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ABSTRAKT

Virus vakcinie (VACV) byl v minulosti vyuzivan v eradika¢ni kampani proti ¢ernym
nestovicim. Infekce VACYV je ve vétSin€ bunécnych typt, vetné epitelialnich, lyticka, coz
odpovida nekrotické bunécné smrti. Pti infekci epitelilnich linii HeLa G a BSC-40 VACV
kmenem Western Reserve (WR) vSak byla v nasi laboratofi jiz dfive pozorovéana aktivace
kaspaz, ktera je typickd pro apoptdzu. V této praci byl blize studovan typ bunécné smrti
bunék HeLa G a BSC-40 infikovanych VACV a také byla charakterizovana aktivace a
aktivita kaspaz u téchto infikovanych bunék. U bun¢k HeLa G infikovanych VACV kmene
WR byla identifikovana apoptdéza na zéklad¢ kondenzace jader, aktivity kaspazy 3 a
Stépeni substrath smrti. V infikovanych bunikdch HeLa G byla také detekovana aktivace 1
aktivita kaspaz 2 a 4. U bun¢k BSC-40 infikovanych VACV kmenem WR apoptdza ani
aktivita kaspaz pozorovana nebyla, aktivace kaspaz 2 a 4 vSak zde byla detekovana také. V
infikovanych buiikdch obou bun&tnych linii byla také St€pena prokaspdza 3 a 12.
Vakcina¢ni kmeny Dryvax a Praha indukovaly apoptdzu v buitkach HeLa G 1 BSC-40, coz
bylo prokazano apoptotickou morfologii jader a také detekci St€peni substratu
exekutorovych kaspaz PARP. NaSe vysledky naznacuji, ze typ bunécné smrti infikovanych
bunc¢k miiZze souviset s virulenci a imunogenitou riznych kment a isolath VACV. Blizsi
poznani tohoto fenoménu muiiZze vést k lepSimu porozuméni patogenezi postvakcinacnich
V dalsi ¢asti prace byla analyzovdna moznost superinfekce bunék BSC-40 infikovanych
VACV kmene WR. Byl pfipraven rekombinantni virus, ktery exprimuje cerveny
fluorescencni protein DsRed a spolu s VACV exprimujicim EGFP byl pouZit pro infekcei,
superinfekci a ndslednou analyzu bloku superinfekce. Bylo ukézéano, ze pii m.o.i. = 5 u
kazdého viru je superinfekce v Case 2 hodiny po prvni infekci mozna témét u 90% bunék,
ale moznost superinfekce v intervalu 4 hodiny po infekci je jiZ omezena a jeji moznost v
dalSich intervalech déle klesa. Nicméné i v 10 hodinach po infekci je mozné superinfikovat
cca 20% bunék. NaSe prace tedy ukazuje, ze blok superinfekce u bunck infikovanych
VACYV neni absolutni a ze mezi vstupem viru do buiiky a ustavenim bloku superinfekce je

casova prodleva.



SUMMARY

Vaccinia virus (VACV) was formerly used in the eradication campaign against smallpox.
VACYV infection causes lysis of most cell types, including epithelial ones, which is
equivalent to necrosis. However in our laboratory, we have previously detected activation
of caspases during infection of HeLa G and BSC-40 epithelial cell lines with VACV, a
typical sign of apoptosis. In this thesis, the type of cell death in HeLa G and BSC-40 cell
lines infected with VACYV strain WR was further studied and the activation and activity of
caspases in the infected cells was characterized. In HeLa G cells infected with VACV
strain WR, apoptosis was identified, as demonstrated by condensed nuclei, activity of
caspase-3 and cleavage of death substrates. Additionally, activation and activity of
caspase-2 and -4 was detected in infected HeLa G cells. In infected BSC-40 cells, neither
apoptosis nor caspase activity were observed, but activation of caspase-2 and 4 was
detected in these cells also. Finally, cleavage of procaspase-3 and -12 was detected in
infected cells of both cell lines. Vaccination strains Praha and Dryvax induced apoptosis in
both HeLa G and BSC-40 cells, as was demonstrated by the apoptotic morphology of
nuclei and by the cleavage of PARP, substrate of the executioner caspases. Our results
suggest that the type of cell death in VACV-infected cells could be related to the virulence
and immunogenicity of individual strains and isolates of VACV. A more detailed
knowledge of this phenomenon could lead to a better understanding to the pathogenesis of
post-vaccination complications and consequently to the development of safer vaccines
based on VACV.

In the second part of the thesis, the superinfection exclusion phenomenon in VACV strain
WR-infected BSC-40 cells was studied. The recombinant VACV expressing DsRed, red
fluorescent protein, was generated, and together with VACV expressing EGFP used for
infection and superinfection of the cells. With m.o.i. = 5 for each virus, the superinfection
occured in 90% of cells at 2 h.p.i., but it was markedly reduced at 4 h.p.i. and further
decreased at later time points. Nevertheless even at 10 h.p.i., superinfection occurred in
approximately 20% of the cells. Our work demonstrates that in VACV-infected cells,
superinfection exclusion is not absolute and that there is a substantial time delay between

the virus entry and the establishment of the block of superinfection.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ke kazdé zkratce je uveden vyznam v €estiné, ptipadné€ souslovi v angli¢ting, ze kterého

zkratka pochazi.

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

Bcl-2 protein lymfomu B-buné¢k (B-cell lymphoma)

BrdU bromodeoxyuridin

CAT chloramfenikol-acetyltransferaza

CEV obaleny virion asociovany s buiikou (cell-asociated enveloped virion)

CrmA modifikator cytokinové odpovédi (cytokine response modifier A)

Clv kalpainovy inhibitor 5 (Calpain inhibitor V)

CS kalpainovy inhibitor kalpastatin peptid (calpastatin peptide)

CTL cytotoxické T-lymfocyty

D32 plakovy izolat VACV kmene Dryvax €. 32

D50 plakovy izolat VACV kmene Dryvax €. 50

DAMPs molekularni struktury spojené s patogeny (danger-associated molecular
patterns)

DiOC¢ (3)  3.,3'-dihexyloxakarbocyanin jodid

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DsRed cerveny fluorescencni protein ziskany z meduzy Discosoma

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

EEV extracelularni obaleny virion (extracellular enveloped virion)

EGFP zeleny fluorescencni protein (enhanced green fluorescent protein)

elF2a eukaryoticky faktor iniciace translace (eukaryotic translation initiation
factor 2a,)

ER endoplasmatické retikulum

EV obaleny virus (enveloped virus

FasL Fas ligand

FasR Fas receptor

FBS fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

FCCP mesoxalonitril-4-trifluorometoxyfenylhydrazon

GDP guanosindifosfat



GTP
h.p.i.
IFN
IMV
iINOS
IPTG
IRF
kbp
Lacl
LacZ
LB
LUC
MAP kinéaza
MDC
mRNA
MV
MVA
NAD"
NAO
NCS
ot./min
P13
P20
PAMPs

PBS

PFU

PI

PKR

RFU

RNA

ROS
S.E.M.

SDS
SDS-PAGE

guanosintrifosfat

hodiny po infekei (hours post infection)

interferon

intraceluldrni zraly virion (intracellular mature virion)
inducibilni NO syntaza
1sopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

interferony regulujici faktor (IFN regulatory factor)

tisic part bazi (kilo base pairs)

gen kodujici represor laktézového operonu

gen kodujici B-galaktosidazu

Luria Bertani

luciferaza

mitogenem aktivovana protein kindza (mitogen-activated protein)
monodansylkadaverin

mediatorova RNA

zraly virus (mature virus)

modifikovany VACV kmene Ankara (Modified virus Ankara)
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nonylakridin oranz

neonatalni teleci sérum (neonatal calf serum)

otaCky za minutu

plakovy izolat VACV kmene Praha €. 13

plakovy izolat VACV kmene Praha €. 20

molekularni struktury asociované s patogeny (pathogen-associated
molecular patterns)

fosfatovy pufr (phosphate-buffered saline)

jednotky tvoftici plaky (plaque forming units)

propidium jodid

dsRNA dependentni protein kindza

relativni jednotky fluorescence (relative fluorescence unit)
ribonukleova kyselina

kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

stfedni chyba priméru (standard error of mean)
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulphate)

polyakrylamidova gelova elektroforéza provedend v pfitomnosti SDS
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SSC
TBE
TE
TEMED
TNF
TNFR
Tris
UPR
VACV
WR
wt-WR
X-Gal

citratovy pufr (saline-sodium citrate)

Tris-boratovy pufr

pufr obsahujici Tris a EDTA

tetrametyletylendiamin

faktor zplisobujici nekrézu nadori (tumor necrosis factor)
TNF receptor

tris(hydroxymetyl)aminometan

odpovéd’ neusporadanych proteinti (unfolded protein response)
virus vakcinie (vaccinia virus)

VACYV kmen Western Reserve

divoky typ VACV kmene WR

bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid

11



1. UVOD

Virus vakcinie (VACV) patii do celedi Poxviridae (Poxviry) spolu se zndmym
virem varioly, ptivodcem ¢ernych nestovic. V minulosti byl VACV vyuZzivan v eradikacni
kampani proti c¢ernym neStovicim. Dnes jsou zriznych kmeni VACV vyvijeny
onemocnénim.

Poxviry jsou komplexni obalen¢ DNA viry, jejichz replika¢ni cyklus probiha
v cytoplasmé infikovanych bun¢k. VACV ovliviluje metabolismus hostitelské bunky 1
hostitelského organismu na mnoha Urovnich. Proteiny VACYV blokuji protivirové imunitni
reakce spojené s interferony, inhibuji signalni drahy receptord pfirozené imunity,
interferuji s a€inkem zanétlivych cytokinli a inhibuji komplement. VACV také brani
apoptoze infikované buiky, a to inhibici vnéj$i 1 vnitini drahy aktivace apoptodzy. Vnégjsi
draha je blokovana inhibici kaspazy 8, vnitfni draha inhibici uvolnéni cytochromu c
z mitochondrii pomoci proteinii podobnych proteinlim Bcl-2 rodiny. Dalsi blok apoptdzy
pfedstavuje inhibice antivirového systému PKR a 2"-5"-OAS.

Apoptoza infikovanych bunék predstavuje vyznamny prostiedek antivirové
imunity. Jeji regulace se obvykle ucastni specifické cysteinové protedzy kaspéazy. Iniciacni
kaspazy jsou aktivovany dimerizaci a naslednym S$tépenim diky stresovym signalim
pfichdzejicim z vnéjSiho prostredi (vnéjsi draha) nebo z builkky samotné (vnitini draha).
Kaspéaza 8 ptrendsi signaly vné¢jsi drahy od receptort smrti. Kaspaza 9 je aktivovana na
proteinovém komplexu apoptosomu diky vyliti cytochromu ¢ z mitochondrii a pfenasi tak
signaly vnitini drahy aktivace apoptdzy. Kaspdza 2 ziejmé signalizuje apoptdzu vyvolanou
posSkozenim DNA. Kaspaza 4 se u ¢loveka ucastni signalizace apoptdzy vyvolané stresem
ER podobné jako kaspaza 12 u mysi, u ¢lovéka ma vSak kaspédza 12 roli spiSe v regulaci
aktivity zanétlivé kaspazy 1. Iniciani kaspdzy poté St€pi a tim aktivuji exekutorové
kaspazy 3 a 7. Tyto kaspazy $tépi fadu bunéénych proteinil, tzv. substraty smrti, a tim
navozuji morfologickou manifestaci apoptozy.

Morfologické znaky apoptdzy zahrnuji kondenzaci a fragmentaci jadra, kondenzaci
cytoplasmy pii zachované morfologii organel, neporusenou integritu cytoplasmatické
membrany a rozdéleni buniky do apoptotickych télisek. Nekréza je charakterizovana
chybénim apoptotické morfologie buiikky a porusenou permeabilitou cytoplasmatické
membrany. Diive se piredpokladalo, ze fagocytoza apoptotickych bun¢k navodi tolerogenni

imunitni odpovéd’, zatimco nekrotické bunky vyvolaji zan€t. Ukazuje se vSak, Ze i
b
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apoptotické buniky mohou vysilat tzv. signaly nebezpeci, pokud byla apoptdéza navozena
infekci patogenem nebo ur€itym druhem stresu, a tyto signaly nebezpeci vyvolavaji také
imunitni reakei.
liniich BSC-40 a HeLa G infikovanych VACV, coz je typické pro apoptotické buiky. Je
vSak obecné znamo, ze VACV infekce vétSiny bunéCnych typt byva lyticka a tedy
nekrotickd. Cilem této prace proto bylo identifikovat typ bunécné smrti bun¢k HelLa G a
BSC-40 infikovanych VACV a blize charakterizovat aktivaci a aktivitu kaspaz v téchto
bunkach. Bliz§i charakterizace typu bunééné smrti infikovanych bunék muze pfispét
k poznani vztahu vlastnosti VACV a imunogenity vakcin z néj pfipravenych.

Dals$im cilem této prace bylo blize charakterizovat fenomén bloku superinfekce
v bunikdch infikovanych VACV. Blok superinfekce je fenomén, pfi némz jiz jednou
infikovana bunika neumoZzni vstup ¢i replikaci dal§iho viru. Mechanismus bloku
superinfekce byl popsan u mnoha virti a ¢astecné 1 u VACV. Vyznam bloku superinfekce

tkvi v lepSim $ifeni a u€innéj$Sim mnoZeni viru v hostitelkém organismu.
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2. LITERARNi PREHLED

2.1 Virus vakcinie

Virus vakcinie (VACV) patii do celedi Poxviridae (Poxviry), podceledi
Chordopoxvirinae a rodu Orthopoxvirus. NejznaméjSim zéastupcem poxvird je virus
varioly, pivodce cernych neStovic. Zdravotnicky vyznam VACV v minulosti spocival
praveé ve vakcinaci timto virem jako zivou vakcinou proti cernym neStovicim. Celosvétova
vakcinacni kampan vedla k eradikaci tohoto onemocnéni, posledni znamy ptipad se objevil
vroce 1977 v Somadlsku (WHO, 1980). Vyznam VACV v soucasnosti se posunuje
k ptipravé rekombinantnich vakcin proti dalSim onemocnénim (AIDS, tuberkuldza,
¢ernym nestovicim pouzitelné 1 u imunosuprimovanych osob (Artenstein, 2008) a také se
pracuje na mozném protinddorovém plisobeni VACV (Amato, 2010; Le Boeuf et al.).
VACYV slouzi také jako zdroj rekombinantnich vakcin ve veterindrni medicin€ (Yilma et
al., 2010).

Pivod VACYV je nezndmy. Edward Jenner na pfelomu 18. a 19. stoleti zacal s prvni
"vakcinaci" proti ¢ernym neStovicim, k ¢emuz pouzival material z 1ézi kravskych neStovic
a zfejmée 1 z neStovic konskych, které dnes jiz neexistuji. Virus byl v minulosti pasazovan
na ruznych zvifatech a podstoupil také tadu lidskych pasazi, pravdépodobné¢ i na
pacientech trpicich ¢ernymi nestovicemi (Knipe, 2001). Dnes je VACV samostatny druh,
ktery se vyznamné 1i8i od moznych matef'skych druht. Selekce izolati, které zptisobovaly
niz$i nezadouci ucinky pii vakcinaci, vedla postupné ke kmenim VACV pouzivanym

v nedavné minulosti.

2.1.1 Kmeny VACV

Vakciny pouzivané v USA pochazely z kmene VACV New York City Board of
Health (NYCBOH). V soucasnosti je v USA schvalena pouze vakcina Dryvax (Wyeth),
ktera pochazi z kmene NYCBOH. (Parrino and Graham, 2006). V kmenu NYCBOH m¢l
ziejmé také pivod kmen VACV EM-63 (USSR) pouzivany pro vakcinaci v byvalém
Sovétském svazu. V Ciné byl pouzivan kmen VACV Temple of Heaven (Tian tan). Ve
Velké Britanii byl pouzivan kmen VACV Lister (Elstree). Kmen Praha byl pouzivan
k vakcinaci v byvalém Ceskoslovensku (vakcina VARIE, Sevac) a byl dovezen z Belgie

vrocel892 (Kutinova et al., 1995). LC168m je vakcina¢ni kmen pfipraveny z kmene
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vakciny jsou atenuované nebo nejsou schopny se mnozit v odpovidajicim hostiteli. Kmen
NYVAC pochazejici zkmene Copenhagen byl pfipraven cilenou mutaci 19 otevienych
¢tecich rdmct a v lidskych buiikdch se nemnoZi. Modified virus Ankara (MVA) pochazi
z kmene Ankara a byl pfipraven pasdZovanim v kufecich embryonélnich fibroblastech,
takZe ztratil schopnost mnozit se v sav¢ich bunikach. Dal§i kmen VACV neschopny
mnozeni mimo specidlni bunééné linie je dVV-L, ktery pochazi z kmene Lister a postrada
gen pro uracil-DNA-glykosylazu. Kmen VACV Dairen byl pouzit ve vakcina¢ni kampani
v Japonsku a poté z néj byl vytvofen atenuovany kmen Dairen-I (Kennedy et al., 2009).
Kmeny VACV bé&zné€ pouzivané v laboratofich WR a IHD mély také pivod
v kmeni NYCBOH (Buller and Palumbo, 1991). Kmen WR pouzivany v této praci byl
pasazovan na my$i mozkové tkani a je proto neurovirulentni (Davies et al., 2008;

Williamson et al., 1990).

2.1.2 Biologie VACV

Poxviry jsou velké komplexni viry, mezi jejich hostitele patfi fada obratlovcil 1
bezobratlych. Cely replikac¢ni cyklus poxvirt probiha v cytoplasmé infikovanych bunék.
Genom VACYV tvofi dsDNA o velikosti 195 kbp s vldsenkami na koncich. Genom koduje
kromé strukturnich proteint také fadu enzymii umoziujicich transkripci a replikaci viru,
celkové VACV koduje témer 200 proteini. Pojmenovani genit VACV bylo zavedeno pied
sekvenovanim genomu a je zaloZeno na fragmentech produkovanych St€épenim genomu
restrikéni endonukleazou HindlIll. Tyto fragmenty byly oznaleny pismeny podle své
velikosti, ¢islo zna¢i pofadi genu v daném fragmentu a L/R smér oteviené¢ho cteciho
ramce, napt. E3L (Knipe, 2001).

Virova ¢astice méii priblizn€ 350 x 270 nm, zraly virion mize byt obaleny jednou
nebo vice membranami (Knipe, 2001). Castice oznadované MV (zraly virus, mature virus,
diive IMV - intracelularni zraly virion, intracellular mature virion) maji na svém povrchu
jednu membranu. MV se nachazeji v infikovanych bunkach a ven se uvoliiuji 1yzou buiiky.
Castice oznalované EV (obaleny virus, enveloped virus, diive EEV - extracelularni
obaleny virion, extracellular enveloped virion) maji oproti MV dal§i membranu. Tvoii se
z ¢astic MV dodanim dalSich dvou membranovych obalii pochazejicich z Golgiho systému

nebo z endosomu. Z infikovanych buncék se uvoliuji exocytézou, tedy fuzi povrchové
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membréany s cytoplasmatickou membranou. Castice MV i EV jsou pIné infekéni (Law et

al., 2006).

2.1.2.1 Vstup viru do buiky

Vstup VACV do bunky je zfejmé€ mozny vice zplsoby. Dosud nebyla
identifikovana molekula virového receptoru, ktery by zprostiedkoval vstup viru. Byly vSak
identifikovany struktury, na které je virus schopen se adsorbovat. Pomoci povrchovych
proteinlt A27, D8 a H3 se VACV véaZe na glykosaminoglykany pfitomné na povrchu
hostitelskych bun€k, konkrétné na heparan sulfat nebo chondroitin sulfat (Hsiao et al.,
1999; Lin et al., 2000), vstup VACV do bunky mize byt 1 nezavisly na
glykosaminoglykanech (Bengali et al., 2009; Carter et al., 2005). Studium mechanismu
vstupu viru do buniky je komplikovéano existenci dvou riznych forem viru, MV a EV, které¢
maji odlisny pocet obalovych membran. EV ma na povrchu nékolik proteinii navic oproti
MV. Castice EV po adsorpci na buiiku pfed samotnym vstupem odvrhne nadbyte¢nou
membranu diky interakci s polyanionickymi molekulami na povrchu bunky (Law et al.,
20006), dale se mechanismus vstupu ¢astic EV ziejmé nelisi od Castic MV.

Predpoklada se, ze castice MV vstupuji do bunék fuzi s cytoplasmatickou
membranou, a to bud’ pfimo na povrchu buiiky pfi neutrdlnim pH (Carter et al., 2005),
nebo po endocytoze pii nizkém pH v endosomu (Townsley et al., 2006). Podle novéjsiho
pohledu je VACV pfi vstupu pohlcen makropinocytézou podobné jako apoptoticka astice,
kterou virus napodobuje ptitomnosti fosfatidylserinu na svém povrchu (Laliberte and
Moss, 2009; Mercer and Helenius, 2008). Makropinocytéza je forma endocytozy
pouzivana pro pohlceni tekutiny a drobnych castic, naptiklad bakterii nebo apoptotickych
télisek (Mercer and Helenius, 2010). Pfi makropinocytéoze se pomoci remodelace
aktinového cytoskeletu tvoii vybézky membrany, které nasledné uzaviraji ¢ast tekutiny do
velkého vacku - makropinosomu o rozméru az 10 pum. Tyto va¢ky mohou déle podstoupit
acidifikaci nebo fizovat s endosomy. Je znamo, ze makropinocytdézu vyuzivaji ke vstupu
do bunky 1 dal§i patogeny, naptiklad KSHV (herpesvirus asociovany s Kaposiho
sarkomem) (Schelhaas, 2010).

Byla identifikovana skupina gent, jejichz mutace zptisobi neschopnost VACV
vstoupit do bunky (Senkevich et al., 2005). Proteiny kodované témito geny (A16, A21,
A28, G3, G9, H2, J5, L5, F9, L1) tvofi na povrchu virionu tzv. "entry-fusion complex",
komplex proteinti, které zajistuji vstup viru do bunky. Tyto proteiny jsou pfitomny také na
povrchu infikovanych bun¢k a zpusobuji zde fuzi téchto bunc¢k indukovanou prostiedim o

nizkém pH (Gong et al., 1990). Naopak komplex proteinii A56 (hemaglutinin) a K2 (SPI-
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3) pfitomny na povrchu infikovanych bun€k je schopen interagovat s proteiny "entry-
fusion complex". Diky této interakci brani komplex AS56/K2 vstupu VACV do téchto
bunék a také fuzi infikovanych bunék (Turner and Moyer, 2008; Wagenaar and Moss,
2009).

Mechanismus vstupu VACV do bunék je ziejmé zavisly na kmenu VACV i na
bunééné linii. Vstup VACV kmene WR a Wyeth (Dryvax) probiha ziejmé ptrednostné
kyselou fizi v endosomech, protoze byla pozorovana jeho zavislost na acidifikaci
endosomil. Vstup VACV kmene IHD-J, Copenhagen a Elstree byl na acidifikaci endosomt
nezavisly, ale byl podminén vazbou na glykosaminoglykany na povrchu hostitelskych
bungk, takze vstup téchto virt zfejmé probiha ptimou fuzi na povrchu buiky (Bengali et

al., 2009).

2.1.2.2 DalSi udalosti replika¢niho cyklu VACV

Po vstupu jsou virova core transportovana s vyuZzitim mikrotubul do oblasti
cytoplasmy blize jadru a zde probiha transkripce a replikace viru. Transkripce se odehrava
ve tfech fazich: Casnd, intermediarni a pozdni. Enzymy potfebné pro transkripci ¢asnych
genl jsou obsazeny ve virionu, takZe Casnd transkripce zacind okamzité po vstupu a
kulminuje v ¢ase 1 - 2 hodiny po vstupu. V nedavné dob¢ bylo zjisténo, ze asné geny je
mozné rozdélit do dvou skupin. Jedna skupina c¢asnych genti je transkribovana
bezprostfedné po vstupu, dalsi skupina (tzv. sttedn¢ ¢asné geny) pozdéji (Assarsson et al.,
2008). Casné proteiny slouzi k replikaci virové DNA, k modifikaci hostitelské buiky a
k tniku pfed imunitnim systémem hostitele. Nasleduje replikace genomu viru a exprese
intermediarnich genii. Hladiny intermediarnich mRNA dosahuji maxima bezprostfedné po
casnych mRNA, okolo 2 hodin po vstupu (Baldick and Moss, 1993). Intermediarnich gent
je maly pocet a kdduji prevazné regulacni faktory, které umozni transkripci pozdnich gent.
Ta dosahuje maxima ptiblizné€ ve 4 hodinach po vstupu, poté nasleduje maturace virového
potomstva. Pozdni proteiny jsou obsazeny ve virionu nebo napoméhaji tvorbé virionu
(Roberts and Smith, 2008). Transkripce intermediarnich a pozdnich genil je podminéna
zahdjenim replikace virového genomu a také rozvolnénim virového "jadra" (core). Virové
mRNA nepodIéhaji sesttihu.

Replikace genomt se odehrava v tzv. "virovych tovarnach" (viral factories), které
jsou lokalizovany blizko jadra, a probih4 ptes velké konkatemerni meziprodukty, které
jsou poté rozdéleny na jednotlivé genomy (Buller and Palumbo, 1991; Knipe, 2001). Pti
replikaci VACV DNA dochazi ¢asto k homologni rekombinaci (Ball, 1987), tento fakt je

mozno vyuZit pii produkci rekombinantnich viri.
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Maturace virovych ¢astic zac¢ind tvofenim obalovych membran, které se jevi na
elektronmikroskopickych snimcich jako srpkovité struktury ("crescent"). Plvod této
membrany je dosud neznamy, spekuluje se napiiklad o skladani z drobnych vackt
pochézejicich z membranovych organel buiiky (Rodriguez et al., 1998). Do membrany se
poté bali nukleoprotein a viriony dozraji. Vzniklé castice MV jsou transportovany
s vyuzitim mikrotubulll z mist "viral factories" a poté obdrzi dal§i dvé membrany (Roberts
and Smith, 2008). Ven z buiikky se tyto obalené viriony uvolni exocytozou, tedy fuzi
s cytoplasmatickou membranou jako EV. Bylo vSak dokumentovéano, Ze Castice MV se
mohou uvolnit zbuiky pufenim, ¢imz ziskaji druhou membranu pochazejici
z cytoplasmatické membrany hostitelské buniky (Meiser et al., 2003).

Cast EV ziistava piichycena na membrané buiiky, takové ¢astice se ozna¢uji CEV
(obaleny virion asociovany s buiikou, cell-asociated enveloped virion). Pomér CEV a EEV
je dan typem infikovanych bunék a také kmenem VACV, napiiklad kmen Western Reserve
(WR) produkuje pfevaznou cast CEV oproti EEV, kmen IHD naopak (Knipe, 2001).
Vétsina kmenlt VACV vSak produkuje pfevahu CEV castic. Virové potomstvo se objevuje
nejdfive ve 4 - 6 hodinach po infekci a jeho produkce je maximalni mezi 12 a 24 h.p.i.
(Buller and Palumbo, 1991).

Castice CEV jsou schopny infikovat sousedni buiiky zvlastnim mechanismem. Jsou
tlaceny pomoci aktinovych komet ("actin tails") na vybézcich bunék smérem k sousednim
buitkdm (Cudmore et al., 1995). Polymerace aktinu a vytvofeni aktinovych komet je
zavislé na fosforylaci VACV proteinu A36R, ktery se nachdzi v membrané infikovanych
bunck (Frischknecht et al., 1999).

Castice EV zfejmé slouzi k §ifeni infekce v hostitelském organismu, protoZe jsou
relativné rezistentni vii¢i G€inku neutralizac¢nich protilatek i komplementu. Oproti tomu
castice MV jsou efektivné neutralizovany protiladtkami a mohou byt destruovany
komplementem. Viry produkujici pouze Castice MV jsou in vivo avirulentni. Komplex
proteini umoziujici vstup viru ("entry-fusion complex") se vyskytuje pouze v membrané
¢astic MV, na ¢asticich EV je odhalen az po odvrzeni nadbytecné membrany (Roberts and
Smith, 2008). Zda se tedy, Ze VACV potiebuje dalsi membranu k uniku pfed imunitnim

systémem hostitele.
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Obr. 1. Replikaéni cyklus VACV. 1 - vstup viru do buriky, 2 - odhalené jadro viru putuje do "viral
factories", 3 - replikace virovych genomd, 4 - DNA viru ziskavéa proteinovy obal a prvni membranu,
5 - obalena Castice viru ziskava dalsi membrany, 6 - exocytdza virovych €astic, 7 - virus je tlaCen
vybéZzkem bufky s aktinovou kometou. Nucleus - jadro, Actin tail - aktinova kometa. Upraveno
podle (Roberts and Smith, 2008).

2.1.2.3 Fenomén bloku superinfekce

Superinfekce znamena udalost, kdy virus vstoupi do jiz infikované bunky. Je

znamo nékolik virdl, které superinfekci brani riznymi mechanismy, obecné blokem vstupu
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¢i pomnozeni viru. Blok superinfekce ziejmé slouZi jako prostiedek efektivnéjSiho Sifeni
infekce v organismu a efektivnéj§iho mnozeni viru.

Virus chiipky brani superinfekci expresi neuraminiddzy na infikovanych bunkach.
Tento enzym inaktivuje buné¢ny receptor (kyselinu sialovou) nutny pro vstup viru (Huang
et al., 2008). Herpersviry exprimuji na povrchu infikovanych bunék glykoprotein D, ktery
brani vstupu viru do bunky (Dasika and Letchworth, 2000) Retroviry exprimuji na
hostitelskych bunkéch své obalové glykoproteiny a ty blokuji virovy receptor (Barnard et
al., 2006). Virus HIV koduje protein Nef, ktery zplisobuje internalizaci a degradaci CD4
molekuly, kterd funguje jako virovy receptor (Geleziunas et al., 1994). O VACV bylo také
publikovano, Ze brani superinfekci (Christen et al., 1990). Metodika zahrnovala
superinfekci virem VACV exprimujicim LacZ a jeho titraci. V této praci bylo ukazano, ze
replikace superinfikujiciho viru byla sniZzena o 90% v intervalu superinfekce 4 hodiny a o
99% v intervalu superinfekce 6 hodin. Omezeni bylo pozorovano na trovni vstupu viru do

buiiky a ¢asné transkripce.

2.1.2.4 Interakce VACYV s hostitelskou bunkou

Rist VACV a tvorba virového potomstva samoziejme¢ zasadné ovliviiuje
metabolismus hostitelské bunky. Cytopaticky efekt infekce (zakulaceni builky, ztrata
adheze k povrchu) je mozné pozorovat jiz 1 - 2 hodiny po infekci (h.p.i.). Infekce VACV
také zptsobuje inhibici syntézy hostitelskych proteini, DNA i RNA (Buller and Palumbo,
1991; Knipe, 2001). Napiiklad byla ukézana inhibice syntézy mRNA aktinu a tubulinu
v bunikédch infikovanych VACV jiz v ¢ase 3 h.p.i. (Rice and Roberts, 1983). Dalsi
ovlivnéni hostitelské buniky a potazmo hostitelského organismu spociva v expresi virovych
proteind, které moduluji imunitni reakce hostitele a také brani apoptdze, jak je uvedeno

dale.

2.1.3 Interakce VACYV s imunitnim systémem hostitele

VACV podobné jako dalsi poxviry je diky svému komplexnimu genomu schopen

omezovat imunitni reakce hostitele na mnoha trovnich pfirozené i ziskané imunity.

2.1.3.1 Protivirové imunitni reakce spojené s interferony

Interferony jsou secernované cytokiny, které zajistuji obranu proti virovym
infekcim, mohou navodit antivirovy stav neinfikovanych bunék a také podporovat Thl

odpoved..
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Virova infekce je detekovana receptory, které se souhrnné oznacuji jako PRS
(receptory rozeznavajici patogeny, pathogen recognition receptors). Dnes jsou zndmy Ctyfi
skupiny téchto receptorti: TLR (Toll-like receptors), RLR (RIG-I-like receptors (retinoic
acid-inducible gene I)), NLR (NOD-like receptors (nucleotide-binding oligomerization
domain)) a cytoplasmatické DNA senzory. Receptory TLR a RLR jsou dilezité¢ pro
produkci interferonti typu I a zanétlivych cytokind, receptory NLR jsou dulezité pro
produkei IL-1.

Receptory rozeznavajici patogeny aktivuji transkripéni faktory - IRFs (IFN
regulatory factors), ATF2 (activating transcription factor 2) a NF-xB (nuclear factor xB).
Tyto faktory po translokaci do jadra aktivuji expresi interferont a dalSich genli G€astnicich
se interferonové odpovédi. Konkrétné IRFs aktivuji expresi genit IFNA a IFNB a faktory
ATF2 a NF-kB aktivuji expresi zanétlivych cytokint.

Exprimované interferony se vadzou na interferonové receptory, které jsou pritomny
na povrchu vétSiny bunécnych typii. Tyto receptory dale aktivuji Jak-Stat (Janus kinase,
signal transducer activator of transcription) drahu a nakonec transkripéni faktor ISGF3
(IFN-stimulated gene factor 3), ktery stimuluje transkripci tzv. interferonem stimulovanych
genll. Stimulace interferony miize byt autokrinni (stimulace téze bunky) nebo parakrinni
(stimulace okolnich bunék). Interferony tiidy I, tedy skupina IFN-a, IFN-B a skupina
dalSich IFN, mohou byt produkovany v mnoha typech bunék a navozuji piedevSim
antivirovy stav bunék. Interferon tfidy II, tedy IFN-y, je produkovén aktivovanymi T-
lymfocyty, NK bunikami a dal$imi buiikami imunitniho systému a indukuje Thl imunitni
odpovéd. Kratce jsou zndmy interferony tiidy III, které se také podileji na regulaci
antivirové odpovédi.

Interferony stimulované geny maji roli v zesileni a regulaci interferonové odpovédi
(RIG-I, MDAS (melanoma differentiation-associated gene 5) a dalsi) nebo zprostiedkuji
antivirové mechanismy, které¢ brani mnozeni virh (PKR, 2’-5"-OAS (2'-5'-oligoadenylate
synthetase), RNase L, ADAR (RNA-specific adenosine deaminase) a dal$i). Protivirové
reakce imunitniho systému jsou podrobné shrnuty v prehledném c¢lanku (Perdiguero and

Esteban, 2009).

2.1.3.2 VACY proteiny, které inhibuji signalni drahy TLR a RLR

NF-xB je transkripéni faktor, ktery hraje centralni roli ve stimulaci vrozené i
ziskané imunity. Signdlni drdhy vedouci k aktivaci NF-kB jsou aktivovany TLR i RLR
receptory, receptory zanétlivych cytokinii IL-1 a TNFa a mnoha dal§imi. Signalizace od

IL-1 a TLR receptorti k NF-kB zahrnuje aktivaci Traf6 (TNF receptor associated factor 6)
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a IRAK (IL-1 receptor associated kinase), signalizace od TNF receptoru zahrnuje Traf2.
Tyto nezavislé signalni drahy se stykaji u IKK (IxB kinase) komplexu, ktery reguluje NF-
kB aktivaci. Pro TLR signalni drahy jsou dileZité adaptorové proteiny obsahujici TIR
(Toll/IL-1 receptor) doménu, diky niz asociuji s TLR, napiiklad MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) a Trif (Toll receptor-associated activator of IFN).

VACV koéduje proteiny A46, A52 a K7, které inhibuji TLR a RLR signalni dréhy.
Déle VACV koéduje proteiny B14, N1, K1 a M2, které¢ inhibuji aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB. Proteiny A52, K7, N1 a B14 vykazuji podobnost s proteiny rodiny Bcl-2
(B-cell lymphoma 2) (Bahar et al., 2011).

Protein A46 se svoji TIR doménou vaZze na ¢leny mnoha TLR signalnich drah
obsahujici TIR doménu, naptiklad MyD88, Trif, Tram (Bowie et al., 2000). Protein AS2R
inhibuje signalizaci Irak2 a Traf6 (Harte et al., 2003). Protein K7 kromé& inhibice NF-xB
signalizace pfes TLR inhibuje také DDX3 helikdzu (DEAD-box RNA helicase), ¢imZ brani
transkripci z [IFNB promotoru a inhibuje tak produkci zanétlivych cytokint (Kalverda et
al., 2009). Protein B14 inhibuje signdlni drahu NF-kB na trovni IKK komplexu (Chen et
al., 2008). Protein N1L se vaze k IKK komplexu i k TBK1 (Tank binding kinase 1), ¢imz
inhibuje aktivaci NF-xB i IRF3 (DiPerna et al., 2004). Protein K1 brani degradaci IkBa,
coz je inhibitor NF-xB (Shisler and Jin, 2004). Protein M2 je lokalizovan v ER a brani
fosforylaci Erk2 kinazy, ktera by indukovala aktivaci NF-xB (Gedey et al., 2000).

2.1.3.3 VACYV proteiny, které inhibuji signalni drahy interferoni

Signalni drahy interferonovych receptorii aktivuji transkripci faktoru Statl (signal
transducer and activator of transcription 1), ktery indukuje expresi antivirovych geni.
VACYV koduje proteiny, které funguji jako rozpustné receptory IFN tiidy 11 II (B19, BS),
¢imZ brani vazbé interferonli na bunécné receptory. Dale kdduje proteiny, které inhibuji
signalni drahy IFN receptorti (VH1) nebo brani navozeni antivirového stavu bunky (E3,
K3, C7).

