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Abstrakt 

Jedním z důležitých úkolů virologie i imunologie je odhalit mezidruhové a buněčné 

bariéry bránící horizontálnímu přenosu virů a určit, jakým způsobem mohou viry překonat tyto 

překážky a adaptovat se na jiný živočišný druh. Tato práce je založena na dobře zavedeném 

retrovirovém modelu – ptačím viru Rousova sarkomu (RSV) a zkoumá, jakým způsobem je 

blokována replikace tohoto viru v savčích buňkách. 

Vstup viru do buňky je zprostředkován vazbou virového obalového glykoproteinu (Env) 

na specifický buněčný receptor. Ačkoliv savčí orthology popsaných ptačích receptorů 

neumožňují vstup RSV do buňky, u některých kmenů RSV byl pozorován tropismus pro savčí 

buňky a byly popsány různé savčí linie transformované RSV. Analýza proviru H20-RSV 

v jedné z těchto linií (křeččí nádorová linie H-20) odhalila několik mutací včetně dvou 

zásadních aminokyselinových záměn v rozdílných částech Env. Záměny D32G a L378S 

umožnily virový přenos na křeččí, lidské i kuřecí buňky postrádající příslušný receptor. 

Pozměněná konformace Env H20-RSV byla podobná jako v případě aktivovaného stavu Env 

po interakci s receptorem. Toto pozorování ukazuje, že viry mohou infikovat buňky i nezávisle 

na původním receptoru díky spontánní aktivaci Env, pro kterou je dostatečná záměna jedné 

aminokyseliny. 

Ačkoliv je v některých případech RSV schopen vstupovat do savčích buněk a 

transformovat je, nedochází k tvorbě infekčních virových částic. Nicméně virová produkce 

může být v savčích transformovaných buňkách obnovena fúzí s permisivními kuřecími 

buňkami. Tento jev byl analyzován v druhé části této práce. Křeččí buňky transformované RSV 

produkovaly pouze velmi malé množství env mRNA a žádný obalový glykoprotein. Virová 

genomová RNA byla lokalizována převážně v jádře a buňky tvořily jen malé množství 

neprocesovaného proteinu Gag. Fúze s permisivními kuřecími buňkami vedla ke zvýšení 

hladiny env mRNA, jadernému exportu genomové RNA, stejně jako k tvorbě příslušných 

virových proteinů. Tyto výsledky naznačují, že savčí buňky postrádají některé kuřecí faktory 

potřebné pro správnou úpravu env mRNA a jaderný export genomové RNA. 

 

Klíčová slova: virus Rousova sarkomu, retrovirus, vstup viru do buňky, obalový 

glykoprotein, mezidruhový přenos, permisivita, buněčná fúze, sestřih RNA, export RNA 

z jádra, 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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CA kapsidový protein capsid protein 

cDNA DNA kopie RNA copy DNA 
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CFIm štěpící faktor I cleavage factor I 
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faktor specifický pro štěpení a 
polyadenylaci 

cleavage and polyadenylation 
specificity factor 

CStF faktor stimulující štěpení cleavage stimulatory factor 

DAPI diamidinofenylindol 4',6-diamidino-2-phenylindole 
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DMEM 
Dubeccoem modifikované Eagleovo 
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Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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dehydrogenase 
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HA hemaglutinin hemagglutinin 
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specifitu 
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HR oblast aminokyselinových repetic heptad repeats 

IgC imunoglobulinová konstantní doména immunoglobulin constant domain 

IgG imunoglobulin třídy G immunoglobulin G 

IgV imunoglobulinová variabilní doména immunoglobulin variable domain 

IN integráza integrase 

LDLR 
receptory pro lipoprotein o nízké 
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low density lipoprotein receptors 

LTR dlouhé koncové repetice long terminal repeats 

MA matrixový protein matrix protein 

mRNA 
RNA sloužící jako předloha pro 
translaci 

messenger RNA 
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NC nukleokapsidový protein nucleocapsid protein 

NHE1 Na/H přenašeč Na/H exchanger type 1 
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NIL-Tvc NIL exprimující receptor Tvc NIL expressing Tvc receptor 

NMD buněčný kontrolní mechanismus nonsense-mediated mRNA decay 

NRS negativní regulátor sestřihu negative regulator of splicing 

Obr. obrázek  

PAS polyadenylační signál polyadenylation signal 

PBS 
vazebné místo pro primer 
fosfátem pufrovaná sůl 

primer binding site 
phosphate-buffered saline 

PCR polymerázová řetězová reakce polymerase chain reaction 
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PR virová proteáza protease 
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1 Úvod 

Výskyt nových infekčních onemocnění je často spojený s mezidruhovým přenosem virů. 

Například závažná lidská onemocnění jako AIDS (acquired immune deficiency syndrome), 

SARS (severe acute respiratory syndrome), Ebola nebo chřipka jsou typické zoonózy, tj. jsou 

vyvolány viry, které původně napadaly jen zvířata (Parrish et al., 2008). Z tohoto důvodu je 

důležité pochopit, jakým způsobem dokážou viry přejít z jednoho druhu na jiný a adaptovat se 

na nového hostitele. Aby virus mohl napadnout nového hostitele, musí být schopen účinně 

infikovat buňky tohoto hostitele, čemuž může být zabráněno na několika úrovních. Nejdříve je 

nutné, aby virus do dané buňky vstoupil. K tomu u obalených virů slouží virový obalový 

glykoprotein, který musí rozpoznat vhodný receptor na povrchu hostitelské buňky. I když virus 

do buňky vstoupí, nemusí docházet k produkci nových virových částic. Každý virus pro svou 

replikaci využívá různé buněčné faktory a bez jejich přítomnosti se nedokáže množit. Navíc 

buňky také vyvinuly různé mechanizmy, jak se virům bránit. Anti-virové buněčné proteiny jsou 

označovány jako restrikční faktory a mohou narušovat jakýkoliv krok virové replikace (shrnuto 

viz Wolf a Goff, 2008). V případě retrovirů, jejichž genom je integrován do hostitelské DNA, 

může navíc docházet i k epigenetickému umlčování, které zabrání expresi virových genů z 

provirové DNA. 

Tato práce se zabývá virem Rousova sarkomu (Rous sarcoma virus, RSV). Jelikož tento 

ptačí onkogenní retrovirus byl prvním objeveným retrovirem a zároveň prvním popsaným 

virem napadajícím živočichy, patří mezi dobře zavedené modelové systémy, ačkoliv se 

v přírodě nešíří. Díky studiu RSV byly popsány základní vlastnosti retrovirů i jednotlivé 

aspekty virové replikace. V případě RSV bylo také poprvé ukázáno, že nádorové onemocnění 

může být přenášeno infekčně, a onkogen src se stal prototypem dalších akutně transformujících 

genů u onkogenních virů (Rubin, 2011; Weiss a Vogt, 2011). 

Přirozeným hostitelem viru RSV je kur domácí. Experimentálně ale tento virus dokázal 

infikovat i hlodavce, jako křečka nebo potkana (Svoboda, 1960; Svoboda et al., 1983). Studium 

transformační aktivity v savčích buňkách umožnilo odhalení těsného styku virového genomu 

s genomem transformovaných buněk, což významně přispělo k definování provirové hypotézy 

(Svoboda et al., 1963, shrnuto v Temin, 1976). Bylo také ukázáno, že savčí buňky 

transformované RSV sice neprodukují infekční virus, ale po fúzi s kuřecími fibroblasty dochází 

ke spuštění virové produkce (Svoboda a Dourmashkin, 1969). 
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Navzdory tomu, že savčí buňky transformované RSV významně přispěly k poznání 

retrovirového replikačního cyklu, doposud nebylo známo, jakým způsobem dokázal RSV do 

savčích buněk vstoupit a z jakého důvodu tyto buňky neprodukují infekční virové částice. 
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2 Cíle 

Předmětem této práce je detailní studie savčích buněk transformovaných ptačím virem Rousova 

sarkomu. V laboratoři buněčné a virové genetiky (Ústav molekulární genetiky, AV ČR) bylo 

v minulosti vytvořeno několik savčích linií transformovaných virem RSV, které byly použity 

ke splnění následujících cílů: 

 

1. Objasnit, jakým způsobem může RSV vstupovat do savčích buněk. Přestože savčí 

orthology popsaných ptačích receptorů nezprostředkovávají vstup RSV do buňky, bylo 

opakovaně pozorováno, že některé kmeny RSV dokáží s nízkou účinností savčí buňky 

infikovat. Pro studium této problematiky byly použity potkaní (XC) a křeččí (H-20) 

nádorové linie, které vznikly transformací Pražským kmenem RSV (podskupina C). 

Jelikož u tohoto virového kmene nebyl původně pozorován tropismus pro savčí buňky, 

byly analyzovány provirové sekvence RSV v těchto nádorových linií za účelem 

nalezení změn zodpovědných za vstup viru do savčích buněk. 

 

2. Zjistit, proč se RSV nedokáže v savčích buňkách replikovat. Ačkoliv RSV v určitých 

případech dokáže vstupovat do savčích buněk a integrovat do jejich genomu svoji 

provirovou DNA, nedochází k tvorbě infekčních virových částic, což ukazuje na blok 

v pozdní fázi virové replikace. Jestliže jsou ale savčí buňky nesoucí provirus RSV 

fúzovány s permisivními kuřecími buňkami, dochází k obnovení virové replikace. Ke 

splnění tohoto cíle byla použita křeččí linie RSCh, která byla transformována kmenem 

Schmidt Ruppin RSV (podskupina D). Za účelem odhalení defektů virové replikace 

byla analyzována exprese virových genů v RSCh a byly zkoumány změny po fúzi 

s kuřecími fibroblasty. 

. 
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3 Literární přehled 

3.1 Retroviry 

Retroviry patří do rozmanité skupiny obalených RNA virů a jejich charakteristickým 

znakem, od kterého je odvozen i jejich název, je zpětný přepis genomové RNA do DNA, tzv. 

reverzní transkripce. Tento proces je katalyzován virovým enzymem reverzní transkriptázou 

(RT) a vzniklá DNA je následně pomocí dalšího virového enzymu, integrázy (IN), vložena do 

genomu hostitelské buňky. Díky této unikátní vlastnosti nepředstavují retroviry pouze infekční 

částice, které se přenáší mezi jednotlivými hostiteli, ale jejich sekvence nacházíme i v genomu 

všech obratlovců (tzv. endogenní retroviry). Například přibližně 8 % lidského genomu je 

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

Retroviry napadají živočichy od nižších obratlovců až po člověka, přičemž způsobují 

celou řadu onemocnění s mnoha různými projevy. U ptačích a myších retrovirů se jedná 

především o tvorbu nádoru v hostiteli. Vznik nádoru může být způsoben buď transdukcí 

onkogenu v retrovirovém genomu, nebo je indukován nepřímo tzv. inzerční mutagenezí, tj. 

aktivací nebo inaktivací různých buněčných genů v důsledku integrace virové DNA v jejich 

blízkosti (Svoboda et al., 2003). K dalším onemocněním způsobeným retroviry se řadí 

imunodeficience a různá neurologická onemocnění. U lidí byly zatím nalezeny dva zástupci 

retrovirů, virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus, HIV) způsobující 

AIDS a lidský T-lymfotropní virus (human T-cell leukemia virus, HTLV) způsobující 

leukémie. 

Díky svým specifickým vlastnostem našly retroviry také využití při vnášení cizích genů 

do eukaryotických buněk. Vektory odvozené od různých retrovirů se využívají v laboratořích 

jak základního výzkumu, tak při genové terapii.  

3.1.1 Klasifikace retrovirů 

 Retroviry taxonomicky řadíme do čeledi Retroviridae, která se dále dělí do sedmi rodů 

zobrazených v tabulce 1. Vzhledem k organizaci genomu rozlišujeme retroviry na jednoduché 

a komplexní. Na rozdíl od jednoduchých retrovirů genom komplexních kóduje řadu dalších 

regulačních proteinů, které ovlivňují expresi virových genů nebo případně mají další pomocné 

funkce. Podle morfogeneze tvorby virové částice (virionu) dělíme retroviry na typ C a B/D. Pro 

typ C je charakteristické skládání částic na cytoplazmatické membráně, zatímco skládání 

retrovirů typu B/D probíhá v cytoplazmě, odkud následně složené částice putují 
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k cytoplazmatické membráně, kde v obou případech probíhá uvolnění složené virové částice z 

buňky, tzv. pučení (Vogt, 1997a). 

 

Tabulka 1. Taxonomické rozdělení rodiny Retroviridae 
 

 

 

3.1.2 Organizace genomu retrovirů  

 Retrovirový genom je tvořen dvěma vlákny RNA o délce 7-12 kb. Tato RNA je v průběhu 

replikace přepisována do DNA, která je vložena do genomu hostitelské buňky ve formě tzv. 

proviru. Provirová DNA je z obou stran ohraničena shodnými sekvencemi LTR (long terminal 

repeats) tvořenými třemi úseky: U3 (unique – jedinečná sekvence pro 3’ konec RNA), R (repeat 

– sekvence opakující se na obou koncích RNA) a U5 (jedinečná sekvence pro 5’ konec RNA). 

Mezi LTR sekvencemi se u většiny zástupců retrovirů nacházejí geny gag, pro, pol a env.  

 Geny gag, pro a pol kódují hlavní strukturní proteiny a virové enzymy. Tyto tři geny jsou 

transkribovány dohromady a podle vzniklé nesestřižené mRNA jsou potom na volných 

ribozomech translatovány jako polyproteiny. Zastoupení strukturních polyproteinů není u všech 

retrovirů stejné. Během translace dochází s určitou pravděpodobností k posunu čtecího rámce 

o jeden nukleotid zpět před koncem genu gag nebo pro (v některých případech před koncem 

obou genů), čímž je zrušen terminační kodon v původním čtecím rámci a jsou translatovány i 

následující geny. Tento posun v čtecím rámci je způsoben vlivem vlásenkových struktur 

v blízkosti příslušných stop kodonů. Tak v případě RSV vznikají z jedné mRNA strukturní 

proteiny Gag-Pro (často označováno pouze Gag, ačkoliv obsahuje i proteázu) a Gag-Pro-Pol 

v přibližném poměru 20:1 (Jacks a Varmus, 1985) zatímco u HIV-1 vznikají polyproteiny Gag 

a Gag-Pro-Pol v poměru přibližně 10:1 (Staple a Butcher, 2003) (Obr. 1). Jelikož je u RSV 
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proteáza (PR) exprimovaná společně s polyproteinem Gag, viriony RSV obsahují mnohem více 

PR než viriony savčích virů. PR pak při maturaci odštěpuje sama sebe, dimerizuje a následně 

štěpí Gag na jednotlivé strukturní proteiny – matrixový protein (MA, p19), kapsidový protein 

(CA, p27), nukleokapsidový protein (NC, p12) a další proteiny specifické pro RSV p2a, p2b, 

p10, p3. Polyprotein Pol je štěpen pomocí PR na RT (p68) a IN (p32) a p4 (Moelling et al., 

1980). 

 Gen env kóduje obalový glykoprotein (envelope glycoprotein, Env), který je translatován 

ze sestřižené mRNA na membráně endoplazmatického retikula. Env je po translaci a 

glykosylaci štěpen buněčnou proteázou furinem na povrchovou (SU, gp85) a 

transmembránovou (TM, gp37) podjednotku. 

 RSV ve svém genomu kromě již zmíněných genů obsahuje také onkogen v-src (Obr. 1). 

Ten kóduje tyrosin kinázu v-Src (pp60), která způsobuje buněčnou transformaci. Protein v-Src 

je exprimován také ze sestřižené RNA. Původ tohoto onkogenu je v buněčném genu c-src, který 

reguluje buněčný růst a bývá označován jako protoonkogen. Na rozdíl od něj ale v-src postrádá 

důležitou regulační oblast, proto je konstitutivně aktivní a způsobuje transformaci infikovaných 

buněk (shrnuto viz Martin, 2001). 

 

 

Obr. 1. Organizace genomu RSV a HIV-1. Schematicky znázorněná provirová DNA je 
ohraničená sekvencemi LTR. Obdélníky symbolizují otevřené čtecí rámce pro vyznačené geny. 
Horizontální tenké čáry spojující některé obdélníky představují oblasti odstraněné sestřihem 
mRNA. Upraveno podle Vogt (1997b). 
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 Genom komplexních retrovirů, jako např. HIV-1, obsahuje kromě základních genů ještě 

řadu dalších genů pro regulační proteiny. Jejich transkripty vznikají alternativním sestřihem 

pre-mRNA (Obr. 1). 

3.1.3 Replikační cyklus retrovirů 

 Životní cyklus retrovirů (Obr. 2) lze rozdělit na časnou a pozdní fázi. Časná fáze zahrnuje 

procesy od vstupu retroviru do buňky po integraci virové DNA do buněčného genomu. Pozdní 

fáze začíná expresí virových genů a pokračuje přes skládání, pučení a zrání virových částic. Při 

všech krocích virus využívá buněčné faktory svého hostitele, kterým se virus přizpůsobil a které 

jsou nezbytně nutné pro jeho replikaci. 

 Prvním krokem virové infekce je vstup viru do buňky. Virový obalový glykoprotein 

interaguje pomocí své povrchové podjednotky (SU) se specifickým receptorem na povrchu 

hostitelské buňky. Tato vazba způsobí konformační změnu v transmembránové podjednotce 

(TM), která následně zprostředkuje fúzi virové a cytoplazmatické membrány. Jelikož se část 

této práce týká právě virového vstupu do buňky, bude přesný mechanizmus těchto procesů 

podrobně popsán v dalších kapitolách (viz 3.3). 

 Po vstupu virového jádra (tzv. „core“) do buňky, dochází k jeho rozpadu a zahájení 

reverzní transkripce. Tento proces probíhá v cytoplazmě v nukleoproteinovém komplexu a je 

katalyzován pomocí reverzní transkriptázy (RT) po nasednutí tRNA jako primeru na vazebné 

místo na virové RNA (primer binding site, PBS). Elongace probíhá v několika krocích a 

na jejím konci je původní genomová RNA přepsána do lineární dvouřetězcové DNA. 

V průběhu tohoto děje vzniká meziprodukt, hybrid RNA-DNA, z něhož je pak RNA 

degradována také prostřednictvím RT, která vykazuje i RNázovou aktivitu. Kvůli 

intramolekulárním přeskokům RT je vzniklá virová RNA delší než původní RNA. Na 3’ konci 

je přidána oblast U5, na 5’ konci U3 a takto vznikají na obou koncích virové DNA shodné LTR 

oblasti. Reverzní transkripce je ve srovnání s replikací buněčných genomů značně nepřesná a 

je zdrojem mnoha mutací. Navíc v průběhu reverzní transkripce může docházet k rekombinaci 

mezi dvěma řetězci virového genomu. Díky tomu je mezi vzniklou virovou populací značná 

odlišnost a virus se může rychle přizpůsobovat novým podmínkám (shrnuto v Delviks-

Frankenberry et al., 2011). 

 Nově vzniklá virová DNA vytváří s integrázou (IN) a dalšími virovými i hostitelskými 

proteiny preintegrační komplex (pre-integration complex, PIC), který vstupuje do jádra, kde je 

poté virová DNA pomocí IN integrována do genomu hostitelské buňky. U některých virů je 
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tento krok závislý na dočasném rozpadu jaderného obalu v průběhu mitózy, jiné viry dokáží 

PIC aktivně transportovat pomocí buněčného mechanizmu exportu do jádra. V případě viru 

Rousova sarkomu bylo ukázáno, že je virus schopný infikovat i nedělící se buňky, ale s nízkou 

účinností (Hatziioannou a Goff, 2001). 

  

  
 
Obr. 2. Schématické znázornění životního cyklu jednoduchých retrovirů. 1 – interakce 
s buněčnými receptory a fúze membrán, 2 –  vstup  „core“  do  cytoplazmy a jeho rozpad,  3 – 
reverzní transkripce, 4 – vstup preintegračního komplexu do jádra, 5 – integrace provirové 
DNA do buněčného chromozomu, 6, 7 - transkripce, 8 – sestřih mRNA, 9, 10 – export  RNA  
z  jádra, 11, 12 – translace, 13 – složení částice v cytoplazmě (B/D typ retrovirů), 14 – složení 
částice na cytoplazmatické membráně (C typ retrovirů), 15 - pučení virové částice, 16 – zrání. 
Převzato z Carter a Saunders (2007), upraveno. 
  

