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Suhrn

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

Tato dizertatna praca nadvdzuje na vysledky
publikovanych prac z naSho laboratoéria a je zCasti zamerana na
blizSie charakterizovanie vplyvu infekcie virusom vakcinie na
typ bunkovej smrti hostitel'skej bunky. Vysledky ukazuji na
to, ze pocas infekcie virusom vakcinie sa aktivuju dréhy
apoptézy, apoptdza ale nie je dokoncend a bunka umiera
nekroticky. 'V naSich pokusoch sme farmakologickou
inhibiciou aktivity enzymu PARP (Poly-(ADP-riboza)
polymeraza) nedokdzali zmenit formu bunkovej smrti
indukovant virusom vakcinie z nekroézy na apoptozu. Efekty
anti-apoptotickych faktorov kodovanych virusom vakcinie
pravdepodobne hrajii vyznamnej$iu tlohu.

Dalgia ¢ast prace sa venuje sledovaniu inhibiéného
efektu redox-modulujticej latky, kyseliny lipoovej, na infekciu
virusom vakcinie. Vysledky ukézali jej inhibicny vplyv v
bunkovych liniach rézneho embryondlneho pdvodu. Nase
vysledky ukazuju na to, Ze inhibi¢ny efekt kyseliny lipoovej je
na urovni expresie neskorych génov alebo morfogenézy
virusovych castic. Kyselina lipoova tak ponuka moznost’
pouzitia ako podpornej latky pri liecbe infekcie poxvirusmi.



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.



1. Uvod

1.1 Virus vakcinie

Virus vakcinie (VACV) je typickym zastupcom
poxvirusov. Geném VACV pozostava z jednej molekuly
dsDNA o velkosti priblizne 195 kb, ktora koéduje asi 200
proteinov. Replikacia VACV prebicha v cytoplazme
hostitel'skej bunky.

Vdaka jeho vlastnostiam ako st vysoka stabilita,
jednoduchéd a nendkladnd priprava, schopnost’ indukovat
dlhodobu protilatkovii aj bunkovli imunitni odpoved a
moznost integrovat’ vel'ké casti DNA, je VACV duspeSne
pouzivany ako vektor a sucast’ niekolkych rekombinantnych
vakcin.  Rovnako tiez, poskytuje moznost pre Stidium
interakcii s hostitel'skou bunkou (Condit a Niles, 2002;
Pastoret a Vanderplasschen, 2003). VACV bol tspesne
pouzivany pocas celosvetovej eradikacnej kampane pravych
kiahni (smallpox (Buller a Palumbo, 1991).

VACV je morfologicky jeden z najvicSich virusov.
Tvori dve infekéné formy, vnitrobunkovy zrely virion (IMV) a
extracelularny obaleny virion (EEV; (Schepis et al., 2006). Po
vstupe do bunky je z virionu uvolfiované jadro. Takmer
okamzite po vstupe zacina transkripcia asi 100 roéznych
molekul skorej mRNA pomocou transkripéného mechanizmu
obsiahnutého vo viridne. Skoré mRNA st potom uvolfiované
do cytoplazmy a prebiecha syntéza virusovych proteinov
(Schramm a Locker, 2005). Replikacia virusovej DNA je
nezavisla na jadre hostitel'skej bunky a prebieha v castiach
cytoplazmy nazvanych virozémy alebo virusové tovarne (viral
factories). Po replikacii DNA dochadza k syntéze mRNA z
intermediarnych génov (Baldick a Moss, 1993). Nasledne su
exprimované neskoré gény VACV. Niektoré z neskorych
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proteinov st glykozylované, fosforylované alebo Stiepené pred,
alebo pocas ich skladania do virusovych castic (Buller a
Palumbo, 1991). Skladanie virusovych castic je komplexné.
Postupne su Struktirne proteiny, enzymy a virusovd DNA
obklopované nezrelymi membranovymi casticami virusu.
Nasledne st viriony transportované z cytoplazmy.

1.2 Vplyv infekcie virusom vakcinie na metabolizmus
hostitel’skej bunky

VACYV, ako typicky poxvirus, ma cytopaticky efekt na
hostitel'ské bunky, charakteristicky podla typu hostitel'skej
bunky.

Infekcia VACV ma vyznamny vplyv na metabolizmus
hostitel'skej bunky. Hostitel'skdi DNA je hydrolyzovana
endonukledzou pritomnou vo viribne a jej syntéza je
zainhibovana kratko po vstupe virusu do bunky. Syntéza a
procesing hostitel'skej RNA st tieZ zainhibované, ale k tomu
dochadza az po syntéze virusovych proteinov. Polcasy
hostitel'skych aj virusovych RNA su kratSie pocas infekcie
VACV. Samotny VACV tieZ viacerymi mechanizmami
inhibuje syntézu hostitel'skych proteinov. Miera tejto inhibicie
zavisi na type infikovanych buniek a multiplicite infekcie
(Buller a Palumbo, 1991). Naopak, infekcia VACV je tiez
ovplyvilovand metabolizmom hostitel'skej bunky (Vrbacky et
al., 2003).



1.3 Interakcia virusu s obrannym systémom hostitel’skej
bunky

Poxvirusy patria vdaka viacerym mechanizmom,
ktorymi odoldvaju a prekonavaju obranu hostitel'skej bunky,
medzi GspesSné patogény.

VACV si vyvinul stratégiu proti komplementovému
systétmu hostitel'skej bunky. VCP (protein kontrolujuci
komplement koédovany VACV) je 35-kDa protein
produkovany bunkami infikovanymi VACV, ktory inhibuje
aktivaciu klasickej drahy komplementu (Girgis et al., 2008;
Kotwal et al., 1990). Tvorbou homoldégov receptorov
interferébnov  (IFN) prekonavaji poxvirusy IFN systém
hostitel'skej bunky. Tieto receptory su druhovo Specifické.
VACV exprimuje B8R viazuci ludské a krysie, ale nie
mySacie IFNy, a BI8R viazuci IFN o/f viacerych druhov
(Alcami a Smith, 1995). NavySe, VACV tiez pdsobi pocas
efektorovej Casti  IFN-sprostredkovanych  obrannych
mechanizmov (napr. inhibitory kédované E3L a K3L génmi
VACYV (Johnston a McFadden, 2003).

Proteiny VACV podobne ovplyviiuju aj d’alSie Casti IFN
drah. H1L gén VACV exprimuje fosfatdzu, ktora inhibuje IFN-
indukovanti  aktivaciu transkripéného faktora STAT-1.
Produkty VACV génov A46R a A52R obsahuji domény
homologne s receptorom Toll-like/IL-1, ktoré umoznujh
prerusit’ signalnu drdhu IL-1 a inhibovat’ aktivaciu NF-«B
(Johnston a McFadden, 2003).

