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Abstrakt

Koevoluce patogenl a jejich hostiteld vedla k selekci celé fady mutaci. Z pohledu
hostitele se daji nahromadéné mutace v jeho genomu charakterizovat jako restrikCni
faktory branici efektivni replikaci cilového patogenu, napfiklad retroviru. Tyto faktory
pusobi na urovni vstupu virionu do buniky, jeho integrace, exprese a maturace. Naopak
z pohledu viru se mutace projevuji ve schopnosti vyse zminéné restrikéni faktory
prekonavat. Jednim z mechanizml je napfiklad zména receptorové specifity, ktera
umozniuje viru infikovat hostitele i v pfipadé, Ze plvodni specificky receptor je
z néjakého divodu nedostupny. Tato prace se zabyva efektem bodové mutace L154S
v obalovém glykoproteinu viru MAV-B a jeho vlivem na replikaci a patogenezi in vitro a
in vivo. Pro tyto uc€ely byly infikovany a analyzovany kufeci plemena bilych a hnédych
leghornek a rozlicné bunééné kultury. Vysledky infekce kufat ukazaly zvySenou
incidenci osteopetrdézy, onemocnéni projevujici se zbytnénim kostni tkané. V souladu
s literaturou jsme prokazali, Ze se jedna o neoplazii polyklonalniho plivodu. Radou
experimentd jsme odhalili abnormalni chovani obalového glykoproteinu kédovaného
virem zpusobujici toto onemocnéni. Abnormalita tkvi v teplotni labilité a neutralizaci
nizkym pH. Na zakladé naSich pozorovani navrhujeme model predCasné aktivace
glykoproteinu, ktery tak dovoluje nespecifické splynuti s cilovou membranou nezavisle

na receptoru.

KliCova slova: retrovirus, ASLV, receptor, env, kur domaci, osteopetrdza, receptorova

interference, MAV-B, rozSifeny hostitelsky rozsah



Abstract

Coevolution of pathogens and their hosts leads to selection of series mutations.
From the hosts point of view we can these accumulated mutations characterize as
restriction factors preventing effecive replication of target pathogen, for example
retrovirus. These factors acts on level of virion entry into cell, its intergation, expression
and maturation. On the other hand, from the viruses point of view these mutations
manifests the ability to overcome restriction factors mentioned earlier. One of the
mechanizms is for example shift in receptor specifity, which allows to virus infect hosts
in case, where original specific receptor is for some reason unavailable. This thesis
focus on effect point mutation L154S in envelope glycoprotein of virus MAV-B and its
influence in replication and pathogenesis in vitro and in vivo. For this purpose we
infected and analyzed chicken breed of white and brown leghorns and different cell
cultures. Results of infection of chickens displayed increased incidence of
osteopetrosis, disease displaying the hyperthrophy of bone matter. In consistence with
literature, we shown polyclonal origin of this neoplasia. With series of experiments we
discovered abnormal behavior of envelope glycoprotein coded by virus causing this
disease. Abnormality lies in termal lability and neutralization by low pH. Based on our
observation we suggest model of premature activation of glycoprotein, which cause

nonspecfic fusion with target membrane in a receptor independent way.

Key words: retrovirus, ASLV, receptor, env, gallus, osteopetrosis, receptor interference,
MAV-B, extended host range
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Uvod

Kdyz za Peytonem Rousem pred vice nez sto lety zavitala neznama stafenka, ktera
ve svych ponékud artritickych rukou drzela plymutku s mohutnym nadorem, asi jen
téZzko tusil, Zze stoji na prahu velkého objevu (Weiss and Vogt, 2011). Zjistil totiz, Ze
nador, ktery tato slepiCka méla, je zplsoben infekEénim agens, které se da prenaset
mezi zvifaty (Rous, 1910, 1911). Toto agens bylo pozdé&ji zafazeno mezi viry a
pojmenovano RSV (Rous sarcoma virus, virus Rousova sarcomu). DalSi analyzou byla
odhalena cela plejada téchto virli, znamych jako ASLV (avian sarcoma leukosis virus,
ptaCi sarkoma a leuk6ézové viry), které napadaji dribez a volné Zijici ptaky, a které
odstartovaly intenzivni vyzkum mechanizmd nadorové transformace.

Retroviry patfi mezi viry s genomem ve formé jednoretézcové RNA. Tato genomova
nebo také mRNA vSak nestaci k infekci bunék. Pro konverzi v infekéni molekulu musi
byt tato RNA pfevedena do své DNA kopie, cDNA, ktera je nasledné integrovana do
hostitelského genomu (Temin, 1976). K této pfeméné RNA na DNA slouzi enzym zvany
reverzni transkriptaza, ktery si kazdy virion pfinasi s sebou. Aby bylo néco takového
mozné, potfebuje kazda virova partikule kromé nukleoproteinu chranici genetickou
informaci také dalSi obal, fosfolipidovou dvojvrstvou membranu, ktera zabranuje ztraté
dulezitych komponent retroviru. Tuto membranu ziskavaji retroviry pfi puceni
z hostitelské bunky, nese proto nékteré jeji povrchové molekuly. Ty muizou hrat
dalezitou roli v nespecifickych interakcich, v adhezi viru na buné&nou membranu anebo
také v ,signalizaci® viru (Moller-Tank and Maury, 2014).

Existuje nékolik zpasobu, jakym mohou retroviry zpusobit nadorové bujeni. Jeden z
nich je inzeréni mutageneze a chronicka transformace, kdy pfi integraci virového
genomu do hostitelské DNA dojde budto k poSkozeni exprese nadorového supresoru
nebo naopak zvysSeni exprese proto-onkogenu (Hayward et al., 1981; Neel et al., 1981).
DalSi je obecné znama akutni transformace pomoci onkogenu, jakym je napfiklad v-src
RSV (Rohrschneider, 1980). Mimo src muZze jako onkogen slouZit i obalovy glykoprotein
retrovirl (Caporale et al., 2006). U nékterych pfipadl patogeneze vSak jesté neni
odhalen mechanizmus vzniku nadoru jako je tomu napfiklad u osteopetrézy, coz je
onemocnéni kosti vyvolané zvySenou proliferaci osteoblastu, bunék tvoficich kost
(Foster et al., 1994, Joliot et al., 1993).
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Viry dribeze jsou vyznamné hlavné diky faktu, Ze jejich hostitelé patfi mezi nejvétsi
producenty zZivocisnych bilkovin. V posledni dobé se Sifi ASLV podskupiny J, ktery
decimuje choby dribeze v asijskych zemich. ASLV jsou vyznamné také diky svému
unikatnimu mechanizmu fuze, ktery dovoluje systematické zkoumani tohoto procesu.
AvSak ani kufe jakozto modelovy organismus nezahali a poskytuje nam mnoho
informaci z oblasti vyvojové (Starostova et al., 2014) a nadorové biologie (Dvorakova et
al., 2013; Kosla et al., 2013).
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Prehled literatury

Vstup retroviru do bunky
Prvni nebezpeci, které na volny virion ¢eka, je nenavazani kontaktu s bunkou, at uz

cilovou, permisivni, nebo nahodnou, nepermisivni. Tento krok, az na vyjimky v podobé
fizenych experimentl probiha nespecifiky v zavislosti na fyzikalnich zakonech.

V nespecifickych interakcich a adhezi viru na membranu hraji velkou roli
glukosaminoglykany, bez ucasti obalovych proteind (Guibinga et al., 2002; Pizzato et
al., 1999, 2001; Sherer et al., 2010) ale Casto za pomoci polykationtl, které maskuji
negativni naboje membran a dovolu;ji jejich pfiblizeni na minimalni vzdalenost (Davis et
al.,, 2002; Roan et al., 2011). Toto pravidlo ale neni absolutni, protoze polykationty
nékdy mohou také kompetovat o receptor Ci ligand a tim inhibovat nasledny vstup viru
do bunky (Jang et al., 2012; Rong et al., 1997; Toyoshima and Vogt, 1969). Nékdy vSak
nahodné mutace mohou naopak vytvaret pfidatna vazebna mista napfiklad pravé pro
heparan sulfat, coz miaze posilovat infekci konkrétnich bunéénych typu (Jinno-Oue et
al., 2001). Uméle se da infekce viru jesté vice posilit i dalSimi zpusoby, napfiklad
spinokulaci, coz je centrifugace bunék spole¢né s virovymi partikulemi (Forestell et al.,
1996). Spinokulace se vSak neda vysvétlit pouhou zvysenou fyzickou blizkosti viru a
buriky, ale spiSe zménou bunééného povrchu (Guo et al., 2011; O’'Doherty et al., 2000).
Povrchové molekuly ziskané pfi pu€eni maji o néco vice specifické interakce, jako
napfiklad ICAM-1 (Capobianchi et al., 1994), ktery je Casto pfitomen na povrchu viru
HIV (human imunodeficiency virus, virus lidské imunodeficience). HIV je navic vazan
molekulou DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular  adhesion  molecule-3-
grabbing non-integrin, intercelularni adhesivni molekulu 3 vazajici ne-integrin specificky
pro dendritické buriky) pfitomnou na dendritickych burkach, ktera je dalezita v interakci
dendritickych bunék a T bunék (Geijtenbeek et al., 2000).

Majoritni ¢ast membrany vsak tvofi obalovy glykoprotein zajistujici jeden z kritickych
kroka v zivotnim cyklu retroviru, pfesnégji feCeno, zajiStujici ten uplné prvni krok.
Zprostfedkovava totiz mimo nespecifické, také specifickou interakci s buné&cnymi
povrchovymi proteiny, receptory, a naslednou fizenou fuzi bunééné a virové membrany.
Princip zminéného procesu je konzervovan napfi¢ vSemi druhy obalenych vird i pfes

drobné rozdily. U vSech jsou totiz virové obalové proteiny ukotveny do jejich membran a
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obsahuji ¢ast, ktera je hydrofobni a pfed svoji aktivaci skryta uvnitf trimeru (Ci trimer
heterodimer(). Zminénym zpusobem muze byt tento usek chranén v okoli hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkl (vjakési kapse) v semistabilnim stavu (Colman and
Lawrence, 2003; Jurgens et al., 2015). V tomto stavu fuzni peptid setrva az do své
aktivace. Po aktivaci je tato ¢ast pomoci série konformacnich zmén vystavena na
povrch viru, kde ale nesetrva pfili§ dlouho. Hydrofobnost totiz zajistuje reaktivnost
s okolnimi membranami a schopnost zanofit se do nich. Po spojeni fuzniho peptidu a
membrany dojde opét k pfiblizeni tohoto uUseku a transmembranové kotvy proteinu,
C¢imz dojde také k pfiblizeni obou membran do vzdalenosti umoziujici miSeni membran,
hemifuzi a smiSeni obsahu cytoplasmy a virové partikule (viz obrazek 2.). Nasledujici

kroky v zivotnim cyklu virQ (retrovir() jiz nejsou pfedmétem této diplomové prace.
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Obalové glykoproteiny viru a povrchové receptory bunky
Struktura a mechanika glykoproteinu

Jak jiz bylo nastinéno v predchozi kapitole, k uspéSnému vstupu viru do hostitelské
bunky je potfeba obalového glykoproteinu. | pfes popsané spoleCné charakteristiky
téchto struktur existuji u jednotlivych zastupch virl rozdily, jak ve struktufe
glykoproteinu, tak v pfistupu k zajisténi fuze. Dosud byly charakterizovany 3 tfidy
glykoproteinu: tfida |., mezi které patfi napfiklad HIV, virus chfipky anebo ALSV, tfida
Il., kam patfi napfiklad alfaviry nebo paramyxoviry, a kone¢né& nedavno popsana tfida
lll., ktera zahrnuje napfiklad virus vesikularni stomatitidy a herpesuviry.

Viry patfici do I. tfidy koduji protein, ktery tvofi homotrimer a ktery je posttranslacné
Stépen na dvé podjednotky, povrchovou a transmembranovou, které drzi pospolu. Tyto
podjednotky se u viru chfipky nazyvaji HA1 a HA2 (hemaglutinin 1 a 2), zatimco u
retrovirl se nazyvaji SU (surface unit, povrchova jednotka) a TM (transmembrane unit,
transmembranova jednotka) a jsou spojeny cysteinovymi mustky (Einfeld and Hunter,
1988; England et al., 1977; Leamnson and Halpern, 1976; Moelling and Hayami, 1977).
| vramci této tfidy ale existuje jesSté nékolik podtypu. Retroviry, az na udajné vyjimky,
jsou schopné fuze s hostitelskou membranou nezavisle na pH. Po vzniku vazby
glykoprotein-receptor dojde ke konformaénim zménam SU podjednotky, ktera dovoli
odhaleni fuzniho peptidu a jeho vnofeni do bunétné membrany. Série dalSich
strukturnich zmén pak vede Kk pfiblizeni virové a bunélné membrany a jejich
naslednému spojeni (Gilbert et al., 1995; Moore et al., 1990; Sattentau and Moore,
1991). To je umoznéno tim, Zze Usek TM podjednotky mezi transmembranovym a fliznim
peptidem obsahuje dva segmenty oddélené od sebe flexibilnim oligopeptidem zvané
HR1 a 2 & HR-A a HR-B (heptad repeat, opakovani skupiny sedmi). Ty vykazujici
vzajemnou afinitu. Vysledny komplex zvany 6HB (six helix bundle, Sesti helikalni
svazek) vede i k pfiloZzeni obou membran. Naproti tomu u viru chfipky po navazani
hemaglutininu (konkrétné HA1 podjednotky) na kyselinu sialovou k fuzi nedojde
okamzité. Musi totiz dojit k endocytoze partikule, ktera se tak dostane do prostredi
s klesajicim pH. Pfi dosazeni hodnoty zhruba pH 5,4 dojde ke konforma&nim zménam

v HA2 podjednotce a nasledné fuzi, stejné jako u retrovirl (Colman and Lawrence,
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+LPC V

CAS

o Maly fuzni
por

Obrazek 1. Druha faze faze lipidickych membran

Jako vychozi stav tvorby vlasenky je ,narovnané” TM se zanofenym fuznim peptidem
do cilové membrany. Pfimichanim LPC (lyzofosfatydilcholinu) a inokulaci v 37°C
nedochazi k vyméné lipidi mezi obéma membranami, coz je oznaCovano jako LAS
(lipid-arrested stage, stadium zadrzené lipidy). Pfi vystaveni 4°C bez LPS naopak
k hemifuzi dochazi, ne vSak k tvorbé fuzniho péru, coz je nazyvano jako stadium
zadrZené chladem (cold-arrested stage, CAS). K tomu dojde aZ po navySeni teploty
na 37°C a pfidani CPZ (chlorpromazinu). Je-li vSak pfed zvySenim teploty pfidan
peptid R99 odvozeny od TM podjednotky ASLV, dojde kreverzi stavu az do
napfimeni celé TM podjednotky. Tmavy trojuhelnik udava uroven pH, zleva doprava

klesa. Prevzato z Markosyan et al., 2004.

2003). Naprosto unikatni systém predstavuje skupina ptacich retrovirt, které v sobé
spojuji oba vySe popsané mechanizmy. Tyto viry jsou v podstaté zavislé na nizkém pH

v endozomech, ale na rozdil od viru chfipky (a jim podobnym) je ale nelze cilené timto
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okyselenim prostfedi inaktivovat. Dlvod je ten, Ze aktivace fuze u nich vyzaduje
pfedchozi interakci s receptorem (Earp et al., 2003; Jha et al., 2011; Markosyan et al.,
2004; Matsuyama et al., 2004; Melikyan et al., 2004, 2005; Mothes et al., 2000). Prvni
faze zahrnuje navazani SU na pfislusny receptor a konformacni zmény v obou
podjednotkach vedouci az k odhaleni fuzniho peptidu a jeho zanofeni do bunécné
membrany. Druha faze zahrnuje dalSi konformaéni zmény v reakci na snizeni pH a
dokonceni fuze. Tento systém se v minulosti osvédcil jako vyhodny pravé pro studium
mezikroku vstupu viru do buriky (obrazek 1., Markosyan et al., 2004; Matsuyama et al.,
2004; Netter et al., 2004).

[l. tfidu faznich peptidd charakterizuje hydrofobni smycka (oproti hydrofobnimu
zakonceni podjednotky) uvnitf samostatného proteinu (obdoba TM/HA2 podjednotky) a
existence samostatného druhého proteinu, ktery zajiStuje vazbu na receptor (obdoba
SU/HA1 podjednotky). Tyto dva nezavislé proteiny tvofi heterodimer a nasledné trimer
téchto dimerl. Vazba na receptor nakonec vede k endocytéze, snizeni pH a aktivaci
proteinu obsahujiciho fuzni smycku (Vaney and Rey, 2011).

[ll. tfida fuznich peptidd sestava z dvojité hydrofobni smycky, jako napfiklad
v pomérné slozité strukturovaném gB proteinu herpersvirt (Heldwein et al., 2006) nebo
proteinu G viru vesikularni stomatitidy (Roche et al., 2006). Tato tfida, na rozdil od
pfedchozich, vykazuje znamky reverzibility celého procesu, kdy kriticka hodnota pH pro
konformaéni zmény je 6, zatimco hodnota vySSi nez 7 vraci strukturu do témér

puvodniho stavu (Backovic et al., 2007).

Receptory
Kromé obalovych proteinu virl je k UuspéSné fuzi zapotiebi jesté jedna neméné

dilezita slozka — receptor. Diky evoluci a selekénim tlakim dnes existuje velké
mnozstvi rozmanitych bunéénych receptorli vyuzivanych retroviry. Cely problém navic
komplikuje fakt, Ze jsou znamy pfipady receptortu rozeznavané vice viry a zaroven viry,
které rozeznavaji vice receptort (Jurgens et al., 2015; Miller, 1996; Miller and Chen,
1996; Weiss, 1993). Lze vSak vysledovat urcité zakonitosti, jako napfiklad casté
vyuzivani kyseliny sialové nebo heparan sulfatu u virl se zavislosti na pH, kterym staci
vyCkat na endocytézu (Colman and Lawrence, 2003; Vaney and Rey, 2011), nebo
vyuziti chemokinovych ¢i transportnich proteintd, vicenasobné& prochazejicich
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membranou, u virll nezavislych na pH (Logg et al., 2007; Miller, 1996). Toto pravidlo
v8ak neni absolutni, existuji i viry

CED1

vyzadujici ko-receptory a navic
nebyl tal Sech fislusné CEDZ

yly stale vSechny pfislusné IDLA . eV
receptory identifikovany. IeC

Jednim z pfikladl receptorové
diverzity jsou receptory ALSV (viz DD B30.2
obrazek 2.). V prabéhu jejich vyvoje
se totiz od sebe oddélilo asi 10

Tva Tvh Tve

vyvojovych veétvi, pojmenovanych

podskupiny A - J, ne vSechny vSak :
Obrazek 2. Receptory podskupin A,BaC

rozdilné Tva patfi do rodiny LDL receptord (Low Density

vyuzivaji receptory.