 

 Pozdní fáze začíná transkripcí integrované provirové DNA buněčnou RNA-polymerázou 

II. Při regulaci tohoto přepisu se uplatňují především oblasti v LTR, na které se vážou buněčné 

transkripční faktory. U komplexních retrovirů je úroveň transkripce ovlivněna i virovými 
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aktivačními faktory. Vznikající virová RNA dále podléhá stejným úpravám jako buněčné RNA, 

je tedy opatřena methylovanou čepičkou na 5’ konci, polyadenylována na 3’ konci a její určitá 

část může být alternativně sestřižena. Nesestřižená RNA má dvě funkce, kóduje strukturní 

polyproteiny (Gag, Pro a Pol) a slouží jako budoucí virová genomová RNA. Sestřižená mRNA 

slouží k expresi dalších virových proteinů, především prekurzoru povrchových glykoproteinů 

Env. Aby byl zachován správný poměr mezi nesestřiženými a sestřiženými mRNA, musí být 

sestřih regulován správným způsobem. Této problematice je pak dále věnovaná samostatná 

kapitola (viz 3.4.2). 

 Prekurzor Env vzniká translací na ribozomech drsného endoplazmatického retikula a 

v jeho lumen je částečně glykosylován. Glykosylace Env je dokončena v Golgiho komplexu. 

Env vytváří homotrimery, jejichž podjednotky jsou pomocí proteázy furinu štěpeny na 

výsledný povrchový (SU) a transmembránový (TM) glykoprotein. V případě RSV zůstávají SU 

a TM propojeny disulfidickou vazbou, v případě jiných retrovirů (např. HIV) jsou spojeny 

nekovalentními vazbami. 

 Prekurzory Gag a Gag-Pol vznikají na volných ribozomech a jejich množství je 

regulováno díky posunu čtecího rámce, ke kterému dochází s určitou pravděpodobností 

v průběhu translace (viz kap. 3.1.2). 

 Skládání, pučení a zrání retrovirů jsou poslední kroky vzniku nových virových částic. 

Skládání se obvykle odehrává buď na cytoplazmatické membráně, jak je tomu i u RSV, nebo 

na určitém místě v cytosolu hostitelské buňky, odkud pak složené částice putují 

k cytoplazmatické membráně. Pro interakci s cytoplazmatickou membránou je důležitá bazická 

oblast obsažená v MA proteinu. Oblasti v CA a NC zprostředkovávají multimerizaci proteinů 

Gag a krátké peptidové motivy, tzv. pozdní domény, zprostředkovávají interakci s buněčným 

endozomálním systémem, který virus využívá pro své vypučení ven z buňky (shrnuto v 

Demirov a Freed, 2004). Během pučení získává virion svou fosfolipidovou membránu. Při 

uvolňování částice nebo krátce poté dochází k tzv. zrání (maturaci) neboli štěpení 

polyproteinových prekurzorů virovou proteázou. 

3.2 Ptačí sarkomové a leukózové viry 

 Studium ptačích retrovirů začalo před více než jedním stoletím. Virus Rousova sarkomu 

(Rous sarcoma virus, RSV) se stal prvním objeveným retrovirem, když Francis Peyton Rous 

v roce 1911 publikoval své pozorování, že kuřecí sarkom může být přenášen pomocí 

bezbuněčného filtrátu (Rous, 1911). Později se ukázalo, že je tento virus odvozen od více 
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rozšířeného ptačího leukózového viru, od kterého se liší přítomností onkogenu src. Tyto a 

ostatní příbuzné viry se řadí do skupiny ptačích leukózových a sarkomových virů (ASLV), která 

spadá pod rod Alpharetroviridae. 

ASLV patří spolu s virem Markovy choroby a retikuloendoteliózním virem mezi 

nejčastější původce nádorového onemocnění v drůbežích chovech (Fadly a Niar, 2008). 

Přirozeným hostitelem ASLV je kur domácí, ale i jiné druhy ptáků mohou být těmito viry 

infikovány. Základní rozdělení ASLV je na akutně a pomalu transformující viry. Dále se pak 

dělí na jednotlivé podskupiny (A-K) podle svého obalového glykoproteinu a jím ovlivněné 

hostitelské specifity. 

3.2.1 Ptačí leukózové viry 

Mezi pomalu transformující viry patří ptačí leukózové viry (ALV). V jejich případě 

dochází ke tvorbě nádoru až po relativně dlouhé době (v rámci několika týdnů nebo měsíců) a 

nádor je způsoben integrací blízko protoonkogenu, jehož exprese je následně deregulována. 

V některých nádorech byla ALV integrace detekována například v blízkosti genu myc (Payne 

et al., 1982), nebo genu pro onkogenní microRNA-155 (Clurman a Hayward, 1989). 

V komerčních chovech patří mezi nejrozšířenější kmen ALV-A. Tento kmen často způsobuje 

lymfoidní leukózu a lymfomy B-buněk. Ačkoliv virus je poměrně rozšířený, pouze u malé části 

infikovaných ptáků se vyvine neoplázie. Navíc existují kuřecí linie rezistentní vůči tomuto 

kmenu a díky selektivnímu chovu se podařilo zabránit významnějšímu šíření tohoto viru. 

Dalším rozšířeným kmenem je ALV-J, který byl objeven na konci 80. let. ALV-J se rychle 

rozšířil po celém světě a způsobuje velké ekonomické ztráty, především v Číně. Tento virus 

indukuje jiné spektrum nádorů než ALV-A, jedná se především o myeloidní leukózu a 

hemangiosarkomy (shrnuto v Justice a Beemon, 2013). V posledních letech jsou rovněž 

objevovány nové izoláty, které jsou pro svoji evoluční vzdálenost od dosud definovaných 

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

Mezi ALV se nacházejí i retroviry endogenního původu. Ty patří především do 

podskupiny E a pravděpodobně vznikly z exogenních retrovirů, které se během koevoluce se 

svým hostitelem integrovaly do zárodečných buněk. Genomy těchto virů jsou obvykle neúplné, 

transkripčně umlčené a jen částečně exprimované. Také podskupiny F-I jsou endogenního 

původu a vyskytují se u různých druhů hrabavých ptáků (shrnuto viz Weiss, 1993). 
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3.2.2 Virus Rousova sarkomu 

Akutně transformující viry na rozdíl od ALV obsahují ve svém genomu onkogen a 

indukují proto tvorbu nádoru podstatně rychleji, v rámci několika dní nebo týdnů. Hlavním 

představitelem těchto virů je virus Rousova sarkomu (RSV), který nese ve svém genomu 

onkogen src. RSV je výjimečný tím, že na rozdíl od jiných zástupců této skupiny je replikačně 

kompetentní. V ostatních případech onkogen narušuje některý z virových genů, a proto tyto 

viry potřebují pro své šíření přítomnost tzv. pomocného viru. Stejně jako ALV může RSV pro 

svůj vstup používat různé obalové glykoproteiny, podle kterých se dělí do jednotlivých 

virových podskupin (viz tabulka 2). 

Jelikož byl RSV prvním objeveným retrovirem, stal se modelovým zástupcem, díky 

kterému byly objeveny základní vlastnosti retrovirů, kterými jsou reverzní transkripce virové 

RNA a integrace vzniklé DNA do genomu hostitelské buňky. RSV posloužilo ke studii i dalších 

aspektů retrovirové replikace, jako je vstup viru do buňky, integrace virové DNA, regulace 

transkripce a sestřihu virové RNA, tvorba a struktura virových částic atd. RSV byl také prvním 

pozorovaným onkogenním virem a jeho studium významně přispělo k odhalení některých 

mechanizmů karcinogeneze. 

 

Tabulka 2. Přehled laboratorních kmenů ptačích sarkomových virů rozdělených podle 
virové podskupiny. Upraveno podle Payne (1992). 
 

 

 

3.3 Vstup ASLV do buňky 

 Vstup retrovirů do buňky je zprostředkován interakcí obalového glykoproteinu (envelope 

glycoprotein, Env) se specifickým buněčným receptorem. V případě ASLV byly nalezeny Env 

podskupin A-K. Zatímco obalové glykoproteiny podskupin A-E jsou velmi příbuzné a vysoce 
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homologní, Env podskupiny J se liší a sdílí s ostatními podskupinami jen nízkou míru 

homologie (37-40 %). Env nově navržené podskupiny K je oproti tomu podskupinám A-E 

mnohem podobnější (homologie 78-85 %) (Cui et al., 2014). V následujících kapitolách bude 

podrobně probrána struktura Env a mechanizmus virového vstupu do buňky. Je pravděpodobné, 

že ačkoliv jednotlivé obalové glykoproteiny využívají různé receptory, mechanizmus vstupu 

viru je podobný, alespoň v případě podskupin A-E. Přesto je nutné podotknout, že popsaný 

mechanizmus je založen především na experimentech s podskupinou A, jelikož receptor pro 

tuto virovou podskupinu byl odhalen jako první. 

3.3.1 Obalové glykoproteiny ASLV 

 Obalový glykoprotein ASLV patří do skupiny fúzních proteinů třídy I a má tedy 

podobnou strukturu jako např. HIV Env, HA viru chřipky nebo GP1/GP2 viru Ebola. ASLV 

Env je translatován ze sestřižené mRNA, jejíž začátek je odvozen od genu gag. Na N-konci 

proteinu se nalézá signální peptid, který směřuje Env do endoplazmatického retikula, kde 

dochází k jeho glykosylaci. Env vytváří homotrimery, v nichž každá molekula Env je následně 

štěpena na dvě podjednotky, povrchovou (SU) a transmembránovou (TM), které zůstávají 

spojené disulfidovou vazbou. Trimery SU+TM jsou následně transportovány na buněčnou 

membránu, kde jsou poté inkorporovány do pučících virových částic (shrnuto v Hunter, 1997). 

 SU podjednotka je zodpovědná za interakci s buněčným receptorem a předpokládá se, že 

určuje hostitelskou specifitu. Geny obalových glykoproteinů podskupin A-E jsou velmi 

konzervované s výjimkou pěti oblastí, které jsou vyznačeny na obrázku 3 (Dorner et al., 1985). 

Další analýzy ukázaly, že hostitelskou specifitu určují především dva delší hypervariabilní 

úseky, označované hr1/2. Záměny v těchto oblastech byly schopny ovlivnit rozsah hostitelů, 

které byl virus schopný infikovat (Bova et al., 1988; Dorner et al., 1985; Tsichlis et al., 1980). 

Kratší variabilní úseky nazývané vr1/2/3 pravděpodobně nehrají tak významnou roli.  

 Zatímco SU podjednotka zajišťuje vazbu na receptor, TM podjednotka zprostředkovává 

membránovou fúzi. V této podjednotce se na N-konci nalézá hydrofobní fúzní peptid (FP) a na 

C-konci transmembránová doména zodpovědná za ukotvení proteinu do membrány (membrane 

spanning domain, MSD). Mezi těmito doménami se nalézají dvě oblasti aminokyselinových 

repetic označované HR1/2 (heptad repeats), které jsou důležité pro tvorbu struktury nazývané 

šestihelikální svazek (six helix bundle, 6HB) (Obr. 3). 
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Obr. 3. Schématické znázornění doménové struktury obalového glykoproteinu ASLV. 
V povrchové podjednotce (SU) jsou černě vyznačeny oblasti ovlivňující hostitelskou specifitu 
(hr1/2) a variabilní oblasti (vr1/2/3). V transmembránové podjednotce je bíle označen fúzní 
peptid (FP), doména procházející membránou (MSD) a aminokyselinové repetice důležité pro 
tvorbu šestihelikálního svazku (HR1/2). 

   

3.3.2 Buněčné receptory pro ASLV 

Obalové glykoproteiny ASLV rozeznávají různé molekuly na povrchu hostitelské buňky. 

Doposud byly identifikovány buněčné receptory pro ASLV podskupin A-E a J. Geny kódující 

tyto receptory leží na různých místech genomu a jimi kódované proteiny patří do odlišných 

proteinových rodin (tabulka 3). Vazba na tyto receptory vyvolává konformační změnu v Env, 

který následně zprostředkuje vstup viru do buňky. Kromě receptorů ale může Env 

pravděpodobně vázat další molekuly na povrchu buňky, které pomáhají přisednutí viru na 

membránu buňky. 

Prvním objeveným receptorem byl Tva, který slouží pro vstup virů podskupiny A (Young 

et al., 1993). Tva je příbuzný receptorům pro lipoprotein o nízké hustotě (LDLR). Byly popsány 

dvě alternativně sestřižené formy, označované podle odpovídající délky jejich mRNA jako 

Tva800 a Tva950. Oba proteiny mají shodnou extracelulární část, ale kratší forma postrádá 

transmebránovou oblast a je ukotvena k membráně pomocí glykosylfosfatidylinositolu (Bates 

et al., 1993). 

Druhým nalezeným receptorem byl Tvb, který je zodpovědný za citlivost k podskupinám 

B, D a E. Tvb patří do receptorové rodiny TNF (tumor necrosis family) (Adkins et al., 2000; 

Brojatsch et al., 1996). V lokusu tvb bylo nalezeno několik alel. tvbS1 a tvbS3 kódují proteiny 

TvbS1 a TvbS3, které se od sebe liší záměnou cysteinu (TvbS1) za serin (TvbS3) v pozici 62. Obě 

varianty umožňují vstup virů podskupiny B a D, ale pouze TvbS3 může sloužit jako receptor 

pro viry podskupiny E (Adkins et al., 2001). Dále byl také nalezen homolog v krůtích buňkách 

tvbt, který kóduje receptor pouze pro virovou podskupinu E (Adkins et al., 1997). 

Pro vstup virů podskupiny C slouží receptor Tvc, který je sekvenčně nejvíce podobný 

savčímu imunoglobulinu – butyrofilinu BTN1A1 (Elleder et al., 2005). Extracelulární část Tvc 

se skládá ze dvou domén podobných imunoglobulinům – IgV a IgC. Za interakci s EnvC je 



 

24 
 

zodpovědná IgV a pro tuto vazbu jsou kritické především dvě aromatické aminokyseliny, Trp-

70 a Tyr-127. IgC doména je pak důležitá pro správnou orientaci a udržování vazebného místa 

ve vhodné vzdálenosti od buněčné membrány (Munguia a Federspiel, 2008). 

 

Tabulka 3. Přehled buněčných receptorů pro různé podskupiny ASLV.  

 

 

 

Pro viry podskupiny J byl popsán jako receptor Na/H přenašeč (Na/H exchanger type 1, 

NHE1) (Chai a Bates, 2006). Kritickou aminokyselinou pro interakci s obalovým proteinem je 

Trp-38, jehož delece v NHE1 způsobuje rezistenci k ALV-J (Kucerova et al., 2013). 

Ve všech případech kromě genu pro NHE1 byly v určitých kuřecích liniích detekovány 

rezistentní alely, které způsobují defekt v expresi receptoru (Elleder et al., 2004; Elleder et al., 

2005; Klucking et al., 2002). Výskyt rezistentních jedinců nasvědčuje koevoluci virů ASLV se 

svým hostitelem a poskytuje pravděpodobné vysvětlení, proč se ASLV vyvinuly tak, aby mohly 

využívat různé buněčné proteiny jako své receptory. 

3.3.3 Mechanizmus vstupu ASLV do buňky 

Vstup ASLV do buňky je unikátní tím, že využívá mechanizmu, kdy je fúze membrán 

aktivována ve dvou krocích a kombinuje znaky pH-závislých i pH-nezávislých virů (Obr. 4). 

První krok zahrnuje konformační změnu, která je vyvolaná interakcí SU s receptorem a je 

nezávislá na pH. Při této první konformační změně dojde v TM k odhalení oblastí HR, fúzní 

peptid je uvolněn a díky tomu může být zanořen do membrány napadené buňky (Damico et al., 

1999; Damico et al., 1998; Gilbert et al., 1995). V tomto kroku také dochází k tvorbě reaktivního 

thiolátu na Cys-38 v SU (Smith a Cunningham, 2007). Další krok probíhá v endozomu, kde je 

nízkým pH aktivována druhá konformační změna (Barnard et al., 2004; Mothes et al., 2000). 
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HR oblasti spolu interagují, vytváří tzv. šestihelikální svazek (six helix bundle, 6HB), virová a 

buněčná membrána se přiblíží a to umožní následnou fúzi membrán (Melikyan et al., 2004). 

Různé experimenty ukazují, že meziprodukt, který vzniká po aktivaci receptorem, je 

překvapivě stabilní. Např. ASLV zůstává stabilní i několik hodin, i když jsou infikované buňky 

přechodně zablokovány pomocí činidel, která zvyšují pH v endozomech (Mothes et al., 2000; 

Narayan et al., 2003). Dalším příkladem je inhibice ASLV pomocí peptidu, který je odvozen 

od HR2 a nazývá se R99. Tento peptid nedokáže blokovat nativní formu Env, ale když se přidá 

k buněčnému povrchu, tak se váže na receptorem aktivovaný meziprodukt, kde jsou odhaleny 

HR oblasti. Díky této vazbě pravděpodobně zablokuje Env v první konformační změně 

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

  

 

Obr. 4. Mechanizmus ASLV vstupu do buňky. Nativní forma Env interaguje s receptorem. 
V TM podjednotce dojde k odhalení HR oblastí a fúzní peptid je zanořen do buněčné 
membrány. (první konformační změna, podjednotka SU není kvůli jednoduchosti zobrazena). 
V tomto stavu aktivuje nízké pH druhou konformační změnu, pro kterou je charakteristická 
tvorba šestihelikálního svazku (6HB). Následně pak dochází k fúzi membrán. Převzato z Welch 
et al. (2007), upraveno podle Barnard et al. (2006). 
 
 
 

Jednotlivé kroky odehrávající se po aktivaci Env receptorem byly popsány především 

díky pokusům založeným na inkubaci viru (nebo samotného Env) se solubilním receptorem. 

Ačkoliv je nativní virus poměrně stabilní i v kyselém pH, po aktivaci solubilním receptorem se 

stane virus vysoce citlivým k nízkému pH a již během pár minut ztrácí svoji infektivitu (Mothes 

et al., 2000). Po inkubaci viru se solubilním receptorem je možné také detekovat uvolnění 

fúzního peptidu Env díky vazbě na lipozomy (Damico et al., 1998; Hernandez et al., 1997). 

Tvorba reaktivního thiolátu na Cys-38 v Env může být detekována pomocí alkylačního činidla, 
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které specificky reaguje s thiolovou skupinou a tím inhibuje virový vstup. Tato sloučenina se 

nazývá PEG-maleimid-biotin (PMB) a virus se vůči ní stává citlivým opět až po aktivaci 

solubilním receptorem. Také tvorba 6HB, která je charakteristická pro druhou konformační 

změnu, může být napodobena v biochemickém pokusu. V tomto případě musí nejdříve dojít k 

inkubaci viru se solubilním receptorem a následně ke snížení pH. Pak transmembránové 

podjednotky Env tvoří SDS-rezistentní oligomery, které odpovídají formaci 6HB a mohou být 

detekovány pomocí SDS-PAGE (Smith et al., 2004). Dále bylo ukázáno, že změny vyvolané 

interakcí viru se solubilním receptorem jsou dostatečné k tomu, aby virus vstoupil i do buněk, 

které receptor postrádají (Damico a Bates, 2000). 

3.4 Úpravy virové mRNA 

Po integraci do genomu hostitelské buňky začíná exprese retrovirových genů transkripcí 

buněčnou RNA polymerázou II. Virová mRNA podléhá poté dalším úpravám, jako je vytvoření 

methylované čepičky na 5’ konci, sestřih prekurzorové mRNA (pre-mRNA) nebo 

polyadenylace na 3’ konci. Tyto procesy jsou zajištěné ribonukleoproteinovými komplexy 

infikované buňky, ale přesto musí docházet k určité regulaci i na virové úrovni. RSV patří mezi 

jednoduché retroviry, tudíž ve svém genomu pravděpodobně nekóduje žádný specializovaný 

protein, který by se této regulace účastnil. Proto jsou úpravy virové RNA ovlivněny především 

pomocí různých cis sekvencí na virové RNA, které jsou rozeznávány hostitelskými proteiny. 

Pro tvorbu nové částice jsou potřeba jak nesestřižené, tak sestřižené mRNA, jejichž množství 

musí vznikat ve správném poměru. Za tímto účelem je využíváno několik různých cis sekvencí, 

jak bude probráno v následující kapitole. Jelikož se v eukaryotické buňce tvoří většina mRNA 

sestřihem pre-mRNA, je sestřih RNA spojený i s následujícími procesy, jako jsou 

polyadenylace a jaderný export RNA. V případě RSV je ale potřeba, aby většina mRNA zůstala 

nesestřižená, a tudíž si tento virus musel vyvinout mechanizmy, jak zajistit polyadenylaci na 

3’ konci RNA a export této RNA z jádra. 

3.4.1 Sestřih pre-mRNA 

Sestřih RNA je v jádrech eukaryotických buněk zajištěn velkým makromolekulárním 

komplexem, který se nazývá spliceozom. Ten je zodpovědný za rozeznání hranice exonů a 

intronů a provedení sestřihové reakce. Většina buněčných intronů je vystřižena pomocí 

spliceozomu, který obsahuje pět malých jaderných ribonukleoproteinových (snRNP) částic 

(U1, U2, U4, U5 a U6). Jakým způsobem jsou sestřihová místa přesně definována, není známo, 

ačkoliv sestřihové signály na hranicích exon-intron mají určité charakteristické znaky. 
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5’ sestřihové místo má krátkou konzervativní sekvenci, zatímco 3’ sestřihové místo obsahuje 

místo větvení (branch point sequence, BPS) a polypyrimidinový trakt (PY) (Obr. 5). 

