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Abstrakt

Virus vakcinie (VACV) je obaleny DNA virus z Celedi Orthopoxviridae. Velikost genomu VACV se
pohybuje kolem 200 kpb. Velka kapacita genomu umoznuje VACV kédovat radu faktor(, které jsou
postradatelné pro replikaci a Sifeni viru in vitro, avsak interferuji s imunitni odpovédi hostitele. |
presto je VACV silné imunogenni. Bunéc¢na i humoralni imunitni odpovéd' u atopiktll je do znacné miry
deregulovana, coZ s sebou v pripadé infekce nebo pfi aplikaci vakcin na bazi replikace schopnych viri
prinasi komplikace, jako napf. eczema vaccinatum zplisobeny VACV. Vliv VACV na imunitni odpovéd
spocivd mimo jiné v inhibici exprese interferonu (IFN) typu I, a to na mnoha Urovnich — napfiklad
dochazi ke specifické inhibici fosforylace interferon regulujiciho faktoru-3 (IRF-3), a to
prostfednictvim inhibice aktivity TANK-binding kindzy 1 (TBK 1), ktera za normalnich okolnosti
fosforyluje IRF-3. Fosforylace vede k translokaci IRF-3 do jadra, kde iniciuje transkripci IFNB a
nasledné indukuje expresi IFNa a interferonem inducibilnich gen(. PFi inhibici fosforylace a
translokace IRF-3 k expresi téchto genl nedochazi. Pro prekonani tohoto bloku byl pfipraven
rekombinantni VACV exprimujici mysi IRF-3 pod kontrolou VACV promotoru p7.5 (WR-IRF3). Jiz dfive
bylo ovéreno, Ze exprese tohoto uméle vloZzeného IRF-3 vede k navozeni exprese IFNB. Cilem této
prace je charakterizovat efekt WR-IRF3 a kontrolniho VACV exprimujiciho luciferdzu (WR-Luc) na
imunitni odpovéd spontanné atopického organismu, mysi kmene Nc/Nga, a normalniho organismu,
mys$i kmene Balb/c. Dle ziskanych vysledkd exprese rekombinantniho IRF-3 ovliviiuje predevsim
produkci IFNB a IL-1B v bunéénych liniich a moduluje expresi fady cytokinG v klzZich obou
pozorovanych mysich kmen(. Imunizace pomoci WR-IRF3 rovnéz vede k navozeni lepsi protektivni

imunity proti letalni poxvirové infekci.

Klicova slova: virus vakcinie, atopickda dermatitida, interferon regulujici faktor-3, interferon f,

interleukin-1B, mysi kmene Nc/Nga, mysi kmene Balb/c



Abstract

Vaccinia virus (VACV) is an enveloped DNA virus, member of the Orthopoxviridae genus. VACV
genome size is about 200 kbp. This huge genome capacity allows VACV to encode a set of factors that
are non-essential for virus replication and spread in vitro. While these factors are needed for
interfering with host immune responses, VACV remains strongly immunogenic. Cell-mediated and
humoral immune responses in atopic disorders are deregulated to a certain extent, leading to
complications in case of infection or vaccination with vaccines based on replicating viruses, such as
eczema vaccinatum caused by VACV. VACV effects on immune responses consist among others in the
inhibition of expression of type | interferon (IFN) at various levels — for example in a specific
inhibition of phosphorylation of the interferon regulatory factor-3 (IRF-3) via inhibition of the activity
of TANK-binding kinase 1 (TBK 1) that normally phosphorylates IRF-3. Phosphorylation allows IRF-3 to
translocate into the nucleus where it initiates transcription of IFNB followed by induction of
expression of IFNa and interferon stimulated genes. Expression of these genes is shut down when
IRF-3 activity is inhibited. To overcome this block, a recombinant VACV expressing murine IRF-3
under VACV p7.5 promotor (WR-IRF3) was generated. Previously, it was confirmed that the
expression of recombinant IRF-3 leads to expression of IFNB. The aim of this thesis is to characterize
the effects of WR-IRF3 and control VACV expressing luciferase (WR-Luc) in a spontaneously atopic
organism, Nc/Nga mice, and in a normal one, Balb/c mice. The presented results indicate that
expression of the recombinant IRF-3 increases expression of IFNB and IL-1f in tissue cultures and
modulates expression of various cytokines in the skin of both mouse strains used. Further,

immunization with WR-IRF3 induces higher protective immunity against a lethal poxviral infection.

Key words: vaccinia virus, atopic dermatitis, interferon regulatory factor-3, interferon B, interleukin-

1B, Nc/Nga mice, Balb/c mice
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1 Uvod

Virus vakcinie (VACV) je obaleny DNA virus z rodu Orthopoxviridae. Zastupci tohoto rodu jsou si
antigenné velmi podobni, coZ umoZiuje imunizaci virem vakcinie proti dalSim orthopoxvirovym
infekcim. Tohoto bylo vyuZito pfi eradikaci pravych nestovic zplsobenych virem varioly. | kdyZ byla
tato choroba z lidské populace uspésné vymycena, predevsim proto, Ze ¢lovék je jedinym hostitelem,
zasoby viru pravych nestovic nebyly nikdy zcela znieny a pretrvdvaji obavy, Zze by mohlo dojit ke
zneuZiti tohoto viru jako biologické zbrané. Z tohoto dlvodu bylo zejména v USA po 11. zafi 2001
znovu pristoupeno k vakcinaci vybraného vojenského a zdravotnického personalu. Osoby s atopickou
dermatitidou a jejich blizci pribuzni v3ak byli z ockovani Zivou vakcinou vyclenéni kvili riziku znaénych
komplikaci jako je ecczema vaccinatum nebo generalizovand vakcinie. Bylo tedy tfeba zacit s vyvojem

U pacientl s atopickou dermatitidou dochazi k deregulaci fady imunitnich procesd. Mimo jiné
dochazi ke snizovani schopnosti plasmacytoidnich dendritickych bunék (pDB) vycestovédvat do kize.
To sniZzuje schopnost organismu se branit proti virovym infekcim, jelikoZ tyto burky funguji jako silni
producenti interferonu (IFN) typu |. Zaroveri VACV exprimuje celou fadu proteinl, které narusuji
syntézu interferoni a dalSich obrannych molekul. Jde napfiklad o protein A46, ktery blokuje
signalizaci toll-like receptord vazbou na Myd88 a TRIF. Dale VACV exprimuje protein C6, ktery se vaze
na TANK-binding kindzu 1 (TBK1) a znemoznuje tak fosforylaci interferon regulujiciho faktoru 3 (IRF-
3), kterd je nutna pro translokaci tohoto transkripéniho faktoru do jadra, dale napfiklad protein N2,
ktery inhibuje funkci IRF-3 po jeho translokaci do jadra.

V laboratofi MUDr. Zory Mélkové, Ph.D byl navrzen a zkonstruovan rekombinantni virus
vakcinie kmene Western Reserve (WR) exprimujici mysi IRF-3 (WR-IRF3); na tkanovych kulturach bylo
ukazano, Ze u mysich fibroblastd infikovanych timto rekombinantnim virem dochazi k obejiti bloku
exprese IFNB. Dlvodem pro tyto experimenty byl predpoklad, Ze exprese interferonu typu |,
normalné blokovanda VACV, povede k adekvatnéjsi antivirové odpovédi, a tim také k vétsi bezpecénosti
vakcinacniho vektoru, eventualné k lepsi ochrané atopického organismu pred poxvirovymi infekcemi,
nez je tomu pfi imunizaci divokymi kmeny VACV.

Dle nasich dosavadnich vysledki vykazuji atopické mysi po imunizaci pomoci WR-IRF3 odlisny
fenotyp neZz mysi imunizované kontrolnim virem exprimujicim luciferazu (WR-Luc). V této praci je
prezentovana c¢astecna charakterizace efektu WR-IRF3, avSak presnéjsi charakterizace vlivu
rekombinantniho IRF-3 a mechanismu jeho ucdinku na atopicky organismus zlstava predmétem

dalsiho zkoumani.
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2 Cile prace

Cilem této prace je charakterizovat vliv exprese mysiho IRF-3 rekombinantni VACV (WR-IRF3)
v bunécnych liniich a na mysim atopickém modelu, a to s pouzitim rekombinantni VACV exprimujici
luciferazu jako kontroly.

Dilci cile prace:

charakterizovat rust viru v bunécnych liniich

- charakterizovat vliv infekce na expresi cytokinG a dalSich faktord v bunéénych liniich
mysich fibroblast a makrofagt

- charakterizovat vliv infekce na indukci apoptdzy v bunéénych liniich

- ovéfit fosforylaci IRF-3 v infikovanych bunéénych liniich

- charakterizovat expresi cytokin( v kdzich a slezinach infikovanych mysi

- uintranasalné a intradermdlné imunizovanych mysi charakterizovat navozeni protektivni

imunity proti letdlni infekci wt-WR
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3 Literarni prehled

3.1 Virus vakcinie

Virus vakcinie (VACV) je ¢len rodu Orthopoxviridae a slouZzi jako modelovy virus pro studium
poxvir(l. Jde o obaleny virus s dvouvlaknovou linedrni DNA o velikosti priimérné 200 kbp. Pfestoze se

jedna o DNA virus, cely jeho replikaéni cyklus probiha v cytoplasmé hostitelské buriky.
3.1.1 Replikacni cyklus VACV

3.1.1.1 Vstup do bunky

Replikacni cyklus VACV je komplexni a stale ne zcela prozkoumany proces. Existuji Ctyfi typy
infekénich virionl. O pfesném poctu a plvodu membran obalujicich virion se stale polemizuje (Smith
et al. 2002). Intracelularni zraly virus (IMV), vznika ve viroplazmé a je obalen jednou membranou; je
nejcetnéjsi a uvoliuje se z buriky po jeji lyze. Intracelularni obaleny virus (IEV) ziskava dalsi dva obaly
z trans-Golgiho aparatu a casného endosomu. Je prechodem k CEV (obaleny virus asociovany
s bunikou) a extracelularnimu obalenému viru (EEV), které maji o jeden obal méné. Zatimco IMV se
povaZuje za dulezZity pro pfenos infekce mezi jednotlivymi hostiteli, CEV indukuje tvorbu typickych
aktinovych komet a zprostfedkovava Sifeni z buniky do buriky; EEV je zodpovédny za diseminaci viru
na vétsi vzdalenosti v tkanovych kulturach a po téle. Pri infekci EEV nejspis dochazi nejprve k rozpadu
vnéjsi membrany (Carter 2005) a az po té ke vstupu do burky. Bunécny receptor pro VACV nebyl
doposud identifikovan. Nicméné bylo pozorovano, Ze ke vstupu do burky jsou potfebné minimalné
tfi proteiny tvofici fuzni komplex (Lin et al. 2000). Je ale mozZné, Ze vstup VACV do bunky je ovlivnén
konkrétnim kmenem VACV a typem hostitelské buriky. Dalsi studie ukazala, Ze VACV vyuZiva ke
vstupu apoptotické mimikry a vstupuje prostfednictvim makropinocytézy. Byl pozorovan vznik
struktur podobnych apoptotickym télisklim a zamezeni jejich tvorby vedlo k vyraznému snizeni
infekce. Tato strategie umoznuje VACV vstupovat do vétSiny bunécnych typd, jelikoZz schopnost

likvidace apoptotického materidlu je vlastni mnoha bunéénym typlim (Mercer and Helenius 2008).

3.1.1.2 Exprese virovych geni

Geny VACV se daji rozdélit do tfi skupin dle toho, kdy jsou v ramci replikacniho cyklu
exprimovany, a to na casné, intermediarni a pozdni. K transkripci ¢asnych genl dochazi béhem
prvnich min po vstupu viru do bunky. Soucasti virionu jsou veskeré komponenty potiebné pro ¢asnou
transkripci, coZ umoZiuje syntézu virové mRNA v bezpeci virionu. Mimo jiné jsou pritomny i enzymy
pro Upravu mRNA, kterd tak mimikuje hostitelskou mRNA (Broyles 2003). V rdmci ¢asné transkripce

je prepisovéna a translatovana zhruba polovina vakciniovych genl, mezi nimiz jsou geny potiebné
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pro zahdjeni intermedidrni transkripce, replikaci DNA a vétsina gend, jejichz produkty ovliviiuji
imunitni odpovéd hostitele (Oda and Joklik 1967; Smith et al. 2013). Exprese casnych genl je
nasledovana replikaci virové DNA, kterad predchazi intermedidrni a pozdni transkripci (Roberts and
Smith 2008). V ramci intermediarni exprese dochazi k expresi genli potfebnych pro zahajeni pozdni
faze transkripce. V té dochazi k expresi vétsiny virovych proteini nutnych pro sestaveni novych

virovych ¢astic (Broyles 2003).

3.1.1.3 Morfogeneze novych viriont

Morfogeneze novych virion( zac¢ina ve viroplazmé, ze které je vytlaéena vétsina hostitelskych
organel. Jako prvni se tvofi tzv. nezraly virion (IV), coZz je ovalna Ci kruhovitad struktura, do niz je
nasledné nasunuta nové nasyntetizovand virova DNA, ¢imzZ vznika zraly intracelularni virion (IMV).
IMV je struktura cihlovitého tvaru obalend jednou fosfolipidovou membranou, kterd je uvolnéna
z hostitelské burky lyzi (Roberts and Smith 2008). Nékteré IMV jsou prostfednictvim mikrotubul(
transportovany do blizkosti endoplasmatického retikula a Golgiho apardatu. Virion je pak obalen
membranou odvozenou od téchto organel a stavd se intracelularnim obalenym virionem (IEV)
(Schmelz et al. 1994). IEV je nasledné opét prostiednictvim mikrotubult dopraven k cytoplazmatické
membrané, kde dochazi k odpojeni od mikrotubull, reorganizaci kortexového aktinu a fuzi
cytoplazmatické membrany s vnéjsSi membranou IEV (Arakawa et al. 2007). Virion pak z(stava
pfipojen k cytoplazmatické membrané z vnéjsi strany. V pribéhu fuze membran dochazi k tomu, Ze
protein A36 zlstava v cytoplazmatické membrané pod virionem a poté, co je fosforylovan, startuje
signalizacni kaskadu, ktera vede k polymeraci aktinu a k tvorbé pro poxviry typického aktinového
ocasu (Frischknecht et al. 1999). V konecné fazi dochazi k oddéleni virionu od burky a vznikd tak
obaleny extracelularni virion (EEV) (Payne 1979). EEV muZe vzniknout téZ exocytdzou IMV (Roberts

and Smith 2008). Schéma replika¢niho cyklu VACV je zndzornéno na obrazku ¢. 1.
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Obrazek ¢. 1: Schéma replikacniho cyklu VACV. 1) Vstup viru do bunky. Dochazi ke vstupu neobaleného jadra
virionu. 2) Jadro virionu je transportovano prostrednictvim mikrotubul( dal do bunky. 3) Transkripce ¢asnych
mRNA a nasledna syntéza DNA. 4) Vznik IV ve virovych tovarnach a naslednd tvorba IMV. 5) Transport
nékterych IMV k endoplasmatickému retikulu a vznik IEV (6). 7) Vnéjsi membrana IEV fuzuje s cytoplazmatickou
membrdnou a CEV se tak dostava na bunécny povrch. Pomoci aktinového ocasu se CEV dostava k sousednim
burikdm, popfipadé je uvolnén jakoZto EEV. Upraveno dle (Roberts and Smith 2008)

3.1.2 Ockovani

Poxviry si jsou vzajemné velmi podobné, coZz umoZiuje imunizaci pomoci VACV proti dalSim
poxvirovym infekcim. Tohoto bylo vyuZito pfi eradikaci pravych nestovic, za néz je zodpovédny virus
varioly (VARV). Ani po vymyceni této smrtici choroby v roce 1980 ale zajem o VACV neupadl. Jednak
zasoby VARV nebyly nikdy zcela zniceny a pretrvavaji obavy z bioteroristického Gtoku (Henderson
2014), jednak v ptirodnim rezervoaru existuji dalSi poxvirové infekce nebezpecné pro c¢lovéka, jako
napfiklad virus opicich nestovic (Sklenovska and Van Ranst 2018). V neposledni fadé se v disledku
globdlnich klimatickych zmén a tani permafrostu vynofuji poxviry infikované pozuistatky lidi i zvitat
(Stone 2002). Vakcin na bazi VACV byla vyvinuta celd fada. V dnesni dobé je k dispozici Acam 2000,
coz je vakcina druhé generace na bazi kmene NYCBH (New York City Board of Helath). Jedna se o tzv.
Zivou vakcinu, kterd nemulZe byt bezpecné pouZita u imunokompromitovanych osob a atopikd
(Wharton et al. 2003). Proto byla vyvinuta vakcina na bazi MVA (modifikovaného viru vakcinie
Ankara). MVA neni schopen v savéich bunkach dat vznik infekénim virionim a uvolnit se z primarné

infikované buriky, ale zlstavd dostate¢né imunogenni. Tato vakcina byla v Evropské unii schvalena
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v roce 2015 (“WHO | Global Advisory Committee on Vaccine Safety,<br>2-3 December 2015” n.d.

[online]).

3.2 Imunitni odpovéd proti poxviriim

Jak jiz bylo zminéno, poxviry vcetné VACV jsou DNA viry replikujici se v cytoplazmé, se
schopnosti infikovat vétSinu hostitelskych bunék. Klicovym krokem k navozeni imunitni odpovédi je
tedy rozpoznani virové DNA v cytoplazmé, exprese interferon( a jimi indukovanych gent a nasledna
aktivace adaptivni slozky imunitniho systému. Poxviry mohou byt prenaseny jak vzduchem pres
dychaci soustavu, tak pfimym kontaktem pres klZi. V obou pfipadech dochazi k vyvolani silné
imunitni reakce s tim rozdilem, Ze likvidace viru zavisi v prvnim pfipadé na CD8+ T lymfocytech a

v pripadé kozni infekce vice na CD4+ T lymfocytech a produkci protilatek (Goulding et al. 2012).

3.2.1 TLR (toll-like receptory)

TLR jsou jednou ze skupin receptord pro molekuldrni vzory asociované s patogeny (PRR). Jsou
exprimované predevsim bunkami imunitniho systému, ale mohou se nachazet mimo jiné téz na
endotelidlnich burikach. Pro detekci VACV jsou zdsadni dva. V prvé rfadé TLR-2, ktery se nachazi na
cytoplazmatické membrdné a je asociovany s adaptorovymi molekulami Myd88. Aktivace téchto
receptorl vede k aktivaci NF-kB a nasledné expresi prozanétlivych cytokinl (Zhu et al. 2007). Dalsim
receptorem, ktery je schopen detegovat pfitomnost VACV v burice je TLR3, ktery se nachazi na
endozomalni membrané a je aktivovan dsRNA. TLR-3 spousti signalni kaskddu vedouci k aktivaci

IRF-3, potazmo IRF-7 (Hutchens et al. 2008).

3.2.2 Cytosolické DNA senzory

Vakciniova DNA a v priibéhu replika¢niho cyklu vznikajici dsSRNA mohou byt detekovany hned
nékolika cytosolickymi PRR. Jednim z nich je RNA polymerdza lll, kterd je schopna detegovat DNA
v cytosolu a prepsat ji do RNA, na jejimZ 5 konci je navazany trifosfat. Takové molekuly RNA aktivuji
RIG-I receptory a naslednou signaliza¢ni kaskadu (Chiu et al. 2009). DalS$im senzorem pro
cytosolickou DNA je cGAMP-syntaza (cGAS), ktera je aktivovdna po vazbé dsDNA. Vznikajici cyklicky
GAMP (guanosin monofosfat-adenosin monofosfat) funguje jako druhy posel pro aktivaci dalSich
signalnich molekul (Sun et al. 2013). DalSim cytosolickym senzorem pro dsDNA je IFI16 (interferonem
vy inducibilni protein) (Almine et al. 2017). Signdlni drahy od téchto receptorl se sbihaji na
molekuldch MAVS (nékdy téZ IPS-1) asociovanych s mitochondridlni membranou. Nasledné dochazi
k aktivaci STING, ktery rekrutuje TBK1 kinazu, kterd fosforyluje IRF-3 a umozZiuje tak jeho dimerizaci a
translokaci do jadra (S. Liu et al. 2015).

IRF-3 reguluje expresi celé plejady gen(, a to hlavné IFN typu |, ale i typu Il a lll a nasledné i

IFN-indukovanych genl jako napfiklad ISG15, jehoZz produkt mimikuje ubikvitin a brani degradaci IRF-
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3 (Hiscott 2007) nebo ISG56, z néhoz vznikajici protein vaze elF-3c a vypina tak hostitelskou translaci
(Terenzi et al. 2005). Aktivace IRF-3 prispiva k obrané proti virovym infekcim i dal$im zptsobem. Bylo
pozorovano, Ze pres RIG-I aktivovany IRF-3 pfimo interaguje s proapoptotickym Bax proteinem v
mitochondridlni membrané a iniciuje tak uvolnéni cytochromu c do cytosolu a aktivaci vnitfni
apoptotické drahy (Chattopadhyay et al. 2010). Dalsim receptorem, ktery aktivuje TBK1 kinazu je DAI
(aktivator interferon regulujicich faktor( zavisly na DNA). Signalizace pres tento receptor vede i k
aktivaci NF-kB, a tim k produkci prozanétlivych cytokind (Takaoka et al. 2007). K aktivaci NF-kB vede i
signalizace pres Rad50-CARD komplex. Rad50 je v jadfe soucasti opravného systému pro poskozenou
DNA. Nicméné v cytosolu se podili na detekci DNA a nasledné indukci exprese prozanétlivych
cytokin(, a to hlavné IL-1B (Roth et al. 2014).

Dalsim typem cytosolického receptoru pro dsDNA je AIM2, jehoz aktivace vede
k oligomerizaci adapterovych protein( a tvorbé inflamasomu, ktery proteolyticky aktivuje kaspazu-1.
Tento enzym Stépi neaktivni formu IL-1B a IL-18 (pro-IL-1B, pro-IL-18) na aktivni (Rathinam et al.
2010). Aktivace AIM2 v koZnich kmenovych burnkach pry vede krozvoji urcitého typu zdnétlivé
paméti, kterd umoznuje pfi dalSim setkani s patogenem rychlejsi nastup zanétlivé odpovédi (Naik et

al. 2017). Schéma detekce DNA v cytosolu je zndzornéno na obrazku ¢. 2.

Prozanétlivé cytokiny
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Obrazek ¢. 2: Schématické znazornéni nékterych cytosolickych DNA senzord, signalnich kaskad a efektorovych
molekul, které jsou produkované po aktivaci téchto senzorud. Upraveno dle www.genome.jp.

16


http://www.genome.jp/

3.2.3 Interferony

Interferony jsou cytokiny s antivirovymi ucéinky produkované v zavislosti na aktivaci vyse
zminénych receptor(l. Byly popsany tfi tfidy interferonld. VSechny tfi se svym zplsobem podileji na
imunitni odpovédi proti VACV (Smith et al. 2013).

Do skupiny IFN typu | patfi IFNa, IFNB a dale IFNg, IFNw a IFNT. Pro IFNa existuje 14 rlGznych
genu, které kéduji fadu izoforem tohoto cytokinu. IFNa je produkovan hlavné imunitnimi burikami.
Silnym producentem jsou aktivované plasmacytoidni dendritické bunky. Pro IFNB byl identifikovan
pouze jeden gen. IFNB je produkovan rovnéz imunitnimi burikami, ale téZz celou fadou dalSich
bunécénych typl jako fibroblasty nebo hepatocyty a dalsi (lvashkiv and Donlin 2014).

Exprese a naslednd sekrece IFN typu | z bunék vede k navozeni antivirového stavu v burikach
exprimujicich receptory pro tyto cytokiny. Po aktivaci receptorl (IFNAR) dochazi k jejich dimerizaci a
nasledné aktivaci intracelularnich kindz JAK1 a Tyk2. Tyto fosforylaci aktivované kinazy rekrutuji STAT
(signal transducer and aktivator of transcription), tento faktor nasledné dimerizuje a je translokovan
do jadra. V zavislosti na typu STAT dochazi k aktivaci rGznych genl. STAT1 a STAT2 tvori komplex
s IRF-9, ktery se vaie na ISRE (interferon stimulated response element) sekvenci a spousti tak
transkripci ISGs (IFN stimulated genes), z nichZz nékteré jsou popsany nize. Dale mUze STAT1 tvofit
homodimer, ktery se vaZze na GAS (gamma activated sequence) a indukuje produkci prozanétlivych
genu (lvashkiv and Donlin 2014).

Jednim z hlavnich IFN-stimulovanych proteinl je napftiklad protein kindza R (PKR). Aktivita
této kindzy je zavisla na pritomnosti dsRNA (Thomis and Samuel 1993). Po aktivaci (vazbé dsRNA)
dochazi autofosforylaci PKR a nasledné fosforylaci eukaryotického translaéniho faktoru elF2a, ¢imz je
inhibovana jeho aktivita a nasledné dochazi k dtlumu translace hostitelskych proteinl. DalSim
faktorem pfispivajicim k antivirové obrané je 2‘-5-oligoadenylat syntdza. Opét je nutnad jeji aktivace
prostfednictvim dsRNA. Tento enzym pak syntetizuje oligoribonukleotidy propojené pres 2‘-5°
diesterovou vazbu. Tyto RNA nasledné aktivuji RNazu L, kterd stépi RNA pfitomnou v cytosolu, tedy
virovou i hostitelské bunky. Jde rovnéz o mechanismus podilejici se na regulaci hladin hostitelskych
RNA (Lohofener et al. 2015). Aktivace PKR i systému 2‘-5‘-oligoadenylat syntdza/RNaza L vede
k inhibici proteosyntézy a apoptdze virem infikovanych bunék (Diaz-Guerra et al. 1997).

IFN typu | pasobi na celé spektrum bunék. Jednak to jsou NK buriky, u kterych signalizace IFN
typu | vede ke zvysené produkci IFNy a vyssi mife cytotoxické aktivity (Nguyen et al. 2002). U antigen-
prezentujicich bunék zvysuji expresi kostimulacnich molekul a MHC molekul, a tak zvysuji jejich
schopnost aktivovat naivni T lymfocyty. V dalSich somatickych burnkach navozuji vySe popsanym
zpUsobem antivirovy stav, ktery brani dalSimu Sifeni viru; v neposledni radé IFN typu | mohou

indukovat apoptézu (Apelbaum et al. 2013).
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IFNy jako IFN typu Il je produkovan predevsim NK burikami a ndasledné aktivovanymi T
lymfocyty. Jde o jeden z hlavnich induktort Th1 imunitni odpovédi. Mimo jiné zvysuje expresi MHC |
a ll. Dalsim efektem IFNy je stimulace exprese indukovatelné NO-syntdzy (iNOS) a naslednd produkce
NO. NO inhibuje replikaci VACV na urovni DNA syntézy (Mélkova and Esteban 1995), a to inhibici
virové ribonukleotid reduktazy (Fujikura et al. 2009). IFNy se ukazal jako nepostradatelny pfi
eliminaci VACV infekce, jak bylo ukdazdno na mysim modelu s nefunkénim IFNy, popfipadé jeho
receptorem (Goulding et al. 2014). IFNy je rovnéZ potiebny pro aktivaci indukovanou smrt T
lymfocytl (Refaeli et al. 2002) a bylo téZ pozorovano, Zze ma pfimy vliv na zvySenou miru apoptdzy u
keratinocytd v kGZi atopik( (Rebane et al. 2012).