1.4 Apoptoza
Programovana bunkova smrt’, apoptdza, hraje dolezitt

ulohu v elimindacii infikovanych buniek. Infikované bunky su
kontrolované dvoma mechanizmami veducimi k apoptdze.



Prvy mechanizmus je prezentacia virusovych proteinov
na povrchu infikovanych bunieck v komplexe s
histokompatibilnymi  antigénmi. Komplex je  potom
rozpoznavany cytotoxickymi T-lymfocytmi, ktoré indukuju
apoptozu infikovanych buniek. Druhy mechanizmus je spojeny
s kontrolou virusovej infekcie samotnou infikovanou bunkou.
Bunka rozpozna virusom indukovanu aktivaciu proteinov
bunkového cyklu a spusti proces apoptdzy cez protein p53
(O'Brien, 1998).

Zasadnym dejom pocas apoptdzy je Stiepenie a aktivacia
kaspaz, cysteinovych protedz (Kumar, 2007). Kaspazy su
zapojené do iniciacnej aj efektérovej fazy apoptozy (kaspazy
8,9, 10 a kaspazy 3, 6, 7). Vysledkom pdsobenia efektorovych
kaspdz je Stiepenie viacerych bunkovych proteinov, ktoré
vedie k bunkovej smrti. Kaspazy, resp. Stiepenie ich substatov,
reguluji zasadné morfologické zmeny pocas apoptdzy (Fischer
et al., 2003).

Apoptoza modze byt spustend prostrednictvom
extracelularnych alebo intracelularnych signalov. Dréha
spustena extracelularnymi receptormi je aktivovana vidzbou
ligandu na jemu prislichajici receptor bunkovej smrti. Po
vizbe  dochddza  k prenosu signalu  prostrednictvom
adaptérovych proteinov anasledne je aktivovana kaspéaza 8.
Aktivna kaspaza 8 moze aktivovat’ efektorova kaspazu 3 ato
priamo alebo prostrednictvom proteinu Bid a mitochondrii
(Danial a Korsmeyer, 2004).

Intracelularna apoptoticka drdha je spustand stresovymi
signdlmi vo vnutri bunky, ktoré¢ vedu k naruSeniu funkcie
mitochondrii auvolfovaniu cytochromu c¢ a/alebo faktora
indukujticeho apoptozu (AIF). Uvol'nenie cytochromu c vedie
prostrednictvom jeho interakcie S adaptérovou molekulou



Apaf-1 Kk aktivacii kaspazy 9 v apoptozéme a naslednej
aktivacii efektorovych kaspaz (Ghobrial et al., 2005).

Tretia, nedavno popisana, drdha spustenia apoptozy
vychadza zendoplazmatického retikula (ER). Zmeny
v homeostaze iénov Ca** a hromadenie nespravne zlozenych
proteinov vedu kstresu v ER. Ten moze mat za nasledok
aktivaciu kaspazy 12, ¢o vedie k aktivacii kaspazy 9 (Rao et
al., 2004).

Pocas prebiehajucej apoptozy predstavuji klucovy
kontrolny bod mitochondrie. Indukcia apoptézy vedie
K znizeniu mitochondrialneho membranového potencialu
(A¥n) auvolnovaniu mnohych pro-apoptotickych faktorov
(Green a Kroemer, 2004). Uvolnovanie tychto faktorov
z mitochondrii je prisne regulované proteinmi z rodiny Bcl-2.

Poxvirusy vyvinuli viaceré mechanizmy ako priamo
alebo nepriamo interferovat’ s procesmi apoptdzy. Koduju prvy
popisany inhibitor kaspaz, CrmA (Taylor a Barry, 2006).
Tento protein, znamy tiez ako SPI-2 (Serin protease inhibitor
2), inhibuje kaspazy 1 a 8. Jeho homolog, SPI-1, brani
apoptoze vizbou na katepsin G (Guo et al., 2005; Shisler et al.,
1999). Medzi niekol'ko d’al§ich proteinov, ktoré st kodované
VACYV a inhibujti apoptozu patri F1L, ktory je jedine¢ny pre
svoju schopnost’ inhibovat’ znizovanie A¥, a uvolfiovanie
cytochromu ¢ z mitochondrii. MoZny mechanizmus jeho
antiapoptotického posobenia je interakcia s BH3-proteinmi
rodiny Bcl-2 (Stewart et al., 2005; Wasilenko et al., 2003).

1.5 Redoxny systém kodovany virusom vakcinie

Niektoré proteiny obsiahnuté vo virionoch VACV maju
vo svojich doménach stabilné disulfidové vazby. Tvorba tychto
disulfidovych vézieb prebieha v cytoplazme hostitel'skej bunky
virusom-koédovanou drdhou. DolezZitost' tejto drdhy pre
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uspesnu virusovu infekciu bola ukazanid znefunkEnenim
ktoréhokol'vek z troch proteinov drahy, ¢o malo za nasledok
zamedzenie tvorby virusovych cCastic (Senkevich et al., 2002a;
Su et al., 2006).

1.6  Virus pravych kiahni (Smallpox) — moZné zneuZzitie

Prvé pokusy oochranu pred pravymi kiahnami
pochadzaju zo starého Egypta. V 18. storo¢i Edward Jenner
zaviedol vakcinaciu (Lat. vacca = krava) spocivajucu v
inokulacii materidlu ziskaného z 1ézii vzniknutych po infekcii
virusom cowpox ako prevenciu pred pravymi kiahiiami.
VACYV sa stal neoddelitelnou sti€astou vakcin proti pravym
kiahilam az na konci 19. storo¢ia. Vakcindcia s roznymi
kmenimi VACV umoznila eradikaciu pravych kiahni do roku
1980 (WHO, 1980). Odvtedy je ockovanie celkovej populacie
pozastavengé.

AvSak, vposlednych rokoch vyvstala hrozba
potencialneho zneuzitia virusu pravych kiahni ako biologickej
zbrane. Dopad na dne$nii populaciu by bol, vzhladom na
pozastavené ocCkovanie, vysokll prenosnost’ a umrtnost’, viac
katastrofadlny ako v minulom storo¢i. Na druhej strane,
ockovanie VACV je spojené s vysSou pravdepodobnostou
vedl'ajSich Gc¢inkov ako ktordkol'vek ind imunizacia a navyse,
tieto efekty su 10-nasobne pravdepodobnejsie
u prvoockovanych.

