalitidy, givodré izolovany z krve desetiletého &, u kterého byla zjiSha
infekce virem kligové encefalitidy v roce 1953 na Uzeieské republiky. 20%
suspenze viru byla udrZzovana ve zmrazené podatD°C) a pasdZzovana v mozcich
sajicich mysek (@sny pdet pasazi neni znam).

V pokusech, kde byly pouzity kmenyi&nou genetickou vybavou, byl mySim
inokulovan evropsky prototypovy kmen viru kié&é encefalitidy, Neudoerfl. Tento
kmen byl izolovan z kligte Ixodes ricinus v Rakousku roku 1971 a jeho vlastnosti byly
dolkie popsany, &etné odhaleni celé genomové sekvence a stanoveni Znajroé
struktury jeho obalového proteinu E (Re al., 1995). V pokusu byla pouzita 4.
mozkova pasaz viru. Virus byl uchovavémteplot -70°C.

Bunééne linie

Pro plakovou titraci byla pouzita b&ima linie PS (“porcine kidney stable”;
pras€i ledvina) (Inoueet al., 1962). Tyto biiky byly kultivovany v médiu L15
(Leibowitz) (Sigma) s Pidavkem 3% prekolostralniho teleciho séra (PTS), 1%
antibiotik a antimykotik (Sigma; penicilin, streptgcin, amphotericin B) a 1%

glutaminu @i 37°C. Paséaz byla provéda suchou trypsinizaci.

Plakova titrace

Titr viru, vyjadreny v plakotvornych jednotkach (PFU, angl. Plagaeming
units), byl stanovovan metodou plakové tirace (dedht et Porterfield, 1969). Pro
plakovou titraci byly pouzity 24 jamkové panely. st@vané vzorky byly riedkny
desitkovoufadou v kultivé&nim mediu. Poté bylo do kazdé jamkyidano 300 ul
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burgéné suspenze v mnozstvi 1,1-1,4 X bOnsk (koncentrace 4-5 x 2ursk/ml) a
obsah panelu byfadreé promichan. Biikky byly inkubovany g 37°C v atmosfée 0,5%
CO,. Po 4 hodinach byly hiky prevrstveny 400 pl felivu (roztok 1,5%
karboxymethylceluléza a 2x koncentrovaného ku#inheo média v posru 1:1). VSe
bylo inkubovano po dobu 4-5 dni za teploty 37°Cresfiedi 0,5% CQ. Vzniklé plaky
byly vizualizovany barvenim, kdy byly panely nejprpromyty ve fyziologickém
roztoku a Zivé biky byly obarveny roztokem naftalenovérné (1 g naftalenovéerrg,
60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodnélaplreno do 1 | destilované

vody).

Infekce

MySi ve vSechcastech pokus byly inokulovany subkutaré Mysi liSici se
imunologickou vybavou byly inokulovany mnozstvimOLlpfu virového kmene Hypr,
mysi liSici se genetickou vybavou mnoZzstvint péu kmene Neudoerfl. MysSi pouZzité

v predpokuse pro &dni dobu peZiti byly infikovany 16 pfu kmenem Neudoerfl.

Odbér a priprava vzorki

Odker vzorki u mySi s rozdilnou imunologickou vybavou byl prdéa ve
¢tyfech intervalech: 1., 3., 6., a 8. den p.i. @dlzorki u mysi s rozdilnou genetickou
vybavou byl provaeh ve tech intervalech: 3., 7. a 11. den p.i.

P¥i dosazeni danéhtasového bodu byly 3 mySi z kazdé skupiny anestedizg
(inhalaini anestetikum diethylether) a humémrsmrceny cervikalni dislokaci. Byly jim
odebrany vzorky krve, slezina a mozek. Krev bylangmhana stat 15 minutiip
pokojové teplat za &elem sedimentace koagula. Z nastediateného vzorku bylo
odebrano krevni sérum, které bylo zamrazeno (-7@P€pozdjSi zpracovani plakovou
titraci. Organy byly zvazeny. Naslefdrbyly homogenizovany vipdchlazenéiéci
misce za vzniku 20% (w/v) suspenze a klarifikovaentrifugaci (13 tisic ot&k/min).
Odebrany supernatant byl zmrazen (-70°C) pro gékzapracovani plakovou titraci.

