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1. Uvod

1.1 Virus kliSt'ové encefalitidy

Klistova encefalitida (KE), onemocnéni zplisobené virem klistové encefalitidy (VKE),
centralni nervovy systém ¢loveéka v rozséhlych oblastech Evropy a Asie (Heinz ef al., 2000).
Celosvétové se eviduje piiblizné 10-12 tisic ptipadd KE za rok (Siiss, 2003). Na Ceskou
republiku pfipadd ztoho kazdorocné 500-1000 diagnostikovanych piipadi KE (EpiDat-
databaze Statniho zdravotniho ustavu v Praze; pouzita data za poslednich deset let).
Navzdory zavaznosti a vyznamu KE neni patogeneza tohoto onemocnéni dikladné
prozkoumana. Proti KE dosud neexistuje zadny specificky 1€k a nejucinnéjsim zplisobem
ochrany pied infekci VKE je preventivni ockovani.

VKE patii do rodu Flavivirus, ¢eledi Flaviviridae (Thiel et al, 2005). Rod Flavivirus je
tvofen vice nez 50 druhy virt. Zastupce rodu Flavivirus dale délime podle pfenasece do tii
skupin. Jsou jimi viry bez zndmého ptenaseCe, viry pfenaSeny komary a konecné viry
prenaSené klistaty (Gritsun et al, 2003). Mnohé z virG nélezejicich do téchto skupin
reprezentuji vyznamné lidské patogeny. Krom¢ VKE uved'me naptiklad virus dengue, virus
japonské encefalitidy, virus zdpadniho Nilu, ¢i virus Zluté zimnice. Skupina klistaty
prendsSenych flaviviri se dale ¢leni na dvé podskupiny dle hostitelské preference, tj. na
flaviviry infikujici pfedevsim savce a flaviviry, jejichZz hostiteli jsou zejména moisti ptaci.
VKE pfislusi do sav¢i podskupiny flavivira. V ramci VKE déle rozliSujeme tfi subtypy —
evropsky, sibifsky a dalnovychodni (Gaunt et al., 2001; Grard et al., 2007).

Do tzv. ,,serologické skupiny klistové encefalitidy fadime krom& VKE dale napt. virus
vrtivky (Louping ill virus), virus Langat a virus Powassan. Dalsi dva ptibuzné viry ze stejné
skupiny, virus Omské hemoragické horeCky a virus horeCky Kyasanurského lesa,
zpusobujici infekce projevujici se jako hemoragické horecky, spise nez encefalitidy (Pattnaik
2006; Ruzek et al., 2010). VSichni tito zastupci dnes patii mezi nejvyznamngj$i znovu se

objevyjici (,,reemergentni‘‘) ptivodce onemocnéni pirendSené krevsajicimi ¢lenovci.

1.1.1 Molekularné-biologicka charakteristika VKE

Genetickou informaci VKE nese jednovlaknova RNA pozitivni polarity o délce 11 kb.

Virovy genom obsahuje jeden otevieny ¢teci ramec (ORF), ktery koduje polyprotein tvoreny



3414 aminokyselinami (Obr. 1.1). Tento polyprotein je St€épen bunécnymi a virovymi

protedzami na tfi strukturni proteiny (C, M a E) a sedm nestrukturnich proteinti (NS1, NS2A,

NS2B, NS3, NS4A, NS4B a NS5) (Lindquist et Vapalahti 2008) Tab. 1.1.

5'UTR

Protein

Velikost [kDa]

11 000 b

3UTR|

NESTRUKTURNI

NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5

46 22 14 70 16 27 103

Obr. 1.1 Schéma genomu VKE
Tab. 1.1 Strukturni a nestrukturni proteiny VKE a jejich funkce (dle Lindebach et Rice, 2003)

Protein  Funkce proteinm
cC hlawni protein kapsidy
M (prM) povrchowy protein; ochrana E proteinu
pied proteazami; chaperon-like aktivita
virowy hemaglutinin, slouZi k pfichyceni
E na bufice a iz membran, hlavni antigen
glykoprotein, wywvelava silnou  protilatkowvou
NS1 odpovEd’, hezamer negbvtny pro EIA replikact
koordinace tezi zabalenim EIMNA a ENA
NSZA
replicaci
NS2B kotalctor IS5 serinove proteazy
multi-funkcéni protein, serin proteasovy komplex
NS3 s ME2E, RMNA  helikdza, EMNA  replikace;
triptofosfatizova aktivita
NS4A neznaméa funkce
NS4B neznama funkce
methy] transferazova aktivita; EdEp
NS5

(B4 dependentni EIA polyinerasa)




OREF je ohraniCeny 5" netranslatovanou oblasti (UTR, z angl. ,,untranslated regions*;
asi 130 nukleotidit) a 3" UTR (350-750 nukleotidti) (Obr. 1.1). RNA v téchto oblastech tvoii
sekundarni struktury, které pravdépodobné maji dilezitou tlohu pfi replikace genomu,
translaci a baleni virové nukleové kyseliny do kapsidy viru (Gritsun ef al., 1997).

Nukleokapsida viru se vyznacuje ikosaedralni symetrii a je tvofena virovym
genomem, ktery je spojen s bazickym kapsidovym proteinem C. Cely nukleokapsid
predstavuje elektrodenzni jadro. Nukleokapsida je obalena lipidovou dvojvrstvou, v niz jsou
obsazeny dva glykoproteiny — protein E (,,envelope®) a protein M (,,membrane®). Primér
celého virionu je kolem 50 nm. Protein M se tvoii $t€épenim z nezralého prekurzoru prM pii
prichodu virionu ven z hostitelské buiiky. Protein E je hlavnim povrchovym proteinem
virové castice, ktery interaguje s bunécnymi receptory a zprostiedkovava fuzi viru
s bunéénou membranou. V sav¢ich buiikach také indukuje tvorbu virus-neutralizacnich
protilatek, které hraji dilezitou roli v protivirové imunitni odpovédi (Heinz, 1986). Cely

proces replikace VKE v hostitelské butice je znazornén na Obr. 1.2 (dle Samuel, 2002).
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Obr. 1.2 Schématické zobrazeni replika¢niho cyklu VKE v hostitelské buiice (dle Samuel, 2002)

1.1.2 Ekologie VKE

V pfirozeném prostiedi je vyskyt jakéhokoliv vektory pienaSeného viru Uzce spjat
s ekologii a biologii pienasece, s jejich oblastmi rozsifeni a obdobim jejich aktivity. VKE je
prenasen klistaty z rodu Ixodes. Nejcastéji se jednd o tyto dva druhy: Ixodes persulcatus
jako vektor zastupcii subtypu sibifského a dalnovychodniho (Blaskovic€ et al., 1967) a Ixodes
ricinus jako hlavni vektor zastupcti evropského subtypu VKE (Rampas et Gallia, 1949).
VKE se velice dobfe adaptoval na kliStata, a to jak na jejich fyziologické vlastnosti, tak i na
jejich chovéani (Nuttall et al, 1994). Faktory vyskytu klistat jsou zavislé pievazné na
klimatickych podminkach (teploté, vlhkosti, vegetaci). Tyto podminky poskytuji
bezbariérové rozsifeni klistat, které tvofi ptinejmensim 20 000 — 30 000 ptirodnich ohnisek
infekce VKE napfi¢ severni polokouli od Evropy po Japonsko (Korenberg et Kovalevskii,
1999).

Klisté infikované VKE zlstava nakazeno po cely zivot. Udrzovani VKE v klistatech
je usadnéno transstadidlnim a transovarialnim pfenosem (Obr. 1.3). Klistata obecné mohou

byt infikovéna virem KE tzv. viremickym nebo neviremickym zplisobem. K ptenosu dochazi




pfi spole¢ném sanim na malych hlodavcich (Labuda et al., 1996). Tito hlodavci maji ze
vSech hostitelll nejveétsi vliv na udrzeni VKE v ptirodé (Achazi et al, 2011). Role ¢loveka

jako hostitele VKE je zcela nahodna.
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Obr. 1.3 Cirkulace VKE v pfirod¢ (dle Ruzek et al, 2010 )

1.1.3 Klinické projevy KE u ¢lovéka

K ptenosu VKE na ¢lovéka muze dojit pii sani infikovaného klistéte na ¢lovéku nebo
pozitim nepasterizovaného mléka nebo mléénych produktii pochazejicich od infikovanych
koz, ovci ¢i krav (Gresikova 1958), Obr. 1.3.

U asi 70-80 % ptipadl probihd KE jako dvoufazové onemocnéni (Holzmann, 2003).
Po relativné kratké inkubacni dobé (7-14 dni) nastdva prvni, tzv. viremickd, faze infekce
(Kaiser, 1999; Holzmann, 2003). Projev pfiznakl trvd u prvni faze kolem 1-8 dntli, mezi
prvni a druhou fazi se nachdzi 7 denni bezptiznakovy interval. Pfiznaky béhem prvni faze se
podobaji chiipkovému onemocnéni (horecka, unava, nevolnost, malatnost, bolest hlavy a
bolest celého téla). Druhda faze KE nastava poté asi u 20-30% ptipadi infikovanych osob, a
je charakterizovana projevy meningitidy az t¢zké encefalitidy (Mickiene ef al., 2002).

Klinické formy KE délime zejména na tfi zakladni formy hore¢natd, meningiticka a

encefalitickd/meningoencefaliticka jak zobrazuje Obr. 1.4 (Gritsun et al., 2003).



V ptipad¢ horecnaté formy onemocnéni dochazi zpravidla ke kompletnimu uzdraveni
pacienta. U této formy se neobjevuji neurologické pitiznaky a ani nedochdzi k zaddnému
poskozeni CNS. Hore¢natou formu zaznamenavdme u asi u jedné tietiny ze vSech KE
infekcei. U pacientll byva pozorovana horecka az 39°C, ktera mize trvat od n¢kolika hodin az
5 dni. Druhou a nej¢astéjsi formou infekce KE je meningititida. Tato forma ma podobné
pocatecni projevy jako u horecnaté formy, nicméné s hor§imi ptiznaky. Pacienti obvykle trpi
silnymi bolestmi hlavy a nevolnosti. Casté je i zvraceni a zvysena citlivost na svétlo. Tato
forma obvykle trva 7-14 dni a zotaveni je pozvolné. Encefalitida/encefalomyelitida je forma,
ktera se vyskytuje s nejniz§i Cetnosti, nicméné je asociovana se zavaznym poSkozenim CNS.
Pacienti byvaji zeslabli, ospali, mohou se objevit i halucinace ¢i mize pacient upadnout i do
bezvédomi. Objevuji se svalové kiece, zpomaleni srde¢ni ¢innosti, krvaceni do zaludku, ¢i
nastava ochrnuti. U nékterych pacientll se dokonce rozvine epilepsie. 30% téchto ptipadii
kon¢i smrti. U ostatnich pacientli, zvlasté u starSi populace, mize dochazet k trvalému
ochrnuti. Rekonvalescence je pozvolnd provazena zndmkami nervového vycerpani,

malatnosti a ¢astymi zménami nélad (Gritsun et al., 2003).

Projevy

Asymptomatické Subklinické Symptomatické

0% 100%

Horeéka  Meningitida Encefalitida Encefalomyelitida ;’rt
m

Formy

Obrazek 1.4 Projevy a formy KE

Letalita se u dospélych lidi v Evropé pohybuje kolem 1-2 %. S vys$S§im vékem
pacienta nartsta zdvaznost pribé¢hu KE a s tim vzrista i letalita (Mickiene et al., 2002;

Lindquist et Vapalahti, 2008).