Jednim z genid dileZitych pro antivirovy stav buiiky je PKR. Tato kindza detekuje
dsRNA produkovanou v prubéhu VACV transkripce, tim se aktivuje a déle fosforyluje
fosforylaci inaktivovan, dochéazi k zastaveni proteosyntézy a k apoptoze. DalsSim IFN-
inducibilnim proteinem je 2°-5-OAS. Tento enzym je také aktivovan dsRNA a poté
syntetizuje 2’'-5"-oligoadenylaty, které aktivuji RNazu L. Ta poté degraduje RNA v buiice,

coz vede také k zastaveni proteosyntézy.
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VACYV protein B19 funguje jako rozpustny receptor pro IFN-a/B (Colamonici et al.,
1995). Je kodovan genem B19R (kmen Copenhagen) nebo B18R (kmen WR) a je
secernovan do okoli infikovanych bunék a zaroven je pfitomen na jejich povrchu. Protein
B8 je rozpustny homodimerni receptor pro IFN-y (Alcami and Smith, 2002). VACV
protein VH1 (H1L) je fosfataza, kterd defosforyluje Statl a tim ho inaktivuje (Mann et al.,
2008). VACYV protein K3L slouzi jako pseudosubstrat pro fosforylaci PKR misto elF2a,
¢imz tuto kindzu 1 drahu vedouci k apoptdéze inhibuje (Carroll et al., 1993). Dalsi VACV
protein E3L vaze dsRNA, ¢imz také nedovoli aktivaci PKR ani 2°-5-OAS (Romano et al.,
1998). E3L se také vaze pfimo na PKR, ¢imz ji inhibuje (Sharp et al., 1998). Protein C7L
také inhibuje fosforylaci elF2a (Najera et al., 2006).

2.1.34 VACY proteiny, které vaZzou chemokiny

Chemokiny jsou malé secernované proteiny, které vytvareji koncentra¢ni gradienty
na endotelu cév a ve tkanich svoji vazbou na glykosaminoglykany na povrchu bun¢k. Tyto
gradienty slouzi ke smérovani migrace leukocytli a antigen-prezentujicich bun¢k do mista
zanétu. VACV produkuje nékolik proteint, které jsou secernovany infikovanymi bunkami
a funguji jako rozpustné receptory nékterych chemokinl. Proteiny C23/B29 vazou
s velkou afinitou chemokiny skupiny CC (Smith et al., 1997). Protein A41 vaze chemokiny

slabé a vyznam této vazby neni jasny (Bahar et al., 2008).

2.1.3.5 VACY proteiny, které interferuji s cytokiny

TNFa je cytokin s prozanétlivym u¢inkem produkovany aktivovanymi makrofagy a
T-lymfocyty, ktery mize navodit antivirovy stav buiiky a vyvolat apoptézu v buiikdch
infikovanych virem. VACV koduje dva proteiny, které funguji jako secernované receptory
TNFa. Protein A53 je produkovan VACV kmeny Lister, USSR a Evans, pficemz nckteré
kmeny VACV maji ve svém genomu dal$i nefunkéni geny pro TNF receptory (Alcami et
al., 1999). Protein CrmE (Cytokine response modifier E) sdili homologii s bunécnymi
TNF receptory (Graham et al., 2007).

IL-1PB (interleukin 1P) a IL-18 jsou dilezité zanétlivé cytokiny. Jsou syntetizovany
jako prekurzory, které jsou Stépeny kaspazou 1 na vysledné funkéni produkty. IL-1P je
exprimovan v mnoha typech bunck a zprostfedkovava odpovéd na zranéni 1 infekci. Po
vazbé na IL-1 receptory na povrchu bunck je aktivovdna signalni kaskada, kterd vede
k expresi dalSich zanétlivych mediatort. IL-18 je cytokin, ktery indukuje produkci IFN-y
v imunitnich buiikdch. VACV protein B16 (produkt pozdniho genu BI15R u kmene WR
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nebo B16R u kmene Copenhagen) funguje jako rozpustny receptor IL-18 (Alcami and
Smith, 1992). Protein B13, znamy také jako SPI-2 nebo CrmA, je inhibitor kaspazy 1,
takze brani maturaci IL-1p i IL-18 (Kettle et al., 1997). Protein C12L funguje jako
rozpustny receptor IL-18 (Symons et al., 2002).

Semaforiny jsou signdlni molekuly diilezit¢ pro vyvoj nervové soustavy a imunitni
regulaci. VACV protein A39 je strukturni i funkéni homolog semaforinu Sema7A. Vaze se
na plexin-C1 na povrchu dendritickych bunék a inhibuje tak jejich migraci a fagocytézu

vyvolanou chemokiny (Walzer et al., 2005).

2.1.3.6 VACY proteiny, které inhibuji komplement

Komplement je diileZitou souc¢asti pfirozené imunity a tedy i protivirové imunity.
Tvofi jej okolo 30 proteinii, a to rozpustnych i vdzanych na povrch bunék. Funkce
komplementu Ize aktivovat mnoha zptisoby, spole¢na je aktivace C3 konvertazy a nasledné
C5 konvertazy. Produkty Stépeni téchto proteolytickych enzymii jsou dulezité funkcéni
nastroje komplementu, fragment C3a a C5a maji signaliza¢ni funkci, fragment C3b
opsonizuje patogeny a fragment C5b zajist'uje tvorbu port do membrany patogeni.

Bylo ukédzéno, ze VACV protein VCP (VACV complement control protein)
inaktivuje C3 a C5 konvertazu (McKenzie et al.,, 1992) a napoméha také Stépeni a
inaktivaci C3B a C4b fragmenti (Sahu et al., 1998). Castice EEV také odolavaji
komplementu diky obsahu hostitelskych proteint ve vnéjsi membrané (Vanderplasschen et

al., 1998).

2.2 Typy bunécné smrti

Typy bunécné smrti lze rozliSovat podle morfologie umirajicich bun¢k nebo podle
aktivity enzymi pfitomnych v umirajicich buiikach. Také lze rozliSovat bunécnou smrt
programovanou, tedy cilenou, a neprogramovanou, tedy vysledek jakéhosi nedopatieni
nebo nehody. Vroce 2005 byla vytvofena komise, kterd vydala Doporuceni
k nomenklatufe typ bunééné smrti (Nomenclature Committee on Cell Death) (Kroemer et
al., 2005). Podle tohoto dokumentu se typy bunécné smrti maji definovat podle
morfologickych kritérii. Molekuldrni a enzymologické znaky se maji pouzivat pouze pro
dal§i charakterizaci bunétné smrti, nebot podle dosavadnich znalosti neexistuje

ekvivalence mezi strukturnimi zménami a biochemickymi charakteristikami bunééné smrti.

24



Nejznaméjsi typ programované bunécné smrti - apoptéza - byl definovan
pritomnosti fragmentace a kondenzace jadra, zakulacovanim bunky, pfitomnosti
neposkozenych organel, zachovanim integrity cytoplasmatické membrany a nakonec
rozpadem na apoptoticka téliska (Galluzzi et al., 2007).

Nekréza byla definovdana jako bunéénd smrt, pfi niz se ztraci integrita
cytoplasmatické membrany a bunécny obsah se posléze nekontrolovatelné uvolnuje, coz
muZze poSkodit okoli buniky a vyvolat zanét. Nekrotické bunky bobtnaji, na jejich povrchu
se objevuji bublinovité Utvary ("blebs"). Membranové organely nekrotickych bunck
(mitochondrie, ER, lysosomy) také bobtnaji a ztraceji svou integritu. Dfive byla nekroza
buiiky povazovéana za jakousi nehodu, nekontrolovatelny zanik buiiky. Objevuji se vSak
pozorovani, kterad ukazuji, Ze 1 bunécna smrt jevici se morfologicky jako nekroticka mtze
byt regulovana, vyvolana ucelové a miize byt také typem programované bunééné smrti.
Ukazuje se, ze kindza Ripl je inicidtorem programované nekrdzy. Jako jeji inhibitor
funguje Nec-1 (Necrostatin-1) a kindza Rip3 reguluje aktivitu Ripl. Ripl a Rip3 mohou
byt St€peny kaspazou 8 a tim inaktivovany. Problematika programované nekrozy je shrnuta
v prehledném clanku (Duprez et al., 2009). Nekrotickd smrt bunék byla také pozorovéana
béhem normalniho vyvoje organismu, napiiklad smrt chondrocyti béhem vyvoje kosti
nebo smrt intestindlnich bun¢k (Galluzzi et al., 2007), coz ukazuje na to, ze tato bunécna
smrt byla zddouci a vyvolana aktivné.

Nekréoza muze byt také vysledkem nemoznosti probéhnuti apoptdzy. Bylo
pozorovano na mnoha modelech, ze kdyz buiiky podstoupi apoptotickou signalizaci a poté
maji nedostatek energetickych zdrojl, typ bunéné smrti se zméni z apoptdzy na nekrdzu
(Borutaite, 2010). V experimentalnich podminkach také probihala nekroza pii vyvolani
apoptozy za soucasné inhibice kaspaz (Galluzzi et al., 2007).

Pyroptoza je bunécna smrt podobnd nekroze, ktera je zptisobena aktivaci kaspazy 1
po infekci nekterymi patogeny (Bergsbaken and Cookson, 2007). Pti pyroptéze dochazi
k vytvotfeni porit v cytoplasmatické membranég, k uvolnéni bunééného obsahu do okoli a
k aktivaci zanétu. Podobné jako pii apoptdéze dochazi pii pyroptéoze ke kondenzaci a
Stépeni DNA. Predpoklada se, Ze pyroptdza jako programovand bunécnéd smrt je soucasti
obranného systému hostitele proti patogentim, protoze dochazi ke zniCeni hostitelské
buniky a také k aktivaci zanétlivé odpovédi hostitele (Duprez et al., 2009).

Jako dalsi typ programované bunééné smrti se Casto uvadi autofagie. Autofagie je
proces dulezity pro obrat proteinli a degradaci poskozenych organel. V pribéhu autofagie
(formalné makroautofagie) je ¢ast cytoplasmy s oganelami uzaviena do vacku tvotfencho

dvojitou membranou (autofagosom), ktery posléze splyva s lysosomy a obsah vacku je
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degradovan. Priibéh autofagie je regulovan proteiny z rodiny Atg (autophagy). Znamy je
protein LC3 (Atg8), ktery se vdze na autofagosomy a je proto pouzivan jako marker
probihajici autofagie.

Zda se, ze autofagie neni v prvni fad¢ proces vedouci ke smrti, ale naopak k pieZiti
bunky, ackoli byla pozorovana v umirajicich bunikach. Autofagie mize prodlouZit preziti
apoptotickych bunck (White, 2008). Autofagicka bunétna smrt se v soucasnosti povazuje
spiSe za smrt za UCasti autofagie neZ za smrt zpiisobenou autofagii. Byly vSak publikovany
ptipady, kdy inhibice autofagie znamenala i inhibici buné¢né smrti (Scarlatti et al., 2009).

Je také znama role autofagie v embryondlnim vyvoji bezobratlych i obratlovct. U
bezobratlych mé autofagie roli v metamorfoze. V embryonalnim vyvoji obratlovci funguje

autofagie paralelné s apoptdzou pii remodelaci raznych tkani (Di Bartolomeo et al., 2010).

2.3 Apoptoza

Apoptoza byla nejdiive popsdna na zdkladé morfologickych znakd (Kerr et al.,
1972) Mezi charakteristické znaky apoptézy patii kondenzace chromatinu, fragmentace
jadra, smrstovani a kondenzace bunécného obsahu a tvorba apoptotickych télisek.
Z biochemického a fyziologického hlediska je apoptdza charakterizovana aktivitou
exekutorovych kaspaz, internukleosomovym §tépenim DNA a ptitomnosti fostatidylserinu
na povrchu cytoplasmatické membrany. Zbytky apoptotickych bunék jsou in vivo
fagocytovany makrofagy nebo okolnimi bunikami diky signalu fosfatidylserinu na povrchu
apoptotickych bunék. /n vitro obvykle fagocyt6za nenastava a zbytky apoptotickych bunck
podléhaji sekundarni nekrdze. Pti sekundarni nekroze se ztraci integrita cytoplasmatické

membrany, kterd v apoptotickych buiikdch zlistava zachovana.
2.3.1 Vyznam apoptozy

V pribéhu embryonalniho vyvoje je apoptéza nutnd pro odstranéni nadbyte¢nych
struktur a modelovani orgdnl, naptiklad pro vyvoj oc¢ni Cocky, vnitiniho ucha, pfi
morfogenezi srdce, pfi vyvoji svalii a tvarovani zakladd prstd. Dal$im piikladem jsou
neurony, které jsou produkovany v nadbytku a ty, které neziskaly sva synapticka
propojeni, jsou nasledné¢ odstranény. Na téchto udalostech se ale podileji 1 dalsi typy
programované bunécné smrti.

V dospélosti je apoptdéza dulezitd pro udrzeni homeostdze organismu, pfii

remodelaci organt (prsni zlaza po laktaci, folikul po ovulaci) a také je nutnd pro vyvoj a
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fungovani imunitniho systému. Apoptoéza je nezbytnd pii vybéru specificky reagujicich
lymfocytl, a v neposledni fad¢ také pro odstranéni bunék obsahujicich nebezpecné
struktury, at’ uz nadorovych nebo infikovanych intracelularnimi patogeny (Duprez et al.,
2009).

Apoptdza ma vyznam i pro fadu onemocnéni. Napiiklad vyvoj nadort byva spojen
s poruchami v apoptéze. Naopak zvySend apoptdéza ma ziejm¢ vyznam pii vyvoji

neurodegenerativnich chorob ¢i imunodeficienci (Alenzi et al., 2010).

2.3.2 Aktivace apoptozy

Impulzem pro aktivaci apoptézy muze byt vnéjsi (extraceluldrni) signalizace -
vazba ligandii na receptory smrti (TNFR, FasR), kterd vede k aktivaci vné&js$i drahy
apoptozy. Stejné tak mize byt prvnim impulzem vnitini signalizace - stres ER, poskozeni
DNA, oxidativni stres nebo poskozeni dalSich organel, které vede k permeabilizaci vngj$i

membrany mitochondrii a aktivaci vnitini - mitochondriélni drahy apopt6zy.
2.3.2.1 Vnéjsi draha aktivace apoptozy

Vnéjsi drdha zafina na receptorech smrti, které patii do rodiny TNF receptort.
Ligandy pro tyto receptory mohou byt TNF, TRAIL (tumour necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand), FasL. Po vazb¢ ligandu nastava oligomerizace receptoru, ktera
vede ke konformaénim zméndm vnitini ¢asti receptoru a k dalsi signalizaci. K trimernimu
receptoru smrti se vaze adaptorovy protein FADD (Fas-associated death domain) nebo
TRADD (TNFR-associated death domain) a diky nim jsou shromazdény a aktivovany
kaspazy, predevsim kaspédza 8. Dohromady tyto proteiny tvoii signalizacni komplex DISC
(death-inducing signalling complex), diky némuz jsou aktivovany kaspdzy. Signalizace
vedouci od Fas receptoru probihd pfimo na cytoplasmatické membrané, signalizace
vedouci od TNF receptoru k aktivaci kaspazy 8 je zavisla na internalizaci (endocytoze)
receptoru po navazani ligandu. Bez internalizace je ustavena odliSnd signéalni draha,
nevznika komplex DISC a jsou aktivovany MAP (mitogen-activated protein) kindzy a NF-

kB (Duprez et al., 2009; Elmore, 2007).

2.3.2.2 Vnitini draha aktivace apoptozy

Signalizace vnitini drahy apoptdzy zacind uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii.
Tento maly protein se vaze na protein Apaf-1 (apoptotic peptidase activating factor 1),
ktery se nachazi voln€ v cytoplasmé. Po vazbé cytochromu ¢ dochazi ke Stépeni ATP

navazaného na Apaf-1 na ADP a k ndsledné oligomerizaci Apaf-1, takze vysledkem je
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apoptosom - kruhovy heptamer Apaf-1 s navdzanymi molekulami cytochromu c. Na tento
apoptosom se vazou molekuly prokaspazy 9 prostiednictvim svoji CARD (caspase
recruitment domain) domény a aktivuji se zde dimerizaci.

Apaf-1 obsahuje N-koncovou CARD doménu, kterd ma za ukol interagovat
s CARD doménou kaspazy 9. Dalsi doménou Apaf-1 jsou WD-40 repetice, které interaguji
s cytochromem c. Dilezita je také NB-ARC oblast, kterd umozni oligomerizaci Apaf-1 a
ma také ATP-azovou aktivitu, takze vaze ATP/ADP a katalyzuje jeho Stépeni (Riedl and
Salvesen, 2007).

Signaly stresu buriky
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Obr. 2. Schéma signalizace vnéjsi a vnitini drahy apoptézy. (1) VnéjSi draha aktivace
apoptdzy. Signalizace vnéjSi drahy zacina napfiklad na TNF receptoru. Na membrané se tvofi
komplex, ktery aktivuje transkripéni faktor NF-kB. Po internalizaci receptoru se formuje komplex, ve
kterém je aktivovana kaspaza 8/10. Nasledna aktivace exekutorovych kaspaz vede ke Stépeni
substratdl smrti a apoptdéze. (2) Vnitini draha aktivace apoptozy je aktivovana na Udrovni
mitochondrii nasledkem stresu buriky. Aktivace proteint Bax a Bak vede k uvolnéni fady mediator(
apoptdézy z mitochondrii. Diky uvolnéni cytochromu c se formuje apoptosom, ktery aktivuje
kaspazu 9. Stépeni proteinu Bid kaspazou 9 amplifikuje apoptotickou signalizaci vnéj$i drahy
aktivaci vnitfni drahy. Upraveno podle (Duprez et al., 2009).
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Vnéjsi a vnitini draha aktivace apoptdzy jsou spolu propojeny nékolika zplsoby.
Kaspaza 8 miize Stépit Bid, produkt tohoto Stépeni tBid poté aktivuje permeabilizaci
mitochondrialni membrany (Li et al., 1998). Naopak kaspdza 8 mulze byt aktivovana
exekutorovou kaspazou 6 nezédvisle na komplexu DISC, tedy pfi aktivaci vnitini drdhy

apoptézy po uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii (Cowling and Downward, 2002).

2.3.2.3 Apoptoza a p53

Poskozeni DNA vede k aktivaci proteinu p53, ktery je znamy také jako dilezity
antionkogen. Tento protein plsobi jako transkripéni faktor pro fadu gend, jejichz produkty
se Ucastni zastaveni bunéného cyklu a senescence (exprese a aktivace gent p21, PML),
opravnych mechanismii DNA a také apoptdézy. Pii nizS§i urovni stresu spojené¢ho
s poSkozenim DNA je navozeno zastaveni bun&fného cyklu a aktivovany opravné
mechanismy reparace DNA. Také dochdzi k expresi antioxidac¢nich gend (Sestrinl a 2,
Gpx1, Tigar) a genti ucastnicich se aktivace autofagie, coz zfejm¢ vede k preziti
poskozenych bunék (Brady and Attardi, 2011). Pfi vys$i urovni stresu a poSkozeni DNA
vSak dochazi k aktivaci apoptdzy. p53 zvySuje expesi receptorli smrti, proapoptotickych
¢lenti Bcl-2 rodiny (Bax, Puma, Noxa) a dalSich proapoptotickych proteinti. Také se pifimo
podili na aktivaci proteini Bax a Bak (Chipuk et al., 2004; Leu et al., 2004) a zfejmé& 1 na
permeabilizaci mitochondridlni membrany (Wolff et al., 2008).

Aktivace transkripniho faktoru p53 probihd odstranénim jeho inhibitoru Mdm?2
z komplexu, v némz Mdm?2 brani transkaktivacni funkci p53. Mdm?2 pisobi také jako E3
ubiquitin ligdza, takze v normalnich podminkdch udrzuje nizkou hladinu p53 tim, Ze

ubiquitinylaci determinuje p53 k degradaci (Brady and Attardi, 2011).

2.3.2.4 Indukce apoptozy granzymy

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) indukuji apoptdézu u cilovych bunék (nddorovych
nebo virem infikovanych) jednak pomoci Fas ligandu, jednak diky perforinim a
protedzovému plisobeni tzv. granzymu obsaZenych v cytoplasmatickych granulich CTL.
Po rozeznani cilové bunky dojde k exocytdéze granuli z CTL. Perforiny vytvoii pory
v membrané cilovych bunék a obsah granuli se tak dostane do cilovych bunék. Granzyme

B zde §té€pi a aktivuje napt. kaspazu 10, kaspazu 3 a protein Bid, ¢imz aktivuje vnéjsi 1

vnitini drahu apoptdzy. Granzyme A se podili na Stépeni jaderné DNA (Elmore, 2007).
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2.3.2.5 Stres ER

K signalizaci vedouci k apoptéze muze vést také stres endoplasmatického retikula
(ER). ER je mistem syntézy, skladani a prav secernovanych, membranové vézanych a
nékterych organelové specifickych proteint. Pro spravné fungovani ER je nutny dostatek
ATP, optimalni koncentrace Ca*" a oxida¢ni prostiedi uvnitt ER. Proto je ER velmi citlivé
na zmény energetického a redoxniho stavu buiiky a na zmény v hladinach Ca®". Tyto
disturbance mohou snadno zptisobit sniZeni kapacity Uprav proteinli v ER, coz vede
k akumulaci a agregaci neupravenych proteint a vyvolava stres ER, ktery se také oznacuje
jako UPR ("unfolded protein response"). Tato reakce je zprostiedkovana tiemi
transmembranovymi ER proteiny - PERK (pancreatic ER kinase-like kinase), ATF6
(activating transcription factor 6) a IRE1 (inositol-requiring enzyme 1). Tyto proteiny jsou
za normalnich podminek udrZzovany v neaktivnim stavu asociaci s chaperonovym
proteinem GRP78/BiP (glucose-regulated protein 18 /binding protein). Reakce UPR vede
obvykle ke snizeni akumulace proteinovych agregatii a k preziti bunky prostfednictvim
snizeni globalni translace a zvySeni exprese proteind spojenych s metabolismem
aminokyselin, oxidativnim stresem, s chaperonovou funkci a s degradaci proteinti. Pokud
vSak zlepSeni situace neni mozné, dojde k piepnuti signalizace na proapoptotickou a
k aktivaci apoptdzy (Szegezdi et al., 2006).

ER slouzi také jako hlavni GloZistd Ca®" v buiice. Uvolnéni této zasoby slouzi jako
signalizace apoptozy nasledkem mnoha stimuld, naptiklad ER stresu ¢i oxidativniho stresu.
Zvyseni hladiny Ca*" v cytosolu mize vést k aktivaci kalpainu a kalcineurinu. Protedza
kalpain muze $tépit a aktivovat proapoptotické proteiny Bax, Bid a kaspazu 12 a naopak
inaktivovat Bcl-2 a Bel-xL. Nejznamé;jsi jsou dvé formy kalpainu, p-kalpain a m-kalpain,
které jsou aktivovany mikro nebo milimolarnimi koncentracemi Ca®’. Fosfataza
kalcineurin muze aktivovat defosforylaci proapoptoticky Bad (Heath-Engel et al., 2008).
Ionty jsou po uvolnéni z ER pfevedeny do mitochondrii, kde mohou pfispét k mobilizaci
cytochromu ¢ vazaného na cardiolipin (Petrosillo et al., 2004).

Stres ER mize byt regulovan ¢leny Bcl-2 rodiny, tyto proteiny byvaji Casto
lokalizovany v ER a maji vliv na uvolnéni Ca®" zER (Heath-Engel et al., 2008).
Antiapoptotické proteiny Bcl-2 a Bcel-xL lokalizované v ER mohou zabranit apoptoze
vyvolané stresem ER (Bhatt et al., 2008), naproti tomu Bax a Bak a n¢které "BH3-only"
proteiny mohou svoji lokalizaci do ER spustit proapoptotickou signalizaci (Puthalakath et

al., 2007; Zong et al., 2003).
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Iniciatorové kaspazy asociované s ER jsou u mysi kaspaza 12 a u ¢loveka kaspaza
4. Ob¢ mohou diky svoji aktivité¢ aktivovat kaspazu 9 nebo 3, coz vede k apoptoze
mechanismem nezdvislym na mitochondriich (Hitomi et al., 2004a; Morishima et al.,
2002). Kaspaza 12 je lokalizovana v ER a bylo ukazéno, Ze jeji delece chrani pted
apoptozou zpusobenou ER stresem (Nakagawa et al., 2000). Jeji aktivace pii ER stresu
zpusobovala aktivitu dalSich kaspaz (Hitomi et al., 2004b; Nakagawa et al., 2000).
Kaspéaza 12 je schopna Stépit sama sebe, toto Stépeni vSak nestaci pro aktivaci apoptozy
(Roy et al., 2008). Efektivni aktivaci kaspazy 12 miZze navodit St€peni kalpainem
(Nakagawa and Yuan, 2000). Tato proteaza je aktivovana zvySenim hladiny Ca®" iont,
které nastava také pfi stresu ER. Bylo ukazéano, Ze Sté€peni kaspazy 12 je blokovano pfii
deficienci kalpainu i pfi chelataci Ca*” (Sanges and Marigo, 2006; Tan et al., 2006).
Kaspaza 12 miize byt zfejmé Stépena také kaspazou 7 (Martinez et al., 2010). Kaspaza 12 u
¢lovéka je ziejmé enzymaticky neaktivni a ma vyznam v regulaci imunitni odpovédi, viz
kap. 2.3.3.2).

Lidské kaspaza 4 je Castecné lokalizovana v ER a je selektivné aktivovdna vlivem
ER stresu (Hitomi et al., 2004a). Jeji role v signalizaci apoptdzy spojené se stresem ER
byla ukazana v n¢kolika pracech (Jiang et al., 2007; Lopez-Anton et al., 2006; Nawrocki et
al., 2005). Kaspaza 4 také pro svoji aktivaci musi podstoupit dimerizaci a Stépeni a
podobn¢ jako kaspaza 12 miize byt St€épena kalpainem (Heath-Engel et al., 2008).

Signalizace apoptézy zplsobené ER stresem miZe probihat také pies
mitochondrialni drahu ¢éstecné nebo zcela nezédvisle na kaspaze 12 nebo 4 (Obeng and
Boise, 2005). Stres ER muze vyvolat uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii a aktivaci
kaspazy 9. Nefunkéni Apaf-1 ¢i inhibice permeabilizace mitochondridlni membrany mtze

zabranit apoptoze vyvolané stresem ER (Heath-Engel et al., 2008).

2.3.2.6 Apoptoza a lysosomy

K aktivaci apoptdozy mohou piispivat také lysosomdlni protedzy kathepsiny.
S aktivaci buné¢né smrti jsou asociovany cysteinové kathepsiny a aspartatovy kathepsin D.
K tcasti téchto protedz na signalizaci bunééné smrti mizZe dojit pouze po destabilizaci
lysosomalnich membran naptiklad pomoci nizké koncentrace ROS. Této destabilizaci
brani n€kolik proteind, naptiklad Hsp70 (heat shock protein 70) nebo Lampl a 2
(lysosome-associated membrane protein). Vysokd uUroveil stresu miize vést k Gplnému
rozpadu lysosomli a nekroze buiky, zatimco nizkd Uroven stresu vede k uvolnéni

nekterych lysosomalnich protedz a aktivaci apoptozy.

31



Mechanismus aktivace apoptdzy lysosomalnimi kathepsiny muize vést napiiklad
pres Stépeni Bid nebo ptes degradaci antiapoptotickych ¢lenti Bcel-2 rodiny. Kathepsiny
mohou také degradovat proteiny rodiny IAP (Inhibitor of apoptosis protein, kap. 2.3.3.3) a
tak uvolnit aktivni kaspazy. Bylo uk4zéano také St€peni kaspazy 8 kathepsinem D (shrnuto

v (Repnik and Turk)).

2.3.3 Kaspazy

Dtlezitou udalosti v prub¢hu apoptdzy je aktivace kaspaz. Kaspazy jsou cysteinové
proteazy, které jsou aktivovany Stépenim a dimerizaci. Aktivni kaspazy $té€pi své substraty
v misté za aspartditovym zbytkem (odtud také jejich oznaleni - "cysteine-dependent
aspartate specific protease"). Jsou to proteazy signalizacni, nikoli degradacni, $tépi velmi
specifické sekvence bunéénych proteinti, ¢imz proteiny modifikuji, nikoli destruuji.

Kaspazy jsou exprimovany jako proenzymy (zymogeny), které se stanou aktivnimi
enzymy teprve po dimerizaci a obvykle 1 po Stépeni. Vysledny aktivni enzym je tedy
obvykle heterotetramer obsahujici dvé velké a dvé malé podjednotky. Aktivni misto
enzymu je tvofeno velkou i malou podjednotkou. Prokaspdzy obsahuji prodoménu, a to
kratkou (kaspéza 3, 6 a 7) nebo dlouhou (kaspaza 2, 4, 5, 8, 9, 10). Tato dlouhd prodoména
obsahuje 2 domény DED (death effector domain) u kaspazy 8 a 10 nebo doménu CARD u
kaspazy 2 a 9 a také u zanétlivych kaspdz 1, 4, 5 a 12. Pomoci téchto domén kaspazy
interaguji se svymi aktivatory: pomoci DED domén s komplexem aktivovanych receptort
smrti (DISC), pomoci CARD domény s apoptosomem nebo inflamasomem (Yazdi et al.,
2010). Struktura prokaspaz a jejich domén je znazornéna na obr. 3.

U savct bylo identifikovano 14 kaspaz, které se podle funkce déli na zanétlivé a
apoptotické kaspazy. Zanétlivé kaspazy se ucastni maturace cytokind. Patfi mezi né
kaspaza 1, 4, 5 a zfejmé 1 kaspaza 12, a také produkty genii kodujicich nefunkéni kaspazy,
které ztejmé funkci zanétlivych kaspaz reguluji vazbou pies CARD doménu. Apoptotické
proapoptotické signdly, jsou jimi aktivovany a dale svym Stépenim aktivuji exekutorové
kaspéazy. Kaspazy 8 nebol0 jsou aktivovany po vazbé ligandu na receptory smrti a Gc¢astni
se tak aktivace wvn&j§i drahy apoptézy. Kaspaza 9 je aktivovana po uvolnéni
proapoptotickych signali z mitochondrii a Gc¢astni se tak aktivace vnitini drahy apoptézy.
aktivuji a poté specificky $tépi fadu proteint, které se diky tomu oznacuji jako substraty

smrti. Stdpeni exekutorovymi kaspazami tak odstartuje procesy, které vedou
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k morfologické manifestaci apoptézy a k provedeni programované bunécné smrti (kap.

2.3.5) (Chowdhury et al., 2008).

Zanétlivé kaspazy

kaspaza 1 NH; velka podjednotka CooH

kaspéaza 4 NH2 velka podjednotka o djrgglr?otka COOH

kaspaza 5 NH2 velka podjednotka podjrggfotka COOH
Iniciacni kaspazy

kaspéaza 2 NH velka podjednotka 58 d?;?jlr?otka COOH

] s mala COOH
kaspaza 8 NH:C velka podjednotka podjednotka
: 7 A mala
kaspaza 9 NH velka podjednotka podjednotka COOH
] = - mala
kaspéaza 10 NH; velka podjednotka podjednotka COOH

Exekutorové kaspazy

: 7 : mala

kaspaza 3 NH, velka podjednotka podjednotka COOH
A - - mala

kaspaza 6 NH, velka podjednotka podjednotka COOH
i ; 3 mala

kaspaza 7 NH2-< velké podjednotka podjednotka COOH

Obr. 3. Schéma struktury prokaspaz. Jednotlivé skupiny prokaspaz se li§i pfitomnosti
prodomény. U exekutorovych kaspaz prodoména chybi, u zanétlivych kaspaz prodoménu
predstavuje CARD doména, u iniciacnich kaspaz prodoména obsahuje CARD doménu nebo dvé
DED domény. Upraveno podle (Yazdi et al., 2010).

Exekutorové kaspazy se vyskytuji jako konstitutivni dimery, 1 kdyz nejsou aktivni, 1
jako prokaspazy. Tyto zymogeny jsou aktivovany Stépenim v alesponi jedné molekule
prokaspazy z dimeru. Tato aktivace je poté nevratnd a exekutorova kaspaza Stépi své
substraty, dokud neni odstranéna (degradovana) nebo inhibovéana (napt. proteinem XIAP,
kap. 2.3.3.3) (Riedl and Salvesen, 2007).

Iniciacni kaspazy se naopak vyskytuji ve své neaktivni formé¢ jako monomery a
jsou aktivovany dimerizaci. Bylo ukazano, ze kaspaza 9 potiebuje pro svou aktivaci
podstoupit dimerizaci, nikoli §t€peni (Renatus et al., 2001). Tato aktivace je reverzibilni,
takze systém je citlivy na koncentraci faktorii vyvolavajicich apoptozu. Kaspaza 8 vSak
ziejmé po dimerizaci musi podstoupit nadsledné autokatalytické Stépeni, aby byla plné
aktivovana (Keller et al., 2009). Nutnym piedpokladem aktivace kaspazy 8 je vSak také jeji

dimerizace.
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2.3.3.1 Kaspaza 2

Kaspéza 2 je siln€ konzervovanou kaspazou a jeji exprese byla detekovana v mnoha
tkanich. BohuZzel o jeji funkci dosud nemame pfili§ jasnou ptedstavu, protoze fakta o
kaspaze 2 plati vétSinou pouze pro ur€ity experimentalni systém. Kaspéaza 2 sdili sekven¢ni
homologii s inicidtorovymi kaspdzami, ale jeji enzymova specifita se blizi spiSe
exekutorovym kaspazam. Prokaspaza 2 byla detekovana v cytoplasmé 1 v jadie raznych
bunéénych linii a v nékterych ptipadech i v ER a v Golgiho systému. Byla popsana aktivita
kaspazy 2 pfti stresu ER 1 pii poSkozeni DNA a jeji signalizace vedouci k apoptoze
nasledkem téchto stimula (Cao et al., 2008; Upton et al., 2008). Mysi defektni v genu pro
kaspazu 2 vykazovaly n€které poruchy souvisejici se zrychlenym starnutim a bunécné linie
pochézejici z téchto mysi byly odolnéjsi vici vyvolani apoptdzy nékterymi genotoxickymi
stimuly (Zhang et al., 2007). N¢které bunééné linie mély také porusenou funkci proteinu
p53 (Vakifahmetoglu et al., 2006).

Aktivace kaspazy 2 ziejmé& probihad dimerizaci a naslednym $tépenim podobné jako
u kaspazy 8. CARD doména kaspéazy 2 dovoluje vazbu k riznym adaptorovym proteiniim,
které mohou mit vliv na aktivaci kaspazy 2. Bylo zjiSténo, Ze kaspdza 2 je soucasti
komplexu PIDDosomu, ktery se dale sklad4 z proteinti PIDD (p53-induced protein with a
death domain) a RAIDD (Rip-associated ICH-1 homologous protein with a death domain)
(Tinel and Tschopp, 2004). Aktivace kaspazy 2 timto komplexem ziejmé zprostiedkuje
apoptotickou signalizaci p53 proteinu jako odpovéd na poskozeni DNA. Protein PIDD
pfitom muize existovat ve dvou riiznych formach, které se liSi $tépenim na jeho C-konci.
Jedna ztéchto forem je pfitomna v normalnich bunikach a pii spusténi opravnych
mechanismli DNA, druhé forma je pfitomna pii silném poskozeni DNA, asociuje s RAIDD
a kaspazou 2 a zfejmée signalizuje aktivaci apoptdzy. Bylo také pozorovéno, Ze kaspaza 2 je
soucasti signalizaéniho komplexu TNF receptoru spolu s Ripl a TRADD a také aktivace
kaspazy 2 pii1 apoptoze vyvolané signalizaci tohoto receptoru (Guicciardi et al., 2005).
V jadie byla kaspéaza 2 detekovana jako soucast ¢astic PML-NB (promyelocytic leukaemia
protein nuclear bodies) (Tang et al., 2005). Tyto ¢astice maji vyznam v regulaci mnoha
bunéénych dé&jii, naptiklad apoptdzy nebo reparace DNA. Byla navrzena také role kaspazy
2 vregulaci bunééného cyklu a jako tumor supresor a také role v regulaci opravnych
mechanismi DNA a v udrZeni integrity telomer. V neposledni fad¢ byla pozorovana nizsi
aktivace kaspazy 1 v makrofazich defektnich v genu pro kaspazu 2 (Jesenberger et al.,
2000). Diky tomu lze ptedpokladat, Ze kaspdza 2 by mohla mit vliv na aktivitu

inflamasomu. Soucasny stav znalosti o kaspdze 2 je shrnut v pfehlednych clancich
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(Kitevska et al., 2009; Krumschnabel et al., 2009; Vakifahmetoglu-Norberg and
Zhivotovsky, 2010).

