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Abstrakt

Virus vakcinie je typickym zastupcom poxvirusov. V minulosti bol ako
vakcina pouzivany na uspesSnu eradikaciu pravych kiahni (ang. smallpox). V
sucasnosti je pouzivany ako vektor pre profylaktické aj experimentalne ucely.

Tato dizertaCna praca nadvazuje na vysledky publikovanych prac z nasho
laboratéria a je zCasti zamerana na blizSie charakterizovanie vplyvu infekcie
virusom vakcinie na typ bunkovej smrti hostitelskej bunky. Vysledky ukazuju na
to, Ze pocCas infekcie virusom vakcinie sa aktivuju drahy apoptozy, apoptdza ale
nie je dokonfena a bunka umiera nekroticky. V naSich pokusoch sme
farmakologickou inhibiciou aktivity enzymu PARP (Poly-(ADP-rib6za)
polymeraza) nedokazali zmenit formu bunkovej smrti indukovanu virusom
vakcinie z nekrdozy na apoptozu. Efekty anti-apoptotickych faktorov kdédovanych
virusom vakcinie pravdepodobne hraju vyznamnejSiu ulohu.

DalSia &ast prace sa venuje sledovaniu inhibiéného efektu redox-
modulujucej latky, kyseliny lipoovej, na infekciu virusom vakcinie. Vysledky
ukazali jej inhibicny vplyv v bunkovych liniach rozneho embryonalneho pévodu.
Nase vysledky ukazuju na to, Ze inhibicny efekt kyseliny lipoovej je na urovni
expresie neskorych génov alebo morfogenézy virusovych €astic. Kyselina lipoova

tak ponuka moznost pouZitia ako podpornej latky pri lieCbe infekcie poxvirusmi.

KFucéové slova:

virus vakcinie, apoptéza, kaspazy, kyselina lipoova, antivirotické pdsobenie




Summary

Vaccinia virus is a typical member of the poxvirus family. It had been
successfully used during the worldwide smallpox eradication campaign.
Currently, it is used as vector for prophylactic, as well as experimental purposes.

This PhD thesis stems from the findings previously published in our lab. It is
partially focused on a further characterization of vaccinia virus effects on the type
of host cell death. The results point to the activation of apoptosis during vaccinia
virus infection, but it cannot be completed and the cell dies by necrosis. Our
attempts to shift the necrotic type of cell death induced by vaccinia virus infection
towards apoptosis using a pharmacological inhibition of activity of a key enzyme
PARP (Poly-(ADP-ribose) polymerase) remained unsuccessful. The effects of
vaccinia virus-encoded anti-apoptotic factors appear superior to the inhibition of
this single enzyme.

The second part of the thesis is focused on inhibitory effects of a redox-
modulating compound, lipoic acid, on vaccinia virus infection. Our results
demonstrated its inhibitory effects in cell lines of different embryonic origin. It
appears that the lipoic acid inhibits vaccinia virus growth at the stage of late gene
expression or possibly later, during virus morphogenesis. Lipoic acid could be

potentially used as a supportive treatment in therapy of a poxvirus infection.
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1. Uvod

1.1  Virus vakcinie

Virus vakcinie (VACV) je typickym zastupcom poxvirusov. Taxonomicky
patri do Celade Poxviridae, rodu Orthopoxvirus. Jeho geném obsahuje jednu
molekulu dvojvlaknovej DNA o velkosti asi 195 kbp, kdédujucu okolo 200
proteinov, a jeho replikacny cyklus prebieha v cytoplazme hostitel'skej bunky.

Pbvod VACV nie je doteraz presne objasneny. Existuju najmenej Styri
potencialne hypotézy - VACV sa vyvinul bud zvirusu varioly neustalym
pasazovanim na kozi krav a fudi; alebo z virusu kravskych kiahni opakovanym
pasazovanim na koZi zvierat; dalSou moznostou je, ze je hybridom virusu
kravskych kiahni a varioly; alebo Ze jeho prirodzeny hostitel vyhynul (Buller a
Palumbo, 1991).

VACV bol prvy virus pozorovany svetelnym mikroskopom a prvy
purifikovany virus. Rovnako tiez, v ako prvom viruse vébec, v nom bola ukazana
pritomnost aktivnej RNA polymerazy, C¢o poskytovalo moznost Studia
mechanizmov transkripcie. Praktické vyuZitie ma VACV aj ako sucast viacerych
rekombinantnych vakcin alebo ako nastroj na expresiu réznych proteinov. Medzi
vlastnosti, ktoré robia rekombinanty poxvirusov vhodné ako vektory, patri vysoka
stabilita vakcin, nizka nakladnost, jednoducha priprava, moznost aplikacie
viacerymi cestami, schopnost indukovat dlhodobu protilatkova aj bunkovu
imunitu po prvom podani a moznost zaclenenia velkych Casti DNA (Pastoret a
Vanderplasschen, 2003). Vdaka mnozstvu génov, ktorymi ovplyviiuje imunitny
systém, VACV ponuka viaceré moznosti na Studium interakcii s hostitelskou
bunkou (Condit a Niles, 2002).

VACV bol uspeSne pouzivany v celosvetovej kampani na eradikaciu
pravych kiahni (smallpox). NajCastejSie pouzivané kmene boli New York City
Board of Health (USA), Lister (Spojené kralovstvo), EM-63 (byvaly Sovietsky
zvaz) a Temple of Heaven (Cina). Kmene Western Reserve (WR), Wyeth a IHD,
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ktoré su bezne pouzivané v laboratériach, su odvodené od kmeria New York City
Board of Health (Buller a Palumbo, 1991).

1.1.1 Struktura virusu vakcinie

Zdokonalenie zobrazovacich technik mikroskopickej analyzy v 60. rokoch
20. storoCia prinieslo vizualizaciu a objasnenie detailnej Struktury VACV.
Morfologicky patri VACV medzi najvacsie virusy, jeho virion ma charakteristicky
tehliCkovity tvar s rozmermi priblizne 200x400 nm. Okrem genetickej informacie
ulozenej v linearnej dvojvlaknovej DNA o velkosti 195 kb, virion obsahuje aj viac
ako 100 réznych polypeptidov tvoriacich jadro, obal a membrany (Virology, 2001).

Membrana viridnu je tvorena 50-55 nm lipoproteinovou dvojvrstvou. Na
vonkajSsom povrchu sa nachadzaju asi 7x100 nm tubularne Struktury davajuce
virionu typicku povrchovu Strukturu. Lipidové zloZzenie membrany je iné ako
hostitel'skej bunky, obsahuje menej fosfatidyletanolaminu, ale vacSie mnozstvo
acylfosfatidylglycerolu a mono- a dihexosylceramidov. Spomedzi fosfolipidov su
v membrane najviac zastupené fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin a
fosfatidylserin. PodrobnejSie analyzy ukazali na pritomnost najmenej 12
polypeptidov (Buller a Palumbo, 1991).

Virion VACV, tvoreny nukleoproteinovym jadrom a obklopeny membranou,
pribera eSte dalSiu lipidovu dvojvrstvu, obal. Obal obsahuje najmenej 7
glykoproteinov (210; 110; 89; 42; 21,5; 21 a 20 kDa) a jeden neglykozylovany ale
acetylovany polypeptid, 37 kDa (Buller a Palumbo, 1991).

1.1.2 Replikaény cyklus virusu vakcinie

VACV tvori dve hlavné infekéné formy, intracelularny zrely virion
(intracellular mature virion, IMV) a extracelularny obaleny virién (extracellular
enveloped virion, EEV). IMV je skompletovany v cytoplazme a uvofneny z bunky
po jej lyze. Malé mnozstvo IMV je obalenych dvojitou membranou ziskanou

v trans-Golgi alebo endozéme, a tvoria tak vnutrobunkovy obaleny virion
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(intracellular enveloped virion, IEV). IEV putuje pozdiz mikrotubulov smerom
k plazmatickej membrane bunky a po fuzii s nhou je ako EEV uvolfiovany von
z bunky (Schepis et al., 2006). Obe formy, IMV a EEV, sa viazu na bunku
odliSne, v zavislosti na pritomnosti inych proteinov na ich povrchovych
membranach. Doteraz vSak nebol potvrdeny ziadny bunkovy receptor na
primarnych bunkach alebo bunkovych liniach zasadny pre vazbu akejkolvek
formy VACV. Na vstupe IMV do hostitel[skej bunky sa podielfaju 4
transmembranové proteiny - A21, A28, H2 a L5. Rovnaké proteiny su potrebné
aj na Sirenie extracelularnych viribnov z bunky na bunku po odstraneni
nadbyto€nej membrany pred fuziou (Foo et al., 2009; Senkevich et al., 2005).

Po vstupe do bunky je z obidvoch foriem VACV uvolnené jadro viriénu.
Takmer okamzite po vstupe dochadza vo viridone k transkripcii asi 100 r6znych
molekul skorych mRNA transkrip€nym aparatom, ktory je v fiom obsiahnuty.
Skoré mRNA su nasledne uvolfiované do cytoplazmy a podfa nich su
syntetizované proteiny. Skoré mRNA su polyadenylované, diskrétnej velkosti a
nepodliehaju splicingu (Moss et al., 1991). Nasyntetizované skoré proteiny VACV
su potrebné pre rozvolnenie virusového jadra, uvolnenie virusovej DNA a
replikaciu DNA. Proteiny syntetizované zo skorych génov su zodpovedné aj za
dalSie zmeny v bunke, ako su modifikacie bunkového cytoskeletu a dalSie
interakcie s hostitelskou bunkou (Schramm a Locker, 2005).

Gendm virusu (kmen Copenhagen) bol sekvenovany a obsahuje priblizne
200 génov. Gény VACV nemaju introny a kazdy ma vlastny promotor. Replikacia
virusovej DNA je nezavisla na jadre hostitefskej bunky a prebieha v Castiach
cytoplazmy oznacovanych ako virozomy alebo virusové tovarne (viral factories),
rozliSitefnych elektronovou mikroskopiou alebo po fluorescenénom znaceni DNA
asi 2-5 hod. od zaCiatku infekcie. Dcérske molekuly DNA tvoria velké
konkateméry, ktoré su rozdelené do jednotlivych molekul DNA a zaclefiované do
viridnov vznikajucich v neskorych fazach infekcie (Beaud, 1995). Pocas replikacie

poxvirusov dochadza vo velkej miere k rekombinacii DNA.
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Po replikacii DNA dochadza k syntéze mRNA pre intermediarne gény.
Medzi proteiny vznikajuce z tejto mRNA patria trans-aktivatory neskorych génov
VACYV (Baldick a Moss, 1993).

Po uspesSnej syntéze DNA a expresii intermediarnych génov dochadza
k expresii neskorych génov VACV, ktora ma niekolko charakteristik: promotor
obsahuje TAAAT sekvenciu, na ktorej za€ina transkripcia, na 3" konci nie je cis-
terminaény signal, velkost neskorej RNA je heterogénna a nedochadza ku
zostrihu RNA. Pol¢as neskorych mRNA je vyrazne kratSi ako skorych mRNA.
Zaroven s objavenim sa neskorych proteinov, dochadza k redukcii syntézy
vacsiny skorych proteinov. Niektoré =z neskorych proteinov su nasledne
glykozylované, fosforylované a Stiepené pred alebo pocas komplementovania do
viribnovych Castic. Medzi produkty expresie neskorych génov VACV patria
Strukturne proteiny, ale tiez proteiny s enzymatickou aktivitou nevyhnutnou
v skorych fazach infekcie ur¢ené na zbalenie do viriénu (Buller a Palumbo, 1991).

Skladanie materialu do virusovej Castice je komplexné. Postupne su do
nezrelych, membranou obklopenych Castic, v€lenované Strukturne a enzymové
proteiny a DNA virusu. V zavislosti na bunkovom type sa méze virusové
potomstvo objavit uz 4-6 hod. po infikovani. Najviac viribnov vznika medzi 12 a

24 hod. od infekcie. Nasledne su viridny transportované z cytoplazmy.

1.1.3 Interakcia virusu vakcinie s hostitel'skou bunkou

VACV, ako typicky poxvirus, ma cytopaticky efekt (CPE) na hostitel'sku
bunku charakteristicky podfa typu infikovanej bunky. U epitelialnych linii sa ma za
to, Ze dochadza k zvacSovaniu objemu buniek, granulacii a zhlukovaniu. U
makrofagov ma infekcia VACV za nasledok apoptézu, ¢o sa morfologicky
prejavuje zvrastovanim, zhlukovanim a oddelovanim buniek od kultivacnej
plochy (Humlova et al., 2002). Zagulacovanie buniek mdzeme pozorovat
v Casovom intervale zavislom na multiplicite infekcie (m.o.i.), ale uz 30-60 min. od
vstupu VACV do bunky. Daldie efekty na hostitelski bunku su popisané

v nasledujucich Castiach.
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1131 Interakcia s plazmatickou membranou hostitel'skej bunky

Vstup VACV do hostitefskej bunky je na rozdiel od inych virusov
komplikovanejSi kvoli existencii dvoch morfologicky odliSnych foriem virusovej
Castice liSiacich sa pritomnostou jednej vrstvy obalu. Ako bolo potvrdené
trasmisnou elektrénovou mikroskopiou a kryo-elektrénovou tomografiou, IEV ma
na svojom povrchu jednu dvojvrstvovu membranu. EEV obsahuje naviac dalSiu
vrstvu membrany ziskanu pri uvolfiovani z hostitelskej bunky, pri prechode cez
jej plazmaticki membranu. NavySe, su na povrchu EEV obsiahnuté aj proteiny,
ktoré sa v obale IEV nenachadzaju. Po uvolneni EEV z bunky ostava vacsina
virusovych ¢Castic v spojeni s hostitelskou bunkou (u WR kmena VACV je len
0,5% EEV neasociovanych s bunkovym povrchom hostitelskej bunky; (Moss,
2006).

Na zaklade odlisného morfologického ale aj suvisiaceho proteinového
Zlozenia obalov IEV a EEV sa da predpokladat aj ich odliSna receptorova
Specifita urCujuca ich preferenény vstup do jednotlivych bunkovych typov
(Vanderplasschen et al., 1997). V bunkovych liniach bola po infekcii IMV ukazana
aktivacia proteinu CCRS5 a nasledne signalnej drahy, ktorej ¢innostou sa zvysi
permisivita bunky pre vstup virusu. EEV neaktivuje zZiadnu signalnu drahu, ¢o mu
dava aj dobry potencial uniknut bunkovym obrannym mechanizmom (Locker et
al., 2000; Rahbar et al., 2006).

Podla aktualnych informacii, IEV vyuziva pre svoj vstup do hostitelskej
bunky makropinocytézu a apoptotické mimikry. PoCas uvolfhovania virusovych
Castic z hostitelskej bunky virus ziskava obal pochadzajuci z membrany bunky a
tym aj fosfatidylserin z bunky vykazujucej znamky apoptdzy. Nasledne méze byt
VACYV fagocytovany ako apoptotickeé teliesko. Pre vstup do bunky VACV vyuZiva
makropinocytézu. Virus sa najskdr naviaze na cytoplazmatické vybezky,
filopddia, a putuje po nich smerom k telu bunky, kde stimuluje doCasnu tvorbu
bublin na membrane bunky prostrednictvom aktinu. Vzniknuté bubliny alebo
vybeZky tak napomahaju k makropinocytéze (Mercer a Helenius, 2008; Sandvig a
van Deurs, 2008).
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Zasadna otazka rieSiaca odstranenie dalSieho obalu u EEV nie je zatiafl
presne zodpovedana. Vonkajsi obal EEV je velmi krehky, a tak su vacsinou na
povrchu infikovanych buniek viditelné viribny s poskodenym obalom. Do uvahy
prichadza mozZnost odstranenia vonkajSieho obalu EEV v endozéme (Moss,
2006).

Pre samotny vstup do hostitelskej bunky je kfuCova uloha 4 virusovych
membranovych proteinov konzervativhe sa vyskytujucich vo vSetkych doteraz
sekvenovanych poxvirusoch - A21, A28, H2 a L5. Proteiny vznikaju pocas
neskorych $tadii infekcie a obsahuju disulfidické vazby. Su navzajom asociované
a tiez spojené s dalSimi membranovymi proteinmi, ¢o ukazuje na pravdepodobny

mechanizmus fuzneho komplexu pre vstup do bunky (Moss, 2006).

1.1.3.2 Vplyv infekcie virusom vakcinie na metabolizmus hostitelskej bunky

PocCas infekcie VACV dochadza k vyraznym zmenam v metabolizme
hostitel'skej bunky. Syntéza DNA hostitelskej bunky je inhibovana kratko po
vstupe virusu. Endonukleazy pritomné vo virionoch hydrolyzuju hostitefsku DNA.

K inhibicii dochadza aj na urovni syntézy a procesingu hostitelskej RNA,
Cim sa zabezpecCi dostatok prekurzorov pre transkripciu a translaciu virusu, a tiez
sa zabrani tvorbe bunkovych proteinov zapojenych do obrannych reakcii
hostitelskej bunky na infekciu VACV. Klu€ovym enzymom v tejto inhibicii je
hydrolaza Nudix, produkt VACV génu D10. Ta odstraniuje 5-konce z mRNA
(McLennan, 2007).

VACV dokaze tiez selektivne inhibovat syntézu hostitelskych proteinov a
to tvorbou malych, polyadenylovanych RNA (POLADS) v skorych fazach
rastového cyklu. VACV pomocou svojej poly(A) polymerazy adenyluje akykolvek
RNA primer. ZvySena hladina poly(A) v cytoplazme vyviaze protein viazuci
poly(A), PAB, klu€ovy iniciatny faktor, o ma za nasledok selektivnu inhibiciu
translacie hostitefskej mMmRNA. Virusové mMRNA zaclinaju translaciu aj

s limitovanym mnozZstvom PAB (Lu a Bablanian, 1996).
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VACV taktiez inhibuje samotnu syntézu hostitel'skych proteinov, a to
rébznymi mechanizmami (na urovni iniciacie polypeptidového retazca,
zablokovanim tvorby ribozémovej podjednotky iniciachého komplexu a inhibiciou
predlZzovania polypeptidového retazca). Miera tejto inhibicie zavisi na type
infikkovanych buniek a na multiplicite infekcie (napr. pri m.o.i. = 50 dochadza
k inhibicii syntézy hostitelskych proteinov uz 20 min. po infekcii a do 1 hodiny po
infekcii (h.p.i.) tato inhibicia dosiahne hladinu 90%) (Buller a Palumbo, 1991).

Na druhej strane, aj metabolizmus v hostitelskej bunky ovplyvriuje priebeh
infekcie VACV. Z opublikovanych vysledkov méjho kolegu, Mareka Vrbackého,
vyplyva, ze efekt infekcie rekombinantom VACV na energeticky metabolizmus
hostitelskej bunky zavisi aj na spdsobe, akym tato bunka ziskava energiu.
Infekcia rekombinantom VACV mala odliSny efekt v bunkach HelLa G, ktoré
ziskavaju energiu glykolyzou, ako v bunkach BSC-40, ktorych energetické zdroje

pochadzaju z oxidativnej fosforylacie (Vrbacky et al., 2003).

1.1.3.3 Interakcia virusu s obrannym systémom hostitelského organizmu

Napriek svojej velkosti a dalSim vlastnostiam (modifikacie membrany
alebo expresia virusovych proteinov rozpoznatefnych pre imunitné bunky),
ktorymi na seba virus v hostitel[skom organizme ,upozorfiuje®, su poxvirusy
uspesnymi patogénmi. Vdaka viacerym mechanizmom dokazu odolat obrane

hostitel'skej bunky.

1.1.3.3.1 Inhibicia kaskady komplementu

Systém viac ako 20 proteinov komplementu prispieva k obrane organizmu
pred infekciou virusmi. Vysledkom je neutralizacia virusu, opsonizacia, lyza
virusom infikovanych buniek a aktivacia Specifickej imunitnej odpovede. VACV
patri medzi virusy, ktoré vyvinuli obranu proti systému komplementu hostitela.

35-kDa protein VCP (VACV complement control protein) sekretovany
VACV, kodovany génom C3L, obsahuje repeticie Struktirne podobné
eukaryotickym proteinom, ktorymi sa viaze na C4b fragment klasickej drahy
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komplementu atym inhibuje aktivaciu tejto obrany organizmu. Okrem
sekretovanej formy sa VCP, po interakcii s dalSim virusovym proteinom, A5G,
vyskytuje aj na povrchoch infikovanych buniek. Expresia VCP na bunkovom
povrchu chrani infikované bunky od komplementom sprostredkovanej lyzy a tym
poskytuje €as na mnoZenie virusu. Obmedzena aktivacia komplementu na
povrchu buniek navySe zniZuje produkciu pro-zapalovych peptidov C3a a C5a
a tym brani lokalnemu zapalu a aktivacii imunitného systému (Girgis et al., 2008;
Kotwal et al., 1990).

1.1.3.3.2  Ovplyvnovanie €innosti cytokinov

Viacero obrannych protivirusovych mechanizmov  organizmu je
sprostredkovanych c¢innostou interferonov (IFN). Poxvirusy prekonavaju tuto
obranu sekréciou solubilnych homolégov receptorov IFN s presnou druhovou
Specifitou. VACV exprimuje B8R, IFNy-viazuci protein, ktory je zasadny pre pinu
virulenciu in vivo. IFNy-receptor exprimovany VACV (aj cowpox) viaZze a blokuje
aktivitu fudského, hovadzieho a krysieho, ale nie mySacieho IFNy (Alcami a
Smith, 1995a; Alcami a Smith, 1995b). Dal$im proteinom, B18R, sa VACYV viaze
a inaktivuje IFN skupiny a/p. Okrem spominanych IFN receptorov, poxvirusy tiez
kéduju receptory viazuce interleukin 1B, interleukin 18 a dalSie cytokiny (Seet et
al., 2003a; Seet et al., 2003b; Smith et al., 1999).

Okrem ovplyviiovania funkcie IFN na urovni receptorov, VACV ovplyvriuje
aj efektorové fazy interferébnovej obrany organizmu. IFN indukovatelné enzymy,
protein kinaza R (PKR) a 2‘5'-oligoadenylat syntetaza (OAS), prispievaju, po
aktivacii dvojvlaknovou RNA (intermediaty virusovej replikacie), k zastaveniu
syntézy proteinov (fosforylaciou aktivatora translacie elF-2a). VACV gény E3L
a K3L exprimuju inhibitory, ktorych cielom su PKR a OAS. VACV protein E3L
,vychytava“ dvojvlaknové RNA intermediaty a brani tak aktivacii PKR a OAS. E3L
sa tiez priamo viaze na PKR (Sharp et al., 1998) a tym brani jej funkénosti, ¢im
zamedzi fosforylacii iniciatného faktora eukaryotickej bunky 2a (elF-20a)

a faktorov interferonovej odpovede (IRF-3 alIRF-7) spojenych s inhibiciou
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indukcie IFN kaskady. Dalsi VACV protein, K3L, funguje ako pseudosubstrat pre
elF-2a (Everett a McFadden, 2002; Johnston a McFadden, 2003).

Proteiny kdédované VACV ovplyvriuju aj dalSie Casti IFN drah. H1L gén
VACV exprimuje fosfatazu, ktora inhibuje IFN-indukovanu aktivaciu
transkripéného faktora STAT-1 (Signal Transducer and Activator of Transcription
- 1). Produkty VACV génov A46R a A52R obsahuju domény Toll-like/IL-1
receptora, ktoré im umozniuju prerusit IL-1 signalnu drahu a zainhibovat’ NF-kB
aktivaciu indukovanu IL-1 (Johnston a McFadden, 2003).

1.1.3.3.3 Apoptoza

Délezitu ulohu v eliminacii infikkovanych buniek v organizme hraje
programovana bunkova smrt — apoptéza.

Infikované bunky su kontrolované jednym zdvoch mechanizmov
smerujucich bunky k apoptéze. Prvym je prezentacia virusovych peptidov na
povrchu infikovanej bunky v komplexe s histokompatibilnymi antigénmi, ktory je
rozpoznavany cytotoxickymi T lymfocytmi. Tie indukuju apoptozu v infikovanej
bunke. Druhym mechanizmom je regulacia virusovej infekcie v bunke samotnej.
Bunka rozpozna aktivaciu bunkového cyklu virusovym proteinom a samotna
spusti proces apoptézy prostrednictvom proteinu p53 (O'Brien, 1998).

Zasadnym dejom pocas apoptozy je Stiepenie a aktivacia kaspaz, rodiny
cysteinovych proteaz (Kumar, 2007). Doteraz bolo u cicavcov identifikovanych 14
kaspaz, ktoré sa €lenia na kaspazy nevyhnutné pre maturaciu cytokinov (kaspazy
1, 4 a5) akaspazy priamo zapojené do iniciacnej (kaspazy 8, 9 a 10) alebo
efektérovej (kaspazy 3, 6 a 7) fazy apoptdzy. Vysledkom pdsobenia efektorovych
kaspaz je Stiepenie mnozstva bunkovych proteinov, ktoré vedie k bunkovej smrti.
Substraty kaspaz reguluju zasadné morfologické zmeny pocas apoptdzy (napr.
fodrin, vimentin, cytokeratiny). Niektoré dalSie sa podielajd na prenose
a znasobeni apoptotického signalu (Fischer et al., 2003). Aktivita tychto proteaz
je v bunkach regulovana, ato ako bunkovymi, tak aj patogénmi koédovanymi

proteinmi.
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Apoptoza mbze byt spustena dvoma drahami, prostrednictvom
extracelularnych alebo intracelularnych signalov.

Draha spustena extracelularnymi receptormi je aktivovana vazbou ligandu
na jemu prisluchajuci receptor bunkovej smrti (death receptor). Napriklad vazba
Fas ligandu na Fas receptor alebo TNF na TNF receptor 1 (TNFR1) vedie
k trimerizacii receptorov a prenosu signalu cez adaptérové proteiny FADD
v pripade Fas, resp. FADD aTRADD vpripade TNFR. Interakciou
s adaptorovymi proteinmi je nasledne do drahy zapojena kaspaza 8. Aktivna
kaspaza 8 mdze dalej bud priamo aktivovat efektérovu kaspazu 3 a viest' tak
bunku kjej smrti, alebo alternativnou drahou vedie k aktivacii proteinu Bid,
patriaceho do rodiny proteinov Bcl-2. Aktivacia Bid ma za nasledok uvolhovanie
cytochromu ¢ z mitochondrii a aktivaciu efektérovej kaspazy 9 (Danial a
Korsmeyer, 2004).

Intracelularna apoptoticka draha je spustana vo vnutri bunky a vyZaduje
zapojenie mitochondrii. Spustenie drahy je iniciované stresovymi signalmi
v bunke, ako su poskodenie DNA, nedostatok rastovych faktorov, dsRNA alebo
virusova infekcia. Stresové signaly vedu k naruSeniu funkcie mitochondrii
a uvolfiovaniu cytochromu c a faktora indukujuceho apoptozu (AlF). Uvofnenie
cytochromu c vedie prostrednictvom jeho interakcie s adaptérovou molekulou
Apaf-1 k aktivacii kaspazy 9 (Ghobrial et al., 2005).