Zatimco podtypy A, C a J vyuzivaji
unikatni receptory, podtypy B, D a
E sdileji
Receptory pro podskupiny F az |

spoleCny  receptor.

dosud nebyly identifikovany.
ASLV A,

pojmenovany Tva (tumor virus a),

Receptor pro

Lipoprotein, nizko hustotni lipoprotein).

Tvb patfi do rodiny TNF receptord (Tumour
necrosis factor, faktor nekrotizujici tumor) a
obsahuje 3 domény bohaté na cysteiny (cystein
rich domain, CRD) a doménu smrti (death
domain, DD), ktera se u savcl uplatiiuje v
apoptoze.

Tvc obsahuje dvé imunoglobulinové domény a
doménu B30.2, ktera ma schopnost vazat

rizné substraty v imunitni odpovédi. Pfevzato
od Daniela Elledera (nepublikovano).

se svoji strukturou podoba LDL

receptoru (low density lipoprotein

receptor, receptor lipoproteinu o nizké hustoté) a byl identifikovan jako prvni (Bates et
al.,, 1993; Young et al., 1993). PfestoZze je hojné exprimovan v rozmnozovacich
organech (Elleder et al., 2005), jeho forma neni vzdy stejna. Vlivem alternativniho
sestfihu vznikaji dvé formy, TVA950 a TVA800 (Bates et al., 1993). Zatimco TVA950 je
ukotven vlastni transmembranovou doménou, TVA800 tato doména chybi a musi byt
proto ukotven pomoci GPI (glykofosfatidilinositol) kotvy v lipidovych raftech (Bates et al.,
1993). Jejich rozdilnost ale neni jen strukturni, ale také funkéni (Narayan et al., 2003).
Zatimco TVA950 je po spojeni s ligandem recyklovan endozom-lysosomalni degradacni
drahou a vykazuje proto znaky s tim spojené (kinetika, citlivost viru na NH4CI), TVA800

je zfejmé internalizovan neznamou drahou typickou pro lipidové rafty, protoze kinetika
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infekce je odliSna, a nebyla zjisténa citlivost viru na NH4Cl (Padilla-Parra et al., 2012).
Navic se ukazuje, Ze interakce TVA950 a TVAS800 s virem neni stejna, protoze pro
uspésnou internalizaci viru je potfeba jeho mnohocCetny kontakt s TVA800 oproti
jedinému kontaktu s TVA950 (Gray et al., 2011).

Tvb (tumor virus b), patfici do rodiny TRAILR (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor, receptory apoptdzu-indukujiciho ligandu podobného
faktoru nekrozy tumoru, Brojatsch et al., 1996; Smith et al., 1998) slouZi jako receptor
nejen pro ASLV B, ale také pro podskupiny D a E. Existuje vSak mnoho alel tohoto genu
a ne kazda podskupina rozeznava vSechny (ReiniSova et al., 2008; Weiss, 1993). Jako
prvni byla identifikovana Tvb®3, ktera je rozeznavana pouze podskupinami B a D,
naproti tomu Tvb®! je rozeznavana vSemi podskupinami kdeZto Tva' receptor ztratil
svoji schopnost podporovat vstup viru uplné (Adkins et al., 2000). Krocani embryonalni
fibroblasty vSak vykazuji rezistenci ke zbylym podskupinam B a D, proto byla krocani
alela plvodné pojmenovana jako SEAR (subgroup E ASLV receptor, receptor E
podskupiny ASLV - Adkins et al., 1997), a aZ nasledné jako Tvb'. Tvb®! se vyznaduje
netradicnim zpusobem interference. Normalné vede infekce retroviru k nasledné
rezistenci buriky k dal§im virdm vyuzivajicim stejny receptor, protoze ten je vysycen a
nemuze slouzit ke vstupu dalsi partikule (Liu and Eiden, 2011; Vogt and Ishizaki, 1966).
Infekce podskupinami B a D skrze tvb®! vede k rezistenci ke véem tfem podskupinam,
zatimco infekce podskupinou E vede pouze k rezistenci viéi podskupiné E, ne vsak
podskupinam B a D. Fenomén by se dal vysvétlit existenci dvou forem tototo proteinu
(mozna podobnost s TVA950 a TVA800), pfitemz podskupina E reaguje jen s jednou
formou (Adkins et al., 2001). Tuto pfedstavu podporuje také existence polypeptidu o
délce 15-ti aminokyselin, ktery dokaze aktivovat obalové glykoproteiny podskupiny B (a
pravdépodobné D), ne vS8ak E (Knauss and Young, 2002). DalSi dukaz o rozdilné
interakci podskupiny E a podskupin B a D je také objeveni mutace C125S v Tvb, ktera
oslabuje citlivost kufat na podskupiny B a D, avSak pro podskupinu E se kurata stavaji
kompletn& rezistentnimi. Tato alela byla proto nazvana jako Tvb™ (Reini$ova et al.,
2008). Velké mnozstvi alel se da vysveétlit snahou hostitele uniknout z dosahu

zminénych podskupin. B a D totiz jsou znamé vysokou cytotoxicitou nejspis

vrvse
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obrovskym mnozstvim integrovanych i neintegrovanych provird usmrtit infikovanou
buriku (Weller et al., 1980), zatimco podskupina E se postupné stala endogennim
retrovirem a mohla tak selekéné pusobit na vyvoj svého hostitele v ¢ase (Robinson et
al., 1981). Vysoka cytotoxicita vSak byva také davana do souvislosti s Tvb, ktery, jak jiz
bylo fe¢eno, je z rodiny TRAILR (Diaz-Griffero et al., 2003). Tyto vysledky vSak byvaji
Casto zpochybnovany (Klucking et al., 2005).

Tvc (tumor virus c), receptor ASLV-C, je pravdépodobné blizky pfibuzny skupiné
sav€i imunoglobulinové superroding, butyrofilinim (Arnett and Viney, 2014; Elleder et
al., 2004a, 2005).

Tvj (tumor virus j) je posledni identifikovany receptor ASLV, konkrétné pro
podskupinu J a jedna se o chNHEL1 (chicken hydrogenium natrium exchanger 1, kufeci
Na+/H+ vyménik typu 1, (Chai and Bates, 2006). Tento protein, stejné jako podskupina
J maji mezi kufecimi retroviry zvlastni postaveni, protoze chHNE1 jako jediny
Z receptoru pro tyto viry prochazi membranou vicenasobné a ASLV-J jako jediny
nevznikl hromadénim mutaci, ale rekombinaci s celou fadou endogennich a
exogennich vird (Benson et al., 1998; Sacco et al., 2000).

Tvf, Tvg, Tvh a Tvi, neboli tumor virus f, g, h a i, receptory pro odpovidajici skupiny
dosud nebyly identifikovany.

V pfirodé se vlivem koevoluce parazitl a jejich hostitelt objevilo nékolik mutovanych
variant virovych receptort, které zajistuji rezistenci ke konkrétnim druhdm vird (Van
Valen, 1973). Tyto mutace maji mnoho podob, at uz jde o bodové mutace ¢&i ¢tyrbodovy
inzert naruSujici ¢teci ramec jako v pfipadé receptoru Tva (Elleder et al., 2004b) nebo
prfedCasny stop kodon v pfipadé Tvb (Klucking et al., 2002) a Tvc (Elleder et al., 2005).
Tyto mutanty jsou hojné vyuzivany pfi zkoumani udalosti pfi vstupu retroviru do buriky,
stejné jako jejich rozpustné formy. Jedna z nejuzivanéjSich je Tva, respektive sTva,
ktera v minulosti pfispéla k pochopeni dvoukrokového mechanizmu fuze ptacich

alfaretrovirl (Damico and Bates, 2000)
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Mutace - prirodni a umély vybér

Typickym pFikladem evoluce interakce virl a jejich receptorl jsou ASLV. Tyto viry,
zfejmé pochazejici z jediného spolecného pfedka, jsou si navzajem i dnes stale dosti
podobné. NejvétSi zmény postihly gen env, kodujici stejnojmenny protein, povrchovy
glykoprotein env. Ten, kromé& mista pro proteazu, fuzniho peptidu a transmembranové
kotvy obsahuje také pét oblasti, které zodpovidaji za interakci s receptorem. Tyto
oblasti se nazyvaji vr1, vr2, hr1, hr2 a vr3 (variable region, hypervariable region,
variabilni oblast, hypervariabilni oblast) a nachazeji se na SU podjednotce v tomto
poradi (viz obrazek 3.). Pravé v téchto oblastech je akumulovano nejvice zamén a

rozdili mezi jednotlivymi podskupinami.

vrl vIr2 hrl hr2 vr3 misto fazni transmembranova
stfihu peptid doména
]
— i ——a L -
SU (gp85) ™™ (gp37)

Obrazek 3. Grafické zobrazeni SU ASLV
Grafické zobrazeni prekurzoru gp95. V oblasti SU jsou ¢ervenou barvou zvyraznény
Casti zodpovédné za hostitelskou specifitu (vr1-3, hrl-2), v oblasti TM jsou zelenou

barvou zvyraznény hydrofilni ¢asti prochazejici membranou (transmembranova

domeéna a fuzni peptid. Mezi SU a TM je znazornéno i misto proteolytického stfihu.

Jak jiz bylo feCeno, tyto mutace jsou nejspiS vysledkem evoluénich zavodu ve
zbrojeni mezi hostitelem (kofisti) a parazitem (predatorem). Zbrané uzité v této nikdy
nekoncici bitvé jsou rozmanité: produkce plné funkéniho obalového glykoproteinu
hostitelem a jeho sekrece diky endogenizaci plvodné infekéniho viru, ¢imz je
zabranéno infekci exogennim virem napfiklad u kife¢€ich bunék (Miller and Miller, 1992;
Robinson et al., 1981) &i rekombinace rdznych obalovych glykoproteind, ¢imz muze
virus obejit interferenci Ci jiny druh restrikce ziskanim nového receptoru, jako tomu bylo
nejspis u ASLV-J a NTRE4 (Chai and Bates, 2006; Tsichlis et al., 1980). Nékdy se toto
zbrojeni muze ale vymknout zrukou, jako je tomu v pfipadé kocek, jejichz bunky
sekretuji ¢ast funkéniho endogenniho glykoproteinu, ktery komplementuje Castecné
defektni exogenni glykoprotein viru koc€ici leukemie (Anderson et al., 2000).

PFirodni vybér nam vSak nékdy nestaci pro dukladné prozkoumani rdznych jevd,
muazeme vSak vyuzit umeély vybér. Ten se da zprostfedkovat mnoha zplsoby. Jednim
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z nich je aplikace rozpustnych forem receptoru, které zablokuji efektivni infekci viru
skrze predCasnou aktivaci obalového glykoproteinu. Takovym pfikladem je i selekce
ASLV-A, ktera dokazala infikovat burnky skrze receptor Tvb (Holmen and Federspiel,
2000; Melder et al., 2003). DalSim zpUsobem je vyuZziti inhibitord fuze, jako je napfiklad
peptid R99 odvozeny od HR2 oblasti TM ASLV (obrazek 4., Netter et al., 2004). Tento

peptid kompetuje s HR2 o ,interkalaci do HR1. | tato strategie vede k selekci mnozstvi

mutant se zménénou specifitou (Amberg et al., 2006).
SU ™

M ’//II/V,AU i ‘““'<

38 R42= :RS? : I i RE)!;R‘102 i :

8|
ASLV RETERLACWSVKQANLTTSLLGDLLDDVTSTRHAVLQNRAATDFLL L AHGHGCEDVAGMCCFNL SDHSE STQKKF *QLMKEHVNKIGVDSDP

Obrazek 4. Grafické zobrazeni HR oblasti

Grafické zobrazeni oblasti HR1 a HR2 v TM podjednotce ptagich sarkoma a
leukdzovych virll. V sekvenci jsou znazornény oblasti, od kterych byly odvozeny
peptidy inhibujici fuzi, napfiklad R99. Upraveno z Netter et al., 2004.

Ne vSechny mutace ale vedou ke zméné specifity, jak by se mohlo zdat. Mala ucinnost
nekontrolované mutageneze pomoci selekénich tlakl sice generuje preferenéné
replikacné kompetentni viry, neni ale mozZné ovlivnit vyslednou nové ziskanou
schopnost viru. Jednotlivé izolaty sice poskytly informace, které vylepsily nase chapani
procesu fuze (Babel et al., 2007), interakce s receptory (Dorner and Coffin, 1986;
Dorner et al., 1985; Miller and Chen, 1996) a mechanizmech pfeklenuti hostitelskych
bariér (Bova-Hill et al., 1991; Brown and Robinson, 1988; Lavillette and Kabat, 2004;
Taplitz and Coffin, 1997), kterym ale bude vénovana nejvétsi pozornost v nasledujici
kapitole.

Aplikace snah pochopit a zménit interakci je jasna: vyuZiti v genové terapii a IeéCbé.
Mnoho onemocnéni totiz provazi atypicka exprese proteinl, z nichz nékteré jsou
vystaveny na bunéném povrchu a mohou tak slouzit jako cile vird (Valsesia-Wittmann
et al., 1994; Wong et al., 1992). Manipulace v3ak mulze vést k poSkozeni razné
prirozené funkce glykoproteinu, od poskozeni transportu (Valsesia-Wittmann et al.,
1994), snizeni titru (Chu and Dornburg, 1995; Somia et al., 1995) anebo uplny blok fuze

i pfes zachovani interakce s receptorem (Cosset et al., 1995). Jednim z vychodisek
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tohoto problému je nahrazeni fragmenty o stejné nebo mensi délce jako plvodni Usek,
které navic nenarus$i skladani proteinu a jeho konformaci (Bahrami et al., 2012; Katane
et al., 2002; Miyakawa et al., 2008). | zde vSak byla Casto vyuZita selekce na
Zivotaschopné klony opakovanou infekci bunéénych kultur (Barsov et al., 2001; Logg et
al., 2007).

DalSi viadé pokusu pfesmérovat viry do bunék naseho zajmu byl koncept
takzvanych GATE (guided adaptors for targeted entry), coz jsou ligand-receptorové
mustky, které dokazi zprostfedkovat specificky kontakt buriky a viru (Snitkovsky and
Young, 1998). Jako receptor slouzi nativni receptor pro virus a jako ligand slouzi
protein, ktery je specificky a hojné exprimovan na bunkach naseho zajmu, napfiklad
EGFR, ktery je povazovan za znak provazejici nadorové bujeni (Batra et al., 1995;
Moscatello et al., 1995; Wong et al., 1992). Metodika byla vypracovana na modelu
ASLV-A/EGFR (epidemial growing factor receptor, receptor pro epidemialni rlstovy
faktor), kdy byl GATE vytvofen spojenim Tva (pfirozeného receptoru pro ASLV-A) a
EGF (epidemial growing factor, epidemialni ristovy faktor) a bylo dosazeno 10% az
23% ucinnosti infekce v porovnani s bunkami produkujicimi Tva. | pfi pouZiti dalSich
ligandd nebylo nikdy dosazeno uspokojivého vysledku (Snitkovsky and Young, 2002;
Snitkovsky et al., 2000, 2001). V souvislosti s témito zjisténimi byla odhalena fada
podivnosti, totiz schopnost ASLV-A pronikat do bunék bez pfislusného receptoru
(Fisher et al., 1999) a rozdilné chovani viru s GATE, kdy spole¢na inkubace pfed
pfidanim na bunécéné kultury u ASLV-A nevede k produktivni infekci, zatimco u ASLV-B

jde o pomérné uspésnou metodu (Boerger et al., 1999).
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Rozsireni hostitelské specifity

V pribéhu let se vpfirodé a
nashromazdila cela
tak

nabouravaji klasicky pohled na vstup

v laboratofich

fada mutant, ktera trochu

viru do burniky, konkrétné model

specifity ligandu a receptoru. Z fiSe

pta¢ich  retrovird je  typickym
pfedstavitelem tohoto fenoménu
ASLV-D, evoluéné velice blizky

podskupinam B a E. LiSi se vSak

svoji  schopnosti interferovat a

schopnosti pronikat do sav€ich bunék
(Svoboda and Dourmashkin, 1969;
Svoboda et al., 1963; Weiss, 1993).
Tato vlastnost byla podrobena
zkoumani a ukazalo se, Ze koreluje
s termostabilitou obalového
glykoproteinu (obrazek 5., Bova-Hill et
al., 1991).

Ani uméla selekce v laboratofich
nezlstava

vSak pozadu a

vyprodukovala celou Ffadu mutant,

které jsou schopny preklenovat

100

10 |

Zbyvajici titr v procentech

1 5 1 a 1 a 1

0 1 2 3 . 4
Hodiny inkubace viru v 44°C

Obrazek 5. Teplotni stabilita ANV-D

Data byla ziskana méfenim zbyvajicich
infekEnich Castic pro ANV-B8 (divoky kmen,
svétla koleCka) a ANV-D (mutantni kmen,
tmava kolecka). Média s virem byla zahfata
na 44°C a v indikovanych ¢asech odebrany
pro titraci na kufecich embryonalnich
fibroblastech. Procenta jsou odvozena od
pavodniho titru vird (9,9x10° ANV-B8 a

4,5x10° ANV-D (Bova-Hill et al.,1991).

hostitelské bariéry. Pfikladem muze byt mutace (Y142N/E149K) v glykoproteinu ASLV-

A, ktera vedla ke schopnosti viru pronikat do sav€ich bunék (Melder et al., 2015). Navic

bylo zjisténo, ze k fenotypu mezihostitelského presunu stagi pouze zaména E149K.

Podobny pfipad pfedstavuje i mutace glykoproteinu ASLV-B (L154S/T155l), ktera

taktéz dovoluje vstup viru do savcich bunék (Taplitz and Coffin, 1997). | u této mutanty

bylo zjisténo, Ze stali pouze jedna ztéchto zamén, konkrétné L154S k celkovému
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fenotypu (Rainey et al., 2003). T155I slouzi pouze ke zmirnéni nékterych jevq, jako je
napfiklad cytopaticky efekt (Rainey and Coffin, 2005).