2.3.3.2 Zanétlivé kaspazy

Zanétlivé kaspazy maji vyznam pro pfirozenou imunitu. U ¢lovéka mezi zanétlivé
kaspazy pocitame kaspazu 1, 4, 5 a 12, u mysi kaspazu 1, 11 a 12. Kaspaza 1 (a zftejmé 1
ostatni zanétlivé kaspazy) je aktivovana pomoci proteinového komplexu inflamasomu,
ktery je indukovén diky stimuliim mikrobialniho, chemického nebo endogenniho piivodu.
Inflamasom se sklada ze 3 komponent: z receptoru, adaptorového proteinu a prokaspazy 1.
Receptory, naptiklad proteiny z rodiny NLR, ptenaseji Sirokou Skalu signalti nebezpeci ¢i
poskozeni buniky, neni v§ak znamo, jakym mechanismem. Adaptorovy protein je vétSinou
protein ASC (apoptosis speck-like protein), ktery vaze prokaspazu 1 diky svoji CARD
doméné. Interakce inflamasomu a prokaspdzy 1 vede k jeji dimerizaci a autokatalytickému
Stépeni, vysledkem je aktivni kaspaza 1 (Yazdi et al., 2010). Aktivace kaspazy 1 vede
k produkei cytokini IL-1p 1 IL-18, ¢imz aktivuje zanétlivou odpoved'.

Inhibice kaspazy 1 se déje pomoci proteini COP (CARD only protein), INCA
(inhibitory CARD) 1 a 2 a ICEBERG, které¢ obsahuji CARD doménu. Tyto proteiny se
diky interakci CARD domén vazou na prokaspazu 1 a brani jeji aktivaci. Podobné zfejmé
plusobi 1 kaspaza 12. Protein POP1 a POP2 (pyrin only protein) naopak interaguji
s proteinem ASC a s n¢kterymi NLR, ¢imZ inhibuji sestaveni inflamasomu a tim 1 aktivaci
kaspazy 1 (Yazdi et al., 2010).

Mysi kaspaza 12 a lidskéd kaspaza 4 maji zfejm¢ vyznam v signalizaci apoptdzy
zpusobené stresem ER (vice v kap. 2.3.2.5). Lidska kaspéza 12 mé naopak zfejmé vyznam
v regulaci imunitni odpovédi. Gen pro kaspazu 12 u ¢lovéka obsahuje bodovou mutaci,
ktera generuje stop kodon a produkt tohoto genu obsahuje pouze CARD doménu. Mutace
produkujici inaktivni kaspdzu 12 se ziejmé rozsifila v lidské populaci diky pozitivni
selekci pred 60 000 az 100 000 lety (Xue et al., 2006), gen pro kaspdzu 12 u Simpanze
koduje aktivni enzym (Martinon and Tschopp, 2007). Produktem nemutované¢ho genu u
Cloveka je kaspaza 12 plné délky, ktera je vSak zfejmé enzymaticky neaktivni (Saleh et al.,
2004), tato varianta genu je vSak omezena pouze na Cast populace afrického ptivodu.
Nositelé¢ genu kodujiciho krat$i formu kaspazy 12 jsou odolnéjsi vici sepsi (Saleh et al.,
2004). U mysi bylo také ukazano, ze inaktivace kaspazy 12 vede k efektivnéj$i imunitni
odpovédi na bakteridlni infekci a vétsi odolnosti vici sepsi (LeBlanc et al., 2008; Saleh et
al., 2006). Kaspaza 12, a u ¢lovéka jeji varianta plné délky, tedy zfejmé blokuje aktivaci

kaspéazy 1 a tim i produkci IL-1B. Bylo také ukazano, Ze kaspdza 12 negativné ovliviluje
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imunitni odpovéd’ pomoci drahy NF-xB (Labbe et al., 2010). Naopak byla ukézana
pozitivni role kaspazy 12 v antivirové odpovédi pii infekci West Nile virem (Wang et al.,

2010).

2.3.3.3 Buné¢né inhibitory kaspaz

Aktivace apoptozy je regulovana také pfirozenymi inhibitory kaspaz - rodinou
molekul IAP (Inhibitor of apoptosis protein). Nejznaméj$im zastupcem je XIAP (X-linged
IAP). Tento cytoplasmaticky protein funguje jako GCinny inhibitor apoptdzy. Inhibuje
aktivitu kaspaz 3 a 7 tim, Ze blokuje jejich aktivni misto (Riedl et al., 2001). Dale inhibuje
aktivaci kaspazy 9 tim, Ze brani jeji dimerizaci (Sun et al., 2000). DalSimi zastupci jsou
proteiny cIAP1 a cIAP2. Mechanismus inhibice apoptozy témito proteiny je ziejmé
nepiimy, pfedpoklada se, ze mohou vézat protein Smac/Diablo, ¢imz zvysi poc¢et molekul
XIAP dostupny pro inhibici kaspaz. Dale mohou mit vliv na signalizaci NF-xB a MAP
kinaz nebo posilit ubiquitinylaci kaspaz a tim jejich degradaci (Vaux and Silke, 2005).

Dalsi bunéény inhibitor kaspaz c-Flip (cellular Flice (FADD-like IL-1B-converting
enzyme) inhibitory protein; ma vSak fadu dalSich oznaceni) vykazuje homologii
s kaspazami 8 a 10. Tento protein inhibuje vazbu kaspdz 8 a 10 ke komplexu DISC

signalizujicimu u receptorti smrti a tim brani jejich aktivaci (Rasper et al., 1998).
2.3.4 Mitochondrie a rodina Bcl-2 proteini

Vnitini neboli mitochondrialni draha aktivace apoptdzy je aktivovana fadou stimult
jako je tepelny Sok, ER stres, poskozeni DNA, UV zafeni, nedostatek ristovych faktord,
vliv chemoterapeutik a dalsi (Pradelli et al., 2010). Tyto stimuly vedou k permeabilizaci
vngj$i mitochondridlni membrany a k uvolnéni proapoptotickych faktorti z mitochondrii.
Tato udélost je provdzena ztrdtou mitochondridlniho potencidlu, zastavenim procesu
oxidativni fosforylace a zvySenou tvorbou kyslikovych radikald (Borutaite, 2010).
Mitochondrialni proapoptotické faktory zahrnuji cytochrom c¢, Smac/Diablo (second
mitochondria-derived activator/direct IAP-binding protein with low pl), EndoG,
Omi/Htr2A (high temperature requirement protein 2) a AIF (apoptosis-inducing factor).

Mitochondrie vSak maji SirSi vliv na regulaci bunééné smrti. Kromé& uvolnéni
proapoptotickych faktorli pfi permeabilizaci mitochondridlni membrany mohou vyslat
impulz vedouci ke smrti také ovlivnénim rovnovany cytosolarnich vapnikovych iontd,
mohou produkovat kyslikové nebo dusikové radikély a maji také pfimy vliv na dostupnost

energetickych zdroji (ATP) (Borutaite, 2010).
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Integrita mitochondrii je kontrolovana ¢leny Bcl-2 rodiny. Tyto proteiny sdileji BH
(Bcl-2 homology) domény a maji vyznam v indukci ¢i inhibici apoptdzy. Rodinu Bcl-2
proteini muzeme rozdélit na antiapoptotické cleny (Bcl-2, Bcl-xp, Bcel-w, Mcl-1),
multidoménové proapoptotické ¢leny (Bax, Bak, Bok) a proapoptotické ¢leny obsahujici
pouze BH3 doménu ("BH3-only" proteiny, Bid, Bad, Bim, Bmf, Puma, Noxa, Nbk/Bik).
Bax se nachdzi vcytoplasmé bunék jako neaktivni monomer a po aktivaci
proapoptotickym stimulem podstoupi konformacni zménu a presunuje se do membrany
mitochondrii. Naopak Bak se nachéazi konstitutivné ve vnéjsi mitochondridlni membrané.
Po aktivaci Bax 1 Bak tvofi homooligomery, jejichz formace vede k uvolnéni
proapoptotickych faktorh z mitochondrii. Proapoptoticky stimul je ptenaSen do
mitochondrii pfedev§im pomoci "BH3-only" proteinti, které vazou a aktivuji Bax a Bak
nebo vazou a inaktivuji antiapoptotické ¢leny Bcl-2 rodiny. Aktivace "BH3-only" proteinti
probiha riznymi zptsoby. Cytoplasmaticky protein Bid potiebuje pro svou aktivaci Stépeni
specifickymi protedzami (napi. kaspéaza 8, kaspdza 3, granzyme B, kalpain, kathepsin D),
jehoz produktem je tzv. tBid (truncated Bid). Proteiny Puma a Noxa jsou transkripcné
regulovany proteinem p53 a protein Bim zase faktorem FOXO3A (Pradelli et al., 2010).
Proteiny Bim a Bad jsou aktivovany defosforylaci (Repnik and Turk). Antiapoptoticti
¢lenové mohou tvofit heterodimery s proapoptotickymi ¢leny a tim brani jejich Gc¢inku.
Stabilita mitochondrii je tak zifejmé vysledkem kiehké rovnovdhy mezi pro- a
antiapoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny, tato rovnovéha je naruSena aktivaci "BH3-only"
¢lenti proapoptotickymi stimuly.

Samotné uvolnéni proapoptotickych faktort z mitochondrii se mize odehrat dvéma
mechanismy. Podle jedné teorie Bax a Bak oligomery pfimo vytvofi pory do vnéjsi
mitochondridlni membrany. Podle jiné teorie Bax a Bak pouze umozni otevieni jiz
existujicich pora tvofenych jinymi proteiny. Predpoklada se, ze ve vné€jsi mitochondridlni
membrané existuji kandly, které mohou zplsobit jeji permeabilizaci. Pfikladem je VDAC
(voltage-dependent anion channel), ktery transportuje ATP a ADP. Bylo popséano, ze
VDAC interaguje s ¢leny Bcl-2 rodiny (Kroemer et al., 2007). Existuje také model, podle
n¢hoz dochazi k permeabilizaci obou mitochondridlnich membran pii vytvofeni
proteinového komplexu PTP (permeability transition pore), ktery zahrnuje VDAC ve
vnéjSi membrané, ANT (adenine nucleotide translocase) ve vnitini membrané a
cyklophilin D v matrix mitochondrii. Bylo vSak ukézano, Ze molekuly VDAC a ANT
nejsou nutné pro otevieni porti v mitochondriich, sloZzeni komplexu PTP je tedy stale
nejasné (Borutaite, 2010). Dal$im moznym mechanismem permeabilizace mitochondrii je

tvorba kandli diky sfingolipidu ceramidu (Siskind, 2005). Ceramidy mohou byt
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generovany neutralni sfingomyelinazou, kterd je aktivovana TNF receptorem 1 (Philipp et
al., 2010).

Uvolnéni cytochromu c¢ zprostoru mezi vn&j§i a vnitini membranou je
komplikovano faktem, Ze velkd c¢ast cytochromu c je zde asociovana v komplexu
s kardiolipinem, coz je lipid vnitini mitochondridlni membrany. Po peroxidaci kardiolipinu
ptisobenim ROS je cytochrom ¢ z komplexu uvolnén (Repnik and Turk). Cytochrom c se
také nachazi v zahybech mitochondridlnich krist, které jsou od vnéjsiho prostoru oddéleny
komplexem proteinit Opal (optic atrophy type 1). Kremodelaci krist a uvolnéni
cytochromu ¢ dojde po interakci Opal a proteni Bax ¢i Bak (Yamaguchi et al., 2008).
Cytochrom c se mizZe vyskytovat v oxidované a redukované formé, pficemz fyziologicky
je prevaznd Cast cytochromu ¢ v mitochondriich v oxidované formé. Existuji konfliktni
data ukazujici, Ze proapoptoticky U¢inek ma pouze oxidovand forma nebo ob& formy
cytochromu c (Borutaite, 2010). Cytochrom c také po uvolnéni z mitochondrii zptisobuje
oxidaci lipidu fosfatidylserinu, ktery je poté translokovan z vnitinitho do vnéjSiho listu
cytoplasmatické membrany a plsobi zde jako signal pro fagocytdézu apoptotickych bunck
(Bayir et al., 2006).

Morfologie mitochondrii se pii apoptdze drasticky méni. Pfi uvolnéni cytochromu ¢
byl pozorovan rozpad sitovité struktury mitochondrii a vysledkem byly malé bodovité
mitochondrie (Lee et al., 2004). Proteiny Bax a Bak vSak mohou zpisobit rozpad
mitochondrii i bez uvolnéni cytochromu c a bez probihajici apoptézy (Sheridan et al.,
2008). Také bylo pozorovano uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii bez morfologickych
zmén (Sheridan et al., 2008). Bylo zméfeno, Ze morfologicky rozpad mitochondrii nastava
nasledn¢ asi 10 minut po uvolnéni cytochromu c¢ (Arnoult et al., 2005). Rozpad
mitochondrii je zfejmé néasledkem permeabilizace mitochondridlni membrany a udalosti
s ni spojenych a zfejmé nehraje v signalizaci apoptozy dilezitou roli. Naopak se zda, Ze
proteiny Bcl-2 rodiny jsou dulezité pro morfologii a dynamiku mitochondrii (Sheridan and
Martin, 2010).

Z mitochondrii je wuvolilovana fada proapoptotickych proteind, napftiklad
Smac/Diablo. Tento protein se vaZze na inhibitor kaspaz XIAP a dalsi ¢leny rodiny IAP a
tim uvoliiuje jiz inhibované kaspazy a umoziuje jejich aktivitu (Verhagen and Vaux,
2002). Podobné funguje také serinova protedza Omi/HtrA2. Kromé& vazby a degradace
¢lenti rodiny IAP muiZe zfejmé tato proteaza plsobit proapoptoticky 1 diky své protedzové
aktivité. Je vSak zndmo jen malo substratl podléhajicich §té€peni touto protedzou (Hail et
al., 2006). Proteiny IAP rodiny jsou zifejmé inhibovany fadou dalSich faktorti

uvoliiovanych z mitochondrii (Verhagen et al., 2007).
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EndoG je endonukledza, ktera je po uvolnéni z mitochondrii translokovana do jadra
a indukuje zde fragmentaci DNA. Protein AIF funguje podobné, v jadie tvoii komplex
spolu s proteiny EndoG a Cyklophilin A. Tento komplex degraduje DNA nezévisle na
aktivaci kaspaz (Cande et al., 2004). M4 se za to, Ze tyto proteiny uvolnéné z mitochondrii

mohou zpiisobit programovanou bunécnou smrt nezévisle na kaspazach.

2.3.5 Substraty smrti

Mezi substraty smrti patii cytoskeletarni a jaderné proteiny, které jsou kritické pro
udrZeni struktury buniky, déle enzymy ucastnici se metabolismu a oprav poSkozenych
struktur (napt. DNA), reguldtory bunécného cyklu a dalsi. Znamé cile exekutorovych
kaspaz jsou naptiklad cytoskeletarni proteiny jako aktin nebo keratiny a jaderné laminy,
enzymy ucastnici se syntézy a oprav DNA jako topoisomerazy nebo PARP (poly (ADP-
ribose polymerase), signaliza¢ni proteiny jako IkB-a, rizné kinazy, fosfolipdza A2.
Stépeni a dezintegrace cytoskeletu zptisobuje zakulacovani bunék a zanik jejich adheze.
Cytoskelet je naruSen také Stépenim gelsolinu, proteinu, ktery se vdze na aktinova vldkna a
zpisobuje jejich zlomy. Stpeni kaspazami generuje konstitutivnd aktivni fragment
gelsolinu. Degradace laminii ve vysledku zpisobi kondenzaci chromatinu a fragmentaci
jadra (Alenzi et al., 2010). Pfimy vliv na pribéh apoptdzy ma Stépeni antiapoptotickych
¢lent Bcl-2 rodiny nebo §tépeni inhibitoru kaspazami aktivované DNazy (CAD, caspase-
activated DNase), kterd poté Stépi chromosomalni DNA mezi nukleosomy (Enari et al.,
1998).

PARP je jaderny enzym, ktery signalizuje poSkozeni DNA syntézou polyadenylati,
pii¢emz pouziva jako substrat NAD'. PARP je §tépen exekutorovymi kaspazami, ¢imz je
zfejm¢ urychlena apoptoticka fragmentace a kondenzace DNA. Ptredpoklada se také, Ze
inaktivaci PARP $t&penim kaspazami je cilené zabranéno spotfebovani NAD' a potazmo
ATP. Tim je zachovan dostatek energetickych zdrojti pro dokonceni apoptdzy (Herceg and

Wang, 2001).
2.3.6 VACY proteiny, které inhibuji apoptozu

VACV inhibuje vngjsi drahu apoptozy diky ireverzibilni inhibici kaspazy 8
proteinem SPI-2 (produkt genu B13R, homolog proteinu CrmA cowpox viru). Tento
protein plsobi také jako ucinny inhibitor kaspazy 1 a protedzy Granzyme B (Dobbelstein
and Shenk, 1996; Macen et al., 1998; Turner et al., 2000). Mitochondrialni draha aktivace
apoptozy je inhibovana VACV proteiny FIL a NIL. Protein F1L je lokalizovan

v mitochondriich, kde vaZe a inhibuje proapoptotické ¢leny Bcl-2 rodiny Bim, Bax a Bak.
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Bréani tak zméndm permeability mitochondridlni membrany a uvolnéni proapoptotickych
faktori z mitochondrii (Stewart et al., 2005; Taylor et al., 2006; Wasilenko et al., 2005).
F1L vS8ak také piimo inhibuje kaspdzu 9 (Zhai et al., 2010). VACV protein N1L ma
sekundarni a terciarni strukturu podobnou Bcl-2 proteiniim, pfestoze postradd sekvencni
homologii s Bcl-2 rodinou. Tento protein interaguje s proapoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny
- Bid, Bad, Bak a Bax (Cooray et al., 2007). Byl popsan také VACV protein GAAP (Golgi
anti-apoptotic protein), ktery je lokalizovan v Golgiho systému a ma vyznam pro inhibici
apoptozy infikovanych bunék. VACV bez tohoto genu mé in vivo niz8i virulenci.
Homology GAAP byly nalezeny také u tfady eukaryotickych organismi (Gubser et al.,
2007). Apoptoze infikovanych bunék brani také proteiny E31 a K3L popsané vyse a

nepiimo také dalsi proteiny interagujici s imunitnim systémem hostitele (kap. 2.1.3).

2.4 Vliv typu bunééné smrti na regulaci imunitni odpovédi

Donedavna se ptedpokladalo, Ze nekrdza vyvolava zanétlivou imunitni odpovéd’,
zatimco apoptoza jako jako fyziologicky typ bunééné smrti navozuje toleranci imunitniho
systému (Majai et al., 2006). Ukazuje se vSak, ze apoptéza muze také vést k imunitni
odpovédi, zatimco nekrotické buniky mohou byt méné imunogenni neZ apoptotické (Green
et al., 2009; Zitvogel et al., 2004). Imunogenita umirajicich bun¢k je tedy urcena spise
pfitomnosti specifickych signalii nebezpeci nez pouhym typem bunééné smrti (Galluzzi et
al., 2007). Pfi¢iny navozeni imunitni odpovédi nebo tolerance antigenem jsou piitom
kli¢ovou otazkou imunologie.

Reakce imunitniho systému na umirajici buiikky mize zaviset na mnoha faktorech.
Jednim z faktori je misto, na kterém se umirajici buniky nachézeji, a jejich nasledujici
osud. Buiikky na povrchu téla jsou obvykle po smrti odvrZzeny bez reakce imunitniho
systému, naptiklad buiiky ktize nebo sliznice stieva. Naopak umirajici buiky, které jsou
fagocytovany antigen-prezentujicimi bunkami, maji potencidl vyvolat imunitni reakci.
Navozeni imunitni reakce ¢i tolerance ziejmé zavisi také na cesté piijeti antigenu do
organismu. Intravendézni aplikace apoptotickych bun¢k navodi toleranci, zatimco
subkutanni aplikace téchto bun€k navodi imunitni odpovéd’. Intravendzni aplikace
antigenu vede k lokalizaci tohoto antigenu ve sleziné, ktera je dilezitym tolerogennim
organem. Oproti tomu aplikace antigenu intradermélné vede k fagocytéze antigenu
koznimi dendritickymi bumnikami, které poté vycestuji do miznich uzlin a zde navodi

imunitni reakci (Green et al., 2009).

40



Predpoklada se, Ze buniky umirajici za stresovych podminek prezentuji takzvané
signaly nebezpeci (DAMPs, danger-associated molecular patterns), které podobné jako
signaly asociované s patogeny (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns)
vyvolavaji imunitni odpoveéd’ po vazbé na receptory bun¢k imunitniho systému.

Znamym signalem nebezpeci (DAMP) je epozice kalretikulinu na povrchu
apoptotickych bun¢k. Kalretikulin je protein normélné se vyskytujici v ER, kde funguje
jako chaperon. Jeho lokalizace na povrchu bun¢k funguje jako signal pro fagocytozu
apoptotickych télisek dendritickymi buitkami (Obeid et al., 2007). Expozice kalretikulinu
je doprovéazena expozici dalSiho proteinu pochazejiciho z ER, ERp57, ktery je také nutny
pro imunogenitu apoptotickych bun€k (Panaretakis et al., 2008).

K expozici kalretikulinu vede signalni draha, ktera ziejmé za¢in4 stresem ER a Ca®’
signalizaci. Diky tomu ER kindza PERK zprostiedkuje fostorylaci elF2a, coz vede
k zastaveni proteosyntézy. Dal§im faktorem dileZitym pro tranlokaci kalretikulinu je
aktivita kaspazy 8, kterd je zieyjm¢ zajiSténa degradaci c-Flip diky bloku proteosyntézy.
Nepostradatelna je také anterogradni drdha transportu proteinli z ER ptes Golgiho systém
(Galluzzi et al., 2010).

Druhym signdlem posilujicim imunitni odpovéd’ je uvolnéni proteinu HMGBI1
(high mobility group B1) zjader umirajicich bunék do extraceluldrniho prostoru. Tento
protein je vjadie navazan na DNA a slouzi ke stabilizaci nukleosoml. Po uvolnéni
z umirajici buiiky se protein HMGB1 se vaZe na receptor TLR4 dendritickych bungk, kde
posiluje prezentaci antigenii (Apetoh et al., 2007). Dal$im faktorem zvySujicim
imunogenitu umirajicich bunék je uvolnéni ATP, které se mlZe vazat na receptory P2X7
na povrchu dendritickych bunék, jehoz signalizace vede k aktivaci inflamasomu
(Ghiringhelli et al., 2009). Dal$imi popsanymi DAMPs jsou napiiklad proteiny tepelného
Soku (Hsp), RNA ¢i DNA uvolnéna zbuiky a také kyselina mocova, kterd
v extracelularnim prostiedi tvoii mikrokrystalky sodné soli (Kepp et al., 2009b; Kono and

Rock, 2008).

2.5 Transglutaminaza 2

Transglutaminazy jsou enzymy, které katalyzuji kovalentni proteinova propojeni
diky transamidaci glutaminovych a lysinovych zbytkl a vytvéfi tak y-glutamyl-g-lysinové

mustky. Existuje 8 transglutaminéz, a to transglutaminaza 1 - 7 a FXIII. Faktor FXIII ma
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roli v krevni koagulaci, ostatni transglutaminazy maji vétSinou tkanové specifické funkce
nebo jsou jejich funkce nejasné (Elli et al., 2009).

Transglutamindza 2 neboli tkanova transglutaminaza je enzym piitomny ve vSech
tkanich a na mnoha mistech buniky — v cytoplasmé, v jadie, na cytoplasmatické membrané
1 v extracelularnim prostoru. Transglutamindzova aktivita tohoto enzymu je aktivovédna
vy§§i hladinou Ca”". Transglutamindza 2 viak miiZe fungovat také jako G protein a podili
se tak napfiklad na signalizaci bun&tného cyklu. MiZe mit také aktivitu disulfid
izomerazy, piedpoklada se, Ze vytvaii disulfidové mistky v mitochondrialnich proteinech.
Dalsi pozorované aktivity tohoto enzymu jsou kinazovéa aktivita a DNazova aktivita.
V extracelularnim prostoru miize transglutamindza vytvafet spojeni mezi buiikkou a
fibronektinem, integriny a syndekanem a zprostifedkuje tak signalizaci mezi mezibunécnou
hmotou a butikou (shrnuto v (Elli et al., 2009; Park et al., 2010)).

Samotna transglutaminazova aktivita tohoto enzymu je aktivovana vysokou
hladinou Ca®" (vice nez 0,5 mM) a nizkou hladinou GTP (a s nim provazanou vy
hladinou GDP). Proto je transglutamindzova aktivita za bé&Znych podminek v bufice
inhibovana a transglutamindza funguje diky vyssi hladin€ GTP jako signaliza¢ni G protein.
Pti stresu (naptiklad produkcei kyslikovych radikalit) a apoptéze dochézi ke zvySeni hladiny
Ca”" a sniZeni hladiny GTP v buiice a transglutaminaza poté propojuje proteiny. M4 se za
to, Ze jeji aktivita prispiva ke kompaktnimu uspotadani bunééného obsahu a ke kondenzaci
jader pfi apoptoze. Jeji aktivita a vysledné provazané proteiny byly také ukazany pfi
nekrotické smrti nasledkem stresu (Nicholas et al., 2003). Transglutamindzovéa aktivita je
také aktivovana v extracelularnim prostoru, kde transglutaminéaza piispiva k remodelaci a
stabilizaci mezibunécné hmoty.

Transglutaminaza tedy miiZe mit proapoptotickou i antiapoptotickou tlohu. V jadre
transglutamindza interaguje s proteinem Rb (Retinoblastoma) a svoji kindzovou aktivitou
jej udrzuje ve fosforylovaném stavu, kdy funguje jako supresor apoptdzy (Milakovic et al.,
2004). Dalsi antiapoptoticka uloha transglutamindzy spoc¢iva ve stabilizaci kontakti mezi
butkou a mezibunéénou hmotou. Proapoptotickou roli hraje transglutaminidza pouze
v cytosolu ,je-li aktivovana vyssi hladinou Ca®" pii stresu.

Rizné aktivity transglutamindzy tak hraji roli vregulaci apoptodzy, signalni
transdukci, regulaci zdnétu 1 bunééného cyklu. U mysi defektnich v genu transglutaminazy
byla pozorovana nedokonald fagocyt6za apoptotickych buné€k, neni ale Uplné jasné, se

kterou z popsanych aktivit transglutaminazy tento defekt souvisi (Szondy et al., 2003).
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3. HYPOTEZY A CiLE PRACE

Obecné se predpoklada, Ze vétSina bunéénych typt infikovanych VACV podléha
lyze a tedy nekrotické smrti. Vzhledem k pfedchozim vysledkiim nasi laboratote, které
ukazovaly aktivaci kaspaz v buikdch HeLLa G 1 BSC-40 infikovanych VACV (Kalbacova,
2003; Kalbacova et al., 2008), nas zajimalo, zda bude typ bunécné smrti pii infekci téchto
bunék i pfi podrobnégjsi analyze skutecné nekroticky. Rozhodli jsme se tedy analyzovat typ
bunécné smrti téchto bun€k i v pozdéjsich ¢asech po infekci, kdy se infikované bunky jiz
obvykle nesleduji. Chtéli jsme také bliZze charakterizovat totoZnost kaspaz, které se jevily
jako aktivované v infikovanych buiikach, a také analyzovat, zda jsou tyto kaspazy skutecné
aktivni.

Postupnad infekce dvéma VACV, které exprimuji dva rizné fluorescencni proteiny,
se jevi jako 1deélni nastroj ke sledovani bloku superinfekce VACV. Rozhodli jsme se proto
vytvofit rekombinantni viry exprimujici proteiny DsRed a EGFP, pfi€¢emzZ vytvoteni WR-
EGFP bylo soucasti diplomové prace Richarda Honnera. Blok superinfekce byl jiz dfive u
VACV popsan (Christen et al.,, 1990). My jsme vSak hodlali na zdklad¢ ptedbéznych
vysledkt (Melkova and Esteban, 1995) tyto rekombinantni viry vyuzit pro analyzu bloku

superinfekce jinym pfistupem nez ve zminéné praci.

Cile prace:
1. Morfologicky charakterizovat typ bunécné smrti v buitkach HeLa G a BSC-40
infikovanych VACV kmene Western Reserve.

2. Stanovit aktivaci a aktivitu kaspaz, ptipadné dalSich protedz v bunikach HeLa G a
BSC-40 infikovanych VACV kmene Western Reserve a urcit totoznost téchto

kaspaz ¢i jinych protedz.

3. Charakterizovat typ bunééné smrti v buitkdch HeLa G a BSC-40 infikovanych

VACYV kmeny Dryvax a Praha ve srovnani s kmenem Western Reserve.

4. Vytvoftit rekombinantni VACV kmene WR exprimujici DsRed pod ¢asné-pozdnim
promotorem p7.5 (WR-DsRed).

5. Ovéfit moznost superinfekce bunék BSC-40 infikovanych VACV pomoci
rekombinantnich virt WR-DsRed a WR-EGFP
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Bézné chemikalie byly od firem Sigma nebo Penta. Specifikace dalSich chemikalii

je u popisu jednotlivych metod.
4.1.2 Hmotnostni standardy

Jako hmotnostni standard pro SDS-PAGE byl pouzit PageRuler Prestained Protein
Ladder (Fermentas). Jako hmotnostni standard pro elektroforézu DNA byl pouzit
GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Fermentas).

4.1.3 Roztoky

Slozeni béznych roztoka je uvedeno nize. Slozeni dalSich roztokidi je u popisu
jednotlivych metod. Pti piipravé roztokl byly chemikélie rozpustény v Milli-Q H,O, 10x
nebo 20x koncentrované roztoky byly v pfipadé potieby fedény Milli-Q H,O.
10x PBS: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO,, 0,24 g KH,PO,4 do 100 ml, autoklavovat.

10x TBE: 10,8 g Tris, 5,5 g H;BOs, 1,48 g EDTA.2Na".2H,0 do 100 ml.

TE: 1 ml roztoku 1M Tris (pH = 8), 200 ul roztoku 0,5 M EDTA (pH = 8) do 100 ml,

autoklavovat.

20x SSC: 87,66 g NaCl, 44,12 g Na' citrat.2H,O do 500 ml.

IM Tris: 12,11 g Tris do 100 ml, ptipadné upravit pH, autoklavovat.

0,5 M EDTA (pH = 8): 18,61 g EDTA.2Na".2H,0 do 100 ml, pH upravit pevnym NaOH,

autoklavovat.
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4.1.4 Bunécné linie

Epitelialni bunécné linie HeLa G (lidsky cervikalni karcinom) a BSC-40 (ledvinny
epitel kockodana zeleného, Chlorocebus sabaeus) byly kultivovany v médiu DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, PAA Laboratories) s obsahem glukézy 4,5 g/l,
glutaminem, pyruvatem a spfidavkem 10 % NCS (neonatidlni teleci sérum,
Gibco/Invitrogen) inaktivovaného pii 65 °C, penicilinu (10° U/l) a streptomycinu (100
mg/l). Bunécnd linie 143 TK" (lidsky osteosarkom) byla kultivovana v médiu DMEM s
obsahem glukozy 4,5 g/l, glutaminem, pyruvatem a s ptidavkem 10 % FBS (fetalni bovinni
sérum, Gibco/Invitrogen) inaktivovaného pii 65 °C, penicilinu (10° U/l) a streptomycinu

(100 mg/1). Kultivacni podminky v inkubatoru byly 37 °C, 5% CO, a 95% vlhkost.

4.1.5 Viry

V pokusech byl pouzit virus vakcinie (VACV), a to kmeny Western Reserve,
Dryvax a Praha. Byl pouzit jak divoky typ kmene Western Reserve (wt-WR), tak nékolik
jeho rekombinant. VSechny pouZité rekombinanty byly pfipraveny homologni rekombinaci
do thymidin kindzového genu viru. Pfiprava viru exprimujiciho cerveny fluorescencni
protein pod ¢asné-pozdnim VACV promotorem p7.5 (WR-DsRed) je popsana v této praci,
ostatni rekombinantni viry byly pfipraveny obdobnym zplisobem diive. Jednd se o
rekombinanty exprimujici Bel-2 (WR-Bcl2), luciferazu (WR-LUC), a iNOS (WR-NOS)
pod ¢asné-pozdnim VACV promotorem p7.5, o rekombinanty exprimujici chloramfenikol
acetyltransferazu (WR-CAT/I), Bcl2 (WR-Bcl2/T) a dsRNA dependentni protein kinazu
(WR-PKR/T) pod pozdnim IPTG-inducibilnim VACV promotorem p4b a o rekombinantu
exprimujici luciferazu (WR-LUC L) pod pozdnim VACV promotorem p4b. Pfiprava
rekombinanty exprimujici EGFP (WR-EGFP) pod ¢asné-pozdnim promotorem p7.5 byla
soucasti diplomové prace Richarda Honnera (Honner, 2007; Liskova et al., 2011).
Rekombinanty kmene WR, jejich plivod a rekombinacni plasmidy jsou shrnuty v tabulce 1.

U vakcinac¢nich kmend Dryvax (D) a Praha (P) byly pouzity plakové izolaty
svysokou (P13 a D50) a nizkou (P20 a D32) virulenci laskavé poskytnuté Dr.
Némeckovou (Kutinova et al., 1996; Kutinova et al., 1995).

Vsechny viry byly pomnozeny v buitkach BSC-40. Hruby extrakt vird byl
pfipraven resuspendovanim infikovanych bunék v DMEM, tfemi cykly zmraZeni,
rozmrazeni a sonikace a naslednou centrifugaci bunéénych zbytkd. Tyto hrubé extrakty
byly pouzity pro vétSinu pokusti, neni-li uvedeno jinak. Kmeny Dryvax a Praha a kontrolni

WR-LUC byly dale purifikovany sedimentaci na sachar6zovém gradientu (Joklik, 1962).
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Purifikaci virti pouzitych v této praci provedla Jarmila Knitlova. Titr vSech virt byl

stanoven desitkovym sériovym fedénim a plakovym esejem na buitkach BSC-40.

Tab. 1. Pouzité rekombinanty VACV kmene Western Reserve (WR)

virus romotor romotor lasmid . .

b, VACVIinducibilni i puved rekombinanty
wt-WR - - - divoky typ
WR-LUC p7.5 VACV ¢asné/pozdni pSC11 (Rodriguez et al., 1988)
WR-LUC L p4b VACV pozdni pPR15 (Rodriguez and Smith, 1990)
WR-Bcl2/| p4b VACV pozdni, IPTG pPR35 (Lee et al., 1993)
WR-Bcl2 p7.5 VACV ¢asné/pozdni pSC11 (Humlova et al., 2002)
WR-CAT/I p4b VACV pozdni, IPTG pPR35 (Lee et al., 1993)
WR-NOS p7.5 VACV ¢asné/pozdni pSC11 (Fujikura et al., 2009)
WR-PKR/I p4b VACV pozdni, IPTG pPR35 (Lee et al., 1997)
WR-EGFP p7.5 VACV ¢asné/pozdni pSC11 | (Honner, 2007; Liskova et al., 2011)
WR-DsRed p7.5 VACV ¢&asné/pozdni pSC11 (Liskova et al., 2011)
4.2 Metody

4.2.1 Infekce bunék

Buiiky byly vysety 24 hodin pred infekci na 35 mm misky v hustoté 1,5 x 10°, na
24-jamkové desti¢ky v hustot& 0,3 x 10° na jamku, na 12-jamkové desticky v hustoté 0,6 x
10° nebo na 96-jamkové desticky v hustoté 0,05 x 10° bundk na jamku. Pfed infekci byly
buiiky oplachnuty kultivatnim médiem bez séra. K buitkkdm bylo ptiddno virové inokulum
v malém objemu média bez séra o multiplicité infekce 2 nebo 5 PFU/buiika (neni-li
uvedeno jinak) a adsorpce viru probihala v obvyklych kultiva¢nich podminkach 1 hodinu.
Pti adsorpci bylo destickou kyvano kazdych 10 minut pro lepsi distribuci viru. Po adsorpci
bylo virové inokulum vyménéno za kultivaéni médium s obsahem 2 % NCS a infikované
bunky byly dale kultivovany v inkubatoru. V kazdém pokusu byly piitomny také
neinfikované kontroly (oznacené "neinf."), se kterymi bylo zachizeno stejné jako
s infikovanymi vzorky, pouze k nim misto virového inokula bylo pfidano ¢ist¢ DMEM. Pti
infekei virem s rekombinantnim genem pod IPTG-inducibilnim promotorem p4b (viry
WR-CAT/I, WR-Bcl2/1 a WR-PKR/I) bylo do virového inokula i média po infekci ptidano
IPTG (findlni koncentrace 1,5 mM), stejn€ tak k neinfikovanym kontrolam (oznacené
"neinf./I"). Pfi infekci virem WR-NOS exprimujicim inducibilni NO syntazu (WR-NOS)
byl do virového inokula i média po infekei pfidan arginin (findlni koncentrace 1 mM). Ve
stanovenych intervalech byly infikované buiiky a neinfikované kontroly sklizeny a dale

zpracovany.
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Pro sniméani mitochondrii konfokalni mikroskopii byly buitkky BSC-40 infikovany
virem WR-LUC o multiplicité infekce 5 PFU/burika po dobu 6 hodin

4.2.2 Superinfekce bunék

Pro vétSinu experimentii byly pouzity buniky ve 24-jamkovych destickach, pouze
pro konfokalni mikroskopii byly pouZity buiky ve 35 mm miskach se sklenénym dnem
(Glass Bottom Culture Dish, MatTek Corporation). Prvni infekce bunék o multiplicité 5
byla provedena virem WR-DsRed podle standardniho postupu. Superinfekce (druha
infekce) jiz jednou infikovanych bunék byla provedena v intervalech 2, 4, 6, 8, 10 hodin po
prvni infekci. Pfi druhé infekci virem ER-EGFP bylo médium z bun€k odsato opatrné
pipetou a ptidano virové inokulum v médiu bez séra o multiplicité infekce 5. Buiiky byly
inkubovany v inkubatoru 1 hodinu s kyvanim kultiva¢ni desticky kazdych 10 minut. Poté
bylo virové inokulum opatrné odsato pipetou a pfidano médium s 2% NCS. Bunky byly
dale kultivovany po urceny ¢as a poté byly hodnoceny mikroskopem ptimo v desti¢kach
nebo miskach bez dalSich zéasahii, nebo byly sklizeny pasédzovanim trypsinem (0,25%

trypsin, 0,05% EDTA v PBS) pro analyzu pritokovou cytometrii.

