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Abstract

The shortage of human tissues and organs for allotransplantation can be overcome
by xenotransplantation. As a source of organs, the miniature pig is convenient. However,
the presence of pathogens transmissible to the recipients, especially porcine endogenous
retrovirus (PERV), represents a threat for successfull xenotransplantation. Infectious
PERVs contain three classes of envelope glycoprotein. Two classes, PERV-A
and PERV-B are polytropic, they can infect human, pig and mink cells in vitro. PERV-C is
evolutionary young, ecotropic isolate that can infect pig only.

We previously detected a new full-lenght, but replication-defective PERV-A isolate
dubbed (MAMBA) with high transcriptional activity in Large-White pig from a Czech bre-
ed.

To support our results with PERV-MAMBA epigenetic regulation in pig tissues,
in vitro DNA methylation essay was accomplished. Methylated or non-methylated reporter
plasmids containing provirus 5' LTR were transfected into 293T cells and luciferase activi-
ty was measured. In both cases, methylated LTR decreased significantly expression of luci-
ferase. Thus, PERV LTR-driven transcription is sensitive to DNA methylation. We also
used PERV-A MAMBA provirus to study recombination between two pig endogenous re-
troviruses. We prepared 293T and BeWo cell clones harboring PERV-A MAMBA and
PERV-C 1312 proviruses and used these cells for infection assay. Our data suggest that
these viruses are capable of some recombinatory event (pseudotyping, complementation or
recombination), because PERV-A env mRNA sequences were detected in naive 293T

cells.

Key words: porcine endogenous retrovirus, provirus silencing, retrovirus recombina-

tion, miniature pig, xenotransplantation, antiviral restriction factors



Abstrakt

Nedostatek lidskych tkani a organii pro transplantace mize byt vyfeSen xenotrans-
plantaci. Jako zdroj organti je mimoiadné vhodné miniaturni prase. Pfitomnost pathogend,
které mohou infikovat ptijemce, zvlaste prasec¢ich endogennich retroviri (PERV), pfedsta-
vuje ovSem riziko UspéSné xenotransplantace. Infekéni PERV se rozpada na tfi skupiny
podle svych obalovych glykoproteinii. PERV-A a PERV-B jsou polytropni viry, které infi-
kuji lidské, praseci a norc¢i bunky in vitro. PERV-C je evolu¢né mladsi ekotropni izolat.

V minulosti jsme popsali novy, replika¢né defektni provirus PERV-A MAMBA, kte-
1y se vysoce exprimoval v tkdnich velkého bilého prasete z ¢eského chovu.

Vramci projektu jsem se zabyval epigenetickou regulaci transkripce
PERV-A MAMBA v prasecich tkanich a organech. Abych podpofil ziskané vysledky, pro-
vedl jsem in vitro DNA methylaéni esej se dvéma PERV LTR. Methylované
a nemethylované reportérové plazmidy, obsahujici 5' LTR provirovou oblast, byly transfe-
kovany do bunék a zaroven byla stanovena aktivita luciferazy sdruzené s LTR. V obou
ptipadech methylace LTR snizila vyznamné expresi reportérového genu. Transkripce
z PERYV proviru je tedy citliva k methylaci. Také jsem pouzil PERV-A MAMBA ke studiu
rekombinace PERV. Pfipravil jsem 293T a BeWo buiiky, které produkovaly virovou RNA.
Tyto bunky jsem pouzil k infekéni eseji. Ziskana data naznacuji, ze PERV jsou nachylné
k nékteré z udalosti (rekombinace, pseudotypizace, komplementace), jelikoz PERV-A env

mRNA sekvence byla detekovéana v infikovanych bunkach.

Kli¢ova slova: praseci endogenni retrovirus, uml¢eni proviru, rekombinace retroviru,

miniaturni prase, xenotransplantace, hostitelské restrik¢ni faktory
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AID
APOBEC
ASV
Aza-C
BaPAR
CpG
CTCF
DNMT

Env (env)

Gag (gag)

GALV
GATA
GFP
HDAC
HTRC
HuPAR
HIV
LTR
m°C
MLTF
MBD
MLV
MMLV
MPK
MuPAR
NCoR
Ncp7
NF-Y
NIH
PBMC
PERV
PHA

aktivaci-indukovana cytidin deaminaza
apolipoprotein B mRNA-editujici katalyticky polypeptid
virus ptaciho sarkomu

azacytidin

pavianni receptor PERV-A

dinukleotidova sekvence cytosin guanin

CCCTC vazebny faktor

DNA methyltransferaza

prekurzor obalového proteinu (gen pro Env)
prekurzor matrixového, kapsidového a nukleokapsidového
proteinu (gen pro Gag)

virus leukémie gibona

transkrip¢ni faktor rozeznavajici sekvenci GATA
zeleny fluorescencni protein

histon-deacetyldza

lidské replikacné kompetentni PERV

lidsky receptor PERV-A

virus lidské imunodeficience

dlouhé koncové opakovani

methylovany cytosin

transkripcni faktor pozdniho promotoru adenoviru
methyl-vazebna doména

virus my$i leukémie

Moloneyho virus mysi leukémie

bunky ledvin miniaturniho prasete

mysi receptor PERV-A

receptor jaderné¢ho korepresoru

nukleokapsidovy protein p7

jaderny faktor Y

narodni institut zdravi

jednojaderné buiiky z periferni krve

praseci endogenni retrovirus

fytohemaglutinin



PMA forbol-myristat-acetat

Pol (pol) preprotein retrovirovych enzymu (gen pro Pol)
PoPAR praseci receptor PERV-A

PRR prolin bohaté oblast

R opakovani

RatPAR potkani receptor PERV-A

RBD receptor vazebna doména

RT reverzni transkriptdza

SAMHDI1 protein obsahujici domény sterilniho alfa motivu a HD
SNV virus nekrozy slinivky

SRA doména asociovana se SET a RING prstem
SU povrchovy glykoprotein

™ transmembranovy glykoprotein

TRIMS5a protein Sa obsahujici tripartitni motiv
TRIM28 protein 28 obsahujici tripartitni motiv

TRP1 fosforibozyl-antranilat izomeraza 1

TSA trichostatin A

Ty transponovatelné elementy kvasinek

U3, U5 unikatni oblast na 3' konci, unikatni oblast na 5' konci
UHRFI1 E3 ubikvitin ligdza

Vif virovy infekéni faktor

Vpu virovy protein U

VRA variabilni oblast A

VRBV variabilni oblast B

ZAP antivirovy protein zinkového prstu

ZBTB zinkovy prst a doména BTB
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Xenotransplantace, nebo téZ heterotransplantace, jsou diskutovanym feSenim chro-
nického nedostatku lidskych organti pro alotransplantace. Termin xenotransplantace zavedl
v roce 1961 britsky patolog Petr Gorer. Xenotransplantace zahrnuji jakykoliv 1ékafsky pfi-
stup transplantace, implantace nebo infize zivych zvifecich bunék, tkéni a organti recipien-
tovi. Xenotransplantace jsou také ex vivo kontaktem lidskych télnich tekutin, bunék a or-
ganu se zvifecimi buiikami tkdnémi a organy.

Z imunologického hlediska by byl pro ¢lovéka nejvhodnéjsim darcem orgdnid pavian
¢akma (Papio ursinus). Nicméné z etickych a ekonomickych divodii se fadi mezi vyfazené
kandidaty. Uvazovanym druhem pro xenotransplantace se tak stalo miniaturni prase (Sus
scrofa). Zatimco riziko hyperakutni rejekce je prekonavano Slechténim transgennich pra-
sat, které jsou postupy genového inzenyrstvi deficientni v expresi a-galaktozyl transferazy,
riziko prenosu pathogent, ktefi nemohou byt eliminovani chovem prasat za bezpatogen-
nich podminek, je otevienou otdzkou.

Vyznamné postaveni maji prase¢i endogenni retroviry (PERV). Produkce retroviro-
vych partikuli prase¢imi bunéénymi liniemi byla pozorovédna v 70. letech minulého stoleti,
nicménég infekenost partikuli pro cloveka in vitro byla prokazéana teprve nedavno. Infekéni
PERV tvoii sekvence podobné gammaretrovirim. Zatimco jiné gammaretroviry (GaLV,
KoRYV) vyvoléavaji u svych hostitelii leukémie, PERV nebyl doposud asociovan s zadnou
chorobou prasat. Pokud by dos$lo k mezidruhovému prenosu PERV na ¢lovéka, existuje ri-
ziko vzniku nové nemoci, kterd by se mezi lidmi piendSela. Riziko pfenosu PERV
z prasecich xenos$tépu je navic zvySeno imunosupresivni 1écbou piijemce.

Charakteristickou vlastnosti PERV je inzercni polymorfismus mezi chovy zvitat, ale
1 mezi jednotlivymi zvitaty v daném chovu. Z tohoto ditvodu je obtizné eliminovat PERV
z genomu prasete. Také neexistuji vhodné modely pro studium infekce PERV. PERV
se jen omezené replikuje na primatich bunkach. Infekce malych hlodavet je branéna
na urovni vstupu viru do buiiky, bud’ pfitomnosti nevhodného receptoru, nebo jeho nizkou
expresi.

Miniaturni prasata produkuji rekombinanty PERV-A/C, které se oproti ostatnim
PERYV replikuji v lidskych buiikach efektivnéji. Rekombinanty se skladaji z PERV-A ¢asti
kodujici ¢ast obalového proteinu veetné receptor vazebné domény, zatimco zbytek sekven-
ce pochazi z PERV-C. Neni jasné, zda rekombinanty vznikaji kokultivaci prase€ich a lid-

skych buné€k, nebo zda jsou trvale integrovany v genomu prasete. Nicméné miniaturni pra-
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sata muzeme rozd¢lit podle hlediska, zda PERV pienasi na lidské bunky (transmitefi), ne-
bo jen na praseci buniky (netransmiteii), nebo PERV neptenasi viibec (null fenotyp).

V nasi laboratofi se dlouhodobé zabyvame epigenetickym umlcéovanim ptacich
a savc€ich retrovirt. ZkuSenosti mame i s lidskymi endogennimi retroviry, konkrétné¢ ER-
VWI, ktery koduje protein syncytin-1. Nase laboratof se stala soucasti projektu Xenome,
financovaného Evropskou Unii. V rdmci projektu jsme se zabyvali epigenetickou regulaci
PERV v tkanich prasete pochazejici z ¢eského chovu. Epigeneticka regulace nebyla dopo-
sud studovdna a mohla by pfinést dilezité informace o chovani PERV v genomu prasat.
Spolupracovnici z laboratofe zjistili, ze zatimco v praseceich tkanich jsou PERV hyperme-
thylovany, v praseCich bunéénych liniich existuje malé mnozstvi hypomethylovanych
PERV. Mym spolupracovnikiim se také podafilo izolovat nezkraceny PERV, ktery vyka-
zoval vysokou transkripéni aktivitu (PERV-A MAMBA). Detailni analyza ukézala, ze
PERV-A MAMBA je replikacné defektnim provirem, nebot’ obsahuje kratkou deleci
v oblasti genomu kédujici RNazu-H.

V ramci projektu jsem se zabyval vlivem in vitro methylace promotorit PERV-A
MAMBA a PERV-A/B 60 na transkripci proviru. Zjistil jsem, ze transkripce PERV je vy-
razn¢ citlivd k methylaci promotoru. Ziskana data podporuji nazor, Ze methylace promoto-
ru se vyznamng podili na uml¢eni transkripce PERV.

Spole¢né se spolupracovniky z laboratofe a za pomoci Yasuhira Takeuchi (UCLA,
London) jsem vytvoril systém, ve kterém se dala studovat rekombinace mezi PERV. Re-
plikacné¢ defektni PERV-A MAMBA a replikaéné¢ kompetentni, ale ekotropni PERV-C
1312 byly spolecné produkovany v lidskych bunkach. Lidské buiiky byly timto zplisobem
infikovany, ale pfi¢ina infekce nebyla vySettena. Replikacné defektni PERV-A muze slou-

zit k produkci vird, které jsou schopné infikovat lidské buiiky in vitro.
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2 Cile prace
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Prvnim cilem prace je prokdzat a kvantifikovat vliv methylace virového promotoru

PERYV na expresi z provirové DNA in vitro. Cile je dosaZeno:

klonovanim oblasti 5' LTR PERV-A MAMBA a PERV-A/B 60 pted reportérovy gen
luciferazy

in vitro methylaci konstruktu pomoci prokaryotické methyltransferazy Sss/

kotransfekei methylovaného (nemethylovaného) konstruktu s vektorem pCMV-p-gal
do 293T a stanovenim relativni aktivity luciferazy, kterd neni ovlivnéna u¢innosti
transfekce

relativni aktivita luciferdzy je poté porovnana s methylaci vektora.

Druhym cilem této prace je prokazat rekombinaci, pseudotypovani nebo komplemen-
taci mezi replikacné kompetentnim, ekotropnim virem PERV-C 1312 a replikané defekt-
nim polytropnim PERV-A MAMBA. Ptipadné mezi jednim z PERV viri a lidskymi endo-

gennimi retroviry (HERV). Pro testovani rekombinace byly stanoveny nasledujici cile:

sestrojit konstrukty PERV provirt, které nesou rizné geny pro rezistenci

stabilni transfekci bunék 293T a BeWo pfipravenymi vektory a ovéfenim exprese
provirii

infekci bun¢k 293T a prenosem filtrovanych supernatantii z PERV produkujicich bu-
néénych linii

detekci infekce metodami PCR a RT-PCR s pary primert, které jsou situované

do riznych ¢asti virového genomu.
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3.1 Methylace DNA

U rostlin a obratlovct se setkdvame s fenoménem DNA methylace. Uhlik na pozici 5
v pyrimidinovém kruhu cytosinu mize byt methylovan, ¢imz vznika 5-methylcytosin
(m°C) (piehledné GOLL a BESTOR, 2005). Zatimco u savci je methylovan cytosin v sy-
metrické sekvenci, u rostlin je methylovan cytosin i v sekvencich nesymetrickych (napf.
CpNpQG).

Mezi vyznamné organismy, u kterych nebyla detekovdna methylace cytosinu ani pii-
tomnost methyltransferaz patii Caenorhabditis elegans a Saccharomyces cerevisiae. Dro-
sophila melanogaster koduje gen podobny DNA methyltransferdze, nicméné genom mou-
chy se vyznaCuje nizkym obsahem methylcytosinu (1 cytozin z 1000-2000 cytosini je
oznacen methylovou skupinou) navic neni methylovan v dinukleotidu CpG, ale CpT
(HUNG et al., 1999).

Enzymy, které jsou zodpovédné za navazani methylové skupiny na cytozin se ozna-
¢uji jako DNA methyltransferazy (DNA methyltransferase, DNMT). V soucasnosti klasifi-
kujeme zndmé DNA methyltransferazy do dvou skupin podle toho, jaky templat preferenc-
né¢ modifikuji. Prvni skupina zahrnuje tzv. de novo DNA methyltransferazy (Dnmt3a
a Dnmt3b), které zavadi methylovou znacku do mista, které ptivodné nebylo methylovano.
Do druh¢ skupiny spadd udrzovaci DNA methyltransferaza (Dnmtl), ktera je nezbytna
k zavedeni methylové znacky do nové syntetizované¢ho fetézce béhem replikace DNA
na zaklad¢ pritomnosti methylové skupiny v rodi¢ovském vlakné. Protein Dnmt2 vykazuje
slabou DNA methyltransferazovou aktivitu in vitro a delece DNMT2 genu u mysi neovliv-

nuje vyrazné globalni methylacni vzorec. Role Dnmt2 v buiice se zda byt zanedbatelna.

3.1.1 CpG ostrovy

Sav¢i genom se vyznacuje pritomnosti tzv. CpG ostrovil — oblasti DNA, které jsou
bohaté na vyskyt CpG dinukleotidi. CpG ostrov je definovan tfemi parametry — délkou,
pomérem zastoupeni G-C pari a frekvenci vyskytu CpG dinukleotidi. V zavislosti na pou-
zitém parametru ziskdvame rizny pocet CpG ostrovil v lidském genomu. Podle striktniho

méfitka se v lidském genomu nachazi na 29000 samostatnych CpG ostrovii (LANDER
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et al., 2001). CpG ostrov je dlouhy 200 az 3000 nukleotidl, vyznacuje se vysokym pome-
rem guaninu a cytosinu (vice nez 55% zastoupeni) a vysokou frekvenci CpG dinukleotidi
(pomér mezi pozorovanym a o¢ekavanym zastoupenim CpG dinukleotidd je vétsi nez 0,6).

CpG ostrovy jsou asociovany s promotorovymi oblastmi 76% lidskych gent (DA-
VULURI et al., 2001). Vétsina CpG ostrovi je ve vSech stadiich vyvoje a ve vSech tkanich
hypomethylovana. CpG ostrovy jsou také asociovany s geny, které jsou tkanovée specificky
exprimovany. Nicméng, mald frakce CpG ostrovlli byva b&hem vyvoje hypermethylovéna,
a paklize je methylovéana, asociovany promotor byva umlcen. Ptiklady kdy se uplatiiuje

hypermethylace CpG ostrovil jsou genomovy imprinting a inaktivace chromozomu X.

3.1.2 Vznik a udrZeni methylace DNA

Idea vzniku methyla¢niho vzorce v ¢asném embryondlnim vyvoji a ptenos methylac-
niho vzorce mechanismem udrzeni jsou vyte¢nym modelem, ale plné nevysvétluji perzis-
tenci methyla¢niho vzorce béhem bunécné proliferace (ptehledné BIRD, 2002)

Proces udrzeni methylace (maintenance methylation) popisuje pirenos methylacniho
vzorce mezi dvéma bunéénymi generacemi. Kopirovani methyla¢niho vzorce je analogické
k semikonzervativnimu mechanizmu replikace bunééné¢ DNA. Vyznamnou roli v tomto
modelu hraje Dnmtl, kterd methyluje CpG dinukleotid v novém fetézci na zéklad¢ ptitom-
nosti methylové znacky u fetézce templatového. Experimenty s arteficiélné methylovanymi
DNA prokazaly malou ptesnost v kopirovani methyla¢niho vzorce. Ackoliv piesny methy-
laéni vzorec nemuize byt udrzen na urovni jednoho CpG dinukleotidu, celkova methylace
DNA usekt se neméni (PFEIFER et al., 1990). Ukazalo se, ze CpG ostrovy udrzuji celko-
vy stav methylace (nebo nemethylace) velmi stabilné. Tento stav je udrzovan
1 v neptitomnosti Dnmtl (RHEE et al., 2000). Patrn¢ dalsi, dosud neznamy, mechanismus

nezéavisly na Dnmtl se podili na této stabilite.

V casnych embryonalnich bunikach jsou vysoce exprimovany de novo methyltransfe-
razy Dnmt3a a Dnmt3b (OKANO et al., 1999). V této fazi vyvoje je také pozorovana pro-
gramovana de novo methylace. Jaké je determinanta mista, které bude de novo methylova-
no? Jednou z moznosti je, Ze methylace postihuje vSechna mista genomu. Nicméné, nékte-

ré oblasti DNA nejsou jisté srovnatelné ptistupné pro DNA methyltransferazy. Bylo zjisté-
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no, ze mysi a lidé s mutaci v genu DNMT3B jsou deficientni v methylaci pericentromeric-
kém regionu DNA bohatém na repetitivni sekvence a CpG ostrovil na inaktivovaném
chromozomu X (HANSEN et al., 2000), Dnmt3b se podili na methylaci transkripéné neak-
tivniho chromatinu.

Alternativni model de novo methylace je zalozen na pfitomnosti mist, které prefe-
rencné pritahuji DNA methyltransferazy (TURKER, 1999). Z téchto center miZe byt me-
thylace rozsifena do okoli aZ po bariéry. Methyla¢ni centra mohou byt repeticemi, které
utvaii sekundarni struktury. Napf. u houby Neurospora crassa je methylaénim centrem

sekvence bohata na dinukleotid ApT (MIAO et al., 2000).

3.1.3 Mechanismy umléovani zavislé na methylaci DNA

Dva protichiidné zptisoby umlcovani transkripce se uplatituji v biologickych systé-
mech.

Prvni mechanismus je zalozeny na pfimém stérickém branéni methylovou skupinou
ve vazbé DNA vazebnych proteinll na pfislusny element. WATT a MOLLOY (1988) pro-
kazali, Ze methylace urc¢itého CpG dinukleotidu v pozdnim adenovirovém promotoru za-
bréanila navéazani transkripcniho faktoru (major late transcription factor, MLTF), ptitom-
ného v bunkdch HeLa. Stérické branéni methylové skupiny se uplatiuje také ve vazbé
CCCTC vazebného faktoru (CCCTC binding factor, CTCF) do promotoru genu Igf2
(BELL a FELSENFELD, 2002).

Methylova skupina spiSe hraje roli znacky, ktera je rozpoznavana methyl-vazebnou
doménou (methyl binding domain, MBD) ptitomnou u tfi rodin proteinid. Methyl-vazebné
proteiny rekrutuji transkripéni korepresory, které umlcuji expresi z methylované DNA
a modifikuji okolni chromatin.

Methyl-vazebnou doménu obsahuji MBD proteiny (MeCP2, MBD1-MBD4), rodina
Kaiso a Kaiso-podobnych proteinii a proteiny obsahujici doménu asociovanou se SET
a RING prstem (SET and RING finger associated domain, SRA) (ptehledné¢ DEFOSSEZ
a STANCHEVA, 2011).

Protein vazici se na methylované CpG dinukleotidy (methylated-CpG binding pro-

tein 2, MeCP2) poslouzil pti dele¢ni analyze k nalezeni oblasti MBD nezbytné pro vazbu
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na methylovanou DNA a také k nalezeni domény reprimujici transkripci (transcriptional
repression domain, TRD). Pouze MBD je spole¢na rodiné MBD proteinti. Clen MBD3
obsahuje v MBD doméné aminokyselinovou substituci, kterda znemoznuje vazbu MBD3
na methylovanou DNA.

Pomoci dvouhybridniho kvasinkového systému byl objeven jaderny protein Kaiso
coby interakéni partner p120-kateninu (DANIEL ef al., 1999). Kaiso patii do rodiny tran-
skripénich faktord se zinkovym prstem a doménou BTB (Broad-complex, Tramtrack, Bric-
a-brac/Poxvirus and zinc fingers, ZBTB). Na N-konci se nachazi BTB/POZ doména, ktera
zodpovida za protein-proteinovou interakci (vaze napiiklad korepresor NCoR) a na
C-konci se opakuje tiikrat motiv C,;H, zinkového prstu. Pravé motiv zinkového prstu zpro-
sttedkovava vazbu na methylovanou DNA, ale také na sekvenci TCCTGCNA (DANIEL
et al.,2002).

Zastupcem tieti rodiny proteinii vazici methylované sekvence je protein podobny
ubikvitinu a obsahujici PHD a RING domény (ubiquitin-like, containing PHD and RING
finger domains, protein 1, UHRF1). Uhrfl protein obsahuje SRA doménu prostfednictvim
které se vaze na methylovanou DNA. UHRF1 je esencialni pro vyvoj mysiho embrya (po-

drobné DEFOSSEZ a STANCHEVA, 2011).

3.1.4 Represe transkripce retroviru

Represe transkripce tfizené z provirové DNA je aktivni obranou bunky vici retrovi-
rové infekci. Methylace v oblasti dlouhych koncovych opakovani (long terminal repeats,
LTR), které obsahuji retrovirovy promotor a enhancerové oblasti, je spojena
s modifikacemi okolniho chromatinu.