VySe zminéné prace naznacuji, ze pro zménu tropismu je potfeba snizit aktivacni
energii konformacéni zmény (Babel et al., 2007; Matsuyama et al., 2004). Tento jev se
neomezuje jen na fiSi retrovirl, ale i na nepfibuzné viry, jako je napfiklad virus
spalni¢ek, ktery destabilizaci fuzniho proteinu zvysil svoji schopnost zpUsobovat
neurodegenerativni onemocnéni (Jurgens et al., 2015). Existuji vSak i pfipady, kdy
mutace pouze méni afinitu k povrchovym proteinim, které sice vazi obalové proteiny
vird, ale nezpuUsobuji konformacni zmény vedouci az k fuzi. Pfikladem je mysSi
retrovirus, ktery zménou v povrchové oblasti glykoproteinu vytvari nové misto vazajici
heparan sulfat a tim posiluje vazbu na neurony (Jinno-Oue et al., 2001).

Je nutné zminit, Ze po vstupu ptaciho retroviru do savCi hostitelské bunky ¢ekaji na
kazdy replikacné kompetentni virion nastrahy v podobé rliznych blokd jeho Zivotniho
cyklu. Mezi né patfi napfiklad aberantni splicing (Lounkova et al., 2014).

Pravé téma rozsSifené hostitelské specifity nas zaujalo a rozhodli jsme se ho blize
prozkoumat a urCit mechanismy, které za nim stoji. Pfipadné poznani totiz umozni
rozSifit naSe zakladni znalosti tykajici se mechanismu fuze a pfipadného vyuziti téchto
védomosti v konstrukci nové generace vektorl, predikce chovani virovych proteint a

jejich nové vzniklé patogenity.
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Cile prace

Cile této prace bylo zavést mutaci L154S do obalového glykoproteinu retroviru MAV-
B a ovéfit jeho popsané schopnosti pronikat do nepermisivnich bunécnych kultur a
snizit receptorové interference v permisivnich bunécnych kulturach. Dalsim cilem byla
snaha o vysvétleni zminénych vlastnosti, a také prozkoumani patogenicity tohoto
mutantniho kmene v infikovanych plemenech kufete hnédych a bilych leghornek. Dil&i

experimenty proto byly:

- cilena mutageneze viru MAV-B zaménou leucinu za serin v pozici 154 obalového
glykoproteinu a ovéreni popsanych vilastnosti na pozadi odliSného genetického
pozadi

- infekce vybranych plemen kufete, analyza projevu infekce a detekce pfitomnosti
proviru

- konstrukce vektor6 MCAS zalozenych na viru MAV-B obsahujici rozdilné
glykoproteiny a sestfihové misto pro expresi reportérovych genu

- infekce nepermisivnich bunéénych kultur a detekce exprese GFP

- analyza zmén chovani virové partikule pfi vstupu do bunék za rliznych fyzikalné-

chemickych podminek
Vysledky této prace poslouzi jako odrazovy mulstek pro analyzu mutaci vybranych

konzervovanych aminokyselin v glykoproteinech ptacCich sarkoma a leukézovych

retroviru.
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Material a metody

Pouzité kmeny virG a bunécné kultury

V praci byly pouzity kmeny vira MAV-B, MAV-2(O) a MAV-EHR. MAV-B vznikl
plakovou purifikaci z pavodniho MAV-2(N), jak bylo popsano (Pecenka et al., 1988).
Vysoce patogenni MAV-2(O) vznikl plakovou purifikaci z pdvodniho kmene MAV-2(0),
jak bylo popsano (Aurigemma et al., 1991). MAV-EHR vznikl cilenou mutagenezi, jak
bude popsano v nasledujicim textu.

Pouzité bunécné kultury byly kufeci Blef (Brown leghorn embryo fibroblasts), sav€i
NRK (Normal rat kidney) a 3T3 a kufeci bunééna kultura 7,. Kultury kufecich bunék Blef
byly ziskany, jak bude popsano dale. Bunécné komercni imortilizované kultury krysich
NRK a mysich 3T3 byly stédrym darem Vita Karafiata, bunécné kultury kufecich 7, byly
Stédrym darem Daniela Elledera. Tyto buriky postradaji receptory pro ASLV podskupiny
A a B(D,E) a byly ziskany izolaci embryonalnich fibroblastd v McArdlové laboratofi

vyzkumu rakoviny, Univerzita Wisconsin, Madison (Klucking et al., 2002).

Pulverizace tkané kapalnym dusikem
Kazdy vzorek kufeci tkané byl dukladné rozmélnén tlou¢kem v pfedchlazené treci

misce v pfitomnosti kapalného dusiku. Poté byl ke vzorku pfidan 1 ml lyzaéniho roztoku
DNA lysis a po zmrznuti ddkladné rozmélnén a smichan s rozdrcenym vzorkem tkané.
Vznikly prasek byl pfeveden do kadinky a rozpustén ve vodni lazni o teploté 66°C a

preveden do centrifugacni zkumavky o objemu 2 ml.

Izolace vysokomolekularni DNA fenol-chloroformovou extrakci
Kazdy vzorek tkané rozpustény v 1 ml lyzacniho pufru byl pfeveden do 2 ml

centrifugacni mikrozkumavky a inkubovan v 50°C 1-5 dni. Pro vycisténi vzorku od RNA
byl kazdy vzorek inkubovan 0,5 - 2 hodiny v 70°C a nasledné ke kazdému bylo pfidano
15 ul roztoku TE+RNAse, smés byla vortexovana a inkubovana pfi pokojoveé teploté 30
minut. Po této procedure byl kazdy vzorek smichan s 0,5 ml smési fenolu a chloroformu
v poméru 1:1. Obsah mikrozkumavky byl poté vortexovan po dobu 15-ti sekund na
stolnim vortexu a stacen ve stolni chlazené centrifuze po dobu 15-ti minut pfi 16873
nasobku g pfi teploté 7°C. Po stoCeni byl supernatant pfeveden do nové 1,5 ml

centrifugaCni mikrozkumavky a smichan s 96% EtOH (ethylakoholem) v poméru 1:1,
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promichan a poté sto€en ve stolni centrifuze po dobu 10-ti minut 16873xg pfi pokojové
teploté. Po stoCeni byl supernatant odsan a k peletu je pfidan 80% EtOH o objemu 0,5
ml. Vzorek byl opét sta€en ve stolni centrifuze po dobu 5-ti minut 16873xg pfi pokojoveé
teploté. Po stoCeni byl supernatant odsan a pelet byl ponechan v biologickém
inkubatoru temperovanym na 50°C na dobu 30-ti minut. Po uplynuti této doby byl
vyschly pelet resuspendovan v pfislusném objemu (dle velikosti peletu) pufru TE +NaNg

a uchovan pfi 4°C.

Izolace fragmentl DNA
Izolace prouzki amplifikované DNA byla provedena z 1% gelu nizko tajici agardzy

rozpusténé v pufru 2x TBE+100 mM NaAc. Po uplynulé elektroforéze byl pfislusny
prouzek DNA zviditelnén UV zafenim a vyfiznut a pfenesen do centrifugani zkumavky
0 objemu 2 ml. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml roztoku 2M LiCl a glykogenu, nacez
jsou mikrozkumavky inkubovany na stole pfi pokojové teploté po dobu jedné minuty. Po
inkubaci byly mikrozkumavky pfeneseny do vyhfivaciho blo¢ku (70°C) na dobu 5-ti
minut. Po teplotni inkubaci byly mikrozkumavky vortexovany na stolnim vortexu po dobu
15-ti vtefin a pfeneseny do vyhfivaciho blo¢ku (40°C) na dobu 5-ti minut. Poté byl ke
kazdému vzorku pfidan fenol o objemu 0,5 ml. Obsah mikrozkumavky je poté
vortexovan po dobu 15-ti sekund na stolnim vortexu a staden ve stolni chlazené
centrifuze po dobu 15-ti minut pfi 16873g pfi teploté 7°C. Po stoCeni byl supernatant
rozdélen do dvou novych 1,5 ml centrifugacnich mikrozkumavek a kazdy aliquot
smichan s iPrOH (izopropylalkoholem) v poméru 1:1, opatrné promichan otacenim
mikrozkumavky, inkubovan na stole pfi pokojové teploté po dobu 30-ti minut a poté
sto€en ve stolni centrifuze po dobu 30-ti minut pfi 16873g pfi pokojové teploté. Po
stoCeni byl supernatant odsan a k peletu by pfidan 80% EtOH o objemu 0,5 ml. Vzorek
byl opét staen ve stolni centrifuze po dobu 5-ti minut pfi 16873xg pfi pokojové teploté.
Po stoCeni byl supernatant odsan a pelet byl ponechan v biologickém inkubatoru
temperovanym na 50°C na dobu 30-ti minut. Po uplynuti této doby byl jeden z vyschlych
peletd z kazdé série (kazdy vzorek byl po staceni s fenolem rozdélen na 2)
resuspendovan v 6-ti yl TE+NaN3 a pfeveden k druhému peletu ze série. Poté byla
jesté kazda prvni mikrozkumavka vyplachnuta dalSimi 6-ti yl pufru TE +NaN3; a opét byl

cely obsah pfeveden ke druhému vzorku ze série, ktery byl uchovan pfi 4°C.
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Méreni koncentrace DNA
Méreni koncentrace DNA probihalo dle modifikovaného protokolu k zafizeni Qubit

fluorometer. Bylo smichano 200 ul pufru pro standardni méfeni a 1 pl reakéni barvicky
na kazdy méfeny vzorek a dva standardy. Do 0,5 ml centrifugacnich zkumavek bylo
poté pfidano po 190 ul pro oba standardy a 199 ul pro kazdy méfeny vzorek. Do
zkumavek pro standardy bylo pfidano 10 yl Standardu 1 obsahujiciho 0 ng DNA a 10 pl
Standardu 2 obsahujiciho 100 ng DNA. Do zkumavek pro vzorky byl pfidan 1 ul vzorku.
VSechny zkumavky byly vortexovany 3 vtefiny a inkubovany 3 minuty. Po ukoncCeni
inkubace byl Qubit fluorometr kalibrovan méfenim Standardu 1 a 2 a pfipraven k méfeni

jednotlivych vzorkd.

Fuzni PCR mutageneze ASLV-B
Fuzni PCR probihalo dle popsaného postupu ,Selektivni amplifikace PCR". Jako

templat byl uzit plazmid pMAV-right-B, pouzité primery pro amplifikaci mutované
sekvence byly:

~SRA for env start* 5-AGCAACAAGCAAGAAAGACCCGGAGAAGA-3’ — 65.8°C

,6400 left (2) 5-GCGCGATCCCCACAAATGAGGAAA-3’ —67,9°C

Primery pro cilenou mutagenezi byly:

EHE right 5-CACATCCTTTCGACCGACCCAGGG-3’ - 61,9°C/66,9°C

EHR left 5-CCCTGGGTCGGTCGAAAGGATGTG-3' — 63,2°C/66,9°C

Misto bodové substituce je oznaeno cCervené, prvni uvedena teplota je teplota
nasedani primera pred prvnim kolem PCR, druha teplota je teplota nasedani primerd po
prvnim kole PCR. PCR reakce probihala ve dvou oddélenych zkumavkach, kombinace
uzitych primera byly ,SRA for env start” a ,EHR left* v jedné reakci a ,6400 left (2)“ a
»EHR right* v reakci druhé. Konecna koncentrace primera byla 100 nM.

Po ukonCeni PCR reakce byl produkt reakce zkontrolovan agarézovou
elektroforézou a poté precistén eluaci z nizkotajici agarézy dle postupu
~Elektroforetogram agarézového gelu” a ,lzolace fragmentli DNA*. Po izolaci byly oba
produkty smichany dohromady spole¢né s primery ,SRA for env start” a ,6400 left (2)*
pfi kone€né koncentraci obou primerd 100 nM a opét amplifikovany metodou PCR.
Konecny produkt byl izolovan eluaci z nizkotajici agardézy dle postupu ,lzolace
fragmentl DNA®“ a Stépen restrikénimi endonukleazami Agel a Mfel dle postupu
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,Sté&peni DNA restrikénimi endonukleazami®, stejné jako ptivodni plazmid pMAV-right-B.
Vektor i inzert byly ligovany dle postupu ,Ligace®, &imz vznikl novy plazmid
pPMAYV-right-B-EHR.

Inverzni polymerazova retézova reakce
V prvnim kroku byla genomova DNA dvojté Stépena restrikCnimi endonukleazami

BstYIl a Bcll, které stépi v genomu circa kazdych 500 paru bazi a kazda také jednou
v proviru. K 10-ti pl kazdého vzorku o koncentraci 100 ng/ul v 1,5 mililitrové
mikrozkumavce bylo pfidano 11,6 ul digMixu.

Po 16-ti hodinové inkubaci smési v inkubatoru temperovaném na 50°C bylo ke
vzorkaim pfidano 200 pyl DNA purif, byly vortexovany a poté k nim bylo pfidano 150 pl
smeési fenolu a chloroformu v poméru 1:1 vychlazené na teplotu -20°C. Po dukladném
vortexu 15-ti sekund a 15-ti minutové centrifugaci 16873g ve vychlazené (8°C)
centrifuze byla vodna faze obsahujici DNA pfenesena do novych 1,5 mililitrovych
mikrozkumavek. K vodné fazi o objemu 200 ul bylo pfidano 200 ul iPrOHu, nacez byla
celda smés promichana inkubovana pfi pokojové teploté 15 minut. Poté byly vzorky
centrifugovany v nechlazené centrifuze pfi 14000 RPM po dobu 15-ti minut.
Supernatant bez DNA byl odsan a k peletu bylo pfidano 0,5 ml 80% EtOH. Vzorky jsme
centrifugovali jako v pfedchozim kroku. Poté byl supernatant odsan a vzorky byly
inkubovany pul hodiny v inkubatoru temperovaném na 50°C.

V druhém kroku byly vzorky rozpustény v 40 pl ligMixu, inkubovany 5 minut pfi
pokojoveé teploté, intenzivné vortexovany, inkubovany 5 minut pfi pokojove teploté,
intenzivné vortexovany a nasledné doplnény na celkovy objem 400-ti ul ligMIXu
doplnéného o 0,05 ul T4 ligazy. Smés byla poté inkubovana 16 hodin pfi pokojové
teploté a nasledné opét precisténa fenolchloroformovou metodou. K ligaéni smési bylo
pfidano 200 ul DNA lysisu, vortexovano, poté 300 ul fenolu a chloroformu v poméru 1:1
o teploté - 20°C a vortexovano po dobu 15-ti sekund. Po 15-ti minutové centrifugaci ve
vychlazené centrifuze na 8°C 16873g byla vodna faze odebrana do nové 1,5 mililitrové
mikrozkumavky, ke které bylo pfidano 600 pl iPrOH, smés byla promichana a
inkubovana 30 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci byla smés centrifugovana v
nechlazené centrifuze pfi 14000 RPM po dobu 30-ti minut. Po odsani supernatentu a

pridani 0,5 ml 80% EtOH byly mikrozkumavky znovu centrifugovany pfi 14000 RPM po
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dobu 5-ti minut. Poté byl supernatant odsan a vzorky byly inkubovany v inkubatoru
temperovaném na 50°C.

V tfetim kroku byly cirkularni formy DNA linearizovany, pfidanim 11 pl linMixu s 0,1
jednotkami restrikCni endonukleazy Sphl na vzorek. Ty byly nasledné inkubovany pfi
pokojové teploté, vortexovany, inkubovany pfi pokojové teploté¢ a naposledy
vortexovany, nez byly inkubovany v inkubatoru temperovaného na 37°C po dobu 16-ti
hodin.

V kone€né fazi byly vzorky selektivné amplifikovany pomoci metody PCR a
analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Byla vytvofena PCR superMix pfidanim
smési polymeraz TDV do PCR pufru TDVmix. PCR superMix byl rozdélen na 3 aliquoty
a ke kazdému byla pfidana rozdilna sada primert L, C a R. Kazdy vzorek byl poté

amplifikovan v téchto specifickych PCR pufrech a analyzovan gelovou elektroforézou.

Design linker-primera
Pro design linker-primer byl pouzit program Vector NTI 7. V zobrazené sekvenci

vektoru LentiCRISPR-D10A-blast byla vybrana takova, ktera byla ve stejné ¢teci fazi a
asi 50 bp pfed startovnim kodonem genu bsd (blasticidin-S deaminase, blasticidin-S
deaminaza), genu zajistujicimu rezistenci vuci antibiotiku blasticidinu. Dale jsme vybrali
sekvenci, ktera byla asi 50 bp za terminacni sekvenci tohoto genu. Délky primera byly
upraveny dle vypocitané délky nasedani. Vypocet teploty nasedani byl provadén
serverem http://eu.idtdna.com/ pomoci softwaru OligoAnalyzer 3.1. Na kazdy 5’ konec
primerd byla pfidana sekvence ATCGAT, ktera je rozeznavana restrikéni
endonukleazou Clal a kratka pomocna sekvence pro efektivni St€peni endonukleazy.
Sekvence primera pro selektivni amplifikaci genu bsd a jejich teplota nasedani,
kratkd pomocna sekvence, sekvence rozeznavana Clal a sekvence komplementarni
k vektoru LentiCRISPR-D10A-blast jsou pro pfehlednost od sebe oddéleny znakem ,,|*:
,2F“ 5-CGCCG|ATCGAT|AACTTCAGCCTG-3’ — 65,5°C
,1R“5-GCCGG|ATCGAT|TGATTGTCGACTTAAC-3 - 68,8°C

Selektivni amplifikace PCR
Selektivni amplifikace vybranych fragmentl DNA byla provedena pomoci

specifickych linker-primera. Tyto linker-primery sestavaji ze sekvence komplementarni
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k cilovému fragmentu DNA, mista rozeznavané restrikéni endonukleazou a kratké
pomocné sekvence umoznujici efektivni Stépeni. PCR smés obsahovala pro jednu
reakci 7,5 pl AccuMixu, 2,5 pl destilované vody, 0,5 yl 10mM primeru ve sméru
transkripce a 0,5 pyl 10mM primeru proti sméru transkripce a 0,1 pl TDV polymeraz.
Samotna reakce byla provedena v PCR cyklovaci s nasledujicim programem: 90°C,
10 sekund; 95°C, 15 sekund; 95°C, 10 sekund; 65°C, 2 minuty (tento a pfedchozi krok
byl opakovan 22x); 65°C, 3 minuty; 95°C, 10 sekund; 65°C, 5 minut a posledni cyklus

4°C po neomezenou dobu pro spravné uchovani amplifikovanych vzorku.

Konstrukce vektoru tridy MCAS

Jako vychozi vektor byl pouzit plazmid pMAV-right-B, ktery byl s§tépen restrikEnimi
endonukleazami Sacl a Alel. Linearizovany vektor byl pfecistén izolaci z nizkotajiciho
agarozového gelu, stejné jako vystépeny fragment Sacl-Alel. Tento fragment byl St&€pen
endonukleazou Xhol a opét precistén izolaci z nizkotajiciho agarézového gelu.