5’ sestřihové místo je rozeznáno pomocí U1 a PY váže pomocný faktor U2 (U2 auxiliary factor, 

U2AF), který je potřebný pro následnou vazbu U2 na BPS. Posléze dochází ke spojení s 

komplexem U4/U5/U6 a v několika krocích dojde k vystřižení intronu. Bylo ukázáno, že kromě 

sestřihových míst jsou důležité ještě další sekvence, které se můžou nacházet jak v intronech, 

tak v exonech. Tyto cis elementy mohou sestřih daného intronu buď tlumit, nebo naopak 

posilovat. Jestliže se jedná o tlumící elementy, nazývají se sestřihové supresory a nejčastěji jsou 

rozeznávané pomocí heterogenních jaderných ribonukleoproteinů (hnRNP). Naopak elementy, 

které sestřih posilují, se nazývají sestřihové enhancery a většinou vážou proteiny bohaté na 

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

 

 

 

 
Obr. 5. Regulace sestřihu v eukaryotických buňkách. Vyznačena jsou místa důležitá pro 
rozpoznání intronu – 5’ sestřihové místo GU, místo větvení A, polypyrimidinový trakt (Y)n a 
3’ sestřihové místo AG. Sekvence obklopující obě sestřihová místa jsou velmi konzervované, 
jak je naznačeno ve výřezu. Velikost každého nukleotidu je proporční k frekvenci jeho výskytu 
v sestřihových místech lidských genů. Spliceozom je složen z malých jaderných 
ribonukleoproteinů (snRNP) a zahrnuje podjednotky U1, U2, U4, U5 a U6. V první fázi U1 
snRNP váže 5’ sestřihové místo, U2AF polypyrimidinový trakt a U2 snRNP místo větvení, 
pomocí těchto ribonukleoproteinů jsou posléze připojeny ostatní podjednotky. Sestřih je dále 
regulován pomocí dalších cis elementů na RNA. SR proteiny interagují s posilujícími signály 
(enhancery), zatímco hnRNP rozpoznávají tlumící signály (supresory). ESS – exonový 
sestřihový supresor, ISS – intronový sestřihový supresor, ISE – intronový sestřihový enhancer, 
ESE – exonový sestřihový enhancer. Převzato z Dubois et al. (2014), upraveno. 
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Kromě klasického spliceozomu byl v eukaryotických buňkách nalezen další spliceozom, 

který rozeznává vzácný druh intronů, jejichž sestřihová místa se sekvenčně významně liší od 

výše popsaných. Mechanizmus sestřihu těchto intronů je velmi podobný jako sestřih 

majoritních intronů s tím rozdílem, že tento spliceozom obsahuje kromě U5 snRNP 

podjednotky, která je společná oběma dráhám, unikátní složení ostatních snRNP (U11, U12, 

U4atac,U6atac) (shrnuto v Turunen et al., 2013). 

3.4.2 Regulace sestřihu RSV mRNA 

Pro tvorbu nových infekčních částic RSV je potřeba různé množství virových proteinů. 

V kapitole 3.1.2 bylo probráno, jak probíhá regulace na úrovni translace mezi proteiny Gag a 

Gag-Pol. Avšak hlavním mechanizmem k dosažení správného poměru virových proteinů je 

především regulace sestřihu virové mRNA (Obr. 6A).  

Proteiny Gag a Pol jsou translatovány z nesestřižené RNA, která je také potřeba jako 

genomová RNA v nově vzniklých virových částicích. Z tohoto důvodu je důležité, aby většina 

virové mRNA zůstávala nesestřižená. V kuřecích buňkách představuje virová nesestřižená (též 

označovaná jako genomová) mRNA okolo 75% všech virových mRNA (Berberich et al., 1990). 

Proteiny Env a Src jsou translatovány ze dvou různých sestřižených mRNA. V obou případech 

probíhá sestřih mRNA na stejném 5’ sestřihovém místě, ale je použito rozdílné 3’ sestřihové 

místo (Obr. 6A). Tyto sestřižené mRNA jsou v kuřecích buňkách tvořeny v přibližně stejném 

množství (10-15 % každá). Jak již bylo zmíněno, sestřih RSV mRNA je ovlivněn pomocí cis 

elementů na RNA. Regulace zahrnuje jak samotné sekvence sestřihových míst, které jsou 

suboptimální, tak elementy mimo sestřihová místa, které sestřih ovlivňují buď pozitivně, nebo 

negativně (Obr. 6B). 

3.4.2.1 Negativní regulátor sestřihu 

Nejprozkoumanějším cis elementem ovlivňujícím sestřih env i src mRNA je negativní 

regulátor sestřihu (NRS). Tento 230 nukleotidů dlouhý úsek RNA leží na začátku genu gag a 

obsahuje dvě funkční oblasti – oblast na 5’ konci, která je bohatá na puriny (NRS5’) a oblast 

na 3’ konci, která obsahuje místo podobné sestřihovému místu (NRS3’) (McNally et al., 1991). 

Bylo zjištěno, že zatímco NRS5’ váže řadu SR proteinů jako například SRp20, ASF/SF2, 9G8, 

SC35 (McNally a McNally, 1996), oblast NRS3’ interaguje s U1 a překvapivě také s U11 

snRNP (Gontarek et al., 1993) (Obr. 7A). Další experimenty posléze odhalily pravděpodobný 

mechanizmus tohoto netradičního negativního elementu. SR proteiny pomáhají vazbě U1 na 

NRS3’ a toto místo vytváří pseudo 5’ sestřihové místo, které interaguje s oběma 
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3’ sestřihovými místy a tím brání těmto místům ve správném sestřihu (Obr. 7B). Proč není tento 

vzniklý komplex podobný spliceozomu schopný katalyzovat sestřih RNA, zatím není přesně 

známo (shrnuto v McNally, 2008). 

 

 

 
 

Obr. 6. Elementy ovlivňující sestřih a export RSV RNA. (A) Struktura proviru RSV a 
jednotlivé druhy virových mRNA. Na koncích provirové DNA jsou vyznačeny sekvence LTR 
s oblastmi U3, R (černý obdélník), U5. Kódující oblasti genů gag, pol, env a src jsou ukázány 
jako různě šedivé obdélníky. V závorkách je uvedeno relativní zastoupení jednotlivých mRNA 
v kuřecích buňkách. Tečkovaná čára představuje sestřižené úseky. Sestřihová místa označena 
ss (splicing site). (B) Schématické zobrazení cis elementů ovlivňující sestřih RSV RNA. 
Červeně vyznačené obdélníky představují negativně působící elementy: negativní regulátor 
sestřihu (NRS), suboptimální sestřihová místa – místo větvení (BPS) před env 3’ sestřihovým 
místem a polypyrimidinový trakt před src 3’ sestřihovým místem, supresor sestřihu src (SSS) 
a element ovlivňující export nesestřižené RNA – opakující se sekvence DR. Zeleně je vyznačen 
pozitivně působící element enhancer sestřihu env (ESE). Převzato z McNally (2008), upraveno. 
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Vazba U11 snRNP na NRS3’ se ukázala jako méně významná pro inhibici sestřihu virové 

RNA, ačkoliv má nejspíše regulační funkci. Vazebná místa pro U1 a U11 se překrývají, a tudíž 

vazba U11 brání interakci s U1 (Hibbert et al., 1999). V blízkosti U11 vazebného místa byly 

nalezeny sekvence bohaté na guanosin, které slouží k rozpoznání proteinu hnRNP H, a tak 

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

 

 

 

Obr. 7. Schématické znázornění cis elementů a trans faktorů důležitých pro funkci 
negativního regulátoru sestřihu (NRS). (A) Oblasti NRS je vyznačena červeně. NRS5’ váže 
SR proteiny (označeny modře) a NRS3’ obsahuje překrývající se vazebná místa pro U1 a U11 
snRNP. Oblast za NRS obsahuje vazebná místa pro hnRNP H (žluté H). SR proteiny podporují 
vazbu U1 snRNP (šipka), zatímco hnRNP H ovlivňují bud přímo nebo nepřímo přes jiný protein 
(?) vazbu U11 (šipka). (B) Navržený model pro mechanizmus NRS inhibice sestřihu. Exony 
RSV jsou vyznačeny modře a NRS červeně. SR proteiny podporují vazbu U1 na regulérní 
5’ sestřihové místo a NRS. Tato místa pak soupeří o vazbu s 3’ sestřihovým místem (na tomto 
příkladu env). NRS s navázaným U1 po interakci s 3’ sestřihovým místem vytváří komplex, 
který ale není katalyticky aktivní. U11 vazba by zabránila vazbě U1 a podpořila regulérní 
sestřih. Sestřihová místa označena ss (splicing site). Převzato z McNally (2008), upraveno. 
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3.4.2.2 Regulace env 3’ sestřihového místa 

Dalším z mechanizmů, kterým je ovlivňován sestřih RSV RNA, je použití 

suboptimálních 3’ sestřihových míst. V případě env 3’ sestřihového místa bylo zjištěno, že 

inzerce 24 nukleotidů před sestřihovým místem způsobila výrazný nárůst v tvorbě env mRNA 

(Katz et al., 1988). Následně byla tato změna v sestřihu mRNA vysvětlena tím, že inzercí došlo 

k vytvoření nového efektivněji využívaného místa větvení (BPS), které v env 3’ sestřihovém 

místě není optimální (Katz a Skalka, 1990). Díky zvýšené tvorbě env mRNA na úkor 

nesestřižené mRNA vykazoval virus výrazně pomalejší replikaci. Po dlouhodobém pasážování 

byly získány fenotypové revertanty, u kterých byly detekovány mutace snižující sestřih env 

mRNA téměř na původní množství. Nalezené mutace se daly rozdělit do dvou tříd. První třída 

obsahovala mutace ovlivňující BPS, druhá třída obsahovala delece na začátku genu env. Toto 

pozorování přispělo k odhalení elementu, který byl nazván enhancer sestřihu env (env splicing 

enhancer, ESE) (Katz a Skalka, 1990). Role ESE byla dále potvrzena při sestřihu RSV minigenu 

a bylo ukázáno, že tento element váže SR proteiny, především SRp40 (Bouck et al., 1998; 

Staknis a Reed, 1994). env 3’ sestřihové místo je tedy kromě NRS ovlivňováno dvěma 

protichůdnými elementy – suboptimálním BPS, které snižuje použití tohoto místa, a ESE na 

začátku genu env, který naopak podporuje sestřih předešlého intronu. 

3.4.2.3 Regulace src 3’ sestřihového místa 

Sestřih na src 3’ sestřihové místě rovněž není příliš účinný. Podobně jako u env, src 

3’ sestřihové místo není optimální. V tomto případě se ale jedná o polypyrimidinový trakt (PY), 

který není příliš účinný kvůli přerušení pěti puriny. Jestliže byl src PY zmutován na 

nepřerušený úsek 14 pyrimidinů, sestřih na src 3’ sestřihovém místě se navýšil z 16 % na 54 % 

(Zhang a Stoltzfus, 1995). Vedle zvýšené hladiny sestřižené src mRNA byla pozorována 

aktivace kryptického 5’ sestřihového místa na začátku genu env. Kromě suboptimálního PY je 

src 3’ sestřihové místo regulováno pomocí negativního elementu, který se nachází před genem 

src. Tento element byl nalezen díky pozorování různých hladin src mRNA u různých kmenů 

RSV (Stoltzfus et al., 1987). V případě pražského kmene C se tvoří nižší množství src mRNA 

než v Pražském kmenu A a to kvůli mutaci před genem src (Berberich a Stoltzfus, 1991). 

Nalezená sekvence byla pojmenována supresor sestřihu src (suppressor of src splicing, SSS) a 

bylo ukázáno, že tlumí sestřih nezávisle na PY a funguje i v případě jiného intronu (McNally a 

Beemon, 1992). src 3’ sestřihové místo je tedy kromě NRS regulováno dalšími dvěma 

negativními elementy, které tlumí sestřih na tomto místě – suboptimálním PY a SSS před 

genem src. 
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3.4.3 Polyadenylace nesestřižené virové mRNA 

Úpravy prekurzorové mRNA zahrnují kromě přidání čepičky a sestřihu RNA také 

polyadenylaci, během níž je 3’ konec RNA štěpen a ke konci štěpeného produktu je přidáno 

25-200 adenosinových zbytků. Polyadenylace je v eukaryotických buňkách zprostředkována 

pomocí komplexu specifického pro štěpení a polyadenylaci (cleavage and polyadenylation 

specificity factor, CPSF), který rozeznává ústřední polyadenylační signál (PAS) AAUAAA. 

Kromě tohoto signálu jsou důležitá ještě další místa RNA - sekvence dále za polyadenylačním 

místem, která je rozpoznána pomocí faktoru stimulujícího štěpení (cleavage stimulatory factor, 

CstF), a sekvence rozpoznávaná štěpícím faktorem I (cleavage factor I, CFIm). Tyto signály 

přes navázané proteiny výrazně přispívají k interakci s CPSF a následné vazbě 

poly(A)polymerázy. V současnosti se ukazuje, že při polyadenylaci kromě polyadenylačního 

signálu a přilehlých sekvencí hrají roli i další elementy. Polyadenylace je stimulována RNA 

sestřihem, její regulace je poměrně složitá a mnoho savčích transkriptů podléhá alternativní 

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

V případě RSV bylo dlouhou dobu záhadou, jakým způsobem probíhá polyadenylace 

nesestřižené virové mRNA. Ačkoliv experimenty in vitro ukazovaly, že polyadenylační místo 

RSV je slabé (Maciolek a McNally, 2008), v infikovaných kuřecích buňkách dochází 

k poměrně účinné polyadenylaci (přibližně 85% RNA je polyadenylováno). Dnes se ukazuje, 

že vysoká účinnost polyadenylace je pravděpodobně způsobená díky přítomnosti SR proteinů, 

které se vážou na negativní regulátor sestřihu (NRS) a enhancer sestřihu env (ESE). Pro jejich 

účinek je důležité, aby došlo k vytvoření pseudosestřihového komplexu, čímž dojde k přiblížení 

obou míst k polyadenylačnímu místu (Hudson et al., 2016; Hudson a McNally, 2011). SR 

proteiny pak stimulují polyadenylaci díky přímé nebo nepřímé vazbě CFIm (Obr. 8). 
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Obr. 8. Navržený model mechanizmu aktivace RSV polyadenylace působením SR 
proteinů. (A) Schématické znázornění RSV mRNA. NRS označen tmavě zeleným obdélníkem, 
enhancer sestřihu env (ESE) světlezeleným obdélníkem. SR proteiny jsou znázorněny jako 
oranžové kroužky. (B) Přiblížení NRS a ESE díky vytvoření nefunkčního sestřihového 
komplexu (modrá oblast). Díky propojení těchto míst dochází k navázání dostatečného 
množství SR proteinů pro stimulaci polyadenylace na vzdáleném polyadenylačním signálu 
(PAS) přímou nebo nepřímou (?) vazbou CFIm (červené kroužky). Převzato z Hudson et al. 
(2016), upraveno. 
 
 
 

3.4.4 Jaderný export virové nesestřižené mRNA 

Dalším krokem, který je také většinou spojený se sestřihem RNA, je export mRNA 

z jádra. Jelikož zůstává podstatná část virové mRNA nesestřižená, musí tato RNA obsahovat 

signál, který napomáhá jejímu exportu z jádra. V případě RSV byly nalezeny dvě opakující se 

sekvence (direct repeats, DR), které obklopují gen src (Ogert a Beemon, 1998; Ogert et al., 

1996). Delece obou těchto oblastí způsobila vážné problémy v replikaci viru, které byly spojené 

se sníženým množstvím nesestřižené mRNA v cytoplazmě a se sníženou tvorbou virových 

částic (Simpson et al., 1997). Překvapivě mutace v těchto elementech měla také za následek 

nárůst src mRNA, zatímco množství env mRNA zůstalo stejné (Guo et al., 2000). Toto 

pozorování naznačuje, že by DR elementy mohly hrát roli i při regulaci využití src 

3’ sestřihového místa. Jaký protein se na DR elementy váže, není známo, ale export je 

zprostředkován pomocí nepřímé interakce s proteinem Tap a Dbp5 (LeBlanc et al., 2007). 

 

 

 



 

34 
 

3.4.5 Stabilita virové nesestřižené mRNA 

Virová nesestřižená mRNA obsahuje za stop kodonem genu gag dlouhou 

netranslatovanou oblast (přibližně 7 kb). Pro buněčné mechanizmy, které slouží jako kontrola 

kvality RNA (nonsense-mediated mRNA decay, NMD), tato oblast obvykle představuje 

nesestřižený intron a signál pro degradaci RNA. Přesto je RSV nesestřižená RNA poměrně 

stabilní, a to díky RNA stabilizačnímu elementu (RNA stability element, RSE), který se nachází 

za terminačním kodonem genu gag (Barker a Beemon, 1994; Withers a Beemon, 2011). Jak 

přesně tato 155 nukleotidů dlouhá sekvence funguje, zatím není úplně jasné. Nedávno ale bylo 

ukázáno, že přítomnost této oblasti v RNA výrazně brání deadenylaci a také odstranění čepičky 

(Balagopal a Beemon, 2017). 

3.4.6 Virová genomová RNA 

Část nesestřižené virové mRNA slouží jako genomová RNA, která je sbalována do 

nových částic. Pro rozeznání virové genomové RNA je důležitý enkapsidační signál , který 

se nalézá v 5’ UTR a je rozpoznáván NC doménou proteinu Gag. Ačkoliv RSV  signál je 

přítomen jak v nesestřižené, tak sestřižené virové mRNA, sbalována je preferenčně nesestřižená 

RNA v poměru přibližně 200:1 (Banks et al., 1999). U RSV bylo pozorováno, že virový 

polyprotein Gag migruje mezi cytoplazmou a jádrem, což vedlo k hypotéze, že genomová RNA 

je pomocí proteinu Gag rozeznávána už v jádře (Scheifele et al., 2002). Když byla vytvořena 

mutovaná varianta proteinu Gag, která nebyla schopná vstupovat do jádra, bylo zjištěno, že 

dochází ke snížené inkorporaci genomové RNA do částic (Garbitt-Hirst et al., 2009). Tento 

defekt ale může být způsoben i celkově pozměněným transportem Gag v buňce, a tudíž stále 

není jasné, jaká je přesná funkce Gag v jádře (shrnuto v Kaddis Maldonado a Parent, 2016; 

Stake et al., 2013). 

3.5 RSV v savčích buňkách 

Ačkoliv přirozeným hostitelem RSV jsou pouze ptačí druhy, již před dlouhou dobou bylo 

pozorováno, že v laboratorních podmínkách dokáže RSV způsobovat nádory i v některých 

savcích (Svec et al., 1966; Svet-Moldavsky, 1958; Svoboda, 1960; Svoboda et al., 1983). Bylo 

zjištěno, že schopnost vstupovat do savčích buněk souvisí s obalovým glykoproteinem a je 

typická především pro podskupinu D, i když byl pozorován také jeden kmen podskupiny C se 

savčím tropismem - Bratislava 77, B77 (Boettiger et al., 1975; Svec et al., 1966). V savčích 

buňkách nebyl dodnes nalezen žádný receptor pro RSV, a proto nebylo dosud jasné, jak tyto 
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viry do savčích buněk vstupují. Analýza RSV kmenů se savčím tropismem (Schmidt Ruppin D 

a B77) ukázala, že oba tyto viry vykazují oproti ostatním kmenům zvýšenou citlivost k teplotě 

42 °C, což naznačuje sníženou stabilitu jejich obalových glykoproteinů (Bova-Hill et al., 1991).  

Kromě výše zmíněných kmenů byla schopnost infikovat savčí buňky také pozorována u 

mutantů odvozených od virů, které tuto vlastnost původně neměly. Mutace se vždy nacházely 

v obalovém glykoproteinu a byly pozorovány jako vedlejší efekt. U podskupiny B byla 

nalezena mutace v oblasti důležité pro hostitelskou specifitu (hr1) při charakterizaci viru, který 

byl schopný replikace v původně rezistentní křepelčí linii (Rainey et al., 2003; Taplitz a Coffin, 

1997). U podskupiny A byly nalezeny mutace v oblasti aminokyselinových repeticí HR1 

v transmembránové podjednotce při selekci viru, který byl schopen překonat blok vstupu viru 

do buňky vyvolaný inhibitorem odvozeným od HR2, nazývaným R99 (Amberg et al., 2006). 

Jakým způsobem tyto mutace umožňují vstup do savčích buněk, není známo. 