Okrem hrozby zneuzitia poxvirusov ako biologicke;j
zbrane, vystupuje do popredia hrozba z prirodzeného
prostredia, ato od virusu monkeypox, ktory sposobuje u I'udi
ochorenie podobné pravym kiahfiam.
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1.7 Post-vakcinacné komplikacie spoésobené virusom
vakcinie

Post-vakcinacné komplikacie sposobené VACV st
hlavne sposobené nadmernym mnozenim VACV v mieste
vakcindcie alebo v d’alSich castiach tela.

NajcastejSou komplikaciou je ndhodné infekcia inych
Casti koze kvoli rozSireniu virusu z miesta ockovania.
Generalizovana vakcinia, stav kedy sa virus $iri krvou a
vyrazky sa objavuji ndhodne na navzdjom izolovanych
Castiach tela, je menej Castda azvyCajne bez dalSich
komplikacii. Obidva sposoby §irenia virusu mozu mat’ zavazné
nasledky pre Tudi sporuchami imunity. K vaznym
komplikacidam po ockovani dochadza hlavne u 0sob
s poruchami prirodzenej alebo Specifickej imunity. Moze dojst’
K eczema vaccinatum, progresivnej vakcinii alebo post-
vakcinacnej encefalitide. Medzi dalSie komplikacie patria
fetalna vakcinia, kozny erytém, myoperikarditida a bakteridlne
superinfekcie (Bray, 2003; Fulginiti, 2003).

1.8 Terapia postvakcinaénych komplikacii spésobenych
virusom vakcinie

Do 50. rokov 20. storocia, kedy boli zavedené¢ VACV
imunoglobulin (VIG) a tiosemikarbazénové derivaty, nebola
dostupna Ziadna Specifickd terapia na postvakcinacné
komplikéacie spojené s o€kovanim VACV. Pocas dlhoro¢ného
vyskumu bol VACV zaradeny do kategoérie virusov, ktoré su
testované na citlivost’ na rozne skupiny latok. VacSina latok,
uktorych bola dokdzand Gcinnost proti VACV su
nukleozidové analdgy. Do skupiny nukleozidovych analégov
patri tiez jedind latka schvalena FDA USA na lieCbu
postvakcinaénych reakcii po VACV vakcine, cidofovir
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(Vistide®™, HPMPC), ktory bol objaveny prof. Holym (De
Clercq et al.,, 1986). Nevyhodou tohto preparatu je jeho
intravendzna aplikacia a nefrotoxicita (Safrin et al., 1997).
Jedine¢na antivirusova aktivita cidofoviru vsSak viedla k
vyvoju jeho formy pre ordlne podanie, CMX001 (Sliva a
Schnierle, 2007) a d’alsich derivatov (Krecmerova et al., 2007).

V poslednych troch rokoch bola objavena skupina anti-
poxvirusovych latok, ktoré redukuju Sirenie virusovej infekcie:
Gleevec (STI-571, Glivec) a ST-246 (Sliva a Schnierle, 2007).

1.9 Latky reagujuce s tiolovymi skupinami

Cast’ tejto prace je zamerand na inhibi¢né efekty latok
reagujucich s tiolovymi skupinami na rast a replikaciu VACV,
zvlast kyseliny lipoovej (LA). Kyselina lipoova (LA) je
disulfidovy derivat kyseliny oktanovej (kaprylovej), ktory
Vv oxidovanej forme tvori intramolekulova disulfidova vézbu.
Pravdepodobnym miestom jej syntézy a funkcie sua
mitochondrie (Bilska a Wlodek, 2005).

ZvySeny zaujem o tuto latku v stcasnej medicine
vyplyva z jej unikétnej redukcnej schopnosti. Redukovana LA
sa podiela jednak na reakcidch neutralizujicich kyslikové
radikaly, ako aj na reakcidch redukujicich oxidované formy
inych antioxidantov. NavySe ma LA dalSiu Specificka
vlastnost’, a to je rozpustnost’ nielen vo vode, ale aj v tukoch.
VSsetky tieto zmienené vlastnosti prispievaji k tomu, Ze sa LA
tiez nazyva ,antioxidant medzi antioxidantmi®“ (Bilska a
WiIodek, 2005).

V stcasnosti vzbudzuje LA znaény zaujem pre jej
terapeutické pouzitie a pozitivny vplyv na liecbu viacerych
ochoreni ako st diabetes, arteroskler6za, degenerativne
nervové ochorenia alebo AIDS (Bilska a Wlodek, 2005).
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Bolo wukédzané, ze LA inhibuje replikaciu HIV
zainhibovanim aktivacie NFkB v bunkovych kultirach (Pande
a Ramos, 2003).

2. Ciele a hypotézy

V tejto praci sme sa zamerali hlbSie objasnenie skor
opublikovanych vysledkov tykajicich sa aktivacie kaspaz
pocas infekcie VACV a na efekty redox-modulujicich latok na
infekciu VACV.

Konkrétne ciele prace:

1. Sledovanie Stiepenia substratov protedz pocas infekcie
VACV.

2. Vplyv inhibicie aktivity kaspaz a PARP na infekciu VACV.

3. Priprava bunkovych linii indukovatel'ne exprimujtcich Bcl-
2 a sledovanie efektu expresie Bcl-2.

4. Charakterizacia efektu redox-modulujucich latok, zvIast
kyseliny lipoovej, na infekciu VACV.

3.  Material a metody

Chemikalie. VSetky pouzité kultivatné média a rastové
doplnky boli od firiem Invitrogen, Gibco alebo PAA
Laboratories. Dalsie chemikalie boli od firiem Sigma, Fluka,
Promega, R&D Systems, Applied Biosystems a Molecular
Probes.

Bunkové linie. Nasledujiice bunkové linie boli pouzité v
experimentoch: I'udska epitelova linia HeLa-G, obli¢kova linia
maciaka zeleného BSC-40, mySacia fibroblastova linia 1929,
mySacia monocytovo/makrofagovad linia J774.G8 a ludska
linia Jurkat.
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Priprava a skrining stabilne transfekovanych
bunkovych linii. Stabilne transfekované bunkové linie boli
pripravené podl'a protokolu vyrobcu transfekéného systému
Tet-On. Ako transfekéné cinidlo bol pouzity Superfect
(Qiagen). Stabilne transfekované bunkové linie boli
selektované v pritomnosti G.418 a  hygromycinu.
Transfekované bunky boli skrinované pomocou stanovenia
luciferazovej aktivity po transientnej transfekcii reportérového
plazmidu alebo pomocou western blotu.

Virusy. Wild-type VACV (WT-VACV), kmenn Western
Reserve (WR; ATCC VR-119) a rekombinantny VACV
exprimujuci chloramfenikol acetyltransferazu (CAT), Bcl-2,
PKR, inducibilni NO-syntetazu (iNOS) a luciferazu (Luc) boli
pouzité v experimentoch.