Tretia popisana draha spustenia apoptézy vychadza z endoplazmatického
retikula (ER). Zmeny v homeostdze idénov Ca?* ahromadenie nespravne
zlozenych proteinov vedu k stresu v ER. Ten mbéze mat za nasledok aktivaciu
kaspazy 12. Kaspazou 12 mdze byt aktivovana kaspaza 9 a nasledne efektorové
kaspazy (Pinton et al.,, 2002; Rao et al., 2004). Kaspaza 12 sa vSak u vacsiny
ludi bielej populacie vyskytuje vo forme nefunkéného pseudogénu, funkéna je
u mysi.

PoCas prebiehajucej apoptézy predstavuju kluCovy kontrolny bod
mitochondrie.  Indukcia apoptéozy vedie k zniZzeniu mitochondrialneho
membranového potencialu (AW,) a uvolfiovaniu mnohych pro-apoptotickych

faktorov ako napriklad cytochrom ¢ a Smac/DIABLO (Green a Kroemer, 2004).
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Uvolfiovanie tychto faktorov z mitochondrii je prisne regulované proteinmi
z rodiny Bcl-2.

VSetky proteiny rodiny Bcl-2 su charakteristické obsahom aspon jednej
domény s Bcl-2 homoldgiou (BH) a su kategorizované na anti-apoptotické (Bcl-2,
Bcl-x, Bcl-w, Mcl-1), pro-apoptotické s viacerymi BH doménami (Bak, Bax, Bok)
a pro-apoptotické obsahujuce len BH 3 doménu (Bid, Bad, Bim, Bmf, Noxa,
Puma, Nbk/Bik). Pre apoptézu prostrednictvom mitochondrii je zasadna expresia
Bak a Bax a ich aktivita musi byt prisne regulovana pre potlacenie apoptozy (Wei
et al.,, 2001). Bak je konstitutivne pritomny v mitochondriach. Bax sa normalne
nachadza v cytoplazme, vofne asociovany s mitochondrialnou membranou. Po
stimulacii apoptotickym stimulom dochadza k zmene jeho konformacie a inzercii
do vonkajSej mitochondrialnej membrany. Po aktivacii dochadza k homo-
oligomerizacii Bak aj Bax a nasledne k uvolfiovaniu pro-apoptotickych proteinov
z mitochondrii (Eskes et al., 2000; Wei et al., 2001).

Predpokladany mechanizmus uvolfiovania tychto proteinov z mitochondrii
je bud prostrednictvom porov vo vonkajSej mitochondrialnej membrane, ktoré
vznikli po pbsobeni Bax a Bak, alebo prostrednictvom poérov vo vonkajsej
mitochondrialnej membrane, ktoré sa tam uz nachadzali a ¢innostou Bax a Bak
boli otvorené (Degli Esposti a Dive, 2003; Scorrano a Korsmeyer, 2003).

Primarne je apoptoticky signal prenasany do mitochondrii prostrednictvom
proteinov tvorenych len BH3 doménou. K prenosu signalu dochadza bud priamou
aktivaciou Bak a Bax prostrednictvom tychto proteinov, alebo inaktivaciou anti-
apoptotickych proteinov Bcl-2 prostrednictvom proteinov len s BH3 doménou, ¢o
umozni aktivaciu Bak a Bax (Huang a Strasser, 2000).

Ulohou anti-apoptotickych proteinov Bcl-2 je zabranit pro-apoptotickym
efektom Bak aBax, ato interakciou snimi zamedzit ich aktivacii, alebo
inaktivovat’ proteiny tvorené len BH3 doménou.

Typicky antiapoptoticky €len rodiny proteinov Bcl-2, samotny protein Bcl-2,
je  vbunke asociovany s membranovymi  Strukturami, s vonkajSou
mitochondrialnou membranou, jadrovym obalom a membranou

endoplazmatického retikula. Aj vzhfadom na jeho distribuciu v bunke je
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pravdepodobné, zZe k jeho antiapoptotickému pésobeniu dochadza na viacerych
urovniach apoptotickych drah. Na urovni mitochondrii zamedzuje uvolhovaniu
proapoptotickych faktorov ako AIF a cytochrom c. Jeho uc&inok je zavisly na
schopnosti interagovat s dalSimi proteinmi rodiny Bcl-2 (Bcl-X,, Bax).
Pravdepodobne brani oligomerizacii molekul Bax v mitochondrialnej membrane,
a tak tvorbe kanalov v lipidovej membrane. DalSou droviiou ovplyviiovanou Bcl-2
je inhibicny vplyv na apoptogénny protein p53 a na jeho vstup do jadra. Bcl-2 ma
tiez vplyv na apoptdzu iniciovanu z ER (Cory et al., 2003; Reed, 1998).
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Obr. 1. VonkajsSie a vnutorné drahy vedtice k apoptdéze. Upraveny obrazok
podfa (Gupta et al., 2006).

Okrem uz spomenutych kaspaz sa na apoptoze tiez podielaju dalSie typy
proteaz - granzymy, katepsiny, kalpainy a seriny (Vandenabeele et al., 2005).
Vzhfadom na to, aku ddlezitu ulohu hraje apopt6éza v spravnom fungovani

imunitného systému, vyvinuli virusy viaceré mechanizmy ako interferovat
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S proteinmi zapojenymi do jej drah. Poxvirusy patria medzi mnohé virusy, ktoré
pbsobenim svojich antiapoptotickych proteinov maria proces apoptdzy a snaZia

sa tak prediZit svoje prezivanie v bunke (Taylor a Barry, 2006).

1.1.3.3.3.1 CrmA - inhibitor kaspaz a serinovych proteaz

Pre efektivhu inhibiciu apoptézy poxvirusy exprimuju proteiny, ktoré
priamo ovplyviuju aktivitu kaspaz. Cowpox virus exprimuje v skorych fazach
infekcie modifikator cytokinovej odpovede A (CrmA; cytokine response modifier),
znamy tiez ako SPI-2 (kédovany génom B13R VACYV), inhibitor serpinov,
serinovych proteaz, ktory zaroven vykazuje vyznamnu homoldgiu s kaspazami.
CrmA tak teda inhibuje ako cysteinove, tak aj serinové proteazy. CrmA inhibuje
kaspazu 1, ktora Stiepi pre-IL-18 na IL-1B, a kaspazu 8, ktora je zasadna
v apoptdze sprostredkovanej vonkajSou drahou, t.j. TNF prostrednictvom Fas
receptorov, ale neinhibuje apoptozu sprostredkovanu vnutornou,
mitochondrialnou, drahou. Bolo ukazané, Zze CrmA inhibuje aj granzym B,
serinovu proteazu, ktora je uvolfiovana z granul cytotoxickych T lymfocytov,
a ktora spusta apoptézu priamou aktivaciou kaspaz, alebo iniciaciou

mitochondrialnej apoptotickej drahy (Taylor a Barry, 2006).

1.1.333.2 SPI-1

Okrem spominaného CrmA, exprimuju poxvirusy aj dalSi protein patriaci
do velkej skupiny serpinov, z ktorych sa niektoré podiefaju na regulacii imunitnej
a zapalovej odpovede a bunkovej smrti. SPI-1 (u VACV produkt génu B22R)
viaze katepsin G a zda sa, ze je zapojeny do inhibicie apoptdzy prostrednictvom
mitochondrii (Guo et al., 2005; Shisler et al., 1999).
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1.1.3.3.3.3 SPI-3

Okrem vyS$Sie uvedenych serpinov, exprimuju poxvirusy treti, SPI-3 (u
VACV produkt génu K2L), ktory je vSak SPI-1 a SPI-2 len vzdialene podobny.
Inhibuje fuziu EEV s hostitelskou bunkou a brani tak jej reinfekcii. Vzhladom na
jeho prislusnost’ k serpinom, predpoklada sa aj jeho dalSia uloha poCas infekcie

poxvirusmi, a to inhibicia niektorej proteazy (Turner a Moyer, 1995).

113334 P28

P28 je ubikvitin ligaza kédovana orthopoxvirusmi. p28 inhibuje apoptdzu
indukovani UV, ale neinhibuje apoptézu iniciovant receptormi smrti. Dal$im
spojivom medzi antiapoptotickou aktivitou a p28 je cinnost jeho domény
s ubikvitin ligazou, ubikvitinacia totiz reguluje viaceré komponenty apoptotickej
drahy. Konkrétne ciefoveé proteiny p28 su stale nezname. Delécia p28 z gendmu
ectromelia virusu viedla k vyrazne slabsim prejavom choroby u mysi, ¢o mohlo
byt spésobené neschopnostou virusu replikovat sa v makrofagoch (Senkevich et
al., 1994; Senkevich et al., 1995). Presny vyznam dolezitosti aktivity p28 na
virulenciu alebo inhibiciu apoptézy ale zostava nadalej predmetom skumania
(Taylor a Barry, 2006).

1.1.3.3.3.5 Ovplyviovanie na urovni mitochondrii

Vzhladom na doélezitost mitochondrii v apoptdéze nie je prekvapivé, Ze
virusy vyvinuli mnozZstvo mechanizmov ako ovplyvnit apoptdézu prostrednictvom
mitochondrii.

Prace ukazali, Ze VACV exprimuje jedinecné proteiny, ktoré funguju ako
inhibitory apoptézy v mitochondriach (Everett et al., 2000; Wasilenko et al.,
2003). Wasilenko vo svojich pracach prezentoval protein F1L, ktory je
lokalizovany v mitochondriach a pOsobi anti-apoptoticky (Stewart et al., 2005;

Wasilenko et al.,, 2003). Expresia F1L ma za nasledok zainhibovanie poklesu
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AW, auvoffovania cytochromu c¢ z mitochondrii indukovanych réznymi
apoptotickymi stimulatormi (UV svetlo, staurosporin, TNF a anti-Fas). Virusy
s deletovanym F1L nie su schopné inhibicie apoptéozy indukovanej
staurosporinom ani TNFa. Struktirne analyzy F1L ukazuju na pritomnost C-
koncovej transmembranovej domény, zasadnej pre lokalizaciu do vonkajsej
mitochondrialnej membrany, podobnej proteinom rodiny Bcl-2 (Stewart et al.,
2005; Wasilenko et al., 2003). Pravdepodobny mechanizmus anti-apoptotického
posobenia F1L je jeho interakcia s proteinmi tvorenymi len BH3 doménou
zrodiny Bcl-2, ato konkrétne s proteinom Bim alebo do urcitej miery s BH3

doménami Bax a Bak (Fischer et al., 2006).

1.1.3.3.3.6 NIL

Dalsim VACV proteinom ovplyviiujicim apoptézu je N1L. Bolo ukazané,
Ze infikované bunky exprimujuce N1L su rezistentné voci apoptéze indukovanej
staurosporinom. Mechanizmom pésobenia proteinu N1L je vazba na pro-
apoptotické proteiny skupiny Bcl-2, Specificky na tie, ktoré obsahuju BH3 peptid —
Bad, Bax a Bid (Cooray et al., 2007).

1.1.4 Redoxny systém kédovany VACV

Niektoré proteiny obsiahnuté vo viribnoch VACV maju vo svojich
cytoplazmovych doménach stabilné disulfidové vazby. Podobné proteiny sa
vyskytujd aj u inych virusov a k ich tvorbe dochadza pri prechode
endoplazmatickym retikulom hostitefskej bunky. OdliSna situacia je vSak u
poxvirusov, kde k formacii disulfidovych vazieb dochadza v cytoplazme, a to
prostrednictvom drahy kédovanej virusom. Mechanizmom vzniku disulfidovych
vazieb, aj vo vysoko redukénom prostredi cytoplazmy, je priamy prenos
elektronov cez reakcie vymeny tiol-disulfid.

Draha pozostava z troch virusom koédovanych redox-aktivnych proteinov

(E10, A2.5 a G4) a virusovych substratovych proteinov obsahujucich stabilné
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disulfidové vazby. VACV kédovana redoxna draha zacina od E10, ktory tvori
disulfidovymi vézbami spojeny komplex s A2.5. Dal$i protein v drahe, G4, tvori
meziprodukt s A2.5 a s kone¢nymi substratmi. Viacero proteinov VACV bolo
identifikovanych ako substraty G4 — medzi ne patri protein L1, ciel
neutralizaCnich protilatok a proteiny zapojené do fuzie s membranou hostitelskej
bunky pocCas virusovej infekcie, A21, A28, L5, H2 a A16.

Vsetky proteiny zapojené v popisanej drahe sa vyskytuju v celej skupine
poxvirusov. Redoxné proteiny E10, A2.5 a G4 sa nachadzaju v tych Castiach
cytoplazmy hostitelskej bunky, kde  dochadza k morfogenéze virusu. O
dolezitosti tejto drahy pre uspesnu virusovu infekciu svedCi aj fakt, Ze
znefunkénenie ktoréhokolvek ztroch proteinov drahy ma za nasledok
zamedzenie tvorby virusovych Castic (Senkevich et al., 2002a; Senkevich et al.,
2002b; Su et al., 2006).

1.1.5 Virus vakcinie — uspesny v boji proti smallpox

VACV bol uspeSne pouzity v eradikacii virusu varioly, pévodcu pravych
kiahni. Pravé kiahne boli takmer do konca 20. storo€ia jednou z najvacsich
hrozieb fudstva. Prvé pokusy o ochranu pred pravymi kiahfiami pochadzaju zo
starého Egypta a spocivali v aplikacii tekutiny z vriedkov alebo strupov na kozu,
pripadne ich Snupania a viedli sice k rozvoju ochorenia, ale s nizSimi smrtefnymi
nasledkami ako po prirodzenej infekcii cez aerosoél. Aplikacia pravych kiahni ako
prevencie pred ochorenim sa nazyva variolacia.

Edward Jenner zaviedol v roku 1798 dalSi spdsob prevencie pred pravymi
kiahrfiami, ktory bol nasledne oznaCeny ako vakcinacia (lat. vacca = krava). ISlo o
inokulaciu materialu ziskaného z 1ézii vzniknutych po infekcii cowpox. Na konci
19. storoCia sa sucCastou vakcin stal VACV, ale jeho pdvod, ako uz bolo
zmienené, ostava otazny. SuCasne s pokrokom v zdravotnictve v nasledujucom
obdobi sa skvalitnila aj vyroba pouzivanych vakcin (Virology, 2001). Pocas
eradikacnej kampane Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) v rozmedzi 40-

tych az 70-tych rokov 20. storo€ia boli na oCkovanie pouzivané kmene uvedené
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v kapitole 1.1. Ockovanie vSetkymi kmenmi bolo velmi efektivne a aj vdaka nemu
bolo mozné virus pravych kiahni eliminovat (Tegnell et al., 2002). Je potrebné
zmienit, ze k uspesSnej eradikacii prispela aj skutoCnost, ze Clovek je jediny
rezervoar pre virus pravych kiahni. Vdaka intenzivhemu eradikatnému programu
WHO su od roku 1980 pravé kiahne povaZované za kompletne eradikované
(WHO, 1980). Od zaciatku 80. rokov 20. storoCia bolo pozastavené ocCkovanie
populécie aj v byvalom Ceskoslovensku.

Napriek celosvetovému zlikvidovaniu varioly, vyvstala v poslednych rokoch
hrozba jej potencialneho zneuzZitia ako biologickej zbrane. Dopad na dnesnu
populaciu by bol vzhladom na pozastavené ocCkovanie, vysoku prenosnost
a umrtnost (do 40%) viac katastrofalny ako v minulom storo€i. Prave preto je v
programoch mnohych farmaceutickych spolo€nosti produkcia novych kvalitnych
vakcin a planovanie rozsiahlych vakcinacii v pripade, Ze by bol virus varioly
zneuzity ako biologicka zbran. USA zacali oCkovanie zdravotnickych pracovnikov
a vojakov odchadzajucich do rizikovych oblasti.

Prekazkou v opatovnom celoploSnom ocCkovani je fakt, ze vakcinacia je
spojena s vySSou pravdepodobnostou vedlajSich ucinkov ako ktorakolvek ina
imunizacia anavySe tieto efekty su 10-nasobne pravdepodobnejSie
u prvoocCkovanych.

V st¢asnosti sa v USA pouziva vakcina Dryvax® Wyeth, lyofilizovany
material z New York City Board of Health (NYCBOH) kmernia VACV, ten isty
material ako bol pouzivany v 60. rokoch 20. storoCia. Samozrejme, Ze sa
v suCasnosti vyvijaju nové a bezpeclnejSie vakciny, no ich schvalenie
a pouzivanie je este otazkou buducnosti .

NavySe, okrem hrozby zneuzitia poxvirusov ako biologickej zbrane,
vystupuje do popredia hrozba =z prirodzeného prostredia, ato od virusu
monkeypox, ktory u ludi spdsobuje ochorenie podobné pravym kiahnam.
Monkeypox sa vyskytuje v zapadnej a centralnej Afrike, ale 72 pripadov bolo
hlasenych v roku 2003 aj v USA (Sliva a Schnierle, 2007).
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1.1.5.1 Postvakcinaéné komplikacie spojené s pouzitim VACV

Vacsina postvakcinacnych komplikacii sa da predpokladat’ uz vychadzajuc
zo samotnej procedury vakcinacie, kedy vlastne mala oblast koze sluzi ako
.Kultivaéna platna“ pre VACV. Komplikacie sa nasledne tykaju nadmerného
mnozenia VACV v mieste vakcinacie alebo v dalSich €astiach tela.

NajCastejSou komplikaciou vyplyvajucou z nadmernej virusovej replikacie
je nahodna infekcia, kedy sa virus prenesie z miesta vakcinacie na povrch inych
Casti tela oCkovanej osoby alebo jej blizkych.

Menej Casta je generalizovana vakcinia, ku ktorej dochadza pri rozSireni
virusu cez krvné rieCisko, a pri ktorej sa vyrazky objavuju nahodne na navzajom
izolovanych Castiach tela. Ku generalizovanej vakcinii dochadza pravdepodobne
v dosledku poruchy protilatkovej alebo imunitnej odpovede sprostredkovanej B-
lymfocytmi.

Obidva spOsoby rozSirenia virusu mézu mat zavazné nasledky pre ludi
s poruchami nesSpecifickej imunity, hlavne cytokinovej Th2 odpovede na kozné
virusoveé infekcie, t. j. pre pacientov s ekzémami alebo inymi formami atopicke;j
dermatitidy. Ich koza je vyznamne permisivna pre iniciaciu a rapidne Sirenie
VACYV infekcie, u tychto oséb moze dbjst k rozvoju eczema vaccinatum.

K menej Castej postvakcinacnej komplikacii, k progresivnej vakcinii, vedie
neumyselné ockovanie ludi s poruchou bunkovej imunity (protilatkova imunitna
odpoved je neporus$end). Progresivna vakcinia je charakteristicka nadmernym
zvacsenim vakcinaCného miesta a pripadnym objavenim sa podobnych |ézii
niekde inde na tele.

Ku extrémne zriedkavej komplikacii, fetalnej vakcinii, dochadza ked po
oCkovani tehotnej Zeny déjde k rozSireniu virusu na jej plod.

Dalsimi komplikaciami su tie, ktoré nesuvisia s nadmernou replikaciou
virusu. Patria sem bakterialne superinfekcie, kozny erytém, myoperikarditida
a postvakcinacna encefalitida.

Ku bakterialnym superinfekciam dochadza po kontaminacii o¢kovacieho

miesta. Menej Casto oCkovanie vyvolava koprivkovitu koznu reakciu, erytéma
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multiforme. Niektoré formy tejto reakcie si vyzaduju terapiu steroidmi (Bray, 2003;
Fulginiti, 2003).

Ako postvakcinatna komplikacia bola zdokumentovana aj akutna
myoperikarditida. Bola zaznamenana pocas vakcinacnej kampane v armade USA
v rokoch 2002-2003 a pricina tejto komplikacie nebola presne urCena (Arness et
al., 2004).

NajzavaznejSou, ale najzriedkavejSou komplikaciou je postvakcinacna
encefalitida, ktora sa nahodne objavuje u pacientov bez Ziadnej znamej
predispozicie. Neurologické priznaky sa objavuju 1-2 tyzdne po vakcinacii,
zacCinaju zvySenym vnutrolebkovym tlakom a €asto vedu k apatii, kéme,
zachvatom alebo paralyze. Patogenéza tejto formy encefalitidy je neznama,
uvazuje sa, o autoimunitnom procese Vv bielej mozgovej hmote (Bray a Wright,
2003; Fulginiti, 2003).

1.2  Terapia postvakcinaénych komplikacii spojenych s pouZitim VACV

Ako uZ bolo zmienené, vacsina postvakcinacnych komplikacii ma pdvod
v uniku VACV z miesta inokulacie a v jeho replikacii a Sireni. Tieto sa stavaju

potencialnymi cielmi pre antivirusovu terapiu.

1.2.1 VACV imunoglobulin

Do 50. rokov 20. storocCia, kedy boli zavedené VACV imunoglobulin (VIG)
a tiosemikarbazénové derivaty, nebola dostupna ziadna Specificka terapia na
postvakcinaéné komplikacie spojené s ockovanim VACV. VIG bol pripraveny ako
20-nasobny koncentrat y-globulinu z plazmy oCkovanych osdb. V ¢ase ked bol
VIG zavedeny do klinického pouzivania, bola vacéSina postvakcinanych
komplikacii povazovana za chybnu protilatkovd odpoved. Napriek jeho
nepotvrdenej uc&innosti, bol VIG po roku 1960 podavany takmer vSetkym
pacientom s postvakcinaénymi komplikaciami. VIG bol tiez podavany
profylakticky (Bray, 2003).
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1.2.2 Tiosemikarbazonové derivaty

Prvymi latkami s antivirusovou aktivitou proti VACV zavedenymi do
klinickej praxe v 50-tych rokoch 20. storoCia boli tiosemikarbazony. Prototypom
tiosemikarbazénov bol metisazén (Marboran®). Inhiboval syntézu virusovych
proteinov z neskorej virusovej mRNA a ovplyviioval maturaciu virusu. Napriek
jeho toxicite pri systémovom podavani bol pouzivany v terapii postvakcina¢nych
komplikacii. Aj ked par sprav svedCiacich o jeho prospechu pri lieCbe ekzema
vakcinatum a progresivnej vakcinii bolo prezentovanych, chybajuce rozsiahlejSie
Studie znemoznuju potvrdit jeho pozitivnu dlohu pri lie€be VACV infekcie.

V sucasnosti sa tato latka nepouziva (Bray, 2003; De Clercq, 2001).

1.2.3 Rifampin

Dalsiou latkou s dokazanou schopnostou inhibovat poxvirusovu infekciu je
uginné tuberkulostatikum, rifampin. Uginnost len pri  velmi vysokych
koncentraciach (100 pg/ml) ho robi nepouzitelnym v beznej klinickej praxi.
Rifampin ovplyvriuje neskory Strukturny protein VACV, p65, ¢oho désledkom je
reverzibilné zablokovanie kompletovania VACV - membrany, ktoré by mali
obalovat’ buduce virusové Castice maju nespravny tvar a vysledkom su nezrelé

virusove Castice kosakovitého tvaru (Sodeik et al., 1994).

1.2.4 Nukleozidové analogy

Pocas dlhoro¢ného vyskumu bol VACV zaradeny do kategorie virusov,
ktoré su testované na citlivost na rézne skupiny latok. Vacsina latok, u ktorych
bola dokazana ucinnost proti VACV su nukleozidové analégy radiace sa do
réznych skupin.

Ribavirin (Virazole) bol prvy z nukleozidovych analégov aktivny proti
Sirokému spektru RNA aj DNA virusov, vratane VACV. Patri medzi IMP
dehydrogenazové inhibitory. Ich mechanizmus ucinku spociva v inhibicii IMP
dehydrogenazy, ktora prispieva k premene inozinmonofosfatu (IMP) na
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xantozinmonofosfat (XMP), zasadnému kroku v biosyntéze purinovych
mononukleotidov, napr. GTP a dGTP. Tato inhibicia ma za nasledok nedostatok
GTP a dGTP a tym inhibiciu syntézy RNA a DNA. Podobné aktivity ako Ribavirin
vykazuju aj dalSie nukleozidové derivaty, FICAR, EICAR, tiazofurin a selenazol
(De Clercq, 2001).

DalSou skupinou nukleozidovych analégov s anti-VACV aktivitou su
inhibitory hydrolazy S-adenozylcysteinu (SAH hydrolazy). Tie ovplyviuju
maturaciu VACV mRNA, konkrétne spravnu tvorbu metylovaného 5°-konca.
Medzi ucinné inhibitory SAH hydrolazy s aktivitou aj proti VACV patria cyklické
adenozinové analégy (S)-DHPA, (RS)-AHPA, C-c® Ado a neplanocin A (De
Clercq, 2001).

Medzi nukleozidové analogy s anti-VACV u€inkom patri tiez skupina
inhibitorov tymidylat syntetazy, 5-substituované 2°deoxyuridiny. Ich antivirusova
aktivita spociva v inhibicii €innosti tymidylat syntetazy, ktora meni dUMP na
dTMP.

Inhibitorom orotidin-5"-monofosfat (OMP) dekarboxylaz a CTP syntetaz
ovplyviujucim syntézu pyrimidinovych mononukleotidov nebola spociatku
venovana velka pozornost z hladiska moznosti vyrazne iného ovplyvnenia
virusov ako hostitelskych buniek. AvSak, pyrazofurin, prototyp inhibitorov OMP
dekarboxylaz, vykazuje inhibicné efekty na viaceré virusy, vratane VACV,
v koncentraciach zjavne netoxickych pre hostitelské bunky. Podobne je to aj u
carbodinu a cyklopentenyl cytozinu — inhibitorov CTP syntetazy, ktoré maju tiez
protivirusovy efekt (De Clercq, 2001; Sliva a Schnierle, 2007).

Do skupiny nukleozidovych anal6gov patri tiez jedina latka schvalena FDA
USA na lieébu postvakcinadnych reakcii po VACV vakcine, Cidofovir (Vistide®),
analdg cytozinu (HPMPC), povodne schvaleny na lieCbu cytomegalovirusovych
infekcii popisany profesorom A. Holym (De Clercq et al., 1986). Presny
mechanizmus inhibicie VACV alebo inych poxvirusov cidofovirom nebol
objasneny, ale vacsina toho €o je zname o efekte na iné DNA virusy, je
aplikovatefna aj na mechanizmus ucinku na poxvirusy. Cielom pdsobenia

cidofoviru na molekularnej urovni je syntéza virusovej DNA, a to konkrétne bud
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tak, ze metabolit cidofoviru funguje ako kompetetivny analég dCTP a pdsobi ako
kompetitivny inhibitor DNA polymerizacii, alebo samotnou inkorporaciou
metabolitu cidofoviru déjde k zablokovaniu predizovania DNA retazca. NavySe,
cidofovir vykazuje dlhodoby proti-virusovy efekt, ¢o ho odliSuje od ostatnych
nukleozidovych analégov. Dlhodoby efekt cidofoviru je pripisovany dlhému
pol€asu jeho metabolitov (De Clercq, 2002). Nevyhodou tohto preparatu je jeho
intravendzna aplikacia a nefrotoxicita (Naesens et al., 1996; Safrin et al., 1997).

