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1. Úvod 

1.1 Virus klíšťové encefalitidy 

Virus klíšťové encefalitidy (VKE) patří do rodu Flavivirus, čeledi Flaviviridae. 

Je původcem klíšťové encefalitidy, jedné z nejnebezpečnějších chorob v Evropě a Asii 

postihujících centrální nervový systém (Heinz et al., 2000). Celosvětově se roční 

incidence výskytu choroby odhaduje na 10-12 tisíc případů (Süss, 2003). Proti infekci 

VKE dosud neexistuje žádný specifický lék a nejúčinnějším způsobem ochrany před 

infekcí VKE je preventivní očkování (Demicheli et al., 2000). 

 VKE zahrnuje tři subtypy – evropský, sibiřský a dálnovýchodní. Blízce 

příbuznými viry z téže skupiny jsou virus vrtivky (Louping ill virus), virus Langat a 

virus Powassan, které také způsobují encefalitidy u lidí, ale jen zřídka na epidemické 

úrovni. Další tři příbuzné viry ze stejné skupiny –  virus Omské hemoragické horečky, 

virus horečky Kyasanurského lesa a virus Alkhurma – způsobují častěji než encefalitidy 

ještě mnohem nebezpečnější hemoragické horečky (Charrel et al., 2001). Mimo tyto 

klíšťaty přenášené viry je vhodné zmínit také pár dalších významných zástupců z rodu 

Flavivirus přenášených komáry, jako je virus horečky dengue, virus žluté zimnice, virus 

japonské encefalitidy a virus západního Nilu (Calisher et al., 1989). Tito zástupci dnes 

patří mezi nejdůležitější znovu se objevující původce onemocnění přenášené 

krevsajícími členovci. 

 

Molekulárn ě-biologické charakteristiky VKE 

Viriony klíšťové encefalitidy mají průměr kolem 50 nm a skládají se 

z elektrodenzního jádra, obklopeného lipidovou dvojvrstvou, která obsahuje dva 

glykoproteiny – protein E (envelope) a protein M (membrane) (Obr. 1.1A). 

Intracelulární (dosud nezralé) viriony obsahují prekurzor prM protein (Obr. 1.1A), 

z něhož se M protein vyštěpuje při průchodu virionu ven z buňky (Murphy, 1980). 

Jádro je tvořeno kapsidovým proteinem C (Obr. 1.1A „nucleocapsid“) 

a jednořetězcovou RNA o pozitivní polaritě o celkové délce 11 kb. E protein je hlavním 

povrchovým proteinem virové částice. Interaguje s buněčnými receptory a 

zprostředkovává fúzi viru s buněčnou membránou. V savčích buňkách také indukuje 

tvorbu virus-neutralizujících protilátek, které hrají důležitou roli v ustavení ochranné 

imunitní odpovědi (Heinz, 1986). 
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Obr. 1.1 Schématický obrázek strukturní organizace virionu (A) a replikačního cyklu (B) VKE 

(upraveno dle: Mandl, 2005). U nezralých virionů tvoří protein prM s proteinem E 

heterodimery, u zralých virionů pak protein E s proteinem M tvoří homodiméry. ER 

(endoplasmatické retikulum); TGN („trans-Golgi network”). 

 

Genomová RNA obsahuje jeden otevřený čtecí rámec a kóduje polyprotein 

tvořený 3400 aminokyselinami, který je štěpen buněčnými a virovými proteázami na tři 

strukturní proteiny (C, M a E) a sedm nestrukturních proteinů (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B a NS5) (Rice et al., 1985). 
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5`UTR 

 Protein  Velikost [kDa] Funkce proteinu 

C 11 hlavní protein kapsidy 

M (prM) 26 z toho M 8 
povrchový protein; ochrana E proteinu  

před proteázami; chaperon-like aktivita 

S
T

R
U

K
T

U
R

N
Í 

E 50 
virový hemaglutinin, slouží k přichycení  

na buňce a fúzi membrán, hlavní antigen 

NS1 46 
glykoprotein, vyvolává silnou protilátkovou 

odpověď; hexamer nezbytný pro RNA replikaci 

NS2A 22 
koordinace mezi zabalením RNA a RNA 

replikací 

NS2B 14 kofaktor NS3 serinové proteázy 

NS3 70 

multi-funkční protein, serin proteasový komplex 

s NS2B; RNA helikáza, RNA replikace; 

triptofosfatázová aktivita 

NS4A 16 neznámá funkce 

NS4B 27 neznámá funkce 
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N
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NS5 103 
methyl transferázová aktivita; RdRp  

(RNA dependentní RNA polymerása) 

3`UTR  

   

Obr. 1.2 Schéma genomu klíšťové encefalitidy s funkcí jednotlivých proteinů (shrnuto 

v: Lindebach et Rice, 2003) 

 

Otevřený čtecí rámec (ORF) všech flavivirů je ohraničený 5́ UTR (untranslated 

regions) netranslatovanou oblastí (asi 130 nukleotidů) a 3́UTR netranslatovanou oblastí 

(400-700 nukleotidů). RNA v těchto oblastech tvoří sekundární struktury, které 

pravděpodobně napomáhají při amplifikaci, translaci a balení viru (Gritsun et al., 1997).  

 

Ekologické a epidemiologické charakteristiky VKE infekce 

V přirozeném prostředí je virus klíšťové encefalidity přenášen v cyklu 

zahrnujícím klíšťata jako přenašeče viru a obratlovce jako jeho hostitele, a proto je 

epidemiologie VKE úzce spjata s ekologií a biologií klíšťat, jejich oblastmi rozšíření a 

obdobími jejich aktivity. Tyto faktory jsou závislé převážně na klimatických 

podmínkách (teplotě, vlhkosti, vegetaci), které se vyskytují pouze ve specifických 

geografických zónách, poskytujících bezbariérové rozšíření klíšťat, a které tvoří 
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přinejmenším 20 000 - 30 000 přírodních ohnisek infekce VKE napříč severní polokoulí 

od Evropy po Japonsko (Korenberg et Kovalskii, 1999). 

 Nejčastějšími přenašeči VKE jsou tyto dva druhy klíšťat: Ixodes persulcatus 

jako vektor subtypu sibiřského a dálnovýchodního (Levkovitch et al., 1967) a Ixodes 

ricinus jako hlavní vektor evropského subtypu VKE (Grešíková et Nosek, 1981). 

Pokud je klíště jednou infikováno virem, zůstává nakaženo po celý život a 

přenáší virus na další dosud neinfikovaná klíšťata při společném sání na malých 

hlodavcích. Ačkoli také další obratlovci jako jsou ptáci, vysoká zvěř a koně slouží jako 

hostitelé viru, nehrají tak důležitou roli při přenosu viru mezi klíšťaty jako drobní 

hlodavci. Bylo dokonce experimentálně zjištěno, že kopytnatci nejsou kompetentní 

hostitelé pro přenos viru zpět na sající klíšťata (Labuda et al., 2002). Role člověka jako 

hostitele VKE je zcela náhodná. Virus se ale velmi dobře adaptoval na klíšťata, a to jak 

na jejich fyziologické vlastnosti, tak i na jejich chování (Nuttall et al., 1994).  

S ohledem na délku životního cyklu klíštěte je klíště hlavním rezervoárem viru 

(Kožuch et al., 1990). Persistence VKE v klíšťatech je umožněna transstadiálním a 

transovariálním přenosem (Obr.1.3). Klíšťata obecně mohou být infikována virem KE 

tzv. viremickým nebo neviremickým způsobem. V prvním případě saje klíště na 

hostiteli, který v daném okamžiku prodělává virémii. V druhém případě dochází k šíření 

viru z infikovaného na neinfikované klíště při současném sání dvou a více jedinců na 

témže hostiteli bez prokazatelného vzniku virémie v hostitelském organismu (Obr. 1.3; 

Labuda et al., 1996).  

 
Obr.1.3 Cirkulace VKE v přírodě 

(upraveno dle Linquist et Vapalahti, 

2008). Přerušovaná čára zobrazuje různá 

vývojová stádia klíšťěte v cyklu (ve 

směru hodinových ručiček od vrcholu: 

vajíčka, larva, nymfa, a dospělec). Klíště 

potřebuje v každém stadiu krev, aby 

mohlo přejít do následujícího stadia. 

Plné čáry prezentují přítomnost viru. 

Tloušťka šipek znázorňuje 

pravděpodobnost přenosu viru (shrnuto 

v Linquist et Vapalahti, 2008)  
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 V Evropě se začíná klíštěcí aktivita zvyšovat začátkem jara, kdy teplota vystoupí 

nad 6°C a obvykle trvá do listopadu, kdy teplota poklesne (Süss, 2003). Pro střední 

Evropu byly zaznamenány dvě období nejvyšší aktivity klíšťat a to v časném a pozdním 

létě (Kräusler, 1981). Frekvence výskytu klíšťové encefalitidy je však vázána na 

volnočasové aktivity během letních měsíců, navzdory podprůměrné aktivitě klíšťat 

(Süss, 2003). 

 Prevalence VKE v Evropě je vysoce endemická a pohybuje se mezi 0,1% - 5% 

klíšťat. Prevalence u nasátých jedinců se zvyšuje až k 10% (Süss et al., 2004). 

Přítomnost protilátek u obratlovčích hostitelů je zapříčiněna opakovaným vystavením 

klíšťatům, tyto protilátky jsou citlivým indikátorem VKE v přírodě. Sledování 

odlehlých oblastí a matematické modelování nám poskytuje vylepšené metody pro 

zmapování rizikových oblastí VKE a umožňuje předpovídat nová evropská ohniska 

(Sumilo et al., 2007).  

  

Přenos na člověka a klinické projevy 

Klíšťová encefalitida v Evropě patří mezi obvykle mírné choroby s nízkou 

úmrtností (Grešíková et al., 1972). K běžnému přenosu infekce na člověka může dojít 

přisátím infikovaného klíštěte nebo požitím nepasterizovaného mléka infikovaného 

savce, do kterého je virus také sekretován (Grešíková, 1958; Blaškovič, 1954). 

 Inkubační doba první fáze klíšťové encefalitidy je kolem 8 dní od přisátí klíštěte 

(Kaiser, 1999). Projev příznaků trvá u první fáze kolem 5 dnů, mezi první a druhou fází 

se nachází 7 denní bezpříznakový interval. Během první fáze virémie se objevují 

symptomy jako horečka, únava, malátnost, bolest hlavy a bolest celého těla (Mickiene 

et al., 2002). Ve druhé fázi se mohou objevit středně těžké meningitidy až těžké 

encefalitidy, které mohou být doprovázeny myelitidami a páteřním ochrnutím. V této 

fázi jsou neurologické symptomy z principu neodlišitelné od ostatních forem akutních 

virových meningoencefalitid (Mickiene et al., 2002).  