Prietokova cytometria. Na analyzy prietokovou
cytometriou bol pouzity prietokovy cytometer FACScan
(Beckton Dickinson). Analyza nameranych udajov bola
urobena s pomocou softwéru WinMDI v2.8.

Fluorescen¢na mikroskopia. Kultivované bunky boli
sledované priamo na kultivaénych platniach za pomoci
inverzného fluorescenéného mikroskopu Olympus IX-70.

Western blot. SDS-PAGE a Western blotting boli
robené podla publikovanych protokolov (Ausubel et al., 2002;
Harlow a Lane, 1988; Laemmli, 1970).

Izolacia DNA a real-time PCR. Na real-time PCR
analyzu boli bunky pripravené podl'a publikovaného protokolu
(Schmidtmayerova et al., 1998). Virusovda DNA bola
kvantifikovana pomocou Applied Biosystems 7300 Real-time
PCR systému. Primery a sondy boli pripravené Applied
Biosystems ako Custom TagMan® Gene Expression Assay.
Set primerov a sonda boli navrhnuté proti koncovej Casti
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genomu VACV. Vysledky boli analyzované Sequence
Detection Softwérom (Applied Biosystems).

Statistika. Vysledky st prezentované ako priemery +/-
S.E.M. (standard error of mean). Statistické rozdiely v ramci
jednotlivych skupin boli vypocitavane pomocou ANOVA.
Statistické rozdiely medzi jednotlivymi skupinami a
kontrolami alebo medzi dvoma odliSnymi skupinami boli
hodnotené pomocou Student t-testu.

4.  Vysledky

4.1. Lyticky charakter bunkovej smrti v bunkach
infikovanych virusom vakcinie

VACYV spdsobuje vo vacsine infikovanych buniek lyzu,
ekvivalent nekrozy. Bcl-2 exprimovany VACV ma dva
protichodné Uc€inky, ktoré uz boli v minulosti viackrat
popisané: ma typicky anti-apoptoticky efekt v bunkach HelLa
G, zatial’ ¢o indukuje apoptézu v bunkach BSC-40 (Kalbacova
et al., 2008; Kalbacova et al., 2003; Melkova et al., 1997;
Vrbacky et al., 2003). Tieto vysledky boli rovnako potvrdené
aj v tejto praci (Kalbacova et. al. 2008).

4.2. Aktivita kaspaz pocas lytickej infekcie virusom
vakcinie

V bunkach HeLa G a BSC-40 infikovanych VACV bola
prietokovou cytometriou pozoravana aktivacia a/aktivita
kaspaz (Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et al., 2003).

Vzhl'adom na to, ze tieto skor namerané vysledky
pochédzali len z infekénych experimentov, rozhodli sme sa ich
doplnit’ a porovnat’ o hodnoty ziskané po indukcii apoptozy
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pouzivanymi neinfekénym induktormi, staurosporinom a
ionomycinom, v rovnakych experimentalnych podmienkach.

Na zaklade naSich vysledkov mézeme zhrnut, Zze
indukcia apoptézy ionomycinom a staurosporinom viedla k
vyznamne zvysenej aktivacii/aktivite kaspaz. Miera aktivacie a
aktivity kaspaz v tomto neinfekénom usporiadani je
porovnatelna s mierou v bunkach infikovanych VACV
(Kalbacova et al., 2008).

4.3. Stiepenie substratov kaspaz pocas infekcie virusom
vakcinie

Pre doplnenie merani prietokovou cytometriou, rozhodli
sme sa charakterizovat’ aktivitu kaspaz analyzou Stiepenia
substratov kaspaz pomocou western blotu.

4.3.1. Cytokeratin 18

Najskor sme analyzovali Stiepenie cytokeratinu 18.
Zjavny pokles hladin neStiepeného cytokeratinu 18 bol
pozorovany v bunkdch HeLa G a BSC-40 infikovanych VACV
(Obr. 1).

Moézeme wuzavriet, Ze infekcia oboma pouZitymi
rekombinantmi VACYV viedla k poklesu hladin cytokeratinu 18
v obidvoch testovanych bunkovych liniach.

CK-18 HelLa G BSC-40 Pozitivna apopticka kontrola - Hela G

e N TR
& S & & &

45KDa m—tp e - e L ——— ——

e SEe

24 hpi 48 hp.i 6hp.i 12hpi 18hp.i 24 hpi 24 hpii 48 hpi

Obr. 1. Analyza Stiepenia cytokeratinu 18 vo VACYV infikovanych bunkach
pomocou western blotu.
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4.3.2. Aktin

Aktin, jedna zo sucasti cytoskeletu bunky, je tiez
substratom kaspaz. Jeho Stiepena forma prispieva Kk
apoptotickych zmenam morfologie buniek (Chang a Yang,
2000; Stroh a Schulze-Osthoff, 1998).

Infekcia s obidvoma pouzitymi rekombinantmi VACV
viedla k poklesu hladin aktinu v bunkach HeLa G v 24 h.p.i.
(hodinach od infekcie). Infekcia VACV neviedla k ziadnym
zmenam v hladinach aktinu v bunkach BSC-40 (Obr. 2).

Aktin HelLa G BSC-40 Pozitivna apopticka kontrola - HeLa G

& & 9 & & o & & 9 & & UK a & & & d S
& Y & Y § 2 \ J \ ] & J & &
& F P T FFg F g T & T W E
A3KDA e — e — - —— - — - — - —-——e—— -

24 hpi 48 hp.i 6 h.p.i 12hpi 18 hpi 24 hpi 24hpi 48 h.pii

Obr. 2. Analyza Stiepenia aktinu vo VACYV infikovanych bunkach pomocou
western blotu.

4.3.3. PARP

Dalej sme tiez analyzovali Stiepenie proteinu PARP
(poly-(ADP-rib6zo) polymeraza), typického substratu kaspaz.
PARP je pocas apoptdzy inaktivovany Stiepenim na 85 kDa
fragment (Kaufmann et al., 1993).

Ziadne vyznamné Stiepenie  PARP vo VACV-
infikovanych bunkdch HeLa G v porovnani s neinfikovanymi
kontrolami sme nezaznamenali (Obr. 3). Podobne, PARP nebol
Stiepeny ani v neinfikovanych a VACV-CAT infikovanych
bunkach BSC-40. Naopak, 85 kDa fragment PARP bol
pozorovany v bunkdch BSC-40 infikovanych VACV-Bcl-2.

18



Tento vysledok koreSponduje s apoptotickou morfoldgiou
tychto buniek od 12 h.p.i.

