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Abstrakt

Jednim z dtlezitych tkold virologie i imunologie je odhalit mezidruhové a bunééné
bariéry branici horizontalnimu pfenosu virt a urcit, jakym zpisobem mohou viry prekonat tyto
piekazky a adaptovat se na jiny zivociSny druh. Tato prace je zalozena na dobie zavedeném
retrovirovém modelu — ptacim viru Rousova sarkomu (RSV) a zkouma4, jakym zptsobem je
blokovana replikace tohoto viru v sav¢ich bunkéch.

Vstup viru do buiiky je zprostfedkovan vazbou virového obalového glykoproteinu (Env)
na specificky bunécny receptor. Ackoliv sav¢i orthology popsanych ptacich receptort
neumoziuji vstup RSV do buiiky, u nékterych kmentit RSV byl pozorovan tropismus pro savci
buiikky a byly popsany rizné savéi linie transformované RSV. Analyza proviru H20-RSV
vjedné ztéchto linii (kfecci nadorova linie H-20) odhalila n€kolik mutaci véetné dvou
zéasadnich aminokyselinovych zamén v rozdilnych c¢éastech Env. Zamény D32G a L378S
umoznily virovy pfenos na kiecci, lidské i1 kutfeci bunky postradajici ptislusny receptor.
Pozménéna konformace Env H20-RSV byla podobna jako v pifipad€ aktivovaného stavu Env
po interakci s receptorem. Toto pozorovani ukazuje, Ze viry mohou infikovat buiiky i nezavisle
na puvodnim receptoru diky spontanni aktivaci Env, pro kterou je dostatecnd zdména jedné
aminokyseliny.

Ackoliv je v nékterych ptipadech RSV schopen vstupovat do savcich bunék a
transformovat je, nedochdzi k tvorbé infek¢nich virovych castic. Nicméné virova produkce
muze byt v savéich transformovanych buitkach obnovena fizi s permisivnimi kufecimi
buiikami. Tento jev byl analyzovan v druhé ¢asti této prace. Kiecci buiky transformované RSV
produkovaly pouze velmi malé mnozstvi env mRNA a Zadny obalovy glykoprotein. Virova
genomova RNA byla lokalizovana pfevazné v jadie a buiky tvofily jen malé mnoZstvi
neprocesovan¢ho proteinu Gag. Flaze s permisivnimi kufecimi buiikami vedla ke zvySeni
hladiny env mRNA, jadernému exportu genomové RNA, stejné jako k tvorbé ptislusnych
virovych proteintl. Tyto vysledky naznacuji, ze sav¢i bunky postradaji nékteré kuteci faktory

potiebné pro spravnou Upravu env mRNA a jaderny export genomové RNA.

Klicova slova: virus Rousova sarkomu, retrovirus, vstup viru do buiiky, obalovy
glykoprotein, mezidruhovy pfenos, permisivita, bunécéna fuze, sestiih RNA, export RNA

z jadra, komplementace



Abstract

One of the important tasks of virology and immunology is to explore the species- and
cell-barriers preventing virus horizontal transmission and reveal the ways how viruses
overcome these barriers and “adapt” to different species. This work is based on a well-
established retroviral model — avian Rous sarcoma virus (RSV) and studies virus replication
blocks in mammalian cells at both pre- and post-integration level.

Interaction of the viral envelope glycoprotein (Env) with a specific cellular receptor
mediates virus entry into cells. Although mammalian orthologues of specific chicken receptors
do not support RSV entry, it was observed that some RSV strains are able to enter mammalian
cells. Several RSV-transformed rodent cells lines were described and analysis of provirus H20-
RSV in one these cells lines (hamster H-20 tumor cell line) showed multiple mutations
including two crucial amino acid substitutions in different regions of Env. Substitutions D32G
and L378S confer virus transmission to hamster, human and also chicken cells lacking the
appropriate receptor. Altered conformation of H20-RSV Env is similar to a receptor-primed
(activated) state of Env. This observation indicates that virus can circumvent the need of
original cell receptor because of spontaneous Env activation caused by single amino acid
substitution.

Although RSV is occasionally able to enter and transform mammalian cells, no virus
particle formation is observed. However, virus production in RSV-transformed mammalian
cells can be rescued by fusion with permissive chicken cells. Analysis of this phenomenon is
brought in the second part of this thesis. The RSV-transformed hamster cells produce only a
marginal amount of env mRNA and no envelope glycoprotein. Viral genomic RNA is kept in
the nucleus and cells produce only a small amount of unprocessed Gag protein. Cell fusion with
chicken cells leads to an increase in env mRNA levels, nuclear export of genomic RNA, as well
as synthesis of respective viral proteins. These results suggest that rodent cells lack some
chicken-specific factor(s) required for proper processing of env mRNA and nuclear export of

genomic RNA.

Keywords: Rous sarcoma virus, retrovirus, virus entry, envelope glycoprotein, cross-species
transmission, receptor-independent entry, virus rescue, cell fusion, RNA splicing, RNA

nuclear export, complementation
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1 Uvod

Vyskyt novych infekénich onemocnéni je ¢asto spojeny s mezidruhovym pienosem virt.
Naptiklad zédvazna lidska onemocnéni jako AIDS (acquired immune deficiency syndrome),
SARS (severe acute respiratory syndrome), Ebola nebo chtipka jsou typické zoonozy, tj. jsou
vyvolany viry, které ptivodné napadaly jen zvitata (Parrish et al., 2008). Z tohoto diivodu je
dualezité pochopit, jakym zplisobem dokazou viry piejit z jednoho druhu na jiny a adaptovat se
na nového hostitele. Aby virus mohl napadnout nového hostitele, musi byt schopen u¢inné
infikovat buniky tohoto hostitele, cemuz miize byt zabranéno na nékolika urovnich. Nejdtive je
nutné, aby virus do dané bunky vstoupil. K tomu u obalenych virt slouzi virovy obalovy
glykoprotein, ktery musi rozpoznat vhodny receptor na povrchu hostitelské buiiky. I kdyz virus
do buiky vstoupi, nemusi dochazet k produkci novych virovych castic. Kazdy virus pro svou
replikaci vyuziva rizné bunécné faktory a bez jejich pfitomnosti se nedokdze mnozit. Navic
bunky také vyvinuly rizné mechanizmy, jak se virim branit. Anti-virové bunécné proteiny jsou
oznacovany jako restrik¢ni faktory a mohou narusovat jakykoliv krok virové replikace (shrnuto
viz Wolf a Goff, 2008). V ptipad¢ retroviri, jejichz genom je integrovan do hostitelské DNA,
mize navic dochazet i k epigenetickému umlcovani, které zabrani expresi virovych geni z

provirové DNA.

Tato prace se zabyva virem Rousova sarkomu (Rous sarcoma virus, RSV). Jelikoz tento
ptaci onkogenni retrovirus byl prvnim objevenym retrovirem a zaroveil prvnim popsanym
virem napadajicim zivoCichy, patii mezi dobie zavedené modelové systémy, ackoliv se
v ptirod¢ nesiii. Diky studiu RSV byly popsany zékladni vlastnosti retroviri i jednotlivé
aspekty virové replikace. V ptipadé RSV bylo také poprvé ukazano, Ze nadorové onemocnéni
mize byt pfenaseno infek¢né, a onkogen src se stal prototypem dalSich akutné transformujicich

genll u onkogennich virti (Rubin, 2011; Weiss a Vogt, 2011).

Ptirozenym hostitelem viru RSV je kur domaci. Experimentaln¢ ale tento virus dokézal
infikovat 1 hlodavce, jako kiecka nebo potkana (Svoboda, 1960; Svoboda et al., 1983). Studium
transformacni aktivity v sav¢ich buiikach umoznilo odhaleni tésného styku virového genomu
s genomem transformovanych buné¢k, coz vyznamné ptispélo k definovani provirové hypotézy
(Svoboda et al.,, 1963, shrnuto v Temin, 1976). Bylo také ukazano, ze sav¢i bunky
transformované RSV sice neprodukuji infek¢ni virus, ale po fuzi s kutecimi fibroblasty dochazi

ke spusténi virové produkce (Svoboda a Dourmashkin, 1969).
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Navzdory tomu, Ze sav¢i builky transformované RSV vyznamné piispely k poznani
retrovirového replikacniho cyklu, doposud nebylo zndmo, jakym zptisobem dokazal RSV do

sav¢ich buné€k vstoupit a z jakého diivodu tyto buiiky neprodukuji infekéni virové Castice.

12



2 Cile

Pifedmétem této prace je detailni studie sav¢ich bun¢k transformovanych ptac¢im virem Rousova

sarkomu. V laboratofi bunééné a virové genetiky (Ustav molekularni genetiky, AV CR) bylo

v minulosti vytvoteno n¢€kolik savcich linii transformovanych virem RSV, které byly pouzity

ke splnéni nasledujicich cilt:

1.

Objasnit, jakym zptisobem miize RSV vstupovat do savCich bunck. Prestoze savci
orthology popsanych ptacich receptorti nezprosttedkovavaji vstup RSV do buiiky, bylo
opakované pozorovano, ze né¢které kmeny RSV dokézi s nizkou Gc€innosti sav¢i buiiky
infikovat. Pro studium této problematiky byly pouzity potkani (XC) a kiecci (H-20)
nadorové linie, které vznikly transformaci Prazskym kmenem RSV (podskupina C).
Jelikoz u tohoto virového kmene nebyl plivodné pozorovan tropismus pro sav¢i buiiky,
byly analyzovany provirové sekvence RSV v téchto nddorovych linii za ucelem

nalezeni zmén zodpovédnych za vstup viru do sav€ich bunék.

Zjistit, pro¢ se RSV nedokdze v savcich buiikdch replikovat. Ackoliv RSV v urcitych
ptipadech dokaze vstupovat do savéich bunék a integrovat do jejich genomu svoji
provirovou DNA, nedochézi k tvorbé infekénich virovych €astic, coz ukazuje na blok
v pozdni fazi virové replikace. Jestlize jsou ale sav¢i buiikky nesouci provirus RSV
fzovany s permisivnimi kufecimi buikami, dochazi k obnoveni virové replikace. Ke
splnéni tohoto cile byla pouZita kiecci linie RSCh, ktera byla transformovana kmenem
Schmidt Ruppin RSV (podskupina D). Za tcelem odhaleni defektii virové replikace
byla analyzovéana exprese virovych genit v RSCh a byly zkoumany zmény po fuzi

s kutecimi fibroblasty.
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3 Literarni prehled

3.1 Retroviry

Retroviry patii do rozmanité skupiny obalenych RNA virt a jejich charakteristickym
znakem, od kterého je odvozen i jejich nazev, je zpétny prepis genomové RNA do DNA, tzv.
reverzni transkripce. Tento proces je katalyzovan virovym enzymem reverzni transkriptdzou
(RT) a vzniklda DNA je nasledné pomoci dalsiho virového enzymu, integrazy (IN), vlozena do
genomu hostitelské bunky. Diky této unikatni vlastnosti neptedstavuji retroviry pouze infek¢ni
Castice, které se prendsi mezi jednotlivymi hostiteli, ale jejich sekvence nachazime i v genomu
vSech obratlovcl (tzv. endogenni retroviry). Napiiklad pfiblizné 8 % lidského genomu je

retrovirového piivodu (Lander et al., 2001; Li et al., 2001).

Retroviry napadaji zivoCichy od nizSich obratlovcii az po ¢lovéka, pficemz zplisobuji
celou fadu onemocnéni s mnoha raznymi projevy. U ptac¢ich a mySich retroviri se jedna
piedevsim o tvorbu nadoru v hostiteli. Vznik nadoru muze byt zptsoben bud’ transdukci
onkogenu Vv retrovirovém genomu, nebo je indukovan nepfimo tzv. inzeréni mutagenezi, tj.
aktivaci nebo inaktivaci rznych bunéénych gent v disledku integrace virové DNA v jejich
blizkosti (Svoboda et al., 2003). K dalS$im onemocnénim zplisobenym retroviry se tadi
imunodeficience a riznéa neurologickd onemocnéni. U lidi byly zatim nalezeny dva zastupci
retrovirti, virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus, HIV) zpisobujici
AIDS a lidsky T-lymfotropni virus (human T-cell leukemia virus, HTLV) zpusobujici

leukémie.

Diky svym specifickym vlastnostem nasly retroviry také vyuziti pfi vnaSeni cizich gena
do eukaryotickych bunék. Vektory odvozené od riznych retrovirti se vyuzivaji v laboratofich

jak zédkladniho vyzkumu, tak pfi genové terapii.

3.1.1 Klasifikace retroviru

Retroviry taxonomicky fadime do Celedi Retroviridae, ktera se dale déli do sedmi roda
zobrazenych v tabulce 1. Vzhledem k organizaci genomu rozliSujeme retroviry na jednoduché
a komplexni. Na rozdil od jednoduchych retroviri genom komplexnich kéduje fadu dalSich
regulacnich proteinti, které ovlivituji expresi virovych gentl nebo piipadné maji dalsi pomocné
funkce. Podle morfogeneze tvorby virové ¢astice (virionu) délime retroviry na typ C a B/D. Pro
typ C je charakteristické skladani Castic na cytoplazmatické membrané, zatimco skladani

retrovir typu B/D probihd v cytoplazmé, odkud nasledné slozené castice putuji
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k cytoplazmatické membrané, kde v obou ptipadech probiha uvolnéni slozené virové ¢astice z

buiiky, tzv. puceni (Vogt, 1997a).

Tabulka 1. Taxonomické rozdéleni rodiny Retroviridae

Rod Priklad viru Morfogeneze | Genom
Alpharetrovirus RSV (Rous Sarcoma Virus) Ctyp _g
Betaretrovirus M-PMV (Mason-Pfizer Monkey Virus) B/D typ '§
Gammaretrovirus MLV (Murine Leukemia Virus) Ctyp _é
Deltaretrovirus BLV (Bovine Leukemia Virus) Ctyp \
Epsilonretrovirus WDSV (Walleye Dermal Sarcoma Virus) Ctyp S
Lentivirus HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus) Ctyp cgl
Spumavirus CFV (Chimpanzee Foamy Virus) B/D typ B

3.1.2 Organizace genomu retroviri

Retrovirovy genom je tvofen dvéma vlakny RNA o délce 7-12 kb. Tato RNA je v prab&hu
replikace piepisovana do DNA, ktera je vlozena do genomu hostitelské buiniky ve formé tzv.
proviru. Provirova DNA je z obou stran ohrani¢ena shodnymi sekvencemi LTR (long terminal
repeats) tvofenymi tfemi tseky: U3 (unique — jedine¢nd sekvence pro 3’ konec RNA), R (repeat
— sekvence opakujici se na obou koncich RNA) a U5 (jedinecna sekvence pro 5’ konec RNA).

Mezi LTR sekvencemi se u vétSiny zastupct retrovirit nachdzeji geny gag, pro, pol a env.

Geny gag, pro a pol koduji hlavni strukturni proteiny a virové enzymy. Tyto tfi geny jsou
transkribovany dohromady a podle vzniklé nesestfizené mRNA jsou potom na volnych
ribozomech translatovany jako polyproteiny. Zastoupeni strukturnich polyproteinti neni u v§ech
retrovirt stejné. Béhem translace dochazi s urcitou pravdépodobnosti k posunu ¢teciho ramce
o jeden nukleotid zpét pfed koncem genu gag nebo pro (v nékterych ptipadech pred koncem
obou genil), ¢imZ je zruSen terminacni kodon v ptivodnim ¢tecim ramci a jsou translatovany i
nasledujici geny. Tento posun v Ctecim ramci je zpisoben vlivem vldsenkovych struktur
v blizkosti ptislusnych stop kodont. Tak v piipadé RSV vznikaji z jedné mRNA strukturni
proteiny Gag-Pro (Casto oznacovano pouze Gag, ackoliv obsahuje i proteazu) a Gag-Pro-Pol
v ptiblizném poméru 20:1 (Jacks a Varmus, 1985) zatimco u HIV-1 vznikaji polyproteiny Gag
a Gag-Pro-Pol v poméru ptiblizné¢ 10:1 (Staple a Butcher, 2003) (Obr. 1). Jelikoz je u RSV
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proteaza (PR) exprimovana spolecné s polyproteinem Gag, viriony RSV obsahuji mnohem vice
PR nez viriony sav¢ich viri. PR pak pfi maturaci odStépuje sama sebe, dimerizuje a nasledné
Stépi Gag na jednotlivé strukturni proteiny — matrixovy protein (MA, p19), kapsidovy protein
(CA, p27), nukleokapsidovy protein (NC, p12) a dalsi proteiny specifické pro RSV p2a, p2b,
pl0, p3. Polyprotein Pol je Stépen pomoci PR na RT (p68) a IN (p32) a p4 (Moelling et al.,
1980).

Gen env koduje obalovy glykoprotein (envelope glycoprotein, Env), ktery je translatovan
ze sestiizené mRNA na membrané¢ endoplazmatického retikula. Env je po translaci a
glykosylaci Stépen bunéfnou proteazou furinem na povrchovou (SU, gp85) a

transmembranovou (TM, gp37) podjednotku.

RSV ve svém genomu krom¢ jiz zminénych genti obsahuje také onkogen v-src (Obr. 1).
Ten koduje tyrosin kindzu v-Src (pp60), kterd zptisobuje bunécnou transformaci. Protein v-Src
je exprimovan také ze sestfizené RNA. Pivod tohoto onkogenu je v bunééném genu c-src, ktery
reguluje bunécny rist a byva oznacovan jako protoonkogen. Na rozdil od n¢j ale v-src postrada
diilezitou regulacni oblast, proto je konstitutivné aktivni a zpisobuje transformaci infikovanych

bunék (shrnuto viz Martin, 2001).

LTR LTR
o i il
| gag | pro | src
| pol |
D env
LTR LTR
HIV-1 [ vif .:I
l 999 ‘ | | | env ‘

DVpr tat

[_pro ] [— 0L
rev
I:]vpu

Obr. 1. Organizace genomu RSV a HIV-1. Schematicky zndzornéna provirovd DNA je
ohranicena sekvencemi LTR. Obdélniky symbolizuji oteviené Cteci rdimce pro vyznacené geny.
Horizontalni tenké Cary spojujici nékteré obdélniky ptedstavuji oblasti odstranéné sestithem
mRNA. Upraveno podle Vogt (1997b).
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Genom komplexnich retroviri, jako napt. HIV-1, obsahuje krom¢ zdkladnich gent jeste
fadu dalSich genl pro regulacni proteiny. Jejich transkripty vznikaji alternativnim sesttihem

pre-mRNA (Obr. 1).

3.1.3 Replika¢ni cyklus retrovira

Zivotni cyklus retrovirt (Obr. 2) 1ze rozdélit na asnou a pozdni fazi. Casna faze zahrnuje
procesy od vstupu retroviru do buiiky po integraci virové DNA do buné¢ného genomu. Pozdni
faze zacina expresi virovych gentl a pokracuje pies sklddani, puceni a zrani virovych ¢astic. Pti
vSech krocich virus vyuziva bunécné faktory svého hostitele, kterym se virus piizptsobil a které

jsou nezbytné nutné pro jeho replikaci.

Prvnim krokem virové infekce je vstup viru do buiiky. Virovy obalovy glykoprotein
interaguje pomoci své povrchové podjednotky (SU) se specifickym receptorem na povrchu
hostitelské buniky. Tato vazba zplisobi konformacni zménu v transmembranové podjednotce
(TM), ktera nasledné zprostredkuje fizi virové a cytoplazmatické membrany. Jelikoz se ¢ast
této prace tykd pravé virového vstupu do buiiky, bude pfesny mechanizmus téchto procest

podrobné popsan v dal$ich kapitolach (viz 3.3).

Po vstupu virového jadra (tzv. ,,core”) do bunky, dochazi k jeho rozpadu a zahijeni
reverzni transkripce. Tento proces probihd v cytoplazmé v nukleoproteinovém komplexu a je
katalyzovan pomoci reverzni transkriptazy (RT) po nasednuti tRNA jako primeru na vazebné
misto na virové RNA (primer binding site, PBS). Elongace probihd v n¢kolika krocich a
najejim konci je pltvodni genomova RNA piepsdna do linedrni dvoufetézcové DNA.
V pribéhu tohoto dé&je vznikd meziprodukt, hybrid RNA-DNA, znéhoz je pak RNA
degradovéna také prostfednictvim RT, kterd vykazuje 1 RNazovou aktivitu. Kvili
intramolekularnim pieskoktim RT je vzniklad virova RNA delsi nez piivodni RNA. Na 3’ konci
je pridéna oblast U5, na 5° konci U3 a takto vznikaji na obou koncich virové DNA shodné LTR
oblasti. Reverzni transkripce je ve srovnani s replikaci bunéénych genomii zna¢né€ nepiesna a
je zdrojem mnoha mutaci. Navic v pribéhu reverzni transkripce mize dochazet k rekombinaci
mezi dvéma fetézci virového genomu. Diky tomu je mezi vzniklou virovou populaci znacna
odliSnost a virus se miize rychle pfizpisobovat novym podminkam (shrnuto v Delviks-

Frankenberry et al., 2011).

Nové vznikla virova DNA vytvaii s integrazou (IN) a dalSimi virovymi 1 hostitelskymi
proteiny preintegra¢ni komplex (pre-integration complex, PIC), ktery vstupuje do jadra, kde je

poté virova DNA pomoci IN integrovana do genomu hostitelské buniky. U nékterych virt je
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tento krok zavisly na docasném rozpadu jaderného obalu v pribéhu mitdzy, jiné viry dokazi
PIC aktivné transportovat pomoci bunééného mechanizmu exportu do jadra. V ptipadé viru
Rousova sarkomu bylo ukézano, Ze je virus schopny infikovat i nedélici se bunky, ale s nizkou

ucinnosti (Hatziioannou a Goft, 2001).

Y Preintegracni Golgiho
DNA ' [+ komplex 1 \!/
13
g\

Drsné
endoplazmatické [
retikulum

Obr. 2. Schématické znazornéni Zivotniho cyklu jednoduchych retroviru. 1 — interakce
s bunéénymi receptory a flize membran, 2 — vstup ,,core” do cytoplazmy a jeho rozpad, 3 —
reverzni transkripce, 4 — vstup preintegracniho komplexu do jadra, 5 — integrace proviroveé
DNA do bunééného chromozomu, 6, 7 - transkripce, 8 — sesttih mRNA, 9, 10 — export RNA
z jéadra, 11, 12 — translace, 13 — slozeni ¢astice v cytoplazmé (B/D typ retrovirt), 14 — slozeni
castice na cytoplazmatické membrané (C typ retrovirt), 15 - puceni virové Castice, 16 — zrani.
Ptevzato z Carter a Saunders (2007), upraveno.

Pozdni faze za€ina transkripci integrované provirové DNA bunénou RNA-polymerazou
II. Pti regulaci tohoto piepisu se uplatiiuji pfedevsim oblasti v LTR, na které se vazou bunécné

transkripcéni faktory. U komplexnich retrovirti je uroven transkripce ovlivnéna i virovymi
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aktiva¢nimi faktory. Vznikajici virova RNA dale podléha stejnym upravam jako bunécné RNA,
je tedy opatifena methylovanou ¢epickou na 5” konci, polyadenylovana na 3’ konci a jeji urcita
cast mize byt alternativné sestfizena. Nesestfizena RNA maé dvé funkce, koduje strukturni
polyproteiny (Gag, Pro a Pol) a slouzi jako budouci virova genomova RNA. Sestfizend mRNA
slouzi k expresi dalSich virovych proteinti, pfedevSim prekurzoru povrchovych glykoproteinti
Env. Aby byl zachovan spravny pomér mezi nesestfizenymi a sesttizenymi mRNA, musi byt
sestfih regulovan spravnym zptsobem. Této problematice je pak dale vénovand samostatna

kapitola (viz 3.4.2).

Prekurzor Env vznika translaci na ribozomech drsného endoplazmatického retikula a
v jeho lumen je Castecné glykosylovan. Glykosylace Env je dokoncena v Golgiho komplexu.
Env vytvaii homotrimery, jejichz podjednotky jsou pomoci proteazy furinu St€peny na
vysledny povrchovy (SU) a transmembranovy (TM) glykoprotein. V ptipadé RSV ziistavaji SU
a TM propojeny disulfidickou vazbou, v ptipadé jinych retrovirii (napt. HIV) jsou spojeny

nekovalentnimi vazbami.

Prekurzory Gag a Gag-Pol vznikaji na volnych ribozomech a jejich mnoZstvi je
regulovano diky posunu c¢teciho ramce, ke kterému dochazi s uritou pravdépodobnosti

v prubé¢hu translace (viz kap. 3.1.2).

Skladani, pu€eni a zrani retrovird jsou posledni kroky vzniku novych virovych c¢astic.
Skladani se obvykle odehrava bud’ na cytoplazmatické membrané, jak je tomu i u RSV, nebo
na urCitétm misté¢ v cytosolu hostitelské bunky, odkud pak slozené castice putuji
k cytoplazmatické membran€. Pro interakci s cytoplazmatickou membranou je diilezita bazicka
oblast obsazend v MA proteinu. Oblasti v CA a NC zprostfedkovavaji multimerizaci proteint
Gag a kratké peptidové motivy, tzv. pozdni domény, zprosttedkovavaji interakci s bunéénym
endozomalnim systémem, ktery virus vyuziva pro své vypuceni ven z bunky (shrnuto v
Demirov a Freed, 2004). Béhem puceni ziskava virion svou fosfolipidovou membranu. Pii
uvolnovani cCastice nebo kratce poté dochazi ktzv. zrani (maturaci) neboli Stépeni

polyproteinovych prekurzori virovou proteazou.

3.2 Ptaci sarkomové a leuk6zové viry

Studium ptacich retroviri zacalo pfed vice nez jednim stoletim. Virus Rousova sarkomu
(Rous sarcoma virus, RSV) se stal prvnim objevenym retrovirem, kdyz Francis Peyton Rous
vroce 1911 publikoval své pozorovani, ze kufeci sarkom mize byt pienaSen pomoci

bezbunécného filtratu (Rous, 1911). Pozdé&ji se ukazalo, Ze je tento virus odvozen od vice

19



rozsifen¢ho ptaciho leukozového viru, od kterého se 1isi pfitomnosti onkogenu src. Tyto a
ostatni ptibuzné viry se fadi do skupiny ptacich leukézovych a sarkomovych viri (ASLV), ktera

spada pod rod Alpharetroviridae.

ASLV patii spolu svirem Markovy choroby a retikuloendotelioznim virem mezi
nejcastéjSi ptivodce nadorového onemocnéni v drabezich chovech (Fadly a Niar, 2008).
Pfirozenym hostitelem ASLV je kur domaci, ale i jiné druhy ptdkd mohou byt témito viry
infikovany. Zakladni rozdéleni ASLV je na akutné a pomalu transformujici viry. Déle se pak
déli na jednotlivé podskupiny (A-K) podle svého obalového glykoproteinu a jim ovlivnéné

hostitelské specifity.

3.2.1 Ptacileukézové viry

Mezi pomalu transformujici viry patii ptaci leukézové viry (ALV). V jejich ptipadé
dochazi ke tvorbé nadoru az po relativné dlouhé dobé (v rdmci n€kolika tydnii nebo mésicii) a
nador je zpuisoben integraci blizko protoonkogenu, jehoz exprese je nasledné deregulovana.
V nékterych nadorech byla ALV integrace detekovana naptiklad v blizkosti genu myc (Payne
et al, 1982), nebo genu pro onkogenni microRNA-155 (Clurman a Hayward, 1989).
V komer¢nich chovech patii mezi nejrozsitenéjsi kmen ALV-A. Tento kmen ¢asto zptsobuje
lymfoidni leukézu a lymfomy B-bun€k. Ac¢koliv virus je pomérné rozsifeny, pouze u malé ¢asti
infikovanych ptaki se vyvine neoplazie. Navic existuji kufeci linie rezistentni vic¢i tomuto
kmenu a diky selektivnimu chovu se podafilo zabranit vyznamnéjSimu Sifeni tohoto viru.
Dals$im rozsifenym kmenem je ALV-J, ktery byl objeven na konci 80. let. ALV-J se rychle
rozsifil po celém svétd a zpusobuje velké ekonomické ztraty, predevdim v Cing. Tento virus
indukuje jiné spektrum nadort nez ALV-A, jedna se pfedev§im o myeloidni leukézu a
hemangiosarkomy (shrnuto v Justice a Beemon, 2013). V poslednich letech jsou rovnéz
objevovany nové¢ izolaty, které jsou pro svoji evolucni vzdalenost od dosud definovanych

podskupin povazovany za novou podskupinu K (Cui et al., 2014).

Mezi ALV se nachézeji i1 retroviry endogenniho ptivodu. Ty patii predev§im do
podskupiny E a pravdépodobné¢ vznikly z exogennich retrovirQ, které¢ se béhem koevoluce se
svym hostitelem integrovaly do zarode¢nych bun¢k. Genomy téchto virt jsou obvykle netiplné,
transkripéné umlcené a jen Castecné exprimované. Také podskupiny F-I jsou endogenniho

puvodu a vyskytuji se u riznych druht hrabavych ptaka (shrnuto viz Weiss, 1993).
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3.2.2 Virus Rousova sarkomu

Akutné transformujici viry na rozdil od ALV obsahuji ve svém genomu onkogen a
indukuji proto tvorbu nédoru podstatné rychleji, v rdmci nékolika dni nebo tydnd. Hlavnim
piedstavitelem téchto virti je virus Rousova sarkomu (RSV), ktery nese ve svém genomu
onkogen src. RSV je vyjimeény tim, ze na rozdil od jinych zastupct této skupiny je replikacné
kompetentni. V ostatnich pfipadech onkogen narusuje néktery z virovych gend, a proto tyto
viry potiebuji pro své §ifeni pfitomnost tzv. pomocného viru. Stejn¢ jako ALV mtze RSV pro
svlj vstup pouzivat rizné obalové glykoproteiny, podle kterych se d€li do jednotlivych

virovych podskupin (viz tabulka 2).

Jelikoz byl RSV prvnim objevenym retrovirem, stal se modelovym zastupcem, diky
kterému byly objeveny zékladni vlastnosti retrovird, kterymi jsou reverzni transkripce virové
RNA aintegrace vzniklé DNA do genomu hostitelské buiiky. RSV poslouzilo ke studii i dalSich
aspektl retrovirové replikace, jako je vstup viru do buiiky, integrace virové DNA, regulace
transkripce a sestfihu virové RNA, tvorba a struktura virovych ¢astic atd. RSV byl také prvnim
pozorovanym onkogennim virem a jeho studium vyznamné piispélo k odhaleni nékterych

mechanizmt karcinogeneze.

Tabulka 2. Piehled laboratornich kmenu ptacich sarkomovych vira rozdélenych podle
virové podskupiny. Upraveno podle Payne (1992).

Klasifikace podle virové podskupiny
A B C D E AEnv
SR-RSV-A SR-RSV-B B27 SR-RSV-D SR-RSV-E BH-RSV
PR-RSV-A PR-RSV-B PR-RSV-C CZ-RSV PR-RSV-E BS-RSV
EH-RSV HA-RSV FuSVv
RSV29 PRCII,PRCIV
ESV, Y73
UR1, UR2
S1,S2

3.3 Vstup ASLYV do bunky

Vstup retrovirt do bunky je zprostfedkovan interakci obalového glykoproteinu (envelope
glycoprotein, Env) se specifickym bunéénym receptorem. V piipadé ASLV byly nalezeny Env

podskupin A-K. Zatimco obalové glykoproteiny podskupin A-E jsou velmi piibuzné a vysoce
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homologni, Env podskupiny J se 1isi a sdili s ostatnimi podskupinami jen nizkou miru
homologie (37-40 %). Env nové navrzené podskupiny K je oproti tomu podskupinam A-E
mnohem podobnéjsi (homologie 78-85 %) (Cui et al., 2014). V nésledujicich kapitolach bude
podrobné probrana struktura Env a mechanizmus virového vstupu do buriky. Je pravdépodobné,
ze ackoliv jednotlivé obalové glykoproteiny vyuzivaji riizné receptory, mechanizmus vstupu
viru je podobny, alespon v ptipad¢ podskupin A-E. Pfesto je nutné podotknout, ze popsany
mechanizmus je zalozen predevsim na experimentech s podskupinou A, jelikoz receptor pro

tuto virovou podskupinu byl odhalen jako prvni.

3.3.1 Obalové glykoproteiny ASLV

Obalovy glykoprotein ASLV patii do skupiny fuznich proteinti tfidy I a ma tedy
podobnou strukturu jako napt. HIV Env, HA viru chiipky nebo GP1/GP2 viru Ebola. ASLV
Env je translatovan ze sestiizen¢ mRNA, jejiz zacatek je odvozen od genu gag. Na N-konci
proteinu se naléza signdlni peptid, ktery sméfuje Env do endoplazmatického retikula, kde
dochazi k jeho glykosylaci. Env vytvaii homotrimery, v nichz kazdad molekula Env je nasledné
Stépena na dvé podjednotky, povrchovou (SU) a transmembréanovou (TM), které ziistavaji
spojen¢ disulfidovou vazbou. Trimery SU+TM jsou nasledné transportovany na bunécnou

membranu, kde jsou poté inkorporovany do pucicich virovych ¢astic (shrnuto v Hunter, 1997).

SU podjednotka je zodpovédna za interakci s bunéénym receptorem a piedpoklada se, Ze
urcuje hostitelskou specifitu. Geny obalovych glykoproteini podskupin A-E jsou velmi
konzervované s vyjimkou péti oblasti, které jsou vyznaceny na obrazku 3 (Dorner et al., 1985).
Dalsi analyzy ukazaly, ze hostitelskou specifitu urcuji predevSim dva delSi hypervariabilni
useky, oznacované hrl/2. Zamény v téchto oblastech byly schopny ovlivnit rozsah hostiteld,
které byl virus schopny infikovat (Bova et al., 1988; Dorner et al., 1985; Tsichlis et al., 1980).

Krat$i variabilni tseky nazyvané vr1/2/3 pravdépodobné nehraji tak vyznamnou roli.

Zatimco SU podjednotka zajist'uje vazbu na receptor, TM podjednotka zprostiedkovava
membranovou fuzi. V této podjednotce se na N-konci naléza hydrofobni fuzni peptid (FP) a na
C-konci transmembranova doména zodpovédna za ukotveni proteinu do membrany (membrane
spanning domain, MSD). Mezi témito doménami se nalézaji dvé oblasti aminokyselinovych
repetic oznacované HR1/2 (heptad repeats), které jsou dilezité pro tvorbu struktury nazyvané

Sestihelikalni svazek (six helix bundle, 6HB) (Obr. 3).
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U vr1 wr2 hrl hr2 vr3 Stépeni fp HR1 HR2 MSD

Obr. 3. Schématické znazornéni doménové struktury obalového glykoproteinu ASLV.
V povrchové podjednotce (SU) jsou Cerné vyznaceny oblasti ovliviiujici hostitelskou specifitu
(hr1/2) a variabilni oblasti (vr1/2/3). V transmembranové podjednotce je bile oznacen fuzni

peptid (FP), doména prochéazejici membranou (MSD) a aminokyselinové repetice dilezité pro
tvorbu Sestihelikalniho svazku (HR1/2).