Pribéh KE u hostitele je ovlivnén fadou faktorti jak na urovni viru, tak i hostitele.
Vysledek onemocnéni je ale dan predevSim mirou poSkozeni mozkové tkané. Hlavni
mechanismy vedouci k poSkozeni neuronti jsou u KE znamé tii: poSkozeni neuront
zpusobené piimo virem, patologické ptisobeni hostitelského imunitniho systému, a kone¢né
vzajemnd kombinace obou pfedchozich faktorGi (Chambers e Diamond, 2003; King et al.,
2007; Hayasaka et al., 2009; Rizek et al., 2009);

O tom, zda VKE pronikne z periférie do mozkové tkané¢ a zda dojde k poruSeni
hematoencefalické bariéry, kterd je vstupni branou do CNS, rozhoduje tada faktort
ovlivityjici pribéh infekce VKE, které budou diskutovany déle (King ef al., 2007; Rizek et
al., 2011).

1.1.4 Patogeneze infekce VKE

Po pfisati infikovaného klistéte dochazi k ptenosu VKE a jeho replikaci v podkozni
tkani (Labuda et al, 1996). Hlavni ulohu zde hraji dendritick¢ a Langerhansovy bunky.
Virus se pak dale Sifi do spadovych lymfatickych uzlin, kde dochazi k jeho dalSimu
pomnozeni. Nasledné nastdva primarni virémie, béhem které virus pronikéd do riznych tkéani
a orgédni v téle. Po pomnozeni viru v perifernich organech, zejména retikuloendotelidlniho
systétmu (Malkova et Frankova, 1959), nastdva sekundarni virémie, béhem které virus
pronika do CNS.

Mechanismy, jakymi VKE piekonavd hematoencefalickou bariéru, nebyly doposud
zcela objasnény (Samuel er Diamond, 2006). Dfive popsané poruseni hematoencefalické
bariéry je spise nasledkem infekce v CNS, ale neni nutné pro vstup viru do CNS (Ruazek et
vyvolané infekci VKE a s tim spojenou imunopatologiockou odpovédi v mozkové tkani.
Rozvoj a pribéh imunitni odpovédi hostitele neurcuji pouze buiiky imunitniho systému, ale
cely komplex reakci, ktery je fizen predevSim na tUrovni exprese riuznych cytokind a

chemokint (Shirato et al., 2004; Venter et al., 2005).

1.1.4.1  Uloha cytokinii/chemokinii p¥i infekci KE v CNS
CNS piedstavuje imunitné privilegovany orgén, ktery disponuje Sirokym spektrem

imunitnich mechanismd, jenZ mohou byt v ptipadé virové infekce mobilizovany. Stanoveni
transkriptomického profilu z mysi mozkové tkdné po infekci japonskou encefalitidou

odhalilo celou fadu aktivaci antivirovych odpovédi na pocatku infekce (Gupta ef Rao, 2011).



Tato odpovéd’ zahrnovala aktivaci vrozenych imunitnich reakci, tvorbu interferonu a expresi
interferon-stimulujicich genli, komplement a aktivaci NK bun¢k, makrofagi v CNS.

Zdrojem chemokinii/cytokinti v ramci CNS jsou virem napadené bunky, mikroglie a
astrocyty (Carpentier et al., 2005). Mikroglie predstavuji tkanoveé specifické makrofagy v
CNS, které se funkéné podobaji monocytim (King et al., 2007). Astrocyty jsou na druhou
stranu rozpoznavany jako trofickd podptrna buitka CNS (Carpentier et al, 2005).
Mikroglidlni a astrocytarni aktivace béhem falavivirové infekce se projevuje podobnym
histologickymi obrazem jak u mysi tak u lidské tkan¢. Naptiklad pfi japonské encefalitide
dochdzi u mikroglii a astrocytd ke zvySeni exprese fady chemokinti, které by mohly mit za
urcitych okolnosti imunopatologicky efekt. Mezi tyto chemokiny patii naptiklad MCP-1
(CCL2) a RANTES (CCL5). Tyto prozanétlivé chemokiny nemaji sice samy o sobé¢
imunopatologicky efekt, ale mohou zprostfedkovat neurotoxicitu u poSkozené tkané
napiiklad tim, ze jsou schopny nadmérné rekrutovat cirkulujici buiikky imunitniho systému, ¢i
nadmérné stimulovat makrofagy a mikroglie (King et al., 2007).

Jak zdiivéjSich pokusii vyplyva, mediatory imunologické odpovédi sehravaji
kritickou roli pii fad€ reakci v imunitni obran¢ a je tfeba jim vénovat dostateCnou pozornost

(Klein et al., 2005; Gupta et al., 2010; Gupta et Rao, 2011).

1.1.4.2  Vliv zanétlivé odpovédi pri KE na integritu hematoencefalické
bariéry
Diilezitost vySe zminovanych imunologickych reakci mize byt dobfe prezentovéana a
na ptikladu jejich vlivu na poruSeni hematoencefalické bariéry. Integrita hematoencefalické
bariéry je nezbytna pro spravny transport zivin do CNS, ochranu pfed patogeny, toxiny a
ostatnimi latkami, které mohou byt Skodlivé pro buitky CNS. NaruSeni integrity bariéry pak
umoziuje vstup prozanétlivych bunék imunitniho systému do CNS, jez jsou nezbytné pii
odstrafiovani viru z nervové tkan¢ (Wang et al., 2003). Pfi neimérné regulaci vSak imunitni
odpovéd mulze vést k rozvoji fady imunopatologickych reakci poskozujicich nervovou tkan
(Gralinski et al., 2009; Ruzek et al., 2009). Podminky, za kterych dochdzi k rozrusSeni
bariéry a rekrutovani prozanétlivych bunék do CNS, jsou regulovany cytokiny/chemokiny
exprimovanymi v napadené tkani (Winter et al., 2004; Razek et al., 2011).
Studie, které byly zaméfeny na autoimunitni odpovéd’ v CNS a virem indukovanou
zanétlivou odpovéd’, svéd¢i o vztahu mezi zédnétem CNS a naruSenim integrity

hematoencefalické bariéry (Olsen et al, 2007; Gralinski et al., 2009; Ruzek et al., 2009).



Ptikladem mediatorti ovliviujicich prostupnost hematoencefalické bariery mohou byt
cytokiny TNFa a IL-6 (de Vries et al, 1996; Abbott, 2000). U transgennich mysi
produkujicich IL-6 ve zvySené mife byly zaznamendny neuropatologické abnormality a
dokonce stim spojené¢ poruseni hematoencefalické bariéry. AvSak v piipadé odlisného
transgenniho mysiho modelu nevedlo fizené zvySeni hladin IL-6 samo o sob¢ k naruseni ani
prolomeni hematoencefalické bariery (Atrasheuskaya et al., 2003).

Zjednodusen¢ by se dalo fici, Zze prakticky kazda infekce, ktera se rozviji v CNS,
ovlivituje funkce hematoencefalické bariéry (Gralinski et al, 2009; Rizek et al., 2009;
Razek et al., 2011). To mlze byt dano prave s infekci spojenou expresi cytokinti/chemokind.
veskeré reakce odehravajici se v CNS nésledkem infekce vSak mohou byt ovlivnény fadou

faktort (stafi jedince, pohlavi, geneticka vybava atd.) a tato zélezitost bude diskutovana dale.

1.1.4.3  Vliv imunologické reakce na rozvoj imunopatologie v CNS
Cytokiny/chemokiny, jak jiz bylo vySe zminéno, mohou také figurovat jako

chemoatraktanty a aktivatory bun€k imunitniho systému. Stdle Castéji se, nicméné ukazuje,
ze nékteré aktivace vedou spiSe k imunopatologii. Takovym piikladem muze byt zvySena
produkci cytokinu IP-10 (CXCL10) a CXCLI11, ktera je spjata s aktivaci a migraci T
lymfocytl. ZvySend hladina téchto cytokinii byla téZ pozorovana v mozkomisnim moku u
pacient s KE (Lepej et al., 2007). Dalsi cytokin, ktery byl nalezen v mozkomi$nim moku
pacientl s rozvinutou KE, byl IL-12, jenZ je povazovan za hlavni regulator aktivity a
proliferace Thl lymfocytd (Lepej et al, 2007). Jako jedny =z mnoha dalSich
cytokint/chemokint, jejichz zvysena exprese indukuje vy$si aktivitu CD8" lymfocyt
v CNS a prozanétlivou reakci u pacientli postizenych KE, jsou B, mikroglobulin a neopterin
(Lindquist et Vapalahti, 2008). ZvySena hladina téchto mediatorti pak miize mit vyznamny
vliv na patologii v CNS zprostiedkovanou cytotoxickymi lymfocyty. Cytotoxické T
lymfocyty by mély byt cilené na infikované neurony. Nicméné cytotoxické T lymfocyty a
zanétlivé infiltraty nebyly vzdy pozorovany pouze u infikovanych neuroni a dokonce zde
nebyla nalezena ani topograficka korelace mezi zanétlivymi zménami a distribuci virového
antigenu (Ruazek et al., 2009). Posmrtné nalezy u zemielych v mozkové tkdni po KE a
experimenty provedené na mysich svéd¢i o spojitosti a dualezitosti role cytotoxickych T
lymfocytii (CD8") v imunopatologii pii infekci KE (Ruzek ef al., 2009).

Exprese nékterych cytokinti/chemokinl nemusi mit pouze regulacni charakter jak je

uvedené vyse, ale mlize napiiklad pfimo zodpovidat za bunécnou smrt, coz bylo pozorovano



napiiklad u IP-10 (CXCL10). IP-10 tedy funguje nejen jako aktivator T lymfocytl, ale téz
jako neurotoxin, ktery indukuje u neuronti apoptoézu (Sui et al., 2006).

Také zvySena produkce dalSich cytokini (MCP-1; RANTES; MIP-1a; IL-1a)
sledovana v séru a mozkomiSnim moku pacientii trpicich KE je spojovana s rozvijejici se
imunopatologii v CNS (Grygorczuk et al, 2006; Grygorczuk et al, 2006; Michalowska-
Wender et al., 2006).

Kromé¢ vyse uvedeného sehrava i humoralni imunita vyznamnou ulohu pii KE, ktera
je zalozena zejména na neutralizac¢ni aktivit¢ produkovanych protilatek. Vyznamnou roli
sehravaji nejen IgM a IgG, které se ti€astni neutralizace viru (Konishi et al., 1999; Pan et al.,
2001; Chambers et Diamond, 2003). Klicova uloha protilatek pii eliminaci infekce byla
dokumentovana ftadou experimentdlnich studii. Naptiklad bylo pozorovano, ze mysi
postradajici B lymfocyty protilatky, jsou vice vnimavé k flavivirové infekci (Diamond et al.,

2003).

1.1.5 Ostatni faktory ovlivitujici pribéh infekce
Jak zndmo, existuje mnoho faktorl, které se mohou projevit na vnimavosti hostitele

vuci virové infekci. Mezi tyto faktory bezesporu patii vek, pohlavi, vyzivovy status, vliv
prostiedi a v neposledni fad¢ také genetickd vybava daného jedince. Stejné tak se projevuji i
faktory virulence dané¢ho patogena, mnozstvi a lokalizace inokula.

Zvysend letalita a trvalé nasledky, které Casto vyraznou mérou postihuji pacientiiv
zivot po prodélani KE, koreluje se stoupajicim veékem (>60 let) (Gritsun et al., 2003).
Experimenty provedené na mysich nakazenych virem Sindbis odhalily, Ze rozdilnd exprese
genti v neuralnich bunkach mladych a starSich mysSi zodpovida za rezistenci/vnimavost
vazanou na stafi jedince. Geny Ucastnici se tohoto procesu zahrnovaly regulatory apoptozy,
na interferon reagujici geny a jiné druhy regulace (Labrada et al., 2002).

Po inokulaci viru encefalitidy St. Louis byla pozorovana shodna vnimavost samic 1
samcl ve staii dvou meésicli, ovSem ve stafi tii a ¢ty mésicii doslo k snizeni vnimavosti k
infekci pouze u samic (Andersen ef Hanson, 1974). Zda se, Ze genetické faktory, hormonalni
efekt daného pohlavi a proces starnuti ovliviiuje vnimavost vuci flavivirovym infekcim.

