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Abstrakt

Virus vakcinie (VACV) je znam piedev§im jako vakcina proti jemu piibuznému
viru variola, ktery je pivodcem ¢ernych nestovic. Timto o€kovanim byly ¢erné nestovice
v 70. letech 20. stoleti eradikovany a nasledné bylo ockovani proti této chorobé¢ zastaveno.
V soucasnosti se v nékterych zemich opét zacalo s ockovanim, a to u vybranych arméadnich
zaméstnancll a u zdravotnikii. O¢kovani VACV vSak ve vysokém procentu zpiisobuje
komplikace, zejména u imunokompromitovanych jedinci. Jednou z komplikaci je i eczema
vaccinatum, které se miize rozvinout u lidi trpicich atopickou dermatitidou.

Laboratot MUDr. Zory Mé&lkové, Ph.D. se dlouhodobé zabyva vyvojem modelu
eczema vaccinatum na mySich Nc/Nga a studiem patogeneze této komplikace. Cilem mé
diplomové prace je ptispét k charakterizaci imunopatogeneze eczema vaccinatum u mysi
Nc/Nga infikovanych VACV kmene Western Reverse (WR) a rekombinantnim virem
vakcinie WR-IRF3 s integrovanou cDNA pro transkripni faktor IRF-3 (Interferon
Regulatory Factor 3). IRF-3 reguluje expresi interferonti typu I v odpovéd’ na virovou
infekci a tento rekombinant byl v minulosti zkonstruovan v laboratofi MUDr. Zory
Meélkové, Ph.D. Mym cilem bylo ovéfit expresi integrované cDNA pro IRF-3 a
charakterizovat riist tohoto rekombinantniho viru.

Z vysledkii ziskanych pomoci RT-PCR pro vybrané cytokiny (IL-1p3, IL-18 a IL-
33) exprimované v kiizi nesenzitizovanych mysi Nc/Nga se zd4, Ze infekce VACV kmene
WR modifikuje expresi IL-1p a IL-33. Na detekci exprese IL-18 infekce VACV neméla
vliv. Detekci cDNA pro jednotlivé cytokiny ovliviioval také zpilisob senzitizace a inokulace
VACV. Déle byl charakterizovan riist rekombinantniho viru WR-IRF3 in vitro a in vivo. Z
experimentll na mysich Nc/Nga vyplyva, Ze imunitni odpovéd’ na infekci rekombinantnim

virem WR-IRF3 je zvysena.

Klicova slova

virus vakcinie, eczema vaccinatum, atopicka dermatitida, IL-1p, IL-18, IL-33, mysi

Nc/Nga, IRF-3 transkripéni faktor



Abstract

Vaccinia virus (VACV) is primarily known as a vaccine against its close relative
variola virus, the causative agent of smallpox. In the seventies of the 20th century, the
vaccination campaign with VACV led to eradication of smallpox. Consequently,
vaccination of the general population was stopped. Currently, the vaccination was
reintroduced in certain countries, namely among army and healthcare professionals.
However, vaccination with VACV is accompanied with a high incidence of vaccination-
related complications, namely among immunocompromised individuals. One of these
complications is eczema vaccinatum, occuring in individuals suffering of atopic dermatitis.

The laboratory of Dr. Zora Mélkova has focused on development of a model of
eczema vaccinatum in mice Nc/Nga and on studies of pathogenesis of this complication.
The goal of my diploma thesis is to contribute to characterization of imunopathogenesis of
eczema vaccinatum in mice Nc/Nga infected either with VACV strain Western Reserve
(WR) or with a recombinant VACV with the integrated cDNA for IRF-3 (Interferon
Regulatory Factor 3; WR-IRF3). IRF-3 regulates the expression of interferon type I in
response to viral infection. This recombinant virus has been previously constructed in the
laboratory of Dr. Zora Mélkova. The objective of my work was to verify the expression of
the integrated cDNA for IRF-3 and to characterize the growth of this recombinant virus.

The results were obtained by RT-PCR from the skin of mice Nc/Nga with specific
primers for certain cytokines (IL-1P3, IL-18 a IL-33). They suggest that infection with
VACYV strain WR modifies the expression of IL-1p and IL-33, while the infection has not
affected expression of IL-18. The detection of cDNA for each cytokine was affected also
by the way of sensitization and inoculation of VACV. Further, the growth of the
recombinant virus WR-IRF3 was characterized in vitro and in vivo. The results of these
experiments suggest that immune responses against infection with recombinant virus WR-

IRF3 are increased.

Key words

Vaccinia virus, eczema vaccinatum, atopic dermatitis, IL-1f, IL-18, IL-33, Nc/Nga mice,

IRF-3 transcription factor



Zkratky:

AD — atopic dermatitis — atopicka dermatitida

AP — acetamido-phenol - acetamidofenol

BALB/c — kmen mysi

bp — base pair — par bazi

BSC-40 - African green monkey kidney cell line — buné¢na linie z ledvinnych buné&k
kockodana zeleného

C57Bl/6 — kmen mysi

CEV - cell-associated enveloped virion - obaleny virion asociovany s buiikou

CIITA - MHC class II transcription activator — transkripéni aktivator MHC ttidy 11

CrmA - Cytokine response modifier A

DAI - DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors

DAMP — danger-associated molecular pattern — molekularni vzor asociovany s nebezpe¢im
DC — dendritic cell — dendritické butika

DDX3 - DEAD/H BOX 3 helicase - DEAD/H BOX 3 helikaza

DMEM - Dulbecco’s modified Eagle medium — modifikované Dulbecco Eaglovo medium
DNA — deoxyribonucleic acid — deoxyribonukleova kyselina

d.p.i. — days post infection — dny po infekci

dsRNA — double strand RNA — dvouvlaknova RNA

EEV - extracellular enveloped virion - extraceluldrni obaleny virion

EtBr — ethidium bromid

FBS — fetal bovine serum — fetalni bovinni sérum

GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase — glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenéza

h.p.i. — hours post infection — hodiny po infekci

IFN - interferon

IFNAR - interferon-o/p receptor — receptor pro interferon o/f3

IKK - IxB kinase - IxB kinaza

IL - interleukin

ILR — interleukin receptor — receptor interleukinu

IMV - intracellular mature virion - intracelularni maturovany virion
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IPS-1 - interferon-beta promoter stimulator 1 — stimulator 1 promotoru interferonu beta
IRAK - interleukin-1 receptor-associated kinase — kindza asociovana s interleukin-1
receptorem

Jak — Janus kinase — Janusova kinaza

kDa — kilo Dalton

LB pufr — loading buffer — nanéaseci pufr

LRR - leucine-rich repeat — repetice bohata na leucin

MAL - myelin and lymphocyte protein — myeloidni a lymfocytarni protein

MAPK — mitogen-activated protein kinase — mitogenem aktivovana protein kindza

M.O.I. — multiplicity of infection — multiplicita infekce

mRNA — messanger RNA — medidtorova RNA

mTOR — mammalian target of rapamycin

MyD88 - myeloid differentiation primary response gene 88 — myeloidni diferenciacni
primarni responzivni gen 88

NAIP - neuronal apoptosis inhibitory protein — protein inhibujici apoptézu nervu

Nc/Nga — kmen mysi

neinf. — neinfikované bunky

NCS — neonatal calve serum — neonatélni teleci sérum

NF-kB - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells — lehky fetézec
enhanceru jaderného faktoru pro aktivované B buiiky

NIH 3T3 - mouse embryonic fibroblast cell line — bunécnd linie mysich embyondlnich
fibroblastt

NK - natural killer - ptfirozeny zabijec¢

2’-5” OAS - 2',5'-oligoadenylate synthetase - 2',5'-oligoadenylat syntaza

ORF — open reading frame — otevieny ¢teci rAmec

OVA - ovoalbumin - ovoalbumin

p38 - p38 mitogen-activated protein kinase — mitogenem aktivovana protein kindza 38
PAMP — pathogen-associated molecular pattern — molekuldrni vzor asociovany s
patogenem

PBS — phosphate buffer saline — fosfatovy pufr

PCR — polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce

PFU — plaque forming unit

PYD 3 - pyrin domain 3 — pyrinova doména 3

RIG-I - retinoic acid-inducible gene 1 — gen 1 indukovatelny retinovou kyselinou
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RNA — ribonucleic acid — ribonukleové kyselina

RORyY - RAR-related orphan receptor gamma

rpm — revolutions per minute — otacky za minutu

rRNA —ribosomal RNA — ribozomalni RNA

RSB — reducing sample buffer — redukéni vzorkovaci pufr

RT — reverse transkriptase — reverzni transkriptaza

SARM - sterile alpha- and armadillo-motif-containing protein — protein obsahujici sterilni
alfa a armadillo motiv

SDS — sodium dodecyl sulphate — sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE — SDS polyacrylamide gel electrophoresis — SDS polyakrylamidovéa gelova
elektroforéza

SEM - standard error of mean — standardni chyba medianu

SNP — single nucleotid polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus

STAT - signal transducer and activator of transcription — transduktor signalu a aktivator
transkripce

TANK - TRAF family member-associated NF-kappa-B activator — ¢len TRAF rodiny
asociovany s NF-kappa-B aktivatorem

TBE — Tris borate EDTA — Tris-kyselina borita-EDTA

T-bet - T-box expressed in T cells — T-box exprimovany v T burikach

TBK1 - TANK-binding kinase 1 — kindza 1 vazajici TANK

TEMED - tetramethylethylenediamine - tetramethylethylenediamin

TIR - toll/interleukin-1 receptor — toll/interleukin-1 receptor

TNF — tumor necrosis factor — tumor nekrotizujici faktor

TP1 - telomerase-associated protein 1 — protein 1 asociovany s telomerazou

TRAM - translocating chain-associating membrane protein — membranovy protein
asociovany s transloka¢nim lehkym fetézcem

TRIF - TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p — adapter obsahujici TIR
doménu indukujici interferon 3

TS - tapestripping

VACYV - vaccinia virus - virus vakcinie

VCP - vaccinia virus complement control protein — vakciniovy protein kontrolujici
komplement

WHO — World Health Organisation — Svétova zdravotnicka organizace

WR — Western Reserve


http://en.wikipedia.org/wiki/TANK-binding_kinase_1
http://en.wikipedia.org/wiki/TANK-binding_kinase_1

WR-IRF3 — VACV exprimujici IRF-3 pod ¢asnym a pozdnim promotorem 7,5
WR-Luc — VACV exprimujici luciferdzu pod ¢asnym a pozdnim promotorem 7,5

WR-wt — WR-wild type — WR-divoky kmen
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1. Uvod

Do celedi Poxviridae patii kromé viru vakcinie (VACV), zejména jeji blizce
ptibuzny variola virus, pivodce Cernych (pravych) nestovic. V roce 1796 zacal Edward
Jenner ockovat proti ¢ernym neStovicim virem kravskych neStovic, méné patogennim
kmenem této Celedi. V roce 1939 Downie prokéazal, Ze o€kovacim kmenem neni jiz virus
kravskych neStovic, ale jiny virus, ktery byl pojmenovan vaccinia virus. Pivod viru
vakcinie neni dodnes znam.

Mezinarodni zdravotnickd organizace WHO (World Health Organization) vyhlésila
eradikacni program ¢ernych nestovic o€kovanim virem vakcinie, ktery byl v roce Gspé$né
1980 ukoncen. V soucasnosti se v nékterych zemich, zejména v USA, ockuje pouze
armadni persondl a vybrani zdravotnici vakcinou 1. generace Dryvax nebo 2. generace
ACAM 2000. Vzhledem k riziku zneuziti viru varioly jako bioteroristické zbrané se
uvazuje o opétovném celoplosném ockovani proti tomuto viru (Artenstein, 2009).
Ockovani virem vakcinie vSak zplsobuje zdvazné zdravotni komplikace. Jednou z nich je
rozsev vakcinie v k07, tzv. eczema vaccinatum, ktery se mize vyvinout u jedincti trpicich
atopickou dermatitidou.

Laboratot MUDr. Zory Mélkové Ph.D. se dlouhodobé zabyva patogenezi viru
vakcinie (VACV), v poslednich letech i na mySim modelu atopické dermatitidy Nc/Nga.
Zamérem této laboratote je charakterizace imunitni odpovéd’ u mysi Nc/Nga infikovanych
virem vakcinie. Po¢atecni prace jsou zaméfeny na produkci cytokinli v kiizi infikovanych
my$i. Moje diplomova prace charakterizuje expresi cytokind rodiny interleukinu 1 (IL-1),
a to konkrétné¢ IL-1P3, IL-18 a IL-33. Moje diplomova prace navazuje na dizertacni praci
Mgr. Jarmily Knitlové, kterd porovndva odpovéd na virus vakcinie u mysSiho kmene

Nc/Nga s dalsimi dvéma kmeny, C57B1/6 a BALB/c (Knitlova, in preparation).

Zivotni cyklus VACV probiha v cytoplasmé hostitelské buiiky. Z tohoto ditvodu
virus koduje nejen mnoho proteintt katalyzujicich virovou replikaci a transkripci, ale 1
rizné proteiny modifikujici odpovéd’ infikované bunky a organismu (Moss, 1990).
Inhibuje napf. cytokinovou a chemokinovou odpovéd’, brani aktivaci komplementu,
modifikuje produkci interferonti (IFN) a reguluje apoptozu.

Jednim z hlavnich G¢innych mechanismli pfirozené imunitni odpovédi v obrané

proti virové infekei je produkce interferonii typu I. Ty jsou produkovany jako odpovéd’ na
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detekci tzv. PAMP (Pathogen-asssociated molecular pattern) receptory PRR (Pattern
recognition receptor) v infikované buiice. Naslednd signalizace vede k fosforylaci a
aktivaci transkripnich faktort IRF (Interferon regulatory factors), které jsou
translokovany do jadra, kde dimerizuji a reguluji tak transkripci gent pro IFN typu I, ke
kterym patii IFNo a IFNP.

V laboratofi MUDr. Zory Mélkové, Ph.D. byl v minulosti Mgr. Jarmilou Knitlovou
a Mgr. Janou Liskovou, Ph.D. zkonstruovan rekombinantni VACV s integrovanou cDNA

pro mysi IRF-3 transkrip¢ni faktor (WR-IRF3).

Cilem mé diplomové prace bylo pfispét k objasnéni imunopatogeneze eczema

vaccinatum, ktery miize virus vakcinie zpusobit u lidi trpicich atopickou dermatitidou.
K naplnéni vyt€eného cile jsme stanovili 3 tkoly:

1. Ovérit, zda rekombinantni VACV WR-IRF3 exprimuje integrovanou
cDNA vbunkach BSC-40 a NIH 3T3, a charakterizovat ucinek
exprimovaného genu na rust viru.

2. Charakterizovat vliv riznych zplsobi senzitizace a imunizace mysi
Nc/Nga virem vakcinie na expresi cytokint rodiny IL-1 (IL-18, IL-18 a IL-

33).

3. Charakterizovat imunitni odpovéd’ u myS$i Nc/Nga imunizovanych

rekombinantnim virem WR-IRF3.
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2. Literarni prehled

2. 1. Charakteristika celedi Poxviridae

2.1.1. Klasifikace

Virus vakcinie patii do Celedi Poxviridae a podceledi Chordopoxviridae, jejiz
zastupci infikuji obratlovce. Charakteristické pro tuto Celed’ jsou replikace virionu
v cytoplasmé hostitelské buiky, specificky tvar a velikost virionu. Podceled’
Chordopoxviridae je dale ¢lenéna do osmi rodl na zékladé podobnosti v sekvenci genomu

a hostitelli. Virus vakcinie patii do rodu Orthopoxviridae (Buller a Palumbo, 1991).
2.1.2. Struktura

Zastupci celedi Poxviridae patii mezi nejvétsi doposud zndmé viry a maji ovalny
tvar o velikosti pfiblizn€ 200 x 400 nm. Virovou nukleovou kyselinu obklopuje bikonkavni
j&dro, tzv. core. To je spolu s postrannimi laterdlnimi télisky obaleno lipoproteinovou
dvouvrstvou membranou (Buller a Palumbo, 1991). Existence laterdlnich télisek je vSak
zpochybiniovana a téliska byvaji Casto povazovana za artefakty (Dubochet et al., 1994).

Struktura virionu je zndzornéna na obrazku 1.
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Obr.1: Struktura virionu poxviru z elektronového mikroskopu pii zvétSeni 12 000x (Buller a Palumbo,
1991).
M, membrana; L, lateralni téliska; N, nukleosom

2.1.3. Genom poxviri

Genom poxvirtl tvofi dvouvlaknova linearni DNA, na jejimz konci jsou vlasenky
tvofené tzv. invertovanymi terminalnimi repeticemi bohatymi na AT nukleotidové pary.
Tyto vlasenky obsahuji stejné sekvence v obraceném potadi a spojuji jednotliva vldkna
DNA na obou koncich.

Genom poxvirl je sloZen pfevazné z nepiekryvajicich se genti, které tvoii funkéni
skupiny. Geny dulezité pro replikaci se vyskytuji ve stiedni vysoce konzervované Casti,
naopak geny pro interakci s hostitelem se vyskytuji na okrajich ve vice variabilnich

oblastech genomu (Moss, 1990).

2.1.4. Vstup poxviri do buiiky

Viry této Celedi se vyskytuji ve dvou infekénich formach, a to jako extracelularni
obaleny virion (EEV) a intraceluldrni maturovany virion (IMV). IMV ma pouze jednu
vnéjS$i membranu, ktera se sklada z jedné lipidové dvojvrstvy, zatimco EEV je obalen
dvéma lipidovymi dvojvrstvami, a tudiz se li§i zpisobem vstupu do bunky (Smith et al.,

2002).
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Poxviry jsou jednou z méla ¢eledi, u kterych doposud neni znam receptor. Také se
stale spekuluje o mechanismu vstupu viru do bunky. Virus nejspise vstupuje do burniky vice
mechanismy, a to v zavislosti na typu infekéni partikule.

IMV pronikd do hostitelské buiky fuzi s plasmatickou membranou nebo
membranou endocytického vacku. Byly identifikovany virové proteiny, které se podileji na
vazbé a fuzi s bunéénou membranou a na vstupu do bunky. Nejsou to vSak esencidlni
proteiny vysvétlujici strategii vstupu viru do buniky. Mezi tyto proteiny patii DSL (Hsiao et
al., 1999), ktery vaze chondroitin sulfat, a A27L protein, ktery vaze heparan sulfat (Chung
et al., 1998). Pozdé&ji byl objeven multiproteinovy komplex, tzv. vstupni/fizni komplex,
ktery zahrnuje mnoho proteint podilejicich se na virové fuzi s plazmatickou membranou
bunky (Senkevich et al., 2005).

EEV, obsahujici dvé membrany, musi vnéj$i membranu odstranit pted vstupem do
bunky, jelikoz multiproteinovy vstupni/fuzni komplex, ktery umozni fizi s plasmatickou
membranou, je obsaZen ve vnitini membrané. EEV vstupuje do buiiky fuzi s plazmatickou
membranou pfi neutrdlnim pH (Law et al., 2006), nebo fizi s membranou endozomu pfti

kyselém pH (Townsley et al., 2006)

2.1.5. Riistovy cyklus poxviri

Ristovy cyklus poxvirti probihd v cytoplasmé od vstupu viru do bunky ptes cely
jeho replikacni cyklus az po Unik z buiiky, coZ je popsano na obrazku 2.

V zévislosti na fazi Zivotniho cyklu se virion méni z intracelularniho maturovaného
virionu (IMV) ptes intracelularni obaleny virion (IEV) na virion asociovany s membranou
(CEV), ktery pu¢i membranou ven z buniky exocytdézou a tvoii extraceluldrni obaleny
virion (EEV). Dalsi moznosti, jak virion opousti hostitelskou bunku, je indukce
polymerizace aktinu v bufice a tvorba tzv. aktinovych komet, v jejichz vrcholu se
vyskytuje EEV, ktery timto zpisobem infikuje sousedni buiiku. Posledni zndmou variantou
uniku virionu z infikované buiky je po jeji lyze, kdy jsou IMV uvolnény do

mezibunécného prostoru (Harrison et al., 2004). Tento mechanismus znazoriiuje obrazek 2.
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Obr. 2: Ristovy cyklus poxvirt. 1. Vstup IMV nebo EEV do buiiky fuzi virové membrany s bunéénou
plazmatickou membréanou a obnaZeni virového core. 2. Casna faze transkripce pomoci virovych
enzymu pifitomnych ve virionu. 3. Translace casnych virovych mRNA pomoci bunééného
proteosyntetického aparatu. 4. Nékteré z téchto proteinti jsou transportovany ven z infikované buiky
(analogy bunéénych rustovych faktorti nebo proteiny modifikujici imunitni odpovéd” hostitelské bunky).
5. Nekteré z téchto proteind zpusobuji penetraci stény virového core. 6. Nékteré z téchto proteinti
katalyzuji replikaci virového genomu. 7. Nékteré nové syntetizované molekuly DNA slouzi jako
matrice pro replikaci. 8. Né&které noveé syntetizované molekuly DNA slouzi pro transkripci genti
intermediarni faze. 9. Virové transkripty intermediatni faze jsou translatovany bunéénym aparatem. 10.
Nekteré proteiny intermedidrni faze katalyzuji transkripci pozdni faze. 11. Translace transkriptti pozdni
Sestavovani virovych partikuli. 13. Sestaveni nezralého virionu. 14. Zrani v IMV. 15. Uvolnéni IMV
z buiky po jeji lyze. 16. Formovani IEV. IMV muze ziskat druhou membranu trans-Golgi cestou nebo
z ¢asnych endozomil. 17. Formovani CEV (Cell-associated virion) fuzi IEV s bunéénou membranou.
18. CEV indukuje tvorbu aktinovych komet a infekci sousednich bunék. CEV se odlou¢i od bunécné
membrany a vytvoii EEV (Harrison et al., 2004).

IMV a IEV se morfologicky li§i pouze v aditivni membrané. Ta obsahuje
glykoproteiny a neglykosilované proteiny, které nejsou piitomny v membrané IMV.

Membrana se tvofi pii intracelularnim obalovani IMV, ktery je uvolnén z bunky
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exocytozou nebo pii puceni CEV plasmatickou membranou. IMV se v buiice pohybuje
pomoci mikrotubuld (Harrison et al., 2004, Condit ef al., 2006).

Pii casnych fazich infekce se spiSe tvoii EEV, v pozdé€jsim intervalu infekce
ptevazuji IMV, nejspise z diivodu vycerpani obalovacich membran (Smith ez al., 2002).

U n¢ekterych Orthopoxvirii IMV puci ven zbuilky nebo se internalizuje do
inkluznich télisek typu A. Toto se ale nedéje u VACV, ponévadz je gen pro tvorbu téchto
télisek preruseny (Smith et al., 2002).

2.1.5.1. Casna transkripce

Casna exprese za¢ind ve virovém core ihned po vstupu viru do buiiky. V core jsou
pfitomny virové proteiny jako DNA dependentni RNA polymerdaza, RNA polymeraza-
asociovany protein, ¢asny transkripéni faktor, ktery byl popsan u VACV, enzymy tvofici
cepicku, methyldza, poly(A)polymerdza, nukleotid fosfohydroldza, ¢i topoizomeraza. Tyto
enzymy se piimo ucastni syntézy a modifikace mRNA. Z toho vyplyva, Ze purifikovana
poxvirova DNA neni sama o sob¢ infekcni (Broyles, 2003)

Virové mRNA maji ¢epicku a jsou polyadenylovany za katalyzy virovymi enzymy,
takZe jsou rozpoznany bunéénym translaénim aparatem (Buller a Palumbo, 1991).

Kontrola genové exprese se d€je na urovni iniciace transkripce kaskadovitym
mechanismem. Transkripéni faktory potiebné pro expresi intermedidrnich genl jsou
exprimovany jako Casné proteiny a transkripéni faktory potfebné pro expresi pozdnich
genil jsou exprimovany jako intermedidrni proteiny. Transkripni faktory dualezité pro
expresi ¢asnych gent jsou produkovany pfi pozdni transkripci a jsou pfitomny ve virionech

(Broyles, 2003)

2.1.5.2. Replikace a jeji regulace

Replikace virové DNA zacinad zavedenim tzv. "nicku" (Stépeni v jednom mist¢)
jednoho z vldken DNA genomu v blizkosti jeho konce (Pogo ef al., 1981) a pokracuje
tvorbou konkatemeru (Moyer a Graves, 1981). Konkatemer je Stépen na jednotkova
linearni vlakna DNA virovou topoizomerdzou, ktera vSak pro tento proces neni esencialni.
Misto, kde se konkatemer §tépi, je shodné se sekvenci vlasenky na konci virového genomu.

Replikace probihd ve specifickych mistech v cytoplasmé hostitelské buiiky,

obvykle v blizkosti jadra v tzv. virozomech. Virus koduje vlastni enzymy podilejici se na
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metabolismu virové DNA, napf. thymidin kindzu, thymidylat syntetdzu, ribonukleotid
reduktazu nebo dUTPazu. Virus je vSak stale schopen omezené replikace, pokud jsou tyto
enzymy deletovany. Virové proteiny, jejichz pfitomnost je pro replikaci poxvirll nutnd,
jsou DNA polymeraza, nukleosid trifosfatdza a DNA glykosylaza. Geny téchto tfi proteinti
jsou ptitomny u vSech osekvenovanych poxvirli a jsou vysoce konzervovany (Buller a
Palumbo 1991).

Replikace v cytoplasmé& hostitelské bunky je pfiCinou nezévislosti virové
multiplikace na metabolismu infikované buniky. Tato nezavislost je vSak relativni a pro
syntézu virovych proteinii jsou zapotiebi nékteré bunécné proteiny a energetické zdroje
(ATP).

Poxviry koduji piiblizné dvé sté proteinlt zajiStujicich virovou multiplikaci a
ochranu pfed imunitni odpovédi. Tato Celed reguluje replikaci genomu a sestaveni virionu
pfesnym potfadim exprese jednotlivych gent. Regulace replikace virového genomu a jeho
sbaleni do virovych castic jsou tak casoveé koordinovany a jednotlivé faze jsou zavislé na
uspé$ném prubehu fazi predchozich. Ve virionu jsou jiz obsazeny enzymy podilejici se na

virové replikaci a syntéze nukleotidd, které jsou transkribovany v ¢asné fazi.

2.1.5.3. Intermediarni a pozdni transkripce

Béhem replikace virové DNA zacind intermedidrni fdze transkripce. Tyto geny
koduji transkripéni faktory pro pozdni transkripci, RNA helikdzu aj. Pozdni exprese
pokracuje az do ukonceni rastového cyklu viru. Béhem ni se virové produkty ve vysoké
mife akumuluji, hlavné pak komponenty sestavujici virion.