Dalsimi cytokiny s antivirovou aktivitou jsou IFN typu lll. Do této skupiny patti naptiklad IFNA,
IL-28 a IL-29. U téchto IFN byla pozorovana antivirova aktivita podobna IFN typu | (Ank et al. 2006).

3.2.4 Interleukin-1p a IL-18

IL-1PB je spolu s TNFa a IL-6 jednim z prvnich prozanétlivych cytokind, které amplifikuji casnou
protivirovou odpovéd. IL-1B je stejné jako dalsi ¢lenové IL-1 rodiny syntetizovan v podobé prekurzoru
o velikosti 35kDa a nasledné je prostfednictvi inflamasomu Stépen na aktivni formu o 17kDa. Timto
dvou krokovym mechanismem je zajisténa pfisnd regulace jeho sekrece (Rathinam et al. 2010).
Aktivuje mimo jiné expresi uz zmiriované iNOS nebo cyklo-oxygendazy-2 (COX-2). Cinnosti tohoto
enzymu vznikaji prostaglandiny, jejichz produkci dochdazi ke vzniku horecky. IL-1B je tak jednim
z hlavnich endogennich pyrogen(i (Davidson et al. 1990). Produkce tohoto cytokinu je také potfebna
pro ¢asnou fazi vyvoje Th17 populace T lymfocytl (Chung et al. 2009).

Dalsim clenem IL-1 rodiny, ktery se podili na protivirové obrané je IL-18. Jeho produkce je
stimulovana prostfednictvim IL-1B, TNFa a IL-6. Funguje synergicky s IL-12, a tudiZ podporuje Thl
populaci, a tim produkci IFNy T lymfocyty i NK burikami (Dinarello 1999). NK bunky produkujici
dostatecné mnozstvi IFNy byly popsany jako nepostradatelné pfi likvidaci intranasalni infekce VACV

(Abboud et al. 2016).

3.2.5 Th1 cytokiny

Do této skupiny patti cytokiny stimulujici diferenciaci naivnich T lymfocytl na Thl populaci a
cytokiny touto populaci bunék nasledné produkované. Pfedevsim jde o jiz zmirfiovany IFNy a IL-12. Do
této skupiny byva fazen i IL-2 a TNFa. Takto polarizovana imunitni odpovéd je namifena proti
intracelularnim patogenim, tedy i virdm. Tyto cytokiny podporuji rozvoj zanétu, vazbou na své
receptory mohou vést k apoptdze, jako naptf. TNFa, a podporuji cytotoxickou aktivitu CD8+ T

lymfocytd, a tim i likvidaci virové infekce (Raphael et al. 2015).
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3.2.6 Th2 cytokiny

Tato skupina cytokinG je produkovana zejména basofily, eozinofily, Zirnymi burkami a
nasledné Th2 populaci T lymfocytd. Patfi sem IL-4, IL-5 a IL-13. Nékdy to této skupiny byva fazen i IL-
10, ktery je ale rovnéz produkovan regulacnimi T lymfocyty (Raphael et al. 2015). Takto polarizovana
imunitni odpovéd je namifena predevsim proti extraceluldrnim mnohobunécnym parazitim. Je
doprovazena wylitim sekretorickych granul zminovanych granulocytl a naslednou indukci hojivych
procesll. Tato imunitni odpovéd nepodporuje likvidaci virovych infekci a bylo pozorovano, Ze infekce

VACV vede ke zméné polarizace pravé smérem k Th2 (Liu et al. 2005).

3.2.7 Th17 cytokiny

Do skupiny Th17 cytokinl patfi predevsim Sest ¢lend IL-17 rodiny, a sice IL-17A aZ F. Tyto cytokiny
jsou namiteny proti jednobunéénym extracelularnim patogeniim, a to hlavné plisnim a kvasinkam.
Vliv téchto cytokinl je znaéné prozanétlivy a aberace v jejich expresi vede k celé fadé zanétlivych
autoimunitnich onemocnéni. Pro indukci Th1l7 populace jsou nutné IL-6, IL-23 a TGFB. Bylo
pozorovano, Ze Th17 lymfocyty disponuji rdznymi vlastnostmi v zavislosti na tom, pod jakym

izotypem TGFp se vyvijeji (Lee et al. 2012).

Vyvazenost exprese cytokinl je nutna jak pro navozeni dostatecné odpovédi prirozené slozky
imunitniho systému, tak pro vyvoj spravné populace T lymfocyt(. Cytokiny vzajemné ovliviuji svou
produkci. Napfiklad IFN typu | negativné ovliviuji expresi IL-1B, pfestoZe se oba podili na prvotni
prozanétlivé reakci na virovou infekci (Guarda et al. 2011). IFNy je jednim z hlavnich diferenciacnich
faktor( pottebnych pro rozvoj Thl odpovédi; rovnéz inhibuje polarizaci CD4+ na Th2 a Th17 (Yang et
al. 2011) a naopak podporuje expresi IL-1B. Bylo vSak pozorovano, Ze tento efekt mlze byt rlizny u
raznych organismu. IFNy zvysuje produkci IL-1B v lidskych burikach, ale u mysi mize byt jeho efekt
opacny (Masters et al. 2010). IL-4 zase inhibuje vyvoj CD4+ T lymfocyt( na Thl (Wurtz et al. 2004) a

interferuje s vyvojem i funkci Th17 (Guenova et al. 2015).

3.2.8 Regulacni T lymfocyty a jimi produkované cytokiny

Cinnost regula¢nich T lymfocytd je pfi virové infekci nutnd, jeliko? v mnoha p¥ipadech dochazi
k poskozeni organismu na zakladé pfilis intenzivni zanétlivé odpovédi spise nez v dlsledku
pomnozeni viru jako takového. Bylo pozorovéno, Ze keratinocyty po stimulaci prostfednictvim IFNy
exprimuji MHC IlI, kostimula¢ni molekuly a enzym indolamin-2,3-dioxygenazu. Timto napomahaiji
expanzi antigen-specifickych regulacnich T lymfocytl (Curran et al. 2014). Regulacni T lymfocyty jsou
téZz potrebné pro tlumeni aktivity cytotoxickych CD8+ T lymfocytl, ¢imZz napomahaji ukonceni
imunitni odpovédi (Dietze et al. 2011). Regulacni T lymfocyty tlumi imunitni odpovéd hned nékolika

zpUsoby. Kromé jiného je to i vyvazovani IL-2 prostfednictvim vysokoafinitniho receptoru pro tento
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cytokin, ¢imzZ snizuji proliferaci dalsich populaci lymfocyt nebo produkce hojivych cytokint jako IL-10

a TGFB (Bettini and Vignali 2009).

3.3 Obrana VACV proti imunitnimu systému

VACV kdduje celou fadu genl postradatelnych pro replikaci in vitro. Produkty téchto gen(
slouzi zejména k obrané viru proti hostitelskému imunitnimu systému a k modulaci jeho funkci in
vivo. Tyto imunomodulaéni proteiny mohou mit i vic nez jednu funkci a jejich delece ¢asto vede

k atenuaci viru in vivo (Smith et al. 2013).

3.3.1 Unik pfed interferony

Interferony jsou hlavnim a prvnim obrannym mechanismem proti virovym infekcim, a to
predevsim v rané fazi infekce. Neni tedy prekvapivé, Zze VACV exprimuje Skalu protein(l branicich
jejich expresi ¢i jejich funkci. V prvé radé dochazi k transkripci ¢asnych genl VACV zplisobem, ktery
do urcité miry zabranuje vzniku dsRNA (Broyles 2003), a tim aktivaci signalnich drah vedouci
k produkci IFN ¢&i aktivaci ISG.

Dalsim zpUsobem, jak zabranit produkci IFN a dalsich antivirovych faktor(, je redukce syntézy
proteind hostitelské buriky. Protein D10 je hydrolaza, kterd rozpoznava bunéénou mRNA a odstépuje
jejich 5-metylguanosinovou cepicku, coz vede k ndsledné degradaci této mRNA (Moss et al. 2007).
Tretim zplsobem, jak predejit produkci IFN je omezeni rozpoznani PAMP prostiednictvim PRR. VACV
exprimuje protein E3, ktery se svou C-koncovou doménou vaze na dsRNA vznikajici v pozdni fazi
replikace VACV a tim brani aktivaci PKR, ¢i systému 2‘-5° OAS/RNaza L (Myskiw et al. 2009) E3 je téz
schopen vazby na dsDNA, ¢imzZ inhibuje ¢innost RNA polymerdzy lll, kterd slouzi jako cytosolicky
receptor dsDNA (Valentine and Smith 2010). DalSim proteinem znemoZnujicim detekci dsDNA
v cytosolu je protein C16. C16 ma afinitu k heterodimeru Ku70/Ku80 DNA-protein kinazy a redukuje
schopnost tohoto dimeru vazat se na katalytickou podjednotku (Peters et al. 2013).

Signalni drahy vedouci od PRR jsou se svymi mnohymi komponentami dalSim cilem
imunomodulacénich produktld VACV. VACV potladuje signalizaci vedouci jak k aktivaci NF-kB, tak IRF-3.
Inhibitory NF-kB signalizace zahrnuji mimo jiné proteiny A46, A49, B14, K7, N1 a jiz zminény E3.
Protein A46 obsahuje TIR doménu a je schopen interagovat s dileZitymi slozkami signalnich drah
vedoucich od TLR a receptoru pro IL-1, jako jsou molekuly MyD88, Mal, TRAM a TRIF a tim branit
prenosu signdlu (Stack et al. 2005). Podobné funguje i protein K7, ktery se vaze na TRAF6 a IRAK2
(Benfield et al. 2013). Protein A49 mimikuje fosforylovany IkBa a vaZe se na E3 ubiquitin ligazu
B-TrCP, ¢imZ ji znemoZni navazat ubiquitin na fosforylovany IkBa, coZ za normalnich okolnosti vede

k jeho degradaci a nasledné aktivaci NF-kB (Mansur et al. 2013). Fosforylaci IkBa zprostifedkovava
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rovnéz fosforylaci aktivovany IKKB. Fosforylaci této molekuly brani dalsi vakciniovy protein B14 (Chen
et al. 2008). DalSim proteinem, jehoZ funkci je mimo jiné inhibice aktivace NF-kB je protein N1

(Maluquer de Motes et al. 2011). Inhibitory NF-kB jsou pro pfehlednoust znazornény na obrazku ¢. 3.

Cytoplazma

Obrazek ¢. 3: Schématické shrnuti inhibitor( aktivace NF-kB exprimovanych VACV. Upraveno dle (Smith et al.
2013)

Nékteré z vySe zminénych protein( inhibuji i aktivaci IRF-3. Jedna se o protein K7, ktery se
vaze i na DDX3 RNA helikazu, a inhibuje tak aktivaci IRF-3 skrze TBK1/IKKe (Oda et al. 2009). Stejné
tak proteiny C16 s A46 znemoznuji aktivaci IRF-3 uz na zacatku signalizacni drahy (Peters et al. 2013;
Stack et al. 2005). Vakciniovy protein C6 se vaze na adaptorové proteiny NAP1, TANK a SINTBAD a
zamezuje tak aktivaci IRF-3 a IRF-7 zavislé na aktivité kindz TBK1 a IKKe, kterd je zavisla na zminénych
adaptorovych molekulach (Unterholzner et al. 2011). Dalsim proteinem inhibujicim aktivaci IRF-3 je
N2, ktery doposud neobjasnénym mechanismem brani ¢innosti IRF-3 v jadfe (Ferguson et al. 2013).

Inhibitory aktivace IRF-3 jsou opét pro prehlednost zndzornény na obrazku ¢. 4.
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Obrazek €. 4: Schématické shrnuti inhibitor(l aktivace IRF-3 exprimovanych VACV. Upraveno dle (Smith et al.
2013)

Dalsi strategii, jak zabranit ucinku IFN je produkce virem kédovanych cytokinovych receptori
secernovanych z nakazené burky, popripadé receptorl exprimovanych na jejim povrchu. Tyto
faktory jsou nékdy souhrnné nazyvany viroceptory. VACV exprimuje vlastni receptory pro IFN typu | i
Il. B18 je solubilni receptor pro hostitelsky IFNa s afinitou pro IFNa rady hostitell, nevyjimaje
¢lovéka, mys nebo kralika (Waibler et al. 2009). VACV dale kéduje B8 receptor pro IFNy, ktery je
schopen vazat tento cytokin v celé rfadé organisml. U mysi je ale jeho funkce znacné omezena
(Alcami and Smith 1995).

VACV je rovnéz schopen inhibovat prenos signalu od receptord pro interferony. K tomu slouzi
VH1 fosfataza, kterd je jednak potrebna pro replikaci viru a jednak defosforyluje transkripcni faktory
STAT1 a STAT2 po jejich stimulaci prostfednictvim interferoni (Mann et al. 2008). V konecné fazi je
VACV schopen téz inhibovat ¢innost produktd interferony stimulovanych genu. Jiz zmifiovany protein
E3 je schopen vazby na ubiquitinu podobny protein ISG15 a brani jeho antivirové aktivité (Guerra et
al. 2008). Dalsim pfikladem je protein K3, ktery mimikuje elF2a, vaze se na PKR a brani tak inhibici

proteosyntézy (Carroll et al. 1993).
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3.3.2 Unik pred cytokiny

Prozanétlivé cytokiny produkované v rané fazi virové infekce hraji dlleZitou roli v pfirozené i
nasledné adaptivni imunitni odpovédi proti virdm. VACV disponuje nékolika proteiny, které tuto
odpovéd ovliviuji. Jednim z cytokin(, na jejichZz produkci VACV cili je IL-1B. Protein F1 se vaze pfimo
na NLRP1 inflamasom a redukuje tak mnoZstvi aktivované kaspdzy-1, kterd je nutnd pro produkci
aktivniho IL-1B (Gerlic et al. 2013). Dalsi protein, ktery brani produkci aktivniho IL-1B, je B13 (nékdy
téZz uvadény jako SPI-2). Jde o inhibitor serinovych proteaz (serpin), mezi néz patfi i zmifnovana
kaspdaza-1 (Kettle et al. 1997). Inhibici proteolytické aktivace kaspazy-1 VACV blokuje signalizaci i od
dalsich typ( inflamasom jako NLRP3 a AIM2.

Inhibice Stépeni pro-IL-1B na aktivni formu funguje pouze intraceluldrné v infikovanych
bunkach. VACV vsak kéduje i solubilni virovy receptor s afinitou k extracelularnimu lidskému a
mysimu IL-1B (Antonio Alcami and Smith 1996). VACV tézZ inhibuje signalizaci vedouci od receptoru
pro IL-1, a to inhibici aktivace NF-kB, jak jiZ bylo popséano u interferond.

Dalsim cytokinem, jehoZ aktivitu VACV ovliviiuje je IL-18. S ohledem na to, Ze se jednd o Clena
IL-1 rodiny, Ize pfedpokladat, Ze i produkce tohoto cytokinu bude narusena aktivitou proteinu B13.
Dale VACV kdduje C12, coZ je solubilni receptor pro IL-18. Snizend hladina IL-18 vede ke sniZeni
aktivity NK bunék a cytotoxickych lymfocytl, coZ ma za nasledek mimo jiné snizenou produkci IFNy

(Reading and Smith 2003).

3.3.3 Inhibice apoptézy

Indukce apoptdzy je dalSim zplsobem, kterym se vysSi organismy brani proti virovym
infekcim; viry proto reaguji expresi rlznych proteind s antiapoptotickou funkci. Nékteré zjiz
zminénych vakciniovych protein( tak rovnéz maji antiapoptotickou aktivitu. Jedna se o proteiny B13
a F1, které inhibuji ¢innost kaspazy-1 (Gerlic et al. 2013; Kettle et al. 1997). F1 ddle obsahuje motiv
podobny Bcl-2 bunéénym proteinim. Diky tomuto strukturnimu motivu se F1 vaze na Bak, ¢imz brani
jeho interakci s Bax a znemoziuje tak aktivaci vnitini apoptotické apoptotické drahy (Kvansakul et al.
2008). Dalsim, avsak zdaleka ne jedinym proteinem obsahujicim strukturu podobnou Bcl-2 je N1,
ktery se vaZe na proapototické proteiny Bid a Bad, ¢imZ rovnéz brani indukci apoptdzy (Maluquer de
Motes et al. 2011). Dalsim zpUsobem, jak VACV brani apoptoze, je vyvazovani dsRNA pomoci E3,
ktera je za normalnich okolnosti stimulem vedoucim k indukci apoptdzy skrze aktivaci PKR a systému
RNaza L/OAS (Garcia et al. 2002), a tedy skrze aktivaci IRF-3, coz je, jak jiz bylo zminéno, téz
proapoptoticky faktor.

Infekce VACV vede ve vétSiné bunék k lyzi infikované burky neboli k nekréze. Tento typ
bunécné smrti je na rozdil od apoptdzy vysoce imunogenni. Jednak dochazi k expozici virovych

antigenll a jednak télu vlastnich struktur, které jsou za fyziologického stavu Ccisté intracelularni.

23



Ovsem bylo pozorovdno, Ze i v epitelidlnich burfkach infikovanych VACV dochazi k urcité mire
aktivace kaspaz a nasledné bunééné smrti, kterd je svym pridbéhem na pomezi mezi nekrézou a
apoptdzou (Liskova et al. 2011).

VACV je na druhou stranu schopen i indukce apoptdzy, a to v rlznych typech imunitnich
bunék, ¢imz dale narusuje efektivni navozeni imunitni odpovédi. Tento efekt byl pozorovdn mimo
jiné v mysich makrofazich a u lidskych dendritickych bunék (Humlova et al. 2002; Engelmayer et al.

1999).

3.3.4 Unik pred NK burikami

Infekce VACV, podobné jako jinymi viry, vede ke sniZzeni exprese MHC |, coZ je jeden
z aktivacnich stimull pro NK burky. Mezi hlavni zbrané VACV proti NK bunikam patti jiz zmifiované
inhibitory IL-18, ¢imZz VACV sniZuje aktivaci NK bunék, a inhibitory IFN a apoptdzy, ¢imz brani
efektorovym mechanismim téchto bunék. VACV je ale schopen i pfimé infekce NK bunék, ¢imz
snizuje jejich cytotoxickou aktivitu (Kirwan et al. 2006). Dalsim zptsobem aktivni inhibice NK bunék je
exprese virového hemaglutininu na povrchu infikovanych bunék. Hemaglutinin je konzervovanym
ligandem pro sadu aktivacnich receptorl NK bunék a vazbou na né sniZuje schopnost NK bunék

lyzovat buriky napadené VACV (Jarahian et al. 2011).

3.3.5 Dalsi viroceptory (virem kédované solubilni receptory pro cytokiny) a virokiny

VACV exprimuje celou fadu dalSich imunomodulacnich faktord. Mimo jiné jde o solubilni a téz
membranové vazané virové receptory pro hostitelsky TNFa (A53 a B28) s afinitou pro lidsky, mysi a
krysi TNFa (Alcami et al. 1999). Dalsi skupinou viroceptor(l jsou proteiny vyvazujici prozanétlivé
chemokiny jako napfiklad protein A41 (Bahar et al. 2008). Proti prozanétlivym chemokiniim se VACV
brani rovnéz inhibici jejich syntézy jiz popsanou inhibici aktivace NF-kB a IRF-3. V neposledni fadé
VACV exprimuje VCP, ktery je podobny hostitelskym proteinim, které reguluji aktivaci komplementu.
VCP vdie C3b a Cdb slozky komplementu, ¢imZz znemoZiuje aktivaci této proteolytické kaskady

klasickou i alternativni cestou a chrani tak extraceluldrni viriony pfed lyzi (McKenzie et al. 1992).

3.4 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida (AD) je jednim z nejCastéjSich zanétlivych onemocnéni kliZze. Prevalence
tohoto onemocnéni je zhruba 2-10 % u dospélych a 15-30 % u déti s tim, Ze distribuce v rlznych
Castech svéta se znacné lisi. Existuje nékolik druh( AD v zavislosti na véku, kdy se nemoc poprvé
objevi, zvySené hladiné IgE a dalSich faktorech (Werfel et al. 2016). Mechanismus vzniku neni pfesné
znam ani u jednoho z nich. Klinicky se v3ak tyto druhy AD projevuji do znacné miry podobné. Dochazi

k transepitelidIni ztraté vody, kterd je spojovana s mutacemi vgenu pro filagrin, ke zménam
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diferenciace keratinocytl, epidermalni hyperplazii v koZnich lézich, vyssi nachylnosti ke koznim
infekcim a deregulaci imunitnich procest obecné (Mansouri and Guttman-Yassky 2015). Pediatricka
AD mUzZe v prlibéhu Zivota zcela zmizet nebo muzZe dojit k rozvoji tzv. atopického pochodu, kdy je AD
nasledovdna astmatem a ndsledné potravinovymi ¢i pylovymi alergiemi. Chronicky pfetrvavajici AD
byvad asociovana s vysSimi hladinami IgE. AD propuknuvsi v détstvi je charakterizovdna jako Th2
polarizovana choroba (Czarnowicki, Esaki, et al. 2015). V pfipadé, Ze nemoc pretrvava do dospélosti,
byva asociovana s expresi IFNy, tedy jednoho z hlavnich Th1 cytokini (Werfel et al. 1996). Neni vsak
zcela jasné na zakladé jakych faktor( ¢i vlivi dochazi k pfechodu z akutni do chronické faze. AD,
k jejimuz propuknuti dochdzi az v adolescentnim véku nebo dospélosti, nebyva spojend s dalSimi
alergiemi (Garmhausen et al. 2013). AD se da téZ klasifikovat na alergickou a nealergickou formu
s tim, Ze jejich zastoupeni mezi pacienty je zhruba 80 % a 20 %. Alergickd forma byva asociovdna se
zvysenou hladinou IgE. Nicméné dle nékterych studii nejde jen o dlsledek ocekavané Th2 polarizace,
jelikoZ hladiny Th2 cytokind (IL-4, IL-5, IL-13 a IL-31) byly srovnatelné u obou typd AD (Suérez-Farifas
et al. 2013). Pozitivni korelace mezi expresi téchto cytokinl a zavaznosti AD (definovano pomoci
SCORAD) byla vsak pozorovana jen u alergické formy. U nealergické formy byla naopak pozorovana
pozitivni korelace zdvaznosti AD s cytokiny Thl polarizace a IFN (IL-1B, IFNa) (Suarez-Farifias et al.

2013).

3.4.1 Odchylky ve vrozené imunité spojené s AD

Jednou ze zbrani pfirozené imunity jsou antimikrobidlni peptidy (AMPs), které jsou v kiZzi
produkovény zvelké c¢asti keratinocyty. U pacientdl s AD bylo vSak pozorovano sniZzeni jejich
produkce, coz muiZe byt jeden z divod( pro jiz dlouho zndmou zvysSenou kolonizaci atopické klze
bakteriemi Staphylococcus aureus (Ong et al. 2002). Bylo pozorovano, Ze Th2 cytokiny, zejména IL-4,
snizuji produkci nékterych AMPs, coz mlze byt pfi¢inou zvySené kolonizace S. aureus u déti s AD
(Nomura et al. 2003). Dalsi komponentou vrozené imunity, u které se predpoklada vliv na AD jsou
ILC2 (pfirozené lymfoidni buriky 2. typu). Akumulace téchto bunék v dusledku zvySené produkce
cytokin(l I1L-25, IL-33 a TSLP je asociovana s atopickymi lézemi (Salimi et al. 2013). Dalsi bunécénou
sloZzkou ptirozené imunity, kterd se dosud neobjasnénym zplsobem podili na patogenezi AD, jsou
eozinofily, které se za fyziologickych podminek v kdzi nevyskytuji. AD je doprovazena zvysSenou
hladinou téchto bunék jak v krvi, tak v k(iZi (de Graauw et al. 2015). Dals$im bunéénym typem, jehoz
infiltrace je v atopickych koZnich Iézich zvySend, jsou Zirné burky. Ani u téchto bunék vsak neni zcela
jasné, jakym zplsobem se podileji na rozvoji AD. Nékteré studie naznacuji, Ze k nému pfrispivaji
napfiklad produkci IL-17, ktery inhibuje vycestovani pDB a dalSich bunécnych typl do kize (Mashiko
et al. 2015).

25



3.4.2 Odchylky ve funkci T lymfocytl a dendritickych bunék

Dendritické burnky (DB) jsou nepostradatelnym mistkem mezi vrozenou a adaptivni sloZzkou
imunitniho systému. Jednou z populaci DB podilejicich se na rozvoji AD jsou Langerhansovy buriky
rezidentni v kGzi. Tyto buriky exprimuji zvysené mnoiZstvi receptoru pro TSLP, coZz vede ke zvysené
indukci Th2 odpovédi a stim spojené produkci antigenné specifickych IgE (Nakajima et al. 2012).
Dalsi populaci, ktera se u atopikl lisi v porovnani se zdravymi jedinci, jsou regulacni T lymfocyty. Dle
nékterych studii dochazi k naruseni jejich schopnosti vycestovat do mista zanétlivych lézi (Verhagen
et al. 2006), dle dalsich k vycestovani dochazi, ale je narusena jejich aktivita doposud nedefinovanym
zpUusobem. Jednou z moznych pficin je anergie navozena plsobenim stafylokokového superantigenu
(Ou et al. 2004).

Plasmacytoidni dendritické buriky jsou dal$i populaci DB, kterd ma vliv na rozvoj AD. Tyto
bunky jsou vyznamnymi producenty IFN typu |, tudiZz jsou nepostradatelné pfi boji s virovymi
infekcemi. Za fyziologickych podminek se tedy v kdzi nevyskytuji, ale pti infekci vycestovavaji do klze.
Tato jejich schopnost je ale u pacientll s AD zna¢né redukovana. Absence téchto bunék muze vést ke
snadnéjsimu Sifeni virovych infekci (Wollenberg et al. 2002). Jednim ze znakd AD je pfitomnost T
lymfocytd v kdzi slézemi, ale i bez nich. Akutni AD je jiz dlouho charakterizovana jako Th2
polarizovana choroba. Nicméné v poslednich letech se ukazuje, Ze se na patogenezi AD podileji i dalsi
populace jako Th22 (Czarnowicki, Gonzalez, et al. 2015; Gittler et al. 2012). Mezi T lymfocyty
pritomnymi v k(Zi je i znacné zastoupeni CD8+ pozitivnich T lymfocytl. Tyto buriky produkuji kromé
jinych cytokinl i IFNy, coZz vede k apoptdze keratinocyt(l. Bylo téZ zdokumentovano, Ze keratinocyty
pacientd s AD jsou nachylnéjsi k apoptéze indukované IFNy neZ keratinocyty zdravych jedincu

(Rebane et al. 2012).