Dalsi z faktort geneticky predurcujicich vnimavosti k flavivirové infekei souvisi
s genem OAS (oligonadenylat syntetdza), jehoz produkt se UcCastni aktivace RNazy L
(Samuel, 2002). Za zminku stoji pfiklad homozygotné¢ dominatnich my$i v genu FIV'

(Oaslb), které jsou citlivé kinfekci flaviviry, ale infekce nedojde krozvoji klinicky
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manifestniho onemocnéni. FIV'" je zodpovédny za rezistenci viéi flavivirim na intracelularni
urovni, avSak bez plné fungujiciho imunitniho systému je pfitomnost této rezistentni alely
zcela zanedbatelnd (Brinton et Perelygin, 2003).

Vliv hostitelskych genetickych faktort pii infekci VKE stale neni uspokojivé znam.
Existuji pouze sporadické studie zalozené na genotypizovani pacientli s KE (Kindberg ef al.,
2008; Barkhash et al., 2011). Pfitomnost konkrétniho typu promotoru genu pro CD209 byla
spojovana se zhorSenym pribé¢hem KE. Vaznéjsi formy KE byly zaznamenany také u
jedinct nesoucich specificky typ chemokinového receptoru pro CCRS. Nicméné pokusy
zahrnujici lidské subjekty predstavuji ur€ité omezeni, proto jsme se v nasi studii zaméfili na
hledani vhodného modelu, ktery by v zavislosti na genetickém pozadi vykazoval odlisny
klinicky priabeh infekce. Pro studium komplexnich reakci u riznych onemocnéni a vlivu
jejich genetického pozadi se objevuje stile vice dostupnych inbrednich linii a vice
pokrocilych systémi jako jsou rekombinantni inbredni kmeny, kongenni kmeny mysi,
rekombinantni kongenni kmeny a mySi jiné linie vzniklé cilenym kiizenim (shrnuto

Lipoldova et Démant, 2006)

1.2 Modelovy organismus pro studium vlivu genetického
pozadi na zavaznost infekce

Pro tcely nasi studie byly zvoleny rekombinantni kongenni kmeny mys$i z fady
CcS/Dem (Lipoldova et Démant, 2006). Ptiklad chromozomalnich map zobrazuje Obr. 1.5.

Neékteré experimenty jsou jen obtizné zafaditelné do jednoduchého modelu a
vhodnéjsi je tedy posuzovat probihaji infekci z pohledu celé sité¢ vzdjemné propojenych
interakci (Lipoldova et Démant, 2006). Vyhodou téchto kment je to, Ze nesledujeme pouze
vliv jednoho majoritniho genu, ale kombinace genl. Soucasné¢ je mozné selektivnim
kiizenim piesnéji zmapovat polohu genu zodpovédného za dany projev. Takto je snizena
komplexnost a tedy usnadnéné mapovani jednotlivych lokust.

Kmeny ztady CcS/Dem byly uspésné pouzity v pokusech, kdy byla sledovana
infekce prvoky Leishmania ¢i Trypanosoma (Badalova et al., 2002; Vladimirov et al., 2003;
Sima et al., 2011).
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Rekombinantni kongenni kmeny

Obrazek 1.5 Genetickd mapa rekombinantnich kongennich mysi fady CcS/Dem (dle
Lipoldova et Démant, 2006)

Cilem nasi prace bylo tedy nalézt mysi model, u kterého by bylo mozné sledovat
odlisné klinické projevy ve vztahu k hostitelské genetické vybavé a zjistit, zda se jednotlivé
kmeny 1i8i v expresi imunologicky vyznamnych gent po infekci KE a porovnat klinické

projevy s genovou expresi.
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2. Cile prace

1. Infikovat soubor mysi riznych kmenua z fady CcS/Dem virem klistové encefalitidy;
zaznamenat miru letality a stiedni dobu pfeziti u jednotlivych kment po
intracerebrdlni a subkutdnni inokulaci. Zaznamenat zmény télesné teploty a
hmotnosti u infikovanych jedincti a stanovit titr viru ve vybranych organech
v riznych ¢asovych intervalech po infekci.

2. Stanovit zmény exprese imunologicky vyznamnych genli v mozkové tkani u
vybranych kmeni mysi ze souboru CcS/Dem po intracerebrdlni a subkutanni
inokulaci virem klistové encefalitidy.

3. Charakterizovat produkci neutraliza¢nich protilatek u vybranych kmend mysi z fady

CcS/Dem po infekci virem klistové encefalitidy.
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3. Material a Metody

3.1.1 Pokusna zvirata
V naSich experimentech byly pouzity rekombinantni kongenni kmeny mysi (RCS-

»Recombinant Congenic Strains®) v¢etné jejich parentdlnich kmenii ze série BALB/c-c-
STS/Dem (CcS/Dem) tady (Démant 1986). Pivodné vzniklych 20 CcS/Dem kment nese
riznou, ndhodnou kombinaci 12,5 % genli z kmene STS/A a 87,5 % genti z BALB/cHeA
kmene (Démant, 1986). V pokusech byly zahrnuty kmeny mysi STS, BALB/c, CcS-3, CcS-
4, CcS-7, CcS-9, CcS-11, CcS-12, CcS-15, CeS-16, CcS-18 a CcS-20. RCS kmeny mysi
byly laskavé poskytnuty doc. Marii Lipoldovou, CSc., vedouci Oddé¢leni molekularni a
bun&éné imunologie, Ustavu molekularni genetiky AVCR v Praze, na zakladé dohody o
spolupraci. Jedinci byly infikovani virem KE ve stafi 12-15 tydnti. V pokusech byly pouzity
jedinci samiciho pohlavi.

Pokusné mysi byly ustajeny v experimentalnich ,,specific-pathogen free* prostorach
v plastovych nadobach s podestylkou z dfevénych hoblin. Mysi mély k dispozici vodu a
sterilni granulovanou potravu ad [libitum. V experimentdlni mistnosti byla udrZovana

konstantni teplota 22 °C a 65% vlhkost vzduchu.

3.1.2 Bunécné linie
Pro plakovou titraci byla pouzita buné¢nd linie PS (“porcine kidney stable”; praseci

ledvina) (Inoue ef al., 1962). Tyto bunky byly kultivovany v médiu L15 (Leibowitz) (Sigma)
s ptfidavkem 3 % prekolostralniho teleciho séra (PTS), 1 % antibiotik a antimykotik (Sigma;
penicilin, streptomycin, amphotericin B) a 1 % glutaminu pii 37 °C. Paséz byla provadéna

suchou trypsinizaci.

3.1.3 Inokulum
Mysi byly injikovany virem klisStové encefalitidy, kmen Neudoerfl (evropsky
prototypovy kmen). Tento virus byl izolovan z klistéte Ixodes ricinus v Rakousku roku 1971.
Biologické vlastnosti kmene Neudoerfl jsou dikladné popsany; je znama i jeho genomova
sekvence (GenBank pfistupové ¢islo U17495) a byla odhalena trojrozmérna struktury jeho

obalového proteinu E (Rey et al., 1995). V naSich experimentech byla pouZzita 4. mozkova
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pasaz viru (pasazovana v mozcich sajicich mysek - 4. MS), ptipadné 5. pasaz viru (4. MS +
jedna pasaz v kliStécich bunkach Ixodes ricinus). Zasobni virové suspenze byly uchovavany
pii teploté¢ -70 °C. Inokulace mysSi byla provadéna subkutanné (SC) na dorzélni strané
v oblasti kr&ni patete 10* PFU (4. MS) v objemu 200 pl, nebo intracerebralng (IC) v oblasti
lebe¢niho Svu v objemu 80 PFU (5. pasaz viru pies klistéci buiiky) v objemu 20 pl. Virus byl
vzdy fedén v kultivaénim mediu pro PS buiiky. Kontrolni mysi byly inokulovany shodnym

zpusobem, objemem a roztokem, neobsahujicim VKE.

3.1.4 Plakova titrace
Stanoveni titru viru bylo provadéno metodou plakové tirace (De Madrid et

Porterfield, 1969). Titr viru je urCen mnozstvim replikace schopnych virovych castic
vyjadfeny v plakotvornych jednotkdch (PFU, z angl. ,plaque forming units) v 1 ml
testovan¢ho vzorku. Pro plakovou titraci byly pouzity 24-jamkové panely. Testované vzorky
byly natedény desitkovou fadou v kultivatnim mediu. Poté bylo do kazd¢é jamky ptidano
300 pl bun&né suspenze (PS buiiky) v mnozstvi 1,1-1,4 x 10° bungk (koncentrace 4-5 x 10°
bun¢k/ml) a obsah panelu byl fadné¢ promichan. Bunky byly inkubovany pii 37 °C v
atmosféie 0,5% CO,. Po 4 hodindch inkubace byly buniky ptevrstveny 400 ul prelivu (roztok
3% karboxymethylcelulozy a 2x koncentrovaného kultivaéniho média v poméru 1:1).
Inkubace probihala po dobu 5 dni za teploty 37 °C v prostiedi 0,5 % CO,. Poté byly panely
nejprve promyty ve fyziologickém roztoku a zivé bunky byly obarveny roztokem
naftalenové Cerné (1 g naftalenové cerné, 60 ml ledové kyseliny octové, 13,6 g octanu
sodného, doplnéno do 1 1 destilované vody). Po obarveni byl panel promyt proudem vody a

ususen.

3.1.5 Zaznam télesné teploty, hmotnosti a stiredni doby preziti po SC
VKE

Rozdily ve sttedni dob¢ preziti a zmeny télesné teploty a hmotnosti byly studovany u

vybranych RCS kmenti mysi, které jsou uvedeny v Tab. 3.1, vCetn¢ rozdé¢leni do skupin.

Tab. 3.1 Poc¢et mysi zahrnutych v experimentu

BALB/c  STS CeS-3 CeS-7 CeS-9  CeS-11 CeS-15 CcS-16

infikované 10 10 10 10 10 10 6 7
kontrolni 5 2 4 3 2 2 1 2
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V tomto experimentu byly mysi inokulovany davkou 10° PFU (5. pasaz viru).
Monitorovani mysi bylo provadéno denné ve stejnou hodinu po celou dobu trvani pokusu
(31 dni). T¢lesna teplota a hmotnost byla méfena obden, a to pomoci rektalniho teploméru
BIO-TK9882 (Bioseb) a béznych laboratornich piedvazek (AND HF300G). V piipadé

vazeni byly mysi uspany inhalacnim anestetikem.

3.1.6 Stanoveni stiedni doby preziti po IC VKE
Pro stanoveni stiedni doby pieziti bylo pouzito celkem 95 mysi (STS — 7 mysi, BALB/c

— 8 mysi, CcS-3 — 7 mysi, CcS-4 — 6 mysi, CcS-7— 10 mysi, CcS-9— 8 mysi, CcS-11-9 mysi,
CcS-12— 8 mysi, CcS-15— 6 mysi, CcS-18— 6 mysi a CcS-20— 6 mysi). V pokuse byly
kontrolni mysi zahrnutiy min. 2 jedinci od kazdého kmene. Kontrolni mysi byly inokulovany
shodnym zplisobem, objemem a roztokem, neobsahujicim VKE. Kontrola mysi byla

provadéna denné ve stejnou hodinu po celou dobu trvani pokusu (20 dni).

3.1.7 Zmény genové exprese v mozkové tkani po IC a SC VKE
Zmény genové exprese byly studovany u tfech kment STS, BALB/c, CcS-11.

V ptipadé¢ souboru mysi inokulovanych SC byla pokusnym jedincim méfena
hmotnost a jednotlivé mySi byly rozdéleny do skupin dle projevi infekce
(symptomatické/nesymptomaticke), jak bylo popsano diive (Hayasaka et al., 2010).

I vtomto ptfipadé byly zahrnuty neinfikované mysi jako negativni kontroly. Pro dalsi
zpracovani byli pouziti 3 jedinci ze symptomatické skupiny a 3 kontrolni mysi z daného
kmene (CcS-11, BALB/c, STS).