Sestaveni virionu probiha v granulérni elektrondenzni oblasti cytoplasmy. Virion je
sestaven pomoci tzv. scaffold proteinli tvoficich leSeni, které je tvofeno Sestithelniky

pfipominajicimi plastve z vceliho Ulu (Szajner ef al., 2005)

2.1.6. Vliv infekce poxviry na hostitelskou buiiku

Infekce poxviry morfologicky méni vétSinu typtt bunék. Buiky se typicky
zakulacuji a vzdjemné se od sebe odlucuji v zdvislosti na expresi Casnych gend.
Cytopatické efekty jsou doprovazeny zménou stavby mikrotubulii, aktinu a filament.
V pribéhu infekce je také inhibovéna proteosyntéza bunééné mRNA, klesd mnozstvi

bunééné mRNA v cytoplasmé a pfevazuje virovda mRNA. Je redukovan jak transport
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bunééné mRNA, tak jeji syntéza (Bablanian et al., 1981). Vzhledem k tomu, Ze béhem
infekce prevazuji virové mRNA a bunécné mRNA jsou inhibovany, je inhibovana také
bunécné proteosyntéza. U VACV byla navic detekovana inhibice replikace bunééné DNA
(Jungwirth a Launer, 1968).

Nékteré poxviry maji schopnost indukovat hyperplastickou odpovéd’ nebo tumory
v ktzi infikovanych zvitat. U orthopoxvirt je pfi¢inou homolog bunééného epidermalniho
rastového faktoru (Vaccinia epidermal-like growth factor), ktery je také dilezity pro

virulenci (Buller et al., 1988).

2.2. Imunitni odpovéd’ proti poxviriim

Buiika v prvni fad¢é virus rozpoznd mechanismy piirozené imunitni odpovédi, a to
na zdkladé¢ PAMP (Pathogen associated molecular pattern). PAMP jsou komponenty
patogena, které pfirozend imunita rozpoznava jako signal nebezpeci (Danger signal). Jsou
to virové proteiny, genomova DNA, jednofetézcovd DNA, dvoufetézcovd RNA a
jednotetézcova RNA s trifosfatem na 5 konci.

Buiika rozeznava PAMP pomoci specifickych receptorit PRR (Pattern recognition
receptor). Doposud jsou zndmé Ctyfi druhy PRR, které rozpoznévaji virovou infekci, a to
TLR (‘Toll-like receptory), RLR (RIG-like receptory), NLR (NOD-like receptory) a
cytoplasmatické DNA senzory, tzv. DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory
factors). Signalizace pfirozené imunitni odpovédi skrze PRR receptory je znazornéna

na obrazku 3.
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Obr. 3: Ctyfi typy PRR a jejich signdlni drahy, které rozpoznavaji komponenty VACV. Draha TLR:
TLR 1, 2, 4, 6 se nachazi na cytoplasmatické membrané a TLR 3, 7, 8, 9 na membrané endozomu.
Adaptorové proteiny MyD88 a TRIF prenaseji signal pres aktivaci kinaz IRAK 1, 2, 4 (Interleukin-1
receptor-associated kinase), které aktivuji dalsi skupinu kinaz, tzv. IKK (IkB kinase) komplexu pies
proteiny TRAF3 a TRAF6. Signalizace vede dale pres aktivaci IRF-3, 5, 7 a NF-kB transkripénich
faktorti k expresi prozanétlivych cytokinti a IFN typu I. Draha RLR: cytoplasmatické proteiny RIG-1,
MDAS obsahujici helikdzovou doménu a CARD doménu (Caspase activation and recruitment domain),
jejiz funkei je prenos signalu pies asociaci s adaptorovym proteinem IPS-1 (IFNf promotor stimulator),
dale pak interakci s TRAF3 kaktivaci IKK komplexu a nasledné IRF-3 a NF-kB vede signalizace
k expresi prozanétlivych cytokini a IFN typu 1. Drdha NLR: Signalizace vede k sestaveni tzv.
inflamasomu, ktery katalyzuji NALP proteiny pies interakci adaptorového proteinu ASC-1, ktery vede
k pfipojeni kaspazy 1 do komplexu. To vede ke §tépeni prekurzor IL-1p a IL-18 na funkéni produkty.
Draha DAI: DAL jako cytosolovy DNA senzor interaguje s DNA, coz vede k aktivaci IRF-3 a NF-xB
transkripénich faktort a k expresi prozanétlivych cytokinti a IFN typu I (Perdiguero a Esteban, 2009).

@

o

2.2.1. TLR signalizace

TLR receptory se vyskytuji na imunitnich bunkach, jako jsou dendritické bunky
(Kadowaki ef al., 2001), B bunky, T bunky, ale také na epitelidlnich bunikach (Muzio a
Mantovani, 2000). Je znamo deset druhti lidskych TLR a 12 druhti mysich TLR. TLR jsou
glykoproteiny, které maji vnéj8i extramembranovou doménu vazajici ligand, kotvici
membranovou doménu a vnitini TIR doménu (Toll/IL-1 receptor), ktera ma funkci indukce

dalsi signalizace uvnitt buniky (O Neill, 2006).
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Glykoproteiny virionli jsou rozpozndvany TLR2 a TLR4, které jsou na povrchu
bunécné membrany. Naproti tomu TLR3, TLR7 (u mys$i)/TLRS8 (u ¢loveéka) a TLRY jsou
uvnitt buiiky na membrané endozomu a rozpoznévaji virovou nukleovou kyselinu. TLR3
je specificky pro dvouvldknovou RNA, TLR7/8 a TLRY rozpoznavaji jednovlaknovou
RNA a DNA s CpG motivy.

Po rozpoznani signalu TLR dimerizuje a interaguje s adaptorovymi proteiny,
kterymi jsou MyD88 (Myeloid differentiation factor 88), TRIF (Toll receptor-associated
activator if IFN), TRAM (TRIF-related adaptor molecule), SARM (Sterile-a and armadillo
motif-containing protein) a MAL (MyD88 adaptor-like). Signalizace MyD88 vede pres
transkripcni faktory IRF-5 a IRF-7 k produkci IFN typu I, nebo pfes NF-xB k produkci
prozanétlivych cytokinti. Adaptorova molekula TRIF, doprovazend molekulou TRAM u
TLR4 signalizace, vede signal a aktivuje transkripni faktor IRF-3, ktery dimerizuje a

indukuje expresi IFN Typu I (Perdiguero a Esteban, 2009).

2.2.2. RLR signalizace

RLR receptory se nachazeji napiiklad u fibroblasti nebo dendritickych buné&k
(kromé plasmocytoidnich dendritickych bun€k) a rozpozndvaji virovou RNA. Receptor,
ktery se nachazi v cytoplasmé, piedstavuji RIG-I (Retinoic acid-inducible gene 1), MDAS
(Melanoma differentiation-associated gen 5) a LGP2 (Laboratory of genetics and
physiology 2). RIG-I a MDAS maji helikdzovou aktivitu, kdezto LGP2 ji postrada
(Eisenécher a Krug, 2012).

RLR rozpozna dsRNA nebo ssRNA s trifosfatem na 5" konci a signalni dréha vede
k fosforylaci IRF-3, k jeho dimerizaci a k transportu homodimeru do jadra, kde se vaze na
ISRE element, a tim indukuje expresi IFNB. RLR aktivuje také NF-xB, coz vede
k produkci prozanétlivych cytokinti (Perdiguero a Esteban, 2009).

2.2.3. NLR signalizace

NLR, NOD-like receptor (Nucleotide oligomerization domain), je rodinou
intracelularnich senzord PAMP, které detekuji mikrobidlni PAMP v cytosolu (Perdiguero a
Esteban, 2009). Iniciuji prozanétlivou odpovéd’ pfirozené imunitni odpovédi aktivaci fady
proteinti. Ty vytvareji multiproteinovy komplex zvany inflammasom, ktery aktivuje
kaspéazu 1. Pro detekci viril je vedle NALP1 a NALP2 dilezitym proteinem NALP3 , jehoz
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nazev zahrnuje zkratky NACHT (NAIP (Neuronal apoptosis inhibitory protein), CIITA
(MHC class II transcription activator), HET-E (Incompatibility locus protein from
Podospora anserina) a TP1 (Telomerase-associated protein)), LRR (Leucine-rich repeat )
a PYD 3 (Pyrin domain 3). Kaspaza 1 nésledné §tépi pro-IL-1B a pro-IL-18 na funkcni
produkty. (Muruve et al., 2008).

2.2.4. DAI signalizace

Senzory, které pfimo interaguji s B formou DNA v cytosolu, se nazyvaji DAI
(DNA-dependent activator of IFN regulatory factors). Tyto senzory spousti signaliza¢ni
drahu vedouci k aktivaci transkripcnich faktorit NF-xB a IRF-3 (Takaoka et al., 2007).

Buiika se brani proti virové infekci primarné produkci interferonti, které jsou
exprimovany Vv reakci na pfitomnost dsRNA (dvouvldknovda RNA), coz je casty
intermediat pti virové replikaci. dSRNA se v buinice jak eukaryotické, tak prokaryotické
bézné nevyskytuje. Bunika reaguje na pfitomnost dsRNA aktivaci fady enzymi, napt. PKR
(Protein kinaza R), 2°-5’ OAS (2’-5’ oligoadenylat syntdza) a RNazy L. Tyto enzymy
reaguji dvéma zakladnimi signalizaénimi drahami. dsRNA v buiice zptsobi autofosforylaci
PKR, ktera fosforyluje elF2-alfa (Eukaryoticky iniciacni faktor proteosyntézy 2-alfa), a tim
jej inhibuje. Aktivitou 2°-5” OAS vznikaji 2°-5” oligoadenylaty, které aktivuji RNazu L, a
ta pak Stépi jak virovou, tak bunéénou RNA. Aktivace PKR a 2’-5° OAS/RNéza L vede
k utlumeni proteosyntézy, coz nasledné vede k apoptoze infikované bunky.

PKR je téz dilezitym regulatorem exprese cytokinti. PKR aktivuje signalizaci skrze
p38, kindzy patfici do rodiny MAPK (Mitogenem aktivovana protein kindzy) a také pies
NF-kB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Garcia et al.,
2006).

2.3. Cytokiny diilezité p¥i protivirové odpovédi

2.3.1. Interferon a a interferon 3

Interferony a a B (IFN) patii mezi interferony typu I. Do této skupiny patii i dalsi

interferony, jako napt. IFNk, IFNg, IFN® nebo IFNt. Dalsi skupinou jsou IFN typu II, do
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které patii IFNy. Tento IFN signalizuje pies odliSny receptor, a to komplexem IFNGR
receptoru. IFNy je produkovan aktivovanymi T a NK builkami a sméfuje imunitni
odpovéd’ smérem k Thl typu. Posledni skupinou jsou IFN typu III. Tato skupina obsahuje
n¢kolik genti IFNA (Perdiguero a Esteban, 2009).

Interferony typu I (IFNa/B) jsou zdkladnimi efektorovymi molekulami v pocatecni
obran¢ proti virové infekcei. Jsou indukovany pomoci aktivace PRR. Jejich funkce spociva
v aktivaci exprese interferonem stimulovanych gend po vazbé na interferonové receptory
(IFNAR). Tyto geny koduji proteiny se schopnosti inhibovat rizné kroky ve virové infekci
- virovou replikaci, vstup viru do buiky, ztratu virového obalu pfi vstupu do buiiky,
spravné slozeni virovych proteinti a Unik virového potomstva z buniky (Wang a Fish,
2012).

Hlavnimi producenty interferonu o jsou plasmocytoidni dendritické bunky, ale

v men$i mife jej produkuji také makrofdgy, fibroblasty a bunky endotelu. IFN B je
produkovan mnoha typy bunék. Receptory pro IFN jsou pfitomny témét na vSech buikach
lidského téla.
Tyto interferony disponuji nejen protivirovou (interferuji s virovym ristem), ale také
imunomodulaéni a protinadorovou aktivitou (Takaoka a Yanai, 2006). Uginek interferonu
se projevi v prvni fad¢ aktivaci pfirozené imunity, tj. indukci exprese IFN-stimulovanych
gend, a dale pak modulaci adaptivni imunity, coz vede k podpofe vitality neutrofilt, k
aktivaci makrofagt, NK bunck, dendritickych bunék (DC), B bun¢k a CD8+ T bun¢k a k
polarizaci efektorovych CD4+ T bunc¢k smérem k Thl typu imunitni odpovédi (Wang a
Fish, 2012).

Exprese IFN typu I je regulovana dvéma signdlnimi drahami. Prvni je virem
indukovana signalni drdha vedouci k produkci IFN, kterd jiz byla popsana v predeslé
kapitole a druhd, receptorem zprostfedkovand sekundarni signalni drdha je shrnuta na

obrazku 4.
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Obr. 4: Signalni drdha IFN typu 1. Vazba IFNo/p na interferonovy receptor slozeny z heterodimeru
IFNARI1 a IFNAR2. Kindzy JAK1/TYK2 (Tyrosine kinase 2) aktivuji transkripéni faktory. Tato
signalizace vede: A. Pfes PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) kinazy k aktivaci mTOR (Mammalian
target of rapamycin), coz je serin/threonin proteinkindza, ktera reguluje bunécnou proliferaci, rist,
motilitu a syntézu proteinti. B. Pfes MAPK kinazovou drahu k modifikaci histonti. C. Pfes aktivaci
STAT (Signal transducer and activator of transcription) transkripnich faktorti a jejich dimerizaci
k vazbé na GAS sekvenci (Interferon-gamma activated sequence) a pres aktivaci STAT, jejich
dimerizaci a vazbou IRF-9 transkripéniho faktoru k vazbé na ISRE (Interferon stimulated response
element) (Wang a Fish, 2012).

Klicovymi regulatory prvni drédhy aktivace genové exprese IFN jsou IRF-3
(Interferon regulatory factor-3), ktery je aktivatorem genu pro IFNf, a IRF-7, ktery
aktivuje geny pro IFNa i IFNB. Prvni signalni draha je indukovana rozpozndnim tzv.
PAMP. Signal je poté veden pies adaptorové molekuly (napt. TRIF a TRAM u signalizace
ptes TLR) a fadu kinaz k aktivaci transkripénich faktorti (IRF nebo NF-«kB), které jsou
nasledné translokovany do jadra, kde se vazi na promotor a indukuji expresi bud’ IFN typu
I vptipad¢ IRF-3, IRF-5 a IRF-7, nebo prozanétlivych cytokinii pomoci NF-kB. Dalsi
moznosti, jak aktivovat expresi IFN geni, je enhanceosom, coZ je multiproteinovy
komplex interagujici s RNA polymerdzovym komplexem. Enhanceosom se vaze na
promotory genl pro IFN a indukuje tak jejich expresi. Exprimované IFN poté spousti

sekundarni signalizaci vazbou na interferonové receptory (Perdiguero a Esteban, 2009).
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Druhou dréhu signalizace spousti vazba IFN typu I na jejich receptor (obrazek 4).
Interferonovy receptorovy komplex IFNAR je komplex o dvou podjednotkach. IFNARI
zajiStuje efektivni vazbu interferonu. Druhou podjednotku tvoifi IFNAR2. Pokud se IFN
navaze na komplex IFNAR, zptsobi fosforylaci tyrozinovych kinaz (Jak/Stat), které jsou
vazéany na receptor. Tyto kinazy reguluji proteosyntézu pies PI3K (Phosphatidylinositol 3-
kinase) a mTOR (Mammalian target of rapamycin), modifikaci histoni pfes aktivaci
MAPK drahy a expresi IFN stimulovanych genti (ISG). To se d¢je fosforylaci STAT
transkripcnich faktort. Ty se poté translokuji do jadra, kde se vazi na ISRE (IFN-senzitive
response element) v promotorech IFN stimulovanych genii. Tyto kroky vedou k expresi
gent s protivirovymi u¢inky (Wang a Fish, 2012). Jsou to zejména ISG15 (IFN-stimulated
gene 15), coz je homolog ubiquitinu, GTPdza MxA a MxB, kterd reguluje endocytézu a
transport vesikulii, 2°-5° OAS (2’-5’ oligoadenylat syntaza), PKR (Proteinkindza R),
RNéza L, ADARI (dsRNA specificka adenosin deaminasa), ktera je schopna
posttranskripéné editovat RNA a tim ménit jeji stabilitu.

STAT transkripéni faktory se u IFNy signalizace vazou na specifické genové
elementy GAS (IFNy-activated sequence) vedouci k expresi napt. NO syntazy (iNOS),
kterd méni L-arginin na NO a citrulin (Wang a Fish, 2012).

2.3.2. Interleukiny a dalSi cytokiny diileZité pri protivirové odpovédi

Pro odpovéd’ na virovou infekci je dulezitd polarizace imunitni odpovédi. Thl
imunitni odpovéd’ je definovana produkci prozanétlivych cytokintt (IL-1B, TNFa).
Diferenciace efektorti Thl imunitni odpovédi se dé€je ti¢inkem IL-12, ktery je produkovan
makrofagy a dendritickymi bunikami. Produkce IL-12 aktivuje NK buiiky, které nasledné
produkuji IFNy, a tim aktivuji makrofagy. Th2 typ imunitni odpovédi naopak napomaha
virové infekci napf. tim, Ze je inhibovana aktivace makrofagl a produkuji se protizanétlivé
cytokiny (IL-4, IL-10)

Cytokiny IL-1o/p, IL-18 a IL-33 jsou si podobné svou strukturou, signdlnimi
drahami a mechanismem, jakym se z nich stava funk¢ni produkt. VSechny tyto cytokiny
jsou syntetizovany jako prekurzory a k jejich maturaci je potfeba §tépeni enzymem kaspaza
1, jejiz aktivaci poxviry inhibuji (CrmA, SPI-2 a dalsi (Pickup, 1994)). IL-1a a IL-33 jsou
funkéni uz v nestépené formé. Poxviry téz koduji riizné solubilni receptory, které tyto

cytokiny vyvazuji a neutralizuji tak jejich efekty.
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Vsechny tyto cytokiny sméfuji imunitni odpoveéd’ ptes STAT (Signal transducer
and activator of transcription) transkripéni faktory k ur¢itému typu. IL-33 sméfuje imunitni
odpovéd k Th2 pies STATS. Oproti tomu Th17 buiiky exprimuji interleukin 17 na popud
IL-1B ptes STAT3, a kone¢n¢ IL-18 indukuje produkci IFNy Thl bunkami ptes STAT4
(Guo et al., 2009). Podrobné;ji jsou jednotlivé cytokiny popsany v nasledujicich kapitolach.

2.3.2.1. Interleukin-1

Interleukin 1o/ je prvnim zastupcem rodiny IL-1, kterd obsahuje vice ¢lenti (IL-
Ira, IL-18). IL-1 pisobi piiobrané proti mikroorganismim, které se replikuji uvnitt
bunky. Hraje dtleZitou roli v pfirozené imunité a reguluje adaptivni imunitu. V minulosti
mél tento cytokin riznd pojmenovéani podle toho, jak byly postupné odhalovany jeho
funkce, a to endogenni pyrogen, faktor aktivujici lymfocyty, bunéény mononuklearni
faktor nebo katabolin . Z prekurzoru pro IL-1 se §tépi IL-1c a IL-1[.

IL-1B je exprimovén jako pro-IL-1f o velikosti 31 kDa a je St€pen kaspazou 1
(dfive nazyvanou ICE protease; ICE = IL-1B converting enzyme) na maturovany IL-1f.
Pro-IL-1B je dopraven na plasmatickou membranu, kde je St€pen kaspazou 1. Pro-IL-1a je
biologicky aktivni uz jako neStépeny protein, a to na rozdil od IL-1p, jehoz neStépena
forma nema biologickou aktivitu (Arend, 2002). IL-la i IL-1B jsou syntetizovany
monocyty, makrofagy, neutrofily a hepatocyty.

K této rodin€ patii také antagonista receptoru IL-1 (IL-1Ra), ktery slouzi jako
bunécny regulator IL-1, a dale dva receptory IL-1 typu I a II; typ II je inaktivni, protoZe na
rozdil od receptoru typu I neobsahuje intraceluldrni doménu, ktera zprostfedkovava dalsi
signalizaci.

Komplex IL-1 a IL-1 receptor aktivuje fadu adaptorovych molekul uvniti burky,
jako jsou MyD88 (Myeloid differentiation factor 88), IRAK (IL-1 receptor associated
kinase) a TRAF 6 (TNF receptor associated factor 6), a ty spousti transdukéni dréhy
vedouci k aktivaci NF-kB, AP-1 (Activator protein 1), p38 MAPK a JNK (Arend et al.,
2008).

Regulace imunitni odpovédi pomoci IL-1 receptoru I sméfuje typ imunitni
odpovédi smérem k Th17 a produkci IL-17. To se déje pres transkripéni faktor RORYy

(RAR (Retinoic acid receptor) related orphan receptor gamma).
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2.3.2.2. Interleukin-18

Interleukin-18 (IL-18) patii do cytokinové rodiny IL-1 a jeho prekurzor je také
Stépen kaspazou 1 na funkéni produkt. Kaspaza 1 je aktivovana plisobenim inflamasomu.
Piivodné byl IL-18 pojmenovan jako faktor indukujici IFNy. Prekurzor o velikosti 22 kDa
je Stépen na bioaktivni IL-18 o velikosti 17 kDa.

Receptor IL-18R je heterodimer strukturné piibuzny receptoriim rodiny IL-1, a to
sdilenim homologie se sekvencipodjednotky vazajici ligand. IL-18R obsahuje TIR
doménu, kterd podobné jako u signalizace IL-1 dale aktivuje NF-kB dréhu, p38 a JNK (c-
Jun N-termindlni kindza, ktera patii mezi kinazy aktivované mitogenem). Expresi tohoto
receptoru indukuje IL-12 produkovany T a B buiikami. IL-18R je exprimovan v Thl
bunikach, myeloidnich a epitelidlnich bunikach. Tento interleukin je signalem k produkci
IFNy u antigenem stimulovanych T bunék a synergisticky s IL-12 stimuluje produkci IFNy
u Thl typu bunck. Stejné¢ je tomu i u NK buné¢k (Natural killer), které také stimuluje
k produkci IFNy (Chaix et al., 2008). IL-18 také zvySuje cytotoxickou aktivitu zvySenim
exprese Fas ligandu v Thl bunkach a dale stimuluje produkci oxidu dusnatého (NO)
v makrofazich.

Po podani IL-18 po infekcei vakcinii byl pozorovan zmenseny vyskyt 1ézi na mySim
modelu. U téchto mysi byla pozorovana zvySena aktivita NK bunck a cytotoxickych T
lymfocytli (CTL) (Tanaka-Kataoka et al., 1999). IL-18 tedy hraje svou roli v protivirové
imunité.

Regulace pomoci IL-18 receptoru o sméfuje k Thl typu imunitni odpovédi a

aktivované T bunky k produkci IFNy. To se déje pies T-bet transkripcni faktor.

2.3.2.3. Interleukin-33

Interleukin-33 (IL-33) také patii do cytokinové rodiny interleukinu-1. Tento
cytokin byl diive nazyvan NF-HEV (Nuclear factor in high endothelial venules), protoze
byl identifikovan v téchto specializovanych buiikach. Je exprimovan jako 31 kDa
prekurzor, ktery miize byt dale St€pen kaspazou-1 na maturovany 18 kDa protein. IL-33 je
exprimovan ve stromalnich bunkach, jako jsou bunky endotelu a epitelidlni bunky
(Schmitz et al., 2005). Indukuje Th bunky, zirné bunky, eosinofily a basofily, aby
produkovaly cytokiny charakteristické pro Th2 typ imunitni odpovédi.
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IL-33 ma dvé hlavni funkce: jednak jako klasicky cytokin, a dale pak jako
nukledrni faktor regulujici transkripci geniit (Miller, 2011). V soucasnosti se také uvazuje o
jeho roli jako alarminu (DAMP - Damage-associated molecular pattern), ktery je
uvoliovan z nekrotickych buné€k, aby nastartoval imunitni odpovéd’ v reakci na destrukci
tkané nebo stres (Bonilla ez al., 2012).

Signalizaci IL-33 zprostiedkovava T1ST2 (IL-33 receptor), ktery je exprimovan
hlavné na buiikdch indukujicich Th2 odpovéd (Lohning et al, 1998). Spolecné tvoii
komplex s IL-1RacP (Interleukin-1 receptor accessory protein). Signalizace IL-33 probiha
klasickou signalizaci IL-1 rodiny, a to aktivaci NF-xB a MAPK drah (Schmitz et al.,
2005).

Exprese T1ST2 Th2 buiikami je regulovéana transkripénim faktorem GATA3, ktery
je regulovan STATS. GATA3 je hlavnim transkripénim faktorem Th2. Jeho exprese se
zvysi, pokud se experimentalné buiky kultivuji v podminkdch sméfujicich k Th2 typu
imunitni odpovédi, a jeho exprese je také zvySena v pfitomnosti IL-33, IL-2, IL-7 a TSLP
(Thymic stromal lymphopoietin). T1ST2 neni exprimovan na butikdch Thl ani na naivnich
CD4+ T lymfocytech. V zavislosti na aktivaci TIST2 receptoru pomoci IL-33 je
produkovana fada dal$ich cytokini, zejména IL-13, IL-5, IL-4 (pokud je pfitomen také IL-
2). Inhibice IL-33 blokuje jejich sekreci.

IL-33 sméfuje imunitni odpovéd k Th2, a proto je také spojen s chorobami
charakterizovanymi Th2 odpovédi, jako jsou astma (vysokéa exprese IL-33 v plicni tkani a
praduskovém hladkém svalstvu), onemocnéni revmatoidniho typu (revmatoidni artritida,
osteoartréza, systémovy lupus erythematodes), kozni zanétlivé poruchy (atopicka
dermatitida, sklerodermie) a zanétlivé stfevni poruchy (ulcerativni kolitida, Crohnova
choroba).

V soucasnosti bylo prokdzano, zZe exprese IL-33 je regulovdna dvéma
transkripénimi faktory IRF-3 a CREB (cAMP response element-binding) (Polumuri ef al.,
2012).

2.4. Obrana poxviri proti imunitni odpovédi hostitele
Virus vakcinie koéduje pfiblizn€ dveé sté proteini. Mnohé znich moduluji

metabolismus builky, aby se virus Uspésné zreplikoval a mohl se §ifit dal. Virus vSak také

koéduje mnoho proteini, které modifikuji imunitni odpovéd’ hostitelského organismu. Tyto

31


http://www.jbc.org/content/272/12/7727.short
javascript:r(0)
javascript:r(1)

imunomodulatory funguji jak intracelularn¢ jako regulatory apoptdzy, IFN-
zprosttfedkované odpovédi, signalizace pfirozené imunity nebo jako regulétory transkripce
genu hostitele, tak extracelularné jako inhibitory komplementu a IFN, regulatory cytokint
a chemokini. Lze je rozdélit podle jejich funkce na tii skupiny. Jednak to jsou virokiny,
coz jsou secernované analogy cytokinli nebo imunoregulac¢nich proteind, dale pak
viroceptory, které napodobuji bunéfné receptory, a v neposledni fad¢ vnitrobunétné
proteiny, které zasahuji do buné¢né signalizace a efektorovych drah.

Primarni odpovédi organismu na virovou infekci je pfirozena ,nespecificka“
imunitni odpoveéd,, kterd se projevi indukci exprese IFN typu I a zanétlivych cytokini a
aktivaci komplementu a NK bunék (pfirozené zabijecské buiiky). Virus vakcinie tedy
vyvinul mnoho strategii, jak zamezit signalizaci vedouci k expresi IFN pifes drahy
zaCinajici aktivaci PRR.

Virus vakcinie inhibuje jak klasickou, tak 1 alternativni cestu aktivace
komplementu pomoci secernovaného proteinu VCP (Vaccinia virus complement control
protein), jehoz Cast sekvence je analogicka s bunéénym regulaénim proteinem
komplementu C4b vazajici protein, ktery je bunéénym regulatorem komplementu. VCP
vaze C3 a C4 podjednotky komplementu (Kotwal a Moss, 1988, Howard et al., 1998)..
Stejnou analogii vykazuje také protein membrany EEV, u néhoz vsak nebyla tato

schopnost nalezena.