Souvislost mezi methylaci provirové DNA a infek¢nosti viru je zminovéna ve studii,
kterou podali HARBERS a spolupracovnici (1981). Mysi podkmen oznacovany Mov-3 ne-
sl v germinélnich buiikdch Moloneyho virus mysi leukémie (Moloney murine leukemia vi-
rus, MMLYV), k jehoz propagaci dochazelo v embryondalni fazi vyvoje. Narozené mysi pak
trpéli na leukémii. Provirovda DNA izolovana z hepatocyti Mov-3 mysi byla rezistentni
vuci aktivité restriktazy Hhal restriktazy a nebyla infekéni pro mysi buitky NIH 3T3. Nic-

mén¢, pokud byl provirus zaklonovan do plazmidu a namnozZen v E. coli, izolovany klon
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nebyl rezistentni vici restriktaze Hhal a vykazoval vysokou miru infek¢nosti v transfekéni
eseji na buiikach NIH 3T3.

Oblast LTR obsahuje u MMLYV represor vazajici sekvenci (repressor binding se-
quence, RBS), kterd nezavisle na methylaci promotoru navozuje represi transkripce.
V dalsi fazi je tato represe zesilend methylaci promotoru (KEMPLER, 1993). Zatimco u
embryonalnich bunék je k reaktivaci transkripce potfebny inhibitor methylace 5-azacytidin
(Aza-C), pozdéji je nutny v kombinaci s trichostatinem A (TSA), coZ vypovida o propoje-
nosti methylace cytozinu s deacetylaci histonti (LORINCZ et al., 2000). Dlouhodobé uml-
¢eni MMLV nelze narusit kombinaci Aza-C s TSA, patrné se na tomto procesu ucastni
dal$i neznamy mechanismus.

V HeLa bunkach, které jsou infikovany pseudotypovanymi vektory ptaciho sarko-
mového viru (avian sarcoma virus, ASV), nesoucimi informaci pro zeleny fluorescenéni
protein (green fluorescent protein, GFP), dochazi k vyraznému umlceni exprese provird
(KATZ et al., 2007). UmlcCeni je vyvolano methylaci CpG dinukleotidd v promotorovych
oblastech a naslednou modifikaci histont, nebot’ exprese GFP mohla byt aktivovana piso-
benim inhibitori Aza-C nebo TSA. SniZenim mnozstvi HDACI a Daxx proteinl
v buitkdch HeLa pomoci siRNA technologie POLESHKO a spolupracovnici (2009) reakti-
vovali umlceny provirus ASV. Daxx protein se tedy podili na udrzeni uml¢ovani proviru.
Navic, role Daxx proteinu miZe byt SirSi, nebot SHALGINSKIKH a spolupracovnici
(2013) naméfili zvySenou expresi GFP, paklize upravenym ASV infikovali buniky se sni-
zenou expresi Daxx proteinu. Jelikoz je Daxx jadernym proteinem, preintegracni komplex
rozpoznava prostiednictvim vazby na virovou integrazu a zaroven rekrutuje Dnmt
a HDAC do mist pfipadné integrace proviru. Pfi udrZovani umlcovani proviru interagu-

je s provirovou DNA neznamym zplisobem.
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3.2 Rekombinace retroviru

Homologni rekombinace retrovirti je velmi astym jevem provazejicim reverzni tran-
skripci. Dusledek rekombinace je pro virovou evoluci drasticky, nebot’ se zvySuje diverzita
virové populace, ¢imz se zvysuje pravdépodobnost preziti viru v ménicim se prostiedi. Re-
kombinaci jsou napiiklad generovany reasortanty, které unikaji hostitelskému obrannému
systému nebo antiretrovirové terapii v pripadé viru lidské imunodeficience (human immu-
nodeficiency virus 1, HIV-1).

Za podminek, kdy se v nukleokapsid€ nachazi dvé stejné kopie RNA, je fenomén re-
kombinace skryty. Pokud jsou do virové partikule kopakézovany dva odlisné fetézce RNA,
vysledna provirova DNA je mozaikou obou fetézci.

Frekvence rekombinace je piekvapivé vysokd. Pokud byly do genomu viru nekrézy
slinivky (spleen necrosis virus, SNV) vlozeny dva rozdilné markery oddélené 1000 nuk-
leotidti dlouhou sekvenci, pfi jednokolové replikaci viru bylo zjisténo, ze pomér rekombi-
nant ¢ini 4,7% ptipadd (ANDERSON et al., 1998). Rekombinace ale nevykazuji linearni
charakter s délkou sekvence, nebot’ markery vzdalené 1900 nukleotidli od sebe mély pomér
rekombinant 7,4% a markery vzdalené od sebe 7100 nukleotidi mély pomér rekombinant
8,4%. Tento pomér je rizny mezi retroviry. U HIV-1 ¢ini rekombina¢ni pomér 42,8% mezi
dvéma markery vzdalenymi 1000 nukleotidii (RHODES et al., 2003).

Dva modely rekombinace retrovirovych genomil se uplatiiuji. Prvni model ,,volby
kopie* (copy choice model) se uplatiiuje béhem syntézy —DNA vldkna a bude zde rozebran
podrobnéji. Druhy model ,,strand-displacement assimilation model* se uplatiiuje pfi synté-

ze + DNA fetézce, nicméné piiklada se mu mensi podil na celkové rekombinaci.

3.2.1 Vynucena volba kopie (forced copy choice)

Mechanismus rekombinace ,,vynucneou volbou kopie* navrhl J. M. COFFIN (1979).
Vychazel z nékolika predpokladii: (i) genomova RNA je uvnitt nukleokapsidy Casto frag-
mentovana, (i1) ASV je méné citlivy viici UV zéfeni ve srovnani s jinymi RNA viry, (iii)

béhem jednoho infekéniho cyklu dochdzi k jedné nebo vice rekombinacim, (vi) pozorova-
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nd rekombinace vyzaduje heterozygotni virovou partikuli, (v) reverzni transkriptdza je
schopna ,,pfeskoku‘ mezi templaty a (vi) rychlost syntézy —DNA fetézce je pomala.
Paklize reverzni transkriptdza (reverse transcriptase, RT) dospéje ke zlomu v fetézci
genomové RNA, chovd se jako kdyby dosédhla konce RNA vldkna. Reverzné-
transkriptazova aktivita enzymu se zastavi, zatimco aktivita RNazy-H degraduje RNA
templat v RNA-DNA dvoutetézci. Dochdzi k obnazeni DNA vldkna, které hybridizuje
k druhému RNA fetézci, pfitomnym v nukleokapsidé. Pokud je i toto vldkno ve sméru re-

verzni transkripce pferuseno, dojde k dal§imu pteskoku tymz zptisobem (obr. 2).
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Obr. 2: Model volby vynucené kopie. 1) RT piepisuje templatovou RNA nez narazi
na preruSeni. 2) Aktivita RNazy-H §tépi RNA v RNA-DNA duplexu, ¢imz se uvoliluje
DNA konec pro hybridizaci ke druhému vlaknu, které je v daném misté neposkozené.
3) Syntéza —DNA ftetézce pokracuje podle druhého vlakna dokud neni vldkno pferuseno.
4) Dalsi pteskok vyvolany pferusenim. 5) Vyslednd -DNA je mozaikou dvou RNA vlaken.
Upraveno a prevzato podle COFFIN (1979).

3.2.2 Presun vlakna Fizeny pierusSenim (pause-driven strand transfer)

Tento model rekombinace byl navrzen XU a BOEKE (1987) na zaklad¢ experimentti
s Ty elementy (transposons of yeast, Ty) Saccharomyces cerevisiae. Ty elementy jsou

blizce podobné retroviriim v uspofadéni genomu a také v replikacnim cyklu (reverzni tran-
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skripce probiha ve virim podobnych partikulich). Az 90% konstrukti vykazovalo po re-
verzni transkripci a inzerci do genomu S. cerevisiae deleci jedné z tandemové uspotrada-
nych sekvenci markeru neo (gen pro neomycinovou rezistenci). K deleci doslo i pokud by-
ly neo markery oddé€leny cizorodou sekvenci TRPI genu (kodujici fosforibozyl-antranilat
izomerazu 1). Obdobné se chovala sekvence TRPI genu mezi dvéma sekvencemi neo. Au-
tofi navrhli model zaloZeny na pozastaveni reverzni transkriptdzy a hledani komplementar-
ni sekvence ke kratkému useku nascentniho DNA vldkna na témze nebo sousednim fetézci
RNA. V ptipad¢ tandemové uspofadanych sekvenci uvolnéna ¢ast nascentni DNA s vyso-
kou Cetnosti hybridizuje s distalni sekvenci téhoz vlakna, tj. provede pteskok na templato-
vém RNA fetézci ve sméru pohybu polymerazy (5'—3").

Preskoku opacnym smérem je zabranéno bud’ stéricky nebo je dan narokem volného

RNA konce pro reverzni transkriptazu (obr. 3).

RT
— DNA polymerizace
e * RNA
( 3 uvolnéni DNA
—— S il fetézce

hybridizace nascentni
—OlTb DMNA k templatu
i
pokracovani
—@:u- —bq—-—p polymerizace

Obr. 3: Model prerusenim rizeného presunu vlakna. RT je zndzornéna koleckem.
RT v pribéhu polymerizacni aktivity ,,pauzuje” na templaté v prominentnich mistech.
RNézova aktivita §t€épi RNA v heteroduplexu DNA-RNA, obnazeny konec DNA hybridi-
zuje k homologni sekvenci genomové RNA ve sméru downstream od RT. Prevzato a upra-

veno podle XU a BOEKE (1987).

In vitro byly procesy pauzovani reverzni transkripce a s tim spojeny pieskok reverzni
transkripce zaznamenany skupinou DESTEFANO a spolupracovniki (1994) na templaté
RNA homolognim v 27 nukleotidii dlouhé sekvenci s akceptorovym fetézcem DNA. Vy-
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sledny radioaktivné znaceny produkt odpovidal svou délkou sekvenci, ktera byla amplifi-
kovana v disledku preskoku. Také byl pozorovan meziprodukt vznikly pauzovanim re-
verzni transkriptdzy na donorovém templaté. Autoii popsali, Ze sniZeni koncentrace pre-

kurzortt ANTP zvysila signal produktu generovaného rekombinaci.

3.2.3 Vyména vliakna nezavisla na preruseni (pause-independent strand transfer)

Oproti pfedchozim dvéma modeliim neni v tomto modelu signalem pro pteskok re-
verzni transkripce piekazka na donorové RNA.

NEGRONI a BUC (2000) provadéli in vitro reverzni transkripci na templatu RNA
a zjistili, ze frekvence rekombinace fadove kolisa v zavislosti na misté, kde k rekombinaci
dochazi (vypotitana frekvence rekombinace fluktuovala v rozmezi 1x107 az 3,7x107).
Mista, kde dochazelo k nej¢astéjs§im rekombinacim, hot-spoty, byly stejné pro RT z HIV-1
a MoMLYV. Obaleni templatu nukleokapsidovym proteinem z HIV-1 (nucleocapsid protein
p7, NCp7) zvysilo celkovou frekvenci rekombinace beze zmény signalu pauzovéani RT,
coz svédci o Ucasti nukleokapsidového proteinu na procesu rekombinace. Autofi navrhli
model, ve kterém akceptorova RNA s nascentni DNA vytvaii dlouhy heteroduplex. Proce-
su ,,dockingu“ napomaha nukleokapsidovy protein, ktery funguje jako RNA chaperon, de-
stabilizuje struktury na nascentni DNA a templatové RNA a podili se na odstranéni tseka
RNA odolnych viici aktivité RNazy-H. Proces dockingu zvySuje u¢innost rekombinace, je-
likoz se z intermolekuldrniho preskoku najednou stava situace intramolekuldrniho piesko-

ku (obr 4).
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Obr. 4.: Model vymény vlikna nezavislého na pieruseni. Sedé koletko znazoriuje
RT. Nejprve dochézi k hybridizaci dlouhého useku nascentni DNA k akceptorové RNA
(docking) za pomoci nukleokapsidového proteinu. Nukleokapsidovy protein se podili i
na procesu hleddni komplementarni sekvence k nartstajicimu 3' konce nascentni DNA
ainvazi a vytésnéni templatové RNA druhého fetézce RNA. Pfevzato a upraveno podle

NEGRONI a BUC (2000).
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3.3 Endogenni retroviry

Definujicim znakem retrovirQ je proces reverzni transkripce. Vysledkem této reakce
je reverzné prepsand genomova RNA v podobé dvouvldknové DNA. Jelikoz enzymu re-
verzni transkriptdze chybi proofreadingova aktivita, obsahuje piepsand DNA Casté chyby,
které¢ pokud neovliviiuji proces integrace do hostitelské jaderné DNA, jsou zaneseny
v sekvenci proviru. Defektni 1 nepoSkozené proviry se integruji do bun¢k germindlni linie
a pokud vyrazné hostitele neposkozuji, jsou na jeho potomstvo pfenaSeny na zakladé Men-
delovych zakonl. Aktivita funkcénich provirti je v prubéhu evoluéniho Casu postupné eli-
minovana ziskanymi mutacemi. Procesem endogenizace se tak vytvaii endogenni retrovi-
ry, parazitické sekvence, které jsou blizce ptibuzné sekvencim exogennich retrovird.

Zajimavou vlastnosti retrovirQi je vyrazny stupeit homologie v oblasti kodujici re-
verzni transkriptazu (polymerase, gen pol), zatimco v ostatnich oblastech virového genomu
se retroviry mezi sebou zna¢né¢ odliSuji. Na zéklad¢ porovnani sekvenci genu pol je tak
mozn¢é sestavit fylogenetické stromy pro rtizné retroviry. Pomoci degenerovanych primert
namifenych do oblasti genu pol byly obdrzeny sekvence endogennich retroviri u obratlov-
¢ich skupin s vyjimkou kruhoustych (Cyclostomata) (HERNIOU et al., 1998), napovidajic
o Sirokém rozsifeni téchto elementd.

Sekvence endogennich retrovirti v daném hostitelském organismu miizeme zpravidla
rozdelit do nékolika skupin podle homologie, ackoliv tyto sekvence jsou rozprostieny
na riznych mistech genomu. V ramci skupiny mtize diverzita jednotlivych sekvenci nabyt
vétSich rozdilli nez ve srovnani s exogennim piedchtiidcem. Pocet sekvenci se pohybuje
od jednotek az po tisice. AC to na prvni pohled nemusi byt zfejmé, endogenni retroviry vy-
kazuji jiné vlastnosti nez jejich exogenni formy. Dlouhou koevoluci se svym hostitelem se
endogenni retroviry postupné adaptovaly, takze ztraci pathogenicitu a Casto se replikuji
mén¢ ucinné nez exogenni viry (pfehledné BOEKE a STOYE, 1997). Byvaji také Casto de-
fektni. Endogenni retroviry jsou zpravidla transkripéné umléeny, na ¢emz se podili hosti-
telsky epigeneticky mechanismus.

Ve svych pfirozenych hostitelich, endogenni retroviry ziidkakdy vyvolavaji onemoc-
néni z diivodu adaptace, ackoliv zvySena exprese byva casto nachdzena u nadorovych bu-
nek. Nékdy jsou naopak endogenni retroviry pro hostitelsky organismus u¢inné. Dokladem

toho obalovy protein zkracené¢ho provirového lokusu ERVW1 HERV-W, zndmého pod
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synonymem syncytin, jehoz exprese je nezbytnd pro normalni vyvoj placenty (MI et al.,

2000).

3.3.1 Objev prasecich endogennich retroviri

Prvni zminka o elektronmikroskopickém pozorovani virovych partikuli produkova-
nych prase¢imi bunéénymi liniemi se pfipisuje BREESE Jr. (1970, citovano podle
ARMSTRONG et al., 1971). Rok pot¢, ARMSTRONG a spolupracovnici (1971) hledali
bunécnou linii, vhodnou pro studium arbovird, avsak u vSech studovanych prasecich bu-
nécénych linii odvozenych z ledvin (porcine kidney 15, PK-15; swine kidney 6, SK6) nara-
zili na pfitomnost retrovirovych partikuli C-typu. Nicmén¢, buniky primarni a sekundarni
kultury odvozené z ledvin prasete tyto partikule neprodukovaly. Zda doslo ke kontaminaci
bunécnych linii viry béhem kultivace, ¢i jsou tyto viry endogenniho ptivodu, nebylo v té
dob¢ jasné, ackoliv autortim byla zndma skute¢nost, ze mysi bunééné linie také produkuji
virové partikule a obsahuji endogenni retroviry.

Dalsi prase¢i bunéénd linie, Shimozuma-1, odvozena z maligniho lymfomu, produ-
kuje retrovirové partikule morfologie typu C. SUZUKA a spolupracovnici (1985) prokaza-
li, ze partikule jsou retrovirového ptivodu, nebot’ vykazuji enzymovou aktivitu charakteris-
tickou pro reverzni transkriptazu. Role Tsukuba-1 retroviru na malignim fenotypu nebyla

autory vySetfovana.

3.3.2 Infekéni studie PERV

Infekéni studie bunéénych linii vypovidaji o tropismu viru. Znalosti o schopnosti in-
fekci jinych druht nez ¢loveka maji svilj vyznam, protoze umoziuji nalézt vhodny orga-
nismus ke studiu xenozoondz in vivo. Mnoha studiemi byl prokdzan ptenos prasecich en-

dogennich retrovird (porcine endogenous retrovirus, PERV) na lidské bunky in vitro.
PATIENCE a spolupracovnici (1997) se snazili pfenesenim supernatantu z prasecich

bunécnych lini miniaturniho prasete (minipig kidney, MPK) a PK-15 infikovat lidské i zvi-

feci buniky. Zjistili, Ze supernatant z bunék PK-15 produktivné infikoval praseci bunky var-
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lete (swine testes-IOWA, ST-IOWA), buiikky norc¢i (Mustela vison) plice (mustela vision
lung, Mv-1-lu) a bunky lidské ledvinné linie (293, 293T). Kokultivaci lidskych bunéénych
linii fibrosarkomu (HT1080) nebo jednojadernych bunék z periferni krve (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) s ozéafenymi buitkami PK-15, byly tyto bunky také infikovany.
Supernatant z linie MPK infikoval pouze praseci linii ST-IOWA. Z infekéni studie prove-
dené PATIENCE se spolupracovniky (1997) vyplynulo, ze buné¢na linie PK-15 pravdépo-
dobné produkuje bud’ amfotropni virus nebo smés ekotropnich a xenotropnich virt, zatim-
co linie MPK produkuje pouze ekotropni virus. Také se ukdzalo, ze bunécna linie
ST-IOWA neprodukuje zadné retrovirové partikule.

LE TISSIER a spolupracovnici (1997) zjistili, ze buiikky 293 vystavené supernatantu
z bun€k PK15 jsou produktivné infikovany pouze PERV-B. Tato data by napovidala, ze
PERV-B je jedinou skupinou endogennich retroviri prasat, kterd je schopna infikovat lid-
ské buiky. Nicmén¢, TAKEUCHI a spolupracovnici (1998) ptenesli kokultivovaci bunék
PK15 nebo prasecich endotelidlnich bun¢k aorty (pig aortic endotelial cells, PAE)
s lidskymi 293 buntkami PERV-A a PERV-B.

TAKEUCHI a spolupracovnici (1998) detekovali aktivitu reverzni transkriptazy
v supernatantu z bunck MPK, PK15 a PAE, zatimco supernatant zbunék ST-IOWA
a 293T byl negativni na aktivitu reverzni transkriptazy. Dale RT-PCR metodou detekovali
v supernatantu z buné¢k PK15 a ST-IOWA jen PERV-A a PERV-B env, zatimco v piipa-
dé¢ bunck MPK a PAE detekovali kromé PERV-A a PERV-B také i PERV-C env. TAKE-
UCHI a spolupracovnici (1998) také detekovali PERV-C env béhem kokultivaci 293 bunék
s PAE bunkami, autofi se ptiklan€li k nazoru, ze detekce PERV-C env byla zpiisobena fe-
notypovym miSenim PERV-C s ostatnimi PERV.

TAKEUCHI a spolupracovnici (1998) také infikovali buiiky fibrosarkomu (HT1080)
PERV-C. Nicméné, OLDMIXON a spolupracovnikim (2002) se nepodatilo infikovat
buiiky HT1080 PERV-C virem, ackoliv tymzZ virem se jim podafilo infikovat buniky ST-
IOWA. Déle, TAKEUCHI prokazal, Ze buitky HT1080 mohou byt infikovany i PERV,
které ve svém obalu postradaji Env protein (nepublikovéno). K infekci PERV u bunék

HT1080 tak ziejmé dochazi nespecifickym mechanismem (OLDMIXON et al., 2002).
Za nejvhodnéj§imi modely pro studium zoondz pii xenotransplantaci se povazovali

primati, jelikoz jsou nejblize piibuzni ¢lovéku. Nicméné vysledky in vitro infekce prima-

tich bun¢k PERV byly rozporuplné. WILSON a spolupracovnici (2000) se snazili infikovat
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PERV NIH-2° virem zvifeci bunééné linie véetné linie ledvinnych bun¢k makaka rhesus
(fetal rhesus monkey kidney, FrhK-4). Titr pseudotypizovaného viru byl relatizovén na titr
obdrzeny pfi infekei bunék 293T. Bunky ze psa (Canis lupus f. familiaris), kralika (Oryc-
tolagus cuniculus f. domesticus), potkana (Rattus norvegicus), tura (Bos primigenius f. tau-
rus) a makaka rhesus (Macaca rhesus) neprodukovaly virus, zatimco buné¢né linie z norka
amerického (Mustela vison) a kocky (Felis silvestris f. catus) byly produktivn¢ infikovany,
nicméng titr viru byl niz$i nez u bunck 293T.

BLUSCH a spolupracovnici (2000) se vénovali schopnosti PERV infikovat primati
bunééné linie kokultivaci srentgenové ozafenymi buikami PK-15 nebo PAE.
V primarnich fibroblastech z Clovéka, Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes), paviana
plastikového (Papio hamadryas) a gorily horské (Gorilla beringei beringei) byly
detekovany pouze PERV-A env sekvence PCR technikou. U kockodana zeleného
(Cercopithecus aethiops), makakl (Macacca nigra, M. fascicularis, M. nemestrina),
guerézy plastikové (Colobus guerezza), langura duk (Pygathrix nemaeus), kotula
amazonského (Saimiri boliviensis) a vieStana rezavého (Alouatta seniculus) nebyly
detekovany zadné PERV specifické sekvence. Mimo fibroblasty autofi také tspeSné
infikovaly pavianni lymfocyty. V infikovanych buiikach paviana detekovali expresi PERV
mRNA, z ¢ehoZz usuzuji na moznou produktivni infekci PERV a pouziti pavidna jako
modelového organismu.

RITZHAUPT a spolupracovnici (2002) ale oponuji, ze primaty coby modelové orga-
nismy infekce PERV neni mozné vyuzit. Védci vyuzili renalni bunééné linie koCkodana
zeleného (Cercopithecus aethiops) (BSC-1) a makaka rhesus (FRhK-4, RF/6A), které infi-
kovali VSV-G pseudotypovanymi partikulemi PERV-NIH3°. Linie byly sice infikovany,
nicméné infek¢ni titr produkovany témito buiikami byl 1000 az 10000 krat mensi nez
u kontrolnich bun¢k 293T. Déle, primarni buné¢né kultury z makaka rhesus vystavené su-
pernatantu z bun¢k PK-15 nebo 293T/NIH nebyly infikovany s vyjimkou RF/6A linie ne-
produktivné infikovanou PERV-NIH.