Odbér vzorkli u laboratornich mySi po intracerebralni inokulaci byl provadén
v pfedem stanovené intervaly 2., 4., 6. a 7. DPI. V pfipad€ mysi inokulovanych subkutanné
byli jedinci zpracovani 13. DPI. V pfipad¢ kazdého intervalu byli ndhodné€ vybrani 3 jedinci
z kazdé skupiny.

Kazdy mozek byl samostatné zvazen a zamrazen (-70°C) pro dal§i zpracovani.
Mozky byly homogenizovany kulickovym homogenizatorem TissueLyser Il (Qiagen) (30
kmitl/sec po dobu 3 minut) za vytvofeni 20% (m/V) suspenze v PBS. Suspenze byla
klarifikovana centrifugaci 14 000 g po 10 min v pfedchlazené centrifuze pii 4°C. Odebrany
supernatant byl zamrazen (-70 °C) pro pozd¢jsi zpracovani plakovou titraci. Pelet mozkové
tkané byl uchovan (-70 °C) pro izolaci mRNA a nasledné stanoveni miry exprese vybranych

gentl.
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Veskeré vzorky byly béhem ptipravy a naslednych pokust uchovavany na ledu.

3.1.8 Izolace RNA
Pelet mozkové tkdné byl resuspendovan ve 200 pl PBS. 50ul této suspenze bylo

pouzito pro izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen), dle protokolu vyrobce.
Purifikovana RNA byla v poslednim kroku izolace eluovana z kolonky 60 pl vymyvaciho
pufru a poté skladovéna pti -70°C.

3.1.9 Reverzni transkripce (RT-PCR)
Ptepis izolované RNA do cDNA byl proveden kitem pro reverzni transkripci High

Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied Biosystems), dle instrukci vyrobce. Tento kit byl
vyrobcem doporucen pro naslednou analyzu real-time PCR, kde ziskand cDNA slouzila jako

templatova DNA. Ziskané cDNA byly uchovéavany pti -70°C.

3.1.10 Real-time PCR

cDNA byla nasledné¢ podrobena real-time PCR za tucelem uréeni zmén exprese
vybranych genli v mozkové tkani po infekci VKE. Pro real-time PCR byly pouzity TagMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems), obdobn¢ jak bylo popsano drive (Rizek et
al., 2011) (Tab. 3.4). Zastoupeni jednotlivych slozek v reakci, vcetné celkového objemu
vzorku, je uvedeno v Tab. 3.3. Tab. 3.2 uvadi kombinace sond a primerd, které byly

pouzityv nasich experimentech pod danym identifikacnim ¢islem od Applied Biosystems.
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Tab. 3.2 Seznam pouzitych sond/primeri (Applied Biosystems)

Gen

Identifikaéni ¢islo

TNFa
INFy
MCP-1
MIP-1a
MIP-1
RANTES
CD4
CD8p1
CDI11p
CD19
IL-1a
IL-1B
IL-6
IL-2
IL-5
IL-10
IP-10
ACTB

Mm00443258 m]
Mm 01168134 ml
Mm 00441242 m]1
Mm00441258 ml
Mm00443111 ml
Mm01302428 ml
Mm00442754 ml
Mm00438116_m!
Mm00434455 ml
Mm00515420 ml
Mm00439620 m]
Mm01336189 ml
Mm00446190 m!
Mm00434256 ml
Mm00439646 ml
Mm00439614 ml
Mm00445235 ml
4352933E

Tab. 3.3 Zastoupeni jednotlivych komponent v PCR reakci

komponenty PCR vzorku Celkovy objem vzorku 20ul
primer/sonda 1 ul

2X TagMan® Gene Expression Master Mix | 10 pl

cDNA templat 1wl

RNase-free water 8 ul
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Tab. 3.4 Podminky amplifikace

PCR
AmpliTa Cykly (40 cykla
UNG* pliTaq ykly (40 cyklt)
Krok Gold Ptisedani
Inkubace )
Aktivace Denaturace | primerti/
elongace
Teplota 50°C 95°C 95°C 60°C
Cas 2 min 10 min 15 sec 1 min

*UNG (uracil N-glykosylaza)

Reakce probihala na ptistroji Rotor Gene-3000 (Corbett Research) a byla monitorovana
a vyhodnocena pomoci programu Rotor-Gene 6.0.19 (Corbett Research). Pro dalsi vypocty
byla uzita tzv. CT hodnota, tj. ¢islo cyklu, kdy nastdva exponencialni faze amplifikace (z
angl. ,,theshold cycle”), kalkulovana automaticky pomoci uvedeného programu.

Mira zmény exprese sledovaného genu byla provedena srovndvaci CT metodou a
vyjadiena jako ndsobnd zména exprese vznikld porovnana s expresi genu, jehoZ exprese se
udrzuje na konstantni hlading, dale jen HKG (z angl. ,,housekeeping gene®). V nasi studii byl
coby HKG pouzit mysi beta aktin. Pro vypocet nasobné zmény exprese byla CT hodnota
HKG odectena od CT hodnoty cilového genu (ACT). Zména exprese normalizovaného genu
jako vysledek experimentalniho zasahu, v nasem piipad¢ infekce VKE, je pak vyjadfena

jako 2_AACT7 kde AACT = ACT vzorku (infekce) — ACT kontroly (bez infekce) (Babu et NUtman: 2003)

3.1.11 Neutraliza¢ni test (NT)

NT byl proveden zptedchozich odbérii krve ze souboru mysi po subkutdnni
inokulaci po odbérech v rizné ¢asové intervaly pro kmen CcS-11, BALB/c a STS.

Vzorky sér byly fedény 1:4 v kultivacnim mediu a inkubovany po dobu 30 min pfi
56°C pro inaktivaci komplementu a rozruseni termolabilnich nespecifickych virovych
inhibitori. Poté byla séra roziedéna v 96-jamkovém panelu dvojkovou fedici fadou,
v kultivaénim mediu pro PS bunky. Nasledné byla do kazdé jamky ptidana virova suspenze
v objemu 50 pl (10* PFU/jamka). Nésledovala inkubace 90 minut pii teploté 37 °C, 0,5 %
CO,, ktera slouzila k vytvofeni komplexu protiladtka virus. Po uplynuti tohoto casového
intervalu byla ptidana suspenze PS bunégk o koncentraci 5x10” na jamku v objemu 100 pl. Po

dobu nasledujicich Sesti dni byl panel inkubovan pti 37 °C, 0,5 % CO, . Po uplynuti této
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inkubace byl po obarveni (viz ,,Plakova titrace) odecten titr protilatek jako limitni fedéni,
pii kterém byl jasné patrny cytopaticky efekt (80-100 % lyzovanych bungk). Pozitivni a
negativni kontroly byly provedeny v triplikaci. Pozitivni kontrola pfedstavovala PS bunky

bez ptidaného viru a séra a negativni kontrola s pfidanym virem, bez séra.

3.1.12 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Statisticka analyza byla provedena pomoci poc¢itaCového programu GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, Inc.). Sttedni doba pfeziti u jednotlivych kment mysi
infikovanych VKE byla vyhodnocena pomoci Survival Analysis (Log-rank Mantel-Cox
Test). Rozdily v titru neutralizujicich protilatek, mnozstvi viru v organech a rozdily v expresi
daného genu v mozkové tkani byly vyhodnocovany pomoci jednocestné analyzy variance
(Newman-Keuls Multiple Comparison Test). U hodnot, které¢ nevykazovaly homogenni
rozdéleni, byla data logaritmovana. Vysledky, jejichz hladina vyznamnosti p byla mensi nez
5 % (p<0,05), jsou povazovany za statisticky signifikantni a jsou v grafech oznaceny

hvézdickou.
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4. Vysledky

4.1.1 Sledovani zmén télesné teploty, hmotnosti a stfedni doby preziti
vybranych kmeni mysi fady CcS/Dem po SC VKE

Mezi jednotlivymi kmeny mysi byly nalezeny vyznamné rozdily (p<0,05) ve
sttednich dobach pteziti. Nejdelsi stfedni dobu preziti mél v tomto piipad€ parentalni kmen
STS (29,744,1 dnt) a nejkratsi dobou preziti projevoval kmen CeS-11 (13,1+3,0 dnit) (Tab.
4.1). Mezi dalsi kmeny, které se projevovaly krat$si dobou pteziti nez parentdlni kmen
BALB/c, patii kmeny CcS-15 a CcS-9 (Obr. 4.1)

Po SC VKE u vSech mysi dochazelo k obdobnému poklesu hmotnosti v intervalu od
10. do 22. DPI. Nicméné rekonvalescence se u jednotlivych kmeni liSila. Nejrychlejsi ndvrat
k fyziologickym hodnotdm v porovnani s negativnimi kontrolami byl pozorovan u kmene
STS (od 18. do 24. DPI). U ostatnich piezivSich kmenti (BALB/c, CcS-16, CcS-3, CcS-7,
CcS-9) byla snizend hmotnost pozorovana delsi dobu v porovnani s negativni kontrolou a
pocateni hmotnosti (Obr. 4.2).

V ptipadé¢ zmén télesnych teplot (Obr. 4.3) nedoslo u kmene STS k vyraznéj$im
zménam. Urcity pokles télesné teploty byl ale patrny u ostatnich kment (BALB/c, CcS-16,
CcS-3, CcS-7, CcS-9, CcS-11 a CceS-15) (Obr. 4.3).

Sledovani zmén té€lesné hmotnosti a teploty mélo za cil orientacné vyhodnotit pribéh

infekce.
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Obr. 4.1 Zaznam letality vybranych kment mysi z fady CcS/Dem po SC VKE pii méfeni
télesnych teplot a hmotnosti (pieziti mezi jednotlivymi kmeny bylo vyznamné rozdilné,

p<0,005)

Tab. 4.1 Stfedni doby pfeziti u vybranych kmenti mysi z fady CcS/Dem po SC VKE

Kmen mysi BALB/c STS CcS-3 CcS-7 CcS-9 CcS-11 CcS-15 CcS-16
Stfedni doba

22,8 29,7 24 1 26,6 19,3 13,1 16,0 24,0
prezivani [dny]

Smeérodatna

odchylka [dny]

Pocet mysi, které

prezily / celkovy 4/10 9/10 5/10 710 2/10 0/10 0/6 217

pocet mysi

+7,5 +4,1 +7,6 +7,2 +6,4 +3,0 +1,3 +5,3
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Obr. 4.2 Vliv infekce po SC VKE na zménu télesné hmotnosti u jednotlivych vybranych

kmenii mysi z fady CcS/Dem
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Obr. 4.3 Vliv infekce po SC VKE na zménu télesné teploty u jednotlivych vybranych

kmenii mysi z fady CcS/Dem
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4.1.2 Titr viru v krvi vybranych kmeni mysi z fady CcS/Dem po SC
VKE

Po SC VKE jsme zaznamenali virémii u kmenit CcS-11 a BALB/c vrcholici 4. DPI.
U kmene STS byla pozorovana velmi nizka virémie 5.-8. DPIL. V ptipadé 3. DPI se titr viru

v séru u BALB/c a CcS-11 vyrazné lisil od kmene STS (p<0,05) (Obr. 4.4).

103 -0«
o e BALB/c
E 1025 ¢ s STS
=}
2 .
2 102.04 aue
>
E [ J **. AA AA 00 A
(7]
)N
é 101 5'--* e - - - QR - - - <G - - - = e
101_0 T T T Y v v
3 4 5 6 8 10

den po infekci

Obr. 4.4 Graf zavislosti mnozstvi viru v krvi na dni po SC VKE

Usecka mezi jednotlivymi body (n=3/kmen ) znazoriiuje primérnou hodnotu titru viru u
daného kmene v dany Casovy interval. Detekéni mez je v grafu zndzornéna prerusovanou
¢arou. * = p<0,05

4.1.3 Prezivani vybranych kmenii mysi z fady CcS/Dem po IC VKE

Pribéh a nasledky infekce VKE, jak jiz bylo vavodu feceno, uzce souviseji
s pribéhem infekce v tkdni centralni nervové soustavy a jeji neuropatogenezi (Ruzek et al.,
2009). Z toho divodu bylo provedeno srovnani letality a stfedni doby pteziti u jednotlivych
vybranych kment z fady CcS/Dem po IC VKE. Mysi byly inokulovany v oblasti lebe¢niho
svu virem VKE (80 PFU, Neudoerfl) (Obr. 4.5).