2.5. VACYV inhibitory imunitni odpovédi

2.5.1. Inhibitory interferonii

Jednou z hlavnich zbrani vakcinie je regulace produkce interferonu typu I (IFNo/)
a II (IFNy). Vakcinie koduje analog bunécného receptoru IFNy (IFNyR). Tento produkt
vakcinie byl identifikovan jako B8R otevieny cteci rdamec (ORF) u kmene Western
Reserve (WR). Ukazalo se, Ze tento protein je homologni s extracelularni doménou IFNYR,
ale neobsahuje membranovou kotvu ani cytoplasmatickou doménu, tudiZ je tento protein
funkéni v solubilni formé. Na rozdil od bunééného IFNYR je virovy analog méné druhoveé
specificky a inhibuje biologickou funkci IFNy u lidi, prasat a krys, nikoliv v§ak u mysi.
Protein B8L tedy brani interakci IFNy a jeho receptoru neutralizaci IFNy, jednoho

z klicovych regulatorti zanétu a imunitni odpovédi pii infekci vakcinii. Dlsledkem je
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omezend ¢i chybéjici signalizace ptes tento cytokin. Tento virovy homolog je vysoce
konzervovany, a tudiz hraje v patogenezi orthopoxvirGi vyznamnou roli (Alcami a Smith,
1995).

Dalsi virovy protein vaze [FNa s vysokou afinitou, proto je oznacovan jako jeden
z faktort virulence. Tento protein B18L je vysoce homologni s jak humanni, tak s mysi a
bovinni podjednotkou o receptoru pro IFN. BI8L tedy véaze IFNo2 a brani
transmembranové signalizaci. Protein B18L je svym zplsobem unikatni, jelikoz plisobi
jako rozpustny extracelularni mediator i povrchovy protein na bunééné membrané, a tudiz
efektivné blokuje autokrinni i parakrinni funkce IFN (Colamonici ef al., 1995).

Intracelularni inhibici IFN-zprostiedkované odpovédi zajist'uji virové proteiny E3L
a K3L. VACV je z téchto divodi in vitro rezistentni k IFN signalizaci.

E3L je multifunkéni virovy moduldtor bunééné imunitni odpovédi. Tento protein
méa dsRNA vazebnou aktivitu a inhibuje tak dsRNA-aktivované IFN-inducibilni enzymy
PKR a systém 2’-5” OAS/RNaza L (Chang et al., 1992, Rivas et al., 1998). E3L protein je
exprimovan v ¢asné fazi infekce VACYV, a je tedy ptitomen pted pozdni transkripci, kdy je
syntetizovana vétSina dsRNA (Colby et al., 1971). E3L dale inhibuje aktivaci adenosin
deamindaz A az I a blokuje expresi IFN inhibici transkripénich faktort IRF-3 a IRF-7
(Smith et al., 2001)

Aktivace PKR i systému 2’-5° OAS/RNéza L vedou k inhibici proteosyntézy; PKR
ptes inhibici elF-2a, 2°-5° OAS/RN4aza L ptes degradaci RNA (Garcia ef al., 2006). E3L
tak inhibici aktivace téchto enzymui reguluje prechod bunky do apoptozy; téz byla
zaznamenana jeho onkogenni aktivita in vitro v buitkdch NIH 3T3 (Garcia ef al., 2002).
Jednou z dalSich mnoha doposud nalezenych funkci E3L je potlaceni exprese fady
riznych cytokinll z rodiny IFN, TNF, TGF a interleukini. Hlavni signalizace indukce
exprese cytokinil vede pfes PKR, IRF-3 a NF-kB (Myskiw et al., 2009).

K3L protein koduje nefunkéni homolog elF-2a (a0 podjednotka elF2), ¢imz brani
fosforylaci elF-2a pomoci PKR a nedochézi tak k bloku proteosyntézy. K3L je také
exprimovan v ¢asné fazi infekce vakcinii a in vitro se pfimo vaze na PKR (Davies et al.,

1992).
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2.5.2. Inhibitory interleukini a dalSich cytokini

Jednou zvelmi uc¢innych zbrani poxvir jsou virové homology cytokinovych
receptort (receptory pro IL-1 typu II, TNF typu II, IFN typu I a II). Timto zptisobem
VACV brani jejich akceschopnosti.

Aktivaci NK bunék a polarizaci smérem k Thl imunitni odpovédi brani homolog
receptoru pro IL-18. Tento poxvirovy protein vyvazuje IL-18 misto bunééného receptoru
IL-18R a inhibuje tak jeho funkci in vitro i in vivo Born et al., 2000). IL-18 indukuje
cytotoxicitu NK bunék, aktivuje produkci IFNy a prozanétlivou signalizaci pres NF-«xB.
Pokud je gen pro tento protein ve vakcinii deletovan, je ovlivnéna jeji virulence stejné jako
u modulatort interferonové odpoveédi (B18L). Tento protein nesdili Zddnou homologii
s bunéénym IL-18R, ale naopak sdili shody v sekvenci pro bunéény IL-18 vazajici protein.
U vakcinie byl nalezen jako ORF D7R. Funkéni protein byl nalezen u kmeni WR, Lister a
MVA (Modified vaccinia virus Ankara), ale chybi napt. u kmene Copenhagen (Smith et
al., 2000). Stejnou funkci zastava i virovy protein C12L u mysi, ktery ma také vliv na IL-
12-indukovanou produkci IFNy. Pivodné se hledal inhibitor IL-12, ktery vede k produkci
IFNy. Zjistilo se vSak, Ze je tento protein homologni s IL-18 vazajicim proteinem a Ze
inhibuje IL-18 (Symons ef al., 2002).

Dalsi zptsob, jak vakcinie moduluje imunitni odpovéd’, je pomoci membranové
vazaného nebo solubilniho homologu TNF (Tumor necrosis factor) receptoru, coz brani
aktivaci zanétlivé odpoveédi vreakci na virovou infekci. Solubilni TNFa a LTa
(Lymphotoxin o) jsou funkéni jako trimery, které se vazi na dva druhy receptorti pro TNF.
Vazba zplsobi jejich oligomerizaci a aktivaci intracelularnich signalizacnich kaskad. Tento
virovy homolog byl nalezen u kmene Lister, Evans a USSR a pojmenovan jako VACV
CrmE (Cytokine response modifier E); vaze jak lidsky, tak 1 mysi a krysi TNFa, ale nikoli
lidsky LTa (Reading et al., 2002).

Tomuto typu protivirové odpovédi brani mimo jiné také solubilni homolog IL-1
receptoru (IL-1R), ktery brani signalizaci IL-1B. Tento poxvirovy receptor vaze IL-1B
s vysokou afinitou a naopak neinteraguje s IL-lo nebo s IL-1ra (Receptor antagonist),
ktery je pfirozenym bunénym regulatorem tohoto cytokinu. Homolog IL-1R je ve vakcinii
kodovan genem B15R. Delece tohoto genu a aplikace in vivo na myS$im modelu zpisobi

zvySeny vyskyt symptomi infekce a akceleraci imunitni odpovédi akutni faze, €ili tato
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delece modifikuje zdvaznost onemocnéni zpiisobeného infekci orthopoxviry (Alcami a
Smith, 1992).

Aktivaci a migraci leukocytli zabrafiuji virové inhibitory chemokind. Poxviry
exprimuji proteiny, které vyvazuji tyto chemokiny, a tim blokuji jejich funkci. Tyto
inhibitory mohou sdilet ur¢itou sekvencni podobnost s bunéénymi chemokiny nebo jsou
virove specifické. Jednim z nich je virovy protein, ktery vadze chemokiny typu CC, ¢imz
blokuje chemokiny indukované zvySenim hladiny véapniku v buiice a migraci imunitnich
bunék. Tento protein nesdili Zddnou homologii s bunéénymi receptory pro chemokiny

(Alcami et al., 1998).

2.5.3. Inhibitory apoptozy

Virus vakcinie si vyvinul rizné strategie, jak modifikovat bunénou signalizaci
vedouci k apoptické smrti infikované buiky. Jednou znich je N1L protein, ktery sdili
strukturni podobnost s bunéénym Bcl-2 anti-apoptickym proteinem, ale nesdili sekvencni
homologii. Za fyziologickych podminek se Bcl-2 protein vdze na BH3 motiv
proapoptickych proteind, a tak inhibuje proapoptickou signalizaci skrze naruSeni integrity
mitochondridlni membrany a vylouceni cytochromu c¢ do cytosolu, ktery by nésledné
aktivoval kaspazy (Cooray et al., 2007). Ma také dalsi vlastnosti, a to Ze inhibuje
signalizaci pfes NF-kB a IRF-3. N1L brani aktivaci téchto transkrip¢nich faktorli asociaci
s [-kB kindzovym komplexem, ktery pravé tyto faktory reguluje (DiPerna et al., 2004).

DalSim vakciniovym proteinem modifikujicim apoptickou signalizaci je F1L. Tento
protein také vaze BH3 proteiny (Fischer et al., 2006), ale oproti N1L proteinu ma
prodlouzenou C termindlni doménu a je ukotven v mitochondridlni membrané (Stewart et
al., 2005).

V neposledni fad¢ jsou zbrani vakcinie také analogy bunécnych serpinii SPI-1/2
(Serine protease inhibitor 1 a 2) a CrmA , jejichz funkce zahrnuji kontrolu koagulace krve,
aktivaci komplementu a prozanétlivé odpovédi (Kotwal, 1989). Serpiny reguluji
aktivované proteinazy, a tim také apoptézu. Tyto analogy serpinii inhibuji i kaspazovou
aktivitu. CrmA napfiklad inhibuje $tépeni prekurzori cytokinli na jejich funkéni formu
pomoci inhibice kaspazy 1. Tento protein také inhibuje dalsi proteinazy, a tim potlacuje
apoptézu zprostiedkovanou Fas, TNF nebo TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) (Bird, 1998).
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VACYV dale nespecificky brani apoptoze expresi dalSich proteind, které stimuluji
bunéény metabolismus a delsi preziti buiiky, aby mohlo dojit k dostatenému pomnoZeni

viru.

2.5.4. Inhibitory drah NF-xB a IRF-3

Vakcinie také koduje mnoho proteinti, které modifikuji PRR signalizaci. Jejim
cilem je inhibovat signalni drahy, které vedou k fosforylaci a nasledné aktivaci
transkripénich faktort NF-xB a IRF-3. NF-kB a IRF-3 jsou totiz induktory exprese
prozanétlivych cytokini a interferoni typu I, coz jsou hlavni faktory v okamzité,
nespecifické imunitni odpovédi buniky na virovou infekci (Ye a Maniatis, 2011).

Sirokospektrymi inhibitory jsou produkty genit A46R a AS52R. Tyto vakciniové
geny sdili homologii s TIR doménou TLR receptort. A46L protein blokuje adaptoroveé
proteiny (MyD88, TRIF, TRAM) obsahujici TIR doménu a transdukci signdlu dovnitf
buniky. AS2L protein interaguje s TRAF6 a IRAK-2 kinazou, které hraji roli v aktivaci NF-
kB (Bowie et al., 2000).

K7L protein se sekvencné podoba AS52L. Tento protein inhibuje drdhu aktivace
IRF-3 a IRF-7 vedouci pfes IKKe a TBK1. K7L konkrétné cili na bunécny protein DDX3
(DEAD box protein 3). Timto zpisobem inhibuje produkci IFN (Schroder et al., 2008).

B14L protein interaguje s kindzovym komplexem IKK, ktery je klicovym
regulatorem signalni transdukce vedouci k produkci prozanétlivych cytokint pies NF-«B,
a inhibuje tak jeho enzymatickou aktivitu. B14L se konkrétné vaze na IKK[ (Chen et al.,
2008).

Zde zminéné inhibitory jsou zndzornény na obrazku 5.
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Obr. 5: Schéma proteini vakcinie signalizaénich drah vedoucich od PRR. Proteiny VACV jsou
vyobrazeny v Cervenych ¢tvercich, jde o E3, N1, B14, K7, A46, A52 a CrmA (Perdiguero a Esteban,
2009).

2.6. Atopicka dermatitida

Atopickd dermatitida (AD) je neinfekéni chronické zanétlivé onemocnéni klze.
Vyskytuje se vétSinou u déti, ale miize piechézet i do dospélosti. Klinickd manifestace je
velmi variabilni, charakterizuji ji tfi zékladni projevy: dermatitida (zdnét klize), xerdza
(suchost ktize) a pruritus (svédéni kiize).

Atopie je geneticka predispozice k produkci IgE protildtkové odpovédi na bézné se
vyskytujici environmentélni a potravinové antigeny (tzv. "extrinsic" AD), ale existuje asi
20% AD bez zvyseni IgE (tzv. "intrinsic" AD). AD se ¢leni do tfech kategorii podle doby,
kdy se v zivoté Cloveéka objevi - na kojeneckou, détskou a dospélou formu.

Prevalence AD je celosvétové 3 az 5 % u déti do péti let, ztoho 49 az 75 %
postizenych vyvine AD do 6. mésice véku a 80 az 90 % do 5. roku véku. V dospélé
populaci se prevalence pohybuje od 2 do 10 %. V celosvétovém méfitku trpi atopickou
dermatitidou 15 az 30 % populace, ve stfedni Evrop¢ se prevalence udava okolo 10 %.

V Ceské republice je AD pozitivnich 16 % déti do jednoho roku Zivota, 12 % déti do 15 let
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a 3 % nad 16 let. Vyskyt AD koreluje s civiliza¢ni vyspélosti jednotlivych zemi.
V soucasnosti stoupa Zivotni Giroven, a tudiz stoupa i rozsifeni AD.

Tim, Ze je u AD jedinci naruSena kozni bariéra, je vétsi riziko infekce kuize
riznymi patogeny. Nejcastéjsi je bakterialni infekce Staphylocccus aureus a virova infekce
Herpes simplex virus zpusobujici eczema herpeticum. K méné Castym infekcim patii
zaneseni Vaccinia virus pti ockovani proti cernym nestovicim nebo pii ndhodném kontaktu
s Cerstvé oCkovanou osobou, coz je pfi¢inou vzniku eczema vaccinatum (Jirdkova et al.,
2010).

Atopickd dermatitida je charakteristickd zménénou cytokinovou odpovédi. U
pacientl s akutni atopickou dermatitidou pfevazuje Th2 imunitni odpovéd’. Th2 imunitni
odpovéd’ je typickd nadprodukei IL-4, IL-5 a IL-13, zvySenymi hladinami IgE a eosinofilii
periferni krve, coz je nasledkem sniZzené produkce IL-18. Tato situace potlacuje efekty Thl
imunitni odpovédi. Byla téz pozorovana sniZzena exprese antimikrobialnich peptidi, jako je
lidsky kathelicidin LL-37, coz vede ke sniZzené odolnosti vici koznim infekcim. U
chronickych 1ézi je tomu vSak naopak a pfevazuje Thl imunitni odpovéd.
V lichenifikované kozni tkani chronickych 1ézi je zvySend infiltrace makrofagh a
eosinofill, které produkuji reaktivni molekuly a prozanétlivé cytokiny (Leung et al., 2004).

AD je multifaktoridlni a polygenni onemocnéni. Je poruSena kozni povrchova
bariéra a je zde hyperproliferace bun¢k dermis a epidermis - u AD se vyskytuji mutace
v genech pro filagrin, ktery vaze keratin v epitelidrnich buiikéach, a v genech pro lorikrin a
involukrin, které jsou signdlem k produkci keratinu a zastaveni bunééného déleni. Tim je
narus$ena maturace keratinocytu, a tudiz i kozni bariéra. U AD je zménény profil ceramidd,
coz vede ke zhorSené funkci intercelularnich lipidd, a také zvySeny podil serinovych
protedaz v kuzi, coz ma za nasledek piedCasnou ztratu soudrZnosti keratinocytd a
deskvamaci (Jirdkova et al., 2010). Rozdily mezi zdravou a atopickou pokozkou jsou

znazornény na histologickém fezu na obrazku 6.
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Obr. 6: Histologicky preparat fezu zdravé a atopické ktize. NS znazorfiujici zdravou tkan ukazuje
tenkou, ale funkéni vrstvu pokozky, nizké ztraty vlhkosti a dostatecnou hladinu sekrece lipida. AD
znazoriujici atopickou tkan ukazuje tlustou nefunkéni vrstvu pokozky, vysoké ztraty vlhkosti a nizkou
sekreci mazu. NS, normal skin - zdrava ktize; AD, atopic dermatitis - atopicka kize (Wollenberg a
Klein, 2007).

AD je dédicnd, geneticky velmi komplexni choroba. Bylo identifikovano nékolik
dilezitych gend, jejichz modifikace vede pravé k AD. Tyto geny jsou na chromozomu 5,
dale se tykaji polymorfismu promotoru pro IL-4 a receptoru pro IL-4. Pozménény byl
nalezen i gen pro IL-13. a geny na chromozomu 11, kédujici receptor pro IgE (Leung a
Bieber, 2003). Byla zjisténa snizena exprese IFNy a jeho receptoru. V téchto genech byly
nalezeny SNP (Single nucleotide polymorphism) (Leung et al., 2011). Ty byly také
nalezeny v genech pro IL-18 a pro IL-18R. V dusledku toho je u lidi trpicich AD snizena
exprese IL-18 a jeho receptoru (Wittmann et al., 2009). Byla také zaznamenéna zvySena
produkce IL-33 a ST2, IL-33 receptoru ve vzorku biopsie klize lidi s AD, ktefi byli
iritovani alergenem enterotoxinem B produkovanym bakterii Staphylococcus aureus
(Savinko et al., 2012).

AD se vyznacuje pozménénou bunéénou imunitni odpovédi. U atopické dermatitidy
je zvySen vyskyt T bun¢k typu Thl7. Produkce IL-17 je zavisla na produkci IFNy.
Spole¢né zvysuji adhezivitu keratinocytti k T buitkdm, coz zpiisobi cytotoxicitu a apoptézu
keratinocytl zprostfedkovanou T bunikami (Cavani et al., 2012).

V 1ézich atopikil pfevazuje zadnétlivy epidermalni typ dendritickych bunék, ktery se
diferencuje v zavislosti na prostredi se zvySenou hladinou IgE protilatek a v pfitomnosti
IL-4 a IL-13. Toto prostfedi je pro atopickou dermatitidu typické (Wollenberg et al.,
2010). Naopak vyskyt plasmocytoidniho typu dendritickych bunék, ktery se predevSim
vyznacuje produkci IFN typu I, je v kazi lidi trpicich atopickou dermatitidou sniZen, coz
ptispiva k vétsi nachylnosti ke koznim infekcim. Hladina plasmocytoidnich dendritickych
bunék cirkulujicich v krevnim fecisti vSak mize byt u atopikll zvySena (Wollenberg et al.,
2002). Vyskyt NK bunc¢k v krevnim feCiSti je naopak u atopikii snizen a NK jsou
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koncentrovany v atopické kiizi. NK buniky se stavaji ter¢em pro kontakt s monocyty a
prechézeji do apoptdzy. Tim, Ze neprodukuji cytokiny, které jsou charakteristické pro Thl

typ imunitni odpovédi, pfispivaji k Th2 fenotypu imunitni odpovédi (Katsuta et al., 2006).

2.7. Oc¢kovani VACYV a postvakcina¢ni komplikace

2.7.1. Ockovani VACV

Virus vakcinie patii do Celedi Poxviridae stejné jako jeji blizky pfibuzny variola
virus, ptivodce ¢ernych nestovic.

Diky zkiizené protilatkové reaktivité je virus vakcinie vyuzivan jako ockovaci
kmen proti variole. V roce 1966 zahijila WHO (World Health Organisation) eradika¢ni
kampan, v roce 1977 byl registrovan posledni pacient s cernymi neStovicemi v Somalsku a
vroce 1980 byl virus varioly prohlaSen za vymyceny. Celoplo$né ockovani bylo proto
zcela zruSeno.

V soucasnosti se v urcitych oblastech opét zacalo s ockovanim zejména armadnich
zamestnanci a zdravotnického personalu kvali hrozbé pouziti viru varioly jako
bioteroristické zbran€é. Oc¢kovani kmenem Dryvax (Wyeth Laboratories), at’ uz dfive
peéstovanym na telatech (vakcina 1. generace) nebo nové na tkanovych kulturach
ACAM2000 (vakcina 2. generace), nebo nckterymi atenuovanymi kmeny vSak s sebou
nese riziko riznych postvakcina¢nich komplikaci (Artenstein, 2009). Aktudlné se vyviji
vakcina tieti generace IMVAMUNE (TM) zalozena na kmeni vakcinie Modified vaccinia
virus Ankara (MVA). Tento kmen ma mnohocetné delece a je schopen replikace na
kutecich embryondlnich fibroblastech, ale nikoliv v sav¢ich bunkach, v nichz je schopen
jen exprese nékterych proteind, ¢imz indukuje imunitni odpoveéd’ (MacNeil ef al., 2009)
Z tohoto pohledu je uvedeny kmen bezpecny i pro ockovani atopikii, avSak z etickych
diivodli nelze s jistotou ovéfit, zda je u nich vytvorena dostate€nd protektivni imunita proti
cernym nestovicim.

Ockovani zivym virem vakcinie u imunokompromitovanych, imunosuprimovanych
1 u zdanlivé zdravych lidi zpiisobuje postvakcinaéni komplikace, a to generalizovanou
vakceinii, (vaccinia generalisatum), progresivni vakcinii (vaccinia necrosum) nebo rozsev
vakcinie v kzi (eczema vaccinatum). O¢kovani mize zpusobit i dalsi komplikace, jako je

postinfekéni encefalitida, meningioencefalitida, myokarditida, trombocytopenie, artritida,
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perikarditida a jiné (Remichkova, 2010). Proto se vyviji vakcina 3. generace, tvofena

nereplikujicim se MVA.

2.7.2. Eczema vaccinatum

Eczema vaccinatum je onemocnéni, ke kterému miize dojit u lidi trpicich atopickou
dermatitidou a zaroven ockovanych ¢i vystavenych jinému kontaktu s virem vakcinie.
Predpoklada se, ze vyvoj eczema vaccinatum u lidi s AD souvisi s poruchami pfirozené
imunitni odpovédi v kiizi. Doposud neni zndm ptesny mechanismus ani faktory vedouci
k rozvoji eczema vaccinatum.

Nicméné byla identifikovana skupina gend pfirozené imunity, kterd je spojovana
s poruchami imunitni odpovédi na virus vakcinie u AD. Jsou to geny asociované
s ochranou organismu, odpovédi na zranéni a s imunitni odpovédi. Exprese vSech téchto
genu byla snizena (Grigoryev et al., 2009).

Jedinci s atopickou dermatitidou jsou tak vylouceni ze vSech preventivnich i post-
expozi¢nich vakcinacnich schémat. V dlsledku o¢kovani hrozi po aplikaci ptenos VACV
na blizké kontakty ockovanych, coz nevylucuje jedince trpici atopickou dermatitidou. Je
znamo nekolik takovych ptipadti (McLaughlin et al., 2007, Muzny et al., 2009). Zejména
to byl pfipad nakazeni ditéte otcem, ktery byl kratce piedtim ockovan proti Cernym
nestovicim virem vakcinie, kdy doSlo k rozvoji Zivot ohrozujiciho eczema vaccinatum

(Marcinak et al., 2007).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie a roztoky

V této kapitole jsou uvedeny jen specidlni chemikalie a roztoky. Ostatni bézné
chemikalie pochazi od firmy Sigma (Svycarsko) nebo Penta (Ceskd republika).
V metodach jsou uvedeny vSechny roztoky. Ty byly pfipraveny v MilliQ vod¢ (18,2 Q, 25
°C) nebo pro praci s DNA a RNA v aqua pro injectione. Roztoky pro tkanové kultury a
praci s mySmi byly sterilizovany autoklavovanim nebo filtrovany (0,22 um filter - Techno

Plastic Products, Svycarsko).
3.1.1.1. Chemikalie

Agar6za — Biozym, Rakousko

Akrylamid/N,N’-methylenbisakrylamid, 37, 5:1 — Serva Electrophoresis, Némecko
Aqua pro injectione — Fresenius Kabi, Némecko

Etidium bromid (5 mg/ml) — Boehringer Mannheim, Némecko

a-chloronaftol (3 mg/ml)— Sigma, Svycarsko

Instant Nonfat Dry Milk — Nestlé, USA

Ovoalbumin (1 mg/ml) — Sigma, Svycarsko

Ponceau ¢ervei — Sigma, Svycarsko

Primery pro GAPDH, IL-1p3, IL-18, IL-33, IRF-3, IFNJ - Integrated DNA Technologies,
USA

Random hexamer primers — Fermentas, Kanada

RNA Blue — Top-Bio, Ceska republika

RNAlater RNA Stabilization Reagent - Qiagen, Némecko

3.1.1.2. Roztoky

Avertin — 0,5 g 2,2 2-tribromethanol + 500 pl amylalkohol + 2,6 ml PBS (10 x)
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0,025% bromfenolova modf ve vodé

10 x elektroforeticky pufr A — 1,875 M Tris (pH 8,8) + 0,5% SDS

10 x elektroforeticky pufr B — 0,625 M Tris (pH 6,8) + 0,5% SDS

10 x elektroforeticky pufr C — 60,6 g Tris (pH 8,8) + 288,2 g glycin do 2 1 MilliQ vody
Fosfatovy pufr — 100 mM Na,HPO, v aqua pro injectione (pH 9)

Chromogenni substrat pro kienovou peroxiddzu — 5Sml a-chloronafiol (3 mg/l1 ml v
DMSO) + 20 ml PBS (1 x) + 15 az 45 ul H,O,

Laemmliho vzorkovy pufr — 312,5 mM Tris-HCI (pH 6,8) + 10% SDS + 50% glycerol +
loading buffer (cyanol:xylen (1:1) + glycerol, 6x koncentrovany)

5% mléko — 5 g Instant Nonfat Dry Milk ve100 ml 1 x PBS

PBS (10x) — 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g Na,HPO, + 0,24 g KH,PO4 ve 100 ml MilliQ
vody, filtrovéno ptes 0,22 um filter

Ponceau ¢erven — 0,2% Ponceau + 3% kyselina trichloroctova

1 x RSB pro SDS-PAGE — 200 pl 5 x RSB + 800 ul MilliQ vody

5 x RSB pro SDS-PAGE (Reducing sample buffer, redukéni vzorkovy pufr) — 750 ul 5 x
Laemmliho vzorkovy pufr + 250 pul B-merkaptoethanol

TBE (10x) — 54 g Tris baze + 27,5 g kyselina boritd + 7,4 g EDTA do 500 ml MilliQ vody
Transblotovaci pufr A — 150 ml Tris baze (1 M) + 100 ml methanol + 250 ml MilliQ voda
Transblotovaci pufr B — 12,5 ml Tris baze (1 M) + 100 ml methanol + 387,5 ml MilliQ
voda

Trypsin — 2,5 g trypsinu + 0,5 g EDTA + 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g Na,HPO4+ 0,24 g
KH>PO4 v 1 000 ml MilliQ vody, filtrovano pies 0,2 pum filtr