Přestože RSV vstupuje do savčích buněk, integruje svojí provirovou DNA a transformuje 

tyto buňky, nedochází v infikovaných buňkách k produkci virových částic (Altaner a Temin, 

1970; Svoboda et al., 1963; Svoboda et al., 1971). Z tohoto důvodu se savčí buňky označují 

jako nepermisivní pro RSV. Virová produkce může být ale obnovena fúzí s kuřecími fibroblasty 

(Coffin, 1972; Machala et al., 1970; Steimer a Boettiger, 1977; Svoboda a Dourmashkin, 1969). 

Toto pozorování naznačuje, že v savčích buňkách není restrikční faktor bránící virové replikaci, 

ale spíše chybí některý kuřecí faktor nezbytný k produkci infekčních virových partikulí. 

Molekulární analýza změn, ke kterým po fúzi dochází, dosud nebyla provedena. 

V savčích buňkách infikovaných RSV bylo nalezeno několik bloků na úrovni exprese 

virových proteinů. Hladina virových RNA je v savčích buňkách o jeden až dva řády nižší než 

v kuřecích buňkách (Coffin a Temin, 1972; Quintrell et al., 1980). Také poměr jednotlivých 

virových mRNA je v savčích buňkách značně odlišný od kuřecích buněk. V savčích buňkách 

tvoří většinu z virových mRNA src mRNA, zatímco množství nesestřižené mRNA je poměrně 

nízké a env mRNA není detekována. Kromě těchto mRNA byly v savčích buňkách nalezeny 

další anomálně sestřižené RNA, u kterých došlo k aktivaci nového kryptického 5’ sestřihového 

místa na začátku genu env (Berberich et al., 1990). V případě infekce savčích buněk virem ALV 

byl překvapivě detekován podobný poměr nesestřižené a env mRNA jako v infikovaných 

kuřecích buňkách, ale nesestřižená mRNA byla lokalizována především v jádře (Nasioulas et 

al., 1995). 

 Dříve se předpokládalo, že blok ASLV v savčích buňkách by mohl být způsoben absencí 

myristylace polyproteinu Gag. ASLV Gag je totiž na rozdíl od polyproteinů Gag savčích 
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retrovirů na svém N-konci acetylován (Palmiter et al., 1978). Tato hypotéza se ale nepotvrdila, 

jelikož bylo zjištěno, že RSV Gag je schopný v savčích buňkách tvořit částice i bez myristylace 

(Wills et al., 1989). 

 V savčích buňkách bylo také nalezeno několik univerzálních restrikčních faktorů, které 

brání replikaci různých retrovirů včetně RSV. Mezi takové faktory patří například protein 

tetherin, který inhibuje tvorbu virových částic uvolňovaných ven z buňky (Jouvenet et al., 

2009). Exprese těchto faktorů je často indukovaná interferonem a je tedy součástí antivirové 

vrozené imunitní odpovědi. Přítomnost těchto restrikčních faktorů ale nevysvětluje blok RSV 

replikace v savčích tkáňových kulturách, jelikož pozorovaná restrikce může být překonána fúzí 

s kuřecími buňkami. 

 Dále bylo pozorováno, že v savčích buňkách dochází k častému umlčování integrovaných 

RSV provirů kvůli DNA methylaci LTR promotorů (Hejnar et al., 1999; Searle et al., 1984). 

V této restrikci má svojí roli antivirový protein Daxx, který interaguje s  integrázou ASLV 

(Greger et al., 2005) a ovlivňuje methylaci LTR a expresi virových genů (Shalginskikh et al., 

2013). Toto epigenetické umlčování je ale závislé na místě integrace a proviry integrované 

blízko transkripčních startů zůstávají většinou aktivní i v savčích buňkách (Senigl et al., 2012). 

 Ačkoliv tedy příčina savčí nepermisivity vůči RSV zatím není plně objasněna, 

publikované výsledky naznačují, že pravděpodobný blok je na úrovni exprese virových 

proteinů. Jelikož v různých studiích byly pozorovány různé defekty, zůstává otázkou, který 

z bloků je nejvýznamnější a musí být odstraněn pro obnovení virové produkce. 
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4 Materiál a metody 

4.1 Buněčné kultury 

Buněčné linie XC a H-20 jsou nádorové linie transformované virem původu PR-RSV-C. 

Potkaní linie XC obsahuje přibližně 15-20 provirových kopií na genom (Mitsialis et al., 1983), 

zatímco křeččí linie H-20 nese pouze jeden provirus (Svoboda et al., 1983). Linie XC je 

odvozena od nádoru, který byl vyvolán injekcí kuřecí tkáně infikované PR-RSV-C do 

novorozeného potkana (Rattus norvegicus) (Svoboda, 1960). Linie H-20 pochází z nádoru 

křečka syrského (Mesocricetus auratus). V tomto případě byl novorozený křeček inokulován 

kuřecí tkání infikovanou virem XC-RSV, který byl na kuřecí buňky přenesen pomocí transfekce 

DNA z buněk XC (Geryk et al., 1984). Linie RSCh je křeččí nádorová linie transformovaná 

virem SR-RSV-D. Vznikla kokultivací embryonálních buněk křečka čínského s kuřecími 

fibroblasty infikovanými SR-RSV-D (Hlozanek et al., 1966). Všechny tyto linie neprodukují 

žádné nebo pouze zanedbatelné množství infekčního viru. 

Kuřecí linie DF-1, která neobsahuje alfaretrovirové endogenní sekvence (Himly et al., 

1998), byla získána od S. Hughese. Kuřecí embryonální fibroblasty (CEF) z linií Brown 

Leghorn (BL) a L15 byly připraveny standartním postupem z desetidenních embryí. Linie L15 

obsahuje v genu tvc mutaci posunující čtecí rámec, která způsobuje předčasnou terminaci 

translace, a tudíž se netvoří receptor Tvc (Elleder et al., 2005). Křepelčí embryonální fibroblasty 

(QEF) byly připraveny z 8denních embryí křepelky japonské (Coturnix japonica). Linie 16Q 

byla připravena z buněk QEF transformací Bryanovým kmenem RSV (BH-RSV), který 

postrádá gen env (Murphy, 1977). 

Křeččí linie NIL-2 (v této práci nazývaná pouze NIL) je spontánně transformovanou 

buněčnou linií odvozenou od embrya křečka syrského (Diamond, 1967). Příprava buněk NIL-2 

produkujících receptor Tvc (NIL-Tvc) byla popsána již dříve (Elleder et al., 2005). Linie 

lidských embryonálních ledvinných buněk (human embryonic kidney cells, HEK293) a linie 

epiteliálních buněk retiny imortalizovaných lidskou telomerázou (human telomerase reverse 

transcriptase-immortalized retinal pigment epithelial cells, RPE1-hTERT) byly pořízeny 

z americké sbírky tkáňových kultur (American Type Culture Collection, ATCC). 

4.2 Kultivace buněk in vitro 

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

(1:1) (Life Technologies) doplněném L-glutaminem, 5% telecím sérem, 1 - 5% fetálním telecím 
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sérem, 1% kuřecím sérem a 10% tryptózovým fosfátovým bujónem (Life Technologies). 

Lidské buňky HEK293 a RPE1-hTERT byly kultivovány v médiu DMEM (Sigma) doplněném 

10% telecím sérem a roztokem antibiotik (Sigma). 

K zastavení buněčného dělení bylo použito ozáření nebo mitomycin C. Buněčná suspenze 

byla ozářena 100 Gy použitím Wolf-Medizin Technik RTG T-200. Po ozáření nebyly 

pozorované žádné dělící se buňky. Mitomycin C (Sigma) byl na buňky aplikován po dobu 2 

hodin v koncentraci 10 µg/ml. Buněčná kultura byla poté třikrát opláchnuta a ponechána 

alespoň 2 hodiny v médiu bez mitomycinu C. 

K inhibici proteosyntézy byla použita dvě antibiotika, cykloheximid (Calbiochem) a 

puromycin (Sigma). Cykloheximid byl aplikován na buňky po dobu 24 hodin, puromycin 15 

hodin, oba v koncentraci 10 µg/ml. Aktinomycin D (Sigma) byl použit na inhibici transkripce 

v koncentraci 1 µg/ml. 

Transfekce buněk byla provedena činidlem Lipofectamine 2000/3000 (Invitrogen) podle 

protokolu výrobce. 

4.3 Buněčné fúze 

Buňky byly fúzovány podle standartního protokolu pomocí BioUltra polyethylenglykolu 

(PEG) 6000 (Fluka). Ozářené buňky nebo buňky ošetřené mitomycinem C byly smíchány 1:1. 

6-12 hodin po vysetí byly buňky fúzovány 50% PEG (3,5 ml na 60mm misku) po dobu 45 s a 

poté byly třikrát opláchnuty médiem DMEM bez séra. Za těchto podmínek bylo pozorováno, 

že 27-30 % buněk tvořilo polykaryonty.  

4.4 Extrakce DNA a amplifikace genu env 

Genomová DNA byla izolována pomocí fenol-chloroformové extrakce z buněk XC, H-20 

a DF-1 infikovaných XC-RSV. Gen env RSV byl amplifikován pomocí primerů PolEnd(C)_fw 

a EnvEnd_StuI polymerázou Phusion (New England Biolabs). Sekvence primerů je uvedena 

v tabulce 4. Podmínky PCR byly následující: 30 s při 98 °C, 36 cyklů složených z 15 s při 

98 °C, 30 s při 65 °C, 60 s při 72 °C a konečná elongace 7 min při 72 °C. Výsledný produkt 

PCR o délce 1869 bp byl sekvenován z obou stran pomocí stejných primerů, které byly použity 

pro amplifikaci. 
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Tabulka 4. Sekvence použitých primerů a teploty jejich nasednutí (Ta) při PCR 
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4.5 Příprava plazmidových konstruktů 

Virus PR-RSV-C byl exprimován z vektoru pPrC, který byl získán od K. Beemon (John 

Hopkins University, USA) (Ogert et al., 1996). Retrovirové vektory RCAS-EnvC-GFP a 

RCAS-EnvH20-GFP byly připraveny nahrazením genu env ve vektoru RCASBP-C-GFP 

(Federspiel a Hughes, 1997). Sekvence env z buněk H-20 a konstruktu pPrC byla amplifikována 

pomocí primerů PolEnd(C)_fw a EnvEnd_StuI za stejných podmínek, které byly popsány 

v předešlé kapitole. Produkty PCR byly adenylovány na 3‘ konci a zaklonovány do 

plazmidového vektoru pGEM-T Easy (Promega). Výsledné vektory pGEM-EnvH20 a pGEM-

EnvC byly stejně jako vektor RCASBP-C-GFP štěpeny restrikčními enzymy KpnI a StuI (New 

England Biolabs). Fragment o velikosti 1853 bp obsahující 3’ konec pol a celý env byl 

v RCASBP-C-GFP nahrazen stejně dlouhým fragmentem z pGEM-EnvC nebo pGEM-

EnvH20. 

Chimérické konstrukty EnvC-H20Part1-4 byly připraveny nahrazením jedné části EnvC 

odpovídající částí z EnvH20. pGEM-EnvC a pGEM-EnvH20 byly štěpeny NheI a AgeI pro 

výměnu první části, AgeI a HindIII pro výměnu druhé části, HindIII a Xma pro výměnu třetí 

části a Xma a StuI pro výměnu čtvrté části. Vyštěpený fragment z pGEM-EnvC byl nahrazen 

stejně velkým fragmentem z pGEM-EnvH20. Výsledné vektory pGEM-EnvC-H20Part1-4 byly 

štěpeny KpnI a StuI a byly vloženy do štěpeného RCASBP-C-GFP stejně jako bylo popsáno 

v případě RCAS-EnvC-GFP. L378S, G464S a L503V jsou konstrukty nesoucí EnvC s jednou 

specifickou mutací. Byly připraveny pomocí mutageneze PCR a klonování „In-Fusion“. 

Plazmid pGEM-EnvC (50 ng) byl amplifikován primery nesoucími konkrétní mutace 

(L378S_fw a L378S_rv, G464S_fw a G464S_fw, L503V_fw a L503V_rv) polymerázou 

Phusion za následujících podmínek: 30 s při 98 °C, 36 cyklů složených z 15 s při 98 °C, 30 s 

při 70 °C, 3 min při 72 °C a konečná elongace 7 min při 72 °C. Výsledné produkty PCR (4900 

bp) byly štěpeny DpnI k odstranění původního pGEM-EnvC a následně byly recirkularizovány 

pomocí setu In-Fusion HD cloning kit (Clontech) podle návodu výrobce. Vektory pGEM-EnvC 

nesoucí konkrétní mutace byly štěpeny KpnI a StuI a fragmenty nesoucí env byly vloženy do 

štěpeného RCASBP-C-GFP stejně, jako bylo popsáno v případě RCAS-EnvC-GFP. 

EnvA-H20Part4 a EnvB-H20Part4 byly připraveny z RCASBP-A-GFP a RCASBP-B-

GFP (Federspiel a Hughes, 1997). Část genu env kódující povrchovou podjednotku SU byla 

amplifikována primery SU-A,B_fw a SU-A,B_rv z templátu RCASBP-A-GFP (SU-A) nebo 

RCASBP-B-GFP (SU-B) pomocí polymerázy Phusion. Výsledný produkt PCR byl vložen do 

štěpeného pGEM-EnvC-H20Part4 (KpnI a XmaI) pomocí setu In-Fusion HD cloning kit. 
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Vzniklý vektor pGEM-EnvA-H20Part4 byl štěpen KpnI a StuI a byl vložen do štěpeného 

RCASBP-C-GFP stejně, jako bylo popsáno v případě RCAS-EnvC-GFP. Vektor pGEM-EnvB-

H20Part4 stejně jako vektor RCAS-EnvC-GFP byl štěpen KpnI a BstBI a fragment o velikosti 

1797 bp byl odstraněn a nahrazen stejně velkým fragmentem z pGEM-EnvB-H20Part4. 

Plazmid pro expresi glykoproteinu G viru vezikulární stomatitidy (pVSV-G) byl získán od 

firmy Clontech. Příprava konstruktu pro expresi ASLV GagPol (pcGagPol) byla popsána dříve 

(Plachy et al., 2010). 

4.6 Příprava virových inokul 

Všechny viry byly množeny stejným způsobem na kuřecích buňkách DF-1. Buňky DF-1 

byly transfekovány virovými vektory a virus byl množen 2-3 týdny. Poté bylo médium sebráno, 

centrifugováno (3850 x g, 20 min, 4 °C) a přefiltrováno přes 0,45µm filtr. Alikvoty byly 

skladovány při -80 °C. 

V případě potřeby byly některé viry zkoncentrovány ultracentrifugací přes 25% 

sacharózový polštář při 32 000 rpm po dobu 2 hod při 4 °C v rotoru Beckman SW38. 

4.7 Určení virových titrů 

Titry virů PR-RSV-C, H20-RSV a SR-RSV-D byly určeny pomocí tzv. fokálního testu, 

který byl popsán již dříve (Svoboda a Dourmashkin, 1969). Pro tento test byly používány jako 

indikátorové buňky CEF z linie Brown Leghorn a k infekci bylo použito médium obsahující 

virus nebo buňky po fúzi. Infekční centra byla počítána po třech týdnech. Virové titry jsou 

vyjádřeny jako počet jednotek tvořících fokusy (focus forming units, FFU) na ml média nebo 

určitý počet buněk. 

Viry RCAS-EnvC-GFP, RCAS-EnvH20-GFP a všechny ostatní viry odvozené od těchto 

dvou vektorů byly titrovány pomocí průtokové cytometrie. Buňky DF-1 a HEK293 byly vysety 

na 24jamkovou destičku v množství 5 x 104 buněk na jamku. Buňky NIL, NIL-Tvc a RPE1-

hTERT byly vysety na 24jamkovou destičku v množství 2,5 x 104 buněk na jamku. 5 hodin po 

vysetí byly buňky ošetřeny 200 µl média s polybrenem (20 µg/ml) po dobu 30 min a poté byly 

infikovány 200 µl virového inokula. Při infekci viry RCASBP-A-GFP a EnvA-H20Part4 nebyl 

použit polybren, jelikož inhibuje vstup ASLV podskupiny A (Toyoshima a Vogt, 1969). 

Následující den po infekci bylo médium vyměněno a v případě buněk DF-1 bylo 24 hod po 

infekci přidáno do média AZT (finální koncentrace 5 µM, Sigma), aby se zabránilo další infekci 

vznikajícím virem. Procento buněk exprimujících GFP bylo změřeno pomocí průtokové 
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cytometrie na přístroji LSRII (Becton, Dickinson) 2 (v případě buněk DF-1, HEK293) nebo 3 

(v případě NIL, NIL-Tvc a RPE1-hTERT) dny po infekci. Virový titr byl spočítán podle 

následujícího vzorce: TU/ml = (1/ředění) × (1/objem virového inokula) × (počet buněk na 

jamku v době infekce) × [−ln (1 – pozitivní frakce)] (Rainey et al., 2003). 

4.8 Buněčná frakcionace a izolace RNA 

Izolace jaderné a cytoplazmatické frakce byla provedena podle dříve popsaného 

protokolu (Blissenbach et al., 2010). Buňky byly uvolněny a opláchnuty fosfátovým pufrem 

PBS. Buněčný pelet byl resuspendován v 450 µl pufru RLN (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 140 mM 

NaCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5% Nonidet P-40, 1000 U/ml inhibitoru RNázy (Promega), 1 mM 

dithiotreitol) a inkubován 5 min na ledu. Jádra byla stočena (300 x g, 2 min, 4 °C) a 

cytoplazmatická frakce byla přenesena do 1 ml RNAzolu (Molecular Research Center). Jaderný 

pelet byl opláchnut v 500 µl  PBS (300 x g, 3 min, 4 °C) a resuspendován v 1 ml RNAzolu.  

 RNA z jednotlivých frakcí i z buněk v kultuře byla izolována pomocí RNAzolu 

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

4.9 Příprava cDNA 

Vzorky RNA byly ošetřeny DNázou I (Roche) 15 min v pufru pro reverzní transkripci, 

aby došlo k odstranění kontaminací DNA. 1 µg RNA byl poté přepsán na cDNA reverzní 

transkriptázou Moloneyho viru myší leukémie (Promega) za použití náhodných primerů podle 

protokolu výrobce. 

4.10 Kvantitativní PCR 

Množství virových mRNA bylo stanoveno v 1 µl cDNA pomocí kvantitativní PCR 

(qPCR) použitím MESA GREEN qPCR Master Mix Plus for SYBR Assay (Eurogentec) a 

systému CFX96 (Bio-Rad). Virové transkripty byly detekovány pomocí specifických primerů: 

RSV_fw a Unspl_rv pro stanovení genomové RNA (gRNA), RSV_fw a EnvD_rv pro env 

mRNA, RSV_fw a Src_rv pro src mRNA, Dbl2_fw a Src_rv pro dbl2 + cryptic2 mRNA, 

PolEnd_fw a Src2_rv pro cryptic1,2 mRNA, Dbl3_fw a Src_rv pro dbl3 + cryptic3 mRNA. 

Naměřené hodnoty byly normalizované na celkovou virovou RNA, která byla stanovena 

pomocí primerů SrcDel_fw a SrcDel_rv, nebo na expresi savčí či kuřecí glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenázy (GAPDH) stanovené pomocí primerů mGAPDH_fw a mGAPDH_rv v případě 

savčí RNA nebo chGAPDH_fw a chGAPDH_rv u kuřecí RNA. Čistota cytoplazmatické frakce 
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byla ověřena stanovením neprocesované pre-mRNA genu GAPDH. Použité primery pre-

GAPDH_fw a pre-GAPDH_rv byly navrženy do oblasti intronu 5. Objem reakce byl 20 µl a 

finální koncentrace každého primeru byla 400 nM. Externí standardy pro jednotlivé mRNA 

byly vytvořeny pomocí PCR z cDNA za použití specifických párů primerů. Vzniklé produkty 

PCR byly naklonovány do plazmidu pGEM-T Easy (Promega) a ověřeny sekvenováním. Tyto 

vektory pak byly naředěny v rozsahu 102-107 kopií na reakci a posloužily k přípravě 

kalibračních křivek. Pro stanovení gRNA, src, dbl2, dbl3, celkovou virovou RNA a GAPDH 

byly podmínky qPCR následující: 5 min při 95 °C; 40 cyklů složených z 15 s při 95 °C, 20 s 

při 61 °C, 20 s při 72 °C; a závěrečná elongace 10 min při 72 °C. Pro detekci env mRNA byly 

podmínky: 5 min při 95 °C; 40 cyklů složených z 15 s při 95 °C, 25 s při 60 °C, 20 s při 72 °C; 

a závěrečná elongace 10 min při 72 °C. Pro pre-GAPDH byly podmínky: 5 min při 95 °C; 40 

cyklů složených z 15 s při 95 °C, 20 s při 63 °C, 20 s při 72 °C; a závěrečná elongace 10 min 

při 72 °C. 

Pro semi-kvantitativní detekci endogenních virových sekvencí byla použita kuřecí cDNA 

jako templát a primery RSV_fw a Unspl_rv pro oblast gag a chEnv233_fw a chEnv1046_rv 

pro oblast env. Pro identifikace anomálně sestřižených virových transkriptů byly použity 

primery RSV_fw a Src_rv nebo PolEnd_fw a Src2_rv. 