Veskereé vzorky byly hem gipravy a naslednych pokiusichovavany na ledu.

Stanoveni skedni doby preziti
Pokus, kdy byla sledovanarestini doba feziti u mySi s rozdilnou genetickou
vybavou, trval 29 dni. Ret pezivajicich mysi byl zaznamenavan dewe stejnou

dobu po celou dobu pokusu.
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Vyhodnoceni vysledk

Statistickd vyznamnost vysleilktitru viru v organech byla vyhodnocovana
programem Statistica (StatSoft CR, Praha, verze@d@noci analyzy variance (Fischer
LSD Post Hoc test). U hodnot, které nevykazovalym@ni rozdéleni, byla data
zlogaritmovana. Vysledky, jejichZz hladina vyznamigs je menSi nez 5%, byly
povaZzovany za signifikantni a jsou v grafech @emg hwzdickou. Data ziskanaip

zjistovani stedni doby peziti byla vyhodnocena ,Survival Analysis®.
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4.  Vysledky

Dynamika mnoZeni viru u mysi s rozdilnou imunologikou vybavou

Skupiny mysi SCID, CD8, C57BI/6 a Balb/c byly subkutasimokulovany 100
pfu prototypového neurovirulentnino kmenu Hypr. KmenySi se zavaznou
kombinovanou imunodeficienci (SCID) je srovnavakasnpetentnim kmenem mysi
Balb/c. Mysi postradajici CO8buiky jsou oznaovany jako CD& a jsou kmenem
odvozenym od C57BI/6 mysi, a proto jsou tyto kmpowyZity pro srovnanitdezitosti
role burgk CD8' pri infekci VKE.

V krvi, slezirg a mozku (Obr. 4.1; Obr. 4.2; Obr. 4.3) byl pozaimny pfibéh
virémie, kdy u mysi CD8, C57BI/6 a Balb/c dochazelo k nastupu virémie a
naslednému poklesu titru agobenim imunitniho systému, rozdily mezimito
skupinami nejsou signifikantni. Signifikantni rolzdiyl vSak pozorovan u kmene SCID,
prokazujiciho se dlouhotrvajicim, stale se zvy$mjiennozstvim viru ve srovnani
s ostatnimi kmeny. Hodnoty mnoZzstvi viru v krvi €38. den p.i.) a ve slezir{6. a 8.
den p.i.) byly mnohem vySSi v porovnani s ostatikiméeny (Obr. 4.1; 4.2). V mozkové
tkani (Obr.4.3) byl signifikantni rozdil pozorovdnezi SCID a Balb/c mySmi 6. den
p.i.. Nizka virémie se u vSech kniteprojevuje ve 3. dni p.i. K @gpovnému zvySeni
titru viru pak do$lo u kmen CD8"a C57BI/6 8. den p.i. v krvi (Obr. 4.1).
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Obr. 4.1 Graf zavislosti mnozstvi VKE (pfu/ml) v krevnim sénacase po inokulaci.
PreruSovan&ara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeipr ze ti mysi.
Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti p je mensk B&6, byly povazovany za signifikantni a

jsou v grafu ozngeny hwzdickou.
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Obr. 4.2 Graf zavislosti mnozstvi VKE (pfu/g) ve slegima ¢ase po inokulaci.
PreruSovan&éara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeip®r ze ti mysi.
Vysledky, jejichZz hladina vyznamnosti p je mensZ B8&o, byly povaZzovany za signifikantni a

jsou v grafu ozngeny hwzdickou.
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Obr. 4.3 Graf zavislosti mnozstvi VKE (pfu/g) v mozku nsmse po inokulaci.
PreruSovan&ara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeiper ze ti mysi.
Vysledky, jejichZz hladina vyznamnosti p je mensZ B8&o, byly povaZzovany za signifikantni a
jsou v grafu ozngeny hwzdickou.

Dynamika mnoZeni viru u mysi s rozdilnou genetickowybavou

Rekombinantni kongenni kmeny (CcS3, CcS5, CcS91Ze5CcS18), setne
parentalnich kmanmysi (Balb/c, STS), byly subkut&hmokulovany VKE kmenem
Neudoerfl, davkou 10pfu.