3.1.2. Kultiva¢ni média a prisady

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) s vysokym obsahem glukézy (4.5 g/l) —
PAA Laboratories, Rakousko

10% fetalni bovinni sérum (FBS) — Gibco/Invitrogen, USA

10% neonatalni teleci sérum (NCS) — Gibco/Invitrogen, USA

Penicilin (1x10° U/l) — PAA Laboratories, Rakousko

Streptomycin (100 mg/l) — PAA Laboratories, Rakousko
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3.1.3. Protilatky

Krali¢i polyklonalni protilatka proti viru vakcinie (kmen Western Reserve; produkce na
zakazku)
Sekundarni kozi protilatka proti kralikovi konjugovana s peroxidazou — Cappel Research

Products, Svédsko

3.1.4. Hmotnostni standardy

DNA marker 155-970 coloured — Top-Bio, Ceska republika
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder — Fermentas, Kanada

PageRuler™ Prestained Protein Ladder — Fermentas, Kanada

3.1.5. Kity

RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit — Fermentas, Kanada
RNA Blue RT PCR kit — Top-Bio, Ceské republika

3.1.6. Pristroje, nastroje a programy

3.1.6.1. Pristroje

Autoklav Niive OT 032 — Niive, Ankara, Turecko

Biophotometer V1.32 — Eppendorf, Némecko

Box s laminarnim proudénim tf. IIA, Aura 2 000 M.A.C. — BioAir Instruments, Italie

Box s laminarnim proudénim tf. IIA, Forma — Thermo Scientific, USA

Box s laminarnim proudénim tf. IIA, Holten Horizontal Laminar Airflow Clean Bench —
Thermo Scientific, USA

Centrifuga BR4i — Jouan, Francie

Centrifuga 5415 C — Eppendorf, Némecko

Centrifuga Force 7 — LabNet International, Inc., USA

Centrifuga Gm Clab — Gilson, USA

Centrifuga MiniSpin — Eppendorf, Némecko

Cohu High Performance camera 4912- Cohu, USA
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Fotoaparat Canon Power Shot A580 — Canon, Japonsko

Fotoaparat Nikon Cool Pix 5 000 — Nikon, Japonsko

Homogenizer ULTRA TURRAX T8 — IKA, Cina

Inkubétor pro tkanové kultury HERA cell CO,— Heraeus, USA

Izolator pro laboratorni zvitata Independent environmental cabinets A110 — Jouan, Francie
Mastercycler gradient — Eppendorf, Némecko

Mikroskop Olympus IX70 — Olympus, Japonsko

Optima LE-80K Ultracentrifuge — Beckman Coulter, USA

Transblot semi-dry transfer cell - BioRad, USA

Ultrasonic processor CPX 750 — Cole Palmer, USA

Ultrasonic homogenizer Series 4710 — Cole Palmer, USA

Vahy Atilon - Acculab Sartorius group, USA

Vahy Scout Pro portable balances - Ohaus, USA

Victor3 fluorescent plate reader 1420 multilabel counter — Perkin Elmer, USA
Zasttihavac vousti — Philips, Nizozemi

Zdroj pro PAGE PowerPac basic — BioRad, USA

3.1.6.2. Nastroje a pomiicky

3.1.6.2.1. Nastroje a pomiicky pro praci s mySmi

Akupunkturni jehly HuanQiu Super — Suzhou Huangiu Acupunture Medical Applicance
Co. Ltd, Cina

Injekeni stiikacky Inject F (0,01 ml az 1 ml) — B/Braun, Némecko

Jehly 100 Sterican (0,55 x 25 mm) — B/Braun,Némecko

Néplasti Cosmos (8 x 4 cm)- Hartmann, Ceska republika

Ockovaci razitko vyrobené RNDr. Vérou Hajkovou

Urgo Film transparentni (2,5 cm x 5 m) — Laboratoires Urgo s.a., Francie

Vodéodolné foliova naplast (19 x 72 mm) — Tesco, Velkd Britanie

3.1.6.2.2. Pipety

Automatické pipety (10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 pl) — Eppendorf, Némecko
Multikanalové automatické pipety (20 pl, 200 ul) — Eppendorf, Némecko
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Pipetman Pipet-aid — Drummond Scientific corporation, USA

3.1.6.2.3. Laboratorni plast

Jednorazové pipety (2 ml, 5 ml a 10 ml), Petriho misky (primér 6 mm), desticky pro
tkanové kultury (6-, 12-, 24- a 96-jamkové), kultivacni lahve a plotny pro tkanové kultury,
zkumavky (5 ml, 15 ml a 50 ml) — Techno Plastic Products, TPP, Svycarsko

,RNase-free” zkumavky (200 ul) — Biologicals, Ceska republika

,RNase-free” zkumavky (1,5 ml) - Biologicals, Ceska republika

Spicky (10 pl) — Biotix, USA

Spigky s filtrem (10 ul, 100 pl, 200 pl a 1000 ul) Top-Line Filtertips — IVD Micropure
filter technology, USA

Techno Plastic Products, Svycarsko

Zkumavky (1,5 ml), Spicky (200 pl, 1000 pl) — Sarstedt, Némecko

3.1.6.2.4. Ostatni pouzity materiil pro molekulirné biologické techniky

Kyvety UVette - Eppendorf, Némecko
Nitrocelul6zova membrana Nytran 0,45 pm — Schleicher a Schuell, Némecko

Whatman 3 MM - Schleider a Schuell, Némecko

3.1.6.3. Pocitacové programy

Adobe Photoshop — Adobe, USA

OLIGO Primer Analysis Software - Molecular Biology Insights, Inc., USA
Software LUCIA 4.6 — Laboratory Imagining Ltd., CR

MS Office — Microsoft, USA.

FASTA — EMBL-EBI, Europian Bioinformatics Institute

EMBOSS-lite — NIH, National Institute of Health

Blast (Basic local alignment tool) — NIH, National Institute of Health
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3.1.7. Bunécné linie

Ledvinné bunky kockodana zeleného BSC-40 péstované v 10% NCS DMEM; NCS
inaktivovano pii 65 °C

Mysi embryonalni fibroblasty NIH 3T3 péstované v 10% FBS DMEM; FBS inaktivovano
pii 65 °C

Mysi makrofagy J774.G8 péstované v 10% FBS DMEM; FBS inaktivovano pii 65 °C
Bunééné linie byly péstovany v inkubatoru pro tkanové kultury (HERA cell CO,) pii
37 °C v atmosféte s 5 % CO, a 95% vlhkosti.

3.1.8. MySi kmeny

Nc/Nga (spontanni model atopické dermatitidy) - Riken BioResource Center, Japonsko
Mysi byly chovany v izolatoru zajist'ujicim sterilni prostiedi s autoklavovanymi pilinami a

krmivem nebo v konvenénim prostredi.

3.1.9. Viry

Pro pokusy byly pouzity tyto viry:

Divoky kmen VACV kmene Western Reserve (WR; wt-WR).

Rekombinantni VACV kmene WR exprimujici luciferdzu pod kontrolou promotoru p7.5
(WR-Luc; Rodriguez et al.,1988). cDNA luciferdzy byla vlozena do VACV genu pro
thymidin kindzu homologni rekombinaci.

Rekombinantni VACV kmene WR exprimujici IRF-3 pod kontrolou promotoru p7.5
(Interferon regulatory factor 3; WR-IRF3) byl zkonstruovan a selektovan Mgr. Jarmilou
Knitlovou a Mgr. Janou Liskovou, Ph.D. cDNA pro IRF-3 byla pomoci inzer¢niho
plasmidu pSCI11-IRF3 vlozena do virového genu pro tymidin kindzu homologni

rekombinaci.

3.1.10. Plazmidy

Inzeréni plazmid pSCI11 (Rodriguez et al., 1988) s cDNA pro IRF-3 (pSCI11-IRF3)
vloZenou do Smal restrikéniho mista byl vytvofen Mgr. Jarmilou Knitlovou v laboratofi

MUDr. Zory Mélkové, PhD. Na obrazku 7 je zobrazeno schéma konstruovaného plazmidu.
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Obr.7: Schéma inzeréniho plazmidu s IRF-3 transkripénim faktorem pro homologni rekombinaci do
VACV genu pro thymidin kinazu. P7.5, ¢asn¢ pozdni promotor VACV; IRF-3, cDNA transkrip¢niho
faktoru IRF-3; TK, gen pro thymidin kindzu; ori, replika¢ni pocatek; LacZ, selekéni marker, gen pro o-
fragment -galaktosidazy; amp, selek¢éni marker, gen pro ampicilin

3.2. Metody

MUDr. Mélkova je drzitelkou osvédceni o kvalifikaci pro praci s laboratornimi
zvitaty a laboratof ma opravnéni nakladat s geneticky modifikovanymi organismy

kategorie rizika I a II.
3.2.1. Metody in vitro
3.2.1.1. Pasazovani bunék

Buiikky BSC-40 a NIH-3T3 byly pasdzovany dvakrat tydn€¢ a péstovany
v kultivagnich lahvich (75 c¢m®, Techno Plastic Products) ve 20 ml média DMEM s 10%
sérem (NCS nebo FBS podle typu bun&k) a s pridavkem antibiotik penicilinu (1x10° U/l) a
streptomycinu (100 mg/l) (PAA Laboratories). Pokud byly pouzity kultivacni ldhve
s povrchem 150 cm?, bylo pouZito dvojnasobné mnozstvi viech slozek. P¥i pasazovani
v kultivaénich lahvich s povrchem 75 ¢cm’ se nejprve z bundk odstranilo staré médium,
poté byly buiiky oplachnuty 1,5 ml trypsinu, ktery byl také odstranén, a nasledné byl
pfiddn novy trypsin vobjemu 2 ml. Vném se bunky inkubovaly pfiblizn¢ 5 minut
v inkubdtoru pro tkanové kultury HERA cell CO, (Heraeus). Buiiky byly kontrolovany pod

mikroskopem, zda se odloucily od povrchu plastu. Trypsin byl inaktivovan pfidavkem 5 ml
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média (10% NCS DMEM nebo 10% FBS DMEM podle typu bunck), v némz byly
rozruseny shluky bun¢k propipetovanim. K 0,5 ml této suspenze bunck v kultivacni lahvi
bylo doplnéno 20 ml nového média (10% NCS DMEM nebo 10% FBS DMEM). Bunky
byly nésledné kultivovany v laboratornim inkubatoru HERA cell CO; po 4 dny a poté opét
pasazovany.

Makrofagy J774.G8 byly péstovany v 10% FBS DMEM v kultivac¢nich lahvich s

hydrofobnim povrchem (25 cm?, Sarstedt, Némecko) a pasaZovany 2-3x tydné cca 1:5.

3.2.1.2. Poéitani bunék

Ze suspenze bungk (trypsinizované bunky v celkovém objemu 7 ml) bylo odebrano
ptiblizné 100 pl ke stanoveni poc¢tu bunc¢k. K 50 ul smési bunek bylo ptidano 50 ul 0,1%
trypanové modii v 1x PBS, aby byly obarveny vitalni butiky. V Neubauerové komiirce byl

stanoven pocet bun¢k v 1 ml suspenze.

3.2.1.3. Naseti bunék

Zbyla suspenze bun€k (trypsinizované buiikky v celkovém objemu 7 ml) byla
nafedéna v 10% NCS DMEM nebo 10% FBS DMEM podle typu bunék na pozadovanou
koncentraci a naseta na Petriho misky nebo na 6-, 12-, 24- nebo 96-jamkové desticky.

Tabulka 1 ukazuje poZadovany objem a koncentraci bun¢k na jamku.

BSC-40/NIH 3T3/J774.G8
desticka pocet jamek | povrch (cm?) | koncentrace bunék (x 10°) | objem na jamku (ml)
6 9,4 1,5/0,75/1,5 3
12 3,83 0,6/0,3/0,6 1,5
24 1,88 0,3/0,15/0,3 1
96 0,32 0,05 0,2
Petriho miska | 60 x 15 mm 28,27 4.4/2,2/4,4 5

Tabulka 1: Charakter naseti bun¢k (pocet jamek, povrch, koncentrace a objem nasetych bunék)

3.2.1.4. Priprava hrubého extraktu viru

0,3 x 10® bungk BSC-40 bylo kultivovano v 10% NCS DMEM na kultiva¢ni plotng

(150 cm®). Po 24 hodinach byly buiiky infikovany rekombinantnim virem WR-IRF3 nebo

WR-Luc s M.O.I. = 0,05, inkubovany 48 hodin ve 2% NCS DMEM v inkubatoru pro
49



tkanové kultury HERA cell CO; pti 37 °C, 5 % CO; a 95% vlhkosti. Poté byla suspenze
bun¢k sklizena a sto¢ena (2000 rpm, 5 min, 4 °C) na centrifuze JouanBR4i. Pelet bun¢k
byl dvakrat oplachnut 10 ml DMEM, dale resuspendovéan ve 2 ml DMEM a sonikovan 5 x
5 sekund (Ultrasonic processor CPX 750, 80% amplituda, Cole Palmer). Suspenze byla
sto¢ena (4000 rpm, 5 min, 4 °C) na téze centrifuze. Supernatant byl pfepipetovan do nové
zkumavky, pelet byl dale resuspendovan v1 ml DMEM., sonikovdn a stoCen stejnym
zpiisobem jako v predeSlém kroku. Supernatant byl pfidan k jiz odebranému supernatantu,
suspenze byla sonikovéana 3 x 10 sekund, stoena a zamrazena v -80 °C jako hruby extrakt

viru WR-IRF3.

3.2.1.5. Priprava purifikovaného viru

Purifikace byla provadéna podle publikovaného protokolu (Joklik, 1962). 0,3 x 10°
bun¢k BSC-40 bylo infikovano wt-WR ¢i WR-IRF3 jako pro ptipravu hrubého extraktu
viru. Nésledné¢ byly buiky sklizeny odpipetovanim do 50ml zkumavek a centrifugaci
(4000 rpm, 5 min, 4 °C) na centrifuze Jouan BR4i. Purifikace prob¢hla ultracentrifugaci na
Optima LE-80K Ultracentrifuge (Beckman Coulter) v sachar6zovém gradientu (20 az

45 %).

3.2.1.6. Stanoveni infekéniho titru hrubého extraktu viru a purifikovaného

viru

Stanoveni titru bylo provadéno plakovou zkouskou. Buitky BSC-40 o hustoté 0,3 x
10° byly nasety na 12-jamkovou desticku. Po 24 hodinach byly infikovany piislusnym
virem v fedéni 107 az 10™ po dobu 42 h. Po 42 hodinach byly infikované buiiky fixovany
paraformaldehydem (4% v 1x PBS), barveny krystalovou violeti a byl spoc¢itan titr viru

WR-IRF3.

3.2.1.7. Infekce bunéénych linii

Byly infikovéany buriky naseté o 24 hodin dfive na desticky o rizném poctu jamek
nebo na Petriho misky. Virus pro inokulum byl rozmrazen, vortexovan a kratce stoCen

(Centrifuga Force 7, LabNet International, Inc.) a pak sonikovan 3 x 5 sekund (Ultrasonic
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procesor, Cole a Palmer). Virus byl poté nafedén na pozadovanou MOI. Z bun¢k bylo
odsato kultivacni médium a buniky byly oplachnuty médiem DMEM bez séra; to bylo
nasledné odsato a bylo pfipipetovano virové inokulum. Pokud byla pouzita bunécna linie
NIH 3T3, tak se buiiky neoplachovaly, jelikoZ to pfispivalo k jejich odlouceni ode dna a
k znehodnoceni pokusu. Objem virového inokula pro urcity typ desticek nebo Petriho

misek je uvedeno v tabulce 2.

desticka pocet jamek objem virového inokula (ul)
6 600
12 200
24 200
96 20
Petriho miska 60x15 mm 1000

Tabulka 2: Objem virového inokula podle typu desticky nebo Petriho misky

Buiiky se infikovaly jednu hodinu za obcasného promichani v inkubétoru pro
tkanové kultury HERA cell CO,, poté bylo virové inokulum nahrazeno 2% NCS nebo 2%
FBS DMEM podle typu bunécné linie a takto infikované buiky byly kultivovany v
inkubatoru pro tkanové kultury HERA cell CO,. U neinfikovanych kontrol byl postup

stejny, pouze bylo ptidano po dobu infekce misto virového inokula DMEM bez séra.

3.2.1.8. Sklizeni

Infikované bunky i builkky mock infikované se sklizely riznym zplisobem podle

typu dalsiho zpracovani.

3.2.1.8.1. Sklizeni na stanoveni infekéniho titru viru

Na stanoveni infekéniho titru byly buiiky odpipetovany, Spickou seSkrabany a

odmyty ode dna jamky a s médiem ptfeneseny do zkumavky a zamrazeny v -80 °C.

3.2.1.8.2. Sklizeni na detekci exprese genti pomoci RT-PCR

Pokud byly infikované buniky pouzity k detekci exprese pozadovaného genu, byly

buiiky v jamce Spi¢kou resuspendovany, pieneseny do zkumavky o objemu 1,5 ml a
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nasledné zcentrifugovany (1 700 rpm, 5 min, 4 °C) na centrifuze Jouan BR4i. Nadéle byly
vzorky drzeny na ledu. Supernatant byl opatrn€ odstranén, pelet byl roztfepan a byl k nému
ptipipetovan 1 ml sterilniho 1 x PBS. Suspenze byla opét sto¢ena (1700 rpm, 5 min, 4 °C)
na stejné centrifuze, supernatant odstranén, pelet roztfepan a znovu promyt 0,5 ml 1x PBS.
Smes se stocila (2 000 rpm, 5 min, 4 °C) a byl odpipetovan supernatant. Pelety byly

zamrazeny v -80 °C.

3.2.1.8.3. Sklizeni na detekci proteinii pomoci western blot analyzy

Infikované buiky urcené pro detekci proteind pomoci western blot analyzy byly
seSkrabany ze dna jamek, suspenze pienesena do zkumavek (1,5 ml) a sto¢ena (3 000 rpm,
2 min, pokojova teplota) na centrifuze Force 7 (LabNet International, Inc.). Byl odstranén
supernatant, rozttepan pelet a promyt 1 ml 1 x PBS (sterilni). Smés byla stocena na stejné
centrifuze (3 000 rpm, 2 min, pokojova teplota), k resuspendovanému peletu bylo
ptipipetovano 0,5 ml 1 x PBS a ten pak stocen (4 000 rpm, 0,5 min, pokojova teplota).
K peletu bylo ptfiddno 80 pl 1 x RSB (Reducing Sample Buffer podle Laemmliho,
Laemmli 1970). Smés byla propipetovana. Vzorky byly zamrazeny v -80 °C.

3.2.1.9. Stanoveni riistu viru plakovou zkouSkou

Stanoveni ristu viru v pokusech se provadélo na 96-jamkové desticce pomoci
plakové zkousky. Infikované bunky byly 3 x rozmrazeny a 3 x zamrazeny (-80 °C),
vortexovany, sonikovany (Ultrasonic Homogenizer Series 4710, Cole a Palmer) a kratce
sto¢eny (Centrifuga Force 7, LabNet International, Inc.). Bylo pfipraveno fedéni virového
inokula od 10" do 10”. Poté byla k virovému inokulu (20 ul) na 96-jamkové desti¢ce
ptipipetovéana suspenze bundk BSC-40 (6 x 10%, ve 130 pl na jamku, vysledna koncentrace
2% NCS DMEM). 24 h.p.i. v inkubatoru pro tkanové kultury HERA cell CO, byla

provedena fixace a barveni.

3.2.1.10. Western blot analyza

Tato metoda byla v minulosti popsdna. Pracovala jsem podle upraveného protokolu

(Laemmli, 1970, Harlow a Lane, 1988).

52



3.2.1.10.1. Pfiprava vzorku

Vzorky v 1x RSB byly povafeny 3 minuty a zcentrifugovany (14 000 rpm, 10

minut) na centrifuze 5415 C (Eppendorf). Vzorky byly poté naneseny na gel v mnozstvi

10 pl vzorku na jamku. Jako hmotnostni standard byl pouzit PageRuler (Prestained Protein

Ladder, Fermentas).

3.2.1.10.2. SDS-PAGE

Aparatura pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného (SDS-PAGE) byla sestavena podle navodu od vyrobce (Mini-Protean 3, BioRad).

V tabulce 3 je uvedeno sloZeni obou gelli. SDS-PAGE probihala v 1 x elektroforetickém
pufru C s 1% SDS pii napé€ti 100 V piiblizné dvé hodiny.

N’met. PAGE | PAGE
druh gelu | koncentrace | bisakryl amid | MilliQ voda | pufrA | pufrB | TEMED 10% AP | glycerol
Separacni 10% 3,75 ml 495ml 218 mi| Oml 0,0075ml | 0,015 ml | 0,3 ml
Zaostrovaci 4,10% 0,6 mi 2,85 ml 0ml 0,9ml | 0,0068 ml | 0,0225 ml 0Oml

Tabulka 3: Slozeni elektroforetickych gelt. TEMED a AP se pridavaji tésné€ pted nalitim gelu k iniciaci

polymerizace gelu. TEMED, tetramethylethylenediamin; AP, persiran amonny

3.2.1.10.3. Transblot

Pienos rozdélenych proteini z gelu na nitrocelozovou membranu byl realizovan

v aparatufe Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) za stalého proudu

200 mA po dobu 45 minut. SloZeni blotovaciho sendvice je uvedeno na obrazku 8

(http://www.bio-rad.com/prd/en/US/LSR/PDP/b92801aa-76b7-45¢9-825¢-

672589d01b00/Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell)
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SMEr pienasu

katoda (-)

6 ks Whatman v pufru B
gel 5D5 - PAGE
nitroceluldzova membrana
3 ks Whatman v pufru B +
3 ks Whatman v pufru A

D anoda (+)

Transhlot Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)

Obr. 8: Znazornéni posloupnosti jednotlivych vrstev sendvice ve sméru prenosu Transblot Semi-Dry
Transfer Cell (BioRad).

Sendvi¢ obsahoval smérem od anody nejprve 3 ks filtracniho papiru Whatmann 3
MM (Schleicher a Schuell) namocené¢ho v transblotovacim pufru A a na nich 3 ks
Whatmann 3 MM namoceného v transblotovacim pufru B. Na né¢ byla polozena
nitrocelulozovd membrana Nytran 0,45 pm (Schleicher a Schuell), na kterou byl pfilozen
gel. Na gel se polozilo 6 ks Whatmann namoceného v transblotovacim pufru B. Na zavér
se pfiloZilo viko aparatury s katodou. Pfenos probiha smérem od katody (negativni naboj)
k anodé (pozitivni naboj). Usp&snost transblotu byla ovéfena barvenim proteind
pfenesenych na nitrocelulézovou membranu pomoci 0,2% Ponceau Cervené v 3% TCA

(Sigma). Barvivo bylo odmyto inkubaci membrany v 1 x PBS (2 x 15 min na tfepacce).

54



3.2.1.10.4. Imunoblot

Pro imunologickou detekci protilatkou byla membrana blokovana v 5% mléce (Nestlé) v
Ix PBS 20 minut na tfepacce. VACV proteiny byly detekovany kréli¢i polyklonalni
protilatkou proti wt-WR (produkce na zakézku). Tato primérni protilatka byla fedéna 1:500
v 5% mléce v 1x PBS a membrana v ni byla inkubovana ptes noc pii 4 °C na tfepacce.
Druhy den byla membrana promyta v 1x PBS (2 x 15 min na tfepacce) a inkubovana
v kozi sekundarni protilatce konjugované s kienovou peroxidazou fedénou 1:1 000 v 5%
mléce v 1x PBS jednu hodinu pti pokojové teploté na tfepacce. Membrana byla poté opét
promyta v1 x PBS (6 x 5 min). Proteiny byly vizualizovdny pomoci chromogenniho

substratu o.-chloronaftolu po dobu 1 az 10 minut.

3.2.1.11. Detekce exprese genii pomoci RT-PCR

3.2.1.11.1. Izolace RNA

RNA byla izolovéana podle protokolu uveden¢ho u RNA Blue RT PCR kitu (Top-
Bio). Vse bylo provadéno na ledu, pokud nebylo uvedeno jinak v originalnim protokolu,
centrifuga a veskeré roztoky byly pfedchlazeny na 4 °C. Byly pouzity zkumavky bez
pritomnosti RNaz. K peletu sklizenému na detekci exprese genu byl pfipipetovan 1 ml
RNA Blue a vSe inkubovano 5 minut pfipokojové teploté. Poté bylo ptiddno 200 pl
chloroformu, protfepano a nasledné opét inkubovano 5 minut piipokojové teploté. Po
inkubaci byl vzorek zcentrifugovan (12 000 rpm, 10 min, 4 °C) na centrifuze Jouan BR4i.
Roztok se vzorkem se rozdélil na horni vodnou fazi obsahujici RNA a dolni organickou
fazi. Mezi fazemi se vytvortila bild vrstva obsahujici proteiny. Do nové zkumavky (1,5 ml)
byla pfenesena horni organicka faze s RNA a precipitovana pomoci 0,5 ml izopropanolu.
Vzorek byl protiepan a inkubovan 10 minut pii 4 °C a nasledné opét zcentrifugovan
(12 000 rpm, 10 min, 4 °C) za vzniku peletu RNA. Supernatant byl odstranén a pelet
promyt 1 ml 75% ethanolu, pak zcentrifugovan (12 000 rpm, 5 min, 4 °C) a po odstranéni
supernatantu suSen na vzduchu. K peletu bylo pfipipetovano 15 az 50 pul vody bez RNaz
v zavislosti na velikosti peletu. Kontrola izolace RNA byla provedena na agar6zovém gelu

(1,5%, 1x TBE) vizualizaci EtBr (0,5 pl EtBr o konc. 5 mg/ml na 50 ml agarozy). 2 ul
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RNA byly smichény se 7 ul vody bez RNaz a 1 pl 6 x LB pufru (nandSeci pufr). Ptiprava
gelu je uvedena v kapitole 2.3.5.6.. Vzorek byl poté uschovan v -80 °C.

3.2.1.11.2. Méreni koncentrace RNA

Ke vzorku RNA byl pfidan 1 pl inhibitoru RNéaz (vyslednd koncentrace 1U/ul;
Fermentas). Koncentrace RNA byla méfena na spektrofotometru Biophotometer V1.32
(Eppendorf) v fedéni 100 x a 200 x. Byly pouzity kyvety Uvette (Eppendorf), do kterych
bylo aplikovdno 50 pl vzorku. Byla métena absorbance (koncentrace RNA = 40 x Ajg X
faktor redéni). Cistota RNA byla stanovena pomérem Ajeons0. Piidavek inhibitoru RNaz
nezménil spektrofotometrické stanoveni koncentrace RNA ve vzorku, coz bylo prokazano
hodnotou Ajg, kterd zlstala nezménéna. Vzorky byly nasledné nafedény na stejnou

koncentraci, aby mohla byt porovnana mira exprese.

3.2.1.11.3. OSetieni RNA DNazou

Vzorek RNA byl zbaven piipadnych zbytki DNA podle protokolu uvedeného u
RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis kitu (Fermentas). RNA byla drZzena na ledu a
veskeré roztoky byly pfedchlazeny. Ke vzorku (o koncentraci 1 pug/1 pl) byl pfipipetovan
1 pl 10 x pufru s MgCl, (25 mM), 1 pl Dnazy (1U/ul) a voda bez RNé4z do 10 ul. Vzorek
byl inkubovan 30 min pifi 37 °C. DNaza byla inaktivovana ptidavkem EDTA (50 mM) a
inkubaci 10 minut pii 65 °C. Vzorky byly v této form& prechovavany v -80 °C a dle

potieby dale pfepsany reverzni transkripci.