4.2.3 Stanoveni titru viru

Titr vird byl stanoven desitkovym sériovym fedénim a plakovym esejem na
bunkach BSC-40. Infikované bunky byly ve stanovenych intervalech sklizeny pipetovanim
v celém objemu kultivatniho média a lyzovany tfemi cykly zmrazeni, rozmrazeni a
sonikace. Lyzaty byly nafedény desitkovym sériovym fedénim a vzdy se tfemi nejvice
ziedénymi alikvoty kazdého vzorku byl proveden standardni postup infekce na 12-
jamkovych destickach. Infikované desticky byly kultivovany ve 2%NCS-DMEM 36 hodin,
poté byly buiiky zafixovany 4% paraformaldehydem v PBS a obarveny 1% roztokem
krystalové violeti v PBS. Byl stanoven pocet virovych plakl pro kazdy vzorek a titr byl
vypocitan jako pocet PFU/ml.

4.2.4 Pritokova cytometrie

Cast experimentii (kapitoly 5.1.1.2, 5.1.1.5, 5.1.3.2, 5.2.1) byla zméfena pomoci
pratokového cytometru FACScan (Becton Dickinson) s argonovym laserem emitujicim pti
488 nm a se tfemi detektory a pomoci programu CellQuest (Becton Dickinson). Data
uvedend v této praci byla mefena v kanale FL1 (535 nm) a FL2 (580 nm). Ziskanéd data
byla vyhodnocena v programu WinMDi v2.8 (Joseph Trotter, The Scripps Research
Institute). Dalsi ¢ast experimentt (kapitoly 5.1.1.4, 5.2.2.2) byla zméfena pomoci
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priatokového cytometru FACSCantoll (Becton Dickinson) se tfemi lasery a osmi detektory.
Data uvedena v této praci byla méfena v kanalech FL1 (530 nm) a FL2 (585 nm) pii
excitaci modrym laserem (488 nm). Ziskani 1 vyhodnoceni dat probihalo v programu BD
FACSDiva 6.0 (Becton Dickinson).

Buniky byly pro méfeni resuspendovany pipetovanim, pipetovanim s ptidavkem
EDTA nebo pasazovanim trypsinem, jak je uvedeno u jednotlivych metod.Vzdy bylo
méieno 10 000 nebo 20 000 castic, tak, aby castic odpovidajicich celym buiikdm bylo
naméfeno alespont 5 000. Pfi analyze namétfenych dat byly vZdy hodnoceny castice

odpovidajici celym buiikdm.
4.2.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Buniky byly zobrazovany piimo v kultivacnich destickdch pomoci invertovaného
fluorescen¢niho mikroskopu Olympus IX-70 a CCD kamery Cohu 4912 se softwarem
LUCIA 4.6 (Laboratory Imaging Ltd., Czech Republic). Morfologie bunék byla hodnocena
pomoci fazového kontrastu. Barveni DNA pomoci Hoechst 33342 bylo pozorovano v UV
kanalu, zelena fluorescence EGFP a CaspACE™ byla pozorovana pomoci modrého filtru
(515 nm), ervena fluorescence PhiPhiLux®-G,D, a PI byla pozorovana pomoci zeleného
filtru (590 nm). VSechny prezentované i analyzované obrazky byly ziskany pfi originalnim

zvétSeni 100x.

4.2.6 Obrazova analyza

Fluorescence bun¢k byla vyhodnocena obrazovou analyzou pomoci programu NIS-
Elements AR 3.0 (Nikon). Plocha se silnou a slabou fluorescenci nebo celkovou
fluorescenci daného indikatoru byla v celém obrazku vymezena od pozadi na zakladé¢
intenzity. Poté byla tato plocha zméfena a vyjadiena v poctu pixelid. Byla hodnocena
plocha slabé (normalni jadra) a silné¢ (apoptotickd jadra) modré fluorescence Hoechst
33342, slabé a silné Cervené fluorescence PI a zelené fluorescence EGFP. Procento
Hoechst-pozitivnich (apoptotickych) jader bylo vyjadieno jako procento z plochy vsech
jader (100%). Procento plochy silné a slabé cervené fluorescence PI a procento plochy
zelené fluorescence EGFP bylo rovnéz vztazeno k ploSe vSech jader (100%). Pro kazdy
parametr byly do analyzy zahrnuty nejméné tii experimenty a v kazdém experimentu byly
hodnoceny nejméné dvé fotografie kazdého vzorku z odlisSnych mist jamky v kultivaéni

desti¢ce. Rozdily mezi jednotlivymi obrazky byly charakterizovany pomoci S.E.M.
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4.2.7 Konfokalni mikroskopie

Pro kultivaci bun¢k pro konfokalni mikroskopii byly pouzity 3,5 mm misky se
sklenénym dnem (Glass Bottom Culture Dish, MatTek Corporation). Byl pouzit konfokalni
mikroskop Bio-Rad Radiance 2100 a Lasersharp 2000 software. Tato méfeni byla
provedena béhem staze v Madridu v laboratofi prof. Mariano Estebana (Cellular and
Molecular Biology Department, Centro Nacional de Biotecnologia, Universidad Autonoma
de Madrid) v obdobi zafi - fijen 2007.

Superinfekce byla provedena standardnim postupem na buitkich BSC-40.
Infikované bunky byly snimany bez dalSich z&sahli pfimo v kultivacnich miskach pfi
origindlnim zvétSeni 62,5x. Pro kvantitativni vyhodnoceni moznosti superinfekce byly na
obrazcich pocitany buniky obsahujici pouze Cervenou, pouze zelenou nebo cervenou i
zelenou fluorescenci. Pro kazdy interval superinfekce bylo hodnoceno tolik obrazku, aby
bylo ziskéno alespoii 500 bun¢k. Poté bylo pro kazdy interval superinfekce vypocitano
procento zelenych bun¢k ze vSech bunck (G), Cervenych bunck ze vSech bunck (R) a
procento bunék obsahujicich ¢ervenou i zelenou fluorescenci ze vSech cervenych bunék
(RG/R). Rozdily mezi jednotlivymi obrazky byly charakterizovany pomoci S.E.M.

Snimani mitochondrii bylo provedeno pifimo v kultivaénich miskach (pfi
originalnim zvétSeni 125x) po barveni NAO (pfidano do média ve finalni koncentraci 500
nM po dobu 20 minut, Molecular Probes), jako morfologicka kontrola bylo pfidano FCCP
(findlni koncentrace 1 uM, ptidano spolu s NAO, Sigma).

4.2.8 Western blot

SDS-PAGE a western blot byly provedeny podle standardnich publikovanych
postuptl (Harlow and Lane, 1988; Laemmli, 1970) a podle navodu vyrobce aparatury. Pro
ptfipravu polyakrylamidovych geld byl pouzit 30% roztok akrylamidu a N, N'-
methylenbisakrylamidu v poméru 37,5:1 (Serva Electrophoresis). Separac¢ni gel (8 nebo
10%) dale obsahoval 5x koncentrovany pufr A (1,875 M Tris.HCl, 0,5% SDS, pH = 8,8),
2,7% glycerol, 0,07% TEMED (Sigma), 0,14% persiran amonny (Sigma). Zaostfovaci gel
(4,1%) dale obsahoval 5x koncentrovany pufr B (0,625 M Tris.HCI, 0,5 % SDS, pH = 6,8),
0,15% TEMED, 0,5% persiran amonny. Pro elektroforézu byl pouzit Tris-glycinovy pufr
(10x koncentrovany: 30,3 g Tris, 144,1 g glycinu, do 1000 ml) s 1% SDS. Pro ptipravu
gell a elektroforézu byla pouzita aparatura Mini-Protean 3 (BioRad), pro pfenos proteint
na nitrocelulosovou membranu (BioRad) byla pouzita aparatura Trans-Blot Semi-Dry

Electrophoretic Transfer Cell (BioRad).
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Buniky byly sklizeny pipetovanim, promyty PBS, lyzovany v denaturujicim
vzorkovém pufru podle Laemliho (62,5 mM Tris.HCI pH = 6,8, 5% B-merkaptoethanol,
2% SDS, 10% glycerol, 0,005% bromfenolova modt). Vzorky byly denaturovany varem 3
minuty, rychle zchlazeny, centrifugovdny 6 minut pfi maximalnich otackach a
bezprostiedné naneseny na gel. Standardizace mnozZstvi vzorku byla na pocet bunék.
Proteiny byly rozdéleny na 8% polyakrylamidovém gelu pro analyzu PARP a na 10%
polyakrylamidovém gelu pro analyzu ostatnich proteinii. Po pfeneseni vzorkdi na
membranu (45 mA/gel po dobu 45 minut) byla membrana obarvena roztokem barvy
Ponceau (0,2% Ponceau S (Sigma), 3% kyselina trichloroctova) pro kontrolu nanasky a
ucinnosti blotovani. Barva Ponceau byla poté odmyta promytim v PBS.

Protein PARP byl detekovan krali¢i polyklonalni protilatkou proti aminokyselindm
764-1014 (detekce 116/85 kDa, fedéni 1:500; Santa Cruz Biotechnology). Cytokeratin 18
byl detekovan mySimi monoklonalnimi protilatkami DC-10 (fedéni 1:500; Exbio) a M30
(fedéni 1:250, Exbio). Kaspaza 3 byla detekovana krali¢i polyklonalni protilatkou proti
celé délce proteinu (fedéni 1:500, Santa Cruz Biotechnology). Kaspaza 12 byla
detekovana krali¢i polyklonalni protilatkou proti aminokyselinam 2 - 17 (fedéni 1:1 000,
Stratagene). Sekundarni protilatkou pro protilatky detekujici PARP, kaspdzu 3 a kaspazu
12 byla kozi proti-krali¢i protilatka konjugovana s peroxidazou (PARP - fedéni 1:20 000,
kaspaza 3 a 12 - fedéni 1:10 000, Cappel Research Products), sekundarné protilatkou pro
protilatky detekujici cytokeratin 18 byla kozi proti-mySi protilatka konjugovana
s peroxidazou (fedéni 1:10 000, Sigma). Pro detekci byl pouzit chemiluminiscen¢ni

substrat West Femto (Pierce) a rentgenové filmy (Medix XBU, Foma).

4.2.9 Barveni DNA fluorochromy in situ (Hoechst 33342, PI)

Barveni fluorochromy Hoechst 33342 a PI bylo provedeno na buiikach piimo
v kultivacnich desti¢kach v plivodnim kultivaénim médiu bez dalSich zasahti, indikatory
byly pouze ptidany spolu s ¢asti kultivaéniho média a médium v jamkach bylo promichano
naklanénim desticky. Desticky s bunkami byly poté 5 minut kultivovany v inkubatoru a
fluorescence bunck v destickach byla hodnocena na fluorescenénim mikroskopu. Hoechst
33342 (Intergen) byl pouzit ve vysledné koncentraci 0,1 pg/ml, PI (Sigma) ve vysledné
koncentraci 0.2 pg/ml.

4.2.10 Stanoveni aktivace kaspaz (CaspACE)

Bunky byly inkubovany 3 minuty po pfidani 6 mM EDTA v kultivaénim médiu

kvali Setrnému uvolnéni pfisedlych bunck. Poté byly builky sklizeny opatrnym
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pipetovanim. K suspenzi 1.2 x 10° bun&k byly piidany kompetujici inhibitory (50 pM Z-
VAD-FMK a inhibitory jednotlivych kaspaz, 2 uM calpastatin; 10 uM Calpain inhibitor V,
50 uM pepstatin A) a buiiky byly inkubovany 10 minut v inkubatoru. Poté byl k bunkadm
pridan CaspACE™ (FITC-VAD-FMK, Promega) v koncentraci 0,05 uM a vzorky byly
dale inkubovany 20 minut. Poté byly bunky dvakrat promyty PBS a resuspendovany ve
200 ul PBS. Fluorescence bun¢k byla analyzovana pritokovou cytometrii v kanéale FL1.
Priklad analyzy dat z pritokového cytometru je na obr. 4. Inhibitory jednotlivych kaspaz
(Caspase Inhibitor Sample Pack) i CaspACE™ byly od R&D Systems, inhibitory kalpainu
byly od Calbiochem, Pepstatin A byl od Sigma. Zasobni roztok calpastatin peptidu byl
pripraven ve vodé, zadsobni roztoky ostatnich inhibitort byly ptipraveny v DMSO.

Pro detekci obecné aktivace kaspaz mikroskopicky byly buiiky ponechdny bez
manipulaci v kultivacnich destckach a do média byl ptidan CaspACE (findlni koncentrace
10 uM) po dobu 20 minut. Buniky byly poté v kultivacnich jamkéach dvakrat promyty PBS,
jédra bun¢k byla dobarvena Hoechst 33342 (0,1 pg/ml) a buniky byly hodnoceny pomoci

fluorescenéniho mikroskopu.
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Obr. 4. Priklad analyzy dat ziskanych pratokovou cytometrii. Do analyzy byly vzaty celé buriky
(R1). Fluorescence bunék byla hodnocena v kanalu FL1 jako procento bunék pod markerem M1.
VSechny vzorky byly obarveny CaspACE, esej ve vzorku oznateném WR-LUC Z-VAD byl
kompetovan kaspazovym inhibitorem Z-VAD-FMK, neinf. — neinfikovana kontrola. Marker M1 byl
umistén mezi populace pozitivnich infikovanych buné&k a negativnich bun&k kompetovanych Z-
VAD-FMK. Data byla analyzovana programem WinMDI v2.8.
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4.2.11 Stanoveni aktivity jednotlivych kaspaz v bunéénych lyzatech

Pro stanoveni aktivity jednotlivych kaspaz byly pouzity kity Caspase Flurometric
Assay Kit (BioVision) pro kaspazy 2, 3, 4, 12. Buiiky byly lyzovany lyza¢nim pufrem
z kitu ptimo v kultivacnich destickach na ledu po dobu 10 minut. Poté byly lyzaty sklizeny
a zamrazeny v - 80 °C. Kaspazovy esej byl proveden podle pokynl vyrobce: lyzaty byly
pfidany do reakéni smési s odpovidajicim kaspazovym substratem ve finalni koncentraci
50 uM, ptipadné s jednotlivymi inhibitory ve findlni koncentraci 50 uM. Vzorky byly
inkubovany ve 37 °C 2 hodiny a poté byla jejich fluorescence analyzovana na destickovém
fluorimetru Victor1420-012 (PerkinElmer) s pouzitim 405 nm pro excitaci a 535 nm filtru
pro emisi. Kaspazové substraty byly peptidy specifické pro Stépeni jednotlivych kaspaz

konjugované s AFC (7-amino-4-trifluoromethylkumarin).

4.2.12 Stanoveni obecné aktivity kaspaz (Rhodamine 110-D,)

Byly pouzity lyzaty bunék pfipravené pro stanoveni aktivity jednotlivych kaspaz.
Reakéni smés byla ptipravena stejné jako pii stanoveni aktivity jednotlivych kaspaz, jako
substrat byl vSak pfidin Rhodamine 110-D, (Rhodamine 110 bis-(L-aspartic acid amide),
Molecular Probes) ve finalni koncentraci 50 uM. Do kontrolnich vzorkl byl pfidan obecny
kaspazovy inhibitor Z-VAD-FMK ve findlni koncentraci 50 uM. Vzorky byly inkubovany
ve 37 °C 30 minut a poté byla jejich fluorescence analyzovana na destickovém fluorimetru

Victor1420-012 (PerkinElmer) s pouzitim 490 nm pro excitaci a 535 nm filtru pro emisi.

4.2.13 Stanoveni aktivity kaspazy 3 v Zivych buinkach in situ (PhiPhiLux)

Pro stanoveni aktivity kaspazy 3 v Zivych buiikach in situ byl pouzit PhiPhiLux"-
G;D,, coz je specificky substrat kaspazy 3 (sekvence Stépeného peptidu DEVDGI,
Oncoimmunin, Inc.), ktery pronika membranou buiiky. Stépeny substrat generuje Gervenou
fluorescenci. Substrat byl pfidan pfimo k buitkam narostlym v 96-jamkovych destickach
v kultivaénim médiu ve vysledné koncentraci 5 um a buiiky byly kultivovany 1 hodinu.
Pro kontrolu specifity byl 10 minut pfed substratem piidan do kultivacniho média obecny
inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK ve vysledné koncentraci 50 um a ponechan 1 pii nasledné
kultivaci se substratem. Poté byly builky omyty médiem, jadra byla dobarvena DNA

indikatorem Hoechst 33342 a buiiky byly pozorovéany fluorescen¢nim mikroskopem.
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4.2.14 Stanoveni mitochondrialniho membranového potencialu

Buiikky byly resuspendovany opatrnym pipetovanim a v kultivaénim médiu
inkubovany s DiOCg (3) (finalni koncentrace 20 nM, Fluka) 15 minut v inkubatoru. Poté
byly analyzovany pritokovou cytometrii v kanale FL1. V populaci celych bunék byla poté
vyhodnocena populace snormalnim mitochondridlnim potencidlem oproti populaci

s nizkym mitochondridlnim potencidlem.

4.2.15 Pisobeni monodansylkadaverinu

Inhibitor transglutamindzy monodansylkadaverin (MDC, Fluka) byl ptfidan do
média k buitkdm 1 h pted infekci, do virového inokula pfi infekci a do média k bunikdm po
infekci az do sklizeni. Byly pouzity koncentrace 100, 200, 300, 400 uM a jako kontrola

odpovidajici mnozstvi solventu DMSO.

4.2.16 Priprava viru WR-DsRed
4.2.16.1 Priprava rekombinantniho plasmidu

4.2.16.1.1 MnoZeni plasmidové DNA

Veskerda mnozeni plasmidii probihala v bakteriich Escherichia coli kmene DH5a.
Tyto bakterie byly péstovany na LB agaru nebo v LB médiu (Roth). Kompetentni E. coli
byly pfipraveny z kultury v exponencialni fazi ristu ptisobenim roztoku 50 mM CaCl, na
ledu po dobu 2 x 10 minut a naslednym zamrazenim do -80 °C v roztoku 50 mM CacCl, a
15% glycerolu. Transformace kompetentnich bakterii probihala tepelnym Sokem 42 °C po
dobu 90 vtefin, nasledné byly bakterie inkubovany v LB médiu bez antibiotika 1 hodinu a
poté vysety na plotny LB agaru s antibiotikem. Pro selekci pfitomnosti plasmidu pSCI11
byl pouzit ampicilin (Pliva) o koncentraci 100 pg/ml, pro selekci pfitomnosti plasmidu

pDsRed2-Bid byl pouzit kanamycin (Fisher Scientific) o koncentraci 30 pg/ml.

4.2.16.1.2 Izolace plasmidové DNA

Izolace malého mnozstvi plasmidi  ("miniprep") probihala nejprve
resuspendovanim sklizenych bakterii z5 ml kultury v 700 pl lyza¢niho pufru (8%
sacharosa, 5% triton X-100, 0,05 M EDTA, 0,05 M Tris, pH = 8,0), pak bylo pfidano 50 pl
roztoku lyzozymu (10 mg/ml, Sigma) a nasledovalo vatfeni vzorkli 2x 45 vtefin. Po
centrifugaci (14 000 ot./min, 10 min, 4°C) byly pelety bunéénych zbytka odstranény a

plasmidova DNA byla vysraZzena stejnym objemem isopropanolu, inkubovana 30 min pfi
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-20°C a centrifugovana (14 000 ot./min, 10 min, 4°C). Pelet DNA byl rozpustén ve 150 ul
TE, DNA byla znovu vysrazena 1 ml etanolu a 350 pul 7,5 M roztoku acetatu amonného a
inkubovana 30 min pfi -20°C. Po centrifugaci (14 000 ot./min, 10 min, 4°C) byl pelet DNA
2x promyt 70% etanolem (500 ul) a po ususeni rozpustén v 50 pl TE.

4.2.16.1.3 Elektroforéza DNA

Elektroforéza v agar6zovém gelu (0,8% nebo 1%) probihala v pufru TBE. Byla
pouzita agardza od firmy Biozym a ethidium bromid (Boehringer Mannheim) v gelu o
vysledné koncentraci 0,01 pg/ml. Pro pfipravu k nanaSeni vzorkli na gel byl pouzit 10x
koncentrovany vzorkovy pufr (25% Ficoll, 0,1 M Tris, | mM EDTA, 0,25% bromophenol
blue, pH = 7,5) a 10x koncentrovany roztok RNasy A (10 mg/ml).

4.2.16.1.4 Postup piipravy rekombinantniho plasmidu

Do Smal mista vektoru pSC11 (Rodriguez et al., 1988) byla jako inzert vlozena
cDNA genu DsRed pochazejici z plasmidu pDsRed2-Bid (Clontech Laboratories). Vektor
byl nejprve linearizovan restrikéni endonukledzou Smal (Gibco), poté defosforylovan
pomoci enzymu Shrimp Alcaline Phosphatase (USB Corp.) a izolovan po elektroforéze
z agarozového gelu pomoci kitu GenElute Minus EtBr Spin Colums (Sigma). Inzert byl
vystépen pomoci restrikénich endonukledz Smal a Hpal (Gibco) a izolovan po
elektroforéze z agar6zového gelu. Ligace natupo byla provedena pomoci enzymu T4 DNA
ligdzy (Gibco) pii 14 °C pres noc. Vzniklé ligacni produkty byly pomnozZeny po
transformaci kompetentnich bakterii E. coli. Totoznost a smér inzertu v jednotlivych
koloniich bakterii byly ovéfeny restrikéni analyzou. Pro dalsi pouziti byl vysledny plasmid
pSCI11-DsRed namnozen a izolovan pomoci kitu Plasmid Midi Kit (Quiagen) a

koncentrace a €istota izolované DNA byla stanovena fotometricky.

4.2.16.2 Homologni rekombinace

Bunky BSC-40 byly nejprve standardné infikovany wt-WR o multiplicité infekce
0,5 PFU/bunika. Smés pro transfekci obsahujici 2 pg plasmidové DNA (pSC11-DsRed) a
10 ul SuperFect Trasfection Reagent (Quiagen) v 600 ul DMEM s 2% NCS byla
piipravena podle ndvodu vyrobce. Po adsorpci viru byly buitky omyty DMEM, byla k nim
pridana transfekéni smés a builky byly inkubovéany v inkubatoru za ob¢asného promichéni
3 hodiny. Poté byla transfekéni smés vyménéna za DMEM s 2% NCS a bunky byly
inkubovany 24 hodin. Poté byly bunky sklizeny pipetovanim, lyzovany tfemi cykly
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zmrazeni, rozmrazeni, vortexovani a sonikace. Vysledny lyzat infikovanych bun¢k byl

pouzit pro infekci bun¢k 143 TK- a néslednou selekci rekombinovanych virt.

4.2.16.3 Selekce rekombinovanych viri

Byla pouzita selekce na zakladé¢ plsobeni BrdU (25 pg/ml, Sigma), coz je
mutagenni analog thymidinu, ktery musi byt fosforylovan thymidinkinazou. Pfi mnozeni
viru v bunikach 143 TK- za pfitomnosti BrdU tak bylo umoZznéno pouze mnoZeni virt bez
funk¢ni thimidin kindzy. Dale byla pouzita selekce vypichovanim modrych plakt pod
agarem (0,95%) po pifidani X-Gal (0,06 mg/ml, Sigma) diky pfitomnosti genu LacZ
v rekombinantnim viru. Sklizené buniky nebo vypichnuté plaky v 0,5 ml DMEM byly vzdy
lyzovéany tfemi cykly zmrazeni, rozmraZeni, vortexovani a sonikace a pouzity pro dalsi
infekci. Probéhla tfi kola selekce, pficemz v kazdém kole byly nejprve infikovany bunky
143 TK- pod agarem na 35 mm plotnach v pfitomnosti BrdU. Po 96 hodinach byly misky
pfevrstveny agarem s X-Gal a inkubovany po dalSich 24 hodin. Ziskané modré plaky byly
pouzity k selektivnimu pomnozeni v buiikach 143 TK- za ptitomnosti BrdU po dobu 5 dni
(s vyménou média 3. den). Infekce probihala vzdy podle standardniho protokolu. Po
kazdém kole selekce byly také infikovany bunky BSC-40 pro ovéfeni exprese proteinu
DsRed priutokovou cytometrii, ¢ervend fluorescence bun¢k byla métfena v kandle FL2.
Cervena fluorescence infikovanych bunék byla také priibézné ovéfovana fluorescenéni

mikroskopii.
4.2.16.4 Priprava DNA sondy znacené digoxigeninem

DNA sonda proti fragmentu vakciniového genomu Hindlll J byla pfipravena
pomoci kitu DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche). DNA
fragment pro prepis sondy Hindlll J byl vystépen z plazmidu pBR322-HindIIl J. Fragment
byl izolovan po elektroforéze z agar6zového gelu pomoci kitu GenElute Minus EtBr Spin
Colums (Sigma). Koncentrace fragmentu byla ur¢ena odhadem podle porovnani intenzity
fluorescence pruht fragmentii po elektroforéze s fragmentem DNA markeru o znamé
koncentraci. Asi 16 ng DNA bylo poté pouzito jako templat pro syntézu znac¢ené sondy

podle ndvodu vyrobce.

4.2.16.5 Southern blot

Buitky BSC-40 na 6-jamkovych destickach o hustoté 3x10° bundk na jamku byly
infikovany vybranymi izolaty viru WR-DsRed a kontrolnimi viry (wt-WR, WR-LUC) o
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multiplicité¢ infekce 1 PFU/buiika podle standardniho postupu. V ¢ase 24 h.p.i. byly
infikované buiky sklizeny pipetovanim, omyty PBS a inkubovany pies noc ve 37°C
lyza¢nim pufru (proteindza K 100 pg/ml, SDS 1%, EDTA 0,1 M, Tris pH=8 50 mM). Poté
byla izolovana vysokomolekularni DNA fenol-chloroformovou extrakeci. Tato extrakce
probihala nejprve s 300 ul smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1), nasledovala
centrifugace (14 000 ot./min, 5 min, pokojova teplota), odebrani vodné faze a extrakce s
300 ul chloroformu. Po centrifugaci (14 000 ot./min, 5 min, pokojova teplota) byla DNA
ve vodné fazi precipitovana 900 pul smési etanolu a isopropanolu (1:1) a inkubovéana v -
20°C ptes noc. Po centrifugaci (14 000 ot./min, 10 min, 4°C) byl pelet DNA 2x promyt
70% etanolem (500 ul) a po usuSeni rozpustén ve 100 pl Milli-Q H,O. Koncentrace DNA
byla zméfena fotometricky.

5 ug DNA bylo s§tépeno restrikéni endonukleazou HindIll (Gibco) pies noc. Vzorky
byly poté rozdé€leny elektroforézou na agar6ézovém gelu (0,8%) a DNA byla pienesena na
nylonovou membranu (Nytran 0,45 um, Schleischer and Schuell) blotovanim vzlindnim ve
20x SSC pies noc. DNA na membrané byla fixovana teplem 2 hodiny pii 80 °C. Sonda
byla ptfed hybridizaci denaturovéana pii 68 °C 10 minut a ochlazena na ledu. Hybridizace se
sondou probihala pti 42 °C ptes noc v hybridiza¢nim pufru obsazeném v kitu DIG-High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche). Posthybridiza¢ni oplach
membrany probihal postupné v roztocich 2x SSC (pokojova teplota), 0,5x SSC (65 °C),
0,1x SSC (65 °C) v0,1% SDS. Pot¢ byla na membranu navéazéana protilatka proti
digoxigeninu konjugovana s peroxidazou (fedéni 1:10 000 v blokovacim pufru obsazeném
v tomtéz kitu), kterd byla poskytnuta ve vySe zminéném kitu. Signal byl detekovéan
chemiluminiscenci pomoci substratu CSPD pochézejiciho také ze zminéného kitu a na

rentgenovych filmech (Medix XBU, Foma).
4.2.17 Statistické zhodnoceni vysledki

Vysledky jsou prezentovany jako priméry £ S.E.M. (stfedni chyba praméru).
Statistické rozdily mezi skupinou vzorkil a kontrol nebo mezi dvéma skupinami vzorki
byly hodnoceny pomoci parového t-testu. V ptipadé prezentace vysledkli jako procenta

kontrol byly statistické analyzy provedeny na piivodnich naméfenych hodnotach.
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5. VYSLEDKY
5.1 Typ bunécné smrti v buiikach HeLa G a BSC-40 infikovanych VACV

5.1.1 Typ bunécné smrti bunék infikovanych VACV kmene WR

Pro vétSinu pokust v nasi laboratofi pouzivame laboratorni kmen VACV Western

Reserve (WR).

5.1.1.1 Morfologie jader a permeabilita cytoplasmatické membrany

Hodnotila jsem typ bunécné smrti infikovanych bunék podle morfologie jader a
permeability cytoplasmatické membrany pomoci fluorescenéni mikroskopie a fazového
kontrastu a také néslednou analyzou obrazu. Infikované buiiky jsem sledovala v casnych 1

pozd¢jsich intervalech infekce, a to ve 12, 24, 48, 72, 96 h.p.i.

5.1.1.1.1 Analyza morfologie jader infikovanych bunék

Morfologii jader jsem analyzovala pomoci fluorescenéniho indikdtoru DNA
Hoechst 33342. Tento indikator voln¢ pronikd do bunc¢k a vaZze se na DNA. Poté
kondenzovana DNA vykazuje vysokou fluorescenci a rozvolnénd DNA slabou
fluorescenci, takze je mozné odlisit apoptotickd kondenzovana a fragmentovana jadra,
ktera jasné zari (Hoechst-pozitivni jadra). Ziskané obrazky jsem dale hodnotila obrazovou
analyzou, pfi niZ jsem stanovila v kazdém obrazku plochu Hoechst-pozitivnich jader a
plochu vsech jader. Procento Hoechst-pozitivnich, tedy apoptotickych jader jsem poté
vyjadiila ve vztahu k ploSe vSech jader (100%). Priméry hodnot plochy Hoechst-
pozitivnich jader a odpovidajici hodnoty S.E.M. jsou v tab. 2.

U infikovanych HeLa G bunék se v prubehu infekce zvySoval podil apoptotickych
jader (Obr. 5). Procento Hoechst-pozitivnich jader (ve vztahu ke vSem jadrim) stoupalo
piiblizné z 5% ve 24 h.p.i. ptes 25% ve 48 h.p.i. az ke 40% v 96 h.p.i. (Obr. 6). U
neinfikovanych kontrol se pfitom procento Hoechst-pozitivnich jader vyznamné
nezvysSovalo, u negativni kontroly, coz jsou HeLa G bunky infikované WR-Bcl2, také ne.
U infikovanych BSC-40 bun¢k zistavalo procento Hoechst-pozitivnich bunék na trovni
pozadi (podobné jako u neinfikovanych bun€k, do 10%, Obr. 6). Jako pozitivni apoptoticka
kontrola byly pouzity bunky BSC-40 infikované WR-Bcl2, které diky paradoxnimu pro-
apoptotickému efektu exprese Bcl-2 pomoci VACV podléhaji apoptoze (Kalbacova et al.,
2002). Tato kontrola vykazovala velké procento Hoechst-pozitivnich jader (Obr. 6). Bunky
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zobrazené fadzovym kontrastem svoji morfologii odpovidaly pozorované apoptdze,

infikované neapoptotické bunky vykazovaly cytopaticky efekt (Obr. 5).

A HeLaG h
neinf. @
o
S0
o)
X
~>',
>
o
>
o
L @
®
N ey
[&]
(0]
o
T
wt-WR g,
S
=5
o)
x FCY
g,‘ . ﬁ{ué'{')\%
(O L0
7
L=
[&]
9]
o
=
B BSC-40
neinf. ®
o
€
S
X
>
>
o
>
o
s
B
i ol
[§]
0]
o
i
wt-WR %
©
<
o)
oF
~>.. Y
>
o
3
*©
LI- L
o
w
£
[®]
0]
o
I

Obr. 5. Analyza morfologie jader in situ. Bunky (A) HeLa G a (B) BSC-40 byly infikovany WR-
LUC (2 PFU/burika) a v €asech 12, 24, 48, 72, 96 h.p.i. byly obarveny DNA indikatorem Hoechst
33342 (0,1 pg/ml). Fluorescence jader a fazovy kontrast bunék byly snimany fluorescenénim
mikroskopem pfi zvétSeni 100x. Obrazky reprezentuji data z 5 pokus.
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Obr. 6. Shrnuti analyzy morfologie jader in situ. Fotografie bunék (A) HeLa G a (B) BSC-40
obarvenych Hoechst 33342 v uvedenych &asech infekce (viz Obr. 5) byly vyhodnoceny pomoci
obrazové analyzy a bylo vyjadfeno procento plochy Hoechst-pozitivnich jader z plochy v8ech jader
(100%). V grafech jsou vyneseny praméry hodnot z 5 pokusu, v kazdém pokusu byly hodnoceny
alespon 2 fotografie daného vzorku. Priiméry a hodnoty S.E.M. jsou shrnuty v tabulce 2.

Tab. 2 Hodnoty standardni chyby praméru (S.E.M.) k obr. 6

Tab. 2 A Priiméry a S.E.M. k obr. 6A

HeLa G 12 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i. 72 h.p.i. 96 h.p.i.
% Hoechst- % Hoechst- %Hoechst- % Hoechst- % Hoechst-
pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich
jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M.
Neinf. 1.16 0.54 1.13 0.29 1.72 0.58 3.36 0.58 3.24 0.92
wt-WR 0.79 0.40 1.69 0.54 21.78 5.62 32.49 6.20 34.13 3.28
WR-LUC 2.84 1.22 6.73 0.89 25.71 2.38 35.55 217 39.66 3.54
WR-EGFP 2.58 0.73 2.99 0.59 18.79 2.29 24 .87 1.56 34.24 2.64
WR-Bcl2 2.05 1.27 1.27 0.87 1.96 0.67 5.41 1.83 6.99 2.04
Tab. 2 B Priméry a S.E.M. k obr. 6B
BSC-40 12 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i. 72 h.p.i. 96 h.p.i.
% Hoechst- % Hoechst- % Hoechst- % Hoechst- %Hoechst-
pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich
jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M.
Neinf. 1.01 0.29 0.86 0.38 1.38 0.47 1.70 0.65 4.34 1.71
wt-WR 2.82 0.97 3.42 2.00 4.89 0.65 5.15 0.84 8.93 0.13
WR-LUC 5.08 2.50 6.42 1.55 5.91 0.81 6.60 1.87 6.20 0.35
WR-EGFP 3.79 0.68 2.25 1.04 4.29 0.87 8.58 0.84 6.16 0.82
WR-Bcl2 3.44 1.69 27.75 5.04 49.65 14.70 N — N —

N — nebylo stanoveno

Tyto vysledky ukazuji, Ze u HeLa G bunék infikovanych VACV dochazi

v pozd¢jSich Casech infekce (48 h.p.i.) k apoptoze, ktera je pozorovatelnd diky zietelné

kondenzaci jader. Naproti tomu infikované¢ BSC-40 buiiky v téchto intervalech apoptoze

témét nepodléhaji, neni u nich pozorovatelnd kondenzace jader v mife vysSi neZ u

neinfikovanych kontrol.
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5.1.1.1.2 Analyza permeability cytoplasmatické membrany

Volna propustnost cytoplasmatické membrany pro PI se obvykle pouziva k odliSeni
mrtvych bunék. V kombinaci s vylou¢enim apoptozy (a sekundarni nekrézy) mizeme PI-
pozitivni buiiky povazovat za nekrotické. PI-pozitivitu buné¢k jsem hodnotila v kombinaci
s Hoechst-pozitivitou fluorescenéni mikroskopii. Ziskané fotografie jsem podrobila
analyze obrazu a stanovila procento plochy slabé fluorescence PI a plochy silné
fluorescence PI ve vztahu k celkové ploSe jader (100%) stejné jako procento plochy
Hoechst-pozitivnich jader (kap. 5.1.1.1.1). Piiklad detekce permeability cytoplasmatické
membrany pomoci PI je na Obr. 7., zobrazeny jsou bunky HeLa G 1 BSC-40 infikované
virem WR-LUC v ¢ase 72 h.p.1.

72 h.p.i.