Kmeny mysi - CcS3, CcS5, CcS9, CcS12 a CcS18 lytitipne testovany na
piitomnost mysiho noroviru, pozitivita 3 + ze 4 mo@nyAnLab Ltd.; PrahaCeska
republika). Tato skut@ost je patrna i na fkaznosti rozdil mezi skupinami v nize
uvedenych grafech (Obr.4.4; Obr.4.5; Obr.4.6; QBy.4MySi norovirus vSak nebyl
piitomen u parentalnich kmér Balb/c a STS.

Mnozeni viru v krvi a slezihmysi STS kmene #&o odliSny pfibéh od ostatnich
skupin, se tetelem na kmen CcS5, kde vrchol titru viru byligpben jednou odlehlou
hodnotou zeit pozorovani. Vrchol titru viru u kmene STS se objkolem 3. dne p.i. a
pretrvaval téndt aZz do 7.dne p.i. Titr viru ve slezimél pak vrchol v 7. den p.i. 7. den
p.i. byl u STS kmene detekovan virus i v mozkowntkV kontrastu k STS mysim stoji
kmen Balb/c, kde virémie prébla ped 3. dnem p.i., ve stejnou dobu byl virus

detekovan i ve slezéh a mozkova tké byla napadena podstatdiive nez tomu bylo u
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kmene STS, tato data koresponduji s vysledky zigkan pokusech se igdni dobou
pieziti (Obr.4.7; Obr.4.8).
V nantienych hodnotach titru VKE v nasledujidle¢h grafech byla gkazna

pouze jedna skupina mysi - CcS5 - 11. den p.i.@by.
10000 -

——CcS5

—=—CcS3

STS

1000 - Ces12 1

—x— Balb/c

——CcS18

100 A

titr viru [pfu/ml sera]

10 T T T T T T T T T T T 1
cas[dny p.i.]

Obr. 4.4 Graf zavislosti mnozstvi VKE (pfu/ml) v krevnim sénacase po inokulaci.
PreruSovan&ara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeiper ze ti mysi,
krom¢ odkéra ze 3. dne p.i. u kmé&nCcS12 a CcS18 a ¥ipadt 7. dne u kmene CcS18, kde
byly pouzity vzdy d¢ mysi z daného kmeneifiRtomto pokusu nebylo dosazeno vyslédk

jejichz hladina vyznamnosti p by byla mensi nez 5%.
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Obr. 4.5 Graf zavislosti mnozstvi VKE (pfu/g) ve slegima case po inokulaci.
PreruSovan&ara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeiper ze ti mysi,
krom¢ odkéra ze 3. dne p.i. u kmé&nCcS12 a CcS18 a ¥ipadt 7. dne u kmene CcS18, kde
byly pouzity vzdy d¥ mySi z daného kmene. Vysledky, jejichZ hladinangranosti p je mensi
nez 5%, byly povazovany za signifikantni a jsourafg ozngeny hwzdickou (skupina mysi
CcS5 se v tomto bédsignifikantre liSila od skupin CcS3, STS, CcS12 a Balb/c).
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Obr. 4.6 Graf zavislosti mnoZstvi VKE (pfu/g) v mozku n&gse po inokulaci.
PreruSovan&ara znazatuje spodni deteki mez. Kazdy bod reprezentujeipr ze ti mysi,
krom¢ odkéra ze 3. dne p.i. u kmé&nCcS12 a CcS18 a ¥ipadt 7. dne u kmene CcS18, kde
byly pouZzity vzdy d¢ mySi z daného kmenefiRomto pokusu nebylo dosazeno vysleédk

jejichz hladina vyznamnosti p by byla mensi nez 5%.

Stiedni doba preziti mySi s rozdilnou genetickou vybavou

Nasledujici grafy (Obr.4.7; Obr.4.8) znaaaji mortalitu mysi v zavislosti na
dnech po inokulaci. Zidvodu gitomnosti mySiho noroviru ve skupinach usdgch
v Obr.4.7 jsou uvedena data ziskanaiipnavném pokuse Obr.4.8. Tato data byla
ziskana ped vyskytem infekce mysiho noroviru v chovu.