3.3.2 Bunécné receptory pro ASLV

Obalové glykoproteiny ASLV rozeznavaji rizné molekuly na povrchu hostitelské burky.
Doposud byly identifikovany bunécné receptory pro ASLV podskupin A-E a J. Geny kodujici
tyto receptory lezi na riznych mistech genomu a jimi kdodované proteiny patii do odliSnych
proteinovych rodin (tabulka 3). Vazba na tyto receptory vyvolava konformacni zménu v Env,
ktery nasledné zprostiedkuje vstup viru do buiky. Kromé receptori ale muze Env
pravdépodobné véazat dalsi molekuly na povrchu buiiky, které pomahaji pfisednuti viru na

membranu buiiky.

Prvnim objevenym receptorem byl Tva, ktery slouzi pro vstup virti podskupiny A (Young
etal., 1993). Tva je ptibuzny receptorim pro lipoprotein o nizké hustoté (LDLR). Byly popsany
dvé alternativné sestfizené formy, oznacované podle odpovidajici délky jejich mRNA jako
Tva800 a Tva950. Oba proteiny maji shodnou extracelularni ¢ast, ale krat$i forma postrada
transmebranovou oblast a je ukotvena k membrané pomoci glykosylfosfatidylinositolu (Bates

etal., 1993).

Druhym nalezenym receptorem byl Tvb, ktery je zodpovédny za citlivost k podskupindm
B, D a E. Tvb patii do receptorové rodiny TNF (tumor necrosis family) (Adkins et al., 2000;
Brojatsch et al., 1996). V lokusu ¢vh bylo nalezeno nékolik alel. tvbS! a tvb>3 koduji proteiny
TvbS! a Tvb®?, které se od sebe 1isi zdménou cysteinu (Tvb®!) za serin (Tvb>*) v pozici 62. Obg
varianty umoziuji vstup virti podskupiny B a D, ale pouze TvbS® miiZe slouit jako receptor
pro viry podskupiny E (Adkins et al., 2001). Déle byl také nalezen homolog v kratich buiikach
tvb', ktery koduje receptor pouze pro virovou podskupinu E (Adkins et al., 1997).

Pro vstup virt podskupiny C slouzi receptor Tvc, ktery je sekvencné nejvice podobny
sav¢imu imunoglobulinu — butyrofilinu BTN1A1 (Elleder et al., 2005). Extracelularni ¢ast Tvc

se sklada ze dvou domén podobnych imunoglobulinim — IgV a IgC. Za interakci s EnvC je
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zodpovédna IgV a pro tuto vazbu jsou kritické predevsim dvé aromatické aminokyseliny, Trp-
70 a Tyr-127. IgC doména je pak dulezita pro spravnou orientaci a udrzovani vazebného mista

ve vhodné vzdalenosti od bunééné membrany (Munguia a Federspiel, 2008).

Tabulka 3. Piehled bunécnych receptori pro riizné podskupiny ASLV.

Podskupina Priklad virového kmene Receptor

A RAV-1, PR-RSV-A Tva800, Tva950 (LDLR)
B MAV-2, PR-RSV-B TvbSt, TvbS3 (TNF)

C RAV-49, PR-RSV-C Tvc (BTN1A1)

D CZAV, SR-RSV-D TvbSt, TvbS3 (TNF)

E RAV-0, ev-3 TvbS?, Tvb™ (TNF)

J HPRS-103 NHE1

K JS11C1 ?

Pro viry podskupiny J byl popsan jako receptor Na/H pienase¢ (Na/H exchanger type 1,
NHE1) (Chai a Bates, 2006). Kritickou aminokyselinou pro interakci s obalovym proteinem je

Trp-38, jehoz delece v NHEI zptsobuje rezistenci k ALV-J (Kucerova et al., 2013).

Ve vsech ptipadech kromé genu pro NHEI byly v urcitych kutecich liniich detekovany
rezistentni alely, které zpiisobuji defekt v expresi receptoru (Elleder et al., 2004; Elleder et al.,
2005; Klucking et al., 2002). Vyskyt rezistentnich jedinct nasvédcuje koevoluci virit ASLV se
svym hostitelem a poskytuje pravdépodobné vysvétleni, pro¢ se ASLV vyvinuly tak, aby mohly

vyuzivat rizné bunécné proteiny jako své receptory.

3.3.3 Mechanizmus vstupu ASLV do buiiky

Vstup ASLV do buiiky je unikatni tim, ze vyuzivd mechanizmu, kdy je fuze membran
aktivovana ve dvou krocich a kombinuje znaky pH-zavislych i pH-nezavislych virt (Obr. 4).
Prvni krok zahrnuje konformacni zménu, kterd je vyvoland interakci SU s receptorem a je
nezavisla na pH. Pfi této prvni konformacni zmén€ dojde v TM k odhaleni oblasti HR, fizni
peptid je uvolnén a diky tomu miize byt zanofen do membrany napadené bunky (Damico et al.,
1999; Damico et al., 1998; Gilbert et al., 1995). V tomto kroku také dochazi k tvorbé reaktivniho
thiolatu na Cys-38 v SU (Smith a Cunningham, 2007). Dalsi krok probiha v endozomu, kde je
nizkym pH aktivovana druha konformac¢ni zména (Barnard et al., 2004; Mothes et al., 2000).
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HR oblasti spolu interaguji, vytvari tzv. Sestihelikalni svazek (six helix bundle, 6HB), virova a

bunécnd membrana se ptiblizi a to umozni naslednou fizi membran (Melikyan et al., 2004).

Riizné experimenty ukazuji, Ze meziprodukt, ktery vznikd po aktivaci receptorem, je
piekvapive stabilni. Napt. ASLV zlstava stabilni i nékolik hodin, i kdyZ jsou infikované bunky
piechodné zablokovany pomoci Cinidel, kterd zvySuji pH v endozomech (Mothes et al., 2000;
Narayan et al., 2003). Dalsim ptikladem je inhibice ASLV pomoci peptidu, ktery je odvozen
od HR2 a nazyva se R99. Tento peptid nedokaze blokovat nativni formu Env, ale kdyz se ptida
k bunénému povrchu, tak se vaze na receptorem aktivovany meziprodukt, kde jsou odhaleny
HR oblasti. Diky této vazbé pravdépodobné zablokuje Env v prvni konformacni zmeéné

(Barnard et al., 2004; Netter et al., 2004).

1. konformacni 2. konformacni Fuze membran
bunétna zména zména
membréna
FP
receptor HR1 nizké pH
—_— — —_—
SU —
™ — HR2 T
6HB
virova
membréana

Obr. 4. Mechanizmus ASLV vstupu do buriky. Nativni forma Env interaguje s receptorem.
V TM podjednotce dojde k odhaleni HR oblasti a fizni peptid je zanofen do bunécné
membrany. (prvni konformacni zména, podjednotka SU neni kvili jednoduchosti zobrazena).
V tomto stavu aktivuje nizké pH druhou konformacni zménu, pro kterou je charakteristicka
tvorba Sestihelikalniho svazku (6HB). Nasledné pak dochézi k fizi membréan. Pfevzato z Welch
et al. (2007), upraveno podle Barnard et al. (2006).

Jednotlivé kroky odehrdvajici se po aktivaci Env receptorem byly popsany predevs§im
diky pokustim zalozenym na inkubaci viru (nebo samotného Env) se solubilnim receptorem.
Ackoliv je nativni virus pomérné stabilni 1 v kyselém pH, po aktivaci solubilnim receptorem se
stane virus vysoce citlivym k nizkému pH a jiz béhem par minut ztraci svoji infektivitu (Mothes
et al., 2000). Po inkubaci viru se solubilnim receptorem je mozné také detekovat uvolnéni
fazniho peptidu Env diky vazbé na lipozomy (Damico et al., 1998; Hernandez et al., 1997).

Tvorba reaktivniho thiolatu na Cys-38 v Env muze byt detekovana pomoci alkyla¢niho ¢inidla,
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které specificky reaguje s thiolovou skupinou a tim inhibuje virovy vstup. Tato sloucenina se
nazyva PEG-maleimid-biotin (PMB) a virus se vici ni stava citlivym opét az po aktivaci
solubilnim receptorem. Také tvorba 6HB, ktera je charakteristickd pro druhou konformacni
zménu, muze byt napodobena v biochemickém pokusu. V tomto ptipadé musi nejdiive dojit k
inkubaci viru se solubilnim receptorem a nasledné ke sniZzeni pH. Pak transmembranové
podjednotky Env tvofi SDS-rezistentni oligomery, které odpovidaji formaci 6HB a mohou byt
detekovany pomoci SDS-PAGE (Smith et al., 2004). Déle bylo ukdzano, ze zmény vyvolané
interakci viru se solubilnim receptorem jsou dostatecné k tomu, aby virus vstoupil i do bung¢k,

které receptor postradaji (Damico a Bates, 2000).

3.4 Upravy virové mRNA

Po integraci do genomu hostitelské bunky zacina exprese retrovirovych genit transkripci
bunéénou RNA polymerazou II. Virovda mRNA podléhé poté dal$im upravam, jako je vytvoteni
methylované cepicky na 5’ konci, sestfih prekurzorové mRNA (pre-mRNA) nebo
polyadenylace na 3’ konci. Tyto procesy jsou zajisténé ribonukleoproteinovymi komplexy
infikované bunky, ale ptesto musi dochazet k urcité regulaci i na virové urovni. RSV patii mezi
jednoduché retroviry, tudiz ve svém genomu pravdépodobné nekoduje zadny specializovany
protein, ktery by se této regulace ucastnil. Proto jsou Gpravy virové RNA ovlivnény predevsim
pomoci riznych cis sekvenci na virové RNA, které jsou rozeznavany hostitelskymi proteiny.
Pro tvorbu nové Castice jsou potieba jak nesesttizené, tak sestfizené mRNA, jejichz mnoZstvi
musi vznikat ve spravném pomeru. Za timto ucelem je vyuzivano nékolik raznych cis sekvenci,
jak bude probrano v nésledujici kapitole. JelikoZ se v eukaryotické buiice tvofi vétSina mRNA
sestithem pre-mRNA, je sestith RNA spojeny i sndsledujicimi procesy, jako jsou
polyadenylace a jaderny export RNA. V ptipad¢ RSV je ale potieba, aby vét§ina mRNA zlstala
nesestfizena, a tudiz si tento virus musel vyvinout mechanizmy, jak zajistit polyadenylaci na

3’ konci RNA a export této RNA z jadra.

3.4.1 Sestfih pre-mRNA

Sestfih RNA je v jadrech eukaryotickych bunék zajistén velkym makromolekularnim
komplexem, ktery se nazyva spliceozom. Ten je zodpovédny za rozeznani hranice exonil a
intronii a provedeni sestiithové reakce. VétSina bunéCnych intronli je vystfizena pomoci
spliceozomu, ktery obsahuje pét malych jadernych ribonukleoproteinovych (snRNP) castic
(U1, U2, U4, US a U6). Jakym zptsobem jsou sestiihova mista piesn¢ definovana, neni znamo,

ackoliv sestiithové signdly na hranicich exon-intron maji urcité charakteristické znaky.
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5’ sestithové misto ma kratkou konzervativni sekvenci, zatimco 3’ sestfihové misto obsahuje
misto vétveni (branch point sequence, BPS) a polypyrimidinovy trakt (PY) (Obr. 5).
5’ sestfithové misto je rozeznano pomoci U1 a PY vaze pomocny faktor U2 (U2 auxiliary factor,
U2AF), ktery je potfebny pro naslednou vazbu U2 na BPS. Posléze dochazi ke spojeni s
komplexem U4/U5/U6 a v nékolika krocich dojde k vysttizeni intronu. Bylo ukézéano, zZe kromé
sestfihovych mist jsou dulezité jesté dalsi sekvence, které se mizou nachéazet jak v intronech,
tak v exonech. Tyto cis elementy mohou sestfih dan¢ho intronu bud’ tlumit, nebo naopak
posilovat. Jestlize se jedna o tlumici elementy, nazyvaji se sestfihové supresory a nejcastéji jsou
rozeznavané pomoci heterogennich jadernych ribonukleoproteinii (hnRNP). Naopak elementy,
které sestfih posiluji, se nazyvaji sesttihové enhancery a vétSinou vazou proteiny bohaté na

serin a arginin (SR proteiny) (Obr. 5) (shrnuto v Lee a Rio, 2015).

Komplex spliceozomu
U4/U5/U6 snRNP

Sestrihové enhancery
= SR proteiny ~ggo

p40 SSRS X ASF
U1 U2AF .
snRNP \ 65 35
5 I &S 0, AT 3
5’ sestfihové misto 3’ sestfihové misto
: CA UGg UJUUC CU(
LS -geoicy

Obr. 5. Regulace sestfihu v eukaryotickych bunikach. Vyznacena jsou mista dilezita pro
rozpoznani intronu — 5’ sestfihové misto GU, misto vétveni A, polypyrimidinovy trakt (Y), a
3’ sestithové misto AG. Sekvence obklopujici obé¢ sestfihova mista jsou velmi konzervovang,
jak je naznaceno ve vytezu. Velikost kazdého nukleotidu je proporéni k frekvenci jeho vyskytu
v sestithovych mistech lidskych gent. Spliceozom je slozen zmalych jadernych
ribonukleoproteinl (snRNP) a zahrnuje podjednotky U1, U2, U4, U5 a U6. V prvni fazi Ul
snRNP vaze 5’ sesttihové misto, U2AF polypyrimidinovy trakt a U2 snRNP misto vétveni,
pomoci téchto ribonukleoproteinil jsou posléze ptipojeny ostatni podjednotky. Sesttih je déle
regulovan pomoci dalSich cis elementti na RNA. SR proteiny interaguji s posilujicimi signaly
(enhancery), zatimco hnRNP rozpoznévaji tlumici signaly (supresory). ESS — exonovy
sestifihovy supresor, ISS — intronovy sestiihovy supresor, ISE — intronovy sestfihovy enhancer,
ESE — exonovy sestfihovy enhancer. Pfevzato z Dubois et al. (2014), upraveno.
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Kromé klasického spliceozomu byl v eukaryotickych buitkach nalezen dalsi spliceozom,
ktery rozeznava vzacny druh intront, jejichz sestfihova mista se sekven¢né vyznamné lisi od
vySe popsanych. Mechanizmus sestfihu téchto intronti je velmi podobny jako sestfih
majoritnich introntt s tim rozdilem, Ze tento spliceozom obsahuje kromé& US snRNP
podjednotky, kterd je spolecnd obéma draham, unikatni slozeni ostatnich snRNP (U11, U12,
U4atac,U6atac) (shrnuto v Turunen et al., 2013).

3.4.2 Regulace sestfrihu RSV mRNA

Pro tvorbu novych infek¢nich ¢astic RSV je potieba riizné mnozstvi virovych proteinti.
V kapitole 3.1.2 bylo probréano, jak probihé regulace na urovni translace mezi proteiny Gag a
Gag-Pol. Avsak hlavnim mechanizmem k dosazeni spravného poméru virovych proteinl je

predevsim regulace sestfihu virové mRNA (Obr. 6A).

Proteiny Gag a Pol jsou translatovany z nesestiizen¢ RNA, kterd je také potieba jako
genomova RNA v nove vzniklych virovych Casticich. Z tohoto diivodu je dilezité, aby vétSina
virové mRNA zistavala nesestfizend. V kufecich bunikach piedstavuje virova nesestfizena (téz
oznacovana jako genomova) mRNA okolo 75% vSech virovych mRNA (Berberich et al., 1990).
Proteiny Env a Src jsou translatovany ze dvou riznych sestfizenych mRNA. V obou piipadech
probiha sestfih mRNA na stejném 5’ sestfihovém misté€, ale je pouzito rozdilné 3’ sestfihové
misto (Obr. 6A). Tyto sestfizené mRNA jsou v kufecich buiikach tvotfeny v pfiblizné stejném
mnozstvi (10-15 % kazd4). Jak jiz bylo zminéno, sestfih RSV mRNA je ovlivnén pomoci cis
elementi na RNA. Regulace zahrnuje jak samotné sekvence sestiihovych mist, které jsou
suboptimalni, tak elementy mimo sestfihova mista, které sestiih ovliviiuji bud’ pozitivné, nebo

negativné (Obr. 6B).

3.4.2.1 Negativni regulator sestiihu

NejprozkoumangjSim cis elementem ovliviiujicim sesttih env i s¥rc mRNA je negativni
regulator sestfihu (NRS). Tento 230 nukleotidii dlouhy isek RNA lezi na zacatku genu gag a
obsahuje dvé funkéni oblasti — oblast na 5° konci, kterd je bohata na puriny (NRS5”) a oblast
na 3’ konci, kterd obsahuje misto podobné sestiihovému mistu (NRS3’) (McNally et al., 1991).
Bylo zjisténo, ze zatimco NRSS5’ vaze fadu SR proteinti jako naptiklad SRp20, ASF/SF2, 9G8,
SC35 (McNally a McNally, 1996), oblast NRS3’ interaguje s Ul a prekvapivé také s Ul1
snRNP (Gontarek et al., 1993) (Obr. 7A). Dalsi experimenty posléze odhalily pravdépodobny
mechanizmus tohoto netradi¢niho negativniho elementu. SR proteiny pomahaji vazbé Ul na

NRS3’ a toto misto vytvaii pseudo 5’ sestfihové misto, které interaguje s obéma
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3’ sestiithovymi misty a tim brani témto mistliim ve spravném sestiihu (Obr. 7B). Pro¢ neni tento
vznikly komplex podobny spliceozomu schopny katalyzovat sestiih RNA, zatim neni pfesné

znamo (shrnuto v McNally, 2008).

A

U3RUS ?Ss gag pol 3'55 env U3 RUS
| R RIEE SR == T

LTR Provirova DNA LTR
5'|$S gag * pol ?SS 3'155 gag/pol mRNA (~75%)
— T {1
3'ss

y. env env mRNA (~13%

... sestfih . I : . {1
""""""" src mRNA (~12%)

— sestfih e (=——— e |

eu
tean
-----
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e
e
..
e
..

5'ss gag

LTR

Obr. 6. Elementy ovliviiujici sestfih a export RSV RNA. (A) Struktura proviru RSV a
jednotlivé druhy virovych mRNA. Na koncich provirové DNA jsou vyznaceny sekvence LTR
s oblastmi U3, R (Cerny obdélnik), US. Kodujici oblasti genil gag, pol, env a src jsou ukdzany
jako rtizné€ Sedivé obdélniky. V zavorkach je uvedeno relativni zastoupeni jednotlivych mRNA
v kutecich bunkach. Teckovana ¢ara predstavuje sestfizené useky. Sestfihova mista oznacena
ss (splicing site). (B) Schématické zobrazeni cis elementii ovliviiyjici sestiih RSV RNA.
Cervené vyznalené obdélniky predstavuji negativné plisobici elementy: negativni regulator
sestfihu (NRS), suboptimdlni sestfihova mista — misto vétveni (BPS) pted env 3’ sesttihovym
mistem a polypyrimidinovy trakt pfed src 3’ sestfihovym mistem, supresor sestihu src (SSS)
a element ovlivitujici export nesestiizené RNA — opakujici se sekvence DR. Zelené je vyznacen
pozitivng pusobici element enhancer sestfihu env (ESE). Pfevzato z McNally (2008), upraveno.
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Vazba Ul1 snRNP na NRS3’ se ukazala jako mén¢ vyznamna pro inhibici sestiihu virové
RNA, ackoliv ma nejspiSe regulacni funkci. Vazebnd mista pro Ul a Ul1 se ptekryvaji, a tudiz
vazba Ul1 brani interakci s Ul (Hibbert et al., 1999). V blizkosti U11 vazebného mista byly
nalezeny sekvence bohaté¢ na guanosin, které slouzi k rozpoznani proteinu hnRNP H, a tak

posiluji vazbu U11 (Obr. 7A) (McNally et al., 2006).

Obr. 7. Schématické znazornéni cis elementi a trans faktoru duleZitych pro funkci
negativniho regulatoru sestfihu (NRS). (A) Oblasti NRS je vyznacena ¢ervené. NRS5’ vaze
SR proteiny (ozna¢eny modie) a NRS3’ obsahuje ptekryvajici se vazebna mista pro Ul a Ul1
snRNP. Oblast za NRS obsahuje vazebna mista pro hnRNP H (Zluté H). SR proteiny podporuji
vazbu U1 snRNP (Sipka), zatimco hnRNP H ovliviiuji bud piimo nebo nepiimo pies jiny protein
(?) vazbu Ul1 (Sipka). (B) Navrzeny model pro mechanizmus NRS inhibice sestfihu. Exony
RSV jsou vyznaceny modie a NRS cervené. SR proteiny podporuji vazbu Ul na regulérni
5’ sestfihové misto a NRS. Tato mista pak soupeii o vazbu s 3’ sestfihovym mistem (na tomto
piikladu env). NRS s navazanym Ul po interakci s 3’ sestiihovym mistem vytvaii komplex,
ktery ale neni katalyticky aktivni. Ull vazba by zabranila vazbé Ul a podpoftila regulérni
sestiih. Sestiithova mista oznacena ss (splicing site). Pfevzato z McNally (2008), upraveno.
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3.4.2.2 Regulace env 3’ sestiihového mista

Dal§im zmechanizmti, kterym je ovliviiovan sestith RSV RNA, je pouziti
suboptimalnich 3’ sestfihovych mist. V ptipad¢ env 3’ sestfihového mista bylo zjisténo, ze
inzerce 24 nukleotidl pied sestfihovym mistem zplsobila vyrazny narast v tvorbé env mRNA
(Katz et al., 1988). Nasledn¢ byla tato zména v sestithu mRNA vysvétlena tim, Ze inzerci doslo
k vytvoteni nového efektivnéji vyuzivaného mista vétveni (BPS), které v env 3’ sestithovém
mist¢ neni optimalni (Katz a Skalka, 1990). Diky zvySené tvorbé env mRNA na ukor
nesestiizen¢ mRNA vykazoval virus vyrazné pomalejsi replikaci. Po dlouhodobém pasazovani
byly ziskany fenotypové revertanty, u kterych byly detekovany mutace snizujici sestiih env
mRNA téméf na pivodni mnozstvi. Nalezené mutace se daly rozdé€lit do dvou tfid. Prvni tfida
obsahovala mutace ovliviiujici BPS, druhé tfida obsahovala delece na zac¢atku genu env. Toto
pozorovani ptispélo k odhaleni elementu, ktery byl nazvan enhancer sestfihu env (env splicing
enhancer, ESE) (Katz a Skalka, 1990). Role ESE byla dale potvrzena pfi sestfihu RSV minigenu
a bylo ukdzano, ze tento element vaze SR proteiny, pfedevsim SRp40 (Bouck et al., 1998;
Staknis a Reed, 1994). env 3’ sestiihové misto je tedy kromé€ NRS ovliviiovano dvéma
protichiidnymi elementy — suboptimalnim BPS, které snizuje pouziti tohoto mista, a ESE na

zaCatku genu env, ktery naopak podporuje sestiih predeslého intronu.

3.4.2.3 Regulace src 3’ sestiihového mista

Sestfih na src 3’ sestfihové misté rovnéz neni piili§ ucinny. Podobné jako u env, src
3’ sestiihové misto neni optimalni. V tomto ptipad¢ se ale jedna o polypyrimidinovy trakt (PY),
ktery neni pfili§ G¢inny kvili pferuSeni péti puriny. Jestlize byl sr¢ PY zmutovan na
nepieruseny Usek 14 pyrimidint, sestiih na src 3’ sestfihovém misté se navysil z 16 % na 54 %
(Zhang a Stoltzfus, 1995). Vedle zvySené hladiny sestfizené src mRNA byla pozorovana
aktivace kryptického 5’ sestfihového mista na zacatku genu env. Kromé suboptimalniho PY je
src 3’ sestithové misto regulovano pomoci negativniho elementu, ktery se nachézi pired genem
src. Tento element byl nalezen diky pozorovani riznych hladin svc mRNA u riznych kment
RSV (Stoltzfus et al., 1987). V ptipadé¢ prazského kmene C se tvoii niz§i mnozstvi src mRNA
nez v Prazském kmenu A a to kvili mutaci pied genem src (Berberich a Stoltzfus, 1991).
Nalezena sekvence byla pojmenovana supresor sestiihu src (suppressor of src splicing, SSS) a
bylo ukéazano, ze tlumi sestfih nezavisle na PY a funguje i v pfipadé jiného intronu (McNally a
Beemon, 1992). src 3’ sestfihové misto je tedy krom& NRS regulovano dalSimi dvéma
negativnimi elementy, které tlumi sestfih na tomto mist¢ — suboptimalnim PY a SSS pred
genem src.
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3.4.3 Polyadenylace nesestiizené virové mRNA

Upravy prekurzorové mRNA zahrnuji kromé& piidéni Eepi¢ky a sestithu RNA také
polyadenylaci, béhem niZ je 3’ konec RNA S§tépen a ke konci St€peného produktu je ptidano
25-200 adenosinovych zbytki. Polyadenylace je v eukaryotickych buiikach zprostiedkovana
pomoci komplexu specifického pro Stépeni a polyadenylaci (cleavage and polyadenylation
specificity factor, CPSF), ktery rozeznava ustfedni polyadenylacni signdl (PAS) AAUAAA.
Kromé tohoto signalu jsou dillezita jesté dalsi mista RNA - sekvence déle za polyadenylacnim
mistem, ktera je rozpoznana pomoci faktoru stimulujiciho Stépeni (cleavage stimulatory factor,
CstF), a sekvence rozpoznavana Stépicim faktorem I (cleavage factor I, CFIm). Tyto signaly
pfes navazané proteiny vyrazn€ prispivaji kinterakci s CPSF a nasledné vazbé
poly(A)polymerdzy. V soucasnosti se ukazuje, ze pfi polyadenylaci kromé polyadenyla¢niho
signalu a pfilehlych sekvenci hraji roli i dalsi elementy. Polyadenylace je stimulovana RNA
sestithem, jeji regulace je pomérné slozita a mnoho sav€ich transkriptii podléha alternativni

polyadenylaci (shrnuto v Turunen et al., 2013).

V ptipadé¢ RSV bylo dlouhou dobu zdhadou, jakym zplGsobem probiha polyadenylace
nesestiizené¢ virové mRNA. Ackoliv experimenty in vitro ukazovaly, Ze polyadenylacni misto
RSV je slabé (Maciolek a McNally, 2008), v infikovanych kufecich bunkéach dochazi
k pomérné ucinné polyadenylaci (pfiblizn¢ 85% RNA je polyadenylovéano). Dnes se ukazuje,
ze vysoka ucinnost polyadenylace je pravdépodobné zplisobena diky pfitomnosti SR proteini,
které se vazou na negativni regulator sestfihu (NRS) a enhancer sestfihu env (ESE). Pro jejich
ucinek je dalezité, aby doslo k vytvoreni pseudosestiihového komplexu, ¢imz dojde k ptiblizeni
obou mist k polyadenyla¢nimu mistu (Hudson et al., 2016; Hudson a McNally, 2011). SR
proteiny pak stimuluji polyadenylaci diky pfimé nebo nepiimé vazbé CFIm (Obr. 8).
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Obr. 8. NavrZeny model mechanizmu aktivace RSV polyadenylace pusobenim SR
proteinti. (A) Schématické znazornéni RSV mRNA. NRS oznacen tmavé zelenym obdélnikem,
enhancer sestithu env (ESE) svétlezelenym obdélnikem. SR proteiny jsou znazornény jako
oranzov¢ krouzky. (B) Piiblizeni NRS a ESE diky vytvofeni nefunkcniho sestfihového
komplexu (modra oblast). Diky propojeni téchto mist dochazi k navazani dostate¢ného
mnozstvi SR proteinti pro stimulaci polyadenylace na vzdaleném polyadenyla¢nim signalu
(PAS) ptfimou nebo neptimou (?) vazbou CFIm (Cervené krouzky). Pfevzato z Hudson et al.
(2016), upraveno.

3.4.4 Jaderny export virové nesestrizené mRNA

Dalsim krokem, ktery je také vétSinou spojeny se sestiihem RNA, je export mRNA
z jadra. Jelikoz zUstava podstatna ¢ast virové mRNA nesestfizend, musi tato RNA obsahovat
signal, ktery napomaha jejimu exportu z jadra. V piipadé¢ RSV byly nalezeny dvé opakujici se
sekvence (direct repeats, DR), které obklopuji gen src (Ogert a Beemon, 1998; Ogert et al.,
1996). Delece obou téchto oblasti zplisobila vazné problémy v replikaci viru, které byly spojené
se snizenym mnoZzstvim nesestiizené mRNA v cytoplazmé a se snizenou tvorbou virovych
castic (Simpson et al., 1997). Prekvapivé mutace v téchto elementech méla také za nasledek
narast src mRNA, zatimco mnozstvi env mRNA zistalo stejné (Guo et al., 2000). Toto
pozorovani naznacuje, ze by DR elementy mohly hrat roli 1 pfi regulaci vyuziti src
3’ sestfihového mista. Jaky protein se na DR elementy véaze, neni znamo, ale export je

zprostfedkovan pomoci nepiimé interakce s proteinem Tap a Dbp5 (LeBlanc et al., 2007).
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3.4.5 Stabilita virové nesestriZené mRNA

Virovad nesestfizend mRNA obsahuje za stop kodonem genu gag dlouhou
netranslatovanou oblast (pfiblizn€ 7 kb). Pro bunééné mechanizmy, které slouzi jako kontrola
kvality RNA (nonsense-mediated mRNA decay, NMD), tato oblast obvykle ptedstavuje
nesestfizeny intron a signal pro degradaci RNA. Presto je RSV nesestifizena RNA pomérné
stabilni, a to diky RNA stabiliza¢nimu elementu (RNA stability element, RSE), ktery se nachazi
za termina¢nim kodonem genu gag (Barker a Beemon, 1994; Withers a Beemon, 2011). Jak
piesné tato 155 nukleotidi dlouhd sekvence funguje, zatim neni Gplné€ jasné. Nedavno ale bylo
ukazano, ze ptitomnost této oblasti v RNA vyrazné¢ brani deadenylaci a také odstranéni cepicky

(Balagopal a Beemon, 2017).

3.4.6 Virova genomova RNA

Cast nesestfizené virové mRNA slouzi jako genomova RNA, kterd je sbalovana do
novych ¢astic. Pro rozeznani virové genomové RNA je dalezity enkapsidacni signdl v, ktery
se naléza v 5’ UTR a je rozpoznavan NC doménou proteinu Gag. Ackoliv RSV v signdl je
pritomen jak v nesesttizené, tak sestiizené virové mRNA, sbalovéna je preferencné nesesttizena
RNA v poméru ptiblizné 200:1 (Banks et al., 1999). U RSV bylo pozorovano, ze virovy
polyprotein Gag migruje mezi cytoplazmou a jaddrem, coz vedlo k hypotéze, ze genomova RNA
je pomoci proteinu Gag rozeznavana uz v jadie (Scheifele et al., 2002). Kdyz byla vytvoiena
mutovana varianta proteinu Gag, ktera nebyla schopna vstupovat do jadra, bylo zjisténo, ze
dochazi ke snizené inkorporaci genomové RNA do ¢astic (Garbitt-Hirst et al., 2009). Tento
defekt ale mlize byt zptisoben i celkové pozménénym transportem Gag v buiice, a tudiz stale
neni jasné, jaka je pfesna funkce Gag v jadfe (shrnuto v Kaddis Maldonado a Parent, 2016;

Stake et al., 2013).

3.5 RSV vsavcich bunkach

Ackoliv pfirozenym hostitelem RSV jsou pouze ptaci druhy, jiz pfed dlouhou dobou bylo
pozorovano, ze v laboratornich podminkach dokdze RSV zpiisobovat nadory i v nékterych
savcich (Svec et al., 1966; Svet-Moldavsky, 1958; Svoboda, 1960; Svoboda et al., 1983). Bylo
zjisténo, Ze schopnost vstupovat do savéich bunck souvisi s obalovym glykoproteinem a je
typicka ptedevsim pro podskupinu D, i kdyz byl pozorovan také jeden kmen podskupiny C se
savCim tropismem - Bratislava 77, B77 (Boettiger et al., 1975; Svec et al., 1966). V savc¢ich

bunikach nebyl dodnes nalezen Zadny receptor pro RSV, a proto nebylo dosud jasné, jak tyto
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viry do sav€ich bun¢k vstupuji. Analyza RSV kment se savéim tropismem (Schmidt Ruppin D
a B77) ukazala, Ze oba tyto viry vykazuji oproti ostatnim kmentm zvysenou citlivost k teploté

42 °C, coz naznacuje snizenou stabilitu jejich obalovych glykoproteini (Bova-Hill et al., 1991).

Kromé vySe zminénych kmenii byla schopnost infikovat sav¢i buiiky také pozorovana u
mutanti odvozenych od virt, které tuto vlastnost piivodné nemély. Mutace se vzdy nachéazely
v obalovém glykoproteinu a byly pozorovany jako vedlejsi efekt. U podskupiny B byla
nalezena mutace v oblasti diilezité pro hostitelskou specifitu (hrl) pii charakterizaci viru, ktery
byl schopny replikace v ptivodné rezistentni kiepel¢i linii (Rainey et al., 2003; Taplitz a Coffin,
1997). U podskupiny A byly nalezeny mutace v oblasti aminokyselinovych repetici HR1
v transmembranové podjednotce pii selekci viru, ktery byl schopen piekonat blok vstupu viru
do bunky vyvolany inhibitorem odvozenym od HR2, nazyvanym R99 (Amberg et al., 2006).

Jakym zplisobem tyto mutace umoziiuji vstup do sav¢ich bun€k, neni znamo.

Ptestoze RSV vstupuje do sav¢ich bunék, integruje svoji provirovou DNA a transformuje
tyto buiiky, nedochézi v infikovanych bunkach k produkci virovych ¢astic (Altaner a Temin,
1970; Svoboda et al., 1963; Svoboda et al., 1971). Z tohoto diivodu se sav¢i bunky oznacuji
jako nepermisivni pro RSV. Virova produkce muze byt ale obnovena fuzi s kuiecimi fibroblasty
(Coftin, 1972; Machala et al., 1970; Steimer a Boettiger, 1977; Svoboda a Dourmashkin, 1969).
Toto pozorovani naznacuje, Ze v savcich buiikach neni restrikéni faktor branici virové replikaci,
ale spiSe chybi n¢ktery kufeci faktor nezbytny k produkci infekénich virovych partikuli.

Molekularni analyza zmén, ke kterym po fizi dochazi, dosud nebyla provedena.

V sav¢ich bunkéch infikovanych RSV bylo nalezeno né€kolik blokli na urovni exprese
virovych proteint. Hladina virovych RNA je v sav¢ich buiikéch o jeden az dva fady niz$i nez
v kutecich buiikdch (Coffin a Temin, 1972; Quintrell et al., 1980). Také pomér jednotlivych
virovych mRNA je v sav¢ich bunikdch znacné odlisny od kufecich bun¢k. V savcich buiikach
tvofi vétSinu z virovych mRNA src mRNA, zatimco mnoZstvi nesestiizené mRNA je pomérné
nizké a env mRNA neni detekovana. Kromé téchto mRNA byly v sav¢ich bunikach nalezeny
dalsi anomalné sestiizené RNA, u kterych doslo k aktivaci nového kryptického 5’ sestfihového
mista na zacatku genu env (Berberich et al., 1990). V ptipadé infekce sav¢ich bunék virem ALV
byl ptekvapivé detekovan podobny pomér nesestfizené a env mRNA jako v infikovanych
kutecich bunkéch, ale nesestfizend mRNA byla lokalizovana ptedevsim v jadie (Nasioulas et

al., 1995).