Hoechst

Overlay

Obr. 7. Priklad detekce permeability cytoplasmatické membrany. Buriky HeLa G a BSC-40
byly infikovany virem WR-LUC (2 PFU/burika) a v ¢ase 72 h.p.i. byly obarveny DNA indikatory PI
(0,2 png/ml) a Hoechst 33342 (0,1 ug/ml). Fazovy kontrast, fluorescence Pl a Hoechst byly snimany
fluorescenénim mikroskopem pfi zvétSeni 100x. Pl - &ervena, Hoechhst - modra. Obrazky
reprezentuji data z 5 pokusd.
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U infikovanych HeLa G bunék se procento plochy slabé fluorescence PI zvySovalo
v Case a dosahovalo podobnych hodnot jako jako procento Hoechst-pozitivnich jader (Obr.
8). Slaba fluorescence PI vSak byla pozorovana kromé jader ¢astecné i v cytoplasmé bunck
(Obr. 7). Silna fluorescence PI byla pozorovdna pouze v nékterych kondenzovanych
(Hoechst-pozitivnich) jadrech bunék jako dasledek sekundarni nekrézy. Procento silné PI-
pozitivni plochy se také zvySovalo v €ase, maximaln¢ vSak k 10% (Obr. 8). HeLa G bunky
infikované WR-Bcl2 slouzily jako negativni kontrola apoptdzy. V téchto bunikach témét
chybéla PI- 1 Hoechst-pozitivita, zhlediska téchto parametri byly srovnatelné
s neinfikovanymi bunikami (Obr. 8).
U infikovanych BSC-40 se podil plochy slab¢ fluorescence PI také zvySoval v Case, ovsem
bez zvySené Hoechst-pozitivity (Obr. 8). Slab4 fluorescence PI dosahovala 40 - 70%
v nejpozdejSim zkoumaném intervalu 96 h.p.i. Podil plochy silné fluorescence PI byl stale
nizky, okolo 5%. U pozitivni apoptotické kontroly, buné¢k BSC-40 infikovanych WR-Bcl2,
se procento slabé fluorescence PI zvysilo ke 100%, procento silné fluorescence PI se
zvysilo na 25% v navaznosti na Hoechst pozitivitu, kterd se zvysila na 50% plochy vSech
jader ve 48 h.p.i. (Obr. 8).

Z téchto vysledkit lze shrnout, Ze infikované HelLa G bunky odpovidaji
v pozd¢jSich intervalech infekce apoptotickym buiitkdm, pozdéji u nich dochazi
k sekundarni nekréze. Infikované BSC-40 bunky v pozdéjsich intervalech infekce
pravdépodobné postupné podléhaji nekrotické smrti. Ani v 96 h.p.i. vSak nevykazuji
vSechny infikované buiiky PI-pozitivitu, jelikoz zde procento plochy slabé fluorescence PI

dosahuje pouze ptiblizné 40 - 60% plochy vSech jader.
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Obr. 8. Permeabilita cytoplasmatické membrany bunék. Buriky (A - D) HeLa G a (E - H) BSC-
40 byly infikovany viry (B, F) wt-WR, (C, G) WR-LUC, (D, H) WR-Bcl2 (2 PFU/burika) nebo (A, E)
neinfikovany a v ¢asech 12, 24, 48, 72, 96 h.p.i. byly obarveny DNA indikatorem PI (0,2 pg/ml)
spolu s Hoechst 33342 (0,1 ug/ml, viz obr. 5, 6). Fazovy kontrast, fluorescence Pl a Hoechst byly
snimany fluorescenénim mikroskopem pfi zvétSeni 100x. Fotografie buné&k obarvenych Pl byly
vyhodnoceny pomoci obrazové analyzy a bylo vyjadfeno procento plochy jasné a slabé PI
fluorescence spolu s procentem Hoechst-pozitivnich jader z plochy v3ech jader (100%). V grafech
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jsou vyneseny priméry hodnot z 5 pokusu, v kazdém pokusu byly hodnoceny alespon 2 fotografie
daného vzorku. Hodnoty S.E.M. pro jasnou fluorescenci Pl byly pod 1%, hodnoty S.E.M. pro
slabou PI fluorescenci jsou vyneseny v grafech a hodnoty S.E.M. pro Hoechst-pozitivni jadra jsou
v tabulce 2.

5.1.1.2 Aktivace kaspaz v infikovanych bunkach

V této praci rozliSuji aktivaci a aktivitu kaspdz. Aktivace znamend ptitomnost
aktivniho mista kaspazy, které lze detekovat vazbou znaceného inhibitoru. Pfitomnost
proteazy v aktivni konformaci vSak jest¢ nutné nemusi znamenat, Ze je piitomna také
enzymova aktivita této protedzy. Protedza mize byt napiiklad blokovana bunéénym nebo
virovym inhibitorem, ktery vSak muze byt vytésnén syntetickym inhibitorem s vétsi
afinitou. Proto jsem dale analyzovala enzymovou aktivitu protedz v bunécnych lyzatech a

také pfimo na zivych builkéch.

5.1.1.2.1 Detekce obecné aktivace kaspaz

vvvvvv

HeLa G 1 BSC-40 infikovanych VACV, které jsou vSeobecné povazovany za nekrotické
(Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2008). Proto jsem charakterizovala aktivaci kaspaz u

bunéénych linii HeLa G a BSC-40 infikovanych VACV vice metodami.

5.1.1.2.1.1 Analyza aktivace kaspaz pritokovou cytometrii

Obecnou aktivaci kaspaz v infikovanych bunkéach jsem nejprve charakterizovala
pomoci CaspACE, coz je obecny kaspazovy inhibitor Z-VAD-FMK znaceny FITC.
CaspACE je schopen proniknout cytoplasmatickou membranou, vaze se kovalentné do
aktivniho centra kaspaz v zivych bunikdch a poté jsou znafené builky detekovany
pritokovou cytometrii. Casové intervaly infekce pro hodnoceni kaspazové aktivace a
aktivity byly vybrany na zaklad¢ predeslych vysledkt (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al.,
2008) jako 12 h.p.i. u BSC-40 a 24 h.p.i. u HeLa G. V téchto ¢asovych intervalech se
signal infikovanych bunck vyrazné liSil od signilu bunék neinfikovanych. Pro ovéieni
specifity eseje byly buiiky inkubovany s neznaenym inhibitorem Z-VAD-FMK pied
pfidanim CaspACE, ¢imz doSlo ke kompetici a obsazeni aktivniho mista kaspaz
neznacenym inhibitorem. Data ziskand pritokovou cytometrii byla vyhodnocena
zptsobem ukézanym na obr. 4 (kap. 4.2.10). Byl urcen pocet CaspACE-pozitivnich bun¢k
a poté byl vyjadien jako procento hodnoty infikovanych bunék bez inhibitoru (100%).
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V liniich HeLa G 1 BSC-40 infikovanych VACV byla esejem CaspACE detekovana
obecna aktivace kaspaz, a to asi 4x (HeLa G) a 2x (BSC-40) vyssi nez u neinfikovanych
bunék (Obr. 9). Kompetice obecnym kaspazovym inhibitorem Z-VAD-FMK tento signal

snizila, coz ukazuje na selektivni vazbu CaspACE do aktivniho centra kaspaz.
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Obr. 9. Aktivace kaspaz v bunkach infikovanych VACV. Buiiky HeLa G a BSC-40 byly
infikovany WR-LUC (2 PFU/bufka) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-40) byly
sklizeny pro CaspACE esej. Esej byl v kontrolnich vzorcich kompetovan pomoci Z-VAD-FMK (50
uM). Fluorescence bunék byla hodnocena pratokovou cytometrii, CaspACE pozitivita byla
vyjadfena jako procenta hodnoty infikovanych bunék bez inhibitoru (100%). V grafu jsou vyneseny
priméry ze 3 pokusu provedenych v duplikatech, chybové Useéky ukazuji hodnoty S.E.M.

5.1.1.2.1.2 Analyza aktivace kaspaz mikroskopicky

Vysledky ziskané pomoci prutokové cytometrie jsem ovéfila také mikroskopicky in
situ. CaspACE se tedy vazal na bunky pfimo v kultivacnich destickach bez pipetovani
bunék i dalSich manipulaci. Postup a promyti byly stejné jako pfi pfipravé vzorkl pro
pritokovou cytometrii, pouze vSe probihalo v jamkach kultiva¢nich desticek. Nakonec
byla jadra bun€k dobarvena fluorescencnim indikatorem Hoechst 33342.

Obrazek 10 ukazuje, Ze infikované HeLa G 1 BSC-40 bunky maji vyssi signal
zelené fluorescence v porovnani s neinfikovanymi buiikami, coZ znamena vE&t$i mnoZzstvi
CaspACE navazané na infikované buiiky a tedy pravdépodobné vice aktivovanych kaspaz
v infikovanych buiikach. Tento vysledek odpovidé vysledkiim ziskanym pomoci pritokoveé
cytometrie. Signal vSak nebylo moZzné snizit kompetici CaspACE se Z-VAD-FMK (50
uM). Divodem bylo pravdépodobné to, Ze pro mikroskopii byla pouzita vyssi koncentrace

CaspACE (10 uM) nez pro prutokovou cytometrii kviili detekci fluorescence.
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Obr. 10. Aktivace kaspaz v burikach infikovanych VACV. Bunky HeLa G a BSC-40 byly
infikovany WR-LUC (2 PFU/bunka) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-40) byl
proveden CaspACE esej pfimo v kultivacnich destickach. Bunky byly v jamkach dobarveny DNA
indikatorem Hoechst 33342 (0,1 pg/ml) a fluorescence a fazovy kontrast bunék byly snimany
fluorescenénim mikroskopem. Obrazky reprezentuji 2 pokusy. CaspACE — zelena, Hoechst —
modra.

5.1.1.2.2 Aktivace jednotlivych kaspaz
5.1.1.2.2.1 Analyza aktivace jednotlivych kaspaz priitokovou cytometrii

Aktivaci jednotlivych kaspaz v buiikach infikovanych VACYV jsem charakterizovala
opct pomoci eseje CaspACE za pouziti kompetice tohoto eseje specifickymi inhibitory
jednotlivych kaspaz. Suspenze bunck byla nejprve preinkubovéna s jednotlivymi inhibitory

kaspaz (1, 2, 3, 4, 6 ,8, 9, 10, 13) a posléze byl piidan CaspACE. Signal navazaného
CaspACE byl detekovan pritokovou cytometrii.
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Obr. 11. Aktivace jednotlivych kaspaz v burnkach infikovanych VACV. Buriky HeLa G a BSC-
40 byly (A) infikovany WR-LUC (2 PFU/burika) nebo (B) neinfikovany. V Case 24 h.p.i. (HeLa G)
nebo 12 h.p.i. (BSC-40) byly sklizeny pro CaspACE esej. Esej byl v oznagenych vzorcich
kompetovan pomoci uvedenych inhibitord kaspaz (50 puM). Fluorescence bunék byla hodnocena
pritokovou cytometrii. (A) CaspACE pozitivita byla vyjadfena jako procenta hodnoty infikovanych
bunék bez inhibitoru (100%). V grafu jsou vyneseny priméry ze 3 pokus(i provedenych
v duplikatech, chybové Usecky ukazuji hodnoty S.E.M. * - Vzorky se statisticky signifikantné liSi od
vzorkl preinkubovanych s ostatnimi inhibitory (p = 0,05). (B) CaspACE pozitivita byla vyjadiena
jako procenta hodnoty bunék bez inhibitoru (100%). V grafu jsou vyneseny priméry z 1 pokusu
provedeného v duplikatech.

K vyraznému snizeni signalu (40 — 70%) doslo u obou buné¢nych linii ve vzorcich

kompetovanych inhibitory kaspdz 2 a 4. (Obr. 11A). Toto sniZeni se statisticky

66



signifikantné liSilo od sniZzeni vyvolaného kompetici ostatnimi inhibitory. Tyto vysledky
ukazuji na moznou aktivaci kaspaz 2 a 4 v buiikach infikovanych VACV.

Stejnym zptisobem jsem provedla také kontrolni experimenty s neinfikovanymi
buitkami HeLa G a BSC-40. Kompetice inhibitory jednotlivych kaspdz zde zpusobuje
pouze mirny pokles signalu CaspACE (Obr. 11B), pozorovana aktivace kaspdz 2 a 4 je
tedy specificka pro infikované builky. SniZzeni signalu zplsobené kompetici CaspACE

s ostatnimi inhibitory je podobné u infikovanych i neinfikovanych bunék (10 — 15%).
5.1.1.2.2.2 Analyza $tépeni kaspazy 3

Zajimal nas také stav exekutorové kaspazy 3 v bunkach infikovanych VACV. Proto
jsem analyzovala aktivaci prokaspazy 3, respektive jeji Stépeni, western blotem.
Prokaspéza 3 odpovida molekulové hmotnosti 32 kDa a je Stépena na fragmenty o velikosti
20 kDa, 17 kDa a 11 kDa. Fragmenty o velikosti 17 a 11 kDa pfitom tvofi vysledny aktivni
heterotetramer kaspadzy 3. Bunky HelLa G a BSC-40 byly infikovany nékolika

rekombinantami VACYV a sklizeny v ¢ase 15 h.p.i. pro western blot.
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Obr. 12. Stepeni kaspazy 3. Bufiky HeLa G a BSC-40 byly infikovany uvedenymi viry (2
PFU/bufika) a v Case 15 h.p.i. byly sklizeny pro western blot (10% SDS-PAGE). Neinf./l —
neinfikované bunky v pfitomnosti IPTG. | - rekombinantni protein je exprimovan z IPTG-
inducibilniho promotoru p4b v pfitomnosti IPTG. Obrazky reprezentuji vysledky 8 pokusu.

V infikovanych HeLa G bunkach bylo pozorovano Stépeni kaspazy 3 pii infekci
WR-LUC, WR-CAT/I 1 WR-Bcl2/I, byl vSak pfitomen pouze fragment o pfiiblizné
velikosti 11 kDa (Obr. 12). V infikovanych BSC-40 buikéach bylo pozorovano Stépeni
kaspazy 3 pti infekci WR-CAT/I a WR-Bcl2/I (Obr. 12). V pozitivni apoptotické kontrole,
buiikdch BSC-40 infikovanych WR-Bcl2/1, byly vyrazné ptitomné fragmenty o velikosti
odpovidajici 17 1 11 kDa, tedy aktivnim fragmentiim kaspazy 3 (Kalbacova et al., 2002).
V buiikdch BSC-40 infikovanych virem WR-CAT/I byl detekovan pouze fragment kaspazy
3 o velikosti 11 kDa. V dalSich pokusech byly pozorovatelné slabé prouzky odpovidajici
fragmentu o velikosti 11 kDa 1 pfi infekci bunék BSC-40 virem WR-LUC. V case infekce
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18 h.p.i. byl také pozorovatelny fragment 11 kDa v bunikdch BSC-40 infikovanych virem
WR-CAT/I (neni ukézano).
Z téchto vysledkti vyplyva, ze pii infekci VACV dochazi k aktivaci kaspazy 3

v buntkdch HeLa G 1 BSC-40, a to nezavisle na morfologické manifestaci apoptdzy.
5.1.1.2.2.3 Analyza §tépeni kaspazy 12

Jelikoz hlavni zpiisoby aktivace apoptézy (vnéjs$i a vnitini draha) by v bunikach
infikovanych VACV mély byt blokovany diky exprimovanym antiapoptotickym faktorim,
rozhodli jsme se analyzovat aktivaci kaspazy 12, ktera do téchto drah nenélezi a mohla by
jsem analyzovala western blotem pomoci protilatky, ktera reaguje s neStépenou (45 kDa) 1
Stépenou formou této kaspazy. Fragment kaspazy 12 o pfiblizné velikosti 38 kDa byva
povazovan za vysledek $tépeni kalpainem, fragment o pfiblizné velikosti 35 kDa zase za
vysledek Stépeni kaspadzami 3/7 (Martinez et al., 2010). Infikované HeLa G a BSC-40
buiikky a neinfikované kontroly byly sklizeny pro western blot v riznych casovych

intervalech infekce. V neinfikovanych kontroladch nebylo $tépeni kaspazy 12 pozorovano
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Obr. 13. Stepeni kaspazy 12. Buiiky HeLa G a BSC-40 byly infikovany uvedenymi viry (2
PFU/burika) a v riznych ¢asech byly sklizeny pro western blot (10% SDS-PAGE). (A, B) HelLa G,
24 h.p.i. (C, D) HelLa G, 48 h.p.i. (E) BSC-40, 12 h.p.i. (F) BSC-40, 15 h.p.i. Neinf./I — neinfikované
buriky v pfitomnosti IPTG. | - rekombinantni protein je exprimovan z IPTG-inducibilniho promotoru
p4b v pfitomnosti IPTG. Obrazky reprezentuji vysledky 9 pokusu.
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nikdy. V infikovanych HeLa G bunkach bylo $tépeni kaspazy 12 detekovano v ¢ase 24 a
48 h.p.i. (Obr. 12). V infikovanych BSC-40 buiikach bylo Sté€peni kaspazy 12 pozorovano
v &ase 12, 15, 18 h.p.i. (Obr. 12 a neni ukazano). Stépeni kaspazy 12 bylo pozorovano také
v buitkdch 143 TK- infikovanych VACV (neni ukazéno). Na Stépeni kaspazy 12
detekované western blotem v infikovanych buinikach nemélo vliv plisobeni inhibitort
kalpainu pifidanych k bunkdm b&hem infekce. Inhibitory kalpainu (calpastatin peptid a
Calpain inhibitor V) byly k buitkam pfidany stejnym zptisobem jako v kapitole 5.1.1.5.2.

5.1.1.3 Aktivita kaspaz v infikovanych bunkach

Po stanoveni aktivace kaspaz v infikovanych bunkach jsem chtéla stanovit také
enzymovou aktivitu kaspaz. Konkrétné jsem chtéla stanovit specifickou aktivitu kaspaz 2,
4, 3 a také 12, u nichz byla jiz pozorovana aktivace, a také aktivitu kaspaz pomoci eseje
Rhodamine 110-D,, coZ odpovidd stanoveni obecné aktivace kaspdz esejem CaspACE.
Sledovala jsem také aktivitu exekutorovych kaspaz pomoci $tépeni jejich substrati PARP a

cytokeratin 18.

5.1.1.3.1 Aktivita kaspaz-2, 3, 4 a 12 méienda v lyzdatech in vitro

Specifickou enzymovou aktivitu jednotlivych kaspdz jsem provéfila s pouZzitim
fluorogennich substratl jednotlivych kaspaz. Tyto substraty jsem pouzila pro eseje in vitro
na bunécnych lyzatech. PouZila jsem eseje pro aktivitu kaspaz 2, 4 a 3. Aktivaci kaspaz 2
a 4 ukazal esej CaspACE a kaspdza 3 byla piivodné zahrnuta jako kontrola, nebot’ esej
CaspACE jeji vyraznou aktivaci neukéazal (kap. 5.1.1.2.2.1). Aktivita kaspdz byla
stanovena ve stejnych intervalech po infekci jako aktivace kaspaz, tedy 12 h.p.1. pro bunky
BSC-40 a 24 h.p.i. pro buiikky HeLa G.

V bunécné linii HeLa G byla aktivita vSech tfi métenych kaspaz vyrazné€ vyssi nez
u neinfikovanych bunék (obr. 14), pfi pouZiti vyssi multiplicity infekce (m.o.i. = 5) byly
aktivity kaspaz mirné vySsi nez pii pouZiti niz§i multiplicity infekce. Tuto aktivitu bylo
mozné inhibovat specifickym inhibitorem urcité kaspazy i1 obecnym kaspadzovym
inhibitorem Z-VAD-FMK. V bunétné linii BSC-40 byla aktivita téchto tii kaspaz velmi
nizka, dokonce niZsi v lyzatech infikovanych bunék nez v lyzatech neinfikovanych bunék
(Obr. 14D). Jako pozitivni kontrolu pro tyto eseje jsem pouzila lyzaty apoptotickych
bunék. Apoptdza v téchto bunikach byla vyvolana plisobenim staurosporinu o koncentraci
500 nM po dobu 15 h. Tyto apoptotické lyzaty mély vyrazné vyssi signal oproti lyzatim
z normalnich (neinfikovanych) bunék, a to u HeLLa G bunék 23 krat pro kaspazu 2, 28 krat
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pro kaspazu 4, 22 krat pro kaspazu 3, u BSC-40 bun€k 24 krat pro kaspazu 2, 5 krat pro
kaspazu 4, 22 krat pro kaspazu 3.
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Obr. 14. Aktivita kaspaz 2, 3, 4 v burnikach infikovanych VACV. Buriky HeLa G a BSC-40 byly
infikovany virem WR-LUC (2 nebo 5 PFU/burika) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-
40) byly sklizeny pro eseje na aktivitu jednotlivych kaspaz v lyzatech. Kontrolni eseje byly
provedeny v pfitomnosti Z-VAD-FMK nebo odpovidajicich specifickych inhibitord kaspaz (50 puM).
Stanoveni aktivity (A) kaspazy 2, (B) kaspazy 4 a (C) kaspazy 3 v burikach HeLa G. (D) Stanoveni
aktivity kaspaz 2, 4 a 3 v bunkach BSC-40. (A, B, C) Fluoresce vzorkl byla vyjadfena jako
procento fluorescence neinfikovanych kontrol bez inhibitoru (100%). (D) Fluorescence vzorkl byla
vyjadfena pfimo, RFU — relativni jednotky fluorescence. V grafech jsou vyneseny priméry ze 3
pokusu provedenych v duplikatech, chybové usecky ukazuji hodnoty S.E.M.

Aktivitu kaspazy 12 v bunéénych lyzatech infikovanych bunék HeLa G ani BSC-40
se prokazat nepodafilo. Testy byly provedeny stejnym zpisobem jako u kaspaz 2, 3 a 4
s pouzitim specifického substratu kaspazy 12 (BioVision, sekvence peptidu ATAD).
Aktivita kaspazy 12 nebyla naméfena ani ve vzorcich, ve kterych byl pouZit jako pozitivni
kontrola lyzat z bun€k, v nichZ byla vyvolana apoptdza staurosporinem.

Uvedené vysledky ukazuji, Ze kaspazy 2, 3 a 4 jsou aktivni v HeLa G buiikach
infikovanych VACYV, ale infikovan¢ BSC-40 buiiky nevykazuji aktivitu zadné z téchto
kaspaz. V pozitivnich apoptotickych kontrolach pfitom jsou tyto kaspazy aktivni v obou

bunécnych liniich.
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5.1.1.3.2 Ovlivnéni rastu viru vakcinie inhibitory kaspaz 2, 3, 4

Vzhledem k pozorované aktivaci a aktivité kaspaz 2, 3, 4 v infikovanych bunkéch
(kapitoly 5.1.1.2.2.1, 5.1.1.3.1) jsem také ovéfovala, zda inhibice aktivity kaspaz 2, 3, 4
nebo aktivity kaspadz obecné ma vliv na rist VACV. Buiikky HeLa G nebo BSC-40 byly
infikovany VACV o nizké multiplicit¢ infekce (0,01 PFU/bunka) za ptitomnosti
uvedenych specifickych inhibitorti kaspaz a obecného inhibitoru kaspaz Z-VAD-FMK ve
finalni koncentraci 50 uM, tedy stejné koncentraci, jako byla pouzita k inhibici
provedenych eseji. Po 48 hodinach byly infikované bunky sklizeny a titr viru byl stanoven
plakovym esejem. Vysledky shrnuté v tabulce 3 ukazuji, ze Zadny z testovanych inhibitor
nem¢él vliv na rist viru vakcinie. Vysledky byly podobné v obou testovanych bunécnych

liniich.

inhibitor
bunky 0 DMSO Z-VAD casp.2 casp.3 casp.4
HelLa G 7,43 7,28 7,41 7,32 7,27 7,39
BSC-40 7,81 7,74 7,73 7,82 7,76 7,85

Tab. 3. Ovlivnéni rastu viru vakcinie inhibitory kaspaz 2, 3, 4. Buriky na 24-jamkovych
destickach byly infikovany virem WR-LUC (m.o.i. = 0,01) za pfitomnosti uvedenych inhibitora
(finalni koncentrace 50 uM nebo odpovidajici mnozstvi DMSO) po dobu 48 hodin. Titr virG byl
stanoven plakovym esejem a vyjadfen jako dekadicky logaritmus PFU/mI. Uvedené vysledky jsou
prameéry 2 pokus( v duplikatech (BSC-40) nebo 1 pokusu v duplikatech (HeLa G).

5.1.1.3.3 Obecna aktivita kaspaz méiend v lyzatech in vitro

Pokusila jsem se také stanovit obecnou aktivitu kaspaz odpovidajici stanoveni
obecné aktivace kaspaz. Obecnou aktivitu kaspdz jsem stanovovala pomoci substratu
Rhodamine 110-D», o kterém bylo publikovéano, Ze slouZi jako obecny substrat kaspaz,
zvlasté kaspaz 3 a 7 (Hug et al., 1999). V nasi laboratofi byl tento esej rovnéZ pouzivan pro
detekci aktivity kaspaz na celych bunikach pritokovou cytometrii (Kalbacova et al., 2008).
Esej byl proveden v bunéénych lyzatech sklizenych v casech po infekci odpovidajicich
ostatnim stanovenim, jako kontrola byl pfidan obecny inhibitor kaspdz Z-VAD-FMK.
Vysledky ukazuji podobny signal u infikovanych bunc€k i neinfikovanych kontrol
(statisticky rozdil na urovni p = 0,05 pouze ve vzorcich infikovanych HeLLa G bun¢k, kde
je signal niz$i oproti neinfikovanym kontroldm, viz obr. 15). Navic se ziskany signal
statisticky neli$i pfi pfidani obecného inhibitoru kaspdz Z-VAD-FMK. To znamena, Ze
esej bohuzel neni specificky pro aktivitu kaspaz, ziejmé& ukazuje nespecificky i1 aktivitu

jinych protedz. Obecnou aktivitu kaspaz proto timto zpiisobem méfit nelze.
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Obr. 15. Detekce aktivity kaspaz substratem Rhodamine 110-D,. Buriky (A) HeLa G a (B) BSC
40 byly infikovany virem WR-LUC (2 PFU/burika) a sklizeny v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12
h.p.i. (BSC-40) pro esej Rhodamine 110-D,. V kontrolnich vzorcich byl esej inhibovan pomoci Z-
VAD-FMK (Z-VAD, 50 uM). Fluorescence vzorku je vyjadfena jako procento fluorescence
neinfikovanych kontrol (100%). * Vzorky se statisticky signifikantné [i§i od pfisluSnych
neinfikovanych kontrol (p = 0,05). V grafech jsou vyneseny praméry hodnot ze 2 pokusl
provedenych v duplikatech, chybové use¢ky znazoriuji S.E.M.

5.1.1.3.4 Aktivita kaspazy 3 v Zivych burikdach in situ

Analyzovala jsem také aktivitu kaspazy 3 v zivych buiikach bez dalSich manipulaci
jako dikaz probihajici apoptézy. Permeabilni substrat kaspazy 3 PhiPhiLux-G,D, byl
pfidan k médiu bunék v kultivacnich destickéach, jako kontrola specifity eseje byl pouzit
inhibitor kaspaz Z-VAD-FMK pfidany 10 minut pfed substratem. Jadra bunck byla
nakonec dobarvena fluorescenénim indikdtorem Hoechst 33342 a bunky v kultivaénich
destickach byly hodnoceny pomoci fluorescenéni mikroskopie. Esej byl proveden
v ¢asovych intervalech odpovidajicich stanoveni aktivace kaspdz (CaspACE) a
v pozdégjSich intervalech, t.j. 24 a 48 h.p.i. u HeLa G bungk, 12 a 24 h.p.i. u BSC-40 bun¢k.

Ve vzorcich bunék Hela G infikovanych WR-EGFP nebo WR-LUC (neni
ukazano) bylo ve 48 h.p.i. pozorovatelnych mnoho bunék vykazujicich aktivitu kaspazy 3
(Obr. 16A).Tento signdl bylo mozné do velké miry inhibovat preinkubaci s kaspazovym

inhibitorem Z-VAD-FMK. Intenzita signalu byla srovnatelnd s pozitivni apoptotickou
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kontrolou, buitkami HeLa G infikovanymi WR-NOS (Obr. 17). Buniky BSC-40 infikované
viry WR-EGFP nebo WR-LUC (neni ukdzdno) nevykazovaly aktivitu kaspazy 3 (Obr.

16B) ve srovnani s pozitivni apoptotickou kontrolou, buitkami BSC-40 infikovanymi WR-
Bcl2 (Obr. 17).

A HeLaG 24 hp.i. 48 h.p.i.
neinf. WR-EGFP . neinf.

7VAD WR-EGFP

Fazovy |
kontras

Phiphilux

Hoechst

EGFP

Prekryv

B Bsc-40 15 h.p.i. 24 h.p.i.
WR-EGFP

Phiphilux

Hoechst

Obr. 16. Aktivita kaspazy 3 detekovana in situ. Buriky (A) HeLa G a (B) BSC-40 byly infikovany
virem WR-EGFP (2 PFU/burika V Case 24 a 48 h.p.i. (HeLa G) nebo 15 a 24 h.p.i. (BSC-40) byl
proveden esej PhiPhiLux pfimo v kultivaénich desti¢kach. V kontrolnich vzorcich byla aktivita
kaspaz inhibovana pfidanim Z-VAD-FMK (50 uM) pfed esejem. Jadra bunék byla dobarvena DNA
indikatorem Hoechst 33342 (0,1 ug/ml) a fluorescence a fazovy kontrast bunék byly snimany
fluorescenénim mikroskopem pfi zvétSeni 100x. PhiPhiLux — ¢ervena, Hoechst — modra, EGFP —
zelena. Obrazky reprezentuji vysledky ze 4 pokusu.
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Tyto vysledky ukazuji, Ze v pribéhu infekce bunék HeLa G je aktivni exekutorova
kaspaza 3, zatimco v pribéhu infekce bunék BSC-40 tato kaspaza aktivni neni. Aktivita

kaspazy 3 vSak je pozorovatelna pouze v ¢asti infikovanych bunék.

A HeLaG
ZVAD

WR-Bcl2

Fazovy
kontrast |

Phiphilux

B Bsc-40 15 h.p.i. 24 h.p.i.
WR-LUC WR-Bol2 WR-LUC _ WR-Bcl2

Z-VAD
— ORE

Phiphilux

A B .

P 'y : Vo8t .. 5 . |
e bae b A " O < } - wa

Obr. 17. Aktivita kaspazy 3 detekovana in situ — pozitivhi a negativni kontroly. Burky (A)
HelLa G a (B) BSC-40 byly infikovany uvedenymi viry (2 PFU/burika). V Case 24 a 48 h.p.i. (HelLa
G) nebo 15 a 24 h.p.i. (BSC-40) byl proveden esej PhiPhiLux pfimo v kultivaénich desti¢kach. V
kontrolnich vzorcich byla aktivita kaspaz inhibovana pfidanim Z-VAD-FMK (50 uM) pfed esejem.
Jadra bunék byla dobarvena DNA indikatorem Hoechst 33342 (0,1 pg/ml) a fluorescence a fazovy
kontrast bunék byly snimany fluorescenénim mikroskopem pfi zvétSeni 100x. PhiPhiLux — €ervena,
Hoechst — modra. Obrazky reprezentuji vysledky ze 4 pokusu.
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5.1.1.3.5 Analyza produktii stépeni exekutorovych kaspaz

5.1.1.3.5.1 Stépeni PARP

PARP (poly-(ADP-ribosa)-polymeraza) patii mezi substraty smrti. St&peni tohoto
proteinu se proto pouziva jako ukazatel aktivity exekutorovych kaspaz 3 a 7. Pavodni
PARP protein o velikosti 116 kDa je Stépen na fragment o velikosti 85 kDa.

Stépeni PARP jsem analyzovala western blotem ve stejnych ¢asovych intervalech
infekce jako aktivitu a aktivaci kaspaz a také v dalsich Easovych intervalech. Stépeni
LUC (buiikky HeLa G a BSC-40), WR-CAT/I a WR-Bcl2/I (buitky BSC-40) ukazuje obr.
18. Stdpeni PARP v pozdgjsich ¢asech infekce (48 a 72 h.p.i.) pfi infekci WR-LUC je
ukazano také na obr. 26 (kap. 5.1.2.2) spolu se vzorky infikovanymi viry Dryvax a Praha.
Obrazek 23 (kap. 5.1.1.5.2) ukazuje St€peni PARP v infikovanych buiikach ve srovnani
s neinfikovanymi kontrolami a také St€peni PARP v infikovanych buikach pii plisobeni
inhibitord kalpainu. Tyto vzorky byly také sklizeny ve stejnych ¢asech infekce jako vzorky

pro CaspACE eseje a eseje na aktivitu kaspaz.
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Obr. 18. Stépeni PARP. Buiiky HelLa G (D) a BSC-40 (A, B, C) byly infikovany uvedenymi viry (2
PFU/bunka) a v ¢ase 12 h.p.i. (A) 15 h.p.i. (B) nebo 24 h.p.i. (C, D) byly sklizeny pro western blot
(8% SDS-PAGE). Neinf./I — neinfikované bunky v pfitomnosti IPTG. | - rekombinantni protein je
exprimovan z IPTG-inducibilniho promotoru p4b v pfitomnosti IPTG. Obrazky reprezentuji vysledky
11 pokusu (BSC-40) nebo 6 pokust (HeLa G).

V bunééné linii HeLa G dochézi ve 24 h.p.i. k vy$§imu §tépeni PARP ve srovnani
s neinfikovanou kontrolou (Obr. 18). Bylo ukdzéno, Ze toto St€peni je mozné selektivné
potlacit piisobenim kaspdzového inhibitoru Z-VAD-FMK ((Liskova et al., 2011) —
experiment J. Knitlové). V bunééné linii BSC-40 ve 12 h.p.i. bylo §tépeni PARP vyrazné
slabsi v infikovanych bunikach oproti bazalnimu Stépeni v neinfikovanych bunkach (Obr.

18). Piasobeni Z-VAD-FMK nemélo na toto Stépeni vliv ((Liskova et al., 2011) -
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experiment J. Knitlové ). V dalSich ¢asovych intervalech infekce se vysledky podobaji,
v buntkkdch BSC-40 infikovanych VACV je §tépeni PARP vzdy slabsi ¢i srovnatelné se
Stépenim v neinfikovanych kontrolach, zatimco v buikkach HeLa G je §tépeni PARP vzdy
siln€j$i nez v neinfikovanych kontrolach. Builkky BSC-40 infikované virem WR-Bcl2/1
slouzily jako pozitivni apoptoticka kontrola a Stépeni PARP v nich bylo silné.

Tyto vysledky ukazuji na aktivitu exekutorovych kaspaz 3/7 v Hela G
infikovanych VACV. Naproti tomu se zda, ze v BSC-40 infikovanych VACV kaspazy 3/7

aktivni nejsou.

5.1.1.3.5.2 Stépeni cytokeratinu 18

Dalsi substrat smrti podléhajici Stépeni exekutorovymi kaspazami je cytokeratin
18. Stepeni cytokeratinu 18 jsem analyzovala western blotem pomoci dvou protilatek:
protilatka produkovand klonem DC-10 reaguje s nestépenou (48 kDa) i Stépenou (45 kDa)
formou proteinu, protilatka produkovana klonem M30 reaguje pouze s neoepitopem
vytvofenému Stépenim kaspazami (45 kDa) (Caulin et al., 1997). Pro western blot byly
pouzity bunky HeLa G i BSC-40 infikované VACV a sklizené v intervalech infekce 24
h.p.i. (HeLa G) a 12 h.p.i. (BSC-40). Kontrolni vzorky byly infikovany za pfitomnosti
obecného inhibitoru kaspaz Z-VAD-FMK.

A Z-VAD Z-VAD

WR-LUC

neinf.
neinf.
WR-LUC
neinf.
WR-LUC
neinf.
WR-LUC

48 KD —P e . G |10

45 kDa =» — M30
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O®
o=
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Obr. 19. Stépeni cytokeratinu 18. (A) Buriky HeLa G a BSC-40 byly infikovany virem WR-LUC (2
PFU/bunka) v pfitomnosti Z-VAD-FMK (Z-VAD, vysledna koncentrace 50 uM) nebo DMSO. V Case
24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-40) byly sklizeny pro western blot (10% SDS-PAGE).
Detekce cytokeratinu 18 byla provedena protiladtkami DC-10 a M30. Obrazky reprezentuji 14 (HelLa
G) nebo 10 (BSC-40) pokusl provedenych v rliznych ¢asovych intervalech. (B) Buriky HeLa G byly
infikovany virem WR-CAT/I (2 PFU/burika) v pfitomnosti IPTG a v Case 48 h.p.i. byly sklizeny pro
western blot. Po pfeblotovani byl vzorek na membrané rozdélen na poloviny a cytokeratin 18 byl
detekovan na jedné poloviné protilatkou DC-10 a na druhé poloviné protilatkou M30. Obrazek
reprezentuje 2 pokusy.
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V infikovanych HeLa G buiikéch byl kromé celého proteinu zietelny pruh velikosti
odpovidajici Stépenému cytokeratinu 18 (Obr. 19A). Tento pruh nebyl pfitomny
v kontrolnim vzorku, v némz byly inhibovany kaspazy pomoci Z-VAD-FMK. Protilatka
M30 detekovala neoepitop cytokeratinu 18 také pouze ve vzorku z infikovanych bunék, ne
jiz ve vzorku z infikovanych bun¢k s inhibovanymi kaspazami. V infikovanych BSC-40 se
nepodafilo detekovat Stépeni cytokeratinu 18 (Obr. 19A) ani vznik neoepitopu M30.
Podobné¢ vysledky ukazala analyza vzorki bunék sklizenych v riiznych casech infekce
(HeLa G 48 h.p.i., BSC-40 15, 24 h.p.1.) 1 pfi infekci jinymi rekombinantami VACV (WR-
CAT/I, WR-Bcl2/I u HeLa G). Tyto vysledky ukazuji, Ze v infikovanych HeLa G burnikach
je Stépen substrat smrti cytokeratin 18 kaspazami, v infikovanych BSC-40 bunikéch Stépen
cytokeratin 18 nebylo nalezeno.