Linie bunék u kockodana zelené¢ho, makaka rhesus vystavené PERV-NIH3° viru by-
ly sice pozitivni na PERV pol DNA, ale negativni na aktivitu reverzni transkriptazy. Po vi-
ce nez 4 pasazich byly vSechny bunécné linie negativni na PERV pol DNA. Paviani T a B-
lymfocyty vystavené PERV-NIH3° viru nebyly infikované viibec. Supernatant z primatich
linii vystavenych PERV-NIH3° byl pfenesen na buniky 293T. Pouze buiiky 293T burky
vystavené supernatantu z bunék BSC-1 (kockodana zeleného) a FRhI2 (makaka rhesus)
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byly infikovéany. Z téchto infekci vyplyva, ze v primatich liniich je vyznamné blokovana
infekce PERV na trovni po vstupu viru do buiiky. Pfesto uvoliiovani PERV virovych par-
tikuli je mozné detekovat. Dlouhodobé¢ je ale infekce inhibovéana. Pfedchozi dosazend data
podporujici vyuziti primati pro studium PERYV byla interpretovana nespravné, nebot’ neby-

lo vyuzito vSech dostupnych eseji ke studiu prenosu PERV.

3.3.3 Pribuznost PERYV a pocet kopii v genomu prasat

Porovnanim nukleotidové sekvence pol/ genu je PERV nejblize pfibuzny leukemic-
kym virim, konkrétné¢ viru leukemie gibonl (gibbon ape leukemia virus, GALV),
70% homologie) a mySim leukemickym virim (murine leukemia virus, MLV) vietné
MoMLV (60-70% homologie) (AKIYOSHI et al., 1998; TAKEUCHI et al., 1998). In-
fekéni viry v ramci PERV vy1 skupiny sdili 95% nukleotidovou homologii v gag a pol ge-

nech, zatimco v env genu je jejich homologie pouhych 70%.

MuLv

FelV

PERV

KoRY

0.1

GalLv

Obr. 5: Fylogeneticky strom PERYV a nejblizSich endogennich retroviri. PERV
zvyraznén hvézdickou. Prevzato a upraveno podle DENNER (2008).

Jak prokazuji niZze uvedena data, pocet PERV provirGi v genomu prasete je nizky

cv v

plika¢né kompetentnich provirti (do 10). Rtzné skupiny se v odhadu poctu kopii PERV od

sebe mirné odlisuji.
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Prvni odhad poctu kopii PERV provedli LE TISSIER a spolupracovnici (1997), kteti
metodou Southernova pienosu stanovili pocet kopii v plemenech prasat LandracexDuroc,
Meishan, Pietrain a u MPK bunééné linie na 10 az 23 kopii PERV-A a 7 az 12 kopii
PERV-B provirt. Pouzitim proby hybridizujici k sekvenci virové proteazy PERV-PK, PA-
TIENCE a spolupracovnici (1997) stanovili po¢et PERV kopii v prasecich liniich PK15,
MPK a ST-IOWA pfiblizn€ na 50. Podobny hybridiza¢ni profil vykazovaly také vzorky
pochdzejici ze srdecni tkané normalnich chovii prasat.

Chromozomalni DNA riznych kmend inbrednich miniaturnich prasat byla Stépena
Xbal restriktdzou a hybridizovana s probou odvozenou ze sekvence genu env proviru
PERV-MSL. Na zdklad¢ tohoto experimentu urcili AKIYOSHI a spolupracovnici (1998)
pocet nezkracenych provirti na 8 az 15 kopii PERV, pficemz pocet kopii vykazoval varia-
bilitu mezi jednotlivymi chovy inbrednich prasat. Stejny pocet kopii byl stanoven i u out-
brednich Yucatanskych miniaturnich prasat. 10-20 kopii nezkracenych provirt je integro-
vanych v chromozomalni DNA pochazejici z bun¢k PK-15 (AKIYOSHI et al., 1998).

PCR titraci LandracexDuroc F1 kiiZzenci PATIENCE a spolupracovnici (2001) zjis-
tili, Ze nejvetsi zastoupeni provirti v praseci DNA nélezi y1 skupiné (tedy skupin¢, kam
spadaji vSechny produkéni PERV-A, B, C). Pocet vSech PERV gammaretrovirovych sek-
venci byla odhadnuta mezi 58 az 116. V domestikovaném praseti se také nachazi sekvence
ptibuzné betaretrovirim, které podle sekvence pol vytvaii 4 skupiny (B1- f4). Zatimco B1,
B2 a B4 skupiny jsou sekvenci bliz8i viru zplsobujici nddor mlééné zlazy u mys$i (mouse
mammary tumor virus, MMTV) a opi¢im endogennim retrovirim (simian endogenous re-
endogenous retrovirus K, HERV-K). Zda mezi prase¢imi endogennimi betaretroviry jsou
neporusené sekvence neni znamo, ptesto sekvence B4 skupiny jsou exprimovany. Pocet be-
taretrovir byl PCR titraci odhadnut na 30-60 s nejvét§im zastoupenim sekvenci ze skupiny
B3.

PERYV jsou relativné mladé viry. Vstup PERV do genomu prasete je odhadovan
na 7,6 milionu let, coz koreluje s dobou divergence prasete od jeho nejblizsiho ptibuzného
pekari, ktery je negativni na piitomnost PERV-A,B a C (NIEBERT a TONIJES, 2005).
PERV-C je evolu¢né nejmladsi virus, do genomu prasete se integroval pred 1,5-3,5 milio-

ny lety pravdépodobné rekombinaci s nezndmym piedchiidcem.
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3.3.4 Struktura PERYV proviru

PERV se strukturou genomu neodlisuji od ostatnich gammaretrovirti. Oblasti, ve kte-
rych se PERV izolaty mezi sebou vyrazné odlisuji (tj. LTR a sekvence env) jsou detailnéji

rozebrany nize.

3.3.4.1 LTR PERV

Dlouha koncova opakovani (long terminal repeat, LTR) jsou svou organizaci podob-
nd LTR jinych endogennich retrovird. Délka PERV LTR kolisa v rozmezi 600-800 bp
(WILSON et al., 2003), ackoliv u PERV pasazovanych na lidskych buiitkach mtize dosa-
hovat délky az 1200 bp (DENNER et al., 2003).

LTR se sklada ze tii oblasti (U3, R, US), ani PERV nejsou vyjimkou. Pfed unikétni
oblasti na 3' konci (unique 3' region, U3) a za unikatni oblasti na 5' konci (unique 5' regi-
on, US5) kazdé LTR se nachazi invertovana repetice (inverted repeat, IR) dlouha 9 bp.
V U3 oblasti se nachazi pfima opakovani dlouhd 39 bp. Tato opakovani jsou sloZena
ze dvou subjednotek dlouhych 21 bp a 18 bp (SCHEEF ef al., 2001). Soucasti ptimého
opakovani je enhancerova sekvence rozpoznavana jadernym transkripénim faktorem ypsi-
lon (nuclear factor Y, NF-Y) u PERV-A, PERV-B nebo NF-Y a faktorem rozpoznavajici
sekvenci GATA (transcriptional factor GATA) u PERV-C, PERV-A/C. U5 oblast je dlou-
ha 73-77 bp.

NF-Y GATA NF-Y
A [ T VAAATGA' CCACGCAGCCUGEGUITCICGA] [TATTE TAAAATGAT UG GLAGUGCG TCTCGA)
B e [ |
c [ T 1 [AC G 1
NIH [ .7 r.A. W 1[ac I'TGT 1

GATA NF-Y GATA

A [TATTTTAAAATCATTGOTCCATCEAGCGCGGECTCTCGA]) [TATTTTARAATGATTGET ] TTETGACGCACAGECTTTG
B [T e e T T T e e T 0 | P, e
c [--—- e e 10-.. G | A.A..G.G
NIH [=emmmmm e e e 1. G .T. AB.A..G.C
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Obr. 6: Srovnani sekvenci pirimého opakovani (39 bp element) PERYV tfid véetné
rekombinanty PERV-NIH. Sekvence pro vazbu transkripcnich faktori (NF-Y, GATA)
jsou podtrzeny.Tecky znaci shodné sekvence, pomlcky znaci deleci. Pfevzato a upraveno

podle WILSON et al. (2003).

3.3.4.2 Obalovy protein Env PERV

Mediatorovd RNA pro virovy obalovy protein Env z PERV vzniké sestfihem kom-
pletné ptepsané virové RNA (genomové RNA). Sekvence env mRNA je bunéénou masiné-
rii prelozena do polyproteinu, ktery na N-konci nese signalni sekvenci rozpoznavanou SRP
a do plasmatické membrany putuje ptes sekre¢ni drahu, béhem niZ je ko- a postranslacné
upravovan. V endoplazmatickém retikulu je odstfizena vedouci sekvence (leader) signalni
peptidazou, mezi polyproteinovymi fetézci formuji disulfidické mistky, dale se zde pfipo-
juji cukerné zbytky a polyprotein zaujima vyssi strukturni stav za vydatné pomoci chape-
ronil calnexinu a calreticulinu. Na C-konci Env proteinu se nachazi kotevni sekvence kte-
rou zUstava polyprotein piipojen do membrany ER a posléze tak i cytoplazmatické mem-
brany. V Golgiho aparatu je polyproteinovy dimer rozstfizen bunéénymi proteazami (furin)
na dv¢ zakladni podjednotky — povrchovy glykoprotein (surface, SU) a transmembranovy
protein (transmembrane, TM). Tyto podjednotky jsou spojeny disulfidickymi mistky a vy-
tvatfi heterodimerni strukturu. Trojice heterodimerti vytvari zdkladni jednotku v ramci oba-
lu viru, derivovaného z cytoplazmatické membrany hostitelské bunky.

U retroviri se receptor vazebnd doména (receptor binding domain, RBD) nachazi
na N-konci SU podjednotky. Na zakladé studia Env obalového proteinu mysich leukémic-
kych virti definujeme RBD jako oblast nezbytnou pro vazbu na receptor a obsahujici dva
strukturni motivy oznaCované jako variabilni oblast A (variable region A, VRA) a varia-
bilni oblast B (variable region B, VRB) (obr. 7). TM podjednotka je nezbytna pro fuzi vi-
rového obalu s cilovou membréanou, nebot’ jeji N-konec obsahuje tzv. fuzni peptid. a také

je jejim prostfednictvim obalovy protein zanofen do membrany virové partikule.
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Obr.7: Znazornéni sekvence pro obalovy protein PERYV. N-konec tvoii SU pod-
jednotka obsahujici oblasti VRA, VRB a prolin bohatou oblast (proline rich region, PRR).
Upraveno a pievzato podle DENNER et al. (2008).

LE TISSIER a spolupracovnici (1997) zjistili, Ze endogenni retroviry buné¢né linie
PK-15 se odliSuji v genu env pro obalovy protein a na zaklad€ této odliSnosti rozdélily
PERYV do dvou skupin — PERV-A a PERV-B. Ackoliv pocet izolovanych sekvenci PERV-
A ptevazoval v buiikkach PK-15, lidské buniky 293 vystavené supernatantu z bunck PK-15
byly produktivné infikovany pouze PERV-B. Tato data by napovidala, ze PERV-B je jedi-
nou skupinou endogennich retrovirl prasat, ktera je schopna infikovat lidské buriky. Na-
sledné¢ AKIYOSHI a spolupracovnici (1998) identifikovali tfeti typ obalového proteinu
(Env C) u PERV z leukocytti miniaturniho prasete (miniswine leukocyte, PERV-MSL). Za-
jimavosti jisté je, Ze PERV-MSL se ukazal byt sekvenci témét identicky s provirem Tsu-
kuba-1. PERV klony, exprimované buitkami PK-15, se daly rozd¢lit do dvou skupin na za-
kladé rozdilti v Env obalovém proteinu (LE TISSIER et al., 1997). Tyto dvé tfidy proteinii
z PERV, oznacované jako Env-A a Env-B, jsou dlouhé 660, respektive 657 aminokyselin.
U typického polyproteinu PERV Env nalezi prvnich 460 aminokyselin SU podjednotce
a zbylych 200 C-koncovych aminokyselin pfipadd na TM podjednotku. Na zaklad€ srov-
nani s Env obalovym proteinem z MLV bylo zjiSténo, Ze nejvétsi rozdily mezi Env-A
a Env-B tfidami je dosahovano v predikovanych VRA, VRB a PRR regionech SU podjed-
notky (LE TISSIER et al., 1997), tj. v oblastech, které jsou zodpoveédné za rozpoznani re-
ceptoru. TM podjednotky Env-A a Env-B sdileji vi¢i sobé 92% aminokyselinovou homo-
logii, zatimco s jinymi gammaretroviry GaLV a Friend MLV sdileji pouze 63-66% homo-
logii.

TAKEUCHI a spolupracovnici (1998) poté potvrdili existenci tfi typt obalového
proteinu PERV. RT-PCR detekci env specifické mRNA prokazali, Ze praseci bunécné linie
PK-15, MPK, ST-IOWA a PAE exprimuji viry PERV-A a PERV-B, zatimco PERV-C ne-
byl exprimovan buiikami PK-15 a ST-IOWA.

36



Experimenty s SU-IgG fuznimi proteiny obsahujici razn¢ dlouhé casti SU podjed-
notky z PERV-A nebo PERV-C prokézaly, Ze v ptipadé¢ PERV je pro navazani na receptor
kriticka nejen oblast definované jako RBD, ale také i PRR (GEMENIANO et al., 2006).
Stejna skupina prokézala, ze rekombinantni PERV-A/C Env protein obsahujici 167 amino-
kyselin na C-konci SU podjednotky z PERV-C se ucinnéji vazal na receptor piitomny
na povrchu bun€k ST-IOWA neZ u kréli¢ich bunék rohovky stabilné transfekovanych re-
ceptorem pro PERV-A (rabbit corneal cell line, SIRC/PAR linie). Zminéna C-koncova ob-
last SU podjednotky se mezi Env A a Env C proteiny liSila v 9 aminokyselinach.

3.3.5 Receptory PERV

Receptory jsou v retrovirologii vyznamnym tématem. Ze znalosti receptort, které
dany endogenni retrovirus vyuziva k navazani a vstupu do buiiky, mizeme dedukovat, kte-
ré bunky, tkan€ nebo organy budou infikovany a které nikoliv.

ERICSSON a spolupracovnici (2003) ohlasili objev dvou lidskych receptorti
pro PERV. cDNA knihovna z bun¢k HeLa, které jsou permisivni pro PERV-A, byla zave-
dena do ptivodné nepermisivnich bun¢k SIRC. Linie bun¢k SIRC byly nésledné vystaveny
pseudotypovanym PERV-A 14/220/Neo partikulim a selektovany antibiotikem G418. Re-
zistentni klony bun€k byly podrobeny nezavislému screeningu za vyuZiti PERV-A

14/220/LacZ. Jediny dvojité pozitivni klon SIRC bun¢k obsahoval cDNA knihovnu, jejiz
sekvence odpovidala lokusu 75981 na chromosomu 8. Tento gen byl pojmenovéan jako lid-
sky receptor 1 pro PERV A (human PERV-A receptor 1, HuPAR-1). V GenBank databazi
byly déle nalezeny geny ptibuzné k HuPAR-1 — lidsky HuPAR-2 a myS$i ortholog
AKO008081 (murine PERV-A receptor, MuPAR). Analyzou ptedesle zmiflovanych tii sek-
venci byla vybrana konzervovana oblast, kterd poslouzila k RT-PCR identifikaci podob-
nych molekul v praseCich bunkach ST-IOWA (praseci receptor pro PERV-A; porcine
PERV-A receptor, POPAR) a paviannich buiik4ch varlat (pavidnni receptor 2 pro PERV-A;
baboon PERV-A receptor 2, BaPAR-2). Ptekvapivé, BaPAR-2 se na zakladé aminokyseli-
nové homologie ukazal byt vice podobny k HUPAR-2, nez samotny HuPAR-2 k HuPAR-1
(z t¢hoz davodu byl oznacen jako BaPAR-2). Zatimco receptory HuPAR-1, HuPAR-2,
PoPAR a BaPAR-2 jsou rozpoznavany PERV-A, mysi homolog MuPAR se ukazal byt ne-
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funkéni (ERICSSON et al, 2003). Nicméné zadny receptor neumoznil infekci bunck
PERV-B a PERV-C viry, které tak patrné pro vstup do buiiky vyuZzivaji jinych receptort,
v ptipadé PERV-C pak i mechanismti (OLDMIXON et al., 2002).

Oba lidské receptory HuPAR jsou pfitomny na povrchu téméf vSech tkani vcetné
PBMC (ERICSSON et al., 2003). Exprese nebyla Northernovo pienosem detekovéana jen
v tkdni z mocového méchyie, naopak nejvice receptory HuUPAR exprimuji buiikky germi-
nalni linie.

Jedna se o multimembranové proteiny, které obsahuji 10 az 11 transmembranovych
domén. N-konec receptoru se nachazi v cytoplasme, zatimco C-konec vy¢niva do mezibu-
nécného prostoru. Ukazalo se, Ze receptor HuPAR-2 je efektivnéjSim receptorem pro
PERV-A, nebot nepermisivni buniky SIRC, transfekované receptorem HuPAR-2, byly
ucinngji infikovany PERV-A nez v ptipadé receptoru HUPAR-1 (ERICSSON et al., 2003;
MARCUCCI et al., 2009). Receptor HuPAR-2 obsahuje jedno glykosylaéni misto na pozi-
ci 178 (MATTIUZZO et al., 2007).

N-glykosylaéni misto

mezibun. prostor QLH l C

cytoplazma

Obr. 8: Znazornéni HuPAR-2 receptoru v cytoplazmatické membrané. Misto
glykosylace a leucin, ktery je nezbytny pro vazbu PERV-A jsou vyznaeny. Pievzato a
upraveno podle MATTIUZZO et al. (2007).

Bunéeéné funkce receptort HuPAR-1 a HuPAR-2 nebyly znamy. Nicméné, protein
stejné sekvence byl nedavno popsan jako riboflavinovy receptor 1 (human riboflavine re-
ceptor 1, hRFT1) (YONEZAWA et al., 2008). Nové objevena funkce HuPAR dobte kore-

luje se znalosti, Ze gammaretrovirové receptory funguji jako ptenasece pro malé molekuly.
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Jelikoz po vstupu PERV-A viru do buiky dochazi ke snizeni pfitomnosti receptoru
na membrané (ERICSSON et al., 2000), je mozné podle funkce receptoru usuzovat také
na pathogenni u€inky infekce PERV.

Pritomnost pfirozenych receptor rozpoznavanych PERV u jinych savct je prefero-
vanym znakem pro vybér organismu ke studii PERV infekce pfi xenotransplantaci. Nic-
mén¢, mysi a potkani buiiky jsou nepermisivni pro PERV (TAKEUCHI et al., 1998; WIL-
SON et al., 2000), aCkoliv nesou na svych povrsich odpovidajici receptor. Ukazalo se, ze
mys$i receptor MuPAR neni schopen vazat PERV partikule (ERICSSON et al., 2003). Pa-
vodné se predpokladalo, ze blizce piibuzny potkani receptor (rat PERV-A receptor, Rat-
PAR), jehoz cDNA byla izolovdna z potkanich ledvinnych bunék (Rattus norvegicus kid-
ney, NRK) nepermisivnich pro PERV, neni funkénim receptorem podobné jako MuPAR.
Avsak, fada PERV nepermisivnch bunék (naptiklad kiepelci Q6T buiiky, mysi NIH 3T3
bunky, potkani NRK buiky) transfekovanych plazmidem kédujicim RatPAR, byly PERV
infikovany (MATTIUZZO et al., 2007). Pfi¢ina neschopnosti viru infikovat buné¢nou linii
NRK pravdépodobné spociva v nizké expresi RatPAR mRNA.

Buiikky Q6T byly transdukovany chimérnimi receptory, sestavenymi z ¢asti mysiho
nefunkéniho MuPAR a zbytku lidského HuPAR-2. Buiiky byly nésledné infikovany
(eGFP)PERV-A a exprese eGFP byla stanovena a analyzovéana. Byla tak nalezena mutace
L109P v MuPAR, ktera koreluje se schopnosti PERV infikovat bunky (MATTIUZZO
et al., 2007). Leucin na pozici 109, klicovy pro vazbu PERV partikule na receptor, se na-
chézi ve druhé extracelularni smyc¢ce multimembranového u lidského proteinu HuPAR-2.
Tento vysledek byl nezavisle potvrzen studii, kterou provedli MARCUCCI a spolupracov-
nici (2009). I zde byly pouzity chimérni proteiny mySiho MuPAR a lidského HuPAR-2 re-
ceptoru. Nicméné MARCUCCI a spolupracovnici poukazuji, ze pro vstup viru do bunky je
také kritickd 135 aminokyselin dlouha N-koncova sekvence HuPAR-2 ktera obsahuje 7
dalSich aminokyselinovych zbytka ovliviiujicich vazbu viru na receptor.

Uplatnit laboratorni mys$ jako organismus pro studium infekce PERV béhem xeno-
transplantace neni mozné z divodu nepfitomnosti funkéniho receptoru. Proto se MARTI-
NA a spolupracovnici (2006) pokusili ptipravit transgenni FVB/Nj mysi, heterozygotni pro
lidsky HuPAR-2 receptor, jehoz exprese byla pod kontrolou silného CMV promotoru.
Nejvétsi exprese dosdhl HuPAR-2 v ledvindch, mozku a sleziné myS$i. Rekombinantni

PERV-A 14/220 virus produktivné infikoval in vitro primarni buiiky transgennich mys$i
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a vSechny testované mysi byly taktéz in vivo produktivné infikovany. Transgenni mys Ize

tedy vyuZit pro studium rizik xenotransplantaci.

3.3.6 Rekombinantni izolaty PERV

WILSON a spolupracovnici (1998) dokazali pomoci kombinace mitogenti forbol-
myristatu-acetatu (phorbol myristate acetate, PMA) a fytohemaglutininu (phytohemagglu-
tinin, PHA) aktivovat expresi replikaéné¢ kompetentnich PERV u PBMC dvou plemen mi-
niaturnich prasat. Buiikky 293T produktivné infikovaly viry pfenesené kokultivaci s PBMC
z NIH-miniaturniho prasete (national institutes of health, NIH), které byly oznaceny jako
NIH-1°. Autofi provedli pasdz NIH-1° viru na dalSich bunikach 293T a ziskany virus na-
zvali NIH-2° (WILSON et al., 2000). Pseudotypizaci NIH-1° a NIH-2° ¢astic WILSON
a spolupracovnici (2000) zméfili infekeni titr obou virt a zjistili, ze NIH-2° viry byly 4 az
5 krat vice infek¢ni nez NIH-1°. Ve snaze vysvétlit rozdil v infekénosti NIH-1 a NIH-2 vi-
rt, detekce exprese PERV tfid byla provedena. Pomoci RT-PCR s primery specifickymi na
env jednotlivych PERV tfid a sondami pro jednotlivé tfidy bylo zjisténo, Ze viry produko-
vané jak aktivovanymi tak neaktivovanymi PBMC z NIH miniaturniho prasete byly pozi-
tivni na vSechny tii tfidy PERV. PERV-A a PERV-C specifické sekvence byly detekovany
u NIH-1° virt, zatimco u NIH-2° virt byl detekovan jen PERV-A. Nicméné, sekvenaci
klonti NIH-1° a NIH-2° vira bylo prokdzano, ze v obou ptipadech dominuji PERV-A/C re-
kombinantni viry. Typovou sekvenci rekombinant se stal klon 1.15, ktery obsahoval celou
sekvenci SU podjednotky a N-koncovou cast TM podjednotky obalového proteinu
z PERV-A. Devadesat C-koncovych aminokyselin TM podjednotky, podobné jako LTR,
gag a pol oblast byly odvozeny z PERV-C.