Drive se predpokladalo, ze blok ASLV v savéich bunikach by mohl byt zpiisoben absenci
myristylace polyproteinu Gag. ASLV Gag je totiz na rozdil od polyproteini Gag savcich
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retrovirti na svém N-konci acetylovan (Palmiter et al., 1978). Tato hypotéza se ale nepotvrdila,
jelikoz bylo zjisténo, Zze RSV Gag je schopny v sav¢ich butikach tvofit ¢astice i bez myristylace

(Wills et al., 1989).

V savcich buiikach bylo také nalezeno né€kolik univerzalnich restrikénich faktora, které
brani replikaci raznych retrovir véetné RSV. Mezi takové faktory patii napiiklad protein
tetherin, ktery inhibuje tvorbu virovych ¢astic uvoliiovanych ven z buiiky (Jouvenet et al.,
2009). Exprese téchto faktort je casto indukovand interferonem a je tedy soucasti antivirové
vrozené imunitni odpovédi. Pfitomnost téchto restrik¢nich faktort ale nevysvétluje blok RSV
replikace v sav¢ich tkanovych kulturach, jelikoz pozorovana restrikce muze byt prekonéana fuzi

s kufecimi bunikkami.

Dale bylo pozorovéno, Ze v sav¢ich bunkach dochazi k ¢astému umlcovani integrovanych
RSV proviri kvili DNA methylaci LTR promotort (Hejnar et al., 1999; Searle et al., 1984).
V této restrikci ma svoji roli antivirovy protein Daxx, ktery interaguje s integrazou ASLV
(Greger et al., 2005) a ovlivituje methylaci LTR a expresi virovych genil (Shalginskikh et al.,
2013). Toto epigenetické umlCovani je ale zavislé na misté integrace a proviry integrované

blizko transkrip¢nich startii zstavaji vétSinou aktivni 1 v sav¢ich bunkach (Senigl et al., 2012).
Ackoliv tedy pfi¢ina savCi nepermisivity vic¢i RSV zatim neni pln¢ objasnéna,
publikované vysledky naznacuji, ze pravdépodobny blok je na Urovni exprese virovych

proteint. Jelikoz v riznych studiich byly pozorovany rizné defekty, zistava otazkou, ktery

z blokti je nejvyznamnéjsi a musi byt odstranén pro obnoveni virové produkce.
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4 Material a metody

4.1 Bunéc¢né kultury

Bunééné linie XC a H-20 jsou nadorové linie transformované virem piivodu PR-RSV-C.
Potkani linie XC obsahuje ptiblizn¢ 15-20 provirovych kopii na genom (Mitsialis et al., 1983),
zatimco ktecci linie H-20 nese pouze jeden provirus (Svoboda et al., 1983). Linie XC je
odvozena od néadoru, ktery byl vyvolan injekci kufeci tkané infikované PR-RSV-C do
novorozené¢ho potkana (Rattus norvegicus) (Svoboda, 1960). Linie H-20 pochazi z nadoru
kiecka syrského (Mesocricetus auratus). V tomto ptipad¢ byl novorozeny kiecek inokulovan
kuteci tkani infikovanou virem XC-RSV, ktery byl na kufeci butiky pienesen pomoci transfekce
DNA z bunék XC (Geryk et al., 1984). Linie RSCh je kie¢¢i nddorova linie transformovana
virem SR-RSV-D. Vznikla kokultivaci embryonalnich bunék ktecka cinského s kutfecimi
fibroblasty infikovanymi SR-RSV-D (Hlozanek et al., 1966). VSechny tyto linie neprodukuji

z4dné nebo pouze zanedbatelné mnozstvi infek¢niho viru.

Kureci linie DF-1, kterd neobsahuje alfaretrovirové endogenni sekvence (Himly et al.,
1998), byla ziskdna od S. Hughese. Kufeci embryonalni fibroblasty (CEF) z linii Brown
Leghorn (BL) a L15 byly pfipraveny standartnim postupem z desetidennich embryi. Linie L15
obsahuje v genu fvc mutaci posunujici Cteci ramec, kterd zptusobuje piedCasnou terminaci
translace, a tudiz se netvofti receptor Tvc (Elleder et al., 2005). Kiepel¢i embryondlni fibroblasty
(QEF) byly pfipraveny z 8dennich embryi kiepelky japonské (Coturnix japonica). Linie 16Q
byla pfipravena z buncék QEF transformaci Bryanovym kmenem RSV (BH-RSV), ktery
postrada gen env (Murphy, 1977).

Kiecci linie NIL-2 (v této praci nazyvana pouze NIL) je spontdnné transformovanou
bunécnou linii odvozenou od embrya kiecka syrského (Diamond, 1967). Piiprava bun¢k NIL-2
produkujicich receptor Tvc (NIL-Tvc) byla popsana jiz diive (Elleder et al., 2005). Linie
lidskych embryondalnich ledvinnych bunék (human embryonic kidney cells, HEK293) a linie
epitelidlnich bunék retiny imortalizovanych lidskou telomerdzou (human telomerase reverse
transcriptase-immortalized retinal pigment epithelial cells, RPE1-hTERT) byly potizeny
z americké sbirky tkanovych kultur (American Type Culture Collection, ATCC).

4.2 Kultivace bunék in vitro

Bunky DF-1, CEF-BL, L15, NIL a NIL-Tvc byly kultivovany v médiu DMEM : F-12

(1:1) (Life Technologies) doplnéném L-glutaminem, 5% telecim sérem, 1 - 5% fetalnim telecim

37



sérem, 1% kufecim sérem a 10% tryptézovym fosfatovym bujonem (Life Technologies).
Lidské bunky HEK293 a RPE1-hTERT byly kultivovany v médiu DMEM (Sigma) doplnéném

10% telecim sérem a roztokem antibiotik (Sigma).

K zastaveni bunécného déleni bylo pouzito ozareni nebo mitomycin C. Bunécna suspenze
byla ozafena 100 Gy pouzitim Wolf-Medizin Technik RTG T-200. Po ozafeni nebyly
pozorované zadné délici se buiikky. Mitomycin C (Sigma) byl na buiiky aplikovan po dobu 2
hodin v koncentraci 10 pg/ml. Bunétnd kultura byla poté tfikrat oplachnuta a ponechana

alespon 2 hodiny v médiu bez mitomycinu C.

K inhibici proteosyntézy byla pouzita dvé¢ antibiotika, cykloheximid (Calbiochem) a
puromycin (Sigma). Cykloheximid byl aplikovan na buiiky po dobu 24 hodin, puromycin 15
hodin, oba v koncentraci 10 pg/ml. Aktinomycin D (Sigma) byl pouzit na inhibici transkripce

v koncentraci 1 pg/ml.

Transfekce bunck byla provedena Cinidlem Lipofectamine 2000/3000 (Invitrogen) podle
protokolu vyrobce.

4.3 Bunééné fuze

Buiiky byly fuzovany podle standartniho protokolu pomoci BioUltra polyethylenglykolu
(PEG) 6000 (Fluka). Ozatené buiiky nebo buiiky osetfené mitomycinem C byly smichany 1:1.
6-12 hodin po vyseti byly bunky fuzovany 50% PEG (3,5 ml na 60mm misku) po dobu 45 s a
poté byly tiikrat oplachnuty médiem DMEM bez séra. Za téchto podminek bylo pozorovano,
ze 27-30 % bunék tvoftilo polykaryonty.

4.4 Extrakce DNA a amplifikace genu env

Genomova DNA byla izolovana pomoci fenol-chloroformové extrakce z bunék XC, H-20
a DF-1 infikovanych XC-RSV. Gen env RSV byl amplifikovan pomoci primert PolEnd(C) fw
a EnvEnd_Stul polymerazou Phusion (New England Biolabs). Sekvence primeri je uvedena
v tabulce 4. Podminky PCR byly nésledujici: 30 s pti 98 °C, 36 cykla slozenych z 15 s pfi
98 °C, 30 s pti 65 °C, 60 s pti 72 °C a konecnd elongace 7 min pii 72 °C. Vysledny produkt
PCR o délce 1869 bp byl sekvenovan z obou stran pomoci stejnych primert, které byly pouzity

pro amplifikaci.
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Tabulka 4. Sekvence pouzitych primeri a teploty jejich nasednuti (Ta) pii PCR

oznaceni Sekvence (5’-3’) INEE] vyuziti
RSV_fw CTTAGGAGGGCAGAAGCTGA 61 gPCR
Unspl_rv GTTTTACACGCGGACGAAA 61 gPCR
EnvD_rv TCGGAAATAGGAGACGGGATA 60 gPCR
Src_rv GAGGCCACCAGCAGAGTC 61 gPCR
PolEnd_fw CAGCTGTGAAAAACAGGGACA 61 gPCR
Src2_rv GGGGTCCTTAGGCTTGCTC 61 gPCR
Dbl2env_fw GCCAGGGAACCTTTGGATTA 61 qPCR
Dbl3env_fw TGCTTCTAACTCCACGGAACC 61 qPCR
EnvC,D_rv CCCTTAAAATCACCTTCGGAAA 61 qPCR
SrcDel_fw GACTGAGCTGACCACCAAGG 61 qPCR
SrcDel_rv GCACTACTCAGCGACCTCCA 61 qPCR
mGAPDH_fw AACTTTGGCATTGTGGAAGG 61 qPCR
mMGAPDH_rv ATCCACAGTCTTCTGGGTGG 61 qPCR
chGAPDH_fw CATCGTGCACCACCAACTG 61 qPCR
chGAPDH_rv CGCTGGGATGATGTTCTGG 61 qPCR
preGAPDH_fw TCATCCTGCCAGCAGTGG 63 gPCR
preGAPDH_rv CAGAGGCAGGGAGTGAGGTC 63 gPCR
gfp_fw ACGTAAACGGCCACAAGTTC 61 gPCR
gfp_rv TGCAGATGAACTTCAGGGTCAG 61 gPCR
chEnv233_fw ACGGATTTCTGCCTCTCTACACA 59 detekce env
chEnv1046_rv TTCCTTGCCATGCGCGATCCC 59 detekce env
PolEnd(EnvC)_fw TTTGGGTACCCTCTCGAAAAGT 65 klonovani
EnvEnd_Stul_rv ACAGGCCTTTTGCATCTTCCTGTATTCAGTA 65 klonovani
EnvC_L378S_fw CGCAAGCCTCAAGAGAAATTGAGAGAC 70 PCR mutageneze
EnvC_L378S_rv TTCTCTTGAGGCTTGCGCAGCT 70 PCR mutageneze
EnvC_G464S_fw TAAGATCAGCGTGGACAGCGACC 70 PCR mutageneze
EnvC_G464S_rv GTCCACGCTGATCTTATTGACATGTTTC 70 PCR mutageneze
EnvC_L503V_fw ATTGCTAGTGGTGTGCCTGCCTT 70 PCR mutageneze
EnvC_L503V_rv GGCACACCACTAGCAATAAAATAACTACAAGCC 70 PCR mutageneze
SU-A,B_fw TCGATTTTTGGGTACCCTCTCGGA 65 klonovani
SU-A,B_rv CTTGTGCAGCTGCTACCC 65 klonovani
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4.5 Priprava plazmidovych konstrukti

Virus PR-RSV-C byl exprimovéan z vektoru pPrC, ktery byl ziskan od K. Beemon (John
Hopkins University, USA) (Ogert et al., 1996). Retrovirové vektory RCAS-EnvC-GFP a
RCAS-EnvH20-GFP byly pfipraveny nahrazenim genu env ve vektoru RCASBP-C-GFP
(Federspiel a Hughes, 1997). Sekvence env z bun¢k H-20 a konstruktu pPrC byla amplifikovana
pomoci primeri PolEnd(C) fw a EnvEnd Stul za stejnych podminek, které byly popsany
v predeslé kapitole. Produkty PCR byly adenylovany na 3° konci a zaklonovany do
plazmidového vektoru pGEM-T Easy (Promega). Vysledné vektory pPGEM-EnvH20 a pGEM-
EnvC byly stejné jako vektor RCASBP-C-GFP §tépeny restrikénimi enzymy Kpnl a Stul (New
England Biolabs). Fragment o velikosti 1853 bp obsahujici 3’ konec pol a cely env byl
v RCASBP-C-GFP nahrazen stejn¢ dlouhym fragmentem z pGEM-EnvC nebo pGEM-
EnvH20.

Chimérické konstrukty EnvC-H20Part1-4 byly pfipraveny nahrazenim jedné ¢asti EnvC
odpovidajici ¢asti z EnvH20. pGEM-EnvC a pGEM-EnvH20 byly §tépeny Nhel a Agel pro
vymeénu prvni ¢asti, Agel a HindIIl pro vyménu druhé ¢asti, HindIIl a Xma pro vyménu treti
¢asti a Xma a Stul pro vymeénu ctvrté ¢asti. Vystépeny fragment z pGEM-EnvC byl nahrazen
stejn€ velkym fragmentem z pGEM-EnvH20. Vysledné vektory pGEM-EnvC-H20Part1-4 byly
Stépeny Kpnl a Stul a byly vlozeny do st€épeného RCASBP-C-GFP stejné jako bylo popsano
v ptipadé RCAS-EnvC-GFP. L378S, G464S a L503V jsou konstrukty nesouci EnvC s jednou
specifickou mutaci. Byly pfipraveny pomoci mutageneze PCR a klonovani ,,In-Fusion®.
Plazmid pGEM-EnvC (50 ng) byl amplifikovan primery nesoucimi konkrétni mutace
(L378S _fw a L378S rv, G464S fw a G464S fw, L503V_fw a L503V _rv) polymerdzou
Phusion za nasledujicich podminek: 30 s pii 98 °C, 36 cykli slozenych z 15 s pti 98 °C, 30 s
pii 70 °C, 3 min pti 72 °C a konecna elongace 7 min pii 72 °C. Vysledné produkty PCR (4900
bp) byly stépeny Dpnl k odstranéni ptivodniho pGEM-EnvC a nasledné byly recirkularizovany
pomoci setu In-Fusion HD cloning kit (Clontech) podle navodu vyrobce. Vektory pGEM-EnvC
nesouci konkrétni mutace byly st€peny Kpnl a Stul a fragmenty nesouci env byly vlozeny do

Stépeného RCASBP-C-GFP stejné, jako bylo popsano v piipadé RCAS-EnvC-GFP.

EnvA-H20Part4 a EnvB-H20Part4 byly ptfipraveny z RCASBP-A-GFP a RCASBP-B-
GFP (Federspiel a Hughes, 1997). Cast genu env kédujici povrchovou podjednotku SU byla
amplifikovana primery SU-A,B_fw a SU-A,B rv z templatu RCASBP-A-GFP (SU-A) nebo
RCASBP-B-GFP (SU-B) pomoci polymerazy Phusion. Vysledny produkt PCR byl vloZen do
Stépeného pGEM-EnvC-H20Part4 (Kpnl a Xmal) pomoci setu In-Fusion HD cloning kit.
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Vznikly vektor pGEM-EnvA-H20Part4 byl st€épen Kpnl a Stul a byl vlozen do Stépeného
RCASBP-C-GFP stejn¢, jako bylo popsano v pripadé RCAS-EnvC-GFP. Vektor pPGEM-EnvB-
H20Part4 stejné jako vektor RCAS-EnvC-GFP byl §tépen Kpnl a BstBI a fragment o velikosti
1797 bp byl odstranén a nahrazen stejné velkym fragmentem z pGEM-EnvB-H20Part4.

Plazmid pro expresi glykoproteinu G viru vezikuldrni stomatitidy (pVSV-G) byl ziskan od
firmy Clontech. Piiprava konstruktu pro expresi ASLV GagPol (pcGagPol) byla popsana diive
(Plachy et al., 2010).

4.6 Priprava virovych inokul

Vsechny viry byly mnoZzeny stejnym zptisobem na kufecich bunikdch DF-1. Buitky DF-1
byly transfekovany virovymi vektory a virus byl mnozen 2-3 tydny. Poté bylo médium sebréno,
centrifugovano (3850 x g, 20 min, 4 °C) a prefiltrovano pies 0,45um filtr. Alikvoty byly
skladovany pfi -80 °C.

V ptipadé potieby byly nékteré viry zkoncentrovany ultracentrifugaci pres 25%

sachar6zovy polstat pii 32 000 rpm po dobu 2 hod pii 4 °C v rotoru Beckman SW38.

4.7 Urdeni virovych titra

Titry vira PR-RSV-C, H20-RSV a SR-RSV-D byly ur¢eny pomoci tzv. fokalniho testu,
ktery byl popsan jiz diive (Svoboda a Dourmashkin, 1969). Pro tento test byly pouzivany jako
indikatorové buiikky CEF z linie Brown Leghorn a k infekci bylo pouzito médium obsahujici
virus nebo buniky po fuzi. Infekéni centra byla pocitdna po tfech tydnech. Virové titry jsou
vyjadieny jako pocet jednotek tvoricich fokusy (focus forming units, FFU) na ml média nebo

urcity pocet bunck.

Viry RCAS-EnvC-GFP, RCAS-EnvH20-GFP a vSechny ostatni viry odvozené od téchto
dvou vektorl byly titrovany pomoci pritokové cytometrie. Buitky DF-1 a HEK293 byly vysety
na 24jamkovou desticku v mnozstvi 5 x 10* bunék na jamku. Buitky NIL, NIL-Tvc a RPE1-
hTERT byly vysety na 24jamkovou desticku v mnozstvi 2,5 x 10% bun&k na jamku. 5 hodin po
vyseti byly buiiky oSetfeny 200 pl média s polybrenem (20 pg/ml) po dobu 30 min a poté byly
infikovany 200 pl virového inokula. Pfi infekci viry RCASBP-A-GFP a EnvA-H20Part4 nebyl
pouzit polybren, jelikoz inhibuje vstup ASLV podskupiny A (Toyoshima a Vogt, 1969).
Nasledujici den po infekci bylo médium vyménéno a v ptipadé bun¢k DF-1 bylo 24 hod po
infekci piidano do média AZT (finalni koncentrace 5 uM, Sigma), aby se zabranilo dalsi infekci

vznikajicim virem. Procento bun¢k exprimujicich GFP bylo zméfeno pomoci priatokové
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cytometrie na piistroji LSRII (Becton, Dickinson) 2 (v pfipadé bun¢k DF-1, HEK293) nebo 3
(v ptipadé NIL, NIL-Tvc a RPEI-hTERT) dny po infekci. Virovy titr byl spocitan podle
nasledujiciho vzorce: TU/ml = (1/fedéni) x (1/objem virového inokula) x (pocet bunck na

jamku v dobé¢ infekce) x [—In (1 — pozitivni frakce)] (Rainey et al., 2003).

4.8 Bunééna frakcionace a izolace RNA

Izolace jaderné a cytoplazmatické frakce byla provedena podle diive popsané¢ho
protokolu (Blissenbach et al., 2010). Buiiky byly uvolnény a oplachnuty fosfatovym pufrem
PBS. Bunéény pelet byl resuspendovan v 450 pl pufru RLN (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 140 mM
NaCl, 1,5 mM MgCly, 0,5% Nonidet P-40, 1000 U/ml inhibitoru RNé4zy (Promega), 1 mM
dithiotreitol) a inkubovan 5 min na ledu. Jadra byla sto¢ena (300 x g, 2 min, 4°C) a
cytoplazmaticka frakce byla prenesena do 1 ml RNAzolu (Molecular Research Center). Jaderny

pelet byl oplachnut v 500 pl PBS (300 x g, 3 min, 4 °C) a resuspendovan v 1 ml RNAzolu.

RNA zjednotlivych frakci i zbunc¢k v kultufe byla izolovana pomoci RNAzolu

s 4-bromanisolem (Molecular Research Center) podle protokolu vyrobce.

4.9 Priprava cDNA

Vzorky RNA byly osetfeny DNazou I (Roche) 15 min v pufru pro reverzni transkripci,
aby doslo k odstranéni kontaminaci DNA. 1 pg RNA byl poté piepsan na cDNA reverzni
transkriptazou Moloneyho viru mysi leukémie (Promega) za pouziti ndhodnych primerti podle

protokolu vyrobce.

4.10 Kvantitativni PCR

Mnozstvi virovych mRNA bylo stanoveno v 1 pl ¢cDNA pomoci kvantitativni PCR
(qPCR) pouzitim MESA GREEN gqPCR Master Mix Plus for SYBR Assay (Eurogentec) a
systému CFX96 (Bio-Rad). Virové transkripty byly detekovany pomoci specifickych primeri:
RSV fw a Unspl rv pro stanoveni genomové RNA (gRNA), RSV fw a EnvD rv pro env
mRNA, RSV fw a Src rv pro svc mRNA, Dbl2 fw a Src rv pro dbl2 + cryptic2 mRNA,
PolEnd fw a Src2 rv pro crypticl,2 mRNA, Dbl3 fw a Src_rv pro dbl3 + cryptic3 mRNA.
Nameétené hodnoty byly normalizované na celkovou virovou RNA, kterd byla stanovena
pomoci primert SrcDel fw a SrcDel rv, nebo na expresi sav¢i €i kuteci glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy (GAPDH) stanovené pomoci primert mGAPDH_fw a mGAPDH rv v ptipadé¢
savéi RNA nebo chGAPDH_fw a chGAPDH_rv u kufeci RNA. Cistota cytoplazmatické frakce
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byla ovéfena stanovenim neprocesované pre-mRNA genu GAPDH. Pouzité primery pre-
GAPDH _fw a pre-GAPDH rv byly navrzeny do oblasti intronu 5. Objem reakce byl 20 pl a
findlni koncentrace kazdého primeru byla 400 nM. Externi standardy pro jednotlivé mRNA
byly vytvotfeny pomoci PCR z ¢cDNA za pouziti specifickych part primert. Vzniklé produkty
PCR byly naklonovany do plazmidu pGEM-T Easy (Promega) a ovéfeny sekvenovanim. Tyto
vektory pak byly nafedény vrozsahu 10%-107 kopii na reakci a poslouzily k piiprave
kalibra¢nich kiivek. Pro stanoveni gRNA, src, dbl2, dbl3, celkovou virovou RNA a GAPDH
byly podminky qPCR nésledujici: 5 min pii 95 °C; 40 cykli slozenych z 15 s pti 95 °C, 20 s
pii 61 °C, 20 s pii1 72 °C; a zavérecna elongace 10 min pii 72 °C. Pro detekci env mRNA byly
podminky: 5 min pii 95 °C; 40 cykla slozenych z 15 s pii 95 °C, 25 s pii 60 °C, 20 s pii 72 °C;
a zavérecna elongace 10 min pti 72 °C. Pro pre-GAPDH byly podminky: 5 min pii 95 °C; 40
cykli slozenych z 15 s pti 95 °C, 20 s pii 63 °C, 20 s pii 72 °C; a zavérecna elongace 10 min
pti 72 °C.

Pro semi-kvantitativni detekci endogennich virovych sekvenci byla pouzita kureci cDNA
jako templat a primery RSV_fw a Unspl rv pro oblast gag a chEnv233 fw a chEnv1046 rv
pro oblast env. Pro identifikace anomaln¢ sestiizenych virovych transkripti byly pouzity

primery RSV _fw a Src_rv nebo PolEnd fw a Src2 rv.

4.11 Stanoveni mnozZstvi virové DNA v infikovanych buinkach

Buiiky NIL a NIL-Tvc byly vysety na 96jamkovou desti¢ku v mnozstvi 5 x 10° bunék na
jamku. 5 hodin po vyseti byly buiiky oSetfeny 50 ul média s polybrenem (20 pg/ml) po dobu
30 min a poté byly infikovany 50 ul virového inokula. Pfed infekci byla v§echna virova inokula
oSetfena DNéazou I 30 min pti 37 °C, aby doslo k degradaci zbytkové virové DNA. V urcity ¢as
po infekci byly bunky oplachnuty PBS a resuspendovany ve 100 ul lyza¢niho pufru (10 mM
TrisHCI pH 8,0, I mM EDTA, 0,2 mM CaCl, 0,001% Triton X-100, 0,001% SDS, 1 mg/ml
proteindzy K). Nésledné byl roztok s buitkami inkubovén pii 58 °C po dobu 1 hod a poté byla
protedza inaktivovana pii 95 °C 10 min. 4 pl této reakce byly analyzovany pomoci qPCR
stejnym zpusobem, jako je popsano v predeslé kapitole. Virova DNA byla detekovéna bud’
primery rozeznavajicimi oblast env (Dbl3_fw a EnvC,D rv), nebo primery do genu gfp (gfp_fw
a gfp rv). Vysledky byly normalizované na expresi savétho GAPDH.
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4.12 Testovani teplotni citlivosti viru

Virové alikvoty byly inkubovany dany cas pii 44 °C, poté byly piemistény na led a
pouzity k infekci bunék DF-1 a NIL-Tvc (infekce probihala stejnym zpiisobem, jako bylo
popséano v kapitole 4.7). Buitky DF-1 byly sklizeny nasledujici den pro stanoveni mnozstvi
virové DNA. V buitkdch NIL-Tvc byla métena exprese GFP pomoci prutokové cytometrie 3

dny po infekci.
4.13 Precisténi virovych éastic

M¢édium odebrané z infikovanych bun¢k bylo ultracentrifugovano pies 25% sacharézovy
polstat v pufru HN (10 mM HEPES, 130mM NaCl, pH 8,0). Pelet byl rozpustén v malém

mnozstvi pufru HN pies noc pii 4 °C. Takto pfipravené virové alikvoty byly pouzité pro

inaktivaci nizkym pH, inhibici PMB a oligomerizaci TM.

4.14 Testovani virové citlivosti k nizkému pH

Virova inaktivace nizkym pH byla provedena stejnym zplisobem, jako bylo popsano diive
(Mothes et al., 2000). Aby doslo ke zméné pH, byly viriony v pufru HN 100krat nafedény
médiem, které mélo pH 7,4 nebo pH 5,0 (upraveno pomoci HCI). Vzorky byly inkubovany 30
min pii 37 °C a poté byly neutralizovany stejnym objemem média, které bylo pufrované 25 mM
HEPES (pH 7,4). Viry byly poté ptidany k bunnkdm DF-1, za 24 hod bylo médium vyménéno a
bylo ptiddno AZT (5 uM). Dva dny po infekci byla zmétena exprese GFP pomoci pritokové

cytometrie.

4.15 Inhibice virového vstupu pomoci PMB

Inhibice pomoci PMB byla provedena podobnym zplisobem jako diive (Smith a
Cunningham, 2007). PEG-maleimid-biotin (Thermo Fisher Scientific) byl rozpustén v pufru
HN a dané¢ mnozstvi bylo ptidano k ptecisténym virovym c¢asticim. Vzorky byly inkubovany
30 min pti 37 °C, poté byly zchlazeny na ledu a zfedény v médiu, které obsahovalo 40 mM
HEPES. Bunky DF-1 na 24jamkové desti¢ce byly oplachnuty vychlazenym PBS a infekce
probihala na ledu. Desticka byla poté centrifugovana 2,5 hod, 1520 x g, pti 4 °C. Poté bylo na
ledu vyménéno médium a buiiky byly piesunuty do 37 °C. Nasledujici den bylo médium
vyménéno a bylo pfiddno AZT (5 uM). Exprese GFP byla métena 2 dny po infekei pomoci

pratokové cytometrie.
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4.16 Priprava lipozomi

Lipozomy byly vyrobeny podobnym zptsobem jako bylo popsano diive (Earp et al.,
2003). Pied kazdym experimentem byly lipozomy Cerstvé pfipraveny smichanim vajecnych
fosfolipidii a cholesterolu (Sigma) v chloroformu v molarnim poméru 2:1. Fosfolipidy ze
slepicich vajec byly izolovany podle metody 2 publikované v Gladkowsi et al. (2012).
Koncentrace fosfolipidii byla stanovena pomoci reakce s molybdenovou modii (Rouser et al.,
1970). Smés lipidt byla vysuSena na tenkou vrstvu ve sklenéné nadobé¢ s kulatym dnem pod
konstantnim proudem dusiku pii pokojové teploté. Po rozpusténi v PBS byly lipozomy dvakrat
sonikovany 60 s pii 43 °C a poté byly filtrovany 25krat pies polykarbonatovou membranu s

velikosti pori 0,1 um (Avestin) v aparatuie LiposoFast Basic apparatus (Avestin).

4.17 Vazba virovych ¢&astic na lipozomy

Vazba virovych castic na lipozomy byla testovdna pomoci diive popsané metody
(Melikyan et al., 2004). Virové &astice (10° transdukénich jednotek) ve 100 pl média byly
inkubovany s 250 pl lipozomt 30 min pii 37 °C. Poté byl vzorek zfedén 350 pl zchlazené 80%
sacharozy v PBS. Vyslednd smés o objemu 700 pl a obsahu sachardzy 40 % byla nanesena na
3,2 ml 50% sachar6zy v PBS a pfevrstvena 1 ml 30% sachar6zy v PBS a 100 pl 5% sacharozy
v PBS. Vzorky byly poté ultracentrifugovany 2 hod, 152 000 x g, pii 4 °C. Z vrchu gradientu
byly odebrany tii 400ul frakce a posledni 600ul frakce. Prvni odbér (vrchni frakce oznaCovana
top) a posledni odbér (frakce nad 50% sachar6zou, ozna¢ovana jako bottom) kazdého vzorku
byly smichany s Laemmliho nanaSecim pufrem (1% SDS, 10% glycerol, 0,1 M Tris-HCI, pH
6,8, 0,1% bromfenolova modf, 5% B-merkaptoethanol), byly 10 min povafeny a rozdéleny
pomoci SDS-PAGE v 13% polyakrylamidovém gelu. Pfitomnost virioni byla detekovana

pomoci Western blottingu protilatkou proti proteinu p27.

4.18 Testovani oligomerizace TM

Zjistovani oligomeriza¢niho stavu TM bylo provedeno podobnym zplisobem jako diive
(Mothes et al., 2000; Smith et al., 2004). Prahova teplota pro spusténi oligomerizace TM byla
stanovena inkubaci purifikovanych viriont v pufru HN 20 min pfi dané teploté. Zména pH byla
u viriont v pufru HN upravena pomoci 100 mM HEPES (pH 3,8 nebo 7,4). Vzorky byly poté
inkubovany 30 min a neutralizovany 1 M Tris (pH 9,5 nebo 7,6). VSechny vzorky byly

smichany s Laemmliho nandSecim pufrem a rozdéleny pomoci SDS-PAGE v 11%
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polyakrylamidovém gelu. Poté byla tvorba oligomert detekovana pomoci Western blottingu

krali¢i protilatkou proti C-termindlni ¢asti TM ASLV Env.

4.19 Imunodetekce proteint (tzv. Western blotting)

Buniky byly oplachnuty PBS a lyzovany Laemmliho nandSecim pufrem. Médium
analyzované na tvorbu VLP bylo ultracentrifugovano pies 25% sachardzovy polstar 1,5 hod,
32 000 rpm, pii 4 °C vrotoru SW41 Ti (Beckman) a pelet byl rozpustén v Laemmliho
nanaSecim pufru. Virové preparaty byly pfipraveny smichanim vzorku s Laemmliho nanasecim
pufrem. Kromé vzorktl na analyzu oligomerizace TM byly smési 10 min povafeny a poté byly
rozdeleny na 11% nebo 13% (podle velikosti detekovaného proteinu) polyakrylamidovém gelu
metodou SDS-PAGE. Z polyakrylamidového gelu byly proteiny elektroforeticky pfeneseny na
nitrocelul6zovou membranu (Amersham Biosciences), kterd byla nasledné blokovana v 5%
odstiedéném mléce. Membrana byla poté¢ inkubovéna s primarni protilatkou proti proteinu p27
(Charles River, fedéni 1:1000) nebo protilatkou proti C-koncové ¢asti podjednotky TM ALSV
Env (dar od W. Mothese, fedéni 1:1000) a ptislusnou sekundarni protilatkou s kovalentné
vazanou kienovou peroxidazou (Cell Signaling Technology). Luminiscen¢ni reakce byla
provedena s pouzitim roztokii LumiGLO (Cell Signaling) nebo SuperSignal West Femto
(Thermo Fisher Scientific). Rovnomérna nanaska proteind byla ovétena pomoci imunodetekce
GAPDH (Invitrogen, fedéni 1:4000) na stejné membrané. Vysledky v obrazcich jsou

reprezentativnim vzorkem alesponi tii nezavislych experimentt.

4.20 Imunofluorescenéni mikroskopie

Pro detekci obalového glykoproteinu byl pouzit imunoadhesin Tvb-mlIgG (Adkins et al.,
2001), ktery byl produkovan v buiitkdch DF-1. Protein Gag byl detekovan pomoci mysi
monoklonélni protilatky proti proteinu p27 (dar od E. Humphriese, West Virginia University).
Imunofluorescencni mikroskopie byla provedena stejnym zptisobem, jako bylo popsano diive
(Draberova a Draber, 1993). Bunky narostlé¢ na krycim sklicku byly fixované 20 min v 3%
formaldehydu. Fixované builkky byly inkubované 60 min s Tvb-mIgG (fedény 1:5) nebo
protilatkou proti proteinu p27 (fedénd 1:500). Vazba imunoadhesinu nebo protilatky na
odpovidajici virovy protein byla detekovana sekundéarni protilatkou konjugovanou s Cy3
(Jackson Immonoresearch Laboratories, fedéni 1:1000). Vzorky byly zamontovany v roztoku
Mowiol 4-88 (Calbiochem) s DAPI 1ug/ml (Sigma). Snimky byly zachyceny v mikroskopu
Olympus AX-70 Provis.
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4.21 Test PERT

Aktivita reverzni transkriptazy byla testovana pomoci testu nazyvaného PERT (product-
enhanced reverse transcriptase), ktery byl proveden podle diive publikovaného protokolu
(Fabryova et al.,, 2015). Pfi kazdém méfeni byla pfitomna pozitivni kontrola (ASLV

definovaného titru) a negativni kontrola (médium z neinfikovanych bun¢k).

4.22 Statistické vyhodnoceni

K urceni statisticky vyznamnych rozdild byl proveden Welschilv t-test. V grafech jsou
statisticky vyznamné rozdily vyznaceny hvézdickami (*P = 0,05-0,01, **P = 0,01-0,001, ***P
<0,001).
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5 Vysledky

5.1 Vstup RSV do savéich bunék

Schopnost infikovat savci builkky byla pozorovéna pfedevsim u RSV podskupiny D,
jednoho kmene podskupiny C (B-77), ale i mutanti podskupin A a B (Amberg et al., 2006;
Boettiger et al., 1975; Rainey et al., 2003). Tato ¢ast prace se vénuje Prazskému kmenu C, u
kterého ptivodné nebyl pozorovan tropismus pro sav¢i buiiky (Bova-Hill et al., 1991). Pesto se
jiz diive v nasi laboratoii podafilo pomoci tohoto kmene infikovat potkana a pomoci viru
ziskaného z potkaniho nadoru (XC-RSV) byl nésledné infikovéan i kiecek syrsky (Svoboda,
1960; Svoboda et al., 1983). Jelikoz infekce nebyla pfili§ G€innd, nestacila injekce samotnym
virem, ale bylo zapotiebi inokulovat novorozenym mlad’atim bunény homogenat nadorové
tkan¢. Transformované potkani buiikky odvozené od vzniklého nadoru jsou oznacovany XC a
bylo zjisténo, Ze nesou piiblizné patnact az dvacet provirovych kopii (Mitsialis et al., 1983).
Ktec¢i nadorové buiikky byly nazvany H-20 a nesou jednu provirovou kopii RSV (H20-RSV)
(Obr. 9A).