 Konzistentní zjištění existence postencefalitického syndromu znázorňuje 

Tabulka 1.1, zahrnující dvě prospektivní studie (Tomažič et al, 1996; Mickiene et al, 

2002), zaznamenávající přetrvávající symptomy po 6-12 měsících a jednu retrospektivní 

studii po 47 měsících (Haglund et al, 1996). Neurologická dysfunkce spojená s mírným 

až drtivým dopadem na kvalitu života se projevila ve 30%. 
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Tabulka 1.1 Neurologické následky v rekonvalescenci pacientů po infekci virem 

klíšťové encefalitidy evropského subtypu (shrnuto v: Haglund et Günther, 2003) 

 

 

Haglund et al. 

(1996) 

Tomažič et al  

(1996) 

Mickiene et al  

(2002) 

Základní informace     

Počet pacient ů 143 492 133 
Počet pacient ů bez 

dalšího sledování (%) 
20,3 6 15 

Doba sledování (median) 47 měsíců 6 měsíců 12 měsíců 

Skupina s  následky  35,7% 26,1% 46,2% 

Symptomy  

Bolesti hlavy  10% 22,6% 20,5% 
Méně významné 

neuropsychiatrické 

poruchy 

25% .. .. 

Poruchy soust ředění .. 15,2% 15,4% 
Poruchy pam ěti  .. .. 19,7% 
Ztráta čichu  1% .. .. 

Poruchy zraku a sluchu 4 / 7% .. .. 

Emocionální nestabilita .. .. 18,8% 

Zvýšený pocit únavy  .. 21,7% .. 
Parkinsonova choroba  1% .. .. 
Pocit slabosti, zm ěna 

citlivosti 
3% .. .. 

Přecitliv ělost na sv ětlo a 

zvuk 
3% .. .. 

Mentální porucha  .. 1,4% .. 
Poruchy v ědomí  .. 0,2% .. 
Zvýšená potivost  .. 5,5% .. 
Poruchy vnímání  

s bolestmi 
.. 11,2% .. 

Ataxie a tremor  13% 10,2% 14,5% 
Bolesti zad, kon četin  4% .. .. 

Spinální nervové paralýzy  3% 2,2% 6,0% 

Smrt  1,4% 0,2% 0,8% 
.. = údaj neuveden 
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Z tabulky 1.1 vyplývá poměrně špatná prognóza infekce klíšťové encefalitidy 

vzhledem k trvalým následkům. Prognóza infekce je úzce spojena s průběhem infekce a 

hostitelskými faktory, avšak následky encefalitidy jsou přímo úměrné poškození 

mozkové tkáně. Jsou známy tři hlavní mechanismy. Prvním mechnismem je poškození 

neuronů způsobené přímo virem, druhým mechanismem je imunopatologické působení 

hostitelského imunitního systému a konečně třetím mechanismem je kombinace obou 

předchozích, to jest přímé poškození neuronů a imunopatologická odpověď (Chambers 

et Diamond, 2003; King et al., 2007; Růžek et al., 2009). 
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1.2 Faktory rezistence hostitele vůči infekci flaviviry  

Mnoho studií ukazuje, že vnímavost k dané virové infekci může být ovlivněna 

mnoha hostitelskými faktory, z nichž význam má genetická výbava, věk, pohlaví, 

výživa a imunologická výbava, stejně jako faktory virulence daného patogena (Brinton, 

1997). Protože infekce viry způsobuje poškození nebo smrt organismu, vytváří tak 

selekční tlak na populaci hostitele. Z tohoto důvodu se očekává zvýšená frekvence alel 

snižujících vnímavost k virové infekce v populaci hostitele. Koevoluce viru a jeho 

hostitele vedoucí ke snížení patogenity zvyšuje pravděpodobnost přežití, jak u hostitele, 

tak u daného viru (Brinton, 1997; Brinton et Nathanson, 1981). 

 

1.2.1 Genetická rezistence vůči infekci flaviviry  

Genetická rezistence vůči infekcím vyvolaným viry z čeledi Flaviviridae byla u 

myší poprvé objevena v roce 1920. Postupně bylo zjištěno, že za rezistenci je 

zodpovědný autosomálně dominantní znak. Rezistentní alela se vyskytovala u divoce 

žijících kmenů myší po celém světě, zatímco u laboratorních kmenů nebyla přítomna.  

U rezistentních zvířat infikovaných flaviviry se virus sice množí, ale nedochází 

k tak vysoké produkci viru, jako je tomu u myší k infekci více vnímavých, myší bez 

autosomálně dominantního znaku v dané alele. Projev rezistence je stálý a nevyžaduje 

produkci interferonu. Gen rezistence vůči infekci zástupci čeledi Flaviviridae (Flv), byl 

objeven pomocí klonovacích metod a definovaný jako Oas1b. Vnímavé myši produkují 

vadný protein Oas1b. Způsoby, jakými produkt genu Flv ovlivňuje rezistentní fenotyp, 

nejsou dosud přesně známy (Samuel, 2002). 

Největší část studií hostitelské genetické rezistence bylo provedeno na myším a 

kuřecím modelu s přihlédnutím ke schopnosti tvořit inbrední kmeny (Bang, 1978).  

Byly popsány myší geny kontrolující rezistenci k odlišným typům virů (Bang, 

1978; Brinton, 1997; Brinton et Nathanson, 1981; Brinton et al.,1984; Casanova et al., 

2002; Skamene, 1985; Skamene et al., 1980). Každý z těchto zaznamenaných 

rezistentních genů nalezených u myší se projevuje jako unikátní a obvykle kontroluje 

rezistenci jedné skupiny virů. Avšak jediný lokus, mající vliv na průběh flavivirové 

infekce u myší, zodpovídal za průběh infekce již na intracelulární úrovni. Tento 

rezistentní flavivirový lokus byl pojmenován Flv (Green, 1989). 
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Počáteční objevy 

Rezistence vůči infekci flaviviry byla objevena ve dvacátých letech dvacátého 

století. Vzhledem k nevyjasněné taxonomii virů v té době, byla rezistence znovu 

popisována na základě experimentů s různými viry, načež až posléze se ukázalo, že 

všechny tyto patří do stejného rodu Flavivirus v rámci čeledi Flaviviridae.  

Příkladem může být u myší pozorovaná rezistence vůči viru žluté zimnice 

zaznamenána před více než padesáti lety (Sawyer et Lloyd, 1931), kde se ukázalo, že 

rezistence je vázána dědičným faktorem (Lynch et Hughes, 1936). 

Sabin pracující s myšmi kmene PRI (PRInceton) dokázal, že rezistentní 

autosomálně dominantní gen neposkytuje rezistenci pouze v případě viru žluté zimnice, 

ale také pro mnoho dalších flavivirů. Studium myšího kmene PRI dokonce umožnilo 

zjistit, že flavivirová rezistence k virem vyvolaným infekcím je kontrolována 

dominantní alelou samostatného autosomálního genu. Bylo také dokázáno, že mladé 

myši (1 až 3 týdny) byly více vnímavé k infekci než myši dospělé. Pokud byl myším 

intracerebrálně injikován flavivirus s vyšší virulencí, jako je virus francouzské 

neurotropní žluté zimnice, nebo virus japonské encefalitidy (JEV), dochází k překonání 

rezistence a úhynu myši, podobně jako je tomu u myší k infekci více vnímavých (Sabin, 

1952 a,b). 

  

Původ genu Flv 

Jak již bylo zmíněno, gen Flv se téměř nevyskytoval u inbredních kmenů 

laboratorních myší (Darnell et al, 1974a). Ukázalo se však, že genetická rezistence vůči 

flavivirům je častým znakem u několika druhů a poddruhů v rámci rodu Mus (Sangster 

et Shellam, 1986; Bonhomme et Guenet, 1989). Ze stejného rodu pocházely i dosavadní 

inbrední kmeny laboratorních myší skládající se z mozaiky genomů druhu Mus 

musculus a poddruhů domesticus, castaneus, a molosssinus (Bonhomme et al, 1987), 

která však mohla reprezentovat myší populaci chudou na geny zodpovídající za 

rezistenci vůči flavivirům. Od šedesátých let dvacátého století však začaly vznikat nové 

inbrední kmeny odvozené přímo z divokých kmenů myší (Bonhomme et Guenet, 1989). 

Tyto myši pak poskytovaly potenciální zdroj rezistentních genů, které nebyly přítomny 

u dosavadních laboratorních kmenů. 
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Tabulka 1.2 Vnímavost laboratorních myší a divokých kmenů k flavivirům (shrnuto 

dle Brinton et Perelygin, 2003).  

Typ myši Počet testovaných myší Inokulovaný virus Mortalita (%) 

A/J 10a 17D-YF 100 
AKR/J 8a 17D-YF 88 
BALB/cJ 10a 17D-YF 100 
B10D2/J 26a 17D-YF 100 
C3H/He 38a 17D-YF 100 
C3H/RV 34a 17D-YF 0 
C57BL/6J 9a 17D-YF 100 
C57BL/10J 5a 17D-YF 100 
DBA/2J 5a 17D-YF 100 
SJL/J 10a 17D-YF 90 
Swiss/J 5a 17D-YF 100 
SWR/J 10a 17D-YF 90 
F1 (M.m.domesticus x C3H/He) 91a 17D-YF 45 
F2 (F1 X C3H/He) 41a 17D-YF 17 
M.m. domesticus    
   Devonshire, CA 5a 17D-YF 0 
   La Puenta, CA 5a 17D-YF 0 
   Maryland 10a 17D-YF 20 
   Soledad, CA 5a 17D-YF 0 
CASA/Rk 13b MVE-OR2 15 
 14b 17D-YF 0 
CAST/Ei 5b MVE-OR2 0 
 3b 17D-YF 0 
MOLD/Rk 20b MVE-OR2 100 
 26b 17D-YF 4 
C3H/HeJ 9b MVE-OR2 100 
 10c MVE-OR155 100 
 44c MVE-OR156 95 
C3H/RV 14b MVE-OR2 0 
 10c MVE-OR155 10 
 8c MVE-OR156 0 
M. caroli, Thajsko 16c MVE-OR156 25 
M. cookii, Thajsko 12c MVE-OR156 0 
M. m. domesticus (CLA), USA 20c MVE-OR156 100 
M. m. domesticus (JJD), USA 9c MVE-OR155 44 
M. m. molossinus (MOLO), Japonsko 5c MVE-OR155 100 
 9c 17D-YF 0 
M. m. musculus    
   Dánsko 20c MVE-OR156 60 
  Československo 10c 17D-YF 90 
M. spicilegus, Jugoslávie 17c MVE-OR156 0 
M. spretus, Španělsko 20c MVE-OR156 80 
a Darnell et al. (1974a); b Sangster et al. (1993); c Sangster et al. (1998). 
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 Obě alely genu  pro flavivirovou rezistenci byly široce rozptýleny v populaci 

divokých myší ve Spojených státech a Austrálii. Divoké rezistentní myši odchycené 

v Marylandu (Virginia) byly kříženy s inbredním, k infekci vnímavým kmenem 

C3H/HeJ. U generace F1 a F2 byla testována rezistence vůči flavivirům a výsledky 

potvrdily, že rezistence je skutečně kontrolována jednou autosomálně dominantní alelou 

(Darnell et al., 1974a). Ukázalo se také, že u divokých myší Mus musculus, 

odchycených v různých částech Austrálie, je rezistentní gen rozšířen v heterozygotní 

podobě (Sangster et Shellam, 1986). Protilátky proti flavivirům nebyly před očkováním 

nalezeny v žádném z těchto dvou případů (Darnell et al., 1974a; Sangster et Shellam, 

1986). 