4.11 Stanovení množství virové DNA v infikovaných buňkách 

Buňky NIL a NIL-Tvc byly vysety na 96jamkovou destičku v množství 5 x 103 buněk na 

jamku. 5 hodin po vysetí byly buňky ošetřeny 50 µl média s polybrenem (20 µg/ml) po dobu 

30 min a poté byly infikovány 50 µl virového inokula. Před infekcí byla všechna virová inokula 

ošetřena DNázou I 30 min při 37 °C, aby došlo k degradaci zbytkové virové DNA. V určitý čas 

po infekci byly buňky opláchnuty PBS a resuspendovány ve 100 µl lyzačního pufru (10 mM 

TrisHCl pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,2 mM CaCl2, 0,001% Triton X-100, 0,001% SDS, 1 mg/ml 

proteinázy K). Následně byl roztok s buňkami inkubován při 58 °C po dobu 1 hod a poté byla 

proteáza inaktivována při 95 °C 10 min. 4 µl této reakce byly analyzovány pomocí qPCR 

stejným způsobem, jako je popsáno v předešlé kapitole. Virová DNA byla detekována buď 

primery rozeznávajícími oblast env (Dbl3_fw a EnvC,D_rv), nebo primery do genu gfp (gfp_fw 

a gfp_rv). Výsledky byly normalizované na expresi savčího GAPDH. 
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4.12 Testování teplotní citlivosti viru 

Virové alikvoty byly inkubovány daný čas při 44 °C, poté byly přemístěny na led a 

použity k infekci buněk DF-1 a NIL-Tvc (infekce probíhala stejným způsobem, jako bylo 

popsáno v kapitole 4.7). Buňky DF-1 byly sklizeny následující den pro stanovení množství 

virové DNA. V buňkách NIL-Tvc byla měřena exprese GFP pomocí průtokové cytometrie 3 

dny po infekci.  

4.13 Přečištění virových částic 

Médium odebrané z infikovaných buněk bylo ultracentrifugováno přes 25% sacharózový 

polštář v pufru HN (10 mM HEPES, 130mM NaCl, pH 8,0). Pelet byl rozpuštěn v malém 

množství pufru HN přes noc při 4 °C. Takto připravené virové alikvoty byly použité pro 

inaktivaci nízkým pH, inhibici PMB a oligomerizaci TM. 

4.14 Testování virové citlivosti k nízkému pH 

Virová inaktivace nízkým pH byla provedena stejným způsobem, jako bylo popsáno dříve 

(Mothes et al., 2000). Aby došlo ke změně pH, byly viriony v pufru HN 100krát naředěny 

médiem, které mělo pH 7,4 nebo pH 5,0 (upraveno pomocí HCl). Vzorky byly inkubovány 30 

min při 37 °C a poté byly neutralizovány stejným objemem média, které bylo pufrované 25 mM 

HEPES (pH 7,4). Viry byly poté přidány k buňkám DF-1, za 24 hod bylo médium vyměněno a 

bylo přidáno AZT (5 µM). Dva dny po infekci byla změřena exprese GFP pomocí průtokové 

cytometrie. 

4.15 Inhibice virového vstupu pomocí PMB 

Inhibice pomocí PMB byla provedena podobným způsobem jako dříve (Smith a 

Cunningham, 2007). PEG-maleimid-biotin (Thermo Fisher Scientific) byl rozpuštěn v pufru 

HN a dané množství bylo přidáno k přečištěným virovým částicím. Vzorky byly inkubovány 

30 min při 37 °C, poté byly zchlazeny na ledu a zředěny v médiu, které obsahovalo 40 mM 

HEPES. Buňky DF-1 na 24jamkové destičce byly opláchnuty vychlazeným PBS a infekce 

probíhala na ledu. Destička byla poté centrifugována 2,5 hod, 1520 x g, při 4 °C. Poté bylo na 

ledu vyměněno médium a buňky byly přesunuty do 37 °C. Následující den bylo médium 

vyměněno a bylo přidáno AZT (5 µM). Exprese GFP byla měřena 2 dny po infekci pomocí 

průtokové cytometrie. 
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4.16 Příprava lipozomů 

Lipozomy byly vyrobeny podobným způsobem jako bylo popsáno dříve (Earp et al., 

2003). Před každým experimentem byly lipozomy čerstvě připraveny smícháním vaječných 

fosfolipidů a cholesterolu (Sigma) v chloroformu v molárním poměru 2:1. Fosfolipidy ze 

slepičích vajec byly izolovány podle metody 2 publikované v Gladkowsi et al. (2012). 

Koncentrace fosfolipidů byla stanovena pomocí reakce s molybdenovou modří (Rouser et al., 

1970). Směs lipidů byla vysušena na tenkou vrstvu ve skleněné nádobě s kulatým dnem pod 

konstantním proudem dusíku při pokojové teplotě. Po rozpuštění v PBS byly lipozomy dvakrát 

sonikovány 60 s při 43 °C a poté byly filtrovány 25krát přes polykarbonátovou membránu s 

velikostí pórů 0,1 µm (Avestin) v aparatuře LiposoFast Basic apparatus (Avestin). 

4.17 Vazba virových částic na lipozomy 

Vazba virových částic na lipozomy byla testována pomocí dříve popsané metody 

(Melikyan et al., 2004). Virové částice (105 transdukčních jednotek) ve 100 µl média byly 

inkubovány s 250 µl lipozomů 30 min při 37 °C. Poté byl vzorek zředěn 350 µl zchlazené 80% 

sacharózy v PBS. Výsledná směs o objemu 700 µl a obsahu sacharózy 40 % byla nanesena na 

3,2 ml 50% sacharózy v PBS a převrstvena 1 ml 30% sacharózy v PBS a 100 µl 5% sacharózy 

v PBS. Vzorky byly poté ultracentrifugovány 2 hod, 152 000 x g, při 4 °C. Z vrchu gradientu 

byly odebrány tři 400µl frakce a poslední 600µl frakce. První odběr (vrchní frakce označovaná 

top) a poslední odběr (frakce nad 50% sacharózou, označovaná jako bottom) každého vzorku 

byly smíchány s Laemmliho nanášecím pufrem (1% SDS, 10% glycerol, 0,1 M Tris-HCl, pH 

6,8, 0,1% bromfenolová modř, 5% β-merkaptoethanol), byly 10 min povařeny a rozděleny 

pomocí SDS-PAGE v 13% polyakrylamidovém gelu. Přítomnost virionů byla detekována 

pomocí Western blottingu protilátkou proti proteinu p27. 

4.18 Testování oligomerizace TM 

Zjišťování oligomerizačního stavu TM bylo provedeno podobným způsobem jako dříve 

(Mothes et al., 2000; Smith et al., 2004). Prahová teplota pro spuštění oligomerizace TM byla 

stanovena inkubací purifikovaných virionů v pufru HN 20 min při dané teplotě. Změna pH byla 

u virionů v pufru HN upravena pomocí 100 mM HEPES (pH 3,8 nebo 7,4). Vzorky byly poté 

inkubovány 30 min a neutralizovány 1 M Tris (pH 9,5 nebo 7,6). Všechny vzorky byly 

smíchány s Laemmliho nanášecím pufrem a rozděleny pomocí SDS-PAGE v 11% 
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polyakrylamidovém gelu. Poté byla tvorba oligomerů detekována pomocí Western blottingu 

králičí protilátkou proti C-terminální části TM ASLV Env. 

4.19 Imunodetekce proteinů (tzv. Western blotting) 

Buňky byly opláchnuty PBS a lyzovány Laemmliho nanášecím pufrem. Médium 

analyzované na tvorbu VLP bylo ultracentrifugováno přes 25% sacharózový polštář 1,5 hod, 

32 000 rpm, při 4 °C v rotoru SW41 Ti (Beckman) a pelet byl rozpuštěn v Laemmliho 

nanášecím pufru. Virové preparáty byly připraveny smícháním vzorku s Laemmliho nanášecím 

pufrem. Kromě vzorků na analýzu oligomerizace TM byly směsi 10 min povařeny a poté byly 

rozděleny na 11% nebo 13% (podle velikosti detekovaného proteinu) polyakrylamidovém gelu 

metodou SDS-PAGE. Z polyakrylamidového gelu byly proteiny elektroforeticky přeneseny na 

nitrocelulózovou membránu (Amersham Biosciences), která byla následně blokována v 5% 

odstředěném mléce. Membrána byla poté inkubována s primární protilátkou proti proteinu p27 

(Charles River, ředění 1:1000) nebo protilátkou proti C-koncové části podjednotky TM ALSV 

Env (dar od W. Mothese, ředění 1:1000) a příslušnou sekundární protilátkou s kovalentně 

vázanou křenovou peroxidázou (Cell Signaling Technology). Luminiscenční reakce byla 

provedena s použitím roztoků LumiGLO (Cell Signaling) nebo SuperSignal West Femto 

(Thermo Fisher Scientific). Rovnoměrná nanáška proteinů byla ověřena pomocí imunodetekce 

GAPDH (Invitrogen, ředění 1:4000) na stejné membráně. Výsledky v obrázcích jsou 

reprezentativním vzorkem alespoň tří nezávislých experimentů. 

4.20 Imunofluorescenční mikroskopie 

Pro detekci obalového glykoproteinu byl použit imunoadhesin Tvb-mIgG (Adkins et al., 

2001), který byl produkován v buňkách DF-1. Protein Gag byl detekován pomocí myší 

monoklonální protilátky proti proteinu p27 (dar od E. Humphriese, West Virginia University). 

Imunofluorescenční mikroskopie byla provedena stejným způsobem, jako bylo popsáno dříve 

(Draberova a Draber, 1993). Buňky narostlé na krycím sklíčku byly fixované 20 min v 3% 

formaldehydu. Fixované buňky byly inkubované 60 min s Tvb-mIgG (ředěný 1:5) nebo 

protilátkou proti proteinu p27 (ředěná 1:500). Vazba imunoadhesinu nebo protilátky na 

odpovídající virový protein byla detekována sekundární protilátkou konjugovanou s Cy3 

(Jackson Immonoresearch Laboratories, ředění 1:1000). Vzorky byly zamontovány v roztoku 

Mowiol 4-88 (Calbiochem) s DAPI 1μg/ml (Sigma). Snímky byly zachyceny v mikroskopu 

Olympus AX-70 Provis. 
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4.21 Test PERT 

Aktivita reverzní transkriptázy byla testována pomocí testu nazývaného PERT (product-

enhanced reverse transcriptase), který byl proveden podle dříve publikovaného protokolu 

(Fabryova et al., 2015). Při každém měření byla přítomna pozitivní kontrola (ASLV 

definovaného titru) a negativní kontrola (médium z neinfikovaných buněk). 

4.22 Statistické vyhodnocení 

K určení statisticky významných rozdílů byl proveden Welschův t-test. V grafech jsou 

statisticky významné rozdíly vyznačeny hvězdičkami (*P = 0,05-0,01, **P = 0,01-0,001, ***P 

< 0,001). 
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5 Výsledky 

5.1 Vstup RSV do savčích buněk 

Schopnost infikovat savčí buňky byla pozorována především u RSV podskupiny D, 

jednoho kmene podskupiny C (B-77), ale i mutantů podskupin A a B (Amberg et al., 2006; 

Boettiger et al., 1975; Rainey et al., 2003). Tato část práce se věnuje Pražskému kmenu C, u 

kterého původně nebyl pozorován tropismus pro savčí buňky (Bova-Hill et al., 1991). Přesto se 

již dříve v naší laboratoři podařilo pomocí tohoto kmene infikovat potkana a pomocí viru 

získaného z potkaního nádoru (XC-RSV) byl následně infikován i křeček syrský (Svoboda, 

1960; Svoboda et al., 1983). Jelikož infekce nebyla příliš účinná, nestačila injekce samotným 

virem, ale bylo zapotřebí inokulovat novorozeným mláďatům buněčný homogenát nádorové 

tkáně. Transformované potkaní buňky odvozené od vzniklého nádoru jsou označovány XC a 

bylo zjištěno, že nesou přibližně patnáct až dvacet provirových kopií (Mitsialis et al., 1983). 

Křeččí nádorové buňky byly nazvány H-20 a nesou jednu provirovou kopii RSV (H20-RSV) 

(Obr. 9A).  

5.1.1 Mutace v obalovém glykoproteinu PR-RSV-C  

Při studiu vstupu RSV do savčích buněk jsem se zaměřila na virový obalový glykoprotein, 

který zprostředkovává vstup viru do hostitelské buňky a jehož záměny ovlivňují hostitelskou 

specifitu. Abych zjistila, jestli k infekci křeččích buněk došlo díky změnám v obalovém 

glykoproteinu, byl sekvenován gen env v H20-RSV a jeho sekvence byla srovnána s původním 

genem env PR-RSV-C. Bylo nalezeno dvacet jedna mutací, z nichž osm vedlo 

k aminokyselinovým záměnám (Obr. 9B a C). Tyto mutace byly překvapivě v jiných oblastech 

než dříve pozorované záměny zodpovědné za změnu hostitelské specifity, které byly popsány 

v oblasti hr1 povrchové podjednotky a v aminokyselinových repeticích HR1 

v transmembránové podjednotce (Obr. 9B) (Amberg et al., 2006; Rainey et al., 2003). Další 

otázkou byl původ těchto nalezených mutací. Nejdříve jsem ověřila, že všechny nalezené 

sekvence byly přítomny již ve viru XC-RSV, který byl použit pro druhý přenos. Pomocí PCR 

jsem také amplifikovala a sekvenovala gen env v buňkách XC a ukázala jsem, že stejné mutace 

se nacházejí v integrovaných provirech (Obr. 9C). Ačkoliv buňky XC obsahují několik 

provirových kopií, všechny získané sekvence env obsahovaly stejné mutace. Tyto výsledky 

tedy ukazují, že mutace přítomné v genu env byly selektovány již při prvním přenosu na savce, 

a tudíž by alespoň některé z nich mohly být zodpovědné za vstup RSV do savčích buněk. 
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Obr. 9. Přenos RSV do savčích buněk a záměny ve virovém obalovém glykoproteinu. (A) 
Schématické znázornění infekce potkana a křečka virem původu PR-RSV-C. Virus PR-RSV-C 
byl injikován do kuřete. Vzniklý nádor byl rozmělněn a buněčný homogenát byl inokulován do 
potkana, kde se vytvořil nádor způsobený XC-RSV. Virus získaný z buněk XC byl opět 
namnožen na kuřeti a rozdrcená nádorová tkáň byla injikována do křečka syrského, ve kterém 
vznikl nádor H-20 obsahující H20-RSV (detaily uvedeny v kapitole 4.1). (B) Doménová 
struktura obalového glykoproteinu s vyznačenými nalezenými mutacemi (červené šipky) a 
dříve popsanými mutacemi zodpovědnými za tropismus pro savčí buňky (černé šipky). Oblasti 
ovlivňující hostitelskou specifitu (hr1/2) a variabilní oblasti (vr1/2/3) v povrchové podjednotce 
(SU) jsou vyznačeny šedými obdélníky. Fúzní peptid (FP), aminokyselinové repetice HR1/2 a 
transmembránová doména (membrane spanning domain, MSD) jsou ukázány v bílých 
obdélnících. (C) Srovnání aminokyselinové sekvence Env z původního viru PR-RSV-C 
(sekvence z GenBank V01197.1, (Schwartz et al., 1983)) a provirů v  transformovaných 
potkaních (XC-RSV) nebo křeččích (H20-RSV) buňkách. Oblasti hr a vr v SU jsou vyznačeny 
v šedivých obdélnících. FP, HR a MSD v TM jsou ukázány v bílých obdélnících. Poloha těchto 
oblastí je vyznačena podle Aydin et al. (2013), Bova et al. (1988). 
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5.1.2 Mutace ovlivňující vstup viru do křeččích buněk 

Abych potvrdila, že nalezené mutace v env H20 ovlivňují vstup viru do savčích buněk, 

byl získán virus H20-RSV a byla srovnána jeho schopnost infikovat křeččí buňky NIL 

s původním virem PR-RSV-C. Virová DNA byla v infikovaných buňkách stanovena pomocí 

qPCR v různých časových intervalech po infekci. Jako pozitivní kontrola byly použity křeččí 

buňky NIL-Tvc, které exprimují receptor pro ASLV podskupiny C (Tvc) a tudíž by měly být 

účinně infikovány oběma viry. Na obrázku 10A je ukázáno, že v případě obou virů bylo 

v buňkách NIL-Tvc detekováno značné množství virové DNA. Po infekci buněk NIL virem 

H20-RSV bylo naměřeno přibližně o řád méně virové DNA, zatímco po infekci virem 

PR-RSV-C byl pozorován pokles o více jak dva řády a devátý den po infekci nebyla v buňkách 

detekována žádná virová DNA. To naznačuje, že H20-RSV byl více účinný ve vstupu do buněk 

než původní PR-RSV-C.  

V dalších experimentech byly použity vektory odvozené od RSV, které se označují 

RCAS (replication-competent ASLV long terminal repeat with a splice acceptor) (Hughes, 

2004). Tyto vektory mají podobnou strukturu jako RSV s tím rozdílem, že gen src je nahrazen 

genem kódujícím zelený fluorescenční protein GFP. V případě vektoru RCAS-EnvC-GFP 

pochází gen env z PR-RSV-C, zatímco gen env ve vektoru RCAS-EnvH20-GFP je odvozen od 

H20-RSV (Obr. 10B). Díky produkci GFP mohly být infikované buňky detekovány pomocí 

průtokové cytometrie a bylo zjištěno, že zatímco virus s původním EnvC do křeččích buněk 

nevstupoval, virus s EnvH20 infikoval buňky NIL s účinností, která byla tři řády nad limitem 

detekce (pozadí při měření v průtokové cytometrii bylo určeno signálem neinfikovaných buněk 

NIL) (Obr. 10C a E). Podobně také poměr infekce NIL ku NIL-Tvc (relativní infektivita) ukázal 

signifikantní nárůst v případě RCAS-EnvH20-GFP (Obr. 10D). 

Abych dokázala rozlišit, která z mutací je zodpovědná za pozorovaný rozdíl, byl gen env 

z H20-RSV použitím vhodných restrikčních míst rozdělen na čtyři části (Obr. 11A). Jednotlivé 

restrikční fragmenty poté nahradily odpovídající část ve vektoru RCAS-EnvC-GFP. Jak 

výměna části 1 (oblast obsahující mutaci D32G, konstrukt EnvC-H20Part1), tak části 4 (oblast 

zahrnující TM s třemi mutacemi L378S, G464S a L503V, konstrukt EnvC-H20Part4) byla 

dostatečná k umožnění virového vstupu do buněk NIL s účinností jeden nebo dva řády nad 

limitem detekce (Obr. 11B a C).  
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Obr. 10. Viry s obalovým glykoproteinem EnvH20 jsou schopné infikovat křeččí buňky 
(A) Množství virové DNA v infikovaných buňkách NIL nebo NIL-Tvc bylo změřeno v různých 
časových intervalech po infekci pomocí qPCR. Výsledky byly normalizovány na expresi 
chGAPDH a jsou prezentovány relativně ke vzorku NIL-Tvc infikovaného PR-RSV-C první 
den po infekci. (B) Schématický diagram chimérického reportérového vektoru RCAS-EnvH20-
GFP, který byl připraven z RCAS-EnvC-GFP a viru H20-RSV. Restrikční místa a pozice 
primerů pro PCR použitých na výměnu genu env jsou vyznačeny. (C) Infekce buněk NIL a 
NIL-Tvc viry RCAS-GFP obsahujícími EnvC nebo EnvH20 byla měřena pomocí průtokové 
cytometrie 3 dny po infekci. Popis stanovení titru je uveden v kapitole 4.7. Chybové úsečky 
ukazují směrodatnou odchylku tří nezávislých experimentů ve dvou paralelách. Limit detekce 
(signál z neinfikovaných NIL buněk) je vyznačen pomocí přerušované čáry. Statisticky 
významné rozdíly jsou vyznačeny pomocí hvězdiček (***P < 0,001). (D) Relativní infektivita 
buněk NIL virem RCAS-EnvC-GFP a RCAS-EnvH20-GFP. Infektivita je vyjádřena jako 
procento virového titru na buňkách NIL-Tvc. (E) Příklady diagramů průtokové cytometrie 
ukazující procento buněk pozitivních na GFP po infekci buněk NIL uvedenými viry. 
 

  

Jelikož oblast 4 obsahovala tři mutace, byly pomocí PCR mutageneze zavedeny 

jednotlivé mutace do vektoru RCAS-EnvC-GFP. Tyto mutované viry (L378S, G464S, L503V) 

byly následně testovány na infekci buněk NIL (Obr. 11B a C) a bylo ukázáno, že za pozorovaný 

efekt je zodpovědná mutace L378S ve fúzním peptidu. 
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 Tyto výsledky tedy ukazují, že pro změnu tropismu jsou dostatečné mutace v Env, 

konkrétně D32G a L378S. Každá z těchto mutací dokázala zvlášť umožnit vstup do křeččích 

buněk, přičemž mutace L378S měla větší vliv. 