3.4.3 Nc/Nga mysi kmen jako model lidské AD

Nc/Nga je spontdanné mutovany inbredni kmen vyslechtény vJaponsku na univerzité
v Nagoye.

Lokus kvantitativnich znakd (QTL) derml zodpovédny za vznik lézi podobnych atopické
dermatitidé lezi na chromozomu 9. V jeho blizkosti bylo identifikovano sedm gend, o jejichz
produktech se predpoklada, Ze souviseji s patogenezi atopické dermatitidy. Jde o bunécny antigen
thymu 8 (Thy1), CD3 antigen 6§, €, y (Cd3d, e, g), podjednotka a receptoru pro IL-10 a (//10ra), IL-18 a
C-koncova Src kinaza (Csk). Produkty vSech téchto genl se podileji na vyvoji T lymfocytl. Konkrétni
mutace zodpovédna za vznik lézi podobnych atopické dermatitidé u téchto mysi nebyla prozatim
popsana, nicméné dle Kohary je nejpravdépodobnéjsim kandidatem Csk kindza (Kohara et al. 2001).

Jsou-li tyto mysi chované v konvencnich podminkach, dochazi u nich ke vzniku lézi

podobnych lézim u pacientll s atopickou dermatitidou. V lézich dochazi ke zvysSené infiltraci a
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degranulaci Zirnych bunék a eozinofilli. TéZ dochazi ke zvysené produkci cytokinli asociovanych s Th2
odpovédi, coz vede ke zvySené hladiné IgE (Suto et al. 1999). V expresi cytokint byl v porovnani
s lidskou AD zaznamenan urcity rozdil. Bylo pozorovano, Ze exprese IFNy byla znacné zvysena jak
v akutnich tak chronickych lézich, kdezto u ¢lovéka byva zvySeni exprese tohoto cytokinu asociované
pouze s chronickou AD (Kim et al. 2014). V k@zZi téchto mysi byla rovnéZz zaznamendana zvysena
aktivita ceramiddazy, a to jak v k(zZi slézemi, tak bez nich. Ceramid je lipid, ktery pfispiva ke
spravné funkci klZe, a sniZeni jeho hladiny vede ke zvysené transepitelidini ztraté vody (Aioi et al.

2001).

3.4.4 \Viry zpusobené komplikace u atopikt

VySe popsané defekty vregulaci imunitniho systému vedou u atopikd k nedostatecné
imunitni odpovédi proti virdm a tim i komplikacim spojenym s virovymi infekcemi, které se u
zdravych jedincd nerozvijeji. RozSitenym problémem u atopikl spojenym s infekci VACV (a tedy i
s o¢kovanim) je vznik eczema vaccinatum s nekontrolovanym Sifenim VACV z mista inokulace. Tento
jev byva asociovan se snizenou produkci nékterych AMP (Ong et al. 2002), zejména cathelicidinu
LL-37, u néjZ byla pozorovana schopnost inhibovat VACV (Howell et al. 2004). Dalsim faktorem je
zvySend produkce IL-17 v kiZi, coz vede ke sniZeni vycestovani nékterych bunécnych typd na misto
infekce (Mashiko et al. 2015) a dale snizeni aktivity NK bunék (Kawakami et al. 2009). K deregulaci
imunitnich pochodl pfispivaji i jiz zminéné defekty ve funkci regulacnich T lymfocytl, coz opét
napomaha nekontrolovanému Sifeni viru. Tyto komplikace nejsou zplsobované jen infekci VACV, ale
téz napriklad virem herpes simplex. V takovém pripadé jde o tzv. eczema herpeticum (Leung et al.

2011).
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie a roztoky

V této kapitole jsou uvedeny pouzité roztoky a chemikdlie.

4.1.1.1 Chemikalie

Pfi pokusech byly pouzity nasledujici chemikalie:

- 2-Merkaptoetanol 98% (Sigma)

- Absolutni etanol (Penta)

- Aceton (Penta)

- Agar (Sigma)

- Agardza (Amresco)

- Akrylamid 40% - akrylamid:N,N‘-metylen-bis-akrylamid; 1:5 (BioRad)
- Aqua pro injectione (Ardeapharma)

- CANFAST - transfekcni reagens (Canvax)

- Dietyleter (Penta)

- DNaza (Fermentas)

- EDTA (Fermentas)

- Glycin (Sigma)

- Hoechst 33342 (Sigma)

- Chloroform (Penta)

- Instant Nonfat Dry Milk (Nestlé)

- Isopropylalkohol (Penta)

- Kaseinovy hydrolyzat (Sigma)

- Kvasnicovy extrakt (Fluka)

- Kyselina boritd (Sigma)

- Kyselina fosforecna (Penta)

- Metanol (Penta)

- N-(1-naftyl)etylendiamin dichlorid (Aldrich)

- Ponceau Cerven (Sigma)

- Primery pro detekci cytokin( (Integrated DNA Technologies)
- Prdéba a primery pro detekci VACV (Applied Biosystems)
- Ribolock (Thermo Scientific)

- SDS (sodium dodecyl sulfat) 20% (Bio-Rad)
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- Sulfanylamid (Sigma)

- Trizma® base (Sigma)

- Voda bez RN4z (Sigma)

Blizsi popis primerl a préby je uveden v prislusnych kapitolach nize. Dalsi chemikdlie jako protilatky,

séra, média a dalsi jsou pro lepsi prehlednost uvedeny az u pfislusnych metod.

4.1.1.2 Roztoky

Vsechny roztoky pro praci s nukleovymi kyselinami byly pfipravovany ve vodé zbavené RNaz

(Sigma), roztoky pro praci s tkanovymi kulturami a pro aplikaci mysim byly pfipravovany v apyrogenni

vodé pro injekce (Aqua pro injectione). Ostatni roztoky byly pfipravovany v MilliQ vodé (25 °C,

18,2 Q). Roztoky pro praci s mysmi a tkdnovymi kulturami byly sterilizovany autoklavovanim nebo

filtraci pres 0,22um filtr.

10x koncentrovany PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem; ang. phosphate
buffered saline) — 1,38M NaCl; 2,7mM KCl; 1,21mM KH;PO4, 8,1mM Na,HPO,

10x koncentrovany TBE (Tris-borat-EDTA pufr) — 0,89M Tris; 0,89M Hs;BOs, 0,04M
EDTA 2Na*-2H,0

10x koncentrovany Blue Juice — 25% ficol, 0,AM Tris, 1mM EDTA, 0,25%
bromfenolova modf

5x koncentrovany Laemmliho vzorkovy pufr - 312,5 mM Tris-HCI pH 6,8; 10% SDS;
50% glycerol

1x koncentrovany Laemmliho redukujici vzorkovy pufr - 150 ul 5x koncentrovaného
Laemmliho vzorkového pufru, 50 pl 2-merkaptoetanolu, 800 ul milliQ H,O

Avertin — 0,5 g 2,2,2-tribromethanol, 0,5 ml terciarniho amylalkoholu (2-methyl-2-
butanol), 2,6 ml 10x PBS, 22.75 ml aqua pro injectione

Elektroforeticky pufr A (pro rozdélovaci gel) — 1,875M Tris pH 8,8; 0,5% SDS
Elektroforeticky pufr B (pro zaostfovaci gel) — 0,625M Tris pH 6,8; 0,5% SDS

10x koncentrovany elektroforeticky pufr C (ang. Running buffer) - 0,25M Tris pH8,8;
0,1% SDS; 3,84M glycin

RNA Blue (Top-Bio)

Transferovy pufr pro western bloty — 0,048M Tris; 0,04% SDS, 20% metanol, 0,04M
glycin

Lyzacni pufr pro erytrocyty — pH 7,2; 0,02% Azid; 0,13mM EDTA; 0,012M NaHCOs;
0,15M NH4CI

Roztok | pro Griessovu reakci — 0,1% naftyletylendiamin v H,O

Roztok Il pro Griessovu reakci — 1% sulfanylamid v 5% H3PO,
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4.1.2 Kultivaéni média a ptisady pro bakterie

Pro kultivaci bakterii bylo pouZito tekuté LB (Luria Broth) médium obsahujici 1% kaseinovy
hydrolyzat, 0,5% kvasnicového extraktu 0,17M NaCl, 1mM NaOH a ampicilin 50 mg/ml a pevna plda
(LB agar) obsahujici 1% kaseinovy hydrolyzat, 0,5% kvasnicového extraktu, 1,5% agaru, 0,17M NaCl,
1mM NaOH a ampicilin 50 mg/ml.

Pro transformaci kompetentnich bunék bylo pouzito S.0.C. médium (2% trypton; 0,5%
kvasnicovy extrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl;; 10 mM MgS0O4; 20 mM glukdza)

(ThermoFisher) dodavané k danym burikam.

4.1.3 Kultivacni média a prisady pro tkanové kultury
Pro kultivaci bunék byla pouzivdna nasledujici média a séra:
- FBS - fetdlni bovinni sérum (FBS; Gibco) inaktivované 30 min pfi 65 °C
- NCS - neonatalni teleci sérum (NCS; Gibco) inaktivované 30 min pfi 65 °C
- DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) s vysokym obsahem glukdzy
(4,5 g/1), glutaminem a pyruvatem (Sigma) s pfidavkem 1-10° U/I Penicilinu (Sigma) a
100 mg/I Streptomycinu (Sigma)
o 10% FBS-DMEM
o 2% FBS-DMEM
o 10% NCS-DMEM
o 2% NCS-DMEM
- 10% FBS-DMEM bez fenolové cervené
- RPMI - RPMI 1640 sultraglutaminem 1 (Lonza) - s pfidavkem HEPES (PAA
Laboratories) o vysledné koncentraci 12,5 mM, Penicilinu (Sigma; 1:10° U/I) a
Streptomycinu (Sigma; 100 mg/l)
o 10% FBS- RPMI
o 2% FBS-RPMI
Pro pasazovani pfisedlych bunéénych kultur byl pouzivan trypsin (0,25% roztok + 0,05% EDTA
v 1x PBS).

4.1.4 Kity
Pro izolaci nukleovych kyselin a pro jejich naslednou analyzu byly pouZity nasledujici
komercni kity:
- DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)
- FastPlasmid Mini Kit (5PRIME)
- ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit (ZYMO RESEARCH)
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- gPCR 2x Blue Master Mix + ROX 500 (Top-Bio)
- SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX One-Step Kit (Bioline)
Pro stanoveni exprese cytokin( na Urovni proteinu byl pouzit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse

Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences).

4.1.5 Plasmidy a bakterie
- pcDNAS3-IRF3 (pfipraven Mgr. Knitlovou; nepublikované vysledky)
- pcDNAS3-Luc (pfipraven Dr. Mélkovou; nepublikované vysledky)
- pEGFP-N1 (Clontech)
PomnoZeni plasmid( pro transfekci bylo provedeno v kompetentnich burikdch One Shot™
TOP10 Chemically Competent E. coli (ThermoFisher), které byly laskavé poskytnuty Laboratofi pro

vyzkum vzacnych onemocnéni Kliniky détského a dorostového lékarstvi, VFN a 1. LF UK.

4.1.6 \Viry

Pro pokusy byly pouzity ndsledujici viry. Jako model pravych nestovic pro protektivni pokusy
byl pouzit divoky typ viru vakcinie (VACV) kmene Western Reserve (wt-WR). Pro dalsi pokusy byly
pouzity rekombinantni VACV téhoZz kmene s rekombinantnim genem vsazenym pomoci homologni
rekombinace do genu pro thymidin kindzu (tj. TK-deficientni viry), a to rekombinantni VACV
exprimujici cDNA pro interferon regulujici faktor-3 (WR-IRF3) pod ¢asné-pozdnim promotorem p7.5 a
kontrolni rekombinantni VACV exprimujici luciferazu (WR-Luc) rovnéz pod promotorem p7.5
(Rodriguez et al. 1988).

WR-IRF3 byl pfipraven a selektovan Mgr. Jarmilou Knitlovou a Mgr. Janou Liskovou, Ph.D.
Pfipravena cDNA pro mysi IRF-3 byla vlozena do plasmidu pcDNA3 (pcDNA3-IRF3), osekvenovana a
subklonovana do insercniho vektoru pSC11 (Mackett, Smith, and Moss 1984). Inzer¢ni vektor pSC11-
IRF3 byl pouzit pro transfekci a homologni rekombinaci IRF-3 cDNA do VACV genu pro tymidin kinazu.
Inserce IRF-3 cDNA byla ovéfena Southern blot analyzou (nepublikované vysledky). Tento virus byl
Castecné charakterizovan v diplomové praci Mgr. Jany Elsterové

(https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/100402/?lang=cs)

vv s

4.1.7 Bunécné linie

Pokusy in vitro byly provadény v bunécnych liniich ledvinnych epitelidlnich bunék kockodana
zeleného BSC-40, v mysich embryonalnich fibroblastech NIH 3T3 a v monocyto/makrofagové linii
J774.G8 odvozené z mysiho kmene BALB/c. BSC-40 byly kultivovany v 10% NCS-DMEM. NIH 3T3 a
1774.G8 byly kultivovany v 10% FBS-DMEM. Bunécné linie byly péstovany v inkubatoru pro tkanové
kultury HERA cell CO; (Heraeus) pfi 37 °C v atmosfére s 5% CO, a 95% vlhkosti.
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4.1.8 Mysi kmeny
Pokusy in vivo byly provadény na mysich kmenech Nc/Nga a Balb/c. Kmen Nc/Nga byl pouZit
jako spontanni model atopické dermatitidy. Byl laskavé poskytnut a dovezen z Riken BioResource

Center, Japonsko. Kmen Balb/c byl pouzit jako kontrolni organismus.

4.1.9 Pocitacové programy
Pro pofizeni, analyzu a dalsi zpracovani vysledkd byly pouZity nasledujici programy:
- NIS Elements AR verze 4.20.00
- GraphPad Prism 8
- Adobe Photoshop Elements 6.0
- Imagel2

4.2 Metody

Virologicka laboratof Ustavu imunologie a mikrobiologie 1. LF UK vedena Dr. Mélkovou ma
opravnéni nakladat s geneticky modifikovanymi organismy kategorie rizika | a Il a s infekénimi agens
kategorie rizika BSL2. Dr. Mélkova je rovnéz drzitelkou osvédéeni o kvalifikaci pro praci

s laboratornimi zviraty.
4.2.1 Metody in vitro

4.2.1.1 Pasazovani bunék

Buriky BSC-40 a NIH 3T3 byly pasazovany dvakrat tydné. Péstovany byly v kultivaénich lahvich
(75 cm?, Techno Plastic Products) ve 20 ml média DMEM s 10% sérem (NCS v pfipadé BSC-40 a FBS
v pfipadé NIH 3T3).

Pfi pasazovani bylo nejprve odstranéno staré medium. Buriky byly oplachnuty 1,5 ml
trypsinu, ktery byl nasledné také odstranén. Dale byly pfidany 2 ml nového trypsinu, se kterym byly
bunky inkubovany po dobu pfiblizné 3 min v inkubatoru pro tkanové kultury. Po uplynuti této doby
byly bunky vizualné zkontrolovany, zdali se odloucily od povrchu plastu. Trypsin byl nasledné
inaktivovan pfidanim 5 ml media s 10% sérem adekvatnim k danému typu bunék. Bunécné shluky
byly v tomto objemu rozvolnény pomoci pipetovani. Tato suspenze byla v objemu 0,5 ml pro BSC-40
a 1 ml pro NIH 3T3 ponechdana v kultivacni lahvi a doplnéna 20 ml nového media s 10% sérem.

Bunky byly nasledné kultivovany po dobu 3 nebo 4 dni a nasledné znovu pasazovany.

Makrofagy 1774.G8 byly péstovény v kultivaénich lahvich s hydrofobnim povrchem (25 cm?,
Sarstedt) v DMEM médiu s 10% FBS a pasazovany dvakrat tydné v poméru 1 : 7 (bunécnd suspenze

ku Cistému médiu).
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4.2.1.2 Pocitani bunék

Bylo odebrano 50 pl trypsinizované suspenze bunék (z celkového objemu 7 ml). K tomuto
objemu bylo ptidano 50 ul 0,1% trypanové modfti v 1x koncentrovaném PBS; mrtvé bunky se zbarvily
modre. Pocet bunék v1 ml byl stanoven spocitanim bunék v Neubauerové komdtrce v 8 velkych
¢tvercich, kazdém o plose 1 mm? a vy$ce 0,1 mm, podle vzorce:

(spocitané bunky + 8)x2
100

pocet bunék (10%/ml) =

4.2.1.3 Naseti bunék

Trypsinizovana suspenze bunék byla nafedéna mediem s 10% sérem adekvatnim typu bunék
na pozadovanou koncentraci a naseta na 6-, 12- nebo 24-jamkové plotny. Pfislusné koncentrace a

objemy jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce €. 1.

Pocet jamek na plotné | Povrch 1 jamky (cm?) Pocet bunék na jamku Objem na jamku (ml)
(x10°)
6 9,4 1,5 3
6 (pro transfekci) 9,4 0,2 3
12 3,83 0,6 1,5
12 (pro titraci) 3,83 0,3 1
24 1,88 0,3 1

Tabulka €. 1: Koncentrace bunék a objem média pro naseti na plotny.

Makrofagy byly pred pokusem nafedény v poméru 1 : 1 na Petriho misce pro bakteridlni
kultury v ¢erstvém DMEM s 10% FBS (v celkovém objemu 24 ml) 24 h pted vysetim na 6-jamkové

plotny. Makrofagy byly nasety v koncentraci 0,5-10° bunék/ml v celkovém objemu 3,5 ml/jamka.

4.2.1.4 Stimulace makrofagi

Makrofagy J774.G8 naseté na 6-jamkové plotné byly stimulovany IFNy o koncentraci 100
U/ml a LPS o koncentraci 1 ug/ml, a to samostatné nebo v kombinaci. Buriky byly kultivovany 18 — 20

h a nasledné sklizeny nebo dale infikovany.

4.2.1.5 Infekce bunécnych linii

Bunky byly nasety na plotny o potfebném mnozstvi jamek 24 h pred infekci. Virus pro

inokulum byl rozmraZen, zvortexovan, sonikovan po dobu 3 s na sonikatoru Ultrasonic homogenizer
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4710 Series (Cole-Parmer Instruments) pfi 100% amplitudé a kratce zcentrifugovan na centrifuze
MiniSpin (Eppendorf). Inokulum bylo pfipraveno v riznych multiplicitdch infekce dle konkrétniho
pokusu, a sice 0,1, 1 nebo 5 PFU/buriku.

Z jamek s nasetymi burikami bylo nejprve odsato kultivaéni medium. Bunky byly ndsledné
oplachnuty cerstvym DMEM bez séra, to bylo odsato a bylo pfidano virové inokulum rovnéz v DMEM
bez séra. Bunky byly inkubovany po dobu 1 h, v pribéhu které s nimi bylo po 15 min pravidelné
zakyvano, aby buriky neoschly a inokulum bylo rovhomérné rozptyleno. Po inkubaci bylo inokulum
odsato a bunky byly opétovné oplachnuty DMEM bez séra. Nasledné bylo pfiddno médium s 2% NCS
pro linii BSC-40 a s 2% FBS pro linii NIH 3T3 a J774.G8. Pfislusné objemy pouzitého media a inokul
jsou uvedeny v tabulce €. 2.

S neinfikovanymi burikami bylo zachazeno totozné, ale pfi inkubaci bylo namisto virového
inokula pouzito Cisté DMEM bez séra (tzv. mock infekce). Buriky byly kultivovdny v inkubatoru pro

bunécné kultury HERA Cell CO; po dobu dalsSich 24 nebo 48 h.

Pocet jamek na plotné Objem media pro Objem virového Objem kultivacniho
oplach (ml) inokula (ml) media
6 1 0,6 3
12 0,5 0,2 1,5
12 (titrace) 0,5 0,2 1
24 0,5 0,2 1

Tabulka €. 2: Objemy inokul a média pro infekci bunécnych kultur.

4.2.1.6 Sklizeni bunék

Buniky byly v daném casovém intervalu (1, 24 nebo 48 h po infekci, h.p.i.) sklizeny pomoci
piptovani automatickou pipetou tak, Ze byly mechanicky dikladné odlouceny od povrchu plastu a

rozpipetovany v kultivacnim mediu. S touto suspenzi bylo nasledné naloZeno dle pfislusného pokusu.

4.2.1.7 Ptiprava vzorki z bunéénych linii

4.2.1.7.1 Vzorky pro titraci viru vakcinie
Pro titraci byly infikované bunky sklizeny odpipetovanim v 1, 24 a 48 h.p.i. a nasledné

zamrazeny v -80 °C.
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4.2.1.7.2 Vzorky pro izolaci RNA a proteinli pomoci RNA Blue

Sklizené burky byly nejprve centrifugovany na centrifuze Jouan C3i (Trigon-plus) pti 200 g po
dobu 4 min. V pfipadé makrofagl byly burnky centrifugovany pti 200 g po dobu 5 min pfi pokojové
teploté. Poté byl odstranén supernatant a bunécny pelet byl zlyzovan v 1 ml RNA Blue (Top-Bio), ve

kterém byly nasledné zamrazZeny v -80 °C.

4.2.1.7.3 Vzorky pro western blot analyzu

Sklizené bunky byly centrifugovany na centrifuze Jouan C3i pfi 200 g po dobu 3 min pfi
pokojové teploté. Byla odstranéna vétsSina supernatantu. Ve zbylém objemu supernatantu byl pelet
rozvolnén a k tomu byl pfidan 1 ml 1x koncentrovaného PBS. Takto proplachnuté buriky byly opét
zcentrifugovany a byl odsat supernatant. Kpeletu bylo pfiddno 80 ul 1x koncentrovaného
redukujiciho vzorkového pufru (RSB) - pfipraven dle Laemmliho (1980). Pelet byl zlyzovan
pipetovanim a vzorky byly zamraZeny v -20 °C. Pro detekci fosforylovaného IRF-3 byl do 1x RSB pfidan
10mM NaF jako inhibitor fosfataz.

4.2.1.8 Charakterizace rustu viru v bunéénych liniich diluénim fedénim a titraci

Zamrazend bunécna suspenze byla po rozmrazeni zvortexovdna a znovu zmrazena, cely
cyklus 3x. Poté byly vzorky kratce zcentrifugovany na centrifuze MiniSpin (Eppendrof) a sonikovany
po dobu 3 s na sonikatoru Ultrasonic homogenizer 4710 Series (Cole-Parmer Instruments) pfi 100%
amplitudé. Déle byly vzorky nafedény v Fadé od 10 aZ do 10® v DMEM bez séra.

Titrace byla provadéna na bunécné linii BSC-40. Tyto bunky byly nasety na 12-jamkové plotny
24 h pred titraci (viz kapitola 4.2.1.3). Prabéh infekce bunék je popsan v kapitole 4.2.1.5. Jedinym
rozdilem v postupu bylo vynechani oplachu po inkubaci s inokulem.

Bunky byly inkubovdny po dobu 36 h. Ke kultivaénimu mediu bylo poté pfidano 0,5 ml 4%
paraformaldehydu v H,0. Obsah jamek byl odsat a buriky byly obarveny 2% krystalovou violeti v 1%
paraformaldehydu. Barvivo bylo odsato, celd plotna i s vickem byla ponofena do vodni [3zné s 1%
formaldehydem, oplachnuta vodou a ususena. V jednotlivych jamkach byly spocitany plaky a rdst viru

vyjadren jako pocet PFU/ml.

4.2.1.9 PomnoZeni a purifikace plazmidt

Pro pozorovani vlivu exprese IRF-3 na produkci IL-1B bez pfitomnosti VACV byla pouZita
transientni transfekce plazmidu pcDNA3 (Invitrogen) s vlozenou cDNA pro mysi IRF-3 (pfipraven Mgr.
Knitlovou; nepublikované vysledky). Jako kontrolni plazmid byl pouZit stejny plazmid s genem pro
luciferazu (pfipraven Dr. Mélkovou; nepublikované vysledky). Transformace a nasledné pomnozeni

plazmidd byla provedena v Laboratofi pro vyzkum vzadcnych onemocnéni Kliniky détského a
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dorostového lékarstvi VFN a 1. LF UK za laskavé asistence Mirka Votruby pod dohledem Ing. Katefiny

Hodanové, Ph.D.

4.2.1.9.1 Transformace kompetentnich bunék E.coli tepelnym Sokem

Kompetentni bunky One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli byly vyjmuty z— 80 °C a
rozmrazeny na ledu. Do celého objemu bunék, tedy 150 pl suspenze, bylo pfiddno po 1 ul plazmidu.
Smés byla inkubovana na ledu 30 min. Nasledné byly zkumavku vloZzeny do vodni lazné o teploté
42 °C na dobu 42 s a pak zpét na led, kde byly inkubovany 2 min. K burikdm bylo pfidano 125 pl SOC
média temperovaného na 37 °C. Suspenze byla inkubovdna 1 h na tfepacce pfi 37 °C. Po té bylo 100 a
50 ul suspenze naneseno na agarové plotny s ampicilinem o koncentraci 50 mg/ml a pomoci

sklenéné hokejky rozetfeno do sucha. Bakterie na plotnach byly pfes noc inkubovany dnem vzh(ru.

4.2.1.9.2 Ilzolace plazmidu pomoci Mini Prep kitu

Pro oba plazmidy bylo druhy den vybrano pét izolovanych kolonii, které byly pomoci
sterilniho pardtka pfeneseny na novou agarovou plotnu s ampicilinem. Paratko pak bylo vhozeno do
zkumavky s 5 ml LB kultivaéniho média s ampicilinem o koncentraci 50 mg/ml (popsano v kapitole
4.1.2). Bunky byly kultivovany na tfepacce Schoeller 1SS 40705R (Schoeller instruments) pfi 220 rpm
pres noc pfi 37 °C. Nésledujici den bylo odebrdno 1,5 ml narostlé bunécné suspenze. Nasledné bylo
postupovano dle protokolu k FastPlasmid Mini Kitu. Princip izolace spociva v alkalické lyze bakterii a
izolaci plasmidové DNA na kolonce. 1,5 ml suspenze bylo zcentrifugovano pfi 21 000 g na centrifuze
Eppendorf™ 5424. Supernatant byl odstranén a k peletu bylo ptidano 400 ul vychlazeného lyza¢niho
pufru Complete Lysis Solution. Smés byla didkladné vortexovana 30 s. Vznikly lyzat byl prepipetovan
do zkumavky s inzertem vazicim DNA a centrifugovan 1 min pfi pokojové teploté a 21 000 g. Insert
byl vyjmut ze zkumavky, pufr, ktery jim protekl, byl odstranén a inzert byl do zkumavky vracen zpét.
Takto byl opét centrifugovdn 1 min pti 21 000 g. Insert byl poté pfenesen do nové shérné zkumavky a
bylo pfiddno 50 pl sterilni H,O. Sbérné zkumavky s inzertem byly opét centrifugovany pfi 21 000 g
1 min. Koncentrace a Cistota DNA ve vodném roztoku byla stanovena na zakladé absorbance pfi 260
a 280 nm zmérené na spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Nanodrop technologies). S touto DNA

byla provedena restrikéni analyza pro ovéreni pfitomnosti plazmidd s inzerci prislusné DNA.