Jako inzert slouzil PCR fragment ziskany po selektivni amplifikaci PCR segmentu
z RCAS-B (BP) obsahujici SA misto a misto pro restrikCni endonukleazu Clal opatfeny
z jedné strany linker-primerem s mistem pro restrikéni endonukleazu Sacl a z druhé
strany mistem pro Xhol. Fragment byl Stépen témito restrikCnimi endonukleazami a
izolovan z nizkotajiciho agarézového gelu.

Byla pfipravena ligatni smés obsahujici linearizovany vektor MAV-right-B (Sacl-
Alel), fragment RCAS-B (BP) (Sacl-Xhol) a fragment MAV-right-B (Xhol-Alel). Ligace
probihala za pfitomnosti koncentrované T4 ligaza po dobu 60 hodin.

Po ligaci byly bakterie TOP10 transformovany ligacni smési a pomoci restrikéniho
mapovani byl vybran spravné konstruovany klon. Po extrakci plazmidové DNA byl tento
konstrukt $tépen a ligovan s linearizovanym plazmidem pMAV-B-left. Po ligaci byly
bakterie TOP10 opét transformovany touto smési a vybran spravné konstruovany klon
pMCAS-B. Pro vytvofeni vektord pMCAS-A a pMCAS-EHR byly z plazmidi pAT-MAV-1
a pMAV-B-EHR vystépeny geny envA a envEHR a zaménény ho za vyStépeny envB
z plazmidu pMCAS-B-right a wvzniklé plazmidy byly opét Stépeny a ligovany
s linearizovanym plazmidem pMAV-B-left. Ziskané plazmidy byly pojmenovany
PMCAS-A a pMCAS-EHR.
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Pro konstrukci plazmidl nesouci reportérovy gen, gfp nebo bsd jsme vychazeli
z plazmid pMCAS-A-right, pMCAS-B-right a pMCAS-EHR-right, které jsme Sstépili
restrikCni endonukleazou Clal. Stejnym enzymem jsme Stépili i plazmid pRCAS-B (GP)
GFP a PCR metodou amplifikovany gen bsd nesouci navic sekvenci pro Clal. Produkty
Stépeni jsme vycistili pomoci izolace z nizkotajici agardzy a ligovali. Vzniklé plazmidy
jsme pojmenovali pMCAS-A GFP, pMCAS-B GFP, pMCAS-EHR GFP, pMCAS-A BSD,
PMCAS-B BSD a pMCAS-EHR BSD.

Priprava kurecich embryonalnich fibroblastl
Ve sterilnim boxu s laminarnim proudénim bylo vypreparovano 10-ti denni emryo

kufete hnédé leghornky (odstranéni hlavy, kfidel, b&éhl a vnitfnosti), zbyla tkan omyta
PBS a rozrudena nlUzkami a pinzetou. RozruSena tkan byla inkubovana v roztoku
1x Trypsin+EDTA pfi 37°C a vysledna suspenze byla pfenesena do rlstového média
DMEM na misku s adhezivni upravou povrchu o priméru 10 cm a Kkultivovana
v biologickém termostatu s teplotou 37°C a 5% CO,. Po dosahnuti konfluence byla

miska pasazovana.

Pasazovani bunécnych kultur
Kultivace bunécénych kultur probihala v biologickém termostatu s teplotou 37°C a 5%

CO,. Kazdé 2-3 dny, kdyz bunécné kultury dosahly konfluence, bylo potfeba je
pasazovat. To probihalo ve sterilnim laminarnim boxu. Kazda plastova miska
s adhezivni upravou o priméru 6 cm byla zbavena média a oplachnuta ledovym
roztokem PBS. Po jeho odstranéni byl pfidan 0,5 ml roztoku 1x Trypsin+tEDTA a
inkubovan 2 minuty v 37°C. Uvolnéné bunky byly strzeny z povrchu misky proudem
roztoku 1x Trypsin+tEDTA a 100 ul suspenze bunék bylo prevedeno do 15-ti ml
centrifugacni zkumavky obsahujici 4 ml ristového média DMEM. Zfedéna suspenze

bunék byla poté pfevedena na novou plastovou misku s adhezivnim povrchem.

Transfekce bunécnych kultur
Pro transfekci bunénych kultur byly zvoleny dvé metody: kalcium fosfatova a

pomoci polyethyleniminu.
Pro kalcium fosfatovou metodu byly bune¢né kultury vysety na misky s adhezivnim

povrchem o priméru 6 cm do 50% konfluence. Druhy den bylo jejich médium
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vymeénéno za Cerstvé s polovicnim obsahem séra. V 1,5-ti ml centrifugani zkumavce
bylo smichano 5 pg DNA, 220 ul destilované vody urCené pro tkanové kultury, a 25 pl
2,5M roztoku CacCl,, vortexovano a pfidano k250 ul 2x HBS. Smés byla opét
vortexovana a inkubovana pfi pokojové teploté 30 minut. Smés byla poté pfidana
k burfikam, které byly kultivovany za standardnich podminek. Dal$i den bylo médium
vymenéno za Cerstvé s plnym obsahem séra.

Pro metodu pomoci PEI (polyethyleniminu) byly bunecné kultury vysety na misky
s adhezivnim povrchem o priméru 6 cm do 50% konfluence. Druhy den bylo jejich
médium vyménéno za Cisty DMEM. V 1,5-ti ml centrifugacni zkumavce jsme smichali 5
Mg DNA, 250 ul DMEM a v druhé 1,5-ti ml centrifugacni zkumavce jsme smichali x pl
PEIl a x yl DMEM. Obsah obou centrifuga¢nich zkumavek jsme smichali, vortexovali a
inkubovali 15 minut. Smés jsme poté pfidali k bufikdm, po dalSich 3 hodinach jsme
pfidali 1 ml média s plnym obsahem séra. Bunky jsme pak kultivovali za standardnich
podminek. DalSi den bylo médium vyménéno za Cerstvé s plnym obsahem séra.

Pro transfekci komercéniho plazmidu pVAX1 nesouci mDR5 bez genu zajistujici
selekcni vyhodu byl tento plazmid smichan s komercnim plazmidem pcDNA3 nesouci
gen neo zajistujici rezistenci k antibiotiku G418 v poméru 1:100 a nasledné byla

bunédna kultura selektovana.

Pozitivni antibiotikova selekce
Pro pozitivni selekci kloni nesouci gen neo zajistujici rezistenci k antibiotiku G418

byla vyuzita buné&na kultura 7, mDR5, ktera byla ko-transfekovana plazmidy pVAX1
nesouci mDR5 a pcDNA3 s genem neo vpoméru 1:100. Samotna selekce byla
provedena pfidanim antibiotika G418 do rostouciho média v konec¢né koncentraci 500
pug/ml. Jako pozitivni kontrola slouzila buné¢na linie 7, bez exogenniho genu neo a jako
negativni kontrola slouzila stejna linie, ktera vSak nebyla selektovana antibiotikem. Po 2
tydnech pasazovani a nepretrzité selekce byl obsah misek zkontrolovan pomoci
optického mikroskopu.

Pro pozitivni selekci klont nesouci integrovany provirus exprimujici gen bsd byla
vyseta na 6-ti jamkovou misku do kazdé jamky buné&cna kultura Blef v konfluenci 40%.
Druhy den bylo do kazdé jamky pfidano antibiotikum blasticidin v koncentracich 1, 2, 5,

10, 20 a 50 mg/ml. Ctvrty den po vyseti byl optickym mikroskopem zkontrolovan stav
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bunécnych kultur. Pro nasledujici experimenty byla vzdy vyuzita koncentrace 10 mg/ml
blasticidinu v médiu, ve kterém byly buriky vysety na misku s adherentni Upravou

povrchu.

Produkce viru
Chronicky infikované bunky produkujici poZadovany virus jsme vyseli do objemu

rustového média 8 ml v konfluenci 33% na misky s adherentnim povrchem a purmérem
10 cm. Druhy den jsme odebrali médium, burnky oplachli ledové chlazenym PBS a
pfidali 4 ml Cerstvého rustového média. Po dvou dnech byl supernatant odebran,

centrifugovan (pokojova teplota, 1377g) a odebran objem 3 ml média.

Semikvantitativni PCR pro detekci proviri
Polymerazova fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) byla provadéna

dle upraveného GoTaq protokolu. Pfipravili jsme GoTaq superMix a pfidali k nému 0,4
Ml 10mM specifického primeru ve sméru forward a 0,4 pl 10mM specifického primeru ve
sméru reverse. Do kazdé reakéni smési byl pfidan vzorek 1 yl DNA o koncentraci
100 ng/ul.

Selektivni amplifikace byla zajiStnéna rlznymi sadami primerQ, kazdy primer je
oznacen svoji pozici v DNA genomu proviru.

Pro detekci vSech forem provirl pro analyzu lyzatd tkanovych kultur byl pouzity
nasledujici primery:
,D00 left* 5-CCCCTCTATCAGGGTCATCGAACTCGC-3
,50/7400 right* 5-CAAATAAGGGAATCGCCTGATGCACC-3

Pro detekci cirkularnich forem provird pro analyzu lyzatd tkanovych kultur byly
pouzity nasledujici primery:
,D00 left* 5-CCCCTCTATCAGGGTCATCGAACTCGC-3
,7200 righ“t 5-GGGCAAGGCTTGACCGAGGGGAC-3’

Pro detekci vSech provird pro analyzu lyzatl z experimentl s nizkym pH/vysokou
teplotou byly pouzity nasledujici primery:
,D0/7400 left* 5-GCATCAGGCGATTCCCTTATTTGG-3’
,350/7650 right* 5-GGCCGGACCGTCGATTCCCTG-3’
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Samotna reakce byla provedena v PCR cyklovaci s nasledujicim programem: 90°C,
10 sekund; 95°C, 15 sekund; 95°C, 15 sekund; 65°C, 2 minuty (tento a pfedchozi krok
byl opakovan 22x); 65°C, 5 minut a posledni cyklus 4°C po neomezenou dobu pro

spravné uchovani amplifikovanych vzorka.

Elektroforetogram agarézového gelu
Horizontalni gelovou elektroforézu jsme pfipravili kratkym povafenim 0,6 g v 60 ml

TBE pufru, rychlym ochlazenim a pfidanim 6 pl EtBr. Smés jsme nalili do

elektroforetické vany s hfebeny a nechali vychladnout v chladici mistnosti.

Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami
Pro kontrolu kvality, kvantity a plvodu plazmidd bylo vyuzito takzvané restrikéni

mapovani. Teoreticky reakéni smés pro endonukleazy obsahuje 1 yl BSA+spermidin,
1yl 10x koncentrovaného pufru NEB specifického pro konkrétni restrikéni
endonukleazu, 8 ul destilované vody a 0,5 pl pfislusné restrik¢ni endonukleazy (2,5 — 5
jednotek enzymu). V praxi je ale ¢ast objemu destilované vody nahrazena roztokem
s plazmidem o koneéné koncentraci 1 mg. V pfipadé dvojtého Stépeni bylo ke smési
pridano jesté 0,5 ul druhé restrikéni endonukleazy. Stépeni probihalo 2 hodiny ve 37°C

anebo pFes noc v pokojové teploté.

Ligace
Pro ligaci vektoru a inzertu byla vytvofena ligaéni smés sestavajici z 1 yl ligaCniho

pufru, 1 yl BSA a 0,5 pl T4 ligazy a teoreticky 8 ul destilované vody. Objem vody byval
nahrazen objemem roztoku s vektorem a roztoku s inzertem tak, aby ve smési bylo 50
ng vektoru a 5 ng inzertu za jeho kazdych 100 bp v pfipadé koheznich koncl a 20 ng

na kazdych 100 bp v pfipadé tupych koncu.

Priprava kompetentnich bakterii
Na bakterialni misku bylo rozetfeno 5 pl zasobniho roztoku bakterii TOP10 a

inkubovano 20 hodin v inkubatoru pfi 37°C. Poté byla pomoci bilé pipetovaci Spicky
pfenesena jedna kolonie do erlenmeyerovy barnky o obsahu 50 ml s 5-ti ml bakterialniho
rustového média a tfepali 8 hodin pfi teploté 37°C. Poté bylo dvémy mililitry média
s bakteriemi inokulovano 200 ml bakterialniho média, které bylo rozdéleno do dvou

erlenmeyerovych banék o obsahu 1 | a tfepali 2 hodiny. Poté byla zméfena opticka
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denzita pfi vinové délce 600 nm a dofedéno médiem na hodnotu 0,6. Obsah obou
banék byl pfeveden celkem do 4 centrifugacnich zkumavek o objemu 50 ml a
inkubovan na ledé. Obsah zkumavek byl poté stoCen na centrifuze (4°C, 13779, 5
minut), odebran supernatant a pelet byl resuspedovan v 15-ti ml TFB | a 20 minut
otaCen v chladové mistnosti na otoéném rotoru. Obsah zkumavek byl opét stoCen na
centrifuze (4°C, 13779, 5 minut), supernatant byl odebran a pelet resuspendovan v 2
ml TFB Il. Nasledné bylo do 1,5 ml centrifugacnich zkumavek pfenaseno po 50 ul

suspenze bakterii, které byly uchovany v -80°C.

Transformace bakterii
Aliquot bakterii o objemu 50-ti pl byl rozmraZzen a drzen na ledu. Bylo k nému

pfidano 5 pl ligaCni smési, kratce protfepano, inkubovano 25 minut na ledu, 1,5 minuty
v42°C a nakonec 10 minut na ledu. Poté byla smés rozetfena sterilni sklenénou
tyCinkou ve tvaru hokejky na bakterialni misku o praméru 10-ti cm s ampicilinem nebo
kanamycinem (100 pg/ml). Miska byla inkubovana 20 hodin v inkubatoru temperovaném
na 37°C.

Molekularni klonovani
Bakterie narostlé na bakterialni misce nebo ze zasobni suspenze byly inokulovany

do mikrobiologickych zkumavek o objemu 15 ml s 1,25 ml bakterialniho média
s antibiotikem (100 pg/ml) a inkubovany v biologickém inkubatoru pfi 37°C po dobu 8-12
hodin. Poté byl 1 ml bakterialni suspenze preveden do 2 ml centrifugacni zkumavky a
centrifugovan (pokojova teplota, 1377g, 5 minut). Supernatantu byl odstranén a pelet
resuspendovan v 100 ul roztoku TEG, poté bylo za stalého vortexovani pfidano 200 pl
roztoku NaOH+SDS a 300 ul ledové vychlazeného roztoku NH;Ac. K této smési bylo
pfidano 500 pl smési fenol chloroformu (1:1), ddkladné vortexovano a centrifugovano na
stolni centrifuze (4°C, 16873%g, 15 minut). Po rozdéleni fazi byla vrchni pfevedena do
nové 1,5-ti ml centrifugaéni zkumavky a smichana s izopropylalkoholem v poméru
1:0,6. Smés byla centrifugovana na stolni centrifuze (pokojova teplota, 16873g, 10
minut), supernatant byl odstranén, pfidano 0,5 ml 80% ethylakoholu a opét

centrifugovano na stolni centrifuze (pokojova teplota, 16873g, 5 minut). Naposledy byl
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odebran supernatant a pelet byl vysuSen v bilogickém inkubatoru temperovanym na

37°C na dobu 30-ti minut. Po vysuseni byl pelet resuspedovan v 50 ul TE+NaN3 pufru.

Produkce zasobnich roztok virt
Chronicky infikované kultury Blef produkujici viry MCAS-A GFP, MCAS-B GFP a

MCAS-EHR GFP byly vysety na plastové petriho misky o praméru 10 cm do
semikonfluentni hustoty. Druhy den bylo odebrano médium a k bufikdm oplachnutym
PBS byly pfidany 4 ml ¢erstvého média. Po dvou dnech bylo toto médium s vysokym

obsahem virionl odebrano a slouZilo jako zasobni roztok vira.

Infekce kureci linie 7, vektory tridy MCAS
Neinfikované kultury 7,, 7, mDR a Blef jsme vyseli na 3x4 petriho misky o objemu 6

cm do konfluence 30%. Druhy den bylo jejich médium opét odebrano a misto nich
pfidan 1 ml ze zasobnich roztoku vir(. Po 3 hodinach byl objem média doplnén na 4 ml.

Bunécné kultury byly poté 3x pasazovany a analyzovany mikroskopii v UV spektru.

Testovani receptorové interference
Na 12-ti jamkovou misku bylo vyseto celkem 150000 bunék Blef infikovanych virem

MCAS-A BSD selektovanych blasticidinem do celkem tfi jamek (tzn. 50000 bunék na
jednu jamku). Stejné taky byly vysety i Blef inflkované MCAS-B BSD, Blef infikované
MCAS-EHR BSD a neinfikované Blef. Druhy den bylo burikam odebrano médium, byly
promity PBS a do jamicky od kazdého druhu (Blef/MCAS-A BSD, Blef/MCAS-B BSD,
Blef/MCAS-EHR BSD a Blef/0) bylo pfidano 300 ul média obsahujici virus MCAS-A
GFP a 500 ul chudého rastového média. Stejné byly buriky infikovany i viry MCAS-B
GFP a MCAS-EHR GFP.

Dva dny po infekci byla exprese GFP v superinfikovanych burnkach analyzovany
mikroskopii v UV spektru, poté byy buiky pasazovany. 4 dny po infekci byly buriky

trypsinovany, pfevedeny do centrifugani zkumavky a vySetfeny metodou FACS.

Vliv pH na vstup viru
Ristové médium bylo smichano s 12 mM roztokem kyseliny citronové v poméru 1:1

a zméfeno na pH-metru. Poté bylo k této smési pfidano rustové médium v poméru 1:3 a

opét zméfeno pH.
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Po konfirmaci zmén pH v rstovém médiu po pfidani kyseliny citronové a neutralizaci
nadbytkem rustového média byl z chronicky infikovanych bunék Blef sklizen virus dle
postupu ,Produkce zasobnich roztokl viru“ a takto ziskané médium bylo centrifugovano
(pokojova teplota, 13779g). Odebrany byly pouze vrchni 2 ml, které byly rozdéleny na 4
Casti, kazda po 0,5 ml a pzevedeny do 1,5ml centrifugacnich zkumavek. Prvni a druha
Cast slouzily jako kontroly a bylo k nim pfidano médium bez pfidavku o objemu 0,5 ml.
K tfeti a ¢tvrté Casti bylo pfidano médium s 12mM kyselinou citronovou v poméru 1:1 o
celkovém objemu 0,5 ml a 15 minut inkubovano na ledu. Po ukonceni inkubace bylo pH
téchto zasobnich roztoku virl neutralizovano pfidanim 3 ml objemu rlstového média.
Timto byly prevrstveny bunécéné kultury Blef a 7, na miskach s primérem 6 cm dorostlé
do semikonfluentni koncentrace. Ty byly pfedtim zbaveny média a oplachnuty roztokem
PBS vychlazenym na 4°C. Kultury byly inkubovany po dobu 14-ti hodin v inkubatoru
(37°C, 5% COy,).