PBMC z miniaturnich prasat vSech haplotypii pro hlavni antigen leukocytt (haploty-
py a/a, c/c, d/d) a jejich rekombinant (g/g, h/h, k/k) béhem kokultivace pienasely PERV
na lidské buiiky 293. Tyto endogenni retroviry jsou souhrné oznacovany jako lidské repli-
kacné kompetentni PERV (human tropic replication-competent, HTRC). Nicméné¢, rozdily
mezi jednotlivymi haplotypy prasat ve frekvenci pfenosu HTRC PERV byly nalezeny
(OLDMIXON et al., 2002). Rozdily v expresi jsou také zaznamendny mezi prasaty v ramci

haplotypu. Autofi studie tak rozlisili uvnitt inbrednich kmenii miniaturni prasata netrans-
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mitujici (tj. jejichz PBMC pienasi PERV pouze na buitkky ST-IOWA) a transmitujici (je-
jichz PBMC pienasi PERV také na lidské bunky 293T, tedy produkujici HTRC PERV).
OLDMIXON a spolupracovnici (2002) v kokultivacni eseji dale zjistili, ze vSechny HTRC
PERYV piedstavovaly PERV-A/C rekombinanty, které¢ se daly rozdélit do tfi podskupin.
Nicméné, rekombinanty vzdy obsahovaly gag, pol a Cast env transmembranové sekvence
pochazejici z PERV-C, zatimco sekvence env odpovidajici RBD pochazela z PERV-A.

BARTOSCH a spolupracovnici (2004) molekularné charakterizovali jeden rekombi-
nantni klon PERV-A/C (PERV-A 14/220 klon), ktery ptedstavoval HTRC pteneseny ko-
kultivaci z PBMC miniaturniho prasete haplotypu c/c na lidské bunky 293 (OLDMIXON
et al., 2002). Provirova sekvence PERV-A 14/220 ¢ini 8188 parti bazi. Porovnani sekvence
PERV A14/220 s PERV-C (Cmsl) odhalilo vysokou homologii s vyjimkou 850 bp dlouhé-
ho useku, ktery zahrnoval pfechod mezi pol a env oblastmi (v€etné RBD). Tento usek byl
vysoce homologni k proviraim PERV-A Ap60 a PERV-A (A130), coz vypovida o jediné
rekombinacni udalosti, jimz vznikla vysoce infek¢éni rekombinanta. BARTOSCH a spolu-
pracovnici (2004) také zjistili, Ze ptekvapivé PERV-A (Ap60) je pravdépodobné rekombi-
nanta PERV-B, kter4 ziskala env gen od PERV-A.

BARTOSCH a spolupracovnici (2004) obdrzeli celkem sedm rekombinant (vcetné
PERV-A 14/220. Sekvence env genu rekombinant osekvenovali a prodrobili srovnavaci
analyze za Ucelem identifikace mist rekombinace. Autofi nenalezli Zadné preferované mis-
to pro rekombinaci, k rekombinaci tak mize dochazet kdekoliv v env a jedinou podminkou
je, aby se generovala rekombinanta, kterd bude sdilet neposkozeny gen s oblastmi determi-

nujicimi tropismus pro lidské buiiky.

<0
22y
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Obr. 9: Mapa rekombinantniho proviru PERV-A 14/220. Srafovana ¢ast proviru
odpovida sekvenci ptibuzné PERV-A. Zbyla ¢ast proviru je odvozena z PERV-C. Pievzato
a upraveno podle HARISSON et al. (2004).
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Pritomnost HTRC PERV v genomu miniaturniho prasete se stala predmétem rozsah-
1¢ diskuse. BARTOSCH a spolupracovnici (2004) nalezli v genomové DNA miniaturnich
prasat provirové sekvence rekombinant odliSnych od HTRC a nezkraceny PERV-A provi-
rus, naruseny v sekvenci kodujici transmembranovou podjednotku. To znaci, Ze rekombi-
nantni HTRC PERYV vznikaly béhem kokultivace bun¢k pravé z téchto sekvenci. Genomo-
vé knihovny z PBMC pochazejicich zinbrednich miniaturnich prasat d/d haplotypu
s transmitujicim nebo netransmitujicim fenotypem poslouzily k proSetieni pfitomnosti
PERV-A/C rekombinant (SCOBIE et al., 2004).

Nicméné, v této studii se screeningem nepodafilo nalézt zadnou rekombinantu
PERV-A/C v genomové DNA. Také WOOD a spolupracovnici (2004) nedetekovali re-
kombinantni PERV-A/C virus v genomu PBMC transmitujiciho prasete, ackoliv RNA izo-
lovana ze stejnych bunék byla na rekombinantni PERV-A/C pozitivni. Ujal se tak nazor, Ze
vysoce infek¢éni rekombinantni PERV vznika v prabéhu kokultivacni eseje.

Nicméné, opa¢ného vysledku dosahli MARTIN a spolupracovnici (2006). Detekova-
li dvé PERV-A/C rekombinanty v genomové DNA pochazejici z riznych organt (ledviny,
srdce, jatra, slezina, lymfatické uzliny, PBMC) ¢tyt transmitujicich prasat. Tyto rekombi-
nanty jsou ale odlisné od PERV-A 14/220.

WOOD a spolupracovnici (2004) rozlisili dalsi skupinu miniaturnich prasat, kdyz
zkoumali dédicnost transmitujiciho fenotypu. Kromé prasat s transmitujicim nebo ne-
transmitujicim fenotypem, objevili tzv. null fenotyp, tj. takové miniaturni prase, jehoz
PBMC nepienasely PERV na lidské ani praseci buitkky béhem in vitro kokultivace. Null fe-
notyp se objevil u potomkl vzniklych kiizenim transmitujiciho prasete s netransmitujicim.
Bylo zjisténo, ze PBMC z prasat s null fenotypem vykazuji velmi nizkou az zddnou pro-
dukci PERV partikuli, a to 1 pfes snahu zvysit expresi PERV stimulaci PBMC riznymi mi-
togeny. Oproti tomu, PBMC z transmitujicich i netransmitujicich prasat produkovala ekvi-
valentni mnozstvi viru. Null fenotyp u prasat byl sledovan az do tfetiho roku od jejich na-
rozeni, pfesto zbyva vyfesit otdzku, zda transmitujici, netransmitujici a null fenotypy

u prasat pretrvavaji v pritbéhu jejich Zivota a jakym zpiisobem jsou udrZzovany.
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3.3.7 Determinanty zvySené replikacni schopnosti PERV-A/C

DENNER a spolupracovnici (2003) pasazovali NIH-virus na buiikach 293T. Po kaz-
dé pasazi se infekeni titr zvysil. Virus se tak velmi rychle adaptoval na prostiedi lidskych
bunck. DENNER a spolupracovnici (2003) vySetiovali zmény v LTR oblasti, kterymi vi-
rus, replikujici se v lidskych buikach, prochazel. Délka LTR se v pritbéhu pasazovani
na lidskych bunikach prodluzovala — zatimco u tfeti pasaze viru €inila délka LTR 1093 nuk-
leotidti, pfi paté pasazi dosahoval LTR velikosti az 1253 nukleotidd. Rozdil v délce LTR
byl dan duplikaci oblasti ptimého opakovani. Tato sekvence je odlisSna u PERV tiid; oblast
pfimého opakovani LTR PERV-C je dlouhd 37 nukleotidii a obsahuje vazebné misto
pro NF-Y faktor. U tfeti pasdze viru (virus NIH-3) LTR obsahoval jedno pfimé opakovani,
zatimco u ¢tvrté pasaze (virus NIH-4) to byly dvé kopie a u paté pasaze (virus NIH-5) ob-
sahoval LTR ¢tyfi az pét kopii pfiného opakovani. Vzriistajici pocet pfimych opakovani
pozitivné koreloval se vzristajici expresi kontrolniho genu pro luciferdzu, pokud byl
pod kontrolou jednotlivych LTR. Pocet pfimych opakovani v LTR oblasti tak souvisi
s lepsi schopnosti replikace PERV na lidskych buikach.

WOOD a spolupracovnici (2009) vySetfovali pfi¢iny rozdilu infekéniho titru mezi
PERV-A PK a PERV-A 14/220 u VSV-G pseudotypovanych partikuli. Zkonstruovali
PERV A14/220 viry, které obsahovaly sekvence kodujici proteazu, integrazu a reverzni
transkriptazu z PERV-A PK. Rekombinanta PERV-A 14/220 s vloZenou protedzovou a in-
tegrazovou sekvenci z PERV-A PK nevykazovala rozdil v infekénim titru, zatimco rekom-
binanta PERV-A 14/220 s vlozenou sekvenci pro reverzni transkriptazu z PERV-A PK mé-
la titr snizeny na urovein PERV-A PK. Autofi usuzuji, Ze reverzni transkriptaza pochazejici
z PERV-C je aktivnéjsi nez z PERV-A pravdépodobné z diivodu, Ze je evoluéné mladsi
molekulou.

HARRISON a spolupracovnici (2004) zjistili, Ze bunky 293T transfekované rekom-
binantou PERV-A 14/220 produkovaly 500-krat vice infek¢nich virovych partikuli nez
bunky transfekované prototypy PERV-A (PERV-A Ap60) a PERV-B (PERV-B Bpl7).
Pokud védci nahradili gen pro obalovy protein za IRES-GFP u PERV-A 14/220 a PERV-A
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Ap60, pak na VSV-G pseudotypizovanych partikulich naméfili jen nepatrny rozdil
v infekénosti. Pokud ale srovnali PERV obalové proteiny, rozdil v infekénosti byl vice nez
1000-krat vyssi, coz podporovalo nazor, ze determinanta zodpovidajici za vyssi infekEnost
viru se nachazi v rekombinantnim obalovém proteinu. Nahrazenim sekvence env kodujici
rekombinantni obalovy protein PERV-A 14/220 oblastmi env z PERV-A Ap60 a stanove-
nim infek¢nich titri pro viry nesouci chimérni obalové proteiny bylo piekvapivé zjisténo,
ze determinanty zodpovédné za rozdil v infekénosti viru se nachazi v PERV-C i PERV-A
odvozenych ¢asti rekombinantniho proteinu.

Porovnanim aminokyselinové sekvence prototypu PERV-A s N-koncovymi 216
aminokyselinami z rekombinantniho PERV-A 14/220 byly nalezeny rozdily ve 2 aminoky-
selinach. Cilené—izenou mutagenezi obou zbytkd bylo zjisténo, ze nahrazeni izoleucinu
na pozici 140 za valin (I1140V) v PERV-A 14/220 chimérnim proteinu obnovilo infek¢nost
viru na pavodni uroven. Valin na pozici 140 se nachazi jak u PERV-A 14/220,
tak 1 u PERV-NIH, zatimco u PERV-A provira se na stejném misté¢ nachdza izoleucin. Ac-
koli se valin na pozici 140 nachézi v receptor-vazebné doméné podjednotky SU, strukturné
se nachdzi na opacné stran¢ od oblasti VRA a VRB, které pifimo interaguji s receptorem
na bunécném povrchu. Zptisob, jakym zaména 1140V ovlivituje vazbu na receptor tak neni
vyfeSen.

Determinanta v PERV-C odvozené oblasti PERV-A 14/220 byla zmapovana do ob-
lasti PRR a podilela se rovnym dilem na zvySeni infekénosti rekombinantniho PERV-A
14/220 izolatu pti srovnani s mutaci [140V. PRR je flexibilni oblasti, kterd umoznuje po-

hyb podjednotky SU smérem k receptoru.
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3.4 Restrikéni faktory piisobici proti prase¢im endogennim retroviriom

V boji proti infekci PERV mize vyznamnou roli hrat skupina bunéénych proteinit
tzv. antiretrovirovych faktort (ptehledn¢ MEIJE et al., 2010). Restrikéni faktory ucinkuji
na ruznych stupnich replikacnich cykli virt. Ukazaly se byt uc¢inné zejména proti obalo-
vym virim (retroviry, filoviry). Restrikéni faktory jsou druhové specifické, tzn. ze re-
strikéni faktor dané¢ho druhu plisobi proti spektru virti, zatimco u jiného druhu miize téze
restrikéni faktor plsobit na viry jiné.

Doposud byly objeveny apolipoprotein B mRNA-editujici katalyticky polypeptid
(apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide, APOBEC), protein 5a obsahujici
tripartitni motiv (¢ripartite motif-containing protein 5, TRIMS5a), protein 28 obsahujici tri-
partitni motiv (tripartite motif-containing protein 28, TRIM28), antivirovy protein zinko-
vého prstu (zinc-finger antiviral protein, ZAP), tetherin a protein obsahujici domény steril-
niho alfa motivu a HD (sterile alpha motif domain- and HD domain-containing protein 1,
SAMHDI1). APOBEC je cytidin-deamindzou, ktera zavadi pii reverzni transkripci mutace
do nov¢ vznikajiciho fetézce minus DNA. TRIMS5a asociuje s virovou kapsidou a sméfuje
ji k degradaci proteazomovou masinérii. TRIM28 se podili na uml¢ovani transkripce provi-
ru. ZAP degraduje virovou RNA. Tetherin plisobi na bunééné membrané a brani v puceni
virionii. SAMHDI1 je hydrolaza, ktera degraduje nukleotidy v infikované buiice.

Studie Gcinku restrikénich faktori viici PERV jsou teprve na zacatku, pfesto pfinasi
zajimavé vysledky (viz déale). Doposud byla studovéna aktivita tetherinu, TRIM5a a APO-
BEC3G vuci PERV.

3.4.1 Rodina APOBEC3

V genomu savci (naptiklad u mysi) se nachazi jen jeden ¢len rodiny APOBEC3. Vy-
jimku tvofi primati, u nichz zfejm¢ v nedavné minulosti doslo k duplikaci, nebot’ na syn-
tennim misté genomu se nachdzi az 7 gent APOBEC3 v jediném clusteru (JARMUZ et al.,
2002), které jsou navic pod silnym selekénim tlakem. Clenové rodiny APOBEC3 dostali
nazev z divodu vysoké homologie ke genim APOBECI, APOBEC2 a AID. APOBECI

ma svij nazev odvozeny od funkce, tj. edituje C na U na dvou mistech v mRNA pro apoli-
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poprotein B. Editace na cytozinu na pozici 6666 zavadi predcasny stop kodon, role zkrace-
né verze apoB proteinu neni znama (WEDEKIND et al., 2003).

Funkce APOBECS3 byla objevena na zaklad¢ série praci s mutantnim virem HIV, kte-
ry postradal funkéni virovy infekéni faktor (viral infection factor, Vif). Mutantni HIV
se nereplikoval v primarnich CD4" T-lymfocytech stejné jako v makrofazich a stejny vy-
sledek byl dosazen i u leukémické bunécné linie CEM (GABUZDA et al., 1992). Blizce
ptibuzna linie CEM-SS byla pro HIV postradajici Vif permisivni a rozdilu mezi témito
dvéma liniemi vyuzili SHEEHY a spolupracovnici (2002) k nalezeni ¢cDNA kodujici
CEM15 gen, ktery byl posléze piejmenovan na APOBEC3G.

APOBEC3G je cytidin deaminaza, ktera provadi deaminaci cytosinu na uracil
v minus fetézci replikujici se virové RNA. Deaminace cytosinu v minus fetézci se projevi
zdménou guaninu za adenin v provirové dvouvldknové DNA. Hypermutovana provirova
DNA neni kodujici a replikace viru je terminovana (obr. 9). Viry se ale ptisobeni APO-
BEC3G brani. Naptiklad protein Vif viru HIV ubikvitinuje APOBEC3G a tim jej smétuje
k degradaci proteazomovou masinérii.

APOBEC3F o velikosti 373 aminokyselin byl nalezen u zéstupci sudokopytnikd.
Praseci, ov¢i a kravi APOBEC3F obsahuji dvé deaminazové domény, nicméné praseci
APOBEC3F je unikatni ve vyskytu na serin bohatou C-koncovou extenzi. VSechny APO-
BEC3F maji funkéni deamindzovou aktivitu a vyskytuji se predominantné v cytoplazmé

(JONSSON et al., 2006).
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Obr. 9: Piisobeni lidského APOBEC3G na virus HIV-1/Avif. Béhem reverzni tran-
skripce jsou zavadény mutace prostfednictvim molekuly APOBEC3G ptitomné ve virové

nukleokapsidé. Pfevzato a upraveno podle SHEEHY et al. (2002).

Buiiky PK-15 stabiln¢ transfekované konstruktem kodujici lidsky APOBEC3G ucin-
né brani v pfenosu PERV-B na buiitky 293T (JONSSON et al., 2007). JONSSON a spolu-
pracovnici (2007) se obavali, Ze exprese lidského APOBEC3G bude podobné jako v jinych
heterolognich systémech vyvolavat hypermutace v hostitelské genomové DNA. Nicméné,
v prasecich bunkéach je lidsky APOBEC3G lokalizovan v cytoplazmé, a proto nehrozi po-
Skozeni genomu a vyvolani naddorti v hostitelskych bunikdch. Bunécna linie PK-15 také ex-
primuje praseci APOBEC3F. AvS§ak overexprese prasectho APOBEC3F neovlivnila pfenos
PERV, z ¢ehoz védci usuzuji, ze PERV je odolny vuci ptisobeni prase¢iho APOBEC3F.
Informace v tomto odstavci jsou v souladu s obecnym tvrzenim, ze virus ktery se neadap-
toval na dany druh savce, je citlivy vici jeho APOBEC. APOBEC je tedy silnym nastro-
jem v boji proti zoonézdm. Nicméné v rozporu s tim, DORRSCHUCK a spolupracovnici
(2008) prokazali, ze prase¢i APOBEC3F ucinné brani v propagaci PERV-B. Bunky 293T
exprimujici lidsky APOBEC3G nebo prase¢i APOBEC3F nebyly infikovany PERV-B.

Ptestoze se data o uc¢innosti praseciho APOBEC3F viici PERV odlisuji, je prokaza-
no, ze lidsky APOBEC3G u¢inné brani v infekci PERV. Zajimavosti je, ze linie buné¢k
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293T, Siroce pouzivana pro infekce PERV, neexprimuje lidsky APOBEC3G (SHEEHY
et al., 2002). Zavedeni lidského APOBEC3G do prasete bez ovlivnéni fenotypu hostitele
by mohlo vyrazné snizit riziko pfenosu PERV, v této oblasti vSak nebyly publikovany zad-

né vysledky.

3.4.2 Tetherin

Tetherin (t¢z BST-2, CD317, HM1.24) je multifunkéni membranovy protein typu II
s GPI kotvou na C konci. I. Exprese tetherinu je indukovatelna IFNa. Funkce tetherinu by-
la objvena pfi charakterizaci virového proteinu U (viral protein U, Vpu) viru HIV-1.
V ptipadé, ze protein Vpu nebyl exprimovan, HIV-1 partikule byly zachyceny na povrchu
infikované bunky (NEIL et al., 2008). Tetherin brani v puceni retrovirovych partikuli. Te-
therin pisobi kromé retrovird, také proti filovirim a arenavirim.

Exprese tetherinu je riiznorodd mezi lidskymi bunéénymi liniemi. MATTIUZZO
a spolupracovnici (2010) porovnavali expresi praseciho a lidského tetherinu. Zjistili, ze
prase¢i bunétné linie MPK, ST-IOWA a PK-15 se v urovni exprese tetherinu neodlisuji.
Praseci tetherin byl exprimovan v 35 nasobném mnozstvi ve srovnani s linii 293T, ale 5x
nizsi oproti buikkam HeLa. Jinymi slovy, Uroven exprese lidského tetherinu v buitkach
293T je velmi nizka. Autofi dale kotransfekovali plazmid obsahujici PERV s plazmidem
obsahujicim sekvenci lidského nebo praseciho tetherin do bunék 293T. Tento experiment
prokézal, ze lidsky i praseci tetherin snizovaly mnoZzstvi maturovanych PERV partikuli
v bunééném supernatantu. Nékteré lidské bunky (naptiklad 293T) tak mohou infikovany,
nebot’ v nizkém mnozstvi exprimuji uc€inny tetherin. V nédvaznosti na infekci a interferono-
vé odpoveédi mize byt tetherin overexprimovan. Exogenni zavedeni overprodukce tetheri-

nu v xenotransplantatech tak mize zvysit troven bezpecnosti béhem xenotransplantace.

3.4.3 TRIMSa

TRIMS5a ptsobi v ¢asné fazi infekce builky retrovirem, pravdépodobné pted reverzni
transkripci. ANDERSON a spolupracovnici (2006) navrhli model plisobeni TRIMS5a.

TRIMS5a interaguje s virovou kapsidou rozpoznanim kapsidového proteinu. Obalené viro-
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vé kapsidy jsou degradovany proteazomovou masinérii nebo jsou odd€leny za pomoci
TRIMS5a do obalenych kompartmentii a nemohou vstoupit do jadra.

WOOD a spolupracovnici (2009) testovali citlivost PERV vici faktorim TRIMSa
z riznych druhii organizmii. PERV-A 14/220 a PERV-PK gag-pol sekvence byly pakazo-
vany s GFP-kodujicim genomem MLV a pseudotypovany VSV-G. Viry byly nasledné tit-
rovany na linii koc¢i¢ich ledvinnych bunék (feline kidney cell line, CRFK) exprimujicich
TRIMS5a z ¢lovéka (Homo sapiens), makaka rhesus (Macaca rhesus), koc¢kodana (Chloro-
cebus sabaeus), kotula (Saimiri sciureus), kralika (Oryctolagus cuniculus) a tura domaciho
(Bos primigenius f. taurus). Zadny z faktord vyrazné nesnizil titr viru. Nejucinngjsi
TRIMS5a faktor pochazel z ¢loveéka, ackoliv zde titr viru byl jen 3x snizen oproti kontrole.
PERV se povazuji za insenzitivni vi¢i TRIMS5a podobné jako ostatni gammaretroviry.
TRIMSa je naopak velmi G€inny proti lentivirtim, naptiklad TRIMSa makaka rhesus G¢in-

n¢ brani v infekci HIV-2 (YLINEN et al., 2005).
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4 Materialy a metody
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4.1 Prace s bunéénymi kulturami

4.1.1 Bunééné linie

293T bunécna linie (lidskd embryonélni ledvinna linie, HEK) je 293 linie transfor-
movand T antigenem z viru SV40. Buiiky 293T se snadno transfekuji, ale nesou neomyci-

novou rezistenci. Tyto buiiky jsou permisivni pro PERV-A.

BeWo bunééna linie byla zakoupena z Evropské kolekce bunéénych kultur (ECACC,
Salisbury, UK), pod katalogovym ¢islem 86082803. Bunky lidského choriokarcinomu
se vyznacuji vysokou expresi mnoha HERYV (lidskych endogennich retrovirti) véetné loku-

su ERVWE-1, ktery koduje funkéni protein — Syncytin-1.

ST-IOWA buné¢na linie je praseci linie bun¢k varlat pochdzejicich z miniaturniho
prasete z IOWY. Neprodukuje mRNA specifickou pro PERV-C, lze ji tak vyuzit k ovéfeni
replika¢ni schopnosti PERV-C.

MAX Efficiency® Stbl2 kompetentni buiiky (Invitrogen). Tyto buriky jsou deriva-
tem kmene JM109. Jsou vhodné pro klonovani nestabilnich inzertl, zvlasté retrovirového
pivodu, nebo ptimych opakovéani. Nejsou vhodné pro a-komplementaci. Kultivuji
se v SOC nebo LB médiu pii teplote pod 30°C.

Genotyp: F'mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAllon gyrA96 thi supE44 re-
[A1 N A(lac-proAB).

XL1-Blue MRF’ superkompetentni buiiky (Stratagene). Jsou derivatem XL1-Blue
bun¢k. Bunky umoziuji barevné odliSeni transformant, je-1i jejich genetickd informace
komplementovana vhodnym plazmidem (o-komplementace). Nesou kanamycinovou rezis-
tenci. Kultivuji se v SOC nebo LB médiu pfi teploté 37°C.

Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gy-
rA96 relAl lac [F proAB lacl"ZAMI15 Tnl0 (Tet)).
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4.1.2 Kultiva¢ni média

Kazdé kultivaéni médium se skladd ze dvou c¢ésti, zbaze a ptidavkd. Baze je
pro vSechna média stejna a skldda se z vody a Dulbecco's eagle medium (D-MEM) které

michdm v poméru 1:1. 5,6% roztok NaHCO; jsem piidal do findlni koncentrace 1%.

V ptipadé bun¢k 293T a ST-IOWA jsem bazi obohatil o:
10% fetalni teleci sérum (Sigma)
antibiotika, tj. Streptomycin sulfat 0,1 mg/ml (Sigma) a Penicilin G draselna stl
100 i.u./ml (Sigma), rozpusténé v PBS

roztok fungicidu, tj. Amphotericin B (Sigma) 2.5mg/ml rozpustény ve vodé

V ptipadé¢ bunck BeWo jsem bazi obohatil o:
10% fetalni teleci sérum (Sigma)
5% teleci sérum (Sigma)
roztokem glutaminu ve vod¢, 100x koncentrované (30 mg/ml)

roztokem antibiotik a fungicidinu (viz. médium pro 293T a ST-IOWA buiiky)

Ke kultivaci bakterii jsem pouzival Luria-Bertani (LB) tekut¢ médium, LB agar a
optimalni ristové médium s katabolickou represi (super optimal broth with catabolite-
repression, SOC médium).

Médium LB jsem pftipravil smichanim 10 g tryptonu, 5 g extraktu z kvasinek a 10 g
NaCl v 1 I destilované H,O. Médium jsem nasledné autoklavoval.

Médium SOC jsem pfipravil smichanim 10 ml 2 M glukézy s 990 ml optimalniho
rustového média (super optimal broth medium, SOB) a médium jsem nasledné filtroval
ptes filtr s velikosti pord 0,45 pum. Médium SOB obsahuje 2% trypton, 0,5% extrakt
z kvasinek, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl, a 10 mM MgSO,. Béhem pfipravy
jsem neuplné médium sterilizoval autokldvovanim a teprve poté jsem do né&j ptidal soli
o vysledné koncentraci 10 mM MgCI2 a 10 mM MgSO,. Nésledné jsem SOB médium
filtroval pies filtr s velikosti port 0,45 pm.
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4.1.3 Kultivace bunék, rozmrazZovani bunék

Ampule se zmrazenymi 293T, ST-IOWA a BeWo buiikami jsem nechal rozmrazit
v 37 °C lazni. Bunky jsem smichal s 1 ml ristového média a stocil 10 minut pti 200 g. Su-
pernatant, ktery obsahoval toxické DMSO, jsem vylil do odpadu a buiiky jsem reuspendo-
vali ve 3 ml komplexniho média a vysel na P35 misku. VSechny bunky jsem kultivoval

pti 37 °C a v prostiedi 5% CO,.

4.1.4 Pasazovani bunék

Buiiky byly pasdzovany 1-2x tydné. Nejprve jsem se zbavil média a bunky oplachl
1% PBS roztokem o pokojové teploté. Nasledné jsem na buniky aplikoval smés 0,5% tryp-
sinu s 0,002% EDTA v poméru 1:1 (na P60 misku (500ul) nebo P35 misku (250 pl) a ne-
chal puasobit 2-5 minut pti 37°C). Uvolnéné buiiky jsem resuspendoval v kultiva¢nim mé-

diu a &ast z nich jsem vysel zpé&t na P60 misku (1,0.10°) nebo P35 misku (4,0.10° bun&k).

4.1.5 Lipofekce a selekce bunék

Buiiky jsem transfekovale cizorodou DNA metodou lipofekce pomoci FuGENE HD
(Roche).

24 hodin pted lipofekci jsem do jamky 6-jamkového plata vysel 150 000 bunék.
V ptipad¢é bun€k 293T bylo dno jamek minimalné hodinu pfedem polylyzovano. Bunky
jsem kultivoval ve 2 ml komplexniho média. Hodinu pied lipofekcei jsem vyménil médium
obohacené¢ o antibiotika a fungicidin za 1,9 ml média bez téchto latek. 1 az 3 ug linearizo-
vané a purifikované plazmidové DNA jsem smichal s bezsérovym médiem OPTI-MEM®.
Poté jsem do transfekéni smési opatrné prikapaval rizna mnozstvi FuGENE HD do final-
niho objemu 100 pl na jamku. Pfipravenou transfekéni smés jsem promichal kratkym vor-
texovanim a nechal odlezZet na 15 minut. Poté jsme smés opatrné nakapal na bunky. Nega-

tivni kontrolou byly butiky netransfekované a vystavené selekénimu tlaku.
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Pro transfekci jsem zkouSel rizné poméry DNA ku transfekénimi ¢inidlu a dale
irazny zacatek selekce (v pfipad€ stabilni transfekce). VSechny pfipravené transfekéni

smési jsou zahrnuty v niZze uvedenych tabulkach.

Kotransfekce buné¢k 293T s dvojici plazmidi pGL3 — CMV-B-gal byla provedena

v poméru 3:2 (pomér FuGENE vi¢i mnoZstvi transfekované) ve vSech ptipadech (tab. 4.1).

pomér ¢inidla 3:2

DNA (pGL3_LTR) 1 ug
DNA (CMV-B-gal) 1 ug
OPTI-MEM® do 100 pl
FuGENE HD 3l

Tabulka €. 4.1: SloZeni kotransfekéni smési s methylovanym (nemethylovanym)

pGL3_LTR plazmidem.

Stabilni transfekce plazmidl s nezkracenymi provirovymi sekvencemi byly provede-
ny. Piedpisy pro vSechny pouzité transfekéni smési jsou zahrnuty v nize uvedenych tabul-
kach (tab 4.2 az 4.). Schémata transfekci jsou uvedena ve vysledcich (obr. 5.22, 5.23
a5.26)

Selektované subklony bun¢k jsem znacil napt. H5623M. Toto znaceni v sobé zahrnu-
je zahrnuje informaci o druhu bunék, poméru ¢inidla, doby selekce od transfekce, indivi-
dudlnim ¢islu klonu a typ transfekovaného viru. Oznaceni klonu H5623M tak znamena, Ze
buinky HEK (H5623M) byly selektovany paty den od transfekce (H5623M), transfekovany
v poméru 6:2 (H5623M), jednalo se o tfeti klon z dané jamky (H5623M) a transfekovan
byl provirem MAMBA (H5623M). Po druhé transfekci by zavedené oznaceni bylo pfiilis
dlouhé (napt. H5623M-H5622C). Navic, subklony byly vZdy pozitivni pouze na jeden typ
proviru. Proto jsem 11 dvojité selektovanych subklonii bun¢k oznacil ¢isly 10-21. Z téchto
subklontl jsem vybral bunky (¢. 10, 11, 13 a 16) pro transientni transfekci v pomérech 3:2

as:2.
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Klony bun¢k BeWo B4312M a B4611M byly transfekovany pouze tranzientné
PERV-C.

pomeér Cinidla 6:2 8:2
DNA

PERV-A MAMBA 2 2
OPTI-MEM® do 100 wl do 100 pl
FuGENE HD 6 pl 8 ul

Tabulka €. 4.2: SloZeni transfekéni smési pro lipofekci bunék 293T provirem
PERV-A MAMBA. Dva poméry FUuGENE HD a plazmidové DNA byly pouZity (6:2
a 8:2).

pomér ¢inidla 3:1 6:1
DNA

PERV-A MAMBA Lo tig
OPTI-MEM® do 100 pl do 100 pl
FuGENE HD 3ul 6ul

Tabulka €. 4.3: SloZeni transfekéni smési pro lipofekci bunék BeWo provirem
PERV-A MAMBA. Dva poméry FuGENE HD a plazmidové DNA byly pouzity (3:1
a6:1).

pomér Cinidla 6:2 5:2 6:1
DNA

PERV-C 1312 Zue 2 the
OPTI-MEM® do 100 wl do 100 pl do 100 ul
FuGENE HD 6 ul Sul 6ul

Tabulka €. 4.4: Slozeni transfekéni smési pro lipofekci bunék 293T-MAMBA pro-
virem PERV-C 1312 (druhé lipofekce 293T). Stejna lipofekce byla provedena pro kazdy
subklon bunék (subklony H8622M, H5621M, H5623M, H5624M).
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pomér Cinidla 9:3 6:1 4:1
DNA

PERV-C 1312 S the the
OPTI-MEM® do 100 pl do 100 pl do 100 wl
FuGENE HD 9l 6 ul 4 ul

Tabulka €. 4.5: SloZeni transfek¢ni smési pro lipofekci bunék BeWo-MAMBA
provirem PERV-C 1312. Provadéno s klony B4611M, B4612M, B4613M a B4312M.

pomér ¢inidla 3:2 5:2
DNA

PERV-C 1312 2ug Zue
OPTI-MEM® do 100 pl do 100 wl
FuGENE HD 3ul Sul

Tabulka ¢. 4.6: SloZeni transfekéni smési pro lipofekci (transientni transfekci).
293T-MAMBA subklony (¢. 10, 11, 13 a 16) a BeWO-MAMBA subklony (B4312M,
B4611M) byly transfekovany PERV-C 1312.

Buitky byly selektovany Zeocinem'™ (Invitrogen) nebo Hygromycinem B
(Invitrogen). Pouzité koncentrace antibiotik byly 200 pg/ml (zeocin) nebo 300 pg/ml
(Hygromycin B).

4.1.6 Infekce bunék

Supernatant z transfekovanych bun¢k (ptipadné infikovanych bunék), tj. bunék pozi-
tivnich na expresi PERV RNA, jsem pipetoval a filtroval pies 0,45 pum filtr. Celkem 3 ml
supernatantu bylo ziskdno z kazd¢ kultivace. Supernatant jsem smichal s Cerstvym médiem
v poméru 1:1 a do smési jseme piidal polybren (vysledna koncentrace 8 pg/ml). Smés jsem

aplikoval na nové buriky. Po 24 hodinach jsem médium vyménil za nové.
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4.1.7 Méreni aktivity luciferazy a p-galaktosidazy

Bunky 293T jsem lyzoval 48 hodin po transfekci. Nejprve jsem buiiky oplachl ledo-
vym PBS a ptidal 600 pl lyza¢niho pufru z kitu pro CAT analyzu (Promega). Poté jsem
vzniklou smés nechal tfepat po dobu 20 minut pii pokojové teploté. Lyzat jsem centrifugo-

val (10 min, 16000 g, 4°C).

Pro stanoveni aktivity B-galaktosidazy jsem piipravil nasledujici smés:

supernatant z bunécného lyzatu ... 30 ul
fosfatovy pufr 0,1 M. 200 pl
(pH 7,5; 41 ml 0,2 M Na,HPO4.2H,0, 9 ml 0,2 M NaH,P0,4.2H,0, 50 ml H,O)
hotecnaty pufr 100X ... e 3ul
(1,15 ml H,0, 200 pul 1 M MgCl,, 650 ul B-merkaptoethanol)

roztok ortho-nitrofenyl-D-galaktopyranozidu (ONPG) ....................c.s 66ul

(pH 7,5; 80 mg ONPG, 20 ml 0,1 M NaP)

Sm¢és jsem inkuboval 20 az 30 minut ve vodni l4zni o teploté 37°C. Reakci jsem za-
stavil pfidanim 500 pl 1 M Na,COs. Aktivitu B-galaktosidazy jsem méfil pfi vinové délce
420 nm na spektrofotometru Beckman DU 640.

Aktivitu luciferazy jsem méfil na pristroji DLReady™ (Promega, detekéni systém

Berthold). Hodnota luciferazové aktivity je vztazena na aktivitu B-galaktosidazy, aby

se zamezilo vlivu u€innosti transfekce na vysledek.
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4.2 Prace s nukleovymi kyselinami

4.2.1 Vektory

pCMYV-B-gal vector (Stratagene) je savCi vysokokopiovy expresni vektor, tvofeny
dvouvldknovou kruhovou DNA o velikosti 7164 bp (obr. 4.1). Obsahuje gen kodujici B-
galaktosidazu. Nese rezistenci k ampicilinu, pocatek replikace (pUC), SV40 polyA signal,

promotor CMV a polylinkerovou sekvenci.

pGL3-Promoter vector (Promega) je vektor uzptisobeny ke studiu sekvenci, které
reguluji genovou expresi (obr. 4.1). Sekvence je vloZzena do polylinkeru pied oblast kodu-
jici luciferdzu a promotor SV40. Dale obsahuje SV40 polyA signdl, gen kodujici -
laktamazu a f1 origin (pocatek replikace). Je tvoten kruhovou dvouvlaknovou DNA o veli-

kosti 5010 bp.

pGEM®-T Easy vektor (Promega) je maly vektor charakteru dvouvlaknové kruho-
vé DNA o velikosti 3015 bp (obr. 4.2). Obsahuje fl origin a gen kodujici B-laktamazu.
V lacZ operonu se nachazi polylinkerova sekvence, kterd byla v misté EcoRV linearizova-
na a na obou stranach byly vytvoteny 1-nukleotidové T-piesahy pro AT klonovani. Vektor

umoznuje barevnou selekci klonil.

pcDNA4/TO (Invitrogen) je savci expresni vektor tvofeny dvouvldknovou kruhovou
DNA o velikosti 5028 bp (obr. 4.3). Umoziiuje selekci v eukaryotickych bunkéch, nebot’
obsahuje gen pro rezistenci k zeocinu. Ddle nese rezistenci k ampicilinu (B-laktamaza). Po-

lylinkerova sekvence se nachazi ve sméru 3' od cytomegalovirového promotoru.

pNEBR-X1 Hygro (NEB) je sav¢i expresni vektor tvofeny dvouvlaknovou kruho-
vou DNA o velikosti 6268 bp (obr. 4.3). Obsahuje gen Apt (hygromycin fosfotransferaza)
pro rezistenci k hygromycinu B a gen bla kodujici B-laktamazu (rezistence k ampicilinu).

Ve sméru 5' od sekvence polylinkeru se naléza pétkrat opakujici se sekvence Gal4 regulac-
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ni elementu, ktery umoznuje indukovanou expresi insertu. Ve sméru 3' od polylinkeru je

situovano SV40 polyA misto. Vektor jesté obsahuje pUC origin (poc¢atek replikace).

pCMV-b-gal vector pGL3-Promoter

7164 bp 5010 bp

Obr. 4.1 : Mapy vektoria pCMV-B-gal (vlevo) a pGL3-Promoter (vpravo).

PGEM-T_Easy

3015 bp

Obr. 4.2: Mapa vektoru pGEM-T_Easy.
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bla promoio,

ezeu.mle\‘“

pcDNA4/TO PNEBR-X1_Hygro

5078 bp 6268 bp

Obr. 4.3: Mapy vektorii pcDNA4/TO a pNEBR-X1_Hygro.

4.2.2 1zolace chromozomalni DNA

Buiiky rostouci na P35 misce (1 az 4 miliony buné€k) jsem zbavil kultivacniho média
a tfikrat oplachl PBS roztokem. Poté jsem na buniky aplikoval 1 ml lyza¢niho roztoku
(SDS 1%, EDTA 250 mM, proteinaza K 1 mg/ml). Misky s buitkami jsem ptenesl do tte-
packy na 10 minut (140 rpm, 37 °C). Vznikly lyzat jsem z misek prepipetoval do 1,5 ml
mikrozkumavky, kterou jsem za stalého otaceni inkuboval pii 55 °C po dobu 2-12 hodin
v hybridiza¢ni peci. Poté jsem do smési dodal RNazu A (200 pg/ml) a mikrozkumavku
jsem v hybridizacni peci inkuboval dalsi hodinu.

Kdyz byly bunky zcela zlyzovany, ptfidal jsem do mikrozkumavky 500 pl fenol-
chloroformového roztoku (1:1) a prudce jsem zkumavkou ttepal vice nez 30 vtefin. Zku-
mavku jsem nechal odlezet 3 minuty a nasledné¢ smés centrifugoval (20 minut, 20000 g,
4°C). Ve zkumavce se utvorily dvé faze — dolni chloroformova faze obsahovala lipidy
a horni vodna faze chromozomalni DNA s ionty. Na rozhrani fazi se objevil bily prstenec
z vysrazenych proteintl. Cast viskozni vodni faze (300 az 500 pl) jsem opatrné piepipeto-
val pomoci $picek s odstiizenymi konci do nové 1,5 ml zkumavky. Poté jsem DNA vysra-
zel pridanim 0,7 objemu (tj. 210 az 350 pl) 96% ethanolu. VysraZzenou DNA jsem zcentri-
fugoval (10 minut, 20000 g, 4 °C) a nechal oschnout na vzduchu. Pfidanim 50-150 pul TE
pufru (podle velikosti peletu) jsem DNA rozpoustél 1 hodinu pii teploté 55 °C. Takto pfi-
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praveny roztok DNA byl zpravidla velmi viskdzni a bud’ neumoznoval nabrat objem 1 pl
nutny pro stanoveni koncentrace na pfistroji NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) anebo
vysledky méfeni jednoho vzorku se od sebe velmi odliSovaly a hodnoty absorbanci pfi vl-
novych délkach 230, 260 a 280 nm byly nesmysIné. Proto jsem 10 ul od kazdého vzorku
rozifedil v 90 ul TE pufru a inkuboval alesponi hodinu pii 55°C. Pfi niz$i koncentraci chro-

mozomalni DNA jsem daleko 1épe urcil jeji koncentraci a Cistotu.

4.2.3 I1zolace celkové bunééné RNA

Na zacatku prace s RNA jsem si pracovni plochu vcetné pipet otfel RNaseZAP
(Sigma), abych omezil degradaci RNA béhem manipulace se vzorky. Mnozstvi 1-4
miliénu bunck, narostlych na P35 misce, jsem tiikrat oplachl roztokem PBS. Do kazdé
misky jsem pfidal 1 ml TRIzol Reagent (Invitrogen) a buiiky jsem nechal lyzovat na ledu
po dobu 5 minut. Poté jsem lyzat ptepipetoval do 2 ml mikrozkumavky. K lyzatu jsem
pridal 200 pul chloroformu a vzorek jsem po dobu 30 vtefin vortexoval. Nasledn¢ jsem
vzorek ponechal na 10 minut pfi pokojové teploté. Vzorek jsem pienesl do vychlazené
centrifugy a centrifugoval (15 minut, 18000 g, 4 °C). Behem centrifugace se smés ve
zkumavce rozdélila na spodni, rizoveé zbarvenou vrstvu obsahujici lipidy, pevnou stiedni
vrstvu tvofenou vysraZzenymi proteiny a svrchni vrstvu obsahujici buné¢nou RNA. 500 pl
vodné faze jsem prepipetoval do nové mikrozkumavky a RNA jsem vysrazel ptidanim 500
pl izopropanolu. Vysrdzenou RNA jsem ponechal 2 minuty za pokojové teploty a poté
jsem ji zcentrifugoval (10 minut, 18 000g, 4 °C). Poloprihledny pelet RNA jsem opléachl
v 500 ul 70% ethanolu a zcentrifugoval (5 minut, 18000 g, 4 °C). Bily pelet RNA jsem
osu$il na vzduchu arozpustil v40 ul diethylpyrokarbonatem oSetfené H,O pii 55 °C.
Kvalitu a koncentraci vyizolované RNA jsem stanovil na pfistroji NanoDrop 1000

(Thermo Scientific).
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4.2.4 Stépeni plazmidové DNA

Ke klonovani jsem vyuzival komeréné dostupné restrikéni endonukledzy. Vzhledem
k velkému poctu reakci uvadim velmi obecné slozeni reakéni smési. Standardné byl objem

reakce 20 pl.

Reakcni smés

Plazmidova DNA ... 100 — 1000 ng
Puft (10X) oo 2ul

Aditivum (BSA, 10X) ..o 2ul

restrikéni endonukledz ... 0,5-5U

HoO o doplnit do 20 pl

Reakce probihala obvykle pii 37 °C (teplota zavisela na druhu pouzité restriktazy)
po dobu 1 az 2 hodin. Reakce byla zastavena bud’ teplotni inaktivaci enzymu, nebo piida-
nim nanéseciho pufru s EDTA. Produkty reakce byly analyzovany obvykle na 1% agaro-

zovém gelu.

4.2.5 Izolace fragmentu DNA z agarozového gelu

Po rozdéleni fragmentl agarézovou elektroforézou na 1% ultracistém gelu (ultraPU-
RE agarose, GibcoURL) a v prostfedi ethidium bromidu jsem kousek agar6zovaého gelu
obsahujici prislusny fragment vyftizl skalpelem pod UV lampou ( A = 366 nm). DNA z gelu
jsem poté izoloval pomoci QIAEX II Gel Extraction kit podle pokynil vyrobce. Preciste-

nou DNA jsem eluloval ve 20 pl elu¢niho pufru.
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4.2.6 Zatupeni presahujiciho konce DNA

V ptipadé klonovani 5' LTR PERV-60 do pGL3-Promoter vektoru jsem potieboval
3' ptesahujici konec, vznikly ptisobenim Pvul na pGEM-T Easy 7-SMAMBA plazmido-
vou DNA, spojit s nekompatibilnim tupym koncem pGL3-Promoter vektoru, vzniklého pii-
sobenim restriktazy Smal. Aby doSlo k efektivnimu spojeni koncii, potfeboval jsem Pvul
konec zatupit. Pro tento ucel jsem vyuzil aktivity T4 polymerazy, kterd v pfitomnosti
dNTP dopliiuje nukleotidy podle templatové predlohy. Ve stejné reakci jsem mohl pouzit

polynukleotid kindzu, ktera doplnuje fosfatovou skupinu na 5' konec z molekuly ATP.

Reakcni smés

DN A 500 — 1000 ng
ATP (I mMM) oo 2ul

BSA (10X) o 2ul

NEB2 puft (10X) oeee e 2ul

ANTP (10 mMM) oo, 0,4 pl

T4 polymerdaza (NEB, 7 U/ul) oo 0,5 ul
Polynukleotid kindza (NEB, 10 U/pl) ....ooooviiiiiiiiiiiinnin, 0,1 ul

HoO doplnit do 20 pl

4.2.7 Ligace fragmenti

Precisténé fragmenty DNA jsem spojoval pomoci T4-DNA ligazy. Dodrzoval jsem

molarni pomér 3:1 (inzert ku vektoru).

Reakcni smés

DNA (vektorova Kostra) .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiieeieenns.. 50 ng
DNA (INZEI) o.vtiit it pomér 3:1
ligacni pufr (10X) ..o 2ul
T4-DNA ligaza (NEB, 10 U) ..ot 1l
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HoO oo doplnit do 20 pul

Ligace probihala bud’ 2 hodiny pii pokojové teplote, nebo pies noc pii teploté 14 °C.

Poté jsem ligacni smési transformoval kompetentni bakterie.

4.2.8 Transformace bakterii teplotnim Sokem

Jelikoz provirova DNA obsahuje na svych koncich LTR, v bézné pouzivanych kme-
nech bakterii (napt. DH50, XL1 blue) se konstrukt chova nestabilné a provirova sekvence
je z vektoru vystépena mechanismem rekombinace. Za ucelem transformace nestabilnich
DNA konstruktd pouzivam MAX Efficiency® Stbl12™ chemokompetenetni bakterie (Invi-
trogen). Pro stabilni konstrukty jsem pouzival XL1 blue MRF" kmen bakterii (Stratagene).