Pro ovéteni totoznosti obou prouzkl detekovanych protilatkami proti cytokeratinu
18 jsem pouzila vzorek se Stépenym cytokeratinem 18 rozdéleny SDS-PAGE a
pieblotovany na membranu. Tuto membranu se vzorkem jsem rozdélila na dvé casti a
inkubovala kazdou ¢ast s jinou protilatkou. Obr. 19B ukazuje, Ze slabsi pruh rozeznavany

protilatkou DC-10 koreluje svou velikosti s pruhem rozeznavanym protilatkou M30.

5.1.1.4 Casovy priibéh fluorescence bunék infikovanych virem WR-EGFP

Analyzovala jsem také fluorescenci EGFP u bunék infikovanych WR-EGFP, ktery
tento protein exprimuje pod ¢asné-pozdnim promotorem p7.5. Divodem pro tuto analyzu
byla skuteCnost, Ze apoptoticka jadra a aktivita kaspazy 3 (esej PhiPhiLux) byla
pozorovana Casto v buitkach HeLa G, které nevykazovaly zelenou fluorescenci. Piitom ve
24 h.p.i. byly téméf vSechny bunky zjevné zelené, a tedy infikované (Obr. 16). Proto jsem
se rozhodla zdokumentovat casovy pribéh podilu fluorescencnich bunék v bunkach
infikovanych virem WR-EGFP. Pomoci obrazové analyzy jsem urcila plochu zelené
fluorescence v kazdém obrazku. Procento plochy fluorescencnich bunék jsem opét
vyjadfila ve vztahu k ploSe vSech jader (100%).

U infikovanych HeLa G bunék se plocha zelené fluorescence v Case vyrazné
snizovala, od 135% ve 24 h.p.i. k 57% v 96 h.p.i. (Obr. 20A). U infikovanych BSC-40 se
podil zelené fluorescence snizoval jen mirnég, od 110 % ve 24 h.p.i. k 89% v 96 h.p.i (Obr.
20B). V souvislosti s ostatnimi vysledky lze ptfedpokladat, Ze EGFP ztraci fluorescenci
v mrtvych, apoptotickych buiikdch u infikovanych HeLa G. Mirny pokles plochy zelené
fluorescence v bunikdch BSC-40 infikovanych WR-EGFP je zptlisoben spiSe cytopatickym

efektem infekce.
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Kvantifikovala jsem také procento infikovanych bunék pfi infekci virem WR-EGFP
pomoci prutokové cytometrie. Buikky HelLLa G a BSC-40 byly infikoviny WR-EGFP
s multiplicitou 2 nebo 5 a v Case 4, 6, 12 a 24 h.p.i. byly sklizeny a zméfeny pritokovou
cytometrii. Bylo vyjadfeno procento infikovanych bungk, tedy bunék vykazujicich zelenou
fluorescenci, ze vSech buné&k (100%). Také byla vyjadiena intenzita fluorescence zelenych

bunék jako priimérna hodnota fluorescence této populace.
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Obr. 20. Vyvoj EGFP fluorescence v ¢ase u bunék infikovanych WR-EGFP. Buriky (A) HeLa G
a (B) BSC-40 byly infikovany WR-EGFP (2 PFU/burika) a v asech 12, 24, 48, 72, 96 h.p.i. byly
obarveny indikdtorem Hoechst 33342 (0,1 pg/ml). Fluorescence bunék byla snimana
fluorescenénim mikroskopem pfi zvétSeni 100x. Obrazky zelené fluorescence bunék jader
obarvenych Hoechst byly vyhodnoceny pomoci obrazové analyzy a bylo vyjadfeno procento plochy
zelené fluorescence a procento plochy Hoechst-pozitivnich jader z plochy vSech jader (100%).
V grafech jsou vyneseny priméry hodnot z 5 pokusu, v kazdém pokusu byly hodnoceny alespon 2
obrazky daného vzorku. Hodnoty S.E.M. pro fluorescenci EGFP jsou vyneseny v grafech a hodnoty
S.E.M. pro Hoechst-pozitivni jadra jsou v tabulce 2 (kap. 5.1.1.1.1).

Vysledky analyzy procenta infikovanych buné¢k jsou v tabulce 4. Obé& bunécné linie
byly v ¢ase 12 a 24 h.p.i. infikovany témé&f 100%. Primarni infekci je mozné odhadnout
z udaji naméfenych ve 4 a 6 h.p.i. jako pfiblizné¢ 64% u HeLa G a 63% u BSC-40 pii
m.o.i. = 2. Procento sekundarné infikovanych bunék bylo 35% u HelLa G bunck ve 24
h.p.i. a 37% u BSC-40 ve 12 h.p.i. pfi m.o.i. = 2.

Vysledky analyzy intenzity zelené fluorescence jsou znazornény v grafech na obr.

21. Intenzita zelené fluorescence je vzdy nizsi u HeLa G bunék ve srovnani s odpovidajici
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intenzitou bun¢k BSC-40, tento rozdil je ve vSech piipadech statisticky signifikantni (p =
0,05) . Intenzita fluorescence proteinu EGFP je ukazatelem miry exprese tohoto proteinu
pod cCasné-pozdnim vakciniovym promotorem p7.5, zda se tedy, ze v infikovanych

bunikdch BSC-40 dochazi k vyssi expresi VACV proteini neZ v infikovanych HelLa G

bunkach.

2 PFU/bunka

5 PFU/burika

HeLa G BSC-40 HeLa G BSC-40
4 h.p.i. 59.35+1.29 58.30+066 77.70+0.58 69.40+0.93
6 h.p.i. 67.90+3.03 6540+1.19 80.85+4.96 79.28+1.47
12h.pi. 9333+1.78 98.78+0.12 98.88+0.06 99.40+ 0.04
24hpi. 98.95+0.10 99.98+0.02 98.93+0.09 100.0+0.00

Tab. 4. Procento infikovanych bunék pfi infekci WR-EGFP. Buriky HeLa G a BSC-40 byly
infikovany WR-EGFP (2 nebo 5 PFU/burika) a v €asech 4, 6, 12, 24 h.p.i. byly sklizeny opatrnym
pasazovanim. Zelena fluorescence bunék byla zméfena pritokovou cytometrii v kanale FL1.
Procento infikovanych bunék bylo vyjadfeno jako procento zelenych bunék ze vSech bunék
(100%). Uvedené vysledky jsou prumeéry ze 2 pokus(l v duplikatech = S.E.M.
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Obr. 21. Intenzita fluorescence EGFP v burikach infikovanych WR-EGFP. Burky HeLa G a
BSC-40 byly infikovany WR-EGFP (A) 2 PFU/burika nebo (B) 5 PFU/burika a v €asech 4, 6, 12, 24
h.p.i. byly sklizeny pasazovanim. Zelena fluorescence bunék byla zméfena pratokovou cytometrii v
kanale FL1. V populaci bunék vykazujicich zelenou fluorescenci byla kvantifikovana intenzita
fluorescence jako pramér hodnot fluorescence. RFI - relativni intenzita fluorescence. * Vzorky
bunék HeLa G se statisticky signifikantné liSi od pfislusnych vzork( bunék BSC-40 (p = 0,05).
Uvedené vysledky jsou priméry ze 2 pokust v duplikatech + S.E.M.
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5.1.1.5 Aktivace a aktivita jinych proteaz

Mnoho produktti gentit VACV inhibuje pfimo ¢i nepiimo aktivaci ¢i aktivitu mnoha
kaspaz, my vSak pfesto pozorujeme obecnou aktivaci kaspaz v infikovanych bunkéch.
Uvazovali jsme proto také o moznosti aktivace jinych protedz v bunkach infikovanych
VACYV, naptiklad kalpainu a kathepsint, a o jejich vlivu na pozitivitu eseje CaspACE a na

dalsi znamky aktivity kaspaz.
5.1.1.5.1 Vliv kalpainu na detekci aktivace kaspaz v infikovanych buiikdch

Zkoumala jsem ovlivnéni vazby CaspACE v infikovanych buiikach kalpainovymi
inhibitory. Ukézalo se (Obr. 22), Zze inhibitory kalpainu, konkrétné calpastatin peptid a
Calpain inhibitor V, svoji kompetici vazbu CaspACE neovlivituji. To znamend, Ze esej

CaspACE se nevaze do aktivniho mista kalpainu, a je tedy specificky pro aktivni mista
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Obr. 22. Vliv inhibitord kalpainu a kathepsinti na detekci aktivace kaspaz. Buriky HeLa G a
BSC-40 byly infikovany WR-LUC (2 PFU/burika) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-
40) byly sklizeny pro CaspACE esej. Esej byl v oznaenych vzorcich kompetovan pomoci (A)
inhibitord kalpainu nebo (B) inhibitoru kathepsinu. Fluorescence bunék byla hodnocena pratokovou
cytometrii, CaspACE pozitivita byla vyjadfena jako procenta hodnoty infikovanych bunék bez
inhibitoru (100%). CS - calpastatin peptid ve 2 uM koncentraci, CIV - Calpain inhibitor V v 10 uM
koncentraci, PepA - pepstatin A v 50 uM koncentraci. V grafech jsou vyneseny priméry ze 2
pokusu provedenych v duplikatech, chybové usecky ukazuji hodnoty S.E.M.
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kaspdz. Byly provedeny také pokusy, pii nichZ byly inhibitory kalpainu ve stejnych
koncentracich jako pfi kompeti¢nich experimentech pfidany do média infikovanych bunék.
Bunky byly ve stejném ¢ase po infekci sklizeny a byl u nich proveden esej CaspACE. Ani
takovato dlouhodoba inhibice kalpainu nepfinesla Zddné¢ zmény v signalu CaspACE v ani
jedné z testovanych bunécnych linii (neni ukazano). Z toho vyplyva, Ze inhibice protedzy

kalpainu nemé vliv na pozorovanou aktivaci kaspaz v infikovanych bunkach.
5.1.1.5.2 Vliv kalpainu na aktivitu kaspaz v infikovanych buiikdch

Spekulovali jsme, Ze protedzy z rodiny kalpainii by mohly byt aktivni v buiikach
infikovanych VACV. Chtéla jsem proto zjistit, zda inhibice kalpainu bude mit vliv na
Stépeni substrati smrti PARP a cytokeratin 18 v bunikdch infikovanych VACV
v odpovidajicich intervalech. Infikované buiky proto byly béhem infekce inkubovany
s inhibitory kalpainu a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-40) sklizeny pro
western blot. Vysledky Stépeni PARP ukazuje Obr. 23. Inhibitory kalpainu caspastatin
peptid a Calpain inhibitor V nemély vliv na §t€peni PARP v infikovanych HelLa G a BSC-
40. To naznacuje, Ze aktivita kalpainu se nepodili (pfimo ani nepiimo) na Stépeni PARP
pozorovaném v infikovanych HeLaG a neovliviiuje ani nizkou tUroven S$tépeni PARP
v infikovanych BSC-40. Podobné vysledky byly ziskany 1 v dalSich ¢asech infekce v obou
bunécnych liniich.
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Obr. 23. Vliv inhibitorti kalpainu na s$tépeni PARP. Buriky (A) HeLa G a (B) BSC-40 byly
infikovany virem WR-LUC (2 PFU/burika) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 12 h.p.i. (BSC-40) byly
sklizeny pro western blot (8% SDS-PAGE). K bufikdm byly po dobu infekce pfidany inhibitory
kalpainu v uvedenych koncentracich nebo solvent DMSO. CIV - Calpain inhibitor V ve 2 uM (CIV 2)
nebo 0,2 uM (CIV 0,2) koncentraci. CS - calpastatin peptid ve 2 uM (CS 2) nebo 0,2 uM (CS 0,2)
koncentraci (zasobni roztok ve vodé). D - DMSO, V - Z-VAD-FMK (50 uM). Kontrola pro vzorky s
pfidanym CIV jsou vzorky s pfidanym DMSO, kontrola pro vzorky s pfidanym CS jsou vzorky bez

pfidani dalSich latek (0). Obrazky reprezentuji 5 (HeLa G) nebo 8 (BSC-40) pokusu provedenych v
rdznych €asovych intervalech infekce.
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Stepeni cytokeratinu 18 jsem analyzovala western blotem pomoci dvou protilatek:
protilatka produkovand klonem DC-10 reaguje s nestépenou i St€penou formou proteinu,
protilatka produkovand klonem M30 reaguje pouze s neoepitopem vytvorenym Stépenim
kaspdzami. Pro western blot byly pouzity buiitky HeLa G 1 BSC-40 infikované VACV nebo
neinfikované a sklizené v case infekce 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 18 h.p.i. (BSC-40).
V buiikkach HeLa G infikovanych VACV nemélo plsobeni inhibitora kalpainu vliv na
mnozstvi neStépené formy proteinu ani na Stépeni cytokeratinu 18 zjiS§téné pomoci obou
protilatek (obr. 24). V buiikdch BSC-40 nem¢ly inhibitory kalpainu vliv na mnoZstvi
nestépené¢ formy cytokeratinu 18 zobrazené protilatkou DC-10 (obr. 24). Tvorbu
neoepitopu M30 se v infikovanych BSC-40 nepodafilo zachytit (kap. 5.1.1.3.5) a ptasobeni
kalpainovych inhibitorii nemélo vliv ani zde. Aktivita protedzy kalpainu se tedy nepodili
ani na Stépeni cytokeratinu 18 v infikovanych buiikach HeLa G a BSC-40 a neovliviiuje

pozitivné ani negativné mnozstvi neStépené formy tohoto proteinu.

A 0 DMSO €S2 CS02 CIVv2 CIV0,2

WR-LUC
WR-LUC

neinf.
WR-LUC

neinf.

WR-LUC

neinf.
neinf.
neinf.
WR-LUC
neinf.

R e ————————————————— )

45 kDa =P w— M30

B WR-LUC neinf.
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Obr. 24. Vliv inhibitort kalpainu na stépeni cytokeratinu 18. Buriky (A) HeLa G a (B) BSC-40
byly infikovany virem WR-LUC (2 PFU/burika) a v ¢ase 24 h.p.i. (HeLa G) nebo 18 h.p.i. (BSC-40)
byly sklizeny pro western blot (10% SDS-PAGE). K burikdm byly po dobu infekce pfidany inhibitory
kalpainu v uvedenych koncentracich nebo solvent DMSO. Detekce cytokeratinu 18 byla provedena
protilatkami DC-10 a M30. CIV - Calpain inhibitor V ve 2 uM (CIV 2) nebo 0,2 uM (CIV 0,2)
koncentraci. CS - calpastatin peptid ve 2 uM (CS 2) nebo 0,2 uM (CS 0,2) koncentraci nebo (B) v
uvedenych nM koncentracich. Kontrola pro vzorky s pfidanym CIV jsou vzorky s pfidanym DMSO,
kontrola pro vzorky s pfidanym CS jsou vzorky bez pfidani dalSich latek (0). Obrazky reprezentuji 5
(HeLa G) nebo 8 (BSC-40) pokusu provedenych v rliznych ¢asovych intervalech infekce.

5.1.1.5.3 Vliv kathepsinii na aktivaci kaspaz,

Provedla jsem také zkousku specifity CaspACE s inhibitorem kathepsini D a E,
Pepstatinem A. Pepstatin A také vazbu CaspACE do infikovanych bunék nesnizil (Obr.
22), coz ukazuje na specifitu CaspACE eseje pro kaspazy a nikoli pro kathepsiny. Také byl
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testovan vliv dlouhodobé¢ inhibice kathepsinu D a E na vysledek eseje CaspACE. Pepstatin
A byl pfiddn do média infikovanych bunck ve stejné koncentraci jako pro kompetici
CaspACE. Buiiky byly v odpovidajicim Case po infekci sklizeny pro esej CaspACE, tato
dlouhodoba inhibice kathepsini vSak také nepfinesla zmény v signalu CaspACE v zadné
testované bunécné linii (neni ukazéno). Kathepsiny D a E proto nemaji vliv na
pozorovanou aktivaci kaspaz.

Byla provedena také analyza Stépeni PARP v infikovanych buiikdch pfi inhibici
kathepsinli D a E Pepstatinem A. Inhibice kathepsini v§ak neméla vliv na vysledek Stépeni
PARP v bunkdch HeLa G ani BSC-40 infikovanych WR-LUC ((Liskova et al., 2011) -

experimenty J. Knitlové).

5.1.2 Typ bunééné smrti bunék infikovanych kmeny Dryvax a Praha

Rozhodli jsme se porovnat typ bunétné smrti vyvolany infekci VACV kmene
Western Reserve s typem bunééné smrti vyvolanym infekci vakcinaCnimi kmeny VACV
Dryvax a Praha. Z obou kment byly pouzity plakové izolaty s malou (P20, D32) a velkou
(P13, D50) virulenci, které byly izolovany diive (Kutinova et al., 1995) a naSe laboratof je

ziskala diky laskavosti Dr. Némeckové.

A Hoechst-pozitivni jadra B Hoechst-pozitivni jadra
60q HelLa G 60q BSC-40

= =
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Obr. 25. Analyza morfologie jader in situ po infekci bunék VACV kmeny Dryvax a Praha.
Buriky (A) HeLa G a (B) BSC-40 byly infikovany viry WR-LUC, Dryvax (D50, D32) a Praha (P13,
P20) (2 PFU/burika) a v ¢asech 12, 24, 48 a 72 h.p.i. byly obarveny DNA indikatorem Hoechst
33342 (0,1 pg/ml). Fluorescence jader a fazovy kontrast bunék byly snimany fluorescenénim
mikroskopem pfi zvétSeni 100x. Obrazky bunék obarvenych Hoechst 33342 byly vyhodnoceny
pomoci obrazové analyzy a bylo vyjadfeno procento plochy Hoechst-pozitivnich jader z plochy
vSech jader (100%). V grafech jsou vyneseny primeéry hodnot ze 4 pokusu, v kazdém pokusu byly
hodnoceny alespon 2 obrazky daného vzorku. Priméry a hodnoty S.E.M. jsou shrnuty v tabulce 5.

5.1.2.1 Analyza morfologie jader

Morfologii jader infikovanych bunc€k jsem analyzovala podobné jako v kapitole

5.1.1.1.1. U infikovanych HeLa G bunék byly vysledky podobné jako pii infekci kmenem

83



Western Reserve (Obr. 25A). Procento Hoechst-pozitivnich, apoptotickych bunék se
zvySovalo ke 40% v 72 h.p.1. U infikovanych BSC-40 bunék vSak infekce kmeny Dryvax a
Praha zpusobila podobné zvySeni Hoechst-pozitivnich jader ke 35% v 72 h.p.i. (Obr. 25B).
Pfitom infekce malo virulentnimi izolaty obou vird (P20, D32) ptsobila apoptozu
vyraznéji (viz interval 48 h.p.i.), tento rozdil vSak nebyl statisticky signifikantni (p = 0,05).
Stav infikovanych bunék nebylo moZné dokumentovat v Case 96 h.p.i., nebot’ bunky
infikované viry Praha a Dryvax byly v tuto dobu jiz ve velmi Spatném stavu, ziejmé ve
stadiu sekundarni nekrézy. Priméry hodnot plochy Hoechst-pozitivnich jader a

odpovidajici hodnoty S.E.M. jsou v tab. 5.

Tab. 5. Hodnoty standardni chyby priiméru (S.E.M.) k obr. 25

Tab. 5 A. Priméry a S.E.M. k obr. 25 A

HeLa G 12 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i. 72 h.p.i.

% Hoechst- % Hoechst- % Hoechst- % Hoechst-

pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich
jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M.
Neinf. 1.42 0.80 1.45 0.43 3.08 0.44 3.47 0.68
WR-LUC 2.61 1.40 1.41 0.38 21.79 3.25 34.73 2.76
P13 4.49 1.36 3.21 1.04 13.81 1.40 30.29 3.99
D50 2.26 0.47 3.21 0.98 18.80 1.58 35.31 2.98
P20 1.96 0.93 5.91 0.59 17.54 5.72 31.86 1.76
D32 N — 418 1.43 21.40 5.39 39.00 0.83

Tab. 5 B. Priméry a S.E.M. k obr. 25 B

BSC-40 12 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i. 72 h.p.i.

% Hoechst- % Hoechst- % Hoechst- % Hoechst-

pozitivnich pozitivnich pozitivnich pozitivnich

jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M. jader S.E.M.

Neinf. 2.99 1.53 0.62 0.19 3.60 1.37 5.05 1.71
WR-LUC 3.26 1.26 1.85 0.62 7.45 0.83 10.33 1.28
P13 3.44 2.24 2.55 0.67 20.16 2.13 35.10 3.39
D50 3.41 1.35 2.20 0.55 22.09 2.19 32.12 3.44
P20 1.93 1.32 1.76 0.64 30.50 10.17 31.23 10.93
D32 N — 5.07 2.04 29.60 1.57 37.13 8.12

N — nebylo stanoveno

5.1.2.2 Analyza markeru Stépeni kaspaz PARP

Analyzovala jsem také Stépeni substratu smrti PARP pfi infekci VACV kmeny
Praha a Dryvax. Stépeni bylo hodnoceno ve stejnych intervalech jako morfologie jader,
tedy ve 48 a 72 h.p.i. V buitkkdch HeLa G 1 BSC-40 infekce témito viry vyvolala vyrazné
Stépeni PARP v souladu s morfologickou analyzou (Obr. 26). Toto $té€peni bylo slabsi nez

Stépeni PARP v pozitivnich apoptotickych kontrolach (WR-NOS v HeLa G bunkach, WR-
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Bcl2 v BSC-40 bunkach), ale siln€jsi nez $tépeni PARP v negativnich kontroldch (WR-
Bcl2 v HeLa G buiitkach, WR-LUC v BSC-40 burikach).
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Obr. 26. Stépeni PARP v buiikach infikovanych VACV kmeny Dryvax a Praha. Buriky (A)
HeLa G a (B) BSC-40 byly infikovany uvedenymi viry (2 PFU/burika) a v uvedenych h.p.i. byly
sklizeny pro western blot (8% SDS-PAGE).

5.1.2.3 Riist VACV kmeni Dryvax a Praha v buiikach HeLLa G a BSC-40

Chtéli jsme porovnat rist VACV kmene Dryvax a Praha s kmenem Western
Reserve a jeho pouzivanymi rekombinantami. Pro toto srovnani jsem infikovala bunky
HeLa G a BSC-40 diive pouzitymi plakovymi izolaty kmenli Dryvax a Praha a také
rekombinantnimi viry kmene Western Reserve. Pokusy byly provedeny na 96-jamkovych
destickach a virové inokulum bylo po adsorpci viru ponechano v jamkach spolu s
pfidanym médiem. Infikované bunky byly sklizeny v ¢asech 24, 48 a 72 h.p.i. a titr virQ
byl uréen plakovou eseji.

Ziskané titry pro interval 24 h.p.i. jsou uvedeny v tabulce 6. Titry v dalSich
intervalech se vyrazné neliSily od titra ziskanych v tomto intervalu, a proto zde nejsou

uvedeny. Nejvyééi titry byly ziskany pfi infekci wt-WR, o mélo nizsi titry pii infekci jeho

Cvwr

Vv

pii infekci WR-Bcl2 byly nizké podobné jako u atenuovanych izolatli, exprimovany Bcl-2
ma ziejm¢ vliv na energeticky metabolismus buiiky (Kalbacova, 2003; Vrbacky, 2005;
Vrbacky et al., 2003). Vysledky byly podobné pro obé bunécné linie. Kdyby se virus za
podminek téchto experimentii viibec nemnozil, vysledny titr by byl 10° PFU/ml. I nejnizsi
dosazeng¢ titry virt tedy odpovidaji namnozeni viru pifiblizné¢ 10x.

Z téchto vysledkt vyplyva, ze VACV kmeny Dryvax a Praha se v bunikkdch HeLa G
a BSC-40 chovaji jako atenuované ve srovnani s kmenem Western Reserve, ovSem stéle se

v téchto bunkach mnozi.
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Pokus ¢. 1 Pokus €. 2

virus BSC-40 HelLa G BSC-40 HelLa G
wt-WR 7,69 8,00 9,34 9,13
WR-LUC N N 8,36 8,48
WR-EGFP 7,32 7,51 8,18 8,18
D50 6,95 7,38 8,08 7,95
P13 6,56 7,56 7,90 8,11
WR-Bcl2 N N 7,35 7,48
P20 6,53 7,37 7,29 7,41
D32 6,42 6,53 7,10 7,11

Tab. 6. Rist VACV kmeni Dryvax a Praha v buikach HeLa G a BSC-40. Buriky na 96-
jamkovych desti¢kach byly infikovany uvedenymi viry (m.o.i. = 2) po dobu 24 hodin. Titr vird byl
stanoven plakovym esejem a vyjadfen jako dekadicky logaritmus PFU/ml. Uvedené vysledky
reprezentuji 2 pokusy. N - nebylo stanoveno.

5.1.3 Zmény mitochondrii v buiikach infikovanych VACV kmene WR

Jako doplnéni analyzy typu bunééné smrti bunc¢k infikovanych VACV jsme se
rozhodli provéfit také stav mitochondrii téchto bunék, nebot’ pii apoptdze Casto dochazi

k depolarizaci mitochondridlniho membranového potencidlu a k dal§im zménam.

5.1.3.1 Analyza morfologie mitochondrii konfokalni mikroskopii

Pro analyzu morfologie mitochondrii byly buitky BSC-40 na plotnach urc¢enych pro
konfokélni mikroskopii infikovany virem WR-LUC o vys$S§i multiplicité infekce (5
PFU/bunika) po dobu 6 hodin. K médiu bun¢k byl poté pfidan mitochondrialni indikéator
NAO (vaze se nezavisle na membranovém potencialu mitochondrii) a jako morfologicka
kontrola také FCCP (mitochondridlni rozptahovac). Po 20-timinutovém barveni byly
buitky hodnoceny konfokalni mikroskopii.

U neinfikovanych bunék byly pozorovany sit¢ mitochondrii s vysoce
organizovanou strukturou (Obr. 27). Rozptahova¢ FCCP zpusobil zmény této struktury,
depolarizované mitochondrie byly fragmentované. V infikovanych buiikach organizované
sit€¢ mitochondrii nebyly pfitomny, mitochondrie mély spiSe tvar bodl podobné jako ve

vzorcich depolarizovanych ptidanim FCCP.
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Obr. 27. Morfologie mitochondrii u bunék infikovanych VACV. Buriky BSC-40 byly infikovany
virem WR-LUC (5 PFU/burika) a v ¢ase 6 h.p.i. byly mitochondrie obarveny NAO (0,5 uM), ke
kontrolnim vzorkim bylo pfidano FCCP (1 uM). Fluorescence NAO byla snimana konfokalnim
mikroskopem pfi zvétSeni 125x. Obrazky reprezentuji 3 pokusy.

5.1.3.2 Analyza mitochondrialniho membranového potencialu pritokovou
cytometrii

Jako kontrolu analyzy morfologie mitochondrii jsem zméfila také mitochondrialni
membranovy potencial bun¢k infikovanych za stejnych podminek, t.j. v ¢ase 6 h.p.i. a pfi
infekci 5 PFU/buiika, a pro srovnani také v pozd¢jSim ¢ase 12 h.p.i.

Mitochondrialni membranovypotencial infikovanych bun¢k BSC-40 se v Case 6
h.p.i. snizil na 87% neinfikovanych kontrol, v ¢ase 12 h.p.i. na 58% neinfikovanych
kontrol. Mitochondrialni membranovy potencial infikovanych bunék HelLa G se v Case 6
h.p.i. snizil na 74% neinfikovanych kontrol, v ¢ase 12 h.p.i. na 53% neinfikovanych
kontrol. Vysledky jsou v souladu s pfedchozimi analyzami (Kalbacova, 2003; Kalbacova

et al., 2008).

87



HelLa G BSC-40

¢as WR- WR-
méreni neinf. DsRed neinf. DsRed
6 h.p.i. 100 % 73,99 % 100 % 86,68 %

12 h.p.i. 100 % 53,21 % 100 % 58,43 %

Tab. 7. Pokles membranového potencialu mitochondrii u bunék infikovanych VACV. Buriky
HelLa G a BSC-40 byly infikovany virem WR-DsRed (5 PFU/bunka) a v ase 6 nebo 12 h.p.i. byly
sklizeny, obarveny indikatorem DiOCgs (3) a fluorescence bunék byla zméfena pratokovou
cytometrii. Pfi analyze cytometrickych dat bylo vyjadfeno procento bunék s pozitivnhim
mitochondrialnim potencidlem. V tabulce jsou vyjadfeny tyto hodnoty jako procento hodnot
neinfikovanych bunék (100 %). Tyto hodnoty jsou priméry z 1 pokusu provedeného v duplikatech.

5.1.4 Mozna role transglutaminazy v buikach infikovanych VACV kmene WR

V nasi laboratofi byly jiz dfive pozorovany vys$s$i formy proteinli piitomné
v bunikdch infikovanych VACV. Tyto proteiny mély molekulovou hmotnost odpovidajici
konjugatiim zdkladnich forem téchto proteinii (2 a vice molekul). Ptikladem je protein Bax,
jehoz molekulova hmotnost je 19 kDa, ale v infikovanych buiikach (BSC-40 i HeLa G)
analyza western blotem opakované ukazala proteiny o pfiblizné molekulové hmotnosti 40
kDa (Zdenék Cizek a Zora Mélkova, nepublikované vysledky). Spekulovali jsme proto, Ze
v buiikédch infikovanych VACV by mohl byt aktivni enzym transglutaminéza, ktery vytvari
takové konjugaty.

5.1.4.1 Vyskyt vyssich forem kaspazy 3 v infikovanych buiikach

DalSim proteinem, u kterého jsme pozorovali piitomnost forem s vyssi
molekulovou hmotnosti v infikovanych bunikach, byla kaspaza 3. V infikovanych HeLa G 1
BSC-40 buiikach se objevuji formy o pfiblizné molekulové hmotnosti 40 kDa, coz
odpovida dvéma molekuldm S$tépené kaspazy 3 o hmotnosti 19 kDa (Yamaguchi and
Wang, 2006). Na obr. 28A je piiklad infikovanych HeLa G a BSC-40 bun¢k sklizenych
v ase 15 h.p.i. Vy$§i molekulové hmotnosti kaspazy 3 byly pozorovany i1 v dalSich
intervalech infekce (12 h.p.i., 18 h.p.1.).

Na obrazku 28A je patrné, Ze vyssi formy kaspdzy 3 jsou pfitomny pouze ve
vzorcich bun€k infikovanych viry WR-CAT/I a WR-Bcl2/I, nikoli ve vzorcich bunék
infikovanych virem WR-LUC. U viri oznacenych /I jsou rekombinantni proteiny
exprimovany pod promotorem p4b, ktery je IPTG-inducibilni. Virus WR-LUC exprimuje
luciferdzu pod promotorem p7.5, coz je ¢asné-pozdni VACV promotor a jeho exprese se
neindukuje. Rozhodli jsme se proto proveéfit vyskyt vyssich forem kaspazy 3 v builkach

infikovanych riiznymi rekombinantami i wt-WR v pfitomnosti nebo bez ptitomnosti IPTG.
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Vysledek (Obr. 28B) ukazuje, ze vyssi formy kaspazy 3 se vyskytuji pouze v buitkach
infikovanych WR-CAT/I, WR-Bcl2/I a WR-PKR/I nezévisle na ptfitomnosti IPTG a tedy 1
nezavisle na expresi rekombinantnich proteinti. Dalsi virus s vlozenym genem pod p4b

promotorem (WR-LUC L) vyskyt vyssich forem kaspazy 3 nezptsobuje.
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Obr. 28. Detekce vyssSich molekulovych hmotnosti kaspazy 3. Buriky HeLa G a BSC-40 byly
infikovany uvedenymi viry (2 PFU/bufika) a v ¢ase 15 h.p.i. byly sklizeny pro western blot (10%
SDS-PAGE). (A) HelLa, BSC-40, (B) BSC-40. Neinf./l — neinfikované bunky v pfitomnosti IPTG. | -
rekombinantni protein je exprimovan z IPTG-inducibilniho promotoru p4b. (A) Ke vzorkim WR-
CAT/l, WR-Bcl2/l bylo pfidano IPTG. (B) IPTG bylo pfidano ke vSem vzorkim (+ IPTG) nebo
nebylo pfidano k zadnému vzorku (- IPTG). Obrazky reprezentuji vysledky (A) 8 pokusl nebo (B) 1
pokusu.

Zda se, ze vyskyt proteinit o vysSich molekulovych hmotnostech detekovanych
protilatkou proti kaspaze 3 v bunkach infikovanych VACV nezdvisi na expresi
rekombinantniho proteinu, na pfitomnosti IPTG ani na typu promotoru vlozeného genu.
Divoky typ VACV wt-WR také vyskyt vysSich forem kaspazy 3 nezpusobuje. Dalsi
moznosti vysvétleni je pfitomnost okolnich sekvenci vloZenych spole¢né s zddanym genem

do rekombinantnich virti (vice v Diskusi, kap. 6.5).

5.1.4.2 Vliv monodansylkadaverinu na rust viru vakcinie

Chtéli jsme provéfit moznost, Ze aktivita transglutamindzy ma urcitou ulohu
v zivotnim cyklu VACV. Proto jsem plisobila na infikované buiiky inhibitorem
transglutaminazy monodansylkadaverinem (MDC). Buitkky BSC-40 byly infikovany viry
WR-LUC nebo WR-CAT/I v pfitomnosti MDC. Po 18 hodinéch ristu viru byly infikované
bunky sklizeny a riist virti byl kvantifikovan plakovou eseji. Zaroven byla zivotaschopnost

bun¢k hodnocena morfologicky pod mikroskopem.

&9



Logaritmy titrti virti jsou v tabulce 8. Pfi plisobeni uvedenych koncentraci MDC
zustavaly infikované i neinfikované bunky Zivé, pfi vyssi koncentraci 400 pM jiz u
neinfikovanych i1 infikovanych bunék dochazelo morfologicky k apoptoze. Presto pfi
pouziti koncentrace MDC 300 uM dochazi ke sniZeni titru virti pfiblizn€ logaritmus nebo
vice. Rist viru WR-LUC byl vlivem piisobeni MDC snizen o 0,86 logaritmu, virus WR-
CAT/l o 1,4 logaritmu. Rast VACYV je tedy ptisobenim MDC inhibovan. Je tedy mozné, ze
transglutamindza nebo enzymy s podobnou aktivitou hraji urcitou roli v ristovém cyklu

VACV.

MDC
virus 0 DMSO  100uM 200 uM 300 uM
WR-LUC 8,62 N 8,36 8,24 7,76
WR-CAT/I 7,38 7,39 7,27 7,10 5,98

Tab. 8. Vliv MDC na rast VACV. Buriky BSC-40 na 24-jamkovych destickach byly infikovany virem
WR-LUC nebo WR-CAT/lI (m.o.i. = 2) za pfitomnosti MDC v uvedenych koncentracich (nebo
odpovidajiciho mnozstvi DMSO) po dobu 18 hodin. Titr vird byl stanoven plakovou eseji a vyjadfen
jako dekadicky logaritmus PFU/ml. Uvedené vysledky reprezentuji 2 pokusy. N - nebylo stanoveno.

5.2 MozZnost superinfekce bunék BSC-40 infikovanych VACV

5.2.1 Priprava VACYV exprimujiciho ¢erveny fluorescen¢ni protein DsRed

Pro studium moznosti superinfekce jsme potiebovali rekombinantni viry
exprimujici dva rizné fluorescencni proteiny. Pfipravila jsem rekombinantni virus
exprimujici ¢erveny fluorescencni protein (WR-DsRed). Priprava rekombinantniho viru
exprimujiciho zeleny fluorescenéni protein (WR-EGFP) byla soucasti diplomové prace

Richarda Honnera (Honner, 2007).

5.2.1.1 Priprava rekombinantniho plasmidu

Plasmid pro homologni rekombinaci a vlozeni genu DsRed do genomu VACYV jsem
pfipravila klonovanim. Jako vychozi vektor jsem pouzila plasmid pSC11, ktery obsahuje
sekvenci vakciniového genu pro thymidin kinazu rozd€lenou na dvé ¢asti. Mezi nimi je
vlozen markerovy gen LacZ pod promotorem pl1, dale vakciniovy ¢asné-pozdni promotor
p7.5 a za nim nékolik restrikénich mist. Mapa tohoto plasmidu s oznacenym mistem
vlozeni fragmentu je na obrazku 29. Do restrikéniho mista Smal za promotorem p7.5 jsem
vlozila cDNA genu pro ¢erveny fluorescen¢ni protein DsRed, ktera pochézela z plasmidu

pDsRed-Bid (Clontech Laboratories). Spravné vloZeni inzertu jsem ovéfila restrikéni
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analyzou a pfipraveny vektor pSC11-DsRed jsem poté izolovala ve vétSim mnozstvi a

v Cisté formé, aby byl vhodny pro transfekci bunéénych kultur.