Rezistentní alela Flv byla velmi rozšířená v populaci M. musculus domesticus 

v Austrálii, a tak tomu bylo i u populace M. musculus musculus v Dánsku, M. musculus 

molossinus (MOLO) v Japonsku, M. spretus ve Španělsku, M. spicilegus v Jugoslávii,  

a M. caroli a M. cooki v Thajsku (Sangster et al., 1998) (Tabulka 1.2). Zajímavé je, že 

všechny M. musculus musculus (kmen CZI-O) z České a Slovenské republiky byly 

k flavivirovým infekcím vnímavé. Díky těmto studiím bylo také zjištěno, že 

heterozygotní jedinci nepřežijí, ale pouze zpomalí infekci po intracerebrálním 

naočkování dvou virulentních kmenů MVEV (virus australské encefalitidy; Murray 

Valley encephalitis virus) - OR155 a OR156. Infekci atenuovaným kmenem MVEV 

OR2 heterozygotní jedinci přežívají. 

 Inbrední kmeny odvozené od divokých jedinců odlišného druhu rodu Mus byly 

také testovány na flavivirovou rezistenci (Sangster et Shellam, 1986; Sangster et al., 

1993). Přestože kmeny CASA/Rk a CAST/Ei odvozené od M. musculus castaneus se 

projevovaly stejnými rezistentními znaky jako kmen PRI s Flv rezistentní alelou (Flvr), 

byla jejich rezistence pouze podobná rezistenci způsobenou Flvr. Tento rezistentní 

fenotyp u MOLD/Rk kmene odvozený od divokého kmene M. musculus molossinus se 

odlišoval od Flvr. U těchto myší nedocházelo po intracerebrálním naočkování 

atenuovaného kmene žluté zimnice 17D-YFV (Yellow fever virus) k rozvoji infekce, 

ale po naočkování MVEV se infekce rozvíjela (Sangster et al., 1993). Tato alela 

formující minoritní rezistenci byla označena jako Flvmr , znovu objevena byla jako gen 

Wnv při pokusech s virem západního Nilu (West Nile virus) (Mashimoto et al., 2002).  

 Vysoká frekvence alely rezistence u divoké Mus populace je ukazatelem toho, že 

přítomnost Flvr je vyvolána důsledkem selekčního tlaku.  
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Virová specifita fenotypu alely Flvr 

 Virová rezistence daná Flv r alelou je specifická pro flaviviry a byla prokázána u 

celé řady z nich. Z komáry přenášených flavivirů například u infekcí způsobených 

WNV (Darnell et al., 1974a; Mashimo et al., 2002; Sabin, 1954), dengue (Sabin, 1954), 

YFV (Darnell et al., 1974a; Lynch et Hughes, 1936; Sabin, 1952a; Sangster et Shellam, 

1986), JEV (Sabin, 1954), MVEV (Sangster et Shellam, 1986) a virus Kunjin, virus 

Alfuy a virus Kokobera (Shellam et al.,1998). 

Z flavivirů přenášených klíšťaty byly testovány například louping ill (Webster, 

1923) a zástupci dálnovýchodního subtypu viru klíšťové encefalitidy (Casals et 

Schneider, 1943). Rezistentní a vnímavé kmeny se projevovaly shodnou vnímavostí 

k virům z různých čeledí, jako například arenavirů - lymfotická choriomeningitida 

(Sabin, 1954); tří bunyavirů – horečka Rift-Valley, horečka sandfly (Sabin, 1954) a 

infekce virem Kununurra (Shellam et al., 1998); picornavirů - poliovirus (Sabin, 1954); 

rhabdovirů – virus vztekliny (Sabin, 1954); dvou herpesvirů – virus herpes simplex 

(Sabin, 1954) a myší cytomegalovirus (Shellam et al., 1998). 

 

Charakteristika Flvr fenotypu 

 Homozygotně dominatní myši v genu Flvr jsou obvykle rezistentní vůči 

flavivirovému onemocnění, avšak nejsou rezistentní vůči infekci těmito viry. Rozvoj 

infekce též závisí na množství očkovaného viru a způsobu očkování. Tyto dva faktory 

výrazně ovlivňují dopad choroby na hostitele. 

 Minimální požadované množství viru způsobující smrt myši je u rezistentních 

myší vyšší, než u myší k infekci více vnímavých. Například homozygotně dominantní 

myši v genu Flvr jsou zcela rezistentní vůči intracerebrálnímu naočkování neředěným 

vakcinačním kmenem žluté zimnice 17D-YFV, kdy kongenní kmeny vnímavých myší 

vykazovaly 100% mortalitu už při zředění viru 10-2 (Darnell et al., 1974a). Po 

intracerebrálním naočkování 103LD50 MVEV byl titr viru v mozku druhý den po 

očkování podobný, jak u rezistentních, tak u vnímavých myší, ale v dalších dnech se titr 

u vnímavého kmene zvýšil více než tisícinásobně ve srovnání s rezistentním kmenem 

(Urosevic et al., 1997b). Všechny vnímavé myši naočkované MVEV zemřely do 

šestého dne, ale rezistentní myši infekci přežily a titr viru v jejich mozcích začal po 

šestém dni klesat. Množství celkové virové RNA v mozkové tkáni bylo znatelně vyšší u 

vnímavých myší ve srovnání s mozky rezistentních myší (Urosevic et al., 1997b). Z dat 

je zřetelné, že u myší s genem rezistence Flvr je replikace flavivirů snížena. 
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Imunitní odpoveď a fenotypový projev Flvr 

  Jak již bylo výše zmíněno, fenotypový projev genu Flvr je zodpovědný za 

rezistenci vůči flavivirům na intracelulární úrovni, avšak bez neporušeného imunitního 

systému je přítomnost rezistentní alely zcela zanedbatelná. 

 Kinetika a počátek antivirové imunitní odpovědi je u vnímavých a rezistentních 

zvířat podobný. Přítomnost antivirových protilátek v séru rezistentních myší po 

naočkování Banzi virem byla o tři dny opožděna ve srovnání s vnímavými kongenními 

kmeny, avšak vrchol titru protilátek byl osmý den po infekci stejný u obou zvířat 

(Jackoby et al., 1980). Po ošetření rezistentních zvířat cyclohemixidinem, který zabránil 

účinku antivirových protilátek, všechna rezistentní zvířata zemřela. 

Virově specifická T-buněčná cytotoxická aktivita byla detekována do šesti dnů 

po infekce virem Banzi, vrchol titru se objevil osmý den, a byl zjistitelný až do 

šestnáctého dne od infekce (Sheets et al., 1979). Neobjevily se žádné rozdíly ani v době 

působení cytotoxické imunity, ani v jejím rozsahu při porovnání rezistentních a 

vnímavých zvířat.  

Tato data napovídají, že daná buněčná a protilátková imunita specificky 

nepřispívá k Flvr rezistentnímu fenotypu. 

 

Studie flavivirové rezistence na rezistentních a vnímavých buněčných kulturách 

Flavivirová rezistence není kontrolována na úrovni, kdy se virus váže na 

receptor na povrchu buňky, nebo při vstupu do hostitelské buňky.  

Srovnatelné množství buněk z rezistentních a vnímavých fibroblastů bylo 

infikováno WNV a sledováno pomocí imunofluorescence (Darnell et Koprowski, 

1974b). Ovšem, na všech rezistentních buňkách primárních kultur připravených 

z mozku, plic, ledvin, fibroblastů a peritoneálních makrofágů byl pozorován nižší titr 

viru (Darnell et Koprowski, 1974b; Goodman et Koprowski, 1962a,b; Silvia et al., 

2001; Vanio, 1963a,b; Webster et Johnson, 1941). 

 Z výše zmíněných zjištění je patrné, že virová rezistence Flvr by mohla být 

kontrolována na úrovni replikace samotného viru. Pro přiblížení replikace viru 

u rezistentních a vnímavých buněk byla použita kvantitativní analýza molekul virové 

RNA (vRNA) s kladnou a zápornou polaritou. V podstatě jde o srovnání množství plus 

a mínus řetězců vRNA, kdy řetězec s kladnou polaritou je uvolňován z replikačních 

komplexů, zatímco řetězec se zápornou polaritou je přítomen pouze uvnitř replikačního 

komplexu. Analýza MVEV RNA v mozcích rezistentních myší ukázala, že kladný 
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řetězec vRNA je zastoupen v nižších koncentracích než je tomu u mozkových buněk 

vnímavých myší (Urosevic et al., 1997b). Interpretace těchto dat ukázala, že Flvr alela 

redukuje výnosnost replikace flavivirové RNA (Urosevic et al., 1997b).  

 

Mapovní Flv genu na chromosomu 5 

  Flv lokus byl nalezen pomocí kongenních kmenů (viz tabulka I.) C3H/RV a 

C3H/HeJ, které současně nesly rozdílné alely Ricr a Rics, umístěné na chromosomu 5, 

lokus Ric. Tento lokus kontroluje rezistenci vůči Rickettsia tsutsugamushi (Jerrells et 

Osterman, 1981). 

Později bylo zjištěno, že druhý chromosom 5 se liší mezi myšími kmeny C3H/RV a 

C3H/HeJ současně v lokusu rd, který je blízce spojen s lokusem Ric (Groves et al., 

1980; Lyon et Kirby, 1993). Defektní rd alela na rd lokusu způsobovala degeneraci 

žlutého sítnicového pigmentu (Bowes et al., 1989). Díky těmto objevům byla zjištěna 

přítomnost zdravé divoké alely u kmene C3H/RV a defektní rd alela u C3H/HeJ. 

Rozdíly mezi kongenními kmeny C3H u rd a Ric alely jsou pravděpodobně výsledkem 

společné dědičnosti těchto alel vázané na vyselektovaný gen Flvr (Flaherty, 1981). Pro 

zmapování polohy genu Flv byly použity čtyři markery: Pgm-1, Eta-1(obdoba lokusu 

Ric), rd a Gus-s (Sangster et al., 1994). Následně byly navrženy primery pro 20 

mikrosatelitních markerů, které byly zmapovány v oblasti myšího chromosomu 5. Ty 

pak byly použity pro bližší zmapování Flv lokusu (Urosevic et al., 1993, 1995, 1997a).  

 Lidský chromozom 7 a 12 obsahuje homologní geny k oblasti, kde se nachází 

Flv na myším chromosomu 5 (Lyon et Kirby, 1993). 