K 50 pl alikvotu bakterii jsem piidal 1 pl ligacni smési (odpovidajici 1 az 10 ng
DNA) natedéné v TE pufru (10 mM Tris-Hcl, pH 7,5; 1 mM EDTA) a bakterie jsem pone-
chal 30 minut na ledu. Poté jsem bakterie ptenesl do vodni 1azné o teploté 42 °C na dobu
25 sekund (v ptipadé XL1 blue MRF" doba cinila 45 s). Bakterie jsem poté pomenchal
2 minuty na ledu. Pfidal jsem 500 pl SOC média bez selekéniho antibiotika a bakterie jsem
kultivoval 90 minut v tfepacce pfi teploté 30 °C (v ptipadé XL1 blue MRF’ pti 37 °C)
a pfi intenzivnim tiepanim (225 rpm). Na LB-agarové misky obsahujici selek¢éni ¢inidlo
jsem rozetiel 10 pl a 100 pl narostlé kultury. Bakterie jsem ptenesl do inkubatoru, kde rost-

ly pfi teploté 30 °C (v ptipadé XL1 blue MRF pii 37 °C) po dobu 16 az 24 hodin.

4.2.9 Elektroporace bakterii

Mnozstvi 20 az 40 ul MAX Efficiency® Stb12™ elektrokompetentnich bunék (Invit-
rogen) jsem spolu s DNA (1-2 ul) pfidal do 1-2 mm elektroporaéni kyvety. Kyvetu
s bunkami jsem promptné pienesl do elektroporatoru (Bio-Rad). Bakterie jsem elektropo-
roval podle vyrobcem piednastaveného protokolu pro elektroporaci E. coli. Podminky
elektroporace byly 2500 F a 2,5Q. Po elektroporaci jsem pfidal ke kultufe bakterii 1 ml
SOC média. Nasledné¢ jsem buiky kultivoval 45 minut v tfepacce pii teploté 30 °C.
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Na LB-agarové misky obsahujici selekcni ¢inidlo jsem rozetiel 10 az 100 ul narostlé kultu-

ry.

4.2.10 Minipreparace plazmidové DNA

Za ucelem ziskani malého mnozstvi plazmidové DNA z bakterii (maximalné 10 pg)
jsem pouzil komeréné dostupny QIAprep Spin Miniprep Kit (50) (Qiagen, Hilden, Germa-
ny). Kolonii bakteridlnich bun¢k, ktera narostla na selekéni LB-agarové misce, jsem ocko-
val do 3 ml Cerstvého LB média, které obsahovalo pozadovanou davku selekéniho €inidla.
Tato startovaci kultura byla mnozena po dobu 8 hodin za vydatného tfepani (250 rpm)
v tiepacce pii teploté 30 °C (Stbl2 bakterie) nebo 37 °C (DH5a). Poté jsem preockoval 3 ul
narostlé kultury do zkumavky s 3 ml LB a obsahujici stejné selekénim antibiotikum a ne-
chal kultivovat pies noc (12-16 hodin) pfi intenzivnim tfepani (230 rpm) a teploté 30 °C (v
pripadé XL1 blue MRF’ pti 37 °C). Na druhy den jsem kulturu ve zkumavkach stocil (10
minut, 5000 g, 4 °C) a resuspendoval ve 250 ul vychlazeného resuspenzacniho roztoku P1
obsahujiciho RNazu A (50 mM TrisHCI, pH 8; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNéaza A). Bak-
terie jsem zlyzoval pfiddnim 250 pl P2 roztoku (200 mM NaOH; 1% SDS). Smés jsem
promichal nékolikandsobnym ptevracenim zkumavky. Kdyz byly bakterie kompletné zly-
zovany, ptidal jsem 350 pl N3 pufru (4,2 M guanidin-HCI; 0,9 M acetat draselny, pH 4,8)
a smés jsem promichal znovu pfevracenim mikrozkumavky. Lyzat jsem centrifugoval
po dobu 10 minut (17000 g) pii 4 °C a vznikly supernatant jsem pienesl na QIAprep spin
kolonku a kratce centrifugoval (17000 g). Na kolonku jsem poté aplikoval 750 ul pufru PE
(10 mM Tris-HCL, 80% ethanol) a kratce centrifugoval (17000 g). Zbytek ethanolu jsem
z kolonky odstranil dodate¢nou centrifugaci (17000 g) po dobu 1 minuty. PfeciSténou
DNA jsem eluloval 50 pl pufru EB (10 mM Tris-Hcl, pH 8,5). Kvalitu a koncentraci plaz-
midové DNA jsem urcil pfistrojem NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

4.2.11 Midipreparace plazmidové DNA

VéEtsi mnozstvi plazmidové DNA jsem z bakterii izoloval pomoci kitu QIAGEN

Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Nejprve jsem zaoCkoval startovaci kulturu
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E. coli do 3 ml Cerstvého LB média, které obsahovalo pfislusné selekéni antibiotikum (am-
picilin). Po 8 hodinach kultivace (230 rpm, 30 nebo 37 °C) jsem z narostlé kultury pieo¢-
koval mnozstvi 100 pl do baiiky obsahujici 100 ml Cerstvého média s antibiotikem, a kul-
tury v bankach jsem umistil do tfepacky na dobu 12-16 hodin (230 rpm, 30 az 37 °C).

Narostlou kulturu jsem ptenesl do dvou 50 ml falkonek, v nichZ jsem buiiky stocil
(15 minut, 5 000 g) pii 4 °C. Pelet bakterii jsem v kazdé falkonce resuspenzoval ve 2 ml
vychlazeného resuspenzac¢niho roztoku (50 mM TrisHCI, pH 8; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
RNaza A) a suspenze ze dvou falkonek jsem spojil do jediné o objemu 4 ml. Nasledné
jsem piidal 4 ml lyza¢niho roztoku (200 mM NaOH; 1% SDS) a suspenzi jsem opatrné
promichal a nechal pii pokojové teploté na 5 minut. Poté jsem ptidal 4 ml neutralizacniho
roztoku P3 (3 M acetat draselny, pH 5,5) a suspenzi jsem znova promichal, ¢imz se ve fal-
konce utvofil bily precipitat. Falkonku s precipitdtem jsem odlozil na led na dobu 15 mi-
nut. Po centrifugaci (20 minut, 20000 g, 4 °C) utvortil precipitat pelet a supernatant, obsa-
hujici plazmidovou DNA, jsem ptepipetoval do aktivované QIAGEN-tip 100 kolonky. Ko-
lonku jsem aktivoval 4 ml ekvilibra¢niho QBT pufru (750 nM NaCl; 50mM MOPS pH
7,0; 15% izopropanol; 0,15% Triton X-100). Po prokapani supernatantu jsem kolonku
promyl dvakrat 10 ml promyvaciho QC pufru (1M NaCl; 50mM MOPS, pH 7,0; 15% izo-
propanol). DNA jsem z kolonky eluloval 5 ml QF roztokem (1,25 M NaCl; 50 mM Tris,
TrisHCI, pH 8,5; 15% izopropanol) tak, Ze do péti zkumavek jsem nechal pretéct vzdy
po 1 ml elulatu.

Plazmidovou DNA jsem vysrazel ptidanim 700 pl izopropanolu o pokojové teplotg.
Zkumavky jsem stocil (15 minut, 20 000g, 4 °C) a polopriahledné pelety jsem promyl 400
ul 70% ethanolu o pokojové teploté. Nasledné jsem pelety sloucil do jedné 2 ml zkumavky
a vzorek jsem centrifugoval (10 minut, 20 000g, 20 °C), ¢imZ jsem ziskal jeden velky bily
pelet plazmidové DNA. Pelet jsem nechal oschnout a podle velikosti jsem jej rozpustil
v 70 - 150 pl TE pufru (10mM Tris-HCI, pH 8,0; ImM EDTA). Kvalitu a koncentraci
plazmidové DNA jsem urc¢il pfistrojem NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

4.2.12 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazovou fetézovou reakci jsem pouzil za icelem detekce sekvence ohrani¢ené

parem primert (tabulka €. 4.7), pfipadné byla vyuzita pro sekvenaci konstrukta.
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Jako kontroly byly vybrany sekvence provozniho genu pro lidskou RNA polymerazu
IT (primery ARPII, u bun¢k 293T a BeWo), pfipadné praseci aktin (primery pig actin, u
ST-IOWA bun¢k).

Nazev primeru Sekvence primeru (5'—3") Délka amplifikovane
sekvence

(fw) LTR PERV AAGCGCGGGCTCTCGAAGTTT 218 bp
(rv) LTR PERV ACTCACGAGAAGCGGTCTTGATGC
(fw) gag PERV TGAAAATCTATCGCCAGGCTCTG 332 bp
(rv) gag PERV TCCCTTTCTTCTTCTGTCTCCCT
(fw) pol PERV GTGTTGACCCTCCAATTAGATGACG 297 by
(rv) pol PERV CAGGGGAGTATTCCAGGGAGA
(fw) env MAMBA AAGATTGGCAACAGCGGGTAC 329 bp
(rv) env MAMBA AAGATTGGCAACAGCGGGTAC
(fw) env 1312 CTGACCTGGATTAGAACTGG 281 bp
(rv) env 1312 ATGTTAGAGGATGGTCCTGG
(fw) hRPIL GCACCACGTCCAATGACAT 632 bp (DNA)
(rv) hRPII GTGCGGCTGCTTCCATAA 224 bp (RNA)
(fw) pig actin GTCATGGTGGGTATGGGTCAG 272 bp
(rv) pig actin TACATGGCGGGCACGTTGAAG

Tab. 4.7: Seznam pouzivanych primer.

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 Touch™ Thermal Cycler (BIORAD)
za nasledujicich podminek (tab. 4.8):

Krok Teplota Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 95 °C 5 min 1x
Denaturace 95 °C 1 min
Nasednuti primert libovolna 40 s 29x%
DNA polymerace 72 °C libovolna
Zéaverecna polymerace 72 °C 5 min 1x

Tab. 4.8: Podminky amplifikace.
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Primery se liSily v teploté nasedani a dobé polymerace:

LTR PERV primery — teplota nasednuti 55 °C ; doba polymerace 30 s
gag PERYV primery — teplota nasednuti 59 °C; doba polymerace 35 s
pol PERYV primery — teplota nasednuti 54 °C; doba polymerace 35 s
env MAMBA — teplota nasednuti 52 °C; doba polymerace 45 s

env 1312 — teplota nasednuti 53 °C; doba polymerace 35 s

hRPII — teplota nasednuti 56 °C; doba polymerace 50 s

pig actin — teplota nasednuti 52 °C; doba polymerace 35 s

4.2.13 Reverzné-transkriptazova polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

Je polymerazova tetézova reakce, ktera jako templat vyuziva jednovlaknovou DNA
vzniklou reverzni transkripci izolované RNA. V této kapitole je popsana piiprava templatu
(cDNA) z bunécné RNA, neboli syntéza prvniho fetézce.

Od kazdého vzorku RNA jsem si pfipravil dvé smési — jedna slouZila jako RNA
pro konverzi na cDNA a jedna slouzila jako kontrola. Pfiprava kontrolni smési probihala
identicky s vyjimkou zavére¢ného ptidani reverzni transkriptazy.

Do reakce jsem pouzil 1000 ng celkové bunécné RNA. Nejprve jsem se zbavil
pfipadné DNA kontaminace smichdnim 1000 ng templatu s DNéazoul, reakce probihala 1
hodinu pii 37°C v prosttedi MLV 5x pufru (250 mM Tris-HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15
mM MgCly; 50 mM DTT). Do 0,5 ml mikrozkumavky jsem pipetoval:

Reakcni smes

Templat ..o 1000 ng RNA
M-MLYV 5x pufr (Promega) .........cccoviviiiiiiiiiiiiiiieannnnn. 2,5ul
DNazal (NEB) 2J ... 1 ul
HoO doplnit do 12,5 pl

DNazal se inaktivovala inkubovanim smési pfi 75 °C po dobu 10 minut. Poté jsem
smes prenesl na led a ptidal 1 ul ndhodnych hexanukleotidovych primerti (Promega, konc.

0,5 pg/ul). K rozruseni sekundéarnich struktur RNA a napojeni primert na templat doslo
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pii 5 minutové inkubaci v 70 °C. Mikrozkumavky se smési jsem vratil zpét na led, poté

stoCil a pfidal komponenty nutné zahédjené syntézy prvniho fetézce:

Reakcni smés

VYChOZI SMES ...t 13,5 ul
M-MLV 5x pufr (Promega) .........c.ccoviiiiiiiiiiiiiiiiii, 2,5ul
dANTP (10 mM, Promega) ........coueiuiiiiiiiiiiieieieieee e Sul
RNasin® ribonuclease inhibitor (Promega) ............................ 25U
M-MLV reverzni transkriptdza ..................... 200 U (mimo kontroly)
HoO oo doplnit do 25 ul

Syntéza prvniho fetézce probihala 1 hodinu pii 37 °C. V ptipadé kontrolnich vzorka
reverzni transkripce neprobéhla a naslednd PCR reakce vysla negativné, pokud byla kon-
taminace DNA fadné potlacena. 2,5 ul (tj. 1/10 objemu reakce) smési jsem pouzil jako vy-

chozi mnozstvi templatové DNA do polymerdzové fetézové reakce.

4.2.14 Sekvenace DNA

Plazmidovou DNA jsem sekvenoval pomoci komer¢niho kitu AmpliTaq®FS L'Big
Dye Terminator obsahujici termindlni dideoxynukleotidy znacené rtznou fluorescencni
znackou, pufr a DNA polymerazu (PREMIX).

Pro sekvenaci konstrukti pGL3 LTR MAMBA a pGL3 LTR 60 jsem pouzil na-
sledujici primery (tab. 4.9).

Nazev primeru Sekvence primeru (5'—3")
LucGL2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
LucRV3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC

Tab. 4.9. Sekvenacni primery.

Slozeni sekvenacni smési:
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DNA templat ......ccoovvviiiiiiiiins 1-2 ug

Primer (10 pM) ..o, 1wl
Premix ....ooooviiiiiiiii 2ul
HyO oo, doplnit do 10 pl

Amplifikace probihala v termocykleru MJ Research DNA Egine DYAD za nésledu-
jicich podminek (tab. 4.10):

Teplota Doba trvani Pocet cykla
Uvodni denaturace 96°C 30s 1x
Denaturace 96°C 10s
Nasednuti primeri 58°C 5s 25x%
DNA polymerace 60°C 4 min

Tab. 4.10: Podminky sekvenacni reakce.

Produkt reakce jsem natedil 80 ul H,O a 10 pl 3M NaAc (pH 5,2) a precipitoval pfi-
danim 80 pl izopropanolu. Vzorek jsem centrifugoval (30 minut, 18000 g) a pelet DNA
oplachl 250 pl 70% ethanolu a znovu centrifugoval (5 minut, 18000g). Vysuseny pelet
jsem rozpustil v 25 ul Template Supression Reagent (TSR, Applied Biosystems). Po 2 mi-
nutové denaturaci v 90 °C probéhla sekvenace pomoci kapilarniho sekvenatoru ABI

PRISM.

4.2.15 In vitro methylace DNA

Plazmidovou DNA jsem in vitro methyloval pomoci CpG methyltransferazy Sss/

(NEB). Reak¢ni smés jsem inkuboval po dobu 2 hodin pii 37°C.

Reakcni smés

DNA (pGL3 LTR MAMBA, pGL3 LTR 60) ......cccvvveeviininennn. 4 g
SssI methyltransferdza 2U/ul (NEB) ..., 4U
S-adenosylmethionin (NEB) ..., 640 uM
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Cast methylované a nemethylované DNA jsem ovéfil §tépenim methyl-senzitivni re-
striktdzou Hpall. Pokud byla plazmidova DNA pln¢ methylovéna, restriktdza Hpall nero-

zeznala restrik¢éni misto (tetranukleotid) a plazmid se nenastepil.
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5 Vysledky
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5.1 Vliv methylace PERV LTR na uroven exprese luciferazy

5.1.1 Ptiprava konstrukti pGL3 LTR_MAMBA a pGL3 LTR 60

Za ucelem zméfeni luciferdzové aktivity fizenou retrovirovym promotorem, nahradil
jsem v plazmidu pGL3-Promoter sekvenci promotoru SV40 za sekvenci 5' LTR. Sekvenci
5' LTR jsem ziskal §tépenim konstruktu pGEM-T Easy 7-SMAMBA (obr. 5.1) restrikta-
zami Pvul a Hindlll. Fragment, ktery mél zatupeny konec Pvul, jsem ligoval do pGL3-
Promoter vektoru stépeného restriktdzami Smal a HindIll (obr. 5.1). Timto zpiisobem jsem
vytvoiil pGL3 LTR MAMBA (obr. 5.3).

Z vektoru pCR-BluntII-TOPO nesouciho PERV-60 (obr. 5.2) jsem 5' LTR sekvenci
vystépil restriktazami Kpnl a Hindlll. Inzert jsem vlozil do pGL3-Promoter vektoru Stépe-
ného taktéz restriktdza-mi Kpnl a Hindlll (obr. 5.2). Vytvofeny konstrukt jsem nazval
pGL3 LTR 60 (obr. 5.3).

gt

pGEM-T_Easy_7-5MAMBA
pGL3-Promoter

7578 bp
5010 bp

ezBMePIEg

Obr. 5.1: Mapy konstrukti pGEM-T Easy 7-SMAMBA a pGL3-Promoter. Re-

strikéni mista Hindlll, Pvul nebo Smal a Hindlll znazornéna.
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pCR-Bluntll-TOPO_PERV60 pGL3-Promoter

12.286 kb 5010 bp

Hingyy

Obr. 5.2: Mapy konstrukti pCR-BluntlI-TOPO_PERV60 a pGL3-Promoter.

Restrikéni mista Kpnl a Hindlll znadzornéna.

LucRy3 LycRV3

_
pGL3_LTR_MAMBA % pGL3_LTR_60

6014 bp 5802 bp

Sv40 parya

Obr. 5.3: Mapy konstrukti pGL3_LTR_MAMBA a pGL3_LTR_60. Vyznaceny
jsou pozice primertt LucGL2 a LucRV3.

Vytvotené konstrukty pGL3 LTR MAMBA a pGL3 LTR 60 jsem ovéfil sekvenaci

pomoci primertt LucGL2 a LucRV3 (umisténi primert, viz. obr. 5.3).
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5.1.2 Methylace konstrukti pGL3_LTR_MAMBA a pGL3_LTR 60

Vytvotené konstrukty jsem methyloval prokaryotickou SssI methyltransferdzou, kte-
ra piipojuje methylovou skupinu na cytozin ve viech dinukleotidech CpG. Uginnost me-
thylace jsem ovéfil Stépenim plazmidové DNA methylsenzitivni restriktdzou Hpall (roze-
znava tetranukleotid CCGG). Na obr. 5.4 je ukazdna kontrola methylace plazmidu
pGL3 LTR MAMBA restriktazou Hpall. Obdobné byla kontrola provedena i pro druhy
konstrukt pGL3 LTR 60 (data neuvedena).

1kb 1 2 3 4 5

— N N

10000 b — =
6014 bp g - D ——
3000 bo -

o —

Obr. 5.4: Ovéreni methylace konstruktu pGL3 LTR _MAMBA S$tépenim Hpall.

Sloupec 1 —pGL3 LTR MAMBA bez restriktazy Hpall.

Sloupce 2 az 4 — methylovany pGL3 LTR MAMBA s restriktazou Hpall (rGzna
mnozstvi SAM pro methylaci pouzita — 160 pM, 320 uM a 640 uM).

Sloupec 5 — kontrola, nemethylovany pGL3 LTR MAMBA s restriktdzou Hpall.

5.1.3. Stanoveni aktivity luciferazy u methylovanych a nemethylovanych LTR

Methylovana a nemethylovany konstrukt jsem kotransfekoval spole¢né
s pCMV-B-gal vektorem do bun¢k 293T, abych mohl normalizovat t¢innost transfekce na

aktivitu luciferazy. Transfekce byly provedeny v triplikdtech. Aktivitu luciferdzy a
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B-galaktosidazy jsem zméfil 48 hodin po transfekci. Aktivitu luciferazy jsem normalizoval

na aktivitu B-galaktosidazy. Hodnoty jsem ptenesl do grafu (graf 5.1, graf 5.2).

Aktivita LTR PERV 60 Aktivita LTR PERV MAMBA

[any
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o

120
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o
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o
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Aktivita luciferazy
(v proc., normalizovano na hodnotu b-gal)
D
o
N
o

Aktivita luciferazy
(v proc., normalizovano na hodnotu b-gal)
(2]
o

o
I
o
|

nemet. met. nemet. met.

Graf 5.1 a 5.2: Zavislost relativni aktivity luciferazy na methylaci plazmidu.
nemet. — nemethylovany plazmid

met. — methylovany plazmid

Exprese kontrolniho genu luciferdzy byla snizena v obou piipadech methylovanych
plazmidi (pGL3 LTR PERV60 a pGL3 LTR MAMBA). Ve srovnani s nemethylova-
nymi plazmidy, exprese luciferazy byla potlacena 5 az 10 nasobné. Methylace retrovirové-
ho promotoru pfitomného v LTR ucinné brani v transkripci proviru PERV-A MAMBA
a PERV-A/B 60 in vitro.
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5.2 Rekombinace PERV

5.2.1 Priprava vektori se sekvencemi PERV-A MAMBA a PERV-C 1312

Jelikoz byly sekvence provird obdrzeny ve vektorech nevhodnych pro nasledujici
praci, PERV-A MAMBA a PERV-C 1312 jsem klononoval do vektort, které umoziuji
jejich expresi a zaroven nezavislou selekci v eukaryotickych buiikach. Protoze bunky 293T
jsou rezistentni k neomycinu, zvolil jsem vektory pcDNA4/TO (nesouci gen pro rezistenci
k zeocinu, obr. 5.5) a pNEBR-X1 Hygro (nesouci gen pro rezistenci k hygromycinu, obr.
5.5).

S,
bla promoior hd

pcDNA4/TO pNEBR-X1Hygro

5078 bp 6268 bp

Obr. 5.5: Mapy vektori pCDNA4/TO a pNEBR-X1Hygro. Do vektort jsem klo-
noval provirové sekvence PERV-A MAMBA a PERV-C 1312. V pfipad¢ pcDNA4/TO
jsem vektor upravil vystépenim P-CMYV promotoru pred vlozenim PERV-A MAMBA. Re-

strik¢ni mista pro klonovani jsou vyznacena.
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5.2.1.1 Delece promotoru CMYV v plazmidu pcDNA4/TO

Plazmid pcDNA4/TO (5078 bp) (obr. 5.5) je uzplisobeny k expresi sekvence vnesené
do polylinkeru. Pied polylinkerem se naléza silny promotor z lidského cytomegaloviru
(P-CMYV). Po zaklonovani proviru do polylinkeru (multiple cloning site, MCS) by mohlo
dojit k interferenci virovych promotord. Proto jsem se rozhodl z plazmidu cytomegaloviro-

vy promotor odstranit vyStépenim pies Spel mista (obr. 5.5, 5.6).

pecDNA4/TO
1 kb
Spel
5000 bp ——— e J—
4000 bp —— —— 4325 bp
———

1000 bp —
— 753 bp

500bp —

Obr. 5.6: VyStépeni P-CMYV sekvence z plazmidu pcDNA4/TO restriktazou Spel.

Plsobenim restriktazy Spel na plazmid pcDNA4/TO jsem ziskal dva fragmenty, kte-
ré jsem od sebe separoval elektroforézou na agar6zovém gelu. Fragment o velikosti 753 bp
obsahoval vétSinu sekvence P-CMV. V¢étsi fragment (4325 bp) piedstavoval zbylou sek-
venci plazmidu bez P-CMV. Tento fragment jsem vyftizl z gelu, nasledné precistil a kohez-
ni konce plazmidu jsem spojil pisobenim T4-DNA ligazy. Reakéni smési jsem transfor-
moval bakterie.