Ziskané vysledky ukazuju, ze Stiepenie PARP typické
pre apoptotické bunky bolo pozorované len u tych buniek
infikovanych VACV, ktoré vykazuju morfologické znadmky
apoptozy.

PARP HelLa G BSC-40 Pozitivna apoptické kontrola - HeLa G

& & g & & a & & a & & oa P SR ST S G G O ) & &
S && .Q,a & & & & ¢ Q‘T & & F & FE & F ¢

116 KDE et i—— epp— —— L p— ———— —— —— — ———
85 KDa i —— - - - -

24 hp.i 48 hp.i 6hp.i 12hpi 18hp.i 24 hpi 24 hpi 48h.pi

Obr. 3. Analyza Stiepenia PARP vo VACYV infikovanych bunkach pomocou
western blotu.

4.4. Vplyv inhibicie kaspaz na infekciu virusom vakcinie

Na zéklade predchadzajicich vysledkov sa zda, ze
kaspazy zohravaju urciti lohu pocas rastového cyklu VACV.
Rozhodli sme sa teda sledovat efekt pdsobenia inhibicie
kaspéaz na infekciu VACV.

Obr. 4 ukazuje, ze pridanie Sirokospektralneho
kaspazového inhibitora z-VAD-FMK nemé Ziadny Statisticky
vyznamny vplyv na infekciu VACV v bunkidch HeLa G ani
BSC-40.
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Efekt z-VAD-FMK na rast VACV-CAT Efekt z-VAD-FMK na rast VACV-CAT
7.0%107 —0i150 7.0x107 E=DMSO
6.0%107 [—+z.VAD-FMK 6.0%107; CO+z-VAD-FMK
5.0%107 5.0%107
4.0%107- 4.0%107:
3.0%107 3.0¢107
2.0%107 2.0x107
1.0%107 1.0%107;
0

pru/ml
pru/ml

0
0 uM 10 uM 50 uM 100 M 0 M 10 M 50 yM 100 uM
HeLa G BSC-40

Obr. 4. Vplyv Sirokospektralneho kaspazového inhibitora z-VAD-FMK na
rast VACV.

Dalsie analyzy $tiepenia cytokeratinu 18 v pritomnosti z-
VAD-FMK ukézali, Ze cytokeratin 18 je pravdepodobne
Stiepeny inymi protedzami ako kaspazy.

4.5. Vplyv inhibicie aktivity PARP na infekciu virusom
vakcinie

Na zéklade predchadzajicich vysledkov mozeme
uvazovat o moznosti, ze pocas infekcie VACV dochadza
k zmene v prebiehajucej bunkovej smrti. Zaéinajlica apoptoza,
o ktorej sved¢i aktivacia kaspaz, sa, zda sa, meni a pokracuje
ako nekroza. Je mozné, ze k zmene dochadza v dosledku
znizenia dostupnych energetickych zdrojov. Stiepenie PARP
je kritickym momentom, ktory rozhoduje ¢i bunkové signély
smeruji bunku k apoptéze alebo nekroze (Nicotera a Leist,
1997). Aktivacia PARP vedie k znizeniu dostupnych zdrojov
ATP, ¢o ma za nasledok nekrozu. Naopak, pokial' je PARP
Stiepeny, zdroje ATP zostdvajii zachované a bunka ma dost’
energie na procesy apoptozy. Vzhl'adom na to, ze PARP nie je
Stiepeny pocas infekcie VACV, je pravdepodobne aktivny.
Jeho farmakologické zainhibovanie by mohlo mat teda za
nasledok uchovanie ATP, a tym aj moznost bunkovej smrti
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apoptozou. Na zablokovanie aktivity PARP sme zvolili jeho
ucinny inhibitor PJ 34.

V bunkach s pridanym inhibitorom sme nepozorovali
ziadne zmeny v Stiepeni PARP. Naopak, pozorovali sme
Stiepenie cytokeratinu 18 v bunkdch HelLa G infikovanych
VACV s pridanym PJ 34. Kedze infekcia VACV indukuje
znizovanie AW, a/alebo znizovanie celkovych hladin ATP,
analyzovali sme tiez zmeny funkcie mitochondrii v pritomnosti
PJ 34. Avsak, pridanie inhibitora aktivacie PARP pocas
infekcie VACV nemalo vyznamny vplyv na zmeny AWy
indukované¢ VACV.

Sthrnne, neukédzali sme ziadny vyznamny vplyv
inhibicie aktivacie PARP na infekciu VACV a typ bunkovej
smrti.  Antiapoptotické mechanizmy kdédované VACV
pravdepodobne ovplyviiuju bunkova smrt’ hostitel'skej bunky
viac a ich uloha je vyznamnejsia ako vplyv PJ 34.

4.6. Stabilne transfekované bunkové linie

Unikatna pro-apoptoticka aktivita protoonkogénu Bcl-2
exprimovaného VACV (Kalbacova et al., 2008; Kalbacova et
al.,, 2002) moze byt dana proteinom samotnym a jeho
chovanim v Specifickom bunkovom prostredi, rovnako ako aj
expresnym systémom. Pokusili sme sa preto objasnit’ chovanie
Bcl-2 za vyuzitia expresie tohto proteinu inym expresnym
systtmom ako VACV. Zvolili sme expresny systém Tet-On,
ktory by mal mat vysoki mieru expresie v porovnani
S bazdlnou expresiou a koncentrane zavislu regulaciu
expresie.
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4.6.1. Vplyv inducibilnej expresie Bcl-2 na bunky BSC-40
infikované virusom vakcinie

Pripravili sme stabilne transfekovani bunkovu liniu
BSC-40 exprimujucu Bcl-2 pod inducibilnym promotorom
Tet-On. Indukcia Bcl-2 vsak neviedla k Ziadnym vyznamnym
morfologickym zmenam v stabilne transfekovanej bunkovej
linii BSC-40 a bunky vykazovali typicki morfoldgiu buniek
BSC-40.

Analyzovali sme tiez vplyv expresie Bel-2 na infekciu
VACV. Analyza integrity plazmatickej membrany prietokovou
cytometriou ukdzala zmeny typické pre Iyticki infekciu
VACV. Avsak, 7ziadne vyznamné zmeny spdsobené
inducibilnou expresiou Bcl-2 systtmom Tet-On sme
nepozorovali. Podobne sme nezaznamenali ziadne zmeny v
AW¥r, po inducibilnej expresii Bcl-2.

Na zéklade naSich vysledkov mézeme uzavriet, ze v
naSom experimentalnom usporiadani a s mierou expresie
dosiahnutou expresnym systémom Tet-On, nemala expresia
Bcl-2 Ziadny vyznamny efekt na morfologiu stabilne
transfekovanej bunkovej linie BSC-40 ani na infekciu VACV.