Nejdelsi stfedni dobu pteziti po IC VKE projevil kmen STS (12,4+2,7 dnli) a
nejkratsi stfedni dobou preziti se vykazoval kmen CcS-11 (8,0+£0,7 dnit) (Tab. 4.2).
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Obr. 4.5 Graf zavislosti pfezivani vybranych kmenti mysi z fady CcS/Dem na dnech po IC

VKE (pfeziti mezi jednotlivymi kmeny bylo vyznamné rozdilné, p<0,0001)

Tab. 4.2 Stfedni doby pteziti u vybranych kmenti mysi z fady CcS/Dem po IC VKE

0 @ 0 @) @ aQ Q @ @ @ w
Kmen mysi S S % 9% & ‘I‘m f?m ?m clvm clvm ? %
L A b L e zZo3 T o5 B g 2
Stfedni doba
94 9,7 98 11,4 104 80 10,9 98 11,3 11,0 95 124

prezivani [dny]
Smérodatna

+0,8 *1,5 £0,7 £1,6 £2,2 +0,7 +2,8 +0,4 +1,4 +2,3 0,5 £2,7
odchylka [dny]
Pocet mysi,
které prezily /

o/7 0/6 0/8 0/10 0/8 0/9 0/8 0/6 06 06 08 1/7
celkovy pocet

mysi
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4.1.4 Titr viru v mozkové tkani vybranych kmeni mySi z rady
CcS/Dem po IC a SC VKE

Na zakladé ptedchozich vysledkl byly k veskerym dal$im experimentiim vybrany
pouze tyto tii kmeny: CcS-11, BALB/c a STS.

Po IC VKE byly mozky v dané ¢asov¢ intervaly vyjmuty a spracovany plakovou
titraci. Po celou dobu pokusu dochéazelo k nartistu titru viru. Mezi jednotlivymi kmeny
nebyly pozorovany vyznamné rozdily v titru v mozkové tkéni s vyjimkou dne 2. DPI, kdy
byl zaznamenan rozdil mezi kmeny CcS-11 a BALB/c (p<0,05) (Obr. 4.6 A).

Po SC VKE ve 13. DPI jsme zaznamenali vyrazné rozdily v titru viru mezi kmeny po
SC VKE (STS vs. BALB/c a CcS-11; p<0,005). Pro tento pokus byly pouzity pouze mysi
projevujici ptiznaky KE. (Obr. 4.6 B).
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Obr. 4.6 Graf zavislosti mnozstvi viru v mozkové tkdni na dni po infekci u vybranych
kmenii mysi z fady CcS/Dem po IC a SC VKE

Graf A zobrazuje titr v mozkové tkani po IC VKE, graf B zobrazuje titr viru po SC VKE ve
13. DPI. Use&ka mezi jednotlivymi body (n=3/kmen ) znazoriiuje primérnou hodnotu titru
viru u daného kmene v dany ¢asovy interval. Detek¢éni mez je v grafu A zndzornéna
prerusovanou carou. * = p<0,05; ** = p<0,005; *** = p<0,005
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4.1.5 Zmény exprese na urovni mRNA imunologicky vyznamnych gent
po SC a IC VKE u vybranych kment mysi z fady CcS/Dem
v mozkové tkani

Sledovani zmén exprese gent bylo provedeno u kmenit STS a BALB/c, které byly
srovnany mezi sebou a kmenem CcS-11.

Zam¢fili jsme se na zmény exprese na urovni mRNA u téchto genti: INFy, MCP-1,
MIP-1a, MIP-1B3, RANTES, CD4, CD81, CD11p, CD19, IL-1a, IL-1, IL-6, IL-2, ILS, IL-
10, IP-10.

U kontrolnich jedincti byl srovnéan rozdil hodnot mezi CT HKG a CT kontrolnich
jedinct za ucelem urceni bazalni miry exprese studovanych gent. (PFiloha A)

Ptiklad pribéhu RT-PCR je zobrazen v grafu (Priloha B).
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INFy
Zména exprese INFy na trovni mRNA byla nejvyraznéjsi u CcS-11 a to jak po IC tak

po SC. Po IC VKE doslo ke zvysené expresi genu na irovni mRNA. Prokazateln¢ rozdilné
(p<0,05 ) hodnoty v expresi tohoto genu byly zaznamendny 7. DPI ( CcS-11 vs. STS;
p<0,05) (Obr. 4.7 A). Ve 13. DPI po SC VKE byl sledovan vyznamny rozdil STS vs. CcS-
11, a BALB/c (p<0,0005) (Obr. 4.7 B).

* k%

2000+ — 2500- rEx
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‘c 1000- Bl CcS-11 q=:o 2000-
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2 30 o
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den po infekci
B
A

Obr. 4.7 Nasobné zvyseni exprese genu pro INFy na urovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (INFy IC) zobrazuje genovou expresi na trovni mRNA po IC VKE v jednotlivé

Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (INFy SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC ve 13. DPI. * = p<0,05; ***= p<0,0005
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TNFa
V piipadé zmény exprese genu pro TNFa na irovni mRNA nebyla mezi vybranymi

kmeny z CcS/Dem fady nalezena zadna statisticky vyznamna odli$nost a to ani v piipadé SC
VKE ani IC VKE. Zmény v expresi TNFa po SC ve 13. DPI nedosahovaly tak vysokych
hodnot jako v pifipad¢ intracerebralniho podéani (Obr. 4.8).
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den poinfekci
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Obr. 4.8 Nasobné zvyseni exprese genu pro TNFa na irovni mRNA u vybranych kmenti
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (TNFa IC) zobrazuje genovou expresi na irovini mRNA po IC VKE v jednotlivé
Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (TNFa SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPL.
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MCP-1
Zména exprese genu pro MCP-1 na urovni mRNA se projevila vyznamnymi rozdily

4. DPI (CcS-11 vs. BALB/c a STS, p<0,05) a 7. DPI (CcS-11 vs. BALB/c, p<0,05; CcS-11
vs. STS, p<0,05) po IC VKE (Obr. 4.9 A). V ptipadé¢ SC VKE byly pozorovéany rozdily

v expresi mezi vSemi zahrnutymi kmeny (CcS-11 vs. BALB/c, p<0,005; CcS-11 vs. STS,
p<0,0005; BALB/c vs. STS, p<0,05)(Obr. 4.9 B).
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Obr. 4.9 Nasobné zvyseni exprese genu pro MCP-1 na Grovni mRNA u vybranych kmenti
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (MCP-1 IC) zobrazuje genovou expresi na irovni mRNA po IC VKE v jednotlivé

Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (MCP-1 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; **= p<0,005; ***=p<0,0005
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MIP-1a
Statisticky vyznamna rozdilnost byla zjisténa ve 13. DPI po SC VKE (STS vs.

BALB/c a CcS-11; p<0,005) (Obr. 4.10).
Hodnoty CT u nékterych vzorki po IC VKE byly jen obtizné zaznamenatelné a

shlédany zavadégjici, proto byl graf z vysledki vyrazen.
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Obr. 4.10 Nasobné zvyseni exprese genu pro MCP-1 na urovni mRNA u vybranych kmenti
mys$i z fady CcS/Dem v mozkové tkani po SC VKE ve 13. DPIL. **= p<0,005
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MIP-1p

Rozdily v expresi genu na urovni mRNA pro gen MIP-1 u vybranych kmeni mysi
se projevil 7. DPI (CcS-11 vs. STS, p<0,05 ) (Obr. 4.11 A) po IC VKE a 13. DPI (CcS-11
vs. BALB/c a STS, p<0,0005) (Obr. 4.11 B).
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Obr. 4.11 Nasobné zvyseni exprese genu pro MIP-1f na urovni mRNA u vybranych kmenti
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (MIP-1PB IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (MIP-1p SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; ***= p<0,0005
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IL-10
13. DPI po SC nebyly potvrzeny zadn¢ vyznamné rozdily v expresi genu pro IL-10

na urovni mRNA mezi zddnymi z vybranych kment (Obr. 4.12).
Hodnoty CT u nékterych vzorki po IC VKE byly jen obtizné zaznamenatelné, proto
byly tyto vysledky vytazeny.
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Obr. 4.12 Nasobné zvyseni exprese genu pro IL-10 na trovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkéni po SC VKE ve 13. DPI
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RANTES
Exprese genu RANTES na trovni mRNA u vybranych kment mysi byla v ptipadé¢ IC

VKE vyznamné¢ odlisna v 7. DPI (BALB/c vs. STS, p<0,05; CcS-11 vs. STS; p<0,005 )
(Obr. 4.13 A). V ptipad¢ SC VKE nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami ve 13. DPI (Obr. 4.13 B).
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Obr. 4.13 Nasobné zvyseni exprese genu pro RANTES na tirovni mRNA u vybranych
kmenii mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (RANTES IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (RANTES SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; **= p<0,005
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CD4

Mezi jednotlivymi kmeny se rozdil exprese genu pro CD4 na irovni mRNA projevil

jako vyznamny v 6. DPI (BALB/c vs. STS, p<0,05) po IC VKE (Obr. 4.15 A). 13. DPI po
SC VKE nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily v expresi (Obr. 4.15 B).
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Obr. 4.15 Nasobné zvySeni exprese genu pro CD4 na urovni mRNA u vybranych kmenti
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (CD4 IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (CD4 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05
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CDS8p1
Rozdil exprese genu pro CD8B1 na trovni mRNA byl vyznamny 6. DPI (BALB/c vs.

STS, p<0,05) po IC VKE (Obr. 4.16 A). 13. DPI po SC VKE nebyly zaznamenany zadné
vyznamné rozdily v expresi (Obr. 4.16 B).
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Obr. 4.16 Nasobné zvyseni exprese genu pro CD8B1 na trovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (CD8B1 IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové¢ intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (CD8B1 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05
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CD11p

Nasobné zvyseni exprese genu pro CD11 na mRNA urovni dosahovalo pouze
nizkych hodnot. Nicmén¢ i pfesto se mezi jednotlivymi kmeny projevilo vyznamné
odlisnymi vysledky jiz 2. DPI (STS vs. BALB/c a CcS-11, p<0,05) a 4. DPI (BALB/c vs.
STS, p<0,05) po IC VKE (Obr. 4.17 A). Narozdil od 13. DPI po SC VKE, kdy nebyly
potvrzeny zadné statisticky vyznamné rozdily v expresi genu pro CD11p (Obr. 4.17 B).

Basalni exprese genu pro CD11B na mRNA urovni pro BALB/c (5,56+0,44) se
vyrazné€ odliSovala od zbyvajicich dvou kment STS (12,89+0,39) a CcS-11 (13,21+0,25) a
to jak v pripad¢ IC tak u SC VKE (Priloha A).
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Obr. 4.17 Nasobné zvyseni exprese genu pro CD11f na irovni mRNA u vybranych kmenti
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani
Graf A (CD11p IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (CD11B SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPL. * = p<0,05
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CD19

Exprese genu pro CD19 na mRNA urovni se mezi kmeny prokazateln¢ lisila jiz 2.
DPI (BALB/c vs. STS a CcS-11, p<0,005) po IC VKE, ovsem v dal$ich intervalech se
vyznamné neliSila (Obr. 4.18 A). V piipadé¢ 13. DPI po SC VKE byly zaznamenéany
vyznamné rozdily v expresi dané¢ho genu (STS vs. BALB/c a CcS-11, p<0,05) (Obr. 4.18

B).
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Obr. 4.18 Nasobné zvyseni exprese genu pro CD19 na tirovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (CD19 IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (CD19 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; **= p<0,005
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IL-1a
Zvysenych hodnot exprese genu pro IL-1a na trovni mRNA dosahoval kmen STS 6.