 

 

 

Obr. 11. Mutace v první části SU (D32G) a ve fúzním peptidu (L378S) způsobují rozšířené 
hostitelské spektrum. (A) Schématický diagram ukazující restrikční místa (přerušovaná čára) 
použitá pro rozdělení EnvH20 na čtyři části, které byly zvlášť testované jako chiméry s EnvC. 
Pozice nalezených aminokyselinových záměn jsou označeny červenými šipkami. (B) Infekce 
křeččích buněk NIL a NIL-Tvc různými viry RCAS-GFP byla stanovena po 3 dnech pomocí 
průtokové cytometrie. (C) Relativní infektivita křeččích buněk NIL vyznačenými viry je 
vyjádřena jako procento virového titru na buňkách NIL-Tvc. (D) Infekce lidských linií 
HEK293, RPE-1-hTERT a kuřecích embryonálních fibroblastů L15 (Tvc-) viry RCAS-GFP 
byla změřena 2 (HEK293) nebo 3 (RPE1-hTERT, L15) dny po infekci. Popis stanovení titrů je 
uveden v kapitole 4.7. Limit detekce (signál neinfikovaných buněk) je vyznačen přerušovanou 
čárou. Chybové úsečky ukazují směrodatnou odchylku dvou nezávislých experimentů ve dvou 
paralelách. Statisticky významné rozdíly jsou vyznačeny hvězdičkami (*P = 0,05-0,01, **P = 
0,01-0,001, ***P < 0,001). NS – nesignifikantní. 
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5.1.3 Vstup viru do lidských buněk a kuřecích buněk postrádajících receptor 

Bylo také testováno, jestli pozorovaný tropismus je omezený pouze na křeččí buňky, nebo 

se týká i lidských buněk. Pomocí dříve připravených virů byly infikovány dvě lidské linie – 

linie lidských embryonálních ledvinných buněk (human embryonic kidney cell, HEK293) a 

linie epiteliálních buněk retiny imortalizovaných lidskou telomerázou (human telomerase 

reverse transcriptase-immortalized retinal pigment epithelial cells, RPE1-hTERT). Buňky 

HEK293, na rozdíl od buněk RPE1-hTERT, byly překvapivě výrazně citlivější na infekci virem 

RCAS-EnvC-GFP než buňky NIL (Obr. 11D). Přesto byla u obou lidských linií pozorována 

nejvyšší účinnost infekce v případě viru nesoucího EnvH20. Zvýšená infektivita byla jasně 

zprostředkovaná částí 1 a 4 genu env H20-RSV. Důležitost mutace ve fúzním peptidu (L378S) 

byla potvrzena použitím viru RCAS nesoucího v EnvC danou mutaci (Obr. 11D). 

Dále mě zajímalo, jestli mutace selektované při přenosu na hlodavce budou podobně 

účinné i při infekci kuřecích buněk postrádajících příslušný receptor. Pro podskupinu C, ke 

které virus PR-RSV-C patří, byly použity buňky z kuřecí linie L15. Tato linie obsahuje v genu 

tvc mutaci posunující čtecí rámec, což vede k předčasné terminaci translace a receptor Tvc se 

netvoří. Ačkoliv virus s EnvC nebyl schopný tyto buňky infikovat, virus nesoucí EnvH20 byl 

schopen do těchto buněk vstupovat s účinností vyšší než dva řády nad limitem detekce (Obr. 

11D). Mutace D32G měla velmi slabý účinek (konstrukt EnvC-H20Part1), zatímco mutace ve 

fúzním peptidu (konstrukty EnvC-H20Part4, L378S) měla téměř stejný efekt jako celý EnvH20 

(Obr. 11D). 

5.1.4 Obalový glykoprotein EnvH20 způsobuje sníženou stabilitu viru při vyšší teplotě a 

v nízkém pH. 

V případě viru RCAS-EnvH20-GFP byla pozorována výrazně snížená infektivita 

citlivých buněk (křeččí buňky NIL-Tvc, kuřecí fibroblasty DF-1) ve srovnání s virem RCAS-

EnvC-GFP (Obr. 10C a 12A). Tento pokles mohl být způsoben nižší virovou produkcí nebo 

sníženou infektivitou produkovaného viru. K rozlišení těchto dvou možností byla testována 

aktivita reverzní transkriptázy a měřeno množství proteinu Gag v médiu (Obr. 12B a C). Obě 

metody ukázaly, že v těchto ohledech se oba viry téměř neliší, z čehož vyplývá, že virová 

produkce je srovnatelná a virus RCAS-EnvH20-GFP je nejspíše méně infekční. Jelikož se oba 

viry liší pouze v genu env, tyto výsledky naznačují, že EnvH20 je méně stabilní nebo méně 

účinný ve zprostředkování virového vstupu. 
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Obr. 12. Virus nesoucí EnvH20 má snížený titr oproti viru s původním EnvC navzdory 
srovnatelné aktivitě RT a množství proteinu Gag v médiu. (A) Infekce buněk NIL-Tvc a 
kuřecích fibroblastů DF-1 viry RCAS-EnvC-GFP a RCAS-EnvH20-GFP byla vyhodnocena 
pomocí průtokové cytometrie po 2 (DF-1) nebo 3 (NIL-Tvc) dnech. Výsledky jsou 
prezentovány jako relativní titr vůči RCAS-EnvC-GFP. (B) Aktivita reverzní transkriptázy 
(RT) v médiu infikovaných buněk byla měřena pomocí tzv. testu PERT. Výsledné hodnoty 
testu PERT jsou uváděny relativně k RCAS-EnvC-GFP. Chybové úsečky představují 
směrodatné odchylky dvou nebo tří nezávislých experimentů ve dvou paralelách. (C) Množství 
maturovaného produktu Gag p27 bylo v médiu infikovaných buněk stanoveno pomocí Western 
blottingu protilátkou proti proteinu p27. 
 

 

Následně jsem proto analyzovala stabilitu viru RCAS-EnvH20-GFP. První přístup, který 

byl již dříve ukázán na viru podskupiny D (Bova-Hill et al., 1991), je založen na testování 

virové stability při zvýšené teplotě. Na obrázku 13A je ukázáno, že infektivita viru RCAS-

EnvH20-GFP se výrazně snižovala s prodlužujícím se časem inkubace viru při 44 °C na rozdíl 

od viru RCAS-EnvC-GFP. Množství viru v infikovaných buňkách bylo měřeno jak pomocí 

qPCR (stanovení virové DNA jeden den po infekci), tak pomocí průtokové cytometrie 

(množství buněk pozitivních na GFP třetí den po infekci). 

Dále byla testována stabilita viru s EnvH20 při nízkém pH a bylo zjištěno, že po inkubaci 

viru při kyselém pH došlo k téměř úplné inaktivaci tohoto viru, na rozdíl od viru obsahujícího 

EnvC, který byl při nízkém pH stabilní. Jelikož inaktivace viru při nízkém pH je jedním 

z charakteristických znaků pozorovaných po aktivaci Env solubilním receptorem (Mothes et 
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al., 2000), toto pozorování naznačuje, že by EnvH20 mohl být konstitutivně aktivovaný, 

podobně jako je Env aktivovaný po vazbě na receptor. 

 

 

Obr. 13. Virus obsahující EnvH20 je málo stabilní. (A) Testování virové stability při zvýšené 
teplotě. Virová inokula podobného titru byla inkubována při 44 °C po uvedenou dobu. Virový 
titr byl stanoven na buňkách NIL-Tvc 3 dny po infekci pomocí průtokové cytometrie. Množství 
virové DNA v infikovaných buňkách DF-1 bylo měřeno 1 den po infekci pomocí qPCR. 
Výsledky jsou prezentovány jako procento původního virového titru (plná čára) nebo jako 
procento detekované virové DNA zbývající po ohřevu viru (přerušovaná čára). (B) Inaktivace 
viru pomocí nízkého pH. Purifikované viry podobného titru byly před infekcí buněk DF-1 
inkubovány v kyselém (pH 5) nebo neutrálním (pH 7,5) médiu při 37 °C po 30 min. Titry byly 
stanoveny pomocí průtokové cytometrie 2 dny po infekci. Chybové úsečky představují 
směrodatné odchylky dvou nezávislých experimentů ve dvou paralelách. Statisticky významné 
rozdíly jsou vyznačeny pomocí hvězdiček (***P < 0,0001), NS – nesignifikantní.   
 

5.1.5 Obalový glykoprotein EnvH20 má pozměněnou konformaci podobně jako Env 

aktivovaný interakcí s receptorem 

K ověření hypotézy, že se EnvH20 nachází v aktivované konformaci, bylo provedeno 

několik experimentů. Nejdříve bylo testováno, jestli virus nesoucí EnvH20 dokáže vázat 

lipozomy. Je známo, že virus aktivovaný solubilním receptorem má pozměněnou konformaci a 

uvolněný fúzní peptid může být zanořen do membrány lipozomů složených z fosfatidylcholinu 

a cholesterolu. Komplexy virů navázaných na lipozomy mohou být následně detekovány 

ultracentrifugací v sacharózovém gradientu, při které lipozomy plavou na povrchu gradientu, 

zatímco volné virové částice putují do spodní části gradientu (Hernandez et al., 1997). 

V případě viru RCAS-EnvH20-GFP byly pozorovány některé viriony (stanovené pomocí 

virového proteinu p27) na povrchu gradientu (frakce top, T) společně s lipozomy (Obr. 14A). 

Na rozdíl od toho, všechny viriony RCAS-EnvC-GFP byly detekovány ve spodní frakci 
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gradientu (frakce bottom, B). Tento pokus tedy ukázal, že se EnvH20 chová podobně jako Env 

po vazbě na receptor. 

 

 

 

Obr. 14. EnvH20 má podobné vlastnosti jako Env aktivovaný receptorem. (A) Virus 
obsahující EnvH20 váže lipozomy. Viry srovnatelných titrů byly inkubovány s nebo bez 
lipozomů při 37 °C a následně byla směs ultracentrifugována v sacharózovém gradientu. 
Jednotlivé frakce byly poté analyzovány pomocí Western blottingu s použitím protilátky proti 
proteinu p27. T (top) – horní frakce, B (bottom) – dolní frakce. (B) Virus RCAS-EnvH20-GFP 
je inhibovaný PMB. Purifikované viry srovnatelných titrů byly inkubovány při 37 °C po dobu 
30 min s různou koncentrací PMB. Poté byl virus zředěn v médiu a spinokulován na buňky DF-
1. Procento buněk pozitivních na GFP bylo měřeno pomocí průtokové cytometrie 2 dny po 
infekci. Titry pod limitem detekce jsou označeny „<“. Chybové úsečky představují 
směrodatnou odchylku dvou nezávislých experimentů ve dvou paralelách. Statisticky 
významné rozdíly jsou označeny hvězdičkou (***P < 0,001), NS – nesignifikantní. (C) Tvorba 
TM oligomerů je spuštěna zvyšující se teplotou. Virus byl inkubován 20 min při vyznačené 
teplotě. Vzorky byly lyzovány nanášecím pufrem a analyzovány pomocí SDS/PAGE bez 
povaření. Podjednotka TM byla detekována pomocí imunodetekce s protilátkou proti C-
terminální části Env. Je ukázána pouze izoforma TM oligomerů o velikosti 70 kDa. (D) Tvorba 
TM oligomerů při sníženém pH. Virus byl inkubován 30 min ve vyznačeném pH při pokojové 
teplotě a následně byla analyzována tvorba TM oligomerů stejně jako v předešlém případě. 
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Dalším znakem aktivovaného Env je tvorba reaktivního thiolátu na cysteinu 38 

v podjednotce SU. Virus aktivovaný solubilním receptorem je proto inhibovaný thiol-

specifickým alkylačnímu činidlem PEG-maleimid-biotin (PMB), jehož maleimidová skupina 

reaguje specificky s redukovanými thioly, čímž dochází k vytvoření stabilní thioetherové vazby 

(Smith a Cunningham, 2007). Na obrázku 14B je ukázáno, že RCAS-EnvH20-GFP byl silně 

inhibován pomocí PMB, na rozdíl od RCAS-EnvC-GFP, který byl inhibován jen částečně při 

vysoké koncentraci PMB. Výrazná inhibice virové infekce činidlem PMB naznačuje, že 

EnvH20 obsahuje aktivovaný thiolát podobně jako Env aktivovaný vazbou na receptor. 

Posledním experimentem ke zjištění konformace Env byl biochemický test analyzující 

schopnost podjednotky TM vytvářet oligomery. Je známo, že ASLV TM se nachází v 

metastabilním stavu. TM z purifikovaných virionů lyzovaných pufrem obsahujícím 1% SDS a 

5% β-merkaptoethanol migruje v SDS/PAGE jako monomer (velikost přibližně 30 kDa) bez 

závislosti na ovlivnění vzorku neutrálním nebo kyselým pH. Po aktivaci Env solubilním 

receptorem dochází ke změně konformace, která je v případě neutrálního pH v SDS/PAGE stále 

detekována v převážně monomerním stavu. Po inkubaci v kyselém pH ale dochází k dalším 

změnám, které umožňují podjednotkám TM vytvářet oligomery rezistentní k SDS. Takové 

oligomery mohou být detekovány pomocí SDS/PAGE a putují okolo velikosti 70-150 kDa 

(Mothes et al., 2000; Smith et al., 2004). Oligomerizace TM může být také spuštěna zvýšenou 

teplotou a bylo popsáno, že podjednotka TM Env v aktivovaném stavu začíná vytvářet 

oligomery při nižší teplotě než TM nativního Env (Smith et al., 2004). Testovala jsem, jestli 

v případě obalových glykoproteinů EnvC a EnvH20 bude rozdíl v prahové teplotě pro spuštění 

oligomerizace TM, ale výsledek byl téměř stejný (Obr. 14C). Na rozdíl od Env podskupiny A, 

docházelo u obou virů k tvorbě malého množství oligomerů TM již při 25 °C a s vzrůstající 

teplotou jich přibývalo. Dále byla srovnávána schopnost tvořit TM oligomery po ovlivnění 

neutrálním a kyselým pH při pokojové teplotě. Na obrázku 14D je ukázáno, že u obou virů bylo 

detekované určité množství oligomerů TM i při inkubaci v neutrálním pH, ale v případě 

EnvH20 byla oligomerizace TM jasně zvýšená po ovlivnění nízkým pH, zatímco u EnvC nebyl 

zjištěn žádný rozdíl. Toto pozorování tedy ukazuje, že EnvH20 se nachází (stejně jako 

aktivovaný Env) v konformaci, která umožňuje spuštění tvorby oligomerů TM v nízkém pH. 

Všechny použité metody shodně ukázaly, že EnvH20 vykazuje podobné chování jako 

Env aktivovaný vazbou na receptor. 
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5.1.6 Úroveň aktivace Env odpovídá účinnosti vstupu viru do savčích buněk. 

Abych zjistila, jak jednotlivé mutace přispívají k aktivaci Env, analyzovala jsem citlivost 

virů RCAS-GFP, které nesou chiméry EnvC a EnvH20, k inaktivaci pomocí sníženého pH a 

inhibici vstupu pomocí PMB. Bylo pozorováno, že virus nesoucí mutaci D32G (EnvC-

H20Part1), který vykazoval méně účinný vstup do savčích buněk, je inaktivován nízkým pH a 

inhibován PMB pouze částečně. Virus s mutací ve fúzním peptidu (EnvC-H20Part4), který 

umožňoval více účinný vstup do savčích buněk, se nyní ukázal jako více citlivý k inaktivaci 

nízkým pH a inhibici PMB. Nejvíce citlivý k oběma inhibičním testům byl ale RCAS-EnvH20-

GFP, který obsahuje celý EnvH20 s oběma mutacemi (Obr. 15A a B).  

 

 

Obr. 15. Úroveň aktivace Env koreluje s účinností vstupu viru do savčích buněk. (A) 
Virová inaktivace působením nízkého pH. Purifikované viry nesoucí chiméry EnvC-H20 byly 
inkubovány při nízkém (5) nebo neutrálním (7,5) pH v 37 °C po dobu 30 min před infekcí buněk 
DF-1. Titry byly určeny pomocí průtokové cytometrie 2 dny po infekci. (B) Inhibice virové 
infekce pomocí PMB. Purifikované viry byly inkubovány s danou koncentrací PMB při 37 °C 
po 30 min. Titry byly určeny na buňkách DF-1 pomocí průtokové cytometrie 2 dny po infekci. 
Titry pod limitem detekce jsou označeny „<“. Chybové úsečky představují směrodatnou 
odchylku dvou nezávislých experimentů provedených ve dvou paralelách. (C a D) Korelace 
mezi relativní infektivitou virů stanovenou na buňkách NIL a virovou inaktivací při nízkém pH 
(B) nebo inhibicí virové infekce pomocí PMB (vyjádřeno jako zbytková infektivita po inhibici 
1mM PMB) (D). 
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V případě obou testů bylo pozorováno, že úroveň inaktivace nebo inhibice korelovala se 

schopností vstupovat do křeččích buněk (Obr. 15C a D). Jelikož by oba tyto testy měly ukazovat 

stupeň aktivace Env, lze předpokládat, že hladina aktivace Env jasně souvisí s účinností 

virového vstupu do savčích buněk. 

5.1.7 Mutace v podjednotce TM zprostředkovává vstup viru do savčích buněk částečně 

nezávisle na podskupině SU 

Jelikož mutace L378S v podjednotce TM obalového glykoproteinu EnvH20 byla 

dostačující pro vstup viru do savčích buněk, bylo dále testováno, jestli je TM-H20 schopná 

zprostředkovat infekci savčích buněk také s podjednotkou SU jiné podskupiny než SU-C. Byly 

připraveny konstrukty virů RCAS-GFP, kde TM-H20 byla zkombinována s SU-A nebo SU-B. 

Tyto viry byly následně použity k infekci lidských buněk RPE-1-hTERT. U viru nesoucího SU-

A a H20-TM (EnvA-H20Part4) nebyl pozorován žádný rozdíl oproti původnímu viru s celým 

EnvA (RCASBP-A-GFP), v obou případech nedocházelo k infekci lidských buněk (Obr. 16A). 

Na rozdíl od toho, virus obsahující SU-B a H20-TM (EnvB-H20Part4) byl schopen infikovat 

lidské buňky téměř se stejnou účinností jako virus nesoucí SU-C a H20-TM (EnvC-H20Part4), 

zatímco původní virus RCASBP-B-GFP do savčích buněk nevstupoval. Abych potvrdila, že 

tato schopnost souvisí s aktivací Env, byla opět testována citlivost k inhibici PMB. Získané 

výsledky ukázaly, že na rozdíl od původního viru RCASBP-B-GFP byl virus EnvB-H20Part4 

silně inhibován pomocí PMB podobně jako EnvC-H20Part4 (Obr. 16B). Zajímavé také je, že v 

případě chiméry EnvA-H20Part4 byla detekovaná jen velmi slabá inhibice vyšší koncentrací 

PMB, což bylo srovnatelné s viry RCAS-EnvC-GFP a RCASBP-B-GFP. U původního viru 

podskupiny A nebyla pozorovaná žádná inhibice činidlem PMB.  

Rozdílné chování virů podskupiny A, B a C by mohlo být dáno různou stabilitou jejich 

konformací. Proto byla testována prahová teplota pro spuštění oligomerizace TM a bylo 

ukázáno, že zatímco viry nesoucí EnvB a EnvC jsou schopny tvořit trimery TM již při 25  C, 

virus obsahující EnvA vytváří oligomery TM až při 55  C (Obr. 16C). Jestliže byla SU-A 

kombinována s H20-TM (EnvA-H20Part4), byl pozorován mírný posun k nižší prahové teplotě 

pro spuštění oligomerizace TM. 

Tyto výsledky ukazují, že aktivace Env je závislá jak na podjednotce TM, tak SU. Jelikož 

ale byla H20-TM schopná zprostředkovat vstup viru do savčích buněk i v kombinaci s 

podjednotkou SU-B, která interaguje s jiným receptorem než SU-C, je pravděpodobné, že tento 
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mechanismus nezávisí na rozeznávaném receptoru. Obě podjednotky spíše dohromady 

ovlivňují stabilitu konformace Env a tím určují její náchylnost ke spontánní aktivaci. 