 

 Klonování genu Flv a identifikace Flv jako Oas1b 

 Gen Flv byl rozpoznám díky prvnímu nalezení všech genů v oblasti markeru 

D5Mit159 na chromosomu 5 a díky porovnání sekvence mRNAs transkribované z 

každého z těchto genů u rezistentních a vnímavých kongenních kmenů myší a buněk 

(Perelygin et al., 2002). Genomové klony pokrývající oblast větší než 700 kb na myším 

chromosomu 5 byly vybrány z bakteriální knihovny (BAC) na základě použití sondy 

připravené podle markerové sekvence D5Mit159 a ze sond sestavených 

podle terminálních sekvencí z vybraných BAC klonů. Dílčí cDNA byly osekvenovány. 

Pozice těchto genů na chromosomu 5 byla následně potvrzena v genomové myší 

databázi Celera porovnáním cDNA sekvencí. Na tomto podkladě byly posléze navrženy 

nové primery podle databáze Celera k identifikaci 12 nových transkriptů na myším 



 

 15 

chromosomu 5. Jeden z dalších nalezených genů byl Oas1h (Kakuta et al. 2002). Ve 

zkoumané oblasti (>700kb) na chromosomu 5 bylo nalezeno 22 genů, zahrnujících 10 

lokusů kódujících 2`-5` oligonadenylát syntetázy (Oas) (Perelygin et al., 2002).  

Zatímco lidská genová rodina OAS byla dobře charakterizována, Perelygin et al. 

(2002b) byl první, kdo charakterizoval myší Oas genovou rodinu. Před touto studií bylo 

identifikováno pouze 5 z 12 myších Oas genů. Tato genová rodina je u myší 

vícenásobně zastoupena (12 genů) ve srovnání s lidskou genovou rodinou (4 geny), 

obzvláště s přihlédnutím k mnohonásobné duplikaci genu Oas1. 

Kritéria při identifikaci Flv lokusu jsou založena na charakteristikách 

rezistentního fenotypu: geny se vyskytují poblíž markeru D5Mit159 na chromosomu 5; 

mRNA z Flvr alely je trvale transkribována a její exprese je tkáňově nespecifická; 

rezistentní alela C3H.PRI-Flvr a alela vnímavého kmene C3H/He se od sebe odlišují 

mutací, která ovlivňuje expresi nebo funkčnost Flv produktu a zároveň tato mutace 

ukazuje úplnou fenotypovou korelaci pro všechny rezistentní a vnímavé myší kmeny 

(Brinton et Perelygin, 2003). Posledním kriteriem identifikace je, že daná exprese 

produktu Flvr musí být dominantní znak a musí negativně ovlivňovat flavivirovou 

replikaci (Brinton et Perelygin, 2003).  

 Každý z 22 genů z oblasti Flv byl amplifikován pomocí RT-PCR z kongenních 

flavivirově rezistentních a vnímavých myších kmenů, sekvenován a porovnán. 

Sekvence byly z velké části genů shodné, lišily se pouze v „tiché“ (silent) substituci 

mezi oběma kmeny. Jednotlivé báze se nejvíce lišily v oblasti Oas1b cDNA kongenních 

C3H.PRI-Flvr a C3H/He myších kmenů, tyto odlišnosti nezpůsobí změnu 

aminokyseliny, avšak C820T tranzice vyúsťuje k předčasnému vzniku stop kodonu u 

vnímavého C3H/He kmene. Oas1b protein z myšího kmene C3H/He postrádá 30% z C-

terminální sekvence ve srovnání s kmenem C3H.PRI-Flvr (Perelygin et al., 2002). Gen 

Oas1b je přítomen u 4 kmenů rezistentních myší v plné délce proteinu (BRVR, 

C3H.PRI-Flvr, CASA/Rk a CAST/Ei), u 5 vnímavých kmenů (129/SvJ, BALB/c, 

C3H/He, C57BL/6 a CBA/J) byl kódován identický zkrácený protein. Kmen myši 

MOLD/Rk, kmen s minoritní flavivirovou rezistencí, kódující proteinový produkt Flvmr 

se od Flvr nelišil délkou, ale 14 aminokyselinovými substitucemi. Protein Oas1b kmene 

MOLD/Rk obsahoval také alanin v pozici 65, jako tomu bylo u vnímavých myší. 

Flavivirově vnímavý fenotyp koreluje s C820T tranzicí v genu Oas1b u 10 studovaných 

myších kmenů. Na základě tohoto zjištění byl gen Flv identifikován jako gen Oas1b 

(Perelygin et al., 2002). 
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Potenciální funkce rezistentní alely Flvr genu Oas1b 

 Všech 10 genů Oas je navzájem blízce spojeno a nachází se v distální části 

myšího chromosomu 5.  

 Protein Oas1b představuje krátká (40-47 kDa) 2`-5` oligoadenylát syntetáza. 

Všechny Oas proteiny obsahují 3 domény. Centrální doména je konzervovaná 

transferáza, zatímco N- a C- terminální doména jsou unikátní a liší podle velikosti Oas 

(krátká 40-47kDa; střední 85-86 kDa; dlouhá 126 kDa). Funkční znak identifikovaný u 

krátké 2`-5` oligoadenylát syntetázy zahrnuje N- terminální LxxxP motiv. Tento motiv 

je nezbytný pro aktivitu oligoadenylát syntetáz (Ghosh et al., 1997a) a P-smyčku, u 

které se předpokládá tvorba dvojvlákna RNA (dsRNA) (Saraste et al., 1990). Další 

motiv potřebný pro správné fungování myší 2`-5`oligoadenylát syntetásy je DAD Mg2+ 

(Yamamoto et al., 2000). Motiv P-smyčky u Oas1b obsahuje deleci 4 aminokyselin u 

vnímavé i rezsistentní alely, tato delece se nevyskytuje u žádné jiné myší 2`-5` 

oligoadenylát syntetázy (Perelygin et al., 2002).  

C-terminální konec obsahuje CKF motiv, který je potřebný k tertamerizaci 

malých forem lidských 2`-5` oligoadenylát syntetáz (Ghosh et al., 1997b). 

Homotetramery krátkých forem Oas proteinů zůstavají inaktivní až do interakce 

s dsRNA. Po aktivaci katalyzují syntézu 2`-5` oligoadenylátu (2-5A) z ATP. 2-5A 

indukuje aktivaci dimerizací RNázy L. Aktivovaný dimer RNazy L přednostně 

odstraňuje adenin-uracyl a uracyl-uracyl dinukleotidy po rozpletení dsRNA (Wreschner 

et al., 1981). Protein Oas1b u vnímavých myší obsahuje poškozený C- terminální 

konec, kde chybí CKF motiv, a proto tento protein není schopný tvořit homotetramery.  

Oas1b proteiny se u rezistentních a vnímavých myší odlišují také v jednobázové 

substituci v doméně P-smyčky, která ovlivňuje specifitu RNA vazby. 

Je ovšem možné, že k degradaci vRNA pomocí RNazy L přispívá jiný produkt 

Oas1genu, který je aktivní 2-5A syntetázou, ale pak neobjasňuje virově specifický efekt 

produktu Flvr genu. Protein Oas1b z rezistentní buňky může mít pouze dodatečné 

funkce, které ovlivňují virovou replikaci (Samuel, 2002; Urosevic, 2003). 
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Je genetická flavivirová rezistence interferon dependentní? 

 Prvé studie na produkci interferonu typu I (INF-I = INF-α;-β) a efektu 

flavivirové rezistence, provedené na modelu geneticky vnímavých a kongenních 

rezistentních kmenů myší, poskytly kontroverzní výsledky (Hanson et al., 1969; Brinton 

et al., 1982). 

Hanson a spolupracovníci pracovali s virem západního Nilu (WNV) a dospěli 

k závěru, že virus v rezistentních kmenech myší způsobuje zvýšení antivirové odpovědi 

nadprodukcí INF-I (Hanson et al., 1969). Navzdory tomu, výsledky Brintonovy skupiny 

vedly k odlišnému tvrzení. Brinton pracoval s virem žluté zimnice, jímž byly infikovány 

rezistentní a vnímavé kongenní kmeny myší, které byly před inokulací ošetřeny 

specifickými protilátkami proti INF-I. Bohužel se neprokázala žádná výrazná změna ve 

zdravotním stavu myší ani v titru viru v mozkové tkáni (Brinton et al., 1982; Brinton et 

Perelygin, 2003). Dokonce bylo zjištěno, že produkce INF-I v pokusech in vitro a in 

vivo infekcí WNV byly konzistentně nižší u rezistentních kmenů, avšak inhibující efekt 

ekvivalentního množství exogenního INF-I byl lehce vyšší u rezistentních buněk než u 

buněk vnímavých (Hanson et al., 1969; Darnell et Koprowski, 1974b). 

Rezistence řízená genem Flv by potom také mohla být dodatečně zvýšena 

vnitrobuněčnou RNázovou aktivitou. Toto navýšení by mohlo být následkem ošetření 

INF-I , které stimuluje OAS/RNase L cestu (Urosevic, 2003).  

Zatímco působení INF-I může zlepšit efekt Flvr pomocí up-regulace cesty 

OAS/RNáza L, nemusí úbytek INF-I nezbytně znamenat ztrátu efektu rezistentního 

genu, pokud nedojde k úplnému vyřazení RNázové aktivity (Urosevic, 2003). 
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1.2.2 Imunitní odpověď a flavivirová rezistence 

Při výzkumu imunitní odpovědi hostitele vůči flavivirům a její role v patogenezi 

bylo podáno mnoho klinických a experimentálních důkazů pro vzájemný vztah mezi 

ochranou proti flavivirům a přítomností virově specifických protilátek, ale molekulární 

ani vnitrobuněčná podstata dosud nebyla zcela objasněna.  

 

Vrozená imunitní odpověď 

Interferony 

  Role interferonů má v obraně proti flavivirové infekci nezanedbatelný význam. 

Pravděpodobně prvními buňkami produkujícími interferony typu I (INF-α;-β) 

v odpovědi na flavivirovou infekci, a tudíž prvními buňkami inicializujícími antivirovou 

odpověď, jsou v kůži přítomné dendritické buňky (Libraty et al., 2001).  

 INF-I může indukovat několik paralelních antivirových kaskád v buňce 

(Obr.1.4) zahrnujících čtyři hlavní faktory: dsRNA („double strand“ = dvouvláknovou) 

dependentní proteinkinázu (PKR), 2`-5` oligoadenylát syntetázu (OAS) proteinové 

rodiny/ ribonukleázy L (RNázy L) (viz výše), adenosindeaminázu (ADAR) a Mx 

proteiny (Urosevic, 2003; Anderson et Rahl, 2002; Diamond et Harris, 2001; Diamond 

et al., 2000). 

 

Obr. 1.4 Schéma hlavních antivirových drah spouštěných interakcí viru s INF-I 

(upraveno dle: Urosevic, 2003). 
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Myši trpící nedostatkem INF-I nebo jejich receptorem vykazují zvýšenou vnímavost 

k infekci flaviviry (Johnson et Roehring, 1999). 

 Role interferonu typu II (INF II = INF –γ) v ochraně proti flavivirům je méně 

objasněna. Tento cytokin má mnoho efektů vůči hostitelské buňce napadené flaviviry. 