Jedine€na antivirusova aktivita cidofoviru vSak viedla k dalSiemu vyvoju
jeho derivatov. Skupine prof. Holého a Dr. M. Kre€merovej sa podarilo pripravit
ucinny derivat cidofoviru pridanim dalSieho dusika do jeho zakladnej Struktury,
¢im vznikol 5-azacytozin analog cidofoviru (HPMP-5-azaC; MK-471). Tento
preparat vykazuje silnu protivirusovu aktivitu proti Sirokému spektru virusov,
vratane poxvirusov a minimalne rovnaké alebo vysSie inhibicné a priaznivejSie
cytotoxické vlastnosti ako cidofovir. Nasledne sa tento tim chemikov zameral na
pripravu cyklickej formy a esterov tohto preparatu a testovanie ich protivirusovych
aktivit. Cyklicka forma vykazovala antivirusové vlastnosti porovnatelné
s pévodnym HPMP-5-azaC alebo cidofovirom. NajlepSie vysledky spomedzi
testovanych esterov vykazoval alkoxyalkyl ester (hexadecyloxyethyl ester; MK-
612), ktory mal 58-krat vysSSiu aktivitu proti VACV ako HPMP-5-azaC
(Krecmerova et al., 2007).

DalSou uginnou latkou na baze cidofoviru sa zda byt jeho lipidovy derivat,
hexadecyloxypropyl-CDV (HDP-cidofovir, CMX001), ktory umoZznuje peroralnu
aplikaciu a vykazuje az 100 nasobne vysSiu potenciu v inhibicii poxvirusov
v bunkovych kulturach, ¢im poskytuje sfubnu potrebnu rovnovahu medzi vysokou

ucinnostou a nizkou toxicitou (Kern et al., 2002; Sliva a Schnierle, 2007).

1.2.5 Latky inhibujuce Sirenie VACV

V poslednych troch rokoch sa objavila nova skupina anti-poxvirusovych
latok, ktoré sa nevyznacuju priamou inhibiciou virusovej replikacie, ale

redukovanim Sirenia virusovej infekcie.
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Niektoré znizuju uvolfovanie EEV z buniek, hlavny mechanizmus rychleho
Sirenia poxvirusov u hostitela. EEV su vytlatané von zbunky pomocou
aktinovych vilaken. Tvorba tychto aktinovych viaken je ovplyviiovana fosforylaciou
virusoveho proteinu A36 bunkovou tyrozinkinazou c-Src. Z toho vyplyva, Ze
Specificky kinazovy inhibitor by mohol byt schopny zainhibovat Sirenie VACV.
Jednou z takychto latok je Gleevec (STI-571, Glivec), ktory je schvaleny na
pouzitie u fudi a primarne bol uréeny pre terapiu chronickej myeloidnej leukémie.
Gleevec inhibuje tyrozin kindzu rodiny Abl a bola ukazana jeho schopnost
zabranit' uvolnovaniu VACV z infikovanych buniek. Tato latka nie je prvym
prikladom inhibicie VACV kinazovym inhibitorom, ale je to prva latka tohto druhu
schvalena pre pouzitie na fudoch. Podobny efekt ako Gleevec ma inhibitor EGFR
(receptor epidermalneho rastového faktora) kinazy, CI-1033. U neho tiez bola
ukazana schopnost uchranit mysi pred letalnou intranasalnou davkou VACV.
Dalsi kinazovy inhibitor, U1026, inhibitor Erk, inhibuje replikaciu VACV
v bunkovych kulturach (Sliva a Schnierle, 2007).

OdliSnym typom preparatu je ST-246, ktory bol identifikovany pocas
vysoko ucinného skriningu suboru nizkomolekulovych latok na inhibicny efekt na
replikaciu poxvirusov (Sliva a Schnierle, 2007). ST-246 Specificky inhibuje tvorbu
extracelularnej formy virusu ovplyvnenim proteinu F13L VACV. Analyzy pomocou
dele¢nych mutantov ukazali, ze F13L je potrebny pre zabalenie IMV formy virusu
do formy IEV. Kinhibicii ST-246 dochadza pri obalovani virusovych cCastic
v trans-Golgi (Duraffour et al., 2007).

1.2.6 Latky reagujuce s tiolovymi skupinami

Cast naSej prace sledujucej interakcie VACV s hostitelskou bunkou je
zamerana na inhibicné efekty na infekciu VACV. Pozorovali sme efekt nového
typu inhibitorov VACV na infekciu tymto virusom, latok reagujucich s SH-
skupinami, najma kyseliny lipoovej a etakrynovej. Vysledky charakterizujuce

inhibi¢né posobenie kyseliny lipoovej tvoria druhu hlavnu Cast tejto dizertacie.
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1.2.6.1 Kyselina lipoova

Kyselina lipoova (LA) je disulfidovy derivat kyseliny oktanovej (kaprylovej),
ktory v oxidovanej forme tvori intramolekulovu disulfidovu vazbu. LA bola v roku
1950 izolovana zpeCene hovadzieho dobytka. Vzhladom na jej ulohu
v biochemickych procesoch bola zaradena medzi vitaminy komplexu B.
V sucasnosti uz vSak nie je povazovana za vitamin. Pravdepodobnym miestom
jej syntézy su mitochondrie, kde sa nachadzaju prekurzory LA , kyselina

oktanova a cystein ako zdroj siry (Bilska a Wlodek, 2005).
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Obr. 2. Kyselina lipoova.

Amid LA je koenzym E2 (dihydrolipoat acyltransferaza) podjednotky
multienzymatického mitochondriového komplexu katalyzujuceho oxidativnu
dekarboxylaciu pyruvatu, a-ketoglutaratu a a-ketokyselin s rozvetvenymi
retazcami vznikajucich pri transaminacii leucinu, izoleucinu a valinu. LA je tiez
délezitou sucastou mitochondriového komplexu zodpovedného za syntézu
a degradaciu glycinu (Bilska a Wlodek, 2005).

ZvySeny zaujem o tuto latku v su€asnej medicine vyplyva z jej unikatnej
redukénej schopnosti. Vdaka nizkemu redukénému potencialu dvojice LA/DHLA,
sa redukovana LA podiela jednak na reakciach neutralizujucich kyslikove
radikaly, ako aj na reakciach redukujucich oxidované formy inych antioxidantov.
NavySe ma LA dalSiu Specificku vlastnost, a to je rozpustnost nielen vo vode, ale
aj v tukoch. VSetky tieto zmienené vlastnosti prispievaju k tomu, Ze sa LA tiez
nazyva ,antioxidant medzi antioxidantmi“ (Bilska a Wlodek, 2005).
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Viacerymi autormi boli potvrdené zavery o antioxidaCnych vlastnostiach
LA. LA vychytava hydroxylovy radikal, kyselinu chlornu a singletovy kyslik. Zda
sa, ze nereaguje s peroxidom vodika, peroxylovym a superoxidovym radikalom.
Tiez bola ukazana schopnost’ LA reagovat s radikalmi dusika. LA je schopna
redukovat GSSG na glutation. Vyznamne tiez prispieva k regeneracii vitaminu E
z jeho oxidovanej formy (Moini et al., 2002). Okrem reakcie s ROS (reaktivne
derivaty kyslika), LA reaguje s Mn?*, Cu?*, Zn** a Fe*" (Packer et al., 1995).

V sucCasnosti vzbudzuje LA znacCny zaujem pre jej terapeutické pouzitie
a pozitivny vplyv na lieCbu viacerych ochoreni ako su diabetes, arteroskleréza,
degenerativne nervové ochorenia alebo AIDS (Bilska a Wlodek, 2005).

Bolo ukazané, Zze LA poruSuje replikaciu HIV zainhibovanim aktivacie
NFkB v bunkovych kulturach (Pande a Ramos, 2003). Pocas aktivacie NF-kB su
dva procesy, ktoré mézu byt ovplyvnené tiolovymi antioxidantami ako je LA.
Prvym je jeho disociacia z inhibi¢nej jednotky IkB, priCom oxidacia stimuluje
disociaciu a tym aj aktivaciu NF-kB. Druhym je samotna vazba NF-kB na DNA,
na ktorej sa podielaju cysteinové zvySky, ktoré vo svojej redukovanej forme
zvySuju vazbu na DNA (Packer et al., 1995).

O tuto latku prejavili zaujem tiez dermatologovia a krémy obsahujuce LA
su uz na trhu. Vo viacerych Sportovych kluboch dostavaju Sportovci preparaty
obsahujuce LA, ktora zniZuje oxidacny stres vznikajuci pri cviCeni a zvySenegj

svalovej regeneracii (Bilska a Wlodek, 2005).

1.2.6.2 Kyselina etakrynova

Kyselina etakrynova (EA) bola pdvodne nasyntetizovana kvéli najdeniu
efektivnejSieho diuretika. Miestom jej diuretického pdsobenia je Henleova kfucka,
kde inhibuje aktivny transport chloridu. EA ma len maly vplyv na prestup sodika a
chloridu. Aktivnou formou nie je EA samotna, ale EA-cystein. EA-cystein v lumen
diluéného segmentu inhibuje aktivny transport chloridu pri koncentracii 200-krat

nizsej jako EA samotna (Burg, 1976).
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Obr. 3. Kyselina etakrynova.

EA moéze vdaka svojej Strukture alkylovat’ tiolové skupiny proteinov alebo
glutationu. Na zaklade toho sa da predpokladat, Ze méze modifikovat' aj tiolové
zvysSky v NF-kB zasadné pre jeho aktivaciu a to bud’ zniZzovanim intracelularnych
hladin glutationu alebo priamo alkylaciou proteinov (Han et al., 2005).

Derivat EA, amid EA, bol ukazany ako mozny inhibitor proteazy

koronavirusov, medzi ktoré patri aj virus SARS (Kaeppler et al., 2005).

1.3 Interakcia virusu vakcinie s hostitefskou bunkou - predchadzajuce

vysledky nasej skupiny

V tejto Casti uvodu by som chcela struéne zhrnut vysledky prace ludi nase;j
pracovnej skupiny, na ktoré bude tato dizertalna praca nadvazovat. Moji
kolegovia Ciastocne charakterizovali lyticky charakter bunkovej smrti spdsobeny
infekciou dvoma rekombinantmi VACV (VACV-Cat a VACV-Bcl-2) na dve
bunkové linie HeLa G a BSC-40 (Kalbacova et al., 2002; Vrbacky et al., 2003).
Konkrétne bol popisany vplyv VACV infekcie na zmeny v integrite plazmaticke;j
membrany a na AW, za pomoci fluorescenéného indikatora propidium iodidu (PI),
resp. DiIOCg(3).

Infekcia VACV vedie k vyznamnému porusSeniu integrity plazmatickej
membrany v HeLa G bunkach (Obr. 4A - (Kalbacova et al., 2008). Protein Bcl-2
exprimovany VACV je schopny tento trend vyznamne zvratit v 48 h.p.i.
V bunkach BSC-40 je priebeh infekcie podobny, v skorSich ¢asovych intervaloch
po infekcii ma VACV za nasledok zvySené poSkodenie bunkovej membrany. Od
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Casového intervalu 12 h.p.i. sa uz ale prejavuje apoptoticky charakter bunkovej
smrti indukovanej VACV-Bcl-2 a v bunkach infikovanych tymto rekombinantom je
znizeny pocet buniek s poruSsenou bunkovou membranou, €o zodpoveda
pozorovanej morfolégii.

Infekcia VACV ma za nasledok aj zmeny v AW, Infekcia VACV-CAT
vedie k Statisticky vyznamnému zniZeniu AW, v obidvoch bunkovych liniach,
HelLa G aj BSC-40. Pocas infekcie VACV-Bcl-2 je tento pokles zvrateny, priCom
v HeLa G bunkach k tomu dochadza 36-48 h.p.i. a u BSC-40 bolo zaznamenané
zvySenie AW, indukované Bcl-2 v ¢asovych intervaloch 12-18 h.p.i. (Obr. 4B -
(Kalbacova et al., 2008).

Moja kolegynia, Marie Kalbacova (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al.,
2008), vo svojich experimentoch dalej zaznamenala aktivaciu aj aktivitu kaspaz
v bunkach lyticky infikovanych VACV. Kaspazy su proteazy, ktorych aktivita je
charakteristicka pocCas apoptdzy, nie vSak poCas nekrozy. Kaspazovu aktivitu
sledovala na troch réznych urovniach ich kaskady troma réznymi metddami
prietokovej cytometrie.

Najskdor bola zistovana miera aktivacie kaspaz za pouzitia testu
CaspaTag'™, ktory stanovuje aktivaciu kaspaz na zaklade ireverzibilnej vazby
fluoresceinom znaceného inhibitora kaspaz (FAM-VAD-FMK) do aktivheho
miesta kaspaz, no nie pre-kaspaz. V bunkach HelLa G bola namerana zvySena
aktivacia kaspaz v bunkach infikovanych VACV-CAT a pozorovany inhibi¢ny
efekt na tuto aktivaciu v bunkach infikovanych VACV-Bcl-2 v obidvoch ¢asovych
intervaloch — 24 a 48 h.p.i. (Obr. 5A - (Kalbacova et al., 2008). V BSC-40 bola
aktivacia kaspaz v bunkach infikovanych VACV-CAT rovnako vysSia ako
v neinfikovanych kontrolach. VACV-Bcl-2 tuto aktivaciu neovplyvnilo v skorSich
meranych ¢asovych intervaloch (6 a 12 h.p.i.), zatial o v neskorSich su uz bunky
mrtvé.

Druha pouzita metéda sledovala Stiepenie nefluorescenéného substratu
kaspaz, kaspazami na fluorescenny produkt. U HeLa G bolo Stiepenie
pozorované v bunkach infikovanych VACV-CAT, no Bcl-2 exprimovany VACV
nemal na tuto aktivitu inhibicny efekt v 24 h.p.i. V 48 h.p.i. bol uz ale inhibi¢ny
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efekt na hladiny Stiepeného Rhodaminu 110 bis-(amidu kyseliny L-aspartatovej)
zaznamenany (Obr. 5B - (Kalbacova et al., 2008). V BSC-40 bol narast hladin
Stiepeného Rhodaminu 110 bis-(amidu kyseliny L-aspartatovej) pozorovany u
vzoriek infikovanych VACV-CAT od casového intervalu 12 h.p.i. Bcl-2 ho
zainhiboval v ¢asovych intervaloch 12 a 15 h.p.i. V 18 h.p.i. boli namerané
zvysené hladiny stiepeného Rhodaminu 110 bis-(amidu kyseliny L-aspartatovej)
u vzoriek infikovanych VACV-Bcl-2, no v tomto ¢asovom intervale boli uz bunky
mrtvé a zaznamenané Stiepenie je pravdepodobne artefakt.

Tretou metdédou, M30 CytoDEATH (Fluorescein), bol stanovovany
konecny produkt Stiepenia kaspaz, neoepitop cytokeratinu 18, ktory je typicky pre
apoptotické epitelové bunky. V bunkach HeLa G infikovanych VACV-CAT bolo
pozorované vysSie S$tiepenie cytokeratinu 18 v porovnani s neinfikovanymi
kontrolami. Pésobenie Bcl-2 toto Stiepenie zainhibovalo. V BSC-40 bola, podobne
ako v HelLa G, namerana zvysena fluorescencia v bunkach infikovanych VACV-
CAT svedciaca o Stiepeni cytokeratinu 18. Infekcia VACV-Bcl-2 mala za nasledok
eSte vyraznejSie Stiepenie cytokeratinu 18, €o je vzhode s apoptézou
prebiehajucou v tychto vzorkach.

Na zaklade tychto opublikovanych vysledkov sme sa rozhodli pokratovat
v podrobnejSom charakterizovani interakcie VACV s hostitelskou bunkou, resp.
v analyze efektu VACV na typ bunkovej smrti. Rovnako sme v navaznosti na
opublikované prace chceli podrobnejSie popisat’ efekt Bcl-2 na infekciu VACV a

odlisit ho od efektu samotnej infekcie VACV.
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2. Ciele prace

Predchadzajuce prace z nasSej pracovnej skupiny priniesli nové poznatky v
oblasti interakcie virusu vakcinie s hostitelskou bunkou. Netypicky bola pocCas
lytickej infekcie virusom vakcinie pomocou prietokovej cytometrie namerana
aktivacia/aktivita kaspaz, protedz typickych pre apoptézu. Dal$im unikatnym
pozorovanim bol proapoptoticky efekt protoonkogénu Bcl-2 po expresii virusu
vakcinie v bunkovej linii BSC-40, zatial ¢o v inej epitelialnej bunkovej linii, HeLa
G, pbsobi tento rekombinant virusu vakcinie antiapoptoticky. Vzhfadom na
hrozbu zneuzitia pribuzného virusu, varioly, ako biologickej zbrane a na
preukazané vedlajSie ucCinky v sucCasnosti dostupnych ockovacich latok
zalozenych na viruse vakcinie, stava sa otazka lepSieho porozumenia
interakciam poxvirusov s hostitelom vysoko aktualnou. V praci sme sa zamerali
jednak na hibSie objasnenie skér sledovanych dejov tykajucich sa aktivacie drah
apoptézy pocas infekcie virusom vakcinie, ale rovnako tiez na nové moznosti
inhibicie infekcie virusom vakcinie a sledovanie inhibi¢nych ucinkov redox-

modulujucich latok.
Konkrétne ciele prace boli:

1. Sledovanie Stiepenia substratov proteaz pocas infekcie virusom
vakcinie.

2. Vplyv inhibicie aktivity kaspaz a PARP na infekciu virusom vakcinie.
Priprava bunkovych linii HeLa G aBSC-40 exprimujucich Bcl-2
pomocou indukovatelného expresného systému Tet-On; sledovanie
efektu expresie Bcl-2 na tieto bunkové linie.

4. Charakterizacia efektu redox-modulujucich Iatok, zvlast kyseliny

lipoovej, na infekciu virusom vakcinie.
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3. Material a metédy

3.1 Chemikalie

Vsetky pouzité kultivatné meédia a rastové doplnky boli od firiem
Invitrogen, Gibco alebo PAA Laboratories. Kyselina askorbova, dithiothreitol
(DTT), B-mercaptoetanol (B-ME), kyselina etakrynova, kyselina a-lipoova, ATP a
isopropyl-B-thiogalactopyranoside (IPTG) bol od Sigma. Luciferin bol od
Promega. 3,3’-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg(3)) od Molecular Probes a
propidium iodid (Pl) od Fluka. VSetky enzymy, primery, sondy a chemikalie pre
real-time PCR boli od Applied Biosystems. Dal$ie pouzité chemikalie boli od

Sigma alebo Fluka, pokial nie je uvedené inak.

3.2  BunkoVé linie a kultivané podmienky

Bunkové linie HeLa G (human cervical carcinoma cells, fudsky karcinom
krCka maternice) a BSC-40 (African green monkey kidney cells, oblickové bunky
maciaka zeleného) boli kultivované v DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
glukéza 4,5 g/l) obohatenom o 10% neonatalne tefacie sérum inaktivované pri
65°C (NCS; 10% NCS-DMEM) a antibiotika (penicilin 1x10° U/l, streptomycin 100
mg/l). MysSacia fibroblastova linia L929 a mySacia monocytovo/makrofagova
bunkova linia J774.G8 boli kultivované v DMEM obohatenom o 10% fetalne
bovinné sérum inaktivované pri 65°C (FBS; 10% FBS-DMEM) a antibiotika.
Makrofagy boli preinkubované so 100 U/ml IFNy (R&D Systems) 18 hodin pred
infekciou 100 U/ml IFNy (R&D Systems). Ludska bunkova linia Jurkat odvodena
od T-buniek bola kultivovana v RPMI 1640 obohatenom o 10% fetalne bovinné
sérum inaktivované pri 65°C (10% FBS-RPMI), antibiotika a 2 mM glutamin.
VSetky bunkové linie boli kultivované v 37°C, v atmosfére s 5% CO, a 95%

vlhkostou.
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3.3  Priprava stabilne transfekovanych bunkovych linii Tet-On

3.3.1 Stabilné transfekcie a selekcia bunkovych linii

Priprava stabilne transfekovanych bunkovych linii  Tet-On spocivala
vdvoch po sebe nasledujucich stabilnych transfekciach. V prve] stabilnej
transfekcii boli bunky transfekované regulacnym plazmidom pTet-On (Clontech)
za pouzitia transfekéného Cinidla Superfect (Qiagen). 24 hod. pred transfekciou
bolo 0,5x10° buniek bunkovej linie BSC-40, resp. HelLa G, nasadenych na 6-
jamkovu kultivacnu plathu v 10% NCS-DMEM. Bunky boli na druhy den po
nasadeni oplachnuté DMEM bez pridaného séra a transfekované podla protokolu
vyrobcu. Stru¢ne, 4 ug plazmidu pTet-On boli rozpustené v DMEM bez pridanych
antibiotik a séra do celkového objemu 100 ul. K DNA bolo pridanych 6,67 pl
transfekCného Cinidla a pripravena zmes komplexov podla protokolu vyrobcu. Po
2-3 hod. inkubacii buniek so zmesou transfekénych komplexov v 37°C, 5% CO,
boli zvySkové komplexy z jamiek odsaté a k bunkam boli pridané 3 ml 10% NCS-
DMEM. 48 hod. po transfekcii boli bunky ztrypsinizované a prenesené na 100
mm kultivacné platne, na ktorych boli kultivované v 10% NCS-DMEM s pridanym
0,5 mg/ml G.418. Pocas niekolkych nasledujucich tyzdnov boli stabilne
transfekované linie selektované v pritomnosti G.418. Pouzité koncentracie G.418
boli vybraté na zaklade predchadzajucich pokusov na bunkovych liniach BSC-40
a HelLa G.

V druhej stabilnej transfekcii boli bunky s uspesne v€lenenym regulacnym
plazmidom (testovanie uspeSnej prvej transfekcie pozri nizSie) transfekované
plazmidom s vklonovanym génom, ktory sme chceli exprimovat. Zaroven plazmid
obsahoval aj gén pre rezistenciu na hygromycin. 24 hod. pred transfekciou bolo
0,225 x10° buniek bunkovej linie BSC-40-pTet-On nasadenych na 6-jamkovu
kultivacnu platiiu v 10% NCS-DMEM. Pre druhu stabilnu transfekciu bol pouzity
rovnaky protokol ako pre prvd. Do pripravenych buniek sme transfekovali 4 ug
plazmidu pTRE2Hyg-Luc alebo pTRE2Hyg-Blc-2. Po 2-3 hod. inkubécii boli
odsaté zvySkové komplexy a k bunkam bolo pridané 10% NCS-DMEM s G.418
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(0,75 mg/ml). 48 hod. po transfekcii boli bunky ztrypsinizované a prenesené na
100 mm kultivacné platne, na ktorych boli kultivované v 10% NCS-DMEM
s pridanym G.418 (0,75 mg/ml) a hygromycinom (0,2 mg/ml). Po¢as niekolkych
nasledujucich tyzdnov boli stabilne transfekované linie selektované v pritomnosti

obidvoch antibiotik.

3.3.2 Skrining stabilne transfekovanych linii BSC-40-pTet-On a HeLa G-pTet-On

0,12x10° resp. 0,15x10° stabilne transfekovanych BSC-40-pTet-On, resp.
HeLa G-pTet-On bolo nasadenych na 12 jamkovu kultivaénu platiu 24 hodin
pred transientnou transfekciou. Na transientnu transfekciu bolo, podobne ako na
stabilnu, pouzité transfekéné Cinidlo Superfect a protokol vyrobcu. Na transfekciu
1 jamky bolo pouzitych 0,8 ug DNA (pTRE-Luc — Clontech) a 2,7 pl reakéného
Cinidla Superfect. Po 2-3 hod. inkubacii boli odsaté zvySkové komplexy a k
bunkam bolo pridanych 1,5 ml 10% NCS-DMEM s pridanym doxycyklinom (1
pMg/ml). 24 hodin po transfekcii boli bunky ztrypsinizované a odpipetované na

stanovenie luciferazovej aktivity.

3.3.3 Skrining stabilne transfekovanych linii BSC-40-Tet-On-Bcl-2 a BSC-40-
Tet-On-Luc

0,45x10° stabilne transfekovanych BSC-40-Tet-On-Bcl-2 bolo nasadenych
na 12 jamkovu kultivacnu platiu. K bunkam bol na indukciu expresie Bcl-2 a Luc
pridany doxycyklin (2; 5 a 10 pg/ml). 24, resp. 48 hodin, po indukcii boli bunky

odpipetované a spracované na western blot.

3.4  Virusy

V pokusoch bol pouzity wild-type VACV (WT-VACV), kmen Western
Reserve (WR; ATCC VR-119) a niekolko rekombinantnych VACV. V3etky pouzité
rekombinantné VACV boli pripravené homolégnou rekombinaciou do TK génu
virusu. Rekombinantné VACV exprimujuce chloramfenikol acetyltransferazu
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(CAT), Bcl-2 a PKR pod kontrolou IPTG-indukovatefného neskorého promotora
VACYV p4b boli pripravené a laskavo poskytnuté Dr. S. B. Lee (Lee et al., 1993;
Lee et al., 1997). Podobny rekombinanty VACV exprimujuci inducibilnu syntetazu
NO (iNOS) pod p4b promotorom VACYV bol pripraveny a popisany Dr. Mélkovou
(Melkova a Esteban, 1995). Rekombinantné VACV exprimujuce luciferazu pod
kontrolou skorého/neskorého promotora VACV p7.5 alebo pod kontrolou
neskorého promotora VACV p4b boli rovnhako pred ¢asom popisané (Rodriguez
et al., 1988; Rodriguez a Smith, 1990). Virusy boli pomnozené v bunkove;j linii
BSC-40, v 2% NCS-DMEM a ich titer bol stanovany 10-nasobnym riedenim a
plakovou esejou na bunkach BSC-40.

3.5 Infekcia

Adherentné bunky boli 24 hod. pred infekciou nasadené na 24-, 12- alebo
6-jamkové kultivaéné platne v hustote 0,3x10°% 0,6 x10° alebo 1,5 x10° buniek na
jamku. Suspenzné bunky boli 24 hod. pred infekciou nariedené cerstvym
kultivatnym médiom. Pred infekciou boli bunky raz omyté kultivaénym médiom
bez pridaného séra. Inokulum virusu bolo pridané k bunkam v médiu bez séra o
multiplicite infekcie m.o.i. = 2 (pokial nie je uvedené inak) a ponechané
absorbovat po dobu 1 hodiny. Po odstraneni virusového inokula boli bunky
kultivované v 2% NCS-DMEM (HeLa G a BSC-40), 2% FBS-DMEM (L929 a
J774.G8) alebo v 2% FBS-RPMI (Jurkat). U rekombinantov VACV exprimujucich
rekombinantné gény pod kontrolou indukovatelného promotora bolo pocas
infekcie, ako aj do kultivatného média po infekcii, pridané 1,5 mM IPTG. Pri
infekcii rekombinantom exprimujucim iINOS bol k bunkam pridany arginin vo
vyslednej koncentracii 1 mM. Na infekciu vaésiny bunkovych linii boli pouzité
nepurifikované virusy, len na infekciu makrofagov a bunkovej linie Jurkat boli
pouzité virusy purifikované na sacharézovom gradiente (Joklik, 1962).
V stanovenych intervaloch od infekcie (h.p.i.) boli bunky zozbierané a spracované

podfla konkrétnych eseji.
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3.6 Titracia

Pre stanovenie titrov virusov boli bunky zobraté priamo v kultivachom
médiu a zlyzované v 3 cykloch zmrazenia-rozmrazenia a sonikacie. Kvantita
virusu bola stanovena desiatkovym riedenim a plakovou esejou na bunkach
BSC-40. Na monolayer buniek BSC-40 na 12-jamkovej kultivacnej platni
nasadenych 24 hod. vopred bolo pridanych 200 pl bunkového lyzatu po sonikacii
prisluSsného riedenia a ponechanych na absorbciu po¢as 1 hod. za obCasného
mieSania. Po odstraneni inokula boli bunky kultivované v 2% NCS-DMEM asi 42
hod. Nasledne boli zafixované 4% paraformaldehydom v PBS a ofarbené 1%
krystalovou violetou v PBS s pridanym 2% etanolom. Po usu$eni bol stanoveny

pocCet virusovych plakov a titer virusu bol vyjadreny ako PFU/ml.