Stredni doby peziti, jejich sndrodatné odchylky a a pet grezivSich mysi jsou
uvedeny vzdy pod fslusnym grafem (Obr.4.7; Obr.4.8) v tabulkach ({Ilkh 4.1;
Tabulka 4.2).

V ramci souboru rekombinantnich kongennich kinerySi nebyla pozorovana
plna rezistence k infekci virem kfidvé encefalitidy. Nejmiri probihala infekce u
kmene CcS3 (Obr.4.7; Obr.4.8) a STS (Obr.4.7).
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Obr. 4.7 Graf zavislosti pezivani mysi infikovanych VKE na dnech po inokul&akus

prokehl bezprogstedre v obdobi ped objevenim infekce mySiho noroviru v chovu, nupmo
tento pokus uvazovat jeho mozny vliv ngesni dobu feziti. Reziti STS mySi v tomto pokusu

bylo odliSné od ostatnich skupin, avSak vzhledenizkému peétu mySi v dalSich skupinach

neni mozZné proveést smodatnou statistickou analyzu.

Tabulka 4.1 Tabulka stednich dob feziti mySich kmeinuvedenych v grafu: Obr.4.7.

Délka trvani pokusu 29 dni.

Kmen mysi CcSh CcS3 CcS9 STS Balb/c
Stredni doba fezivani [dny] 18,7 18,4 16,3 23,9 18,4
Smerodatna odchylka [dny] + 3,8 +6,1 +2,1 +6,7 86,
Patet mysi, které f@zily /

) Y j@ Y 0/6 1/5 0/3 7/10 2/9
celkovy p@et mysi
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Obr. 4.8 Graf zavislosti pezivani mysi infikkovanych VKE na dnech po inokulaci
Ziskand data pochazi peglpokusu, proto se zde rtedpoklada vliv mySiho noroviru.

Vysledki, jejichz hladina vyznamnosti p je mensi nez 5%0(PS), bylo dosazeno pro rozdily

strednich dob feZziti mezi kmeny Balb/c - CcS3 a Balb/c - CcS16.

Tabulka 4.2 Tabulka stednich dob feziti mySich kmei uvedenych v grafu: Obr.4.8.
Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti p je mensk B&o, byly povazovany za signifikantni a

jsou v tabulce ozriany hwzdickou. Délka trvani pokusu 28 dni.

Kmen mysi Balb/c | CcS3 | ceS5 | ces7| cesip  cesixcsie
Stedni doba fezivani [dny]| 16,1 | 24,2 | 21,1 21,2 204 203 228
Smerodatna odchylka [dny]| +5,5  £6,( 72 =78 85 *84 | x6,0

Patet mysi, které i@zily /
celkovy p@et mysi

4/6 4/9 3/6 2/6 4/8 2/6
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5. Diskuze

Patogeneze KE u hostitdl s odliSnou genetickou vybavou

Prabéh KE u lidi zahrnuje komplex zétlivych proces, skladajicich se z Uzce
propojenych elemefitburé¢né a protilatkové imunity (Gelpat al, 2006). Vyznamné
zaretlivé infiltraty v CNS (centralni nervovy systémpozorované f fatalnich
piipadech KE, byly fevazri slozeny z T-lymfocyt, makrofag a mikroglii. B
lymfocyty se v CNS vyskytovaly jen vzac(Gelpiet al, 2005).

Bunééna imunita chrani sice CNS fqul infekci, ale v okamziku kdy patogen
invaduje do CNS nastane situace, kdy cytotoxickévigk zaine zhorSovat ib¢h
nemoci (Dorries, 2001). Cytotoxické CD&-lymfocyty interaguji s MHC ifdou |
(,main histocompatibility complex“ — hlavni histokgpatibilni komplex) a uvdliji
granzymy B, serinovou proteazu, kteraiggbi smrt cilové hiky indukci apoptozy
nebo nekrozy (Budihardjet al., 1999). Nkteré ¥decké skupiny &hem svych pokus
také zjistily, Ze p nedostatku cytotoxickych efektorovych funkdtaé ligandu a
perforinil) nedochazi ke vzniku flavivirovych encefalititidliicon Lunaet al., 2002).
Cytotoxické buky CD8" T-lymfocyty zn&né zvy3uji neurdini poskozeni CNS
v pripact KE (Gelpiet al., 2006).