Ze tii ndhodné vybranych kolonii, které vyrostly na agarové misce s ampicilinem,
jsem izoloval plazmidovou DNA. Vysledek klonovani jsem ovéfil restrikénim $tépenim

(obr. 5.7).

78



Pvull Linearizace Notl NeStépena DNA

4325 bp
2577 bp
1758 bp

Obr. 5.7: Ovéreni plazmidové DNA upraveného plazmidu pcDNA4/TO $tépenim
Pvull, linearizace Notl. Vzorky 1, 2, 3 pfedstavuji nativni formy izolované plazmidové

DNA. Velikosti prouzkii na gelu jsou vyznaceny.

Pusobenim Pvull se plazmidova DNA nastépila na 2 fragmenty (2577 bp, 1758 bp).
Pouze v ptipad¢ druhého klonu doslo k Giplnému nastépeni plazmidu. Linearizace potvrdila
o¢ekavanou velikost plazmidu 4325 bp u vSech klonl. Posledni tfi sloupce na gelu zndzor-
nuji rizné konformacni formy nestépené plazmidové DNA. Z vysledkid jsem usoudil, ze
vSechny tfi kolonie obsahuji upravenou plazmidovou DNA schopnou replikace. Pro dalsi
praci jsem vy-uzil plazmidovou DNA z klonu 2. Upraveny a restrikci ovéfeny plazmid

jsem nazval pcDNA4/TO_dpCMYV (obr. 5.8).
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pcDNA4/TO_dpCMV

4325 bp

Obr. 5.8: Mapa vektoru pCDNA4/TO _dpCMYV. VyznaCena jsou mista Notl

a Pvull pro ovéteni restrikénim Stépenim.

5.2.1.2 Pfiprava vektoru pcDNA4/TO_dpCMV_PERVA-MAMBA

Pro klonovani PERV-A MAMBA do vytvofeného vektoru pcDNA4/TO dpCMV
jsem vyuzZil sekvenci PERV-A MAMBA, kterou jsem ptedtim klonoval do vektoru
pGEM-T Easy (obr. 5.9, konstrukt pGEM-T Easy PERVA-MAMBA). Provirovou sek-
venci jsem vystépil restriktazou Notl. Do reakce jsem také pridal restriktazu Pvul, nebot’

samotnym pusobenim restriktazy Notl se plazmid nenastépil uplné (obr. 5.9).
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pGEM-T pGEM-T

5 MAMBA S MAMBA
= Notl - Notl
| 10000 bp [ —— 8296 bp
10000 bp . —— 8296 bp 8000 bp ;
8000 bp ——
.- 2000 bp ——  —
3000 bp waE Sy —— 2981 bp 1500 bp se—— —— 1703 bp
20000p —— 1000 bp — e WS —— 1096 bp
— ¥
[E—— 500 bp —— |

Obr. 5.9: Vystépeni PERV-A MAMBA z pGEM-T Easy PERVA-MAMBA. Vle-

vo: pomoci Notl; vpravo: kombinaci Notl a Pvul.

pGEM-T Easy PERVA-MAMBA - pcDNA4/TO_dpCMV_PERVA-MAMBA

104-0e9

12.621 kb

11.277 kb

Obr. 5.10: Mapy vektori pGEM-T Easy PERVA-MAMBA a pCDNA4/TO_dp-
CMV_PERVA-MAMBA. Restrikéni mista Pvul a Notl vyznacena.
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Sekvenci proviru PERV-A MAMBA (8296 bp), ohranicenou Nofl misty, jsem ligo-
val do Notl linearizovaného a defosforylovaného pcDNA4/TO dpCMV  plazmidu
(4325 bp, obr. 5.10). Liga¢ni smési jsem transformoval Stbl2 bakterie. Ndhodn¢ jsem vy-
bral 4 kolonie, z nichz jsem izoloval plazmidovou DNA a novy konstrukt pcD-

NA4/TO _dpCMV_PERVA-MAMBA (obr. 5.10) jsem ovéfil St€penim Notl (obr. 5.11).

Notl
<
- 1 2 3 4
— _
10000 b e
8000 bE — : S —— 8296 bp
2888%5— Bl G S — 4325 bp

Obr. 5.11: Ovéreni konstruktu pcDNA4/TO _dpCMV_PERVA-MAMBA S§tépe-
nim restriktazou Notl. U klonl 1, 2 a 4 jsou viditelné o¢ekavané produkty reakce (veli-

kost prouzkii 8296 bp a 4325 bp) a proto obsahuji sekvenci PERV-A MAMBA.

DNA zklonii ¢. 1, 2 a 4 se nastépily na pozadovany 8296 bp fragment PERV-A
MAMBA a 4325 bp fragment ptedstavujici plazmid pcDNA4/TO_dpCMV. Klon €. 3 ob-
sahoval plazmidovou sekvenci bez inzertu, ackoliv jeho konce byly defosforylované.
K dalsi préci jsem pouzival prvni klon.

Konstrukt jsem vyuzil pro testovani primera specifickych na sekvenci env MAMBA.

Stejnym parem primerd jsem testoval 1 provirus PERV-C 1312 (obr. 5.12a,b).
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53°C 54°C 56°C 58°C 59°C 61°C

52°C

—— 329 bp

400 bp ——
300 bp

Obr. 5.12a: Gradientova PCR env MAMBA u pcDNA4/TO_dpCMV_PERVA-
MAMBA. Produkt reakce (329 bp) vznikal pfi vSech testovanych teplotach nasedani pri-

meru.

54°C 56°C 58°C 59°C 61°C

100 bp

52°C  53°C

Obr. 5.12b: Gradientova PCR env MAMBA u pNEBR-X1_Hygro PERVC-1312.
Produkt reakce (mezi 329 bp) nevznikal v disledku nenasednuti pouzité¢ho péaru primerii
na rozpoznavanou sekvenci.

Pti vSech testovanych teplotach nasedani primerti jsem byl Gspésny v amplifikaci env

PERV-A MAMBA (velikost produktu 329 bp), zatimco k amplifikaci PERV-C 1312 env
nedoslo. Tento par primert je tedy specificky pro PERV-A MAMBA a lze jej pouzit

k odliseni PERV-A MAMBA env sekvence od PERV-C 1312 env sekvence.
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5.1.1.3 Priprava vektoru pNEBR-X1_ Hygro PERVC-1312

Provirus PERV-C 1312, klonovany v plazmidu pBS (PREUSS et al., 2006), byl da-
rem Ralfa Tonjese z Paul-Ehrlich Institutu (Langen, Némecko). Poskytnuty konstrukt
(PERVC-1312 pBS) jsem $tépil restriktazou Spel, ¢imz jsem ziskal 13816 bp fragment
odpovidajici sekvenci PERV-C 1312 s ptilehlou prase¢i chromozomalni oblasti (obr. 5.13).

Cilovy plazmid pNEBR-X1 Hygro jsem Stépil retsriktazou Xbal, kterd generuje
konce kompatibilni s Spel. Pisobenim restriktazy Xbal se z plazmidu vystépila sekvence
zahrnujici polylinker (426 bp) a zbytek plazmidu vytvoftil na agar6zovém gelu prouzek o
velikosti 5842 bp. Pro kontrolu jsem navic linearizoval pNEBR-X1 Hygro (6268 bp)
restriktazou Nhel, abych mohl porovnat velikost linearizovaného plazmidu s plazmidem

zkracenym o polylinker (obr 5.13).

Spel

S5'LTR Gag-pol
Tz000 [ 4000
praseéi chromozomalni oblast provirus PERV-C 1312
Gag-pol
T6000 Tzo00
provirus PERV-C 1312
°
=
w
3J'LTR
‘ 10000 12000 14000
provirus PERV-C 1312 praseci chromozomalni oblast

Obr. 5.13: Linearni mapa sekvence PERV-C 1312 s prilehlou prasec¢i chromozo-

malni oblasti (sekvence AM229312). Spel mista pouzita pro klonovani jsou vyznacena.
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pNEBR-X1_Hygro

6268 bp

Obr. 5.14: Mapa vektoru pNEBR-X1Hygro (6268 bp). Vyznacena jsou restrikéni

mista Nhel a Xbal.
pNEBR-
s X1 _Hygro
— Xbal Nhel

8000 bp —— X
_ 668
6000 bp —— 5842 bp
500 bp —— —— 426bp
250 bp ——

PERVC-1312pBS

Spel

A HindIII

23130 bp——

—13816b
9416 bp—— P

Obr. 5.15: Stépeni pNEBR-X1_Hygro a PERV-C 1312. Vlevo §tépeni plazmidu

pNEBR-X1 Hygro pomoci Xbal a linearizace pomoci Nhel. Vpravo vyStépeni sekvence

véetné PERV-C 1312 z neznamého konstruktu.
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Odpovidajici fragmenty (13816 bp PERV-C 1312 fragment, 5842 bp pNEBR-
X1 Hygro fragment) jsem izoloval z agardézového gelu a po ptecisténi ligoval. Ligaci
vznikl konstrukt pNEBR-X1 Hygro PERVC-1312 (obr. 5.16). Ligac¢ni smési jsem trans-

formoval bakterie Stbl2 metodou teplotniho Soku.

SVAD polya

o bﬁ,::%ﬁ
° el =
i&y;/—§ - \ %"

4

£ ol

pNEBR-X1_Hygro_PERVC1312
19.658 kb

wes  Fsp

‘jgs

Obr. 5.16: Mapa vektoru pNEBR-X1_Hygro PERVC1312. Restrikéni mista Fspl,

Sacl a Sacll jsou vyznacena.

Plazmid pNEBR-X1 Hygro PERVC-1312 jsem ovéfil St€penim restriktazou Fispl (5
prouzkil) a kombinaci restriktaz Sacl, Sacll (5 prouzki). V obou ptipadech jsem detekoval

ocekavané velikosti produkta (obr. 5.17).
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1kb

pNEBR-1312

pNEBR-1312
SaclSacll

1 kb

Fspl

7267 bp
4450 bp ——
3809 bp ——
3116 bp

10000 bp ——

3000 bp ——

1000 bp —— 1015 bp ——

Obr. 5.17 Restrikéni analyza konstruktu pNEBR-X1_ Hygro PERVC-1312. Vle-
vo: vysledek piisobeni restriktdzy Fspl restriktazy. Vpravo: vysledek plisobeni restriktaz

Sacl a Sacll.

Konstrukt jsem také testoval pomoci gradientové PCR s primery specifickymi na env

PERV-C 1312 (obr. 5.18a). Vychozi konstrukt (10 ng) jsem amplifikoval v rozmezi teplot

52 °C az 61 °C pro nasedani primert. Zaroven jsem ovéfil specifi¢nost primerti env PERV-

C 1312 amplifikaci konstruktu pcDNA4/TO_dpCMV_MAMBA (obr. 5.18b).

61°C

100 bp

52°C 53°C 54°C 56°C 58°C 59°C 60°C

300 bp —— —281bp
200 bp ——

Obr. 5.18a: Gradientova PCR env 1312 u pNEBR-X1_Hygro PERVC-1312. Pro-

dukt reakce (281 bp) vznikal pii vSech testovanych teplotach nasedéani primert.
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59°C  60°C 61°C

100 bp

54°C  56°C 58°C

52°C  53°C

300 bp ——
200 bp ——

Obr. 5.18b: Gradientovdi PCR env 1312 u pecDNA4/TO_dpCMV_PERVA-

MAMBA. Produkt reakce (281 bp) nevznikal v disledku nerozpoznani sekvence parem

primert.
Podatilo se mi klonovat sekvenci proviru PERV-C 1312 do pNEBR-X1 Hygro

plazmidu. Zaroven jsem zjistil, ze primery navrzené na PERV-C 1312 jsou vhodné

k detekci PERV-C 1312 env a maji i vybornou specificitu, nebot’ neamplifikuji sekvenci

PERV-A MAMBA env.
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5.2.2 Ovéreni replika¢ni kompetence proviru PERV-C 1312

Schopnost replikace proviru PERV-C jsem zjistoval infekci prasecich bunék
ST-IOWA. V ST-IOWA buiikdch nebyla detekovana PERV-C env mRNA, na rozdil
od PERV-A a PERV-B env mRNA. Zaroven je znamo, ze PERV-C infikuje pouze praseci
bunky. Pokud je provirus PERV-C 1312 replika¢né¢ kompetentni, bude infikovat praseci
ST-IOWA buiiky a infekei jsem schopen prokéazat detekcei specifické PERV-C env mRNA.

ST-IOWA buiiky jsem transfekoval 2 pg konstruktu pNEBR-X1 Hygro PERVC-
1312. Vyzkousel jsem dva poméry FuGENE HD k vnasené DNA (4:2 a 6:2). Po 7 dnech
od transfekce jsem supernatant z transfekovanych bunék filtroval pies 0,45 um filtr a pou-
zil k infekci novych ST-IOWA bunék. Zaroveil jsem z transfekovanych bunék izoloval
celkovou RNA a expresi transfekovaného PERV-C 1312 jsem detekoval technikou
RT-PCR s primery specifickymi na PERVC-1312 env mRNA (obr. 5.19).

16 dni po infekci ST-IOWA buné€k jsem z infikovanych bun€k izoloval RNA a pro-
vedl detekci PERV-C 1312 env mRNA (obr. 5.19) pro poméry lipofekce 4:2 a 6:2. Nega-

tivni kontrolou je nepfepsana RNA ze vzorkil (oznaceni 4:2k, 6:2k).

transfekce infekce transfekce infekce
& env1312  env1312 env 1312 envi3lz &
[—J [—]
[—) [—]
= 42 62 42 62 42k 62k 42k 62k
—
—
= =
300 bp - ' ‘ ——
281bp—— -“ o s RAREE < —388 lﬁp
200 bp —_— plich g Ii.i o | - :_'__,; p

Obr. 5.19: RT-PCR detekce env 1312. Vlevo: transfekované a infikované
ST-IOWA buiiky jsou pozitivni na env 1312 mRNA, pouzijeme-li poméry lipofekéniho ¢i-
nidla 4:2, 6:2 pfi transfekci. Vpravo: negativni kontroly jsou negativni na env PERV-C

1312 mRNA u obou poméri lipofekce.
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Jako pozitivni kontrolu izolované RNA jsem pouzil par primeri specifickych na pra-
seci aktin. U obou transfekovanych a infikovanych ST-IOWA bungk byla sekvence mRNA

praseciho aktinu amplifikovana. Negativni kontroly (4:2k a 6:2k) na praseci aktin byly ne-

gativni.
= transfekce praseci aktin = infekce praseci aktin
S 42 42k 62 62k S 42 62 42k 62k
300 bp !
272bp = |

200bp — |

Obr. 5.20: RT-PCR detekce sekvence praseciho aktinu. Vlevo: RT-PCR na praseci

aktin z transfekovanych bun¢k (poméry lipofekce 4:2, 6:2, kontroly 4:2k a 6:2k). Vpravo:
RT-PCR na praseci aktin u infikovanych ST-IOWA bunék (poméry lipofekce 4:2, 6:2,

kontroly 4:2k a 6:2k).

Také jsem prokdzal, ze ST-IOWA bunky neexprimuji PERV-C 1312 (obr. 5.21).

env 1312

ST-1 0Z
P ST-I

kontr  kontr

300 bp

. ==281bp
—— 200 bp

2R AE

Obr. 5.21: RT-PCR detekce env 1312 v ST-IOWA burikach. ST-I kontr je nega-

tivni kontrola exprese env C 1312. Pozitivni kontrola env 1312 pochazi z pNEBR-

X1 _PERVC-1312 konstruktu. ST-I je detekce env C 1312 v bunikdch ST-IOWA.
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Predesla data ukazuji, ze ST-IOWA bunky jsou samy o sob& negativni na expresi
PERV-C 1312. Kdyz byly transfekovany konstruktem pNEBR-X1 Hygro PERVC-1312,
obsahujicim PERV-C 1312, exprese PERV-C 1312 byla detekovana 7 dni po transfekci.
Supernatant z ST-IOWA bunék, které exprimovaly PERV-C 1312, byl infekéni pro dalsi
ST-IOWA bunky. Infekce se projevila expresi PERV-C 1312 env mRNA 30 dni po pieno-
su filtrovaného supernatantu z transfekovanych bunék. Experimenty s ST-IOWA bunkami
ukazaly, Ze pfipraveny konstrukt pNEBR-X1 Hygro PERVC-1312 obsahuje replikacné

kompetentni provirus.
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5.2.3. Stabilni transfekce prasecich proviri do lidskych bunék

Piipravenymi plazmidy (pcDNA4/TO _dpCMV_PERVA-MAMBA a pNEBR-
X1 _Hygro PERVC-1312) jsem se pokusil postupné stabiln¢ transfekovat lidské bunécné
linie 293T a BeWo. S ohledem na expresi transfekovaného PERV-C 1312 u bunck
ST-IOWA, jsem zacal se selekci v rozmezi po ¢tyfech aZ osmi dnech od transfekce.

Za 4 az 6 tydni od zacatku selekce se na kultivacnich miskach P60 zformovaly kolo-
nie bun¢k 293T a BeWo, které jsem opatrné pienesl na nové kultivaéni misky.

V ptipad¢ bunék 293T jsem se nejprve pokusil o stabilni transfekci linearizovanym
konstruktem pcDNA4/TO pCMV_MAMBA v raznych pomérech lipofekéniho cinidla.
Z casovych davodu jsem 5 vyselektovanych subklont (H5621M, H5622M, H5623M,
H5624M a H8621M) ihned podrobil dalsi stabilni transfekei, tentokrat pPNEBR-X1 Hyg-
ro PERVC-1312, bez ptipadné detekce pfitomnosti virové DNA a RNA (obr. 5.23). Po
druhé¢ stabilni transfekci jsem ziskal 11 subklont rezistentnich k zeocinu a hygromycinu B.
Tyto subklony jsem popsal €isly od 10 do 21. Postup transfekce je zndzornén na obr. 5.22.
Pro ucely dal$i analyzy jsem vybral buiikky 4 subklont (konkrétné¢ subklony 10, 11, 13 a
16), z nichz jsem izoloval DNA a k detekci provird jsem pouzil primery specifické na env

1312 a env MAMBA (obr. 5.24).

293T 293T
4dpt 4dpt 4dpt 4dpt

- B -

N\ 4 Selekce

S——
=T~
<

X

Obr. 5.22: Postup transfekce a selekce bunék 293T provirem PERV-A MAMBA.
Ctyfi subklony bunék 293T-MAMBA transfekovanych v poméru ¢inidla ku DNA 6:2 a se-
lektovanych paty den po transfekci (subklony H5621M-H5624M) a jeden subklon bunék
293T-MAMBA transfekovanych v poméru ¢inidla ku DNA 6:2 a selektovanych osmy den
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po transfekci (subklon H8621M) byly ziskany. Negativni kontrolou byly netransfekované
buiiky.

H5621M H5623M H5621M H5623M
4dpt 4dpt 4dpt 4dpt
-
Selekce
6:1 Zeo, Hygro  6:1
6:2 6:2 @
k 1
H5624M H8621M H5624M H8621M
4dpt 4dpt 4dpt 4dpt
5:2 5:2 @
6:1 Selekce 6:1
Zeo, Hygro
6:2 — 6:2 R
k 1

Obr. 5.23: Postup transfekce a selekce bunék 293T-MAMBA provirem PERV-C
1312. Subklony H5621M, H5623M, H5624M a H8621M byly transfekovany plazmidem
PERV-C 1312 v poméru ¢inidla ku DNA 6:2, 5:2 a 6:1. Selekci hygromycinem B jsem
ziskal 11 subklonid bunék MAMBA-1312. Subklony dostaly oznaceni 10-21. Negativni
kontrolou byly buiiky netransfekované.
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Obr. 5.24: Detekce PERV-A MAMBA a PERV-C 1312 v chromozomalni DNA

bunék 293T (subklony ¢. 10, 11, 13 a 16).

Detekce PERV-A MAMBA env v izolované DNA byla slaba, pokusil jsem se tedy
detekovat expresi env PERV-A MAMBA mRNA. Env specificki mRNA nebyla detekova-

na (obr. 5.25).

13 16
PK

11
13 NK 16 NK

10
11 NK

]
=
(4
(=)
—

10 NK

400 bp——
329 bp——
300 bp

Obr. 5.25: Detekce PERV-A MAMBA specifické env sekvence v celkové RNA z

bunék 293T.
Selektované subklony bunék obsahovaly v DNA oba proviry (PERV-A MAMBA,

PERV-C 1312). PERV-A MAMBA nebyl transkripéné¢ aktivni.
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Buitkky BeWo jsem také nejprve stabilné transfekoval linearizovanym konstruktem
pCDNA4/TO_dpCMV_MAMBA (obr. 5.26). Po selekci zeocinem jsem obdrzel 4 sub-
klony (oznaceni B4611M, B4612M, B4613M a B4312M). Buiky subklonu B4312M
se délily pomaleji ve srovnani s bunikami ostatnich subklont. Zda byl tento fenotypovy
projev diisledkem vyssi exprese PERV-A MAMBA, ¢i infekci nové vzniklou rekombinan-

tou mezi lidskym a prasecim virem, nebylo vySetfovano. Nejspise se jednalo o klonélni va-

BeWo BeWo

2dpt 4dpt 2dpt 4dpt

31 @ @ 31 (tsubkion

Mr—T—|P ——

Zeo

‘1(! bklony

- B - | s

== - | S
riantu.

Obr. 5.26: Postup transfekce a selekce bunék BeWo provirem PERV-A MAM-
BA. Jeden subklon bunck BeWO-MAMBA transfekovanych v poméru ¢inidla ku DNA 3:1
a selektovany 4 dny po transfekci (subklon B4312M) a tii subklony bunék BeWo-
MAMBA transfekovanych v poméru ¢inidla ku DNA 6:2 a selektovanych c¢tvrty den
po transfekce (subklony B4621M-B4624M) byly ziskéany.

Ze subklont bunck BeWo jsem izoloval pouze bunécnou DNA, kterd byla pozitivni
na pifitomnost PERV-A MAMBA (obr. 5.27, uvedena data pro subklon B4312M
a B4611M).

Subklony jsem se pokusil stabiln¢ transfekovat i druhym konstruktem pNEBR-
X1 _Hygro PERVC-1312, nicméné dvoji selekci zadné bunky BeWo neptezily (schéma

neuvedeno).
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p
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Obr. 5.27: Detekce PERV-A MAMBA specifické env sekvence z chromozomalni
DNA (vlevo) nebo z RNA (vpravo) u subklonii bunék BeWo. Negativni kontrola byla

pro vSechny vzorky negativni (data neuvedena).

Slaba detekce PERV-A MAMBA u subklonti 293T (subklony 10, 11, 13 a 16), zadna
detekce PERV-C 1312 u subklonti BeWo (B4312M a B4611M) a negativni vysledky in-
fekce lidskych bunék 293T supernatanty z téchto subklont (data nepiiloZzena) mé vedly
k opétovné transfekci téchto klonli podle nasledujiciho schématu. Jedinym rozdilem byl
zpisob transfekce, nyni transientni.

Subklony bun€k 293T (10, 11, 13 a 16) a bunck BeWo (B43112M, B4611M) jsem
transfekoval ve dvou pomérech lipofekéniho ¢inidla vici DNA — 3:2 a 5:2. Bunky 293T
jsem transfekoval konstruktem pCDNA4/TO _dpCMV_MAMBA a buitkky BeWo jsem
transfekoval konstruktem pNEBR-X1 Hygro PERVC-1312. Uspé&snost transfekce, tj. zda
dochazi k expresi virové RNA, jsem prokazoval RT-PCR z celkové bunééné RNA. Uzitim

primert specifickych na env MAMBA a env 1312 jsem odlisil expresi dvou konstruktt.
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Obr 5.28: Exprese PERVA-MAMBA env paty den po transfekci. Negativni kont-

rola byla pro vSechny vzorky negativni (data neuvedena).