3.7  Stanovenie cytopatického efektu — test CPE

0,6x10° buniek BSC-40 na 24-jamkovej kultivadnej platni bolo 24 hod. po
nasadeni infikovanych inokulom obsahujucim priblizne 20 PFU WT-VACV alebo
rekombinantnym VACV exprimujucim luciferazu pod neskorym promotorom p4b
(Luc L). Po odstraneni inokula boli bunky kultivované v 2% NCS-DMEM
s pridanymi testovanymi latkami o prislusnej koncentracii alebo s vehikulom. 48
hod. po infekcii boli bunky zafixované 4% paraformaldehydom v PBS a ofarbené

roztokom obsahujucim 1% krystal violet a 2% etanol.

3.8 Prietokova cytometria

Na stanovenie bunkovych charakteristik prietokovou cytometriou bol
pouzivany prietokovy cytometer FACScan (Beckton Dickinson) s argonovym
laserom emitujucim pri 488 nm a detekujuci v 3 kanaloch (FL1 detekuje 535 nm,
FL2 580 nm a FL3 viac ako 630 nm). Merania boli vykonavané pomocou
CellQuest programu (Beckton Dickinson). Na zaklade ohraniCenia a vyberu
v FSC-SSC dot plot zobrazeni bolo meranych 5000, resp. 10 000 buniek.

Nasledné analyzy dat boli vykonavané pomocou softwéru WinMDi v2.8 (Joseph
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Trotter, The Scripps Research Institute, http://facs.scripps.edu/software.html).
V ur€itom ¢€asovom intervale boli bunky zobraté, resuspendované
rozpipetovanim, oznacené fluorochromom a pouzité na meranie a analyzu
v prislusnom detekénom kanale. Pri analyze boli v histogramoch ziskanych vo
WinMDi S$pecificky prelozené markere (Obr. 4) a po vyhodnoteni Statistiky
poskytnutej softwérom boli stanovené percenta buniek v oznacenej oblasti. Tieto
hodnoty boli nasledne porovnané a vyjadrené ako percenta z kontrolnych
populacii (100%).

2 ‘ % pod markerom % kontrol
Neinf. 33 100
CAT 64 195
Bel-2 27 83
VW-Bel2 Marker (555, 1023)

Events

. WCAT

Neinf. (M\f

AT AN A %
i a3
%

0 FL1 1023

Obr. 4. Ukazka cytometrickej analyzy.

3.8.1 Stanovenie mitochondrialného membranového potencialu (AY,)

0,15x10° buniek bolo inkubovanych s DIOCg(3) o koneénej koncentracii 20
NnM po dobu 15 min. pri 37°C, 5% CO,. Nasledne boli analyzované na

prietokovom cytometri v kanali FL1.

3.8.2 Stanovenie integrity cytoplazmatickej membrany

Pl o konecnej koncentracii 1 pg/ml bol pridany kratko pred cytometrickou
analyzou ku vzorkam inkubovanym s DiOCg(3). Fluorescencia bola analyzovana

prietokovou cytometriou v kanali FL3.
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3.8.3 YOPRO

0,15x10° buniek bolo inkubovanych s YOPRO o koneénej koncentracii 5
MM po dobu 15 min. pri 37°C, 5% CO,. Nasledne boli analyzované na

prietokovom cytometri v kanali FL1.

3.8.4 Stanovenie kaspazovej aktivity

3.8.4.1 CaspaTagTM Fluorescein Caspase (VAD) Assay Kit (Intergen).

K 0,15x10° odpipetovanych buniek bolo pridanych 5 pl  30x
koncentrovaného roztoku FAM-VAD-FMK. Po 1 hod. inkubacii v 37°C, 5% CO»
boli bunky dvakrat premyté 1 ml 1x premyvacieho roztoku a resuspendované v
200 pl tohto roztoku. Vzorky boli analyzované prietokovou cytometriou v kanali
FL1.

3.8.4.2 Rhodamin 110 bis-(amid kyseliny L-asparagovej)

0,6 x 10° odpipetovanych buniek bolo resuspendovanych v 100
kultivacného média. K bunkam bol pridany Rhodamin 110 bis-(amid kyseliny L-
asparagovej; Molecular Probes) v kone¢nej koncentracii 50 uM a po 30 min.
inkubacii v 37 °C, 5% CO2 boli vzorky analyzované prietokovou cytometriou
v kanali FL1.

3.9  Fluorescentna mikroskopia

Kultivované bunky boli sledované priamo v kultivaCnych platniach
inverznym fluorescenénym mikroskopom Olympus IX-70 a zobrazovacim
analyzaénym systémom vybavenym cCiernobielou kamerou Cohu 4912 (obrazovy
analyzaény software LUCIA 4.6; Laboratory Imaging Ltd., Ceska republika).

Bunky boli pozorované vo fazovom kontraste ako aj pod UV svetlom po oznaceni
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bunkovo priechodnym, DNA viazucim fluorochromom Hoechst 33342 (0,1 ug/ml;
Intergen).

3.10 Western blot

SDS-PAGE a western blot boli robené podfa publikovanych postupov

(Ausubel et al., 2002; Harlow a Lane, 1988; Laemmli, 1970). V stanovenych
Casoch po infekcii boli bunky odpipetované, scentrifugované pri 3500 rpm 5 min a
médium bolo odstranené. Pelet bol nasledne 2x premyty v PBS, scentrifugovany
pri 3500 rpm 5 min. Bunky boli resuspendované v prisluShom objeme 1x Laemli
Reducing Sample buffer a denaturované 3 min. varom. Vzorky, rovnako ako aj
pouzity marker, boli kratko zvortexované a scentrifugované pri teplote okolia, 5
min., 14 000 rpm.
Na analyzu western blotom boli proteiny rozdelené na 8% SDS-PAGE (pre
detekciu PARP), na 10% SDS-PAGE (pre detekciu VACV polypeptidov,
luciferazy, cytokeratinu 18 a B-aktinu) alebo na 14% SDS-PAGE (pre detekciu
Bcl-2).

VACV polypeptidy boli detekované krali¢im antisérom proti VACV (riedenie
1:500; antisérum bolo pripravené imunizaciou inaktivovanym purifikovanym
VACV, pripravené v Seva-Imuno Praha), kozou sekundarnou protilatkou
konjugovanou s peroxidazou - (riedenie 1:1000; Cappel Research Products) a
chromogénnym substratom a-chloronaftol. Luciferaza bola detekovana pomocou
kralicej polyklonalnej protilatky (riedenie 1:500; Santa Cruz Biotechnology).
PARP bola detekovana kraliCou polyklonalnou protilatkou proti aminokyselinam
764-1014 na C-konci PARP (116/85 kDa; riedenie 1:500; Santa Cruz
Biotechnology). Cytokeratin 18 bol detekovany mySimi monoklonalnymi
protilatkami DC-10 a DA-7 (riedenie 1:500; Exbio). B-aktin bol detekovany kozou
polyklonalnou protilatkou (riedenie 1:200; Santa Cruz Biotechnology). Bcl-2 bol
detekovany kraliCou polyklonalnou protilatkou proti aminokyselinam 1-205 Bcl-2
(riedenie 1:500; Santa Cruz Biotechnology). Sekundarnou protilatkou pre

protilatky detekujuce luciferazu, PARP, cytokeratin 18 a Bcl-2 bola kozia
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protilatka konjugovana s peroxidazou (Luc, PARP, Bcl-2 - riedenie 1:20 000,
Cappel Research Products; cytokeratin 18 - riedenie 1:20 000; Sigma).
Sekundarnou protilatkou pre stanovenie [(-aktinu bola oslia protilatka
konjugovana s peroxidazou (riedenie 1:20 000; Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Luciferaza, PARP, cytokeratin 18, (3-aktin a Bcl-2 boli stanovované

pouzitim chemiluminiscenéného substratu West Femto (Pierce).

3.11 Stanovenie luciferazovej aktivity

V stanovenych &asoch po infekcii bolo 0,6x10° buniek odpipetovanych,
scentrifugovanych pri teplote okolia, 5 min., 3500 rpm a médium bolo odstranené.
Pelet bol nasledne 2x premyty v PBS a scentrifugovany pri teplote okolia, 5 min.,
3500 rpm. Bunky boli zlyzované v 100 ul luciferazového extrakéného pufra (25
mM glycylglycine, pH 7,8; 1% Triton X-100; 15 mM MgSOg4; 4 mM EGTA; 1 mM
DTT a inhibitory proteaz - Complete, Roche) a scentrifugované pri 14 000 rpm 5
min. pri 4°C. Supernatant obsahujuci luciferazu bol prepipetovany do novych
skumaviek a zamrazeny pred naslednymi meraniami. Do reakcie na stanovenie
luciferazovej aktivity bolo pridané 10 mM ATP, pH 7,0 a 0,1 mM luciferin
V luciferin diluénom pufri (25 mM Hepes, pH 7,4; 136 mM NaCl; 1 mM EDTA; 6
mM MgCl,; a 0,6% polyethylene glykol; (Brasier et al., 1989; Rodriguez et al.,
1988). Luciferazova aktivita bola merana luminometrom Microlite TLX 2
(Dynatech Laboratories) ako relativne luciferazové jednotky (RLU). Namerana
luciferazova aktivita jednotlivych vzoriek bola porovnana s hodnotami kontrolnej

skupiny a vyjadrena ako % z kontrol.

3.12 Time of addition assay

0,6x10° buniek HeLa G na 24 jamkovej kultivaénej platni bolo 24 hod. po
nasadeni infikovanych rekombinantnym VACV exprimujucim luciferdzu pod
neskorym promotorom p4b (Luc L) o m.o.i.=2. 500 uM LA alebo vehikulum boli
pridané do inokula, ako aj poCas celej doby inkubacie po jeho odstraneni alebo
pridané v indikovanych €asovych intervaloch (h.p.i.). 24 hod. po infekcii boli
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bunky odpipetované a zmeny v raste virusu boli stanovené luciferazovou aktivitou

a stanovenim titru virusu.

3.13 lzolacia DNA a real-time PCR

0,36x10° buniek bolo v stanovenych &asoch po infekcii odpipetovanych,
scentrifugovanych pri 3500 rpm, 5 min, teplote okolia a médium bolo odstranené.
Pelet bol nasledne 2x premyty v 1xPBS a scentrifugovany pri 3500 rpm, 5 min,
teplote okolia. Bunky boli zlyzované v 120 ul PCR lyzaéného pufra (50 mM KClI;
10mM Tris-HCI, pH 8,3; 2,5 mM MgCly; 0,1 mg zelatiny/ml; 0,45% Nonidet P-40;
0,45% Tween 20 a 100 mg proteinazy K/ml; (Schmidtmayerova et al., 1998). Po
proteolyze (2 hod, 56°C) a naslednej inaktivacii proteazy (10 min, 95°C) bola
virusova DNA kvantifikovana metédou real-time PCR za pouzitia Applied
Biosystems 7300 Real-time PCR System. Primery a proby boli pripravené
v Applied Biosystems ako Custom TagMan® Gene Expression Assay. Set
primerov a sonda boli navrhnuté na koncovu ¢ast genomu VACV, bps 1-4000
(forward primer, bps 3457-3487,
CGTATCACACTATTGAGACAGAAAAAGAAGA; reverse primer, bps 3532-3557,
GACACTATATTCCGGTTTGCAAAACA; FAM  probe, bps 3490-3512,
TCGCGAGAGGTAACTTTTTGTGA; strain  Western Reserve, GenBank
accession no. AY243312). Pre absolutnu kvantifikaciu VACV bol pripraveny
tandard, ktory mal amplifikovanu oblast vklonovanu do plazmidu pCR®4Blunt-
TOPO (Generi-Biotech). Pre urCenie kalibraénej krivky bol Standard nariedeny na
6,22x10°-6,22x10® kopii/reakciu. Do reakcie bolo pouZitych 100 ng celkovej
izolovanej DNA, TagMan®Universal PCR Master Mix (No AmpErase® UNG,
Applied Biosystems) a Assay mix obsahujuci set primerov a znacenu sondu
(Custom TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems). Celkovy
objem reakénej zmesi bol 20 pl a boli pouzité univerzalne reakéné tepelné
podmienky: 10 min. pociato¢na denaturacia pri 95°C a 40 cyklov pozostavajucich
z 15-sekundovej denaturacie pri 95°C a 60-sekundovej fazy annealing/extension

pri 60°C. VSetky vzorky, vratane Standardu a kontrol neobsahujucich templat, boli
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pipetované v duplikatoch. Vysledné data boli analyzované Sequence Detection
Softwérom ver. 1.3 (Applied Biosystems).

3.14 Stanovenie inhibi¢nych koncentracii antivirusovych latok - IC50 a IC90

Inhibi¢né koncentracie testovanych latok boli vyjadrené ako IC50 a IC90,
koncentracie testovanych latok, ktoré znizia rast virusu alebo luciferazovu aktivitu
na 50 resp. 90% kontrol bez pridanej latky. Tieto hodnoty boli stanovené
z linearnych alebo exponencialnych regresii kriviek charakterizujucich zavislost

titru virusu alebo luciferazovej aktivity na koncentracii testovanych latok.

3.15 Stanovenie cytotoxickych koncentracii antivirusovych latok - CC50

Cytotoxické koncentracie antivirusovych latok boli vyjadrené ako CC50,
koncentracie testovanych latok, ktoré znizia rast buniek na 50% kontrol bez
pridanej latky detekovany podfa adaptovaného protokolu TOX-1 kit (Sigma).
0,03x10° adherentnych buniek/ml/jamku bolo nasadenych na 24 jamkovu
kultivacnu plathu. Po 24 hod. bolo bunkdm vymenené kultivaéné médium za
Cerstvé so stupajucou koncentraciou testovanej latky. V pripade suspenznych
bunkovych linii boli bunky po zpasazovani najskér kultivované v ¢erstvom médiu,
po 24 hod. boli nasadené na 24 jamkovu kultivaénl platfiu o hustote 0,06x10°
buniek/ml/jamku v Cerstvom médiu so stupajucou koncentraciou testovane;j latky.
Po dvoch drioch boli rast a Zivotnost buniek charakterizované aktivitou
mitochondriovych dehydrogenaz pomocou MTT testu. Premena MTT na
formazan bola detekovana fotometricky pri 540 nm po rozpusteni produktu
v kyslom izopropanole.

Index selektivity (Sl) bol vyjadreny ako CC50/1C50.

3.16 Statistika

Vysledky su prezentované ako priemery +/- S.E.M. (standard error of

mean). Statistické rozdiely v ramci jednotlivych skupin boli vypogitavane
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pomocou ANOVA. Statistické rozdiely medzi jednotlivymi skupinami a kontrolami
alebo medzi dvoma odliSnymi skupinami boli hodnotené pomocou Student t-

testu.

54



4. Vysledky

4.1  Typ bunkovej smrti spésobeny infekciou virusom vakcinie.

4.1.1 Lyticky charakter bunkovej smrti v bunkach infikovanych virusom

vakcinie

VACYV spbsobuje vo vacsine infikovanych buniek lyzu, ekvivalent nekrézy.
Typ bunkovej smrti sposobeny VACV sme sledovali najskér morfologicky. Vo
vacsine experimentov boli pouzivaté dve epitelialne bunkové linie, HeLa G,
pochadzajuca z rakovinovych buniek kréka maternice, a BSC-40, pévodom
z obli¢iek maciaka zeleného. Typicka morfolégia buniek infikovanych VACV je na
obr. 5. Bunky HeLa G a BSC-40 boli infikované dvoma rekombinantmi VACYV,
VACV-CAT a VACV-Bcl-2 (m.0.i.=2), a pozorované vo fazovom kontraste, resp.
po ofarbeni Hoechstom 33342, fluorescenénym mikroskopom v uréenych
Casovych intervaloch po infekcii. Na zaklade vysledkov z predoslych
experimentov v laboratériu (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2002), ktoré
ukazali odlisny Casovy priebeh bunkovych pochodov suvisejucich s infekciou
VACV u réznych bunkovych linii, boli pre sledované bunkové linie zvolené
odliSné Casové intervaly infekcie. Hoechst 33342 je fluorescenény DNA indikator,
ktory sa vyrazne akumuluje do kondenzovanych jadier apoptotickych buniek a
pod UV svetlom sa tieto javia ako jasno ziariace body. Jadra s nekondenzovanou
DNA, v bunkach Zivych alebo nekrotickych, su tiez oznacené Hoechstom 33342,
ale v porovnani s jasne Ziariacimi apoptotickymi sa javia ako matné.

Bunky HelLa G infikované obidvoma rekombinantmi VACV vykazovali
cytopaticky efekt VACV na hostitefské bunky (Obr. 5A). Pri pozorovani vo
fazovom kontraste sme videli bunky s charakteristicky zvaésenym objemom.
V désledku porusenej ibnovej rovnovahy sa v tychto bunkach meni obsah vody,
v dalSich fazach praska membrana a bunkovy obsah sa vylieva von z bunky
(Obr. 5A). Po ofarbeni Hoechstom 33342 sme videli priblizne rovnaky maly pocet

buniek s naakumulovanym indikatorom v kondenzovanych jadrach vo vzorkach
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neinfikovanych aj infikovanych VACV, svedCiaci o nezvySenom bazalnom pocte

apoptotickych buniek v infikovanych vzorkach.

Neinf.

=
®
—
o
®

Fazovy kontrast

Hoechst

Obr. 5A. Morfolégia buniek infikovanych rekombinantnym VACV - lyticky
efekt na bunky HeLa G. Bunky boli neinfikované (Neinf.) alebo infikované
(m.o.i.=2) VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2 (Bcl-2). 48 h.p.i. boli bunky
oznaCené Hoechstom 33342 a pozorované inverznym fluorescencnym

mikroskopom vo fazovom kontraste a v UV svetle; povodné zvacsenie 150x.

OdliSné bolo pozorovanie u buniek BSC-40 (Obr. 5B). V bunkach
infikovanych VACV-CAT sme videli, podobne ako u HelLa G, maly pocet
apoptotickych buniek. Bunky BSC-40 infikované VACV-Bcl-2 mali naopak typicky
apoptoticki morfologiu, vo fazovom kontraste boli zjavné malé scvrknuté
apoptotické bunky. Po ofarbeni Hoechstom 33342 sme v UV svetle pozorovali
vyrazne vacSie mnozstvo buniek s kondenzovanou DNA u buniek infikovanych
VACV-Bcl-2 ako u buniek infikovanych VACV-CAT a kontrolnych,

neinfikovanych.
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Obr. 5B. Morfolégia buniek infikovanych rekombinanthym VACVYV -
proapoptoticky efekt VACV-Bcl-2 na BSC-40. Bunky boli neinfikované (Neinf.)
alebo infikované (m.o.i.=2) VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2 (Bcl-2). 18 h.p.i.
boli bunky oznacené Hoechstom 33342 a pozorované inverznym fluorescenénym

mikroskopom vo fazovom kontraste a v UV svetle; povodné zvacsenie 150x.

Mikroskopické pozorovanie potvrdilo proapoptoticky efekt proteinu Bcl-2
exprimovaného rekombinantnym VACV v bunkach BSC-40. Dva protichodné
ucinky Bcl-2 exprimovaného VACV boli uz v minulosti viackrat popisané v naSom
laboratériu (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et al., 2002; Lee
et al., 1997; Melkova et al., 1997; Vrbacky et al., 2003).

Na obr. 5C je vidiet’ charakteristicky antiapoptoticky efekt Bcl-2 na bunky
HeLa G. Infekcia rekombinantom VACV-NOS indukuje apoptézu v HelLa G
bunkach (Melkova et al., 1997). Vo fazovom kontraste, aj po ofarbeni Hoechstom
33342, sme pozorovali zamedzenie apoptézy indukovanej VACV-NOS pri
suCasnej infekcii VACV-Bcl-2, o dokazuje antiapoptoticky efekt Bcl-2 v bunkach
HelLa G. Naopak, su€asna infekcia kontrolnym VACV-CAT tento efekt nezvratila.

Proapoptoticky efekt Bcl-2 v bunkach BSC-40 bol prezentovany vyssie.
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Obr. 5C. Morfolégia buniek infikovanych rekombinanthym VACV -
antiapoptoticky efekt VACV-Bcl-2 na HeLa G. Bunky boli infikované dvoma
rekombinantnymi VACV, VACV-CAT (CAT) a VACV-NOS (NOS) alebo VACV-
BCI-2 (Bcl-2) a VACV-NOS (NOS; m.o.i.=1 pre kazdy rekombinant). 48 h.p.i. boli
bunky oznaCené Hoechstom 33342 a pozorované inverznym fluorescenénym

mikroskopom vo fazovom kontraste a v UV svetle; povodné zvacsenie 150x.

Vysledky prezentované na obr. 5 morfologicky potvrdzuju lyticky charakter

bunkovej smrti indukovanej infekciou kontrolnou VACV.

4.1.2 Kaspazova aktivita pocCas lytickej infekcie virusom vakcinie

Kaspazy su cysteinové proteazy typicky asociované s biochemickymi
procesmi prebiehajucimi poCas apoptdzy. Avsak, ich aktivacia Ci aktivita nie su
spajané s nekrozou. Ako uz bolo uvedené v uvode tejto prace, v nasom
laboratériu bola M. KalbaCovou pocas lytickej infekcie VACV u buniek HeLa G a
BSC-40 pozorovana aktivacia/aktivita kaspaz, pripadne inych proteaz, ktora bola
zainhibovana proteinom Bcl-2 exprimovanym VACV. Rovnako bolo v bunkach
lyticky infikovanych VACV-CAT (HeLa G a BSC-40) pomocou prietokovej
cytometrie zistiné Stiepenie cytokeratinu 18, substratu kaspaz, ktoré bolo
zainhibované VACV-Bcl-2 vbunkach HelLa G. V apoptotickych BSC-40
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infikkovanych VACV-Bcl-2 bolo naopak S$tiepenie cytokeratinu 18 zvySené
v porovnani s kontrolami (Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et al., 2002).

4.1.2.1  Aktivacia a aktivita kaspaz po indukcii apoptézy ionomycinom a

staurosporinom.

Vzhfadom na to, ze spominané skor namerané vysledky pochadzali len
z infekénych experimentov, rozhodli sme sa ich doplnit a porovnat o hodnoty
ziskané po indukcii apoptdézy pouzivanymi neinfekénym induktormi,
staurosporinom a ionomycinom, v rovnakych experimentalnych podmienkach.
Pokusy boli vykonané na rovnakych bunkovych liniach a za rovnakych
podmienok, aké boli pouzité aj v experimentoch s VACV.

Prvym pouzitym induktorom apoptdézy bol ionomycin, kalciovy ionofér.
Najskor bola v analyzovanych bunkovych liniach charakterizovana miera indukcie
apoptézy. V urcitych €asovych intervaloch od pridania ionomycinu bolo po
oznaceni YOPRO a za pouZitia prietokovej cytometrie stanovované mnozstvo
apoptotickych buniek. YOPRO je znamy fluorescenény indikator nukleovych
kyselin. Specificky vstupuje do apoptotickych buniek, preto byva sugastou
apoptotickych kitov. 3 hodiny po pridani 250 a 500 nM ionomycinu bolo
v bunkach BSC-40 pozorované zvysSenie poctu apoptotickych buniek priblizne o
75, resp. 50% oproti kontrolam (Obr. 6). Po 6 hodinach bola populacia
apoptotickych buniek mensia, pravdepodobne na ukor buniek sekundarne

nekrotickych.
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Obr. 6. Indukcia apoptézy v bunkach BSC-40 po pridani ionomycinu. K
bunkam bolo 24 hod. po nasadeni vymenené kultivacné médium za 2% NCS-
DMEM s prislusnou koncentraciou ionomycinu. 3, resp. 6 hodin, po pridani
ionomycinu boli bunky odpipetované, ofarbené YOPRO a PI a analyzované na
prietokovom cytometri. Graf zobrazuje priemer z 2 pokusov vV triplikatoch +/-
S.E.M., Pl-pozitivha populacia buniek bola pred analyzou odgateovana; *

Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05) oproti kontrolam bez pridaného ionomycinu.

Nasledne sme stanovovali mieru aktivacie kaspaz po indukcii apoptdzy
ionomycinom testom CaspaTag. Na zaklade predoSlych experimentov bol pre
stanovenie aktivacie kaspaz zvoleny 3 hod. Casovy interval od pridania
ionomycinu. V obidvoch bunkovych liniach, HeLa G aj BSC-40, malo pridanie
250 nM ionomycinu za nasledok Statisticky vyznamny narast v aktivacii kaspaz o
50, resp. 25% oproti kontrolam. P&sobenie 500 nM ionomycinu viedlo ku
zvyseniu fluorescencie indikatora u obidvoch sledovanych bunkovych linii a to o
100, resp. 50% (Obr. 7).
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Obr. 7. ZvySena aktivacia kaspaz v bunkach HeLa G a BSC-40 indukovana
ionomycinom. Bunkam bolo 24 hod. po nasadeni vymenené kultivacné médium
za 2% NCS-DMEM s prislusnou koncentraciou ionomycinu. 3 hod. po pridani
ionomycinu boli bunky odpipetované, spracované na stanovenie aktivacie kaspaz
testom CaspaTag a analyzované na prietokovom cytometri. Graf zobrazuje
priemer zo 4 pokusov V triplikatoch +/- S.E.M; *, S$tatisticky vyznamny rozdiel

(p<0,05) oproti kontrolam bez pridaného ionomycinu.

V dalsom experimente sme stanovovali Stiepenie Rhodaminu 110 bis-
(amidu kyseliny L-asparagovej), ktory bol ukazany ako substrat kaspazy 3 a 7.
V zhode s vysledkami z nameranej fluorescencie CaspaTagu, bola v tom istom
experimentalnom usporiadani pozoravana zvySena fluorescencia Stiepeného
Rhodaminu 110 bis-(amidu kyseliny L-asparagovej) (Obr. 8). 3 hod. od pridania
250nM ionomycinu bolo namerané vyznamné zvysSenie fluorescencie asi 0 40% u
HelLa G a asi 0 50% u BSC-40 buniek v porovnani s kontrolami. Pésobenie 500

nM ionoféra malo za nasledok eSte vysSi narast stanovovanej fluorescencie.