5.1.1 Mutace v obalovém glykoproteinu PR-RSV-C

Pti studiu vstupu RSV do sav¢ich bunék jsem se zaméfila na virovy obalovy glykoprotein,
ktery zprostfedkovava vstup viru do hostitelské buiiky a jehoz zamény ovliviiuji hostitelskou
specifitu. Abych zjistila, jestli k infekci kfe¢¢ich bunék doslo diky zménam v obalovém
glykoproteinu, byl sekvenovan gen env v H20-RSV a jeho sekvence byla srovnana s piivodnim
genem env PR-RSV-C. Bylo nalezeno dvacet jedna mutaci, znichz osm vedlo
k aminokyselinovym zaménam (Obr. 9B a C). Tyto mutace byly pfekvapivé v jinych oblastech
nez diive pozorované zamény zodpoveédné za zménu hostitelské specifity, které byly popsany
v oblasti hrl povrchové podjednotky a v aminokyselinovych repeticich HRI1
v transmembranové podjednotce (Obr. 9B) (Amberg et al., 2006; Rainey et al., 2003). Dalsi
otazkou byl plivod téchto nalezenych mutaci. Nejdiive jsem ovéfila, ze vSechny nalezené
sekvence byly pfitomny jiz ve viru XC-RSV, ktery byl pouzit pro druhy pfenos. Pomoci PCR
jsem také amplifikovala a sekvenovala gen env v buiikdch XC a ukazala jsem, Ze stejné mutace
se nachazeji v integrovanych provirech (Obr. 9C). Ackoliv buiikky XC obsahuji nékolik
provirovych kopii, vSechny ziskané sekvence env obsahovaly stejné mutace. Tyto vysledky
tedy ukazuji, Ze mutace pfitomné v genu env byly selektovany jiz pfi prvnim pienosu na savce,

a tudiz by alespoii n¢které z nich mohly byt zodpovédné za vstup RSV do sav€ich bunék.
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Obr. 9. Pirenos RSV do sav¢ich bunék a zamény ve virovém obalovém glykoproteinu. (A)
Schématické znazornéni infekce potkana a kiecka virem piivodu PR-RSV-C. Virus PR-RSV-C
byl injikovan do kufete. Vznikly nddor byl rozmélnén a bunéény homogenat byl inokulovan do
potkana, kde se vytvofil nador zpisobeny XC-RSV. Virus ziskany z bunc¢k XC byl opét
namnozen na kufeti a rozdrcena nadorova tkan byla injikovana do kfeCka syrského, ve kterém
vznikl nador H-20 obsahujici H20-RSV (detaily uvedeny v kapitole 4.1). (B) Doménova
struktura obalového glykoproteinu s vyznadenymi nalezenymi mutacemi (Cervené Sipky) a
diive popsanymi mutacemi zodpovédnymi za tropismus pro sav¢i buiiky (Cerné Sipky). Oblasti
ovliviwyjici hostitelskou specifitu (hr1/2) a variabilni oblasti (vr1/2/3) v povrchové podjednotce
(SU) jsou vyznaceny Sedymi obdélniky. Fazni peptid (FP), aminokyselinové repetice HR1/2 a
transmembranova doména (membrane spanning domain, MSD) jsou ukdzany v bilych
obdélnicich. (C) Srovnani aminokyselinové sekvence Env z ptavodniho viru PR-RSV-C
(sekvence z GenBank VO01197.1, (Schwartz et al., 1983)) a provirt v transformovanych
potkanich (XC-RSV) nebo kiecCich (H20-RSV) buiikach. Oblasti hr a vr v SU jsou vyznaceny
v Sedivych obdélnicich. FP, HR a MSD v TM jsou ukazéany v bilych obdélnicich. Poloha téchto
oblasti je vyznacena podle Aydin et al. (2013), Bova et al. (1988).
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5.1.2 Mutace ovliviiujici vstup viru do kiec¢ich bunék

Abych potvrdila, ze nalezené mutace v env H20 ovliviiuji vstup viru do sav¢ich bunék,
byl ziskdn virus H20-RSV a byla srovnana jeho schopnost infikovat kie¢ci buitkky NIL
s puvodnim virem PR-RSV-C. Virova DNA byla v infikovanych bunikach stanovena pomoci
qPCR v riznych casovych intervalech po infekci. Jako pozitivni kontrola byly pouzity kiec¢i
bunky NIL-Tvc, které exprimuji receptor pro ASLV podskupiny C (Tvc) a tudiz by mély byt
ucinné infikovany obéma viry. Na obrazku 10A je ukazéano, Ze v pfipadé obou viri bylo
v bunikach NIL-Tvc detekovano znaéné mnozstvi virové DNA. Po infekci bun¢k NIL virem
H20-RSV bylo naméieno piiblizné o fad méné virové DNA, zatimco po infekci virem
PR-RSV-C byl pozorovan pokles o vice jak dva fady a devaty den po infekci nebyla v buiikach
detekovana zadnd virova DNA. To naznacuje, ze H20-RSV byl vice t¢inny ve vstupu do bunék

nez pavodni PR-RSV-C.

V dalSich experimentech byly pouzity vektory odvozené od RSV, které se oznacuji
RCAS (replication-competent ASLV long terminal repeat with a splice acceptor) (Hughes,
2004). Tyto vektory maji podobnou strukturu jako RSV s tim rozdilem, Zze gen src je nahrazen
genem kodujicim zeleny fluorescencni protein GFP. V piipadé vektoru RCAS-EnvC-GFP
pochazi gen env z PR-RSV-C, zatimco gen env ve vektoru RCAS-EnvH20-GFP je odvozen od
H20-RSV (Obr. 10B). Diky produkci GFP mohly byt infikované buiiky detekovany pomoci
pratokové cytometrie a bylo zjiSténo, ze zatimco virus s pivodnim EnvC do kiec¢ich bunck
nevstupoval, virus s EnvH20 infikoval buniky NIL s u¢innosti, ktera byla tfi fady nad limitem
detekce (pozadi pfi méfeni v priutokové cytometrii bylo ureno signalem neinfikovanych bunék
NIL) (Obr. 10C a E). Podobné také pomér infekce NIL ku NIL-Tvc (relativni infektivita) ukazal
signifikantni ndrist v ptfipadé RCAS-EnvH20-GFP (Obr. 10D).

Abych dokazala rozlisit, ktera z mutaci je zodpovédna za pozorovany rozdil, byl gen env
z H20-RSV pouzitim vhodnych restrik¢nich mist rozdélen na Ctyfi ¢asti (Obr. 11A). Jednotlivé
restrikéni fragmenty poté nahradily odpovidajici ¢ast ve vektoru RCAS-EnvC-GFP. Jak
vymeéna ¢asti 1 (oblast obsahujici mutaci D32G, konstrukt EnvC-H20Part1), tak ¢asti 4 (oblast
zahrnujici TM s ttemi mutacemi L378S, G464S a L503V, konstrukt EnvC-H20Part4) byla
dostate¢na k umoznéni virového vstupu do bunc¢k NIL s Gcinnosti jeden nebo dva fady nad

limitem detekce (Obr. 11B a C).
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Obr. 10. Viry s obalovym glykoproteinem EnvH20 jsou schopné infikovat kie¢¢i bunky
(A) Mnozstvi virové DNA v infikovanych buitkach NIL nebo NIL-Tvc bylo zméfeno v riznych
casovych intervalech po infekci pomoci qPCR. Vysledky byly normalizovany na expresi
chGAPDH a jsou prezentovany relativné¢ ke vzorku NIL-Tvc infikovaného PR-RSV-C prvni
den po infekci. (B) Schématicky diagram chimérického reportérového vektoru RCAS-EnvH20-
GFP, ktery byl pfipraven z RCAS-EnvC-GFP a viru H20-RSV. Restrikéni mista a pozice
primerd pro PCR pouzitych na vyménu genu env jsou vyznaceny. (C) Infekce bunck NIL a
NIL-Tvc viry RCAS-GFP obsahujicimi EnvC nebo EnvH20 byla métfena pomoci pritokové
cytometrie 3 dny po infekci. Popis stanoveni titru je uveden v kapitole 4.7. Chybové usecky
ukazuji smérodatnou odchylku tii nezavislych experimentt ve dvou paralelach. Limit detekce
(signdl zneinfikovanych NIL bunék) je vyznacen pomoci pierusované cCary. Statisticky
vyznamné rozdily jsou vyznaceny pomoci hvézdicek (***P < 0,001). (D) Relativni infektivita
bun¢k NIL virem RCAS-EnvC-GFP a RCAS-EnvH20-GFP. Infektivita je vyjadiena jako
procento virového titru na buiikkdch NIL-Tvc. (E) Priklady diagramt pritokové cytometrie
ukazujici procento bunék pozitivnich na GFP po infekci bun¢k NIL uvedenymi viry.

Jelikoz oblast 4 obsahovala tfi mutace, byly pomoci PCR mutageneze zavedeny
jednotlivé mutace do vektoru RCAS-EnvC-GFP. Tyto mutované viry (L378S, G464S, L503V)
byly nasledné testovany na infekci bunék NIL (Obr. 11B a C) a bylo ukazano, ze za pozorovany

efekt je zodpovédna mutace L378S ve fiznim peptidu.
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Tyto vysledky tedy ukazuji, Ze pro zménu tropismu jsou dostatecné mutace v Env,
konkrétné¢ D32G a L378S. Kazda z téchto mutaci dokazala zvIa$t’ umoznit vstup do kieccich

bunék, pfi¢emz mutace L378S méla vétsi vliv.
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Obr. 11. Mutace v prvni ¢asti SU (D32G) a ve fuznim peptidu (L378S) zptusobuji rozsirené
hostitelské spektrum. (A) Schématicky diagram ukazujici restrik¢ni mista (pferuSovana ¢ara)
pouzita pro rozdéleni EnvH20 na Ctyfi Casti, které byly zvlast testované jako chiméry s EnvC.
Pozice nalezenych aminokyselinovych zdmén jsou oznaceny cervenymi Sipkami. (B) Infekce
kieccich bun¢k NIL a NIL-Tvc riznymi viry RCAS-GFP byla stanovena po 3 dnech pomoci
prutokové cytometrie. (C) Relativni infektivita kie¢¢ich bunék NIL vyznadenymi viry je
vyjadiena jako procento virového titru na buiikkich NIL-Tve. (D) Infekce lidskych linii
HEK293, RPE-1-hTERT a kuiecich embryondlnich fibroblasti L15 (Tvc’) viry RCAS-GFP
byla zmétena 2 (HEK293) nebo 3 (RPE1-hTERT, L15) dny po infekci. Popis stanoveni titrii je
uveden v kapitole 4.7. Limit detekce (signal neinfikovanych bun€k) je vyznacen pteruSovanou
carou. Chybové tsecky ukazuji smérodatnou odchylku dvou nezévislych experimentli ve dvou
paralelach. Statisticky vyznamné rozdily jsou vyznaceny hvézdickami (*P = 0,05-0,01, **P =
0,01-0,001, ***P <0,001). NS — nesignifikantni.
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5.1.3 Vstup viru do lidskych bunék a kurecich bunék postradajicich receptor

Bylo také testovano, jestli pozorovany tropismus je omezeny pouze na kie¢¢i buiiky, nebo
se tyka i lidskych bun¢k. Pomoci dfive pfipravenych vird byly infikovany dvé lidské linie —
linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék (human embryonic kidney cell, HEK293) a
linie epitelidlnich bunék retiny imortalizovanych lidskou telomerdzou (human telomerase
reverse transcriptase-immortalized retinal pigment epithelial cells, RPE1-hTERT). Bunky
HEK293, na rozdil od bunék RPE1-hTERT, byly piekvapivé vyrazné citlivéjsi na infekcei virem
RCAS-EnvC-GFP nez buiikky NIL (Obr. 11D). Piesto byla u obou lidskych linii pozorovana
nejvyssi ucinnost infekce v pripadé viru nesouciho EnvH20. ZvySend infektivita byla jasné
zprostifedkovana casti 1 a 4 genu env H20-RSV. Dilezitost mutace ve fuznim peptidu (L378S)

byla potvrzena pouzitim viru RCAS nesouciho v EnvC danou mutaci (Obr. 11D).

Déle mé zajimalo, jestli mutace selektované pti prenosu na hlodavce budou podobné
ucinné 1 pii infekci kutecich bunék postradajicich ptislusny receptor. Pro podskupinu C, ke
které virus PR-RSV-C patfi, byly pouzity bunky z kufeci linie L15. Tato linie obsahuje v genu
tve mutaci posunujici ¢teci rdmec, coz vede k piedcasné terminaci translace a receptor Tvc se
netvori. Ackoliv virus s EnvC nebyl schopny tyto bunky infikovat, virus nesouci EnvH20 byl
schopen do téchto bun¢k vstupovat s ucinnosti vyssi nez dva fady nad limitem detekce (Obr.
11D). Mutace D32G méla velmi slaby uc¢inek (konstrukt EnvC-H20Part1), zatimco mutace ve
faznim peptidu (konstrukty EnvC-H20Part4, .378S) méla téméf stejny efekt jako cely EnvH20
(Obr. 11D).

5.1.4 Obalovy glykoprotein EnvH20 zpiisobuje sniZenou stabilitu viru pri vyssi teploté a

v nizkém pH.

V ptipadé¢ viru RCAS-EnvH20-GFP byla pozorovana vyrazné snizena infektivita
citlivych bun¢k (kiecci bunky NIL-Tve, kufeci fibroblasty DF-1) ve srovnani s virem RCAS-
EnvC-GFP (Obr. 10C a 12A). Tento pokles mohl byt zpiisoben nizsi virovou produkci nebo
snizenou infektivitou produkovaného viru. K rozliSeni téchto dvou moZznosti byla testovana
aktivita reverzni transkriptdzy a méfeno mnozstvi proteinu Gag v médiu (Obr. 12B a C). Obé
metody ukazaly, ze v téchto ohledech se oba viry téméf nelisi, z ¢ehoz vyplyva, Ze virova
produkce je srovnatelna a virus RCAS-EnvH20-GFP je nejspiSe mén¢ infekcni. Jelikoz se oba
viry lisi pouze v genu env, tyto vysledky naznacuji, Zze EnvH20 je mén¢ stabilni nebo mén¢

ucinny ve zprostredkovani virového vstupu.
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Obr. 12. Virus nesouci EnvH20 ma sniZeny titr oproti viru s piivodnim EnvC navzdory
srovnatelné aktivité RT a mnoZstvi proteinu Gag v médiu. (A) Infekce bun¢k NIL-Tvc a
kutecich fibroblasti DF-1 viry RCAS-EnvC-GFP a RCAS-EnvH20-GFP byla vyhodnocena
pomoci pritokové cytometrie po 2 (DF-1) nebo 3 (NIL-Tvc) dnech. Vysledky jsou
prezentovany jako relativni titr viici RCAS-EnvC-GFP. (B) Aktivita reverzni transkriptazy
(RT) v médiu infikovanych bun¢k byla méfena pomoci tzv. testu PERT. Vysledné hodnoty
testu PERT jsou uvadény relativné k RCAS-EnvC-GFP. Chybové tusecky predstavuji
smérodatné odchylky dvou nebo tii nezavislych experimentii ve dvou paralelach. (C) Mnozstvi
maturované¢ho produktu Gag p27 bylo v médiu infikovanych buné¢k stanoveno pomoci Western
blottingu protilatkou proti proteinu p27.

Nasledné jsem proto analyzovala stabilitu viru RCAS-EnvH20-GFP. Prvni pfistup, ktery
byl jiz difive ukdzan na viru podskupiny D (Bova-Hill et al., 1991), je zalozen na testovani
virové stability pti zvysSené teploté. Na obrazku 13A je ukazano, Ze infektivita viru RCAS-
EnvH20-GFP se vyrazné snizovala s prodluzujicim se ¢asem inkubace viru pii 44 °C na rozdil
od viru RCAS-EnvC-GFP. Mnozstvi viru v infikovanych bunkéach bylo métfeno jak pomoci
qPCR (stanoveni virové DNA jeden den po infekci), tak pomoci pritokové cytometrie

(mnozstvi bun€k pozitivnich na GFP tieti den po infekei).

Déle byla testovana stabilita viru s EnvH20 pfi nizkém pH a bylo zjiSténo, ze po inkubaci
viru pii kyselém pH doslo k téméf aplné inaktivaci tohoto viru, na rozdil od viru obsahujiciho
EnvC, ktery byl pfi nizkém pH stabilni. Jelikoz inaktivace viru pii nizkém pH je jednim

z charakteristickych znakli pozorovanych po aktivaci Env solubilnim receptorem (Mothes et
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al., 2000), toto pozorovani naznacuje, ze by EnvH20 mohl byt konstitutivné aktivovany,

podobné jako je Env aktivovany po vazbé na receptor.
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Obr. 13. Virus obsahujici EnvH20 je malo stabilni. (A) Testovani virové stability pii zvySené
teploté. Virova inokula podobného titru byla inkubovana pti 44 °C po uvedenou dobu. Virovy
titr byl stanoven na bunikach NIL-Tvce 3 dny po infekci pomoci pritokové cytometrie. MnoZstvi
virové DNA v infikovanych buiikdich DF-1 bylo méfeno 1 den po infekci pomoci qPCR.
Vysledky jsou prezentovany jako procento piivodniho virového titru (plnd ¢ara) nebo jako
procento detekované virové DNA zbyvajici po ohfevu viru (pferuSovana ¢ara). (B) Inaktivace
viru pomoci nizkého pH. Purifikované viry podobného titru byly pted infekci bun¢k DF-1
inkubovany v kyselém (pH 5) nebo neutralnim (pH 7,5) médiu pti 37 °C po 30 min. Titry byly
stanoveny pomoci pratokové cytometrie 2 dny po infekci. Chybové usecky predstavuji
smérodatné odchylky dvou nezavislych experimentt ve dvou paralelach. Statisticky vyznamné
rozdily jsou vyznac¢eny pomoci hvézdicek (***P < 0,0001), NS — nesignifikantni.

5.1.5 Obalovy glykoprotein EnvH20 ma pozménénou konformaci podobné jako Env

aktivovany interakci s receptorem

K ovéteni hypotézy, ze se EnvH20 nachazi v aktivované konformaci, bylo provedeno
nékolik experimentl. Nejdiive bylo testovano, jestli virus nesouci EnvH20 dokaze vazat
lipozomy. Je zndmo, Ze virus aktivovany solubilnim receptorem ma pozménénou konformaci a
uvolnény fuzni peptid mize byt zanofen do membrany lipozomi slozenych z fosfatidylcholinu
a cholesterolu. Komplexy virG navdzanych na lipozomy mohou byt nésledné detekovany
ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu, pii které lipozomy plavou na povrchu gradientu,
zatimco volné virové castice putuji do spodni Casti gradientu (Hernandez et al., 1997).
V ptipadé¢ viru RCAS-EnvH20-GFP byly pozorovany nékteré viriony (stanovené pomoci
virového proteinu p27) na povrchu gradientu (frakce top, T) spolecné s lipozomy (Obr. 14A).
Na rozdil od toho, vSechny viriony RCAS-EnvC-GFP byly detekovany ve spodni frakci
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gradientu (frakce bottom, B). Tento pokus tedy ukézal, ze se EnvH20 chova podobné jako Env

po vazbé na receptor.
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Obr. 14. EnvH20 ma podobné vlastnosti jako Env aktivovany receptorem. (A) Virus
obsahujici EnvH20 véze lipozomy. Viry srovnatelnych titri byly inkubovany s nebo bez
lipozomt pii 37 °C a nasledné byla smés ultracentrifugovana v sachar6zovém gradientu.
Jednotlivé frakce byly poté analyzovany pomoci Western blottingu s pouzitim protilatky proti
proteinu p27. T (top) — horni frakce, B (bottom) — dolni frakce. (B) Virus RCAS-EnvH20-GFP
je inhibovany PMB. Purifikované viry srovnatelnych titrti byly inkubovany pii 37 °C po dobu
30 min s raznou koncentraci PMB. Pot¢ byl virus zfedén v médiu a spinokulovan na bunky DF-
1. Procento bunék pozitivnich na GFP bylo méfeno pomoci priitokové cytometrie 2 dny po
infekci. Titry pod limitem detekce jsou oznaceny ,,<*. Chybové tuseCky piedstavuji
smérodatnou odchylku dvou nezavislych experimenti ve dvou paraleldch. Statisticky
vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou (***P < 0,001), NS — nesignifikantni. (C) Tvorba
TM oligomeri je spusténa zvySujici se teplotou. Virus byl inkubovan 20 min pfi vyznacené
teploté. Vzorky byly lyzovadny nandSecim pufrem a analyzovany pomoci SDS/PAGE bez
povareni. Podjednotka TM byla detekovdana pomoci imunodetekce s protilatkou proti C-
terminalni ¢asti Env. Je ukazana pouze izoforma TM oligomert o velikosti 70 kDa. (D) Tvorba
TM oligomert pfi snizeném pH. Virus byl inkubovéan 30 min ve vyzna¢eném pH pii pokojové
teploté a nasledné byla analyzovana tvorba TM oligomeri stejn¢ jako v predeslém piipadé.
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Dalsim znakem aktivovaného Env je tvorba reaktivniho thioldtu na cysteinu 38
v podjednotce SU. Virus aktivovany solubilnim receptorem je proto inhibovany thiol-
specifickym alkylacnimu ¢inidlem PEG-maleimid-biotin (PMB), jehoz maleimidova skupina
reaguje specificky s redukovanymi thioly, ¢imZ dochdzi k vytvoteni stabilni thioetherové vazby
(Smith a Cunningham, 2007). Na obrazku 14B je ukazano, ze RCAS-EnvH20-GFP byl silné
inhibovan pomoci PMB, na rozdil od RCAS-EnvC-GFP, ktery byl inhibovén jen ¢astecné pti
vysoké koncentraci PMB. Vyraznd inhibice virové infekce ¢inidlem PMB naznaluje, ze

EnvH20 obsahuje aktivovany thiolat podobné¢ jako Env aktivovany vazbou na receptor.

Poslednim experimentem ke zjisténi konformace Env byl biochemicky test analyzujici
schopnost podjednotky TM vytvéfet oligomery. Je znamo, ze ASLV TM se nachéazi v
metastabilnim stavu. TM z purifikovanych virioni lyzovanych pufrem obsahujicim 1% SDS a
5% B-merkaptoethanol migruje v SDS/PAGE jako monomer (velikost pfiblizn€é 30 kDa) bez
zéavislosti na ovlivnéni vzorku neutralnim nebo kyselym pH. Po aktivaci Env solubilnim
receptorem dochézi ke zméné konformace, ktera je v ptipadé neutralniho pH v SDS/PAGE stale
detekovéana v pfevazné monomernim stavu. Po inkubaci v kyselém pH ale dochdzi k dal§im
zménam, které umozinuji podjednotkdm TM vytvaret oligomery rezistentni k SDS. Takové
oligomery mohou byt detekovany pomoci SDS/PAGE a putuji okolo velikosti 70-150 kDa
(Mothes et al., 2000; Smith et al., 2004). Oligomerizace TM mtize byt také spusténa zvySenou
teplotou a bylo popsdno, ze podjednotka TM Env v aktivovaném stavu zalina vytvaret
oligomery pfi nizsi teploté nez TM nativniho Env (Smith et al., 2004). Testovala jsem, jestli
v ptipad¢ obalovych glykoproteinti EnvC a EnvH20 bude rozdil v prahové teploté pro spusténi
oligomerizace TM, ale vysledek byl témét stejny (Obr. 14C). Na rozdil od Env podskupiny A,
dochazelo u obou vird k tvorbé malého mnozstvi oligomertt TM jiz pii 25 °C a s vzrstajici
teplotou jich pfibyvalo. Dale byla srovnavana schopnost tvofit TM oligomery po ovlivnéni
neutralnim a kyselym pH pii pokojové teploté. Na obrazku 14D je ukézéano, ze u obou virti bylo
detekované urcité mnozstvi oligomeri TM 1 pii inkubaci v neutrdlnim pH, ale v piipade
EnvH20 byla oligomerizace TM jasné€ zvySend po ovlivnéni nizkym pH, zatimco u EnvC nebyl
zjistén zadny rozdil. Toto pozorovani tedy ukazuje, ze EnvH20 se nachézi (stejné¢ jako

aktivovany Env) v konformaci, kterd umoznuje spusténi tvorby oligomertt TM v nizkém pH.

Vsechny pouzité metody shodné ukazaly, Zze EnvH20 vykazuje podobné chovani jako

Env aktivovany vazbou na receptor.
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5.1.6 Uroveii aktivace Env odpovida u¢innosti vstupu viru do sav&ich bunék.

Abych zjistila, jak jednotlivé mutace pfispivaji k aktivaci Env, analyzovala jsem citlivost
virt RCAS-GFP, které nesou chiméry EnvC a EnvH20, k inaktivaci pomoci snizen¢ho pH a
inhibici vstupu pomoci PMB. Bylo pozorovano, ze virus nesouci mutaci D32G (EnvC-
H20Partl), ktery vykazoval méné ucinny vstup do sav€ich bun¢k, je inaktivovan nizkym pH a
inhibovan PMB pouze ¢aste¢n€. Virus s mutaci ve fuznim peptidu (EnvC-H20Part4), ktery
umoznoval vice u¢inny vstup do sav¢ich buné€k, se nyni ukazal jako vice citlivy k inaktivaci
nizkym pH a inhibici PMB. Nejvice citlivy k obéma inhibi¢nim testtiim byl ale RCAS-EnvH20-
GFP, ktery obsahuje cely EnvH20 s obéma mutacemi (Obr. 15A a B).
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Obr. 15. Uroveii aktivace Env koreluje s u¢innosti vstupu viru do sav&ich bunék. (A)
Virova inaktivace pisobenim nizkého pH. Purifikované viry nesouci chiméry EnvC-H20 byly
inkubovany pii nizkém (5) nebo neutralnim (7,5) pH v 37 °C po dobu 30 min pied infekci bunék
DF-1. Titry byly ureny pomoci pritokové cytometrie 2 dny po infekci. (B) Inhibice virové
infekce pomoci PMB. Purifikované viry byly inkubovany s danou koncentraci PMB pti 37 °C
po 30 min. Titry byly uréeny na buinikdch DF-1 pomoci pritokové cytometrie 2 dny po infekeci.
Titry pod limitem detekce jsou oznaceny ,,<*. Chybové usecky predstavuji smérodatnou
odchylku dvou nezévislych experimentli provedenych ve dvou paralelach. (C a D) Korelace
mezi relativni infektivitou viri stanovenou na bunkach NIL a virovou inaktivaci pii nizkém pH
(B) nebo inhibici virové infekce pomoci PMB (vyjadreno jako zbytkova infektivita po inhibici
ImM PMB) (D).
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V ptipadé¢ obou testli bylo pozorovano, ze uroven inaktivace nebo inhibice korelovala se
schopnosti vstupovat do kiec¢ich bun¢k (Obr. 15C a D). Jelikoz by oba tyto testy mély ukazovat
stupen aktivace Env, lze ptfedpokladat, ze hladina aktivace Env jasné souvisi s ucinnosti

virového vstupu do savc¢ich bunék.

5.1.7 Mutace v podjednotce TM zprostiedkovava vstup viru do savéich bunék ¢astecné

nezavisle na podskupiné SU

Jelikoz mutace L378S v podjednotce TM obalového glykoproteinu EnvH20 byla
dostacujici pro vstup viru do sav¢ich bunék, bylo dale testovano, jestli je TM-H20 schopna
zprostiedkovat infekci savcich buné€k také s podjednotkou SU jiné podskupiny nez SU-C. Byly
ptipraveny konstrukty virt RCAS-GFP, kde TM-H20 byla zkombinovédna s SU-A nebo SU-B.
Tyto viry byly nasledné pouzity k infekei lidskych bunék RPE-1-hTERT. U viru nesouciho SU-
A a H20-TM (EnvA-H20Part4) nebyl pozorovan zadny rozdil oproti ptivodnimu viru s celym
EnvA (RCASBP-A-GFP), v obou piipadech nedochéazelo k infekci lidskych bunék (Obr. 16A).
Na rozdil od toho, virus obsahujici SU-B a H20-TM (EnvB-H20Part4) byl schopen infikovat
lidské buniky téméf se stejnou ti¢innosti jako virus nesouci SU-C a H20-TM (EnvC-H20Part4),
zatimco puvodni virus RCASBP-B-GFP do savc€ich bunék nevstupoval. Abych potvrdila, ze
tato schopnost souvisi s aktivaci Env, byla opét testovana citlivost k inhibici PMB. Ziskané
vysledky ukézaly, Ze na rozdil od ptivodniho viru RCASBP-B-GFP byl virus EnvB-H20Part4
siln¢ inhibovan pomoci PMB podobné jako EnvC-H20Part4 (Obr. 16B). Zajimavé take je, ze v
piipadé chiméry EnvA-H20Part4 byla detekovana jen velmi slaba inhibice vyssi koncentraci
PMB, coz bylo srovnatelné s viry RCAS-EnvC-GFP a RCASBP-B-GFP. U ptivodniho viru

podskupiny A nebyla pozorovand zadna inhibice ¢inidlem PMB.

Rozdilné chovani virt podskupiny A, B a C by mohlo byt dano riznou stabilitou jejich
konformaci. Proto byla testovana prahova teplota pro spusténi oligomerizace TM a bylo
ukazano, ze zatimco viry nesouci EnvB a EnvC jsou schopny tvofit trimery TM jiz pii 25 C,
virus obsahujici EnvA vytvaii oligomery TM az pii 55 C (Obr. 16C). Jestlize byla SU-A
kombinovana s H20-TM (EnvA-H20Part4), byl pozorovan mirny posun k niz§i prahové teploté

pro spusténi oligomerizace TM.

Tyto vysledky ukazuji, Ze aktivace Env je zavisla jak na podjednotce TM, tak SU. Jelikoz
ale byla H20-TM schopna zprostiedkovat vstup viru do savCich bunék i v kombinaci s

podjednotkou SU-B, ktera interaguje s jinym receptorem nez SU-C, je pravdépodobné, Ze tento
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mechanismus nezavisi na rozeznavaném receptoru. Obé podjednotky spiSe dohromady

ovlivilyji stabilitu konformace Env a tim urcuji jeji ndchylnost ke spontanni aktivaci.
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Obr. 16. Mutace v podjednotce TM zprostredkovava vstup viru do savéich bunék
¢asteCné nezavisle na SU. (A) Relativni infektivita danych vira na lidskych buiikach RPE-1-
hTERT je vyjadiena jako procento virového titru na citlivych buiikach DF-1. Procento bunék
pozitivnich na GFP bylo ur¢eno pomoci prutokové cytometrie 2 (DF-1) nebo 3 (RPE-1-hTERT)
dny po infekci. (B) Inhibice virové infekce pomoci PMB. Purifikované viry byly inkubovany
s danou koncentraci PMB pfi 37 °C po 30 min. Titry byly ur¢eny na bunkéach DF-1 pomoci
pratokové cytometrie 2 dny po infekci. Titry pod limitem detekce jsou oznaceny ,,<*. Chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku dvou nezévislych experimentli ve dvou paralelach.
Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou (***P < 0,001), NS — nesignifikantni.
(C) Prahové teploty pro spusténi tvorby TM oligomert. Viry rtznych podskupin byly
inkubovany 20 min pifi vyznacené teploté. Vzorky byly lyzovany nanaSecim pufrem a
analyzovany pomoci SDS/PAGE bez povaieni. Podjednotka TM byla detekovana pomoci
Western blottingu s protilatkou proti C-terminalni ¢asti Env. Pouze 70kDa izoforma oligomert
TM je ukéazana.
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5.2 Obnoveni virové replikace RSV vsavéich bunkich po fuzi

s permisivnimi kufecimi buitkami

P 44

5.2.1 Charakterizace kreclich bunék transformovanych RSV a kurecich bunék

pouzitych pro bunééné fize

Sav¢i bunky transformované RSV neprodukuji infekéni virové castice, ale virova
produkce muze byt obnovena fuzi s kutecimi fibroblasty (Obr. 17). Druhym cilem této prace

bylo odhalit, k jakym zménam ve virové replikaci dochazi po fuzi s permisivnimi buiikami.
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Obr. 17. Schématické znazornéni obnoveni virové produkce po fuzi kieccich bunék
transformovanych RSV (RSCh) s kuFecimi fibroblasty (DF-1). Ackoliv buiiky RSCh
obsahuji integrovany provirus RSV, neprodukuji zadny infek¢ni virus. Po fuzi RSCh s DF-1
pomoci polyethylenglykolu (PEG) dochazi k tvorbé heterokaryontti, které produkuji infekéni
virové Castice.

K této molekularni analyze byla pouzita kiecci linie transformovana virem RSV (RSCh),
kterd vznikla kokultivaci embryondlnich bunék kiecka c¢inského s kufecimi fibroblasty
infikovanymi SR-RSV-D (Hlozanek et al., 1966). Jelikoz nebylo znamo, kolik provirovych
kopii se v bunkdch RSCh nachazi, bylo pomoci qPCR srovnano mnozstvi provirové DNA
v linii RSCh s linii H-20, u které byla stanovena pomoci Southern blottingu jedna provirova

kopie (Svoboda et al., 1983). Na obrazku 18A je ukazano, Ze obé€ linie obsahuji témé&f stejné
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mnozstvi provirové DNA a tedy i linie RSCh nese jen jednu provirovou kopii. Limitnim

fedénim bylo pfipraveno n€kolik klontl, z nichzZ jeden byl pouzit v nésledujicich experimentech.

Pro obnoveni virové produkce byly diive pouzivany primarni kufeci fibroblasty CEF,
které obsahuji endogenni alfaretrovirové sekvence (Ronfort et al., 1991). Jelikoz nékteré
endogenni retrovirové geny jsou exprimovany, mize jejich pfitomnost ovliviiovat virovou
produkci ve fuzovanych buiikach. Z tohoto divodu jsem se rozhodla pouZzit pro nasledujici
experimenty kufeci linii DF-1, kterd by nem¢la obsahovat endogenni alfaretroviry (Himly et
al., 1998). Pro ovéfeni bylo provedeno RT-PCR za pouziti primert do oblasti genti env a gag.

Na rozdil od CEF, v linii DF-1 nebyly detekovany zadné virové transkripty (Obr. 18B a C).
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Obr. 18. Charakterizace kiec¢fich a kurecich bunék pouzitych pro obnoveni virové
produkce. (A) Mnozstvi provirovych kopii RSV v kiecci linii RSCh bylo srovnano s linii H-
20. Na gqPCR bylo pouzito 25 ng chromozomalni DNA izolované z bunék RSCh a H-20 a
pomoci primert specifickych pro virovou DNA (ScrDel fw a SrcDel rv) byla zmétena hodnota
Cq (Quantification Cycle). Vysledek predstavuje primeér tii replikatid + smérodatna odchylka.
(B a C) Exprese retrovirovych mRNA v buiikdch DF-1 a CEF z linie Brown Leghorn (BL) byla
analyzovana pomoci RT-PCR. Pro detekci env mRNA (B) byly pouzity primery navrzené do
konzervované oblasti genu env (chENV233 fw a chENV1046 rv). Pro detekci nesestiizené
mRNA byly pouzity primery zahrnujici za¢atek genu gag (RSV_fw a unspliced rv) (C).
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Déle bylo ovéfeno, ze po fuzi bunék RSCh s CEF-BL dochazi k obnoveni virové
replikace a ze piivodné pouzivané CEF-BL mohou byt nahrazeny buitkami DF-1. Pfed fuzi bylo
zastaveno bunécné déleni pomoci mitomycinu C nebo ozafenim, aby nedochazelo k prertistani
heterokaryontl. Fuze byla provedena pomoci polyethylenglykolu (PEG) a mnozstvi virovych
¢astic v médiu bylo nésledné stanoveno pomoci tzv. fokalniho testu, pfi kterém je virova
produkce detekovana jako ohniska (fokusy) transformovanych indikatorovych bunék. Vysledek
je udavan jako pocet vytvorenych fokusii (focus forming units, FFU) na mililitr média. Faze
bundk RSCh s buitkami DF-1, stejné jako CEF-BL, vedla k obnoveni virové produkce. Ctyfi
dny po fuzi RSCh a DF-1 bylo pozorovano v kultiva¢nim médiu pfiblizné 15 az 18 FFU/ml
viru na rozdil od samotnych fuzovanych nebo nefuzovanych bunék RSCh, které neprodukovaly
zadny virus. Virus uvolnény po fizi byl schopny replikace a po tydnu kultivace na CEF-BL

dosahoval titru 10*-10° FFU/ml.