4.2.1.9.3 PomnoZeni a izolace plazmidu pomoci Maxi Prep kitu

Na zakladé miniprepl byly vybrany kolonie, u nichz byla potvrzena pfitomnost poZadovaného
plazmidu. Tyto kolonie byly vyockovany opét pomoci sterilniho paratka do 300 ml kultivaéniho media
s ampicilinem o koncentraci 50 mg/ml a inkubovény pfes noc na tfepaéce ve 37 °C. P¥i izolaci

plazmidové DNA bylo postupovdno dle protokolu pro ZymoPURE™ Plasmid Maxiprep Kit. Princip
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izolace spociva v modifikované alkalické lyze bakterii a izolaci plasmidové DNA na koloné. Nasledujici
den byl cely objem bunécné suspenze centrifugovan 15 min pfi 5500 g na cetrifuze Sigma 4k15. Byl
odstranén supernatant a k peletu bylo pfiddno 14 ml ZymoPURE™ roztoku P1 a pelet byl
resuspendovan. Dale bylo pfiddno 14 ml ZymoPURE™ roztoku P2 a smés byla promichana
nékolikerym prevracenim zkumavky. Smés byla inkubovana 3 min pfi pokojové teploté. Nasledné
bylo pfidano 14 ml ZymoPURE™ roztoku P3 a obsah zkumavek byl opét Setrné a dikladné promichan.
Suspenze byla pfenesena do zkumavky s pistem ZymoPURE™ Syringe Filter a pomoci té pres filtr
protlacena do nové zkumavky. K takto ziskanému lyzatu bylo pfidano 14 ml ZymoPURE™ Binding
Buffer a celd smés byla opét promichdna nékolikrdat opakovanou inverzi zkumavky. Zkumavka
s inzertem Zymo-Spin™ V-P Column Assembly byla pfipojena k vakuu. Lyzat byl pfenesen na inzert a
pomoci vakua prefiltrovan. Nasledné bylo pfiddno 5 ml ZymoPURE™ Wash 1 a pomoci vakua byl
tento roztok prefiltrovan pres inzert. Pak bylo stejnym zplsobem dvakrat pfiddno 5 ml ZymoPURE™
Wash 2 a opét prefiltrovano. Nésledné byl inzert Zymo-Spin™ V-P Column Assembly vyjmut a
prenesen do Cisté sbérné zkumavky a centrifugovan pti 10 000 g 1 min, aby se odstranily zbytky
promyvaciho pufru. Nakonec byl inzert pfenesen do 1,5ml zkumavky a bylo pfidano 200 ul sterilni
vody. Takto byla zkumavka centrifugovdana pfi 10000 g 1 min. Po této eluci byla opét

spektrofotometricky stanovena koncentrace a Cistota DNA a byla provedena restrikéni analyza.

4.2.1.10 Restrikéni analyza

Restrikéni analyza byla provadéna pro oba izolované plazmidy. Byl pfipraven roztok o
nasledujicim slozeni: 15ul H,0, 2 pl pfislusného 10x koncentrovaného pufru, 2 pul DNA a 1 pl
restrikéniho enzymu (10 U/ul) (enzymy a pFislusné pufry jsou uvedeny v tabulce ¢. 3). Byla provedena
inkubace 1 h pfi 37 °C. Nasledné byly ke kazdému vzorku pfidany 2,2 ul 10x koncentrovaného
vzorkového pufru Blue Juice a 10 pl ze vzorku bylo naneseno na agardzovy 0,8% gel v 1x TBE
s pfidanym EtBr (0,5 pg/ml). Jako velikostni standard byl pouZit 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific). Elektroforéza probihala v 1x koncentrovaném TBE, pfi konstantnich 80 V po dobu pfiblizné
15-45 min podle velikosti ofekavaného fragmentu. Gel byl vyfotografovdn na pfistroji Azure

Biosystems c600 (Azure Biosystems).

Enzym Hind 111 BamH | EcoRV
Pufr R (Fermentas) 3 (Invitrogen) R (Fermentas)
Vyrobce Fermentas Invitrogen BRL

. pcDNA3-IRF3,
Stépeny plasmid pcDNA3-IRF3 pcDNA3-Luc
pcDNA3-Luc

Tabulka €. 3: Prehled pouzitych restrikénich enzym( a prislusnych pufrd.
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4.2.1.11 Transfekce bunécné linie NIH 3T3

Pro transfekci byly mysi fibroblasty nasety na 6-jamkové plotny v koncentraci 0,2 x 108/jamka
24 h pred transfekci. Kultivacni médium bylo pred transfekci odsato a nahrazeno 2,5 ml nového 10%
FBS-DMEM. Byla pfipravena reakéni smés o sloZeni 2,5 ug DNA a 15 pl transfekéniho ¢inidla CANFAST
ve sterilnim PBS. Pomér DNA a transfekéniho Cinidla byl pfedem otestovan a pouzity pomér byl
vybran jako nejucinnéjsi. Celkovy objem smési byl 250 pl. Tato smés byla zvrotexovana, kratce
zcentrifugovana a inkubovana pti pokojové teploté 20 min. Nasledné byla smés po kapkach nanesena
na buriky na plotnach. Transfekované bunky byly sklizeny 24 a 48 h po transfekci. Sklizené buriky byly
zlyzovany v0,5 ml RNA Blue. Pro kontrolu uéinnosti transfekce byly 2 jamky transfekovany
plazmidem exprimujicim EGFP (pEGFP-N1 Clontech; plasmid purifikovany pomoci kitu ToxOutTM
Endofree Plasmid Mini Kit byl laskavé poskytnut Mgr. Vaclavem Vopalenskym, Ph.D.). Ktémto
burikdm bylo pfiddno 10% FBS-DMEM bez fenolové cervené. Kontrolné transfekované bunky byly

oSetfeny vySe popsanym zplsobem, ale transfekéni smés neobsahovala DNA.

4.2.1.12 Stanoveni koncentrace nitriti Griessovou metodou

Koncentrace nitritl byla stanovena v supernatantech bunék odebranych 24 h po stimulaci,
nebo po stimulaci a nasledné infekci makrofaglh 1774.G8. 0,1% roztok naftyletylendiaminu v H,0 a
1% roztok sulfanylamidu v 5% HsPQO,4 byly smichdny v poméru 1:1. Tato smés byla pridana v objemu
100 pl ke 100 pl vzorku na 96-jamkové desti¢ce. Koncentrace diazoniovych soli vznikajicich z nitritQ
byla stanovena na zakladé méfeni absorbance pfi vinové délce 560 nm na spektrofotometru VICTOR?
™ (PerkinElmer). Kalibraéni kfivka byla stanovena na zakladé méfeni absorbance standardu roztoku

NaNO; v rozmezi 1,56 uM — 200 uM.

4.2.1.13 Precipitace proteint z kultivacniho média

Precipitace proteind z kultivaéniho média byla provadéna pomoci acetonu na zakladé
modifikovaného protokolu (Nejadi et al. 2014). Z jamky s napéstovanymi burikami byly odebrany 2 ml
média. Bylo pfidano 8 ml 100% chlazeného acetonu. Vzorek byl 30 s vortexovan a pfes noc uchovan v
— 20 °C. Druhy den byly vzorky centrifugovany 20 min pfi 4 °C a 15 000 g. Byl odebrdn supernatant a
pfiddno 8 ml 50% acetonu. Vzorky byly opét 30 sekund vortexovany a centrifugovdny za stejnych
podminek jako pred tim. Vzorky byly oplachnuty 8 ml 50% acetonu a centrifugovany znovu za
stejnych podminek. Byl odstranén supernatant a pelety byly vysuseny na vzduchu. Nasledné byly

rozpustény ve 40 ul 1x RSB a 5 min povareny ve vodni lazni.
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4.2.2 Metody in vivo

Pokusy na mysich byly provadény ve spoluprdci s RNDr. Vérou Hajkovou. Dr. Hajkova
provadéla intradermalni inokulaci a odbér kzi pro dalsi analyzu, v ¢asti pokusd i intranazalni
inokulaci a ve vSech pfipadech usmrcovdni mysi. Dr. Hajkova dale zpracovavala veskery infekéni
material s wt-WR.

Prace s mySmi byla provddéna v souladu s vyhlaskou Evropské unie pro transport, chov a péci
o laboratorni zvitata (smérnice 2010/63/EU o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké uGcely) a se
schvalenymi projekty pokust na zvifatech GA UK 100307 — 208/06, 0021620806 MSM, P302/10/0083
— 298/09. Mysi byly chovény v zafizeni akreditovaném Ministerstvem zemédélstvi CR a denné
kontrolovany. Veskeré pokusy s infek¢nimi agens byly provadény v laboratofi schvalené pro praci
s GMO kategorie rizika Il a s biologickym rizikem Il. stupné s podtlakem, v boxech slaminarnim

proudénim tf. lIA (Biohazard).

4.2.2.1 Infekce mysi

Mysi byly imunizovany intradermdlni (i.d.) nebo intranazalni (i.n.) inokulaci viru vakcinie.
Intradermalni inokulace byla provadéna akupunkturnimi jehlami HuanQiu Super (Suzhou Huangqiu
Acupuncture Medical Appliance; Cina) opakovanym zaskrabavanim 1 pl inokula do kdze. V pfipadé
i.n. inokulace bylo inokulum o objemu 5 ul vpraveno do 1 nozdry pomoci automatické pipety.

V pfipadé letalni infekce bylo inokulum o objemu 30 pl podano téz i.n.

4.2.2.1.1 Ptiprava mysi na infekci

24 h pred i.d. inokulaci byla kiZze mysi v misté inokulace oholena a zbylé chlupy strhnuty
pomoci leukoplasti. V pfipadé obou typl inokulace byly mysSi nejprve anestetizovany
intraperitonedlni (i.p.) aplikaci roztoku avertinu v 1x PBS. Objem roztoku avertinu byl pro kazdou mys

spocitan dle nasledujiciho vzorce: objem avertinu (ul) = hmotnost mysi (g) x 10 x 1,5.

4.2.2.1.2 Priprava virového inokula

Alikvot purifikovaného viru byl rozmrazen, zvortexovan, kratce stoc¢en a nasledné sonikovan 3
s. Pfii.n. inokulaci byl virus nafedén v PBS ve findlnim objemu 5 pl/mys$ a davce 103 — 10° PFU/mys dle
prislusného pokusu. Pfi i.d. inokulaci bylo inokulum pfipraveno v objemu 1 pl/mys. V pfipadé letélni

infekce pFi protektivnich pokusech byla infekéni ddvka wt-WR 10° PFU v objemu 30 pl/mys.
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4.2.2.2 Usmrceni

Mysi byly usmrcovdany RNDr. Vérou Hajkovou nastfihem jugularni vény a vykrvenim

v inhalacni anestezii diethyléterem.

4.2.2.3 Pfiprava vzorku

4.2.2.3.1 Priprava klzi a ¢asti GIT pro PCR

Vzorky kazi byly odebirdny v pfipadé i.d. infekce a vzorky GIT po i.n. infekci. Z GIT byly
odebirany vzorky duodena, jejuna a apendixu. JelikoZ se jednalo o i.n. infekci, byly odebirany i
Cenichy. Ve vSech ptipadech byly tkané odebirany sterilnimi ndstroji a nasledné homogenizovany

homogenizatorem Tissue master 125 (Omni International) v 1 ml RNA Blue (Top-Bio).

4.2.2.3.2 Prfiprava splenocytd pro stanoveni produkce cytokint

Sleziny byly odebrany mysim 3 dny po i.n. infekci. VSechny operace s odebranymi slezinami
byly provadény na ledu. Suspenze splenocytt byly pfipraveny protlacenim kouskl slezin pres inzerty
BD Falcon svelikosti péri 40 um vcelkovém objemu 6 ml RPMI bez séra. Suspenze byla
centrifugovdna 5 min pfi 4 °C a 600 g. Byl odsat supernatant a pelet byl resuspendovan v 1 ml pufru
na lyzu erytrocytd, se kterym byly buriky inkubovany 10 min na ledu. Suspenze byla dvakrat promyta
10 ml RPMI bez séra; nakonec byly splenocyty resuspendovany ve 2 ml RPMI s 10% FBS a spocitany
na hemocytometru Advia.

Suspenze splenocytt byla nafedéna na koncentraci 10x10° bunék/ml a vyseta na 24-jamkové
plotny po 1 ml na jamku. Buriky byly takto inkubovany 24 h.

Bunky byly sklizeny odpipetovanim, centrifugovany 5 min pfi 4 °C a 600 g. Supernatant byl
nasledné odebran a filtrovan pres filtr MILLEX®-VV 0,2um (MILLIPORE). Prefiltrované supernatanty

byly zamraZeny v — 80 °C pro dalsi analyzu.

4.2.2.4 Protektivni pokusy

Mysi byly imunizovany rekombinantnimi viry WR-IRF3 nebo WR-Luc 24 dni pred letalni
infekci wt-WR. V nasledujicich 14 dnech po inokulaci letalni davky byly mysi kazdy den vazeny a byl
pozorovan jejich celkovy zdravotni stav. V pripadé, Ze mysi nepodlehly infekci, byly 14. den po apliaci
letalni davky utraceny. V ptipadé, Ze jejich vaha klesla pod 75% vychozi vdhy nebo byly nepohyblivé,

byly rovnéz utraceny.
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4.2.3 Analytické metody

4.2.3.1 Kvantitativni fetézova polymerazova reakce (qPCR)

gPCR byla vyuzita pro detekci exprese cytokinli na Urovni mRNA a pro detekci VACV DNA.

4.2.3.1.1 Ilzolace DNA

Vzorky tkani zhomogenizované v 1 ml RNA Blue (Top-Bio) byly zcentrifugovany na centrifuze
Jouan C3i po dobu 10 min pfi 10 000 g pfi 4 °C a supernatant byl pfenesen do novych zkumavek. Tim
byly odstranény zbytky nezlyzovanych tkani. V pfipadé vzork( z bunécnych kultur byl tento krok
preskocen a pokracovalo se dle pokyn( vyrobce. Bylo pfidano 0,2 ml chloroformu a se zkumavkou
bylo intenzivné tfepano po dobu 15 s. Vzorky byly inkubovany 5 min pfi pokojové teploté. Nasledné
byla provedena fazova separace. Vzorky byly centrifugovany pfi 12 000 g a 4 °C po dobu 10 min.
Vodni faze byla odebrdana a DNA byla z organické faze precipitovana pridanim 0,3 ml 100% etanolu.
Obsah zkumavek byl promichan jejich inverzi a nasledné ponechan v klidu 3 min pfi pokojové teploté.
Precipitovand DNA byla sedimentovana centrifugaci pfi 2 000 g a 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl
odstranén a k peletu byl pfidan 1 ml 75% etanolu. Pelet byl resuspendovan, inkubovan 15 min pfi
pokojové teploté a nasledné zcentrifugovan pfi 2000 g a 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl
odstranén a pelet byl rozpustén v 50 ul DEP-25 START-Blue (Top-Bio). Vzorek byl inkubovan 20 min
v termobloku pfi 95 °C, ochlazen na pokojovou teplotu a poté bylo pfidano 50 pl DEP-25 STOP. DNA
byla nafedéna 1:5 a byla zméfena jeji koncentrace na spektrofotometru BioSpectrometer kinetic

(Eppendorf).

4.2.3.1.2 lzolace RNA

Pfipravné kroky a fazova separace byly provedeny stejné jako v pfipadé izolace DNA. Vodni
faze byla prenesena do novych zkumavek a bylo pfidano 0,5 ml isopropylalkoholu. Vzorky byly
inkubovany 5 min pfi 4 °C a nasledné centrifugovany pfi 12 000 g a 4 °C po dobu 10 min. Supernatant
byl odstranén a k sedimentu pfidan 1 ml 75% etanolu. Vzorky byly opét centrifugovany 10 min pfi
4 °C a 14 000 g. Supernatant byl odstranén, RNA pelet byl vysusen na vzduchu a rozpustén ve vodé
bez RNaz. Alikvoty vzork( byly nasledné nafedény 1:5 ve vodé bez Rnaz pro stanoveni koncentrace a
Cistoty pomoci absorbance pfi 260 a 280 nm na spektrofotometru BioSpectrometer kinetic

(Eppendorf).

4.2.3.1.3 Osetieni RNA Dnazou

Pripadné zbytky DNA byly odstranény inkubaci s DNazou (Fermentas). Vzorky RNA byly pfi
pfipravé drzeny na ledu. Nejprve byly nafedény na koncentraci RNA 0,3 pg/ul a z toho bylo 6 pl
pridano ke 2 pl 10x koncentrovaného pufru s MgCl, (25mM), 0,5 ul RiboLocku (40U/ul), 2 ul DNazy
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(1U/ul) a 9,5 pl vody bez RN&az. Vzorky byly nasledné inkubovany 30 min pfi teploté 37 °C
v inkubatoru Dry Bath Incubator (Major Science). Po inkubaci byly ke vzorkim ptidany 2 ul EDTA (50
mM) a DNasa byla inaktivovana pfi 65 °C 10 min. Po vyjmuti byly vzorky doplnény vodou bez RNaz na

objem 100 pl a vyslednou koncentraci 2 ng/pl.

4.2.3.1.4 Stanoveni exprese cytokinti pomoci jednokrokové RT-qPCR

Jednokrokova kvantitativni PCR sreverzni transkripci (RT-qPCR) byla provadéna s kitem
SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX One-Step Kit (Bioline) dle pfislusného protokolu v celkovém objemu 10
pl. Do reakéni smési pripravené dle pokyn vyrobce (2 pl H,0, 5 pl 2x SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX One-
Step Mix, 0,1 pl reverzni transkriptazy a 0,2 pl inhibitoru RNaz (10 U/ul) na jeden vzorek) byly ptidany
pfislusné primery ve vysledné koncentraci 200 nM. Reak¢ni smés byla rozpipetovana do reakénich
zkumavek a nasledné bylo ptiddno 5 ng RNA oSetfené DNazou v objemu 2,5 ul (viz predchozi
kapitola). Pouzité primery jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Byly prevzaty z literatury nebo navrZeny
pomoci programu Primer-BLAST tak, aby detegovaly jen sesttiZzeny RNA produkt (kromé IFNa a IFN,
které neobsahuji intron). Primery byly testovany, aby nedetegovaly sekvence viru vakcinie. VSechny
primery byly syntetizovany firmou Integrated DNA Technologies.

RT-qPCR probihala na pfistroji Applied Biosystems 7300 Real-time PCR System pfi
nasledujicich podminkdach: reverzni transkripce 30 min pfi 45 °C, pocate¢ni denaturace 10 min pfti
95 °C, 40 nebo 45 cykll denaturace 15 s pfi 95 °C, nasedani a extenze 1 min pfi 60 °C, a nakonec

stanoveni disociacni krivky.

Primer PFimy primer 5‘-3° Zpétny primer 5‘-3°

Mu GAPDH CGG TGC TGA GTATGT CGT GGA GGC AGA AGG GGC GGA GAT GA

Mu IFNa GCAACCCTCCTAGACTCATICT CCAGCA GGG CGTCTT CCT

Mu IFNB GCA CTG GGT GGAATG AGACT AGT GGA GAG CAG TTG AGG ACA

Mu IFNy | TGG CAT AGATGT GGA AGA AAA GAG | TGCAGG ATT TTC ATG TCA CCA

Mu IL-18 TCC ATT GAG GTG GAG AGCTT GGA TGA GGA CAT GAG CACCT
Mu IL-12 TGT CAATCA CGCTACCTCCTC GTC CAG AGA CTG GAATGA CCC
Mu IL-17A GGA CTCTCC ACCGCAATG AA TITCCCTCCGCATTG ACACA
Mu IL-4 CTT GGA AGC CCT ACA GAC GAG GGA GAT GGA TGT GCC AAA CG
Mu IL-10 AGG CGCTGT CAT CGATIT CTC GCCTTGTAGACACCTTGGTCTT
Mu TGFB1 CACTGATACGCCTGA GTG GC TCG AAA GCCCTG TATTCC GT
Mu TGFf3 GCA AGA ATCTGC CCA CAA GG CCATTG GGCTGA AAG GTG TG
Mu TNFa GAT CGG TCC CCA AAG GGATG TGA GGG TCT GGG CCATAG AA
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Mu AIM2 AGG CAG TGG GAA CAA GACAG GAAACCTTCCTGACG CCACC

Mu iNOS ACG AGA CGG ATA GGCAGA GA GCA CAT GCA AGG AAG GGA AC

Mu IRF-3 TAG GCT GGCTGT TGG AGATGT CCA GGT CTT CCA GCA GACACT

Tabulka €. 4: Sekvence pouZitych primer(

Primery pro iNOS byly navrZeny tak, aby zachytily vSechny t¥i transkripéni varianty iNOS.
Primery pro IL-12 jsou specifické pro podjednotku p35. Pouzité primery pro IFNa (Castellaneta et al.

2014) zachycuji produkty genti Ifnal, 2,4, 5,6, 7,9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, B.

4.2.3.1.5 Stanoveni DNA viru vakcinie pomoci qPCR

Kvantitativni PCR pro detekci VACV DNA byla provddéna za poutziti qPCR 2x Blue Master Mix
+ ROX 500 (Top-Bio). Primery a préba Custom TagMan® Gene Expression Assay byly syntetizovany
firmou Applied Biosystems. Sekvence jsou uvedeny v tabulce ¢. 5. Reakéni smés byla pfipravena dle
protokolu: 2,75 ul H,0, 5 pl gPCR 2x Blue Master Mix + ROX 500, 0,25 pl roztoku primerd a préby na
1 vzorek. Reakéni smés byla rozpipetovana do reakcnich zkumavek po 8 ul a byly pfidany 2 ul DNA (o
koncentraci 1 pg/ul). PCR o 45 cyklech probihala za stejnych podminek jako RT-gPCR avsak s

vynechanim pocatecnich 30 min pro reverzni transkripci a koncového stanoveni disociacni kfivky.

Sekvence 5°-3°

PFimy primer CGT ATCACA CTATTG AGA CAG AAA AAG AAGA
Zpétny primer GAC ACT ATATTC CGG TTT GCA AAA CA
Préba TCG CGA GAG GTAACTTTITTGT GA

Tabulka €. 5: Sekvence primer( a préby pro detekci VACV DNA

4.2.3.2 Western blot analyza

Western blot analyza byla provadéna podle upraveného protokolu dle Laemmliho (1980) a

Harlow a Lanea (1988).

4.2.3.2.1 Priprava vzorkli v Laemmliho redukujicim vzorkovém pufru
Postup sklizeni bunék pro analyzu western blot byl popsdn v kapitole 4.2.1.7.3 Vzorky
zlyzované v Leammliho 1x RSB byly 3 min povafeny a nasledné zvortexovany a zcentrifugovdny na

centrifuze 5415 C (Eppendorf) pfi pokojové teploté, 15 000 g po dobu 4 min.
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4.2.3.2.2 lzolace proteinti z RNA Blue

Izolace proteint ze vzorkd homogenizovanych v RNA Blue (Top-Bio) byla provadéna dle
pfisluSného protokolu. Po precipitaci DNA v etanolu (viz kapitola 4.2.3.1) bylo k supernatantu pfidano
1,5 ml isopropylalkoholu a vzorky byly inkubovany pfi pokojové teploté 10 min. Nasledné byly
centrifugovany pti 12 000 g a 4 °C po dobu 10 min. Supernatant byl odstranén a proteinovy pelet byl
promyt ve 2 ml roztoku 0,3M guanidin hydrochloridu v 97% etanolu. Vzorky byly inkubovany 20 min
pri pokojové teploté a centrifugovdny 5 min pti 7500 g a 4 °C. Tento promyvaci krok byl tfikrat
opakovan. Poté byly k peletu pfidany 2 ml 100% etanolu, vzorky byly zvortexovany a centrifugovany
pfi 7500 g a 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a proteiny byly rozpustény ve 40 ul 1x
RSB. Vzorky byly zahtaty na 50 °C po dobu 5 min a nasledné zamraZeny v — 20 °C. Tato metoda se

vsak v pribéhu prace ukazala jako nespolehliva a bylo od ni nasledné upusténo.

4.2.3.2.3 SDS-PAGE

Elektroforéza byla provadéna v aparatufe Mini-Protean 3 (BioRad). Gely byly pfipravovany
dle rozpisu uvedeného v tabulce ¢. 6. Vzorky pfipravené obéma vySe popsanymi metodami byly
nanaseny na gel vobjemu 10 pl. Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit PageRuler
Prestained Protein Ladder (Thermo SCIENTIFIC). Elektroforéza probihala v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného, pfi konstantnim napéti 80 V v 1x koncentrovaném pufru C po dobu cca 1,5 h.

Druh gelu Rozdélovaci Rozdélovaci Rozdélovaci Zaostrovaci
Koncentrace 8% 10% 12 % 4,1%
40% akrylamid:N-
Met-bis-akrylamid 3,00 3,75 4,50 0.6
MiliQ voda 5,70 4,95 4,20 2,85
Pufr A 2,18 2,18 2,18 0
Pufr B 0 0 0 0,9
TEMED 0,0075 0,0075 0,0075 0,0068
10% amonium 0,015 0,015 0,015 0,0225
persulfat
Glycerol 0,3 0,3 0,3 0

Tabulka €. 6: SloZeni geld pro SDS-PAGE. Objemy uvadéné v ml.

4.2.3.2.4 Transblot

Pfenos protein( z gelu na PVDF membranu (Immun-Blot® PVDF Membrane For Protein
Blotting; vazebnd kapacita 150-160 pg/cm?; high-binding; BioRad), popfipadé na PVDF membranu
Low Fluorescence PVDF (Azure Biosystems), byl provadén v aparatufe Trans-Blot Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Pfenos probihal pfi konstantnim proudu 0,18 A/gel po dobu

75 min.
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SloZeni sendvice pro prenos bylo nasledujici (smérem od anody, umisténé dole): 5 list(
filtracniho papiru Whatmann 3 MM namocenych v transferovém pufru, ve 100% metanolu pfedem
namocend PVDF membrana, gel a opét 5 listl filtracniho papiru namocenych v transferovém pufru.
Pfenos proteint byl ovéren obarvenim membrany v roztoku 0,2% Ponceau ¢ervené v 3% TCA (Sigma).

Barvivo bylo odstranéno oplachem v 1x PBS a v MiliQ vodé.