61



lonomycin - Rhodamine 110

200+
.+ EEONMION.
5o 3250 nM ION.
= 0 EE500 nM ION.
£
5 1004
-
=
50-
Q-
HeLa G BSC-40

Obr. 8. ZvySena fluorescencia sStiepeného Rhodaminu 110 bis-(amidu
kyseliny L-asparagovej) v bunkdach HeLa G a BSC-40 indukovana
ionomycinom. Bunkam bolo 24 hod. po nasadeni vymenené kultivacné médium
za 2% NCS-DMEM s prislusnou koncentraciou ionomycinu. 3 hod. po pridani
ionomycinu boli bunky odpipetované, oznatené Rhodaminom 110 bis-(amid
kyseliny L-asparagovej) a po 30 min. inkubacii analyzované na prietokovom
cytometri. Graf zobrazuje priemer z 2 pokusov v triplikatoch +/- S.E.M; *,

Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05) oproti kontroldam bez pridaného ionomycinu.

Testom CaspaTag sme stanovovali aktivaciu kaspaz aj po po&sobeni
dalieho induktora apoptdzy, staurosporinu. Statisticky vyznamne zvy3ena
fluorescencia dokazujuca aktivaciu kaspaz bola namerana po pridani 250 a 500
nM staurosporinu k HeLa G bunkam po 2 hodinach (Obr. 9). Po 4 hodinach bola
aktivacia kaspaz v bunkach s pridanym 500 nM staurosporinom nizsia ako u 250
nM.
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Obr. 9. 2ZvySena aktivacia kaspaz v bunkach HelLa G indukovana
staurosporinom. Bunkam bolo 24 hod. po nasadeni vymenené kultivatné
medium za 2% NCS-DMEM s prisluSnou koncentraciou staurosporinu. 2, resp. 4
hod. po pridani staurosporinu boli bunky odpipetované, spracované na
stanovenie aktivacie kaspaz testom CaspaTag a analyzované na prietokovom
cytometri. Graf zobrazuje priemer najmenej z 2 pokusov v duplikatoch +/- S.E.M;

, Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05) oproti kontrolam bez pridaného

staurosporinu.

Na zaklade uvedenych vysledkov mézZzeme uzavriet, Ze po indukcii
apoptozy ionomycinom a staurosporinom sme pozorovali vyznamné zvySenu
aktivaciu/aktivitu kaspaz stanovenu rovnakymi testami ako boli pouZité
v infekénych experimentoch. Miera tejto aktivacie/aktivity v neinfekénom modeli
bola porovnatefna s hodnotami nameranymi po infekcii VACV u obidvoch
testovanych bunkovych linii (Obr. 5A,B - (Kalbacova et al., 2008).

Experimentalne sme sa zamerali aj na potvrdenie Specificity pouzivanych
cytometrickych testov. 15 min. pred zacCatim testu CaspaTag bol k bunkam
pridany Sirokospektralny kaspazovy inhibitor z-VAD-FMK. Obr. 10 potvrdzuje
zvySenu aktivaciu kaspaz po pésobeni 500 nM ionomycinu. Po pridani z-VAD-
FMK  sme zaznamenali pokles v tejto aktivacii na uroven porovnatelnu
s kontrolami bez indukovanej apoptdzy.

Podla nameranych vysledkov sa zda, ze test CaspaTag je Specificky pre
aktivitu kaspaz.
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Obr. 10. Inhibicia aktivacie kaspaz po pridani z-VAD-FMK. Bunkam bolo 24
hod. po nasadeni vymenené kultivatné médium za 2% NCS-DMEM s 500 nM
ionomycinom. 3 hod. po pridani ionomycinu bol k bunkam pridany 50 yM z-VAD-
FMK, po 15 min. boli bunky odpipetované, spracované na stanovenie aktivacie
kaspaz testom CaspaTag a analyzované na prietokovom cytometri. Graf

zobrazuje reprezentativny vysledok.

Podobne ako u CaspaTagu sme sku$ali Specificitu aj u stanovenia
Stiepeného Rhodaminu 110 bis-(amidu kyseliny L-asparagovej). K bunkam bol po
indukcii apoptdzy ionomycinom pridany kaspazovy inhibitor z-VAD-FMK. Obr. 11
potvrdzuje skér ukazané vysledky zvySenej fluorescencie indukovanej
ionomycinom. Zaroven ale ukazuje, ze po pridani kaspazového inhibitora sme
nezaznamenali vyrazné zniZenie tejto fluorescencie.

Z nasich pozorovani sa da uzavriet, Ze metdéda pouzivajuca Rhodamin
110 bis-(amid kyseliny L-asparagovej) nie je Specificka len pre kaspazy, ale
pravdepodobne stanovuje aktivitu aj inych proteaz, ktoré prispievaju k stiepeniu
fluorogenného substratu. Uvedena metdda ma teda inu Specificitu ako
CaspaTag.
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Obr. 11. Inhibicia aktivity kaspaz v bunkach HeLa G a BSC-40 po pridani z-
VAD-FMK. Bunkam bolo 24 hod. po nasadeni vymenené kultivatné médium za
2% NCS-DMEM s uvedenou koncentraciou ionomycinu. 3 hod. po pridani
ionomycinu bol k bunkam pridany 50 yM z-VAD-FMK, po 15 min boli bunky
odpipetované, oznacené Rhodaminom 110 bis-(amid kyseliny L-asparagovej) a
po 30 min. inkubacii analyzované na prietokovom cytometri. Graf zobrazuje
priemer z 2 pokusov v duplikatoch +/- S.E.M; *, S$tatisticky vyznamny rozdiel
(p<0,05) oproti kontrolam bez pridaného z-VAD-FMK.

4.1.2.2  Stiepenie substratov kaspaz

4.1.2.2.1 Cytokeratin 18

Na zaklade cytometricky stanovenej aktivacie kaspaz pocas infekcie VACV
(Kalbacova et al.,, 2008), sme sa rozhodli charakterizovat aktivitu kaspaz na
urovni Stiepenia ich substratov a to western blot analyzou. Ako kontrola
k cytometrickému M30 CytoDEATH testu stanovujuceho neoepitop cytokeratinu
18 vznikajuci Stiepenim kaspazami, ktory pouzila vo svojej praci kolegyrnia M.
KalbaCova, bola zvolena detekcia Stiepenia cytokeratinu 18 western blotom.
Pouzité protilatky detekuju nesStiepenu formu tohto proteinu, takZe na rozdiel od
M30 CytoDEATH, ktory detekuje epitop na Stiepenom cytokeratine 18, sa da
v bunkach so Stiepenym cytokeratinom na western blote oCakavat pokles
signalu. Vysledky (Obr. 12) potvrdzuju zistenia z M30 CytoDEATH testu (Obr. 5C
- (Kalbacova et al, 2008). Vbunkach HeLa G bol najsilnejsi signal
v neinfikovanych kontrolach. V bunkach infikovanych VACV-CAT aj VACV-Bcl-2
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bol viditelny pokles hladin neStiepeného cytokeratinu 18 v 24 h.p.i., ktory bol eSte
vyraznejSi v 48 h.p.i.

U BSC-40 boli vysledky podobné, najsilnejsi signal bol u neinfikovanych
kontrol, v bunkach infikovanych VACV bol vyrazny pokles neStiepeného
cytokeratinu 18 od 18 h.p.i. V bunkach infikovanych VACV-Bcl-2 bolo Stiepenie
eSte vyraznejSie ako v bunkach s VACV-CAT, €o je vzhode s apoptotickou
morfolégiou tychto buniek a s vysledkami z prietokovej cytometrie. Ako pozitivha
kontrola boli do pokusu zaradené bunky HelLa G infikované rekombinantmi VACV
exprimujucimi pro-apoptotické gény PKR a iNOS (Lee et al., 1997; Melkova et al.,
1997). V tychto bunkach bol viditefny pokles nestiepeného cytokeratinu 18 v 48
h.p.i.

Mo6zeme uzavriet, Ze infekcia obidvoma rekombinantmi VACV viedla

k zniZzeniu hladin cytokeratinu 18 v obidvoch testovanych bunkovych liniach.

CK-18 HelLa G BSC-40 Pozitivna apoptické kontrola - HeLa G
& & & . 3 3
S P S Ff Ff F g Ffgd & &
45 kDa wepp — — e — — _— — ———
24 hp.i. 48 h.p.i. 6 h.p.i. 12 hp.i 18 h.p.i. 24 hpi 24 hpi. 48 h.p.i.

Obr. 12. Western blot analyza $tiepenia cytokeratinu 18. 3x10° buniek HeLa
G a BSC-40 na 6-jamkovej kultivacnej platni bolo neinfikovanych alebo
infikovanych rekombinantnymi VACV (m.o.i.=2). V uvedenych c¢asovych
intervaloch boli bunky odpipetované a spracované na western blot analyzu.
Cytokeratin 18 bol detekovany pomocou mysacej monoklonalnej protilatky DC-10

a chemiluminiscencie. Obrazok reprezentuje vysledok z 3 pokusov.

41.2.2.2 Aktin

Aktin patriaci medzi zakladné zlozky cytoskeletu buniek je tieZ jednym
z ciefov pOsobenia efektorovych kaspaz. Jeho Stiepené fragmenty nasledne
prispievaju k zmenam v morfolégii apoptotickych buniek (Chang a Yang, 2000;
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Stroh a Schulze-Osthoff, 1998). Zmeny v jeho hladinach pocas infekcie VACV
sme sa rozhodli sledovat’ aj v naSich experimentoch. Infekcia obidvoma pouZitymi
rekombinantmi VACV mala v bunkdch HelLa G za nasledok zniZenie hladin
aktinu uz v 24 h.p.i. v porovnani s neinfikovanymi kontrolami.

V bunkach BSC-40 nebol takyto trend zaznamenany, infekcia VACV
neviedla kzmenam hladin aktinu vtejto bunkovej linii. V pozitivhych
apoptotickych kontrolach bol zachyteny pokles nesStiepeného aktinu po indukcii
apoptézy v HeLa G bunkach (Obr. 13).

Aktin HelLa G BSC-40 Pozitivna apoptické kontrola - HeLa G
Ry o S & g M 8 M 9 7 S G & 23 & &

& F g & F T ST & T & F FEE F&

43 KDa wmpy T — o —— T —— ——— - - —— e - —

24 h.p.i. 48 h.p.i. 6 h.p.i. 12 h.p.i 18 h.p.i. 24 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i.

Obr. 13. Western blot analyza stiepenia aktinu. 3x10° buniek HelLa G a BSC-
40 na 6-jamkovej kultivacnej platni bolo neinfikovanych alebo infikovanych
rekombinantnymi VACV (m.o.i.=2). V uvedenych €asovych intervaloch boli bunky
odpipetované a spracované na western blot analyzu. Aktin bol detekovany
pomocou kozej polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie. Obrazok

reprezentuje vysledok z 2 pokusov.

41223 PARP

Aktivitu kaspaz sme chceli potvrdit aj analyzou Stiepenia dalSieho
typického substratu kaspaz, proteinu PARP. PARP je pocCas apoptdzy
inaktivovany Stiepenim na 85 kDA fragment (Kaufmann et al., 1993).

V HeLa G bunkach infikovanych obidvoma pouzivanymi rekombinantmi
VACV v8ak v sulade s lytickou morfolégiou nebolo zaznamenané vyrazné
Stiepenie PARP v porovnani s neinfikovanymi kontrolami (Obr. 14). Podobne
nebol zachyteny Stiepeny PARP ani v neinfikovanych a VACV-CAT infikovanych
bunkach BSC-40. U BSC-40 infikovanych VACV-Bcl-2 bol v zhode s apoptotickou
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morfolégiou tychto buniek detekovany aj 85 kDa fragment Stiepeného PARP od
Casového intervalu 12 h.p.i. V bunkach predstavujucich pozitivhu kontrolu
apoptézy, HeLa G infikovanych VACV-PKR a VACV-NOS, bol Stiepeny fragment
Zjavny uz v 24 h.p.i., resp. v 48 h.p.i.

Zo ziskanych vysledkov vyplyva, ze Stiepeny fragment PARP, typicky pre
apoptotické bunky, sme v naSich experimentoch videli len u tych buniek

infikovanych VACV, ktoré vykazovali morfologické znamky apoptozy.

PARP HelLa G BSC-40 Pozitivna apopticka kontrola - HeLa G
- ¥ > A5 & & & & I A 0 o &
S F ¥ & FF KPP &S &P &S FEE F&S
116 kD2 we et c —’- J— — - -— - —— am———
85 kDa wei —— — — -— -_——

24 hop.i 48 h.p.i 6 h.p.i 12 h.p.i 18 h.p.i 24 hp.i 24 hp.i 48 h.p.i.

Obr. 14. Western blot analyza Stiepenia PARP. 3x10° buniek HeLa G a BSC-
40 na 6-jamkovej kultivacnej platni bolo neinfikovanych alebo infikovanych
rekombinantnymi VACV (m.o.i.=2). V uvedenych ¢asovych intervaloch boli bunky
odpipetované a spracované na western blot analyzu. PARP bol detekovany
pomocou kraliCej polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie. Obrazok

reprezentuje vysledok z 2 pokusov.

4.1.3 Efekt inhibicie kaspaz a PARP na infekciu virusom vakcinie

4.1.3.1 Vplyv kaspazového inhibitora na infekciu virusom vakcinie

Na zaklade predchadzajucich vysledkov sa zda, Ze kaspazy zohravaju
urcitu ulohu pocas rastového cyklu VACV. Rozhodli sme sa teda experimentalne
sledovat’ efekt pdsobenia inhibicie kaspaz na infekciu VACV. Bunky HelLa G a
BSC-40 boli infikované rekombinantom VACV-CAT a zaroven bol po odstraneni
inokula k Casti vzoriek pridany kaspazovy inhibitor z-VAD-FMK (10, 50 a 100
MM). Po 18 hod. boli bunky odpipetované a pouZité na stanovenie titru virusu a

western blot analyzu. Obr. 15 ukazuje, Ze pridanie z-VAD-FMK nemalo Statisticky
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vyznamny efekt na rast VACV v bunkach HeLa G. Efekt v bunkach BSC-40 bol
podobny.

Efekt z-VAD-FMK na rast VACV-CAT Efekt z-VAD-FMK na rast VACV-CAT
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Obr.15. Efekt kaspazového inhibitora z-VAD-FMK na rast VACV. 0,6x10°
buniek HeLa G alebo BSC-40 bolo infikovanych VACV-CAT (m.o.i.=2). Po
odstraneni inokula bol k bunkam v ¢erstvom médiu pridany z-VAD-FMK v
uvedenych koncentraciach. Ako kontrola boli pouzité bunky pestované v médiu s
DMSO, v ktorom bol z-VAD-FMK nariedeny a objem ktorého je ekvivalentny
objemu pouzitému na nariedenie z-VAD-FMK do prislusnej koncentracie. V 18
h.p.i. boli bunky odpipetované a bol v nich stanoveny titer VACV na bunkach
BSC-40. Grafy predstavuju reprezentativny vysledok.

V tych istych vzorkach sme analyzovali aj efekt z-VAD-FMK na Stiepenie
kaspazovych substratov, cytokeratinu 18 a PARP.

Vzhlfadom na to, ze sme po infekcii VACV zaznamenali Stiepenie PARP
len v bunkach morfologicky apoptotickych, t.j. len u BSC-40 infikovanych VACV-
Bcl-2, sluzila analyza Stiepenia PARP v experimentoch stanovujucich efekt z-
VAD-FMK na infekciu VACV ako kontrola. V zhode s predchadzajucimi
vysledkami sme v ziadnej z testovanych bunkovych linii, HeLa G a BSC-40,
nezaznamenali ziadne Stiepenie PARP po infekcii VACV-CAT. Pridanie
kaspazového inhibitora z-VAD-FMK v Styroch odliSnych koncentraciach

neovplyvnilo Stiepenie PARP (Obr. 16)
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Obr. 16. Efekt pridania kaspazového inhibitora z-VAD-FMK na Stiepenie
PARP v bunkach infikovanych VACV-CAT. 0,6x10° buniek HeLa G a BSC-40
bolo neinfikovanych alebo infikovanych VACV-CAT (m.o.i.=2). Po odstraneni
inokula bol kbunkam v cerstvom médiu pridany z-VAD-FMK v DMSO
v uvedenych koncentraciach. Ako kontrola boli pouzité bunky pestované v médiu
so zodpovedajucim mnozstvom DMSO (%o), v ktorom bol z-VAD-FMK nariedeny.
18 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na western blot analyzu. PARP
bol detekovany pomocou kralicej polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie.
Ako pozitivne kontroly boli pouzité lyzaty z buniek HeLa G infikovanych VACV-

PKR. Obrazok reprezentuje vysledok z 2 pokusov.

Uginnost pouzitého z-VAD-FMK potvrdzuje obr. 17. Na bunkovej linii BSC-
40, u ktorej infekcia VACV-Bcl-2 indukuje Stiepenie PARP je vidiet efekt z-VAD-
FMK. Pridany z-VAD-FMK inhibuje aktivitu kaspaz, c¢oho nasledkom je

zamedzenie Stiepenia PARP tymito proteazami.
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Obr. 17. Efekt pridania kaspazového inhibitora z-VAD-FMK na Stiepenie
PARP v bunkach BSC-40 infikovanych VACV-Bcl-2. 0,6x10° buniek BSC-40
bolo neinfikovanych alebo infikovanych VACV-Bcl-2 (m.0.i.=2). Po odstraneni
inokula bol kbunkam v cerstvom médiu pridany z-VAD-FMK v DMSO
v uvedenych koncentraciach. Ako kontrola boli pouzité bunky pestované v médiu
so zodpovedajucim mnozstvom DMSO (%o), v ktorom bol z-VAD-FMK nariedeny.
18 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na western blot analyzu. PARP
bol detekovany pomocou kralicej polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie.
Ako pozitivne kontroly boli pouZité lyzaty z HeLa G buniek infikovanych VACV-

PKR. Obrazok predstavuje reprezentativny vysledok.

Efekt z-VAD-FMK na infekciu VACV sme analyzovali aj sledovanim zmien
v Stiepeni cytokeratinu 18. V bunkach HelLa G infikovanych VACV-CAT bol
potvrdeny uZz prezentovany pokles hladin cytokeratinu 18 oproti neinfikovanych
kontrolam (Obr. 18). Pridany z-VAD-FMK tento trend eSte zvyraznil a
v infikovanych vzorkach s pridanym z-VAD-FMK o koncentraciach od 10 uM
nebola na western blote zachytena Ziadna neStiepena forma cytokeratinu 18
(Obr. 18). V bunkach BSC-40 je kvdli slabému signalu aj v neinfikovanych
kontrolach tazko objektivne posudit zmeny indukované z-VAD-FMK. V kazdom
pripade mala infekcia VACV-CAT v BSC-40 za nasledok znizenie hladin
cytokeratinu 18 oproti neinfikovanym kontrolam. Pridany z-VAD-FMK tento trend
nezvratil, v bunkach infikovanych VACV-CAT s pridanym z-VAD-FMK sme vébec

Ziadne hladiny nestiepeného cytokeratinu 18 nedetekovali.
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Podla mierneho poklesu hladin nestiepeného cytokeratinu 18 v bunkach
HeLa G sa zda, zZe pbsobenie z-VAD-FMK prispieva k dalSiemu Stiepeniu

cytokeratinu 18.

VACV-CAT DMSO  z-VAD-FMK in DMSO DMSO  z-VAD-FMK in DMSO
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Obr. 18. Efekt pridania kaspazového inhibitora z-VAD-FMK na sStiepenie
cytokeratinu 18 v bunkach infikovanych VACV-CAT. 0,6x10° buniek HeLa G a
BSC-40 bolo neinfikovanych alebo infikovanych VACV-CAT (m.o.i.=2). Po
odstraneni inokula bol k bunkam v ¢erstvom médiu pridany z-VAD-FMK v DMSO
v uvedenych koncentraciach. Ako kontrola boli pouzité bunky pestované v médiu
so zodpovedajucim mnozstvom DMSO (%o), v ktorom bol z-VAD-FMK nariedeny.
18 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na western blot analyzu.
Cytokeratin 18 bol detekovany pomocou mySacej monoklonalnej protilatky DC-10

a chemiluminiscencie. Obrazok predstavuje reprezentativny vysledok.

Podla naSich zisteni sa da uzavriet, Ze inhibicia kaspaz Sirokospektralnym
kaspazovym inhibitorom z-VAD-FMK nema vyznamny vplyv na infekciu VACV.
P&sobenie inhibitora neovplyvnilo rast virusu v sledovanych bunkovych liniach.
Analyza Stiepenia cytokeratinu 18 po pridani z-VAD-FMK ukazuje na skutoCnost,
Ze Kk Stiepeniu cytokeratinu 18 pravdepodobne dochadza aj &innostou inych

proteaz ako kaspaz, ktoré su po pridani z-VAD-FMK zablokované.
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4.1.3.2  Vplyvinhibicie PARP na infekciu virusom vakcinie.

Na zaklade predchadzajucich vysledkov sa da uvazovat o moznosti, Ze
poCas infekcie VACV dochadza k zmene v prebiehajucej bunkovej smrti. Zo
zacCinajucej apoptdzy, o ktorej svedCi indukcia kaspazovej aktivacie, prechadza
bunka do nekrézy. Je mozné, Ze by k zmene mohlo dojst okrem iného aj
v dbsledku znizenia dostupnych energetickych zdrojov, ktoré su na uspesny
priebeh apoptézy nevyhnutné. Stiepenie PARP je kritickym momentom, ktory
rozhoduje €i bunkové signaly smeruju bunku k apoptéze alebo nekrdze (Nicotera
a Leist, 1997). Aktivacia PARP vedie k znizeniu dostupnych zdrojov ATP, ¢o ma
za nasledok nekrézu. Naopak, pokial je PARP Stiepeny, zdroje ATP zostavaju
zachované a bunka ma dost energie na procesy apoptézy.

Vzhfadom na to, Ze PARP nie je Stiepeny pocCas infekcie VACV, aj ked
sme zaznamenali aktivaciu kaspaz, resp. aj Stiepenie iného kaspazového
substratu, ponuka sa moznost, Ze PARP je pocas infekcie VACV aktivny a
spotrebuvava energetické zdroje bunky. Jeho pripadné zainhibovanie by mohlo
mat teda za nasledok uchovanie ATP, a tym aj moznost bunkovej smrti
apoptézou. Touto hypotézou sme sa zaoberali v nasledujucej sérii experimentov.

Na zablokovanie aktivity PARP sme zvolili jeho ucinny inhibitor PJ 34 a
v pokusoch sme sledovali jeho vplyv na hladiny Stiepeného PARP a cytokeratinu
18 a tiez vplyv na AWy, a integritu plazmatickej membrany infikovanych buniek.

Obr. 19 ukazuje vplyv pridania inhibitora PARP na Stiepenie PARP pocas
infekcie VACV. Vo vzorkach bez pridaného PJ 34 vidime potvrdenie uz skor
prezentovanych vysledkov a to, Zze pocas infekcie VACV dochadza k Stiepeniu
PARP len v bunkach morfologicky apoptotickych, v naSom experimentalnom
usporiadani len u buniek BSC-40 infikovanych VACV-Bcl-2. Pésobenie PJ 34
malo efekt v podstate len u buniek neinfikovanych, v obidvoch bunkovych liniach
vidime koncentraCne zavislé vyraznejSie Stiepenie PARP po pridani PJ 34 ¢o
svedCi o zvySenej apoptdze. U obidvoch linii, HeLa G aj BSC-40, sme v bunkach
infikovanych VACV nezaznamenali Ziadnu zmenu v Stiepeni PARP indukovanu
inhibitorom PARP.
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Obr. 19. Efekt pridania inhibitora aktivity PARP, PJ 34, na Stiepenie PARP
v bunkach infikovanych VACV. 0,6x10° buniek HeLa G (A) alebo BSC-40 (B)
bolo neinfikovanych (Neinf.) alebo infikovanych VACV-CAT (CAT) alebo VACV-
Bcl-2 (Bcl-2) (m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bol k bunkam v €erstvom médiu
pridany PJ 34 v uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a
spracované na western blot analyzu. PARP bol detekovany pomocou kralicej
polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie. Ako pozitivhe kontroly boli pouZzité
lyzaty z HeLa G buniek infikovanych VACV-PKR. Obrazok reprezentuje vysledok

z dvoch pokusov.

Dalsim analyzovanym parametrom pri sledovani vplyvu inhibitora PARP
na infekciu VACV bolo Stiepenie cytokeratinu 18. Podobne ako u PARP,
potvrdzuje vysledok zo vzoriek bez pridaného PJ 34 uz prezentovany vysledok
Stiepenia tohto kaspazového substratu poc€as infekcie VACV. NajvysSie hladiny
sme pozorovali v neinfikovanych kontrolach. Infekcia obidvoma pouZitymi
rekombinantmi VACYV viedla k poklesu hladin cytokeratinu 18 (Obr. 20). Pridanie

inhibitora PARP nemalo ziadny efekt na neinfikované kontroly. V bunkach HelLa
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G infikovanych VACV sme po jeho pridani pozorovali vyraznejSie Stiepenie
cytokeratinu 18 ako bolo bez pridania PJ 34.

VACV Neinf. CAT Bcl-2
N S O N
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CK 18
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Obr. 20. Efekt pridania PARP inhibitora PJ 34 na Stiepenie cytokeratinu 18 v
bunkach Hela G infikovanych VACV. 0,6x10° buniek HeLa G bolo
neinfikovanych (Neinf.) alebo infikovanych VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2
(Bcl-2) (m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bol k bunkam v ¢erstvom médiu pridany
PJ 34 v uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a
spracované na western blot analyzu. Cytokeratin 18 bol detekovany pomocou
mySej monoklonalnej protilatky DC-10 a chemiluminiscencie. Obrazok

predstavuje reprezentativny vysledok.

KedZe je spravne fungovanie mitochondrii pre bunku zasadné a akékolvek
zmeny Vv ich funkcii sa nasledne odrazaju aj pocas akéhokolvek z typov bunkovej
smrti, rozhodli sme sa analyzovat zmeny AWy, ku ktorym dochadza po pridani
PJ 34 pocas infekcie VACV. Ako uz bolo viackrat publikované v pracach z nasho
laboratéria, infekcia kontrolnym VACV-CAT vedie k Statisticky vyznamnému
znizeniu AWy, v obidvoch sledovanych bunkovych liniach, HeLa G aj BSC-40.
Pocas infekcie VACV-Bcl-2 je tento pokles zvrateny. Obr. 21 potvrdzuje tieto skor
publikované vysledky. Su€asné pridanie inhibitora PARP pocas infekcie VACV
nemalo vyznamny efekt na sledované zmeny AW,,. Jedinym zjavhym posunom,

ktory sme pozorovali bolo zvySenie AW, u buniek HeLa G infikovanych VACV-
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Bcl-2 indukované 10 uM PJ 34. Naproti tomu, pridanie PJ34 k bunkam BSC-40
infikovanym VACV-Bcl-2 viedlo skér k poklesu AW,.