Přinejmenším zahrnuje indukci zánětlivé reakce a antivirových molekul, jako je oxid 

dusnatý, a zvýšení fagocytózy makrofágů přes zvýšení exprese Fc receptorů. Hraje 

důležitou roli v souvislosti s T pomocnými lymfocyty (Th1) virově specifickou imunitní 

odpovědí pro kontrolu infekce encefalickými viry (shrnuto v: Chambers et Diamond, 

2003). 

Ukázalo se, že flaviviry jsou schopné snížit některé interferon-dependentní 

antivirové mechanismy (Diamond et al., 2000). Mechanismus, jakým je tento antivirový 

efekt omezen, zůstává dosud neobjasněn. Stejně tak je otázkou, zda INF I hrají 

významnou roli pouze jako spouštěče vnitrobuněčné obrany, nebo zda jejich hlavní vliv 

na průběh flavivirové infekce je skrze imunoregulační funkce buněčné imunity. 

  

Makrofágy 

 Aktivace makrofágů a modulace jejich efektorových funkcí je základní částí 

patogeneze flavivirových infekcí (Spain-Santana et al., 2001). Obranná imunitní funkce 

v podobě odpovědi makrofágů představuje produkci cytokinů a prezentaci antigenu 

buňkám buněčné (T) a protilátkové (B) imunitní odpovědi (Kulkarni et al., 1991). 

Fagocytická aktivita makrofágů vyúsťuje ve zvýšenou virémii, neuroinvazivitu viru a 

těžkou encefalitidu (Ben–Nathan et al., 1996; Zisman et al., 1971). Vlivem produkce 

zánětlivých mediátorů (TNF-α, IL-1β, IL-8,...) a akumulací makrofágů dochází v těchto 

místech k poškozením tkáně (Atrasheuskaya et al., 2003). Chování makrofágů je 

fundamentální pro patogenezi flavivirové choroby, ovšem jejich chování je určeno 

především produkcí zánětlivých stimulantů (viz INF II) na buněčné úrovni. 

 

NK („natural killer“) bu ňky 

  NK buňky lyzují buňky napadené virem uvolněním cytotoxických granul 

obsahujících perforin a granzymi, nebo navázáním se na apoptosu-iniciující receptor na 

povrchu buňky (Orange et al., 2002). Byly provedeny in vivo studie s virem Langat, 

WNV a VKE. Při infekci myší těmito viry docházelo k aktivaci a náhlému potlačení 

aktivity NK buněk (Vargin et Semenov, 1986). Tento jev byl však vysvětlen 

skutečností, že flaviviry mají mechanismus, kterým se mohou před NK buňkami 
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maskovat a to skrze zvýšení exprese MHC i na povrch napadené buňky (King et 

Kesson, 1988). 

 

Komplement 

 Komplement inhibuje viry hned několika mechanismy (Volanakis, 2002), 

počínaje lýzou obalených virových částic a virem infikovaných buněk pomocí C5-C9 

membránu napadajícího komplexu; zbavení se viru z oběhu po opsonizaci 

proteolytickými fragmenty C3, C3b a C3bi, následovaného proniknutím do buněk, které 

exprimují receptor pro komplement; a C3-usnadněná absorpce antigenu a jeho 

prezentace makrofágy a dendritickými buňkami (Ochsenbein et Zinkernagel, 2000) 

během připravování imunitní odpovědi T a B lymfocytů (Ochsenbein et al., 1999). 

  

Získaná imunita 

  Role protilátkové a buněčné imunitní odpovědi během patogeneze flavivirové 

infekce byly studovány na různých modelech zahrnujících aktivní a pasivní imunizaci 

v běžných a v imunodeficientních kmenech myší a buněk. Mozaika porozumění 

základním mechanismům obrany proti akutní encefalitidě začíná dávat smysl.  

 

Protilátková imunita – B lymfocyty 

 Protilátková odpověď na E a NS1 protein, zahrnující mnoho epitopů, včetně 

neutralizujících protilátek proti E proteinu i protilátek proti NS1 virovému proteinu, 

může zabránit vzniku fatální encefalitidy, jak již bylo demonstrováno při mnoha 

pasivních a aktivní imunizačních experimentech na zvířecím modelu (Diamond et al., 

2003; Gould et al., 1987; Putnak et Schlesinger, 1990). 

Mechanismus protilátkami řízené obrany proti flavivirové infekci zahrnuje 

přímou neutralizaci vazbou na receptor (Crill et Roehrig, 2001), zablokování rozbalení 

viru (Gollins et Porterfield, 1984), a Fc receptor závislé pučení viru přes 

retikuloendoteliární systém (Heinz, 1986; Roehrig et al., 1989). NS1 protilátková 

neutralizace byla také zdokumentována (Cane et Gould, 1988; Puntak et Schlesinger, 

1990). Předpokládá se, že protilátky proti NS1 zprostředkovávají lýzi virem 

infikovaných buněk, které exprimují tento protein na svém povrchu (Schlesinger et al, 

1990). Ačkoliv se neutralizující funkce protilátek považuje pouze za obranný 

mechanismus (Markoff, 2000), je tento proces pravděpodobně doplněn efektorovou 
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funkcí vrozeného a získaného imunitního systému, která hraje roli v kontrole infekce a 

je méně snadno demonstrovatelná.  

 Myši postrádající B lymfocyty, a tedy i protilátky, jsou více vnímavé 

k flavivirovým infekcím a encefalitidám (Diamond et al., 2003; Liu et Chambers, 

2001). 

Flavivirová infekce typicky vyvolává IgM odpověď, která může často přetrvávat 

po dlouhé období (Monath, 1971). A to i přestože experimntálně zjištěná počáteční IgM 

odpověď k encefalickým virům si může udržet proměnlivou neutralizační aktivitu a 

obrannou kapacitu (Diamond et al., 2003). 

Zatímco role intenzivní IgM odpovědi může poskytovat trvalou neutralizující 

aktivitu, je mnohem důležitější aktivace komplement-dependentní cesty zahrnující 

programovanou virově specifickou B a T buněčnou odpověď. Podstata IgG protilátek 

pak zahrnuje široké spektrum uplatnění, včetně inhibice hemaglutinace, komplement 

fixace a neutralizace viru (Chambers et Diamond, 2003). 

V každém případě, anamnestická protilátková odpověď se ukazuje být stěžejní 

v obraně proti encefalickým virům ve směru imunizace a tvorbě nových modelů, které 

figurují při pasivní protilátkové vakcinaci (Konishi et al., 1999; Pan et al., 2001). 

 

Buněčná imunita - T lymfocyty 

  Buněčná imunita jasně přispívá ke kontrole virové infekce v experimentálních 

zvířecích modelech, ale liší se v závislosti na zaměření výzkumu a ve vztahu k virulenci 

daného patogena. Myši postrádající T buňky selhávají při tvorbě obranné imunity po 

subletálním vystavení kmenu viru žluté zimnice (Bradish et al., 1980). 

 Role virově specifických CD4+ T buněk při flavivirové encefalitidě není 

dostatečně objasněna, přestože experimentální modely ukazují potřebu takovýchto 

buněk v obraně proti akutním chorobám. Některé z cytotoxických T buněčných 

odpovědí na infekce dengue a JEV jsou zahrnuté v CD4+ buňkách a jsou 

pravděpodobně řízeny Fas/FasL interakcemi, které mají význam pro možnou 

imunopatologickou odpověď jak v perifériích, tak v centrální nervové soustavě (shrnuto 

v: Chambers et Diamond, 2003).  

 Mnoho posledních studií se zabývalo objasněním role CD8+ T buněk ve 

flavivirových infekcích. Flavivirově specifické CD8+ T buňky mají mnoho 

efektorových funkcí, včetně cytotoxické aktivity a produkce INF-II (Liu et al., 1989). 

Kvantifikování CD8+ T buněčné odpovědi vůči infekci žluté zimnice u pokusných myší 
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(van der Most et al., 2002) odhaluje aktivaci imunodominantních epitopů a je 

podporováno pozorováním, že u myší postrádajících CD8+ znak neprobíhá dostatečná 

likvidace infekce z centrálního nervového systému (Liu et Chambers, 2001). Některé 

studie s virem australské encefalitidy (Lincon Luna et al., 2002), virem dengue 

(Rothman et Ennis, 1999), virem západního Nilu (Wang et al., 2003) a virem klíšťové 

encefalitidy (Růžek et al., 2009) naznačují, že cytotoxicita zprostředkovaná CTL 

(cytotoxickými T lymfocyty) přispívá k rozvoji patogeneze infekce flaviviry. 

 Ačkoliv výzkum postupuje stále rychlejšími a delšími kroky vpřed, efektorové 

vlastnosti T buněk a jejich role v obraně proti flavivirům jsou stále otázkou. 
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1.2.3. Ostatní faktory 

Navzdory všem zjištěním, na věku závislá rezistence vůči flavivirům v oblastech 

endemických pro lidské choroby, je rezistence silně ovlivněna efektem imunizace a 

opakujícími se inaparentními infekcemi s homologním nebo heterologním virem. 

Důsledkem takovýchto kumulativních imunitních odpovědí pak může být zvýšená 

obrana nebo zmírnění průběhu choroby (Kurane, 2002; Solomon et Vaughn, 2002). Je 

však stále otázkou, v jaké míře, a hlavně v jakém stáří, je organismus připraven na první 

střetnutí s „nepřítelem“ . 

 Experimentálně doložené svědectví, které se týká predispozice nervového 

systému k patogenezi encefalitidy při infekci JEV, je ve své podstatě pediatrickou 

záležitostí. Je založeno na faktu, že arboviry mají sklon k rychlému rozšíření v nervové 

tkáni mladých hlodavců, a to pokud možno co nejdříve, než dojde k rozvoji rezistence, 

která je zde představována omezenou replikací viru v neuronech, jako důsledek 

diferenciace a zrání těchto neuronů (Hase et al.,1993). 

 Další studie na myším modelu, tentokrát s virem Sinbis, ukázala, že rozdílná 

exprese genů v neurálních buňkách mladých a starších myší zodpovídá za rezistenci 

vázanou na stáří jedince. Geny účastnící se tohoto procesu zahrnovaly regulátory 

apoptózy, na interferon reagující geny a jiné druhy regulace, které jsou řízeny vývojem 

(Labrada et al., 2002). 

Anderson a Hanson (1974) sledovali rozdíly ve vnímavosti myší k flavivirové 

infekci u dospělých myších samců a samic po inokulaci encefalitidou St. Louis. 

Vnímavost myších samic byla téměř shodná s vnímavostí samců ve stáří dvou měsíců, 

ovšem ve staří tří a čtyř měsíců došlo u samic k poklesu mortality (Andersen et Hanson, 

1974). Zdá se, že genetické faktory, hormonální efekt a proces stárnutí může ovlivnit 

rezistenci vůči flavivirům. 