 

 

Obr. 16. Mutace v podjednotce TM zprostředkovává vstup viru do savčích buněk 
částečně nezávisle na SU. (A) Relativní infektivita daných virů na lidských buňkách RPE-1-
hTERT je vyjádřena jako procento virového titru na citlivých buňkách DF-1. Procento buněk 
pozitivních na GFP bylo určeno pomocí průtokové cytometrie 2 (DF-1) nebo 3 (RPE-1-hTERT) 
dny po infekci. (B) Inhibice virové infekce pomocí PMB. Purifikované viry byly inkubovány 
s danou koncentrací PMB při 37 °C po 30 min. Titry byly určeny na buňkách DF-1 pomocí 
průtokové cytometrie 2 dny po infekci. Titry pod limitem detekce jsou označeny „<“. Chybové 
úsečky představují směrodatnou odchylku dvou nezávislých experimentů ve dvou paralelách. 
Statisticky významné rozdíly jsou označeny hvězdičkou (***P < 0,001), NS – nesignifikantní. 
(C) Prahové teploty pro spuštění tvorby TM oligomerů. Viry různých podskupin byly 
inkubovány 20 min při vyznačené teplotě. Vzorky byly lyzovány nanášecím pufrem a 
analyzovány pomocí SDS/PAGE bez povaření. Podjednotka TM byla detekována pomocí 
Western blottingu s protilátkou proti C-terminální části Env. Pouze 70kDa izoforma oligomerů 
TM je ukázána. 
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5.2 Obnovení virové replikace RSV v savčích buňkách po fúzi 

s permisivními kuřecími buňkami 

5.2.1 Charakterizace křeččích buněk transformovaných RSV a kuřecích buněk 

použitých pro buněčné fúze 

Savčí buňky transformované RSV neprodukují infekční virové částice, ale virová 

produkce může být obnovena fúzí s kuřecími fibroblasty (Obr. 17). Druhým cílem této práce 

bylo odhalit, k jakým změnám ve virové replikaci dochází po fúzi s permisivními buňkami.  

 

 

 

Obr. 17. Schématické znázornění obnovení virové produkce po fúzi křeččích buněk 
transformovaných RSV (RSCh) s kuřecími fibroblasty (DF-1). Ačkoliv buňky RSCh 
obsahují integrovaný provirus RSV, neprodukují žádný infekční virus. Po fúzi RSCh s DF-1 
pomocí polyethylenglykolu (PEG) dochází k tvorbě heterokaryontů, které produkují infekční 
virové částice. 

 

K této molekulární analýze byla použita křeččí linie transformovaná virem RSV (RSCh), 

která vznikla kokultivací embryonálních buněk křečka čínského s kuřecími fibroblasty 

infikovanými SR-RSV-D (Hlozanek et al., 1966). Jelikož nebylo známo, kolik provirových 

kopií se v buňkách RSCh nachází, bylo pomocí qPCR srovnáno množství provirové DNA 

v linii RSCh s linií H-20, u které byla stanovena pomocí Southern blottingu jedna provirová 

kopie (Svoboda et al., 1983). Na obrázku 18A je ukázáno, že obě linie obsahují téměř stejné 
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množství provirové DNA a tedy i linie RSCh nese jen jednu provirovou kopii. Limitním 

ředěním bylo připraveno několik klonů, z nichž jeden byl použit v následujících experimentech. 

Pro obnovení virové produkce byly dříve používány primární kuřecí fibroblasty CEF, 

které obsahují endogenní alfaretrovirové sekvence (Ronfort et al., 1991). Jelikož některé 

endogenní retrovirové geny jsou exprimovány, může jejich přítomnost ovlivňovat virovou 

produkci ve fúzovaných buňkách. Z tohoto důvodu jsem se rozhodla použít pro následující 

experimenty kuřecí linii DF-1, která by neměla obsahovat endogenní alfaretroviry (Himly et 

al., 1998). Pro ověření bylo provedeno RT-PCR za použití primerů do oblasti genů env a gag. 

Na rozdíl od CEF, v linii DF-1 nebyly detekovány žádné virové transkripty (Obr. 18B a C).  

 

 

 

Obr. 18. Charakterizace křeččích a kuřecích buněk použitých pro obnovení virové 
produkce. (A) Množství provirových kopií RSV v křeččí linii RSCh bylo srovnáno s linií H-
20. Na qPCR bylo použito 25 ng chromozomální DNA izolované z buněk RSCh a H-20 a 
pomocí primerů specifických pro virovou DNA (ScrDel_fw a SrcDel_rv) byla změřena hodnota 
Cq (Quantification Cycle). Výsledek představuje průměr tří replikátů ± směrodatná odchylka. 
(B a C) Exprese retrovirových mRNA v buňkách DF-1 a CEF z linie Brown Leghorn (BL) byla 
analyzována pomocí RT-PCR. Pro detekci env mRNA (B) byly použity primery navržené do 
konzervované oblasti genu env (chENV233_fw a chENV1046_rv). Pro detekci nesestřižené 
mRNA byly použity primery zahrnující začátek genu gag (RSV_fw a unspliced_rv) (C). 
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Dále bylo ověřeno, že po fúzi buněk RSCh s CEF-BL dochází k obnovení virové 

replikace a že původně používané CEF-BL mohou být nahrazeny buňkami DF-1. Před fúzi bylo 

zastaveno buněčné dělení pomocí mitomycinu C nebo ozářením, aby nedocházelo k přerůstání 

heterokaryontů. Fúze byla provedena pomocí polyethylenglykolu (PEG) a množství virových 

částic v médiu bylo následně stanoveno pomocí tzv. fokálního testu, při kterém je virová 

produkce detekována jako ohniska (fokusy) transformovaných indikátorových buněk. Výsledek 

je udáván jako počet vytvořených fokusů (focus forming units, FFU) na mililitr média. Fúze 

buněk RSCh s buňkami DF-1, stejně jako CEF-BL, vedla k obnovení virové produkce. Čtyři 

dny po fúzi RSCh a DF-1 bylo pozorováno v kultivačním médiu přibližně 15 až 18 FFU/ml 

viru na rozdíl od samotných fúzovaných nebo nefúzovaných buněk RSCh, které neprodukovaly 

žádný virus. Virus uvolněný po fúzi byl schopný replikace a po týdnu kultivace na CEF-BL 

dosahoval titru 104-105 FFU/ml. 

5.2.2 Sestřih virových mRNA v buňkách RSCh a fúzovaných buňkách 

Jelikož blok v replikaci RSV v savčích buňkách byl pozorován na úrovni exprese 

virových genů, zaměřila jsme se v prvním kroku na kvantifikaci virových mRNA pomocí RT-

qPCR. Abych mohla měřit hladinu jednotlivých virových mRNA, byly navrženy různé páry 

primerů, jejichž pozice je zobrazena na obrázku 19A. Pomocí těchto primerů bylo možné 

rozlišit jednotlivé virové mRNA a stanovit jejich množství. Jak je vidět na obrázku 19B, 

kontrolní kuřecí fibroblasty DF-1 infikované SR-RSV-D obsahovaly především nesestřiženou 

virovou mRNA (dále nazývaná jako genomová gRNA) a menší množství env mRNA (23 %) a 

src mRNA (15 %). Na rozdíl od toho, v buňkách RSCh tvořila většinu src mRNA (66 %) 

následovaná gRNA (20 %) a množství env mRNA se pohybovalo na hranici detekce. Situace 

se výrazně změnila po fúzi RSCh s DF-1, kdy env mRNA byla jasně detekována a tvořila okolo 

7,5 % všech virových mRNA. Hladina src mRNA poklesla a množství gRNA se téměř 

nezměnilo. Samotné použití mitomycinu C nebo ozáření buněk neovlivnilo poměr těchto 

sestřižených virových mRNA (Obr. 19B). 
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Obr. 19. Zastoupení jednotlivých virových mRNA v infikovaných kuřecích fibroblastech 
DF-1, křeččích transformovaných buňkách RSCh a RSCh fúzovaných s buňkami DF-1. 
(A) Schématické znázornění genomu SR-RSV-D a jeho transkriptů. Různé virové mRNA jsou 
znázorněny spolu s pozicí primerů použitých pro qPCR. Sestřihová místa jsou vyznačena ss 
(splicing site). (B) Stanovení množství virových mRNA. Buňky DF-1 byly infikovány virem 
SR-RSV-D. Dělení buněk RSCh bylo před fúzí zastaveno pomocí mitomycinu C (mit) nebo 
ozářením (Xray). Kontrolní buňky RSCh nebo RSCh mit/Xray byly buď nefúzované, nebo 
fúzované navzájem. Čtvrtý den po fúzi byla z buněk izolována celková RNA. cDNA připravená 
pomocí RT z RNA vzorků byla změřena pomocí qPCR. Množství jednotlivých virových 
mRNA je vynášeno jako procenta z celkové virové RNA. Chybové úsečky představují 
směrodatnou odchylku. Výsledky jsou průměrem ze tří nezávislých experimentů, z nichž každý 
byl proveden ve dvou paralelách. Statisticky významné rozdíly jsou vyznačeny hvězdičkami 
(*, P = 0,01 až 0,001; **P < 0,001) 
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5.2.3 Anomálně sestřižené virové mRNA 

Při stanovení množství env mRNA bylo pozorováno, že naměřená hladina se liší 

v závislosti na pozici primerů použitých na qPCR. Jestliže byl pravý reverzní primer umístěn 

blízko env 3’ sestřihového místa, naměřené množství env mRNA bylo vyšší. Toto pozorování 

naznačovalo, že by mohlo docházet k anomálnímu sestřihu na kryptickém sestřihovém místě. 

V případě Pražského kmene RSV (PR-RSV-A) byl v savčích buňkách zaznamenán sestřih na 

novém 5’ sestřihovém místě na začátku genu env, a proto jsem se rozhodla zjistit, jestli 

v případě SR-RSV-D dochází k vytvoření podobného kryptického sestřihového místa. 

S využitím dvou párů primerů jsem identifikovala pět různých anomálně sestřižených virových 

mRNA (Obr. 20A a B). Vzniklé PCR produkty byly vyříznuty z gelu a izolovaná DNA byla 

sekvenována. Byla nalezena tři různá kryptická 5’ sestřihová místa na začátku genu env, 

z čehož první místo odpovídalo dříve popsanému kryptickému místu u PR-RSV-A a následující 

dvě sestřihová místa byla pozorována poprvé. Detekované druhy mRNA vznikly buď dvojitým 

sestřihem, kdy došlo k sestřihu jak na 5’ sestřihovém místě na začátku genu gag a env 

3’ sestřihovém místě, tak na kryptickém 5’ sestřihovém místě na začátku genu env a src 

3’ sestřihovém místě (Double-spliced env mRNA 1/2, Dbl1/2), nebo proběhl sestřih pouze na 

kryptickém 5’ sestřihovém místě a src 3’ sestřihovém místě (Cryptic spliced mRNA1/2/3, 

Crypt1/2/3). Primární nukleotidová sekvence těchto mRNA je naznačena na obrázku 20A 

včetně Dbl3 mRNA, která nebyla detekována pomocí PCR a její sekvence je pouze 

předpokládaná.  
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Obr. 20. Nalezení nových anomálně sestřižených virových mRNA. (A) Schématické 
znázornění genomu SR-RSV-D a struktura nově popsaných anomálně sestřižených virových 
mRNA. Hvězdička naznačuje polohu nalezených kryptických 5’ sestřihových míst 1, 2 a 3 
v pozici nukleotidů 5222, 5348, 5805 podle sekvence SR-RSV-D (GenBank přístupové číslo 
D10652.1). Primery použité pro PCR jsou vyznačeny a velikost produktů je uvedena v počtu 
párů bází (base pair, bp). Níže je také znázorněno umístění primerů použitých pro qPCR. 
Sestřihová místa jsou vyznačena ss (splicing site). Dbl3 mRNA nebyla detekována a struktura 
je pouze předpokládaná. (B) Amplifikované produkty PCR po elektroforetické analýze 
v agarovém gelu. Buňky DF-1 byly infikované SR-RSV-D. Buňky RSCh byly před fúzí 
ošetřeny mitomycinem C. Celková RNA byla izolována čtvrtý den po fúzi a pomocí RT byla 
připravena cDNA. Produkty PCR byly získány použitím vyznačených primerů. Velikost 
standardu (Marker) je uvedena v párech bází.  
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U nalezených kryptických 5’ sestřihových míst byla dále vyhodnocena jejich schopnost 

tvořit vodíkové můstky s U1 snRNA (Freund et al., 2003). Stanovené hodnoty vodíkových 

vazeb byly 15, 16,9 a 13,8 pro příslušná kryptická místa 1, 2 a 3 

(https://www2.hhu.de/rna/html/hbond_score.php), což odpovídá běžným hodnotám 

5’ sestřihových míst. Následně jsem stanovila množství jednotlivých anomálně sestřižených 

mRNA pomocí qPCR a zjistila jsem, že jejich zastoupení je v souladu se stanovenými 

hodnotami vodíkových vazeb – nejvíce docházelo k sestřihu na kryptickém místě 2, pak 

následovalo místo 1 a nejméně využívané bylo místo 3 (Obr. 21). Anomálně sestřižené mRNA 

byly v malém množství nalezeny i v infikovaných kuřecích buňkách (1,4% z celkové virové 

mRNA), ale v buňkách RSCh bylo jejich množství větší (5,6%). Významný vliv na tvorbu 

těchto anomálně sestřižených mRNA, obzvlášť Dbl2 + Cryptic2, mělo použití genotoxických 

látek, jako mitomycinu C nebo ozáření, které byly aplikovány před fúzí k zastavení buněčného 

dělení (Obr. 21). Vliv těchto látek na sestřih mRNA byl pozorován i v mnoha jiných studiích 

(Filippov et al., 2007; Munoz et al., 2009). 

 

 

Obr. 21. Stanovení množství anomálně sestřižených virových mRNA. DF-1 byly infikovány 
virem SR-RSV-D. Dělení buněk RSCh bylo před fúzí zastaveno pomocí mitomycinu C (mit) 
nebo ozářením (Xray). Kontrolní buňky RSCh nebo RSCh mit/Xray byly buď nefúzované, nebo 
fúzované navzájem. Čtvrtý den po fúzi byla z buněk izolována celková RNA. cDNA připravená 
pomocí RT z RNA vzorků byla změřena pomocí qPCR. Umístění použitých primerů je 
zobrazeno na obrázku 20A. Množství jednotlivých virových mRNA je vynášeno jako procenta 
z celkové virové RNA. Chybové úsečky představují směrodatnou odchylku. Výsledky jsou 
průměrem ze tří nezávislých experimentů, z nichž každý byl proveden ve dvou paralelách. 
Statisticky významné rozdíly jsou vyznačeny hvězdičkami (*, P = 0,01 až 0,001; **P < 0,001). 
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Po fúzi RSCh s DF-1 byl pozorován pouze mírný pokles v sestřihu těchto anomálních 

virových mRNA. Jelikož není pravděpodobné, že by tyto mRNA kódovaly nový virový protein, 

jejich přítomnost nejspíš pouze značí špatnou regulaci sestřihu virových mRNA v savčích 

buňkách. 

5.2.4 Obnovení produkce env mRNA a virového obalového glykoproteinu po fúzi 

s kuřecími buňkami 

Nejvýznamnější rozdíl po fúzi buněk RSCh s kuřecími fibroblasty byl pozorován 

v hladině env mRNA, která se zvýšila čtvrtý den po fúzi přibližně sedmkrát. Proto jsem se 

rozhodla prozkoumat detailněji tvorbu env mRNA a příslušného glykoproteinu. 

K imunofluorescenční detekci obalového glykoproteinu byl využitý tzv. imunoadhesin – 

receptor Tvb/d spojený s doménou myšího IgG (mIgG), který se specificky váže na obalový 

glykoprotein podskupiny B a D. Čtvrtý den po fúzi (RSCh x DF-1) byl detekován pozitivní 

signál značící obalový glykoprotein v 30 % polykaryontů, zatímco v jednojaderných buňkách 

nebyl žádný signál pozorován (Obr. 22). 

 

 

Obr. 22. Polykaryonty RSCh x DF-1 produkují obalový glykoprotein. RSCh ošetřené 
mitomycinem C byly smíchány s buňkami DF-1 v poměru 1:1 a následně byly fúzované pomocí 
PEG. Buňky byly fixovány čtvrtý den po fúzi a obalový glykoprotein Env byl detekován 
pomocí imunoadhesinu Tvb/d-mIgG a vizualizován pomocí sekundární protilátky, která byla 
značená Cy3 (červená). Jaderná DNA byla obarvena pomocí DAPI (modrá). Polykaryonty 
produkující Env jsou označeny šipkou. 
 

 

Dále byl analyzován časový průběh tvorby env mRNA a obalového glykoproteinu. 

Množství jednotlivých virových mRNA bylo stanoveno pomocí RT-qPCR a detekce Env byla 

provedena stejným způsobem, který byl popsán výše. Na obrázku 23A je zřejmé, že nárůst env 

mRNA (čárový graf) dobře odpovídá stoupajícímu počtu polykaryontů pozitivních na Env 
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(sloupcový graf). V obou případech je výraznější produkce detekována 48 hodin po fúzi a dále 

pak mírně roste.  

 

 

 

Obr. 23. Exprese env mRNA v závislosti na uplynulé době po fúzi a přítomnosti inhibitorů 
proteosyntézy ve fúzovaných buňkách. (A) Množství produkovaného obalového 
glykoproteinu, env mRNA a dalších virových mRNA bylo stanoveno v průběhu čtyř dnů po 
fúzi. Čárový graf ukazuje relativní množství virových mRNA, které bylo změřeno pomocí RT-
qPCR. Byl stanoven poměr jednotlivých virových mRNA k celkové virové mRNA a tyto 
hodnoty jsou prezentovány relativně hodnotě naměřené v buňkách RSCh ovlivněných 
mitomycinem C (mit). Chybové úsečky představují směrodatné odchylky. Výsledky jsou 
průměrem ze dvou nezávislých experimentů. Sloupcový graf představuje stanovení 
polykaryontů pozitivních na Env. Pro každý vzorek bylo spočítáno alespoň 500 
polykaryontních buněk. (B) Ve dvou nezávislých experimentech byly buňky RSCh a/nebo DF-
1 ovlivněny před fúzí vedle mitomycinu C i inhibitory proteosyntézy, puromycinem (puro, 10 
µg/ml, 15 hod) nebo cykloheximidem (CHX, 10 µg/ml, 24 hod). Relativní množství env mRNA 
bylo stanoveno druhý a čtvrtý den po fúzi pomocí RT-qPCR. 
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Abych potvrdila hypotézu, že kuřecí buňky poskytují proteinové faktory důležité pro 

sestřih env mRNA, testovala jsem vliv inhibitorů proteosyntézy na sestřih virových mRNA. 

Buňky byly před fúzí vystaveny puromycinu nebo cykloheximidu, čímž by mělo dojít 

k zastavení syntézy proteinů a následnému snížení množství proteinů s kratším poločasem. 

Jestliže byla proteosyntéza zastavena v kuřecích buňkách, bylo pozorováno, že nárůst 

v produkci env mRNA byl po fúzi výrazně nižší (Obr. 23B). Ovlivnění křeččích buněk RSCh 

inhibitory proteosyntézy nemělo téměř žádný vliv na nárůst env mRNA. Výsledky 

s puromycinem a cykloheximidem byly srovnatelné. Tyto experimenty tedy ukazují, že pro 

tvorbu env mRNA jsou zapotřebí kuřecí proteinové faktory. 

5.2.5 Jaderný export a stabilita nesestřižené virové gRNA 

Ačkoliv jsem v buňkách RSCh po fúzi s kuřecími fibroblasty DF-1 nepozorovala 

významnější rozdíl v celkovém množství virové gRNA, nebylo vyloučeno, že fúze mohla 

ovlivnit export gRNA z jádra. Proto jsem se rozhodla porovnat množství gRNA v jádře a 

cytoplazmě. Jako pozitivní kontrola byly použity křepelčí buňky 16Q, které obsahují defektní 

genom RSV a tvoří pouze gRNA a src mRNA. V případě 16Q bylo pozorováno, že hladina 

cytoplazmatické gRNA dosáhla 20% jaderné gRNA, zatímco v buňkách RSCh bylo relativní 

množství cytoplazmatické gRNA desetkrát nižší (Obr. 24A). Na základě opakovaných 

experimentů, při kterých byla měřena hladina gRNA v cytoplazmě, se mi také podařilo ukázat, 

že jaderný export gRNA se po fúzi s kuřecími fibroblasty třikrát zvýšil (Obr. 24B). Kromě 

množství gRNA byla měřena hladina buněčné nesestřižené pre-GAPDH RNA, která by se měla 

nacházet pouze v jádře a určovala tedy čistotu cytoplazmatické frakce. V mých experimentech 

kontaminace cytoplazmatické frakce jadernou RNA nepřesáhla 4% (Obr. 24C) a po fúzi se 

nezměnila (Obr. 24D). 

Nakonec byla porovnána stabilita gRNA a src mRNA v křeččích buňkách 

transformovaných RSV a kuřecích infikovaných buňkách. Hladina env mRNA v buňkách 

RSCh byla příliš nízká, a proto nebyla testována. Pomocí aktinomycinu D byla v buňkách 

zastavena syntéza RNA a v určitých časových intervalech bylo měřeno množství virových 

mRNA. Zatímco v infikovaných buňkách DF-1 byla src mRNA i gRNA stabilní po celou dobu 

měření, v buňkách RSCh byly virové mRNA méně stabilní, obzvlášť gRNA, jejíž hladina klesla 

již po několika hodinách působení aktinomycinu D (Obr. 24E). 