Ackoliv se imunopatologie flavivirovych encefalitig?ji byt primarg fizena
CD8" T-lymfocyty, neni pesré znama role viro¥ specifickych CDZ T-lymfocyti,
piestoZze Bkteré pokusy nagdcuji na nezastupitelnou gebu €chto burk béhem
akutni infekce (Chamber Diamond, 2003). fedpoklada se, ze CDAT-lymfocyty
konroluji virovou infekci pes aktivaci odposdi B a CD8 T-lymfocyti, produkci
zaretlivych a antivirovych cytokifn, primymi cytotoxickymi efekty na infikované
buiky a podporou pagtové funkce B lymfocyt (Sitati et Diamond, 2006)In vivo
studie Sitatiové a Diamonda z roku 2006 poukazaijnepostradatelnou tlohu CDE-
lymfocytd v omezeni patogenezei pnfekci virem zapadniho Nilu. Dle této studie
dochazi u mysi postradajicich CDZ&-lymfocyty ke zvy3eni perzistence viru a
v neposlednitack ke zvySeni mortality. Navzdory tomu nebyla it zvySena
mortalita u mysi postradajicich CDZ-lymfocyty v giipacdt viru zluté zimnice (Liuet
Chambers, 2001) ani viru dengue (Shrest., 2004).

V piipad CD8" mysi po infekci vysokou davkou virem zapadnihouNil
mortalita poklesla ze 100% (imunokompetentni my&i)82%; mysi, které podlehly,

navic nely vyrazre delSi stedni dobu preziti oproti imunokompetentnim mysirD8c
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deficientni mySi nily vSak gesto signifikanta vySSi titr viru v mozku v gibéhu celého
trvani pokusu. To poukazuje na to, Ze imunopatologitinek CD8 T-lymfocyti méa
vyznamnou ulohu i vifpact infekce virem zapadniho Nilu (Waragal., 2003). Ale v
okamziku, kdy byla pouzita mensi davka viru, sel@dze efekt CD8 T-lymfocyti je
opany, totiz, Ze primaré zprostedkovava likvidaci viru (Wanet al., 2003), cozZ je ve
shod i s dal$i studii (Shresthet Diamond, 2004). Zda se tedy, ze to, zda CD8
lymfocyty vykazuji imunopatologicko@i obrannou ulohu, je determinovarradou
faktoni, mezi které pdt mj. davka viru a jeho virulence.

Vysledky ziskané z pokiisna mySich kmenem liSicich se imunologickou
vybavou nassdéuji zjistni, Zze CD8 T-lymfocyty sice pispivaji k odstraovani VKE
Z organismu, nicménsouwasré vykazuji imunopatologickeé dinky. Na ulohu &chto
burgk pii odstraiovani viru poukazuje fakt, Ze po infekci mysi dawkl00 pfu VKE,
byly titry viru signifikantré vysSi u SCID kmene v porovnéni s ostatnimy kmentg
jak v krvi, tak i ve sleziti a v mozkové tkani. Podobriomu bylo i v gipact infekce
viru zapadniho Nilu (Wanet al., 2003). Nicmé#& na druhou stranu, navzdory vysokym
titram viru v organech, byla u SCID kmene pozorovanaivg$edni doba feziti po
infekci VKE oproti ostatnim kmem mysSi a pouze mirné histopatologické ¢am
v mozkové tkani (Rzek et al., 2009). Vysoky titr viru v mozkoveé tkani pozorovau
téchto mysi byl vyrazéivyssi v porovnani s kmenem Balb/c, proto seedpoklada, Ze
by titr viru piimo ovliviioval stedni dobu peziti nebo patologii (Rzek et al., 2009).
Z ostatnich vysledk vedoucich k z&ru limitovaného vyznamu CDS8T lymfocyti pri
odstraiovani VKE z organismu, je nutné zminit maly rozdfl viru v krvi, sleziré a
mozku mezi CD8 a C57BI/6 kmeny mysi. Z nasich vyslédje patrné, ze CD8T-
lymfocyty maji pouze maly vliv na potlani infekce.

Ziskané vysledky vippad® naSich jinych experimefits VKE (RiZek et al.,
2009), vak poukazuji na roli CDZ lymfocyti jako buiky potlaiujici infekci VKE a
CDS8’ T lymfocyti jako buiky podilejici se na imunopatologii VKE.