Koexistence infekce jiného agens může také ovlivnit rezistenci vůči 

flavivirovým encefalitidám (Azad et al., 2003; Pavri et al., 1975; Hayashi et Arita, 

1977). Tento fakt hraje důležitou roli nejen ve výzkumu a je třeba uvědomit si možné 

následky v experimentálních pokusech, kdy může docházet ke vzniku oportunních 

chorob a interferencím s přítomným agens.  

Další vliv na flavivirovou rezistenci mohou mít OAS geny účastnící se aktivace 

RNase L (viz výše). Mechanismus propojující resistenci s geny není zcela znám a mohl 
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by zodpovídat i za jiné potencionální funkce OAS proteinů na vnitrobuněčné úrovni při 

virovém napadení (Samuel, 2002).   
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2. Cíle práce 

 

1. Vypracovat kritickou literární rešerši zaměřenou na faktory resistence hostitele 

vůči infekci flaviviry. 

2. Infikovat soubor rekombinantních kongenních myší virem klíšťové encefalitidy; 

zaznamenat mortalitu myší a střední dobu přežití, stanovit titr viru ve vybraných 

orgánech  v různých časových intervalech po infekci. 

3. Infikovat soubor imunologicky odlišných kmenů myší virem KE; stanovit titr 

viru ve vybraných orgánech v různých časových intervalech po infekci. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 26 

3. Materiál a Metody 

 

Myši 

Myši s rozdílnou imunologickou výbavou, Balb/c a C57Bl/6  kmeny myší byly 

původně získány z laboratoří Charles River Laboratories (Sulzfeld, Germany). CD8α-

knockout myši, odvozené z kmene  C57Bl/6 (CD8-/-; kmen B6.129S2-Cd8atm1Mac), byly 

získané z The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). SCID myši (C.B17/Irc-scid) 

odvozené od kmene Balb/c pocházely původně z laboratoří Charles River Laboratories 

(Sulzfeld, Germany). Tyto myši byly umístěny v plastových nádobách s podestýlkou ze 

sterilních dřevěných hoblin v gnotobiologických isolátorech (BEM Znojmo, Czech 

Republic) se vzdušnými filtry. Myši měly k dispozici vodu a sterilní granulovanou 

potravu ad libitum. Pro pokus bylo použito 12 dospělých (6-8 týdnů starých) myších 

samic z každé skupiny. 

Myši s rozdílnou genetickou výbavou, rekombinantní kongenní kmeny (RCS-

„Recombinant Congenic Strains“) byly získány křížením Balb/c-c-STS/Dem 

(CcS/Dem) řady. Původně vzniklých 20 CcS/Dem kmenů nese různou, náhodnou 

kombinaci 12,5% genů z kmene STS/A a 87,5% genů z Balb/cHeA kmene (Démant, 

1986). V pokusech byly použity kmeny myší STS, Balb/c, CcS3, CcS5, CcS7, CcS9, 

CcS12, CcS15, CcS 16 a CcS18, které byly laskavě poskytnuty doc. Marií Lipoldovou, 

CSc., vedoucí Oddělení molekulární a buněčné imunologie, Ústavu molekulární 

genetiky AVČR v Praze na základě dohody o spolupráci. Myši byly infikovány virem 

KE ve stáří 18-22 týdnů, vzhledem k důležitosti kompletně vyvinutých aspektů 

imunitního systému. V pokusech u myší s rozdílnou genetickou výbavou byly použity 

myši obou pohlaví.  

Pro stanovení střední doby přežití v pokuse s rekombinantními kongenními 

kmeny bylo použito 18 myší (CcS3 – 5 myší; CcS5 – 6 myší; CcS9 – 3 myši; STS – 10 

myší; Balb/c – 9 myší), ostatní kmeny nebyly zahrnuty vzhledem k celkovému počtu 

myší a významnosti experimentu. Pro stanovení titru viru v orgánech byly použity 

rekombinantní kongenní kmeny CcS3, CcS5, CcS12, CcS18 a parentální kmeny Balb/c 

a STS. 

Vzhledem k níže uvedeným skutečnostem (přítomnost infekce myšího noroviru) 

jsou uveřejněny výsledky z předpokusů pro stanovení střední doby přežití zahrnující 49 
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myší v zastoupení: CcS3 – 6 myší; CcS5 – 9 myší; CcS7 – 6 myší; CcS12 – 6 myší; 

CcS15 – 8 myší; CcS16 – 6 myší, Balb/c – 8 myší. 

Kmeny Balb/c, C57Bl/6 a CD8-/- a rekombinantní kongenní kmeny myší CcS3, 

CcS5, CcS7, CcS9, CcS12, CcS15, CcS16, CcS18, včetně parentálních kmenů STS a 

Balb/c, byly umístěny v experimentálních „specific-pathogen free“ podmínkách v 

plastových nádobách s podestýlkou z dřevěných hoblin. V experimentální místnosti 

byla udržována konstantní teplotou 22 °C a 65% vlhkost vzduchu.  

 

Virus  

V pokusech prováděných na myších s různou genetickou výbavou, byl použit 

virus KE, kmen Hypr. Kmen Hypr je český prototypový kmen viru klíšťové 

encefalitidy, původně izolovaný z krve desetiletého dítěte, u kterého byla zjištěna 

infekce virem klíšťové encefalitidy v roce 1953 na území České republiky. 20% 

suspenze viru byla udržována ve zmrazené podobě (-70°C) a pasážována v mozcích 

sajících myšek (přesný počet pasáží není znám). 

V pokusech, kde byly použity kmeny s různou genetickou výbavou, byl myším 

inokulován evropský prototypový kmen viru klíšťové encefalitidy, Neudoerfl. Tento 

kmen byl izolován z klíštěte Ixodes ricinus v Rakousku roku 1971 a jeho vlastnosti byly 

dobře popsány, včetně odhalení celé genomové sekvence a stanovení trojrozměrné 

struktury jeho obalového proteinu E (Rey et al., 1995). V pokusu byla použita 4. 

mozková pasáž viru. Virus byl uchováván při teplotě -70°C. 

 

Buněčné linie  

Pro plakovou titraci byla použita buněčná linie PS (“porcine kidney stable”; 

prasečí ledvina) (Inoue et al., 1962). Tyto buňky byly kultivovány v médiu L15 

(Leibowitz) (Sigma) s přídavkem 3% prekolostrálního telecího séra (PTS), 1% 

antibiotik a antimykotik (Sigma; penicilin, streptomycin, amphotericin B) a 1% 

glutaminu při 37°C. Pasáž byla prováděna suchou trypsinizací. 

 

Plaková titrace  

Titr viru, vyjádřený v plakotvorných jednotkách (PFU, angl. Plaque forming 

units), byl stanovován metodou plakové tirace (de Madrid et Porterfield, 1969). Pro 

plakovou titraci byly použity 24 jamkové panely. Testované vzorky byly naředěny 

desítkovou řadou v kultivačním mediu. Poté bylo do každé jamky přidáno 300 µl 
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buněčné suspenze v množství 1,1-1,4 x 105 buněk (koncentrace 4-5 x 105 buněk/ml) a 

obsah panelu byl řádně promíchán. Buňky byly inkubovány při 37°C v atmosféře 0,5% 

CO2. Po 4 hodinách byly buňky převrstveny 400 µl přelivu (roztok 1,5% 

karboxymethylcelulóza a 2x koncentrovaného kultivačního média v poměru 1:1). Vše 

bylo inkubováno po dobu 4-5 dní za teploty 37°C v prostředí 0,5% CO2. Vzniklé plaky 

byly vizualizovány barvením, kdy byly panely nejprve promyty ve fyziologickém 

roztoku a živé buňky byly obarveny roztokem naftalenové černě (1 g naftalenové černě, 

60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu sodného, doplněno do 1 l destilované 

vody). 

 

Infekce 

Myši ve všech částech pokusů byly inokulovány subkutánně. Myši lišící se 

imunologickou výbavou byly inokulovány množstvím 100 pfu virového kmene Hypr, 

myši lišící se genetickou výbavou množstvím 104 pfu kmene Neudoerfl. Myši použité 

v předpokuse pro střední dobu přežití byly infikovány 103 pfu kmenem Neudoerfl. 

  

Odběr a příprava vzorků  

 Odběr vzorků u myší s rozdílnou imunologickou výbavou byl prováděn ve 

čtyřech intervalech: 1., 3., 6., a 8. den p.i. Odběr vzorků u myší s rozdílnou genetickou 

výbavou byl prováděn ve třech intervalech: 3., 7. a 11. den p.i. 

 Při dosažení daného časového bodu byly 3 myši z každé skupiny anestetizovány 

(inhalační anestetikum diethylether) a humánně usmrceny cervikální dislokací. Byly jim 

odebrány vzorky krve, slezina a mozek. Krev byla ponechána stát 15 minut při 

pokojové teplotě za účelem sedimentace koagula. Z následně stočeného vzorku bylo 

odebráno krevní sérum, které bylo zamraženo (-70°C) pro pozdější zpracování plakovou 

titrací. Orgány byly zváženy. Následně byly homogenizovány v předchlazené třecí 

misce za vzniku 20% (w/v) suspenze a klarifikovány centrifugací (13 tisíc otáček/min). 

Odebraný supernatant byl zmražen (-70°C) pro pozdější zpracování plakovou titrací. 

Veškeré vzorky byly během přípravy a následných pokusů uchovávány na ledu. 

 

Stanovení střední doby přežití 

Pokus, kdy byla sledována střední doba přežití u myší s rozdílnou genetickou 

výbavou, trval 29 dní. Počet přežívajících myší byl zaznamenáván denně ve stejnou 

dobu po celou dobu pokusu. 
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Vyhodnocení výsledků 

 Statistická významnost výsledků titru viru v orgánech byla vyhodnocována 

programem Statistica (StatSoft CR, Praha, verze 8.) pomocí analýzy variance (Fischer 

LSD Post Hoc test). U hodnot, které nevykazovaly normální rozdělení, byla data 

zlogaritmována. Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší než 5%, byly 

považovány za signifikantní a jsou v grafech označeny hvězdičkou. Data získaná při 

zjišťování střední doby přežití byla vyhodnocena „Survival Analysis“. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 30 

4. Výsledky 

 

Dynamika množení viru u myší s rozdílnou imunologickou výbavou 

Skupiny myší SCID, CD8-/-, C57Bl/6 a Balb/c byly subkutánně inokulovány 100 

pfu prototypového neurovirulentního kmenu Hypr. Kmen myší se závažnou 

kombinovanou imunodeficiencí (SCID) je srovnáván s kompetentním kmenem myší 

Balb/c. Myši postrádající CD8+ buňky jsou označovány jako CD8-/- a jsou kmenem 

odvozeným od  C57Bl/6 myší, a proto jsou tyto kmeny použity pro srovnání důležitosti 

role buněk CD8+ při infekci VKE. 