5.2.2 Sestrih virovych mRNA v buiikach RSCh a fzovanych buinkach

Jelikoz blok v replikaci RSV v savéich bunikdch byl pozorovdan na Urovni exprese
virovych gentl, zaméfila jsme se v prvnim kroku na kvantifikaci virovych mRNA pomoci RT-
qPCR. Abych mohla méftit hladinu jednotlivych virovych mRNA, byly navrzeny rizné pary
primerd, jejichz pozice je zobrazena na obrazku 19A. Pomoci téchto primert bylo mozné
rozlisit jednotlivé virové mRNA a stanovit jejich mnozstvi. Jak je vidét na obrdzku 19B,
kontrolni kuteci fibroblasty DF-1 infikované SR-RSV-D obsahovaly pfedevsim nesestfizenou
virovou mRNA (dale nazyvand jako genomova gRNA) a mensi mnoZstvi env mRNA (23 %) a
src mRNA (15 %). Na rozdil od toho, v buitkach RSCh tvoftila vétSinu src mRNA (66 %)
nasledovand gRNA (20 %) a mnozstvi env mRNA se pohybovalo na hranici detekce. Situace
se vyrazn¢ zménila po fuzi RSCh s DF-1, kdy env mRNA byla jasn¢ detekovana a tvofila okolo
7,5 % vSech virovych mRNA. Hladina src mRNA poklesla a mnozstvi gRNA se témér
nezménilo. Samotné pouziti mitomycinu C nebo ozafeni bunék neovlivnilo pomér téchto

sestfizenych virovych mRNA (Obr. 19B).
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Obr. 19. Zastoupeni jednotlivych virovych mRNA v infikovanych kurecich fibroblastech
DF-1, kiec¢éich transformovanych buiikach RSCh a RSCh fuzovanych s buiitkami DF-1.
(A) Schématické znazornéni genomu SR-RSV-D a jeho transkript. Rizné virové mRNA jsou
znazornény spolu s pozici primer pouzitych pro qPCR. Sestfihovd mista jsou vyznacena ss
(splicing site). (B) Stanoveni mnozstvi virovych mRNA. Buiikky DF-1 byly infikovany virem
SR-RSV-D. Déleni bun¢k RSCh bylo pted fizi zastaveno pomoci mitomycinu C (mit) nebo
ozafenim (Xray). Kontrolni buitky RSCh nebo RSCh mit/Xray byly bud’ nefizované, nebo
fazované navzajem. Ctvrty den po fuzi byla z bunék izolovana celkova RNA. cDNA pfipravena
pomoci RT zRNA vzorkli byla zméfena pomoci qPCR. Mnozstvi jednotlivych virovych
mRNA je vynaSeno jako procenta zcelkové virové RNA. Chybové usecky predstavuji
smérodatnou odchylku. Vysledky jsou priimérem ze tfi nezavislych experimenti, z nichz kazdy
byl proveden ve dvou paralelach. Statisticky vyznamné rozdily jsou vyznaceny hvézdickami
(*,P=0,01az 0,001; **P <0,001)
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5.2.3 Anomalné sestrizené virové mRNA

Pii stanoveni mnoZstvi env mRNA bylo pozorovano, ze namétfend hladina se lisi
v zévislosti na pozici primerti pouzitych na qPCR. Jestlize byl pravy reverzni primer umistén
blizko env 3’ sestfihového mista, namétené mnozstvi env mRNA bylo vyssi. Toto pozorovani
naznacovalo, Ze by mohlo dochéazet k anomalnimu sestfihu na kryptickém sestfihovém misté.
V ptipadé Prazského kmene RSV (PR-RSV-A) byl v sav¢ich buitkkach zaznamenan sestiih na
novém 5’ sestithovém misté na zacatku genu env, a proto jsem se rozhodla zjistit, jestli
v pfipadé¢ SR-RSV-D dochazi k vytvofeni podobného kryptického sestfihového mista.
S vyuzitim dvou part primert jsem identifikovala pét riznych anomalné sestiizenych virovych
mRNA (Obr. 20A a B). Vzniklé PCR produkty byly vyfiznuty z gelu a izolovand DNA byla
sekvenovana. Byla nalezena tfi rizna krypticka 5’ sestfihovd mista na zacatku genu env,
z ¢ehoz prvni misto odpovidalo diive popsanému kryptickému mistu u PR-RSV-A a nasledujici
dvé sestfihova mista byla pozorovana poprvé. Detekované druhy mRNA vznikly bud’ dvojitym
sestithem, kdy doSlo k sestfihu jak na 5’ sestfihovém misté na zacatku genu gag a env
3’ sestfihovém misté, tak na kryptickém 5’ sestfihovém misté na zacatku genu env a src
3’ sestithovém misté (Double-spliced env mRNA 1/2, Dbl1/2), nebo prob¢hl sestiih pouze na
kryptickém 5’ sestfihovém misté a src 3’ sestfihovém misté (Cryptic spliced mRNA1/2/3,
Crypt1/2/3). Primarni nukleotidova sekvence téchto mRNA je naznacena na obrazku 20A
véetn¢ Dbl3 mRNA, kterd nebyla detekovana pomoci PCR a jeji sekvence je pouze

predpokladana.
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Kryptické dvojité-sestfizené env mRNA: Velikost produktu:

Dbl 1 S e . 3y 354bp
Dbl 2 5' ......................... - AAAA 3. 480bp
Dbl 3 & a3y 770bp
Kryptické sestfizené mRNA:
Cryptic 1 & ... A3 387bp
Cryptic2 &' 2 AAAA 3' 513bp
Cryptic 3 & 3 gy 980bp
EndPolFw = «5src2Ry
Dbi2 + Cryptic2 mRNA §'——e——————————————————— A3
............................................ N <
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Obr. 20. Nalezeni novych anomalné sestfizenych virovych mRNA. (A) Schématické
znazornéni genomu SR-RSV-D a struktura nové popsanych anomalné sestfizenych virovych
mRNA. Hvézdicka naznacuje polohu nalezenych kryptickych 5’ sestfihovych mist 1, 2 a 3
v pozici nukleotidi 5222, 5348, 5805 podle sekvence SR-RSV-D (GenBank pftistupové Cislo
D10652.1). Primery pouzité pro PCR jsou vyznaceny a velikost produktli je uvedena v poctu
part bazi (base pair, bp). NiZze je také zndzornéno umisténi primerti pouzitych pro qPCR.
Sestfihova mista jsou vyznacena ss (splicing site). Dbl3 mRNA nebyla detekovana a struktura
je pouze predpoklddand. (B) Amplifikované produkty PCR po elektroforetické analyze
v agarovém gelu. Bunky DF-1 byly infikované SR-RSV-D. Buitkky RSCh byly pted fuzi
oSetieny mitomycinem C. Celkova RNA byla izolovana ¢tvrty den po fzi a pomoci RT byla
pfipravena cDNA. Produkty PCR byly ziskdny pouzitim vyznacenych primert. Velikost
standardu (Marker) je uvedena v parech bazi.
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U nalezenych kryptickych 5’ sestfihovych mist byla dale vyhodnocena jejich schopnost
tvotit vodikové mustky s Ul snRNA (Freund et al., 2003). Stanovené hodnoty vodikovych
vazeb byly 15, 169 a 13,8 pro piislusnd kryptickd mista 1, 2 a 3

(https://www?2.hhu.de/rna/html/hbond_score.php), coz odpovidd beéznym hodnotam

5’ sestithovych mist. Nasledné jsem stanovila mnozstvi jednotlivych anomalné sestfizenych
mRNA pomoci qPCR a zjistila jsem, Ze jejich zastoupeni je v souladu se stanovenymi
hodnotami vodikovych vazeb — nejvice dochéazelo k sestfihu na kryptickém misté 2, pak
nasledovalo misto 1 a nejmén¢ vyuzivané bylo misto 3 (Obr. 21). Anomalné¢ sestfizené mRNA
byly v malém mnoZstvi nalezeny i v infikovanych kufecich buiikach (1,4% z celkové virové
mRNA), ale v butkkdch RSCh bylo jejich mnozstvi vétsi (5,6%). Vyznamny vliv na tvorbu
téchto anomalné sestfizenych mRNA, obzvlast’ Dbl2 + Cryptic2, mélo pouziti genotoxickych
latek, jako mitomycinu C nebo ozafeni, které byly aplikovany pied fuzi k zastaveni bunécného
déleni (Obr. 21). Vliv téchto latek na sestith mRNA byl pozorovan i v mnoha jinych studiich
(Filippov et al., 2007; Munoz et al., 2009).
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DF-1inf. SR-RSV-D RSCh RSChmit/Xray = RSCh mit /Xray x DF-1

Obr. 21. Stanoveni mnoZstvi anomalné sestiiZzenych virovych mRNA. DF-1 byly infikovany
virem SR-RSV-D. Déleni bun€k RSCh bylo pied fuzi zastaveno pomoci mitomycinu C (mit)
nebo ozafenim (Xray). Kontrolni buiitky RSCh nebo RSCh mit/Xray byly bud’ nefizované, nebo
fazované navzajem. Ctvrty den po fuzi byla z bunék izolovana celkova RNA. cDNA pfipravena
pomoci RT zRNA vzorki byla zméfena pomoci qPCR. Umisténi pouzitych primera je
zobrazeno na obrazku 20A. Mnozstvi jednotlivych virovych mRNA je vynaSeno jako procenta
z celkové virové RNA. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku. Vysledky jsou
primérem ze tif nezavislych experimentil, z nichz kazdy byl proveden ve dvou paralelach.
Statisticky vyznamné rozdily jsou vyznaceny hvézdickami (*, P = 0,01 az 0,001; **P <0,001).
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Po fizi RSCh s DF-1 byl pozorovan pouze mirny pokles v sestfihu téchto anomalnich
virovych mRNA. JelikoZ neni pravdépodobné, Ze by tyto mRNA kddovaly novy virovy protein,
jejich pritomnost nejspiS pouze znaci Spatnou regulaci sestfihu virovych mRNA v sav¢ich

bunkach.

5.2.4 Obnoveni produkce env mRNA a virového obalového glykoproteinu po fuzi

s kufecimi bunkami

Nejvyznamnégjs$i rozdil po fuzi bunék RSCh s kufecimi fibroblasty byl pozorovan
v hladiné env mRNA, ktera se zvysila ctvrty den po fuzi piiblizné¢ sedmkrat. Proto jsem se
rozhodla prozkoumat detailnéji tvorbu env mRNA a piislusného glykoproteinu.
K imunofluorescen¢ni detekci obalového glykoproteinu byl vyuzity tzv. imunoadhesin —
receptor Tvb/d spojeny s doménou mysiho IgG (mIgG), ktery se specificky vaze na obalovy
glykoprotein podskupiny B a D. Ctvrty den po fuzi (RSCh x DF-1) byl detekovéan pozitivni
signal znacici obalovy glykoprotein v 30 % polykaryontl, zatimco v jednojadernych bunikédch

nebyl zadny signal pozorovan (Obr. 22).

DAPI Tvb/d + DAPI

RSCh mit x DF-1

Obr. 22. Polykaryonty RSCh x DF-1 produkuji obalovy glykoprotein. RSCh oSetfené
mitomycinem C byly smichdny s buiikkami DF-1 v poméru 1:1 a ndsledné byly fuzované pomoci
PEG. Buiky byly fixovany ctvrty den po fizi a obalovy glykoprotein Env byl detekovan
pomoci imunoadhesinu Tvb/d-mIgG a vizualizovan pomoci sekundéarni protilatky, ktera byla
znafend Cy3 (Cervend). Jadernd DNA byla obarvena pomoci DAPI (modrd). Polykaryonty
produkujici Env jsou oznaceny Sipkou.

Dale byl analyzovan casovy prib¢h tvorby env mRNA a obalového glykoproteinu.
Mnozstvi jednotlivych virovych mRNA bylo stanoveno pomoci RT-qPCR a detekce Env byla
provedena stejnym zpisobem, ktery byl popsan vySe. Na obrazku 23 A je ziejmé, ze nariist env
mRNA (Carovy graf) dobfe odpovidd stoupajicimu poctu polykaryonti pozitivnich na Env
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(sloupcovy graf). V obou ptipadech je vyraznéjsi produkce detekovana 48 hodin po fuzi a dale

pak mirné€ roste.
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Obr. 23. Exprese env mRNA v zavislosti na uplynulé dobé po fuzi a pritomnosti inhibitora
proteosyntézy ve fuzovanych buikach. (A) Mnozstvi produkovaného obalového
glykoproteinu, env mRNA a dalSich virovych mRNA bylo stanoveno v prubéhu ¢tyi dnli po
fuzi. Carovy graf ukazuje relativni mnozstvi virovych mRNA, které bylo zméfeno pomoci RT-
qPCR. Byl stanoven pomér jednotlivych virovych mRNA k celkové virové mRNA a tyto
hodnoty jsou prezentovany relativné hodnoté naméiené v buiikdch RSCh ovlivnénych
mitomycinem C (mit). Chybové usecky piredstavuji smérodatné odchylky. Vysledky jsou
primérem ze dvou nezavislych experimentd. Sloupcovy graf piedstavuje stanoveni
polykaryontli pozitivnich na Env. Pro kazdy vzorek bylo spocitdno alespon 500
polykaryontnich bunék. (B) Ve dvou nezavislych experimentech byly butiky RSCh a/nebo DF-
1 ovlivnény pted fuzi vedle mitomycinu C 1 inhibitory proteosyntézy, puromycinem (puro, 10
pg/ml, 15 hod) nebo cykloheximidem (CHX, 10 pg/ml, 24 hod). Relativni mnozstvi env mRNA
bylo stanoveno druhy a ¢tvrty den po fuzi pomoci RT-qPCR.
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Abych potvrdila hypotézu, ze kuieci buniky poskytuji proteinové faktory diilezité pro
sestith env mRNA, testovala jsem vliv inhibitord proteosyntézy na sestfih virovych mRNA.
Bunky byly pfed fuzi vystaveny puromycinu nebo cykloheximidu, ¢imz by mélo dojit
k zastaveni syntézy proteinii a naslednému snizeni mnozstvi proteint s kratSim polocasem.
Jestlize byla proteosyntéza zastavena v kufecich bunkéach, bylo pozorovano, ze narGst
v produkci env mRNA byl po fuzi vyrazné nizsi (Obr. 23B). Ovlivnéni kie¢¢ich bunék RSCh
inhibitory proteosyntézy nemélo témét zadny vliv na narist env mRNA. Vysledky
s puromycinem a cykloheximidem byly srovnatelné. Tyto experimenty tedy ukazuji, ze pro

tvorbu env mRNA jsou zapotiebi kufeci proteinové faktory.

5.2.5 Jaderny export a stabilita nesestfiZené virové gRNA

Ackoliv jsem v buntkaich RSCh po fuzi s kufecimi fibroblasty DF-1 nepozorovala
vyznamnéj$i rozdil v celkovém mnozstvi virové gRNA, nebylo vylou¢eno, ze fuze mohla
ovlivnit export gRNA zjadra. Proto jsem se rozhodla porovnat mnozstvi gRNA v jadie a
cytoplazmé. Jako pozitivni kontrola byly pouzity kiepel¢i buiiky 16Q, které obsahuji defektni
genom RSV a tvoii pouze gRNA a src mRNA. V ptipadé 16Q bylo pozorovéano, Ze hladina
cytoplazmatické gRNA dosdhla 20% jaderné gRNA, zatimco v buitkach RSCh bylo relativni
mnozstvi cytoplazmatické gRNA desetkrat nizs§i (Obr. 24A). Na zédkladé¢ opakovanych
experimentl, pii kterych byla métena hladina gRNA v cytoplazmé, se mi také podatilo ukazat,
ze jaderny export gRNA se po fuzi s kutecimi fibroblasty tiikrat zvysil (Obr. 24B). Kromé
mnozstvi gRNA byla métena hladina bunécné nesestiizené pre-GAPDH RNA, ktera by se m¢la
nachazet pouze v jadie a urcovala tedy Cistotu cytoplazmatické frakce. V mych experimentech
kontaminace cytoplazmatické frakce jadernou RNA nepiesahla 4% (Obr. 24C) a po fuzi se
nezménila (Obr. 24D).

Nakonec byla porovnana stabilita gRNA a sr¢ mRNA v kiecfich buikach
transformovanych RSV a kufecich infikovanych bunkéach. Hladina env mRNA v buiikach
RSCh byla piili§ nizké, a proto nebyla testovana. Pomoci aktinomycinu D byla v buiikédch
zastavena syntéza RNA a v urcitych ¢asovych intervalech bylo méfeno mnozstvi virovych
mRNA. Zatimco v infikovanych bunikdch DF-1 byla src mRNA 1 gRNA stabilni po celou dobu
meéieni, v buitkach RSCh byly virové mRNA méné¢ stabilni, obzvlast gRNA, jejiz hladina klesla
jiz po né€kolika hodinéach piisobeni aktinomycinu D (Obr. 24E).

Tyto vysledky ukazuji, ze gRNA je vbunkdch RSCh nestabilni a jeji hladina
v cytoplazmé je velmi nizka. Ackoliv celkové mnozstvi gRNA se po fuzi s kufecimi fibroblasty
nezmeénilo, export gRNA z jadra byl vyznamné ucinnéjsi.
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Obr. 24. Jaderny export a stabilita gRNA. (A) Hladina virové gRNA byla stanovena
v jaderné a cytoplazmatické frakci bunék RSCh a 16Q a je uvedena jako procento hladiny
jaderné RNA. (B) Mnozstvi gRNA v cytoplazmatické frakci uvedenych bun€k bylo stanoveno
tii nebo Ctyfi dny po fuzi a bylo normalizovano na hladinu mGAPDH. Hvézdi¢ka znaci
statisticky vyznamny rozdil (*, P = 0,01-0,001). (C) Cistota izolované cytoplazmatické frakce
bun¢k RSCh je ukdzana pomoci hladiny bunééné pre-GAPDH, kter4 je uvedena jako procento
jaderné RNA. (D) Uroven kontaminace cytoplazmatické frakce je ukazana na hlading pre-
GAPDH. (E) Stabilita virovych mRNA byla méfena v buiikach DF-1 infikovanych SR-RSV-
D a bunikdch RSCh. Bunky byly inkubované s aktinomycinem D (1 pg/ml) v daném ¢asovém
intervalu a poté z nich byla izolovana RNA. Vysledky jsou vyneseny jako procento hladiny
RNA v dobé¢ piidani aktinomycinu D. Hladiny virovych mRNA byly normalizované na hladinu
GAPDH mRNA. Mnozstvi stanovenych RNA bylo zméfeno pomoci RT-qPCR. Prezentovana
data predstavuji primér + smérodatna odchylka ze tfi nezavislych experimentd.

71



5.2.6 Exprese polyproteinu Gag

Virova gRNA slouzi také jako mRNA kodujici polyprotein Gag. Proto jsem se rozhodla
potvrdit vySe zminéné vysledky tykajici se gRNA pifimym stanovenim proteinu Gag. Pomoci
imunofluorescencni mikroskopie byl protilatkou proti proteinu p27 (produkt proteinu Gag)
detekovan v buitkdich RSCh velmi slaby rozptyleny signél. Na rozdil od toho, ve fizovanych
heterokaryontech RSCh x DF-1 byla detekovéna vyrazna produkce proteinu Gag (Obr. 25A).
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Obr. 25. Stanoveni proteinu Gag. (A) Protein Gag byl detekovan pomoci
imunofluorescencniho znaceni v buitkkdch RSCh a fuzovanych bunikdich RSCh mit x DF-1.
Buiiky byly fixovany ¢tvrty den po fuzi a protein Gag byl stanoven pomoci protilatky proti
proteinu p27 a sekundarni protilatky konjugované s Cy3 (Cervend). Jadra byla obarvena DAPI
(modra). (B) Mnozstvi polyproteinu Gag (Prekurzor, Pr76) a jeho produktu po §tépeni p27 bylo
stanoveno pomoci Western blottingu s protildtkou proti proteinu p27. Analyzovany byly jak
bunécné lyzaty, tak ultracentrifugované médium na tvorbu viru-podobnych ¢astic (VLP).
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Také stanoveni pomoci Western blottingu ukéazalo, ze produkce proteinu Gag v buiikach
RSCh byla témér na hranici detekce, zatimco po fuzi RSCh s DF-1 bylo pozorovano jasné
zvySeni produkce proteinu a detekovan byl i procesovany produkt proteinu Gag p27 (Obr. 25B).
Nakonec byla testovana 1 tvorba virovych partikuli (virus-like particels, VLP) v médiu.
Supernatant z bunék RSCh a fuzovanych bunék RSCh x DF-1 byl ultracentrifugovan ptes
sachardzovy polstar a v sedimentu byla analyzovana ptitomnost proteinu Gag. Na obrazku 25B
je ukdzano, ze ackoli sediment ziskany z bunék RSCh neobsahoval zadné VLP, po fuzi s DF-1
byl detekovan vyrazny produkt p27, coz opét dokazuje nezbytnost permisivnich kufecich

faktort pro produkci virovych ¢astic.

Detekce polyproteinu Gag tedy potvrdila vysledky ukazujici, ze v buitkdch RSCh je blok
na urovni exportu gRNA z jadra. Obnoveni virové produkce po fizi s permisivnimi fibroblasty
proto pravdépodobné neni zpusobeno pouze zvySenou tvorbou env mRNA a produkci
obalového glykoproteinu, ale také zlepSenim exportu gRNA a zvySenou produkci polyproteinu

Gag, ktery je nasledné procesovany a tvoti VLP.

5.2.7 Komplementace virovymi geny env a gag

Ptedeslé vysledky ukéazaly vyznamnou roli obalového glykoproteinu a polyproteinu Gag
pii obnoveni virové produkce. Proto jsem se rozhodla otestovat, jak ovlivni tvorbu virovych
castic exprese virovych genl v kufecich buiikkdch pouzitych pro fuzi s RSCh. Abych co
nejpresnéji zjistila i¢innost obnovené virové produkce, byly buitky RSCh fizovany s buitkami
DF-1 produkujicimi Env nebo Gag a nésledné byly fuzované buiiky vysety na indikatorové
buniky. Tvorba virovych Castic byla méfena fokalnim testem a vysledek je uvadeén jako pocet
vytvorenych fokust na 10* fizovanych buné&k. Jako indikatorové buiiky byly pouzity CEF-BL,

jelikoz DF-1 coby modifikovana a stabilizovana linie nemtize byt ve fokalnim testu pouZita.

Jako obalovy glykoprotein byl pouzit glykoprotein G viru vezikuldrni stomatitidy (VSV-
G), u které¢ho je zndmo, Ze dokdze nahradit retrovirovy Env (Zavada, 1972). Na obrazku 26A
je ukdzano, ze RSCh fuzované s DF-1 transfekovanymi VSV-G tvofi pétkrat vice viru nez
buniky RSCh fuzované s DF-1. Abych vyzkousela vliv polyproteinu Gag, transfekovala jsem
buniky DF-1 plazmidem pcGagPol, ktery obsahuje selekéni marker a geny gag a pol. Po
transfekci a selekci exprimovaly buitky DF-1 protein Gag, ackoliv jeho mnoZstvi nebylo pfili§
vysoké (Obr. 27). Po fazi s bunkami RSCh jsem nepozorovala zadny rozdil ve srovnani
s netransfekovanymi buitkami DF-1. Tento vysledek ukazuje, Ze nizké mnozstvi proteinu Gag

nedokaze komplementovat replikaci RSV v nepermisivnich savc¢ich buikéch.
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Obr. 26. U¢innost obnovené virové produkce po komplementaci virovymi geny gag a env.
(A) Buitkky RSCh byly fuzované s pta¢imi buitkami produkujicimi obalovy glykoprotein (kufeci
buniky DF-1 nebo kiepel¢i buiiky QEF transfekované VSV-G), Gag (DF-1 po stabilni transfekci
pcGagPol, kiepelci 16Q) nebo oba virové proteiny (DF-1 infikované pomocnym virem RAV-
1). Konstruktem pro VSV-G byly buiiky transfekovany 1 den pifed fizi. Smés nefizovanych
bun&k RSCh a DF-1 byla pouzita jako negativni kontrola. 10* testovanych bunék bylo 1 den po
fuzi vyseto na indikatorové buiikky CEF-BL a pomoci fokalniho testu byla stanovena virova
produkce. Prezentovana data pfedstavuji primér + smérodatnd odchylka ze tfi az Ctyf
nezavislych experimentt. (B) Médium odebrané z tkanovych kultur (supernatant, sup) bylo
centrifugovano (13 000 x g, 20 min, 4 °C) a analyzovano pomoci fokalniho testu na dvou
paralelnich miskach CEF-BL.

Abych zjistila, jestli vyssi hladina proteinu Gag ovlivni virovou produkci, pouzila jsem
bunécnou linii 16Q, ktera je odvozena od kiepelCich embryonalnich fibroblasti (quail
embryonic fibroblast, QEF) transformovanych pomoci BH-RSV (defektni kmen RSV
postradajici gen env) a tudiz produkuje velké mnoZstvi proteinu Gag (Obr. 27). Uéinnost
obnoveni produkce po fuzi RSCh s buitkami QEF byla mirn¢ snizena oproti fuzi s bunkami DF-

1, ale v ptipadé pouziti bun¢k 16Q virova produkce vyrazné stoupla (Obr. 26A). K obnoveni
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virové produkce nemusela piispét jen vysokd hladina proteinu Gag, ale také virovy genom BH-
RSV, ktery mohl byt zabalen do nové vzniklych ¢astic. Takto vzniklé virové partikule by byly
diky onkogenu src ptfitomném v BH-RSV genomu také schopné transformovat indikatorové

bunky.

Pro potvrzeni ptedeslych vysledkt s komplementaci VSV-G byly buitky RSCh fizované
také s bunikami QEF transfekovanymi VSV-G. Obnovena virova produkce byla v tomto piipadé
tiinactkrat zvySena oproti fizi s netransfekovanymi buikami QEF (Obr. 26A).

Vliv komplementace genl gag i env najednou byl otestovan s vyuzitim viru RAV-1
(Rous-associated virus 1). Tento tzv. pomocny (helper) virus obsahuje ve svém genomu stejné
geny jako RSV kromé onkogenu src. Neni tedy schopen transformovat buniky, a proto neni
detekovan pomoci fokdlniho testu. Jestlize byly buiikky RSCh fizované s DF-1, které byly
piedtim infikovany virem RAV-1, obnovend virova produkce byla zvySena o dva tady ve

srovnani s neinfikovanymi DF-1 (Obr. 26A).

Pro kontrolu byla pomoci fokdlniho testu analyzovéna virova produkce v médiu
z pouzitych kieccich a ptacich bunck. V zZadném piipadé nebyl pozorovan infekeni
transformujici virus kromé pozitivni kontroly, kterou pfedstavovaly bunky 16Q transfekované
VSV-G (Obr. 26B). Samotna transfekce buné¢k RSCh pomoci VSV-G nevedla k obnoveni
virové produkce. Po transfekci pcGagPol nebyla pozorovana zvySena produkce proteinu Gag

v buiikach RSCh, stejné¢ jako nebyl pozorovan infekéni virus v médiu.

Tyto vysledky ukazuji, Ze virova produkce obnovena po fizi buné¢k RSCh s ptacimi
fibroblasty mutze byt vyznamné zvySend, jestlize pta¢i buiky exprimuji gen env.
Komplementace genem gag byla pozorovana pouze v ptipadé bun¢k 16Q, které produkuji velké
mnozstvi proteinu Gag a obsahuji také virovy genom BH-RSV, kde je pfitomen onkogen src.
Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno, jestlize byly buiitky RSCh fazovany s kufecimi bunikami
preinfikovanymi pomocnym virem, ktery poskytl produkty genii env i gag. K obnoveni virové
produkce v bunkidch RSCh byla vzdy potfeba flize s ptac¢imi permisivnimi bunkami.
Komplementace genem env v buiikdch RSCh nestacila k virové replikaci. Jelikoz konstrukt
kodujici protein Gag nebyl v savCich bunikach dostatetné exprimovan, vliv genu gag nebyl

otestovan.
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Obr. 27. Stanoveni mnoZstvi proteinu Gag v transfekovanych nebo infikovanych ptacich
burnikach. Protein Gag byla detekovan promoci Western blottingu protilatkou proti proteinu
p27. Analyzovany byly bunécné lyzaty z kuiecich bun¢k DF-1 a z kiepel¢ich bunék QEF a
16Q. Bunky DF-1 byly transfekovany konstruktem pcGagPol nebo infikovany virem RAV-1.
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6 Diskuze

Virus Rousova sarkomu slouzi uz vice nez jedno stoleti ke studiu retrovirové replikace a
stal se jednim ze zakladnich virovych modeli (Rubin, 2011). Jiz pfed mnoha lety bylo zjisténo,
ze tento ptaci virus dokaze v experimentalnich podminkéch infikovat i nékteré druhy hlodavci
(Svet-Moldavsky, 1958; Svoboda, 1960). Sav¢i bunky transformované RSV pfispély
k odhaleni retrovirové integrace, studiu epigenetického umlcovani retroviri a bunécné
transformace. Pfestoze RSV do sav¢ich bunék vstupuje a integruje svoji virovou DNA do
hostitelského genomu, nedochazi k plné replikaci viru a tyto bunky netvoii infekéni virové
castice (Altaner a Temin, 1970; Svoboda et al., 1963). Tato prace se snazi odpovédét na dve
zakladni otazky tykajici se replikace RSV v sav¢ich buiikach. Jak je mozné, Ze tento ptaci virus
mize vstoupit do sav€ich buné€k, i kdyZ neni zndmo, Ze by sav¢i buiiky obsahovaly néktery

z receptorti pro RSV, a proc se tento virus v sav¢ich bunikach nemnozi?

6.1 Vstup RSV do savéich bunék

Abych urc¢ila mechanizmus umoziujici mezidruhovy pfenos RSV, byly analyzovany
genetické zmény v obalovém glykoproteinu viru, ktery opakované dokazal vstupovat do
savéich bunck. Bylo nalezeno osm aminokyselinovych zamén, které byly pfitomny v Env u
obou virt (XC-RSV, H20-RSV), u kterych byl pozorovan tropismus pro sav¢i buiiky. Shodné
aminokyselinové zamény ukazaly, ze tyto mutace byly selektovany jiz pfi prvnim pfenosu na
savce. Srovnani puvodniho viru (PR-RSV-C) a viru H20-RSV ukazalo, ze na rozdil od
puvodniho viru, selektovany virus dokéaze efektivné vstupovat do sav¢ich bunék a za tuto

schopnost je zodpovédny EnvH20.

Jelikoz aminokyselinové zamény nalezené v EnvH20 neodpovidaly diive popsanym
mutacim zptsobujicim tropismus pro savci buiikky (Amberg et al., 2006; Rainey et al., 2003;
Taplitz a Coffin, 1997), byl testovan vliv jednotlivych mutaci na infekci kieccich bunék NIL.
Ukazalo se, ze za vstup do sav¢ich bun€k jsou zodpovédné dvé mutace, a to zdména nachazejici
se na zacatku SU (D32G) a mutace ve fuznim peptidu (L378S). Spolecny efekt dvou
vzdalenych mutaci ovliviiujicich tropismus viru byl jiz dfive pozorovan v nékterych
rekombinantnich genech env (Dorner a Coffin, 1986). K sav€imu tropismu v nasem piipadé
obecné vice pfispivala mutace nalezend ve fuznim peptidu, ale citlivost k jednotlivym
mutantiim se mezi bunéénymi liniemi (piedevs$im lidskymi) liSila. Napftiklad citlivost lidskych
bun¢k RPE-1-hTERT se od kiec¢¢ich bun¢k NIL odliSovala ve dvou ohledech. Viry s mutacemi

umoznujici savCi tropismus vstupovaly do lidskych bunék vyrazné ucinnéji (procento
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infikovanych bun¢k bylo témét o fad vyssi nez v pripad€ bun€k NIL) a ob¢é aminokyselinové
substituce (D32G a L378S) pftispivaly k infekci bunék RPE-1-hTERT téméf rovnocenné.
Buniky HEK293 se ukézaly jako mirn¢ citlivé dokonce k plivodnimu RCAS-EnvC-GFP (gen
env z PR-RSV-C). Vnimavost bun¢k HEK293 k virim podskupiny C se odrazila na zvySené
hladin¢ infikovanych bunék u vSech virt, ale virus s EnvH20 stejné jako viry nesouci diive
zminéné mutace zajiStoval uCinngjSi infekci bunck HEK293. OdliSnosti v citlivosti
jednotlivych bunéénych linii mohou byt vysvétleny nizko-afinitnimi interakcemi Env
s adhezivnimi molekulami jako je napt. proteoglykan heparansulfat. Tyto vazby samy o sob¢
nespousti konformacni zmény v Env, které jsou nutné pro virovy vstup, ale jsou dualezité pro
pfichyceni viru na bunéfnou membranu a vyznamné zvysuji Ucinnost infekce (shrnuto v
Dimitrov, 2004). Také je mozné spekulovat o roli rozdilného slozeni membranové lipidové
dvojvrstvy mezi jednotlivymi bunkami, jelikoz je znamo, ze jednotlivé slozky membrany
pomahaji pii interakci s virovym proteinem Gag (Barros et al., 2016). Tyto vazby by mohly
pfispivat k rozdilné citlivosti bunéénych linii a mohly by hrat roli také pfi interakci s ASLV

Env.

Daéle jsem se zaméftila na studium vlastnosti obalového glykoproteinu EnvH20. Nizky titr
viru RCAS-EnvH20-GFP zméteny na citlivych bunkéach NIL-Tvc a DF-1 naznacoval, ze by
EnvH20 mohl mit snizenou stabilitu. Nejdiive byla testovana stabilita pfi zvySené teploté a
ukdzalo se, Ze zatimco virus s pivodnim EnvC byl stabilni, titr viru obsahujici EnvH20
s narustajicim ¢asem inkubace pii 44 °C klesal. Stejné chovani bylo jiz dfive pozorovano u viru
podskupiny D (SR-RSV-D), ktery je také schopen infikovat sav¢i bunky (Bova-Hill et al.,
1991). Dale byla testovana stabilita pfi nizkém pH a také v tomto ptipadé byl virus nesouci
EnvH20 silné nestabilni, zatimco virus obsahujici EnvC nebyl nizkym pH ovlivnén. Jelikoz
inaktivace nizkym pH je jednim ze znaki receptorem-aktivovaného Env (Mothes et al., 2000),

byly nasledn¢ analyzovany dalsi vlastnosti aktivované¢ho Env.