Inhibicia PARP - DiOCj; Inhibicia PARP - DiOCg
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Obr. 21. Vplyv inhibicie PARP na zmeny AY,, poéas infekcie VACV. 0,6x10°
buniek HeLa G alebo BSC-40 bolo neinfikovanych (Neinf.) alebo infikovanych
VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2 (Bcl-2; m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bol
k bunkam v Cerstvom meédiu pridany PJ 34 v uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i.
boli bunky odpipetované, ofarbené DiOCg(3) a analyzované prietokovou

cytometriou. Graf predstavuje reprezentativny vysledok.

Nasledne sme v rovnakych vzorkach analyzovali vplyv inhibitora PARP na
integritu plazmatickej membrany pocas infekcie VACV. Rovnako ako v pripade
analyzy zmien AW, aj zmeny v integrite membrany indukované VACV boli
suCastou viacerych publikovanych vysledkov nasej skupiny (Kalbacova, 2003;
Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et al., 2002). Obr. 22 tieto pozorovania
potvrdzuje, infekcia VACV vedie k poruSeniu integrity plazmatickej membrany
analyzovanej prietokovou cytometriou na zaklade integracie Pl do bunky.
Protoonkogén Bcl-2 exprimovany VACV je schopny tento trend vyznamne zvratit.
Pridanie PJ 34 pocas infekcie vyrazne nezmenilo priepustnost plazmatickej
membrany v porovnani so vzorkami bez pridaného PARP inhibitora. V obidvoch
testovanych bunkovych liniach sa v stanovovanom ¢asovom intervale namerané

hodnoty pred a po pridani PJ 34 vyznamne nelisili.
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Obr. 22. Vplyv inhibicie PARP na zmeny integrity plazmatickej membrany
pocas infekcie VACV. 0,6x10° buniek HeLa G alebo BSC-40 bolo
neinfikovanych (Neinf.) alebo infikovanych VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2
(Bcl-2; m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bol k bunkam v ¢erstvom médiu pridany
PJ 34 v uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované, ofarbené
Pl a analyzované prietokovou cytometriou. Graf predstavuje reprezentativny
vysledok.

V uskuto€nenych experimentoch sa nam teda nepodarilo ukazat Ziadny
vyznamny efekt inhibicie aktivity PARP na priebeh zmien sledovanych v bunkach
infikovanych VACV. Okrem dostupnosti energetickych zdrojov maju délezitu
ulohu pri ur€ovani typu bunkovej smrti indukovanej VACV aj jej anitapoptotické
mechanizmy.

4.1.4 Stabilne transfekované bunkové linie

Unikatna proapoptoticka aktivita proteinu Bcl-2, (Kalbacova et al., 2008;
Kalbacova et al., 2002) ktoru vidime po jeho expresii rekombinantym VACV,
moéze byt urCovana proteinom samotnym a jeho chovanim v Specifickom
bunkovom prostredi, rovhako ako aj expresnym systémom. Pokusili sme sa preto
objasnit’ tento fenomén protoonkogénu Bcl-2, a to za vyuZitia expresie tohto
proteinu inym expresnym systémom. Zvolili sme expresny systém Tet-On, ktory

by mal mat vysoku mieru expresie v porovnani s bazalnou expresiou
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v neindukovanom stave a koncentracne zavislu regulaciu expresie doxycyklinom
(Dox).

4.1.4.1 Priprava stabilne transfekovanych linii

Priprava génového expresného systému Tet-On spocivala v dvoch fazach.
V prvej sme bunkové linie BSC-40 a HelLa G transfekovali regulaénym
plazmidom pTet-On a v naslednej selekcii sme izolovali jednotlivé bunkové klony
rezistentné na G.418. pTet-On exprimuje hybridny protein, ktory predstavuje
regulacny element v Tet-On systéme. Po naviazani Dox na tento protein je
aktivovana expresia z pTRE plazmidu, do ktorého je vklonovany gén, ktory
chceme exprimovat a ktory sa transfekuje do bunkovej linie v druhej faze
pripravy.

|zolované klony s integrovanym pTet-On sme testovali na schopnost
indukcie luciferazovej aktivity po transientnej transfekcii plazmidom pTRE-Luc.
Ciefom bolo najst Tet-On bunkovu liniu, ktora mala ¢o najvysSiu inducibilnu
nameranych hodnét luciferazovej aktivity u vybranej testovanej linie BSC-40-Tet-
On bez a po indukcii Dox.

Do bunkovej linie HeLa G sa nam ani po niekolkonasobnych pokusoch a
modifikaciach v protokoloch ¢&i transfekénych metdédach nepodarilo Uspesne
vintegrovat' plazmid pTet-On, preto sme s dalSou Castou pripravy expresného

systému pokracovali len s liniou BSC-40-Tet-On.

RLU Zvysenie luciferazovej aktivity
PTRE-Luc2 - Dox 1861
PTRE-Luc2 + Dox 86399 46,4 X

Tab.¢. 1. Skrining bunkovych linii BSC-40-Tet-On - luciferazova aktivita po
transientnej transfekcii pTRE-Luc. Zmes buniek BSC-40-Tet-On bol
transientne transfekovany plazmidom pTRE-Luc2. Po transfekcii bol k Casti
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vzoriek pridany Dox (1 pg/ml). Bunky boli po 24 hod. ztrypsinizované a

spracované na stanovenie luciferazovej aktivity.

V druhej faze pripravy sme sa snazili do vybranych BSC-40-Tet-On
bunkovych linii stabilnou kotransfekciou integrovat plazmid pTRE spolu
s plazmidom pTK-Hyg, kédujucim gén pre hygromycinovu rezistenciu. Pre nase
experimenty sme si pripravili dva plazmidy pTRE, do jedného sme vklonovali gén
pre Bcl-2 a do druhého kontrolny gén pre luciferazu (Luc). PoCas selekcie sme
ale neboli schopni vyselektovat klon, ktory by bol hygromycin rezistentny a
zaroven exprimoval pozadované gény.

Problém sme riesili vklonovanim génu pre Bcl-2, resp. Luc, do komeréne
dodaného plazmidu pTre2Hyg, obsahujuceho gén pre rezistenciu a ten sme
potom transfekovali do bunkovej linie BSC-40-Tet-On. Po nasledujucej selekcii
klonov rezistentnych na hygromycin sme testovali a vyberali také, ktoré
vykazovali nizke pozadie v neindukovanom stave a vysoku expresiu Bcl-2, resp.
Luc, po indukcii expresie. Obr. 23 ukazuje expresiu Bcl-2 vo vybranych klonoch

po indukcii doxycyklinom. Pre dalSie experimenty bol vybrany klon 100.200.
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Obr. 23. Expresia Bcl-2 v bunkovych liniach BSC-40-Tet-On-Bcl-2. 0,6x10°
buniek jednotlivych klonov stabilne transfekovanych BSC-40-Tet-On-Bcl-2 bolo
nasadenych na 12-jamkovu kultivacnu platiiu. Do média bol k bunkam zaroven
pridany Dox v uvedenych koncentraciach pre indukciu expresie Bcl-2. 24 hod. po
nasadeni bolo bunkdm vymenené médium za Cerstvé s Dox a 48 hod. od
nasadenia boli bunky odpipetované a spracované na western blot analyzu. Bcl-2

bol detekovany pomocou kraliCej polyklonalnej protilatky a chemiluminiscencie.

Vysledne sa nam v sérii dvoch stabilnych transfekcii a selekcii podarilo
pripravit bunkovu liniu BSC-40 Tet-On uspeSne exprimujucu Bcl-2 po indukcii
Dox. Zaroven sme pripravovali kontrolnu bunkovu liniu BSC-40 Tet-On, ktora
mala po indukcii exprimovat luciferdzu. Po niekofkokolovej selekcii sa nam
podarilo vyselektovat niekolko linii exprimujucich Luc, ale miera indukovanej
expresie bola nizka (max. 4x vySSia luciferazova aktivita po pridani Dox).
V dalSich experimentoch sme teda ako kontrolu k linii exprimujucej Bcl-2 zvolili
liniu s integrovanym plazmidom s Bcl-2, ale neschopnu tento protein po indukcii

Dox exprimovat (na obr. 23 bunkova linia oznacena ako 1.2).
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4.1.4.2 Efekt inducibilnej expresie Bcl-2 na morfoldgiu bunkovej linie

V bunkovych liniach, ktoré po indukcii uspeSne exprimovali Bcl-2, sme
najskér sledovali pripadné zmeny vich morfoldgii, ku ktorym by tato expresia
viedla. Obr. 24 ukazuje, Ze expresia Bcl-2 neviedla k zZiadnym vyraznym
morfologickym zmenam, bunky mali typicki morfolégiu bunkovej linie BSC-40.
Pozorovanie pod UV svetlom po ofarbeni Hoechst 33342, ktory by sa vyznamne
akumuloval v kondenzovanych jadrach apoptotickych buniek a tie by sa javili ako
jasne ziariace body, rovnako neukazalo zvySenu pritomnost apoptotickych

buniek.

Fazovy kontrast

Hoechst

Obr. 24. Vplyv inducibilnej expresie Bcl-2 na morfolégiu buniek. 0,6x10°
buniek bunkovej linie BSC-40-Tet-On-Bcl-2 (100.200) bolo nasadenych na 12-
jamkovu kultivaénu plathu. Do média bol k bunkam zaroven pridany Dox
v koncentracii 5 pg/ml pre indukciu expresie Bcl-2. 24 hod. po nasadeni bolo
bunkam vymenené médium za Cerstvé s Dox a 48 hod. od nasadenia boli bunky
oznatené Hoechstom 33342 a pozorované inverznym fluorescenénym

mikroskopom vo fazovom kontraste a v UV svetle; pévodné zvacSenie 150x.
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4.1.4.3 Efekt inducibilnej expresie Bcl-2 na bunky infikované virusom

vakcinie

V bunkach inducibilne exprimujucich Bcl-2 sme chceli sledovat efekt
infekcie VACV, resp. ich vzajomné ovplyviiovanie. Do pokusu boli vybraté dve
stabilne transfekované linie, z ktorych jedna uspeSne exprimovala Bcl-2 po
indukcii Dox (linia oznacena 100.200) a druha nie (linia oznacena 1.2). K bunkam
bol hned po nasadeni pridany Dox. 24 hod. po nasadeni boli bunky infikované
VACV-CAT alebo VACV-Bcl-2 a 15 hod. po infekcii boli odpipetované. Vo
vzorkach bol prietokovou cytometriou analyzovany AW, a integrita plazmatickej
membrany. Zaroven bola western blotom skontrolovana Dox-indukovatefna
expresia Bcl-2 (neprezentované vysledky).

V stanovenom C€asovom intervale sme nepozorovali ziadne morfologické
zmeny v bunkach s indukovanou expresiou Bcl-2 v porovnani s infikovanou
bunkovou liniou, ktorda po indukcii Bcl-2 neexprimovala. Analyza integrity
plazmatickej membrany prietokovou cytometriou a ofarbenim Pl ukazuje na
zmeny typické pre lyticku infekciu VACV (Obr. 25). Infikované bunky mali
zvysSenu fluorescenciu PI, ¢o svedCi o porusenej plazmatickej membrane. Bcl-2
exprimovany rekombinantnym VACV tento trend zniZzoval. AvSak nepozorovali
sme ziadne vyznamné zmeny Vv dbésledku expresie Bcl-2 indukovatelnym
systémom Tet-On. U bunkovej linie 100.200, ktora Bcl-2 exprimovala, sme
zaznamenali len mierne znizenie fluorescencie Pl v bunkach infikovanych VACV-
Bcl-2 oproti bunkam 1.2, ktoré Bcl-2 neexprimovali. Na bunky infikované VACV-

CAT nemala indukovana expresia Bcl-2 zda sa ziadny vplyv.
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Obr. 25. Vplyv indukovanej expresie Bcl-2 na integritu plazmatickej
membrany v bunkach infikovanych VACV. 0,3 x 10° buniek bolo nasadenych
na 24-jamkovu kultivaénu platrfiu a su¢asne k nim bol pridany Dox (5 pg/ml) pre
indukciu expresie Bcl-2. 24 hod. po nasadeni boli bunky neinfikované (Neinf.)
alebo infikované VACV-CAT (CAT) alebo VACV-Bcl-2 (Bcl-2; m.o.i.=2). 15 h.p.i.
boli bunky odpipetované, ofarbené Pl a analyzované prietokovou cytometriou.

Graf predstavuje reprezentaény vysledok z dvoch pokusov.

Dalsim sledovanym parametrom boli zmeny v AW, opat sledované
prietokovou cytometriou za pouzitia DIOCg(3). Namerané hodnoty fluorescencie
ukazuju na pokles AW, indukovany infekciou VACV, ktory je mierne zvrateny pri
infekcii VACV-Bcl-2 (obr. 26), ¢o potvrdzuje vySSie uvedené vysledky (obr. 4B -
(Kalbacova et al., 2008). Podobne ako pri zmenach v integrite plazmatickej
membrany, ani u AW, sme nezaznamenali vyrazné zmeny v dbsledku Bcl-2

exprimovaného Tet-On systémom.
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Obr. 26. Vplyv indukovanej expresie Bcl-2 na AW, v bunkach infikovanych
VACV. 0,3 x 10° buniek bolo nasadenych na 24-jamkovu kultivaénl platiiu a
sucasne k nim bol pridany Dox (5 pg/ml) pre indukciu expresie Bcl-2. 24 hod. po
nasadeni boli bunky neinfikované (Neinf.) alebo infikované VACV-CAT (CAT)
alebo VACV-Bcl-2 (Bcl-2; m.o.i.=2). 15 h.p.i. boli bunky odpipetované, ofarbené
DiOCs(3) a analyzované prietokovou cytometriou. Graf predstavuje

reprezentacny vysledok z dvoch pokusov.

Na zaklade realizovanych experimentov sa da uzavriet, Ze pri nami
dosiahnutej sile expresie pomocou expresného systému Tet-On, nema Bcl-2
vyznamny vplyv na morfologiu bunkovej linie ani na infekciu VACV. Sila expresie
proteinu Bcl-2 je ovela nizSia za pouzitia Tet-On expresného systému a
pravdepodobne preto nembzeme sledovat podobne vyrazné efekty ako pri
expresii VACV.

41.4.4 Strata inducibilnej expresie proteinu Bcl-2

Napriek zdanlivo uspes$nej integracii obidvoch plazmidov do expresného
systému a pociatocne slubnej expresii Bcl-2 inducibilnym Tet-On systémom,
nepodarilo sa nam naplanované experimenty dokoncCit. Vyselektované bunkové
linie prestavali po niekofkych malo pasazach exprimovat Bcl-2 (Obr. 27).
Vysledok bol podobny aj po rozmrazeni niekofkych dalSich uUspeSne

transfekovanych linii.
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Obr. 27. Strata inducibilnej expresie Bcl-2 v stabilne transfekovanych BSC-
40-Tet-On-Bcl-2  liniach. 0,6x10° buniek jednotlivych klonov stabilne
transfekovanych BSC-40-Tet-On-Bcl-2 bolo nasadenych na 12-jamkovu
kultivacnu platiiu. Do média bol k bunkam zaroven pridany Dox pre indukciu
expresie Bcl-2. 24 hod. po nasadeni bolo bunkam vymenené médium za Cerstvé
s Dox a 48 hod. od nasadenia boli bunky odpipetované a spracované na western
blot analyzu. Bcl-2 bol detekovany pouzitim kraliCej polyklonalnej protilatky a

chemiluminiscencie.

Na dalSich experimentoch, ktoré by tento problém vyrieSili sme okrem
iného nepokracCovali aj pre malu expresiu Bcl-2 v porovnani s rekombinantnym
VACV. Pre objektivhe porovnanie efektov Bcl-2 exprimovaného VACV by bolo
potrebné exprimovat Bcl-2 silnejSim systémom (inym virusovym ako napr.

adenovirusovym expresnym systémom).

4.2 Ovplyvnenie rastu virusu vakcinie posobenim redox-modulujucich latok

4.2.1 Vplyv réznych redox-modulujucich latok na infekciu virusom vakcinie

Struktara VACV je zavisla na disulfidickych vazbach vznikajucich po&as
morfogenézy virionu za prispenia viacerych VACV redoxnych proteinov (Locker a
Griffiths, 1999; Senkevich et al., 2002a; Senkevich et al., 2002b). Je teda moznée,
Ze latky ovplyviujuce redox prostredie infikovanej bunky by mohli ovplyvnit aj

spravny priebeh infekcie VACV.
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V naSich experimentoch sme analyzovali efekt réznych redox-
modulujucich latok na infekciu VACV. Vplyv na rast VACV sme charakterizovali
najskér luciferazovou aktivitou v bunkach infikovanych rekombinantom VACV
exprimujucim luciferazu pod neskorym VACV promotorom p4b. HeLa G bunky
boli infilkované VACV-Luc L a po odstraneni inokula k nim boli pridané testované
latky — B-merkaptoetanol, DTT, Kkyselina askorbova, LA a EA. Pouzité
koncentracie boli stanovené na zaklade predchadzajucich vysledkov. 24 h.p.i.
boli bunky odpipetované a spracované na stanovenie luciferazovej aktivity.

U troch testovanych latok, B-merkaptoetanolu, DTT a kyseliny askorbovej,
sme namerali Statisticky vyznamné zvySenie luciferazovej aktivity (Obr. 28).
Pridanie latok o koncentracii 500 yM viedlo k zvySeniu na 150, 140, resp. 120%,
v porovnani s kontrolami bez pridaného agens. Dal$ie dve analyzované latky, LA
a EA, mali naopak za nasledok Statisticky vyznamné zniZzenie luciferazovej
aktivity exprimovanej rekombinantnym VACV. U 500 uM LA bola luciferazova
aktivita znizena na 65% kontrol. U EA bol efekt eSte vyraznejsi, 5 a 10 uM EA
znizila luciferazovu aktivitu na 35 a 5%, 50 yM EA viedla k uplnej inhibicii
luciferazovej aktivity.

Mézeme zhrnut, ze EA a LA vykazuju inhibi¢ny efekt na infekciu VACV,

zatial Co B-merkaptoetanol, DTT a kyselina askorbova maiju opacny efekt.

Vplyv EA na luciferazovi

Vplyv roznych redox-modulujucich latok -7
aktivitu - HeLa G

na luciferazovu aktivitu - HeLa G

1804

1$: Lk N - .M . 160- ;gm
= : 100 M S 1404
£ 12' Z gzsu l,im £ 120- E310 M
S 100 % @@som £ 100 ez pm
2 807 % s 80
<N 2 %
401 n:
“ 204 % 20
o 4 o)
p-ME DTT  Kys. askorbova LA Kyselina etakrynova

Obr. 28. Vplyv réznych redox-modulujtcich latok na infekciu VACV. 0,6x10°
buniek HeLA G bolo infikovanych VACV-Luc L (m.0.i.=2). Po odstraneni inokula
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boli k bunkam v Cerstvom meédiu pridané sledované redox-modulujuce latky v
uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na
stanovenie luciferazovej aktivity. Grafy predstavuju priemery z 2 pokusov
v duplikdtoch +/- S.E.M. *, S§tatisticky vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi

koncentraciami sledovanych latok a kontrolami bez pridanych latok (P<0,05).

4.2.2 Charakterizacia efektu kyseliny lipoovej na Zivotny cyklus virusu vakcinie

Na zaklade zistenych vysledkov sme sa rozhodli blizSie charakterizovat
inhibicny efekt LA na VACV. Napriek tomu, Ze efekt LA je vyrazne slabsi ako EA,
rozhodli sme sa blizSie charakterizovat aj jej mechanizmus inhibicie VACV.
Dalsiu analyzu efektov EA na infekciu VACV urobil mdj kolega Z. Cizek a bola
opublikovana (Spisakova et al., 2009). Sucastou tejto dizertatnej prace je len

analyza efektov LA na infekciu VACV.

4221 Inhibi¢ny efekt kyseliny lipoovej na rast virusu vakcinie v bunkovych

liniach rézneho pévodu

Po zisteni inhibi€ného efektu LA v bunkach HelLa G, rozhodli sme sa tento
fenomén preskumat’ aj v inych bunkovych liniach. Zvolili sme pat bunkovych linii
ré6zneho embryonalného pévodu — epitelové bunkové linie HeLa G a BSC-40,
mySacie fibroblasty L929, mySacie makrofagy J774.G8 a ludsku bunkovu liniu
Jurkat odvodenu od T-buniek. U makrofagov sme navySe do experimentov
zaradili stimulaciu IFNy 18 hod. pred infekciou. VACV je na rozdiel od IFNa/B, k
IFNy citliva in vitro (Melkova a Esteban, 1994; Paez a Esteban, 1984) a ma tiez
za nasledok efektivnu eliminaciu VACV u hostitefov in vivo (Huang et al., 1993).
Najskdr sme sledovali efekt na infekciu VACV stanovovenim virusového titra.
Bunky boli infikované wild typom VACV (WT VACV) alebo rekombinantnym
VACV a 1 h.p.i. k nim bola na celu dobu inkubacie pridana LA. 24 h.p.i. boli
bunky odpipetované a pouzité na stanovenie rastu VACV titraciou na bunkach

BSC-40. Ako ukazuje obr. 29A, LA mala vyznamny inhibicny efekt na rast
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rekombinantnej VACV vo vSetkych testovanych bunkovych liniach. NajvysSia
pouzita koncentracia LA znizila titer virusu najmenej o 1 logaritmus v BSC-40,
fibroblastoch a nestimulovanych makrofagoch. V bunkach HeLa G a Jurkat bolo
stanovené znizZenie asi o 0,9 logaritmu. V makrofagoch stimulovanych IFNy bol
vplyv LA najmenej vyrazny, pretoze IFNy inhibuje rast VACV o viac ako 1
logaritmus. LA vSak eSte znizila titer virusu o 0,4 logaritmu. Efekt na rast WT
VACV bol menej vyrazny (obr. 29B), ale LA inhibovala rast virusu opat vo
vSetkych testovanych bunkovych liniach. 1 uM LA znizila najviac, o 0,5 logaritmu,
rast VACV v bunkach Jurkat, fibroblastoch a makrofagoch bez stimulacie IFNy.

V ostatnych bunkovych liniach bol pokles asi o 0,4 logaritmu oproti kontrolam.

A
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WO M LA
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g . fy 250 pM LA
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E : 7 7 " \
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2 3 | / % =
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Obr. 29. Inhibiény efekt LA na rast VACV v bunkovych liniach rézneho

povodu. 0,6x10° buniek rézneho pdvodu bolo infikovanych (A) rekombinantnymi

88



VACV-Luc L (HeLa G, BSC-40 a L929) alebo VACV-Luc E/L (Makrofagy
a Jurkat) alebo (B) WT VACV (m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bola k bunkam
v Cerstvom médiu pridana LA v uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky
odpipetované a bol v nich stanoveny titer VACV na bunkach BSC-40. Grafy
predstavuju priemery z najmenej 2 pokusov v duplikatoch +/- S.E.M. *, Statisticky
vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi koncentraciami sledovanych latok a
kontrolou bez pridanej LA (P<0,05).

Vplyv LA na infekciu VACV bol tiez overeny testom redukcie plakov (CPE
assay). Na experiment bola pouzita bunkova linia BSC-40. Bunky na 12-jamkovej
kultivatnej platni boli infikované priblizne 20 pfu WT VACV alebo
rekombinantnym VACV a kultivované s uvedenymi koncentraciami LA 48 hodin.
Na obr. 30 je vidiet, Ze pbésobenie 500 uM LA viedlo k redukcii velkosti plakov
WT VACV, zatialCo ich pocet nebol redukovany, 1 mM LA mala za nasledok
uplné zainhibovanie tvorby plakov. Podobny vysledok sme dosiahli aj
s rekombinantnym VACV. MbézZeme zhrnut, Ze sme v sérii experimentov s LA
experimentalne potvrdili jej inhibicny efekt na rast VACV v bunkovych liniach

rézneho pbvodu.

Kyselina lipoova(uM)
I 100 l 0
1000 I 500

Obr. 30. Efekt LA na velkost' plakov WT VACV. 0,6x10° buniek BSC-40 bolo
infikovanych priblizne 20 pfu WT VACV. Po odstraneni inokula bola k bunkam
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v Cerstvom médiu pridana LA v uvedenych koncentraciach. 48 h.p.i. boli bunky
zafixované a ofarbené kryStalovou violetou. Obrazok reprezentuje vysledok

z dvoch pokusov.

4222 Inhibicny efekt na luciferazova aktivitu exprimovanu VACV

v bunkovych liniach rézneho pévodu

Vplyv LA na rast VACV sme analyzovali aj ako efekt na luciferazovu
aktivitu exprimovanu rekombinantnym VACV v réznych bunkovych liniach. Na
obr. 31 je vidiet, Zze LA Statisticky vyznamne znizila luciferazovu aktivitu vo
vSetkych testovanych bunkovych liniach. 250 uM LA znizila luciferazovu aktivitu
na najmenej 85% kontrol, zatial o najvySSia pouzita koncentracia, 1 mM, ju
znizila na najmenej 45% kontrol vo vSetkych testovanych liniach. NajvyraznejSia
HeLa G. Mézeme zhrnut, Ze sme nameranymi luciferazovymi aktivitami potvrdili

inhibiény vplyv LA na infekciu VACV v bunkovych liniach rézneho povodu.

Vplyv LA na luciferazovu aktivitu

O M
160+ 250 uM
~ 1401 3500 pM
120 Zza1 mM

HeLa G BSC-40 L929 M@  M@+IFNy

Obr. 31. Inhibiény efekt LA na luciferazova aktivitu exprimovanu VACV
v bunkovych liniach rézneho pévodu. 0,6x10° buniek rézneho pévodu bolo
infikovanych VACV-Luc L (HeLa G, BSC-40 a L929) alebo purifikovanym VACV-
Luc E/L (Makrofagy; m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bola k bunkam v ¢erstvom
meédiu pridana LA v  uvedenych koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky
odpipetované a spracované na stanovenie luciferazovej aktivity. Grafy

predstavuju priemery z najmenej 2 pokusov v duplikatoch +/- S.E.M. *, Statisticky
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vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi koncentraciami LA a kontrolou bez pridanej
LA (P<0,05).

Inhibi¢ny efekt LA na titer VACV aj luciferazovu aktivitu bol tiez vyjadreny
ako inhibiéné koncentracie IC50 (Tab. 2). IC50 boli pocitané z exponencialnych
regresnych kriviek prelozenych zavislostami nameranych virusovych titrov a
pouzitych koncentracii LA. Z vypocitanych IC50 a podobne stanovenych CC50
z MTT testu (cytotoxické koncentracie) boli vypocitané indexy selektivity (Sl).