Po 14-ti hodinach byly bunky lyzovany, jejich DNA vyizolovana a analyzovana

metodou semikvantitativnino PCR a gelovou elektroforézou.

Teplotni stabilita viru
Neinfikované kultury Blef a 7, byly vysety na dvé 12-ti jamkové misky s adhezivni

Upravou povrchu o praméru 3,5 cm v poétu 3*10° bunék/ml na misku. Do prvnich Sesti
jamek obou misek bylo pfidano po 1 ml ze suspenze obsahujici buriky kultury Blef a
nasledné do dalSich Sesti jamek obou misek bylo pfidano po 1 ml ze suspenze
obsahuijici burfiky kultury 7,

Aliquoty média s viry MCAS-B GFP a MCAS-EHR GFP byly rozdéleny do celkem
dvanacti pasku PCR zkumavek, 6 pro kazdy virus, v celkovém objemu 400 pl na pasek
PCR zkumavek. Tyto pasky byly viozeny do tfi PCR cyklovacl s rozdilnou délkou
programu 44°C, kdy prvni délka byla 1 hodina, druha 2 hodiny a tfeti 8 hodin. VSechny
programy byly ukon€eny snizenim teploty na 4°C po neomezenou dobu.

Po ukonceni vSech programl PCR cyklovacu byly viry, puvodné rozdélené do
prouzki PCR mikrozkumavek, opét spojeny do celkem 6-ti 1,5 ml centrifugaCnich
mikrozkumavek, tzn. kazda mikrozkumavka obsahovala obsah pravé 2 prouzki PCR
mikrozkumavek kazdého viru z kazdého PCR cyklovace. Na kazdou odpovidajici 12-ti

jamkovou misku (s buné&nymi kulturami Blef v jamkach 1-6 a 7, v jamkach 7-12) bylo
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naneseno 300 pl odpovidajiciho viru. Na 1. a 7. jamku byly naneseny viry inkubované 1
hodinu pfi 44°C, na 2. a 8. jamku viry inkubované 2 hodiny a na jamky 3. a 9. viry
inkubované 8 hodin. Na 4. a 10. jamku bylo pfidano 300 pl viru, ktery byl inkubovan
pres noc pfiteploté 4°C. Na zbyvajici jamky (5., 6., 11. a 12.) bylo pfidano 300 pl
Cistého rustového média. V8echny jamky byly poté doplnény na celkovy objem 800 pl
Cistym médiem DMEM. Takto byly buriky inkubovany po dobu 14-ti hodin v inkubatoru
(37°C, 5% COy,).

Po uplynuti této doby byly obé 12-ti jamkové plastové misky nesterilné otevieny,
médium bylo odsano, buriky byly oplachnuty roztokem PBS a nasledné zlyzovany
roztokem DNA lysis. DNA byla izolovana fenol-chloroformovou metodou, koncentrace
byla zméfena dle protokolu Qubit, DNA nafedéna na kone¢nou koncentraci 25 ng/ul a

analyzovana metodou semikvantitativniho PCR a gelovou elektroforézou.

Infekce kurecich embryi
Oplodnéna vejce byla ziskana z KolCe a vlozena do naklapéciho inkubatoru. 11. den

po oplodnéni byla vejce otoCena do polohy Spi¢kou dold. 12. den po oplodnéni byla
prosvicena a identifikovany Zzily, které byly oznaceny na skofapce pomoci tuzky. V okoli
znaCky byla vyfiznuta ve skofapce otvor pomoci mikrobrusky. Pfed samotnou infekci
byla skofapka odstranéna a blanku pod ni byla namazana parafinovym olejem pro
zprasvitnéni skorapky. Vejce byly znovu prosviceny a pomoci inzulinové stfikacky byly
do odhalené zily injektovany média s virem o objemu 100 ul anebo média s burikami
produkujici virus o stejném objemu. Otvor po skofapce byl zakapan parafinovym

voskem a vejce byly vraceny do naklapéciho inkubatoru.

Odebirani vzorki tkani
Kufe bylo dekapitovano a vypreparovano. Vzorky krve, srdce, jater, plic, ledvin,

sleziny a stehennich kosti byly uloZzeny do 2ml centrifugacnich zkumavek, popsany a
zamrazeny na -20°C. Vzorky ur€ené k histologii byly uchovany ve 1,5ml centrifugacnich
zkumavkach a fixovany 4% paraformaldehydem, nacez byly odeslany
k imunohistochemické analyze provedené pracovniky ve Fingerlandové uUstavu

patologie v Hradci Kralové.
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Seznam roztoku a chemikalii

Prace s DNA
2,5 M NaAc 340 g NaAc.3H20
dopInéno 1000 ml H,O
10 M NH4Ac 1542 g NaAc
Doplnéno do 2000 ml H,O
NaOH+SDS 1 ml 10M NaOH

5 ml 20% SDS

Doplnéno do 50 ml H,O
TEG 2,25 g glukdzy

6,25 ml 1M Tris (pH 8,5)

5 ml 500 mM EDTA (pH 8,5)

0,5 ml 5M NaN3;

Doplnéno do 250 ml H,O
3M TRIS-CI-7,0 343 g TRIS — baze

450 ml H,O

titrovano 200 ml HCl do pH 7,0

dopinéno 1000 ml H,O

10M LiCl doplnéno 500 ml H,O
10M NaOH 340 g NaOH

doplnéno 1000 ml H,O
0,5M EDTA 187 g EDTA Na2.2 H,0

800 ml H,O

titrovano 0,5 ml 10M NaOH do pH 8,5

1 ml 5M NaN3

dopinéno 1000 ml H,O
5M NaN3 16,5 g NaN3

dopInéno 50 ml H,O
10x BSA 100 mg BSA

dopinéno 50 ml H,O
10x BSAsp 300 pl BSA
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IMDTT

10x lig

Fenol-chloroform

DNApurif

DNAlysis

TE+NaN3

TE+RNAse

denatur. RNAse
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150 pl spermidin
doplnéno 1000 ml H,O
1,55 g DTT

dopinéno 10 ml H,O
25 ml 1M TRIS-7,5
5ml 1M MgCI2
25mlIMDTT

0,5 ml 100mM ATP

17 ml H,O

25 ml fenol

25 ml chloroform
ekvilibrace 0,1 M Tris pH 8,0
10 ml 2,5 M NaAc
2,5ml 0,5 M EDTA

50 ul 5 M NaN3

250 ul glykogenu 20 mg/ml
250 ul 20% SDS

37 ml H,O

125 ml 0,5M EDTA
2,5 ml 1M CacCl2

50 mg proteazaK

12,5 ml 20% SDS

110 ml H20

500 ul 1M Tris — 8,5
500 ul 0,5M NaN3

100 ul 0,5M EDTA

49 ml H20

50 ml TE+ NaN3

500 ul denatur. RNAseA
1 ml TE+NaN3

10 mg RNAse Reanal



® RNAseA

proteaza K

10x TBE

iPCR

digMix (na vzorek)

ligMix (na vzorek)

linMix (na vzorek)

rozpusténo, kratce povafeno ve vodni lazni, vychladnuti,

zamrazeni, rozmrazeni, stoeni precipitovanych protein(

1g RNAseA

50 ml TE+NaN3
10 mg

1 ml TE+NaN3

5 mM CacCl2

108 g TRIS-baze
55 g Boric Acid
40 ml 0,5M EDTA
doplnit na 1000 mi

7 ul H,O

2 ul 10xNEB2
2 ul 10xBSAsp
320 ul H,O

40 ul 10xlig

40 ul 10xBSA
9 ul H,O

1 ul 10xNEB X
1 ul 10x BSAsp

Prace s bakterialnimi kulturami

TFB |

TFBII
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1,472 g KoAc
4,95 g MnCl,
6,05 g RbCl
0,735 g CaCl,

75 ml glycerol
doplnit na 250 ml
1,046 g NaMOPS
5,513 g CaCl,
0,605 g RbClI



75 ml glycerol
doplnit na 250 ml

LB médium 10 g trypton
5 g yeast extract
10 g NaCl
titrovat 0,3 ml 5M NaOH
dopinéno 1000 ml H,O
sterilizovat

Bohaté médium 10 g trypton
10 g yeast extrakt
5 g casamino acids
dopinéno 1000 ml H,O
sterilizovat

Komplexni bohaté m. 450 ml bohaté pudy
25 ml 10% glukozy
25 ml 2M NaHPO,
2,5 ml 2M KCI
2,5 ml 1M MgCl,

2M NaHPO4 574 g Na2HPO4.12H,0
63 g NaH2PO4.2H,0
doplnéno 1000 ml H,O
sterilizovat

2M KCl 149 g KCl
Doplnéno do 1000 ml H,O
sterilizovat

1M MgCI2 95 g MgCI2
Doplnéno do 1000 ml H,O

sterilizovat

Prace s bunéénymi kulturami
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
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G/PIS

Rustové médium

Chudé ristové médium

10x PBS

Seznam enzyml
BstYI

Bcll

Sphl
Sacl

Alel

Xhol

T4 ligaza

GoTaq polymeraza

1000 mg/l glykéza

2 mM glutamin

100 U/ml penicilin

0,1 mg/ml streptomicin

500 m| DMEM

30 ml fetalni bovinni sérum (Mycoplex)
10 ml kufeci sérum

5 ml G/S/P

500 m| DMEM

15 ml fetalni bovinni sérum (Mycoplex)
5 ml kufeci sérum

5 ml G/S/P

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g NaoHPO,

0,24 g KH,PO,

Doplnéno do 1000 ml H,O

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs

New England Biolabs
Fermentas/Life technologies
New England Biolabs
Promega

TDV polymeraza 98,75 ul Tag polymeraza (New England Biolabs)

1,25 ul DeepVent (New England Biolabs)

Seznam pristroju
PCR cycler
Stolni centrifuga

MJ research PTC-200
Eppendorf 5418
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Stolni centrifuga chlazena
Stolni centrifuga
Fluorescencni mikroskop
Biologicky inkubator
Laminarni box

Seznam software
NTI Vector (v.7)
OligoAnalyzer 3.1

FlowJo X
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Vysledky

Biologicka aktivita viru MAV-B nesouciho mutaci L154S v obalovém
glykoproteinu

Efekt mutace L154S byl pldvodné zkouman na pozadi viru Pr-RSV-B (Rainey et
al., 2003). Pro ovéfeni, zda se efekt této mutace projevuje nezavisle na typu ASLV,
jsme pomoci fuzniho PCR vnesli tuto mutaci do jiného viru ze skupiny ALSV, do
MAV-B. V ziskaném molekularnim klonu byla ovéfena sekvence mutovaného genu pro
obalovy glykoprotein, klonem byla transfekovana kultura kufecich fibroblastli a
produkovany virus, pojmenovany MAV-EHR (extended host range, rozSifeny hostitelsky
rozsah), byl pouzivan ve vSech nasledujicich experimentech.

V prvnim kroku jsme potvrdili schopnost viru infikovat kufeci embryonalni
fibroblasty v kultufe a pomnozit se v nich (Obrazek 6). V dalSim kroku jsme ovérovali,
zda mutace L154S vede k rozsifeni hostitelského rozsahu MAV-B podobné jako je tomu
v pfipadé Pr-RSV-B (Rainey et al., 2003). Jak ukazuje obrazek 7, MAV-EHR vstupuje
a je reverzné transkribovan i v mysich a krysich bunkach. Mnozstvi virové DNA vzniklé
v savCich burikach je sice o ca 1 fad nizSi nez v ptacich bunkach, ale z tohoto
experimentu nelze Cinit zavéry srovnavajici uc€innost vstupu do ptacich versus savcich
bunék, protoze v ptaci bunky (na rozdil od sav¢€ich) produkuji infekéni virus a dochazi k
opakované infekci kultury. Analogicky provedené kontrolni experimenty (Obrazek 8 C a
D) potvrdily, Ze nemutovany MAV-B do savCich bunék v méfitelném mnozZstvi

nevstupuje.
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1000bp
750bp

500bp

300bp

Obrazek 6. Tvorba virové DNA v bunkach infikovanych MAV-EHR

DNA izolovana z bunék BLEF v rlznych €asech po infekci MAV-EHR byla
analyzovana PCR (24 cykll) a elektroforézou v agarézovém gelu na pfitomnost
provirové DNA. Pouzité primery rozeznavaly MAV-specifické sekvence na koncich
LTR. 320 bp fragment representuje sumu vSech forem virové DNA. Neintegrovana
virova DNA se dvéma LTR poskytuje (se sniZzenou ucinnosti) téz 740 bp produkt
preklenujici obé LTR. Jako kontrola byla pouzita DNA z nadoru vyvolaného
inzeréni mutagenezi virem MAV-B (Pajer 2006). 2DPI (atd.) - 2 dny po infekci (atd.)
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Obrazek 7. Detekce DNA virtit MAV-B a MAV-EHR v kulturach Blef, 3T3 a NRK

DNA izolovana z MAV-EHR infikovanych ptacich ¢&i sav€ich bunék byla analyzovana
PCR (30 cykld) na pfitomnost raznych forem virové DNA. V ¢asti A je zobrazen 450
bp fragment predstavuje sumu vSech forem virové DNA (pouZité primery amplifikuji
MAV specifické sekvence v 5° nekodujicim useku); V Casti B je zobrazen fragment
630 bp representujici cirkularni virovou DNA s jednim LTR (pouZité primery pfeklenuji
spojeni 5° Useku s 3" usekem v cirkularni DNA). Negativni kontrola je neinfikovana

kureci tkan, pozitivni kontrola je infikovana kureci tkan.
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Obrazek 8. Detekce DNA viru MAV-B v kulturach 3T3 a NRK
Na elektroforetogramech jsme nedetekovali zadné amplifikované prouzky DNA, at

uzZ jsme se pokouSeli namnoZit jen cirkularni formy provird (A, C) nebo vSechny
formy (B, D). DNA pochazela z kultur 3T3 (A, B) a NRK (C, D) infikovanych
kontrolnim virem MAV-B. Pro amplifikaci bylo pouzito 30 cykld PCR. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit nador indukovany inzer¢ni mutagenezi viru MAV-B, jako negativni
neinfikované kultury a DNA z mySiho kmene Balb/C.
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Analyza patologie infikovanych kurat
Efekt mutace L154S jsme se rozhodli ovéfit i v systémech in vivo. Pro analyzu

mozné patogeneze jsme proto do vajec plemen hnédych a bilych leghornek 12. den po
oplozeni injektovali viry €i burniky produkujici odpovidajici viry a méfili hmotnost jedincl
v Case stejné jako incidenci neoplazii.

Hmotnost infikovanych kufat byla méfena v nepravidelnych intervalech po vylihnuti,
jejich hodnota v jednotlivych dnech byla primérovana a vynesena do grafli na obrazku
9. Az do 4. tydne po vylihnuti neni patrny rozdil ve hmotnosti, poté se vSak zacal
zvétSovat rozdil ve prospéch jedincl infikovanych virem MAV-B. Tento rozdil se po

Case ustalil na poméru 1:2,5.
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stafi (dny)

Obrazek 9. Hmotnost hnédych leghornek
Na ose x jsou vyneseny Casy meéfeni hmotnosti, na ose y je vynesena samotna

hmotnost méfenych kurat. Modré sloupce reprezentuji primérnou hmotnost kurat
hnédych leghornek infikované divokym kmenem MAV-B, &ervené reprezentuji
primérnou hmotnost kufat infikované mutantnim kmenem EHR. Hmotnost jedincl
infikovanych virem EHR se az do 4. tydne od vylihnuti neliSila od jedincl
infikovanych virem MAV-B. Od 4. tydne se vSak projevil rozdil, ktery se v prab&hu

Casu ustalil na poméru 1:2,5 hmotnosti mezi témito dvéma viry.




Jedinci infikovani MAV-B a EHR byly u obou plemen vyfotografovani (obrazky 10 a
11). Niz§i hmotnost se projevila na jejich mensim vzristu a celkové nezdravém vzhledu.

Toto chfadnuti se projevilo u vSech kurat infikovanych mutantnim kmenem MAV-EHR,

vr o wviwvos

pozorovani, infekce virem MAV-B nema na rust a rastovou retardaci zadny vliv (V.

Ll |1]]]

| | |V = Ll

Karafiat, nepublikovano).
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Obrazek 10. Bilé leghornky
Kromé& hmotnosti kufat byl sledovan i

celkovy habitus infikovanych zvifat. Na
fotografii jsou vedle sebe kurata bilych
leghornek stara 47 dni. Kufe nalevo je
infikované virem MAV-B, zatimco kure
napravo je infikované virem MAV-EHR
(EHR). U

mutantnim kmenem se projevil zakrnély

jedincu infikovanych

vzrast a celkové nezdravy vzhled.

Obrazek 11. Hnédé leghornky
Kromé& hmotnosti kufat byl sledovan i

celkovy habitus infikovanych zvifat. Na

fotografii jsou vedle sebe kurfata

hnédych leghornek stara 61 dni. Kufe

nalevo je infikované virem MAV-B,
zatimco kufe napravo je infikované
virem MAV-EHR (EHR). U jedincu

inflkovanych mutantnim kmenem se

projevil zakrnély vzrast a celkové

nezdravy vzhled.
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Pocty zachycenych neoplazii byly vztazeny na pocet kufat jednotlivych plemen a
injektovaného agens (obrazky 12 a 13). Na obrazku 14 je zobrazena incidence vzniku
osteopetrozy u plemen hnédé a bilé leghornky infikované viry MAV-B, MAV-EHR a

MAV-B(0), izolatem viru MAV-B indukujici osteopetrézu s vysokou frekvenci.