Mechanismus vstupu ASLV do buiky byl detailné popsdn pomoci experimentil
vyuzivajicich solubilniho receptoru, ktery se vaze na virovy Env a tim ho aktivuje. Takto
aktivovany Env dokézal diky uvolnéni fazniho peptidu vézat lipozomy (Damico et al., 1998;
Hernandez et al., 1997) nebo obsahoval reaktivni thiolat, ktery mohl byt blokovan pomoci
alkyla¢niho ¢inidla PMB (Smith a Cunningham, 2007). Jestlize byl Env aktivovany receptorem
ovlivnén kyselym pH, doslo k tvorbé oligomert rezistentnich na SDS, které odpovidaji formaci

Sestihelikalniho svazku (6HB) (Smith et al., 2004).
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Vyse zminénych experimentl bylo vyuzito k ovéfeni nasi hypotézy, ze se EnvH20
nachéazi v podobné konformaci jako Env aktivovany receptorem. Jelikoz pfedeslé experimenty
byly provedeny pouze se solubilnim receptorem podskupiny A a vhodny solubilni receptor
podskupiny C nebyl popsan, experimenty postradaly pozitivni kontrolu. Ziskané vysledky ale
shodn¢ ukdzaly, ze se EnvH20 chova podobné¢ jako aktivovany Env. Na rozdil od viru
s pivodnim EnvC, RCAS-EnvH20-GFP dokézal vazat lipozomy, byl inhibovan PMB a nizké
pH spustilo tvorbu oligomerti TM.

Abych zjistila vliv jednotlivych mutaci na aktivaci Env, testovala jsem, jak efektivné jsou
chiméry EnvC-H20 inaktivovany pomoci nizkého pH nebo inhibovany PMB. Vysledky
ukazaly, ze ¢im je ucinngjsi vstup do sav€ich bunék, tim je vétsi citlivost k nizkému pH a
inhibici PMB. Z toho vyplyva, Ze uroven aktivace Env koreluje s t¢innosti vstupu do bunék
postradajicich receptor. Konformacni pfechod z nativniho stavu Env do aktivovaného stavu
vyzaduje energii k prekonani aktiva¢ni bariéry (Myszka et al., 2000). Domnivam se, Zze mutace
aktivujici Env snizuji tuto aktivacni bariéru, takZze maze dojit ke spontanni aktivaci Env, coz by
vysvétlovalo, pro¢ detekujeme pouze urCité mnozstvi aktivovaného Env a toto mnozstvi je

zavislé na konkrétni mutaci.

Existence stale aktivované¢ho stavu Env je podpofena i experimenty, které ukazuji, ze
pfechodny stav Env po aktivaci receptorem je do urcité miry stabilni. Napiiklad ASLV zistava
infekéni 1 nékolik hodin po pfechodném zablokovani infikovanych buné¢k pomoci ¢inidel, které
zvysuji pH v endozomech. Dal§im ptikladem je inhibice ASLV pomoci peptidu, ktery je
odvozen od HR2 a nazyva se R99. Tento peptid nedokéze blokovat nativni formu Env, ale kdyz
se pfida k bunéénému povrchu, tak se vaze na receptorem aktivovanou formu Env, kterd ma
odhalené HR oblasti. V této form& muize byt Env zablokovan, ale po odmyti R99 se opét stava

aktivnim (Barnard et al., 2004; Netter et al., 2004).

Kromé toho bylo také ukéazano, ze virus aktivovany solubilnim receptorem dokéze

vstupovat i do lidskych bunék, které postradaji vhodny receptor (Damico a Bates, 2000).

Jiz diive bylo pozorovano, Zze mutace v obalovém glykoproteinu ASLV mohou
zpusobovat rozsifeny rozsah hostitelské specifity. Pti charakterizaci viru, ktery byl schopny
replikace v ptivodné rezistentni kiepel¢i linii, byla u podskupiny B nalezena mutace v oblasti
hrl. (Rainey et al., 2003; Taplitz a Coffin, 1997). U podskupiny A byly nalezeny mutace
v oblasti aminokyselinovych repetici HR1 v podjednotce TM po selekei viru, ktery byl schopen
ptekonat blok vstupu viru do buriky vyvolany inhibitorem R99 (Amberg et al., 2006). Jako
vedlejsi efekt téchto mutaci byl pozorovan tropismus pro sav¢éi bunky.
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Zmény ve faznim peptidu byly také jiz diive pozorovany u jinych ASLV mutantt. Bylo
ukdzano, Ze mutace ve fuznim peptidu a hrl ovliviluji pH potifebné k aktivaci fize membran
(Babel et al., 2007). Popsané mutanty byly schopné fizovat aZ pii velmi nizkém pH, coz bylo
pravdépodobné zplisobeno zvysenou stabilitou Env. Naopak v nasem piipad¢ mutace ve fiznim

snizovala stabilitu Env.

Tato prace a predeslé vysledky tedy ukazuji, Ze mutace zpiisobujici sav¢i tropismus
mohou byt v riznych ¢astech obalového glykoproteinu véetné transmembranové podjednotky.
Jelikoz Env ASLV interaguje s pfislusSnym receptorem pfedevSim pomoci oblasti hr
v podjednotce SU (Dorner et al., 1985), neni pravdépodobné, Ze by tyto mutace zplisobovaly
interakci s ur€itym neznamym receptorem. To je také podpofeno naSim pozorovanim, Ze
mutace v H20-TM je schopna umoznit infekci lidskych bunék i ve spojeni s podjednotkou SU-
B, ktera rozeznava jiny ptaci receptor nez SU-C. Piekvapivée virus, ktery obsahoval Env vznikly
spojenim H20-TM s podjednotkou SU-A, nebyl schopen vstupovat do sav¢ich bun¢k. Rozdilné
chovani tohoto viru je pravdépodobné zpiisobené zvysSenou stabilitou konformace Env a

ukazuje, ze stabilita a aktivace Env zavisi na obou podjednotkéch.

Ackoliv se nalezené mutace zptsobujici tropismus pro savéi buitkky (D32G a L378S)
nachazeji v riznych ¢astech Env, obé¢ pfispivaji k aktivaci Env (Obr. 28). Domnivam se, ze tyto
mutace ovliviiuji konformaci Env takovym zpiisobem, Ze dochdzi ke snizeni aktivacni energie,
a tudiz mize Env spontanné piechazet do aktivovaného stavu, ktery je podobny stavu Env po
vazbeé na receptor. Vstup viru do buniky miize byt proto zprosttedkovan pomoci nizko-afinitnich
interakci Env s nezndmymi molekulami, které jsou bézné pfitomny na bunécném povrchu.
Timto zpsobem virus obchézi potfebu piivodniho receptoru, ktery je za normalnich okolnosti

nutny pro aktivaci Env a je proto schopny vstupovat do raznych bunék postradajicich receptor.

Mutace rozsifujici rozsah hostitelské specifity byly pozorovany 1 v obalovych
glykoproteinech mysich retrovirii (mouse mammary tumor virus, Moloney murine leukemia
virus) (Ferrarone et al., 2012; Konstantoulas et al., 2015). Ackoliv se tyto mutace nachazeji
v podjednotce SU a autoti se domnivaji, Ze by mohly zptisobovat vazbu nového receptoru, nelze
vylou¢it moznost, ze tyto mutace také ovliviiuji aktivaci Env. Mezidruhovy ptenos HIV a
ostatnich lentivirti byl studovan piedev§im v souvislosti s hostitelskymi restrikénimi faktory.
Existuje ale n¢kolik studii, které popisuji mutanty HIV Env, jejichZ vstup je nezavisly na
virovém receptoru CD4. Prekvapivé mutace umoziujici infekci bunék bez receptoru CD4
nebyly nalezené pouze v podjednotce SU, kde zplsobovaly odkryti vazebného mista pro

koreceptor, ale nachazely se také v podjednotce TM (Reeves a Schulz, 1997). Podobné jako u
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RSV, i u HIV-1 mutace v podjednotce TM ovliviiuji virovou infektivitu a fizogenni aktivitu
(Dubay et al., 1992). Dale bylo uk4zéano, ze mutace v TM spojené se vstupem nezavislym na
CD4 zpisobuji odhaleni oblasti HR1 a zvySuji citlivost HIV k riznym poskozenim (napf.
chladu) nebo k vazb¢ protilatek a malych molekul (Haim et al., 2011). Zajimavé také je, Ze
konformace Env nékterych kment SIV nezéavislych na CD4 je velmi podobné konformaci HIV-

1 po vazbé na CD4 (White et al., 2010).
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Obr. 28. Navrzeny model virového vstupu nezavislého na receptoru. (Vlevo) Virovy Env
je bézné aktivovany vazbou na receptor. Aktivovany Env se nachazi v konformaci umoznujici
dalsi zmény, které se odehravaji pii nizkém pH v endozomech a vedou k fuzi virové a bunécné
membrany. (Uprostied) Mutace D32G a L378S méni konformaci EnvC a posouvaji Env blizko
aktivovaného stavu, ktery normalné nasleduje po vazbé na receptor. Tyto mutanty jsou proto
schopné byt spontdnn¢ aktivované v zavislosti na typu mutace. Po vystaveni nizkému pH,
aktivovany Env zprostfedkuje fuzi membran. (Vpravo) Nasledky aktivace obalového
glykoproteinu mohou byt detekovany v riiznych krocich. Uroven aktivace Env pozitivné
koreluje s nartstajicim mnozstvim reaktivniho thiolatu a snizenou stabilitou pfi nizkém pH. Po
aktivaci méni Env konformaci, fuzni peptid je uvolnén a mize byt zanofen do membrany
lipozomti. Po aktivaci a snizeni pH muze byt detekovana tvorba Sestihelikalniho svazku pomoci
biochemického testu analyzujiciho tvorbu TM oligomerd.

Také u dalSich virt obsahujicich fuzni proteiny I. tfidy byly nalezeny mutace v jejich
faznich podjednotkéch, které zplisobovaly rozsiteni hostitelské specifity. V ptipad¢ koronavirt

existuje n¢kolik naznakil, Ze mutace v podjednotce S2, ktera je analogicka k retrovirové TM,
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jsou spojeny s mezidruhovym pienosem viru. U viru mysi hepatitidy byla popsana mutace mezi
faznim peptidem a HRI, kterd zplsobovala rozsifeni hostitelské specifity (McRoy a Baric,
2008). Tato mutace byla spojena s dalsi aminokyselinovou zdménou na zacatku SU, podobné
jako bylo pozorovano v této praci u RSV. Také bylo ukézano, Ze oblast HR1 v S2 je hlavnim
cilem adaptivni evoluce u vira MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus)

a dalSich ptibuznych virt (Forni et al., 2015).

Siroké spektrum mutantl s rozsifenou hostitelskou specifitou naznaluje, Ze tyto a
podobné mutace by mohly ptfedstavovat prvni krok v mezidruhovém pienosu. Na jednu stranu
tyto mutace v Env umoziiuji virovy vstup nezavisly na receptoru, na druhou stranu negativné
ovliviluji virovou infektivitu, protoze snizuji stabilitu Env, zvySuji citlivost Env
k neutralizaénim protilatkdm a navic jsou pravdépodobné i cytopatogenni (Rainey a Coffin,
2006). Proto ptredstavuje infekce sav€ich bunék virem RSV vhodny systém pro detekci prvnich
udalosti pfi mezidruhovém pienosu, jelikoz se RSV nedokaze v sav¢ich bunkach replikovat.
V permisivnim systému miize dochazet k rychlé¢ adaptaci na nového hostitele. To bylo také
pozorovano pii mnoZeni viru obsahujiciho H20-TM v kutecich buiikéach, kde doslo po dvou
tydnech k selekci viru nesouciho zpétnou mutaci ve fiznim peptidu. V jednom piipad¢ byla
také pozorovdna mutace v jiné ¢asti Env, kterd také zvySovala stabilitu a snizovala aktivaci
dan¢ho Env (nepublikovand data). Selekce fenotypovych revertantli by proto mohla odhalit

oblasti Env diilezité pro stabilitu a aktivaci Env.

ASLV se vyvinuly tak, ze vyuzivaji rizné bunécné receptory a je mozné, ze podobné
mutanty jako zde popsané slouzily jako piechodny stav pii virové adaptaci na novy receptor.
Teoreticky mutace aktivujici Env mohly zptisobit pocatecni infekci piivodné rezistentnich
buné¢k. Jakmile ale virus nalezl vhodné podminky pro svou replikaci, doslo k ptizpisobeni Env
na jiny buné¢ny receptor a pivodni mutace zmizely. Byly také popsany ptaci receptory, které
umoziuji vstup viru do bunky s nizkou ucinnosti (Plachy et al., 2017), coz opé muze

predstavovat prechodny stav pfedtim, nez se virus na novy receptor plné adaptuje.

Krom¢ mutaci v Env byly analyzovany i dal§i mutace v H20-RSV. Bylo nalezeno né€kolik
zmén oproti sekvenci PR-RSV-C v oblasti gag (A1638G a A2293G), pol (G3645A a G3645A
a G4947A), src (inzerce AGG v pozici 7248, A7410G, A7977G, G8087A a A8226G) a LTR
(G9181A). Zadna z téchto mutaci ale vyrazné neovlivnila replikaci H20-RSV, jelikoz virus
ziskany z bun¢k H-20 se v ptacich buiikach G¢inn€ mnozil a transformoval je. Zamény, které
vedly synonymnim mutacim a aminokyselinovym zdménam pozorovanym u jinych ASLV

kment nebyly brany v tvahu.
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Jak jiz bylo dfive zminéno, popsané mutanty RSV, které dokazou vstupovat do savcich
bun¢k, nepiedstavuji adaptovany virus schopny replikace v sav€ich buiikach a pfenosu mezi
jednotlivci. Ackoliv je virus schopen vstoupit do buiiky a integrovat provirovou DNA,

nedochazi k tvorb¢ virovych ¢astic.

6.2 Obnoveni virové replikace RSV vsavéich bunkich po fuzi
s permisivnimi kufecimi buitkami

Ackoliv savéi bunky transformované virem Rousova sarkomu neprodukuji zadny
infekéni virus, virova produkce mize byt obnovena fuzi téchto bunék s permisivnimi kutecimi
fibroblasty (Coffin, 1972; Machala et al., 1970; Svoboda a Dourmashkin, 1969). V této praci
jsem se zaméiila na charakterizaci zmén, ke kterym doSlo po fuzi kiecCich RSV-

transformovanych bunék RSCh s kufecimi fibroblasty DF-1.

Bunéénd linie RSCh byla v nasi laboratofi jiz diive charakterizovana a studovéana
(Hlozanek et al., 1966; Svoboda, 1998), coz bylo doplnéno mym zjisténim, Ze tato linie nese ve
svém genomu pouze jednu provirovou kopii. Vysledky této prace ukazuji, Ze buiiky RSCh
produkuji pouze zanedbatelné mnozstvi env mRNA. Toto pozorovani je v souladu s predeslymi
studiemi zaméfenymi na defekty replikace RSV v savéich buiikach (Berberich et al., 1990;
Svoboda et al., 1983). Jestlize jsou ale buiikky RSCh fazovany s ptacimi fibroblasty, dochazi
k vyraznému zvySeni produkce env mRNA 1 obalového glykoproteinu, ktery je touto mRNA
kédovan. Jelikoz DF-1 neobsahuji Zadné endogenni alfaretrovirové sekvence, detekovana env
mRNA musi byt exprimovana z proviru RSV v buitkach RSCh. ZvysSena tvorba env mRNA i

obalového glykoproteinu byla pozorovana jiz 48 hodin po fuzi.

Déle bylo po fuzi pozorovano vice virové gRNA v cytoplazmé, coz naznacuje, Ze dochazi
k uéinnéjsimu jadernému exportu gRNA. gRNA kdduje polyprotein Gag, jehoz mnozstvi po

fazi vzrostlo a v médiu byly detekovany VLP ¢astice obsahujici maturovany Gag.

Je pravdépodobné, ze tyto zmény jsou zodpovédné za obnovenou virovou produkci, i
kdyz neni vylouceno, ze v sav€ich buiitkach muze byt replikace RSV blokovana i na néjaké dalsi
urovni. Predpokladam, ze pozorované zmény v tvorbé virovych proteinti Env a Gag byly
umoznény diky komplementaci kufecimi faktory (Obr. 29). Tato hypotéza byla podpoifena
zjiSténim, ze inhibitory proteosyntézy blokuji nariist env mRNA, jestlize byly pouzity na kufeci
bunky pted fuzi s bunnkami RSCh. Naopak zastaveni proteosyntézy v buiitkach RSCh pred fuzi

s DF-1 nevedlo k zd&dnym vyraznym zménam v produkci env mRNA.
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Obr. 29. Schématické znazornéni pozorovanych déji ve fizovanych heterokaryontech.
Kureci buiika (DF-1) poskytuje sav¢i buiice (RSCh) faktory dilezité pro sestiih env mRNA a
export gRNA, ¢imz dochazi k vyssi expresi virovych proteinti Env a Gag, které jsou dulezité
pro tvorbu infekénich ¢astic.

Jednim z faktorti zodpovédnych za nizkou tvorbu env mRNA mulZze byt pifitomnost
anomalniho sestfihu virové mRNA v sav¢ich bunikach. Bylo zjisténo, ze v bunkach RSCh tvofi
anomalné sestfizend mRNA 5,6 %, ale piekvapivé tato RNA byla nalezena i v infikovanych
ptacich buiikéch, kde dosahovala 1,3 % vSech virovym mRNA. Tyto anomaln¢ sesttizené
virové mRNA vznikaji vyuzitim raznych kryptickych 5’ sestfihovych mist spolu se src
3’ sestithovym mistem. VétSinou zaroven dochazi k sestiihu typickému pro env mRNA a tvofi
se tak dvojité sestfizené mRNA. Sestfizené varianty, které jsou v této praci nazvany Dbll a
Crypticl, byly jiz diive pozorovany pii sestiihu PR-RSV-A v mysich buiikach (Berberich et
al., 1990). Ostatni varianty (Dbl2, Cryptic2, Cryptic3) jsou pravdépodobné charakteristické pro
SR-RSV-D, kde se nachézeji jednonukleotidové zamény vytvarejici nova kryptickd mista.
Zajimavé je, Ze po fuzi s kufecimi fibroblasty nedochdzi v k vyraznéjSim zménam v hladiné
anomalné sestfizenych virovych mRNA, a proto se domnivam, Ze pfitomnost téchto mRNA
neni hlavni pfi¢inou chybéjici env mRNA. Vyuziti kryptického sestiithového mista bylo navic

pozorovano také pii zvySené tvorbé src mRNA v ptacich bunkéach vlivem optimalizace src
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3’ sestithového mista (Zhang a Stoltzfus, 1995). Jelikoz v sav€ich bunkach také dochazi
k vysoké tvorbé src mRNA, mize byt anomalni sestfih mRNA pouze vedlej$im jevem Castého

vyuziti src 3’ sestfihového mista.

Jelikoz neni pfesné znamo, které kuteci faktory reguluji sestiih RSV mRNA, je té¢zké
urcit, jaky kufeci protein savéim bunikdm chybi. V RSV genomu se nachazeji tfi hlavni cis
elementy ovlivitujici sestiih mRNA — negativni regulétor sestfihu (NRS), enhancer sestfihu env
(ESE) a supresor sestfihu src (SSS). Elementy NRS a ESE vazou SR proteiny a jejich vliv na
sestiih byl pozorovan i v reportérovych konstruktech v sav¢ich bunkéach (Bouck et al., 1998;
McNally a McNally, 1996; Staknis a Reed, 1994). Jestli ale ovliviiuji sesttih v ptacich a sav¢ich

bunkach stejné €¢inné nebylo ukézano.

Ktery faktor se vaZe na element SSS, zatim nebylo ur¢eno. Zajimavé ale je, Ze pii infekci
lidskych fibroblastl tvofil virovy konstrukt nesouci mutace v SSS stejné mnozstvi src mRNA
jako virus s nemutovanym elementem, coz naznacuje nepifitomnost faktoru rozeznavajiciho
SSS v sav¢ich bunikach (Amendt et al., 1995). Tato hypotéza byla také podpotfena pozorovanim,
ze v in vitro systému odvozeném od lidskych bunék Hela dochdzelo k inhibici sestfihu src
minigenu pouze v piipad¢ pridani kuteciho extraktu. Pfesto se nezda, ze by tento kufteci faktor,
ktery se vaze na SSS element, byl jedinou pficinou rozdilného sestfihu RSV mRNA v sav¢ich
a kutecich bunkach, jelikoz SSS element ovlivituje sestfih mRNA jen mirn€é. Mutace v SSS
elementu zplsobily v ptacich buiikkdch pouze dvojnasobny nartist v produkci src mRNA

(Stoltzfus et al., 1987).

Dalsi dulezitou sekvenci virové RNA jsou tzv. piimé repetice (DR), které ovliviiuji
pfedevsim export nesestfizené gRNA z jadra, ale byl pozorovan i inhibi¢ni efekt na sestiih src
mRNA (Guo et al., 2000; Simpson et al., 1997). Také v ptipad¢ tohoto elementu neni znam
interak¢ni protein. RSV obsahuje dva DR elementy, které obklopuji gen src a jsou si strukturné
velmi podobné (Ogert et al., 1996; Yang a Cullen, 1999). Virus postradajici oba DR elementy
vykazuje pokles ve stabilit¢ gRNA a akumulaci této RNA v jadre. Studie bunék RSCh odhalila
nékolik podobnosti s chovanim viru postradajicim DR repetice. Bylo pozorovéano, ze gRNA
neni stabilni, je netcinné exportovana z jadra a protein Gag se tvoii ve velmi malém mnozstvi,
coz naznacuje, ze by v sav€ich builkach mohl chybét protein, ktery se vaze na DR a
zprostiedkovava export gRNA z jadra. Tato hypotéza je podpotena zjisténim, ze DR elementy
dokézou nahradit jiné transportni elementy u ostatnich vird pouze v pifipad¢, Ze virova replikace
probihé v kutecich buiikach, zatimco v sav¢ich buiikach jsou DR nefunkéni (Ogert et al., 1996).

Také bylo ukazano, ze v piipadé ALV nedochazi v psich osteosarkomovych bunkach D-17
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k u¢innému exportu nesestiizené virové RNA z jadra, ale tento blok byl piekonan, jestlize byl
do virového konstruktu vlozen transportni cis element z HIV (Nasioulas et al., 1995). Na
druhou stranu, v jiné studii bylo zjiSténo, Ze DR elementy zprostiedkovavaji export nesestiizené
RNA z jadra v sav€ich buiikach s podobnou tc¢innosti jako v ptacich bunikach (Yang a Cullen,

1999).

Ackoliv tedy v bunikdch RSCh jasné pozorujeme Spatnou regulaci v sestiihu virové
mRNA a exportu gRNA, nelze s urcitosti fici, které faktory jsou za pozorované rozdily
zodpovédné. Kromé neptitomnosti bunénych proteinti rozeznavajicich virové RNA elementy
by upravy virové RNA mohly byt také ovlivnény samotnym proteinem Gag, ktery vstupuje do
jadra (Garbitt-Hirst et al., 2009) nebo virovym proteinem p10 (nestrukturni st€pnym produkt
polyproteinu Gag), ktery také obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (Scheifele et al., 2007).

Daéle bylo testovano, jaky vliv na obnovenou virovou produkci ma exprese genti gag a
env v ptacich bunkach pouzitych pro bunécnou fzi. Jestlize ptaci buitky obsahovaly obalovy
glykoprotein, virova produkce po fuzi s buitkami RSCh byla jasné zvySena. V piipadé proteinu
Gag byl pozitivni efekt na tvorbu viru po fizi pozorovan pouze pii vysoké produkci tohoto
proteinu. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno, jestlize ptaci buiiky byly pted fuzi preinfikovany
pomocnym virem. K obnoveni virové produkce v sav¢ich buitkach byla ale vzdy potieba fuze
s pta¢imi permisivnimi bunikami. Komplementace genem env v buiikich RSCh nestacila
k virové replikaci. Exprese genu gag byla z pouzitého konstruktu v buiikaich RSCh bohuZzel
piili§ nizka, aby bylo mozné udélat jasny zavér. Jestli by tedy samotna produkce virovych
proteinil v sav¢i bunce stacila k tvorbé virovych castic, neni Gplné jasné. V piipad¢é vysoké
exprese proteinu Gag se ale zda, ze RSV dokaze tvofit viru-podobné ¢astice uvoliiované do
média (Jouvenet et al., 2009; Wills et al., 1989). V jedné studii byla také pozorované virova
produkce VSV-G pseudotypi ALV v lidskych bunkach (Chen et al., 1999). Naopak
komplementace pomoci genu savc€ich retrovirti nevedla k obnoveni virové produkce (Weiss a

Wong, 1977).

Tato prace je detailni studii defektt replikace RSV v sav€ich bunkach a odhaluje zmény,
ke kterym dochazi po obnoveni virové produkce pomoci bunécné fiize s permisivnimi kutfecimi
fibroblasty. Hlavnim ucelem této studie bylo zajistit podklady, které by mély dale slouzit
k odhaleni kufecich faktort nezbytnych pro replikaci RSV v sav¢ich bunikach. Za timto ucelem
se podaftilo ziskat set Sedesati radiacnich hybridi kiec¢¢ich a kutecich bunék (Morisson et al.,
2002). V genomu téchto bunék je urcité procento kufeci DNA a jiz v minulosti poslouzily

k odhaleni kutfeciho faktoru dulezitého pro tcinnou replikaci viru pta¢i chiipky (Long et al.,
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2016). V budoucnosti planujeme infikovat tyto radiacni hybridy RSV a testovat v infikovanych
buiikach produkci virovych proteinti Env a Gag. V piipad¢ pozitivni produkce alespoii jednoho
z téchto virovych proteind, by bylo zjiSténo, které kufeci geny se v pozitivnich hybridech
nalézaji a dale by byl otestovan jejich vliv na replikaci RSV. Nalezeni kufecich faktort
nezbytnych pro produkci RSV v sav€ich bunkach by nejenom rozsitilo poznani o replikaci
tohoto ptaciho viru, ale také by ukazalo, jaké piekazky musi pfekonat virus pfi mezidruhovém

pienosu.
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7 Zavéry

1.

Prazsky kmen viru Rousova sarkomu podskupiny C (PR-RSV-C) dokazal infikovat
potkana a kiecka diky dvéma mutacim (D32G a L378S) nalezenym v riznych ¢astech
Env. Tyto aminokyselinové zdmény umoziuji virovy pfenos na kiecci, lidské i kuteci
buniky postradajici ptislusny receptor. Nalezené mutace snizuji stabilitu obalového
glykoproteinu. Pfitomnost reaktivniho thiolatu, vazba na lipozomy a tvorba oligomerii
TM pii snizeném pH ukazuji, Ze konformace mutovaného Env je velmi podobna jako
konformace aktivovaného Env po vazbé na receptor. Proto je pravdépodobné, ze
mutovany virus je schopen infikovat builky nezavisle na pivodnim receptoru diky
spontanni aktivaci Env. Tento novy mechanizmus virového vstupu by mohl fidit evoluci

ASLV i1 dal§ich virt.

Replikace RSV v sav¢ich butikach je blokovéana na Grovni sestfihu a exportu virovych
mRNA. V sav¢ich transformovanych buiikach se tvoii velmi malé mnozstvi env mRNA
a nesestfizend genomovd RNA je lokalizovdna ptevazné v jadie. Virové proteiny
translatované ztéchto mRNA nebyly téméf detekovany. Po fuzi s permisivnimi
kutecimi buitkami dochazi k obnoveni virové replikace. Pfi tomto procesu je pozorovan
nartst v hladiné¢ env mRNA 1 odpovidajiciho proteinu. Genomova RNA je ucinngji
exportovana do cytoplazmy a dochézi k tvorbé polyproteinu Gag. Tyto vysledky
ukazuji, Zze v sav¢ich bunkach chybi kufeci faktory potifebné pro sestiih env mRNA a
export genomové RNA. Ziskané poznatky by mohly déle pfispét k odhaleni téchto

kurecich faktort.
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The extent of virus transmission among individuals and species is
generally determined by the presence of specific membrane-
embedded virus receptors required for virus entry. Interaction of
the viral envelope glycoprotein (Env) with a specific cellular
receptor is the first and crucial step in determining host specificity.
Using a well-established retroviral model—avian Rous sarcoma virus
(RSV)—we analyzed changes in an RSV variant that had repeatedly
been able to infect rodents. By envelope gene (env) sequencing, we
identified eight mutations that do not match the already described
mutations influencing the host range. Two of these mutations—one
at the beginning (D32G) of the surface Env subunit (SU) and the
other at the end of the fusion peptide region (L378S)—were found
to be of critical importance, ensuring transmission to rodent, human,
and chicken cells lacking the appropriate receptor. Furthermore, we
carried out assays to examine the virus entry mechanism and con-
cluded that these two mutations cause conformational changes in
the Env variant and that these changes lead to an activated, or primed,
state of Env (normally induced after Env interaction with the recep-
tor). In summary, our results indicate that retroviral host range ex-
tension is caused by spontaneous Env activation, which circumvents
the need for original cell receptor. This activation is, in turn, caused
by mutations in various env regions.

Rous sarcoma virus | retrovirus | virus entry | envelope glycoprotein |
receptor-independent entry

he emergence of novel infectious diseases is often associated

with cross-species virus transmission. For example, wildlife
viruses have caused such severe human diseases as AIDS, Ebola,
severe acute respiratory syndrome (SARS), and influenza.
However, the genetic mechanisms determining how viruses cross
the species boundary and adapt to new hosts have not been
properly understood (1). The ability of a virus to enter the host
cell is the first and crucial step in determining host specificity.
Viruses causing the above-mentioned diseases possess envelope
class I fusion glycoproteins, and their entry into the host cell
shares very similar features. There may be a yet unidentified
universal mechanism of cross-species transmission.

For decades, avian retrovirus Rous sarcoma virus (RSV) has
been a driving force in efforts to understand acutely transforming
retroviruses. The establishment of proper cell culture conditions
and an in vitro assay of RSV transforming activity have led to a
generally accepted description of retrovirus entry, replication,
composition, and genetics (2).

RSV belongs to avian sarcoma and leukosis viruses (ASLVs),
which are part of the alpharetrovirus genus. RSV and the other
ASLVs naturally infect only avian species; however, experi-
mental RSV infection was achieved in hamsters and rats. Studies
of RSV transforming activity in mammalian cells enabled the
discovery of the tight association that exists between the viral
genome and the genome of the transformed cell and corresponds
to the RSV provirus state (3) (reviewed in ref. 4). Furthermore,
mammalian RSV-transformed cells turned out to be virogenic,
which means that they contain the virus genome but do not
produce infectious viruses. The nonpermissiveness of mammalian

E5148-E5157 | PNAS | Published online June 12, 2017

cells can be overcome by cell fusion with permissive chicken cells
that provide the necessary cell factors and thus rescue virus
production ability (5, 6).

Despite the significant contribution of RSV-transformed mam-
malian cells to our understanding of RSV life cycle, it is yet to be
explained how mammalian cells were directly infected by avian
retroviruses, despite lacking any of the known cell receptors re-
quired for ASLV cell infection.

ASLV cellular receptors have been well described; they are
denoted as tumor virus (Tv) loci and are highly specific for indi-
vidual virus subgroups (7). The Tva receptor enables the infection
of ASLV subgroup A (ASLV-A) (8), Tvc is the receptor for
ASLV-C (9), Tvj is the receptor for ASLV-J (10), and various Tvb
alleles confer sensitivity to the B, D, and E subgroups (11, 12).

To understand how RSV entered mammalian cells, we had to
focus on the structure of the viral Env, which enables the virus to
enter the cell (13) and whose alterations are responsible for
changes in the virus host range. ASLV mutants with extended host
ranges, including mammalian tropism, were observed in experi-
ments aimed at overcoming avian subgroup barriers (14, 15) or at
characterizing viruses that had escaped a block produced by HR2-
based inhibitor treatment in chicken cells (16). Mutations were
found in the host range region 1 (hrl) of the SU Env subunit or in
the heptad repeat region 1 (HR1) of the transmembrane (TM)
Env subunit.

In this paper, we investigate mutations in the Prague RSV
subgroup C (PR-RSV-C) env gene passaged twice through ro-
dents (H20-RSV). We have identified a series of env mutations
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that do not match the already described mutations extending the
host range. Two of these, in particular a mutation located in the
fusogenic peptide, facilitate RSV entry into mammalian cells.
We show that the envelope glycoprotein of H20-RSV (EnvH20)
has changed its conformation, contains reactive thiolate, and is
able to bind liposomes even in the absence of receptor priming.
We therefore propose that mutations found in the H20-RSV env
are responsible for the Env activation that normally follows re-
ceptor binding and that they endow the envelope glycoprotein
with a conformation that allows the H20-RSV virus to infect cells
in the absence of an appropriate receptor.

Results

Mutations in the Mammalian-Passaged RSV env Enable Virus Entry
into Hamster Cells. Because the retroviral Env plays a decisive
role in virus entry, we decided to assess the env gene structure of
PR-RSV-C passaged twice through rodents and to compare its

composition with PR-RSV-C passaged in chicken only. The first
rodent passage was done in rats, generating the XC-RSV pro-
virus, whereas the second passage was done in hamsters, yielding
the H20-RSV provirus (Fig. 14).

To our surprise, the eight amino acid substitutions found in the
rodent-passaged H20-RSV did not match the already described
mutations responsible for the ASLV extended host range. The
latter mutations were observed in the hrl region of the SU Env
subunit (14, 15) and in the HR1 region of the TM Env subunit
(16) (Fig. 1B). The next question concerned the origin of these env
mutations. Using virus rescued from rat XC cells (XC-RSV), we
verified that all of the eight mutations were already present before
the second mammalian passage (done in hamsters). Using PCR,
we synthesized and sequenced proviral env genes in XC cells and
showed that the same mutations were present in the original XC
proviruses, matching those in the rescued XC-RSV (Fig. 1C). It
should be noted that XC cells contain multiple proviruses (20);
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Fig. 1. Virus transmission to mammalian cells and envelope glycoprotein alteration. (A) Schema of rat and hamster infection with original PR-RSV-C virus. PR-
RSV-C virus was injected into a chicken, the resuiting tumor was minced and injected into a rat, which deveioped a tumor caused by XC-RSV. The virus rescued
from XC cells was again multiplied in a chicken and injected into a Syrian hamster, where H20 tumor harboring H20-RSV was obtained (for details see
Materials and Methods). (B) Diagram of the envelope glycoprotein domain structure with positions of described mutations responsible for mammalian
tropism (black arrows) (14, 16) and found amino acid mutations (red arrows). Host-range regions (hr1/2) and variable regions (vr1/2/3) in the surface subunit
(SU) are depicted in gray boxes. The fusion peptide (FP), heptad repeats (HR1/2), and membrane spanning domain (MSD) in the transmembrane subunit (TM)
are shown in white boxes. (C) Comparison of gp85 amino acid sequences from original parental virus PR-RSV-C (sequence from GenBank V01197.1) (17) and
viruses rescued from RSV-transformed rat (XC) or hamster (H20) cells. h and vr regions in SU are depicted in gray boxes. FP, HR1, HR2, and MSD in TM are
shown in white boxes. Their position is depicted according to refs. 18, 19.
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however, all of the env sequences we obtained uniformly con-
tained the eight mutations. This observation shows that mutations
in env were selected already in the first round of mammalian cell
infection and that at least some of these mutations might affect
RSV entry into mammalian cells.