Obr. 29. Mapa plasmidu pSC11 s vlozenym genem pro DsRed. amp - gen pro ampicilinovou
rezistenci, ori - replikaCni po¢atek, vwTK-R a vwTK-L - prava a leva polovina thymidinkinazového
genu VACV, LacZ - gen pro -D-galaktosidazu.

5.2.1.2 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace mezi sekvencemi DNA a genomem viru vakcinie nastava
pii soucCasné infekci buiky virem vakcinie a transfekci DNA obsahujici homologni
sekvenci. Zde se jednalo o homologni rekombinaci do genu thymidin kinazy, ktery byl
timto vyfazen z funkce ("knock-out").

Bunky BSC-40 byly nejprve infikovany virem vakcinie kmene Western Reserve
(wt-WR) a poté transfekovany vektorem pSCIl1-DsRed. Po 24 hodindch byly builky

sklizeny a zamraZeny.

5.2.1.3 Selekce rekombinovanych viri

Bunécny lyzat pripraveny koinfekcei wt-WR a kotransfekci vektorem pSC11-DsRed
byl pouzit k infekci bun¢k 143 TK- za selekce pomoci BrdU. Viry s funkéni thymidin
kindzou (a tedy bez vloZeného genu) se pfi této selekci nemohou mnozit.

Buiiky s takto pomnozenymi viry byly sklizeny a lyzaty ztéchto bunck byly
pouzity pro infekci bun€k 143 TK- za ptitomnosti BrdU pod agarem. Pozd¢ji byla pfidana
X-Gal pro identifikaci virovych plakii s funkénim genem LacZ (exprimujicim B-D-
galaktosidazu) a tedy s vloZzenym inzertem. Modré plaky (ptiklad na obr. 30) byly poté
vypichovany a virus z nich byl pouzit pro selektivni pomnozeni na buiikach 143 TK- za

pritomnosti BrdU. Probé¢hla tfi kola této selekce a nasledné pomnozeni vybranych virovych
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izolatl. Tyto izolaty byly vybrany na zdklad€ predbézné analyzy exprese Cerveného

fluorescenéniho proteinu prutokovou cytometrii (piiklad analyzy na obr. 31).

Obr. 30. Priklad misky s modrymi virovymi plaky. Buriky 143TK" byly infikovany lyzatem bunék
obsahujicim rekombinovany virus WR-DsRed nebo izolaty viru WR-DsRed. Po adsorpci viru byly
buriky prekryty 2% FBS - DMEM s agarem (0,95%). Po 96-tihodinové inkubaci byly misky
prevrstveny agarem s X-Gal (vysledna koncentrace 0,06 mg/ml) a po 24 hodinach bylo mozno
pozorovat a izolovat modré plaky rekombinantniho viru.

G4

— 1 WET_ 10052 V37 _10P3
— 2WIAT_ 100533V _10P3
—— 3WIAT_ 10034 V3T _10P3

Everts

FL2-Height

Obr. 31. Priklad kontrolni analyzy plakovych izolati viru WR-DsRed pritokovou cytometrii.
Buiky BSC-40 byly infikovany plakovymi izolaty viru DsRed a v €ase 48 h.p.i. byla €ervena
fluorescence exprimovaného proteinu méfena pratokovou cytometrii infikovanych bunék v kanale
FL2. Na histogramu jsou vyneseny vzorky tfi rlznych plakovych izolatl, nejsou oddéleny zadné
populace.

5.2.1.4 Ovéreni Cistoty rekombinantniho viru

K ovéteni Cistoty rekombinantniho viru jsem pouzila techniku Southern blot,
pficemz jsem pouzila sondu proti fragmentu Hindlll J genomu VACV. Tento fragment

obsahuje gen pro thymidin kindzu a pokud je vtomto genu vlozena dalsi sekvence,
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velikost fragmentu Hindlll J je vétsi. Priblizna Hindlll restrikéni mapa genomu VACV je
na obr. 32. Nejprve jsem piipravila sondu piepisem odpovidajiciho fragmentu DNA za
pfitomnosti nukleotidii znacenych digoxigeninem.

Bunikky BSC-40 jsem infikovala izolaty viru WR-DsRed po tiech kolech selekce
BrdU a plakové purifikace. Po 24 hodinach jsem infikované buiky sklidila a izolovala
z nich vysokomolekuldrni DNA. Tuto DNA jsem poté Stépila restrikéni endonukledzou
HindIlI. Stépenou DNA jsem rozdélila elektroforézou na agar6zovém gelu, pieblotovala na
membranu a tuto membranu jsem hybridizovala s pfipravenou sondou. Po hybridizaci jsem
navazanou sondu zviditelnila protilatkou proti digoxigeninu znacenou peroxiddzou a

chemiluminiscenci. Pfiklad ovéteni Cistoty rekombinantniho viru je na obr. 33.
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Obr. 32. Hindlll-restrikéni mapa genomu VACV kmene WR. A - O - fragmenty oznacené podle
velikosti, Cisla oznaduiji velikost v kbp. Pfevzato z (Boursnell et al., 1988).

wt-WR
WR-DsRed 1
WR-DsRed 2

8 kbp —

6 kbp =—
5 kbp =—

Obr. 33. Priklad analyzy Hindlll J fragmentu genomu VACV southern blotem. Buriky BSC-40
byly infikovany kontrolnim virem wr-WR (1 PFU/burika) a plakovymi izolaty rekombinantniho viru
WR-DsRed (1 a 2). Vysokomolekularni DNA izolovana z infikovanych bunék byla Stépena
restrikni endonukleazou Hindlll a analyzovana southern blotem pomoci sondy proti Hindlll J
fragmentu. Sipka oznaduje pFitomnost fragmentu Hindlll J bez vloZzeného genu v plakovém izolatu
WR-DsRed 2, tento fragment odpovida velikosti fragmentu viru wt-WR.
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5.2.2 Superinfekce infikovanych bunék v ¢asovych intervalech 2,4, 6, 8,10 h

Pro analyzu bloku superinfekce u viru vakcinie byly pouZity rekombinantni viry
kmene Western Reserve exprimujici cerveny (WR-DsRed) a zeleny (WR-EGFP)
fluorescen¢ni protein pod ¢asné-pozdnim promotorem p7.5. Pro prvni infekci byl pouzit
WR-DsRed, pro druhou infekei (superinfekci) byl kvali vy$Simu vytézku fluorescence
pouzit WR-EGFP. Druhéd infekce byla uskutecnéna v intervalech 2, 4, 6, 8 a 10 hodin po
prvni infekci. Oba viry byly v této analyze pouZzity o multiplicité¢ infekce 5 PFU/burika.
Schéma pokusti je na obr. 34. V Case 24 hodin po prvni infekei byla hodnocena Cervena i

zelena fluorescence bunck konfokalni mikroskopii nebo pritokovou cytometrii.

4h 20h o
-:j> - 0 = e e sklizeni

10h 14h
-I:> - imm—— gklizeni

Obr. 34. Analyza superinfekce - schéma pokusu. 1. inf. - buriky BSC-40 byly infikovany virem
WR-DsRed (5 PFU/burika). 2. inf. - po 2, 4, 6, 8, 10 hodinach byly buriky superinfikovany virem
WR-EGFP (5 PFU/burika). V Case 24 h.p.i. po prvni infekci byla Cervena a zelena fluorescence
bunék snimana konfokalnim mikroskopem nebo méfena priitokovou cytometrii.

5.2.2.1 Konfokalni mikroskopie superinfikovanych bunék

Bunky byly bez jakékoli manipulace snimany ptimo v kultivaénich plotnach.
Reprezentativni ptiklady obrazkl z jednotlivych intervali superinfekce jsou na Obr. 35. Na
obrazcich byly pocitany bunky vykazujici pouze zelenou fluorescenci, bunky vykazujici
pouze Cervenou fluorescenci a buiniky vykazujici oba typy fluorescence. Poté bylo pro
kazdy interval superinfekce vyjadieno procento superinfikovanych bunck, tedy procento
bunck obsahujicich ¢ervenou i zelenou fluorescenci ze vSech ¢ervenych bunék (jako 100%
byl vzat soucet bunék obsahujicich pouze cervenou anebo cCervenou 1 zelenou
fluorescenci). Také bylo vyjadieno procento Cisté Cervenych a Cisté¢ zelenych bunék ze
vSech bunék. Vysledky kvantitativniho hodnoceni obrazk jsou v tabulce 9A a v grafu na
Obr. 36 . Procento superinfikovanych bunék vyrazné klesa od 90 % ve 2 hodinach ke 47 %
ve 4 hodinach. Dalsi pokles je postupny, z34 % v 6 hodinach kasi 20 % v 8 a 10
hodinach. Také procento Cisté¢ zelenych bunék (tedy neinfikovanych pfi prvni infekci)

klesa od 29 % ve 2 a 4 hodinach k 1 % v 10 hodinach. Naopak procento ¢isté¢ ¢ervenych
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buné¢k (tedy nesuperinfikovanych) stoupa od 7 % ve 2 hodinach pies 38% ve 4 hodinach a
62 % v 6 hodinach k 79 % v 10 hodinach.

Obr. 35. Cervena a zelena fluorescence bunék superinfikovanych v raznych intervalech.
Buriky BSC-40 byly infikovany virem WR-DsRed (5 PFU/burika) a po 2, 4, 6, 8, 10 hodinach byly
superinfikovany virem WR-EGFP (5 PFU/bunka). V &ase 24 h.p.i. po prvni infekci byla
fluorescence bunék snimana pfimo v kultivaénich miskach konfokalnim mikroskopem pfi zvétSeni
62,5x. (A) Priklad Cervené (R) a zelené (G) fluorescence bunék a jejich prekryv (RG), interval
superinfekce 4 hodiny. Sipka ukazuje bufiku obsahujici ervenou i zelenou fluorescenci. (B)
Priklady obrazk( bunék superinfikovanych v uvedenych intervalech. Obrazky reprezentu;ji vysledky
5 pokusu.
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Obr. 36. Kvantitativni vyhodnoceni moznosti superinfekce. Buriky BSC-40 byly infikovany
virem WR-DsRed (5 PFU/burika) a po 2, 4, 6, 8, 10 hodinach byly superinfikovany virem WR-
EGFP (5 PFU/buiika). V Case 24 h.p.i. po prvni infekci byla fluorescence bunék (A) snimana
konfokalnim mikroskopem nebo (B) méfena pritokovou cytometrii. Pro kazdy interval superinfekce
bylo vyjadfeno procento superinfikovanych bunék (RG/R) jako procento bunék obsahujicich
Cervenou i zelenou fluorescenci ze vSech C&ervenych bunék (100%), dale procento bunék
obsahujicich pouze ¢ervenou fluorescenci (R) a procento bunék obsahujicich pouze zelenou
fluorescenci (G) ze vSech bunék (100%). (A) Kvantitativni vyhodnoceni obrazkd bunék
superinfikovanych v uvedenych intervalech (viz Obr. 35). Data reprezentuji 5 pokusU, v kazdém
intervalu superinfekce bylo pocitano celkem alespon 500 bunék. Priméry a hodnoty S.E.M. jsou
shrnuty v tabulce 9A. (B) Pratokova cytometrie superinfikovanych bunék. V grafu jsou vyneseny
primérné hodnoty z 6 pokust provedenych v duplikatech. Priiméry a hodnoty S.E.M. jsou shrnuty
v tabulce 9B.

Tab. 9. Hodnoty standardni chyby priiméru (S.E.M.) obr. 36

Tab. 9 A. Priméry a S.E.M. k obr. 36 A

Cas RG/R R G
superinf. %bunék S.EM. %bundk S.EM. %bundk S.EM.
2h 90,56 2,17 6,72 1,70 29,19 4,29
4 h 47,15 2,25 37,78 2,51 28,59 3,57
6 h 33,86 4,88 62,02 5,51 7,00 2,63
8h 22,59 2,22 74,85 1,73 3,16 1,12
10 h 19,86 2,57 79,33 2,68 1,05 0,45
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Tab. 9 B. Priméry a S.E.M. k obr. 36 B

Cas RG/R R G
superinf. %bunék S.EM. %bunédk S.EM. %bundk S.EM.
2h 91,39 2,96 3,94 1,44 41,98 6,59
4h 58,14 2,35 25,34 4,29 23,60 6,39
6 h 33,15 3,59 48,85 6,81 8,62 3,71
8h 21,62 0,93 66,70 3,10 3,11 1,57
10 h 17,89 2,51 71,45 3,99 1,90 0,91

5.2.2.2 Priitokova cytometrie superinfikovanych bunék
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Obr. 37. Priklad analyzy dat z pratokové cytometrie superinfikovanych bunék. Do analyzy
nebyly zahrnuty dublety bunék ani bunécna drt, pouze celé buriky (region P1, neni ukazan).
Regiony red (Cervené buriky), green (zelené buriky), red/green (bufky vykazujici €ervenou i
zelenou fluorescenci) a luc (buriky bez fluorescence) byly nastaveny podle jednobarevnych kontrol
(buniky infikované pouze WR-DsRed, WR-EGFP) a nebarevné kontroly (buriky infikované WR-
LUC). Data byla analyzovana v programu BD FACSDiva 6.0.

Superinfikované buniky byly sklizeny opatrnym pasdZzovanim, aby dosSlo k co
nejmensSimu poskozeni kiehkych bunék a mohly byt hodnoceny pokud mozno vsechny.
Poté byla pratokovou cytometrii méfena Cervena a zelend fluorescence bunék. Priklad
analyzy dat ziskanych pritokovou cytometrii superinfikovanych bunék je na obr. 37, pfi
analyze byly rozliSeny bunky obsahujici pouze ¢ervenou, pouze zelenou nebo ¢ervenou i
zelenou fluorescenci. Pritokovéa cytometrie ukdzala podobny pokles superinfikovanych
bunék v Case jako analyza obrazki. Pocet Cisté Cervenych bunék byl vSak pravdépodobné

podhodnocen, protoze jejich procento je ve vSech intervalech superinfekce mensi nez
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procento Cisté cervenych bunék ziskané analyzou obrazkl. Vysledky analyzy pratokovou
cytometrii v porovnani s vysledky kvantitativniho hodnoceni obrazk jsou na Obr. 36.
Tyto vysledky ukazuji, Ze k bloku superinfekce dochazi v ¢ase mezi 2 a 4 hodinami

po prvni infekci, ne vSak diive nez ve 2 hodinach.
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6. DISKUSE

6.1 Typ bunécéné smrti bunék infikovanych VACV kmene WR

V minulosti byl byl na zdklad¢ zmén permeability cytoplasmatické membrany
popsan lyticky charakter bunck infikovanych poxviry (Carrasco and Esteban, 1982;
aktivitu kaspaz v buiikach infikovanych VACV (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2008),
coz je naopak typické pro apoptotické buniky. Na zakladé tohoto pozorovani aktivace
kaspaz jsme se rozhodli ovéfit typ bunééné smrti v infikovanych buitkdch HeLa G a BSC-
40 v pozd¢jsich casech infekce pomoci morfologie jader a detekce permeability
cytoplasmatické membrany.

Jadra jsem barvila DNA flurochromem Hoechst 33342, ktery v pouzité koncentraci
barvi normdlni jadra slab¢ a kondenzovana jadra se jevi jako siln¢ fluorescencni. Podil
apoptotickych jader jsem hodnotila jako procento plochy silné fluorescence fluorochromu
Hoechst z plochy vsech jader (100%). Tento pfistup jsem zvolila jako nejptesnéjsi odhad
poctu jader na obrazcich, nebot’ jadra infikovanych bunék na obrazcich nelze spocitat kviili
cytopatickému efektu a shlukovani bunék. Buniky HeLa G infikované VACV kmene WR
vykazovaly apoptotickou morfologii jader v Case 48 h.p.i. a pozd¢ji, a to kondenzovana a
fragmentovana jadra (kap.5.1.1.1.1). Infikované buitky BSC-40 mély v téchto intervalech
infekce jadra nekondenzovand a podil apoptotickych jader byl porovnatelny se stavem u
neinfikovanych bungk.

Permeabilitu cytoplasmatické membrany jsem hodnotila pomoci DNA indikatoru
PI, ktery neni pro svou poldrnost schopen volné prochdzet membranami a prochazi pouze
do bun¢k s permeabilni cytoplasmatickou membranou. Na obrazcich bylo mozné rozlisit
slabou fluorescenci PI, kterad se jevila v jadfe a Castecné i v cytoplasmé bunck, a silnou
fluorescenci PI, kterou vykazovala pouze jadra. Piivod slabé fluorescence PI v cytoplasmé
nebyl studovan, ale v cytoplasmé infikovanych bunék se nachazi velké mnozstvi virové
DNA diky vznikajicimu potomstvu VACV.

Slaba fluorescence PI vzristala s ¢asem infekce v infikovanych HeLLa G i BSC-40
buiikédch (kap. 5.1.1.1.2). Silna fluorescence PI vzristala v infikovanych HelLa G pouze
mirné, ziejme jako dasledek sekunddrni nekrézy apoptotickych bunék. Podobna situace
byla u pozitivni apoptotické kontroly, buné¢k BSC-40 infikovanych VACV exprimujici
Bcl-2. Zde apoptoza probihala rychleji a vyrazngji nez v infikovanych HeLa G bunikach a

procento sekundarné nekrotickych jader se silnou fluorescenci PI vzristalo rychleji. Slaba
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fluorescence PI v téchto buiikach ovSem vzristala také. V infikovanych buitkdch BSC-40
vzristala silnd fluorescence PI také pouze mirng. Tyto bunky nevykazovaly vysoké
procento Pl-pozitivity, kritérium nekrozy, ani v pozdnich intervalech infekce (96 h.p.i.).
Otazka klasifikace bunééné smrti infikovanych bun€k BSC-40 tedy zlstava oteviena.

Hodnoceni buné¢né smrti podle morfologie jader a permeability cytoplasmatické
membrany bylo v této praci provedeno in situ ptimo v kultivacnich destiCkach bez jakékoli
manipulace s bunkami. Fluorescen¢ni indikatory byly pouze piidany k bunkdm s ¢asti
experimenty stanovujici PI- pozitivitu zahrnovaly pipetovani bunék a pritokovou
cytometrii. Buiiky byly témito manipulacemi vystaveny stresu a moznému poSkozeni
cytoplasmatické membrany. Diive naméfend vysokd Pl-pozitivita infikovanych bunék
(Kalbacova et al., 2008) proto mize byt ovlivnénd nutnymi manipulacemi pii méfeni
bunék pratokovou cytometrii. Stejn¢ tak mohou byt ovlivnény 1 dal§i parametry souvisejici
se stresem a bunécnou smrti, které se méfi pritokovou cytometrii na Zivych bunkéach,
naptiklad mitochondridlni membranovy potencial nebo stanoveni aktivace kaspaz esejem
CaspACE.

Pfi morfologické analyze buné¢né smrti in situ mikroskopem vSak na druhou stranu
mize dojit k podhodnoceni poétu apoptotickych bungk. Cést apoptotickych bunék totiz se
uvoliiuje do média a neni proto pozorovatelna ve vrstvé prisedlych bun¢k a nemtize byt ani
dokumentovéana. Tento jev je vyrazngjs$i u bunééné linie HeLa G nez u bun¢k BSC-40.
Touto chybou vSak nejsou zatiZzeny vysledky eseje CaspACE ani vysledky analyzy western
blotem, nebot’ pro tyto analyzy byly sklizeny vSechny builky vcetné populace plovouci
v médiu.

Rozdil mezi bunéénymi liniemi HeLa G a BSC-40, ktery vede k odlisSnému prabéhu
infekce VACV, tkvi patrné mimo jiné v odlisSném energetickém metabolismu téchto dvou
bunécnych linii. Nasi laboratofi bylo ukazano, Ze buitkky BSC-40 ziskavaji ATP prevazné
oxidativni fosforylaci, zatimco HeLa G glykolyzou (Kalbacova et al., 2003; Vrbacky et al.,
2003). VACV se v prvnich 24 hodinéch po infekci mnozi rychleji v bunkach BSC-40, kde
bylo ve 12 h.p.i. dosaZeno titru 2 x 10’ PFU/ml pii m.o.i. = 2. Za stejnych podminek byl
titr infikovanych HeLa G pouze 5 x 10° PFU/ml. Ve 24 h.p.i. byly jiZ titry ziskané v obou
bunécnych liniich srovnatelné (Kalbacova et al., 2008). Pro rozdilnou kinetiku infekce byly
v téchto bunéénych liniich také zvoleny odliSné casové intervaly hodnoceni aktivace a
aktivity kaspdz. V této praci i jinde je také ukazéno, Ze exprese VACV proteinl
monitorovand expresi EGFP pod ¢asné-pozdnim VACV promotorem p7.5 je ve 24 h.p.i.

1,5 x siln¢j$i v bunnkdch BSC-40 oproti HeLLa G (kap. 5.1.1.4, obr. 21 a (Liskova et al.,
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2011) - vysledky Z. Mélkové). Mnozstvi inhibitorti apoptozy exprimovanych VACV bude
proto pravdépodobné také vyssi v infikovanych BSC-40 nez v infikovanych HelLa G
buiikach. VACV narusuje funkci mitochondrii v infikovanych HelLa G 1 BSC-40 buiikach,
jak bylo ukazano v této praci i v predeslych publikacich nasi laboratofe (Kalbacova, 2003;
Kalbacova et al., 2008; Vrbacky, 2005; Vrbacky et al., 2003). V této praci byl pozorovan
jak pokles mitochondrialniho potencialu, tak 1 destrukce struktury mitochondrii (kap.5.1.3).
V bunééné linii BSC-40 mé naruSeni funkce mitochondrii ziejmé& vaznéjsi duasledky
vzhledem k jejich zéavislosti na oxidativni fosforylaci jako zdroji ATP. Je tedy mozné, Ze
v infikovanych bunikach BSC-40 posléze neni dost energetickych zdroji na dokonceni
apoptozy, jejiz signalizace byla diky virové infekci zapocata. Naproti tomu bunky HelLa G
pravdépodobné mohou udrzovat potiebné hladiny ATP glykolyzou.

Ptipady apoptdzy indukované infekci VACV byly pozorovany jiz diive. Apoptoza
probihala v buitkdch nepermisivnich pro infekci VACV, kde se zfejmé nemohly projevit
antiapoptotické Uc€inky proteinti kddovanych VACV, naptiklad v CHO buiikach (Ramsey-
Ewing and Moss, 1998), v B-lymfocytech (Baixeras et al., 1998), dendritickych buiikach
(Engelmayer et al., 1999) a také pfi infekci VACV, ktery mél deleci v genu E3L (Lee and
Esteban, 1994). Apoptdza vSak byla pozorovana také v bunikach, ve kterych dochazelo ke
mnozeni VACV, napiiklad v makrofazich (Humlova et al., 2002) nebo v bunkach BSC-40
infikovanych VACV exprimujicim Bcl-2 (Kalbacova et al., 2002). Zd4 se tedy, Ze
antivirovy efekt apoptozy infikovanych bunék zalezi na nacasovani apoptdzy vzhledem
k replika¢nimu cyklu viru.

Apoptoza probihajici v HeLa G buiikach infikovanych VACV zdokumentovana
v této praci probiha pfili§ pozd¢€ na to, aby mohla mit vyrazny vliv na mnozeni viru. Pokud
obdoba tohoto jevu probiha in vivo, miZe mit spiSe vliv na imunitni odpovéd’ proti VACV.
V posledni dob& se ukazuje, Zze i apoptotické buiiky mohou byt imunogenni, pokud
obsahuji tzv. signaly nebezpeci spojené se stresem nebo patogeny (DAMPs nebo PAMPs)
(Green et al., 2009). Zda jsou tyto signaly nebezpeci ptfitomny v apoptotickych bunkéach
HeLa G, mize byt pfedmétem dal§iho vyzkumu. Ve VACV infikovanych buiikdch vSak
dochazi také k disbalancim hladin Ca*" a ziejmée 1 ke stresu ER (Kalbacova, 2003), takze
expozice kalretikulinu jako diilezit¢tho DAMP je zde pravdépodobna. Nevime ovSem, zda
nektery z proteinti kddovanych komplexnim genomem VACV expozici kalretikulinu
specificky neblokuje.

Rozhodné se zda byt dulezité i to, jaky typ bunééné smrti probihd v bunkach
infikovanych VACV in vivo. Charakterizace typu bunécné smrti infikovanych bun¢k HelLa

G a BSC-40 ma vyznam 1 proto, Ze tyto dv€é bunécné linie jsou velmi ¢asto pouzivané pro
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experimenty 1 mnoZzeni VACV. Mélo by proto byt zndmo, jaké charakteristiky ma infekce

téchto bunck 1 v pozd¢jsim Case po infekci.

6.2 Aktivace a aktivita kaspaz v infikovanych burkach

Dale jsem chtéla Iépe charakterizovat diive pozorovanou aktivaci kaspaz v bunikach
infikovanych VACV. Pro experimenty jsem zvolila Casové intervaly infekce, ve kterych
byly v ptfedchozi praci (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2008) ziskdny nejvyraznéjsi
rozdily mezi neinfikovanymi a infikovanymi buitkami v eseji na aktivaci kaspaz CaspaTag.
Tyto intervaly byly 12 h.p.i. u BSC-40 a 24 h.p.i. u HeLa G. Odli$n4 kinetika rastu VACV
v téchto dvou bunéénych liniich podminuje 1 titry ziskané v prvnich 24 h.p.i., které byly
v infikovanych buiikkdch BSC-40 v €ase 12 h.p.i. pfiblizn¢ 4x vys8i nez v infikovanych
bunkach HeLa G, ale ve 24 h.p.i. jiz doSlo k relativnimu vyrovnani titrli v obou buné¢énych
liniich (Kalbacova et al., 2008), kap. 6.1).

V buitkach podléhajicich lytické virové infekci neni aktivace kaspaz pfilis
ocekavanym jevem. Zamcéfila jsem se proto na testovani specifity eseje CaspACE, coz je
strukturn€ obecny kaspazovy inhibitor Z-VAD-FMK oznaceny FITC (podobné jako esej
CaspaTag pouzivany v piedchozich pracech nasi laboratote (Kalbacova, 2003; Kalbacova
et al., 2008)). Tento znaCeny inhibitor prochdzi membranami, ireverzibiln¢ se vaze do
aktivniho centra kaspaz a nenavazany CaspACE se poté odmyje ven z buiky.
Fluorescen¢ni signal bunék je poté detekovan pritokovou cytometrii nebo mikroskopicky.
Bylo vSak publikovano, Ze u eseji zaloZenych na inhibitorech kaspdz oznafenych
fluorescenéni znackou muiZze dochéizet k nespecifické vazbé na bunky, ziejmé diky
fluorescencni znacce. Takové vazb€ pak neni mozné zabranit preinkubaci s neznaCenym
inhibitorem (Pozarowski et al., 2003). V kompeti¢nich experimentech jsem proto branila
vazbé CaspACE do aktivniho centra kaspdz preinkubaci s neznadenym inhibitorem Z-
VAD-FMK. Tato kompetice vazbu CaspACE detekovanou pritokovou cytometrii v
infikovanych bunkéch vyrazné snizila (kap.5.1.1.2.1.1) v obou testovanych bunécnych
liniich infikovanych VACV. Zda se tedy, ze esej CaspACE se v nasem systému ziejme
vaze specificky do aktivniho centra kaspaz.

VACV exprimuje n€kolik proteinli, které blokuji vnéj$i 1 vnitifni drahu aktivace
apoptozy. Proteiny FIL a N1L brani uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii a tim 1 aktivaci
kaspazy 9, protein BI3R (SPI-2, analog CrmA) inhibuje aktivitu kaspaz, ptedevSim
kaspéazy 8 a kaspazy 1 (Taylor and Barry, 2006). Je tedy pravdépodobné, Ze v bunkach
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infikovanych VACV mohou byt aktivni jiné protedzy nez kaspdzy. Ovéfovala jsem proto,
zda pozitivita eseje CaspACE neni ovlivnéna aktivitou proteaz kalpainu a kathepsinii D a
E, které mohou také hrat roli v regulaci apoptdzy. Inhibitory téchto protedz vSak nemély
vliv na vysledek eseje CaspACE ani pfi kompetiénim uspofadani, ani pii dlouhodobé
inkubaci s infikovanymi buikami (kap. 5.1.1.5). Inhibitory téchto protedz nemély vliv ani
na znamky aktivity kaspaz v infikovanych buikach, tedy na stépeni PARP a cytokeratinu
18 pti dlouhodobé inkubaci (kap. 5.1.1.5). Zda se tedy, ze esej CaspACE je specificky pro
kaspézy. Na aktivaci kaspaz v infikovanych HeLa G a BSC-40 buiikdch nema vliv inhibice
kalpainu a kathepsint D a E, na pozorovanou aktivitu exekutorovych kaspaz
v infikovanych buinikach HeLa G tyto inhibitory také nemély vliv.

Eseje CaspACE a kompetice neznaCenymi inhibitory jsem vyuZzila pro urceni
totoznosti kaspaz aktivovanych v buiikdch infikovanych VACV. Pouzila jsem sadu
specifickych inhibitorii kaspaz, ktera obsahovala inhibitory kaspéazy 1, 2, 3,4, 6, 8,9, 10 a
13 (R&D). Pii preinkubaci testovanych bunck s témito inhibitory sniZovaly signal
CaspACE v infikovanych bunikdch vyrazné€ inhibitory kaspdz 2 a 4 v obou buné&tnych
liniich (kap. 5.1.1.2.2.1). Signal vzorkii kompetovanych inhibitory kapspaz 2 a 4 se
statisticky signifikantné liSil od signalu vzorkli kompetovanych ostatnimi specifickymi
inhibitory kaspaz. Snizeni signalu CaspACE ostatnimi inhibitory bylo podobné jako
v kontrolnich neinfikovanych buikach (10 - 15% oproti kontrole), takZe aktivaci ostatnich
kaspaz jsme povazovali za nevyznamnou.

Vypovédni hodnota téchto experimentl je ovSem zéavisld na specifit€é pouzitych
inhibitorti. Firma R&D uvadi, ze pouzité inhibitory jsou specifické pro kaspazu 1 (sekvence
aminokyselin WEHD) a 4 (sekvence aminokyselin YVAD). Jiné prameny vSak uvadéji, Ze
oba tyto inhibitory maji fadové vyssi afinitu k aktivnimu centru kaspazy 1 nez kaspazy 4
(Silverman and Lomas, 2007). Aktivni misto kaspazy 1 by ovSem v buiikach infikovanych
VACV mélo byt obsazeno proteinem BI13R, ktery se stejné¢ jako CrmA vaze
k aktivovanym kaspazam, predevsim ke kaspaze 1 a 8. Protein CrmA se do aktivniho mista
kaspaz vaze kovalentni vazbou (Cassens et al., 2003; Dobo et al., 2006; Kettle et al., 1997).
Afinita CrmA je pfitom fadové vyssi ke kaspaze 1 nez ke kaspaze 4. Inhibitor kaspazy 1
(WEHD) vsak signal CaspACE tém¢f nesnizoval, zatimco inhibitor kaspazy 4 (YVAD) jej
vyrazn€ sniZil. Inhibitor kaspazy 2 je relativné dost specificky diky 5 aminokyselindm
v aktivnim misté (VDVAD) misto 4 aminokyselin u ostatnich pouZitych inhibitort kaspaz.
Bylo v8ak publikovéano, Ze inhibitor kaspazy 2 mtze inhibovat i aktivitu kaspazy 3 (a 7) a
substraty zalozené na tomto peptidu mohou byt §tépeny 1 kaspadzou 3 (McStay et al., 2008).

Neni proto jasné, zda za pozitivnimi eseji ukazujicimi aktivaci a aktivitu kaspazy 2 nestoji
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aktivita kaspdzy 3, kterd byla rovnéZ pozorovana v infikovanych HelLa G bunkéch.
Celkové neni takovyto postup testovani ptitomnosti aktivovanych kaspaz piili$
kvantitativni diky odlisné afinit¢ kompetujicich inhibitord k jednotlivym kaspdzam.
Z velikosti sniZeni signalu CaspACE preinkubaci se specifickymi kaspdzovymi inhibitory
nelze proto pfili§ jist€ usuzovat, v jakém mnozstvi jsou jednotlivé aktivované kaspazy
v bunikach zastoupeny.

Aktivaci nekterych kaspaz jsem charakterizovala také detekci Stépeni prokaspaz
pomoci analyzy western blotem. Produkty Stépeni prokaspdzy 3 jsem detekovala
v infikovanych HeLa G 1 BSC-40 buiikach v riznych ¢asech po infekei (15 a 18 h.p.i.) a
pii infekei rGznymi rekombinantnimi viry (kap. 5.1.1.2.2.2). V bunkach BSC-40 bylo
vyrazné Stépeni kaspazy 3 pii infekci virem exprimujicim Bcl-2, kde 1 morfologicky
probiha apoptoza. Zde byly detekovatelné fragmenty kaspazy 3 o pfiblizné velikosti 11
kDa a 17 kDa, které tvofi aktivni tetramer kaspazy. V buitkdch BSC-40 infikovanych
virem WR-CAT/I a WR-LUC byl detekovan pouze fragment kaspazy 3 o velikosti 11 kDa,
stejné jako v bunkidch HelLa G infikovanych viry WR-LUC, WR-CAT/I a WR-Bcl2/I.
Fragment o velikosti 17 kDa zde chybi, coZ mliZze znamenat, Ze byl degradovan. V ¢ase 15
h.p.i. neni morfologicky pozorovatelnd apoptéza v infikovanych BSC-40 ani HeLa G
bunkach, takZe zde ziejmé& neni aktivni ani kaspaza 3. Stépeni a aktivace kaspazy 3
v pozd¢jSich Casovych intervalech infekce HelLa G bunék pravdépodobné vede 1 k
morfologickym projeviim apoptdzy.

Testovala jsem také aktivaci a aktivitu kaspazy 12 v buikéch infikovanych VACV.
Rozhodli jsme se zaméfit na tuto kaspazu, nebot’ je to teoreticky jedna z méla kaspaz, ktera
by neméla byt inhibovana znamymi antiapoptotickymi proteiny VACV. O kaspaze 12 bylo
publikovano, ze se ucastni signalizace stresu ER (Hitomi et al., 2004b) a také regulace
aktivace zanétlivé kaspazy 1 (Saleh et al., 2006). Predpoklada se, Ze kaspaza 12 u ¢loveka
nema enzymatickou aktivitu, ani v pfipadech, kdy je pfitomna ve své nezkracené forme¢. U
vetSiny populace je vSak pfitomna alela genu kaspazy 12, u niz mutaci zavedeny stop
kodon vede k expresi zkracené formy proteinu (Saleh et al., 2004). Z nasi analyzy western
blotem vyplyva, Ze lidska bunécna linie HeLa G obsahuje nezkracenou verzi kaspazy 12
(protein o velikosti 53 kDa). Bunéénd linie BSC-40 pochéazi z kockodana zeleného a
kaspéaza 12 je v téchto bunikéach také exprimovana v plné délce.

V infikovanych bunikach obou bunéénych linii bylo pozorovéano $tépeni kaspazy 12
pfi infekci riznymi rekombinantami VACV. Byla detekovana piitomnost fragmentu o
priblizné velikosti 38 kDa, ktery je povazovan za produkt Sté€peni kalpainem, a také

fragment o velikosti 32 kDa, ktery odpovida produktu $tépeni kaspazami 3/7 (Martinez et
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al., 2010). O aktivaci kaspazy 12 jsme spekulovali v souvislosti s disbalancemi v hladinach
Ca”" v infikovanych buiikach (Kalbacova, 2003) a piedpokladanym stresem ER v buiikach
infikovanych VACV. Bylo ukézano, Ze pfi stresu ER miize byt vy$$imi hladinami Ca*"
aktivovan kalpain, a ten miZe $tépit a tim aktivovat kaspazu 12 (Nakagawa and Yuan,
2000). Pisobeni inhibitory kalpainu vSak nemélo na Stépeni kaspazy 12 vliv (kap.
5.1.1.2.2.3), takZe aktivita kalpainu zde zfejm¢ neni pfiinou Sté€peni kaspazy 12.
V infikovanych bunikach BSC-40 nebyla pozorovana aktivita exekutorovych kaspaz (kap.
5.1.1.3), ale kaspaza 12 zde St€pena byla. Neni tedy jasné, ktera protedza kaspazu 12 v
bunkach infikovanych VACV §tépi.