4.2.3.2.5 Imunoblot

Membrdana byla oplachovdna v 1x PBS dvakrat 15 min na horizontalni tfepacce. Poté byla 20
min blokovana 5% mlékem (Nestlé) v PBS. Inkubace s primarni protilatkou v 5% mléce probihala pres
noc ve 4 °C za stalého kyvani. PouZzité koncentrace primarnich protilatek jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.
Po inkubaci s primarni protilatkou byla membrana opét oplachovana v PBS 2x 15 min. Nasledné byla
inkubovana se sekundarni protilatkou 1 h pfi pokojové teploté. Seznam pouzivanych sekundarnich
protilatek je uveden vtabulce ¢. 7. Po té byla membrdna znovu dvakrat oplachnuta v PBS. Pro
chemiluminiscenéni detekci u sekundarnich protilatek konjugovanych s kfenovou peroxiddzou byl
pouzit SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo SCIENTIFIC). Pro detekci
IL-18 a fosforylovaného IRF-3 byly pouzity sekunddarni protilatky konjugované sinfra red
fluorochromem. Proces inkubace s protildtkami byl totozny jako v pripadé chemiluminiscence s tim
rozdilem, Ze membrany byly blokovany a primarni protilatky redény v blokovacim pufru (Azure
Biosystems) a oplachovany v oplachovacim pufru (Azure Biosystems). Sekundarni protilatky byly téz
fedény v blokovacim pufru (Azure Biosystems). Signal na membranach byl zachycen pomoci CCD
kamery v pfistroji Azure Biosystems c600.

Pro opakované znaceni dalsimi protildtkami byly staré protilatky z membrany odstranény
pomoci Restore™ Plus Western Blot Stripping Buffer (BioRad). Membrana se 4 ml tohoto pufru byla

na 10 min umisténa na tfepacku. Nasledné znaceni primarni protildtkou probihalo dle popisu vyse.
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Protilatka IRF-3 P-IRF-3 IL-1B Aktin PARP-1
Plvod Mys Kralik kralik kralik kralik
Typ protilatky | Monoklonalni | Monoklondlni | Polyklonalni | Polyklonalni polyklondlni

Cell Signaling Santa Cruz
Vyrobce BioLegend Peprotech Abcam
Technology Biotechnology
Z3asobni
0,5 mg/ml 0,2 mg/ml 0,2 mg/ml 0,2 mg/ml 0,2 mg/ml
koncentrace
Pouzité
1:1 000 1:250 1:500 1:2 500 1:500
fedéni
Sekundarni Koza x mys Koza x kralik | Koza x krdlik | Koza x kralik Koza x kralik
protildtka PO IR 700 IR 700 PO PO
Redéni
Sekundarni 1:10 000 1:10 000 1:10 000 1:10 000 1:10 000
protilatky

Tabulka €. 7: Prehled pouZitych primarnich a sekundarnich protilatek (PO — konjugovana peroxidaza, IR 700 —
infra red fluorochrom)

4.2.3.3 Detekce proteinii pomoci CBA (cytokine beads assay)

Pro detekci cytokinli v homogenatech slezin infikovanych mysi byl pouzit BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences). Tento kit funguje na principu kuli¢ek
s rozliSitelnou intenzitou fluorescence s navazanou protilatkou vidy proti jednomu cytokinu
(jmenovité proti IL-2, IFNy, TNFa, IL-4, IL-10, IL-17A a IL-6). Po navazani cytokinu na protilatku je tato
interakce detegovdna pomoci sekundarni protilatky s konjugovanym fykoerythrinem (PE) na
pratokovém cytometru.

Pfi pripravé vzork( pro analyzu bylo postupovédno dle protokolu vyrobce. Nejprve byla
pfipravena suspense kuli¢ek s navazanymi protilatkami proti jednotlivym cytokinim v objemu 5 pl
kazdého typu kulicek na vzorek. Tato smés byla rozpipetovana po 25 ul na vzorek. Nasledné bylo
pridano 25 pl supernatantu z kultivovanych splenocytl (pfiprava popsana v kapitole 4.2.2.3.2),
popfipadé 25 ul standardu v fedici fadé 1 — 1/256 pro kalibraéni kfivku. Nasledné bylo ke kazdému
vzorku pfidano 25 ul detekéni protilatky s konjugovanym PE. Vzorky byly inkubovany 2 h pti pokojové
teploté. Poté byl pridan 0,5 ml promyvaciho pufru (soucast kitu), vzorky byly zcentrifugovany pfi 200
g po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Supernatant byl opatrné odsat a pelet byl resuspendovan ve
150 pl promyvaciho pufru. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany na pritokovém cytometru BD
FACSCanto™ Il (Becton Dickinson) se 2 lasery emitujicimi ve 488 a 633 nm, a se 6 detectory. Méreni i

nasledna analyza byly provedeny s vyuzitim Diva 6 software (Becton Dickinson). Nastaveni cytometru
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bylo provedeno dle protokolu ke kitu pomoci kalibra¢nich kulicek (Cytometr Setup Beads), které byly
tézZ soucasti kitu, a vzorky byly analyzovany v dot plotu PE-A x APC-A. Vysledky byly vyhodnocovany

na zakladé kalibracni k¥ivky.

4.2.4 Statistické zpracovani dat

Pro data zRT-gPCR jsou hodnoty v grafech prezentovany jako geometricky primér se
standardni odchylkou pro geometricky prdmeér. Data z ostatnich pokus( jsou v grafech prezentovana
jako primeéry se SEM (standart error of mean). Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouZity neparovy

t-test s hladinou statistické vyznamnosti p = 0,05.
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5 Vysledky

5.1 Pokusy na bunécnych liniich

vv s

5.1.1 Ovéreni exprese mysiho IRF-3 rekombinantnim virem WR-IRF3 v bunécné linii NIH 3T3

Pro ovéreni exprese mysiho rekombinantniho IRF-3 na tdrovni RNA byly mysi fibroblasty NIH
3T3 infikovany viry WR-Luc a WR-IRF3 v multiplicité infekce (M.O.l.) 0,1 a 1 (obr. ¢. 5). Buriky byly
sklizeny ve 24 h po infekci a z nich byla vyizolovana RNA pro RT-gPCR analyzu. Jako referenéni gen
byla pouzita GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Hladiny mRNA pro IRF-3 byly v burikach
infikovanych WR-IRF3 v porovnani s burikami infikovanymi WR-Luc vysSi cca 3x u M.O.l. 0,1 a cca 5x
v pfipadé M.O.l. 1. Tyto rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné. PFi porovnani s neinfikovanymi
bunikami byly tyto hladiny zvySeny u obou vir(. V ptipadé WR-Luc bylo toto zvySeni srovnatelné u
obou multiplicit infekce, a sice 7x v ptipadé M.0.1. 0,1 a 9,5x v pfipadé M.O.I. 1. V pfipadé WR-IRF3
byla exprese zvySena cca 20x v pripadé M.O.I. 0,1 a cca 50x v pfipadé M.O.l. 1. Ani zde vsak neslo o
statisticky vyznamny rozdil. Relativni zmény detekovanych hladin mRNA vUci neinfikovanym burikam

jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce ¢. 8.
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Obrazek €. 5: Exprese IRF-3 na tdrovni mRNA v bunécné linii NIH 3T3 24 h po infekci WR-Luc a WR-IRF3. Hodnoty
normalizované na GAPDH mRNA. Vysledky ze dvou pokus( provedenych v duplikatech (n = 4). Kontrola — ¢as 0;
mock — neinfikované burky; M.O.l. — multiplicita infekce. Chybové Usecky — standardni odchylka pro
geometricky primér.

M.O.L. 0,1 1
WR-Luc 7,02 9,53
WR-IRF3 | 19,33 47,65

Tabulka ¢. 8: Relativni zména exprese IRF-3 na Urovni mRNA vztazena k neinfikovanym burkam. Vysledky ze
dvou pokusl provedenych v duplikatech (n = 4).
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Exprese rekombinantniho IRF-3 byla ovéfena i na Urovni proteinu pomoci western blot
analyzy (obr. €. 6). Fibroblasty byly infikovany obéma viry s M.O.l. 1. Buniky byly sklizeny v 6 a 24 h po
infekci (h.p.i.) a zlyzovany v Laemmliho vzorkovém pufru. Jako referenéni gen byl pouzit B-aktin.
Rekombinantni IRF-3 byl detekovan v bunkach infikovanych WR-IRF3, zatimco endogenni IRF-3

detekovan nebyl. Hladiny IRF-3 byly ve 24 h.p.i. cca 9x vy3si nez v 6 h.p.i.
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Obrazek €. 6: A) Detekce rekombinantniho IRF-3 v bunécné linii NIH 3T3 pomoci western blot analyzy po infekci
WR-Luc a WR-IRF3 vintervalech 6 a 24 h.p.i. M.O.Il. = 1. Proteiny byly rozdéleny pomoci 10% SDS-PAGE a
hladiny IRF-3 a B-aktinu byly charakterizovany pomoci western blot analyzy a chemiluminiscence, s pouzitim
monoklonalni protilatky proti mysimu IRF-3 a polyklonalni protilatky proti B-aktinu. B) Kvantifikace hladin IRF-3
vaci B-aktinu z panelu A, n = 2.

5.1.2 Ovéreni fosforylace IRF-3

IRF-3 se nachazi v cytoplasmé a pfi stimulaci pomoci dsRNA by mélo dojit k jeho fosforylaci
pomoci TBK1 a translokaci do jadra, kde by mél indukovat expresi zejména IFN (Servant et al. 2001).
Nicméné VACV tuto funkci IRF-3 inhibuje na rdznych drovnich. Pro ovéreni fosforylace IRF-3
exprimovaného WR-IRF3 byly fibroblasty NIH 3T3 infikovdny obéma rekombinantnimi viry s M.O.I.
0,1 a 1 a sklizeny 7 a 24 h po infekci. Vzorky byly zlyzovany v Laemmliho vzorkovém pufru
s pfidavkem 10 mM NaF, inhibitorem fosfatdz. Jako pozitivni kontrola byly pouzity burky
transfekované poly I:C (10 pg/ml). Fosforylace byla charakterizovana pomoci western blot analyzy
s pouzitim primarni monoklonalni protilatky proti fosforylovanému IRF-3 (fosforylace na Ser396) a
sekundarni protilatky s IR fluorochromem. Fosforylovany IRF-3 se nicméné nepodafilo detekovat

v Zadném ze vzorkd, a to ani ve vzorcich, které mély slouzit jako pozitivni kontrola.

5.1.3 Charakteristika rtistu rekombinantniho viru WR-IRF3 v bunéénych liniich NIH 3T3 a BSC-40
Za Ucelem charakterizace efektu exprese mysiho IRF-3 na rdst rekombinantniho VACV byly

mysi fibroblastova linie NIH 3T3 a opidi epitelidlni linie BSC-40 infikovdny viry WR-Luc a WR-IRF3

s M.O.I. 0,1 a 1. Buniky byly nasledné sklizeny v intervalech 1, 24 a 48 h po infekci. Sklizené burky byly
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uschovany v -80 °C a nasledné byl ve vzorcich stanoven titr viru. Titr viru byl stanoven i v inokulu
pouzitém k infekci.

Dle téchto pokusl exprese mysiho IRF-3 rekombinantnim VACV neovliviiuje rist viru v opici
bunécné linii BSC-40; rist obou rekombinantnich vird je v této linii srovnatelny (Viz obr. ¢. 7 — A).
V mysi linii NIH 3T3 dosahuji oba rekombinantni viry celkové nizsich titr( a rdst je expresi IRF-3 mirné
ovlivnén — WR-IRF3 dosahuje vyssiho titru nez WR-Luc. Efekt je nejlépe pozorovatelny pfi M.O.1. 0,1
ve 24 h.p.i., kde se jedna o statisticky vyznamny rozdil (p = 0,005) (Viz obr. ¢. 7 - B). P-hodnoty t-testu

pro intervaly 24 a 48 h.p.i. jsou pro lepsi prehlednost uvedeny v tabulce €. 9.
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Obrazek €. 7: Rlastové krivky rekombinantnich virh WR-Luc a WR-IRF3, M.O.l. 1 a 0,1, v bunécnych liniich A)
BSC-40 a B) NIH 3T3 vintervalech 0, 1, 24 a 48 h po infekci. Pro obé bunécné linie byl pokus trikrat opakovan a
provadén v duplikatech (n = 6). Chybové Gsecky — SEM. ** statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01)

BSC-40 NIH 3T3
M.O.I. 0,1 1 0,1 1
24 h.p.i. | 0,696 0,635 0,005 0,086
48 h.p.i. | 0,408 0,155 0,076 0,996

Tabulka €. 9: p-hodnoty t-testu pro titry viru v bunécnych liniich BSC-40 a NIH 3T3 v intervalech 24 a 48 h.p.i.

5.1.4 Charakteristika exprese cytokinti a AIM2 v bunécné linii NIH 3T3 po infekci WR-Luc a WR-
IRF3

Davodem k vytvoreni WR-IRF3 byl predpoklad, Ze zvySend exprese IRF-3 muizZe vést k obejiti
bloku exprese IFNB, a tedy lepsi imunitni odpovédi na rekombinantni VACV. V linii mysich fibroblastl
byla proto charakterizovana exprese IFNB a IL-1B na Urovni mRNA (obr. ¢. 8). Bunky byly infikovany
s M.O.I. 1 a sklizeny 24 h.p.i. Vyizolovana RNA byla pouZita pro RT-gPCR analyzu. Hladiny IFNf mRNA
byly po infekci obéma rekombinantnimi viry zvySeny, pficemz infekce WR-IRF3 vedla k vétSimu
zvyseni IFNB mRNA (cca 5x u M.0.I. 0,1 a cca 7x u M.O.1. 1 proti neinfikovanym burikdm) nez infekce

WR-Luc (cca 3x u obou M.O.l. proti neinfikovanym bunkam), a to v obou multiplicitadch infekce.
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Obdobny, avsak o néco vyssi efekt byl pozorovan i u exprese IL-1B (v pfipadé WR-IRF3 cca 40x u
M.O.l. 0,1 a cca 70x u M.O.I. 1 a v pfipadé WR-Luc cca 6x u M.O.l. 0,1 a cca 14x u M.O.l. 1 proti
neinfikovanym burikdm). Relativni zmény v expresi téchto cytokinG i AIM2 vici neinfikovanym
bunkdm jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce €. 10. Rozdil v hladinach mRNA pro IFNB i IL-1B mezi
WR-Luc a IRF-3 byl statisticky vyznamny (p < 0,5) v ptipadé M.0.I. 0,1.

Vzhledem k tomu, Zze VACV je rozpoznavana m.j. cytoplazmatickym receptorem pro dsDNA
AIM2 (Rathinam et al. 2010), po jehoz aktivaci dochazi k tvorbé inflamasomu a aktivaci kaspazy-1,
kterd normalné stépi protein pro-IL-1B na IL-1B (a IL-18), byla zkoumana i exprese AIM2 (obr. . 8).
Na rozdil od IFNB a IL-1f vSak hladiny mRNA pro AIM2 nebyly v bufikdch NIH 3T3 infekci nijak vyrazné
ovlivnény — byly srovnatelné v kontrolnich burikdch v case t = 0, v neinfikovanych burkach i

v bunkach infikovanych obéma viry.
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Obrazek €. 8: Zmény hladin mRNA pro IFNB, IL-1f a AIM2 po infekci WR-Luc a WR-IRF3 v bunécné linii NIH 3T3
vintervalu 24 h.p.i. Hodnoty normalizované na GAPDH mRNA. Vysledky ze 2 pokusl provedenych v duplikatech
(n = 4). Mock — neinfikované buriky; kontrola — ¢as 0. Chybové Usecky — standardni odchylka pro geometricky
prameér. * statisticky vyznamny rozdil (p < 0,1)

M.O.I. 0,1 1
WR-Luc | 2,62 2,79

IFNB
WR-IRF3 | 4,69 7,14
WR-Luc | 5,66 14,28

IL-1B
WR-IRF3 | 39,83 68,70
WR-Luc | 0,93 1,39

AIM2
WR-IRF3 | 0,93 0,90

Tabulka ¢. 10: Relativni zmény hladin mRNA pro IFNB, IL-1B a AIM2 vztazené k neinfikovanym burikam NIH 3T3.
Vysledky ze 2 pokusl provedenych v duplikatech (n = 4).
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V linii mysich fibroblast(i byla snaha detekovat IL-1f i na Urovni proteinu pomoci western blot
analyzy s vyuzitim sekundarnich protildtek znacenych IR fluorochromem, avsak IL-1B se takto

detekovat nepodafilo.

5.1.5 Vliv exprese IRF-3 na produkci IL-1B bez pfitomnosti viru

Z pokust na mysich fibroblastech NIH 3T3, mysSich makrofazich J774.G8 (viz kapitoly 4.1.4 a
4.1.8) i na mysich Balb/c (viz nize — kapitola 4.2.1) bylo patrné, Ze exprese IRF-3 rekombinantnim
VACV ovliviiuje hladiny IL-18 mRNA. Aby bylo mozné posoudit vliv zvySené exprese IRF-3 na produkci
tohoto cytokinu bez ptritomnosti VACV, byla vyuZita transientni transfekce a exprese IRF-3 plazmidem
pcDNA3 s vloZzenou cDNA pro IRF-3 (pcDNA3-IRF3). Jako kontrolni plazmid byl pouZit totozny plazmid
s vloZenou sekvenci pro luciferazu (pcDNA3-Luc). Oba plazmidy byly pomnozeny v E. coli One Shot™
TOP10 Chemically Competent a izolovany. Koncentrace a Cistota byly stanoveny spektrofotometricky
a pfitomnost inzertu v plazmidu po pomnozZeni byla ovérena restrikéni analyzou (obr. ¢. 9). Pro
kontrolu Ucinnosti transfekce byly bunky transfekovany plazmidem pEGFP-N1 a exprese byla
charakterizovana pomoci zelené fluorescence EGFP ve fluorescenénim mikroskopu (obr. ¢. 10).

Fibroblasty NIH 3T3 byly 24 a 48 h po transfekci plazmidy sklizeny, byla z nich vyizolovdna
RNA, a ta pouZita pro RT-qPCR analyzu exprese genl pro IRF-3, IL-1B a IFNB (obr. ¢. 11). Hladiny IRF-3
MRNA normalizovany na GAPDH mRNA byly v pfipadé transfekce pcDNA3-IRF3 v obou ¢asovych
intervalech o rad vyssi nez v pripadé transfekce s pcDNA3-Luc, kdy byl detekovdn pouze endogenni
IRF-3. U bunék transfekovanych samotnym transfekénim cinidlem doslo nejprve ve 24 h ke snizZeni o
fad oproti vychozim hodnotam v Case 0 a poté ke zvyseni exprese IRF-3 v intervalu 48 h oproti 24 h o
dva rady. IFNB byl detekovan az ve 48 h a jeho exprese byla srovnatelnd u obou plazmid(. Expresi IL-
1PB se detekovat nepodafilo.

Je patrné, Ze transfekce pcDNA3-IRF3 vedla ve 24 h po transfekci k cca 800x vyssi expresi
MRNA pro IRF-3 vici netransfekovanym bunkam, zatimco v pfipadé pcDNA3-Luc jen cca 100x. Ve 48
h doslo v pfipadé pcDNA3-Luc dokonce ke sniZzeni exprese IRF-3 vici netransfekovanym bunkam.
V pfipadé exprese mRNA pro IFNB bylo zvyseni vici netransfekovanym burikdm podobné u obou
plasmidid (cca 20x u pcDNA3-Luc a cca 14x u pcDNA3-IRF3). Relativni zmény exprese IRF-3 a IFNB vUdi

netransfekovanym burnkam jsou pro prehlednost uvedeny v tabulce ¢. 11.

52



pcDNA3-Luc pcDNA3-IRF3
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Obrazek €. 9: Restrikéni analyza plazmidl pcDNA3-Luc a pcDNA3-IRF3 pomoci restrikénich enzymd BamHl,
EcoRV a Hindlll na 0,8% agardozovém gelu, 1x TBE, 0,5 ul/ml EtBr. Oekavana velikost fragment(: pcDNA3-Luc —
BamHI: 5,4 kbp + 1,9 kbp; EcoRV: 6,8 kbp + 0,5 kbp. pcDNA3-IRF3 — EcoRV: 5,4 kbp + 1,3 kbp; Hindlll: 6,141 bp +
559 bp; EcoRV + Hindlll: 5,4 kbp + 741 bp + 559 bp.

Fazovy kontrast Zelend fluorescence

24 hodin po transfekci

48 hodin po transfekci

Obrazek ¢. 10: Kontrolni transfekce NIH 3T3 bunék s pEGFP-N1. Fotografovdno ve 24 a 48 h po transfekci.
Originalni zvétSeni 40x. Vlevo fazovy kontrast, vpravo zelend fluorescence. Transfekce 1 ug DNA/6pul Canfast na

jamku.
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Obrazek ¢. 11: Hladiny mRNA pro IRF-3 a IFN v transfekovanych burikach NIH 3T3 ve 24 a 48 h po transfekci.
Hodnoty normalizované na GAPDH mRNA. Vysledky z jednoho pokusu provedeného v duplikatech (n = 2). Mock
— netransfekované buriky; kontrola — c¢as 0.

h po transfekci 24 48
e pcDNA3-Luc 111,45 0,36
pcDNA3-IRF3 800,22 10,24
pcDNA3-Luc X 19,20
IFNB
pcDNA3-IRF3 X 14,18

Tabulka €. 11: Relativni zmény hladin mRNA pro IRF-3 a IFN vztazené k netransfekovanym burikam NIH 3T3 ve
24 a 48 h po transfekci. Vysledky z jednoho pokusu v duplikatech (n = 2).

5.1.6 Vliv exprese IRF-3 na indukci apoptézy v bunécnych liniich NIH 3T3 a BSC-40

V minulosti bylo ukazano, Ze zvySena exprese IRF-3 vede k apoptdze (Chattopadhyay et al.
2010). Apoptdza indukovana expresi mysiho IRF-3 byla proto zkoumana v bunécnych liniich mysiho a
opi¢iho plvodu. Mira apoptdzy byla charakterizovdna kondenzaci jaderného chromatinu v obou
western blot analyzy. V prvém pfipadé byly obé bunécné linie infikovany WR-IRF3 nebo kontrolnim
WR-Luc s M.0.1. 0,1 a 1 a ve 24 a 48 h po infekci byly bunky oznaceny fluorochromem Hoechst 33342
o koncentraci 0,02 pg/ml, jehoZ fluorescence po vazbé na dsDNA (do malého Zlabku) vizualizuje
kondenzovany heterochromatin. Vyssi mira apoptdzy byla pozorovana v mysich fibroblastech NIH
3T3 infikovanych WR-IRF3, a to zejména v pfipadé infekce s M.O.l. 1 ve 48 h.p.i. Naproti tomu v

opicich epitelidlnich burikdch BSC-40 méla infekce obé&ma viry srovnatelny efekt. Pro ilustraci jsou na
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obr. ¢. 12 prezentovany fotografie z fluorescencniho mikroskopu vidy po jednom snimku z daného
intervalu a multiplicity infekce.

Pro kvantifikaci miry apoptézy po infekci rekombinantnimi VACV pomoci western blot
analyzy byly mysi fibroblasty NIH 3T3 infikovany vyse popsanym zplsobem a ve 24 a 48 h.p.i. sklizeny
a zlyzovany v Laemmliho redukénim vzorkovém pufru. Pomoci western blot analyzy byla detekovana
Stépend PARP-1, kumulativni produkt terminalnichi kaspdz-3 a 7. Bylo detekovano Siroké spektrum
Stépenych fragmentl PARP-1. Kvantifikace byla provedena na zdkladé fragmentu o hmotnosti
priblizné 40 kDa, jelikoZ ten se podatilo fadné detekovat u obou pokust. Relativni kvantifikace byla
provedena vztaZenim detekované hladiny tohoto fragmentu k nestépené PARP-1. Tento pomér byl
vzdy vyssi v pripadé M.O.I. 1 neZ v pfipadé M.O.1. 0,1 a to u obou rekombinantnich virQ. Ve 24 h.p.i.
byl rozdil mezi viry minimalni, kdezto ve 48 h.p.i. byl patrny narlst $tépené PARP-1 u bunék

infikovanych WR-IRF3, i kdyZ se nejedna o statisticky vyznamny rozdil (p = 0,07). Viz obr. ¢. 13.
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BSC-40
24 h.p.i.

Fazovy kontrast

Mock infikované

WR-Luc M.O.I. 0,1

WR-Luc M.O.I. 1

WR-IRF3 M.0O.1. 0,1

WR-IRF3 M.O.I- 1
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NIH3T3
24 h.p.i.

Mock infikované

WR-Luc M.O.I. 0,1

WR-Luc M.O.I. 1

WR-IRF3 M.0O.1. 0,1

WR-IRF3 M.O.I- 1

Fazovy kontrast
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NIH3T3
48 h.p.i.

Mock infikované

WR-Luc M.O.I. 0,1

WR-Luc M.O.I. 1

WR-IRF3 M.0O.1. 0,1

WR-IRF3 M.O.I- 1

Fazovy kontrast
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Obrazek ¢. 12: Fotografie apoptotickych jader v bunéénych liniich BSC-40 a NIH 3T3 po infekci WR-Luc a WR-
IRF3 s M.O.I. 0,1 a 1 vintervalech 24 a 48 h.p.i. Kondenzovany jaderny heterochromatin byl vizualizovan
fluorochromem Hoechst 33342 (0,2 pug/ml) a UV fluorescenci. Vlevo fazovy kontrast, vpravo UV. Originalni
zvétSeni 150x.
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Obrazek ¢. 13: A) Detekce PARP-1 (nestépené i stépenych produktl) v bunécné linii NIH 3T3 pomoci western
blot analyzy po infekci WR-Luc a WR-IRF3 v intervalech 24 a 48 h.p.i. M.O.l. = 0,1 a 1. Proteiny byly rozdéleny
pomoci 8% SDS-PAGE a hladiny PARP-1 a B-aktinu byly charakterizovany pomoci western blot analyzy a
chemiluminiscence s pouzitim polyklonalnich protilatek proti PARP-1 a B-aktinu. Reprezentativni vysledek ze
dvou pokusl provedenych v duplikatech (n = 4 — infikované a neinfikované buriky; n = 2 — kontrola v ¢ase 0).
Mock — neinfikované buriky; kontrola — ¢as 0. B) Kvantifikace hladin 40 kDa fragmentu PARP-1 v(ci nestépené
PARP-1 z panelu A. Mock — neinfikované buriky; kontrola — ¢as 0. Chybové usecky — SEM.
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5.1.7 Charakterizace vlivu infekce rekombinantnimi viry na bunécnou linii J774.G8

Pro ovéreni exprese mysiho rekombinantniho IRF-3 v burikdch myeloidniho plvodu byla mysi
monocyto-makrofagova linie J774.G8 infikovana obéma rekombinantnimi viry s M.O.l. 1. Makrofagy
byly sklizeny 7 a 24 h po infekci a z bunék vyizolovana RNA byla pouZita pro RT-qPCR analyzu. Hladiny
IRF-3 mRNA byly v7 h.p.i. vneinfikovanych bunkach a bunkach infikovanych WR-Luc podobné,
zatimco v bunkach infikovanych WR-IRF3 byly o fad vyssi. Ve 24 h.p.i. byl rozdil v hladiné detekované
MRNA mezi neinfikovanymi a WR-Luc p(l fadu a mezi burikami infikovanymi WR-Luc a WR-IRF3 cely
fad. Viz obr. €. 14. Relativni zmény exprese mRNA pro IRF-3 vztazené k neinfikovanym bunkam jsou

pro prehlednost uvedeny v tabulce ¢. 12.
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Obrazek €. 14: ZvySeni hladin mRNA pro IRF-3 v infikovanych makrofazich J774.G8 v7 a 24 h.p.i. M.O.l. = 1.
Hodnoty normalizované na GAPDH mRNA. Vysledky z jednoho pokusu (n = 1). Mock — neinfikované buriky.
h.p.i. 7 24
WR-Luc 1,27 3,14
WR-IRF3 9,21 13,02

Tabulka €. 12: Relativni zmény v hladindch mRNA pro IRF-3 vztazené k neinfikovanym burikam J774.G8 v7 a 24
h.p.i. Vysledky z jednoho pokusu (n = 1).