3.2.1.11.4. Reverzni transkripce

Piepsani izolované RNA probihalo podle upraveného protokolu u RevertAid First
Strand cDNA Synthesis kitu (Fermentas). Prace s RNA probihala na ledu a byly
vychlazeny také chemikalie pro reverzni transkripci. Byl pfipraven mastermix bez reverzni
transkriptazy. RNA byla denaturovana inkubaci 5 minut pti 65 °C a pfidana k mastermixu.
Nakonec byla pfidana reverzni transkriptdza nebo voda jako negativni kontrola. Vzorek byl
inkubovan 5 minut pii 25 °C, 60 min pifi 42 °C a 5 minut pifi 70 °C v termocykléru
Mastercycler gradient (Eppendorf). Vzorky byly nasledné¢ zamrazeny v -20 °C a dle
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potieby pouzity k detekci exprese daného genu pomoci polymerazové fetézové reakce

(PCR).

3.2.1.11.5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikace cDNA byla provadéna podle protokolu uvedeného u Taq polymerazy
(RNA Blue RT PCR kit, Top-Bio). Byl namichan mastermix, k némuz byla pfidana
pfepsana cDNA. PCR byla nastavena na 25 nebo 40 cykli. PCR prob¢hla pii nasledujicich
podminkach: pocatecni denaturace 94 °C/3 minuty, denaturace 94 °C/45 sekund, teplota
pro annealling pro jednotlivé primery je uvedena zvlast' v tabulce 4, extenze 72 °C/1

minuta a zavérec¢na extenze 72 °C/10 minut.

primer zasobni koncentrace délka (bp) Ta (°C)
GAPDH 10mM 300 60
IL-1B 10mM 196 60
IL-18 10mM 492 53,1
IL-33 10mM 362 53,8
IFNB 10mM 332 55,8
IRF-3 10mM 504 50

Tabulka 4: Charakteristika jednotlivych primerti. Tabulka ukazuje teploty "annealingu" jednotlivych
gend a jejich velikosti.

V tabulce 5 jsou uvedeny sekvence primerti pro vSechny amplifikované geny, t;j.

GAPDH, IL-1B, IL-18, IL-33, IRF-3 a IFNB.

primer | pravy primer (5'-3°) | levy primer (5°-3°)
GAPDH | GGAGACAACCTGGTCCTCAG | ACCCAGAAGACTGTGGATGG
IL-1B TCCATTGAGGTGGAGAGCTT | GGATGAGGACATGAGCACCT
IL-18 AGACAACTTTGGCCGACTTC | CAAACCCTCCCCACCTAACT
IL-33 GAAAGCRGAGGGAGTAGGAG | TTAGTTCCCACCCGTGATTG
IFNB CCTACAGGGCGGACTTCAAG | GACCACCATCCAGGCGTAGC
IRF-3 | TAGGCTGGCTGTTGGAGATGT| CCAGGTCTTCCAGCAGACACT

Tabulka 5: Tabulka ukazuje sekvence jednotlivych primerd.

3.2.1.11.6. Elektroforéza

Ke vzorkiim PCR byl pfidan nanéaSeci pufr (6x, cyanol:xylen 1:1, glycerol) 10 ul
vzorku bylo separovdno pomoci elektroforézy na 2% agardézovém gelu (1x TBE)

s piidavkem ethidium bromidu (0,5 pl EtBr o konc. 5 mg/ml na 50 ml agardzy), a PCR
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produkty vizualizovany pod UV svétlem. Elektroforéza probihala pti 90 V 20 minut az
jednu hodinu. Byly pouzity dva druhy hmotnostnich standardi, DNA marker 155-970
(Top-Bio) a GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

3.2.2. Metody in vivo

3.2.2.1. Senzitizace mysi

Senzitizace mySiho kmene Nc/Nga probihala 2 x, a to od 6 az 7 tydnli stari mysi.

Na obrazku 9 je znazornéna casova posloupnost senzitizace mySi Nc/Nga, infekce a

nasledné usmrceni.

[rree | [Cammreen |
T 3 tydny T 10 dni T 7 dnad T

I— odecteni Iézi po 5-ti dnech

Obr.9: Casové posloupnost senzitizace mysi Nc/Nga, inokulace VACV (infekce) a usmrceni

Mys je pted senzitizaci a inokulaci VACV uspdna intraperitonedlni (i.p.) aplikaci
anestetika avertinu. Poté jsou mysi oholeny chlupy na pravém boku pomoci zastiihdvace
voust (Philips) a tiikrat aplikovan takzvany "tapestripping", coz je metoda depilace
veskerych chlupt a naruseni kozni bariery strhavanim néplasti z kiize (Hartmann). Na holé
misto je aplikovano 100 pl ovoalbuminu (1 mg/ml) nebo 1x PBS. Misto senzitizace je poté
piekryto néplasti s polstatkem (Tesco) a neprodySnou naplasti, tzv. Urgofilmem,
(Laboratoires Urgo s.a.). Takto oSetfenda myS je na obrazku 10. Mysi byla naplast po 7

dnech senzitizace strzena.

Obr. 10: Mys Nc¢/Nga po anestezii a senzitizaci
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3.2.2.2. Infekce mysi
3.2.2.2.1. Priprava virového inokula

Virové inokulum bylo pfed infekci sonikovano 3 x 5 sekund (Ultrasonic
homogenizer Series 4710, Cole Palmer, amplituda 80 %), kratce stoeno, a nasledné
drzeno na ledu. V tabulce 6 jsou uvedeny pouzité viry, jejich titr a objem virového inokula;
k inokulu byl pfiddvan jest¢ ovoalbumin (1 mg/ml), neni-li uvedeno jinak. PouZzité

purifikované viry (WR; WR-Luc; WR-IRF3) byly nafedény na stejny titr (1 x 10’ PFU).

virus | infekéni titr (v 1 ml) | objem inokula/mys (pl)
WR 1,75 x 10° 5,71
WR-Luc 2,40 x 10° 4,16
WR-IRF3 1,95 x 10° 513

Tabulka 6: Tabulka ukazuje objem inokula/mys. Inokulum je nafedéno na vyslednou koncentraci 1 x
107, coz vysledng dava objem 8,3 pl.

3.2.2.2.2. Aplikace virového inokula na pokozku mysi Nc¢/Nga

Inokulace VACV mysim Nc/Nga byla provedena 10 dni po druhé senzitizaci.
Samotna aplikace virového inokula byla provadéna RNDr. Vérou Héjkovou. MyS byla
uspana injekci avertinu do peritonealni dutiny. Misto, kde byla provadéna senzitizace, bylo
Ix "tapestrippovano" a na holou kiizi bylo napipetovano pfislusné mnozstvi virového
inokula (8,3 pl, pokud bylo pouZito razitko; 1 pl, pokud byla pouzita akupunkturni jehla).
Inokulum bylo aplikovano jednim vpichem pomoci razitka nebo opakovanymi vpichy
akupunkturni jehlou. Razitko ¢i jehla byly dezinfikovany oplachem v roztoku NaOH, ve
vodé (MilliQ) a v 1x PBS a vysuSeny. Struktura razitka je viditeln4 na obrazku 11.

Obr. 11: Razitko vyrobené RNDr. Vérou Hajkovou
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Misto infekce bylo poté piekryto naplasti s polstarkem a urgofilmem jako v piipadé
senzitizace. Infikovana zvifata byla pfechovavdna v izolatoru pro laboratorni zvitata
Independent environmental cabinets A110 (Jouan) po dobu sedmi dntli. Jako negativni
kontrola byl mySim Nc/Nga aplikovan 1x PBS (spolu s ovoalbuminem) stejnym zptisobem
jako pfi aplikaci virového inokula. Kontrolni aplikace PBS byla vzdy provedena jako
prvni, aby se predeslo kontaminaci VACV. Infekce probihala v boxu s lamindrnim
proudénim tf. ITA Holten (Thermo Scientific), ktery byl po infekei riznymi typy viru vzdy
vysvicen UV svétlem po dobu 20 minut. Vznikla léze byla vyfotografovana 3 nebo 5 dnti

po infekci (Fotoaparat Canon Power Shot A580).

3.2.2.3. Usmrceni mysi a odbér tkané

Infikované mysSi byly usmrceny 24 hodin po infekci pro stanoveni exprese cytokint
pomoci RT-PCR, nebo 5 ¢i 7 dni po infekci pro stanoveni velikosti 1éze, riistu viru a pro
histologickou analyzu. Usmrceni provadéla RNDr. Véra Hajkova v boxu s laminarnim
proudénim tf. IIA Holten (Thermo Scientific). MyS§ byla anestetizovdna a usmrcena
nastiithem kréni tepny a vykrvacenim. Na kazdou my$ byly pouzity nové, dezinfikované
nastroje. Kiize spolu s podkozim v mist€ infekce byla vystfizena, zvdzena (vahy Scout Pro
portable balances, Ohaus) a odebrdana do 1 ml RNAlater (Qiagen), pokud zni byly
detekovany exprimované cytokiny. Pokud byla klize pouzita na stanoveni infek¢niho titru,
tak byla zamrazena v -80 °C. Dale byly odebrany, zvazeny a uchovany i sleziny, ev. dalsi

organy.

3.2.2.4. Zpracovani vzorku tkané

3.2.2.4.1. Stanoveni infekéniho titru infikované tkané

Tkan odebrand z mysi Nc/Nga byla nastfihana na malé kousky (vzdy nové sterilni
nastroje) a ponofena do 0,5 ml DMEM a homogenizovana na ledu pomoci rué¢niho mixeru

Homogenizer ULTRA TURRAX T8 (IKA). Nasledn¢ byl stanoven riist viru v kiizi stejné
jako v kapitole 3.2.1.9.
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3.2.2.4.2. Detekce exprimovaného genu z infikované tkané

Tkan uchovana v RNAlater byla vyjmuta, byl odstfizen vzorek o hmotnosti 50 az
100 mg (vahy Scout Pro portable balances, Ohaus), ktery byl nastfihdn na malé kousky
(vZzdy nové sterilni néastroje) a ponofen do 1 ml RNA Blue (Top-Bio), v némz byl néasledné
homogenizovan (Homogenizer ULTRA TURRAX T8, IKA). Dale bylo postupovano podle
kapitoly 3.2.1.11.

3.2.2.5. Statistické vyhodnoceni

Infekeni titr, ktery byl stanoven plakovou zkouskou, byl statisticky vyhodnocen
pomoci dvouvybérového parového t-testu na stiedni hodnotu s hladinou vyznamnosti 0,05.
Byly porovnany titry u infekce WR-IRF3 s kontrolnim virem WR-Luc a stanovena jejich
shoda/neshoda.

Rozdil ve velikosti 1ézi a v pomérech hmotnosti slezin k vadze mysi po infekci viry

WR-Luc, WR-IRF3 a WR byl vyhodnocen pomoci Standard error of mean (S.E.M.).
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4. Vysledky:

Na vysledcich své diplomové prace jsem spolupracovala s kolektivem laboratoie
MUDr. Zory Mélkové, konkrétné s pani Monikou Kaplanovou, RNDr. Vérou Héajkovou a
s MUDr. Zorou Mc¢lkovou, Ph.D. Pokud neni uvedeno jinak, veSkeré vysledky jsem
zpracovala sama.

Vysledky jsou rozdéleny do dvou skupin na in vitro a in vivo pokusy.
4.1. Experimenty in vitro

V nésledujicich experimentech je charakterizovan rist rekombinantniho viru
vakcinie kmene WR, ktery exprimuje cDNA pro transkripéni faktor IRF-3 (WR-IRF3).
Tento transkripéni faktor hraje dilezitou roli v protivirové odpovédi. Aktivace IRF-3
fosforylaci, translokace do jadra a jeho dimerizace vedou k expresi IFN typu I (Perdiguero

a Esteban, 2009).

4.1.1. Charakterizace rastu hrubého extraktu viru WR-IRF3 v ledvinnych
buiikich kofkodana zeleného BSC-40

V této ¢asti diplomové prace je charakterizovan rist hrubého extraktu viru WR-
IRF3 po infekci o rizné multiplicité a ¢asovych intervalech na bunikdich BSC-40. Jako
kontrolni virus byl pouZzit také rekombinantni virus vackinie kmene WR, a to WR-Luc
exprimujici luciferazu. Byl stanoven infekéni titr, byla ovéfena exprese proteinti vakcinie

ve vzorku charakterizovana exprese IRF-3 rekombinantnim virem WR-IRF3.

4.1.1.1. Hruby extrakt rekombinantniho viru WR-IRF3 exprimuje mRNA pro
IRF-3 transkrip¢ni faktor

Buiikky BSC-40 byly nasety na 12-jamkovou desticku, infikovdny s M.O.I. = 2 a
sklizeny ve 24 hodinach po infekci (h.p.i.). Jako negativni kontrola slouzily bunky, ke
kterym bylo misto virového inokula pfidano DMEM (déle jen neinfikované bunky). Po

sklizeni byla izolovdna RNA, pfepsana na cDNA a amplifikovana pomoci PCR se
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specifickymi primery. Jako pozitivni kontrola pro PCR byl pouzit plazmid pSCI1
s integrovanou cDNA pro IRF-3. Detekce IRF-3 cDNA je patrna na obrazku 12.

IRF-3 .
O L
N Jx
Q _— 1
X =~
m (@]

Obr.12: Detekce IRF-3 ¢cDNA pomoci PCR. 1,1 x 10%ml bund&k BSC-40 bylo infikovano hrubym
extraktem rekombinantnich vird vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2 a sklizeno 24 h.p.i.. Pti
PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cyklid. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Pfedpokladana velikost produktu je 504 bp.
marker, hmotnostni standard; + ctrl, pozitivni kontrola, tj. plazmid pSC11 s integrovanou cDNA pro
IRF3 s produktem o velikosti 504 bp; neinf., neinfikované bunky s produktem o pfiblizné velikosti 720
bp; WR-Luc, bunky infikované kontrolnim virem WR-Luc; WR-IRF3, buiky infikované WR-IRF3
s produktem o velikosti 504 bp.

U vzorku bunék infikovanych hrubym extraktem WR-IRF3 byl amplifikovan
produkt o predpokladané velikosti 504 bp shodujici se s velikosti produktu pozitivni
kontroly. U neinfikovanych bun€k a bun¢k infikovanych hrubym extrakte WR-Luc byl
detekovan neznamy produkt o piiblizné velikosti 720 bp. Primery byly navrzeny pro mysi
mRNA kodujici IRF-3, tudiz v opi¢ich buiikach BSC-40 miize mit amplifikovany produkt
jinou velikost. Mnozstvi produktu v infikovanych bunikich WR-IRF3 bylo vyssi nez u
produktu kontrolniho vzorku bunék infikovanych WR-Luc nebo ve vzorku neinfikovanych

bunék.
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4.1.1.2. Stanoveni rustu hrubého extraktu viru WR-IRF3 v buiikach BSC-40

Bunky BSC-40 byly infikovany hrubym extraktem viru WR-IRF3 a kontrolnim
virem WR-Luc s M.O.I. = 2 a sklizeny 12 a 24 hodin po infekci. Také byly infikovany
s M.O.I. = 0,1 a sklizeny 48 hodin po infekci. Sklizené vzorky byly titrovany plakovou
zkouskou na 12-jamkovych desti¢kach. Infekéni titr byl stanoven v duplikatech a nasledné

zprumérovan. Tabulka 7 ukazuje vysledny titr jednotlivych virt.

h.p.i. | M.O.I. | rekombinantnivirus (h.e.) | titr (v1ml) | P(T<=t)
6
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Tabulka 7: Stanoveni infekCniho titru hrubych extrakti viri WR-Luc a WR-IRF3 na 12-jamkové
desti¢ce bungk BSC-40 (1,1 x 10%ml) infikovanych s M.O.I. = 0,1 a 2 a sklizenych 12, 24 a 48 hodin po
infekci. Data byla vyhodnocena pomoci dvouvybérového parového t-testu na stfedni hodnotu o hlading
vyznamnosti 0,05. Vzorky byly titrovany v buiikdch BSC-40 v duplikatech na 12-jamkové destice
vfedéni 1 x 107az 1 x 10™ a vysledek byl zprimérovan.

K porovnéani hodnoty vySe uvedenych titrti jednotlivych vzorkl infikovanych viry
WR-Luc a WR-IRF3 byl pouzit dvouvybérovy parovy t-test na stfedni hodnotu o hladiné
vyznamnosti 0,05. Nebyla potvrzena neshoda hodnot podle tohoto testu. Z uvedenych
vysledkl tedy vyplyva, Ze hrubé extrakty rekombinantnich virt WR-Luc a WR-IRF3
rostou v butkach BSC-40 obdobné.

4.1.1.3. Charakterizace exprese VACYV proteint

Kromé¢ stanoveni rlstu viru pomoci stanoveni infekéniho titru byla
charakterizovana exprese VACV proteini pomoci specifické protilatky.

Buiikky BSC-40 byly v duplikétech infikovany hrubymi extrakty virt WR-Luc a
WR-IRF3  se stejnou multiplicitou infekce a sklizeny ve stejnych intervalech (v
duplikatech), jako tomu bylo v ptedeslé kapitole (4.1.1.2.) Proteiny v bunééném lyzatu
byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a pieneseny na nitrocelulézovou membranu. Proteiny
byly detekovany specifickou protilatkou proti vakcinii a sekundarni protilatkou

konjugovanou s kienovou peroxidazou. Obrazek 13 ukazuje detekované proteiny VACV.
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Obr. 13: Imunodetekce VACV proteinii z bungk BSC-40 (1,1 x 10%/ml) infikovanych hrubymi extrakty
rekombinantnich vird s integrovanou cDNA pro luciferazu a IRF-3 transkripéni faktor s M.O.I. =2 a
sklizeno 24 h.p.i., s M.O.1. = 0,1 a sklizeno 48 h.p.i. Proteiny vakcinie byly detekovany primarni kralici
polyklonalni protilatkou proti vakeinii a sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou a
vizualizovany inkubaci v roztoku a-chloronaftolu.

Zleva marker, hmotnostni standard; WR-Luc, M.O.1. = 2 a sklizeno 12 h.p.i.; WR-IRF3, M.O.I. =2 a
sklizeno 12 h.p.i.; uprostted WR-Luc, M.O.1. = 2 a sklizeno 24 h.p.i.; WR-IRF3, M.O.L. = 2 a sklizeno
24 h.p.i.; a vpravo WR-Luc, M.O.I. = 0,1 a sklizeno 48 h.p.i.; WR-IRF3, M.O.I. = 0,1 a sklizeno 48
h.p.i..

Kinetika exprese virovych proteinii v buiitkich BSC-40 hrubymi extrakty obou
rekombinantnich virti byla vzestupna v zavislosti na ¢ase po infekci. Mnozstvi VACV
proteinll se zdd byt u WR-Luc a WR-IRF3 podobné. Ristové vlastnosti hrubého extraktu
rekombinantnich virih WR-IRF3 se tedy v bunkiach BSC-40 zdaji byt srovnatelné

s hrubym extraktem kontrolniho rekombinantniho viru WR-Luc.
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4.1.2. Charakterizace rustu hrubého extraktu rekombinantniho viru WR-IRF3

v buiikidch mySich embryonélnich fibroblasti NIH 3T3

Vzhledem ktomu, Ze cDNA pro transkripéni faktor IRF-3 integrovana
v rekombinantnim viru WR-IRF3 je mysiho plivodu, byla dalsi charakterizace tohoto viru
provadéna na mysich bunikach, a to konkrétné na mysich embryonalnich fibroblastech NIH
3T3. Stejné¢ jako u experimentli na buiikich BSC-40 byly pouzity pfislusné metody k
detekci exprese transkribovanych genti, k detekci proteintt VACV a byl stanoven infekéni

titr rekombinantniho viru pomoci plakové zkousky.

4.1.2.1. Hruby extrakt rekombinantniho viru WR-IRF3 exprimuje IRF-3
v buiikach NIH 3T3

Bunky NIH 3T3 byly nasety na 6-jamkovou desti¢ku, infikovany hrubymi extrakty
virtht WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2. Jako negativni kontrola byly pouZzity neinfikované
buiiky NIN 3T3. Buiiky byly sklizeny 24 hodin po infekci. Byla izolovana RNA, kterd byla
nafedéna na stejnou koncentraci pro vSechny vzorky, oSetfena DNazou a piepsana na
cDNA. Jako negativni kontrola byly pouzity vzorky bez reverzni transkriptazy, aby se
ovétilo, zda se nedetekuje také genomova DNA. Ddle byla amplifikovana cDNA pro
GAPDH (glyceraldehyd trifosfat dehydrogenéaza) jako tzv. housekeeping gen (obrazek 14).
Vzhledem k tomu, ze IRF-3 transkripéni faktor iniciuje expresi IFNB jako odpovéd na
virovou infekci (Perdiguero a Esteban, 2009), byla detekce cDNA pro IFNf (obrazek 16)
pouzita jako funk¢ni esej slouzici k prukazu funkéniho proteinu IRF-3. VACV inhibuje
aktivaci IRF-3 a nasledné expresi IFNP, ale nadmérnd exprese IRF-3 rekombinantnim

virem vakcinie WR-IRF3 by mohla tuto inhibici zvratit (obrazek 15).
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Obr. 14: Detekce GAPDH ¢DNA pomoci PCR. 0,75 x 10%ml bungk NIH 3T3 bylo infikovano hrubym
extraktem rekombinantnich kment viru vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.1. =2 a sklizeno 24 h.p.i.
Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykli. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6zovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Pfedpokladana velikost produktu je 300 bp.
marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované bunky;WR-Luc, buiiky infikované kontrolnim virem
WR-Luc; WR-IRF3, buiiky infikované WR-IRF3.
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Obr. 15: Detekce IRF-3 ¢cDNA pomoci PCR. 0,75 x 10°ml bungk NIH 3T3 bylo infikovano hrubym
extraktem rekombinantnich kmend viru vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.1. = 2 a sklizeno 24 h.p.i.
Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykli. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agardézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Pfedpokladana velikost produktu je 504 bp.
marker, hmotnostni standard; + ctrl, pozitivni kontrola, plazmid pSC11 s integrovanou cDNA pro IRF-
3; neinf., neinfikované bunky; WR-Luc, buniky infikované kontrolnim virem WR-Luc; WR-IRF3,
bunky infikované WR-IRF3. Vzorky oznacené apostrofem jsou negativni kontrolou, detekce prob¢hla
na vzorcich bez pfidani reverzni transkriptazy.
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Obr. 16: Detekce IFNB cDNA pomoci PCR. 0,75 x 10%/ml bungk NIH 3T3 bylo infikovano hrubym
extraktem rekombinantnich vird vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2 a sklizeno 24 h.p.i.. Pti
PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykli. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Pfedpokladana velikost produktu je 332 bp.
marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované buiiky; WR-Luc, buiiky infikované kontrolnim virem
WR-Luc; WR-IRF3, buiiky infikované WR-IRF3.

Mnozstvi detekované GAPDH cDNA se zdalo byt u vzorkil infikovanych a
neinfikovanych bunék NIH 3T3 stejna (obrazek 14).

Vys§§i mnozstvi IRF-3 cDNA byla zaznamenédno u neinfikovanych bun¢k NIH 3T3
a u WR-IRF3 infikovanych bun¢k (obrazek 15). Infekce WR-Luc zpiisobila pokles
detokované IRF-3 cDNA.

PCR pro IFNP cDNA detekovalo dva produkty. Produkt IFNf ma predpokladanou
velikost 332 bp, druhy neznamy produkt ma velikost ptiblizné¢ 250 bp (obrazek 16). IFNf
cDNA byla u bunék NIH 3T3 infikovanych WR-Luc detekovana pouze minimalné. Tyto
vysledky naznacuji, Ze exprimovany IRF-3 je funk¢ni a je schopen obejit inhibici aktivace

a translokace do jadra zptisobenou VACV a indukovat expresi IFN.
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4.1.2.2. Stanoveni rustu hrubého extraktu rekombinantniho viru WR-IRF3

v buiikiach mySich embryonéalnich fibroblasti NIH 3T3

Bylo nutné ovéfit, zda se li81i charakter rGstu obou hrubych extrakt
rekombinantnich virt WR-Luc a WR-IRF3. U obou virl byl stanoven infekéni titr a
detekovany proteiny VACV.

Buiikky NIH 3T3 byly nasety na 12-jamkovou desticku, infikovany kontrolnim
virem WR-Luc a virem WR-IRF3 s M.O.I. = 0,1 a 1 a sklizeny 48 h.p.i. Z kazdého vzorku
bylo odebrano 1,2 ml na detekci proteinti a zbytek byl pouZit pro stanoveni infek&niho titru

obou virti. Tabulka 8 ukazuje titry sklizenych infikovanych vzorkt .

h.p.i. | M.O.I. | rekombinantni virus [ titr (v 1 ml)| P(T<=t)
0 WR - Luc -
o1 WR - IRF3 -
’ WR - Luc 1,00 x 10°
48 WR - IRF3 165 x 10° 0,032119
0 WR - Luc 4,45 x 10°
1 WR - IRF3 3,05 x 10°
WR - Luc 1,12 x 10°
48 WR - IRF3 170X 10° 0,130821

Tabulka 8: Stanoveni infek¢niho titru hrubych extrakti viri WR-Luc a WR-IRF3 po infekci bun¢k NIH
3T3 (0,3 x 10%ml) s M.O.I = 0,1 a 1 a sklizenych 48 h.p.i. Data byla vyhodnocena pomoci
dvouvybérového parového t-testu na sttedni hodnotu o hladiné vyznamnosti 0,05.Vzorky byly titrovany
v buiikich BSC-40 v triplikatech na 96-jamkové destidce v feddni 1 x 10" az 1 x 10* a vysledek byl
zpramérovan.

Z vysledki stanoveni infek¢niho titru vyplyva, Ze rlst obou rekombinantnich virt
WR-Luc a WR-IRF3 v buitkdch NIH 3T3 se zda byt srovnatelny. Tento zavér byl ovéren

pouzitim dvouvybérového parového t-testu na stfedni hodnotu o hladin€ vyznamnosti 0,05.

Rist hrubého extraktu kontrolniho viru WR-Luc a viru WR-IRF3 byl dale ovéfen
detekci VACV proteinil, coZz ukazuje obrazek 17. Vzhledem k tomu, Ze byl infekéni titr pfi
infekci bunék NIH 3T3 s M.O.1.= 0,1 velice nizky, byly VACV proteiny detekovany pouze
u vzorki s M.O.I. = 1.
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Obr. 17: Imunodetekce VACV proteini specifikou polyklonalni protilatou proti vakeinii. 0,6 x 10%/ml
bunék NIH 3T3 bylo infikovdno hrubym extraktem rekombinantnich kment virG vakcinie
s integrovanou cDNA WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.Il. = 1 a sklizeno 24 h.p.i. Proteiny vakcinie byly
detekovany primarni krali¢i polyklonalni protilatkou proti vakcinii a sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidazou a vizualizovany inkubaci v roztoku o-chloronaftolu.

marker, hmotnostni standard; WR-Luc, buiiky infikované kontrolnim virem WR-Luc; WR-IRF3, buiiky
infikované WR-IRF3.