4.7. Vplyv redox-modulujicich latok na infekciu virusom
vakcinie

Struktira VACV je zavisla na disulfidickych vizbach
vznikajucich pocas morfogenézy viribnu za prispenia
viacerych VACV redoxnych proteinov (Locker a Griffiths,
1999; Senkevich et al., 2002a; Senkevich et al., 2002b). Je teda
mozné, ze latky ovplyviiujice redox prostredie infikovanej
bunky by mohli ovplyvnit’ aj infekciu VACV.
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4.7.1. Vplyv roznych redox-modulujucich latok na
infekciu virusom vakcinie

V naSich experimentoch sme analyzovali efekt piatich
roznych redox-modulujucich latok (B-merkaptoetanol, DTT,
kyselina askorbovd, LA a kyselina etakrynovd) na infekciu
VACV (Spisakova et al., 2009). Vplyv na rast VACV sme
najskor charakterizovali luciferdzovou aktivitou v bunkach
infikovanych rekombinantom VACV exprimujicim luciferazu
(Obr. 5). U troch testovanych latok - f-merkaptoetanolu, DTT
a kyseliny askorbovej, sme namerali Statisticky vyznamné
zvysenie luciferazovej aktivity. Dalsie dve analyzované latky,
LA a kyselina etakrynovéd, mali naopak za nasledok Statisticky
vyznamné znizenie luciferdzovej aktivity.

Vplyv réznych redox-modulujucich latok Vplyv EA na luciferazovti
na luciferazovu aktivitu - HeLa G aktivitu - HeLa G

.o M

1100 pM
250 pM
EZA500 pM

O M
CIsum
10 pM
7450 pM

RLU (% kontrol)

p-ME DTT Kys. askorbovd LA Kyselina etakrynova

Obr. 5. Vplyv roznych redox-modulujicich 1atok na infekciu VACV.

Na zaklade zistenych vysledkov sme sa rozhodli blizsie
charakterizovat’ inhibi¢ny efekt LA na infekciu VACV. V sérii
experimentov s LA sme potvrdili jej inhibi¢ny efekt na rast
VACYV v bunkovych liniach r6zneho pdvodu.
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4.7.2. Vplyv kyseliny lipoovej na expresiu skorych a
neskorych génov virusu vakcinie

Najskor sme charakterizovali v ktorej faze rastového
cyklu VACYV k inhibicii LA dochadza. Na rozliSenie vplyvu na
syntézu skorych alebo neskorych génov VACV, boli pouzité
rekombinanty VACV exprimujice luciferazu pod dvoma
roznymi promotormi VACV (skory/neskory — VACV E/L a
neskory — VACV L). K vzorkdm bol pridany inhibitor DNA
polymerdzy, cytozin arabinozid (Ara C). Ked’Ze Ara C inhibuje
DNA syntézu VACV, nedochadza po jeho pridani k expresii
neskorych génov VACV. Preto sme mohli v pritomnosti Ara C
odlisit’ aktivitu luciferdzy exprimovanej len pod skorym
VACV promotorom.

Vysledky ukazali, ze LA nema inhibi¢ny efekt na
expresiu skorych génov VACV po zablokovani expresie
neskorych génov (Obr. 6).

Vplyv LA na luciferazovu aktivitu Vplyv LA na luciferazovu aktivitu
+ AraC
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Obr. 6. Vplyv LA na expresiu skorych a neskorych génov VACV.
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4.7.3. Vplyv Kkyseliny lipoovej na celkovi expresiu
proteinov virusu vakcinie

V d’alSom experimente sme western blotom analyzovali
vplyv LA na celkova expresiu VACV proteinov v bunkach
HelLa G. Pridanie 250 a 500 pM LA nemalo viditeI'ny efekt na
hladiny VACV proteinov v obidvoch pouzitych
rekombinantoch. Po posobeni 1 mM LA sme zaznamenali len
mierne znizenie hladin proteinov. Na zdklade uvedenych
vysledkov sa d& predpokladat, Ze inhibi¢ny efekt LA na
infekciu VACV je na urovni syntézy virusovej DNA, syntézy
neskorych proteinov alebo poc¢as morfogenézy viriénov.

4.7.4. Vplyv kyseliny lipoovej na replikaciu DNA virusu
vakcinie

Vplyv LA na replikiciu VACV DNA sme analyzovali
pomocou real-time PCR. Vysledky na Obr. 7 ukazuji, ze 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, na
urovni expresie neskorych génov VACYV alebo morfogenézy.

Vplyv LA na VACV DNA syntézu

ESSH Neinfik.
E=lInokulum
MO LM LA
1250 uM LA
1500 pM LA
EZ21 mM LA
[0 + AraC

Log (Pocet kopli DNA)

Obr. 7. Vplyv LA na DNA syntézu VACV.
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4.7.5. Vplyv Kkyseliny lipoovej na infekciu virusom
vakcinie v zavislosti od ¢asu pridania

Aby sme mohli potvrdit’ efekt LA na jednotlivé Casti rastového
cyklu VACV, rozhodli sme sa eSte zanalyzovat zavislost
vplyvu LA na case pridania k infikovanym bunkam. Obr. 8
ukazuje Statisticky vyznamny inhibi¢ny vplyv LA, pokial’ bola
pridana do 4 h.p.i,, Co je priblizne Cas zaliatku syntézy
virusove] DNA. MenSiu, aj ked Statisticky vyznamnu,
inhibiciu mézeme ale vidiet’ aj po pridani LA v ¢ase 8 h.p.i.
Kedze uz replikdcia DNA dovtedy prebehla, vysledky
podporuju predchadzajuce zavery, ze LA inhibuje rast VACV
na urovni expresie neskorych proteinov VACV.

Vplyv LA na luciferazovu aktivitu
v zavislosti od ¢asu pridania

O hopi.
A1 h.pi.
2 hpi.
4 hpi.
6 hpi.
EZ38 hpi.
ESN12 h.p.i.

Kyselina lipoova

Obr. 8. Vplyv LA na infekciu VACV v zavislosti od ¢asu pridania.