Vyznam pozorovaného §tépeni kaspazy 12 také neni jasny. Kaspdza 12 u ¢lovéka
ziejme neni enzymaticky aktivni, v naSem systému jeji aktivita nebyla detekovatelna v
buiikdch HeLa G ani BSC-40. Je vSak mozné, ze kaspéaza 12 v infikovanych buiikéch hraje
ulohu v aktivaci kaspazy 1. Bylo totiz publikovano, Ze pro ovlivnéni aktivace kaspazy 1
neni nutna enzymatickd aktivita kaspazy 12 (Saleh et al., 2006). Kaspaza 12 ziejmé¢ spise
diky své CARD doméné tvoii heterodimery s kaspazou 1, a brani tak jeji aktivaci. Je
otazkou, jestli na tuto roli ma vliv $té€peni kaspazy 12. Bylo také publikovano, Ze kaspaza
12 pozitivné ovliviiuje antivirovou odpovéd (Wang et al., 2010). Jeji St€peni by mohlo
tento efekt blokovat, coz by mohl byt zptisob interakce VACV s antivirovou imunitou.

Analyzovala jsem také specifickou aktivitu kaspaz 2, 3 a 4 v lyzatech ziskanych
z bun¢k infikovanych VACV (kap.5.1.1.3.1); substraty pro Stépeni kaspazami 2 a 4
bohuzel nebyly dostupné v permeabilni formé. Infikované buiiky a neinfikované kontroly
byly sklizeny ve stejnych Casovych intervalech po infekci, ve kterych byly provedeny
CaspACE eseje. V infikovanych buiikach HeLa G byla potvrzena aktivita kaspaz 2, 4 1 3.
Pozitivita té€chto eseji byla specificky inhibovatelnd obecnym inhibitorem kaspaz Z-VAD-
FMK i inhibitorem specifickym pro ptislusnou kaspazu. V infikovanych bunikach BSC-40
nebyla detekovatelnd zvySend aktivita téchto kaspdz oproti bunkdm neinfikovanym,
naopak byla vZdy niz§i. Diivodem tohoto rozdilu mezi bunéénymi liniemi HeLa G a BSC-
40 nejspiSe nebude rozdilny obsah bunécnych inhibitori kaspaz nebo téchto kaspaz
samotnych v HeLa G a BSC-40 bunkach, protoZze po vyvolani apoptdzy staurosporinem
byla namétena vysoka aktivita kaspaz 2, 3 1 4 v obou bunécnych liniich. Je vSak mozné
uvazovat o tom, ze kaspazové inhibitory exprimované VACV (zejména protein B13R) se
v infikovanych buiikdch BSC-40 nachdzely v jinych kompartmentech nez aktivované
kaspdzy. Po zruSeni kompartmentalizace v bunéném lyzatu vSak kaspazy mohly byt
témito inhibitory inhibovany. V této praci bylo také ukazano, ze exprese VACV proteintl je

v bunikdch BSC-40 vyssi nez v bunikdch HelLa G (kap. 5.1.1.4). Da se proto predpokladat,
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ze koncentrace kaspdzového inhibitoru BI3R 1 dalSich inhibitori apoptézy byla
v infikovanych bunkach HeLa G niz$i neZ v infikovanych BSC-4.

Aktivitu kaspazy 3 bylo mozné analyzovat také na zivych nemanipulovanych
bunkach in situ, protoze byl dostupny jeji substrat PhiPhiLux schopny pronikat
membranami. Zaméfila jsem se na stejné Casové intervaly infekce, které byly zkoumany
v ostatnich experimentech, a také na intervaly pozdé&jsi, tedy u bun¢k HelLa G 24 a 48 h.p.i.
a u bun¢k BSC-40 12 a 24 h.p.i (kap. 5.1.1.3.4). Infikované buitkky HeLa G vykazovaly
vysokou aktivitu kaspazy 3, téméf srovnatelnou s pozitivni apoptotickou kontrolou.
Pozitivni signéal eseje PhiPhiLux bylo moZné inhibovat preinkubaci bunék s obecnym
inhibitorem kaspaz Z-VAD-FMK, byl tedy specificky. Naproti tomu infikované bunky
BSC-40 nevykazovaly vyssi aktivitu kaspazy 3 ve srovnani s neinfikovanymi buiikami.

Detekci aktivity kaspazy 3 jsem provadéla v builkéch infikovanych WR-EGFP,
tedy virem, ktery exprimuje EGFP pod casné-pozdnim promotorem, aby bylo mozné
sledovat infekci bunék. Ve 24 h.p.i. byla zelend fluorescence ukazujici infekci VACV
pozorovatelnd prakticky ve vSech bunikach, infekce 100% bunék byla také detekovéana ve
12 a 24 h.p.i. pratokovou cytometrii u infikovanych HeLLa G 1 BSC-40 bunék (Tab 4, kap.
5.1.1.4). Aktivita kaspazy 3 byla vSak u infikovanych HeLa G ve 48 h.p.i. detekovana
prevazné v buiikach, které nevykazovaly zelenou fluorescenci, ale mély kondenzovana
apoptoticka jadra (kap. 5.1.1.3.4, obr. 16). Je tedy pravdépodobné, ze vSechny bunky byly
puvodné infikovany, ale v umirajicich bunikach se v pozdéjSich fazich infekce zelena
fluorescence EGFP ztracela. Analyzovala jsem proto plochu zelené fluorescence bunck
HeLa G 1 BSC-40 infikovanych WR-EGFP v Casnych 1 pozdnich fazich infekce (kap.
5.1.1.4). U infikovanych BSC-40 byl ubytek plochy zelené fluorescence minimalni a
odpovidal pravdépodobné pouze cytopatickému efektu a naslednému shlukovani bunék. U
infikovanych HeLa G byl pokles plochy zelené fluorescence s ¢asem infekce vyrazny a
odpovidal casové zvySeni vyskytu apoptotickych jader. Zda se tedy, ze umirajici,
pravdépodobné apoptotické, infikované HelLa G bunky ztraceji fluorescenci EGFP
exprimovaného VACV. Tomu odpovida fakt, ze u infikovanych bunék BSC-40 nebyl
pozorovan ani vyrazny ndrust vyskytu apoptotickych jader, ani vyrazné sniZeni
fluorescence exprimovaného EGFP v pozdé&jsich fazich infekce.

Snazila jsem se také stanovit obecnou aktivitu kaspaz esejem Rhodamine 110-D; a
také ovéfit specifitu tohoto eseje pro kaspazy (kap. 5.1.1.3.3). Tento substrat by mél diky
dvéma aspartatim slouzit jako nespecificky substrat Stépeni kaspaz tUcastnicich se
signalizace apoptozy (Hug et al., 1999). V naSem systému vSak zfejmé& nedochazi k detekci

aktivity kaspaz timto substratem, ale pravdépodobné jinych proteaz, protoze detekovany
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signal v lyzatech neinfikovanych i infikovanych bunék nebylo mozné snizit pfidanim
inhibitoru kaspaz Z-VAD-FMK. Rozdily v signalu mezi infikovanymi a neinfikovanymi
buitkami nebyly statisticky signifikantni aZ na sniZeni signédlu v infikovanych buikach
HeLa G oproti neinfikovanym kontroldm. V kontrolnich lyzatech pfipravenych
z apoptotickych bun¢k sice doSlo ke zvySeni signdlu, ale ani zde tento signdl nebyl
inhibovatelny Z-VAD-FMK. Signal eseje Rhodamine 110-D, v infikovanych bunkéch
nebylo mozné inhibovat Z-VAD-FMK ani pfi testovani pomoci pritokové cytometrie
(Kalbacova et al., 2008). Zda se tedy, ze substrat Rhodamine 110-D, neni v nasem systému
pouzitelny pro detekci aktivity kaspaz.

Aktivita exekutorovych kaspaz v infikovanych HelLa G bunikach byla ovéfena
detekci Stépeni substratii exekutorovych kaspaz PARP a cytokeratin 18. Oba tyto substraty
byly $tépeny v infikovanych HeLa G bunikach, jejich Stépeni vSak bylo velmi slabé nebo
nedetekovatelné v infikovanych bunkach BSC-40 (kap. 5.1.1.3.5). Tyto vysledky jsou
v souladu s morfologickou detekci apoptdzy pouze v infikovanych HelLa G buiikach. Takto
monitorovand aktivita exekutorovych kaspaz nebyla ovlivnéna inhibici protedz kalpainu a
kathepsini D a E (kap. 5.1.1.5), ale pfidani kaspazového inhibitoru Z-VAD-FMK toto
Stépeni PARP 1 cytokeratinu 18 zablokovalo (kap. 5.1.1.3.5 a (Liskova et al., 2011) -
vysledky J. Knitlové).

Vzhledem k detekované aktivaci a aktivité kaspaz 2, 3 a 4 v bunkéch infikovanych
VACV nés zajimalo, zda inhibitory téchto kaspaz budou mit vliv na mnozeni VACV.
Specifické inhibitory téchto kaspaz ani obecny kaspazovy inhibitor vS§ak nemély vliv na
titry VACV ziskané inkubaci infikovanych bun¢k v ptfitomnosti téchto inhibitort, a to
podobné v obou bunéénych liniich. Zda se tedy, Ze pozorovana aktivace kaspdz nema
pozitivni ani negativni vliv na mnoZeni VACV in vitro, a to konkrétné¢ v bunéénych liniich
HeLa G a BSC-40. Je v§ak mozné, Ze aktivita téchto kaspdz ma vyznam pii infekci VACV
¢1 imunitni odpovédi in vivo, coz nebylo testovano.

Kaspaza 2 ma ziejmé roli v signalizaci poskozeni DNA, v signalizaci bunééného
cyklu a funguje také jako tumor supresor (Kitevska et al., 2009). Je tedy spojena
s proteinem p53 a signalizaci apoptozy diky aktivaci tohoto proteinu. Kaspaza 4 ma roli
v signalizaci apoptdzy vyvolané ER stresem a je také homologem kaspazy 1, takZe se
muZze podilet na regulaci produkce zanétlivych cytokini (Martinon and Tschopp, 2007). Je
znamo, ze infekce VACV zpiisobuje poskozeni DNA (Knipe, 2001), ovliviiuje hladiny p53
(Marques et al., 2005; Santos et al., 2004), zasahuje do regulace bunécného cyklu (Wali
and Strayer, 1999; Yoo et al., 2008) a také pravdépodobné zplisobuje stres ER (Kalbacova,
2003; Kepp et al., 2009a). Aktivace kaspaz 2 a 4 v bunkach infikovanych VACV se proto
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zda byt odpovidajici situaci a mohla by hrat roli v signalizaci pozorované apoptozy. Zbyva
ovSem stanovit, zda tyto kaspazy jsou skute¢né aktivni 1 v Zivych buiikach infikovanych
VACYV a zda jsou zodpovédné za pozorovanou apoptdzu.

Aktivita kaspazy 3 stanovend esejem PhiPhiLux 1 diky Stépeni substrati
exekutorovych kaspéaz v bunikdch HeLa G infikovanych VACV je v souladu s pozorovanim
morfologie apoptozy v téchto bunikach (kap. 5.1.1.1) a piispiva tak k bliz§imu urceni typu

bunécné smrti u infikovanych bun¢k HeLa G jako apoptotické.

6.3 Typ bunééné smrti bunék infikovanych kmeny Dryvax a Praha

Nasledné jsme se rozhodli ovéfit typ bunééné smrti po infekci VACV jesté u
dal$ich kmentit VACV. Pouzila jsem plakové izolaty vakcinacnich kmenti Praha a Dryvax,
a to vzdy plakovy izolat s vysokou a nizkou virulenci. Analyza morfologie jader ukazala,
ze infekce VACV kmeny Dryvax a Praha zplisobuje apoptéozu v HeLa G 1 v BSC-40
buiikdch (kap. 5.1.2). Toto pozorovani bylo potvrzeno 1 analyzou Stépeni substratu
exekutorovych kaspaz PARP. Ackoli bylo procentuelni zastoupeni apoptotickych jader u
HeLa G bunék podobné pfi infekci VACV kmene WR i1 Dryvax a Praha, buniky infikované
kmeny Dryvax a Praha byly zfejm¢ vice negativné ovlivnéné, protoZe je narozdil od bunék
infikovanych kmenem WR nebylo moZzné dokumentovat v ¢ase 96 h.p.i. kvili Spatné
kvalit¢ bunc¢k. Porovnavala jsem také rist plakovych izolath kmene Dryvax a Praha
s ristem viru wt-WR a jeho rekombinant (kap. 5.1.2.3). Ziskany titr kmenii Dryvax a Praha
byl o logaritmus az dva logaritmy niZ§i nez titr viru wt-WR. Infekce virulentnimi izolaty
kmenii Dryvax a Praha produkovala vyssi titry nez infekce atenuovanymi izolaty. Rozdily
v ristu virt byly zifejmé zesileny usporaddnim pokusl, nebot’ virové inokulum bylo
nameéteny titr vSak stale znamena, Ze se virus mnozil. Apoptoza zptisobend kmeny VACV
Dryvax a Praha tedy také nastdva az po vzniku ur¢itého mnoZzstvi virového potomstva.

Bylo publikovano, ze protilatkova odpovéd na pouzité plakové izolaty VACV
kmene Dryvax a Praha koreluje s jejich virulenci (Kutinova et al., 1996; Kutinova et al.,
1995). Bohuzel nebylo publikovano pfimé srovnéani protilatkové odpovédi na imunizaci
VACV kmeny WR, Dryvax a Praha. Bylo vSak publikovano, ze kmen WR je znacné vice
virulentni nez kmen Dryvax (Williamson et al., 1990). Pfi porovnani protilatkové odpovédi

-----

imunizaci kmenem WR (Davies et al., 2008). Zd4 se tedy, ze imunogenita téchto kmenil
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VACV by mohla pozitivné korelovat s virulenci. Z vysledki uvedenych v této praci lze
tedy vyvodit, ze virulence VACV by mohla souviset s typem bunécné smrti infikovanych
bunék, nebot’ viry, které zplisobovaly U¢inné apoptézu infikovanych bunck, dosahovaly
nizsich titrd a jsou také méné virulentni. Typ bunécné smrti infikovanych bunék tedy miize
mit vliv na virulenci i vyslednou imunogenitu viru.

Definovat rozdily mezi kmeny WR, Dryvax a Praha, kter¢ by mohly stat za
odliSnym pribéhem infekce v buitkach BSC-40, je tézké, protoZze genom virli Dryvax a
Praha dosud nebyl publikovan. Nelze tedy presné urcit, jaké jsou rozdily v genetické
vybavé téchto viri. VACV kmene WR ma piivod ve kmeni NYCBOH stejné jako kmen
Dryvax. Kmen WR byl vSak jako laboratorni kmen pasaZovan na mozcich myS$i a
podstoupil také mnoho pasdzi v riznych typech bunécnych linii (Davies et al., 2008). Je
proto neurovirulentni a je také schopen se mnoZit v mnoha bunéénych typech
pochézejicich z riiznych druht véetné ¢lovéka. Oproti tomu kmen Dryvax byl pasaZzovan
na kiizi telat, takze jeho virulence pro lidského hostitele byla omezena (Osborne et al.,
2007). Vakcina¢ni kmen Praha podstoupil také mnoho paséazi na telatech a také lidskych
pasazi (Kutinova et al., 1995). Kmeny Dryvax i Praha maji tedy oba ve své historii
pasdzovani na kazi telat, coz by mohlo ptedstavovat spole¢ny selekcni tlak, ktery by vedl
k podobnym biologickym vlastnostem a k podobnym interakcim s hostitelem.

Pozorovana apoptéza bunck infikovanych vakcinaénimi kmeny Dryvax a Praha
muize mit vliv na imunitni odpovéd’ organismu imunizovaného témito viry. Je vSak
otazkou, zda apoptdza bunék infikovanych témito viry probiha také in vivo. Také neni
jasné, zda apoptotické infikované buiikky budou imunitni odpovéd spiSe tlumit nebo
povzbuzovat.

Nékteré dosud nepublikované vysledky naSi laboratofe naznacuji, Ze apoptdza
infikovanych bunék koreluje spiSe s nizs$i imunitni reakci (J. Knitlova et al., rukopis v
pripravé). Ve zminéné studii byly mysSi kmenti Nc/Nga, Balb/c a C57Bl/6 imunizovany
koZni inokulaci VACV kmene wt-WR. Protilatkovéa odpovéd’ (IgGl, IgG2a) byla neslabsi
u mysSi Nc/Nga, které slouzi jako model atopické dermatitidy (Jin et al., 2009). Na
histologickych fezech z koznich 1ézi téchto mysi byla patrnd nekrotizujici folikulitida a
chromatinové debris, které je znakem apoptozy (J. Knitlova, rukopis v piiprave). Dalsi
plan prace na zminéném projektu zahrnuje také testovani kmenti Dryvax a Praha i1 na
téchto mysich.

Je evidentni, Ze charakterizace typu bunécné smrti bunck infikovanych VACV
vcetné pritomnosti PAMPs a DAMPs na téchto buiikach a v¢etné popisu situace in vivo

muze piispét k vyvoji efektivnich a bezpe¢nych vakcin odvozenych z VACV. Diky hrozbé
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bioterorismu se dnes znovu za¢ina ockovat proti ernym neStovicim, ale k dispozici je stale
pouze generace puvodnich Zivych vakein. V dneSni dobé je z rtiznych divodit mnoho osob

imunosuprimovanych, takze vyvoj bezpecnych vakcin nabyva na vyznamu.

6.4 Zmény mitochondrii v buiikach infikovanych VACV

Jako doplnéni analyzy bunécné smrti jsem analyzovala také stav mitochondrii u
bunék infikovanych VACV. V nasi laboratofi bylo jiz dfive pozorovano, Ze infekce VACV
vede ke snizeni mitochondridlntho membranového potencidlu oxidativni fosforylace
v bunécnych liniich HeLa G a BSC-40 (Kalbacova, 2003; Kalbacova et al., 2008; Vrbacky,
2005; Vrbacky et al., 2003). Je také znamo, ze naruSeni funkce mitochondrii, predev§im
depolarizace  mitochondridlntho membranového potencidlu, vede k fragmentaci
mitochondrii. Bylo vSak také publikovéano, Ze v T-lymfocytarni linii Jurkat nedochazi po
infekci VACV ke sniZzeni mitochondridlniho potencidlu, buiiky jsou naopak chranény proti
uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii VACV proteinem F1L (Wasilenko et al., 2005;
Wasilenko et al., 2001). Zajimalo nds proto, jaka bude morfologie mitochodrii u nadmi
pouzivanych bun¢k infikovanych VACV.

V Casovém intervalu 6 h.p.i. vykazovaly infikované bunky BSC-40 vétSinou
fragmentované mitochondrie (kap. 5.1.3.1). Tomuto pozorovani odpovidalo snizeni
mitochondrialniho potencidlu naméfené ve stejném casovém intervalu infekce 1 o 6 hodin
pozd¢ji. V ¢ase 6 h.p.i. jsou buitkky BSC-40 pii m.o.i. = 5 infikovany ptiblizné z 80% (Tab.
4), coz odpovida primarni infekci. Cas 6 h.p.i. byl pro studium mitochondrii zvolen proto,
ze primarn¢ infikované buniky jsou jiz virem ovlivnény, ale stale jest¢ si zachovavaji
strukturu a atributy zivych bunék. Pozorované zmény jsou tedy pravdépodobné reakci
buiiky na pfitomnost viru. V pozd¢jSich ¢asech infekce je struktura infikovanych bunék
deorganizovana tvorbou a pfitomnosti velkého mnozstvi virového potomstva. Pozorované
strukturni zmény takovych bunék pak nemuseji byt diisledkem interakci viru a hostitelské
buniky, ale prostym nasledkem vycerpani energetickych zdroji a neschopnosti obnovit
poskozené struktury.

Zda se tedy, Zze v infikovanych bunkach BSC-40 dochazi ke fragmentaci
mitochondrii a sniZeni mitochondridlniho membranového potencialu. Toto pozorovani
ziejme nebude ovlivnéno pipetovanim buné€k, protoze pro konfokalni mikroskopii byly
buniky pouze obarveny v kultiva¢ni desti¢ce a nebylo s nimi nijak manipulovano. Naproti

tomu pro uréeni mitochondridlniho membranového potencidlu byly buniky odpipetovany,
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takZe pozorované sniZzeni mitochondridlniho potencidlu tim mohlo byt ovlivnéno. Toto
podezieni jsme méli 1 diky publikovanym zjiSténim, Ze v linii Jurkat ke snizeni
mitochondrialniho potencidlu nedochazi (Wasilenko et al., 2001). Buné¢na linie Jurkat je
vSak suspenzni a pfi ptipravé vzorki pro pritokovou cytometrii neni nutné vystavovat tyto
buiikky stresu spojenému s resuspendovanim piisedlych bunék. Diky zjiSténi, ze
v infikovanych bunikdch BSC-40 dochazi k fragmentaci mitochondrii, se vSak ptiklanime
k ndzoru, Ze sniZzeni mitochondridlniho potencialu infikovanych bun€k pozorované v nasi
laboratofi neni artefakt a skute¢né k nému dochazi.

Vyznam fragmentace mitochondrii v infikovanych BSC-40 neni zcela jasny. V nasi
laboratoii bylo ukazano, Ze u infikovanych bunék HelLa G ani BSC-40 nedochézi
k uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii (Vrbacky, 2005). Zaroven vSak dochazi ke sniZzeni
mitochondridlniho membranového potencidlu, coz probiha nejasnym mechanismem pfi
soucasném zadrzeni cytochromu c v mitochondriich. Buitkky BSC-40 jsou zavislé na
oxidativni fosforylaci jako zdroji ATP (Kalbacova et al., 2003; Vrbacky et al., 2003), ztrata

funkce mitochondrii pro né¢ tedy mize mit fatalni disledky.

6.5 Vyznam transglutaminazy v buiikach infikovanych VACV

Byla publikovana prace (Yamaguchi and Wang, 2006), v niZ bylo ukazano, ze
aktivita tkanové transglutaminazy v Bax-deficientnich buiikdch vedla k vy$§im formam
kaspéazy 3. V této praci byly detekovany vyS$si formy kaspazy 3 o ptiblizné molekulové
hmotnosti 64 kDa, coz odpovidd dvéma spojenym prokaspazam 3 (2 x 32 kDa), dale vyssi
formy o pfiblizné molekulové hmotnosti 40 kDa, coz odpovidda dvéma spojenym
fragmentiim kaspazy 3 (2 x 19 kDa). Autofi této prace navrhuji, Ze transglutaminaza zde
funguje jako inhibitor kaspazy 3 diky mutaci v genu kodujicim protein Bax. Pii inhibici
aktivity transglutaminazy jejim inhibitorem MDC totiZz doSlo k objeveni St€pené formy
kaspazy 3, ke snizeni mnozstvi vysSich forem kaspazy 3 a také prob&hla apoptdza, ktera
byla bez ptidani MDC blokovana.

Situace u bunék infikovanych VACV se podoba vySe popsané situaci v n¢kolika
bodech. Priibéh apoptdzy je zde také blokovan, a to expresi n¢kolika antiapoptotickych
proteinit VACYV, které blokuji 1 mitochondridlni drdhu aktivace apoptozy podobné jako
deficience proteinu Bax. V naSi laboratoii jsme také pozorovali vyskyt vysSich forem

proteintll, dfive proteinu Bax, pozdéji také kaspazy 3. Domnivali jsme se proto, ze by
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v builkdch infikovanych VACV  analogicky mohla byt aktivovana tkanova
transglutaminaza a jeji aktivita by mohla interferovat s aktivitou kaspazy 3.

V infikovanych buitkach HeLa G 1 BSC-40 byly pomoci western blotu pozorovany
vy$$i molekulové hmotnosti kaspazy 3 o molekulové hmotnosti 40 kDa, coz odpovida
dvéma spojenym Stépenym kaspdzam 3 o molekulové hmotnosti 19 kDa (kap. 5.1.4.1). Pii
hlubsi analyze vSak vySlo najevo, Zze ne vSechny rekombinanty VACV kmene WR
zpusobuji vznik vysSich forem kaspazy 3. Divoky typ viru wt-WR, ktery neexprimuje
zadny rekombinantni gen, tvorbu vyssich forem kaspazy 3 neindukoval. Stejné tak vySsi
formy kaspdzy 3 neindukovaly rekombinanty exprimujici rekombinantni proteiny pod
casné-pozdnim VACV promotorem p7.5. Naopak tvorbu vyssi formy kaspazy 3
indukovaly viry exprimujici rekombinantni proteiny pod IPTG-inducibilnim pozdnim
promotorem p4b. Vyskyt téchto forem vSak nebyl zavisly na pfitomnosti IPTG a tedy ani
na expresi rekombinantniho proteinu. Navic virus WR-LUC L, ktery exprimuje luciferazu
také pod promotorem p4b, ale bez regulace systémem Lacl/LacO, vyssi formy kaspazy 3
také neindukoval.

Virus WR-LUC L se lisi od ostatnich rekombinantnich VACV exprimujicich pod
promotorem p4b regulaci exprese rekombinantniho proteinu. Zatimco viry WR-CAT/I,
WR-Bcl2/I a WR-PKR/I byly pfipraveny homologni rekombinaci plasmidu pPR35
s vlozenou cDNA do thymidinkindzového genu VACV, virus WR-LUC L byl pfipraven
homologni rekombinaci plasmidu pPR15 s vloZzenou cDNA také do thymidinkindzového
genu VACV. Virus WR-LUC L se tedy li§i sekvencemi vloZenymi spolu s cilovym genem.
Viry WR-CAT/I, WR-Bcl2/I a WR-PKR/I maji spolu s cilovym genem vlozeny gen Lacl
pod casné-pozdnim VACV promotorem p7.5, protein kdédovany timto genem (represor
laktozového operonu) je tedy piitomen v infikovanych buikéch. Tento represor blokuje
expresi z promotoru p4b, nebot’ se vaze na sekvenci laktdzového operdtoru pfitomnou za
timto promotorem. V ptitomnosti IPTG se represor uvolni z vazby na DNA a probiha
exprese z promotoru p4b (Rodriguez and Smith, 1990). Virus WR-LUC L vlozenou
sekvenci Lacl ani Zadného dal§iho genu nema. Je tedy mozné, ze efekt pozorovany na
zménach molekulovych hmotnosti kaspazy 3 je zplsoben expresi proteinu kdédovaného
genem Lacl. Protiladtka pouzita k detekci kaspazy 3 je polyklondlni, takze je také mozné
predpokladat urcitou nespecifickou reaktivitu této protilatky. Velikost proteinu
kédovaného genem Lacl je uddvéana jako asi 37,5 kDa (Wilson et al., 2005), takze je
mozné, ze protein o piiblizné velikosti 40 kDa detekovany protilatkou proti kaspaze 3 je

protein kodovany genem Lacl.
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Stanovovala jsem také vliv inhibitoru transglutamindzy MDC na rist VACV. Pii
koncentraci 300 uM MDC piidaného do média infikovanych bun¢k (buniky byly s MDC
také preinkubovany a bylo pfitomno 1 pfi adsorpci viru) byl titr viru vyrazné sniZen u obou
testovanych virG. Byl testovan virus WR-LUC, ktery nezpusobuje vyskyt vysSich
molekulovych hmotnosti kaspazy 3, i virus WR-CAT/I, ktery zplsobuje objeveni se
vyssich molekulovych hmotnosti kaspazy 3. Rist viru WR-LUC byl vlivem pusobeni
MDC sniZen o 0,86 logaritmu, virus WR-CAT/I o 1,4 logaritmu. Zda se tedy, ze inhibice
transglutaminazy nebo enzymii s podobnou aktivitou ma negativni efekt na mnoZzeni

VACV.

6.6 Moznost superinfekce bunék infikovanych VACV

V diive publikované praci (Christen et al., 1990) bylo ukézano, ze replikace
superinfikujiciho VACV byla snizena o 90% ve 4-hodinovém intervalu superinfekce.
V této praci byl také pouzit VACV kmen WR a bunétna linie BSC-40. My jsme se
rozhodli kinetiku bloku superinfekce provétit pomoci VACV kmene WR exprimujiciho
cerveny a zeleny fluorescencni protein pod ¢asné-pozdnim promotorem p7.5 (WR-DsRed,
WR-EGFP) a také na buiikkich BSC-40. Pro prvni i druhou infekci v superinfekénim
experimentu byla pouZzita multiplicita infekce 5. Pfi této m.o.i. zGstdva Cast bunék
neinfikovana po primarni infekci, coZz komplikuje vyhodnoceni vysledki. Pti pouZziti vyS$si
m.o.i. by vSak byl vyrazny cytopaticky efekt bunck, bunky by byly kiehké a velka cast
bunék by plavala v médiu. Infikované buniky by se nedaly snimat mikroskopem in sifu ani
spolehlivé méfit pritokovou cytometrii. Proto byla pro tyto experimenty zvolena tato
multiplicita infekce.

Pomoci konfokalniho mikroskopu a nasledné kvantifikace bunék na fotografiich
jsem ukazala, Ze ve 2 hodinach po prvni infekci je mozné superinfikovat 90% infikovanych
bun¢k (kap. 5.2.2.1). Ve 4 hodindch po prvni infekci je jiz mozno superinfikovat pouze
47% bun€k a v 6 hodinach pouze 33% infikovanych bunék. V 6 hodinach jesté vysledek
analyzy téméi neni zkresleny sekundarni infekci prvniho viru (WR-DsRed). Blok
superinfekce u VACV tedy probiha, ale nastupuje spiSe mezi 2 a 4 hodinami po infekci.

Vysledek kvantifikace fotografii z konfokalniho mikroskopu byl provéien také
srovnanim s prutokovou cytometrii infikovanych bunék. Vysledky téchto dvou pfistupli
byly velmi podobné. Pritokova cytometrie vSak vtomto piipadé byla méné piesnym
odhadem situace in situ neZz mikroskopie. Pro pratokovou cytometrii byly bunky

resuspendovany opatrnym pasazovanim, pii kterém samoziejmé doslo k destrukci casti
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bunék. Pfi vyhodnoceni dat z pritokové cytometrie pak byly pouzity pouze Castice
odpovidajici celym nepoSkozenym buiikdm, a nikoli jejich fragmenty ¢i dublety, kvtili co
nejpresnéjSimu odhadu zastoupeni superinfikovanych bunék. Déle c¢ast bunék, které
vykazovaly malou fluorescenci DsRed, byla nejspiSe vyhodnocena jako negativni, protoze
cervena fluorescence proteinu DsRed je obecné malo intenzivni. Proto byl také virus WR-
DsRed pouzit pro prvni infekci a virus WR-EGFP pro druhou infekci. Fluorescence EGFP
exprimovaného z promotoru p7.5 je totiz detekovatelna jiz 1 hodinu po infekci (neni
ukazano).

Graf na obr. 36A ukazuje zastoupeni bunék superinfikovanych v jednotlivych
intervalech superinfekce (RG/R). Zajimavy vSak je také pribéh vyskytu Cisté cervenych
(R) a ¢isté zelenych (G) bungk v jednotlivych intervalech superinfekce. Cisté zelené buiiky
jsou ve 2 a 4 hodinach zastoupeny okolo 29%, poté jejich mnozstvi prudce klesa k 7% v 6
h.p.i., v 8 h.p.i. jsou jich jen 3%. Jsou to buiiky, které nebyly infikovany pii prvni infekci
virem WR-DsRed a proto byly infikovany pifi druhé infekci virem WR-EGFP. Pii
vyhodnoceni proto tyto buiikky vykazovaly pouze zelenou fluorescenci. Primarni infekce
kolem 75% pii m.o.i. = 5 byla ukdzana i pritokovou cytometrii (kap. 5.1.1.4, tab. 4). Mezi
4 a 6 h.p.i. dochazi k produkci potomstva zprimarné infikovanych bunék, a tedy
k sekundarni infekci prvnim virem, builky v6 a 8 h.p.i. po prvni infekci tedy jiz
obsahovaly jen malou ¢ast neinfikovanych bunék.

Naopak procento CcCisté Cervenych bunék predstavuje bunky, které nebyly
superinfikované, a je tedy doplikem k procentu superinfikovanych bunék. Toto procento
stoupa od 7% ve 2 hodinach ke 38% ve 4 hodinach a dale ptes 62% v 6 hodinach az k 80%
v 10 hodinéch. Ur¢itd moznost superinfekce tedy zistava 1 v 10 h.pi., zfeymé diky nizké
m.o.i. a tedy zastoupeni bunc¢k sekundarn¢ infikovanych prvnim virem jeSté pted

superinfekci druhym virem.

spekuluji o moZnych mechanismech tohoto bloku. Navrhuji tfi teoreticky mozné
mechanismy. Prvni spociva v expresi ¢asnych virovych proteint, které navodi specificky
blok superinfekce; tedy zabrani adsorpci, vstupu nebo expresi genli superinfikujiciho viru.
Druhy moZzny mechanismus spociva v navozeni antivirového stavu jiz jednou infikované
buiiky reakci zaloZzenou na interferonech, takze dalsi infekce neni mozn4. Tteti moZnost
predpoklada, Ze infikujici virus zméni fyziologii infikované bunky nespecificky takovym
zpusobem, ze dalsi infekce nebude moznd. Nejpravdépodobnéjsi se zd4a prvni moznost,
nebt’ jiz bylo ukdzano nckolik ¢asné exprimovanych proteini VACV, které se ziejmé

podileji na bloku superinfekce.
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Casné VACV proteiny K2 a A56 se vyskytuji na povrchu infikovanych bungk. Jiz
diive bylo ukazano, Ze tyto proteiny brani vzdjemné fzi infikovanych bunék (Wagenaar
and Moss, 2009). Neddvno vSak bylo ukazano, Ze tyto proteiny svou pfitomnosti na
povrchu buniky rovnéz brani fizi virové ¢astice s buiikou, ziejmé interakcei s "entry-fusion”
komplexem na povrchu virionti. Buniky infikované VACV defektni pro tyto dva geny
podstupovaly superinfekci ve vétsi mife nez buniky infikované nemutovanymi viry (Turner
and Moyer, 2008). Bylo rovnéZ ukéazéno, ze pouha exprese téchto dvou proteinli na
bunkach zabranila infekci VACV (Wagenaar and Moss, 2009). Proteiny K2 a A56 vSak
funguji v komplexu a museji byt pfitomny oba, aby omezovaly superinfekci.

Casné VACV proteiny A33 a A36 jsou také pfitomny na povrchu infikovanych
bunék. Tyto dva proteiny hraji roli v indukci tvorby aktinovych komet, na nichz jsou
castice VACV tlaceny smérem k sousednim buitkkdm. Bylo ukazano, Ze nové infikované
buniky brzy po infekci exprimuji tyto dva proteiny a diky nim jsou Castice viru, které by
mohly buniku superinfikovat, tlaCeny aktinovymi kometami k sousednim bunikam, a to tak
dlouho, dokud virus nedosahne neinfikované buiiky (Doceul et al., 2010). Diky tomu je
virus schopen se $§ifit zdanlivou rychlosti 75 minut na jednu bunku, jak bylo pozorovano
pfi ristu virovych plakti. Tato rychlost je cca 3-4x vyssi, nez by odpovidalo kinetice tvorby
novych viriont.

Casné proteiny K2, AS56, A33 a A36 tedy piispivaji k pozorovanému bloku
superinfekce VACV. Podle ¢asu vyrazného nastupu bloku superinfekce az po 2 h.p.i. po
prvni infekcei se v§ak zda, ze roli mize hrat i exprese pozdnich virovych proteini.

V této praci bylo ukazano, ze blok superinfekce VACV nastupuje teprve mezi 2 a 4
hodinami po prvni infekci. Byla ovSem testovdna pouze virovd exprese, zbyva jesté
otestovat vliv bloku superinfekce na produkci potomstva. Zbyva také charakterizovat,

vvvvvv

blokovana jiz ¢asna exprese superinfikujictho VACV, adsorpce viru vSak blokovana neni
(Christen et al., 1990). Nejpravnépodobnéjsi je tedy blok vstupu viru do bunky.

Zjisténi nastupu bloku superinfekce u VACV teprve po 2 hodindch mé také
experimentalni vyznam. Je totiz mozné superinfikovat buiiky jiz jednou infikované dal§im

virem a kombinovat tak jejich vliv na burku.
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7.ZAVER

V piedloZené praci bylo dosazeno vysledk, které se daji shrnout takto:

1. Byla popsana apoptéza u bun¢k Hela G infikovanych VACV kmene WR na
zaklad¢é znaki morfologickych (kondenzace a fragmentace jader) i biochemickych
(aktivita kaspazy 3, St€peni substratli exekutorovych kaspaz - PARP a cytokeratinu

18).

2. U bun¢k BSC-40 infikovanych VACV kmenem WR apoptoéza piitomna nebyla,
bunky vsak nepodlehly lytické, tedy nekrotické smrti ani v ¢ase 96 h.p.i.

3. Byla detekovana aktivace kaspaz 2 a 4 a také kaspazy 3 v buitkach HeLLa G 1 BSC-
40 infikovanych VACV kmene WR. Aktivita téchto kaspaz vSak byla detekovana
pouze v infikovanych bunkach HelLa G, v infikovanych buiikaich BSC-40 aktivita

téchto kaspaz detekovéana nebyla.
4. Infekce VACV kmeny Dryvax a Praha indukovala apoptdzu v bunikach HeLa G 1
BSC-40, coz bylo charakterizovano morfologii bunéénych jader i analyzou Sté€peni

substratu exekutorovych kaspaz PARP.

S. Byl pfipraven rekombinantni VACV kmene WR exprimujici protein DsRed pod
promotorem p7.5 (WR-DsRed).

6. Byl charakterizovan prabéh superinfekce VACV kmene WR, blok superinfekce

vyrazné nastaval aZ po 2 hodinach po prvni infekci VACV.
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