Spektrum proteinli vakcinie detekovanych u obou rekombinantnich virt WR-Luc a
WR-IRF3 v buiikach infikovanych NIH 3T3 je totozné, rozdilné je vSak jejich mnozstvi.

Po 48 hodinidch od doby infekce byly infikované buinky kontrolovany pod
mikroskopem. Bunky infikované WR-Luc byly morfologicky odlisné od pribéhu infekce
WR-IRF3 s M.O.I. = 1. Signalizace ptfes IRF-3 transkip¢ni faktor mtze vést k apoptdze
(Ferrer et al., 2011), coz by odpovidalo morfologii bun€k infikovanych WR-IRF3.
Vzhledem k tomu, Ze byl pouzivan hruby extrakt viru, je vSak také mozné, Ze zbytky

bun¢k indukovaly apoptdzu.
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4.1.3. Charakterizace rustu purifikovaného rekombinantiho viru WR-IRF3 v

bunkach NIH 3T3

K zptesnéni charakterizace rekombinantniho viru s integrovanou c¢DNA pro
transkripcni faktor IRF-3 byly déale pouZzivany pouze purifikované viry. Stejné viry byly

pouZity i pfi in vivo pokusech.

4.1.3.1. Priprava purifikovaného rekombinantniho viru WR-IRF3

Buiikky BSC-40 byly nasety a infikovany s M.O.I. = 0,01 Monikou Kaplanovou.
Samotna purifikace viru WR-IRF3 byla provadéna MUDr. Zorou M¢lkovou, Ph.D.
Purifikovany virus byl titrovan mnou pomoci plakové zkousky.

Buiikky BSC-40 byly nasety na 12-jamkové desti¢ky a infikovany purifikovanymi
viry WR, WR-Luc a WR-IRF3 v fedéni 1 x 107 az 1 x 10®. Viry byly titrovany soucasn,
aby byly zaruceny stejné podminky plakové zkousky a stanovené titry byly srovnatelné pro
dalsi exprimenty. Virus WR a WR-Luc byl purifikovan také MUDr. Zorou Mélkovou,
Ph.D.V tabulce 9 jsou shrnuty titry vSech tii virt.

virus (p.) | titr (v 1 ml)

WR 1,75 x 10°
WR - Luc | 2,40 x 10°
WR - IRF3 | 1,95x10°

Tabulka 9: Stanoveni infekéniho titru purifikovanych vira WR, WR-Luc a WR-IRF3 na 12-jamkové
destitce infekei bunék BSC-40 (0,6 x 10%1 ml) viedéni 1 x 107 az 1 x 10® a fixovanych a
obarvenych 42 h.p.i. Vzorky byly titrovany v duplikatech a vysledek zprimérovan.

4.1.3.2. Purifikovany rekombinantni virus WR-IRF3 exprimuje IRF-3

Bunikky NIH 3T3 byly nasledné infikovany purifikovanymi rekombinantnimi viry
WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2 a sklizeny 18 hodin po infekci. Titrace byla provedena
na 96-jamkové desti¢ce. Ze vzorku neinfikovanych a WR-Luc a WR-IRF3 infikovanych

bunék byla izolovana RNA, kterd byla vizualizovdna na gelu (obrazek 18).
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Obr. 18: Vizualizace izolované RNA. 0,3 x 10%ml bungk NIH 3T3 bylo infikovano purifikovanymi
rekombina¢nimi kmeny virti vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.L. = 2 a sklizeno 18 h.p.i. Izolovana
RNA byla rozdélena v 1,5% agar6zovém gelu (1 x TBE) a vizualizovana pomoci ethidium bromidu.
Produkt dvou detekovanych prouzkti odpovida pozicim 18S rRNA a 28S rRNA.

marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované buiiky; WR-Luc, buiiky infikované kontrolnim virem
WR-Luc; WR-IRF3, buiiky infikované rekombinantnim virem WR-IRF3.

Dale byla zméfena koncentrace izolované RNA, a ta poté nafedéna na stejnou
koncentraci u vSech vzorkli. RNA byla oSetfena DNéazou a pfepsana na cDNA. cDNA pro
kontrolni gen GAPDH (obrazek 19) a IRF-3 transkripcni faktor (obrazek 20).byla

amlifikovana pomoci PCR.
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Obr. 19: Detekce GAPDH ¢cDNA pomoci PCR. 0,3 x 10%ml bun¢k NIH 3T3 bylo infikovano
purifikovanymi rekombinantnimi kmeny viru vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2 a sklizeno 18
h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cyklid. Pfedpokladana velikost produktu je 300 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované buiiky; WR-Luc, buiiky infikované kontrolnim virem
WR-Luc; WR-IRF3, buiiky infikované WR-IRF3.

Z obrazku 19 vyplyva, Ze GAPDH cDNA byla detekovana pfiblizné€ ve stejné mite

ve vsech vzorcich.
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Obr. 20: Detekce IRF-3 ¢cDNA pomoci PCR. 0,3 x 10%ml bundk NIH 3T3 bylo infikovéno
purifikovanymi rekombinantnimi kmeny viru vakcinie WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 2 a sklizeno 18
h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykli. Pfedpokladana velikost produktu je 504 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované buiiky; WR-Luc, buniky infikované kontrolnim virem
WR-Luc; WR-IRF3, buriky infikované WR-IRF3.

IRF-3 ¢cDNA byla amplifikovdna pomoci PCR. V tomto ptipad€ bylo pouzito 25
cykld, aby byly vice patrné kvantitativni rozdily mezi vzorky. V tomto experimentu byl
produkt IRF-3 nalezen zejména u vzorkl buné€k infikovanych WR-IRF3. U neinfikovanych
vzorkll a vzorki infikovanych WR-Luc byla zaznamenana pouze slaba produkce IRF-3.

Detekce IFNB c¢DNA pomoci PCR reakce se nezdafila. Data proto nejsou

znazornéna.

4.1.3.3. Stanoveni ristu purifikovaného rekombinantniho viru WR-IRF3

K potvrzeni, zda neni detekce cDNA IRF3 ovlivnéna ristem jednotlivych virt, byl

stanoven infek¢ndi titr purifikovanych rekombinantnich virt.
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Rekombinantni viry byly testovany na obou bunéénych liniich NIH 3T3 a BSC-40.
Buiiky byly infikovany virem WR-IRF3 a WR-Luc s M.O.I. = 0,1 a 2. Infikované bunky
byly sklizeny v intervalu 48 h.p.i., respektive 24 h.p.i. Vysledny rust jednotlivych virt v

riznych bunéénych liniich je shrnut v tabulce 10.

h.p.i. M.O.l. bunky rekombinantni virus | titr (v1 ml)| P(T<=t)
2
1 0.1 BSC-40 v\\//VFT-|||_?L:=% i:ggi 184 0,25
3
1 2 BSC-40 V\\’/VF?_‘I'F-;I‘:% 3:23 X 183 0,153588
2
1 04 | NIH3T3 V\\’/VS_'I'I;L;‘; ;’,%% 2 11 gz 0,430395
7
1 2 NIH 3T3 V\\’/VF?_‘I'F-;I‘:% 182§ 184 0,133281
8
24 2 BSC-40 V\\IIVRR-III_?L::(; gg; X 18*’ 0,377561
(5]
24 2 NIH 3T3 v\\I/VS-lll_auFCe, gg;i 18"‘ 0,093056
8
T I e e o A e
5
48 01 | NIH3T3 v\\//vs:|ll_?l:=% éggi 185 0124277

Tabulka 10: Stanoveni infekéniho titru ve vzorcich bunék BSC-40 (0,3 x 101 ml) a NIH 3T3 (0,15 x
10%1 ml) nasetych na 24-jamkovou desti¢ku, infikovanych purifikovanymi rekombinantnimi viry WR-
Luc a WR-IRF3 s M.O.I. = 0,1 a 2 sklizenych 48 h.p.i. respektive 24 h.p.i. Data byla vyhodnocena
pomoci dvouvybérového parového t-testu na stiedni hodnotu o hlading€ vyznamnosti 0,05.Vzorky byly
titrovany v duplikatech infekci bundk BSC-40 na 96-jamkové destidce v fedéni 1 x 10%az 1 x 107 a
vysledek byl zprimérovan.

Po srovnani vysledkii stanoveni infek¢niho titru vzorkd bunék infikovanych
purifikovanymi rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3 byl pouzit dvouvybérovy
parovy t-test na stfedni hodnotu o hladiné¢ vyznamnosti 0,05. Z vysledkl testu byl
vyhodnocen rist obou virGl v buitkdch BSC-40 a NIH 3T3 jako srovnatelny, a to jak pfi
M.O.I. =2, tak i ptfi M.O.I. = 0,1.

4.1.4. Pozitivni kontrola pro detekci cytokinu - mySi makrofagy J774.G8 infikované
virem VACV kmene WR

Pro detekci cytokinil in vivo z kiize mySi Nc/Nga bylo nutné ovéfit tuto detekei

nejprve in vitro na bunkach makrofagi, aby se zjistilo, zda je funk¢ni.
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Buniky makrofag J774.G8 byly infikovany purifikovanym virem vakcinie kmene
Western Reserve (WR) s M.O.I. = 5 a sklizeny 1 hodinu po infekci. Ze vzorku byla
izolovana RNA, ktera byla pfepsana na cDNA. Jako negativni kontrola byla provedena
reverzni transkripce bez reverzni transkriptazy. Z cDNA pak byly pomoci PCR
amplifikovany GAPDH, IL-1B a IL-18. Touto metodou nebyl zachycen IL-33, proto

k nému neni vytvofena kontrola. Na obrdzku 21 jsou znazornény vSechny detekované

produkty.
A. GAPDH
g ) )
p E 2 2 % Z

Ot «— 300 bp
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Obr. 21: Detekce ¢cDNA pro GAPDH, IL-1pB, IL-18 pomoci PCR. Buiiky makrofaghi J774.G8 byly
infikovany purifikovanym virem vakcinie kmene WR s M.O.I. = 5 a sklizeny 1 h.p.i. Pii PCR
amplifikaci bylo pouzito 40 cykld. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém gelu (1
x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

A. Detekce GAPDH cDNA. Predpokladana velikost produktu je 300 bp. Apostrofem jsou oznaceny
vzorky negativni kotroly bez reverzni transkriptazy. B. Detekce IL-1 cDNA. Predpokladana velikost
produktu je 196 bp. C. Detekce IL-18 cDNA. Predpokladana velikost produktu je 492 bp.

marker, hmotnostni standard; neinf., neinfikované buniky; WR, buriky infikované vakcinii kmenem WR.
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Produkty GAPDH a IL-18 byly detekovany v neinfikovanych a v WR infikovanych
mikrofazich, a to na rozdil od IL-1pB, ktery byl detekovan pouze v WR infikovanych
bunikéch.

Makrofagy J774.G8 infikované WR s M.O.I. = 5 byly sklizeny také v intervalech 4,
6 a 12 h.p.i. U té€chto pozdéjsich intervald sklizeni byl zaznamenan odliSny profil detekce
cDNA pro GAPDH, IL-1B a IL-18. Pro pouziti jako kontroly byly vSak nejvhodngjsi
vzorky sklizené 1 h.p.i.

Pii detekci cDNA u neinfikovanych a WR infikovanych makrofagh byl
optimalizovan esej pro detekci cytokinti v kGzi mySi Nc/Nga. U GAPDH bylo nutno
upravit koncentraci ionti Mg®" na 0,75 mM, u cytokini zistaly koncentrace nezménény a

tyto cDNA byly amplifikovany pii koncentraci Mg>* 1,5 mM.

4.2. Experimenty in vivo

Kin vivo experimentim byl pouzit mys$i kmen Nc/Nga. Tento kmen pochézi
z Japonska (Riken BioResource center Japan) a je to spontanni model atopické
dermatitidy, kterou vyvine mezi Sestym a sedmym tydnem Zivota.

Na tomto kmeni mysi jsem charakterizovala expresi cytokini jako odpovéd’ na
inokulaci viru vakcinie. Tyto experimenty navazuji na disertacni praci Mgr. Jarmily
Knitlové, kterd porovnava mysi kmeny Nc/Nga, Balb/c a C57B1/6 z hlediska odpovédi na
o¢kovani virem vakcinie (Knitkova et al, rukopis v piiprave).

Veskerou praci s infikovanymi zvifaty provadéla RNDr. Véra Hajkova (samotna
infekce a usmrceni infikovaného zvifete). Vzorky urCené na titraci byly také
homogenizovany RNDr. Vérou Héjkovou. Ostatni prace byla provedena mnou (senzitizace
ve spolupraci s RNDr. Hajkovou, anestezie i.p. injekci avertinu, zpracovani a vyhodnoceni

odebranych vzorki).

4.2.1. Charakterizace vlivu riizného oSetieni mista senzitizace a infekce mysi

Nc/Nga na expresi cytokini

Pted senzitizaci a infekci klize myS$i Nc/Nga byl nejprve pouzit tzv. ,tapestripping",

kterym se naruSila povrchova ochrannd vrstva kize, kam byl poté aplikovan alergen
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(ovoalbumin) pfi senzitizaci nebo virové inokulum VACV v ptipadé infekce. Misto bylo
poté ptelepeno neprodySnou naplasti.

Vsechny tyto postupy mohou mit vliv na zanétlivou reakci a expresi cytokinl a
naslednou patogenezi eczema vaccinatum, proto byly in vivo experimenty rozdéleny na
senzitizované a nesenzitizované mySi Nc/Nga a bylo vyzkouSeno, jaky vliv ma
Ltapestripping* a prelepeni naplasti na lokéalni produkci cytokinil v misté aplikace virového

inokula.

4.2.1.1. Vliv aplikace naplasti a ,tapestrippingu® na charakter exprese

cytokinii u mysi Nc¢/Nga bez senzitizace

Mysi Nc/Nga ve véku 6 az 7 tydnl nebyly senzitizovany, ale rovnou inokulovany
purifikovanym virem vakcinie (kmen Western Reverse) nebo jim byl stejnym zpiisobem
aplikovan stejny objem sterilniho PBS, aby byl patrny vliv infekce na expresi cytokinl
oproti vlivu samotné aplikace u kontrol. MySi Nc/Nga byly anestetizovany podanim
avertinu a nasledné inokulovany virem WR nebo PBS, které byly do klize aplikovany s
pouzitim ockovaciho razitka. Mysi byly usmrceny 24 hodin po infekci a byla znich
odebrana kize v misté¢ inokulace. Odebrand kiize byla homogenizovana a byla zni
izolovana celkovd RNA. Ta byla oSetfena DNazou, nafedéna na stejnou koncentraci u
vSech vzorkli a pfepsdna reverzni transkripci na cDNA. Dale byla tato cDNA
amplifikovand pomoci PCR s primery specifickymi pro jednotlivé cytokiny.

Byla detekovana cDNA pro GAPDH, coz je housekeeping gen, ktery slouzil jako
pozitivni kontrola. Déale byla detekovana cDNA pro IL-1B prozanétlivy cytokin, jehoz
expresi moduluje virus vakcinie, a cDNA pro IL-18, jehoZ efekty jsou také inhibovéany
VACYV. Oba tyto cytokiny smétuji imunitni odpovéd’ k Thl typu. Dal§im cytokinem, ktery
byl detekovan, je IL-33, jehoz exprese sméfuje imunitni odpoved k Th2 typu.

Samctiim Nc/Nga chovanym v konvencnich podminkéch byl aplikovan sterilni PBS
(8,3 pl) ockovacim razitkem. U jednotlivych kust byly pouzity rizné varianty aplikace
naplasti a ,tapestrippingu". U takto oSetienych mysi byla detekovana cDNA cytokint
pomoci PCR.

Pro kontrolu méla byt u PBS mysi detekovana cDNA pro GAPDH. Z diivodu
nedostatku ¢cDNA k tomu vSak nedoslo. Amplifikace GAPDH cDNA byla provedena
pouze u vzorkli mysi infikovanych WR (obrazek 22).
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Obr. 22: Detekce GAPDH cDNA pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga byli chovani v konvencnich
podminkach, byli infikovéani purifikovanym virem WR davkou 8,3 pl (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24 h.p.i.
Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykli. Pfedpokladana velikost produktu je 300 bp.

Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samice bez tapestrippingu (TS), samice s TS, samec bez TS; samec s TS

cDNA pro GAPDH byla detekovéana ve vSech vzorcich v pfiblizné stejné mire.

Obrazky 23 az 32 ukazuji detekci cytokini ve vzorcich kiize my$i Nc/Nga
inokulovanych PBS a VACV kmene WR. Prvnim detekovanym cytokinem byla IL-1f
cDNA (obrazek 23).
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IL-13, Nc/Nga bez senzitizace
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Obr. 23: Detekce IL-1B ¢cDNA pomoci PCR. Samci Nc/Nga byli chovani v konvencnich podminkach.
Byli inokulovani stejnou davkou sterilniho PBS (8,3 pl) a usmrceni 24 hodin po infekci. Pti PCR
amplifikaci bylo pouzito 40 cykli. Predpokladana velikost produktu je 196 bp. Amplifikované produkty
byly rozdéleny ve 2% agardzovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samec bez naplasti, bez TS; samec bez naplasti, bez TS; samec bez
naplasti, s TS; samec bez naplasti s TS; samec s naplasti, bez TS+ samec s naplasti, bez TS, samec
s naplasti, s TS; samec s naplasti a TS.

Produkt o velikosti odpovidajici cytokinu IL-13 ¢cDNA byl detekovan u vSech
vzorkll a typd oSetfeni kize. Podle obrazku 23 se zda, ze aplikace naplasti neméla na
expresi IL-1B zadny vliv oproti ,tapestrippingu", kde byla mira detekce cDNA IL-1pB
mirné¢ zvySena. Toto zvySeni je ale nutné potvrdit kvantitativnimi metodami. Z tohoto
experimentu lze tedy pouze vyvodit pfitomnost produktu odpovidajicimu velikosti IL-1[3
ve vSech vzorcich kiize.

Vzhledem k tomu, Ze aplikace naplasti neméla Zadny vliv na expresi cytokinu, byla

tato varianta u mys$i infikovanych VACV kmenem WR vyloucena z dalSich experimenti.

Samci a samice Nc/Nga chovani v konven¢nich podminkach byli infikovéani
kmenem WR viru VACV a usmrceni 24 hodin po infekci. Vzorky klize byly zpracovany
stejnym zpusobem jako v ptipadé inokulace PBS. Poté byla amplifikovana cDNA pomoci

PCR pro IL-1p (obrazek 24).
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IL-113, Nc/Nga bez senzitizace

marker

bp

samice
samec
WR
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+
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+ 4+ +

Obr. 24: Detekce IL-1f ¢cDNA pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga byli chovani v konven¢nich
podminkach, byli infikovéani purifikovanym virem WR davkou 8,3 pl (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24 h.p.i.
Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cyklt. Predpokladana velikost produktu je 196 bp.

Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samice bez tapestrippingu (TS), samice s TS, samec bez TS; samec s TS.

Produkt o velikosti 196 bp odpovidajici IL-13 byl detekovan pouze slabé u vzorku
cDNA kize samice bez aplikace ,tapestrippingu® a u vzorku klize samce s oSetfenim
pomoci ,tapestrippingu. Ve srovnani s mySmi Nc/Nga, které byly inokulovany sterilnim
PBS, je u mysi infikovanych WR potlac¢ena exprese IL-1[3, coz zna¢i schopnost vakcinie
inhibovat expresi tohoto cytokinu in vivo.

DalSim detekovanym cytokinem je amplifikovand IL-18 cDNA (obrazek 25).

83



IL-18, Nc/Nga bez senzitizace

marker

bp

samice - - - N N - - -
samec + + + + + + + +
PBS + + + + + + +  +
TS - - + + - - + +
naplast a - - . + + + +

Obr. 25: Detekce 1L-18 c¢cDNA pomoci PCR. Samci Nc¢/Nga byli chovani v konven¢nich podminkach,
byli inokulovani davkou sterilniho PBS (8,3 pul) a usmrceni 24 h.p.i. Pti PCR amplifikaci bylo pouzito
40 cyklt. Predpokladana velikost produktu je 492 bp. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2%
agar6zovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samec bez naplasti, bez TS; samec bez naplasti, bez TS; samec bez
naplasti, s TS; samec bez naplasti s TS; samec s naplasti, bez TS; samec s naplasti, bez TS; samec
s naplasti, s TS; samec s naplasti a TS.

IL-18 cDNA byla zachycena ve vSech ptipadech vzorkl kiize mysi inokulovanych
PBS bez zjevnych rozdili. Detekce tohoto interleukinu byla patrna také ve vzorcich mysi

Nc/Nga infikovanych WR (obrazek 26).
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IL-18, Nc/Nga bez senzitizace

marker

bp

samice
samec
WR
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IL-18, Nc/Nga bez sezitizace

marker

bp

samice + + - -
samec 5 = + +
WR + + + +
TS = + - +

Obr. 26: Detekce IL-18 ¢cDNA pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga chovani v konvenc¢nich
podminkach byli infikovani purifikovanym WR davkou 8,3 pl (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24 h.p.i. P¥i
PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cyklt (horni panel) a 40 cykli (dolni panel). Pfedpokladana velikost
produktu je 492 bp.

Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samice bez TS, samice s TS, samec bez TS; samec s TS.
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cDNA byla amplifikovana pti 25 a 40 cyklech. Pti 40 cyklech byla cDNA IL-18
amplifikovana ve vSech vzorcich. U vzorkl kazi samic se zda byt signdl amplifikované
cDNA silnéjsi nez u samct. Detekce cDNA IL-18 pii 25 cyklech nebyla zachycena u
posledniho vzorku WR infikovaného samce, jehoz klize byla oSetfena ,tapestrippingem* a
naplasti. Mira detekce IL-18 u WR infikovanych mysi byla pfi 40 cyklech srovnatelna
s detekci IL-18 u PBS inokulovanych mysi. Z téchto vysledkd lze vyvodit, ze virus
vakcinie neovlivnil expresi tohoto cytokinu u kmene mysi Nc/Nga.

Poslednim z detekovanych cytokinti je IL-33 cDNA (obrazek 27).

IL-33, Nc/Nga bez senzitizace

<+ 362 bp

samice - - - N N - - -
samec + + + + + + + +
PBS + + + + + + + +
TS - - + + - - + +
naplast - - - - + + + +
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IL-33, Nc/Nga bez senzitizace

marker

bp

samice - - - - - - - -
samec + + + + + + +  +
PBS + + + + + + + o+
TS - - + + - - + +
naplast - - - - + + + +

Obr. 27: Detekce cDNA IL-33 pomoci PCR. Samci Nc/Nga chovani v konvencnich podminkach byli
inokulovani davkou sterilniho PBS (8,3 pl) a usmrceni 24 h.p.i. Pfi PCR amplifikaci bylo pouzito 25
cyklt (horni panel) a 40 cyklt (dolni panel). Pfedpokladana velikost produktu je 362 bp. Amplifikované
produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samec bez naplasti, bez TS; samec bez naplasti, bez TS; samec bez
naplasti, s TS; samec bez naplasti s TS; samec s naplasti, bez TS+ samec s naplasti, bez TS, samec
s naplasti, s TS; samec s naplasti a TS.

IL-33 cDNA byla detekovana ve vSech vzorcich pii 40 cyklech. Pti 25 cyklech
nebyl produkt detekovan pouze v piipadné kize samce bez aplikace ,tapestrippingu‘
prekryté naplasti. V ostatnich vzorcich kiize byl produkt detekovan. Z obou gelt s riznym
poctem cykll se zd4, ze je IL-33 detekovan ve vétsi mife u vzorku kazi, kde byl aplikovan
Htapestripping*. Ke zhodnoceni, zda se tato zavislost vyskytuje obecné u vSech mysi, tedy 1
u samic, by bylo vhodné zvysit pocet mysi v experimentu nebo jej vicekrat opakovat.

Nasledné byla detekovana amplifikovand IL-33 cDNA u mysi infikovanych WR.
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IL-33, Nc/Nga bez senzitizace
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IL-33, Nc/Nga bez senzitizace

marker

bp

samice + + - -
samec = = + +
WR + + + +
TS - + - +

Obr. 28: Detekce IL-33 cDNA pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga chovani v konvencnich
podminkach byli infikovani purifikovanym WR davkou 8,3 pl (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24 h.p.i. Pii
PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykld (horni panel) a 40 cyklii (dolni panel). Pfedpokladana velikost
produktu je 362 bp. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém gelu (1 x TBE) a
vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; samice bez TS, samice s TS, samec bez TS; samec s TS.

Mezi jednotlivymi vzorky mysi se detekce IL-33 cDNA v zésadé nelisila, kromé

zvySené detekce u vzorku kiize samice, u které nebyl pouzit ,tapestripping® pti infekci.U
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WR infikovanych mysi se detekce ¢cDNA IL-33 liSila od PBS infikovanych mysi.
Prekvapivé nebyl IL-33 detekovan pfi 25 cyklech ani pti opakované amplifikaci pomoci
PCR. Pii 40 cyklech byl tento cytokin detekovan, ale zda se, Ze v mensi mife nez u PBS
infikovanych mys$i. Divodem muze byt regulace IL-33 pomoci IRF-3 transkripéniho
faktoru, jehoz signalizaci VACV v mnoha smérech inhibuje. Z tohoto divodu byla
testovana detekce daného cytokinu na mySich Nc/Nga infikovanych rekombinantnim

virem vakcinie WR-IRF3 (viz déle v kapitole 4.2.2.2.).

4.2.1.2. Vliv aplikace naplasti a ,tapestrippingu® na charakter exprese

cytokinii u mysi Nc¢/Nga senzitizovanych OVA

Dale bylo studovano, zda podobné zavéry jako u nesenzitizovanych mysi Nc/Nga
plati také u mysi dvakrat senzitizovanych ovoalbuminem (100 pl, 1 mg/ml) na oSetfenou
kazi a zda ma u senzitizovanych mysi vliv aplikace tapestrippingu nebo razitka pti infekei
VACV na expresi cytokinii. V tomto experimentu byli pouZziti samci i samice, ktefi
pochazeli z konvenéniho prostiedi a byli inokulovani WR (7 x 10" PFU) nebo sterilnim
PBS ve stejném objemu jako virové inokulum. Vzorky odebranych kizi byly opét
homogenizovény a byla z nich izolovana RNA . Vzhledem k tomu, Ze v tomto experimentu
bylo analyzovdno mnoho vzorki, byla RNA izolovana u samic a samci zvlast, tak aby
bylo moZzno dodrzet inkubac¢ni doby pii izolaci RNA. Dal§i postup byl shodny
s provedenim v kapitole 4.2.2.1. Pomoci PCR byla amplifikovana cDNA pro GAPDH, IL-
1B, IL-18 a IL-33.