Vypocitané hodnoty CC50 ukazuju, Zze LA je netoxicka pre bunkové linie
HelLa G, BSC-40 a fibroblasty L929. Naopak, LA je toxicka pre makrofagy a vo
vySSich koncentraciach aj pre bunkovu liniu Jurkat. Hodnoty IC50 su nizSie pre
titry z rekombinantov VACV ako z WT VACV. Celkovo su hodnoty IC 50 z titrov
rekombinantnych VACV v rozmedzi 200-500 pyM, z titrov WT VACV v rozmedzi
500-800 uM a u luciferazovej aktivity v rozmedzi 300-850 puM.

91



WT VACV (WR) Kyselina lipoova
Titer
IC50 (UM) Sl
+SD CC50 (uM) (IC50/CC50)
HeLa G 803 + 273 podporuje rast -
BSC-40 712 + 444 podporuje rast -
L929 702 + 16 podporuje rast -
M® - IFNy 587 + 296 330 0.6
M® + IFNy > 1000 - -
Jurkat 492 + 92 > 2000 >4.1
B
VACV rekombinant Kyselina lipoové
Luc Titer
IC50 (uM) IC50 (uM) SI
+SD +SD CC50 (M) (IC50/CC50)
HeLa G 838 + 159 220+ 14 podporuje rast -
BSC-40 642+ 4 409+ 8 podporuje rast -
L929 747 £ 199 245+ 18 podporuje rast -
M® - IFNy 429 + 156 200 £ 39 330 1.6
M® + IFNy 305+ 12 486 + 229 - -
Jurkat - 354 £ 52 > 2000 >57

Tab. 2. Inhibiéné efekty kyseliny lipoovej na infekciu VACV u réznych

bunkovych linii. Z nameranych hodnét titrov a luciferazovych aktivit WT VACV

(A) a VACV-Luc (B) po podsobeni LA u réznych bunkovych linii boli vypocitané

inhibiéné koncentracie IC50, koncentracie LA, pri ktorych bude titer virusu alebo

luciferazova aktivita znizené na 50%. Pre stanovenie cytotoxicity boli k 0,06x10°

buniek pridavané zvySujuce sa koncentracie LA. Po 2 dnoch bola stanovena

cytotoxicita pomocou MTT testu. Hodnoty CC50 predstavuju koncentracie LA,

ktoré znizili aktivitu mitochondrialnych dehydrogenaz na 50% kontrol bez LA.

Vysledky predstavuju priemery z 2-3 pokusov v duplikatoch +/- S.D.

92



42.2.3 Efekt kyseliny lipoovej na expresiu skorych a neskorych génov

exprimovanych virusom vakcinie

Po zisteni inhibiéného efektu LA na VACV sme sa rozhodli blizSie
charakterizovat, na ktord fazu rastového cyklu VACV ma LA tento uginok. Zivotny
cyklus VACV prebieha kaskadovito, pre uspedné pokracovanie do dalSich faz je
nevyhnutnou podmienkou spravne dokoncenie predchadzajucej fazy (Schramm a
Locker, 2005). Syntéza neskorych génov, ktoré su pod kontrolou neskorych
promotorov VACV, zacCne len po uspesnom prebehnuti syntézy virusovej DNA
ata len po uspeSnom nasyntetizovani produktov skorych génov. Na odliSenie
inhibicného ucinku LA na syntézu skorych alebo neskorych génov VACV boli
pouzité dva rekombinanty VACV exprimujuce luciferazu pod odliSnymi
promotormi, skorym/neskorym (VACV-Luc E/L) alebo neskorym (VACV-Luc L)
a pocCas experimentu bol k Casti vzoriek pridany inhibitor DNA polymerazy,
cytozin arabinozid (AraC). Pridanim AraC ku vzorkam je zainhibovana virusova
DNA syntéza a nedochadza tak ani k expresii neskorych VACV proteinov.
V nasom experimentalnom modeli sme teda po pridani AraC mohli analyzovat
expresiu luciferazy pod skorym VACV promotorom.

24 h.p.i. bol vysledok na HeLa G bunkach v zhode s predchadzajucimi,
pridanie LA malo za nasledok koncentraCne zavislé zniZenie exprimovanej
luciferazovej aktivity a to u obidvoch testovanych rekombinantov vo vzorkach bez
pridaného AraC (Obr. 32). Po pridani AraC bola stanovena luciferazova aktivita
u VACV-Luc L na udrovni 0,05% kontrol bez pridaného AraC a LA uz nemala
ziadny vyznamny efekt. Na druhej strane, u rekombinanta VACV-Luc E/L bola
hladina luciferazovej aktivity na priblizne 5%, €o ukazuje na expresiu luciferazy
pod kontrolou skorej Casti skorého/neskorého promotora VACV. Pridana LA
nemala inhibi€ny vplyv na luciferazova aktivitu exprimovanu tymto
rekombinantom.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Zze LA nejavi inhibi¢ny efekt na urovni
expresie skorych VACV génov.
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Obr. 32. Efekt LA na expresiu skorych a neskorych génov VACV. 0,6x10°
buniek HeLa G bolo infikovanych VACV-Luc L alebo VACV-Luc E/L (m.0.i.=2).
Po odstraneni inokula bola k bunkam v ¢erstvom médiu pridana LA v uvedenych
koncentraciach. Na zablokovanie syntézy virusovej DNA bol k vzorkam pridany
AraC (4,4 pg/ml). 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na stanovenie
luciferazovej aktivity. Grafy predstavuju priemery z najmenej 2 pokusov
v duplikatoch +/- S.E.M. *, Statisticky vyznamny rozdiel medzi jednotlivymi

rekombinantmi s pridavkom rovnakej koncentracie LA (P<0,05).

Expresiu luciferazy rekombinantnymi VACV sme analyzovali aj za pouZitia
western blotu a protilatky proti luciferaze. Na obr. 33 je vidiet, Ze pridanie LA
malo za nasledok koncentracne zavislé zniZzovanie hladin luciferazy u obidvoch
rekombinantov. Po pridani AraC sme nezaznamenali ziadne hladiny luciferazy.
Vysledok potvrdzuje inhibicny vplyv LA na obidva rekombinanty stanoveny
luciferazovou aktivitou bez pridaného AraC. Zarovenn poukazuje na odliSnu
citlivost' tychto dvoch pouzitych metdd, pretoze po pridani AraC, sme detekovali
aktivitu v lyzatoch infikovanych buniek, ale Ziadnu hladinu luciferazy na western

blote sme neboli schopni detekovat.
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Obr. 33. Western blot analyza efektu LA na luciferazu exprimovanu VACV.
Hladiny luciferazy boli stanovované vo vzorkach pouzitych v obr. 32 (AraC). K
lyzatom na stanovenie luciferazovej activity bol pridany 5x Laemli redukény pufer
a luciferaza bola detekovana western blotom pomocou krali€ej polyklonalnej

protilatky a chemiluminiscencie. Obrazok reprezentuje vysledok z 2 pokusov.

4224 Inhibicny efekt kyseliny lipoovej na expresiu celkovych proteinov

virusu vakcinie

V dalSom experimente sme western blotom analyzovali vplyv LA na
celkovu expresiu VACV proteinov v bunkach HelLa G. Na obr. 34 je vidiet, Zze 250
MM LA nemala viditelny efekt na hladiny VACV proteinov v obidvoch pouzitych
rekombinantoch. Po pdsobeni 500 uyM LA sme zaznamenali minimalne a po
poésobeni 1 mM LA mierne zniZenie hladin proteinov. Spektrum zachytenych
proteinov je podobné vo vsetkych vzorkach a odpoveda spektru neskorych
proteinov VACV. Koncentracie LA, ktoré inhibovali rast VACV teda nemaju
vyznamny vplyv na zachytené hladiny VACV proteinov. Zaverom sa mézeme

domnievat, Ze LA ovplyviiuje expresiu neskorych proteinov VACV.
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Obr. 34. Efekt LA na expresiu celkovych proteinov VACV. 1,2x10° buniek
HeLa G bolo infikovanych VACV-Luc E/L alebo VACV-Luc L (m.o.i.=2). Po
odstraneni inokula bola k bunkam v Cerstvom médiu pridana LA v uvedenych
koncentraciach. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na western blot.
Expresia VACV proteinov bola stanovena pomocou kraliCieho antiséra proti
VACV a imunoperoxidazového znacenia. Obrazok reprezentuje vysledok z 2

pokusov.

4.2.2.5 Efekt kyseliny lipoovej na replikaciu virusovej DNA

Na zaklade uvedenych vysledkov sa da predpokladat, ze inhibi¢ny efekt
LA na infekciu VACV je na urovni syntézy virusovej DNA, syntézy neskorych
proteinov alebo poCas morfogenézy virionov. Efekt LA na replikaciu VACV DNA
sme analyzovali pomocou real-time PCR. V HelLa G bunkach sme pocas 24 hod.
Casového intervalu kvantifikovali mnozstvo kopii genémovej virusovej DNA (Obr.
35).

Vysledky ukazuju, Zze LA nema inhibi¢ny vplyv na syntézu virusovej DNA.
Na zaklade toho sa da predpokladat, Ze LA ma efekt na procesy prebiehajuce

eSte neskorSie pocas rastového cyklu VACV.

96



Vplyv LA na VACV DNA syntézu
ESS Neinfik.
7 =] Inokulum
64 Mo M LA
1250 um LA

1500 pM LA
EZA41 mM LA

[+ AraC

Log (Pocet kopii DNA)
TR s
L |
——
A
]
EE———

1h.pi. 4 hpi. 8 hpi. 12 hpi.

Obr. 35. Efekt LA na syntézu VACV DNA. 0,6x10° buniek HeLa G bolo
infikovanych VACV-Luc L (m.o.i.=2). Po odstraneni inokula bola k bunkam
v Cerstvom meédiu pridana LA v uvedenych koncentraciach. V uvedenych h.p.i.
boli bunky odpipetované, izolovana DNA a analyzovana real-time PCR. Graf
zobrazuje pocet kopii VACV DNA na 100 ng celkovej DNA. Obrazok reprezentuje

vysledok z 2 pokusov.

Ako kontrola bol suCasne s analyzou vzoriek pomocou real-time PCR
v tych istych vzorkach stanovovany efekt LA na rast VACV. Obr. 36 potvrdzuje uz
ukazany koncentraCne zavisly inhibicny vplyv LA na rast virusu v bunkach,

v ktorych nebol zaznamenany Ziadny efekt na syntézu DNA.
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Obr. 36. Vplyv LA na rast VACV poéas 24 hod. éasového intervalu. 0,6x10°
buniek HeLa G bolo infikovanych VACV-Luc L (m.0.i.=2). Po odstraneni inokula
bola k bunkam v Cerstvom meédiu pridana LA v uvedenych koncentraciach.
V uréenych h.p.i. boli bunky odpipetované a stanoveny titer VACV na bunkach

BSC-40. Obrazok reprezentuje vysledok z 2 pokusov.
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4.2.2.6 Efekt LA na infekciu VACV v zavislosti od ¢asu pridania

Aby sme mohli blizSie charakterizovat efekt LA na jednotlivé casti
rastového cyklu VACV, rozhodli sme sa eSte zanalyzovat' zavislost vplyvu LA na
Case pridania k infilkovanym bunkam. HeLa G bunky boli infikované VACV L a
v uvedenych Casovych intervaloch bola k jednotlivym vzorkam pridana 500 uM
LA. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a stanovena luciferazova aktivita. Obr. 37
ukazuje Statisticky vyznamny inhibiény vplyv LA, pokial bola pridana do 4 h.p.i.,
co je priblizne Cas zacCiatku syntézy virusovej DNA. MenSiu, aj ked Statisticky
vyznamnu, inhibiciu mézeme ale vidiet' aj po pridani LA v ¢ase 8 h.p.i., t. j. v Case
kedy uz replikacia DNA urcite prebehla (obr. 35), ¢o opat poukazuje na to, zZe
inhibicia VACV spdsobena LA nastava aZz na urovni expresie neskorych
proteinov VACV. Po pridani LA v ¢ase 12 h.p.i. sme Ziadnu vyznamnu inhibiciu

uz nezaznamenali.

Vplyv LA na luciferazovu aktivitu
v zavislosti od ¢asu pridania
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Obr. 37. Vplyv LA na infekciu VACV v zavislosti od éasu pridania. 0,6x10°
buniek HeLa G bolo infikovanych VACV-Luc L (m.0.i.=2). K inokulu alebo po
odstraneni inokula v uvedenych €asovych intervaloch bola k bunkdm pridavana
500 M LA. 24 h.p.i. boli bunky odpipetované a spracované na stanovenie
luciferazovej aktivity Grafy predstavuju priemery z 2 pokusov v duplikatoch +/-
S.E.M. *, S&tatisticky vyznamny rozdiel v luciferazovej aktivite medzi bunkami
s pridanou LA a kontrolami v jednotlivych €asovych intervaloch pridania LA
(P<0,05).
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Celkovo mbézeme uzavriet, Zze sme ukazali inhibicny efekt LA na infekciu
VACV, a to vbunkovych liniach rézneho pévodu. Podla naSich vysledkov
dochadza k inhibicii v neskorSich fazach rastového cyklu VACV, na urovni

expresie neskorych VACV proteinov alebo mozZno eSte neskdr, na udrovni
morfogenézy virionov.
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5 Diskusia

5.1  Typ bunkovej smrti spésobeny infekciou virusom vakcinie

VACV bol v minulosti uspeSne pouzivany v eradikacnej kampani proti
pravym kiahfiam, ktora bola v roku 1980 celosvetovo ukonéena. V sucasnosti je
VACV vdaka svojim vlastnostiam nadalej pouzivany ako expresny vektor pre
vakcinacné aj experimentalne ucely. Napriek Sirokému pouZivaniu tohto virusu, je
relativne malo dostupnych informacii o jeho vplyve na typ bunkovej smrti
hostitelskej bunky. Ciefom prvej Casti tejto prace preto bolo blizSie
charakterizovat typ bunkovej smrti indukovanej infekciou VACV.

PoCas apoptdézy a nekrézy, dvoch zakladnych foriem bunkovej smrti,
dochadza k odliSnym biochemickym procesom na r6znych urovniach (morfolégia,
biochemické drahy). Jedna skutocnost ma vSak vyznamny prakticky dopad aj na
klinické situacie — bunka umierajuca apoptoticky nevyvolava imunitnu reakciu,
zapal. Typ smrti bunky ma teda dalekosiahly dopad aj na celkové imunitné
reakcie organizmu.

Praca nadvazuje na vysledky prace byvalych Studentov v naSom
laboratériu. Z pohlfadu typu bunkovej smrti sa tradiCne uvadza, ze VACV
spbsobuje u vacsiny infikovanych buniek lyzu, ktora je povazovana za ekvivalent
nekrozy. Morfologia buniek v nami pouzivanych epitelidlnych bunkovych liniach
HeLa G aBSC-40 po infekcii VACV tiez potvrdzuje nekroticky charakter
indukovanej bunkovej smrti u vacsiny buniek (Obr. 5). Vynimkou je apoptdza
indukovana po infekcii rekombinantnym VACV exprimujucim Bcl-2 v bunkach
BSC-40. V tomto pripade ide ale o fenomén proapoptotického pdsobenia Bcl-2
exprimovaného VACV, ktory bol tiez uz skor charakterizovany v pracach
pochadzajucich z nasho laboratéria (Kalbacova et al., 2003; Kalbacova et al.,
2002; Vrbacky et al., 2003) a ktoremu bude venovana dalSia Cast diskusie.
Dalsie podrobnejsie charakteristiky (zmeny AW, integrity plazmatickej membrany
a chybajuca fragmentacia jadrovej DNA charakteristickd pre apoptozu)
potvrdzujuce prebiehajucu lyticku infekciu indukovani VACV boli uz tiez
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publikované mojimi kolegami (Kalbacova et al., 2003; Kalbacova et al., 2002;
Vrbacky et al., 2003).

Ako uz bolo spominané, nekréza a apoptéza sa liSia viacerymi
morfologickym a biochemickymi procesmi. Najviac charakteristicky pocas
apoptdzy, na rozdiel od nekrézy, dochadza k aktivacii konkrétnej skupiny proteaz,
kaspaz. Kaspazy svojou proteolytickou €innostou nasledne prispievaju k celkovej
morfoldgii apoptotickych buniek. Moja kolegyria, Marie Kalbacova, na pracu ktorej
som nadvazovala, zaznamenala aktivaciu proteaz typickych pre apoptézu pocCas
lytickej infekcie VACV (Kalbacova et al., 2008). Nameranu aktivaciu a aktivitu
kaspaz stanovovala pomocou prietokovej cytometrie za pouzitia dvoch réznych
testov. Prvy znich, CaspaTag, stanovoval na principe vazby fluorescencne
znacCeneého inhibitora kaspaz do ich aktivheho miesta ich aktivaciu. Druhy test
mal sledovat Stiepenie nefluorogénneho substratu, Rhodaminu 110 bis-(amidu
kyseliny L-aspartatovej), ktory daval po S$tiepeni kaspazami fluorescenény
produkt.

KedZze boli predchadzajuce vysledky ziskané len v infekénom
experimentalnom usporiadani, v ktorom nebolo vylucitefné, Ze namerana
zvySena fluorescencia by mohla pochadzat zo zvySenej integracie
fluorescenéného indikatora v désledku porusenej integrity plazmatickej
membrany pocas infekcie VACV, rozhodli sme sa v tejto praci merania doplnit
o neinfekéné experimenty. Aktivaciu/aktivitu kaspaz po infekcii VACV sme chceli
dodato¢ne porovnat s tou, ku ktorej dochadza po indukcii apoptdzy typickymi
neinfekénymi induktormi, ionomycinom a staurosporinom. Po pridani dvoch
réznych koncentracii ionomycinu a staurosporinu, ktoré iniciuju apoptézu v
rovnakych bunkovych liniach, aké boli pouzité v experimentoch s VACV, sme
zaznamenali Statisticky vyznamné zvySenie aktivity/aktivacie kaspaz (Obr. 6-9).
V naSich experimentoch sme zaroven ukazali, Ze miera aktivacie kaspaz pocas
infekcie VACV je porovnatelna s mierou aktivacie kaspaz po pésobeni typickych
induktorov apoptézy.

Experimentalne sme sa snazili potvrdit aj Specifitu pouzZivanych testov.

Pridanie kaspazového inhibitora z-VAD-FMK pred testom CaspaTag viedlo
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k znizeniu populacie buniek s aktivovanymi kaspazami na urovefi porovnatelnu
s kontrolami, €o ukazuje na Specificitu tohto testu pre kaspazy (Obr. 10).
V pripade testu pouzivajuceho Rhodamin 110 bis-(amid kyseliny L-aspartatovej),
ktory by mal byt Specificky pre kaspazy 3 a 7 (Hug et al., 1999), vSak pridanie z-
VAD-FMK neviedlo k znizeniu fluorescencie u zZiadnej z dvoch pouzitych linii,
HelLa G a BSC-40, ¢o spochybnuje Specificitu tohto testu pre kaspazy (Obr. 11).
Toto tvrdenie potvrdzuje aj vysledok experimentu, kedy po infekcii VACV
a su¢asnom pbésobeni z-VAD-FMK na bunky BSC-40 sme rovnako
nezaznamenali znizenie proteazovej aktivity stanovenej Rhodaminom 110
(Kalbacova et al., 2008).

Okrem dvoch uz spominanych metdd potvrdzujucich zapojenie kaspaz,
resp. inych proteaz, pocas lytickej infekcie VACV, bolo v praci mojej kolegyne,
rovnako za pomoci prietokovej cytometrie, potvrdené Stiepenie jedného zo
substratov kaspaz, cytokeratinu 18 v obidvoch testovanych bunkovych liniach
(Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et al., 2002). Specificita pouzitého
cytometrického testu na Stiepenie kaspazami bola potvrdena kontrolnym western
blotom za pouZitia tej istej protilatky ako v cytometrickom teste, M30. Vysledok
western blotu potvrdil Stiepenie cytokeratinu 18, resp. objavenie sa jeho
neoepitopu po Stiepeni kaspazami. Aktivita kaspaz bola potvrdena po pridani z-
VAD-FMK do experimantalneho usporiadania, o malo za nasledok vymiznutie
pozorovanych hladin Stiepeného cytokeratinu 18 (Kalbacova et al., 2008).

Vzhfadom na pozorované neoCakavané aktivovanie kaspaz pocas lytickej
infekcie, rozhodli sme sa dalej analyzovat ich posobenie vo VACYV infikovanych
bunkach. V sérii experimentov sme za pomoci western blotu sledovali Stiepenie
cytokeratinu 18 a dalSich substratov kaspaz pocas infekcie VACV.

Prvym analyzovanym substratom kaspaz bol cytokeratin 18 (Obr. 12),
ktory patri medzi molekuly udrzujuce Strukturnu integritu epitelialnych buniek (Ku
et al., 1997). Analyza jeho hladin western blotom bola zaroven kontrolou k vysSie
zmienenému cytometrickému testu, ktory stanovoval neoepitop vznikajuci na
cytokeratine 18 po Stiepeni kaspazami. KedZe bola pouzita protilatka, pomocou

ktorej sme detekovali cytokeratin 18 na western blote, proti nestiepenej forme
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proteinu, po jeho Stiepeni kaspazami sa dal oCakavat pokles jeho hladin.
Vysledky potvrdili pokles hladin cytokeratinu 18 v obidvoch testovanych
bunkovych liniach po lytickej infekcii VACV.

Na rozdiel od cytokeratinu 18, odliSné vysledky sme zaznamenali
s druhym analyzovanym typickym substratom kaspaz, PARP (Obr. 14).
Nepozorovali sme ziadne vyrazné Stiepenie PARP v ani jednej testovanej
bunkovej linii po infekcii kontrolnym VACV. Odlisny bol len efekt na bunky BSC-
40 infikované rekombinantom VACV-Bcl-2, kde sme zaznamenali Stiepeny
fragment PARP charakteristicky po pdésobeni kaspaz. Pozorovany efekt na tieto
bunky je v8ak v désledku expresie Bcl-2 pomocou VACV a nie infekcie VACV
samotnym a Stiepeny PARP koreluje s apoptotickou morfolégiou buniek.
Rovnaké Stiepenie sme zaznamenali aj v bunkach HelLa G infikovanych VACV-
NOS a VACV-PKR, ktoré sluZzili ako pozitivha apoptoticka kontrola.

V bunkach s nestiepenym PARP sa teda da predpokladat, Ze je aktivny
a podiela sa na spotrebuvavani bunkového ATP, €o vedie k energeticky menej
naroc¢nej forme bunkovej smrti infikovanych buniek, nekréze. Pric€iny, preco je
cytokeratin 18 Stiepeny pocas infekcie VACV a PARP nie je, vSak zostavaju stale
neobjasnené.

Dal$im substratom kaspaz, ktorého hladiny sme sledovali bol aktin (Obr.
13). Jeho Stiepenie kaspazami prispieva k typickym morfologickym zmenam
charakteristickym pre apoptdzu. V nasich experimentoch sme po infekcii VACV
zaznamenali zniZzovanie hladin neStiepeného aktinu len v bunkach Hela G.
V bunkach BSC-40 neboli zaznamenané nizSie hladiny aktinu po infekcii VACV.
Okrem mozného Stiepenia proteinov kaspazami, musime brat do uvahy aj pol¢as
rozpadu aktinu v tychto bunkach a vplyv VACV uz na urovni mRNA. Podfa typu
hostitel'skej bunky su niektoré mRNA po infekcii VACV degradované a niektoré
nie (Grun et al., 1987; Jindal a Young, 1992; Rice a Roberts, 1983).

V naSich experimentoch sme okrem aktivacie kaspaz zaznamenali aj
aktivitu kaspaz na urovni Stiepenia ich substratu. Zda sa teda, Ze pocas infekcie
VACV je aktivovana apoptoticka bunkova smrt, ktora nembze byt

pravdepodobne dokonéena a bunka umiera nekroticky. Moznymi vysvetleniami
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moZze byt inhibicia apoptdzy iniciovana VACV, ktory koduje viaceré inhibitory
kaspaz a proteiny ovplyvriujuce apoptozu (Stewart et al., 2005; Taylor a Barry,
2006; Wasilenko et al., 2003) alebo nedostatok energetickych zdrojov, ktory este
bude blizSie diskutovany. Na rozdiel od nami pouzitych epitelialnych bunkovych
linii HeLa G a BSC-40, u niektorych bunkovych linii (makrofagy, dendritické
bunky a B lymfocyty) ma infekcia VACV za nasledok apoptézu (Baixeras et al.,
1998; Engelmayer et al., 1999; Humlova et al., 2002). V tychto pripadoch ide
pravdepodobne o stratégiu prekonavania imunitného obranného systému
hostitela, ale poukazuju tiez na fakt, Ze v niektorych bunkach je pravdepodobne

dostatok energetickych zdrojov pre apoptoticku formu bunkovej smrti.

5.1.1 Vplyv inhibicie kaspaz na infekciu VACV

Podla naSich vysledkov sa zd4, Ze aktivacia kaspaz zohrava nejaku ulohu
pri infekcii VACV, rozhodli sme sa teda sledovat’ vplyv pripadnej inhibicie tychto
proteaz na priebeh infekcie VACV.

Vysledky titracii stanovujucich rast VACV ukazuju, ze pridanie
Sirokospektralneho kaspazového inhibitora z-VAD-FMK ma len maly vplyv na rast
virusu (Obr. 15). Je mozné, ze pocas infekcie VACV, vzhladom na viaceré
inhibitory exprimované VACV, nema uz dalSie pridanie inhibitora kaspaz velky
vyznam na zmenu rastu virusu. Funkénost pridaného inhibitora bola overena
pomocou western blotu sledujuceho hladiny PARP v bunkach BSC-40
infikovanych VACV-Bcl-2 (Obr. 17), teda v bunkach umierajucich apoptoticky,
v ktorych sme zaznamenali Stiepenie PARP. ZvySujuca sa koncentracia z-VAD-
FMK zabranila tomuto Stiepeniu PARP, €o svedCi o zainhibovani kaspaz po
pridani z-VAD-FMK.

Dalsim sledovanym parametrom pocas infekcie VACV s pridanym
inhibitorom kaspaz boli hladiny cytokeratinu 18 (Obr. 18). Vzhladom na fakt, Ze
pocas infekcie VACV sme zaznamenali Stiepenie tohto substratu kaspaz, dalo by

sa oCakavat, ze pOsobenie kaspazového inhibitora tento trend zvrati. V naSich
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experimentoch sme ale zistili eSte vyraznejSie znizenie hladin celkového
cytokeratinu 18 po pridani z-VAD-FMK.

Mohli by sme uvazovat o moznosti, ze cytokeratin 18 je v bunkach
infikovanych VACV §&tiepeny aj inymi proteazami ako len kaspazami. Pre tuto
moznost svedCia aj vysledky experimentu, kde sme sledovali Stiepenie
cytokeratinu 18 okrem protilatky DC 10 (monoklonalna protilatka detekujuca celu
formu cytokeratinu 18) aj protilatkou M30 (monoklonalna protilatka detekujuca
jeho neoepitop vznikajuci Stiepenim protedazami), a to spolu s pésobenim
kaspazového inhibitora z-VAD-FMK (Obr. 5D - (Kalbacova et al., 2008). Z hladin
analyzovenych proteinov je vidiet, Ze vznik nového epitopu detekovany M30 bol
zainhibovany pésobenim z-VAD-FMK a je teda zavisly na aktivite kaspaz. Na
druhej strane, po pdsobeni z-VAD-FMK nedochadza k zvySeniu hladin celkového
cytokeratinu 18 (protilatka DC 10). SvedCi to teda o fakte, Ze na Stiepeni
cytokeratinu 18 sa podielaju aj iné proteazy ako len kaspazy a pridanie z-VAD-
FMK méze ich pésobenie podporovat (Obr. 18).