Patogeneze KE u hostitdél s odliSnou imunologickou vybavou vybavou

Studium patogeneze KE v rekombinantnich kmenechi rbyfo provedeno
z toho divodu, abychom byli schopni odp#lét na otazku, zda zaidseh infekce VKE
zodpovida jeden gen nebo zda je odjbvysledkem polygennihoigobeni.

Protoze Balb/c a STS kmeny poskytuji kombinaci @w#h riznorodého
genetického materiélu, byly vybrany pro vznik rekomanti kongennfady (Démantt
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Hart, 1986). Tyto mySi bylyjodns uréeny pro studium nadorlustého seva (Groot
et al., 1992). Darcovsky kmen STS (12,5% genomu) byldondén rezistentni, zatimco
genom pijemce (87,5% genomu) Balb/c vysoce inklinoval kajy adenoni a
adenokarcinorin (Moen, 1991).Rady RCS (,Recombinant Congenic Strains“) jsou
ovSem vhodné pro studiunmiznych biologickych procés (imunitni odpo¥d’,
metabolismus, atd.) st&jn jako ke studiu mnoho patologickych siagautoimunita,
infekce, arterosklerdza, atd.). DalSi vyhodacspi ve skuténosti, Ze kazdy RCS kmen
piedstavuje inbredni linii, kteraime byt vyuzita @i fokusaci daného genu (Groet
al., 1992). O vhodnosti zahrnuti CcS/Defady do studie patogeneze Kbgé
encefalitidy se Ize fieswdCit pfi pohledu na grafy zobrazujici zavislostepivani
parentalnich kmeh mysi nacase (Obr.4.7; Obr.4.8) a nautpéhu infekce (Obr.4.4,
Obr.4.5, Obr.4.6). #ezivani STS darcovského kmene (12,5% genomu) Sejgku
nejdelSi, sotasrt v kombinaci s nejnizSi mortalitou, zatimcdepivani u kmene
piijemce (87,5% genomu) Balb/c je dob@fivani nizka. Diky této vlastnostiademe
piedpokladat roztleni geri v jednotlivych liniich podle vyznamnosti danéhagena
priabéh infekce VKE. Zatimco geRlv ziejm¢ zodpovida za vnimavost, nebo rezistenci
organismu, celkovy [iibéh infekce jefizen komplexem &ua a reakci, které se navzjem
ovliviwuji. Proto hledame dalSi geny, které by mohlyiipgE kliStové encefalitidy
zodpovidat za celkovy fibéh infekce, ¥etrg hostitelské antivirové, cytokinoveé,
humoralni a biie¢né odpo¥di.

Pri objeveni genurlv se rezistentni alela nevyskytovaladziych laboratornach
kmeni mysi (Darnellet al, 1974a), ale vzhledem ke schopnostititvanbredni linie
hraly zasadni roli i nalezeni rezistentniho genu. Jednim z vnimavyater,
zahrnutych ve studiich, zabyvajicich se flaviviravezistenci, byl i kmen Balb/c. Tento
kmen se projevil 100% mortalitou na infekci viremtiovaného kmene Zluté zimnice
17D-YFV (Tabulka 1.2). S ohledem na vlastnostipjk schopnost tud inbredni linie
a zvysena vnimavost k flavivirovym infekcim, je daltorni kmen Balb/c uplain i
v nasi studii. Jako protipdl zde figuruje kmen SK&ry gedstavuje rezistentni kmen
mysSi a tedy i potencialni zdroj rezistentnich geAroto Ize pezivani STS kmene mysi
povaZovat za nejzajim&éi a nejvyznarsi zjis€ni vzhledem k vysoké odlisnosti od
ostatnich skupin (Obr. 4.7). Stejny kontrast vemaniosti a rezistenci u parentalnich
kmeni CcS/Denrady byl pozorovanipinfekci leischméaniemi (Lipoldovét al., 2000).
Na druhou stranu je stalé¢ifpmna otazka, zda danou rezistenci STS kmeéieWKE

nezapicinil dasledek kumulativnich imunitnich odp#i (Kurane, 2002; Solomoet
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Vaughn, 2002), jako reakce n#edchazeji infekci jinym patogenem, v naSetipguck
mySim norovirem.