100%

90%

80%

70%

60%

0% B MAV-EHR (21 kufat)

0% B MAV-B (28 kufat)

30%

Incidence nadoru

20%

10%

0% |

Plice Jatra Ledviny Kost

Obrazek 12. Incidence nadora hnédych a bilych leghornek
Porovnani incidence nadord u hnédych a bilych leghornek infikovanych viry MAV-B a

EHR. Pocet jednotlivych nadorti bez ohledu na jejich typ byl vztahnut na pocet
jedinct ve skupiné. Incidence osteopetrézy a nadoru jater je u kufat infikovanych

virem EHR napadné zvysena.
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Obrazek 13. Incidence nadora hnédych a bilych leghornek indukovanych virem
nebo bunkami produkujici virus
Porovnani incidence nadort u hnédych a bilych leghornek infikovanych viry MAV-B a

EHR a injektovanymi burikami produkujicimi tyto viry. Pocet jednotlivych nadort ve
tkanich bez ohledu na jejich typ byl vztahnut na pocet jedinct ve skupiné. Kurata
injektované virem (nikoliv burfikami produkujici virus) EHR vykazuji zvySenou

incidenci osteopetrézy.
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Obrazek 14. Incidence nadorid hnédych a
bilych leghornek
= MAV-2 Porovnani incidence nadord u hnédych a bilych

leghornek infikovanych viry MAV-B a EHR.

WEHR Pocet jednotlivych nador( ve tkanich bez ohledu

na jejich typ byl vztahnut na pocet jedincu ve
MAV-2(0)

incidence osteopetrosy

skupiné. Incidence osteopetrozy indukované viry
EHR nebo MAV-B(O) prevySoval incidenci

Hnédél. Bilél. osteopetrézy vyvolané virem MAV-B.

kureci linie

Virus EHR je schopen indukovat v hnédych leghornkach osteopetrézu s vysokou
frekvenci. Naopak nadory plic nebyly zaznamenany. U kufat bilych leghornek nebyl
pozorovan zvySeny vyskyt zadného nadoru, byla vSak pozorovana absence nadorl plic
a ledvin. Ani v jednom z pfipadd nebyl pozorovan rozdil mezi indukci nadoru virem Ci
bunkami produkujici virus. Jedina vyjimka byla osteopetrdza, u niz se zda, ze indukce
bunkami produkujici virus EHR je srovnatelna s kontrolami, zatimco onemocnéni
indukované virem se vyskytuje ve zvySené mife. Moznost klonalniho puvodu jsme dale

vySetfili metodou iPCR.

Poskozeni imunitniho systému a tvorby kosti virem MAV-EHR
Nizka hmotnost a celkové nezdravy vzhled se da souhrné nazvat jako chradnuti.

Chradnuti byva €asto spojovano s poskozenim imunitniho systému, rozhodli jsme se
proto kromé vzorkl kosti prozkoumat i thymus a fabriciovu burzu.

Dalsim krokem analyzy patologie proto bylo histologické vySetfeni, které odhalilo
zmény v imunologickych tkanich kufat infikovanych virem MAV-EHR. Viditelné
posSkozeni thymu a Fabriciovy burzy vedlo k ubytku T a B bunék. Obrazky 15 a 16
ukazuji tyto organy v rlznych rozliSenich. Na fotografiich je vidét atrofie folikuld a
snizeny pocet lymfocytl u vzorkd kufat infikovanych virem EHR.

Analyza kosti odhalila zvySenou incidenci zbytnénéni stehennich Kkosti

(osteopetr6za) u kufat infikovanych MAV-EHR (obrazek 17). Toto onemocnéni se
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vyskytovalo u vS8ech jedincu infikovanych virem MAV-2(0O), ale jen asi u 70% kurat

infikovanych virem MAV-EHR. Nizké incidence se objevila i u divokého kmene.
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Obrazek 15. Fabriciova burza kurete infikovaného virem MAV-EHR

Na fotografiich jsou histologické fezy fabriciovou burzou ve zvétSeni objektivy 12,5
(A) a 40 (B) infikované virem MAV-B a MAV-EHR (C a D) ve stejném rozliSeni jako v
pfedchozim. Vzorky byly odebrany z kufete hnédych leghornek starého 78 dni
s oznacenim 7811, respektive 70 dni s oznaCenim 7121, ktera byla v 12. dnu po
oplozeni infikovana pfislusnym virem. Z obrazku (C, D) je patrna atrofie folikuld.
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Obrazek 16. Thymus kurete infikovaného virem MAV-EHR

Na fotografiich jsou histologické fezy thymem ve zvétSeni objektivy 12,5 (A) a 40 (B)
infikované virem MAV-B a MAV-EHR (C a D) ve stejném rozliSeni jako v pfedchozim.
Vzorky byly odebrany z kufete hnédych leghornek starého 78 dni s oznacenim 7811,
respektive 70 dni s oznaCenim 7121, ktera byla v 12. dnu po oplozeni infikovana

pFisluSnym virem. Z obrazku (C, D) je patrna atrofie folikuld.
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Obrazek 17. Stehenni kost i infikovanych kurat

Na fotografiich je normalni stehenni kost s méfitkem (A) a poté rozlomena (B)
ziskana z kufete infikovaného virem MAV-B. Kost byla vypreparovana z kufete
hnédych leghornek starého 64 dni s oznaCenim 7425. Kost na prvni pohled
zbytnéla (C) patfila kufeti s oznaCenim 7127 infikované virem MAV-EHR. Po
rozfezani byla odhalena redukovana kostni dien (D) a nadbyte¢na kostni hmota.
Obé kufata byla infikovana 12. den po oplozeni vajicka.
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Polyklonalni charakter osteopetrézy indukované viry
Metoda iPCR byla vyvinuta pro analyzu okoli integrovanych provird ve vzorcich

monoklonalniho puvodu, s jejiz pomoci je mozné sledovat integritu provirl a
integracnich mist.

Tato metoda odhalila, Ze neni rozdil v indukci osteopetrézy u viri MAV-B, MAV-B(O)
a MAV-EHR. Na obrazku 18A jsou vzorky osteopetrozy vyvolané virem MAV-B, na
obrazku 18B jsou osteopetrozy vyvolané virem MAV-B(O), na obrazku 18C jsou prvni 4
vzorky (kazdy vzorek je v podstaté ftriplikat, proto se jedna o prvnich 12 vzork()
osteopetrozy vyvolané virem MAV-B(O) dalSi vzorek (triplikat) je pozitivni kontrola
monoklonalniho nadoru a posledni vzorek (triplikat) je negativni kontrola polyklonalniho
nadoru. Na poslednim (18D) jsou 3 vzorky osteopetrézy indukované virem MAV-EHR a
kontrolni vzorky MAV.2(0), MAV-B spolu s nadory mono- a poly- klonalniho pavodu.
V pfipadé monoklonalniho nadoru jsme identifikovali fadu prouzkd amplifikované DNA o
ruznych délkach, zatimco u polyklonalniho nadoru jsme identifikovali pouze fragmenty
(1000 paru bazi) odpovidajici neintegrovanym formam proviru pfitomnym ve vzorcich.
Zadny zanalyzovanych vzork(i svym uspofadanim nepfipominal usporadani
analyzovaného monoklonalniho nadoru, naopak vSechny pfipominaly uspofadani
polyklonalniho nadoru. V pfipadé MAV-B(O) jsme v nékterych pfipadech identifikovali i
dalSi prouzky o velikosti zhruba 2,5 tisice bazi, které se ale daji vysvétlit jako artefakty
této metody.

Vysledky iPCR nepfipominaji typické uspofadani nadord vzniklych napfiklad inseréni
mutagenezi majici tudiz monoklonalni pavod, ale spiSe ukazuji na polyklonalni plvod
osteopetrdzy, coz je v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky (Foster et al., 1994).
NaruSeni interference mize v burice vést ke zvySenému poctu provirli, rovnéz vsak

mohl mutovany glykoprotein ziskat nové onkogenni vlastnosti.
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Obrazek 18. iPCR vzorkt kosti s provirem MAV-B

Elektroforetogram iPCR kosti infikovanych virem MAV-B (A), MAV-B(O) (B, C) a
MAV-EHR (D), 1% agarézovy gel, 5V/cm, 60 minut. L, C a R jsou nazvy riznych
smési primeru, kdy L amplifikuje levou ¢ast zbytku proviru, R pravou ¢ast a C obé
propojuje. Zkratky p, e, i, N, J1 a J2 oznaluji vzorky z periostu, kompaktni a porézni
Casti osteopetrické kosti, kosti bez osteopetrézy, kontrolniho monoklonalniho nadoru
jater a kontrolniho polyklonalniho nadoru jater. V8echny vzorky osteopetréz
indukované viry MAV-B, MAV-2(0) a MAV-EHR vykazuji stejné usporadani jako

kontrolni nador polyklonalniho pavodu.
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Zvyseny pocet provird v osteopetrickych vzorcich

Popsané pfipady osteopetrozy byly charakterizovany velkym mnozstvim
integrovanych i neintegrovanych provird. Pro prozkoumani této moznosti i v nasem
pfipadé jsme poméfili vzorky osteopetrickych kosti indukovanych viry MAV-EHR,
MAV-2(0) a MAV-B.

Pro tento ucel jsme vyuzili metody semikvantitativni PCR. Pro zpfesnéni analyzy
jsme si pfipravili také neinfikovanou kufeci DNA s riznymi koncentracemi plazmidu
pMCAS-B. Koncentrace byla vypoctena jako pomér mezi velikosti kufeciho genomu a
genomu retroviru a nastavena na pocet jedné, deseti a padesati molekul na kureci
genom.

Nasledna analyza odhalila maly pocet retrovirovych molekul DNA ze vzork( in vivo
oproti vytvofenym standardim, ale pocet molekul MAV-EHR byl vys$Si nez pocet
molekul MAV-B (obrazek 19). Nejvyssi poCet molekul byl v pfipadé vzorku MAV-2(0).
Prekvapivé vSeobecny maly pocCet molekul se da vysvétlit pritomnosti frady

nepermisivnich bunék, které snizuji celkovy podil permisivnich bunék ve zkoumaném

vzorku.

7125-2e
7131-1i
7131-1i
7605-1p
9871-J1
6277-J2
1 mol/genom
10 mol/genom
50 mol/genom

Obrazek 19. Srovnani po¢tu molekul retrovirové DNA

Srovnani po¢tu molekul retrovirové DNA izolované z osteopetrickych kosti, kontrol a
standard pomoci metody semikvantitativniho PCR (15 cykld). Intenzivnéjsi fragment
znaci vétsi pocCet molekul. Standardy byly vytvofeny smichanim kufeci genomové
DNA a vypocitanym mnozstvim plazmidové DNA pMCAS-B pro simulovani 1, 10
nebo 50 retrovirovych molekul v genomu. NejvétSi poCet molekul obsahoval vzorek
s MAV-2(0), 7131-1i. ZvySeny poCet molekul byl zaznamenan i u vzorkd s MAV-
EHR.
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Konstrukce vektor( tridy MCAS
V mnoha pfipadech je detekce mutantnich kmena virll snadno proveditelna pomoci

metod PCR, sérologie a dalSich diky rozsahlym substitucim, delecim anebo adicim
v genomu zkoumaného kmene. V pfipadech bodovych mutaci je vSak prace
znesnadnéna. Z (nejen) tohoto duvodu jsme se rozhodli zkonstruovat novy vektor,
MCAS zaménou odpovidajiciho fragmentu pochazejiciho z expresniho systému RCAS
obsahuijici cilové misto pro restrik¢ni endonukleazu Clal a splice acceptor. Takto vznikly
vektory pMCAS-A, pMCAS-B a pMCAS-EHR (mapy 1, 4 a 7). Vlozenim reportérového
genu gfp do cilového mista pro restrikéni endonukleazu Clal jsme vytvofili vektory
pMCAS-A GFP, pMCAS-B GFP a pMCAS-EHR GFP (mapy 2, 5 a 8). Tyto vektory
slouzi k detekci a urovné proinfikovanosti bunéénych kultur. Analogicky byla sestrojena
fada vektorl nesouci gen bsd umoznujici pozitivni selekci pojmenovanych pMCAS-A
BSD, pMCAS-B BSD a pMCAS-EHR BSD (mapy 3, 6 a 9).

Uspé&snou konstrukci jsme si ové&fili jak restrikénim mapovanim, tak transfekci kultur
Blef. Pro analyzu infekce jsme vyuzili fluorescenéni mikroskopii (MCAS-B GFP, obrazek
26) a selekeéni tlak antibiotikem blasticidin (MCAS-X BSD, obrazky 27 a 28). Obé tyto
metody prokazaly uspé&Snou konstrukci plasmidd, integritu virl a expresi nové
vnesenych gend. Na nasledujicich obrazcich jsou stru¢na schémata konstrukce
plazmidd pMAV-B a plazmida tfidy MCAS, vektor pMCAS-B vybran jako prototyp a
,=ukazka“ konstrukce, vektory pMCAS-A a pMCAS-EHR byly vytvofeny analogicky.

Obrazek 20. Kontrola exprese GFP z proviru MCAS-B GFP

Fotografie bunécné kultury Blef infikované virem MCAS-B GFP ve viditelném
spektru (A) a UV spektru (B). GFP exprese dokazuje infekci kultury. ZvétSeni 40x.
63




Obrazek 21. Vybér koncentrace antibiotika

Fotografie buné&Cnych kultur Blef inkubovanych s rdznymi koncentracemi
antibiotika blasticidin. Z koncetraci 1 (A), 2 (B), 5 (C), 10 (D), 20 (E) a 50 (F)
mg/ml byla pro selekci v dalSich experimentech vybrana koncentrace 10 mg/ml.

Selekce probihala 4 dny. ZvétSeni 40x.
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Obrazek 22. Selekce klonti s provirem MCAS-A/B/EHR BSD
Fotografie bunéénych kultur Blef infikovanymi viry MCAS-A BSD (A) a GFP (B).
MCAS-B BSD (C) a GFP (D) a MCAS-EHR (E) a GFP (F). VSechny kultury byly
kultivovany za pfitomnosti antibiotika blasticidinu v koncentraci 10 mg/ml. Pouze

kultury infikované viry kédujici gen bsd preZili selekci antibiotikem. ZvétSeni 40x%.
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Obrazek 23. Schéma konstrukce pMAV-B-left a pMAV-B-right
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Obrazek 24. Schéma konstrukce pMCAS-B-right
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Obrazek 25. Schéma konstrukce pMCAS-A-right a pMCAS-EHR-right
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Obrazek 26. Schéma konstrukce pMCAS-B(/A/EHR), pMCAS-B(/A/EHR) GFP,
pMCAS-B(/A/EHR) BSD
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Obrazek 27. Schéma plasmidu pMCAS-A
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Obrazek 28. Schéma plasmidu pMCAS-A BSD
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Obrazek 29. Schéma plasmidu pMCAS-A GFP
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Obrazek 30. Schéma plasmidu pMCAS-B
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Obrazek 31. Schéma plasmidu pMCAS-B BSD
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Obrazek 32. Schéma plasmidu pMCAS-B GFP
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Obrazek 33. Schéma plasmidu pMCAS-EHR

pLitmus28i
UT5
SD

gag

PMCAS-EHR
10620 bp

RCAS SA-Clal
™
envEHR

SU

76



Obrazek 34. Schéma plasmidu pMCAS-EHR BSD
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Obrazek 35. Schéma plasmidu pMCAS-EHR GFP
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Obrazek 36. Schéma plasmidu Litmus 28i
lacZalpha

T7 promotor R-lactam. - signéalni peptid
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Infekce kureci linie 7, vektory tridy MCAS
Ve svém c¢lanku doktor Rainey a spol. (2003) diskutoval moznosti pronikani viru

kédujici obalovy glykoprotein s mutaci L154S do hostitelskych bunék. Jedna z nich byl
neznamy mechanizmus nezavisly na receptoru, dalSi pak pfedpoklada interakci
s neznamym receptorem. Rozhodli jsme se proto otestovat tyto moznost infekci
bunécné kultury, jejiz gen tva nese inzerci narusujici Cteci ramec, a jejiz tvb gen
obsahuje mutaci vytvarejici pfedCasny stop kodon, coz vede k absenci produktu tohoto
genu na bunéném povrchu a infekci téze kultury kodujici exogenni Tvb analog. Jednim
z téchto evoluCnich pfibuznych je mysSi TRAILR2 (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor, receptor ligandu indukujiciho apoptézu pfibuzny
nador nekrotizujiciho faktoru).

Bunécnou kulturu 7, mDR5 (mDRS5 je alternativni nazev pro TRAILR2 pochazejiciho
z mySi, death receptor 5, receptor smrti 5) vytvofenou transfekci expresniho plazmidu
s timto genem jsme zaclenili do infek&ni matice vytvofenou spole¢né s kulturami 7, a
Blef a viry MCAS-A GFP, MCAS-B GFP a MCAS-EHR GFP. Matice je k nahlédnuti na
obrazku 37, vizualizace GFP je pak na obrazku 38.

Zatimco viry MCAS-A GFP a MCAS-B GFP dokazaly produktivné infikovat pouze
bunécné kultury Blef nesouci endogenni receptory Tva a Tvb, virus MCAS-EHR GFP
dokazal infikovat vSechny tfi kultury, byt s rozdilnou ucinnosti, kdy exprese GFP je
v kulturach 7, a 7, mDRS niz8i nez v kulturach Blef. Zda se proto, Ze blizce pfibuzny
mDRS gen nema na infekci bunék zadny vliv, tudiz virus vyuziva budto naprosto odlisSny

receptor anebo vstupuje do bunék nezavisle na receptoru.
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MCAS-B GFP MCAS-A GFP neinfikované

MCAS-EHR GFP

Obrazek 37. Bunééné kultury — test infektivity
Infek&ni matice, sloupce znazorfiuji pouzité bunééné kultury, fadky pak pouzité
virové druhy. V prvnim fadku jsou neinfikované bunécné kultury jako negativni

kontroly. ZvétSeni 40x.
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neinfikované

MCAS-A GFP

MCAS-B GFP

MCAS-EHR GFP

Obrazek 38. Exprese GFP z integrovanych provirt

Infek¢ni matice, sloupce znazoriuji pouzité bunécné kultury, fadky pak pouZité
virové druhy. V prvnim fadku jsou neinfikované buné&cné kultury jako negativni
kontroly. Detekce infekce pomoci exprese GFP a vizualizace fluorescenénim
mikroskopem, expozice 6 sekund. Zatimco v kulturach Blef doslo k uspésné
infekci vS8ech tfi kmen( virt, pouze mutantni kmen EHR dokazal infikovat, byt
s nizsi u€innosti i kultury 7, a 7, mDRS. Pfitomnost mDR5 neméla na infekci

vliv. ZvétSeni 40x.




Test receptorové interference

Jedna z popisovanych vlastnosti mutovaného glykoproteinu bylo snizovani uc€innosti
receptorové interference. Ta nastava v infikované bunce vlivem produkce nového
glykoprotinu, ktery interaguje s receptorem a zabrariuje tak vstupu novych partikuli viru
do buriky. Pravé tuto schopnost jsme se rozhodli ovéfit pro nami zavedenou mutaci do
viru MAV-B.