Celkovo modzeme uzavriet, Ze sme ukdzali inhibi¢ny
efekt LA na infekciu VACV, a to v bunkovych liniach r6zneho
povodu. Podla naSich vysledkov dochadza k inhibicii
v neskorSich fazach rastového cyklu VACV, na trovni
expresie neskorych VACV proteinov alebo mozno na Urovni
morfogenézy viridonov.
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5. Diskusia

5.1. Typ bunkovej smrti indukovany infekciou virusom
vakcinie

VACYV sposobuje u vicsiny infikovanych buniek lyzu,
ktora je povazovana za ekvivalent nekrdzy. Morfologia buniek
Vnami pouzivanych epitelidlnych bunkovych linidch po
infekcii VACV potvrdzuje nekroticky charakter bunkovej
smrti. Vynimkou je apoptdza indukovana po infekcii VACV-
Bcl-2 v bunkach BSC-40. V tomto pripade ide ale o fenomén
proapoptotického pdsobenia Bcl-2 exprimovaného VACV.
Nekroza aapoptéoza sa liSia viacerymi morfologickym
a biochemickymi procesmi. Najviac charakteristicky pocas
apoptdzy, na rozdiel od nekrdzy, dochadza k aktivacii kaspaz.
Moja kolegyna, Marie Kalbacovda, zaznamenala aktivaciu
kaspaz pocas lytickej infekcie VACV (Kalbacova et al., 2008).
Vzhladom na pozorované neocCakdvané aktivovanie kaspéaz
pocas lytickej infekcie, rozhodli sme sa d’alej analyzovat’ typ
bunkovej smrti spdsobenej infekciou VACV.

Stiepenie $pecifickych substratov kaspaz v bunkéach
infikovanych VACYV bolo sledované pomocou western blotu.
Nase vysledky potvrdili Stiepenie cytokeratinu 18 pocas
Iytickej infekcie VACV v oboch testovanych bunkovych
liniach, zatial' ¢o opaéné vysledky boli pozorované u PARP.
Nezaznamenali sme Ziadne Stiepenie PARP v ziadnej bunkove;j
linii infikovanej VACV. Preto moZeme predpokladat’, Zze
PARP je aktivny vtychto bunkach  a prispieva
K spotrebuvavaniu bunkového ATP, ¢o vedie k nekroze
infikovanych buniek. AvSak, dovody preCo cytokeratin 18 je
Stiepeny a PARP nie je pocas infekcie VACV, ostavaju stale
nevysvetlene.
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Zda sa teda, Ze apoptoza je aktivovand pocas infekcie
VACV, ale nemdze byt dokoncena a bunka umiera nekroticky.
Mozné vysvetlenie je inicidcia apoptotického programu
infekciou VACV, ale neskor je apoptdza inhibovana réznymi
inhibitormi kaspaz a dal§imi proteinmi ovplyviiujucimi
apoptézu, ktoré su kodované a exprimované VACV (Stewart
et al., 2005; Taylor et al., 2006; Wasilenko et al., 2003).
Infekcia VACV spdsobuje apoptoézu v niektorych imunitnych
bunkach (makrofagy, dendritické bunky a B lymfocyty)
(Baixeras et al., 1998; Engelmayer et al., 1999; Humlova et al.,
2002). V tychto pripadoch ide pravdepodobne o stratégiu
prekonavania imunitného obranného systému hostitel’a, ale
poukazujii tiez na fakt, Ze v niektorych bunkach je
pravdepodobne  dostatok  energetickych  zdrojov  pre
apoptotickll formu bunkovej smrti.

5.1.1. Vplyv inhibicie kaspaz na infekciu virusom vakcinie

Podl'a nasSich vysledkov sa zda, ze aktivacia kaspaz
zohréava nejakt tlohu pri infekcii VACV, rozhodli sme sa teda
sledovat’ vplyv pripadnej inhibicie kaspdz na priebeh infekcie
VACV. Avsak, ziskané vysledky potvrdili len okrajovy efekt
Sirokospektralneho kaspazového inhibitora na rast VACV.
V nasich experimentoch sme ale zistili eSte vyraznejSie
znizenie hladin celkového cytokeratinu 18 po zainhibovani
kaspdz. Zda sa teda, Ze cytokeratin 18 je v bunkach
infikovanych VACV S§tiepeny aj inymi proteazami ako len
kaspazami.
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5.1.2. Vplyv inhibicie PARP na bunkovia smrt
indukovanu virusom vakcinie

Dostupnost’ intracelularneho ATP je rozhodujicim
¢initelom o forme bunkovej smrti. Bolo ukézané, ze pokial
bola hladina ATP redukovana, vysledkom pdsobenia, inak
typicky apoptotického stimulu, bola nekroza (Leist et al.,
1997). Délezita ulohu v regulacii obsahu intracelularneho ATP
hraje PARP, ktory je pravdepodobne aktivovany poskodenim
DNA indukovanym VACV.

Nasim cielom bolo pomocou inhibitora PARP, PJ 34,
zabranit’ enzymovej aktivite PARP a tym uSetrit’ energetické
zdroje v bunke pre procesy apoptézy. Analyzou western
blotom sme ale neukazali Ziadne zmeny v hladindich PARP,
alebo vjeho Stiepeni, v bunkach infikovanych VACV
S pridanym inhibitorom PARP. Rovnako tiez neboli
pozorované¢ ziadne znamky apoptdzy. V realizovanych
experimentoch je pravdepodobné, ze aktivita PARP bola
zainhibovand, ale farmakologickd inhibicia tohto jedného
proteinu nestacila na zmenu formy bunkovej smrti. Prispenie
roznych inhibitorov apoptézy kodovanych VACV je
pravdepodobne vyznamnejsie ako vplyv inhibitora PARP.

5.2. Stabilne transfekované bunkové linie

Dolezitt ulohu pri prejave konkrétneho rekombinantného
proteinu hraje aj interakcia VACV s hostitel'skou bunkou.
Prejav proteinu Bcl-2 po expresii VACV sa lisi podla typu
bunkovej linie a metabolizmu. Preto sme sa pre odliSenie
efektov interakcie Bcl-2 a VACV od efektu odlisného
bunkového prostredia rozhodli pouZit’ iny expresny systém ako
virusovy.
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Po uspesnej priprave bunkovej linie BSC-40 inducibilne
exprimujucej Bcel-2 pod kontrolou promotora indukovatelného
doxycyklinom sme chceli charakterizovat’ jeho efekt na
procesy apoptézy. Nase pokusy nepotvrdili ziadny wvplyv
exprimovaného Bcl-2 na morfolégiu buniek, zmeny
metabolizmu ani infekciu VACV stabilne transfekovanych
buniek. Avsak, blizSiu charakterizdciu vplyvu overexpresie
Bcl-2 sme nemohli urobit’ kvoli nizkym a vytracajicim sa
hladinam exprimovaného Bcl-2. VysSia expresia Bcl-2
bunkdm BSC-40 pravdepodobne s$kodi, podobne ako to bolo
S pozorovanou apoptéozou v bunkdch BSC-40 infikovanych
VACV-Bcl-2.