DPI. Nicméné¢ ani v ptipad¢ IC VKE ani SC VKE nebylo dosazeno statisticky vyznamnych
vysledkt (Obr. 4.19).

Basalni exprese genu pro IL-1oo na mRNA trovni pro STS (12,56+0,85) se vyrazné
odliSovala od zbyvajicich dvou kmentit BALB/c (10,46+1,04) a CcS-11 (10,68+0,71) a to jak
v pripad¢ IC tak u SC VKE (Ptiloha A).
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Obr. 4.19 Nasobné zvyseni exprese genu pro IL-1a na irovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani
Graf A (IL-1a IC) zobrazuje genovou expresi na trovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IL-1a SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPL
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IL-1

! V naristu exprese genu pro IL-1 na mRNA urovni byl shledan vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi kmeny v 6. DPI (BALB/c vs. CcS-11, p<0,05; BALB/c vs. STS, p<0,005)
a7. DPI(STS vs. CcS-11 a BALB/c, p<0,05) po IC VKE (Obr. 4.20 A). 13. DPI po SC
VKE nebyly potvrzeny statisticky vyznamné rozdily v expresi genu pro IL-18 (Obr. 4.20
B). Nicméng¢, byla u tohoto genu patrnd zména v poméru exprese pii srovnani vysledkt z IC

VKE a SC VKE a to zejména v ptipadé STS kmene.
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Obr. 4.20 Nasobné zvyseni exprese genu pro IL-1p na irovni mRNA u vybranych kmenil
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (IL-1p IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IL-1p SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; **=p<0,005
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IL-6

K vyraznému navyseni exprese genu pro IL-6 na trovni mRNA doslo 6. DPI a 7.
DPI, kdy byly také patrné statisticky vyrazné rozdily v expresi (STS vs. BALB/c a CcS-11,
p<0,0005) po IC VKE (Obr. 4.21 A). Dale byl nartst exprese vyznamné odlisny i v ptipadé
13. DPI po SC VKE (STS vs. CcS-11 a BALB/c, p<0,005) (Obr. 4.21 B).
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Obr. 4.21 Nasobné zvySeni exprese genu pro IL-6 na irovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (IL-6 IC) zobrazuje genovou expresi na trovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IL-6 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. *= p<0,05; **=p<0,005; ***= p<0,0005
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IL-2

K naristu exprese IL-2 na mRNA turovni doslo 6. DPI, po tomto dni projevil kmen
STS sestupnou tendenci v expresi genu pro IL-2, avSak ani v pfipad¢ IC VKE ani u SC VKE
nebyl mezi jednotlivymi kmeny potvrzen statisticky vyznamny rozdil (Obr. 4.22).
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Obr. 4.22 Nasobné zvyseni exprese genu pro IL-2 na urovni mRNA u vybranych kmeni
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (IL-2 IC) zobrazuje genovou expresi na irovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IL-2 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPL.
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IL-5

Exprese genu pro IL-5 na mRNA urovni se vyrazné neliSila mezi jednotlivymi
kmeny po IC VKE, avSak u SC VKE byly pozorovatelné statisticky vyznamné odlisnosti
mezi kmeny v expresi [L-5 (CcS-11 vs. STS a BALB/c, p<0,05) (Obr. 4.23).
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Obr. 4.23 Nasobné zvyseni exprese genu pro IL-5 na urovni mRNA u vybranych kmeni
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani

Graf A (IL-5 IC) zobrazuje genovou expresi na urovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
Casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IL-5 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPL. * = p<0,05
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IP-10

Rozdily v expresi [P-10 na mRNA trovni mezi jednotlivymi kmeny byly v ptipadé
IC VKE patrné jiz 2. DPI (STS vs. BALB/c a CcS-11, p<0,05) a 4. DPI (CcS-11 vs. STS,
p<0,05). V nésledujicich ¢asovych intervalech doslo ke zvyseni rozdilti v expresi mezi
mysimi kmeny a to v 6. DPI (CcS-11 vs. STS a BALB/c, p<0,005; BALB/c vs. STS, p<0,05)
a 7. DPI (CcS-11 vs. STS, p<0,0005; CcS-11 vs. BALB/c, p<0,005; BALB/c vs. STS,
p<0,05) (Obr. 4.24 A). Nartst exprese genu pro IP-10 po SC VKE ve 13. DPI se projevil
vyznamnymi rozdily mezi jednotlivymi kmeny (CcS-11 vs. STS, p<0,0005; BALB/c vs.
STS, p<0,0005; CcS-11 vs. BALB/c, p<0,05) (Obr. 4.24 B).
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Obr. 4.24 Nasobné zvyseni exprese genu pro IP-10 na tirovni mRNA u vybranych kment
mysi z fady CcS/Dem v mozkové tkani
Graf A (IP-10 IC) zobrazuje genovou expresi na trovni mRNA po IC VKE v jednotlivé
casové intervaly (2., 4., 6. a 7. DPI) zatimco B (IP-10 SC) zobrazuje genovou expresi na
urovni mRNA po SC VKE ve 13. DPI. * = p<0,05; **=p<0,005; ***= p<0,0005
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4.1.6 Titr neutralizujicich protilatek po SC VKE u kment CcS-11,
BALB/c a STS

Titr neutralizacnich protilatek u jednotlivych kmenti (BALB/c, CcS-11, STS) byl
stanoven pro 10. DPI (nezévisle na tom, zda mys projevovala pfiznaky KE) a ¢asovy interval
(13. DPI), v némz byly zahrnuty pouze mysi s projevy KE (Obr. 4.25).

Rozdily v titru neutralizujicich protilatek v 10. DPI byly vyznamné rozdilné (STS vs.
BALB/c a CcS-11, p<0,005). Odlisnosti v titru neutralizacnich protilatek byly mezi
jednotlivymi kmeny zesileny ve 13. DPI (STS vs. BALB/c a CcS-11, p<0,0005; BALB/c vs.
CcS-11, p<0,05) (Obr. 4.25).
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Obr. 4.25 Titr neutralizacnich protilatek po SC VKE u vybranych kmenii mysi z fady
CcS/Dem

10. DPI je stanoven z mysi, které nebyly rozdéleny podle pfiznaki, zatimco ve 13. DPI jsou
zahrnuty pouze mysi, které vykazovaly piiznaky KE.

* = p<0,05; **=p<0,005; ***= p<0,0005
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5. Diskuze

Klinicky rozvoj a vysledek virové infekce je pfimo zavisly na jemné rovnovaze mezi
imunitni odpovédi hostitele a replikaéni schopnosti viru. Uspé$na replikace viru v buiikach a
jeho uniknuti hostitelské imunitni odpovédi je nezbytné pro rozvinuti nemoci u vnimavého
hostitele. VKE predstavuje jednu z nejcastéjSich piicin virové encefalitidy v Evropé a Asii
(Heinz et al., 2000). KE mize mit az smrtelny prabéh nebo vést k vaznym
trvalym neurologickym dysfunkcim. Ackoliv VKE se vyskytuje naptic¢ severni polokouli od
Evropy po Japonsko (Korenberg et Kovalevskii, 1999) a pfedstavuje vazné riziko pro
Cloveka, je stale tento virus a jim zplisobované onemocnéni velmi mélo prozkoumano. Jedny
z klicovych nezodpovézenych otdzek se tykaji zejména komplexni bunécné odpovédi a
jejich interakce u infikovanych jedinct.

Patologické zmény v CNS objevujici se behem flavivirové infekce spocivaji
predevsim poskozeni neurontl, které hynou procesem apoptdzy a nekrdzy (Razek et al,
2009), a to je povazovano za hlavni pfiCinu neurologické dysfunkce. Proto je porozuméni
déjim odehravajicich se béhem infekce v CNS nezbytné pro vyvoj budoucich terapeutik
branicich rozvinuti encefalitidy.

Existuje mnoho hostitelskych faktorti, které mohou mit vliv na vnimavosti hostitele
vuci virové infekei a mezi tyto faktory bezesporu patii vek, pohlavi, vyzivovy status, vliv
prostiedi, a v neposledni fad¢ také genetickd vybava daného jedince. Vliv hostitelskych
genetickych faktort pii infekci VKE stale neni uspokojivé znam. Proto nasim cilem bylo
jednak vyvinout model, ktery by umoznoval studovat vliv genetické vybavy hostitele na
prubéh infekce, a zjistit, nakolik je pak v takovém ptipad¢ odlisnd aktivace riiznych
imunologicky vyznamnych genti. V nasi studii jsme se tedy zaméfili na studium patogeneze
KE s vyuzitim rekombinantnich kongennich kment mySi. Protoze kiiZenim parentalnich
kmeni BALB/c a STS lze ziskat potomky vlastnici unikdtni kombinace genetického
materidlu, byla vybrdna pro naSe experimenty rekombinanti kongenni fada CcS/Dem
(Démant et Hart, 1986). Tyto mysi byly ptivodné uréeny pro studium nadort tlustého stieva
(Groot et al., 1992), ovSem jejich genetické predispozice se ukazaly byt uzitecnych modelem
1 pro studium infekci. Rozdilnou reakci kment mysi z fady CcS/Dem na infekci ukazaly jiz
prvni experimenty porovnavajici miru letality a stfedni dobu pteziti mySi po SC 1 IC.
Podobné rozdily ve vnimavosti a rezistenci u parentdlnich kmeni CcS/Dem fady byly

pozorovany i pii infekci prvoky Leishmania (Lipoldova et al., 2000). Pro né&které nase
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pokusy bylo s ptihlédnutim na rozdily ve stfedni dobé pieziti pfistoupeno k vybéru pouze tii
kment, parentdlnich (STS, BALB/c) a kmene (CcS-11), ktery se projevil zvySenou
vnimavosti k infekci KE. Piezivani kmene STS se jevi jako nejdelsi, soucasn¢ v kombinaci
s nejnizsi letalitou, jak v piipadé SC VKE tak u IC VKE, ptezivani u kmene BALB/c je doba
prezivani kratsi pro oba zplsoby inokulace.

Neurologické ptiznaky se zaaly objevovat soucasné s vyraznym poklesem télesné
hmotnosti a télesné teploty. Zatimco pokles télesné hmotnosti byl patrny u vSech kment
v intervalu od 10. do 22. DPI, pokles télesné teploty byl vyrazny u vétSiny zucastnénych
kment (BALB/c, CcS-16, CcS-3, CcS-7, CcS-9, CcS-11 a CcS-15) kromé kmene STS. Tyto
vysledky se objevily po prubéhu virémie a pocatku zvysené letality u vSech mysich kmend.
V ptipadé lidi postizenych KE se vyskytuji ptiznaky ve dvou fazich akutni hore¢naté
onemocnéni a neurologické piiznaky. Mysi nevykazovaly zadné zvySeni télesné teploty,
ackoliv virémie byla pozorovéna u infikovanych mysi pted infekci CNS (data z ptedchozich
studii, nepublikovdno). Nicméné u mysi se mohl vyskytnout dvoufazovy pribéh, ale bylo
obtizné zaznamenat prvotni piiznaky. Na druhou stranu je mozné, ze k dvoufazovym
projeviim piiznaki KE nedoSlo s ohledem na rychly prubéh infekce u mysiho modelu (2
tydny), zatimco u lidi trva 1-4 tydny. Obdobn¢ zvySeni télesné teploty u mysi infikovanych
VKE nebylo pozorovano ani s vyuzitim jinych experimentalnich modelti (Tigabu et al.,
2009; Ruzek et al., 2011).

Titr viru pii virémii nedosahoval vysokych hodnot jako v podobnych studiich (Razek
et al., 2011) u jinych kment mysi. Tento rozdil byl patrny zejména u kmene STS
projevujiciho ¢astecnou rezistenci. Soucasné vyskyt virémie u toho kmene byl v porovnani
s jinymi studiemi (Rtzek et al., 2009; Ruzek et al., 2011) posunut az na 5-6. DPI. Pro nas je
11, BALB/c) prokazovaly zvySenou a ¢asn¢jsi virémii nez tomu bylo v pfipad¢ rezistentniho
kmene STS. Tato skute¢nost by mohla poukazovat na vliv riznych faktorti odehravajici se
v periferni tkdni a omezujici dostatecné pomnozeni VKE a stim spojenou sniZzenou
neuroinvazivitu viru u kmene STS, ktera by mohla vést k pozorovanym rozdilim ve
vnimavosti ke KE.