Buriky Blef a Blef chronicky infikované viry MCAS-A BSD, MCAS-B BSD a MCAS-
EHR BSD selektovanych blasticidinem jsme infikovali viry MCAS-A GFP, MCAS-B GFP
a MCAS-EHR GFP. Uroven infekce jsme detekovali fluorescenénim mikroskopem
(obrazek 39).

Zatimco MCAS-A GFP neni schopen superinfikovat buriky chronicky infikované
MCAS-A BSD a MCAS-B GFP neni schopen superinfikovat buniky chronicky infikované
MCAS-B BSD anebo MCAS-EHR BSD, MCAS-EHR GFP je schopen infikovat vSechny
kultury, byt s rozdilnou ucinnosti. Po dvou dnech bylo v nékterych kulturach detekovano
pouze nékolik bunék. Kontrola infekci neinfikovanych bunék ukazala replikaéni
kompetenci v8ech tfi kmenU vird a urovné infekce. Prekvapivé, MCAS-A GFP
superinfikoval kulturu Blef preinfikované virem MCAS-EHR BSD s velmi nizkou
ucinnosti. Nejpravdépodobnéjsi vysvétleni tohoto jevu je kontaminace v pribéhu
preinfekce a selekce antibiotikem.

Vysledky vySetfeni fluorescenénim mikroskopem byly ovéfeny metodou FACS
(obrazek 40). | ta odhalila slabou schopnost viru MCAS-EHR GFP pronikat do
preinfikovanych bunék a tim je superinfikovat. U viru MCAS-B GFP tento jev nebyl
pozorovan, respektive oba viry dokazaly preinfekci zabranit superinfekci podskupiny B,
ne vSak EHR a kontrolni podskupiné A. MCAS-A GFP nebyl schopen superinfikovat
pouze buriky preinfikované virem MCAS-A BSD. Anomalie neschopnosti tohoto viru
superinfikovat bunky preinfikované virem MCAS-EHR BSD se, jak jiz bylo fe€eno, da

nejsnaze vysvétlit kontaminaci béhem experimentu.
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MCAS-A GFP MCAS-B GFP MCAS-EHR GFP

Obrazek 39. Superinfekce preinfikovanych bunék

MCAS-A BSD

MCAS-EHRBSD  MCAS-B BSD

neinfikované

Infekéni matice, sloupce znazornuji superinfikujici, Fadky pak preinfikujici viry.
V poslednim fadku jsou nepreinfikované bunécné kultury jako negativni
kontroly. Detekce infekce pomoci exprese GFP a vizualizace fluorescenénim
mikroskopem, expozice 6 sekund. Zatimco virus MCAS-EHR GFP dokazal
s rlznou ucinnosti prekonat receptorovou interferenci, viry MCAS-B GFP a
MCAS-A GFP toho nebyly schopny. MCAS-A GFP navic vykazuje potize
superinfikovat kultury preinfikované virem MCAS-EHR BSD. ZvétSeni 40x.
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Obrazek 40. Ovéreni receptorové interference metodou FACS

Infek&ni matice, sloupce znazornuji superinfikujici, Fadky pak preinfikujici viry.
V poslednim Fadku jsou nepreinfikované bunécné kultury jako negativni
kontroly. Detekce infekce pomoci exprese GFP probéhla metodou FACS. Pro

analyzu byly zacileny pouze Zivé jednotlivé bunky. V histogramech jsou

znazornény intenzitv exprese GFP.
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Vliv pH na vstup viru do bunky
V pfedchozich experimentech jsme prokazali schopnost mutantniho kmene EHR

infikovat bunééné kultury 7, postradajici receptor tvb a neschopnost mys$iho orthologu
fungovat jako receptor pro MAV-EHR. Toto zjisténi nas pfivedlo k hypotéze o
alternativnim mechanismu vstupu MAV-EHR do buriky. Samovolna aktivace virového
glykoproteinu a odhaleni fuzniho peptidu vede k citlivosti viru na nizké pH (kvali indukci
dalSich konformacnich zmén). Tyto zmény vedou normalni k fuzi membran, u volného
virionu vSak vedou k jeho anaktivaci. Tuto hypotézu jsme podrobili kritickému zkoumani
pfechodnou zménou pH.

Za timto uCelem jsme bunécné kultury Blef a7, jsme infikovali viry MCAS-B GFP a
MCAS-EHR GFP, které predtim byly/nebyly kratkodobé vystavené nizkému pH. Po 14-ti
hodinach jsme bunky lyzovali, izolovali DNA a analyzovali pomoci metody
semikvantitativniho PCR (obrazek 41).

V pfipadé viru MCAS-B GFP byly odpovidajici fragmenty pozorovatelné pouze
v kulturach Blef, a to jak v pfipadé neutralniho pH, tak v pfipadé kratkodobého snizeni
pH se srovnatelnou intenzitou. Naproti tomu intenzita fragmentd MCAS-EHR GFP je
variabilni. V pfipadé kultur Blef je maximalni v kontrolni kultufe bez zmény pH, avsak
v kultufe infikované virem vystavenému kratkodobému sniZeni pH je intenzita fragmentu
snizena. V pripadé kultur 7, je intenzita fragmentd v kontrolni kultufre bez zmény pH
vyS8i nez intenzita fragmentl v kultufe infikované virem vystavenému kratkodobému
snizeni pH. Tyto vysledky nas vedou k pfesvédceni, ze mutovany glykoprotein je citlivy

na prechodné snizeni pH, které zpusobi jeho neutralizaci.
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pH 7,5

pH 5,4

neg. kontrola
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Obrazek 41. Vliv pH na vstup viru do bunék

Vysledek gelové elektroforézy (60 minut, 5V/cm, 1% koncentrace). Fragment
(300bp) reprezentuje uspésny vstup, rozbaleni a reverzni transkribci virovych
partikuli. Tento fragment byl pro virus MCAS-B GFP detekovan pouze
v kulturach CEF  (jiné oznaceni pro Blef) pro obé& hodnoty pH (barevné
odlisené). MCAS-EHR GFP je schopen infikovat obé& buneéné kultury, avSak

prechodné snizené pH vede ke snizeni intenzity fragmentlive vSech pfipadech.




Teplotni stabilita viru

Stejné jako ruzné hodnoty pH, i rozdilné teploty mohou sehrat svoji roli
v konformacénich pfechodech obalového glykoproteinu. Rozhodli jsme se proto
otestovat stabilitu vird v 44°C po riizné dlouhou dobu ve vodni lazni. Po inkubaci jsme
infikovali pfislusné bunécné kultury a po 14-ti hodinach je lyzovali, izolovali DNA a
analyzovali (obrazek 42).

S rostoucim €asem inkubace pfi 44°C je u viru MCAS-B GFP vidét pozvolny pokles
infektivity kultur Blef pouze pfi osmihodinové inkubaci. Tento virus je v malé mife
detekovatelny i v kulturach 7,, ale pouze po pfedchozi inkubaci ve 44°C. Naproti tomu
poCet kopii DNA MCAS-EHR GFP klesa jak v kulturach Blef, tak v kulturach 7.
V pripadé kultur Blef je toto snizeni viditelné jiz po 60-ti minutach, u kultur 7, az po 120-
ti minutach, po 60-ti minutach je vidét lehké zvySeni. U obou kultur je po 480 minutach
pocCet kopii DNA jiz dramaticky snizen. | tyto vysledky ukazuji na citlivost mutovaného
glykoproteinu a jeho rychlou neutralizaci.
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Obrazek 42. Teplotni labilita virt

Vysledek gelové elektroforézy (60 minut, 5V/cm, 1% koncentrace). Fragment o délce
300 bp predstavuje uspésny vstup, rozbaleni a reverzni transkribci virovych partikuli.
Cisla oznaéuji rizné &asy inkubace viru v 44°C v minutach, x oznaduji neinfikované
kontrolni kultury. PocCet provird v kulturach Blef s €asem inkubace klesal pouze

pozvolna, po inkubaci minimalné 1 hodinu jsme detekovali proviry i v kulturach 7,.
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Diskuze
Pfirodni vybér a koevoluce patogenu s hostitelem vedla k velkému mnoZstvi mutaci.

Mutace v genomu hostitele vedly k zabranéni efektivnimu dokonceni Zivotniho cyklu
patogenu, naopak mutace v genomu patogenu byly selektovany na pfekonani téchto
bariér. V pfipadé vird a bunék se jedna o restrikce na urovni vstupu viru, transkripce,
translace, replikace a maturace nové generace virionl. Vysoka specifita viru ke
konkrétnimu receptoru, ktera je dana potfebou selekce permisivnich bunék zajistujicich
efektivni pomnozeni, vSak vedla také k mezidruhovému boji riznych kmena vira. Jev
zvany receptorova interference, ktera vede k zabranéni vstupu viru stejného kmene do
preinfikované buriky, totiz znevyhodnuje viry majici afinitu ke stejnému receptoru. Tento
silny selekCni tlak vedl k hromadéni mutaci v obalovych proteinech vrcholicim uplnou
zménou vyuzivaného receptoru. V tomto dusledku proto rozliSujeme kmeny vird, jejiz
obalové proteiny nejsou identické, ale maji srovnatelnou afinitu ke konkrétnimu
receptoru.

Na pocatku naSi prace jsme si polozili tfi okruhy otazek. Za prvé, zda-li popsana
bodova mutace ma stejné projevy i v glykoproteinu odliSného kmenu podskupiny B
ptacich retrovird. Za druhé, jakym mechanizmem mutace L154S ve virovém obalovém
glykoproteinu vyvolava drive popsané fenomény: obchazeni superinfekéni resistence a
schopnost infikovat buriky nepermisivni pro nemutovany virus. A za ftfeti, jak tyto

schopnosti ovlivni patogenezi v infikovanych kufatech.

Funkénost mutace L154S v kontextu glykoproteinu MAV-B
Pro moznost ovéfit vliv bodové mutace puvodné popsané na pozadi Pr-RSV-B

(Taplitz and Coffin, 1997) v novém kontextu obalového glykoproteinu viru MAV-B
(Pecenka, nepublikované) jsme do néj tuto mutaci (L154S) zavedli pomoci fuzniho
PCR. Takto konstruovany virus jsme nazvali MAV-B-EHR (dale MAV-EHR nebo jen
EHR).

Dale jsme viry MAV-B i EHR infikovali tfi typy buné&cnych kultur (Blef — primarni
kufeci embryonalni fibroblasty, 3T3 - stabilni linie mySich fibroblastll a NRK — stabilni
bunécna linie z krysich ledvin). Kultivace téchto kultur a nasledna analyza pomoci
semikvantitativniho PCR potvrdilo pfisny kufeci tropismus MAV-B a rozSifeni tropismu

na savCi burky v pfipadé viru EHR, i kdyZ uroven infekce savCich bunék byla vyrazné
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nizsi nez infekce bunék kurecich. Zaroven bylo v kufecich bunkach infikovanych virem
EHR (ne vS8ak MAV-B) pozorovano dlouhodobé pfetrvavani neintegrovanych
cirkularnich forem provirQi. Cirkularni formy viru vznikaji aberantné a v malém mnozstvi
z linearnich provir( pfed jejich integraci, které jiz nejsou schopné dalSi replikace. Pfi
opakovaném déleni bunék se proto jejich poc€et snizuje, nebot po prvnim kole infekce je
superinfekce vlivem receptorové interference inhibovana. Pretrvavani cirkularnich
provird nékolik tydnl po infekci tak mize indikovat pokracujici infekci a tedy snizeni
receptorové intereference. V sav€ich bufkach cirkularni formy virové DNA
nepfetrvavaly, a to z prostého dlvodu. Tyto burky jsou sice schopné podporovat
reverzni transkripci a integraci ptacich retrovirli, ne vSak produkci virovych partikuli a
jejich dalsi infekce tak ustane i v pfipadé viru obchazejiciho receptorovou interferenci.

DalSimu ovéfeni Celilo oslabeni interference, diky kterému je schopen virus
Pr-RSV-B nesouci mutaci L154S superinfikovat bunécné kultury preinfikované divokym
ale i mutovanym kmenem. Zatimco v naSem experimentu preinfekce podskupinou A
vedla k inhibici superinfekce podskupiny A a preinfekce podskupinou B vedla k inhibici
superinfekce podskupiny B, preinfekce mutovanym kmenem EHR k Zadné inhibici
superinfekce kmenem EHR nevedla. Kmen EHR byl navic schopen inhibovat
superinfekci podskupiny B, opacny jev vSak nebyl pozorovan. Kmen EHR tak ocividné
neztratil schopnost interakce s plvodnim receptorem a zaroven dokaze obchazet
receptorovou interferenci. Pfipad inhibice superinfekce podskupinou A v bunkach
preinfikovanych kmenem EHR mulze byt nejlépe vysvétlen pripadnou kontaminaci.
K vylou€eni této moznosti by bylo tfeba experiment nékolikrat zopakovat. V pfipadé
opakovani této situaci by se nejspis pfikrocilo k sekvenovani proviri dal$i analyze.

| pfes drobné anomalie Ize tedy uzavfit, Ze projevy mutace L154S ve viru Pr-RSV-B

byly zachovany i na pozadi viru MAV-B.

Molekularni mechanizmy
Pro dalSi pokusy sméfujici k nalezeni mechanizm( obchazeni receptorové

interference a rozSifeni hostitelské specifity jsme zkonstruovali serii virovych vektoru.
Nejprve jsme vytvofili MCAS-B, analogii bézné pouzivaného expresniho systému
RCAS, zalozenou vSak na viru MAV-B namisto RSV. MCAS-B vznikl vlozenim uUseku

RCAS(BP)-B, obsahujiciho SA (splice acceptor, pfijimac stfihu) a unikatni misto pro
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restrikéni endonukleazu Clal, na odpovidajici pozici ve viru MAV-B. Poté jsme inzerci
reportérovych genu gfp (fluorescencni protein) nebo bsd (rezistence k antibiotiku
blasticidin) do Clal mista a zamé&nami useku koédujiciho obalovy glykoprotein vytvofili
klony MCAS-A GFP, MCAS-B GFP, MCAS-EHR GFP, MCAS-A BSD, MCAS-B BSD,
MCAS-EHR BSD a z nich transfekci Blef pfipravili infekéni viry.

Publikované vysledky a naSe pozorovani nas pfivedly k formulovani hypotézy:
mutace L154S v obalovém glykoproteinu snizuje aktivacni energii nutnou k pfechodu
glykoproteinu do druhého stadia hybridniho fuzniho systému ("priming"). To vede k
vytvofeni minoritni populace virioni se samovolné aktivovanym glykoproteinem
vystavujicim obnazeny fuzni peptid. Ten se pak muze zanofit do membrany nezavisle
na receptoru, coz této subpopulaci virion dovoluje pronikat do ptivodné nepermisivnich
bunék i obchazet interferenci. Alternativni hypotéza by pfedpokladala, Zze mutace
vybavila  glykoprotein  schopnosti interagovat s novym receptorem, v
nejpravdépodobnéjSim a nejsnaze predstavitelném pfipadé se savCimi ortology
kufeciho tvb, které pfes svou blizkou pfibuznost zjevné nejsou nemutovanym
glykoproteinem rozeznavany. Tuto moznost jsme se pokusili vylouCit experimentem
zaloZzenym na bufikach z kufeci linie 7,, ktera neprodukuje (v dudsledku vzniku stop
kodonu v pfislusnych genech) tva ani tvb a je proto nepermisivni pro podskupiny A i B.
Jejich transfekci expresnim vektorem nesoucim mySi ortolog tvb (TRAILR2/mDRS5)
jsme vytvorili kufeci bunky exprimujici mySi TRAILR2 namisto kufeciho. Vychozi i
TRAILR2/mDR5 nesouci 7, buriky byly infikovany viry MCAS-A GFP, MCAS-B GFP a
MCAS-EHR GFP. Nasledné sledovani exprese GFP ukazalo, Zze pouze EHR dokaze
infikovat 7, bunky, pfiemz pfitomnost mySiho TRAILR2 nema na infekci Zadny vliv.
Mnozstvi GFP pozitivnich 7, i 7, mDR5 bunék vSak bylo vyrazné mensi nez v pfipadé
Blef bunék, podobné jako tomu bylo pfi infekci sav€ich bunék, coz naznacuje snizenou
efektivitu infekce v nepfitomnosti vhodného receptoru.

Uvedené experimenty tak nepodporuji hypotézu, podle které glykoprotein
podskupiny B ziskal mutaci L154S schopnost rozeznavat savéi TRAILR2 jako svij
receptor a ponechavaji jako nejpravdépodobnéjSi hypotézu o spontanni,
bezreceptorové aktivaci glykoproteinu. K tomu smérovaly i dalSi pokusy. Prvni z nich,

sledovani stability pfi snizeném pH, vychazel ze znalosti hybridniho fuzniho systému
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ASLV. Glykoproteiny ptacich retrovirl jsou totiz az do okamziku spojeni se svym

receptorem stabilni i v nizkém pH. Jak ukazaly experimenty s rozpustnou formou

receptoru schopnou aktivovat virovy glykoprotein (Damico and Bates, 2000; Damico et
al., 1998; Gilbert et al., 1995; Mothes et al., 2000), teprve po aktivaci vazbou na

receptor, ktera vede ke konformaénim zménam a obnaZeni fuzniho peptidu, se

glykoproteiny stavaiji citlivé vaci nizkému pH; je to pravé nizké pH v endozomech, které

vyvolava dalSi konformacni zmény, sblizeni fuzniho peptidu s transmembranovou

kotvou a fuzi membran (kratké schéma na obrazku43). Vystaveni aktivovaného

glykoproteinu nizkému pH dfive nez dojde k ukotveni
fuzniho peptidu do hostitelské membrany pfitom vede
k pfedCasnym konformaCnim zménam, které
glykoprotein nevratné inaktivuji, nebot vznikla forma se
uz s hostitelskou membranou propojit nedokaze.
MAV-B a EHR
kratkodobému pusobeni pH 5,4 pfi 4°C (podminky
takto

oSetfenym virem jsme infikovali kultury bunék 7, a Blef

Vystavili jsme proto viriony

dostaCujici pro zminénou inaktivaci viru),
a po 14 hodinach (doba nezbytna pro vstup &astic do
bunék a reverzni transkripci) semikvantitativnim PCR
urcili uroven infekce cilovych bunék. Jak jsme
oCekavali, titr viru MAV-B nebyl nizkym pH nijak
ovlivnén a zUstal stejné vysoky pfi infekci Blef a nulovy
pfi infekci bunék 7,. Zato virus EHR byl ovlivnén
zasadnim zplUsobem: pusobenim nizkého pH titr
poklesl mirné na bunkach Blef a velmi vyrazné, na
sotva detekovatelnou hodnotu, na burikach 7,. To je v
naprostém souhlase s nasi hypotézou, podle které
viru EHR s

vysunutym fuznim peptidem. Ta je jedinou populaci

nizké pH eliminovalo subpopulaci

schopnou infikovat buriky 7,, ale jen minoritnim

Citlivast na pH
Fuzogenicita
Infektivita

]
1
+

Obrazek 43. Schéma

Na schématu jsou shrnuty 3
formy glykoproteinu a jejich
vlastnosti: volna partikule
(A), partikule s aktivovanym
glykoproteinem (B) a
partikule s fuzovanym®

glykoproteinem (C).

podilem viriond schopnych infikovat Blef. Skute€nost, zZe titr na burikach 7, neklesl na
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Uplnou nulu Ize vysvétlit jak neuplnou deaktivaci pfislusnych virioni béhem kratkého
pusobeni nizkého pH, tak opétovnou spontanni tvorbou aktivovanych virion poté, co
se pfidanim viru do rastového média zvysilo pH.