V mysSich makrofdzich byla exprese rekombinantniho IRF-3 na drovni proteinu
charakterizovana rovnéz v 7 a 24 h.p.i. a M.O.l. 1. Hladiny IRF-3 byly pozorovatelné vyssi ve 24 h.p.i.
a to cca 7x vlci hladinam v 7 h.p.i. (viz obr. ¢. 15). V1 h.p.i. IRF-3 detekovan nebyl. Stejné jako

v bunécné linii NIH 3T3 se endogenni IRF-3 detekovat nepodafilo.
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Obrazek ¢. 15: A) Detekce rekombinantniho IRF-3 v bunécné linii J774.G8 pomoci western blot analyzy po
infekci WR-Luc a WR-IRF3 v intervalech 1, 7 a 24 h.p.i. M.O.l. = 1. Proteiny byly rozdéleny pomoci 12% SDS-
PAGE a hladiny IRF-3 a B-aktinu byly charakterizovany pomoci western blot analyzy a chemiluminiscence,
s pouzitim monoklonalni protilatky proti mySimu IRF-3 a polyklonalni protilatky proti B-aktinu. B) Relativni
kvantifikace hladin IRF-3 vici B-aktinu z panelu A. Mock — neinfikované buriky.

5.1.8 Vliv exprese rekombinantniho IRF-3 na produkci IL-1

V monocyto-makrofagové linii J774.G8 byly dale studovany efekty WR-IRF3 na produkci IL-18,
nebot u jiného klonu, J774.A1, je popisovana spontanni produkce tohoto cytokinu (ATCC®TIB-67™).
Pro RT-qPCR analyzu byly buriky infikovany s M.O.I. 1 a sklizeny v 7 a 24 h.p.i. V 7 h.p.i. byly hladiny
IL-1B mRNA srovnatelné u bunék infikovanych obéma viry i v neinfikovanych bunkach. Totéz platilo i
pro neinfikované buriky a WR-IRF3 ve 24 h.p.i. Avsak hladiny IL-13 mRNA u bunék infikovanych
WR-Luc byly v tomto intervalu o ¥ad nizsi v porovnani s neinfikovanymi burikami a WR-IRF3. Lze tedy
fici, Ze rekombinantni IRF-3 zabranil poklesu IL-1B zplsobeného VACV. Viz obr. €. 16. Relativni zmény
v expresi mMRNA pro IRF-3 a IL-1B vUci neinfikovanym burikdm jsou pro pfehlednost uvedeny v tabulce

¢. 13.
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Obrazek €. 16: Zména hladin mRNA pro IRF-3 a IL-1p v makrofazich J774.G8 po infekci WR-Luc a WR-IRF3
vintervalech 7 a 24 h.p.i. M.O.I. = 1. Hodnoty normalizované na GAPDH mRNA. Vysledky z jednoho pokusu (n =
1). Mock — neinfikované bunky.

h.p.i. 7 24
WR-Luc | 0,63 0,22
WR-IRF3 | 0,66 1,13

Tabulka ¢. 13: Relativni zmény hladin mRNA pro IL-1B vztaZzené k neinfikovanym bunkam J774.G8 v 7 a 24 h.p.i.
Vysledky z jednoho pokusu (n = 1).

Pro studium exprese IL-1B na Udrovni proteinu byla polovina bunék 24 h pred infekci
stimulovana pomoci LPS o koncentraci 1 pg/ml. Buriky byly infikovany WR-Luc a WR-IRF3 s M.O.l. 1 a
sklizeny 24 h.p.i. Hladiny pro-IL-1B byly dle kvantifikace v(ci aktinu vyssi u makrofagl stimulovanych
LPS neZ u nestimulovanych. Nejvyssi hladiny tohoto prekurzoru byly detekovany po 24 h stimulace
LPS, tedy u kontroly véase O pred infekci. Hladiny S$tépeného IL-18 byly u nestimulovanych
infikovanych bunék podobné u obou virli, zatimco u neinfikovanych bunék byla pozorovana mira
Stépeni vysSi. U stimulovanych bunék byla mira produkce Stépeného IL-1B podobna u bunék
neinfikovanych a infikovanych WR-IRF3. U bunék infikovanych WR-Luc byly hladiny $tépeného

produktu sniZeny, a to cca 14x oproti bunkam infikovanym WR-IRF3 (viz obr. ¢. 17).
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Obrazek ¢. 17: A) Detekce pro-IL-1B a IL-1B v bunécné linii J774.G8 pomoci western blot analyzy po stimulaci
LPS a infekci WR-Luc a WR-IRF3 ve 24 h.p.i. M.O.l. = 1. Proteiny byly rozdéleny pomoci 12% SDS-PAGE a hladiny
pro-IL-1B, IL-1B a B-aktinu byly charakterizovany pomoci western blot analyzy. Detekce B-aktinu pomoci
polyklondini protildtky a chemiluminiscence, detekce pro-IL-1B a IL-1B pomoci monoklondini protildtky a IR
fluorescence. Vysledky z jednoho pokusu v duplikatech (n = 2). Mock — neinfikované buriky; kontrola — ¢as 0. B)
Relativni kvantifikace hladin pro-IL-1B a IL-1f v(ci B-aktinu z panelu A.

Tento pokus byl tfikrat opakovan, nicméné rozdily v expresi a predevsim Stépeni IL-1B se
podafilo pozorovat jen v jednom pfipadé.

IL-1B je po proteolytické aktivaci secernovan z bunék. To mize ovlivnit jeho detekci
v bunécénych lyzatech. Proto byly z kultivanich médii ve vySe popsanych pokusech precipitovany
proteiny a ty pak pouzity pro western blot analyzu. Nicméné v téchto precipitatech se zde zvolenou

metodou IL-1B detekovat nepodafilo.

5.1.9 Produkce NO infikovanymi makrofagy
Produkce NO hraje vimunitni odpovédi proti VACV dilezitou ulohu (Karupiah et al. 1993).
Byla proto charakterizovana schopnost infikovanych makrofagli produkovat NO, a to pomoci

stanoveni koncentrace nitritd v kultivaénim médiu Griessovou metodou. Koncentrace nitritd byla
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stanovena jednak v supernatantech rGzné stimulovanych neinfikovanych bunék a jednak
v supernatantech infikovanych bunék.

Makrofagy byly v prvnim pfipadé inkubovany s LPS (1 pg/ml), IFNy (5 U/ml), 1 mM
aminoguanidinem (AG; inhibitor iNOS) a s kombinaci LPS + IFNy ¢i LPS + IFNy + AG. V tomto
usporadani byly zvysSené hladiny nitritd stanoveny pouze v supernatantu bunék stimulovanych
kombinaci LPS a IFNy, a to 28,04 uM. Inhibitor iNOS, aminoguanidin, tyto hladiny snizil na uroven
nestimulovanych vzorka, ve kterych nebyla koncentrace nitrit(i viibec detekovana.

Pfi pokusech popisovanych v predchozi kapitole byl z jamek s bufikami pfed jejich sbérem
odebran alikvot kultivacniho média, a ten nasledné pouzit pro stanoveni koncentrace nitrit(. Z téchto
tfi pokusl byl pouze vjednom detekovan mirny rozdil v produkci nitritd mezi infikovanymi a
neinfikovanymi bunikami pfedem stimulovanymi LPS. V tomto pokuse nebyly nitrity detekovany u
kontrolnich bunék vcéase 0. Ve 24 h.p.i. byla koncentrace nitritl stanovena na 4,7 uM u
neinfikovanych bunék; u bunék infikovanych WR-Luc byla koncentrace nitrit( 1,1 uM a u WR-IRF3 1,2
UM. V tomto pfipadé tedy infekce VACV snizila produkci NO, nicméné exprese rekombinantniho IRF-3
neméla zadny pozorovatelny efekt. (Popisovany pokus byl jiny nez ten, ve kterém byla detekovana

zména ve Stépeni pro-IL-1PB.)
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5.2 Pokusy na mysich

Jako model lidské atopické dermatitidy byly pouZity spontanné atopické mysi kmene Nc/Nga.

Jako kontrolni organismus byly pouZity mysi kmene Balb/c.

5.2.1 Charakteristika exprese cytokinG v klzich intradermalné infikovanych mysi Balb/c a
Nc/Nga po infekci WR-Luc a WR-IRF3

Pro charakterizaci exprese cytokinG v klzZich byli mysi samci kmene Balb/c a Nc/Nga
inokulovédni rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3. Inokulum v ddvce 7,5x10° PFU/my$ bylo do
kGzi zaskrabano pomoci akupunkturnich jehel. Neinfikovanym kontrolnim mysim byl aplikovan 1x
PBS. Mysi byly usmrceny pred inokulaci VACV a ve 2 a 4 dnech po infekci. Na Urovni mRNA byly
detekovany IFNa a IFNB, nebot hraji Ustfedni roli v primarni antivirové obrané a jejich exprese by
méla byt ovlivnéna WR-IRF3. IL-1B a TNFa hraji daleZitou roli v navozeni zanétu. Déle byly sledovany
cytokiny charakteristické pro polarizace imunitni odpovédi: IFNy a IL-12 pro Th1, IL-4 pro Th2 a IL-17A
pro Th17. Z cytokinl pfispivajicich hojeni a tlumeni imunitni odpovédi byly sledovany IL-10, TGFP1 a
TGFB3. Exprese obou zminovanych izoforem TGFB by méla byt podstatnd pro hojeni ran v k{zi
(TGFB1 by mél byt produkovan imunitnimi burikami po stimulaci a TGFB3 koznimi burikami) (Schmid
et al. 1993). Dale byly detekovany IFNy-inducibilni AIM2 a iNOS.

Hladiny mRNA pro pozorované cytokiny, AIM2 a iNOS byly stanoveny u obou mysich kmen( i
v Case 0. Vtomto bodé byly hladiny detekované mRNA srovnatelné u obou mysich kmeni a to ve
viech pfipadech.

Hladiny mRNA vsech pozorovanych cytokind, AIM2 a iNOS byly ovlivnény expresi
rekombinantniho IRF-3. Tento vliv se vsak mezi obéma mysimi kmeny lisil. V k(Zi mysi kmene Nc/Nga
byla hladina mRNA pro vétsinu pozorovanych produktd (kromé IL-12 a ¢astecné TNFa) po infekci
WR-Luc vyrazné zvySena oproti neinfikovanym vzorkim a WR-IRF3 tyto hladiny vétSinou sniZoval,
pfipadné priblizoval k hladindm mRNA v neinfikovanych vzorcich. Tyto efekty byly vyraznéjsi ve 4. dni
po infekci.

U neinfikovanych vzork( s aplikaci PBS bylo pozorovano setrvalé zvyseni hladin mRNA pro
IFNa, IFNB, IFNy, IL-12 a IL-17A, zatimco narlst hladin do 2. dne po infekci a nasledna stagnace ci
pokles do 4. dne u iNOS, IL-1B, AIM2,TNFa, IL-4, IL-10 a TGFB1. Hladiny mRNA pro TGFB3 se
v podstaté nemeénily. Nejvétsi rozdil v hladindch mRNA po infekci jednotlivymi viry byl pozorovan u
IFNy, jehoz hladiny byly po infekci WR-Luc v porovnani s WR-IRF3 pfriblizné 20x vyssi, a u IL-4, kde
byly vyssi cca 14x. Na urovni mRNA tedy doslo ke zvyseni exprese cytokin( klicovych pro Thl i Th2
polarizaci imunitni odpovédi. Mirné zvysené hladiny mRNA byly pfi infekci WR-IRF3 oproti WR-Luc
pozorovany ve 2. den po infekci u IFNa a IFNB a ve 4. den po infekci u TGFB3. Jediny cytokin, jehoz
hladiny mRNA byly u mysi Nc/Nga vyrazné zvyseny po infekci WR-IRF3 v obou intervalech, byl IL-12.
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Jde téZ o jediny z testovanych cytokin(, jehoZ hladiny byly po infekci WR-IRF3 zvySeny v obou dnech
u obou mysich kmenU. V souhrnu exprese IRF-3 sniZovala hladiny mRNA pro IFNy, iNOS, IL-1fB,
AIM2,TNFa, IL-17A, IL-4, IL-10 a TGFB1, respektive je pfibliZovala hladindm naméfenym u
neinfikovanych mysi.

U mysi Balb/c byl efekt exprese rekombinantniho IRF-3 rlznorodéjsi nez u Nc/Nga. U
neinfikovanych vzorkd bylo vétSinou pozorovano zvyseni hladin mRNA pro jednotlivé cytokiny a
faktory ve 2. den po infekci a nasledna stagnace ¢i pokles do 4. dne. Infekce WR-Luc vedla ve
srovnani s neinfikovanymi vzorky kdze ke zvySeni hladin mRNA pro IFNa, IFNy, IL-4 a naopak ke
sniZzeni u iNOS, TNFa, IL-12, IL-17A, TGFB1, TGFB3.

Infekce WR-IRF3 vedla v porovnani s WR-Luc k nizsim hladindm mRNA ve 2. den po infekci a
nasledné k jejich zvyseni ve 4. den po infekci u mRNA pro IFNa, IFNy, AIM2, IL-4, IL-10 a TGFB 1.
Hladiny mRNA pro IL-1B, IL-12, IL-17A byly 2. den po infekci srovnatelné u obou virQ, avsak 4. den
doslo ke zvysSeni u infekce WR-IRF3 oproti WR-Luc. WR-IRF3 v porovnani s WR-Luc ddle v obou
pozorovanych intervalech zvySoval hladiny mRNA pro IFNB, TNFa a mirné pro iNOS. Jediny
z pozorovanych cytokin(, jehoz exprese byla u Balb/c sniZzena po infekci WR-IRF3 v obou intervalech
byl TGFB3.

Vysledky jsou znazornéné na nasledujicich grafech (obr. ¢. 18). Tabulky s relativnimi zménami
detekovanych hladin v poméru jednak k neinfikovanym burikdm a jednak k hodnotam namérenych

v Case 0 jsou vZdy uvedeny pod prislusnym grafem.
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Dny po infekci

3,17

Nc/Nga Balb/c
IFN alfa IFN alfa
1071+ 10+
— Mock
) — WR-Luc
S 1024 S 1024
= ke — WR-IRF3
o I
& ind & nd
< 10734 < 107+
2 £
Z :
E 104 £ 107
105 T T T 1 10 T T 1
0 1 2 3 4 1] 1 2 4

: 5MSD | 9,32605 | oM | G
mock | 176604 2,78 mock | 1,22603 5,58 mock | 220604 | 248 mock | 327604 | 143
S | wrluc | 281603 Wa-luc | 1,946-02 1,64 | Wr-uc | 1.806-03 | wruc | 388606 | 206
~ [ wrirrs | 494603 WR-RFS | 101E-02 163 WR-IRF3 | 4.47E-04 WR-IRFS | 104603 | 233

Relativni zména hladin vii&i TO

Relativni zména hladin vii
neinfikovanym mysim

Relativni zména hladin vii&i TO

Relativni zména hladin vi&i
neinfikovanym mySim

2 4 2 a
mock 10,48 72,75 2 4 mock 2,36 3,51 2 4
WR-Luc 167,69 1156,87 WR-Luc 16,00 15,90 WR-Luc 19,28 4,16 WR-Luc 8,19 1,19
WR-IRF3 [ 20434 602,19 WR-IRF3 28,13 8,28 WR-IRF3 4,80 11,21 | wr-irea 2,04 3,19
Nc/Nga Balb/c
IFN beta IFN beta
102+ 1072
— Mock
_ — WR-Luc
o @
(] © — WR-IRF3
= 1034 ;. 10-3_
g :
4 &
] 9
~ S~
< 404 2 104
Z 10" Z 101
E E
10 T T T 1 10°% T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Dny po infekei

7,70E-05

Dny po infekci

9,21E-05

mock 1,05E-04 1,96 mock 2,47E-04 2,83 mock 5,50E-04 2,43 mock 1,77E-04 1,22
WR-Luc 1,00E-03 2,74 5 WR-Luc 5,19E-03 1,20 3,87E-04 ‘WR-Luc 2,67E-04 161
WR-IRF3 1,52€-03 ) | WR-IRF3 2,21E-03 1,23 9,15E-04 WR-IRF3 | 9,55E-04 1,88

Relativni zména hiadin viéi TO

Relativni zména hladin viiéi
neinfikovanym mySim

Relativni zména hiadin vigi TO

neinfikovanym mysi

Relativni zména hladin viiéi
i

oo T s ] :
mock 1,36 3,21 2 4 mock 5,98 193 2 4
WR-Luc 13,02 67,49 WR-Luc 9,55 21,03 WR-Luc 4,20 2,90 WR-Luc 0,70 1,51
WR-IRF3 19,76 28,68 I 'WR-IRF3 14,49 8,94 WR-IRF3 9,93 10,37 WR-IRF3 1,66 5,38
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MRNA/GAPDH [log]

MRNA/GAPDH [log]

Nc/Nga

mRNA/GAPDH [log]

IFN gama
101+
10-2 =
1073
1044
10 T T T 1
0 1 2 3 4

Dny po infekci

5,87E-05

3,80E-04

Balb/c
IFN gama
101+
—  Mock
. — WR-Luc
1 — WR-IRF3
10-3-
104-
103 T T 1
0 1 2 4

4,57E-05

2,06E-04 mock 2,54 3,42E-04
WR-Luc 8,33E-04 WR-Luc 2,23E-02 1,25 1,41E-03 WR-Luc 2,23E-03 5,70
WR-IRF3 8,29E-04 WR-IRF3 1,11E-03 1,40 6,06E-04 WR-IRF3 | 2,43E-02 4,34

Relativni zména hladin vaé Relativni zména hladin vaci
Relativni zména hladin vici TO = Etl.Vl'I! zmena' b adl{‘, e Relativni zména hladin viiéi TO & atl‘an zmen? N adl,n, wael
neinfikovanym mysim neinfikovanym my3im
2 4 2 4
mock 3,50 6,47 2 4 mock 7,48 3,98 2 4
WR-Luc 14,19 380,36 WR-Luc 4,05 58,79 WR-Luc 30,86 48,73 WR-Luc 4,13 12,24
'WR-IRF3 14,11 18,89 WR-IRF3 4,03 2,92 WR-IRF3 13,26 532,47 WR-IRF3 1,77 133,76
Nc/Nga Balb/c
iNOS iNOS
102+ 102
— Mock
_ — WR-Luc
[=2]
e — WR-IRF3
e
&
103+ < 103
(U]
=
<<
=z
o«
E
10 T T T 1 104 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 4

Dny po infekci

2,866-04

Dny po infekci

-

2,52E-04

5,69E-04 mock 1,59€-04 4,32E-03 mock 1,86E-03 1,18
WR-Luc 1,78E-03 WR-Luc 8,88E-03 1,19 'WR-Luc 7,11E-04 WR-Luc 2,90E-03 2,01
WR-IRF3 1,37E-03 WR-IRF3 3,75E-03 1,13 WR-IRF3 | 8,05E-04 WR-IRF3 | 4,75E-03 5,01

Relativni zména hladin vi&i TO

Relativni zména hladin viéi
neinfikovanym my3im

Relativni zména hladin viéi TO

Relativni zména hladin viéi
neinfikovanym mySim

T ———
mock 1,99 0,55 2 4 mock 17,17 7,39 2 4

‘WR-Luc 6,22 31,02 WR-Luc 3,13 56,01 WR-Luc 2,83 11,54 WR-Luc 0,16 1,56

WR-IRF3 4,79 13,09 WR-IRF3 2,41 23,64 WR-IRF3 3,20 18,88 'WR-IRF3 0,19 2,55

69




Nc/Nga Balb/c
AlM2 AlM2
101+ 101+
— Mock
_ . — WR-Luc
g g — WR-IRF3
:
% 102+ & 102
2 2
S E
o o
£ E
103 T T T 1 10 T T 1
0 1 2 3 4 0 L 2 3 a4

Dny po infekci

Dny po infekci

1,91E-03 GM : GM SC 3,99E-03 G ¢
mock 9,40E-03 1,96 mock 6,96€-03 2,87 mock | 4,21E-02 1,25 mock 1,236-02 1,29

9,55E-03 | wrlue | 729602 1,53 | wr-tuc | 412602 2,53 WR-Luc | 1,18¢6-02 1,24

6,61E-03 WR-IRF3 | 3,016-02 1,24 | wrires | 18302 1,55 WR-IRF3 | 2,49€-02 1,69

e S Relativni zména hladin viiéi P—— P Relativni zména hladin vigi
Relativni zména hladin vici TO 2 3 o Relativni zména hladin va&i TO B . 0
neinfikovanym mysim neinfikovanym mySim
2 4 2 4
mock 4,92 3,64 2 4 mock 10,53 3,08 2 4
WR-Luc 5,00 38,19 WR-Luc 1,02 10,48 WR-Luc 10,32 2,96 WR-Luc 0,98 0,96
WR-IRF3 3,46 15,75 I 'WR-IRF3 0,70 4,32 WR-IRF3 4,59 6,25 I WR-IRF3 0,44 2,03
Nc/Nga Balb/c
IL-1 beta IL-1 beta
10°4 10°+
—  Mock

— — — WR-Luc
o [=2]
8 8 — WR-IRF3
= 101+ = 104
sy I
o (=]
o o
<C <
o (&
< <
= 2] = -2
Z 10 = 10-%4
= E

103 T T T 1 103 T T T 1

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

7,39E-03

Dny po infekci

Dny po infekci

6,18E-03

mock 6,26E-02 6,02 mock 1,08E-02 1,11 4,10E-01 mock 2,65E-01 2,29
WR-Luc 5,26E-02 WR-Luc 2,10€-01 1,15 5,20E-01 WR-Luc 1,79E-01 1,27
WR-IRF3 3,89E-02 WR-IRF3 6,40E-02 1,14 5,11E-01 WR-IRF3 | 8,00E-01 1,87

Relativni zména hladin vi&i TO

Relativni zména hladin viéi
neinfikovanym my3sim

Relativni

zména hladin viici T0

Relativni zména hladin viéi
neinfikovanym my3im

mock 8,47 1,46 2 4 mock 66,35 42,81 2 4
‘WR-Luc 7,12 28,40 ‘WR-Luc 0,84 19,43 WR-Luc 84,10 28,92 WR-Luc 127 0,68
WR-IRF3 5,27 8,65 'WR-IRF3 0,62 5,92 ‘WR-IRF3 82,62 129,39 I WR-IRF3 1,25 3,02
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Nc/Nga Balb/c
TNF alfa TNF alfa
101+ 1014
— Mock
s . = WR-Luc
2 g — WR-IRF3
:
% 1024 % 1024
& <
< <
= =
o o
1S =
103 T T T 1 103 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Dny po infekci

d E 1,866-03 1,42 L | *z6Ms
1,206-02 4,06E-03 1,16 mock | 7,356-02 4,61 mock | 3,05E-02 2,57
9,36€-03 4,62E-02 1,18 WR-Luc | 3,12€-02 542 WR-luc | 1,536-02 161
6,486-03 2,50€-02 124 WR-IRF3 | 5,156-02 WR-IRF3 | 5,626-02 1,79

B — i Relativni zména hladin vaci Ry i Relativni zména hladin vigi
Relativni zména hladin vigi TO s . = Relativni zména hladin vaci TO R 2 o
neinfikovanym mySim neinfikovanym myZim
2 4 2 4
mock 5,41 1,70 z 4 mock 39,47 16,37 2 4
WR-Luc 3,92 19,32 WR-Luc 0,72 11,37 WR-Luc 16,76 8,21 WR-Luc 0,42 0,50
'WR-IRF3 2,71 10,48 WR-IRF3 0,50 6,17 WR-IRF3 27,64 30,19 WR-IRF3 0,70 1,84
Nc/Nga Balb/c
IL-12 IL-12
10°21 102+
— Mock
. — WR-Luc
F g WR-IRF3
= 10-3- = 10-!_
r X
[a] [a]
o o
<C <C
-4 ) = -4
Z 10 Z 10
E E
105 T T T 1 105 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Dny po infekci Dny po infekeci

5,96E-04 1,78E-04 I

7,15E-04 mock 1,37E-03 1,50 1,25E-03 1,89E-03 1,52

7,82E-04 WR-Luc 5,70E-04 1,95 WR-Luc 6,22E-04 WR-Luc 3,65E-05 1,95
WR-IRF3 2,02E-03 WR-IRF3 4,12E-03 1,94 | wr-1rF3 7,88E-04 WR-IRF3 | 7,58E-04 3,78

Relativni zména hladin viéi
neinfikovanym mySim

Relativni zména hladin viéi

Relativni zména hladin viigi TO =5 - r
neinfikovanym my3im

Relativni zména hladin viigi TO

T

2 4
mock 1,20 2,29 2 4 mock 7,01 10,64 2 4
WR-Luc 131 0,96 WR-Luc 1,09 0,42 WR-Luc 3,50 0,21 WR-Luc 0,50 0,02
WR-IRF3 3,40 6,91 I WR-IRF3 2,83 3,02 WR-IRF3 4,44 4,26 WR-IRF3 I 0,63 0,40
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Nc/Nga Balb/c
IL-17A IL-17A
103+ 10731
— Mock

_ — WR-Luc
g g WR-IRF3
= 10 = 104 e
T T
o =)
[a [-%
< <
= &
< <<

-5 -5
Z 10 Z 10
E £

10 T T T 1 10° T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Dny po infekei Dny po infekei
7,61E-06 5,0BE-06 2,83
1,83E-05 1,64E-05 2,07 mock 3,39E-05 1,97 mock 1,43E-05 4,30
WR-Luc 4,96E-05 WR-Luc 2,35E-04 1,80 WR-Luc 4,06E-05 3,93 WR-Luc 5,00E-06 3,48
'WR-IRF3 4,91E-05 WR-IRF3 8,91E-05 1,61 WR-IRF3 | 4,24E-05 8,17 WR-IRF3 8,38E-05 2,87