Na obrazku 29 je zndzornéna detekce GAPDH.
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Obr. 29: Detekce cDNA GAPDH pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga byli chovani v konvenénich
podminkach. Byli inokulovani PBS nebo purifikovanym WR davkou 8,3 pl (1 x 10’ PFU) a usmrceni
24 h.p.i. Pfi PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykld. Predpokladana velikost produktu je 300 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6zovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; ¢tyfi samci a Ctyfisamice byli infikovani PBS. P&t samic a Sest samcii bylo
infikovano VACV kmene WR. PBS inf. samice s/bez TS 2:2;PBS inf. samci s/bez TS 3:1 z toho jeden
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bez pouziti razitka; WR infikované samice s/bez TS 3:2 z toho jedna bez pouziti razitka; WR infikovani
samci s/bez TS 4:2 z toho dva bez pouziti razitka. Pokud nebylo pouzito razitko byl vzdy pouzit TS.
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Obr. 30: Detekce cDNA IL-1B pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga chovani v konvenc¢nich
podminkach byli inokulovani PBS nebo purifikovanym WR davkou 8,3 ul (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24
h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykli. Pfedpokladana velikost produktu je 196 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; ¢tyii samci a Ctyfisamice byli infikovani PBS. P&t samic a Sest samcii bylo
infikovano VACV kmene WR. PBS inf. samice s/bez TS 2:2;PBS inf. samci s/bez TS 3:1 z toho jeden
bez pouziti razitka; WR infikované samice s/bez TS 3:2 z toho jedna bez pouziti razitka; WR infikovani
samci s/bez TS 4:2 z toho dva bez pouziti razitka. Pokud nebylo pouzito razitko byl vzdy pouzit TS.
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GAPDH cDNA byla detekovéana u vSech vzorki mysi Nc/Nga. Dale byla testovana
ptitomnost IL-1B cDNA. Vysledek je zndzornén na obrazku 30.

Z obrazku 30 vyplyva, Ze u samcl byl tento gen nalezen u vSech kromé jednoho
PBS inokulovaného jedince, u kterého nebylo pouzito razitko. U samic se naopak hladina
detekce IL-1P cDNA jevi nizsi aZ na jedinou samici infikovanou WR, u které byl pouzit
tapestripping. Pro pfesny priikaz tohoto trendu by bylo zapotiebi kvantifikovat produkt
pomoci PCR v redlném case.

Vzhledem k tomu, Ze u senzitizovanych mysi Nc/Nga je IL-13 ¢cDNA detekovéana
amplifikaci s odlisnym poctem cyklii nez u nesenzitizovanych mysi Nc/Nga, nelze tyto dva
experimenty porovnat.

Dal$im cytokinem, ktery byl nalezen v tomto pokusu u senzitizovanych mysi, byl

IL-18, coZ je zndzornéno na obrazku 31.
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Obr. 31: Detekce cDNA IL-18 pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga chovani v konvenc¢nich
podminkach byli inokulovani PBS nebo purifikovanym WR davkou 8,3 ul (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24
h.p.i. Pfi PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykli. Predpokladand velikost produktu je 492 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6zovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; ¢tyii samci a Ctyfisamice byli infikovani PBS. P&t samic a Sest samcii bylo
infikovano VACV kmene WR. PBS inf. samice s/bez TS 2:2;PBS inf. samci s/bez TS 3:1 z toho jeden
bez pouziti razitka; WR infikované samice s/bez TS 3:2 z toho jedna bez pouziti razitka; WR infikovani
samci s/bez TS 4:2 z toho dva bez pouziti razitka. Pokud nebylo pouzito razitko byl vzdy pouzit TS.
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Z obrazku 31 se zda, Ze jak u PBS inokulované samice bez aplikace razitka, tak u
WR infikovanych samct je detekce IL-18 cDNA slabsi nez u ostatnich mysi v tomto
experimentu. U vSech ostatnich mysi Nc/Nga obou pohlavi byla IL-18 cDNA detekovana
v siln€j$i mife. Kvalitativné se vSak vtomto experimentu pravdépodobné neliSi mira
detekce cDNA tohoto interleukinu mezi samci a samicemi.

Tyto vysledky lze shrnout tak, ze na detekci IL-18 muze mit vliv senzitizace
ovoalbuminem a ze infekce VACV (WR) nemad vliv na expresi IL-18, coz koreluje také

s vysledky mysi Nc/Nga bez senzitizace (4.2.2.1.).

Poslednim cytokinem, u n¢hoz byla detekovana amplifikace pomoci PCR, je IL-33

(obrazek 32).
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Obr. 32: Detekce cDNA IL-33 pomoci PCR. Samci a samice Nc/Nga chovani v konvencnich
podminkach byli inokulovani PBS nebo purifikovanym WR davkou 8,3 ul (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24
h.p.i. Pfi PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykli. Predpokladand velikost produktu je 362 bp.
Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci
ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; ¢tyii samci a Ctytfisamice byli infikovani PBS. Pét samic a Sest samcii bylo
infikovano VACV kmene WR. PBS inf. samice s/bez TS 2:2;PBS inf. samci s/bez TS 3:1 z toho jeden
bez pouziti razitka; WR infikované samice s/bez TS 3:2 z toho jedna bez pouziti razitka; WR infikovani
samci s/bez TS 4:2 z toho dva bez pouziti razitka. Pokud nebylo pouzito razitko byl vzdy pouzit TS.
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Z obrazku gelu se zda, Ze cDNA IL-33 byla detekovdna pouze v nékterych
vzorcich. Z detekce nevyplyva zaddna zéavislost na aplikaci tapestrippingu, néplasti nebo
inokulaci WR ¢i PBS. Nebyla nalezena zddnad shoda ani po porovnani detekce IL-33 u
OVA senzitizovanych mysi s experimenty mysi Nc/Nga bez senzitizace. U samcii nebyl
patrny rozdil mezi aplikaci ,tapestrippingu® a bez ,tapestrippingu” jako v ptipadé
experimentu bez senzitizace. U mysi senzitizovanych ovoalbuminem také nebyl nalezen
trend snizené hladiny exprese IL-33 u WR infikovanych mysi oproti PBS inokulovanym
mySim Nc/Nga.

Vliv ,tapestrippingu nebo aplikace néplasti, ptipadné pouziti razitka, nebyl u
detekce cytokinl v téchto experimentech jednoznaéné prokazan. Kontrolni GAPDH byla
detekovana ve vSech in vivo experimentech krom¢ jednoho experimentu na mysich
inokulovanych PBS bez senzitizace, kde byl nedostatek zdrojové cDNA.

U ostatnich detekovanych produkti interleukinli nelze vyvodit jednoznacné zavéry,
ponévadz by k tomu bylo potieba kvantifikovat ptislusné produkty a zvétsit pocet vzorkd,
v na kterych byly tyto interleukiny testovany. Detekce amplifikované cDNA jednotlivych
cytokini mad pouze informativni charakter pro dal$i vyzkum této problematiky. Ze
ziskanych vysledkt 1ze tedy usoudit, Ze se vyskytl rozdil mezi detekci IL-13 cDNA u
ovoalbuminem senzitizovanych samci a samic. U interleukinu 18 byla nalezena imérnost
s pouzitim nebo nepouzitim razitka pfi infekci u senzitizovanych mysi Nc/Nga. Inokulace
mys$i, at’ uz PBS nebo WR, u které nebylo pouZzito razitko, jevila sniZzenou detekci IL-18
cDNA. Rizné detekce IL-33 byla pozorovana u PBS a WR inokulovanych mysi, které
nebyly senzitizovany. Tento trend se u senzitizovanych mysi nepotvrdil, tudiz na detekci

IL-33 ma vliv, zda je mys naivni nebo senzitizovana ovoalbuminem.

4.2.2. Vliv infekce purifikovaného rekombinantniho viru WR-IRF3 in vivo

4.2.2.1. Detekce cytokini v kiiZi mySi Nc/Nga inokulovanych WR-IRF3

Vzhledem k tomu, Ze expresi 1L-33 reguluje IRF-3 transkripcni faktor a laboratof
MUDr. Mélkové zkonstruovala rekombinantni virus WR-IRF3 (viz kapitola 4.1.4.2), byla
exprese tohoto 1 dalSich cytokinli charakterizovana in vivo na mySich Nc/Nga
inokulovanych WR-IRF3. Jako kontrola slouzily PBS a WR-Luc infikované mysi Nc/Nga.

Pro tento typ experimentl byly pouzity mysi Nc¢/Nga pochdzejici z izolatoru. Tyto
mySi byly dvakrat senzitizovany sterilnim PBS s aplikaci "tapestrippingu" a naplasti.
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Tyden pted prvni senzitizaci a nasledné byly mysi pfechovavany v konvenénim prostiedi.
Tyto mySi hife snasSely piechod do jiného prostfedi a senzitizaci, a tudiz jiz b&hem
senzitizace bylo zaznamendno zvySené procento jejich uhynuti oproti mySim
z konvenéniho prostiedi.

Samci Nc¢/Nga byli inokulovani PBS, kontrolnim rekombinantnim virem WR-Luc
(7 x 10" PFU) a rekombinantnim virem WR-IRF3 (7 x 10’ PFU) ve stejném objemu
inokula s vyuzitim razitka. Tito samci byli usmrceni 24 hodin po infekci a testovani na
pfitomnost cytokinll stejnym zptisobem, jako tomu bylo v kapitolach 4.2.2. Z odebrané
homogenizované kize byla izolovana RNA, u které bylo stanoveno mnoZzstvi. RNA byla
oSetfena DNazou a pfepsana reverzni transkripci. Pomoci PCR reakce byly amplifikovany
cDNA pro jednotlivé cytokiny.

Jako kontrola byla u téchto mysi amplifikovina ¢cDNA pro GAPDH, coz je

znazornéno na obrazku 33.

GAPDH, Nc/Nga senzitizace PBS
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Obr. 33: Detekce GAPDH cDNA pomoci PCR. Samci Nc¢/Nga puvodné chovani v izolatoru, byli po
adaptaci v konvenci inokulovani PBS ¢i purifikovanymi rekombinantnimi viry vakcinie WR-Luc a WR-
IRF3 davkou 8,3 ul (1 x 10" PFU) a usmrceni 24 h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykla.
Predpokladana velikost produktu je 300 bp. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; PBS, PBS infikovany samec; WR-Luc, samec infikovany kontrolnim
virem WR-Luc (2 ks); WR-IRF3, samec infikovany WR-IRF3.

98



cDNA pro GAPDH byla nalezena u vSech testovanych mysi N/Nga, tudiZ se mohlo
ptistoupit k detekci ostatnich cytokind. Jako prvni byl detekovan IL-18, ktery je zndzornén

na obrazku 34.

IL-1R, Nc/Nga senzitizace PBS

[s2]

marker
PBS

WR - Lu
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Obr. 34: Detekce cDNA IL-1f pomoci PCR. Samci Nc¢/Nga piivodné chovani v izolatoru, byli po
adaptaci v konvenci inokulovani PBS ¢i purifikovanymi rekombinantnimi viry vakcinie WR-Luc a WR-
IRF3 davkou 8,3 ul (1 x 10" PFU) a usmrceni 24 h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 40 cykla.
Predpokladana velikost produktu je 196 bp. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; PBS, PBS infikovany samec; WR-Luc, samec infikovany kontrolnim
virem WR-Luc (2 ks); WR-IRF3, samec infikovany WR-IRF3.

Pti 25 cyklech nebyla IL-1p cDNA zachycena (data neuvedena), proto byla detekce
opakovana pii 40 cyklech. S ohledem na vysledky se zd4, Ze u vzorku WR-IRF3
infikované mysi nebyla cDNA IL-1 detekovéana narozdil od vzorki kontrol (PBS a WR-
Luc), kde byla tato cDNA pfitomna.

Jelikoz jsou k tomuto experimentu pouZiti pouze samci, nelze sledovat trend v
rozdilnosti detekce IL-1f u samcl a samic, jako tomu bylo v kapitole 4.2.2.2. u mysi
senzitizovanych ovoalbuminem a infikovanych PBS nebo WR. K pifesnéjsim zavérim by
bylo potteba opakovat tento experiment s pouzitim vétSiho poctu vzorkli a kvantifikovat

amplifikovany produkt.

99



Dalsi cDNA, ktera byla detekovana u vzorki infikovanych rekombinantnimi viry,

je IL-18 znazornéna na obrazku 35.

IL-18, Nc/Nga senzitizace PBS

]

marker
PBS

WR - Luc
WR - Lu
WR - IRF

bp

Obr. 35: Detekce cDNA IL-18 pomoci PCR. Samci Nc/Nga piivodné chovani v izolatoru, byli po
adaptaci v konvenci inokulovani PBS ¢i purifikovanymi rekombinantnimi viry vakcinie WR-Luc a WR-
IRF3 davkou 8,3 ul (1 x 10" PFU) a usmrceni 24 h.p.i. Pii PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykla.
Predpokladana velikost produktu je 492 bp. Amplifikované produkty byly rozdéleny ve 2% agarézovém
gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.

marker, hmotnostni standard; PBS, PBS infikovany samec; WR-Luc, samec infikovany kontrolnim
virem WR-Luc (2 ks); WR-IRF3, samec infikovany WR-IRF3.

cDNA IL-18 pii 25 cyklech byla detekovana u vSech vzorkli. Mezi obéma
rekombinantnimi viry byl nalezen maly rozdil v mnoZstvi PCR produktu. U PBS
inokulovanych mysi byla nalezena nejnizsi mira detekce cDNA pro IL-18.

Poslednim detekovanym cytokinem je IL-33 cDNA (obrazek 36).
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IL- 33, Nc/Nga senzitizace PBS

WR - IRF3
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IL- 33, Nc/Nga senzitizace PBS
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Obr. 36: Detekce 1L-33 cDNA pomoci PCR. Samci Nc/Nga piivodné chovani v izolatoru, byli po
adaptaci v konvenci inokulovani PBS ¢i purifikovanymi rekombinantnimi viry vakcinie WR-Luc a WR-
IRF3 davkou 8,3 ul (1 x 10’ PFU) a usmrceni 24 h.p.i. Pi PCR amplifikaci bylo pouzito 25 cykli
(horni panel) a 40 cykli (dolni panel). Pfedpokladana velikost produktu je 362 bp. Amplifikované
produkty byly rozdéleny ve 2% agar6ézovém gelu (1 x TBE) a vizualizovany pomoci ethidium bromidu.
marker, hmotnostni standard; PBS, PBS infikovany samec; WR-Luc, samec infikovany
kontrolnim virem WR-Luc (2 ks); WR-IRF3, samec infikovany WR-IRF3.
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Pti detekci IL-33 nebyl nalezen rozdil mezi vzorky myS$i inokulovanych PBS a
rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3 ani mezi rekombinantnimi viry samotnymi.
Tyto vysledky, ovSem ziskané jen na malém poctu mySi, nepotvrdily hypotézu o regulaci
exprese tohoto cytokinu pomoci IRF-3 transkripéniho faktoru v kizi mySi Nc/Nga
infikovanych WR-IRF3. Z tohoto dGvodu byly provedeny dal§i pokusy testovani

obecnéjsich rozdilli mezi rekombinantnimi kmeny in vivo.

4.2.2.2. Charakterizace vlivu rekombinantniho viru WR-IRF3 na patogenezi u

mySi Nc¢/Nga

Ke zjisténi, zda se rekombinantni virus vakcinie WR-IRF3 1i§i v patogenezi od
kontrolniho viru WR-Luc, byly provedeny in vivo experimenty na mySich Nc/Nga. Pro
tento typ experimentu byli pouZiti samci Nc/Nga, pochazejici z konvencéniho prostiedi.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit virus vakcinie WR. Tyto mysi byly senzitizovany PBS a
posléze infikovany purifikovanym virem WR ¢i purifikovanymi rekombinantnimi viry
WR-Luc a WR-IRF3. Infekce byla provedena shodnym poctem vpicht akupunkturni

jehlou. Tteti den po infekci byly 1éze infikovanych mys$i zdokumentovany (obrazek 37).
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WR - Luc WR - IRF3 WR

Obr. 37: Fotografie kiizi mySi Nc/Nga s Iézemi. Samci Nc/Nga byli infikovani virem WR-Luc, WR-
IRF3 a WR davkou 1 pl (1 x 10" PFU). Infikovana &ast kiize byla oetfena stejnym poétem vpichii
pomoci akupunkturni jehly. Misto infekce bylo zdokumentovano 3 dny po infekei (d.p.i.). WR-Luc,
samci infikovani kontrolnim purifikovanym rekombinantnim virem vakcinie WR-Luc; WR-IRF3, samci
infikovani purifikovanym rekombinantnim virem vakcinie WR-IRF3; WR, samci infikovani
purifikovanym virem vakcinie kmene WR.

Z fotografii kiizi z infikovanych mysi je patrné, Ze se u vSech mysi infikovanych
vSemi tfemi typy virQl vyvinula 1éze v misté infekce. Velikost téchto 1€zi byla rtizna.

Paty den po infekci byly mysi zvaZeny, usmrceny, byla jim odectena velikost 1€zi,
ty odebrany, a nasledné stanoven jejich infeke¢ni titr. V grafu 1 jsou porovnany velikosti

1ézi a je stanovena chybova tsecka znazoriujici potencidlni velikost chyby v datové fade¢.
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Graf 1: Zobrazeni pramémé velikosti 1éze v mm’ po infekci akupunkturni jehlou purifikovanymi viry
vakcinie WR-IRF3, WR-Luc a WR pomoci méfené 5 d.p.i. Naméfené velikosti 1ézi byly zprimérovany.
Pro vSechna meéfeni velikosti 1ézi u jednotlivych virovych inokul (3 mysi v kazdé skupin€) byla
stanovena chybova usecka.

Z grafu 1 lze vycist, Ze primérnd velikost 1éze se nelisi u virai WR-Luc a WR.
Oproti tomu je detekovana vétsi pramernd velikost 1ézi u viru WR-IRF3. K potvrzeni
tohoto zavéru je nutné experiment opakovat s vétSim poctem mySi Nc/Nga vzhledem
k vyhodnoceni pomoci SEM.

Pro stanoveni infekéniho titru byl vzorek s 1ézi zhomogenizovan v 0,5 ml sterilniho
DMEM a timto homogenatem byly infikovany buiiky BSC-40. V tabulce 12 je uveden titr
stanoveny u vSech tfi typt virti. Dale byly porovnany hodnoty rastu viru v jednotlivych
vzorcich infikovanych témito tfemi typy virti. K tomu byl pouzit dvouvybérovy parovy t-
test na stfedni hodnotu s hladinou vyznamnosti 0,05. V tomto testu byla porovnana hladina
infek¢éniho titru ze vzorkl kazi u mySi Nc/Nga infikovanych virem WR-IRF3 a virem WR-
Luc, déle pak byly porovnany hladiny infek¢niho titru u mysi infikovanych WR-IRF3 a
WR. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 12. Timto testem se mélo prokazat ¢i neprokazat
neshodu mezi stanovenymi hodnotami infekéniho titru viru WR-IRF3 a kontrolnimi viry

WR-Luc a WR.
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d.p.i. | inokulum (PFU) | virus (p.) [titr (v1ml) | P(T<=t)
5 1x10° WR - Luc 0,461 x 10° | 0,063592
5 1x10’ WR - IRF3 1,008 x 10°
5 1x 10’ WR 1,192 x 10" | 0,112406

Tabulka 12: Stanoveni infek¢niho titru ze vzorkil kiizi infikovanych WR-IRF3, WR-Luc a WR davkou
1ul (1 x 107 PFU). Vzorky kiize byly odebrany 5 d.p.i. Vzorky byly titrovany infekci bunék BSC-40 na
96-jamkové desticce v fedéni 1 x 10”az 1 x 107. Dale byla data vyhodnocena pomoci dvouvyb&rového
parového t-testu na stifedni hodnotu o hladiné vyznamnosti 0,05. Byl porovnan infekéni titr mezi vzorky
infikovanymi WR-IRF3 a WR-Luc, ptip. WR-IRF3 a WR. Pro kontrolu byl porovnan infek¢ni titr virti
WR-Luc a WR jehoz hodnota byla P(T<=t) = 0,109483.

Z porovnani hodnot infek¢niho titru mezi jednotlivymi typy virll vyplyva, Ze nebyla

nalezena neshoda mezi titry na hladiné vyznamnosti 0,05.

Mysim Nc/Nga byla také odebrana a zvazena slezina jako obecny ukazatel imunitni
odpovédi na infekci.V grafu 2 je stanoven pomér hmotnosti 1éze k vaze mysi a stanovena

chybova usecka.
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Graf 2: Zobrazeni pomé&ru hmotnosti sleziny (mg) k vize mysi (g) infikované akupunkturni jehlou
virem WR-IRF3, WR-Luc a WR méfené 5 d.p.i. Pomér vazenych slezin ku vaze mysi byl u
jednotlivych typt infekci zprimérovan. Pro v§echny poméry vazeni u jednotlivych virovych inokul byla
stanovena chybova usecka.

K potvrzeni téchto vysledkii byl proveden dalsi experiment detekujici rozdily mezi
virem WR-IRF3, kontrolnim virem WR-Luc a virem VACV kmene WR. Samci Nc/Nga
nebyli senzitizovani, ale rovnou inokulovani PBS a vySe zminénymi viry ve stejné davce
s aplikaci jednoho vpichu razitka. P&t dni po infekci byly tyto mysi zvazeny, usmrceny,

byla jim zméfena velikost 1éze a byla jim zvazena slezina. Vyhodnoceni rozdilu ve
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velikosti 1ézi je uvedeno v grafu 3, kde byla téZ vypoctena chybova tsecka (vyhodnoceni

SEM).
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Graf 3: Zobrazeni pramémé velikosti 1éze v mm® po inokulaci pomociotkovaciho razitka sterilniho
PBS ¢i purifikovanych vird vakcinie WR-IRF3, WR-Luc a WR méfené 5 d.p.i. Namétené velikosti 1ézi
pro jednotlivé viry byly zprimérovany. Pro vSechna méfeni velikosti 1ézi u jednotlivych virovych
inokul byla stanovena chybova tisecka.

Primérnd velikost 1éze pti infekci PBS, WR-IRF3, WR-Luc a WR se neli$i mezi
jednotlivymi inokuly. Velikost 1ézi vramci jednoho inokula byla odliSnd, coz je

znazornéno chybovou tseckou.

Dale byl porovnan pomér hmotnosti sleziny ku vaze mysi, coz znazoriuje graf 4.
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Graf 4: Zobrazeni poméru vahy sleziny (mg) k vaze mysi (g) infikované virem WR — IRF3, WR — Luc a
WR méfené 5 d.p.i. Pomér vazenych slezin ku vaze mysi byl u jednotlivych typi infekci zprimérovan a
vyhodnocen ve sloupcovém grafu. Pro vSechny poméry vazeni u jednotlivych virovych inokul byla
stanovena chybova usecka.

Z grafu 4 vyplyva, Ze pomér hmotnosti sleziny a mysi je zvySen pouze u mysi
infikovanych virem WR-IRF3 v porovnani s negativni kontrolou (PBS inokulované mysi),
coz znaci vyss$i reakcei imunitni odpovédi oproti kontrole. Pomér hmotnosti sleziny ku vaze
mysi byl srovnatelny u infekce WR-Luc a WR. Ob& hodnoty u téchto virti byly nizsi, nez

je hodnota poméru u infekce PBS jako negativni kontroly. Chybové isecky pro jednotlivé

hodnoty byly velmi malé, tudiz se poméry u infekci jednotlivymi viry a PBS pfilis nelisily.
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5. Diskuse

Svou diplomovou praci navazuji na vyzkum laboratofe MUDr. Zory M¢lkové,
PhD, ktera se dlouhodobé zabyvé studiem interakci viru vakcinie s hostitelem a patogeneze
eczema vaccinatum, coz je komplikace o¢kovani vierm vakcinie proti cernym nestovicim.

Diplomova prace je rozdélena do dvou ¢asti - na studium vakcinie in vitro a na

experimenty zabyvajici se imunopatogenezi viru vakcinie in vivo.

5.1. Charakterizace WR-IRF3

Mym prvnim ukolem bylo provést zakladni charakterizaci rekombinantniho viru
vakcinie s integrovanym genem pro IRF-3 transkripéni faktor (WR-IRF3), ktery byl
vytvofen Mgr. Jarmilou Knitlovou a Mgr. Janou LiSkovou, Ph.D. Riist tohoto viru byl
charakterizovan ve dvou bunécénych liniich, v ledvinnych bunikdch kockodana zeleného
BSC-40 a v mySich embryonalnich fibroblastech NIH 3T3. Kontrolnim virem pro
porovnani ristu WR-IRF3 byl rekombinantni virus WR-Luc, ktery exprimuje cDNA pro
luciferdzu pod kontrolou stejného promotoru jako studovany WR-IRF3.

Z literatury je znamo, Ze transkripéni faktor IRF-3 hraje dulezitou roli v indukci
bunécné protivirové imunitni odpovédi. Velmi ¢asnou odpovédi na virovou infekcei buiky
je produkce interferonti typu I a prozanétlivych cytokini nebo nasledné aktivace exprese
interferonem indukovanych gent, jejichz produkty inhibuji virovou replikaci, transkripci a
jiné procesy dilezité pro pfeziti a multiplikaci viru. Interferony typu I také aktivuji bunky
pfirozené imunity k mobilizaci proti patogenu. IFN typu I hraji dileZitou roli pfi maturaci
dendritickych bun¢k a B bun€k a pfi proliferaci cytotoxickych T bun€k (Boo a Yang,
2010). Bumka identifikuje patogen takzvanymi PRR receptory (pattern recognition
receptor). Buiika rozpoznava jednotlivé komponenty a produkty viru podle toho, o jaky typ
PRR se jedna. Drahy, které jsou indukovéany vazbou virové molekuly na TLR nebo RLR
receptory, jejichz signdlizace je dale vedena pies adaptivni molekuly MyD88 nebo TRIF,
vedou pres aktivaci kindz k fosforylaci IRF-3, IRF-5 a IRF-7 transkripénich faktorti nebo
k aktivaci NF-xB. Aktivovany transkripéni faktor IRF-3 je translokovan do jadra, kde
dimerizuje a indukuje expresi IFN typu I (Perdiguero a Esteban, 2009).

Virus vakcinie si vytvofil fadu mechanismt, jak pfekonat tuto protivirovou obranu,

a to produkci mnoha proteinti modifikujicich mj. signalizaci vedouci k aktivaci IRF-3.
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vewvr

opakovany.

U zkonstruovaného rekombinantniho viru vakcinie WR-IRF3, ktery nadmérné
exprimuje IRF-3, lze ptredpokladat, ze by mohlo byt mozné uniknout vakcinii
zprostfedkované inhibici fosforylace IRF-3 a jeho translokace do jadra. MiZze tak byt
sledovan vliv IRF-3 transkripéniho faktoru na expresi IFN typu I a na infekci virem
vakcinie.

Pti selekci WR-IRF3 byla Mgr. Janou Liskovou, Ph.D. ovéfovana pouze spravnost
inzerce a orientace IRF-3 cDNA Southern blotem. Bylo proto nutné zjistit, zda je IRF-3
skute¢né exprimovan. Z tohoto diivodu bylo provedeno RT-PCR pro IRF-3 pomoci
specifickych primerd u buné¢k BSC-40 a NIH 3T3 infikovanych WR-IRF3 nebo
kontrolnim virem. Z vysledkli je patrné, ze bunky BSC-40 i NIH 3T3 infikované
rekombinantnim virem WR-IRF3 exprimovaly mRNA pro IRF-3 transkripéni faktor.