Dovod, preco sme nepozorovali ziadny efekt Bcl-2
exprimovaného stabilne transfekovanou bunkovou liniou,
modze byt nizka miera expresie v porovnani s expresnym
systtmom VACV. Preto by bolo vhodnejsie, na sledovanie
efektov Bcl-2 nezavislych na VACV, pouzit’ silnejsi expresny
systém, napr. adenovirusovy.

5.3. Vplyv redox-modulujucich latok na rast virusu
vakcinie

V poslednej Casti prace sme sa zamerali na blizSie
charakterizovanie efektov redox-modulujucich lator, zvlast
LA, na infekciu VACV. Najskor sme experimentalne
stanovovali efekt piatich réznych redox-modulujucich latok, B-
merkaptoetanolu, DTT, kyseliny askorbovej, LA a kyseliny
etakrynovej na infekciu VACV. Inhibi¢ny efekt na infekciu
VACV sme zaznamenali len po posobeni LA a EA. U¢inok bol
koncentra¢ne zavisly, u¢inné koncentracie sa u LA pohybovali
v stovkach mikromolov. Mechanizmom inhibi¢né¢ho efektu
sprostredkovaného LA je moZzno vplyv na tvorbu
disulfidovych  vézieb a/alebo reakcia so  zlozkami
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ovplyviiujicimi redox prostredie v bunke. LA ma jednak vplyv
na redox zavislé proteiny VACV a jednak na redox prostredie
v bunke a to reakciou s antioxidantmi. Morfogenéza VACYV je
zavisla na redoxnej drahe kodovanej VACV, ktora pozostava
Z postupnej  tvorby  disulfidickych  vidzieb. Vyradenie
ktoréhokol'vek z troch klI'icovych proteinov VACV z funkcie
ma za nasledok pozastavenie spravnej maturacie virusovych
Castic (Su et al., 2006).

K inhibicii indukovanej LA modze tiez dochadzat
inhibiciou aktivacie NF-xB znizovanim hladin volnych
kyslikovych radikdlov. Musime ale podotknut, ze uz VACV
samotny inhibuje aktivaciu NF-«kB a jeho presun do jadra
(Graham et al., 2008).

V naSich experimentoch sme potvrdili inhibi¢ny efekt
LA v bunkovych linidch rézneho pdvodu. Tiez sme MTT
ukazali, ze ucinné koncentracie LA nemaju toxicky ucinok v
testovanych bunkovych linidch. IC50 LA stanovené pre titer
VACYV boli v rozmedzi 200-500 uM. Publikované hodnoty
IC50 cidofoviru pre VACV su 9,8 uM pre l'udské embryonélne
fibroblasty a 54 - 62 uM pre Vero bunky. Aj ked’ sa hodnoty
ziskané inymi testami a za inych podmienok daji porovnavat
len s urCitou rezervou, nami stanovené hodnoty LA st v tomto
porovnani pravdepodobne terapeuticky nezaujimavé. Cielom
prace vSak bolo opisat’ novy inhibi¢ny efekt LA na rast VACV
a bliz8ie charakterizovat’ fazu rastového cyklu VACV, ktora je
inhibovana.

Ziskané vysledky - LA indukovand inhibicia expresie
neskorych génov VACV alebo virusovej morfogenézy,
ukazuji na novl moznost' inhibicie poxvirusovej infekcie.
Hoci st koncentracie LA uc¢inné proti VACV vysoké, mad LA
viaceré pozitivne vlastnosti, ktoré ju robia zaujimavym cielom
pre buduce sktimania a vyvoj. LA je dobre absorbovana
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Z ¢reva a dobre prechddza aj hematoencefalickou bariérou, je
netoxicka aj vo vysokych koncentraciach a je pouzivana ako
potravinovy doplnok. Hoci sa o LA ned4d uvazovat ako
0 samostatnej liecbe proti poxvirusovej infekcii, urcite vSak
poskytuje  moznost pouzitia ako podpornej terapie
v kombinacii s inou u¢innou latkou.

6. Zavery

Praca bola zamerand na podrobnejSiu analyzu skor
sledovanych dejov prebiehajtcich pocas infekcie VACV a na
nové inhibi¢né vlastnosti niektorych redox-modulujucich latok.
Vysledky sa daja stru¢ne zhrnat’ nasledovne:

1. V experimentoch sledujucich Stiepenie  substratov
kaspaz, sme potvrdili Stiepenie cytokeratinu 18. Na druhej
strane vSak Stiepenie typického substratu kaspaz, PARP,
nebolo pozorované. Vysledky ukazujii na moznost’ aktivacie
dréh apoptozy pocas infekcie VACV, ta ale nasledne nemdze
byt dokoncena a bunka umiera nekroticky.

2. Experimenty sledujuce vplyv inhibicie kaspdz pocas
infekcie VACV boli ziskané po pridani Sirokospektralneho
inhibitora kaspdz z-VAD-FMK. Tento inhibitor vSak
vykazoval len okrajovy efekt na rast VACV a naopak,
indukoval zvySené Stepenie cytokeratinu 18, ¢o ukazuje na
fakt, Ze na Stiepeni cytokeratinu 18 zrejme participuju iné
protedzy ako kaspazy.

Pokusy zamerané na inhibiciu aktivity PARP s cielom
zmenit’ formu bunkovej smrti z nekrotickej na apoptdzu pocas
infekcie VACV boli netspesné. Efekty anti-apoptotickych
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faktorov kédovanych VACV hraji vyznamnejSiu tlohu ako
inhibicia aktivity PARP.

3. Pripravili sme stabilne transfekovani bunkova liniu
BSC-40 exprimujucu Bcl-2 pod kontrolou inducibilného
expresného systému Tet-On. V pokusoch sme po expresii Bcl-
2 neukazali Ziadne vyznamné zmeny v type bunkovej smrti.
Avsak, blizsie sledovanie vplyvu overexpresie Bcl-2 nebolo
dokoncené¢ kvoli nizkym a vytrdcajuicim sa hladinam
exprimovaného Bcl-2. VysSia expresia Bcl-2 pravdepodobne
Skodi bunkam BSC-40.

4. V experimentoch zameranych na vplyv piatich redox-
modulujucich latok na rast VACV sme pozorovali jednak
stimulaény efekt u p-merkaptoetanolu, DTT a kyseliny
askorbovej, jednak koncentracne zavisly inhibicny efekt u
kyseliny lipoovej a etakrynovej. Podla experimentov
podrobnejsie charakterizujucich mechanizmus inhibicie LA sa
zd4, ze k nej dochddza na urovni expresie neskorych génov
VACYV alebo morfogenézy virusovych Castic.
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