- P Relativni zména hladin vici I .- Relativni zména hladin vici
Relativni zména hladin vici TO i z ) Relativni zména hladin vici TO - . e
neinfikovanym mysim neinfikovanym mySim
2 4 2 4 2 4
mock 2,40 2,16 2 4 mock 6,67 2,81 1,20 0,35
‘WR-Luc 6,52 30,82 WR-Luc 2,71 14,30 WR-Luc 8,00 0,98 WR-IRF3 1,25 5,86
WR-IRF3 6,45 11,71 I WR-IRF3 2,49 5,43 WR-IRF3 8,34 16,49 I WR-Luc 1,20 0,35
Nc/Nga Balb/c
IL-4 IL-4
1021 1021
— Mock
. 107 . 10734 — WR-Luc
o o
o =) = WR-IRF3
-4 b= -4
5 10 Z 10
o o
< <
3 / g 5
T 10754 = 107
=z =
£ £
106+ 1064
107 T T T 1 107 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4

Dny po infekci

3,77E-07

Dny po infekci

G +GMSD | 3,09€-07 | :
mock 1,15€-05 mack 1,25E-05 1,77 1,27€-05 mock | 7,11E-06 2,49
WR-Luc | 2,13E05 WR-luc | 1,226-08 1,61 1,38E-06 WR-luc | 1,07€-03 1,99
WR-IRF3 | 1,156-05 WR-IRF3 | 8,81E-05 3,51 1,926-06 | wr-iRFs | 303603 2,53

Relativni zména hladin vigi

Relativni zména hladin vagi TO Wi A i
neinfikovanym my3im

e ————

Relativni zména hladin viti

Relativni zména hladin viéi TO Y s ot
neinfikovanym mysim

[Feel s

mock 30,58 33,24 2! 4 mock 41,02 23,01 2 4
WR-Luc 56,63 3237,68 WR-Luc 1,85 97,41 WR-Luc 4,47 3472,88 WR-Luc 0,34 150,92
WR-IRF3 30,62 233,96 WR-IRF3 1,00 7,04 WR-IRF3 6,21 9810,77 WR-IRF3 0,15 426,34
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Nc/Nga Balb/c

IL-10 IL-10
101+ 101+
— Mock

_ . — WR-Luc
[ (=)
2 1072 S 102 — WR-IRF3
i o P
o o
o o
< <
£ <
2 10%4 2 1071
E E

10 T T T 1 104 T T T 1

0 1 2 3 4 o0 1 2 3 4
Dny po infekei Dny po infekeci

6,16E-04 2,06E-04 |
1,50E-03 mock 8,65E-04 1,38 1,86E-03 1,01E-03 1,21
2,87E-03 WR-Luc 1,40E-02 2,03 = 1,71E-03 1,46E-03 1,36
WR-IRF3 3,38E-03 WR-IRF3 4,86E-03 141 | WR-IRF3 1,06E-03 2,10E-03 181
Relativni zména hladin vi&i Relativni zména hladin vi
Relativni zména hladin viéi TO t, g ane = = c Relativni zména hladin viéi TO = T & a :
neinfikovanym my3im neinfikovanym my3im
2 4 2 4
2,43 141 2 4 9,02 491 2 4
WR-Luc 4,65 22,66 WR-Luc 191 16,12 WR-Luc 8,29 7,08 WR-Luc 0,92 1,44
WR-IRF3 5,49 7.89 WR-IRF3 2,25 5,61 'WR-IRF3 5,16 10,19 I WR-IRF3 0,57 2,08
Nc/Nga Balb/c
TGF beta 1 TGF beta 1
10°+ 10“'
——  Mock
— WR-Luc
o (=]
2 S — WR-IRF3
I T
2 s
< 1074 S 1014
o 0
= =
< <
= =
= o
E {3
102 T T T 1 102 T T T 1
0 1 2 3 4 1] 1 2 3 4
Dny po infekci Dny po infekci

4,77€-02 1,35 | M | 4,22E-02 1,49

mock 1,20€E-01 193 mock 1,21E-01 3,73 mock 2,36E-01 1,37 8,44E-02 3,93
3,31E-01 1,58 WR-Luc 6,28E-01 1,06 WR-Luc 1,25€-01 5,30 | WR-Luc 6,23E-02 1,30
1,88E-01 3,42 | WR-IRF3 3,10E-01 1,27 'WR-IRF3 | 8,06E-02 1,52 WR-IRF3 9,92E-02 2,10

Relativni zména hladin viEi TO Relati_vn_i zména' hladi'n' whe Relativni zména hladin viEi TO Reiati'vn_i zména‘ hladin- viiEi

neinfikovanym my&im neinfikovanym mygim
2 4 2 4

mock 2,52 2,53 2 4 mock 5,61 2,00 2 4
WR-Luc 6,93 13,15 WR-Luc 2,75 5,21 WR-Luc 2,97 1,48 WR-Luc 0,53 0,74
'WR-IRF3 3,95 5,49 l WR-IRF3 1,56 2,57 WR-IRF3 191 2,35 WR-IRF3 0,34 1,18
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Nc/Nga Balb/c

TGF beta 3 TGF beta 3
101+ 1014
— Mock
— — — WR-Luc
=3} ()]
=) = — WR-IRF3
T T
e g
< 1024 % 1024
w o
= ~
< <
= =
e =
E E
103 T T T 1 103 T T T 1
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Dny po infekci Dny po infekci
GM *+GM SD GM *+GM SD
T0 2,08€-02 1,74 GM *+GM SD T0 1,11E-02 2,25 GM *: GM SD
&4 mock 2,68E-02 4,50 o mock 3,33E-02 3,50 ~ mock 4,15E-02 141 = mock 3,21E-02 177
= WR-Luc 7,82E-02 1,85 - WR-Luc 4,69E-02 2,12 = WR-Luc 2,01E-02 7,84 = WR-Luc 1,01E-02 1,24
o a o a
WR-IRF3 4,97E-02 3,05 WR-IRF3 8,50E-02 1,27 WR-IRF3 8,29E-03 1,52 WR-IRF3 7,81E-03 133
LIS mp Relativni zména hladin viéi L . — Relativni zména hladin vici
Relativni zména hladin vici TO 7 2 Relativni zména hladin vici TO i
neinfikovanym mysim neinfikovanym mysim
dop.i. 2 4 dp.i. 2 4
mock 1,29 1,60 d.pi. 2 4 mock 3,74 2,89 d.pi. 2 4
WR-Luc 3,76 2,26 WR-Luc 2,92 1,41 WR-Luc 1,81 0,92 WR-Luc 0,48 0,32
WR-IRF3 2,39 4,09 WR-IRF3 1,85 2,56 WR-IRF3 0,75 0,70 WR-IRF3 0,20 0,24

Obrazek €. 18: Exprese cytokin( a dalsich faktor( na urovni mRNA v kizi mysich kmen( Nc/Nga a Balb/c v ¢ase
0 a ve 2 a 4 dnech po intradermalni inokulaci rekombinantnich virQ. Infekéni davka 7,5x10° PFU/my3. Hodnoty
byly normalizovany na GAPDH mRNA. Standardni odchylky pro geometrické pridméry u jednotlivych hodnot a
relativni zmény vztazené k ¢asu 0 a k neinfikovanym mysim jsou uvedeny v tabulkdch pod grafy. Vysledky
z jednoho pokusu provadéného v triplikatech (n = 3). Mock — neinfikované mysi (aplikace PBS); d.p.i. — den po
infekci; GM — geometricky primér.

5.2.2 Stanoveni titru viru v kiiZich Balb/c a Nc/Nga po inokulaci WR-Luc a WR-IRF3

Kvalita i intenzita imunitni odpovédi je mimo jiné ovliviiovana vysi virového inokula a jeho
replikaci v infikované tkani. Naopak imunitni mechanismy ovliviiuji rist viru a jeho Siteni. Rlst VACV
byl stanovovan u mysi Balb/c a Nc/Nga, které byly intradermalné inokulovany rekombinantnimi viry
WR-Luc a WR-IRF3 v ddvce 10* PFU/mys3. V kaidém pozorovaném intervalu byly usmrceny tfi mysi a
v jejich klzich byl stanoven titr viru. Z téchto pokust je patrné, Ze rlst viru v kdzich infikovanych mysi
byl ovlivnén expresi rekombinantniho IRF-3. Tento efekt byl u obou mysich kmen( srovnatelny a
obdobny jako v tkanovych kulturach mysich fibroblastll NIH 3T3. U obou kmen0 byl titr WR-IRF3
mirné vyssi nez u WR-Luc po celou dobu pozorovani kromé 9. dne po infekci, kdy titr WR-IRF3 klesal
k nule, zatimco titr WR-Luc z{staval srovnatelny se stavem v 7. dni po infekci. Viz obr. ¢. 19.

Stanoveni titru charakterizuje jen mnozZstvi infekce schopnych viriond. Na imunitni odpovéd
ale mGze mit vliv i mnozstvi neinfekénich virovych castic pritomnych v inokulu. Replikaci viru je
mozno charakterizovat pomoci DNA replikujiciho se viru i ve fazi, kdy jeSté nejsou sestavené nové
infek¢ni viriony (vSe byva v nadbytku). Byl tedy proveden pokus, kdy byly odebrany vzorky kGzi i.d.

inokulovanych samic Nc/Nga po inokulaci WR-Luc nebo WR-IRF3, byla z nich vyizolovdna DNA, a ta
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pouzita pro gPCR analyzu. Shodné s titraci kvantifikace VACV DNA ukazala vyssi hladiny v ptipadé
inokulace WR-IRF3 neZ v pfipadé WR-Luc. Nicméné tato metoda je zdlouhava a citlivd na kontaminaci
neinfikovanych vzorkl (hladina VACV DNA byla detekovana i v neinfikovanych vzorcich) a proto od ni

bylo upusténo.

Nc¢/Nga Balb/c

10+ 10%+

105 105 — WR-Luc

107 107 — WR-IRF3
E 106_ Tﬂ loﬁ_
o < i) 108
= 07— = -
£ o E 5
> 10 = 10
& 10°H & 10°-

102 107+

101+ 101+

10° T T T T | 10° T T T T \

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Dny po infekci Dny po infekci

Obrazek €. 19: Stanoveni titru virG WR-Luc a WR-IRF3 v kGiZich Nc/Nga a Balb/c mysi po intradermalni inokulaci
vintervalech od 1 do 9 dn( po infekci. Infekéni davka 10* PFU/mys. Vysledky z jednoho pokusu provadéného v
triplikatech (n=3). Chybové tsecky — SEM.

5.2.3 Detekce cytokint ve slezinach intranasalné infikovanych mysi na irovni mRNA

Slezina je duleZitym sekundarnim lymfatickym organem, kde se odehrdva rada klicovych
procesll podstatnych pro navozeni adaptivni imunitni odpovédi. Proto byly nize uvedené cytokiny
detekovany na Urovni mRNA a pozdéji i proteinu i ve slezinach i.n. infikovanych mysi.

Pro urceni vhodného intervalu pro odbér slezin po intranasalni infekci VACV bylo v prvé fazi
infikovano 10 Balb/c mysi rekombinantnim virem WR-IRF3. Inokulum o objemu 10 pl a infekéni davce
4,37x10° PFU/mys$ bylo my$im vpraveno pipetou do jedné nozdry. Mysi byly nasledné usmrceny
v intervalech 0, 1, 3, 5 a 8 dni po infekci (vZdy po dvou jedincich). Ze slezin odebranych témto mysim
byla izolovana RNA pro RT-qPCR analyzu. Byla stanovena hladina mRNA pro cytokin IL-1B a jeho
exprese byla normalizovana na GAPDH. Na zakladé téchto vysledkd byl k dalsim pokusiim vybran den
3 po infekci.

Pro samotny pokus byly Balb/c a Nc/Nga mysi infikovany rekombinantnimi WR-Luc a WR-IRF3
vyse popsanych zplUsobem a usmrceny 3. den po infekci. Exprese IL-1B ve sleziné byla
charakterizovana na urovni mRNA pomoci RT-gPCR.

U obou mysich kmen( byla pozorovéana vyssi exprese IL-1B v pfipadé infekce WR-IRF3.

V obou mysich kmenech bylo toto zvyseni srovnatelné. Viz obr. ¢. 20. U obou mysich kmen( téz doslo
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k poklesu detekovanych hladin mRNA pro IL-18 po infekci obéma viry v porovnani s hladinami

namérenymi u neinfikovanych mysi (viz. tabulka ¢. 14).

IL-1 beta
100_
Nc/Nga
- Balb/c
3
I
(]
3 101
)
~
<T
=
o
£
107

kontrola mock WR-Luc WR-IRF3

Obrazek €. 20: Hladiny mRNA pro IL-1B normalizované na GAPDH mRNA ve slezinach mysi Balb/c a Nc/Nga po
intranasalni infekci WR-Luc a WR-IRF v intervalu 3 dny po infekci. Infekéni davka 4,37x10° PFU/mys. Vysledky z
jednoho pokusu provedeného v triplikatech (n = 3). Mock — neinfikované mysi (aplikace PBS); kontrola — cas 0.
Chybové Usecky — standardni odchylka pro geometricky priimér.

Nc/Nga Balb/c
WR-Luc 0,37 0,51
WR-IRF3 0,64 0,76

v

Tabulka ¢. 14: Relativni zmény v hladinach mRNA pro IL-1B8 ve slezinach intranasdlné infikovanych mysi
vztazené k neinfikovanym mysim ve 3 d.p.i. Vysledky z jednoho pokusu provedeného v triplikatech (n = 3).

5.2.4 Detekce cytokinli v supernatantech splenocytli intranasalné infikovanych mysi na Grovni
proteint

Pro detekci cytokin( ve slezinach byly samice mysi Balb/c a Nc/Nga intranasalné infikovany
rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3 v ddvce 10° PFU/mys. Treti den po infekci byly tyto mysi
usmrceny a byly jim odebrany sleziny, z nichZ byly pfipraveny suspenze splenocytd v 10% FBS-RPMI o
koncentraci 10x10° bunék/ml. Splenocyty byly inkubovény 24 h a nasledné odebrany supernatanty
pro analyzu produkovanych cytokinli. Koncentrace jednotlivych cytokinli byly stanoveny pomoci
Th1/Th2/Th17 CBA kitu. V analyzovanych vzorcich stanovena koncentrace sedmi cytokind — IL-2,
IFNy, TNFa, IL-10, IL-4, IL-17A a IL-6.

Namérené hodnoty byly u cytokinl IFNy, IL-2, IL-4 a ¢astecné IL-17A na hranici citlivosti eseje,
a tudiZ obtizné hodnotitelné. Celkové vyssi hodnoty byly nalezeny pro TNF, IL-10 a IL-6.

V supernatantu splenocytd mysi obou kmen( byly vdisledku i.n. infekce obéma

rekombinantnimi viry hladiny TNF nékolikrat snizeny oproti neinfikované kontrole, které bylo
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aplikovdno pouze 1x PBS. Hladiny IL-10 se zdaji byt mirné zvyseny v pfipadé obou rekombinantnich
virll u Balb/c a naopak snizeny u Nc/Nga. Hladiny IL-6 se zdaji byt ponékud sniZzeny infekci WR-Luc u
Balb/c a infekci WR-IRF3 u Nc/Nga. IL-17A se zda byt zvySen v supernatantu slezin mysi infikovanych
obéma viry, a to u obou kmenu. Nicméné toto zvyseni je vyssi v pfipadé WR-IRF3. Viz obr. ¢. 21.

Tyto vysledky je vSak tfeba povaZzovat za pouze orientacni a pokus bude tfeba zopakovat.

Nc/Nga Balb/c
8 8
1 mock
_ [ WR-Luc
e & 0 WR-IRF3
4 4
2+ 2- ‘
Jlme Oul Ollm O A0 ol num nl
TNF IL-10 IL-6 IL-17A TNF IL-10 IL-6 IL-17A

Obrézek ¢. 14: Zmény hladin TNF, IL-10, IL-6 a IL-17A v supernatantu splenocytd mysi Balb/c a Nc/Nga po
intranasalni infekci WR-Luc a WR-IRF v intervalu 3 dny po infekci. Infekéni ddvka10® PFU/mys. Relativni zmény
hladin jednotlivych cytokind u infikovanych mysi vci neinfikovanym mysim detekované pomoci CBA kitu. Mock
— neinfikované mysi (aplikace PBS). Vysledky z jednoho pokusu (n = 3 - infikované mysi Balb/c a WR-IRF3 u
Nc/Nga; n = 2 — neinfikované mysi u obou kmentd a WR-Luc u Nc/Nga).

5.2.5 Protektivni pokusy

Pro posouzeni efektu WR-IRF3 na navozeni protektivni imunity proti letalni infekci wt-WR
byly mysi Balb/c a Nc/Nga imunizovany rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3, a to 24 dni pred
letalni infekci. Tato inokulace byla provadéna jak intradermalné (i.d.), tak intranasalné (i.n.). Po i.n.
aplikaci letalni davky wt-WR byly mysi denné pozorovany a vazeny. Pokud nedoslo k umrti v disledku
infekce, byly tyto mysi mezi 12. a 15. dnem po infekci wt-WR usmrceny.

Mysi byly imunizovany rznymi davkami obou vird - navozeni protektivni imunity bylo zavislé
na imunizaéni davce viru a na zplsobu imunizace. V pfipadé Nc/Nga mysi bylo téZ patrné, Ze u i.d.
imunizace ovliviiuje navozeni protektivni imunity i pohlavi mysi (u samc( dochazi k rozvoji ekzému),
zatimco u Balb/c tento efekt pozorovan nebyl. V pfipadé i.d. imunizace davkou 10* PFU/mys byla
navozena lepsi protektivni imunita pfi imunizaci pomoci WR-IRF3 u obou kmen(, jak je patrné jednak
z vahovych uabytk( u infikovanych mysi (obr. ¢. 22 — A) a jednak ze skutecnosti, Ze v pfipadé i.d.
imunizace pomoci WR-IRF3 Zadnd mys po letalni infekci nezemrela. V ptipadé i.d. imunizace pomoci
WR-Luc z deviti letalné infikovanych mysi ve skupiné zemrela jedna u mysi Nc/Nga a dvé u Balb/c

(obr. & 22 — B). Pfi i.n. imunizaci stejnou imunizaéni davkou (10* PFU/mys3) byl pozorovan efekt na
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Ubytek vahy mysi po letalni infekci spiSe opacény (obr. ¢. 23 — A). U Nc/Nga nedoslo k Zzddnému umrti,
ale od 7. dne po infekci ubyvaly mysi imunizované WR-IRF3 vice na vaze neZz mysi imunizované
WR-Luc. U mysi Balb/c byl tento efekt jesté vyraznéjsi. Mysi imunizované WR-Luc byly od zacatku

v lepsi kondici a z osmi zemfela jedna, zatimco u mysi imunizovanych WR-IRF3 to byly tfi z osmi (obr.

& 23-B).
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Obrézek ¢. 22: A) Vdhové Ubytky a B) umrtnost samic mySi Nc/Nga a Balb/c po letélni infekci wt-WR po
ptedchozi i.d. imunizaci WR-Luc a WR-IRF3. Imunizaéni ddvka 10* PFU/mys. (Balb/c: n = 9; Nc/Nga: n = 9). Panel

A, chybové tUsecky — SEM.

Dny po infekci wt-WR
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Obrazek ¢. 23: A) Vahové uUbytky a B) Umrtnost samic mysi Nc/Nga a Balb/c po letdlni infekci wt-WR po
ptedchozi intranasalni imunizaci viry WR-Luc a WR-IRF3. Imunizaéni davka 10* PFU/mys. (Balb/c: n = 8; Nc/Nga:

n =4). Panel A, chybové Gsecky — SEM.

PfestozZe vySe popsané pokusy by mohly vést k zdvéru, Ze po intranasalni imunizaci dochazi

zejména u Balb/c k lepsimu navozeni protektivni imunity pomoci WR-Luc, pokusy s nizsi imunizacni

dévkou naznacuji opak. KdyZ byly oba kmeny mys$i imunizovany intranasalné davkou 10® PFU/mys,

mysi obou kmen( ubyvaly na vaze vice v pfipadé imunizace pomoci WR-Luc neZ v ptipadé WR-IRF3

(obr. €. 24 — A). RovnéZ umrtnost byla vyssi v pfipadé imunizace pomoci WR-Luc, a to opét u obou

mysich kmena (obr. ¢. 24 — B).
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Obrazek ¢. 24: A) Vahové Ubytky a B) umrtnost samic mysi Nc/Nga a Balb/c po letdlni infekci wt-WR po
ptedchozi intranasalni imunizaci pomoci WR-Luc potazmo WR-IRF3. Imunizaéni davka 103 PFU/mys.
(Nc/Nga: n = 6; Balb/c: n = 8). Panel A - chybové Gsecky — SEM.
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6 Diskuze

Tato prdce charakterizuje nékteré vlastnosti rekombinantniho viru WR-IRF3, ktery byl
to v kontextu bunéénych linii NIH 3T3, BSC-40, J744.G8 a mysich kment Nc/Nga a Balb/c.

V prvé fadé byla ovérena exprese IRF-3 virem WR-IRF3 v infikovanych bufkach na drovni
MRNA i proteinu. Endogenni IRF-3 je konstitutivné exprimovan celou Skalou rdznych bunécénych typ0.
Po aktivaci PRR a pfislusnych signalnich kaskad dochazi k jeho fosforylaci, dimerizaci a nasledné
translokaci do jadra (Servant et al. 2001). Infekce v rané fazi tedy nevede v prvé radé ke zvyseni
exprese tohoto faktoru, ale k jeho posttranslacni modifikaci. V souladu s tim v této praci nebyla u
bunék infikovanych kontrolnim virem WR-Luc v porovnani s neinfikovanymi bunkami detekovédna
statisticky vyznamna zména v expresi IRF-3 na Urovni mRNA. V pfipadé infekce WR-IRF3 byl jak
v bunécéné linii NIH 3T3 tak v J774.G8 pozorovan narlst hladin IRF-3 mRNA i proteinu. PfestozZe je
endogenni IRF-3 exprimovan konstitutivné, pouzitymi metodami se jej v bunécnych liniich nepodafilo
detekovat na udrovni proteinu, nebot jeho hladiny jsou podstatné nizsi neZz hladiny virem
exprimovanych gen.

VACV kéduje celou fadu imunomodulacénich faktor. Nékteré z nich pfimo inhibuji fosforylaci
Ci aktivitu IRF-3 jako proteiny C6 a N2(Unterholzner et al. 2011, Ferguson et al. 2013). Dalsi faktory
jako proteiny K7 a A49 zase slouZi pro inhibici aktivace NF-kB transkripcniho faktoru (Benfield et al.
2013, Mansur et al. 2013). Bylo pozorovano, Ze oba tyto transkripéni faktory se podileji na aktivaci
transkripce IFNB (Garoufalis et al. 1994). V burikach infikovanych VACV tedy dochazi vlivem infekce
k indukci exprese IFNB a celé fady dalsich cytokin( a zéroven k aktivnimu potladovani této exprese
vakciniovymi produkty. V infikovanych burikdch NIH 3T3 mnou byla na drovni mRNA stanovena
exprese IFNB. Exprese byla zvySena v pfipadé infekce obéma viry, nicméné v pfipadé WR-IRF3 bylo
zvySeni vétsi. To poukazuje na to, Ze v dlsledku exprese rekombinantniho IRF-3 zjevné dochazi do
urcité miry k obejiti bloku fosforylace IRF-3.

Na drovni mRNA byla v této bunécné linii detekovdna také exprese AIM2 a IL-1B. AIM2 se
jako senzor cytoplazmatické dsDNA podili na aktivaci kaspazy-1, jejiz aktivitu inhibuje VACV-
kédovany SPI-2. VACV tak inhibuje funkci inflamasomu a Stépeni pro-IL-1B na aktivni IL-13 (Kettle et
al. 1997). Zaroven je aktivace IRF-3, nasledna produkce IFNB a signalizace skrze IFNAR dilezita pro
dostate¢nou aktivaci AIM2 (Fernandes-Alnemri et al. 2010). AvSak na udrovni transkripce nebyly
v expresi AIM2 v linii NIH 3T3 pozorovany zadné rozdily v disledku infekce ani v disledku exprese
rekombinantniho IRF-3.

Na drovni mRNA vsak bylo pfi expresi rekombinantniho IRF-3 a IFNP v této praci detekovano

zvySeni exprese IL-1B, zatimco v odborné literature byla popsana fada pripad(, kdy exprese IFN typu |
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vedla ke sniZzeni exprese IL-1B a dalsSich prozanétlivych cytokinl (Guarda et al. 2011; Castiglia et al.
2016). | u pfimé overexprese exogenniho IRF-3 bylo pozorovdno snizeni exprese IL-1B a dalSich
protizanétlivych cytokini (Tarassishin et al. 2011).

Exprese IL-1B je dle dostupné literatury zprostfedkovana predevsim transkripénim faktorem
NF-kB. Aby bylo mozné rozlisit, zda je zvySeni exprese IL-1f pfi expresi IRF-3 ovlivnéno virem vakcinie
neprimo nebo pfimo interakci IRF-3 s IL-1B promotorem, byl testovan efekt exprese IRF-3 pomoci
expresniho vektoru po transfekci NIH 3T3 bunék. Nicméné na drovni mRNA nebyl IL-1B
v transfekovanych burikach vibec detekovan. Je moziné, Ze v tomto pripadé chybél dalsi stimul pro
dostatecnou aktivaci signalnich drah vedoucich k fosforylaci IRF-3 ¢i I-kB. Pripadnou interakci IRF-3 s
IL-1B by tak bylo vhodnéjsi studovat pomoci transfekce jeSté druhého expresniho vektoru
s reporterovym genem pod kontrolou IL-1B promotoru. Nicméné je tfeba podotknout, Ze v tomto
pfipadé mohlo jit i o technickou chybu, jelikoz v neinfikovanych NIH 3T3 byl v jiném pokusu IL-1B na
urovni mRNA detekovan. K urcité nespecifické stimulaci IRF-3 po transfekci nicméné doslo, neboft se
ve 48 h po transfekci podatilo detekovat zvySenou expresi IFNB. Toto zvySeni vSak bylo srovnatelné u
bunék transfekovanych plazmidem sIRF-3 i skontrolni luciferdzou. Slo tedy spie o reakci na
pfitomnost plazmidové DNA v cytosolu (Tamassia et al. 2012) neZ o vliv rekombinantniho IRF-3.

V bunécnych liniich BCS-40 a NIH 3T3 byl ndsledné charakterizovan vliv exprese
rekombinantniho IRF-3 na rlst WR-IRF3. IRF-3 je konzervovany napftic¢ rliznymi organismy, nicméné
jeho sekvence se stejné jako u dalSich faktor( druh od druhu lisi (Huang et al. 2010). Nebylo tedy
prekvapivé, Ze exprese mysiho IRF-3 neméla na rlst viru v opicich burikdch BSC-40 Zadny
pozorovatelny efekt, zatimco v mysich burikach vedla exprese tohoto faktoru k rozdilnému rlstu viru
WR-IRF3 v porovnani s WR-Luc. Prekvapivé v3ak exprese IRF-3 a nasledné IFNB, ktery by mél
vykazovat protivirové efekty, vedla ke zvyseni rlistu daného rekombinantniho viru.