To compare the ability of viruses to enter mammalian cells, we
measured the amounts of the newly made viral DNA synthesized
in the NIL hamster cell line and its derivative NIL-Tvc (equipped
with the Tvc receptor) at different intervals after infection with
PR-RSV-C and H20-RSV. For both viruses, viral DNA was ef-
ficiently synthesized in NIL-Tvc (Fig. 24). After infection of NIL

cells with H20- DQ\/ we detected anproximately one loe order

CCLUS WLl HLU-RR3SYVY GCLCCCG approxXing LD, DR AU W E S

less of viral DNA. However a sharp two-log decrease in viral
DNA level was observed when NIL cells were exposed to PR-
RSV-C (on day 9 after infection, no viral DNA was detected),
indicating that H20-RSV was more efficient in triggering viral
DNA synthesis than the original PR-RSV-C. In subsequent exper-
iments, we used RSV-based retroviral vectors, denoted replication-
competent ASLV long terminal repeat with a splice acceptor
(RCAS) (21). The env gene in the RCAS-EnvC-GFP vector orig-
inates from PR-RSV-C, and the env gene in the RCAS-EnvH20-

A
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2 e
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GFP vector originates from H20-RSV (Fig. 2B). As shown in Fig. 2
C and E, this substitution enabled the infection of NIL cells and
resulted in a three-order-of-magnitude increase in NIL cell in-
fection over the limit of detection (which represents a background
signal from uninfected NIL cells in flow cytometry measurements).
Similarly, when we compared the ratio of NIL to NIL-Tvc infection,
we observed a significant increase in the case of RCAS-EnvH20-
GFP (Fig. 2D).

To assess the role of individual mutations, we subdivided the
H20-RSV env gene into four parts using suitable restriction sites

(Fig. 34). Individual restriction fragments then replaced the
corresnondine recions of RCAS-EnvC-GFP vector. Either part 1

COITCSpOonGiny £ ICEI0IS O RUAS-TAVIL -y VOCLOL. DIWNcl palt 1

(encompassing the SU region upstream of the vr1 variability region
and containing the D23G mutation) or part 4 (spanning the TM
region and containing the 1.378S, G464S, and L503V mutations)
were sufficient to enable entry into NIL cells, with the efficiency of
infection being more than one or two orders of magnitude over the
limit of detection (Fig. 3 B and C).

Because part 4 harbors three mutations, we applied site-
directed mutagenesis to introduce these mutations into RCAS-
EnvC-GFP (Fig. 34). The mutated viruses were then tested for
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Fig. 2. Viruses equipped with EnvH20 are able to infect hamster cells. (A) Amount of newly made env viral DNA in infected cells (NIL or NIL-Tvc) was
quantified in different time points postinfection. The results were normalized to chGAPDH expression and are presented relative to the sample of NIL-Tvc
infected PR-RSV-C on day 1. (B) Schematic diagram of chimeric reporter vector RCAS-EnvH20-GFP prepared from RCAS-EnvC-GFP and H20-RSV virus. Re-
striction sites and position of primers used for the env gene substitution are depicted. (C) Infection of NIL and NIL-Tvc cells with RCAS-GFP viruses containing
EnvC or EnvH20 was scored by flow cytometry 3 d later. Titers in GFP-transducing units were determined as described in S/ Materials and Methods. Error bars
show the SD of two independent experiments in parallel. The limit of detection (signal from uninfected NIL cells) is marked with a dashed line. Significant
differences are marked by asterisks (***P < 0.001). (D) Relative infectivity of NIL cells infected with RCAS-EnvC-GFP and RCAS-EnvH20-GFP. Infectivity is
expressed as the percentage of the viral titer on NIL-Tvc cells. (E) Examples of FACS diagrams showing the percentages of GFP* cells after infection of NIL cells
with RCAS-EnvC-GFP and RCAS-EnvH20-GFP viruses.
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Fig. 3. Mutations in the first part of SU (D23G) and in the fusion peptide (L378S) are responsible for the virus-extended host range. (A) Schematic diagram
showing restriction sites (dashed lines) that were used to divide EnvH20 into four parts, which were tested separately as chimeras with EnvC. Positions of the
found amino acid mutations are shown with red arrows. (B and D) Infection of hamster cell lines NIL and NIL-Tvc (B), human cell lines HEK293, RPE1-hTERT,
and chicken L15 cell line (Tvc™) (D) with RCAS-GFP viruses harboring EnvC-H20 chimeras and RCAS-EnvC-GFP single mutants L378S, G464S, and G464S was
scored by flow cytometry 2 (HEK293) or 3 (NIL, RPE1-hTERT, L15, NIL-Tvc) days later. Titers were determined as described in S/ Materials and Methods. The limit
of detection (signal from uninfected cells) is marked with a dashed line. (C) Relative infectivity of hamster NIL cells with different RCAS-GFP viruses is
expressed as the percentage of the viral titer on NIL-Tvc cells. Error bars show the SD of two independent experiments in parallel. Significant differences are
marked by asterisks (*P = 0.05-0.01, **P = 0.01-0.001, ***P < 0.001). NS, not significant.

NIL infectivity (Fig. 3B), with the data presented as a ratio of NIL/
NIL-Tve infection (Fig. 3C). Unequivocally, the 1.378S mutation
in the fusion peptide played a decisive role in the increased NIL
cell infectivity.

In summary, we show that H20-RSV mammalian tropism is
caused by mutations in Env, particularly D32G or L378S. Both of
these mutations can separately facilitate entry into hamster cells.

D32G and L378S Mutations Enable Virus Entry into Human Cells and
Receptor-Deficient Chicken Cells. We extended our observations to
human cells, namely, human embryonic kidney cells (HEK293)
and human telomerase reverse transcriptase (W"TERT)-immortalized
retinal pigment epithelial cells (RPE1-hTERT) (Fig. 3D). Surpris-
ingly, HEK293, in contrast to RPE1-hTERT cells, were significantly
more sensitive to RCAS-EnvC-GFP infection than NIL cells. How-
ever, the highest infection efficiency was observed, in both human cell
lines, with the RCAS chimera harboring the H20 env gene. The
increased infectivity was clearly mediated by parts 1 and 4 of the
H20-RSV env gene. The importance of the L378S mutation in
the fusion peptide was confirmed using the aforementioned RCAS
vector with this mutation.

Furthermore, we wanted to know whether our mutations that
arose in rodents were similarly efficient in infecting chicken cells
lacking the corresponding receptor. For subgroup C, to which
PR-RSV-C belongs, we used line 15 (L15) chicken cells, in which
the tvc receptor gene was inactivated by a mutation introducing a
premature stop codon (9). Although the virus with EnvC could
not infect L15 cells, the virus with EnvH20 was able to enter
these cells with an efficiency of two orders of magnitude higher
over the limit of detection (Fig. 3D). The D32G mutation had a

Lounkova et al.

very mild effect (construct EnvC-H20Part1), whereas mutation
in the fusion peptide (construct EnvC-H20Part4, 1.378S) was
almost as effective as the entire H20 env gene (Fig. 3D).

H20 Envelope Glycoprotein Has an Altered Conformation Similar to a
Receptor-Primed Activated State. For the RCAS-EnvH20-GFP virus,
we observed significant loss of infectivity in permissive cells (NIL-Tvc,
DF-1) in comparison with the RCAS-EnvC-GFP virus (Fig. 2C
and Fig. S14). Such a drop in infectivity might have been caused
by lower virus production or by decreased infectivity of the virus
produced. To distinguish between the two options, we tested re-
verse transcription activity (Fig. S1B) and virus-like particle (VLP)
formation (Fig. S1C), observing a very small difference between
the two viruses. This finding indicates that the virus production
being comparable, the RCAS-EnvH20-GFP virus particles are less
infective than RCAS-EnvC-GFP. Because the two viruses differ
only in the env gene, these results suggest that EnvH20 is less stable
or less efficient in facilitating virus entry.

Next, we applied a treatment to explore the stability and con-
formation of the RCAS-EnvH20-GFP virus. The first approach,
which was originally introduced by Bova-Hill et al. (22), was based
on thermostability testing. The infectivity of RCAS-EnvH20-GFP
substantially decreased with the time of exposure to 44 °C as
measured by both flow cytometry and viral DNA quantification
(Fig. 44).

This observation prompted us to test whether EnvH20 is con-
stitutively activated in a way similar to receptor priming. It has
previously been shown that a virus activated by a soluble receptor is
very unstable at low pH (23). Therefore, we tested RCAS-EnvH20-
GFP and discovered that it behaved similarly to a receptor-primed
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Fig. 4.

EnvH20 has similar features as a receptor-primed Env. (A) The virus with EnvH20 is thermosensitive. Virus stocks of similar titers were incubated at

44 °C for the indicated time. The titers were determined on NIL-Tvc 3 d after infection using flow cytometry. The amount of proviral DNA in infected DF-1 cells
was measured 1 d after infection using RT-PCR. The results are presented as the percentage of the original titer (full lines) or the amount of DNA (dashed
lines) remaining after heating. (B) The virus with EnvH20 is inactivated by low pH. Purified viruses of similar titers were incubated with low (pH 5) or neutral
(pH 7.5) treatment at 37 °C for 30 min before infection of DF-1 cells. The titers were determined by flow cytometry 2 d later. (C) Formation of TM oligomers
triggered by increasing temperature. The virus was incubated for 20 min at the indicated temperature. Samples were lysed in Laemmli loading buffer and
analyzed by SDS/PAGE without boiling. TM was detected by immunoblotting with an antibody against its C-terminal part. Only the 70-kDa isoform of TM is
shown. (D) Formation of TM oligomers at low pH. The virus was incubated for 30 min at the indicated pH at room temperature. Samples were neutralized,
lysed in Laemmli loading buffer, and analyzed by SDS/PAGE without boiling. TM was detected by immunoblotting with an antibody against its C-terminal
part. (E) The virus with EnvH20 binds liposomes. Viruses of similar titers were incubated with or without liposomes at 37 °C and then the mixture was
separated by sucrose gradient centrifugation. Sample fractions were collected and analyzed by Western immunoblotting using anti-p27 antibody. T, top;
B, bottom. (F) The virus containing EnvH20 is inhibited with PMB. Purified viruses of similar titers were incubated at 37 °C for 30 min with increasing con-
centration of PMB. Viruses were diluted in medium and spinoculated on DF-1 cells. The percentage of GFP* cells was measured by flow cytometry 2 d after
infection. Titers below the limit of detection are marked with “<". Error bars show the SD of the two independent experiments in parallel. Significant

differences are marked by asterisks (*P = 0.05-0.01, **P = 0.01-0.001, ***P < 0.001). NS, not significant.

virus and that it was almost completely inactivated by low-pH
treatment, in contrast to RCAS-EnvC-GFP, which remained stable
at low pH (Fig. 4B).

Next, we used a biochemical assay to test the oligomeric state
of the Env TM subunit. It has been determined that the ASLV
Env TM is in a metastable conformation. Env TM from purified
virions lysed with buffer containing 1% SDS and 5% p-mercap-
toethanol migrate in SDS/PAGE as a monomer (approximately
30 kDa) at both neutral and low pH. After receptor priming, Env
is refolded, but at neutral pH the conformation detected in SDS/
PAGE is still predominantly monomeric. After low pH treat-
ment of receptor-primed Env, additional rearrangement occurs
and TM forms SDS-resistant oligomers, which can be detected
by SDS/PAGE and migrate at around 70-150 kDa (23, 24). TM
oligomerization can also be triggered by heat treatment, and it
has been shown that if the Env is in the receptor-primed state,
the temperature for TM oligomerization is lower than for unbound
Env (24). We analyzed the temperature threshold that triggers
TM oligomerization and observed only a small difference between
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EnvC and EnvH20. Envs of both viruses formed small amounts of
TM oligomers even at low temperature (25 °C); these amounts
increased with temperature (Fig. 4C). We then compared the
ability of EnvC and EnvH20 to form TM oligomers at neutral pH
and low pH at room temperature. In both cases, a certain amount
of TM oligomers formed at neutral pH; however, EnvH20 TM
oligomerization was clearly stronger following low pH treatment
than that of EnvC (Fig. 4D). This observation shows that EnvH20
behaves like an Env in the receptor-primed state and has a con-
formation that enables the triggering of TM oligomerization by
low pH.

Moreover, we showed that RCAS-EnvH20-GFP is able to bind
liposomes without receptor priming, in contrast to RCAS-EnvC-
GFP (Fig. 4E). It has been described that after being activated with
a soluble receptor, ASLV Env changes conformation and the fu-
sion peptide is exposed and can be inserted in liposomes composed
of phosphatidylcholine and cholesterol. These virus-liposome
complexes can be detected by density gradient centrifugation, in
which the liposomes float on top of the gradient and virions migrate
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to its bottom (25). In the case of RCAS-EnvH20-GFP, we observed
some virions (detected by virus protein p27) on the top with lipo-
somes; in contrast, all RCAS-EnvC-GFP virions were detected in
the bottom fraction (Fig. 4E), showing that EnvH20 can form virus—
liposome complexes and supporting the conclusion that EnvH20
behaves similarly to Env in the receptor-primed state.

Finally, we tested whether infection can be inhibited by the
thiol-specific alkylating reagent PEG-maleimide-biotin (PMB);
the maleimide group reacts specifically with reduced thiols to
form stable thioether bonds. It has been shown that receptor
priming induces formation of reactive thiolate in SU, and, con-
sequently, that the virus becomes prone to PMB inhibition when
incubated with a soluble receptor (26). We show that RCAS-
EnvH20-GFP was inhibited by PMB, in contrast to RCAS-EnvC-
GFP, whose infectivity was inhibited only partially at the highest
PMB concentration (Fig. 4F). Stronger PMB inhibition indicates that
EnvH20 has an exposed thiol as seen in the receptor primed state. In
summary, all these experiments show that EnvH20 has similar fea-
tures as a receptor-primed Env.

The Level of Env Activation Correlates with the Efficiency of Receptor-
Independent Entry. To determine how individual mutations con-
tribute to Env activation, we analyzed the sensitivity to pH in-
activation and PMB-induced inhibition of RCAS-GFP viruses
harboring EnvC and EnvH20 chimeras. We observed that the SU
D32G mutant virus that exhibited less efficient entry into mam-
malian cells was inactivated at low pH and was inhibited by PMB
only partially. The virus with a fusion peptide mutation enabling
more efficient entry into mammalian cells exhibited more pro-
nounced PMB inhibition and low pH-induced virus inactivation.
The most sensitive virus to both the aforementioned inhibitory
assays was RCAS-EnvH20-GFP, which contains the entire EnvH20
with both mutations (Fig. 5 A4 and B). In both assays, we observed
that the level of inactivation and inhibition correlated with the
ability to enter mammalian cells (Fig. 5 C and D). As both these
assays should reveal the degree of Env activation, we conclude that
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the level of Env activation correlates with the efficiency of receptor-
independent entry.

Mutation in TM Subunit Facilitates Entry into Mammalian Cells
Regardless of SU Subgroup. Because the L.378S mutation in TM
of EnvH20 was sufficient for virus entry into mammalian cells,
we next examined whether TM-H20 could facilitate mammalian
cell infection also with an SU subgroup different from SU-C. We
prepared RCAS virus with SU-B combined with EnvH20-TM
and analyzed its ability to enter human RPE1-hTERT cells. As
shown in Fig. 64, in contrast to the original virus RCASBP-B-
GFP (RCAS with Bryan polymerase, Env subgroup B) the virus
with TM-H20 and SU-B (EnvB-H20Part4) was able to infect
human cells almost as efficiently as the virus with TM-H20 and
SU-C (EnvC-H20Part4). To confirm that the ability to infect
human cells was, as shown above with other viruses, coupled with
Env activation, we tested the sensitivity of EnvB-containing
viruses to PMB inhibition. In contrast to RCASBP-B-GFP, the
virus with EnvB-H20Part4 was significantly inhibited by PMB, to
almost the same extent as the virus with EnvC-H20Part4 (Fig. 6B).

These results show that the TM mutation found in EnvH20
causes Env activation and enables mammalian cell infection even
when combined with SU-B. This supports our hypothesis that the
extended host range is due to Env activation and not to a new
mammalian receptor recognition.

Discussion

To elucidate the mechanisms enabling cross-species virus trans-
mission, we analyzed genetic changes in the RSV avian retrovirus
variant that repeatedly infected and transformed mammalian cells.
We thus followed the strategy of original virus reconstruction after
repeated passaging across a class barrier. According to the classical
definition, we dealt with a post hoc ergo propter hoc situation.

It is generally known that the retroviral Env is responsible for
virus entry into the cell, enabling, as the first step, its interaction
with a specific cell surface receptor (13). We therefore analyzed
the env gene structure and identified a total of eight amino acid
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Fig. 5. The level of Env activation correlates with the efficiency of receptor-independent entry. (A) Virus inactivation by low pH. Purified viruses harboring
EnvC-H20 chimeras were incubated with low (pH 5) or neutral (pH 7.5) treatment at 37 °C for 30 min before infection of DF-1 cells. The titers were determined
by flow cytometry 2 d later. (C) PMB inhibition of virus infection. Purified viruses harboring EnvC-H20 chimeras were incubated at 37 °C 30 min with increasing
concentration of PMB. The titers were determined on DF-1 cells by flow cytometry 2 d after infection. Titers below the limit of detection are marked with “<".
Error bars show the SD of two independent experiments in parallel. (B and D) Correlation between relative NIL infectivity and virus inactivation at low
pH (B) or PMB inhibition of virus infection (expressed as residual infectivity after 1 mM PMB) (D).
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below the limit of detection are marked with “<". Error bars show the SD of two independent experiments in parallel. Significant differences are marked by

asterisks (**P = 0.01-0.001, ***P < 0.001). NS, not significant.

substitutions in rodent-passaged RSV (H20-RSV). We found the
same changes in XC cell-harbored proviruses representing the
first mammalian passage. The same pattern of amino acid sub-
stitutions remained during the second cycle of rodent cell infection;
therefore, we assumed that the amino acid changes identified played
a role in the virus ability to infect receptor-deficient cells.

The amino acid substitutions identified in EnvH20 did not
match the previously described ASLV mammalian-tropic mutants
(14-16, 27, 28), reviewed by Coffin (29). We therefore proceeded
to assess the contribution of each individual substitution by testing
its effect in the NIL hamster cell line infection. Two of them were
found to be of decisive importance, namely, a substitution (D32G)
upstream of the vrl region and another substitution (L378S) at
the end of the fusion peptide (Fig. 1). In general, two distant env

muitationg can avart a inint affact in gcame ony racaomhbinante 120)
Mutations can XCrt a jomt et i S0me eny réomomanis (Svj.

We found that a greater role was played by the amino acid sub-
stitution in the fusion peptide; however, cell lines (especially human)
varied as to their sensitivity. For example, the sensitivity of
RPE1-hTERT cells followed the pattern observed in NIL, with
the following two differences: (i) viruses with mutations enabling
an extended host range were even more efficient (the percentage
of infected cells was more than one order of magnitude higher
than in NIL cells), and (ii) both amino acid substitutions (D32G
and L378S) contributed to the RPEI-hTERT infection almost
equally. HEK293 cells were found to be sensitive even to the
original RCAS-EnvC-GFP (env gene from PR-RSV-C), in con-
trast to their background-level sensitivity to PR-RSV-B (14). The
increased sensitivity of HEK293 cells to subgroup C viruses is
reflected by an increased background level in the virus entry
efficiency assays. However, the virus with EnvH20 as well as the
virus with the two aforementioned mutations retained the
highest infection efficiency for HEK293 cells. It should be noted
that there are significant differences in sensitivity of individual
human cell lines to HIV infection, which have not been fully
explained so far (reviewed in ref. 31). Some of these differences
can be explained by low-affinity Env interactions with adhesion
molecules such as heparin sulfate proteoglycans. These interac-
tions alone do not trigger Env conformational changes required
for entry; however, they are important for virus attachment and
significantly increase infectivity (32). We can only speculate
about the role of the cell membrane lipid bilayer variation among
cell lines, but it is already known that various cell membrane
components are cooperative in their interaction with viral Gag
(33). These interactions might be a source of variation of cell line
susceptibility and might play a role in ASLV Env interaction.
ASLV entry has been studied in detail and it has been shown
that ASLV Env uses a two-step fusion activation mechanism.
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Persuasive evidence supports the view that the ASLV Env, spe-
cifically its SU part, interacts with a cell receptor at neutral pH,
resulting in Env conformational changes, heptad repeat exposure,
and fusion peptide insertion in the cell membrane (13, 34-36),
reviewed in ref. 37. It has previously been determined that the
formation of reactive thiolate on Cys-38 is another essential con-
sequence of receptor priming (26). The second step is dependent
on acidic pH (23, 38, 39), which initiates further conformational
alterations, six helix bundle (6HB) formation, and permits fusion
between the virus and the cell membrane (39).

The existence of a stable receptor-primed intermediate form
of ASLV Env is supported by several lines of evidence. For ex-
ample, ASLV remains stable for many hours in cells that are
transiently blocked with lysosomotropic agents increasing endo-
somal pH (23, 40). Another example is ASLV inhibition with a
heptad repeat peptide (called R99), which can block virus infection
when added at the cell surface (38, 41). Env conformation is prob-
ably paused in a pre-6HB conformation, following the insertion
of the fusion peptide into the target membrane and before acidic
pH triggering.

Particular events occurring after receptor priming have been
described by assays based on the incubation of the virus with a
soluble receptor. The receptor-primed virus becomes highly un-
stable at low pH (23) and its conformation changes. Consequently,
the virus can now bind liposomes via the fusion peptide insertion
(25, 34) and Cys-38 reactive thiolate is formed (26). Subsequent
low pH triggering of the receptor-primed ASLV Env results in the
formation of SDS-resistant 6HB oligomers (24). Moreover, it has
been shown that the virus primed with a soluble receptor was able
to enter receptor-deficient cells (42).

It was tempting to speculate that the virus mutants that were able
to enter receptor-deficient mammalian cells had Env glycoprotein
conformational changes normally triggered by the Env-receptor
interaction. The study of the thermostability of PR-RSV-C and
mammalian-tropic Schmidt-Ruppin RSV strain (SR-RSV-D) (22)
gave us the first hint. In line with our results, the virus harboring
PR-RSV-C Env (EnvC) was thermostable, but the infectivity of
the virus with SR-RSV-D Env decreased with time of exposure
to 44 °C. In contrast to EnvC, our mutant with EnvH20 behaved
like the thermosensitive SR-RSV-D. Next, we tested whether
EnvH20 had similar characteristics to a receptor-primed Env.
We showed that the virus with EnvH20, in contrast to the virus
with EnvC, can be inactivated by low pH and is efficiently
inhibited with PMB, which blocks reactive thiolates. Further-
more, EnvH20, in contrast to EnvC, is able to bind liposomes, and
its TM subunit oligomerization is triggered by low-pH treatment
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(Fig. 4). All these observations show that EnvH20 behaves as a
receptor-primed Env.

To identify the contribution of particular mutations to Env
activation, we tested how efficiently EnvC-H20 chimeras are
inactivated by low pH and inhibited by PMB. We determined
that the greater their efficiency in mammalian cell infection, the
greater their sensitivity to low pH and PMB inhibition (Fig. 5).
Therefore, the level of Env activation correlates with the effi-
ciency of receptor-independent entry. Conformational transition
from an unbound state of Env to an active (primed) state requires
energy to overcome an activation barrier (43). We hypothesize
that Env-activating mutations decrease this activation barrier, so
the Env can be activated spontaneously, which would explain why
we detect only a certain proportion of activated Env and that its
amount is dependent on the particular mutations.

Other mammalian-tropic ASLV mutations have been found in
hrl in SU and HR1 in TM. These mutants with extended host
range were originally discovered in experiments aimed at over-
coming avian subgroup barriers (14, 15) or at characterizing viruses
that had escaped a block produced by the R99 peptide (HR2-based
inhibitor) treatment (16); their ability to infect mammalian cells
was observed as a side effect.

Alterations in the fusion peptide have also been observed in
other ASLV mutants. A study (44) selected for ASLV with a
decreased pH threshold of membrane fusion activation, revealing
that mutations in hrl and in the fusion peptide region influence
the threshold. Its authors suggest that the increased acid require-
ment exhibited by mutants may be due to their increased stability.
In contrast, our study indicates that mutations in the fusion peptide
can also destabilize Env. Another mutation in the fusion peptide
was identified after selecting for improved replication capacity of
an ASLV mutant that lacked critical cysteine residues flanking the

fusion peptide. The mutant Env was unable to form stable TM
oligomers, and a positively charged mutation in the middle of
its fusion peptide partially restored this ability (45).

Together with our present data, the mammalian-tropic ASLV
mutations reported so far span the entire env region and target
different Env domains (upstream from vrl, hrl, fusion peptide,
and HR1). In contrast, ASLV interacts with the corresponding
avian receptors mainly through two host range (hr) regions (46).
The extent of the env mutations contributing to mammalian
tropism does not support the involvement of a specific unknown
receptor. This is also corroborated by our finding that the mu-
tations residing in H20-TM can facilitate human cell entry me-
diated by SU-B, which recognizes an avian receptor different
from the one recognized by SU-C (Fig. 6).

Taken together, we detected two mutations (D32G and L378S)
in different regions of Env, which contribute to its activation (Fig.
7). We propose that these mutations change the Env conforma-
tion, in such a way that the Env activation barrier is decreased and
Env can be spontaneously activated in a way similar to activation
caused by receptor binding. We hypothesize that due to the
spontaneous Env activation, low-affinity Env interactions with
currently unknown molecules commonly present on the cell sur-
face are sufficient to mediate the virus entry. Because the virus
circumvents the need for Tvc or another cognate receptor re-
quired for Env priming, it is also able to enter the cells of various
receptor-deficient species.

Mutations leading to host range extension have been described
in envelope glycoproteins of other retroviruses (mouse mammary
tumor virus, Moloney murine leukemia virus) (47, 48). Although
these mutations are located in the SU part of Env and the authors
hypothesize that they could be associated with a new host receptor
binding, we cannot exclude the possibility that such mutations
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influence the Env activation too. Lentivirus transmission to new
species has been studied mainly in relation to host-encoded re-
striction factors. Nevertheless, the study of HIV Env mutants re-
sponsible for the infection of cells lacking the CD4 virus receptor
provided evidence that important mutations were not located only
in SU subunit, where subsequently a coreceptor binding site was
revealed, but also some mutations were located in TM subunit
(gp41) (49). Similarly, mutations in gp41 influence the virus in-
fectivity and fusogenic activity (50). Furthermore, it has recently
been shown that HIV Env mutations in gp41 associated with CD4-
independent infection promote the exposure of the HR1 peptide

on the np41 and increase the overall sensitivity of HIV to im-

on the g and increase the overall sensitivity of HIV to im
pairments such as exposure to cold and the binding of antibodies
and small molecules (51). Moreover, the Env conformation of
some CD4-independent SIV strains is similar to constitutively
“open” conformation of HIV-1 when it is bound to CD4 (52).

Other viruses with class I fusion proteins have exhibited an
extended host range following the mutation of their fusion sub-
units. In the case of coronaviruses, there are several hints that
mutations in S2 (analogous to the retrovirus TM subunit) are
associated with the ability to infect receptor-deficient cells. Similar
mutations identified in the mouse hepatitis virus (MHV)—
at the junction between its fusion peptide (called PP3) and HR1—
resulted in an expanded host range, which included hamsters (53).
In a way similar to our findings, the substitutions at the PP3-HR1
junction can be coupled with substitution at the beginning of SU.
Furthermore, it has been shown that the heptad repeat region was a
major target of adaptive evolution in MERS-CoV-related viruses (54).

A broad range of extended host range mutants suggests that
such mutants may represent a first step in cross-species trans-
mission. On the one hand, the env mutations described enable the
virus to infect receptor-deficient cells; on the other hand, they
interfere with virus infectivity by destabilizing Env and, probably,
by increasing the accessibility of Env to neutralizing antibodies.
Additionally, it has been shown that some ASLV extended host
range mutants have enhanced cytopathogenicity (27). Therefore,
the infection of mammalian cells by RSV represents a convenient
system for the detection of the first events in cross-species trans-
mission evolution due to the fact that RSV is not able to replicate
in mammalian cells. We suppose that in a permissive system the
virus would quickly adapt to new conditions. ASLV evolved to use
different avian receptors and it is possible that such mutants as
described here serve as intermediates in the virus adaptation for a
new host receptor. Hypothetically, these Env-activating mutations
enable the initial infection of a hitherto resistant host. Once the
virus achieves good conditions for its replication, the Env can
adapt for a new high-affinity receptor and the virus returns back to
receptor-dependent Env activation.

Apart from mutations in env, we also analyzed other mutation
in H20-RSV. We identified a few changes relative to the PR-
RSV-C sequence (GenBank V01197.1) in gag (T221P, A1638G,
and A2293G), pol (G3645A and G4947A), src (insertion of AGG in
position 7248, A7410G, A7977G, G8087A, and A8226G), and LTR
(G918A). None of these mutations influenced H20-RSV infectivity,
as the virus rescued from H20 cells replicated and transformed
chicken cells efficiently. In this analysis, we did not consider sub-
stitutions in H20-RSV that lead to synonymous mutations and amino
acid substitutions occurring in other ASLV subgroups.

As mentioned above, the RSV mutants entering mammalian
cells do not represent “adapted” viruses replicating in host cells
and transmissible among individuals, such as the duck-adapted
RSV (55). Although the virus is able to enter the cell and inte-
grate the proviral DNA, its replication is hampered in later stages

. Parrish CR, et al. (2008) Cross-species virus transmission and the emergence of new
epidemic diseases. Microbiol Mol Biol Rev 72:457-470.

2. Rubin H (2011) The early history of tumor virology: Rous, RIF, and RAV. Proc Nat/ Acad

Sci USA 108:14389-14396.
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of infection (5), preventing or highly suppressing virus production.
For tumor induction, newborn hamsters had to be inoculated
again with tumor cell suspension derived from chicken sarcoma
induced by the virus rescued from rat XC cells (56). The live cell
application could significantly augment and prolong virus in-
fection. Virus-producing chicken cells can also associate with the
host mammalian cells, as proposed by Svoboda and Chyle (57),
allowing direct virus transfer from cell to cell via intercellular
bridges or exosomes (reviewed in refs. 58-60). Both processes may
act either independently or jointly.

In summary, the identification of mammalian-tropic mutants
enabled us to explore the molecular mechanisms responsible for
virus entry into nonpermissive cells. What complements of the
chicken cell genome are required for an increase or establish-
ment of mammalian cell permissiveness to RSV replication is a
subject of our ongoing investigation.

Materials and Methods

XC and H20 Cell Line Origin. XC and H20 are rodent tumor cell lines trans-
formed with the PR-RSV-C strain. The rat XC cell line harbors several provirus
copies per genome (20), whereas the hamster H20 cell line possesses only a
single provirus (61). Both cell lines produce either no or negligible infectious
virus (3, 56). The XC cell line is derived from a tumor that was induced by
inoculation of PR-RSV-C-infected chicken tissues into newly born rats (62).
The H20 cell line was prepared in a similar way with the difference that
chicken sarcoma tissue induced by XC-RSV, which was rescued by trans-
fection from XC cells, was inoculated into newly born Syrian hamsters (56).

TM Oligomerization Assay. The TM oligomerization assay was performed sim-
ilarly as previously described (23, 24, 45). The temperature threshold that
triggers TM oligomerization was determined by incubating the purified virions
in HN buffer [10 mM Hepes, 130 mM Nadl (pH 8.0)] at the indicated temper-
ature for 20 min before lysis with Laemmli loading buffer (1% SDS, 10%
glycerol, 0.1 M Tris-Cl, pH 6.8, 0.1% bromophenol blue, 5% p-mercaptoethanol).
The pH of HN buffer with virions was adjusted with predetermined volumes
of 100 mM Hepes (pH 3.8 or 7.4), and the samples were incubated at room
temperature for 30 min. The samples were then neutralized with 1 M Tris
(pH 7.6 or 9.5), lysed with Laemmli loading buffer, and analyzed by immu-
noblotting after SDS/PAGE in 11% polyacrylamide gels with a rabbit antibody
specific for the carboxyl terminus of the TM subunit of ASLV Env (1:1,000) (23).

Virus Liposome Binding Assay. The virus liposome binding assay is a modification
of the protocol previously described (39). A total of 10° GFP-transducing units of
each virus in 100 pL of cultivation media was incubated with 250 pL of lipo-
somes (5 mM) at 37 °C for 30 min. A total of 350 pL of ice-cold 80% sucrose-PBS
was added to the preparation to bring it to 40% sucrose, and 700 pL of this
solution was layered on 3.2 mL of 50% sucrose-PBS and overlaid with 1 mL of
30% sucrose-PBS and 100 pL of 5% sucrose-PBS. The samples were ultra-
centrifuged at 152,000 x g at 4 °C for 2 h. Three 400-uL aliquots followed by
one 600-uL aliquot were taken from the air-liquid interphase. The top 400 pL
and the last 600 pL (fraction above 50% sucrose, called bottom) of each sample
were mixed with 5x Laemmli loading buffer, boiled for 10 min, and separated
in 13% SDS/PAGE. The presence of virions was detected by immunoblotting
with the anti-ASLV rabbit p27 Antiserum (Charles River Laboratories, 1:1,000).

Statistical Analysis. We performed Welch t test to determine significance of
difference in virus infectivity. In graphs, significant differences are marked
by asterisks (*P = 0.05-0.01, **P = 0.01-0.001, ***P < 0.001).
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ABSTRACT

Transformation of rodent cells with avian Rous sarcoma virus (RSV) opened new ways to studying virus integration and expres-
sion in nonpermissive cells. We were interested in (i) the molecular changes accompanying fusion of RSV-transformed mamma-
lian cells with avian cells leading to virus rescue and (ii) enhancement of this process by retroviral gene products. The RSV-trans-
formed hamster RSCh cell line was characterized as producing only a marginal amount of env mRNA, no envelope glycoprotein,
and a small amount of unprocessed Gag protein. Egress of viral unspliced genomic RNA from the nucleus was hampered, and its
stability decreased. Cell fusion of the chicken DF-1 cell line with RSCh cells led to production of env mRNA, envelope glycopro-
tein, and processed Gag and virus-like particle formation. Proteosynthesis inhibition in DF-1 cells suppressed steps leading to
virus rescue. Furthermore, new aberrantly spliced env mRNA species were found in the RSCh cells. Finally, we demonstrated
that virus rescue efficiency can be significantly increased by complementation with the env gene and the highly expressed gag
gene and can be increased the most by a helper virus infection. In summary, Env and Gag synthesis is increased after RSV-trans-
formed hamster cell fusion with chicken fibroblasts, and both proteins provided in trans enhance RSV rescue. We conclude that
the chicken fibroblast yields some factor(s) needed for RSV replication, particularly Env and Gag synthesis, in nonpermissive
rodent cells.