Protoze celkovy pribéh a nasledky infekce KE uzce souviseji s pribéhem infekce
v tkédni CNS a jeji neuropatogenezi (Ruzek et al., 2009), bylo provedeno srovnani titru viru
v CNS po IC VKE. Po celou dobu tohoto pokusu dochazelo k nartistu titru viru. Mezi
jednotlivymi kmeny nebyly pozorovany vyznamné rozdily v titru v mozkové tkani

s vyjimkou intervalu 2. DPIL. S pfihlédnutim ke stiedni dobé pteziti po IC VKE, kterd si
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zachovala podobny charakter jako po SC, Ize usuzovat na vliv dalSich faktord sehravajicich
roli pfimo v CNS.

Korelace mezi ptfitomnosti virus-neutralizanich protilatek a uc¢inné ochrané proti
rozvoji virovému onemocnéni je u flavivirovych infekci dobie zndma. Pritomnost protilatek
po pasivnim ockovéani hraje klic¢ovou roli v ochrané proti infekci (Cardosa et al., 1986;
Diamond et al, 2003; Suthar et al., 2010). Titr neutralizac¢nich protilatek byl v nasich
pokusech stanoven u vybranych kmenti, které se mezi sebou vyrazné odliSovaly ve stiednich
dobé¢ preziti (BALB/c, CcS-11, STS). Hladina neutraliza¢nich protilatek byla vyrazné vyssi u
nejméné citlivého kmene (STS), oproti kmeniim s nizsi stfedni dobou ptreziti (CcS-11,
BALB/c). Kmen STS nékolikandsobné pievySoval titr neutraliza¢nich protilatek dvou
zbyvajicich kmenii. Z naSich vysledki je tedy patrna korelace mezi sttednimi dobami preziti
a mnozstvim neutralizaCnich protilatek. Vyssi titr protilatek a jejich ¢asnéjsi tvorba muze
piispét vyznamnou mérou ke zpozdéni ¢i zabranéni rozvoje neurologické faze KE.

Skutecnost, Ze titr viru v pozdéjsich intervalech po IC nevykazoval Zadné rozdily,
zatimco se stfedni doba pfeziti u jednotlivych kment liSila, poukazuje na dilezitou roli
hostitelské¢ imunitni odpovédi v urceni nasledki infekce, jak jiz bylo ostatné dfive
pozorovano (Gupta et Rao, 2011). Geny, které byly béhem infekce exprimovany v odlisné
mife od negativnich kontrol poskytuji vhled do komplexu regula¢niho systému imunitni
odpovédi na infekci KE. V naSich experimentech jsme porovnavali dynamiku exprese
danych gent na trovni mRNA v mozkové tkani pro vybrané rekombinantni kmeny mysi
fady CcS/Dem (CcS-11, BALB/c, STS) po IC VKE a zvyseni exprese po SC VKE 13. DPL
mysiho mozku po infekci virem japonské encefalitidy zahrnuje aktivaci celé tadu
protivirovych odpovédi (Gupta et Rao, 2011). Aktivované geny se tykaly vrozené imunitni
odpovédi, interferonu a interferonem stimulovanych mediatori, komplementu, aktivace NK
bunck, makrofagh a tvorby leukocytarnich infiltraci v CNS. Zmény genové exprese
pozorované v nasi studii byly v mnoha ohledech obdobné jako tomu bylo v ptipadé japonské
encefalitidy (Gupta et Rao, 2011) ¢i horecky zédpadniho Nilu (Klein ef al., 2005). Tato data
nasvédcuji na obvyklou aktivaci nekterych drah pii priniku infekce do CNS. Tyto drahy
Casto zahrnuji produkty gent jako je INFy, IP-10 atd., které hraji dulezitou roli v prvnich
fazich infekce, ovsem v pozdéjsich stadiich mohou mit spise patologicky efekt (Johnston et
al., 2001; Venter et al.,, 2005; Gupta et Rao, 2011). V nasem piipad¢ doslo k vyraznému
narastu exprese az 6. DPI po IC ve vétSin¢ stanovenych imunologicky vyznamnych gent

(TNFa, INFy, MCP-1, MIP-1q¢, MIP-1B, RANTES, CD4, CD8p1, IL-1B, IL-6, IL-2, IL-10,
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IP-10), s vyjimkou gentt CD11fB, CD19, IL-1a, a ILS, jejichZ exprese na urovni mRNA
neprojevovala zddnou zménu v daném casovém pasmu. Vyrazné zvysena exprese nckterych
z nami zkoumanych cytokinli a chemokina byla pozorovdna v mozcich mysi infikovanych
KE i v jinych studiich (Hayasaka et al., 2009; Tigabu et al., 2010; Ruzek et al., 2011).

Béhem flavivirové encefalitidy maji pii vstupu viru do CNS také vyrazny vliv
makrofagové a T-lymfocytarni infiltraty (Chambers et Diamond, 2003). Extravazace téchto
prozanétlivych bunék vyzaduje aktivaci raznych mediatort zahrnujici zejména selektiny a
jejich ligandy, chemokiny a chemokinové receptory a prozanétlivé cytokiny (Gupta et Rao,
2011).

Chemokiny jsou povazovany za kritické reguldtory migrace leukocyti do CNS.
Astrocyty a mikroglie jsou primdrnim zdrojem chemokini pii infekci fady rtznych
neurotropnich vird. Soucasné se ukazalo, Ze 1 nékteré neurony jsou pii infekci schopné
produkovat chemokiny (Gupta et al., 2010).

U nékterych infekci zptisobenych vysoce neuroinvazivnimi flaviviry byla pozorovéana
zvysena exprese cytokinii TNFa a chemokint aktivujicich T lymfocyty, jako je IP-10, I-
TAC a Mig-1, poukazujice na jejich roli pfi vzniku leukocytarnich infiltratd v CNS (Venter
et al., 2005; Gupta et Rao, 2011). Zajimavy byl nas vysledek ziskany porovnanim genové
exprese INFy mezi IC VKE a SC VKE. V tomto pfipad¢ byly patrné vyrazné rozdily
v hladiné exprese genu po SC, kdy se infekce VKE u parentalniho kmene STS projevila
minimalnim zvySenim exprese tohoto genu v porovndni se zbylymi dvémi vnimavymi
kmeny. Tento jev vSak jiz nebyl pozorovan v pfipadé IC VKE. Vysvétlenim muze byt
odli$nost v titru viru v mozkové tkani, kterd sice nebyla pozorovéana v ptipadé¢ IC VKE, ale
byla zaznamenana 13. DPI po SC. Podobné vysledky, kdy byly zaznamenany snizené
hladiny exprese u INFy u mysi, které se projevovaly zvySenou rezistenci vi€i infekci a
snizenym rozvojem zanétlivé odpoveédi v CNS, byly pozorovany v piipadé encefalitidy
Murray Valley (Silvia et al., 2004). Tento rozdil v expresi INFy mohl mit vliv na aktivaci
leukocytl a jejich migraci do CNS (Guo et al., 2005; Klein et al., 2005; Gupta et Rao, 2011).
Obdobn¢ v ptipad¢ genu pro MCP-1 byly pozorovatelné vyrazné rozdily v hladinach tohoto
genu mezi kmeny. Nejvyssi nartst exprese byl zaznamenan u nejvnimaveéjSiho kmene (CcS-
11) a nejnizsi u kmene STS a to v pfipadé IC i SC VKE. MCP-1 byl shledan vyznamnym
al., 2005; Ruzek et al., 2011). Vysoké hladiny MCP-1 v mozkomiSnim moku byly také

zaznamenany u pacientd s rozvinutou KE (Michalowska-Wender et al., 2006).
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Soucasné¢ byla pozorovana zvySené exprese vétSiny prozanétlivych mediatot a to jak
v ptipadé IC tak u SC VKE. MCP-1, MIP-1a, MIP-1p, RANTES a IP-10 patii do skupiny
chemoking, které rekrutuji NK a T lymfocyty (Glass et Lane, 2003). Tyto chemokiny mohou
podnécovat infiltraci prozanétlivych bunék zvySovanim exprese fady integrinti, selektinli a
zvysenim propustnosti hematoencefalitické bariéry (Das et al., 2009; Gupta et Rao, 2011;
Razek et al., 2011). V nasem ptipad¢ vysledky pro tyto mediatory mezi sebou koreluji. Ve
vSech pfipad a zptisobech inokulace byly zachovany shodné rozdily, STS kmen projevoval
nejnizsi hodnoty exprese téchto chemokinii a vysoce vnimavy kmen CcS-11 naopak nejvyssi
nasobné zvyseni exprese.

Zatimco skupina chemokinti (MCP-1, MIP-1a, MIP-13, RANTES) patii mezi CC
chemokiny a jejich exprese se 1isi v zavislosti na typu virové infekce a typu bunék (Haeberle
et al., 2001), gen pro IP-10 patii do skupiny CXC. Tato skupina chemokinl je exprimovana
fadou bunék infikovanych virem (Winter et al., 2004; Klein et al., 2005; Lepej et al., 2007).
Exprese genu pro IP-10 dosahovala nejvyraznéjSich rozdili mezi zahrnutymi kmeny. Podle
téchto ziskanych dat by se dalo uvazovat o nekontrolované expresi tohoto chemokinu jako
faktoru zodpoveédného za vzniklou imunopatologii a kratsi sttedni dobu pteziti u kmene CcS-
11. Na druhou stranu jiz diive bylo zjisténo, ze inhibice IP-10 vedla pii infekci virem
zapadniho Nilu ke zvySeni letality, zpomaleni likvidace viru z infikované tkané a snizeni
infiltrace T lymfocytl v CNS (Liu ef al., 2001; Klein et al., 2005). Zajimavy je také fakt, ze
geny pro antigeny T lymfocytd (CD4, CD8B1) nevykazovaly zvySené hodnoty exprese u
vnimavych kmend nad rezistentnim kmenem STS, jak bychom mohli ze zvySené exprese
gend stimulujicich rekrutovani T lymfocytl usuzovat.

V piipad¢ exprese antigenu CD19 (B lymfocyty) po SC VKE byly zaznamenany
vysSi hodnoty u rezistentniho kmene STS oproti zbylym kmeniim. Tento udaj spole¢né
s titrem protilatek v séru svédci o dilezité uloze protilatkové odpovédi pii prubéhu KE.

Jiz v ptedchozich studiich byla zaznamendna nadprodukce IL-6 ve spojitosti
s indukci zanétlivé odpovédi, poSkozenim neurontt (Jeohn et al, 1998) a zvySenim
permeability hematoencefalické bariery (de Vries et al., 1996; Abbott, 2000). V nasem
piipad¢ tyto udaje koreluji s pozorovanim zvySené exprese IL-6 u vnimavych kment, jez
poukazuji na vliv IL-6 v souvislosti se zvysenou citlivosti vii¢i infekci KE.
infiltraci monocytti a makrofagi jako je RANTES a MIP-1p, se projevuji zvySenou expresi

behem akutni faze infekce (Gupta et Rao, 2011). OvSem v nasem piipadé nebyl pozorovan
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vyrazny nartist v dynamice exprese pro gen CD11p, ktery by poukazoval na zvyseny vyskyt
makrofagli v CNS, pfestoze byla pozorovana zvySena exprese genli pro RANTES a MIP-1p.