Pti detekci cDNA IRF-3 ve vzorcich bun¢k BSC-40 infikovanych WR-IRF3 a WR-
Luc a kontrolnich neinfikovanych buné¢k bylo zjisténo, Ze cDNA o piedpokladané velikosti
504 bp byla patrnd pouze u vzorku bun¢k infikovanych WR-IRF3. U neinfikovanych a
WR-Luc infikovanych vzorkd bunék vSak byl detekovan produkt o jiné velikosti, a to
pfiblizné¢ 720 bp. Bunécna linie BSC-40 pochézi z ledvin kockodana zeleného, zatimco
primery byly navrZzeny pro mysi mRNA IRF-3 transkripéniho faktoru. Z toho diivodu lze
predpokladat detekci produktti IRF-3 na opicich buitkdch BSC-40 o jiné velikosti, piipadné
mohl byt amplifikovéan jiny produkt nezZ cDNA pro IRF-3. To by bylo mozné jednoznaéné
rozliSit pomoci sekvenace nebo Southern blotu se specifickou probou, které jsem nedélala.
Sekvence exprimovaného genu vsak byla porovnana lokdlnim pfifazenim v programu
FASTA (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/nucleotide.html). mRNA pro mysi IRF-3 je
s ur¢itym procentem homologie podobnd sekvencim mRNA clovéka 1 primata makak
thesus (Macaca mulatta ). Podrobngjsi popis je shrnut v tabulce 13. Sekvence pouzitého
primeru pro IRF-3 s homolognimi geny pro mRNA IRF-3 vyhledanymi pomoci programu
FASTA byla vzijemné porovnana v programu EMBOSS-Lite pomoci Needleman-
Wunschova algoritmu (http://helixweb.nih.gov/emboss-lite/compare.html), kde byla také
spocitana velikost mozného amplifikovaného produktu. V programu Blast (Basic local
alignment search tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST PROGRAMS=mega
Blast&PAGE TYPE=BlastSearch&SHOW_ DEFAULTS=on&LINK LOC=blasthome)

byla dale potvrzena identita sekvence s ndzvem vyhledaného genu. V programu Blast pro
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vyhledavani nukleotidovych sekvenci bylo vyuzito nejvys$s§i mozné presnosti vyhledavani

pomoci optimalizace megablast.

emboss produkt o blast
identifikacni kéd nazev genu . . . homologie
homologie (%) | velikosti (bp) (%)
(3]
Mus musculus cDNA klon
EM_EST:CV813416 | (IMAGE:5339908), chimericky 94,5 483 100
klon
EM_TSA-JU485987 Macaca mulatta Mamu_362317 71.6 185 100
mRNA
EM_TSA:Jve0027s | Macaca m“/arg;NMAam“—ZOSBM 71,6 129 100

Tabulka 13: Tabulka genii s podobnou sekvenci se sekvenci cDNA IRF-3. Gen CV813416 pro
chimericky klon. Mysi s homologii 94,5 %. odpovidal nalezené sekvenci se 100% homologii srovnané
v databazi blast. Gen JU485987 primata macaca mulatta s homologii 71,6 % odpovidal nalezené
sekvenci se 100% homologii srovnané v databazi blast. Gen JV600287 primata macaca mulatta
s homologii 71,6 % odpovidal nalezené sekvenci se 100% homologii srovnané v databazi blast.

Z tabulky 13 vyplyva, Ze nalezené geny, které byly homologni s genem pro IRF-3,
se nemohly amplifikovat pomoci PCR reakce jako produkt o velikosti ptiblizné 720 bp,
nalezeny v naSem eseji. Oba geny primdata makaka rhesus podobné sekvenci IRF-3
vyhodnocené z bioinformatickych dat by po amplifikaci davaly produkt o pftiblizné
velikosti 100 az 200 bp. Tieti homologni gen se ukazal byt chimerickym klonem, kdy byl
insert lidského genu (cDNA ptvod) vlozeny do mySiho genomu. Velikost tohoto
chimerického klonu odpovidd velikosti naseho produktu, ale vzhledem k tomu, Ze je to
chimericky klon, nevyskytuje se u bunééné linie BSC-40.

V buiikkdch BSC-40 nebyl tedy nalezen adekvétni exprimovany gen o hledané
velikosti ptiblizné 720 bp, ktery by byl amplifikovan navrzenymi IRF-3 specifickymi
primery. Vzhledem k absenci endogenniho produktu se buné¢éna linie BSC-40 se ukézala
jako vhodna kontrola pro priikaz exprese rekombinantniho IRF-3 na urovni mRNA.

Dale jsme expresi rekombinantniho IRF-3 testovali na mysSich firbroblastech NIH
3T3. Z vysledki je patrné, Ze endogenni exprese mysSiho IRF-3 nalezena v neinfikovanych
vzorcich je inhibovana v burikach infikovanych WR-Luc, pravdépodobné v diisledku"shut-
off' fenomenu a cytopatického efektu infekce. Naproti tomu byla cDNA pro IRF-3
detekovana ve vétsi mife u bunék NIH 3T3 infikovanych WR-IRF3 v porovnani
s kontrolnim rekombinantnim virem WR-Luc. Detekovand ¢cDNA IRF-3 transkrip¢niho
faktoru u bun¢k infikovanych WR-IRF3 je tedy pravdépodobné virového pavodu.

U neinfikovanych bunék NIH 3T3 a bunck infikovanych hrubymi extrakty
rekombinantnich virt WR-Luc a WR-IRF3 byla také detekovana exprese kontrolniho genu
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pro GAPDH (Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogendza), a to pomoci specifickych primera.
Primery pro GAPDH byly navrzeny tak, aby detegovaly sekvence mRNA 1 v exonech, aby
bylo mozné podle velikosti produktu odlisit pfipadnou kontaminaci genomovou DNA.
Dale jsem se snazila zjistit, zda je detekovana IRF-3 cDNA translatovdana na funkcni
protein a zda je diky nadmérné expresi tento transkripéni faktor schopen uniknout inhibici
aktivace zplisobené virem vakcinie. Vzhledem k tomu, Ze protivirova signalizace pies IRF-
3 transkripéni faktor vede k expresi IFNP, byla i tato exprese detekovdna pomoci
specifickych primerd.

Amplifikace IFNf3 ¢cDNA pomoci PCR vedla kromé porudktu o predpokladané
velikosti opét ke vzniku jesté vedlejsiho produktu o piiblizné velikosti 250 bp. Po srovnéani
homologie s mySim IFNfB byla sekvence tohoto genu porovnana s ostatnimi mySimi
exprimovanymi  geny. Pro tuto analyzu byl pouzit program tblastx
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=tblastx & BLAST PROGRAMS=tblas
tx&PAGE_TYPE=BlastSearch& SHOW_ DEFAULTS=0on&LINK LOC=blasthome).

V tabulce 2 jsou uvedeny geny, které nesou urcitou shodu v sekvenci s genem pro IFN.
Bylo také nutné zjistit, zda na tyto geny nasedaji primery specifické pro IFNP a zda se
amplifikuje produkt o stejné velikosti jako nalezeny vedlejsi produkt detekce exprese
IFNB. Pro tento postup bylo zvoleno porovnani shody sekvence primert se sekvencemi
gentl, které jsou potencidlné vedlejSim produktem amplifikace IFNJ, pomoci programu

EMBOSS-Lite, kde byla stanovena velikost mozného amplifikovaného genu jako

vedlejSiho produktu.
identifikaéni kéd nazev genu Gvod homologie velikost
9 P (%) produktu (bp)
NM_177348.2 | Mus musculus interferon epsilon| mRNA 42 80
NM_206871.1 |Mus musculus interferon alpha 6] mRNA 41 75

Tabulka 14: Tabulka genti s podobnou sekvenci se sekvenci cDNA IFNf.

Z tabulky 14 vyplyva, ze druhym detekovanym genem mohl byt mysi interferon
epsilon, jehoZ produkt ur¢eny v databézi blast podle specifickych primerd pro mysi IFNf
mél predpokladanou velikost neznamého produktu v eseji pro detekei IFNP cDNA.

Z vysledkl je ziejmé, ze se detekce IFN cDNA jevi u vzorkl bun¢k NIH 3T3

infikovanych virem WR-IRF3 vyssi oproti kontrolnimu rekombinantnimu viru WR-Luc.
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To mize znamenat, ze byl exprimovany gen translatovan a tvoii funkéni produkt, ktery je
schopen uniknout inhibici virem vakcinie a aktivovat expresi IFNP. Tyto zavéry je vSak
nutné overit na trovni proteinu western blot analyzou se specifickou protilatkou.

Dale bylo nutné zjistit, zda neni detekce IRF-3 a IFNB cDNA ovlivnéna
infektivitou a vitalitou obou rekombinantnich virQ, a proto byl charakterizovan riist obou
rekombinantnich vird a detekovana exprese proteinlt VACV u téchto virti.

U bun¢k BSC-40 infikovanych obéma rekombinantnimi viry byly jak infekéni titr,
tak mira detekce proteini vakcinie srovnatelné. Rozdily v ristu obou viri byly také
testovany pomoci statistické analyzy, a to s negativnim vysledkem, tj. rlst obou virti se v
bunikach BSC-40 nelisi.

Stejné zavéry lze vyvodit také z charakterizace rtstu hrubych extrakti obou
rekobinantnich virti v buiikdch NIH 3T3, nicméné u nékterych pokust bylo pouZzito nizsi
inokulum viru WR-Luc (prokdzéno néslednou titraci konkrétniho virového inokula), a
proto se pfi Western blot analyze jevila exprese vriovych proteind vy$$i v bunikach
infikovanych WR-IRF3 nez v WR-Luc. V totozném experimentu vSak jevily buiky
infikované WR-IRF3 odliSnou morfologii a také u nich byla zjiSténa odliSnd mira detekce
proteinli vakcinie. Tento vysledek naznacuje, Ze oproti infekci bun¢k NIH 3T3 kontrolnim
virem vakcinie, kdy pfevazuje nekroza infikovanych bunék, se v pfipadé WR-IRF3
objevoval typ apoptické smrti. Pfi¢inou mohl byt pravé exprimovany IRF-3 transkripéni
faktor, jehoz signalizace vede pifes produkci interferonii k expresi interferonem
indukovanych gent. Jednim z takovych genli je PKR (protein kindza R), jejiz funkci je
mimo jiné sméfovani infikované bunky k apoptické smrti. Tato vlastnost je vSak zavisla na
typu virové infekce (Balachandran et al., 2000). U poxvirii (testovano na MVA) byl
prokdzan vliv IFNB na indukci apoptdzy. Apoptézu ovliviiovala pfitomnost IRF-3
transkripéniho faktoru, IFNP jako jeho produktu signalizace a Noxa proteinu. Noxa je
proapopticky protein obsahujici BH3 doménu, lokalizovany v mitochondridlni membrané
(Oda et al., 2000). Regulace indukce Noxa neni zavisla na IRF-3, ale pravdépodobné vede
pfes interferonem indukované STAT transkripéni faktory. Z téchto informaci lze tedy
soudit, ze IRF-3 ovliviluje indukci apoptdzy spiSe nepiimo pies produkci IFN typu I
(Ferrer et al, 2011). ZvySe uvedenych diivodi byly provedeny testy pomoci
fluorescen¢niho barveni na ptfitomnost apoptdzy u bunék NIH 3T3 a BSC-40 infikovanych
purifikovanymi rekombinantnimi viry WR-IRF3 a WR-Luc (pfedbézné vysledky). Byly

pouzity purifikované rekombinantni viry misto hrubého extraktu, aby se pfedeslo ovlivnéni
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indukce apoptézy zbytky bunck pfitomnych vhrubém extraktu viru. V téchto
pfedbséznych experimentech vSak zatim nebyly pozorovany jednoznacné rozdily
v morfologii bun¢k infikovanych viry WR-Luc a WR-IRF3.

U téchto purifikovanych rekombinantnich virti byla také charakterizovana exprese
transkripéniho faktoru IRF-3. Detekce IRF-3 cDNA byla vyrazné vyssi u rekombinantniho
viru WR-IRF3 oproti neinfikovanym nebo WR-Luc infikovanym buiikdm NIH 3T3.

Zavérem lze shrnout, Ze v provedenych experimentech in vitro byl rist

rekombinantnich viri WR-IRF3 a kontrolniho WR-Luc je srovnatelny.

5.2. Charakterizace odpovédi mysi Nc¢/Nga na imunizaci virem vakcinie

Pied samotnou detekci exprese cytokinli v kiizi mysi Nc/Nga byl optimalizovan
esej pro detekci cytokinii v neinfikovanych makrofazich J774.G8 a v makrofazich
infikovanych VACV kmene WR. U téchto makrofagi byla detekovana cDNA pro
GAPDH, IL-1p a IL-18, a timto byla vytvofena kontrola pro detekci cytokint. Nelze vSak
srovnavat detekci jednotlivych cytokini v bunééné linii, jako jsou makrofagy, a detekci
cytokini v kidzi mysi, kde se se vmist¢ infekce vyskytuje smés infikovanych a
neinfikovanych bunék riznych typt.

In vivo experimenty byly rozdéleny na dvé ¢asti. V prvni fad¢ bylo nutné zjistit, zda
a jaky vliv ma riizny zplsob senzitizace a inokulace viru wt-WR na detekci cytokint.
K tomu byly pouzity mysi Nc/Nga jako model atopické dermatitidy (Kawakami et al.,
2007), na kterych je studovan rozvoj eczema vaccinatum (Tomimori et al., 2011; Knitlova
et al., rukopis v pfipravé). Dalsim ukolem bylo zjistit, jak se 1i§i imunitni odpovéd’ na

infekei rekombinantnim virem vakcinie WR-IRF3.

5.2.1. Vliv rizného zpiisobu senzitizace a infekce na detekci cDNA jednotlivych

cytokint

Bylo testovano nékolik variant senzitizace my$i Nc/Nga ovoalbuminem a rizné
zpiisoby inokulace VACV, které by mohly mit vliv na expresi cytokinii. Jednak byl
sledovan rozdil v detekci interleukini u nesenzitizovanych a u ovoalbuminem

senzitizovanych my$i Nc/Nga, jednak vliv ,tapestrippingu® pted vlastni inokulaci VACV.
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K inokulaci bylo navic pouzito ockovaci razitko, vyrobené Dr. Hajkovou z akupunkturnich
jehel, nebo samotna akupunkturni jehla, pficemZz mnozstvi viru i jeho objem byly rtizné.
Relevantni moznosti aplikace wt-WR byly porovnavéany s kontrolnimi mys$mi, kterym byl
aplikovan PBS.

Pred senzitizaci nebo inokulaci VACV nesenzitizovanym anestetizovanym mysSim
byly vzdy vyholeny chlupy zastfihavacem vousu. ,,Tapestripping® byl provadén vzdy pred
senzitizaci a ve specifikovanych pfipadech pred inokulaci VACV. Na velikost 1éze ¢i
expresi cytokini mohlo mit vliv i piekryti senzitizovaného mista neprodys$nou naplasti, coz
bylo v minulosti popsano.

Bylo zjisténo, Ze metody pouzité k senzitizaci a k inokulaci VACV vedly k riznym
vysledkiim v ramci detekce jednotlivych cytokind a Ze neni pfima souvislost mezi typem
oSetfeni mysi a expresi cytokini.

Na expresi IL-13 nemd vyrazny vliv aplikace néplasti ani "tapestrippingu" u
nesenzitizovanych mysi. U téchto mysi byl vSak byl patrny rozdil mezi kontrolnimi mySmi
s aplikaci PBS a VACYV infikovanymi my$mi. U vSech mysi s PBS byla nalezena exprese
IL-1B. Naproti tomu u WR-infikovanych nesenzitizovanych mysi byla detekce IL-13
sniZena, ale ne zcela inhibovana. Nicméné lze na zékladé¢ imunohistochemické analyzy
kize v misté inokula ptedpokladat, Ze v analyzovaném vzorku klize nebyly infikovany
vSechny bunécné elementy (Knitlova et al., rukopis v pifipravé) a ze detekovand IL-1p
mRNA mohla pochazet z neinfikovanych bunék. Lze tedy usuzovat, Ze virus vakcinie
potlacuje produkci tohoto interleukinu u piedem specificky nesenzitizovanych mysi (v
konven¢nim zvéfinci jsou vSak mysi vystaveny obecné vSem okolnim antigenim a mohou
jimi byt senzitizovdny nespecificky). Tomto piipadé, tedy u mysi pfedem specificky
nesenzitizovanych, by se tak mélo jednat o akutni fazi atopické dermatitidy u mysi Nc/Nga
s ptevahou Th2 imunitni odpovédi. U atopické dermatitidy je obecné v aktutni fazi
potlacena exprese cytokini Thl imunitni odpovédi, v této praci jsme vSak neporovnavali
vysledky na mySim modelu atopické dermatitidy Nc/Nga a na jiném kmeni mysi, které
nevykazuji znaky atopické dermatitidy.

Oproti vysledkim na nesenzitizovanych mySich nebyl u ovoalbuminem
senzitizovanych mys$i patrny rozdil vexpresi IL-1B mezi VACV infikovanymi a
kontrolnimi mySmi s PBS. Zde naopak hrdlo roli pohlavi mysi. Exprese IL-1B byla
zvySena u samci oproti samicim, ktefi také vykazovali makroskopicky vyrazné zmeény

vzhledu ktize. Tento interleukin jako prozanétlivy cytokin byl pravdépodobné exprimovéan
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v kizi samcii jako nasledek pokousdni, které je disledkem bojovného chovani samci,
navic umocnéného svédénim kize po senzitizaci. IL-13 byl s mensi intenzitou detekovan
také u senzitizovanych samic, respektive u jedné samice, coz mohlo byt zptisobeno reakci
na lokélni mechanické poskozeni pokozky, kdyZ se my$ snazila zbavit naplasti po infekci.
Nutno zdtliraznit, ze v piipad€ senzitizovanych mysi uzZ mohla AD v misté senzitizace a
inokulace VACV pfejit do chronického stadia, které je charakteristické spiSe Thl
odpoveédi.

Dal$im detekovanym cytokinem je IL-18. Byl nalezen jak u nesenzitizovanych, tak
u ovoalbuminem senzitizovanych mysi bez ohledu na aplikaci "tapestrippingu" nebo
naplasti. Jediny rozdil byl zaznamenan u senzitizovanych mys$i bez pouziti razitka pfi
inokulaci VACV, tj. pouze nanesenim inokula na oSetfenou kizi. Zde byla hladina tohoto
cytokinu sniZena oproti ostatnim senzitizovanym mysSim s pouZzitim razitka pii infekci. V
tomto ptipadé mohl byt podil infikovanych buné¢k v odebraném kousku kize relativné
maly.

Z dostupné literatury je zndmo, ze atopickd dermatitida (AD) ovliviluje expresi
nékterych cytokinid. U AD byva snizena exprese IL-18, protoZe se v genech pro IL-18 a
jeho receptor vyskytuji SNP (Single nucleotide polymorphism) (Wittmann et al., 2009).
Naproti tomu je Gc¢inek IL-18 inhibovan také vakcinii, kterd kdduje virovy vazajici protein
pro tento cytokin (Born et al., 2000), coz by mohlo byt divodem, pro¢ je u zdravych lidi
exprese tohoto interleukinu sniZzena (Kennedy et al., 2012). V naSem pfiipad¢ byl tento
cytokin detekovan ve vSech vzorcich mySich kizi, coZ znamenda, Ze inhibice tohoto
interleukinu VACV produkty nemda stejny ucinek. Dlvodem by mohla byt napf.
pozménéna sekvence IL-18 u AD, ktera brani vazb¢ na virovy IL-18 vazajici protein. Tuto
moznost je ale nutné ovéfit. IL-18 spolu s IL-12 indukuje expresi IFNy nékterymi T
buiitkami a NK buiikami. Z tohoto diivodu by bylo déle vhodné detekovat expresi genu pro
IFNy.

Poslednim cytokinem, ktery byl v téchto experimentech detekovan, je IL-33. Ten
byl u mysi bez senzitizace detekovan v mens$i mife u VACV infikovanych myS$i nez u
kontrolnich PBS mysSi. Vzhledem ktomu, ze IL-33 je regulovan pomoci IRF-3
transkripéniho faktoru (Polumuri ef al., 2012), jehoZz signalizace je vakcinii inhibovana
(Perdiguero a Esteban, 2009), miZe mit tato inhibice vliv na expresi IL-33 u mysi
infikovanych vakcinii. Tento trend se objevil opét pouze u nesenzitizovanych mysi, tedy u

modelu akutni formy atopické dermatitidy.

115



U mysi senzitizovanych ovoalbuminem byl IL-33 detekovan bez zjevné korelace
s aplikaci VACV, ani nebyl nalezen rozdil mezi PBS a jedinci infikovanymi vakcinii .

Na rozdil od nesenzitizovanych mys$i Nc/Nga se zd4, Zze pfedchozi senzitizace spiSe
zabranila zménam v expresi sledovanych cytokini v odpovéd na inokulaci VACV.
Predchozi senzitizace mysi pied aplikaci virového inokula pravdépodobné miize ovlivnit
typ imunitni odpovédi u mysi Nc/Nga obdobné jako u atopické dermatitidy u lidi.
Vysledky detekce cytokind u predem specificky senzitizovanych mysi by mohly odpovidat
spiSe Thl typu imunitni odpovédi, ktera se vyskytuje u chronické formy atopické
dermatitidy. Pfedem nesenzitizované mysi Nc/Nga by mohly naopak vykazovat spiSe Th2
typ imunitni odpovédi, coZz odpovidd akutni formé atopické dermatitidy (Leung et al.,
2004). Tato situace by mohla byt analogicka situaci u lidi. Jedinci s aktivnim ekzémem se
nikdy neockovali ani v minulosti. Naopak je zndmo, Ze se eczema vaccinatum objevoval
po aplikaci VACV 1 do zdanlivé zdravé kize atopickych jedincii. Tudiz, pokud by
inokulace VACV vice ovlivitiovala produkci prozanétlivych cytokini u zdanlivé zdraveé
kize, mohla by byt vétsi pravdépodobnost rozvoje eczema vaccinatum v dusledku snizené
produkce IL-1p a alarminu IL-33.

Detekci ¢cDNA jednotlivych cytokinli dale ovliviiuje rozsah, ve kterém je cely
vzorek kize infikovan. Ke stanoveni miry infekce v kiizi by proto bylo vhodné pomoci
kvantitativnich metod detekovat nejen mRNA pro cytokiny, ale také VACV DNA, ev.
mRNA vkizi. Nicmén€ vzhledem k rizné afinit¢ VACV k bunkdm rizného
embryondlniho pivodu by byla vhodnéjsi imunohistochemicka analyza, kterd by ukazala

rozdily na urovni jednotlivych bunéénych elementd.

5.2.2. Charakterizace odpovédi na imunizaci myS$i Nc/Nga rekombinantnim

virem WR-IRF3

Druhym zadmérem diplomové prace v in vivo experimentech byla detekce cytokint
u mysi Nc/Nga infikovanych rekombinantnim virem vakcinie WR-IRF3.

Z literatury je znamo, ze né€které cytokiny jsou regulovany transkripénim faktorem
IRF-3. Jednim z nich je i IL-33 (Polumuri et al., 2012). Dale bylo zjisténo, ze bunécné
linie mikrogliovych bun€k po transdukci adenovirovym vektorem s integrovanym genem
pro IRF-3 vykazuji protizanétlivy fenotyp, kdy byla zaznamendna sniZzend produkce
prozanétlivych cytokinli jako IL-la a IL-18 a naopak zvySend produkce IL-1ra (IL-1
receptor antagonist) jako bunécného regulatoru IL-1 (Tarassishin ef al., 2011).
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Orientacni experimenty s inokulaci mysi Nc/Nga rekombinantnim virem vakcinie
WR-IRF3 provedené na malém poctu mysi (navic se z jednoho vzorku infikovaného WR-
IRF3 nepodaftilo vyizolovat RNA) nenaznacuji, Ze by exprese IL-33 byla odliSna u mysi
infikovanych WR-Luc a WR-IRF3. Naopak exprese IL-1 nebyla v kiizi mysi infikované
rekombinantnim virem WR-IRF3 pozorovdna, coz se shoduje se zavery studie s
adenovirovym vektorem exprimujicim IRF-3 (Tarassishin et al., 2011).

Detekce IL-18 ¢cDNA u mysi Nc/Nga infikovanych WR-IRF3 jako prozanétlivého
cytokinu se zdala vyS$si nez u mysi infikovanych kontrolnim rekombinantnim virem WR-
Luc. V dostupné literatuie vSak nebyla nalezena souvislost mezi IRF-3 transkripénim
faktorem a expresi IL-18. Nicmén¢ IL-18 stimuluje expresi IFNy, ¢imz by mohl ovlivnit
imunitni odpovéd mysi Nc/Nga. Bylo by proto vhodné stanovit expresi tohoto cytokinu i u
téchto vzorkd.

Pro obecnou charakterizaci moZnych odliSnosti v odpovédi na infekci mezi
rekombinantnim virem WR-IRF3 a kontrolnim virem WR-Luc nebo wt-WR byla
porovnana jednak velikost 1ézi a a jednak pomér hmotnosti sleziny ku vaze mysi jako
ukazatele miry imunitni odpovédi na infekci.

Ptedchozi vysledky Mgr. Jarmily Knitlové naznacily souvislost mezi velikosti 1ézi
po inokulaci viru vakcinie a mirou specifické imunitni odpovédi, charakterizované
hladinou protilatek (Knitlova et al., rukopis v ptipravé). Vysledky mé diplomové prace
naznacuji moznost vysloveni obdobnych zavéri, a to, Ze s velikosti 1éze po inokulu
koreluje velikost sleziny jakozto ukazatel imunitni odpovédi. Zejména vSak z téchto
vysledkd vyplyva, ze mysi infikované rekombinantnim virem WR-IRF3 vykazovaly vétsi
velikost 1€ézi po inokulu (u aplikace akupunkturni jehlou) i vétsi velikost sleziny (u obou
zpusobil aplikace) ve srovnani s kontrolni inokulaci virem WR-Luc a a wt-WR . Tyto
vysledky vSak byly ziskany jen na malém poctu mysi a je nutno je ovéfit na vétsi skuping.
Dalsi experimenty by mély u inokulace WR-IRF3 detailné charakterizovat jednak produkci

ostatnich cytokind, jednak indukci specifické, zejména protektivni imunitni odpovédi.
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6. Shrnuti

In vitro experimenty:

1. Byl charakterizovan rist rekombinantniho viru vakcinie WR-IRF3 s integrovanou
cDNA pro transkripéni faktor IRF-3 v buiikach BSC-40 a NIH 3T3.

2. Byla potvrzena exprese IRF-3 virem WR-IRF3 na urovni mRNA pomoci RT-PCR i
na urovni proteinu a jeho aktivace virovou infekci pomoci funkéniho eseje

detekujiciho expresi IFN.

In vivo experimenty:

1. Byl analyzovan vliv rizného zpiisobu senzitizace a inokulace VACV kmene WR na
expresi cytokinti IL-1f, IL-18 a IL-33 v kiizi atopickych mysi Nc/Nga pomoci RT-
PCR.

2. Byla charakterizovana exprese téchto cytokini u mySi Nc/Nga inokulovanych
rekombinantnim virem WR-IRF3.

3. Byla pfedbézné charakterizovina mira imunitni odpovédi u mySi Nc/Nga

inokulovanych rekombinantnim virem WR-IRF3.
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