DalsSi experimenty byly zalozeny na nasledujici uvaze. Pokud mutace L154S funguje
prostfednictvim sniZeni aktivacni energie nutné pro konformacni zménu vedouci k
vysunuti fuzniho peptidu, méla by tato konformacni zména byt dale urychlena zvySenim
teploty. Vedeni touto predstavou jsme inkubovali viry MAV-B a EHR po rdznou dobu pfi
teploté 44°C a infikovali jimi kultury Blef a 7,. Vysledky méfeni mnozstvi vytvorenych
provird byly neCekané. PredevSim, inkubaci pfi 44°C nelekané ziskal schopnost
infikovat 7, bufky (byt na velmi nizké hladiné / drovni) i MAV-B; zvy$ena teplota tedy
vyvolava méfitelnou aktivaci i u nemutovaného viru. Dale se ukazala znaéna teplotni
nestabilita viru EHR - jeho inkubace pfi zvySené teploté postupné snizovala titr viru, a to
na obou typech bunék. Moznym vysvétlenim je, Ze zvySena teplota sice urychluje
samovolné prvni kolo konformacénich zmén (aktivaci, vysunuti fuzniho peptidu), ale
soucasné podporuje i druhé kolo prestaveb (vzajemné pfilozeni HR domén), coz
znamena inaktivaci. Nestabilita viru EHR se zfejmé projevuje i pfi 37°C (teplota, pfi niz
byl produkovan infekéni virus pro naSe pokusy); to by vysvétlovalo, pro¢ titry
produkovaného MAV-B byly vzdy vyrazné vyssi nez titrBjedinou bodovou mutaci se
odliSujiciho viru EHR. Podminky produkce obou virG byly stejné, tudiz byl jejich titr
srovnatelny. Literatura toto pozorovani podporuje, nebot i jedna z podskupin ptacich
retrovird, D, vykazuje zvySenou nestabilitu pfi teploté 44°C (Bova-Hill et al., 1991).

V souvislosti s naSimi daty navrhujeme nasledujici model: glykoprotein divokého
kmenu se nachazi v hemistabilni konformaci, ktera je ale necitliva na nizké pH a vyssi
teploty. Tato konformace se po interakci s receptorem zméni a fuzni peptid, do té doby
ukryty v nitru proteinu, je vystaven na povrchu proteinu a mize se tak zanofit do cilové
membrany. Dal§i konformacni zmény zprostfedkované snizenym pH a protonaci
proteinu vedou k propleteni dvou k sobé& komplementarnich domén v transmembranové
podjednotce. Toto propleteni k sobé pfiblizi i transmembranovou kotvu ve virové
membrané a fuzni peptid v membrané cilové a nasledné vede k mechanickému
vynuceni fuze obou membran. Virus je proto v prvnich fazich fuze chranén pred

neutralizaci nizkym pH (obrazek 44). V pfipadé mutantniho kmenu je vSak aktivacni
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Obrazek 44. Citlivost divokého kmene na snizené pH

Na obrazku je naznaceno schéma indukované infektivity partikuli divokého kmenu
MAV-B. Virové Castice (A) jsou po interakci s receptorem aktivovany (B) a snizenym
pH v endozomech fuzoval s bunéfnymi membranami (C). Stejny prabéh je
pozorovan i pfi oplUsobeni viru nizkym pH (modry ramecek) pfed jeho infekci

bunéénych kultur (D), nasledné aktivaci partikuli (E) a jejich fuze v endozomech (F).
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Obrazek 45. Citlivost mutantniho kmene na snizené pH

Na obrazku je naznaCeno schéma indukované infektivity partikuli mutovaného viru
MAV-EHR. Nékteré virové Castice jsou samovolné aktivovany jesté pred interakci
s receptorem (A), zatimco zbytek populace byl aktivovan az po navazani receptoru
(B) a snizenym pH v endozomech fuzoval s bunécnymi membranami (C). Rozdilny
prubéh je pozorovan pfi opusobeni viru nizkym pH (modry ramecek) pred jeho infekci
bunécénych kultur (D), kdy dojde k pfed€asnym konformacnim zménam zpusobujici
neutralizaci (A). Nasledna aktivace partikuli navazanim receptoru zpulsobi aktivaci

zbytku populace, €astice inaktivované pfechodné snizenym pH vSak nadale zistanou

neutralizovany (E). Nizké pH v endozomech indukuje fuzi zbytku populace (F).

energie nutna pro obnazeni fuzniho peptidu snizena a mlze tak dochazet
k samovolnému pfechodu z pH necitlivé faze do faze citlivosti (obrazek 45).
Pravdépodobnost samovolné aktivace v nepfitomnosti receptoru roste se zvétSujici
se teplotou, a to jak v pfipadé mutovaného kmene, tak v pfipadé divokého kmene.
V pfipadé mutanty EHR je vSak tento pfechod masivnéjsi pravé kvuli snizeni aktivacni
energie k tomu potiebné. Odhaleni fuzniho peptidu v takovych podminkach vede

k rychlé inaktivaci fuzniho peptidu a tim k neutralizaci viru (obrazek 46).
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Obrazek 46. Teplotni citlivost divokého a mutantniho kmene

Na obrazcich je naznateno schéma indukované infektivity partikuli divokého (MAV-
B) a mutovaného (MAV-EHR) viru. Nékteré virové Castice MAV-B jsou samovolné
aktivovany a inaktivovany jesté pfed interakci s receptorem (A), zatimco zbytek
populace byl aktivovan az po navazani receptoru (B) a snizenym pH v endozomech
fuzoval s bunéénymi membranami (C). Tento efekt je daleko silngjSi u MAV-EHR
(D). Nasledna aktivace partikuli navazanim receptoru zpusobi aktivaci zbytku

populace, Castice inaktivované prfechodné snizenym pH v8ak nadale zustanou

neutralizovany (E). Nizké pH v endozomech indukuje fuzi zbytku populace (F).

Patogeneze
Pro studium patogeneze jsme obé&ma viry infikovali 12-denni kufeci embrya, po

vylihnuti sledovali jejich vyvoj a po dosazeni véku 2-3 mésicu provedli jejich pitvu.
Vzhledem k popsanému cytotoxickému efektu in vitro (Rainey and Coffin, 2005) jsme
oCekavali vysokou letalitu embryi. K naSemu prekvapeni se drtiva vétsSina kurat vylihla a
kurata infikovana MAV-B a EHR se ni¢im neodliSovala navzajem ani od neinfikovanych
kurat. Teprve po nékolika tydnech se zaCaly ukazovat rozdily. Zatimco infekce MAV-B
byla stale bezpfiznakova, kurata infikovana EHR vykazovala velmi vyraznou inhibici
rustu - 7 tydna po vylihnuti byla hmotnost kufat infikovanych EHR jen ca 40% hmotnosti
kontrolnich kufat. Inhibice ristu byla doprovazena napadné nezdravym vzhledem,
zejména svalovou atrofii. Tento jev, zvany wasting disease (chfadnuti) po plsobeni
nékterych ptacich retrovirt je znamy jiz nékolik desitek let (Prukova et al., 2007), byt ne
v tak extrémni podobé jako v nasem pfipadé. Presto neni jeho pfiCina dosud znama.
Byva spojovan s atrofii imunitniho systému; to je vSak natolik komplikovany a komplexni
systém, Ze se dodnes nepodafilo identifikovat kritické cilové buriky pro vyvolani
chfadnuti.

Nase vysledky jsou v souladu s hypotézou posSkozeni imunitniho systému jako
pfi€inou chfadnuti: infekce EHR vede k atrofii thymu a burzy i k poklesu po¢tu B a T
lymfocytd v téchto lymfatickych organech. Postizeni imunitniho systému Ize vysvétlit
superinfekci a naslednym cytopatickym efektem na buriky imunitniho systému ¢&i na

buriky kontrolujicich jeho vyvoj. V souvislosti s otazkou superinfekce virem EHR in vivo
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je poucné sledovani ¢asového vyvoje infekce v riznych organech. Semikvantitativni
méfeni pocCtu provirl (V. PeCenka, nepublikovano) totiz ukazalo, ze témér vSechny
organy jsou plné proinfikovany jiz tfi dny po po infekci embryi a primérny pocet provirt
na bunku se dal neméni; tyto analyzy zahrnovaly i s imunitou souvisejici organy - burzu,
thymus, slezinu a kostni dferl. Uroven infekce virem EHR se pfitom nijak neli§i od MAV-
B. Jedinym organem, ktery se odliSoval a kde byla nalezenana trvale probihajici
superinfekce virem EHR, byl pfekvapivé srdecni sval, v némz pocet provird s vékem
rostl a 3 mésice po infekci dosahoval hodnot o ca jeden fad vysSich nez v jinych
organech, zatimco v kufatech infikovanych MAV-B se proinfikovanost srdce vibec
nemeénila. Superinfekce probiha i v osteopetrotické kosti, ale toho je schopen i
nemutovany virus, viz nize. Je tedy zfejmé, Ze superinfekce in vivo je velmi selektivni,
omezena na urcité typy bunék, takze se v celkovém obrazu organu nemusi neprojevit
nebo pfislusné postizené bufiky nepfezivaji, coz je ziejmé pfipad B- a T-lymfocytl v
burze a thymu. KliCova otazka, tj. jakym mechanizmem vede poskozeni imunitniho
systému k inhibici ristu, zastava nadale nezodpovézena. Mize jit napf. o poruchu pfi
vyvoji tolerance, takZze i zbytku atrofovaného imunitniho systému mohou zpusobovat
devastujici projevy autoimunity, midze jit i o dosud nepopsanou ulohu imunitniho
systému v regulaci rustu. Ziskani odpovédi lezi mimo dosazitelné cile této prace. Nabizi
se v8ak nékolik moznych vysvétleni, mezi které patfi napfiklad odpovéd na poskozenou
DNA mimikovana volnymi konci neintegrovanych linearnich forem vird hromadicich se
v bunice ve vysokych poctech. DalSi moznosti je signalizace pfes receptor, ke kterému
virus mohl vlivem mutace ziskat afinitu, pfestoze neni potfeba k produktivni infekci.

V ramci srovnani MAV-B a EHR jsme také analyzovali nadory indukované témito viry
na kufatech plemen bilé a hnédé leghornky. V nasSich experimentech jsme nezakladali
skupiny neinfikovanych kurat, z pfedchozich studii bylo ziskano mnozstvi dat dokazujici
standardni chovani (zadné neoplazie, normalni vzrist) téchto plemen. Zatimco
v hnédych leghornkach jedinym typem neoplasie, ve kterém byla onkogenni aktivita
EHR zvySena oproti MAV-B, byla takzvana osteopetr6za, zbytnéni kosti. U bilych
leghornek doS$lo naopak ke snizeni incidence tohoto onemocnéni u jedincu infikovanych
virem EHR, stejné jako frekvence nadorl( ledvin. Naproti tomu doSlo ke zvySené

incidenci jaternich nadorli. Rozdilnou odpovéd outbredd (hnédé leghornky) a inbredu
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(bilé legnhorky) nelze bez blizS§iho zkoumani dobfe vysvétlit. Nabizi se vSak mozZnost
statistické chyby kvuli velikosti soubort anebo rozdilné genetické pozadi, které k indukci
neoplazii ve velké mife pfispiva. Na statistickou chybu poukazuje i fakt, Ze vysledky
z dalSiho pokusu, porovnani indukce osteopetrézy kmeny MAV-B, EHR a MAV-B(O),
ukazuje na zvySenou Cetnost tohoto onemocnéni u obou plemen. MAV-B(O) je izolat
ziskany plakovou purifikaci charakteristicky vysokou schopnosti indukovat osteopetrézu
(Smith and Morgan, 1984). Ta je znama i u savcl, kde bylo prokazano, ze je
zpusobena poruchou aktivity kost-odbouravajicich osteoklastl (Coudert et al., 2014).
Naopak u kurat je charakterizovano zvySenou proliferaci osteoblastld a ma tak charakter
skute€¢né neoplasie (Schmidt and Smith, 1982). O vysvétleni mechanizmu vzniku ptaci
osteopetrézy se v podstaté neuspésSné pokousela uz fada skupin (pro pfehled viz
Foster et al., 1994). Jedna z pfijatelnych hypotéz vychazi z faktu, Ze osteopetrézu
efektivné vyvolavaji jen podskupiny B a E, které obé& pouzivaji receptor patfici do rodiny
TRAIL receptort. O téchto receptorech je znamo, Ze jejich aktivace za jistych okolnosti
nespousti bunécnou smrt, ale aktivaci NF-kB naopak podporuje buné&cnou proliferaci
(Secchiero et al., 2003, 2004). Nelze tak vyloucit, Ze zatimco ve vétsiné bunék interakce
glykoproteinu s receptorem pfispiva k cytopatickému efektu (Budd, 2002), v
osteoblastech ma naopak stimulujici efekt. V pfipadé kmene MAV-B(O) prubéh
onemocnéni ale ukazuje na akutné transformujici mechanizmus infekce.

ProtoZze neSlo o hlavni cil této prace, omezili jsme se pfi analyze osteopetrézy na
ovéreni, Ze nas model ma stejné charakteristické rysy jako dosud popsané modely ptaci
osteopetrdzy: polyklonalni charakter nadoru a velmi vysoky obsah neintegrovanych
provird. Klonalita osteopetrotickych vzork( byla sledovana pomoci iPCR navrzeného
tak, aby se specificky amplifikovaly spojeni provirus-hostitelsky genom. Nebyly
detekovany zadné klonalné umisténé proviry, pouze fragment totozny ve vSech
vzorcich osteopetrézy a predstavujici spojeni 5LTR s 3'LTR v neintegrovanych
cirkularnich provirech, coz ukazovalo na vysoky pocet neintegrovanych provirl
(cirkularni formy predstavuji jen ca 10% vSech neintegrovanych provirti, Munir et al.,
2013). Osteopetréoza vyvolana virem EHR tak ma stejné rysy jako osteopetréza

vyvolana jinymi ptaCimi retroviry
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Shrnuti

Nase vysledky naznacuji, Zze bodova mutace L154S si zachovava svoji funkci i
v novém kontextu glykoproteinu MAV-B a vykazuje podobné vlastnosti. Mozny
mechanizmus obchazeni retrovirové receptorové interference a rozSifeného
hostitelského rozsahu se da vysvétlit pfedCasnou aktivaci obalového glykoproteinu,
ktera je jinak pfisné regulovana, snizenim potfebné aktivani energie potfebné k tomuto
konformacnimu pfechodu. V pfipadé divokého kmene musi dojit k navazani povrchové
SU jednotky s pfislusnym receptorem, aby doSlo prestavbé transmembranové TM
podjednotky vedouci az k obnazZeni fuzniho peptidu. V tomto stadiu je virus citlivy na
pH, protoze TM obsahuje dvé k sobé navzajem komplementarni oblasti, které se k sobé
po protonaci pfiblizi a tim pfiblizi i fuzni peptid zanofeny do hostitelské membrany a TM
podjednotku zakotvenou ve virové membrané, ¢imz dojde k fuzi membran. V pfipadé
pfedCasné aktivovaného glkoproteinu vSak nejspi§ dochazi s nizkou frekvenci
k samovolnému obnazeni fuzniho peptidu bez pfitomnosti pfisluSného receptoru. Nas
model tak prfedpoklada vznik subpopulace s pfedCasné aktivovanym glykoproteinem,
ktera vede k superinfekci a tim k patologii tim spojené. Tato subpopulace je citliva na
nizké pH, stejné jako na zvySenou teplotu, ktera navic vede k rychlé neutralizaci viru.

Patogeneze viru MAV-EHR se projevuje nizkou hmotnosti, malym vzristem a
nezdravym vzhledem kurat. Histologickym vySetfenim jsme odhalili destrukci imunitniho
systému v podobé atrofie thymu a fabricovy burzy. Se zvySenou incidenci se vsSak
objevuje i onemocnéni kosti, osteopetréza. To je u ptacich druht charakteristicka
hyperproliferaci osteoblastl, bunék tvoficich hmotu kosti. Literatura popisuje jeho vznik
vlivem retroviru jako reakce na velké mnozstvi reverzné transkribovanych genomdu,
které se v bunkach akumuluji nejspi§ z nejriznéjSich davodl, at uz diky snizené
receptorové interference nebo masivni davce virad v prvnim kole infekce. Obecné se
vSak jedna o polyklonné indukovanoou neoplazii. Toto tvrzeni jsme potvrdili, jak pro
virus MAV-B(0), tak pro virus MAV-EHR.
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Zaver

Mechanika pfipadné destabilizace glykoproteinu jesté neni plné objasnéna. Bylo ale
objeveno mnozstvi mutaci zaménujici hydrofobni aminokyseliny za jiné. PtaCi sarkoma
leuk6zoveé viry obsahuji hr1, ktera je mezi jednotlivymi podskupinami vysoce variabilni,
ale i prfesto obsahuje nékolik konzervovanych mist. Jedno z téchto mist je napfiklad
mutace leucinu za serin v mutantnim kmenu EHR. Pravé tato jedina bodova mutace
nejspi§ vede k destabilizaci glykoproteinu a rozSifeni hostitelské specifity. Otazkou,
kterou bychom radi v budoucnu prozkoumali je dopad cilené mutageneze na dalSi
podskupiny ptacich retrovird a dalSi konzervované oblasti glykoproteinu. Dale bychom
se chtéli zabyvat otazkou plvodu zvySené patogenicity kmene EHR a MAV-B(O), hledat
nové interakéni partnery mutovaného glykoproteinu a ,limity“ rozSifeného hostitelského

rozsahu.
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