IMPORTANCE

One of the important issues in retrovirus heterotransmission is related to cellular factors that prevent virus replication. Rous
sarcoma virus (RSV), a member of the avian sarcoma and leukosis family of retroviruses, is able to infect and transform mam-
malian cells; however, such transformed cells do not produce infectious virus particles. Using the well-defined model of RSV-
transformed rodent cells, we established that the lack of virus replication is due to the absence of chicken factor(s), which can be
supplemented by cell fusion. Cell fusion with permissive chicken cells led to an increase in RNA splicing and nuclear export of
specific viral mRNAs, as well as synthesis of respective viral proteins and production of virus-like particles. RSV rescue by cell
fusion can be potentiated by in trans expression of viral genes in chicken cells. We conclude that rodent cells lack some chicken
factor(s) required for proper viral RNA processing and viral protein synthesis.

Retrovirus functions have been systematically studied by delin-
eation of the retroviral genome structure and its individual
genes and functional domains. However, it turned out that the
host cell can alter expression of such genes and domains. Cellular
factors may act in a dominant-negative way, efficiently suppress-
ing viral functions in different steps of the virus replication cycle.
Such factors have been isolated and characterized (1-3). The cell
can also keep virus infection in check by the lack of cell functions
required for virus replication. In such a case, it is more demanding
to characterize the set of functions involved. One of the first mod-
els for the latter situation was provided by some mammalian cell
lines transformed with avian Rous sarcoma virus (RSV) strains.
These cell lines (designated originally as virogenic) harbor the
integrated retrovirus genome indefinitely in every tested clonal
cell population as integrated provirus (4). However, the viral ge-
nome is not fully expressed, and infectious virus production is not
detectable. Such RSV-transformed cells can be forced to produce
virus by cell fusion with permissive chicken fibroblasts (5), which
was confirmed and extended (6-9). The RSV rescue studies also
promoted HIV rescue experiments, which showed that despite
adjusting rodent cells to early steps of HIV infection, these cells
remained largely nonpermissive with regard to infectious virus
production. However, infectious HIV synthesis was triggered
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when such cells were fused with permissive human cells (10-12).
This indicated that permissive cells provided some function miss-
ing in nonpermissive cells that needs to be present in order to
ensure full virus genome expression.

Despite that the cytological parameters of virus rescue have
been clearly established and confirmed (5, 7, 13), we still lack
molecular insight into this process. For our study, we employed
the RSCh line of Chinese hamster fibroblasts transformed in vitro
with the Schmidt-Ruppin RSV strain (SR-RSV), whose cytoge-
netic profile has been studied at regular intervals before, during,
and after transformation (13). This cell line has also been thor-
oughly tested for the absence of any infectious RSV production
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and has been employed in quantitative virus-cell fusion experi-
ments (5).

We show here that envelope (env) mRNA splicing, unspliced
genomic RNA (gRNA) nuclear export, and Env and Gag protein
formation occur after fusion of nonpermissive RSCh cells with
chicken fibroblasts. We have demonstrated that cooperation of
these molecular events is required for RSV rescue from nonper-
missive cells. We were also able to compare the SR-RSV splicing
pattern with the previously tested Prague RSV (PR-RSV) strain in
mammalian cells (14), and we found additional aberrant env
mRNA splice variants. Furthermore, we have documented that
virus rescue efficiency can be increased by complementation via
cell fusion with Env- or Gag-producing cells. However, the best
results were achieved with chicken cells preinfected with avian
leukosis virus (ALV) helper virus. These results are discussed in
relation to the general problem of cell factor involvement in infec-
tious retrovirus formation.

MATERIALS AND METHODS

Cell cultures. RSCh is a Chinese hamster tumor cell line transformed with
the Schmidt-Ruppin strain of RSV (SR-RSV-D). H-20 is a Syrian hamster
cell line derived from a tumor induced by the Prague strain of RSV carry-
ing only one provirus copy per genome (15). The DF-1 chicken cell line
free of alpha endogenous retroviral (ev) loci was obtained from S. Hughes.
Brown Leghorn (BL) chickens were selected for their sensitivity to RSV by
J. C. Carr, who also kindly provided them to our laboratory. Avian leuko-
sis virus (ALV) infection in this close breed was eliminated. Chicken em-
bryo fibroblasts (CEFs) from these chickens were prepared by standard
procedures from 10-day-old embryos and are denoted CEF-BL. Japanese
quail embryo fibroblasts (QEFs) were prepared from 8-day-old embryos.
16Q is the QEF cell line transformed by the Bryan RSV strain lacking the
envelope gene (BH-RSV) and was developed by H. Murphy (16). It rep-
resents a versatile tool for ALV env detection.

Cell treatment and transfection. Cells were grown in 1:1 Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) and F-12 medium (Life Technolo-
gies) supplemented with L-glutamine, 5% calf serum, 1 to 5% fetal calf
serum, 1% chicken serum, and 10% tryptose phosphate broth (Life Tech-
nologies).

The cell suspension was X-irradiated with 100 Gy using Wolf-Medizin
Technik RTG T-200. No replicated cells survived as measured by control
seeding of X-irradiated cells, which were monitored for 4 weeks. Mitomy-
cin C (Sigma) was applied for 2 h in the amount of 10 pg/ml medium. Cell
cultures were then washed and left for 2 h in mitomycin-free medium.

Two antibiotics, cycloheximide (Calbiochem) and puromycin (Sigma),
were used for proteosynthesis inhibition. Cycloheximide was applied for 24 h
and puromycin for 15 h, both at a concentration of 10 pg/ml.

Actinomycin D (Sigma) was employed for transcription inhibition in
a concentration of 1 pg per ml.

Transfection was performed using the Polyplus transfection protocol.
Cells were exposed to Optimem (Gibco) 1 h before and during transfec-
tion (2 ml per 60-mm dish), and then 2 to 4 g DNA per 60-mm dish was
added. A plasmid containing the vesicular stomatitis virus G glycoprotein
region (pVSV-G) was obtained from Clontech. The pcGagPol construct
was described previously (17).

Cell fusion and infectious center assay. For cell fusion, we followed
the standard polyethylene glycol (PEG) procedure using BioUltra PEG
6000 (Fluka). Briefly, irradiated or mitomycin-treated cells were mixed,
and 12 h after plating, the cells were treated with 3.5 ml of 50% PEG for 45
s and rinsed three times with DMEM without serum. Under our experi-
mental conditions, polynuclear cell formation varied between 27% and
30% of total cell counts after fusion, as revealed by Hoechst 33342 (5 uM
for 20 min) nuclear staining and phase-contrast microscopy.

The infectious center assay was performed as described previously (5).
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Proliferating foci were counted within 3 weeks, and virus titers were ex-
pressed as focus-forming units (FFU) per ml of medium.

Cell fractionation and RNA extraction. Cell fractionation was per-
formed according to reference 18. Cells were detached and washed in
phosphate-buffered saline (PBS). The pellet was resuspended in 450 pl
buffer RLN (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 140 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,,
0.5% Nonidet P-40 substitute, 1,000 U/ml RNase inhibitor [Promega], 1
mM dithiothreitol) and incubated for 5 min on ice. Debris and nuclei
were pelleted (300 X g, 2 min, 4°C), and the cytoplasmic fraction was
transferred to 1 ml of RNAzol (MRC). For RNA isolation from cell nuclei,
the nuclear pellet was washed in 500 w1 PBS, again pelleted for 3 min at
300 X g, and then resuspended in 1 ml of RNAzol. RNA was extracted
from cultured cells and cell fractions with RNAzol according to the man-
ufacturer’s protocol.

qPCR and RT-semi-qPCR. RNA samples were treated with DNase I
(Roche) before reverse transcription-PCR (RT-PCR) to remove any con-
taminant DNA for 15 min in the Moloney murine leukemia virus
(MMLV) reverse transcriptase buffer (Promega). One microgram of RNA
was reversely transcribed into cDNA using random hexanucleotides and
MMLYV reverse transcriptase (Promega) according to the manufacturer’s
protocol.

One microliter of cDNA was used for the quantitative PCR (qPCR)
based on the Mesa green qPCR MasterMix Plus for SYBR assay kit (Eu-
rogentec) and a CFX96 system for qPCR detection (Bio-Rad). Quantifi-
cations of viral transcripts were performed with primers RSV_fw (CTTA
GGAGGGCAGAAGCTGA) and unspliced_rv (GTTTTACACGCGGAC
GAAAT) for gRNA, RSV_fw and src_rv (GAGGCCACCAGCAGAGTC)
for src mRNA, RSV_fw and envD_rv (TCGGAAATAGGAGACGGG
ATA) for env mRNA, dbl2_fw (GCCAGGGAACCTTTGGATTA) and
src_rv for double-spliced env 2 plus cryptic spliced 2 (dbl2+cryptic2)
mRNA, polend_fw (CAGCTGTGAAAAACAGGGACA) and src2_rv (G
GGGTCCTTAGGCTTGCTC) for cryptic spliced 1 plus 2 mRNA, and
dbl3_fw (TGCTTCTAACTCCACGGAACC) plus src_rv for double-
spliced env 3 plus cryptic spliced 3 (dbl3+cryptic3) mRNA. Transcripts
were normalized either to total viral RNA with primers srcdel_fw (GACTGA
GCTGACCACCAAGG) and sredel_rv (GCACTACTCAGCGACCTCCA)
(results presented as percentages of total viral RNA), to the mammalian
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (mGAPDH) housekeeping
gene transcripts with primers mGAPDH_fw (AACTTTGGCATTGTGGA
AGG) and mGAPDH_rv (ATCCACAGTCTTCTGGGTGG), or to chicken
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (chGAPDH) with primers
chGAPDH_fw (CATCGTGCACCACCAACTG) and chGAPDH_rv (CGCT
GGGATGATGTTCTGG). The volume of the reaction mixture was 20 ul
with a 400 nM final concentration of each primer. The external standards for
gRNA, env, src, dbl2+ cryptic2, cryptic2, dbl3 +cryptic3, total viral RNA, and
mGAPDH were constructed by PCR using RSCh cDNA and transcript-spe-
cific primer sets. The Resulting PCR fragments were cloned into pGEM-T
Easy (Promega) and verified by sequencing. Calibration curves were prepared
by PCR of diluted plasmid samples ranging from 10* to 107 copies per reac-
tion. Subcellular fractionation was also controlled with SYBR green-based
RT-PCR, using primers preGAPDH_fw (TCATCCTGCCAGCAGTGG) and
preGAPDH_rv (CAGAGGCAGGGAGTGAGGTC), homologous to intron
5 of the unprocessed pre-mRNA of the gene (pre-GAPDH RNA). One mi-
crogram each of extracted nuclear and cytoplasmic RNAs was subjected to
RT-qPCR. This allowed calculation of the percentage of pre-GAPDH RNA in
the cytoplasm relative to the nuclear pre-GAPDH RNA level. The cycling
conditions are as follows: for gRNA, src, dbl2, dbl3, total viral RNA, and
GAPDH, 5 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 20 s at 61°C, and
15 s at 72°C; for env, 5 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 20 s
at 59°C, and 30 sat 72°C; for crypticl + 2,5 min at 95°C followed by 40 cycles
of 15 s at 95°C, 20 s at 62°C, and 40 s at 72°C; and for pre-GAPDH, 5 min at
95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 20 s at 63°C, and 15 s at 72°C. We
used water and samples without reverse transcriptase as negative controls.

For semiquantitative analysis of endogenous viral mRNAs, cDNA
was used as a template, and primers RSV_fw and unspl_rv for the gag
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region and chENV233fwd (ACGGATTTCTGCCTCTCTACACA) and
chENV1046rev (TTCCTTGCCATGCGCGATCCC) for the env region
were employed. For identification of aberrant splicing of SR-RSV, we
used two pairs of primers: (i) RSV_fw and src_rv and (ii) polend_fw
and src2_rv.

Immunofluorescence. For Env product detection, we employed im-
munoadhesin Tvb-mIgG. The tvb*' gene was equipped with the mouse
IgG (mlIgG) gene (gift from M. J. Federspiel), which was incorporated into
DEF-1 cells, where it produced the respective soluble immunoadhesin (19).
The Gag product was detected by mouse anti-p27 monoclonal antibody
(gift from E. Humphries, West Virginia University [unpublished]). Im-
munofluorescence microscopy was performed as described previously
(20). Briefly, cells grown on coverslips were fixed for 20 min in 3% form-
aldehyde. Fixed cells were incubated for 60 min with Tvb-mlIgG superna-
tant diluted 1:5 or anti-p27 antibody diluted 1:500. Binding of immuno-
adhesin Tvb-mIgG or anti-p27 antibody with their respective env or gag
gene product was revealed by staining with Cy3-conjugated anti-mouse an-
tibody (dilution, 1:1,000) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West
Grove, PA). The preparations were mounted in Mowiol 4-88 (Calbiochem,
San Diego, CA) supplemented with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(Sigma) to label cell nuclei and examined with an Olympus AX-70 Provis
microscope.

Western blot. Cells and cell-free supernatants were harvested 4 days
after fusion. The cells were lysed in SB buffer (2% sodium dodecyl sulfate
[SDS], 10% glycerol, 0.625 M Tris-Cl [pH 6.8], 0.1% bromophenol blue,
5% B-mercaptoethanol). The viral particles were pelleted from the cell-
free supernatant by ultracentrifugation through 25% sucrose cushion at
32,000 rpm for 1.5 h in a Beckman SW41 Ti rotor. The viral particles were
lysed in SB buffer. The lysate of cells and viral particles was subjected to
12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, and sep-
arated protein bands were transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (Amersham). A rabbit anti-p27 IgG fraction conju-
gated to horseradish peroxidase (Charles River) was used at a 1:750 dilu-
tion to examine the Gag polyprotein in the Western blot assay. LumiGLO
chemiluminescent substrate (Cell Signaling) was used to reveal the pro-
tein bands of unprocessed and processed Gag polyprotein. Equal protein
loading and transfer were verified by immunodetection of GAPDH (dilu-
tion, 1:4,000; Invitrogen) on the same membrane.

RESULTS

Reevaluation of RSV-transformed rodent cells and selected
chicken cells used for virus rescue. In order to verify our stock of
RSCh cells, we performed karyological analysis. The cells con-
tained typical Chinese hamster chromosomes, and counting their
numbers revealed that the highest representation of karyotypes
corresponded to pseudodiploid counts—22 chromosomes (data
not given), which agrees with our previous observation that re-
peatedly passaged RSCh cells show a clear tendency to acquire an
aneuploid karyotype (13). As has been documented (21), RSCh
cells harbor fully functioning provirus that can be transmitted to
CEF-BL by DNA transfection, which historically represents the
second independent and successful transfection experiment. Us-
ing qPCR for comparison of RSCh with H-20 cells carrying only
one provirus copy (15), we found that RSCh cells contain an al-
most equal amount of proviral DNA (Fig. 1A). By terminal dilu-
tion, several monocellular clones were established, and one of
them was employed in further experiments.

For virus rescue experiments, we employed a stable line of
chicken fibroblasts, DF-1, to eliminate any effect of endogenous
genes. The previously used CEF-BL primary chicken fibroblasts
contain four endogenous retroviral loci (ev) (22), while DF-1 cells
are regarded as free of ev loci (23). Because we wanted to exclude
the possibility that some viral protein synthesis activity remained
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FIG 1 Characterization of hamster and avian cells used for virus rescue. (A)
The number of RSV proviral copies in hamster RSCh cells was compared with
that in H-20 cells. Chromosomal DNA was isolated from RSCh and H-20 cells.
Twenty-five nanograms of DNA was subjected to qPCR, and using virus-
specific primers (SrcDel_fw and SrcDel_rv), quantification cycle (Cq) values
were measured and compared. Results represent the means from triplicate
samples = standard deviations. (B and C) Expression of retroviral mRNAs in
DF-1 and CEF-BL cells was analyzed by RT-PCR. For env mRNA detection
(B), we employed primers designed to detect the conservative env region
(chENV233fwd and chENV1046rev), and for gRNA (C), we used primers
covering the leader and left part of the gag gene (RSV_fw and unspliced_rv).

undetected, we performed an additional control using RT-PCR
with primers covering the conservative env region (24) and gag
leader. As documented in Fig. 1B, in contrast to CEF-BL, DF-1
cells produced no expected env fragment. Similarly, no gag gene
transcript was detected in DF-1 cells (Fig. 1C).

We retested the virus rescue capacity of RSCh cells by fusion
with chicken CEF-BL cells using PEG. Then we established that
cell line DF-1 can substitute for the primary chicken fibroblast
CEF-BL used so far for virus rescue. RSCh cells, either mitomycin
treated or X-irradiated, fused with DF-1 cells after 4 days pro-

duced 15 to 18 FFU/ml of virus in the culture medium (filtered or
unfiltered), in contrast to untreated, treated, or self-fused RSCh
cells, which produced no infectious virus. In the second step, we
successfully isolated three foci and subcultured them on CEF-BL,
and supernatants were tested in the focus assay 7 days later. All
cultures produced 10* to 10° FFU/ml of virus.

Viral RNA splicing and synthesis in nonpermissive RSCh
cells and fused cells. As we learned from the past experience, cell
fusion between nonpermissive RSV-transformed rodent cells and
permissive chicken fibroblasts provides an efficient way to rescue
infectious virus. Therefore, we were interested in the course of the
events accompanying this process of virus rescue. Because of our
previous finding that in nonpermissive RSV-transformed rodent
cells env mRNA was undetectable by Northern blotting (15) and
gRNA signals were far less intensive than src mRNA signal, we
focused on RNA quantification using RT-qPCR. In order to mea-
sure individual viral RNA species, we designed the set of primers
schematically represented in Fig. 2A. They allowed us to quantify
different viral mRNA species.

As shown in Fig. 2B, control chicken DF-1 cells infected with
SR-RSV-D synthesized mainly gRNA (62%), followed by env
(23%) and src (15%) mRNAs. Contrary to that, the main RSCh
viral RNA species was represented by src mRNA (66%), followed
by a smaller amount of gRNA (20%), whereas the amount of env
mRNA fell almost beyond detection. The situation changed after
RSCh fusion with DF-1, when the env transcript was clearly de-
tected, representing about 7.5% of total viral RNA. The sre mRNA
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fused with DF-1 cells. (A) A schematic summary of the SR-RSV-D genome and its transcripts is depicted. Different viral RNA species are shown together with the
positions of primers for splicing-specific QPCR. LTR, long terminal repeat. (B) The amounts of viral RNAs were quantified. DF-1 cells were infected by
SR-RSV-D. RSCh cells were exposed before fusion to the genotoxic agent mitomycin (mit) or X-irradiation. The fourth day after fusion, total RNA was isolated.
cDNAs synthesized by RT from the RNA samples were measured by qPCR. The amounts of viral mRNAs are given as percentages of total viral RNA. The
respective primers that were employed are indicated above. Error bars represent standard deviations. Results are from three independent experiments, each in
two parallel dishes. The significance of differences between RSCh cells, RSCh cells exposed to mitomycin (mit) or X ray, and RSCh cells exposed to mitomycin
or X ray and fused with chicken DF-1 cells are marked by asterisks (¥, P = 0.01 to 0.001; **, P < 0.001).

level was significantly decreased, and the gRNA amount did not
change after fusion. Mitomycin treatment or X-irradiation used to
stop replication after fusion did not change the splicing pattern of
regularly spliced viral mRNAs.

New aberrantly spliced viral mRNA species in RSCh cells.
When we quantified env mRNA in RSCh cells, we encountered
different expression levels, depending on the primer position.
When the reverse primer was positioned close to the env splice
acceptor, the amount of env mRNA was larger. This indicated that
aberrant splicing using cryptic splicing sites might have been in-
volved. Because aberrant splicing of the PR-RSV strain has been
described (25), we decided to find out whether SR-RSV is pro-
cessed in the same way. Using two pairs of primers, we identified
five aberrantly spliced viral mRNA species—cryptic double-
spliced env mRNAs 1 and 2 (Dbll and Dbl2) and cryptic single-
spliced mRNAs 1, 2 and 3 (Fig. 3A and B). Aberrantly spliced
RNAs were separated, extracted from the gel, and sequenced.
Three different cryptic splicing donor (SD) sites were identified in
the 5" half of the env gene (Fig. 3A); thus, splicing products coding
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for truncated proteins. Dbll and DbI2 arose by normal splicing
from the SD site in gag to the splicing acceptor (SA) site upstream
of the env gene and by aberrant splicing from cryptic SD sites to
the SA between the env and src genes. Cryptic spliced 1, 2, and 3
RNAs differ from Dbl by the absence of gag-env splicing. Their
primary nucleotide sequence fit with their position given in Fig.
3A, with the exception of Dbl3, which was not detected by PCR,
and therefore its structure is only putative. Furthermore, cryptic
SD sites utilized by splice variants were evaluated by their capabil-
ity to form H bonds with Ul snRNA (26). The H-bond scores
of cryptic sites 1, 2, and 3 were found to be 15, 16.9, and 13.8,
respectively  (http://www.uni-duesseldorf.de/rna/html/hbond-score
.php), which corresponds to 14 hydrogen bonds found as a proper
consensus. In addition, aberrantly spliced RNA representation is
in accordance with their H-bond scores (Fig. 3B and C). The
amount of aberrantly spliced viral RNAs measured by RT-qPCR
in RSCh cells exceeded that in chicken cells, reaching 5.6% of total
viral RNA in the former and 1.4% in the latter (Fig. 3C). We point
out that we used the RSCh cell line in our study, which was shown
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to contain only one proviral copy, and therefore cryptic splicing
cannot result from additional aberrant provirus transcription.

For the cell fusion experiment, we employed cells exposed to
genotoxic treatments such as mitomycin C and X-irradiation in
order to prevent cell replication after fusion. This was not without
consequences for splicing. Aberrant splicing, especially that of
Dbl2+Cryptic2, was highly increased (Fig. 3C). This is not sur-
prising in the light of other studies performed on other models
(27, 28).

In summary, we identified new cryptic SD sites in SR-RSV-D
env and observed the respective aberrantly spliced mRNA species
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in RSCh cells. The level of aberrant splicing significantly increased
after the genotoxic treatment, but it changed only moderately af-
ter fusion with chicken cells.

Rescue of env mRNA and envelope glycoprotein after fusion
with permissive cells. Because comparison of viral mRNA species
in RSV-transformed hamster cells and in RSV-transformed ham-
ster cells fused with chicken cells revealed a striking difference in
the env mRNA levels, which increased 7-fold on the fourth day
after fusion (Fig. 2B), we decided to study env mRNA and the
respective protein synthesis in more detail. First, we analyzed the

time course of viral envelope glycoprotein synthesis using the im-
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FIG 4 RSCh X DEF-1 polykaryons producing envelope glycoprotein. The 1:1
mixture of mitomycin (mit)-treated RSCh and DF-1 cells was fused. Cells were
fixed on the fourth day after fusion, and Env glycoprotein was detected by
immunoadhesin Tvb-mIgG and visualized by goat anti-mouse antibody la-
beled with Cy3 (red). Nuclear DNA was stained with DAPI (blue). Polykary-
ons producing envelope glycoprotein are marked by arrows.

munoadhesin Tvb/d receptor equipped with a mouse IgG (mlgG)
domain, detecting the respective glycoprotein. Figure 4 demon-
strates multinuclear cells exhibiting fluorescence on the fourth
day after fusion. The positive signal was achieved in 30% of
polykaryons, whereas cells containing single nuclei were negative.

The kinetics of envelope glycoprotein formation after fusion is
given in Fig. 5A. There is a good correlation between the increase
in proportion of positively stained multinuclear cells (bar graph)
and env mRNA synthesis (line graph), as assayed by RT-qPCR.

Furthermore, we pretreated partner cells separately with
protein synthesis inhibitors (puromycin or cycloheximide) be-
fore fusion to see whether the decreased amount of proteins
with a shorter half-life influences the effect of fusion on splic-
ing. We observed that the increase in env mRNA synthesis after
fusion was significantly lower when the permissive chicken
partner cells were exposed to puromycin or cycloheximide
(Fig. 5B). We assume that the level of the factor required for env
mRNA synthesis in heterokaryons decreased due to proteosyn-
thesis inhibition in chicken fibroblasts, and thus the fusion was
not so effective in triggering env mRNA splicing. Treatment of
RSCh cells with proteosynthesis inhibitors did not produce any
significant effect on the env mRNA level after fusion. This in-
dicates that at least for env mRNA synthesis, some chicken
protein factors are required.

Nuclear export and stability of gRNA. Although we did not
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The amount of env mRNA was measured by RT-qPCR.
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detect any considerable change in the total amount of gRNA after
fusion with chicken cells, cell fusion might have exerted its influ-
ence even at a more subtle level related to gRNA egress from the
nucleus. We therefore compared the levels of gRNA export in
RSCh versus the positive control 16Q (quail cells harboring a de-
fective RSV genome producing gRNA and sre mRNA). In thelatter
case, cytoplasmic gRNA reached 20% of nuclear gRNA, in con-
trast to RSCh, where gRNA representation in the same fraction
dropped 10-fold (Fig. 6A). Based on a repeated experiment, in
which we measured the gRNA quantity present in the cytoplasmic
fraction, we obtained evidence that the RNA egress from RSCh

March 2014 Volume 88 Number 6

nuclei increased 3 times after fusion with DF-1 cells (Fig. 6B). The
cytoplasmic fraction purity was also tested, and it was established
that contamination with nuclear RNA did not exceed 4% (Fig. 6C)
and did not change after the fusion (Fig. 6D).

Finally, we checked gRNA stability after RNA synthesis inhibi-
tion using exposure to actinomycin D. In these experiments, we
compared RSCh cells with SR-RSV-infected DF-1 cells and found
that in hamster cells, the gRNA stability dropped during the first
hours after actinomycin addition, while in chicken cells, gRNA
remained stable (Fig. 6E).

These results show that gRNA in RSCh cells is unstable, its level
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is low, and although its total amount is not altered by fusion with
chicken cells, gRNA nuclear export significantly increases.

Gag expression after cell fusion. The viral gRNA also serves as
the mRNA encoding the Gag polyprotein. Thus, we decided to
confirm the above-mentioned data concerning gRNA with direct
Gag protein measurement using immunology approaches. Using
antisera against Gag for RSCh cell staining, weak fluorescence dif-
fused in the cytoplasm was found. The fluorescence intensity was
clearly lower than that obtained in heterokaryons (Fig. 7A).

By Western blotting, we again observed that RSCh cell lysates
produce almost undetectable amounts of the Gag precursor pro-
tein (Fig. 7B). Furthermore, when RSCh cells were fused with
DE-1 cells, expression of Gag protein increased, and the regularly
processed Gag p27 product appeared. By employing Western
blotting, we also verified the presence of processed Gag synthesis
products in DF-1 cells transfected with pcGagPol, DF-1 cells in-
fected with the ALV helper viruses, and the 16Q cell line (Fig. 7C).

Finally, in order to check the release of virus-like particles
(VLPs), the supernatant from RSCh cell culture was spun through
sucrose cushion, and the sediment was also subjected to Gag anal-
ysis. As documented in Fig. 7B, the sediment obtained from RSCh
cells was devoid of the presence of Gag. Not surprisingly, the sed-
iment from RSCh cells fused with DF-1 cells gave rise to the clear

p27 band, thus reinforcing the importance of permissive cells for
virus particle formation.

We have shown that fusion of mammalian RSCh cells with
chicken cells induces not only RSV env mRNA splicing, Env gly-
coprotein synthesis, and gRNA nuclear export but also Gag pro-
tein synthesis and processing, as well as VLP formation and release

from the fused cells.

3512 jviasm.org

Complementation with env and gag genes. Our results
pointed to the importance of envelope glycoprotein and Gag pro-
tein in the facilitation of virus rescue. We therefore decided to test
envand gag gene complementation in RSV rescue experiments. In
order to test virus rescue efficiency, RSCh cells were fused with
DF-1 cells producing Env or Gag, fused cells were plated on indi-
cator cells, and the rescued transforming virus formation was
measured as foci by the infectious center assay. We employed
CEF-BL cells as the indicator, because DF-1 as a modified and
stabilized cell line cannot be used for focus screening (our and
others’ repeated observations).

As Env, we employed vesicular stomatitis virus G glycoprotein
(VSV-G), which is known to efficiently provide a heterologous
envelope to retroviruses (29). As shown in Fig. 8A, RSCh fused
with VSV-G-transfected DF-1 produced 5 times more foci than
RSCh fused with untransfected DF-1 cells. In order to examine the
influence of processed Gag protein on virus rescue, we transfected
DEF-1 cells with the plasmid pcGagPol containing a selectable
marker and the gag gene. After transfection and selection, DF-1
cells expressed small amounts of Gag (Fig. 7C). After fusion with
RSCh cells, we observed no increase in RSV rescue in comparison
with untransfected DF-1 cells. These results indicate that a low
level of Gag cannot complement RSV replication in nonpermis-
sive mammalian cells.

In order to check whether larger amounts of Gag can influence
virus rescue efficiency, we used the 16Q cell line, which is derived
from QEF cells transformed by BH-RSV (the RSV strain lacking
the env gene) and therefore rich in Gag protein (Fig. 7C). RSCh
fusion with quail QEF cells was slightly less effective than fusion
with DF-1 cells (Fig. 8A), but when we employed 16Q cells as
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partner cells, the virus rescue efficiency markedly increased. In
order to confirm our results with VSV-G complementation, RSCh
cells were fused with VSV-G-transfected QEF cells. Virus rescue
efficiency was 13 times enhanced (Fig. 8A).

A direct way to equip mammalian cells with both env and gag
gene products is provided by their fusion with ALV-infected part-
ner cells. In such a way, DF-1’s rescue activity in fusion experi-
ments with RSCh was increased by 2 orders of magnitude when
DEF-1 cells were exposed to RAV-1, a helper virus replicating in
such cells (Fig. 8A).

Mixture of RSCh and DF-1 cells without PEG fusion was tested
to determine whether the background control of the virus rescue
was likely caused by spontaneous cell fusions. Mixture of 10° cells
resulted in no foci or one focus, which corresponds with previ-
ously published data (5). Furthermore, we tested infectious virus
formation in culture media from the tested cells (Fig. 8B). No
virus activity was recorded, with the exception of the positive con-
trol represented by 16Q cells transfected with VSV-G, which as
expected produced 6 X 10° FFU/ml.

In summary, these findings show that env gene complementa-
tion can significantly increase efficiency of virus rescue. The in-
crease after gag gene complementation was evident only in the
case of high expression of this gene. The best results were achieved
when RSCh cells were fused with chicken cells infected with a
helper virus providing both env and gag gene products.

DISCUSSION

For decades RSV and avian leukosis viruses have been a corner-
stone of retrovirus research (30). Furthermore, RSV was shown to
transgress class barriers under experimental conditions, which
produced new challenges related to provirus integration, its ex-
pression, and rescue of infectious virus (31-33). In this report, we
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concentrated on the molecular characterization of the RSV-trans-
formed rodent cell line RSCh and the consequences of RSCh cell
fusion with avian cells leading to infectious RSV rescue. We are
aware of the fact that virus rescue is only one side of a more general
problem involving provirus expression in heterologous cells, in-
cluding involvement of known cellular factors. This issue was
thoroughly upgraded (34), and we shall return to it in our next
study.

In order to extend and update the model of SR-RSV-trans-
formed rodent cells, we selected the original well-characterized
cell line RSCh, which had been studied systematically and quan-
titatively in a series of previous communications (5, 13, 33). Our
present data document that this tumor cell line produces very
small amounts of env mRNA, confirming our previous Northern
blot analysis of three rodent tumor cell lines (15). However, when
fused with DF-1 chicken cells lacking endogenous alpharetroviral
loci, synthesis of both env mRNA and glycoprotein is initiated
quickly. Similarly, Gag protein synthesis is increased, its regular
cleavage takes place, and in the tissue culture supernatant fraction
corresponding to VLP, the processed Gag is present. In such a way,
the main molecular steps required for virus rescue are accom-
plished thanks to rodent cell complementation with the chicken
cell factor(s). The complementation hypothesis is supported by
the finding that protein synthesis inhibitors block increase of the
env mRNA level when applied to DF-1 cells and not to RSCh cells
before the fusion.

One of the factors responsible for the env mRNA threshold
synthesis might be related to aberrant splicing. We found that
quantified aberrant splicing of the env gene represents only 5.6%
of total viral RNAs in nonpermissive cells, but it is also detectable
in permissive cells, where it reaches 1.3%. Aberrantly spliced
RNAs utilized different cryptic splice donor (SD) sites and the
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same regular splice acceptor (SA) site. The splice variants desig-
nated Dbl and Crypticl have already been described in PR-RSV
(25), but the new ones—DDbI2, Cryptic2, and Cryptic3—are char-
acteristic of SR-RSV, where a single nucleotide substitution cre-
ated a new cryptic SD site. From both our data and reference 25, it
seems highly unlikely that aberrant splicing alone might play any
decisive role in diminishing the pool of full-length env transcripts.
Rather, the env gene represents the most recent innovation in the
retrovirus evolution, and therefore we can expect its variability.
Quite a lot of attention has been paid to the molecular mech-
anisms playing a role in RSV gRNA export from the cell nucleus to
the cytoplasm. Unique elements called direct repeats (DRs) con-
stituting the 3’ end of the viral genome were shown to represent a
genomic “mark” licensing gRNA export and stability. RSV con-
tains two DRs, which are structurally highly similar. A series of
subsequent articles using various upstream or downstream DR
modifications provided data indicating their role in the virus life
cycle (35-41). The most convincing are observations obtained in
viruses lacking both DRs that provided evidence for the drop in
gRNA stability, egress, and possibly also Gag product synthesis
(35). Our study of RSCh cells revealed some similarity to viruses
lacking DR. This concerns gRNA instability, decreased export
from the nucleus, and low efficiency of Gag product synthesis.
Furthermore, as reported previously (35) and confirmed in our
experiments (unpublished observation), DR deletion does not
impart any effect on the RSV replication in rodent cells. On the
other hand, it was demonstrated that DR facilitates gRNA egress
from the nucleus in mammalian cells (42). Still, there remains the
possibility that rodent cells are devoid of some factor(s) needed
for interaction with DRs or produce an inhibitor paralyzing DR
function, especially at later stages of gRNA processing that follow
its export. Other factors, such as Gag import in the nucleus (43)
and nonstructural Gag protein cleavage product p10, which is
equipped with the nucleus localizing signal (44), should also be

taken into account

Interesting results were obtained by studying the consequences
of partner cell complementation with gag and env gene products
or helper virus infection. So far, it is known that RSV-transformed
rodent cells are not complemented when different independently
obtained cell lines are fused one with the other (45). Similarly it
was revealed that infection of transformed cells with rodent retro-
viruses does not lead to RSV rescue in spite of the fact that rodent
retroviruses complete their replication cycle (46). Here we utilized
a different strategy in which we did not complement nonpermis-
sive rodent cells but instead complemented permissive avian part-
ner cells with gag, env, or both gene products. Under such condi-
tions, a clear increase in RSV yield after cell fusion occurred;
however, it was dependent on the degree of complementing gene
expression. This supported our conclusion that the deficiency in
rodent cells lies in part in their inability to synthesize or process
gag or env gene products. This deficiency can be diminished by
supplying these products in trans. However, this transcomple-
mentation needs to be supported by fusion with permissive cells.
gag or env gene products are not sufficient to ensure virus rescue in
nonpermissive rodent cells by themselves, but they can increase
RSV rescue efficiency after fusion with chicken cells. This indicates
that not only complementation with gag and env gene products
but also other factors from permissive cells are required.

We are finishing this article with a quotation from a recent HIV
review (47) stating that “the long-standing puzzle of the cell-type-

3514 jviasm.org

dependent requirement . . . for viral replication remains an excit-
ing area of research.” In the case of RSV strains, this area has been
with us for long years but acquired only humble attention.
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