Je potrebné zmienit, Ze ucinok z-VAD-FMK, ako deklarovaného
Sirokospektralneho inhibitora a efekt Specifickych inhibitorov kaspaz sa moZzu
odliSovat. Charakterizovanim efektov inhibitorov jednotlivych kaspaz pocas

infekcie VACV sa zaobera moja kolegyna, Jana LiSkova.

5.1.2 Inhibicia aktivity PARP a typ bunkovej smrti spd6sobeny VACV

Napriek morfologickym a biochemickym odliSnostiam medzi apoptézou a
nekrézou, povazuju sa tieto dve formy bunkovej smrti, hlavne za patologickych
podmienok, za dva mozné konce toho istého kontinua moznych foriem bunkovej
smrti (Cepeda et al., 2006; Leist et al., 1997). Medzi rozhodujucimi Cinitelmi
uréujucimi formu bunkovej smrti, apoptézou alebo nekrézou, je dostupnost
intracelularneho ATP. Bolo ukazané, zZe pokial bola hladina ATP redukovana,
vysledkom pésobenia inak typicky apoptotického stimulu bola nekroza (Leist et
al., 1997). DéleZitu ulohu v regulacii obsahu intracelularneho ATP hraje PARP,

jadrovy enzym aktivovany zlomami v retazci DNA, ktory nasledne prenasa
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monomér ADP-ribdzy za vzniku retazcov poly-ADP na rézne jadrové proteiny,
vratene seba. KedZe nadmerna aktivacia PARP vycCerpava zasoby NAD+ a ATP
bunky, PARP méze fungovat ako molekularny prepinaé medzi energeticky
naro¢nou apoptotickou a energeticky nenaro¢nou nekrotickou formou bunkovej
smrti (Cepeda et al., 2006). PARP je zaroven jednym zo substratov kaspaz.
Pocas apoptozy stiepia kaspazy 7 a 3 PARP na dva fragmenty, ¢im oddelia DNA-
viazucu doménu od katalytickej, ¢o vedie k inaktivacii enzymu (Virag a Szabo,
2002). Zablokovanie aktivity PARP je zasadné pre spravne fungovanie
apoptotickych procesov, po jeho inaktivacii zostanu energetické zdroje v bunke
zachované pre ATP-zavislé procesy apoptdzy (Cepeda et al., 2006).

V naSich experimentoch sme sa chceli pokusit v bunkach infikovanych
VACV zmenit formu bunkovej smrti z nekrézy na apoptézu. Nasim cielom bolo
pomocou inhibitora PARP, PJ 34, zabranit enzymovej aktivite PARP a tym
uSetrit energetické zdroje v bunke pre procesy apoptozy, ktoré zda sa prebiehaju
v pociato€nych §tadiach infekcie VACV.

Najskdér sme sledovali vplyv pbsobenia inhibitora PARP na hladiny
samotného PARP a cytokeratinu 18. Po analyze hladin PARP (Obr. 19) bol vplyv
jeho inhibitora zjavny len u vzoriek neinfikovanych, kde sme videli Stiepenie
PARP v zavislosti na zvySujucej sa koncentracii PJ 34. Vzhladom na funkciu
PARP ako reparatného enzymu, je mozné, ze po zainhibovani jeho aktivity
podlieha viac neinfikovanych buniek apoptéze a teda su aktivované aj kaspazy
Stiepiace PARP. U buniek infikovanych VACV-Cat ani VACV-Bcl-2 sme vSak po
pridani PJ 34 nepozorovali Ziadne zmeny v Stiepeni PARP. Aktivita PARP bola
pravdepodobne zainhibovana, ale inhibitory kaspaz kdédované VACV mohli
zabranit' jeho Stiepeniu a apoptodze.

Pri sledovani vplyvu PJ 34 na hladiny cytokeratinu 18 (Obr. 20) sme
pozorovali zniZenie jeho hladin po pridani PJ 34 v bunkach HelLa G. Tento
vysledok nam poukazuje na moznost, Ze po zainhibovani aktivity PARP ma
bunka dostupnych viac energetickych zdrojov, aspon na niektoré deje spojené
s apoptoézou. NevyluCuje vSak moznost uz diskutovanu vy$Sie, Ze proteazami

Stiepiacimi cytokeratin 18 mézu byt iné ako kaspazy.
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Vzhfadom na uzku spojitost medzi typom bunkovej smrti a Cinnostou
mitochondrii bol dalSim analyzovanym parametrom AW, (Obr. 21). Z nasSich
vysledkov sa nezda, Ze by malo pésobenie inhibitora PARP efekt na AW,
Podobny vysledok sme dosiahli aj pri analyze integrity plazmatickej membrany
ato, ze pbésobenie PJ 34 nemalo vyrazny efekt na tuto charakteristiku bunky
v Ziadnej z analyzovanych bunkovych linii (Obr. 22).

Z naSich vysledkov nameranych v experimentoch s inhibitorom aktivity
PARP vyplyva, Zze zmena formy bunkovej smrti polas infekcie VACV
ovplyvnenim funkcie PARP pouzitym inhibitorom aktivity PARP nie je mozna.
Vzhladom na to, Zze VACV vo svojom gendme kdduje viaceré inhibitory kaspaz,
stale musime brat’ do Uvahy aj minimalne tento faktor pri ovplyviiovani bunkovej
smrti indukovanej infekciou VACV. Inhibicia kaspaz ma totiz za nasledok aj
zabranenie Stiepeniu PARP, €o potvrdzuju aj naSe western blot analyzy.
Nestiepeny, aktivny, PARP tak pravdepodobne Cerpa energetické zdroje bunky
a ta, aj keby mala zapocaty apoptoticky mechanizmus, nema dostatok energie na
jeho dokoncenie a umiera nekroticky. K poklesu energetickych zdrojov mdze
dochadzat aj v désledku vysokej expresie virusovych proteinov a v dosledku
inhibicie funkcie mitochondrii po infekcii VACV (Vrbacky et al., 2003). Nasa
snaha zainhibovat funkciu PARP mohla sice zabranit jeho aktivite a spotrebe
energie tymto enzymom, ale v kone€nom ddsledku bunka infikovana VACYV aj tak
podlieha nekréze vdaka dalSim zmenam metabolizmu podmienenym virusovou
infekciou, aj vdaka Cinnosti inhibitorov apoptdzy exprimovanych z genému virusu.
Uvedené podporuje aj fakt, ze v neinfikovanych bunkach s pridanym inhibitorom
aktivity PARP sme sledovali Stiepenie PARP, t.j. v tychto bunkach bola spotreba
energie PARP zablokovana a Cinnost kaspaz sa mohla prejavit, kedZe nebola
zainhibovana produktom VACV ako je to u buniek infikovanych. Do uvahy tiez
prichadza moznost neSpecifického efektu inhibitora v bunkovej linii — toxicita,

stabilita, degradacia.
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5.2 Stabilne transfekované bunkové linie

Ako uz bolo spomenuté, VACV sa vdaka svojim vlastnostiam v sucasnosti
uspesne pouziva ako vektor pre profylaktické aj experimentalne ucely. Zda sa
vSak, Ze dblezitu ulohu pri prejave konkrétneho rekombinantného proteinu hraje
aj interakcia VACYV s hostitelskou bunkou.

K takymto prejavom po expresii VACV v roznych bunkovych liniach
dochadza u proteinu Bcl-2. Protoonkogén Bcl-2 typicky inhibuje programovanu
bunkovu smrt, pOsobi teda antiapoptoticky. Po jeho nekontrolovanej expresii
dochadza k malignému procesu. Z vysledkov pochadzajucich z prac nasej
skupiny vyplyva, Ze protein Bcl-2 exprimovany VACV pésobi v niektorych
bunkovych liniach antiapoptoticky (HeLa G) a v inych proapoptoticky (BSC-40).
Rozdiely v odliSnom pdsobeni rekombinantov VACV su zda sa podmienené
energetickym metabolizmom hostitel'skej bunky. Bcl-2 p&sobi antiapoptoticky
v liniach ziskavajucich energiu glykolyzou (HeLa G, glykolytické makrofagy),
naopak proapoptoticky pdsobi v liniach zavislych na oxidativnej fosforylacii (BSC-
40, fosforylujuce makrofagy; (Humlova, 2002; Kalbacova, 2003; Vrbacky, 2005).

Vzhladom na to, Ze uvedené vysledky boli dosiahnuté po expresii Bcl-2
pomocou VACV, vznika otazka, €i je indukcia apoptézy Bcl-2 spbsobena
zvySenou expresiou Bcl-2 a jeho interakciou s intracelularnym prostredim, alebo
k nej prispievaju interakcie Bcl-2 a proteinov VACV regulujucich apoptézu. Odlisit
interakcie Bcl-2 s virusom od ovplyviiovania intracelularnym prostredim sme sa
rozhodli pouzitim iného expresného systému pre expresiu Bcl-2 ako virusového.

Pre naSe experimenty sme zvolili expresny systém Tet-On. Ten by mal
poskytovat moznost presnej, koncentraéne-zavislej regulacie expresie a tiez
vysoku mieru indukovanej expresie pozadovaného génu. Cielom bola priprava
stabilne transfekovanych bunkovych linii HeLa G a BSC-40 inducibilne
exprimujucich Bcl-2 alebo kontrolny gén.

Najskdr sme do plazmidu pre vnesenie nami poZzadovaného génu vklonovali
gén pre Bcl-2. Samotna priprava stabilne transfekovanych linii spocivala v dvoch
stabilnych transfekciach. V prvej sme do buniek vintegrovali regulaény plazmid

Tet-On systému. Uspesné vélenenie tohto plazmidu bolo overené transientnou
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transfekciou plazmidu nesuceho gén pre luciferazu, ktory mal byt inducibilne
exprimovany za prispenia produktu z regulacného plazmidu. Expresia luciferazy
bola overena zmeranim jej aktivity a porovnanim vzoriek bez indukcie so
vzorkami po indukcii expresie. Priblizne 46-krat vySSia expresia luciferazy bola
zistena po indukcii uzmesi stabilne transfekovanych buniek, ¢o svedci
0 uspednej integracii regulacného plazmidu. Nasledne sme sa snazili
niekolkonasobnym riedenim na kultivaCnych platniach vyselektovat jednotlivé
klony stabilne transfekovanych buniek. Namerané luciferazové aktivity po
transientnej transfekcii plazmidu kodujuceho Luc boli u jednotlivych klonov vzdy
vyrazne nizSie ako u zmesi buniek. Aj pre dalSiu fazu pripravy Tet-On linie sme
sa teda rozhodli pouzit zmes buniek s uspeSne integrovanym regulacnym
plazmidom.

V druhej stabilnej transfekcii sme chceli do buniek integrovat' plazmid nesuci
vklonovany gén pre Bcl-2 spolu s plazmidom kédujucim gén pre antibiotikovu
rezistenciu. Ani po viacerych modifikaciach transfek&ného protokolu sa nam vsak
nepodarila uspesna kotransfekcia a integracia obidvoch plazmidov. Problém sme
vyrieSili vklonovanim génu pre Bcl-2 do komercéne dodaného plazmidu
obsahujuceho gén pre rezistenciu. Nasledna transfekcia bola uspesSna a po
selekcii na rezistenciu na antibiotikum, sme pripravili bunkovu liniu BSC-40
inducibilne exprimujucu Bcl-2 (Obr. 23).

Problém, ktory ostal zatial nevyrieSeny bola priprava linie HeLa G stabilne
exprimujuca Bcl-2. Do tejto bunkovej linie sa nam napriek viacerym modifikaciam
transfekénych protokolov (transfekéné Cinidla — SuperFect, Fugene, Fugene HD;
elektroporacia) nepodarilo uspeSne integrovat ani regulacny plazmid Tet-On
systému.

Po uspesnej priprave bunkovej linie BSC-40 inducibilne exprimujucej Bcl-2
po pdsobeni Dox sme chceli charakterizovat jeho efekt na procesy suvisejuce
s bunkovou smrtou. Morfologicky sa bunky exprimujuce a neexprimujuce Bcl-2
nelisili (Obr. 24). Bcl-2 exprimované v nami pripravenej bunkovej linii na tejto
urovni nepdsobi ako Bcl-2 exprimované VACV. Podobne ako v morfoldgii buniek,

Ziadny rozdiel sme nepozorovali ani v integrite plazmatickej membrany ani v AW,
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u buniek bez a po indukcii expresie Bcl-2 (Obr. 25, 26). V bunkach exprimujucich
Bcl-2 pomocou VACV mal Bcl-2 proapoptoticky efekt o sa tyka bunkovej smrti a
stabilizujuci efekt na AW,. Je mozné, Ze kooperacia Bcl-2 a VACV viedla
k apoptdze hostitel'skej bunky prostrednictvom ovplyvnenia hladin ATP.

Moznym dévodom pre€Co sme nepozorovali ziadny efekt u Bcl-2
exprimovaného bunkovou liniou pod kontrolou Tet-On promotora by mohla byt
nizSia expresia v porovnani s VACV expresnym systémom. Pre odliSenie efektov
Bcl-2 nezavislych na VACV by bolo teda vhodnejSie pouZit iny expresny systém
poskytujuci vySSiu mieru expresie, napr. iny virusovy systém.

Zasadnym problémom, kvéli ktorému sme v planovanych experimentoch
nepokracovali bola strata expresie Bcl-2 po niekolkych malo pasazach. Do uvahy
prichadza moznost, Ze vysSia expresia Bcl-2 bunkam BSC-40 Skodi, podobne
ako u expresie pomocou VACV. Ako moznost sa ponuka inhibicia expresie na

urovni DNA modifikacii (napr. jej metylacia).

5.3 Ovplyvnenie rastu virusu vakcinie posobenim redox-modulujucich latok

V poslednej Casti prace sme sa zamerali na blizSie charakterizovanie
predtym nepopisanych inhibi¢nych efektov LA na infekciu VACV. Najskér sme
experimentalne stanovovali efekt piatich réznych redox-modulujucich latok, -
merkaptoetanolu, DTT, kyseliny askorbovej, LA a EA, na infekciu VACV. Na
zaklade meranej aktivity luciferazy exprimovanej rekombinantom VACV sme
zaznamenali inhibiény efekt na infekciu VACV len po pdsobeni LA a EA. Uginok
bol koncentraCne zavisly, ucinné koncentracie sa u LA pohybovali v stovkach
mikromolov, u EA to boli nizko mikromolarne koncentracie (do 50 yM). Vzhladom
na odliSné chovanie jednotlivych latok, LA by mala fungovat’ ako antioxidant, na
druhej strane EA by mala pdsobit pro-oxidativne, sa len tazko hfada vysvetlenie
pre spoloény mozny princip inhibicného ovplyvnenia VACV (Bilska a Wlodek,
2005; Packer et al., 2001; Tew et al., 1997).

Jednym moznym vysvetlenim je nimi ovplyvnena tvorba disulfidickych
vazieb. Mozny je jednak vplyv na redox zavislé proteiny VACV a jednak na

ovplyvnenie redox prostredia v bunke reakciou s antioxidantmi. Morfogenéza
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VACYV je zavisla na disulfidickych vazbach. Konkrétne sa na ich tvorbe podiefaju
proteiny E10, A2,5 a G4, ktoré svojou €innostou tvoria drahu tvorby disulfidickych
vazieb na viacerych virusovych proteinoch v cytoplazme hostitelskej bunky.
Vyradenie zfunkcie ktoréhokolvek ztychto proteinov ma za nasledok
pozastavenie spravnej maturacie virusovych Castic (Su et al., 2006).

Da sa uvazovat aj o znizovani rastu VACV inhibiciou NF-kB, musime ale
podotknut, Ze uz VACV samotny inhibuje aktivaciu NF-kB (Graham et al., 2008).
Obidve testované latky, EA aj LA, inhibuju drahy NF-kB, aj ked rdéznymi
mechanizmami. Bolo opublikované, Ze EA inhibuje aktivaciu drahy NF-kB na
viacerych miestach, modifikaciou NF-kB priamo alebo inibiciou jeho vazby na
DNA (Han et al.,, 2005). LA mozZe inhibovat aktivaciu NF-kB znizovanim
redoxného stresu v bunke (Kiemer et al., 2002; Petersen Shay et al., 2008).

Prave blokovanim aktivacie NF-kB v bunkovych kulturach v2 mM
koncentracii zabranila LA aj replikacii HIV. Niektoré prace ukazali tiez
synergisticky efekt LA spolu s dalSimi terapeutikami, ako napr. zidovudine, proti
HIV (Baur et al., 1991; Pande a Ramos, 2003).

Opacny efekt ako sLA a EA sme zaznamenali po pdsobeni [3-
merkaptoetanolu, DTT a kyseliny askorbovej, u ktorych sme sledovali narast
v luciferazovej aktivite exprimovanej rekombinantom VACV. Tieto latky
napomahaju k vzniku redukéného prostredia v bunke a ich efekt je mozno
spbésobeny aj vplyvom na redox-ovplyviujucu drahu kédovanu VACV.

Ako uz bolo zmienené tato praca je zamerana hlavne na efekty LA. Po
zisteni inhibiéného vplyvu na jednej bunkovej linii (Obr. 28), rozhodli sme sa tento
overit na bunkovych liniach rdzneho embryonalneho pdvodu (epitelialne HeLa G
a BSC-40, fibroblasty, makrofagy, T-lymfocyty; Obr. 29, 31). Okrem uz
spomenutého stanovenia luciferazovej aktivity sme do experimentov zahrnuli aj
stanovenie rastu virusu titraciou na bunkovej linii BSC-40 a okrem rekombinantov
VACV bol do analyzy efektov LA zahrnuty aj WT VACV. Podla hodnét titracie
VACV sme u LA potvrdili inhibi¢ny efekt na rast virusu vo vSetkych testovanych

bunkovych liniach. Rovnaky efekt bol zjavny aj po stanoveni luciferdzovej aktivity
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luciferazy exprimovanej VACV, u vSetkych testovanych linii sme zaznamenali
Statisticky vyznamny pokles po pésobeni LA.

NavysSe, podla vysledkov MTT testu nema LA, v pouzitych koncentraciach,
cytotoxicky efekt na vacsinu infikovanych buniek. Z hodnét dosiahnutych titrov
a luciferazovych aktivit boli vypocitané inhibiéné koncentracie LA pre jednotlivé
bunkové linie (Tab. 2). Podla nich su hodnoty IC50 vypocitané z titrov nizSie
u rekombinantov VACV ako uWT VACV arovnako nizSie hodnoty pocitané
z titrov virusu v porovnani s luciferazovou aktivitou. Celkovo sa hodnoty IC50
v nasich experimentoch pohybuju v rozpati 500-800 uM pre WT VACV a 200-
500 pM pre titer virusu a 300-850 yM pre luciferazovu aktivitu u rekombinantov
VACV. Publikované hodnoty IC50 cidofoviru, jediného schvaleného preparatu
pbsobiaceho proti VACV, sa lisia, 1C50=3,09 pg/ml, t. j. 9,8 uM, pre ludské
embryonalne fibroblasty HEL a VACV kmen Lederle (Krecmerova et al., 2007),
54 a 62 uM pre Vero bunky, 18 a 28 uM v fudskych kozZnych fibroblastoch HFF a
<50 uM pre BSC-40 a VACV kmen WR (Becker et al., 2008). Aj ked sa hodnoty
ziskané inymi testami aza inych podmienok daju porovnavat len s urcitou
rezervou, nami stanovené hodnoty LA su vtomto porovnani pravdepodobne
terapeuticky nezaujimavé. Cielom prace vSak bolo priblizit novy mozny
mechanizmus inhibiéného pdsobenia na VACV, porovnat ho s mechanizmom EA
a objasnit novu viastnost' LA.

Po zisteni inhibicného vplyvu LA na infekciu VACV sme sa rozhodli
objasnit’ v ktorej faze rastového cyklu VACV Kk inhibicii dochadza. Najskér sme
chceli odlisit, ¢i k inhibicii dochadza pred alebo po syntéze DNA, t.j. na urovni
expresie skorych alebo neskorych proteinov VACV (Obr. 32). Toto nam umoznilo
pouzitie dvoch rekombinantov VACV exprimujucich luciferazu pod dvoma
réznymi promotormi VACV, skorym/neskorym (VACV-Luc E/L) a neskorym
(VACV-L), v kombinacii s pridanym inhibitorom DNA syntézy VACV, AraC.
Namerané luciferazové aktivity a hladiny luciferazy stanovené western blotom
(Obr. 32, 33) potvrdili koncentrane zavisly inhibiény vplyv LA na obidva
analyzované rekombinanty VACV. Po zainhibovani syntézy VACV DNA bola

luciferazova aktivita exprimovana VACV-Luc L zainhibovana na uroven pozadia,
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Co potvrdzuje expresiu luciferazy z neskorého promotora tymto rekombinantom.
Aktivita luciferazy exprimovanej VACV-Luc E/L bola zainhibovana menej a jej
stanovené hodnoty boli niekolkonasobne vysSie nez VACV-Luc L, ¢o ukazuje na
expresiu luciferazy vtomto rekombinante eSte pred syntézou VACV DNA.
Hodnoty namerané z VACV-Luc E/L po pridani AraC neukazovali na Ziadny
inhibicny efekt indukovany LA, z ¢oho sa da usudzovat, ze LA nema inhibicny
efekt na syntézu skorych proteinov VACV. Expresia luciferazy po pridani AraC
nebola uz na western blote detekovatelna, citlivost dvoch nami pouzitych
pristupov detekcie luciferazy je odlisna.

Aj dalSi experiment, v ktorom sme sledovali hladiny celkovych VACV
proteinov pomocou western blot analyzy potvrdil predchadzajuci zaver (Obr. 34).
Pozorovali sme znizenie hladin virusovych proteinov po pdsobeni najvyssSej
pouzitej koncentracie LA, ale celkovy vzor VACV proteinov ostal nezmeneny,
zodpovedal teda syntéze neskorych proteinov.

Na zaklade tychto vysledkov bolo mozné usudzovat, Ze uroven inhibicie je
na urovni syntézy DNA alebo v eSte neskorSich fazach rastového cyklu VACV.
Nasledna kvantifikacia VACV DNA pomocou real-time PCR v priebehu 24
hodinového cCasového intervalu ukazala, Ze syntéza virusovej DNA nie je
inhibovana po pridani LA, priC¢om titracia VACV z tych istych vzoriek potvrdila
inhibiciu rastu VACV (Obr. 35, 36). Tieto vysledky ukazovali na to, Zze miestom
inhibicného pbsobenia LA v rastovom cykle VACV je expresia neskorych génov
VACV, ku ktorej dochadza az po syntéze DNA, alebo morfogenéza viriénov.

O tom, ze k inhibicii indukovanej LA dochadza az v neskorSich fazach
rastoveho cyklu virusu svedci aj nas experiment, kedy sme sledovali vplyv LA na
infekciu VACV v zavislosti na €ase pridania LA (Obr. 37). Vysledky ukazali, ze
k najvyraznejSej inhibicii dochadza pokial je LA pridana do 4 hodin od zaciatku
infekcie, ale aj LA pridana 8 hodin od zaciatku infekcie, €o je uz po faze syntézy
virusovej DNA, mala za nasledok Statisticky vyznamné zainhibovanie rastu
VACV.

Uvedené vysledky ukazuju na mozné vyuZitie LA v terapii proti VACV. LA

je dobre absorbovana zcCreva adobre prechadza aj hematoencefalickou
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bariérou, je netoxicka aj vo vysokych koncentraciach aje pouzivana ako
potravinovy doplnok. Vzhfadom na to, Ze inhibicné koncentracie LA nie su tak
nizke ako inych latok testovanych proti VACV, neda sa o LA uvaZovat ako
0 samostatnej lieCbe proti tomuto virusu, ale urcite poskytuje moznost pouzitia

ako podpornej terapie v kombinacii s inou ucinnou latkou.
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6. Zaver

Praca bola zamerana na podrobnejSiu analyzu skor sledovanych dejov
prebiehajucich pocas infekcie VACV v hostitelskej bunke a na nové inhibi¢né
vlastnosti niektorych redox-modulujucich latok. Vysledky sa daju stru¢ne zhrnut

nasledovne:

1. V experimentoch sledujucich Stiepenie substratov kaspaz, proteaz
typickych pre apoptdzu, pocas lytickej infekcie buniek HeLa G a BSC-
40 virusom vakcinie sme potvrdili Stiepenie cytokeratinu 18. Na druhej
strane vSak Stiepenie typického substratu kaspaz, PARP, nebolo
pozorované. Vysledky ukazuju na moznost aktivacie drah apoptézy
pocas infekcie VACV, ta ale nasledne neméze byt ukonéena a bunka

umiera nekroticky.

2. Experimenty sledujuce vplyv inhibicie kaspaz poc€as infekcie VACV
boli zamerané na efekt pridavaného Sirokospektralneho inhibitora
kaspaz z-VAD-FMK. AvSak tento inhibitor vykazoval len okrajovy efekt
na rast virusu vakcinie a naopak, indukoval zvySené Stepenie
cytokeratinu 18. Na Stepeni tohto proteinu tak zrejme participuju dalSie

proteazy.

Pokusy zamerané na inhibiciu aktivity PARP s cielom zmenit formu
bunkovej smrti poCas lytickej infekcie virusom vakcinie na apoptozu
byli neuspesné. Ukazali, Ze ovplyvnenie typu bunkovej smrti
hostitelskej bunky pomocou inhibicie aktivity PARP pouzitym
inhibitorom nie je mozné a ze efekty anti-apoptotickych faktorov

kodovanych VACV hraju vyznamnejSiu ulohu.

3. Zplanovanych dvoch bunkovych linii, HeLa G a BSC-40,
indukovatelne exprimujucich Bcl-2 expresnym systémom Tet-On, sa

nam podarilo pripravit' len jednu, BSC-40. Experimenty sledujuce efekt
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takto exprimovaného Bcl-2 neukazali ziadny vplyv na typ bunkovej
smrti, avSak experimenty sa nam kvoli vytracajucej sa expresii Bcl-2
nepodarilo uzavriet. VySSia expresia Bcl-2 pravdepodobne 3Skodi
bunkam BSC-40.

4. Z piatich sledovanych redox-modulujucich latok sme pozorovali jednak
stimulacny efekt na infekciu virusom vakcinie u B-merkaptoetanolu,
DTT a kyseliny askorbovej, jednak koncentraéne zavisly inhibi¢ny efekt
u kyseliny lipoovej a etakrynovej. Podla experimentov podrobnejSie
charakterizujucich mechanizmus inhibicie kyselinou lipoovou sa zda,
Ze k nej dochadza na urovni expresie neskorych génov VACV alebo

morfogenézy virusovych castic.
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