 V krvi, slezině a mozku (Obr. 4.1; Obr. 4.2; Obr. 4.3) byl pozorovatelný průběh 

virémie, kdy u myší CD8-/-, C57Bl/6 a Balb/c docházelo k nástupu virémie a 

následnému poklesu titru působením imunitního systému, rozdíly mezi těmito 

skupinami nejsou signifikantní. Signifikantní rozdíl  byl však pozorován u kmene SCID, 

prokazujícího se dlouhotrvajícím, stále se zvyšujícím množstvím viru ve srovnání 

s ostatními kmeny. Hodnoty množství viru v krvi (3. a 8. den p.i.) a ve slezině (6. a 8. 

den p.i.) byly mnohem vyšší v porovnání s ostatními kmeny (Obr. 4.1; 4.2). V mozkové 

tkáni (Obr.4.3) byl signifikantní rozdíl pozorován mezi SCID a Balb/c myšmi 6. den 

p.i.. Nízká virémie se u všech kmenů projevuje ve 3. dni p.i. K opětovnému zvýšení 

titru viru pak došlo u kmenů  CD8-/-a C57Bl/6 8. den p.i. v krvi (Obr. 4.1). 
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Obr. 4.1 Graf závislosti množství VKE (pfu/ml) v krevním séru na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší. 

Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší než 5%, byly považovány za signifikantní a 

jsou v grafu označeny hvězdičkou. 
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Obr. 4.2 Graf závislosti množství VKE (pfu/g) ve slezině na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší. 

Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší než 5%, byly považovány za signifikantní a 

jsou v grafu označeny hvězdičkou. 
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Obr. 4.3 Graf závislosti množství VKE (pfu/g) v mozku na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší. 

Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší než 5%, byly považovány za signifikantní a 

jsou v grafu označeny hvězdičkou. 

 

Dynamika množení viru u myší s rozdílnou genetickou výbavou 

 Rekombinantní kongenní kmeny (CcS3, CcS5, CcS9, CcS12 a CcS18), včetně 

parentálních kmenů myší (Balb/c, STS), byly subkutánně inokulovány VKE kmenem 

Neudoerfl, dávkou 104 pfu.    

Kmeny myší - CcS3, CcS5, CcS9, CcS12 a CcS18 byly pozitivně testovány na 

přítomnost myšího noroviru, pozitivita 3 + ze 4 možných (AnLab Ltd.; Praha, Česká 

republika). Tato skutečnost je patrná i na průkaznosti rozdílů mezi skupinami v níže 

uvedených grafech (Obr.4.4; Obr.4.5; Obr.4.6; Obr.4.7). Myší norovirus však nebyl 

přítomen u parentálních kmenů – Balb/c a STS.  

Množení viru v krvi a slezině myší STS kmene mělo odlišný průběh od ostatních 

skupin, se zřetelem na kmen CcS5, kde vrchol titru viru byl způsoben jednou odlehlou 

hodnotou ze tří pozorování. Vrchol titru viru u kmene STS se objevil kolem 3. dne p.i. a 

přetrvával téměř až do 7.dne p.i. Titr viru ve slezině měl pak vrchol v 7. den p.i. 7. den 

p.i. byl u STS kmene detekován virus i v mozkové tkáni. V kontrastu k STS myším stojí 

kmen Balb/c, kde virémie proběhla před 3. dnem p.i., ve stejnou dobu byl virus 

detekován i ve slezině, a mozková tkáň byla napadena podstatně dříve než tomu bylo u 
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kmene STS, tato data korespondují s výsledky získanými v pokusech se střední dobou 

přežití (Obr.4.7; Obr.4.8). 

 V naměřených hodnotách titru VKE v následujích třech grafech byla průkazná 

pouze jedna skupina myší - CcS5 - 11. den p.i.(Obr.4.5). 
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Obr. 4.4 Graf závislosti množství VKE (pfu/ml) v krevním séru na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší, 

kromě odběrů ze 3. dne p.i. u kmenů CcS12 a CcS18 a v případě 7. dne u kmene CcS18, kde 

byly použity vždy dvě myši z daného kmene. Při tomto pokusu nebylo dosaženo výsledků, 

jejichž hladina významnosti p by byla menší než 5%. 
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Obr. 4.5 Graf závislosti množství VKE (pfu/g) ve slezině na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší, 

kromě odběrů ze 3. dne p.i. u kmenů CcS12 a CcS18 a v případě 7. dne u kmene CcS18, kde 

byly použity vždy dvě myši z daného kmene. Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší 

než 5%, byly považovány za signifikantní a jsou v grafu označeny hvězdičkou (skupina myší 

CcS5 se v tomto bodě signifikantně lišila od skupin CcS3, STS, CcS12 a Balb/c). 
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Obr. 4.6 Graf závislosti množství VKE (pfu/g) v mozku na čase po inokulaci. 

Přerušovaná čára znázorňuje spodní detekční mez. Každý bod reprezentuje průměr ze tří myší, 

kromě odběrů ze 3. dne p.i. u kmenů CcS12 a CcS18 a v případě 7. dne u kmene CcS18, kde 

byly použity vždy dvě myši z daného kmene. Při tomto pokusu nebylo dosaženo výsledků, 

jejichž hladina významnosti p by byla menší než 5%. 

 

Střední doba přežití myší  s rozdílnou genetickou výbavou 

Následující grafy (Obr.4.7; Obr.4.8) znázorňují mortalitu myší v závislosti na 

dnech po inokulaci. Z důvodu přítomnosti myšího noroviru ve skupinách uváděných 

v Obr.4.7 jsou uvedena data získaná v přípravném pokuse Obr.4.8. Tato data byla 

získána před výskytem infekce myšího noroviru v chovu.  

Střední doby přežití, jejich směrodatné odchylky a a počet přeživších myší jsou 

uvedeny vždy pod příslušným grafem (Obr.4.7; Obr.4.8) v tabulkách (Tabulka 4.1; 

Tabulka 4.2).  

V rámci souboru rekombinantních kongenních kmenů myší nebyla pozorována 

plná rezistence k infekci virem klíšťové encefalitidy. Nejmírněji probíhala infekce u 

kmene CcS3 (Obr.4.7; Obr.4.8) a STS (Obr.4.7). 

 



 

 36 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

dny [p.i.]

po
č

et
 m

yš
í [

%
]

CcS3 

CcS9 

STS 

Balb/c 

CcS5

 

Obr. 4.7 Graf závislosti přežívání myší infikovaných VKE na dnech po inokulaci. Pokus 

proběhl bezprostředně v období před objevením infekce myšího noroviru v chovu, nutno pro 

tento pokus uvažovat jeho možný vliv na střední dobu přežití. Přežití STS myší v tomto pokusu 

bylo odlišné od ostatních skupin, avšak vzhledem k nízkému počtu myší v dalšich skupinách 

není možné provést směrodatnou statistickou analýzu. 

 

Tabulka 4.1 Tabulka středních dob přežití myších kmenů uvedených v grafu: Obr.4.7.  

Délka trvání pokusu 29 dní. 

Kmen myší CcS5 CcS3 CcS9 STS Balb/c 

Střední doba přežívání [dny] 18,7 18,4 16,3 23,9 18,4 

Směrodatná odchylka [dny] ± 3,8 ± 6,1 ± 2,1 ± 6,7 ± 6,3 

Počet myší, které přežily / 

celkový počet myší 
0/6 1/5 0/3 7/10 2/9 
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Obr. 4.8 Graf závislosti přežívání myší infikovaných VKE na dnech po inokulaci. 

Získaná data pochází z předpokusu, proto se zde nepředpokládá vliv myšího noroviru. 

Výsledků, jejichž hladina významnosti p je menší než 5% (p<0,05), bylo dosaženo pro rozdíly 

středních dob přežití mezi kmeny Balb/c - CcS3 a Balb/c - CcS16. 

 

Tabulka 4.2 Tabulka středních dob přežití myších kmenů uvedených v grafu: Obr.4.8. 

Výsledky, jejichž hladina významnosti p je menší než 5%, byly považovány za signifikantní a 

jsou  v tabulce označeny hvězdičkou. Délka trvání pokusu 28 dní. 

Kmen myší Balb/c* CcS3*  CcS5 CcS7 CcS12 CcS15 CcS16*  

Střední doba přežívání [dny] 16,1 24,2 21,1 21,2 20,8 20,3 22,8 

Směrodatná odchylka [dny] ± 5,5 ± 6,0 ± 7,2 ± 7,8 ± 5,9 ± 8,4 ± 6,0 

Počet myší, které přežily / 

celkový počet myší 
1/8 4/6 4/9 3/6 2/6 4/8 2/6 
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5. Diskuze 

Patogeneze KE u hostitelů s odlišnou genetickou výbavou 

Průběh KE u lidí zahrnuje komplex zánětlivých procesů, skládajících se z úzce 

propojených elementů buněčné a protilátkové imunity (Gelpi et al, 2006). Významné 

zánětlivé infiltráty v CNS (centrální nervový systém), pozorované při fatálních 

případech KE, byly převážně složeny z T-lymfocytů, makrofágů a mikroglií. B 

lymfocyty se v CNS vyskytovaly jen vzácně (Gelpi et al, 2005).  

Buněčná imunita chrání sice CNS  před infekcí, ale v okamžiku kdy patogen 

invaduje do CNS nastane situace, kdy cytotoxická aktivita začne zhoršovat průběh 

nemoci (Dorries, 2001). Cytotoxické CD8+ T-lymfocyty interagují s MHC třídou I 

(„main histocompatibility complex“ – hlavní histokompatibilní komplex) a uvolňují 

granzymy B, serinovou proteázu, která způsobí smrt  cílové buňky indukcí apoptózy 

nebo nekrózy (Budihardjo et al., 1999). Některé vědecké skupiny během svých pokusů 

také zjistily, že  při nedostatku cytotoxických efektorových funkcí (Fas ligandu a 

perforinů) nedochází ke vzniku flavivirových encefalititid (Lincon Luna et al., 2002). 

Cytotoxické buňky CD8+ T-lymfocyty značně zvyšují neurální poškození CNS 

v případě KE (Gelpi et al., 2006). 

Ačkoliv se imunopatologie flavivirových encefalitid jeví být primárně řízena 

CD8+ T-lymfocyty, není přesně známá role virově specifických CD4+ T-lymfocytů, 

přestože některé pokusy nasvědčují na nezastupitelnou potřebu těchto buněk během 

akutní infekce (Chambers et Diamond, 2003). Předpokládá se, že CD4+ T-lymfocyty 

konrolují virovou infekci přes aktivaci odpovědi B a CD8+ T-lymfocytů, produkcí 

zánětlivých a antivirových cytokinů, přímými cytotoxickými efekty na infikované 

buňky a podporou paměťové funkce B lymfocytů (Sitati et Diamond, 2006). In vivo 

studie Sitatiové a Diamonda z roku 2006 poukazují na nepostradatelnou úlohu CD4+ T-

lymfocytů v omezení patogeneze při infekci virem západního Nilu. Dle této studie 

dochází u myší postrádajících CD4+ T-lymfocyty ke zvýšení perzistence viru a 

v neposlední řadě ke zvýšení mortality. Navzdory tomu nebyla zjištěna zvýšená 

mortalita u myší postrádajících CD4+ T-lymfocyty v případě viru žluté zimnice (Liu et 

Chambers, 2001) ani viru dengue (Shresta et al.,  2004). 