Za jedince nakazené mySim norovirem jsou v nagliispovazovany vSechny
mySi v pokusech s RCS kmeny, kde probihaléremi titru viru (Obr.4.4; Obr.4.5;
Obr.4.6), mimo parentalni kmeny, jejichz vysledlgstt na mysSi norovirus byly
negativni. Sotasré se za nakazené mySi mohou povazowktaré skupiny zahrnuté
v pokuse pro stanovenitstini doby peziti (Obr.4.7), odliSujici se od vysledk
ziskanych v pedpokuse (Obr.4.8), jako je ridggad kmen CcS3.

Kmen CcS3 se odliSoval od ostatnich kihetysokou stedni dobou feZiti
(Obr.4.8). Titr viru u tohoto kmene se nejvice poalopibéhu mnozeni viru u Balb/c
mysSi. Ale podobal se mu i wipad pokusu se #tdni dobou feziti v grafu Obr.4.7,
ktery je zcela kontrastni ke zji$ii, Ze kmen CcS3 dosahoval nejvysSich hodnot pro
stredni dobu peziti v gredpokusu Obr.4.8. Zaupodce tohoto rozdilu fiZe byt
povaZzovana infekce mySim norovirem, kterda mohlaisapit oslabeni mySi tohoto
kmene.

Klistova encefalitida v populaci hostiielvéetrg lidi, ma Siroké spektrum
Klinickych projevi a pmtibéhu - od zcela mirnych inaparentnich ndkaz az pkétez
neuroinfekce vedouci k trvalému postizeni nebo dokosmrti jedince. Tudiz zde
existuje utita pluralita, kterou jsme se pomoci souboru gehkgtiodliSnych kmei
mySi snazili napodobit. A i v tomtdipact jsme pozorovali wité odliSnosti v pitbéhu
infekce (aniz by byly sledovany klinické ukazateleplota, pokles hmotnostila — na
tyto faktory bude naSe studie z&mna v budoucnu) &ist¢ na zaklad miry mnozeni
viru v riznych organech a na zakéadréeni stedni doby peziti a mortality. S mirnou
nadsazkou by z tohoto pohledu mohla infekce mySorovirem byt potenciakh
piinosna. Snazime-li se popsat skaotevliv patogena zaifrodnich podminek, pak
musime brat v Gvahu igobeni vice nez jednoho patogena.

Dulezité je poukazat na skuteost, Ze projev jednoho genu owijici rezistenci
nagiklad jako FIV' neni charakterizovan pouze samotnym genem, al& thdou
faktori. Tyto faktory mohou byt jak hostitelské (genetickgbava, imunologicka
vybava, ¥k, pohlavi, adt.) tak i faktory #si jako je virulence patogena nebo dokonce
inteference dvou a vice patoge(Azard et al., 2003; Parviet al., 1975; Hayashét
Arita, 1977) jako tomu bylo v naSentipact. Role ¥ku a pohlavi mohla také mit v
vyznam (Anderseret Hanson, 1974). &oliv z prvnich pokus nebyl patrny rozdil
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v umrtnosti mezi samci a samicemi, nejsme schophiedem k nedostateym patam

mysSitici, Ze by vliv pohlavi byl v naSich pokusech zcadmedbatelny.
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Zavér

% Infikovali jsme soubor imunologicky odliSnych kmemysi virem KE, stanovili
jsme titr viru v krvi ve slezidha v mozku viiznych ¢casovych intervalech po
infekci. Vysledky ziskané zéthto pokud naswdéuji zjisteni, ze CD8 T
lymfocyty sice pispivaji k odstraovani VKE z organismu, nicmérsowasre

vykazuji imunopatologickédinky.

% Soubor rekombinantnich kongennich mysi byl infikovairem kligové
encefalitidy; byla sledovana mortalita mysi gedhi doba feZiti a stanoven titr
viru v krvi, slezirt a mozku v#iznych¢asovych intervalech po infekci.

Zjistili jsme Ze CcS/Demrada je vhodna ke studiu rezistence proti KE. |
geneticky shodni jedinci se mohou zagzenych podminek liSit v odpédi na
infekci KE.
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