V neposledni fadé mize mit urcitou roli také bunécna adheze tizend fadou raznych
gent, ktera je kriticka pro interakci lymfocytl a antigen-prezentujicich bunék s endoteliem a
pro rekrutovani prozanétlivych bun¢k. Kombinace INFy, TNFa nebo IL-1 vede k vyraznému
navyseni exprese téchto adhezivnich molekul (Ren er al., 2010). ZvySeni exprese INFy,
TNFa a IL-1B bylo pozorovéano i v naSich experimentech, ovSem stanoveni zmén exprese
adhezivnich molekul nebylo v naSich experimentech provadéno. Vliv téchto molekul
v regulaci prozanétlivé odpovédi se zda byt velmi vyznamy na zakladé dat z jinych studii
(Gupta et Rao, 2011). Podobné¢ klicova mlize byt také exprese integrind, jez n¢které flaviviry
ziejme vyuzivaji jako vstupni receptory do endotelidlnich bun¢k (Chu ef Ng, 2004).

Zavérem lze konstatovat, ze nase vysledky poukazuji na aktivaci exprese nc¢kolika
imunologicky vyznamnych gend, které z vétsi Casti zahrnuji prvni fazi protivirové obrany
organismu (Paul et al, 2007; Pichlmair et Reis, 2007). Tyto medidtory mohou
zprostiedkovat vyrazné poSkozeni tkan¢, pokud jejich exprese neni spravné nacasovéana a
fizena. Timto efektem pak miize byt napiiklad zvySeni leukocytarni infiltrace, kterd zhorsuje
az fatalni pribeh infekce (Samuel et Diamond, 2006; Hayasaka et al., 2009; Razek et al.,
2009; Hayasaka et al., 2010; Gupta et Rao, 2011; Riuzek et al, 2011). ZvySend exprese
prozanétlivych cytokinti byla pozorovana obecné u vnimavych kment, zatimco rezistentni
kmen STS vykazoval niz§i miru exprese. Soucasn¢ ke vzniklym rozdilim mezi kmeny
pfispéla i mira aktivace protildtkové odpovédi, ktera se také projevila u rezistentniho STS
kmene. Ani role chemokinii jako kritickych medidtori neuropatologie béhem infekce KE,
které ptitahuji zanétlivé buiikky nebo pfimo zodpovidaji za neurotoxicitu a bunéénou smrt,
nemuze byt béhem vzniku zadnétu v CNS ignorovana. Vztah mezi rozvojem zanétlivé
odpovédi a vaznosti onemocnéni je soucasné pozorovan i u ostatnich virovych onemocnéni
(Sugamata et al.,, 1992; Rowell et Griffin, 2002; Samuel et Diamond, 2006; Gupta et Rao,
2011; Ruzek et al., 2011).

V nasi budouci préci planujeme ptipraveni histologickych preparati z mozkové tkané
pro potvrzeni a vizualni doloZeni zmitiovanych pozorovani. Dale bychom se radi zaméfili na
studium priméarnich bunéénych kultur (makrofagy, dendritické buiiky, neurony atd.)
pripravenych z vybranych kmenii rekombinantnich kongennich mysi fady CcS/Dem.
V soucasné dobé¢ také probihd genotypizacni pokus s F2 generaci (BALB/c x CcS-11), ktery

by mél pomoci v lokalizici gent zodpoveédnych za zvySenou citlivost vici KE.
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6. Zavér

1.

Infikovali jsme soubor mys$i rGznych kmend z fady CcS/Dem virem KE,
zaznamenali jsme miru letality, stiedni dobu pfeziti, zménu télesné teploty a
hmotnosti pro jednotlivé kmeny po SC i IC. Parentalni kmen STS projevoval
jevil kmen CcS-11, ktery se projevil vyraznymi klinickymi pfiznaky a vysokou
letalitou po SC i1 IC VKE. Zachovani odliSnosti ve stfednich dobach pteziti
v obou zpusobech inokulace, nasvédCuje existenci ruznych kli¢ovych faktort
vyskytujicich se jak na periferii tak v CNS. Soucasné byl stanoven titr viru pro
vybrané¢ kmeny (STS, BALB/c, CcS-11) vkrevnim séru po SC VKE a
v mozkové tkani po IC VKE. Vysledky ziskané ztéchto pokusi nasvédcuji
zjisténi, ze pouzity soubor mysi je vhodny pro sledovani odlisnych klinickych

projevil ve vztahu k hostitelské genetické vybave.

V nasich experimentech jsme porovnavali zmény exprese imunologicky
vyznamnych gent na trovni mRNA v mozkové tkani u vybranych kmena (STS,
BALB/c, CcS-11) po IC 1 SC VKE. Kmen CcS-11 vykazoval vysoké hladiny
exprese prozanétlivych chemokinli pro oba zpusoby inokulace, naopak kmen
projevujici rezistenci (STS) vykazoval nizké hladiny téchto chemokinti, kmen
BALB/c se mirou exprese téchto regulatorti ptiblizoval vnimavému kmeni CcS-
11 a to jak po SC VKE tak i po IC VKE, nejvyraznéjsi rozdily byly pozorovany u
genu [P-10/CXCL10. Hodnoty exprese u daného kmene pro tyto chemokiny

korelovaly s klinickymi pfiznaky a stfednimi dobami pfeziti.

Titr virus-neutralizacnich protilatek byl u infikovanych mysi stanoven pro dva
intervaly (10. DPI, 13. DPI) z nichz jeden zahrnoval pouze jedince projevujici
pfiznaky KE. V tomto experimentu byly zahrnuty opét tfi kmeny ztady
CcS/Dem (STS, BALB/c, CcS-11). U kmene projevujiciho rezistenci (STS) byla
zaznamenana nejvysSi hladina titru virus-neutraliza¢nich protilatek, zatimco
vnimavy kmen CcS-11 dosahoval velice nizkého titru. Poméry titru viru mezi
jednotlivymi kmeny mysi byly totozné pro oba intervaly. Na zaklad€ porovnani
téchto vysledkl s letalitou a klinickymi projevy lze usuzovat na klicovou roli

humoralni odpovédi pii KE.
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7. Seznam zkratek

ACTB
CCRS
CD11p
CD19
CD4
CD8B1
cDNA
CNS
CT
CXCLI11
DPI
FIv
HKG
IC

Ig
IL-10
IL-12
IL-1a
IL-1B
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
INFy
IP-10 (CXCL10)
I-TAC
MCP-1 (CCL2)
Mig-1
MIP-1a
MIP-1
mRNA
MS

mysi B actin

z angl. ,,C-C chemokine receptor type 57

z angl. ,.,cluster of differentiation 11 beta chain”
z angl. ,.cluster of differentiation 19”

z angl. ,.cluster of differentiation 4”

z angl. ,,cluster of differentiation 8 beta chain 1”
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
centralni nervova soustava

z angl. ,,treshold cycle*

z angl. ,,C-X-C motif chemokine /0"

den po infekci/inokulaci

z angl. ,.flavivirus resistance factor”

z angl. ,,housekeeping gene*

intracerebralni inokulace

imunoglobulin

interleukin-10

interleukin-2

interleukin-1a

interleukin-1f

interleukin-2

interleukin-4

interleukin-5

interleukin-6

interferon vy

z angl. ,,interferon gamma-induced protein 10”
z angl. ,,interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant”
z angl. ,,monocyte chemotactic protein-1”

z angl. ,,monokine induced by gamma-Interferon”
z angl. ,,macrophage inflammatory protein-1a”
z angl. ,,macrophage inflammatory protein-1”
mediatorova ribonukleova kyselina

mozkova suspenze
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NK z angl. ,,natural killer*

NT neutralizacni test

OAS oligoadenylat syntetaza

ORF otevieny Cteci ramec

PBS z angl. ,,phosphate buffered saline”
PFU z angl. ,,plaque forming units*

PS z angl. ,,porcine kidney stable*
PTS prekolostralni teleci sérum

RANTES (CCL5) zangl. ,,Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted”

RCS z angl. ,,Recombinant Congenic Strains*

RdRp RNA-dependenti RNA polymeraza

RNA ribonukleova kyselina

RT-PCR z angl. ,,real-time polymerase reaction®

SC subkutanni inokulace

TNFa z angl. ,,tumor necrosis factor-a”

UNG uracil N-glykosylaza

UTR netranslatovana oblast

VKE/KE virus klistové encefalitidy/ klistova encefalitida
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9. Prilohy

9.1 Priloha A

Tab. 9.1 Primérny rozdil hodnot CT u daného genu a HKG u neinfikovanych mysich
kment

BALB/c CcS-11 STS
ACT INFy IC 18,42 10,84 18,87 +1,12 18,35 £2,82
ACT INFy SC 18,72 +1,02 18,85 40,62 17,35 1,05
ACT TNFa IC 13,82 £1,35 14,51  +0,50 13,45 0,65
ACT TNFa SC 14,08 0,40 13,85 0,36 14,18 0,28
ACT MCP-1 IC 11,69 £2,12 13,08 0,44 11,66 0,40
ACT MCP-1 SC 13,75 10,26 14,68 +0,50 13,45 0,61
ACT MIP-1a SC 13,58 0,81 14,02 +0,55 11,52 0,58
ACT MIP-1B IC 12,42 £1,27 13,84 +1,35 12,49 0,13
ACT MIP-1B SC 14,32 10,42 15,08 0,45 12,92 0,33
ACT IL-10 SC 18,78 +0,91 19,72 10,15 19,08 0,18
ACT RANTES IC 12,19 0,50 12,81 +0,81 11,32 0,48
ACT RANTES SC 13,22 0,21 13,65 0,62 12,65 1,05
ACT CD4 IC 14,39 10,56 14,88 0,64 14,42 0,67
ACT CD4 SC 14,55 10,53 15,18 40,42 14,35 0,54
ACT CD8B1 IC 14,86 0,55 15,61  +0,79 15,06 0,20
ACT CD8B1 SC 15,55 10,44 16,08 +0,31 14,87 0,61
ACT CD11B IC 566 0,44 13,21  +0,25 12,89 0,39
ACT CD11B SC 6,05 0,61 15,52 +0,21 14,45 0,33
ACT CD19 IC 15,62 0,88 16,51  +1,07 15,56 +0,95
ACT CD19 SC 15,88 0,95 16,95 +1,20 16,38 0,11
ACT IL-1a IC 10,46 £1,04 10,68 +0,71 12,56 0,85
ACT IL-1a SC 11,48 10,21 10,85 0,17 12,92 0,70
ACT IL-1B IC 12,12 0,47 13,01 +0,43 14,49 0,49
ACT IL-1B SC 13,42 10,06 13,92 10,25 14,38 0,10
ACT IL-6 1C 15,32 %0,48 16,28  +0,31 15,12 0,64
ACT IL-6 SC 15,85 10,26 16,12 +0,15 14,98 10,52
ACT IL-2 IC 19,76 0,62 20,04 +1,64 20,44 0,43
ACT IL-2 SC 19,45 10,42 19,75 10,28 19,30 0,42
ACT ILS IC 14,27 0,75 14,47  +0,29 13,63 0,25
ACT ILS SC 13,78 £0,99 15,22 40,72 13,58 0,32
ACT IP-10 IC 10,80 0,90 12,40 0,44 10,20 0,82

ACT IP-10 SC 11,98 10,29 12,92 0,12 11,58 +0,33




9.2 Priloha B

Ptiklad pribéhu RT-PCR je vyjadien v grafu (Obr. 9.1) po podéni viru IC. Z grafu je
patrné rozdilné mnozstvi cDNA pro jednotlivé geny. HKG (zelend) dosahuje nejnizsich
hodnot CT, coz poukazuje na vysokou koncentraci cDNA pro tento gen. Opacna situace je
ovSem u IL-10, kde 1 pies navyseni celkového poctu cykla (Obr. 9.1) byla hodnota CT
nekterych vzorki jen obtizné zaznamenatelnd a shlédana zavadéjici. Proto byly vysledky

z RT-PCR pro IL-10 z prace vyfazeny, obdobn¢ tomu bylo u MIP-1a v pfipad€ vzorka po
IC.
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Obr. 9.1 Graf zobrazujici pribéh QRT-PCR
(Cervend = IL-10; zelend=HKG; Cerna=negativni kontrola; béZova=TNFa)
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