V minulosti bylo popsano, Ze exprese a aktivace IRF-3 vede k indukci apoptdzy, a to nékolika
zpUsoby. Jednak interferony typu | exprimované po aktivaci IRF-3 mohou aktivovat vnéjsi
apoptotickou drahu (Apelbaum et al. 2013), jednak bylo pozorovano, Ze samotny IRF-3 se vaZe na
proapoptoticky faktor Bax a spolu s nim je pak translokovan na vnéjsi mitochondrialni membranu,
kde spousti vnitini apoptotickou drahu (Chattopadhyay et al. 2010). V souladu s témito poznatky bylo
v bunkach NIH 3T3 pozorovano, Ze exprese rekombinantniho IRF-3 v mysich bunkach vedla ve
zvySené mife k apoptdze. Indukce apoptdzy byla charakterizovana nejprve pomoci fluorescencni
mikroskopie, kde byla pozorovdna kondenzovand bunécénd jadra obarvena fluorochromem Hoechst
33342. Kondenzace chromatinu je jednim z jev(, k nimZz dochazi v pribéhu apoptdzy (Oberhammer
et al. 1994). JelikoZ se vsak nepodafilo poridit snimky v takové kvalité, aby byla mozna analyza miry
apoptdzy na jejich zakladé, byla provedena western blot analyza, pfi které byla detekovana stépend

PARP-1 jako jeden z cilovych substratl stépeni aktivovanych termindlnich kaspaz (Los et al. 2002).

82



Tato analyza, provedena na burikdch NIH 3T3, potvrdila vy$si miru apoptdzy u bunék infikovanych
WR-IRF3 nez WR-Luc, pficemz byl tento efekt pozorovatelny 48 hodin po infekci.

Exprese rekombinantniho IRF-3 a jeho vliv na produkci IL-1B byl studovan také na linii mysich
makrofagli J774.G8. Hladiny mRNA pro IL-1B byly v7 h.p.i. srovnatelné u infikovanych i
neinfikovanych bunék. Avsak u bunék infikovanych WR-Luc byl ve 24 hodindch po infekci pozorovan
pokles v expresi IL-18 mRNA oproti bunkam neinfikovanym, coZ naznacuje aktivni inhibici produkce
tohoto cytokinu nebo obecnou inhibici bunééné makromolekuldrni syntézy vakciniovymi proteiny,
zatimco exprese IRF-3 poklesu IL-1 mRNA zabrdanila. Nicméné hodnoceni vlivu exprese IRF-3 a
infekce na produkci IL-1B témito burikami mizZe byt ovlivnéno i faktem, Ze by mély produkovat urcité
mnozstvi IL-1B i spontanné, bez stimulace (ATCC®TIB-67™). Na urovni proteinu se hladiny pro-IL-1B
lisily mezi infikovanymi a neinfikovanymi burikami jen minimalné. Rozdil byl detekovan ve Stépeni
neaktivniho prekurzoru na aktivni IL-1B v ptipadé bunék predem stimulovanych LPS. LPS stimuluje
TLR4 a nasledna signalni draha vede k produkci prozanétlivych cytokin (Wang et al. 2001). Avsak
nejvyssi hladiny pro-IL-1B byly pozorovany u kontrolnich bunék po stimulaci LPS, odebranych v ¢ase 0
pred infekci. VACV kdduje inhibitory serinovych proteaz (Gerlic et al. 2013; Kettle et al. 1997). Infekce
VACV by tedy méla vést k inhibici proteolytické aktivace IL-1B. Tento efekt byl mnou pozorovéan
pouze u makrofagl, které byly pred infekci WR-Luc oSetfeny LPS. U takto oSetfenych makrofagl byl
v pfipadé infekce WR-IRF3 detekovan IL-1B v podobném mnozstvi jako u neinfikovanych bunék;
k inhibici jeho stépeni ocividné nedoslo. Proteolyticka aktivace IL-1B by méla byt nasledovdna jeho
sekreci z bunék (Rathinam et al. 2010), coz muze ovlivnit vysledek detekce IL-1B v bunécnych
lyzatech. Snazili jsme se proto precipitovat IL-1B i ze supernatantu infikovanych makrofagl, avsak
nami zvolenou metodou se nepodafilo v precipitatech IL-1B detekovat.

Dalsim faktorem sledovanym u infikovanych makrofagli byla produkce NO. Produkce NO
hraje vimunitni odpovédi proti VACV dlleZitou roli (Mélkova and Esteban 1995; Karupiah et al.
1993). Exprese iNOS muze byt u makrofagll stimulovana prostfednictvim IFNy (Martin et al. 1994),
LPS a zejména jejich kombinaci (Wang et al. 2009). Makrofagy stimulované LPS a nasledné infikované
VACV by tedy teoreticky mohly byt dostatecné stimulované k produkci NO. AvSak u neinfikovanych
makrofagli byla v této praci produkce NO detekovana pouze v pripadé soucasné stimulace LPS a IFNy.
Produkce NO byla stanovena i u infikovanych makrofagu. Urcitou produkci NO se podafilo detekovat
v jednom ze tfi pokusi u makrofagli stimulovanych pouze LPS. V tomto pfipadé byla produkce NO
nizsi u bunék infikovanych obéma viry nez u neinfikované kontroly, coZ by odpovidalo pozorovani, ze
VACV inhibuje produkci NO in vitro a to zejména obecnym narusenim syntézy hostitelskych proteind

(Bellows et al. 2003).
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Atopickd dermatitida je jednim z nejéastéji se vyskytujicich zanétlivych onemocnéni klze a
v zavislosti na zavaZnosti mlzZe zasadné ovliviiovat kvalitu Zivota lidi, ktefi ji trpi (Werfel et al. 2016).
Pro studium tohoto onemocnéni byla v minulosti pouZita celd fada zvifecich modeld. Mezi nimi i
spontanné atopicky mysi kmen Nc/Nga. Bylo provedeno nékolik studii, které ukazuji, Ze deregulované
imunitni procesy pozorované u lidskych atopikl jsou do urcité miry pozorovatelné i v téchto mysich.
Napriklad v kGzi lidskych atopik(l at uZ s |ézemi nebo bez nich, byla v minulosti detekovana fada
prozanétlivych elementl (Brunner et al. 2017). Tyto elementy byly detekovany i v kGizich Nc/Nga mysi
(Suto et al. 1999).

V kGzi atopik( dochazi v disledku deregulace imunitnich procest v pripadé nékterych virl
k nekontrolovanému mnoZeni a vzniku takovych komplikaci jako eczema vaccinatum (Ong et al. 2002,
Mashiko et al. 2015) ¢i eczema herpeticum (Leung et al. 2011). Na mysSich modelech atopické
dermatitidy bylo popsano zejména snizené vycestovani pDB, hlavnich producentli protivirové
plsobiciho IFNa, ale i jinych zanétlivych elementl do kiZe, a to vlivem zvySené produkce IL-17A
(Mashiko et al. 2015, Kawakami et al. 2009). WR-IRF3 navrZeny v laboratofi Dr. Mélkové mél expresi
rekombinantniho IRF-3 napomoci lepsi produkci IFN typu | (pfedevsim IFNB, ktery ndsledné stimuluje
tvorbu IFNa), a tim vyvazit deregulaci a snizenou produkci IFN typu . Stanoveni titru wt-WR (Knitlova
et al. 2014) i rekombinantnich vir(l v kGzZich intradermalné infikovanych mysi naznacuje o néco vyssi
replikaci VACV, zejména WR-IRF3, u mysi atopickych. Nicméné casovy prlbéh infekce byl srovnatelny
u obou mysich kmen( a, obdobné jako v bunécéné linii NIH 3T3, WR-IRF3 dosahoval zpocatku vyssich
titrd. Avsak exprese rekombinantniho IRF-3 vedla zaroven k rychlejsi eliminaci viru a v 9. dni po
infekci uz nebyl detekovatelny, a to u obou mysich kmend, zatimco titr WR-Luc ¢i wt-WR
(nepublikované vysledky) zUstal srovnatelny s pfedchozimi intervaly.

Charakterizace  primarni  imunitni odpovédi proti intradermdlné inokulovanym
rekombinantnim virlim byla provedena na zédkladé detekce mRNA fady cytokinl reprezentujicich Thi,
Th2 a Th17 polarizaci na urovni mRNA. Ddle byly na Urovni mRNA detekovany cytokiny exprimované
regulacnimi T lymfocyty a IFNy-inducibilni iNOS a AIM2. Stanovované hladiny mRNA cytokin mohou
slouzit jako marker aktivace bunék v kizi jiz pfitomnych ¢i jako marker zanétlivych element(, které
do mista infekce vycestovaly. Exprese na urovni proteinu ¢i funkce prislusného proteinu vsak
hladindm mRNA odpovidat nemusi. PfestoZe byla replikace virl v kiZich relativné srovnatelna u obou
mysich kmend, hladiny mRNA infekci indukovanych cytokin se lisily.

Vliv exprese rekombinantniho IRF-3 v klzich Nc/Nga mysi na expresi zde pozorovanych
faktor( a cytokin( byl do zna¢né miry uniformni, a sice dochdazelo ke sniZzovani hladin jejich mRNA pfi
porovnani s hladinami po infekci WR-Luc. Dalo by se tedy fici, Ze rekombinantni IRF-3 u téchto mysi
do urcité miry normalizuje produkci cytokind, iINOS a AIM2 na urovni mRNA. Pfi porovnani

s neinfikovanymi mySmi doslo v pfipadé vSech sledovanych mRNA ve 4. den po infekci ke zvyseni u
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obou virll s vétsim zvysenim u WR-Luc. Jedinymi vyjimkami byly TGFB3, ktery byl o néco vice zvyseny
u WR-IRF3, a pozdéji diskutovany IL-12.

V ptipadé obou sledovanych IFN typu |, které jak zndmo hraji vitalni roli v primarni antivirové
odpovédi, doslo u Nc/Nga k vyraznému zvyseni hladin mRNA v porovnani s neinfikovanymi mySmi.
Toto pozorovani by mohlo korespondovat s jiz zmiflovanym prozanétlivym prostfedim v atopické kazi
(Suto et al. 1999). Pro ovéreni pfitomnosti téchto elementl bude v rdmci tohoto projektu provedena
histologie koZnich preparatd.

Jediny cytokin, u néjz byl pozorovan narlst hladin mRNA po infekci WR-IRF3 v porovnani
s WR-Luc a to v obou pozorovanych intervalech, byl IL-12; WR-Luc hladiny IL-12 dokonce snizoval pod
uroven kontrolné inokulovanych mysi. Zaroven to je jediny ze zde pozorovanych cytokinl, jehoz
zvyseni exprese v dlsledku exprese IRF-3 bylo srovnatelné u obou mysich kmen(. IL-12 je jeden
z hlavnich cytokint urcujicich Thl polarizaci a hraje tak vitalni roli v antivirové odpovédi (Komatsu et
al. 1998). Toto shodné zvyseni by tedy mohlo korespondovat s pozorovanym vymizenim WR-IRF3
z mista infekce u obou mysich kmen(. Tyto vysledky jsou rovnéZ v souladu s pozorovanim, Ze exprese
rekombinantniho IL-12 VACV vede k urychlenému vymizeni virové infekce (Gherardi et al. 1999).

U Nc/Nga bylo ve 4. den po infekci pozorovano zvyseni hladin mRNA pro AIM2 u obou virtd
(vyssi u WR-Luc) v porovnani s neinfikovanymi mySmi. To mizZe jednak korespondovat se zde
detekovanou zvysSenou hladinou IFNy a jednak s pozorovanim, Ze u mysi dochazi v dasledku
poranéni, podrazdéni ¢i infekce klze ke zvySeni exprese tohoto faktoru (Naik et al. 2017). DalSim
IFNy-inducibilnim faktorem je iNOS (Mélkova and Esteban 1994; Karupiah et al. 1993), jejiz zvySené
hladiny zde byly rovnéz detekovany v pfipadé obou virli v porovnani s neinfikovanymi mySmi (opét
vyssi v pripadé WR-Luc). DalSimi cytokiny, které mohou mit vliv na expresi iNOS jsou IL-18 a TNFa
(Corbett et al. 1992; Fonseca et al. 2003). | jejich hladiny zde byly ve 4. den po infekci zvysené.

U lidskych atopik(l dochazi k dysfunkci T regulacnich lymfocytl (Verhagen et al. 2006). V této
praci pozorované relativné vysoké hladiny cytokind u mysi Nc/Nga, které maji byt témito burikami
exprimovany (jmenovité TGFB1 a IL-10 (Bettini and Vignali 2009)), jsou tedy do urcité miry v rozporu
s timto tvrzenim. Nicméné je nutné vzit v Uvahu, Ze zde byly veskeré cytokiny detekovdny pouze na
urovni mRNA. Jejich zvySena transkripce tedy muze byt i dlsledkem chybéjiciho proteinu, resp. jeho
nefunkcénosti, a tim chybéjici negativni zpétné vazby. Stejné tak pozorované silné zvyseni exprese
IL-4, ktery je typickym Th2 cytokinem, muze byt Cisté na urovni mRNA. U chronické AD by exprese
Th2 cytokinG méla byt snizend a naopak by mélo dochazet ke zvysené expresi Thl cytokin(
(Yamanaka and Mizutani 2011). Je tedy moZné, Ze zde pozorujeme mix chronické Thl a akutni Th2
odpovédi vyvolané inokulaci PBS ¢i VACV.

V klzich Balb/c mysi vedla exprese rekombinantniho IRF-3 k odlisnému efektu nez u

atopickych mysi. Intradermalni aplikace PBS u neinfikovanych mysi vedla ve 2. dni obecné k nar(stu
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hladin, ktery byl nasledovdn poklesem ve 4. dni. Hladiny mRNA detekované po infekci WR-Luc do
znacné miry kopiruji tento profil exprese, coz nejspis ukazuje na aktivni modulaci hostitelské imunitni
odpovédi vakciniovymi faktory. Vyjimkami jsou uz zminovany IL-12, jehoZ hladiny mRNA oba viry
snizuji pod hladiny u neinfikovanych mysi, a ddle zmifiovany IL-4.

Na urovni mRNA byla 4. den po infekci WR-IRF3 detekovana zvySend exprese vSech
pozorovanych prozanétlivych cytokinl ve srovnani s WR-Luc — tedy IFN typu |, IFNy, IL-1B, IL-17A,
IL-12 a TNFa. S vyjimkou IL-12 se jednalo o zvyseni i vici neinfikovanym kontrolam. Zvysené hladiny
IFNB po infekci WR-IRF3 (vztazené k WR-Luc i neinfikovanym kontroldam) odpovidaji v této praci
prezentovanym vysledk(m z tkanovych kultur, kde pod vlivem rekombinantniho IRF-3 rovnézZ doslo
ke zvySeni hladin mRNA pro tento cytokin. Pozorovana zvySend hladina IFNB téZ koresponduje se
zvySenou hladinou IFNa ve 4. den po infekci, jelikoZz by mélo dochazet k indukci exprese IFNa (Asano
et al. 1990).

Vyrazné zvyseni bylo 4. den pozorovano i u IL-4 po infekci obéma viry, coZ je nejspis v souladu
s pozorovanim, Ze u Balb/c mysi dochazi k Th2 polarizaci imunitni odpovédi (Cameron et al. 2003).
MRNA pro TGFB1 i 3 byla v pfipadé obou virl snizena vici neinfikovanym mysim, v pfipadé WR-IRF3
vice. Exprese IL-10 nebyla infekci takrka ovlivnéna. Tyto vysledky by mohly ukazovat na aktivni
inhibici hojivych procesll, potazmo by nizké hladiny téchto cytokinG mohly v pfipadé WR-IRF3
souviset s predpokladanou interferonopatii vyvolanou nadprodukci rekombinantniho IRF-3.
U exprese iNOS byl detekovan nizsi narlGst hladin mRNA 2. den po infekci obéma viry ve srovnani
s kontrolné inokulovanymi mysmi; ve 4. den hladiny mRNA pro iNOS pokracovaly v ristu, vy$sim
u WR-IRF3, cozZ koresponduje se zvySenou hladinou IFNy, TNFa. a IL-1B, které se, jak jiz bylo zminéno,
mohou vsechny podilet na indukci exprese iNOS, ktera vyznamné pfispiva kinhibici rlstu VACV
(Karupiah et al. 1993; Mélkova and Esteban 1995; Corbett et al. 1992; Fonseca et al. 2003). Exprese
AIM2 byla u infekce WR-Luc takika totoZna s neinfikovanou kontrolou, zatimco infekce WR-IRF3
expresi tohoto faktoru ve 2. dni snizZila a ve 4. naopak zvySila pfi porovnani s kontrolou i WR-Luc.
Samotné poskozeni klze pfi intradermalni infekci vede do znacné miry kindukci nékterych

prozanétlivych faktord a nasledné indukci hojivych procest (Naik et al. 2017).

PfestoZe v principu funguje imunitni systém v celém organismu podobné, regulace se
v jednotlivych organovych soustavach lisi. Zde byla zkoumdana predevsim imunita spojena s kizi,
protoze intradermalni inokulace byla plvodnim zplsobem, kterym se imunizovalo proti pravym
nestovicim (Parrino and Graham 2006). Avsak VACV se stejné jako virus pravych nebo opicich
nestovic mlzZe prenaset i roznaset i kontaktem, respektive autoinokulaci, coZ zplisobuje komplikace
zejména u atopikll, popripadé osob se zdvainéji poranénou klzi (Neff et al. 2002). Nicméné

z epidemiologického hlediska je hlavnim zplsobem, kterym se Sifi poxviry, kapénkova infekce (Milton
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2012). V ndmi provedenych pokusech byl proto sledovan efekt intranasalni inokulace jednak na
produkci cytokin( splenocyty imunizovanych mysi a jednak na Géinnost navozeni protektivni imunity
proti letalni infekci wt-WR v porovndni s intradermalni inokulaci.

Na Urovni mRNA byl ve slezinach i.n. infikovanych mysi detekovan IL-1B. U Balb/c mysi byly
detekovany celkové vyssi hladiny tohoto cytokinu, nicméné profil exprese byl srovnatelny u obou
mysich kmen(. V pripadé infekce WR-Luc doslo ke snizeni exprese v(ci slezindm neinfikovanych mysi
a v pripadé WR-IRF3 k jejich normalizaci ¢i pfiblizeni. Tyto vysledky naznacuji, ze infekce virem
exprimujicim rekombinantni IRF-3 ovlivriuje expresi mRNA pro IL-1B i zprostfedkované, nebot ze
slezin mysi po imunizaci se v minulosti nepodafilo titraci detekovat infekcni virus (nepublikované
vysledky).

Na Urovni proteind byla v supernatantu splenocytl izolovanych zi.n. infikovanych mysi
detekovana produkce fady cytokinl reprezentujicich Thl, Th2 a Th17 polarizaci. PfestozZe byl pouZit
CBA kit, ktery by mél byt citlivéjsi nez ELISA, zjisténé hodnoty byly velmi nizké, na dolni hranici
kalibraéni kfivky. | vlastni rozdily v produkci jednotlivych cytokind byly ve vétsiné pripadd pfilis malé
na to, aby bylo mozno z téchto vysledk( cCinit néjaké vétsi zavéry. Nicméné v pripadé exprese IL-17A
byla pozorovana zvysena exprese u obou mysich kmen( v pfipadé infekce WR-IRF3, a to jak vudi
neinfikovanym bunkam tak vic¢i WR-Luc. V minulosti bylo popsano, Ze IFN typu | mohou do urcité
miry fungovat synergicky s IL-17 (Biswas et al. 2015), i kdyzZ v pfipadé infekce VACV mize vést vyssi
hladina IL-17A spiSe k imunopatologiim neZ k u¢inné antivirové obrané (Darling et al. 2014). Nicméné
za predpokladu, Ze infekce WR-IRF3 vede k vy3si indukci IFN typu | i na proteinové drovni, mohla by
tato zvySena produkce vést kindukci respektive podpore exprese IL-17A, a to bez ohledu na
genetické pozadi pouzitych mysich kmend. Dalsim z cytokinl, jehoZ exprese byla stanovena ve
slezinach, byl TNF. U néj byl pozorovdn pokles u obou mysich kmen( v pfipadé infekce obéma viry.
Tyto vysledky jsou v souladu s pozorovanim, ze VACV kdduje solubilni receptory pro tento cytokin
(Alcami et al. 1999). Otdzkou z(stava, do jaké miry mohla byt detekce tohoto cytokinu ve
splenocytech ovlivnéna produkci solubilnich receptor(i v misté inokula v respira¢nim systému, pokud
nepredpokladame pritomnost viru v analyzovanych slezinach.

Cesta, kterou virus vstupuje do organismu, ovliviiuje intenzitu i kvalitu imunitni odpovédi.
Bylo by logické predpokladat, Ze proti virlm napadajicim svého hostitele intranasalni ptripadné oralni
cestou budou lépe ucinné vakciny aplikované téz pres sliznice. Tohoto ptistupu bylo vyuZito naptiklad
pfi pfipravé vakciny proti viru détské obrny (Ghendon and Robertson 1994) nebo u intranasaini
vakciny proti chfipce (Tamura et al. 2016). V nasich pokusech bylo navozeni protektivni imunity
pozorovano po intradermdlni i intranasalni imunizaci rekombinantnimi viry WR-Luc a WR-IRF3
nasledované intranasdlni letdlni infekci wt-WR, ktery se experimentalné pouZiva jako model viru

pravych nestovic (Adams et al. 2007). Exprese rekombinantniho IRF-3 méla na navozeni protektivni
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imunity vliv, ktery se do urcité miry liSil v zavislosti na infekéni davce pouZité pro imunizaci i cesté
imunizace.

Pfi intranasalni imunizaci byly u obou mysich kmend pfi imunizaéni ddvce 10* pozorovany
vétsi vahové Ubytky v pfipadé imunizace pomoci WR-IRF3 neZz WR-Luc. Jen v pfipadé Balb/c se tento
efekt projevil i na vy$si imrtnosti mysi imunizovanych WR-IRF3. Je mozné, Ze se zde do jisté miry
projevila predpokladand interferonopatie vyvolana expresi IRF-3. Avsak pfi pouziti nizsi imunizacni
dévky (10%) doslo u obou mysich kmen( k navozeni lepsi protektivni imunity pfi imunizace WR-IRF3
v porovnani s WR-Luc, a to jak z hlediska ubyvani na vaze, kdy mysi imunizované WR-IRF3 ubyvaly
méné, tak z hlediska pfezivani.

Pfi imunizaéni davce 10* a intradermalni imunizaci pfeZivaly 1épe mysi imunizované WR-IRF3
nez ty s WR-Luc, a to u obou mysich kmen(. Tento protektivni efekt se v tomto pripadé projevil jak
na vahovych Ubytcich (mysi s WR-IRF3 ubyvaly méné), tak i na poctu pozorovanych amrti. Je mozné,
Ze jednou z pficin, ktera stoji za timto protektivnim efektem je jiz zminéna zvysena exprese IL-12 a
IFNy, které se zasadné podileji na Thl polarizaci, a tedy protivirové odpovédi. Lze téz predpokladat,
Ze za navozenim rozdilné protektivni imunity u WR-IRF3 stoji téZ pozorovana zvysend mira apoptdozy
u infikovanych bunék. V minulosti bylo pozorovano, Ze fagocytdza apoptotickych bunék v kontextu
infekce vede k expresi cytokinl vedoucich k Th17 polarizaci (Torchinsky et al. 2009). Je tedy
teoreticky mozné, Ze by takovyto zasah do cytokinového prostfedi mél vliv na navozeni protektivni
imunity.

Dle rliznych studii zavisi navozeni uc¢inné protektivni imunity proti VACV jednak na
dostatec¢né odpovédi zprostfedkované CD8+ T lymfocyty (Goulding et al. 2012) a jednak na produkci
specifickych protilatek (Belyakov et al. 2003). S ohledem na to, Ze v rdmci této prace uz nebylo mozné
vénovat se protildtkové odpovédi ¢i se zaméfit na antigenné specifickou odpovéd proti VACV
zprostifedkovanou CD8+ T lymfocyty, je mozné se pouze dohadovat, jaky mechanismus stoji za

pozorovanym protektivnim efektem rekombinantniho IRF-3.

V souhrnu tato prdce charakterizuje vliv rekombinantniho IRF-3 exprimovaného VACV, a to
jak v bunécnych liniich, tak v mysSim atopickém modelu. Z vysledk(l je patrné, Ze exprese IRF-3 ma
pozorovatelny vliv na procesy relevantni pro imunitni odpovéd, a to jak na Urovni regulace exprese
raznych faktord, tak na Urovni navozeni protektivni imunity proti letdlni poxvirové infekci. Budou

vSak tfeba dalsi pokusy, aby bylo mozné vice pfibliZit, jakym mechanismem se tak déje.
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7 Zavér

Cilem této prdce bylo charakterizovat vliv mysiho IRF-3 exprimovaného rekombinantnim virem

vakcinie v bunécénych liniich a na mysim atopickém modelu.

V mysi fibroblastové linii NIH 3T3 dosahoval rekombinantni WR-IRF3 vys$sich titrd ne?
kontrolni WR-Luc. V opici epitelialni linii BSC-40 tento efekt pozorovan nebyl.

V mysi fibrolastové linii NIH 3T3 a v monocyto/makrofagové linii J774.G8 byl na Grovni mRNA
pozorovan stimulujici efekt rekombinantniho IRF-3 na expresi IFNB a IL-1.

Exprese rekombinantniho IRF-3 vedla vinfikovanych burikdch NIH 3T3 ke zvySené mire
apoptdzy, coz bylo zdokumentovano pomoci fluorescenéni mikroskopie apoptotickych jader
a detekci stépené PARP-1, produktu termindlnich kaspaz.

Fosforylaci IRF-3 se ovéfit nepodafilo.

V kazich atopickych mysi kmene Nc/Nga a kontrolnich mysi Balb/c byla charakterizovana
exprese klicovych cytokinl pro antivirou odpovéd, dale cytokinl typickych pro jednotlivé
polarizace imunitni odpovédi (Thl, Th2 a Th17) a téZ exprese iNOS a AIM2. Exprese vétsiny
téchto faktorl byla ovlivnéna expresi rekombinantniho IRF-3 a profil exprese se u obou
mysich kmen( lisil. Zatimco u atopickych Nc/Nga mysi IRF-3 ptiblizoval hladiny mRNA pro
vétsinu cytokind k hodnotam kontrol, u Balb/c spiSe indukoval interferonopatii resp.
pfemrsténou imunitni odpovéd.

U mysi imunizovanych rekombinantnimi VACV bylo charakterizovdno navozeni protektivni
imunity proti letdlni infekci wt-WR. V pfipadé intradermalni i intranasalni imunizace byl pfi
vhodné davce pozorovan lepsi protektivni efekt rekombinantniho WR-IRF3, a to u obou

mysich kmen(.
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