B4312M  B4611M

100 bp

10 11 13 16
32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52
__ 300b
—2811;33

—— 200 bp

Obr. 5.29: Exprese PERV-C 1312 env mRNA paty den po transfekci. Negativni

kontrola byla pro vSechny vzorky negativni (data neuvedena).

Po transientni transfekci druhych provir jsem jiz byl schopen zajistit expresi

PERV-A MAMBA a PERV-C 1312 ve vSech subklonech bunék 293T a BeWo.
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5.2.4 Infekce bunék 293T rekombinantnimi viry

P&t dni po transientni transfekci jsem z 6 subklonti (2 vzorky od kazdého subklonu,
tj. 12 vzorkl) odebral médium, které jsem filtroval ptes 0,45 pum filtr. Filtrat obohaceny
o polybren jsem smichal s ¢erstvym médiem v poméru 1:1 a tuto smés jsem pouzil
k infekci Cerstvé narostlych bun¢k 293T. 30. den od infekce jsem z bun¢k izoloval DNA
a RNA a detekoval virus metodou PCR s vyuzitim péti parti primert specifickych na LTR
(délka amplifikované sekvence 218 nukleotidll), gag (délka amplifikované sekvence 332
nukleotidtl), pol (délka amplifikované sekvence 297 nukleotidi), env MAMBA (délka am-
plifikované sekvence 329 nukleotid) a env 1312 PERV (délka amplifikované sekvence
281 nukleotidit). Jako pozitivni kontrola poslouZila plazmidova DNA (konstrukty nesouci
PERV-A MAMBA, PERV-C 1312), nebo izolovana ovéfena bunécnd DNA (kontrola ex-
prese lidské RNA polymerazy II). V pfipad¢ negativni kontroly obsahoval vzorek vodu
namisto nukleové kyseliny. [zolované nukleové kyseliny jsem také vyuzil pro kontrolni

amplifikaci lidské RNA polymerazy II.

10 11 13 16 B43 B46
PK NK

100 bp

32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52

300 bp——

200 bp —— 18k

Obr. 5.30: Detekce LTR PERYV DNA u infikovanych bunék 293T.
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300 bp —— 332bp

Obr. 5.31: Detekce gag PERV DNA u infikovanych bunék 293T.
B4312M B4611M
NK PK

13 16

100bp

10 11

3:2 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52

300 bp
=297 bp
——200 bp
Obr. 5.32: Detekce pol PERV DNA u infikovanych bunék 293T.
=
10 11 13 16 B4312M B4611M g NK PK
32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 -
——400 bp
——329bp
300 bp

Obr. 5.33: Detekce env MAMBA PERYV DNA u infikovanych bunék 293T.
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32 52 32 52
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32 52 32 52 32 52 32 52

—300bp
—281 bp

——200 bp

Obr. 5.34: Detekce env 1312 DNA u 293T infikovanych bunék 293T.

13 16 B4312M B4611M

10 11

32 52 32 52 32 52 32 52 32 52

32 52

Obr. 5.35: Detekce hRPII DNA u 293T infikovanych bunék 293T.

16 B4312M B4611M
52 32 52

13
PK

100b

10 11

32 52 32 52 32 52 32 52 32

Obr 5.36a: Detekce LTR PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.
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Obr 5.36b: Negativni kontrola LTR PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.

13 16 B4312M  B4611M

10 11
32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52

— 400 bp
— 355 Bp

Obr. 5.37a: Detekce gag PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.

B4312M  B4611M

100 bp

— 400 bp
—— 300 bp

Obr. 5.37b: Negativni kontrola gag PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.
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PK
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52 32 52 32
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52 32 52 32

32 52 32
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—— 200 bp
Obr. 5.38a: Detekce pol PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.
10 11 13 16 B4312M  B4611M o
=
52 32 52 32 52 32 52 §

32 52 32 52 32

——300 bp
——200 bp

Obr. 5.38b: Negativni kontrola pol PERV mRNA u infikovanych bunék 293T.

10 11 13 16 B4312M  B4611M
= PK
32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 32 52 §
— 400 bp
329 bp
— 300 bp

Obr. 5.39a: Detekce env MAMBA specifické mRNA u infikovanych bunék 293T
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400 bp——
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Obr. 5.39b: Negativni kontrola env MAMBA specifické mRNA u infikovanych

bunék 293T.

B4312M  B4611M
5:2

10 11 13 16
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— 300 bp
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Obr.5.40a: Detekce env 1312 mRNA u infikovanych bunék 293T.

16 B4312M B4611M

100bp
(98]
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[\
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Obr. 5.40b: Negativni kontrola env 1312 mRNA u infikovanych bunék 293T.
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Obr. 5.41a: Detekce hRPII mRNA u infikovanych bunék 293T.

10 11 13 16 B4312M B4611M
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A

Obr. 5.42b: Negativni kontrola hRPII mRNA u infikovanych bunék 293T.

V chromozomalni DNA jsem nedetekoval Zadnou ¢ast provirové sekvence PERV-A
MAMBA nebo PERV-C 1312. Slaby signal jsem ziskal pro gag sekvenci PERV u vSech
vzorkd, ale velikost amplifikované sekvence neodpovida. Kontrola pro lidskou polymerazu
byla pozitivni mimo jeden vzorek bun¢k 293T (klon 16, pomér 5:2 transientni transfekce

PERV-C 1312), DNA z tohoto vzorku byla nevyhovujici, takZe data ziskana pro tento klon

nemohou byt interpretovana.
V izolované celkové RNA se mi slabé podaftilo detekovat u vSech vzorkt env sek-

venci z PERV-A MAMBA. Nicméné, sekvence pol byly detekovany jen u bunék infikova-
nych supernatanty z bunck BeWo. Dalsi pozitivni vysledek jsem dostal pro LTR oblast
u bunék infikovanych supernatanty ze subklonti 293T 13 (3:2), 16 (3:2) a BeWo B43 (5:2).
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Ve vsech prasecich tkédnich je exprimovdna PERV mRNA v rtizném mnozstvi a ve-
likosti transkriptl (AKIYOSHI et al., 1998). Identifikace provird, které davaji vzniku tém-
to transkriptiim je ztiZzena jejich sekvencnim a inzerénim polymorfismem. ZpUsob fizeni
exprese PERV nebylo vySetfovano, coz by s ohledem na vyse uvadéné skutecnosti, pfines-
lo vyznamné informace pro detekci aktivnich provirt.

Mymi spolupracovniky bylo zjisténo, ze v prasecich tkanich jsou 5' LTR oblasti, kte-
ré obsahuji virovy promotor a cis-pusobici sekvence, PERV siln¢ hypomethylovany (MA-
TOUSKOVA et al., ptipraveno k publikaci). Abych podpofil tyto vysledky, zabyval jsem
vlivem methylace na expresi fizenou z promotoru dvou tfid PERV (PERV-A MAMBA
aPERV-A/B 60) in vitro. Zjistil jsem, Ze exprese luciferdzy je vyrazné sniZena
(5 az 10krat), paklize je fizena z methylovaného promotoru v obou piipadech PERV-A
MAMBA a PERV-A/B 60 oproti expresi, ktera byla fizena z promotoru nemethylovaného.
In vitro data dokazuji, Ze exprese PERYV je ovliviiovana methylaci promotoru.

V prasecich tkanich je tak exprese PERV fizena z malého poctu lokusti, zatimco vét-
Sina provirt je uml¢enych (MATOUSKOVA et al., pfipraveno k publikaci). Eliminace ak-
tivnich lokusi PERV v miniaturnim praseti by tak mohla postacit k celkové elimininaci

ptenosnych PERV.

Rekombinace a vysoka neptesnost replikace virové RNA, odehréavajici se pii unikat-
nim kroku reverzni transkripce, jsou dvéma zdsadnimi mechanismy pro evoluci retrovira.
Bylo pozorovano mnoha skupinami, ze PBMC miniaturnich prasat pfenaseji endogenni re-
troviry na ¢loveéka, zvlasté rekombinantni formy PERV-A/C (WILSON et al., 1998, 2000,
OLDMIXON et al., 2002, BARTOSCH et al., 2004, WOOD et al., 2004). Tyto rekombi-
nanty pokazdé obsahovaly ¢ast PERV-A, kterd je nezbytna pro vazbu a vstup viru do bui-
ky, zatimco zbyla sekvence ptrenesenych vird odpovidala PERV-C. Rekombinantni PERV-
A/C virus vykazoval vyssi schopnost replikace v lidskych bunkéch, nez virus PERV-A
(WILSON et al., 2000). Pouziti miniaturnich prasat jako vhodného darce xenotrasplantatt
proto vyzaduje detailni proSetieni schopnosti rekombinace mezi PERV. Vétsina sekvenci
prasecich endogennich retrovird jsou zkracené, tj. bud’ zcela nekodujici, nebo kodujici je-
den z retrovirovych genii (gag, pol nebo env). Ackoliv sami o sobé nemohou byt defektni
retroviry pfenaseny, rekombinaci mezi nimi mohou vznikat replikaéné kompetentni viry.

Rekombinaci minime vyménu genetického materiadlu mezi dvéma retroviry. Virus,

ktery neni pivodné infek¢éni pro bunky daného hostitele, miize byt pfenesen také dalSimi
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dvéma mechanismy — komplementaci, ptip. pseudotypizaci. Komplementace je vyuziti ci-
zorodé molekuly kodované piibuznym virem pro replikacni cyklus jiného viru. Pseudoty-
pizace je zafazeni obalového proteinu piibuzného viru do obalu jiného viru, jedna se o spe-

cidlnim ptipad komplementace.

V této préci jsem se pokusil vySetfit schopnost rekombinace mezi replika¢né defekt-
nim PERV-A a replikacné¢ kompetentnim PERV-C. Pro studium rekombinace mezi
PERV-A a PERV-C jsem pouzil replika¢né defektni provirus PERV-A MAMBA (sekven-
ce EU789636.1), ktery byl izolovan kolegy nasi laboratote z tkani prasete z ceského chovu
(MATOUSKOVA et al., ptipraveno k publikaci). Replikaéné kompetentni provirus
PERV-C 1312 byl viele poskytnut Ralfem Tonjesem (PREUSS et al., 2006).

Jelikoz PERV-C infikuje pouze praseci buiiky a ST-IOWA buné¢na linie neexprimu-
je PERV-C mRNA (TAKEUCHI et al., 1998), pokusil jsem se nejprve replikacni schop-
nost PERV-C 1312 ovéfit infekci ST-IOWA bunék. Transfekované ST-IOWA buiky byly
po 7 dnech po transfekci pozitivni na PERV-C 1312 specifickou env RNA. Naopak, ne-
transfekované bunky byly negativni na expresi PERV-C 1312 specifickou env RNA. Pte-
nesenim supernatantu z ST-IOWA, pozitivnich na PERV-C 1312, na nové ST-IOWA buii-
ky bych v ptipadé replikacné kompetentniho viru ziskal signal, pokud byly infikovany.
Skute¢né, 16 dni od pfeneseni supernatantu jsem byl schopen detekovat PERV-C 1312
env specifickou RNA metodou RT-PCR. Systém ST-IOWA bunc¢k je mozné pouzit
k ovéfeni replikacni schopnosti PERV-C.

Za ucelem stabilni transfekce jsem potieboval PERV-C 1312 pteklonovat do plazmi-
du nesouciho selek¢ni marker pro eukaryotické bunky. Poté co byla sekvence PERV-C za-
klonovana do nového plazmidu, jsem opét ovéfil replikacni schopnosti PERV-C 1312
na bunikach ST-IOWA, protoze v pritbéhu klonovani mohl PERV-C 1312 ztratit replikacni
schopnost v disledku zanesené mutace. Podatilo se mi ovéfit, ze 1 pieklonovany PERV-C

je infek¢ni pro praseci burky.

Systém pro studium rekombinace in vitro byl navrzen tak, ze do lidskych bunéénych
linii 293T a BeWo jsem postupné¢ stabiln¢ transfekoval oba proviry nesouci rizné selek¢ni
geny a transfekované buniky jsem nésledné selektoval ptislusSnymi selekénimi antibiotiky
(Magda MATOUSKOVA, Yasuhiro TAKEUCHI, osobni sdéleni). Bylo by mozné provést

transientni transfekci linii obéma viry zaroven (kotransfekce), nicméné plazmidové DNA
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by mohly spolu rekombinovat v buiice jiz béhem transfekce, coz by podstatné zkreslilo vy-
sledky rekombinace.

Buniky 293T jsem zvolil z divodu velmi dobré ucinnosti transfekéni. Navic bylo
prokazano, ze jsou produktivné infikovany PERV (PATIENCE et al., 1997, TAKEUCHI
et al., 1998). Nicmén¢ linie 293T neexprimuje restrikéni faktor APOBEC3G (SHEEHY
et al., 2002), ktery se ukézal byt funkéni viici PERV. Nesimuluje se tak pfirozena situace,
kdy jsou infikovany lidské bunky produkujici restrikéni faktor piisobici viici PERV. Je zde
vSak vétsi Sance na zachyt rekombinace.

Bunécéna linie BeWo byla zvolena z divodu velké exprese lidskych endogennich re-
trovira (TREJBALOVA et al., 2011), ktera mize byt zvySena ptisobenim forskolinu. Nic-
méné nedavno bylo zjisténo, Ze exprese receptoru HuPAR-2 je jak u bunék 293T tak
u BeWo nizkd (NAKAYA et al., 2012), faktor ktery naptiklad u potkanich bunck limituje
infekci PERV (MATTIUZZO et al., 2007).

Predpokladdané vysledky tohoto pokusu byly dva. Bud’ nebudeme detekovat na irovni
RNA ani DNA zadnou udélost nasvédcujici rekombinaci, pseudotypizaci nebo komple-
mentaci retrovird, nebo obdrzime necetné mnozstvi pozitivnich vysledkii pro PERV-A
a PERV-C, které si budeme jen s obtizemi vykladat. Ziskanymi vysledky se dostdvame
mezi tyto dva extrémy.

Fenotyp transfekovanych a selektovanych subklonti bunék byl rozdilny od bun¢k ne-
transfekovanych v ptipadé bun¢k 293T i BeWo. Buniky 293T byly protdhlé s dlouhymi vy-
bézky, fenotyp pozorovany u bunék, které jsou poskozené zeocinem nebo hygromycinem
B. Nicmén¢ tyto buiiky se mnozily dal a ptetrvavaly v kultute. Také se stavalo, ze buiiky,
které odpovidaly na selekci zeocinem a hygromycinem B béhem nékolika dni zcela odum-
fely (cca 10% vzorkil). Supernatant z téchto bun¢k jsem ptenesl na nové bunky 293T, ale
ani v jednom ptipad¢ nebyl detekovan pienos PERV (data nezvetejnéna). Jeden subklon
bunck BeWo (subklon B4312M), byl tvofen buiikami, které se velmi pomalu mnozily
ve srovnani s ostatnimi transfekovanymi buikami BeWo. Je mozné, Ze §lo o projev infekce
PERV. Zda byl rist bunék zpomalen vyssi replikaci transfekovanych PERV nebylo vyset-
fovano. Subklon B4312M jsem vybral do infek¢nich experimentl a porovnal jej s rychleji

rostoucim subklonem B4611M.
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Ptesto, ze nékteré linie bunék po transfekci vykazovaly mirné odlisSny fenotyp,
PERV-A a PERV-C transfekce nevyustila v bunénou apoptézu. Zajimavé je, Ze 1 pies

dvoji transfekci jsme neobdrzeli buniky, které by stabilné produkovaly oba dva PERV.

Ptfenosem supernatantti ze 4 subklonti bunék 293T a 2 subklonti bunék BeWo, doda-
tené transfekovanych PERV, na nové 293T burky, jsme simulovali jejich infekci. Klony
bunék 293T byly dodate¢né transfekovany PERV-C a klony bun¢k BeWo byly transfeko-
vany PERV-A v riznych pomérech ¢inidla ku DNA (pomér vyjadieny v zavorce vyjadiuje
pomér transfekéniho ¢inidla u dodate¢né transfekce). VSechny bunky, které byly vystaveny
supernatantu z transfekovanych klonti bun¢k, byly slabé pozitivni na PERV-A MAMBA
env specifickou RNA. Buiiky infikované supernatanty z klonid 13(3:2) a 16(3:2) stejn¢ jako
z B4312M (3:2), byly pozitivni na LTR. Klony infikované supernatanty z B4312M (5:2)
aB4611M (3:2) byly pozitivni na pol sekvenci PERV. Nicménég, v genomové DNA vSech
infikovanych bun¢k nebyly detekovany zadné sekvence PERV. Signal sekvence gag zis-
kany amplifikaci genomové DNA nedpovidal velikosti kontrolnimu vzorku, pravdépodob-
né se jednalo o artefakt produkovany nespecifickym nasedanim gag primert.

PERV-C 1312 env specifickda RNA a DNA nebyla ani v jednom vzorku infikovanych
bunék detekovana, coz neni prekvapivé, protoze buiikky 293T nemaji na svém povrchu re-
ceptor rozpoznavany PERV-C obalovym glykoproteinem. Nicmén¢, pokud by byla dete-
kovana PERV-C 1312 env specificka nukleova kyselina, jednalo by se o pseudotypizaci
PERV-C genomu Env A proteinem, jak jiz bylo publikovano, ptipadné by se mohlo jednat
o nespecificky mechanismus vstupu PERV-C do bunky, ktery ale u linie 293T nebyl pozo-
rovan (OLDMIXON et al., 2002).

Naopak, ptitomnost PERV-A env RNA ve vSech vzorcich naznacuje, Ze mohlo dojit
k jedné z udalosti (rekombinaci, pseudotypizaci nebo komplementaci).

Rozdily v pol a LTR oblastech mezi PERV-A MAMBA a PERV-C 1312 byly natolik
malé, Ze nemohly poslouzit k ndvrhu primert specificky rozliSujicich PERV-A od PERV-
C sekvence. Detekované signaly nemtzeme s jistotou ptisoudit PERV-A MAMBA nebo
PERV-C. Jedinou moznosti je pokusit se klonovat produkty amplifikace do plazmidu
a sekvenci porovnat se sekvencemi PERV-A MAMBA a PERV-C 1312. Pokud bychom
nalezli PERV-C homologni sekvence mimo env A, jisté by se jednalo o rekombinantu.

Z ¢asovych ditvodil nebyla tato navazujici prace vykonana.
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Dtivod, pro¢ byla detekovana u vSech vzorkit mRNA pro obalovy protein Env a niko-
liv ostatni ¢asti virové RNA, mize spocivat v poctu kopii env specifické mRNA. V buiice
infikované retrovirem vznika kromé genomové RNA také sestiizena forma kodujici infor-
maci pro obalovy protein Env. Poc¢et molekul env mRNA znaéné prevysuje pocet molekul
genomové RNA. Mnozstvi env specifické RNA tak mohlo byt vyssi nez je kritickd mez
pro UspéSnou amplifikaci. Ostatni transkripty, vznikajici pfepisem genomové RNA, byly
v menSim poctu kopii a amplifikaci nebyly detekovany. Tento ndzor by mohl byt napiiklad
ovéten kvantitativni RT-PCR na vzorcich RNA pozitivnich pro LTR a po/ PERV.

Ani v jednom vzorku nebyla detekovéana ¢ast provirové DNA. Tento rozdil mize byt
dan n¢kolika ptic¢inami. Prvni pfi¢inou muze byt kvalita izolované chromozomalni DNA.
Nicméné, poméry absorbanci pii vlnovych délkach 260/280 a 260/230 pro izolovanou
DNA se nachazely v pfijatelnych mezich 1,8-2,0. Také uspésna detekce exprese kontrolni-
ho genu pro lidskou RNA-polymerazu II nenasvédcuje o problému s kvalitou izolované
chromozomalni DNA. Rozdily v detekci RNA a DNA endogennich retrovir tak mohou
spocivat v tom, Ze nedoslo k integraci provirové DNA do genomu a tato DNA pietrvavala
v neintegrované kovalentné uzaviené kruhové formé. Tato tzv. Hirtova frakce DNA neni
ziskdna béznym postupem izolace chromozomalni DNA, ktery jsem v této praci vyuzival.
Také je mozné, Ze integrovany rekombinantni provirus byl pfitomen jen v jedné nebo méla
kopiich na genom a PCR nebyla dostatecné citliva k jeho amplifikaci. Tato moZnost se ne-
da vyloucit, nebot’ citlivost PCR metody s danymi sety primeri nebyla stanovovéna na
DNA, ale na plazmidové DNA. Mohlo dojit i k nespravné zvolenym podminkam pro am-
plifikaci z genomové DNA, nebot’ plazmidova DNA je oproti genomové DNA daleko lep-
Sim templatem a podminky pro amplifikaci se mezi pouzitym typem templatu odliSuji.
Teplota nasedani primerd, kterou jsem stanovil testovanim na plazmidové DNA, nemusi
odpovidat DNA genomové. Nicméné, primery specifické na PERV-C 1312 a PERV-A
MAMBA env jsem uspesné vyuzil pro detekci transfekce lidskych bunék za stejnych pod-
minek aplifikace.

Ackoliv jsem v nékolika ptipadech detekoval Casti sekvenci PERV, nemohu tvrdit,
ze jsem prokazal rekombinaci, ani jinou udalost (komplementace, pseudotypizace) vedouci
k ptfenosu PERV na lidské bunky. Definitivnim priikkazem rekombinace by byla identifika-
ce integrované¢ho proviru, tj. detekce provirové DNA spolu s mistem integrace
v chromozomalni DNA infikovanych bun¢k. V sekvenci proviru by se musely kombinovat

sekvence obou originalnich vird pouzitych ke koinfekci.
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Methyla¢ni esej

sestrojil jsem vektory, které nesou pted reportérovym genem luciferazy 5 ' LTR ob-
last z PERV-A MAMBA nebo PERV-A/B 60

in vitro methylaci a ovéfenim methyl-senzitivni restriktdzou Hpall jsem ziskal plné
methylované vektory

293T buiiky jsem kotransfekoval pln€ methylovanym (nebo nemethylovanym) vekto-
rem spolecné s pCMV-B-gal vektorem

porovndnim namétenych aktivit b-galaktosidazy a luciferazy jsem ziskal relativni lu-
ciferazovou aktivitu pro oba proviry

v obou piipadech (PERV-A MAMBA, PERV-A/B 60) jsem zjistil, ze relativni lucife-
razova aktivita je vyznamné (5 az 10x) snizena u methylovanych vektori

exprese PERYV je citliva na methylaci virového promotoru in vitro

Rekombinace PERV

sestrojil jsem vektory nesouci nezkracené provirové sekvence replikaéné defektniho
PERV-A MAMBA a replika¢né kompetentniho PERV-C 1312

zjistil jsem, ze ST-IOWA praseci buniky nevytvaii transkript PERV-C 1312

infekci ST-IOWA bunék jsem ovéfil, ze PERV-C 1312 je replikacné¢ kompetentni
provirus

stabilni transfekci a selekci jsem ziskal 4 subklony buné¢k BeWo nesouci PERV-A
MAMBA provirus a 11 subklonl buné¢k 293T nesoucich PERV-C 1312 provirus

stabilni transfekce a selekce bunck 293T a BeWo, nesouci oba proviry, se nezdafila

supernatant z transientné transfekovanych bunék 293T a BeWo jsem pouzil k infek¢-
ni eseji

infikované 293T buiiky byly negativni na pfitomnost PERV DNA, ale pozitivni k né-
kterym sekvencim PERYV v izolované bunééné RNA

ptes dil¢i naznaky infekce bunc¢k 293T nelze uzavfit, ze je to disledek rekombinace,

bude tfeba detekované produkty PCR klonovat a analyzovat jejich sekvenci
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