V případě CD8-/- myší po infekci vysokou dávkou virem západního Nilu 

mortalita poklesla ze 100% (imunokompetentní myši) na 82%; myši, které podlehly, 

navíc měly výrazně delší střední dobu prežití oproti imunokompetentním myším. CD8-
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deficientní myši měly však přesto signifikantně vyšší titr viru v mozku v průběhu celého 

trvání pokusu. To poukazuje na to, že imunopatologický účinek CD8+ T-lymfocytů má 

významnou úlohu i v případě infekce virem západního Nilu (Wang et al., 2003). Ale v 

okamžiku, kdy byla použita menší dávka viru, se zdálo, že efekt CD8+ T-lymfocytů je 

opačný, totiž, že primárně zprostředkovává likvidaci viru (Wang et al., 2003), což je ve 

shodě i s další studií (Shrestha et Diamond, 2004). Zdá se tedy, že to, zda CD8+ T-

lymfocyty vykazují imunopatologickou či obrannou úlohu, je determinovano řadou 

faktorů, mezi které patří mj. dávka viru a jeho virulence. 

 Výsledky získané z pokusů na myších kmenem lišících se imunologickou 

výbavou nasvědčují zjištění, že CD8+ T-lymfocyty sice přispívají k odstraňování VKE 

z organismu, nicméně současně vykazují imunopatologické účinky. Na úlohu těchto 

buněk při odstraňování viru  poukazuje fakt, že po infekci myší dávkou 100 pfu VKE, 

byly titry viru signifikantně vyšší u SCID kmene v porovnání s ostatnímy kmeny, a to 

jak v krvi, tak i ve slezině a v mozkové tkáni. Podobně tomu bylo i v případě infekce 

viru západního Nilu (Wang et al., 2003). Nicméně na druhou stranu, navzdory vysokým 

titrům viru v orgánech, byla u SCID kmene pozorována vyšší střední doba přežití po 

infekci VKE oproti ostatním kmenům myší a pouze mírné histopatologické změny 

v mozkové tkáni (Růžek et al., 2009). Vysoký titr viru v mozkové tkáni pozorovaný u 

těchto myší byl výrazně vyšší v porovnání s kmenem Balb/c, proto se nepředpokládá, že 

by titr viru přímo ovlivňoval střední dobu přežití nebo patologii (Růžek et al., 2009). 

Z ostatních výsledků vedoucích k závěru limitovaného významu CD8+ T lymfocytů při 

odstraňování VKE z organismu, je nutné zmínit malý rozdíl titru viru v krvi, slezině a 

mozku mezi CD8-/- a C57Bl/6 kmeny myší. Z našich výsledků je patrné, že CD8+ T-

lymfocyty mají pouze malý vliv na potlačení infekce.  

Získané výsledky v případě našich jiných experimentů s VKE (Růžek et al., 

2009), však poukazují na roli  CD4+ T lymfocytů jako buňky potlačující infekci VKE a 

CD8+ T lymfocytů jako buňky  podílející se  na imunopatologii VKE. 

 

Patogeneze KE u hostitelů s odlišnou imunologickou výbavou výbavou 

 Studium patogeneze KE v rekombinantních kmenech myší bylo provedeno 

z toho důvodu, abychom byli schopni odpovědět na otázku, zda za průběh infekce VKE 

zodpovídá jeden gen nebo zda je odpověď výsledkem polygenního působení.  

Protože Balb/c a STS kmeny poskytují kombinaci poměrně různorodého 

genetického materiálu, byly vybrány pro vznik rekombinantí kongenní řady (Démant et 
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Hart, 1986). Tyto myši byly původně určeny pro studium nádorů tlustého střeva (Groot 

et al., 1992). Dárcovský kmen STS (12,5% genomu) byl k nádorům rezistentní, zatímco 

genom příjemce (87,5% genomu) Balb/c vysoce inklinoval k vývoji adenomů a 

adenokarcinomů (Moen, 1991). Řady RCS („Recombinant Congenic Strains“) jsou 

ovšem vhodné pro studium různých biologických procesů (imunitní odpověď, 

metabolismus, atd.) stejně  jako ke studiu mnoho patologických stavů (autoimunita, 

infekce, arteroskleróza, atd.). Další výhoda spočívá ve skutečnosti, že každý RCS kmen 

představuje inbrední linii, která může být využita při fokusaci daného genu (Groot et 

al., 1992). O vhodnosti zahrnutí CcS/Dem řady do studie patogeneze klíšťové 

encefalitidy se lze přesvědčit při pohledu na grafy zobrazující závislost přežívání 

parentálních kmenů myší na čase (Obr.4.7; Obr.4.8) a na průběhu infekce (Obr.4.4, 

Obr.4.5, Obr.4.6). Přežívání STS dárcovského kmene (12,5% genomu) se jeví jako 

nejdelší, současně v kombinaci s nejnižší mortalitou, zatímco přežívání u kmene 

příjemce (87,5% genomu) Balb/c je doba přežívání nízká. Díky této vlastnosti můžeme 

předpokládat rozdělení genů v jednotlivých liniích podle významnosti daného genu na  

průběh infekce VKE. Zatímco gen Flv zřejmě zodpovídá za  vnímavost, nebo rezistenci 

organismu, celkový průběh infekce je řízen komplexem dějů a reakcí, které se navzájem 

ovlivňují. Proto hledáme další geny, které by mohly v případě klíšťové encefalitidy 

zodpovídat za celkový průběh infekce, včetně hostitelské antivirové, cytokinové, 

humorální  a buňečné odpovědi. 

Při objevení genu Flv se rezistentní alela nevyskytovala u běžných laboratornách 

kmenů myší (Darnell et al, 1974a), ale vzhledem ke schopnosti tvořit inbrední linie 

hrály zásadní roli při nalezení rezistentního genu. Jedním z vnímavých kmenů, 

zahrnutých ve studiích, zabývajících se flavivirovou rezistencí, byl i kmen Balb/c. Tento 

kmen se projevil 100% mortalitou na infekci viru atenuovaného kmene žluté zimnice 

17D-YFV (Tabulka 1.2). S ohledem na vlastnosti, jako je schopnost tvořit inbrední linie 

a zvýšená vnímavost k flavivirovým infekcím, je laboratorní kmen Balb/c uplatněn i 

v naší studii. Jako protipól zde figuruje kmen STS, který představuje rezistentní kmen 

myši a tedy i potenciální zdroj rezistentních genů. Proto lze přežívání STS kmene myší  

považovat za nejzajímavější a nejvýznamější zjištění vzhledem k vysoké odlišnosti od 

ostatních skupin (Obr. 4.7). Stejný kontrast ve vnímavosti a rezistenci u parentálních 

kmenů CcS/Dem řady byl pozorován při infekci leischmániemi (Lipoldová et al., 2000). 

Na druhou stranu je stále přítomna otázka, zda danou rezistenci STS kmene vůči VKE 

nezapříčinil důsledek kumulativních imunitních odpovědí (Kurane, 2002; Solomon et 
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Vaughn, 2002), jako reakce na předcházejí infekci jiným patogenem, v našem případě 

myším norovirem. 

Za jedince nakažené myším norovirem jsou v naší studii považovány všechny 

myši v pokusech s RCS kmeny, kde probíhalo měření titru viru (Obr.4.4; Obr.4.5; 

Obr.4.6), mimo parentální kmeny, jejichž výsledky testu na myší norovirus byly 

negativní. Současně se za nakažené myši mohou považovat některé skupiny zahrnuté 

v pokuse pro stanovení střední doby přežití (Obr.4.7), odlišující se od výsledků 

získaných v předpokuse (Obr.4.8), jako je například kmen CcS3.  

Kmen CcS3 se odlišoval od ostatních  kmenů vysokou střední dobou přežití 

(Obr.4.8). Titr viru u tohoto kmene se nejvíce podobal průběhu množení viru u Balb/c 

myší. Ale podobal se mu i v případě pokusu se střední dobou přežití v grafu Obr.4.7, 

který je zcela kontrastní ke zjištění, že kmen CcS3 dosahoval nejvyšších hodnot pro 

střední dobu přežití v předpokusu Obr.4.8. Za původce tohoto rozdílu může být 

považována infekce myším norovirem, která mohla  způsobit oslabení myší tohoto 

kmene.  

Klíšťová encefalitída v populaci hostitelů, včetně lidí, má široké spektrum 

klinickych projevů a průběhu - od zcela mírných inaparentních nákaz až po težké 

neuroinfekce vedoucí k trvalému postižení nebo dokonce smrti jedince. Tudíž zde 

existuje určitá pluralita, kterou jsme se pomocí souboru geneticky odlišných kmenů 

myší snažili napodobit. A i v tomto případě jsme pozorovali určité odlišnosti v průběhu 

infekce (aniž by byly sledovány klinické ukazatele - teplota, pokles hmotnosti těla – na 

tyto faktory bude naše studie zaměřena v budoucnu) - čistě na základě míry množení 

viru v různých orgánech a na základě určení střední doby přežití a mortality. S mírnou 

nadsázkou by z tohoto pohledu mohla infekce myším norovirem být potenciálně 

přínosná. Snažíme-li se popsat skutečný vliv patogena za přírodních podmínek, pak 

musíme brát v úvahu i působení více než jednoho patogena. 

Důležité je poukázat na skutečnost, že projev jednoho genu ovlivňující rezistenci 

například jako Flvr není charakterizován pouze samotným genem, ale další řadou 

faktorů. Tyto faktory mohou být jak hostitelské (genetická výbava, imunologická 

výbava, věk, pohlaví, adt.) tak i faktory vnější jako je virulence patogena nebo dokonce 

inteference dvou a více patogenů (Azard et al., 2003; Parvi et al., 1975; Hayashi et 

Arita, 1977) jako tomu bylo v našem případě. Role věku a pohlaví mohla také mít svůj 

význam (Andersen et Hanson, 1974). Ačkoliv z prvních pokusů nebyl patrný rozdíl 
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v úmrtnosti mezi samci a samicemi, nejsme schopni vzhledem k nedostatečným počtům 

myší říci, že by vliv pohlaví byl v našich pokusech zcela zanedbatelný. 
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6. Závěr  

  

� Infikovali jsme soubor imunologicky odlišných kmenů myší virem KE, stanovili 

jsme titr viru v krvi ve slezině a v mozku v různých časových intervalech po 

infekci. Výsledky získané z těchto pokusů nasvědčují zjištění, že CD8+ T 

lymfocyty sice přispívají k odstraňování VKE z organismu, nicméně současně 

vykazují imunopatologické účinky. 

 

� Soubor rekombinantních kongenních myší byl infikován virem klíšťové 

encefalitidy; byla sledována mortalita myší a střední doba přežití a stanoven titr 

viru v krvi, slezině a mozku v různých časových intervalech po infekci. 

Zjistili jsme že CcS/Dem řada je vhodná ke studiu rezistence proti KE. I 

geneticky shodní jedinci se mohou za přirozených podmínek lišit v odpovědi na 

infekci KE. 
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