Tyto výsledky ukazují, že gRNA je v buňkách RSCh nestabilní a její hladina 

v cytoplazmě je velmi nízká. Ačkoliv celkové množství gRNA se po fúzi s kuřecími fibroblasty 

nezměnilo, export gRNA z jádra byl významně účinnější. 
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Obr. 24. Jaderný export a stabilita gRNA. (A) Hladina virové gRNA byla stanovena 
v jaderné a cytoplazmatické frakci buněk RSCh a 16Q a je uvedena jako procento hladiny 
jaderné RNA. (B) Množství gRNA v cytoplazmatické frakci uvedených buněk bylo stanoveno 
tři nebo čtyři dny po fúzi a bylo normalizováno na hladinu mGAPDH. Hvězdička značí 
statisticky významný rozdíl (*, P = 0,01-0,001). (C) Čistota izolované cytoplazmatické frakce 
buněk RSCh je ukázána pomocí hladiny buněčné pre-GAPDH, která je uvedena jako procento 
jaderné RNA. (D) Úroveň kontaminace cytoplazmatické frakce je ukázána na hladině pre-
GAPDH. (E) Stabilita virových mRNA byla měřena v buňkách DF-1 infikovaných SR-RSV-
D a buňkách RSCh. Buňky byly inkubované s aktinomycinem D (1 µg/ml) v daném časovém 
intervalu a poté z nich byla izolována RNA. Výsledky jsou vyneseny jako procento hladiny 
RNA v době přidání aktinomycinu D. Hladiny virových mRNA byly normalizované na hladinu 
GAPDH mRNA. Množství stanovených RNA bylo změřeno pomocí RT-qPCR. Prezentovaná 
data představují průměr ± směrodatná odchylka ze tří nezávislých experimentů.  
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5.2.6 Exprese polyproteinu Gag 

Virová gRNA slouží také jako mRNA kódující polyprotein Gag. Proto jsem se rozhodla 

potvrdit výše zmíněné výsledky týkající se gRNA přímým stanovením proteinu Gag. Pomocí 

imunofluorescenční mikroskopie byl protilátkou proti proteinu p27 (produkt proteinu Gag) 

detekován v buňkách RSCh velmi slabý rozptýlený signál. Na rozdíl od toho, ve fúzovaných 

heterokaryontech RSCh x DF-1 byla detekována výrazná produkce proteinu Gag (Obr. 25A). 

 

 

Obr. 25. Stanovení proteinu Gag. (A) Protein Gag byl detekován pomocí 
imunofluorescenčního značení v buňkách RSCh a fúzovaných buňkách RSCh mit x DF-1. 
Buňky byly fixovány čtvrtý den po fúzi a protein Gag byl stanoven pomocí protilátky proti 
proteinu p27 a sekundární protilátky konjugované s Cy3 (červená). Jádra byla obarvena DAPI 
(modrá). (B) Množství polyproteinu Gag (Prekurzor, Pr76) a jeho produktu po štěpení p27 bylo 
stanoveno pomocí Western blottingu s protilátkou proti proteinu p27. Analyzovány byly jak 
buněčné lyzáty, tak ultracentrifugované médium na tvorbu viru-podobných částic (VLP). 
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Také stanovení pomocí Western blottingu ukázalo, že produkce proteinu Gag v buňkách 

RSCh byla téměř na hranici detekce, zatímco po fúzi RSCh s DF-1 bylo pozorováno jasné 

zvýšení produkce proteinu a detekován byl i procesovaný produkt proteinu Gag p27 (Obr. 25B). 

Nakonec byla testována i tvorba virových partikulí (virus-like particels, VLP) v médiu. 

Supernatant z buněk RSCh a fúzovaných buněk RSCh x DF-1 byl ultracentrifugován přes 

sacharózový polštář a v sedimentu byla analyzována přítomnost proteinu Gag. Na obrázku 25B 

je ukázáno, že ačkoli sediment získaný z buněk RSCh neobsahoval žádné VLP, po fúzi s DF-1 

byl detekován výrazný produkt p27, což opět dokazuje nezbytnost permisivních kuřecích 

faktorů pro produkci virových částic. 

Detekce polyproteinu Gag tedy potvrdila výsledky ukazující, že v buňkách RSCh je blok 

na úrovni exportu gRNA z jádra. Obnovení virové produkce po fúzi s permisivními fibroblasty 

proto pravděpodobně není způsobeno pouze zvýšenou tvorbou env mRNA a produkcí 

obalového glykoproteinu, ale také zlepšením exportu gRNA a zvýšenou produkcí polyproteinu 

Gag, který je následně procesovaný a tvoří VLP. 

5.2.7 Komplementace virovými geny env a gag 

Předešlé výsledky ukázaly významnou roli obalového glykoproteinu a polyproteinu Gag 

při obnovení virové produkce. Proto jsem se rozhodla otestovat, jak ovlivní tvorbu virových 

částic exprese virových genů v kuřecích buňkách použitých pro fúzi s RSCh. Abych co 

nejpřesněji zjistila účinnost obnovené virové produkce, byly buňky RSCh fúzovány s buňkami 

DF-1 produkujícími Env nebo Gag a následně byly fúzované buňky vysety na indikátorové 

buňky. Tvorba virových částic byla měřena fokálním testem a výsledek je uváděn jako počet 

vytvořených fokusů na 104 fúzovaných buněk. Jako indikátorové buňky byly použity CEF-BL, 

jelikož DF-1 coby modifikovaná a stabilizovaná linie nemůže být ve fokálním testu použita. 

Jako obalový glykoprotein byl použit glykoprotein G viru vezikulární stomatitidy (VSV-

G), u kterého je známo, že dokáže nahradit retrovirový Env (Závada, 1972). Na obrázku 26A 

je ukázáno, že RSCh fúzované s DF-1 transfekovanými VSV-G tvoří pětkrát více viru než 

buňky RSCh fúzované s DF-1. Abych vyzkoušela vliv polyproteinu Gag, transfekovala jsem 

buňky DF-1 plazmidem pcGagPol, který obsahuje selekční marker a geny gag a pol. Po 

transfekci a selekci exprimovaly buňky DF-1 protein Gag, ačkoliv jeho množství nebylo příliš 

vysoké (Obr. 27). Po fúzi s buňkami RSCh jsem nepozorovala žádný rozdíl ve srovnání 

s netransfekovanými buňkami DF-1. Tento výsledek ukazuje, že nízké množství proteinu Gag 

nedokáže komplementovat replikaci RSV v nepermisivních savčích buňkách.  
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Obr. 26. Účinnost obnovené virové produkce po komplementaci virovými geny gag a env. 
(A) Buňky RSCh byly fúzované s ptačími buňkami produkujícími obalový glykoprotein (kuřecí 
buňky DF-1 nebo křepelčí buňky QEF transfekované VSV-G), Gag (DF-1 po stabilní transfekci 
pcGagPol, křepelčí 16Q) nebo oba virové proteiny (DF-1 infikované pomocným virem RAV-
1). Konstruktem pro VSV-G byly buňky transfekovány 1 den před fúzí. Směs nefúzovaných 
buněk RSCh a DF-1 byla použita jako negativní kontrola. 104 testovaných buněk bylo 1 den po 
fúzi vyseto na indikátorové buňky CEF-BL a pomocí fokálního testu byla stanovena virová 
produkce. Prezentovaná data představují průměr ± směrodatná odchylka ze tří až čtyř 
nezávislých experimentů. (B) Médium odebrané z tkáňových kultur (supernatant, sup) bylo 
centrifugováno (13 000 x g, 20 min, 4 °C) a analyzováno pomocí fokálního testu na dvou 
paralelních miskách CEF-BL. 

 

 

Abych zjistila, jestli vyšší hladina proteinu Gag ovlivní virovou produkci, použila jsem 

buněčnou linii 16Q, která je odvozená od křepelčích embryonálních fibroblastů (quail 

embryonic fibroblast, QEF) transformovaných pomocí BH-RSV (defektní kmen RSV 

postrádající gen env) a tudíž produkuje velké množství proteinu Gag (Obr. 27). Účinnost 

obnovení produkce po fúzi RSCh s buňkami QEF byla mírně snížená oproti fúzi s buňkami DF-

1, ale v případě použití buněk 16Q virová produkce výrazně stoupla (Obr. 26A). K obnovení 
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virové produkce nemusela přispět jen vysoká hladina proteinu Gag, ale také virový genom BH-

RSV, který mohl být zabalen do nově vzniklých částic. Takto vzniklé virové partikule by byly 

díky onkogenu src přítomném v BH-RSV genomu také schopné transformovat indikátorové 

buňky.  

Pro potvrzení předešlých výsledků s komplementací VSV-G byly buňky RSCh fúzované 

také s buňkami QEF transfekovanými VSV-G. Obnovená virová produkce byla v tomto případě 

třináctkrát zvýšená oproti fúzi s netransfekovanými buňkami QEF (Obr. 26A). 

Vliv komplementace genů gag i env najednou byl otestován s využitím viru RAV-1 

(Rous-associated virus 1). Tento tzv. pomocný (helper) virus obsahuje ve svém genomu stejné 

geny jako RSV kromě onkogenu src. Není tedy schopen transformovat buňky, a proto není 

detekován pomocí fokálního testu. Jestliže byly buňky RSCh fúzované s DF-1, které byly 

předtím infikovány virem RAV-1, obnovená virová produkce byla zvýšená o dva řády ve 

srovnání s neinfikovanými DF-1 (Obr. 26A). 

Pro kontrolu byla pomocí fokálního testu analyzována virová produkce v médiu 

z použitých křeččích a ptačích buněk. V žádném případě nebyl pozorován infekční 

transformující virus kromě pozitivní kontroly, kterou představovaly buňky 16Q transfekované 

VSV-G (Obr. 26B). Samotná transfekce buněk RSCh pomocí VSV-G nevedla k obnovení 

virové produkce. Po transfekci pcGagPol nebyla pozorována zvýšená produkce proteinu Gag 

v buňkách RSCh, stejně jako nebyl pozorován infekční virus v médiu.  

Tyto výsledky ukazují, že virová produkce obnovená po fúzi buněk RSCh s ptačími 

fibroblasty může být významně zvýšená, jestliže ptačí buňky exprimují gen env. 

Komplementace genem gag byla pozorována pouze v případě buněk 16Q, které produkují velké 

množství proteinu Gag a obsahují také virový genom BH-RSV, kde je přítomen onkogen src. 

Nejlepšího výsledku bylo dosaženo, jestliže byly buňky RSCh fúzovány s kuřecími buňkami 

preinfikovanými pomocným virem, který poskytl produkty genů env i gag. K obnovení virové 

produkce v buňkách RSCh byla vždy potřeba fúze s ptačími permisivními buňkami. 

Komplementace genem env v buňkách RSCh nestačila k virové replikaci. Jelikož konstrukt 

kódující protein Gag nebyl v savčích buňkách dostatečně exprimován, vliv genu gag nebyl 

otestován. 
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Obr. 27. Stanovení množství proteinu Gag v transfekovaných nebo infikovaných ptačích 
buňkách. Protein Gag byla detekován promocí Western blottingu protilátkou proti proteinu 
p27. Analyzovány byly buněčné lyzáty z kuřecích buněk DF-1 a z křepelčích buněk QEF a 
16Q. Buňky DF-1 byly transfekovány konstruktem pcGagPol nebo infikovány virem RAV-1. 
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6 Diskuze 

Virus Rousova sarkomu slouží už více než jedno století ke studiu retrovirové replikace a 

stal se jedním ze základních virových modelů (Rubin, 2011). Již před mnoha lety bylo zjištěno, 

že tento ptačí virus dokáže v experimentálních podmínkách infikovat i některé druhy hlodavců 

(Svet-Moldavsky, 1958; Svoboda, 1960). Savčí buňky transformované RSV přispěly 

k odhalení retrovirové integrace, studiu epigenetického umlčování retrovirů a buněčné 

transformace. Přestože RSV do savčích buněk vstupuje a integruje svojí virovou DNA do 

hostitelského genomu, nedochází k plné replikaci viru a tyto buňky netvoří infekční virové 

částice (Altaner a Temin, 1970; Svoboda et al., 1963). Tato práce se snaží odpovědět na dvě 

základní otázky týkající se replikace RSV v savčích buňkách. Jak je možné, že tento ptačí virus 

může vstoupit do savčích buněk, i když není známo, že by savčí buňky obsahovaly některý 

z receptorů pro RSV, a proč se tento virus v savčích buňkách nemnoží? 

6.1 Vstup RSV do savčích buněk 

Abych určila mechanizmus umožňující mezidruhový přenos RSV, byly analyzovány 

genetické změny v obalovém glykoproteinu viru, který opakovaně dokázal vstupovat do 

savčích buněk. Bylo nalezeno osm aminokyselinových záměn, které byly přítomny v Env u 

obou virů (XC-RSV, H20-RSV), u kterých byl pozorován tropismus pro savčí buňky. Shodné 

aminokyselinové záměny ukázaly, že tyto mutace byly selektovány již při prvním přenosu na 

savce. Srovnání původního viru (PR-RSV-C) a viru H20-RSV ukázalo, že na rozdíl od 

původního viru, selektovaný virus dokáže efektivně vstupovat do savčích buněk a za tuto 

schopnost je zodpovědný EnvH20. 

Jelikož aminokyselinové záměny nalezené v EnvH20 neodpovídaly dříve popsaným 

mutacím způsobujícím tropismus pro savčí buňky (Amberg et al., 2006; Rainey et al., 2003; 

Taplitz a Coffin, 1997), byl testován vliv jednotlivých mutací na infekci křeččích buněk NIL. 

Ukázalo se, že za vstup do savčích buněk jsou zodpovědné dvě mutace, a to záměna nacházející 

se na začátku SU (D32G) a mutace ve fúzním peptidu (L378S). Společný efekt dvou 

vzdálených mutací ovlivňujících tropismus viru byl již dříve pozorován v některých 

rekombinantních genech env (Dorner a Coffin, 1986). K savčímu tropismu v našem případě 

obecně více přispívala mutace nalezená ve fúzním peptidu, ale citlivost k jednotlivým 

mutantům se mezi buněčnými liniemi (především lidskými) lišila. Například citlivost lidských 

buněk RPE-1-hTERT se od křeččích buněk NIL odlišovala ve dvou ohledech. Viry s mutacemi 

umožňující savčí tropismus vstupovaly do lidských buněk výrazně účinněji (procento 
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infikovaných buněk bylo téměř o řád vyšší než v případě buněk NIL) a obě aminokyselinové 

substituce (D32G a L378S) přispívaly k infekci buněk RPE-1-hTERT téměř rovnocenně. 

Buňky HEK293 se ukázaly jako mírně citlivé dokonce k původnímu RCAS-EnvC-GFP (gen 

env z PR-RSV-C). Vnímavost buněk HEK293 k virům podskupiny C se odrazila na zvýšené 

hladině infikovaných buněk u všech virů, ale virus s EnvH20 stejně jako viry nesoucí dříve 

zmíněné mutace zajišťoval účinnější infekci buněk HEK293. Odlišnosti v citlivosti 

jednotlivých buněčných linií mohou být vysvětleny nízko-afinitními interakcemi Env 

s adhezivními molekulami jako je např. proteoglykan heparansulfát. Tyto vazby samy o sobě 

nespouští konformační změny v Env, které jsou nutné pro virový vstup, ale jsou důležité pro 

přichycení viru na buněčnou membránu a významně zvyšují účinnost infekce (shrnuto v 

Dimitrov, 2004). Také je možné spekulovat o roli rozdílného složení membránové lipidové 

dvojvrstvy mezi jednotlivými buňkami, jelikož je známo, že jednotlivé složky membrány 

pomáhají při interakci s virovým proteinem Gag (Barros et al., 2016). Tyto vazby by mohly 

přispívat k rozdílné citlivosti buněčných linií a mohly by hrát roli také při interakci s ASLV 

Env. 

Dále jsem se zaměřila na studium vlastností obalového glykoproteinu EnvH20. Nízký titr 

viru RCAS-EnvH20-GFP změřený na citlivých buňkách NIL-Tvc a DF-1 naznačoval, že by 

EnvH20 mohl mít sníženou stabilitu. Nejdříve byla testována stabilita při zvýšené teplotě a 

ukázalo se, že zatímco virus s původním EnvC byl stabilní, titr viru obsahující EnvH20 

s narůstajícím časem inkubace při 44 °C klesal. Stejné chování bylo již dříve pozorováno u viru 

podskupiny D (SR-RSV-D), který je také schopen infikovat savčí buňky (Bova-Hill et al., 

1991). Dále byla testována stabilita při nízkém pH a také v tomto případě byl virus nesoucí 

EnvH20 silně nestabilní, zatímco virus obsahující EnvC nebyl nízkým pH ovlivněn. Jelikož 

inaktivace nízkým pH je jedním ze znaků receptorem-aktivovaného Env (Mothes et al., 2000), 

byly následně analyzovány další vlastnosti aktivovaného Env.  

Mechanismus vstupu ASLV do buňky byl detailně popsán pomocí experimentů 

využívajících solubilního receptoru, který se váže na virový Env a tím ho aktivuje. Takto 

aktivovaný Env dokázal díky uvolnění fúzního peptidu vázat lipozomy (Damico et al., 1998; 

Hernandez et al., 1997) nebo obsahoval reaktivní thiolát, který mohl být blokován pomocí 

alkylačního činidla PMB (Smith a Cunningham, 2007). Jestliže byl Env aktivovaný receptorem 

ovlivněn kyselým pH, došlo k tvorbě oligomerů rezistentních na SDS, které odpovídají formaci 

šestihelikálního svazku (6HB) (Smith et al., 2004).  
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Výše zmíněných experimentů bylo využito k ověření naší hypotézy, že se EnvH20 

nachází v podobné konformaci jako Env aktivovaný receptorem. Jelikož předešlé experimenty 

byly provedeny pouze se solubilním receptorem podskupiny A a vhodný solubilní receptor 

podskupiny C nebyl popsán, experimenty postrádaly pozitivní kontrolu. Získané výsledky ale 

shodně ukázaly, že se EnvH20 chová podobně jako aktivovaný Env. Na rozdíl od viru 

s původním EnvC, RCAS-EnvH20-GFP dokázal vázat lipozomy, byl inhibován PMB a nízké 

pH spustilo tvorbu oligomerů TM.  

Abych zjistila vliv jednotlivých mutací na aktivaci Env, testovala jsem, jak efektivně jsou 

chiméry EnvC-H20 inaktivovány pomocí nízkého pH nebo inhibovány PMB. Výsledky 

ukázaly, že čím je účinnější vstup do savčích buněk, tím je větší citlivost k nízkému pH a 

inhibici PMB. Z toho vyplývá, že úroveň aktivace Env koreluje s účinností vstupu do buněk 

postrádajících receptor. Konformační přechod z nativního stavu Env do aktivovaného stavu 

vyžaduje energii k překonání aktivační bariéry (Myszka et al., 2000). Domnívám se, že mutace 

aktivující Env snižují tuto aktivační bariéru, takže může dojít ke spontánní aktivaci Env, což by 

vysvětlovalo, proč detekujeme pouze určité množství aktivovaného Env a toto množství je 

závislé na konkrétní mutaci. 

Existence stále aktivovaného stavu Env je podpořena i experimenty, které ukazují, že 

přechodný stav Env po aktivaci receptorem je do určité míry stabilní. Například ASLV zůstává 

infekční i několik hodin po přechodném zablokování infikovaných buněk pomocí činidel, které 

zvyšují pH v endozomech. Dalším příkladem je inhibice ASLV pomocí peptidu, který je 

odvozen od HR2 a nazývá se R99. Tento peptid nedokáže blokovat nativní formu Env, ale když 

se přidá k buněčnému povrchu, tak se váže na receptorem aktivovanou formu Env, která má 

odhalené HR oblasti. V této formě může být Env zablokován, ale po odmytí R99 se opět stává 

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

Kromě toho bylo také ukázáno, že virus aktivovaný solubilním receptorem dokáže 

vstupovat i do lidských buněk, které postrádají vhodný receptor (Damico a Bates, 2000). 

Již dříve bylo pozorováno, že mutace v obalovém glykoproteinu ASLV mohou 

způsobovat rozšířený rozsah hostitelské specifity. Při charakterizaci viru, který byl schopný 

replikace v původně rezistentní křepelčí linii, byla u podskupiny B nalezena mutace v oblasti 

hr1. (Rainey et al., 2003; Taplitz a Coffin, 1997). U podskupiny A byly nalezeny mutace 

v oblasti aminokyselinových repeticí HR1 v podjednotce TM po selekci viru, který byl schopen 

překonat blok vstupu viru do buňky vyvolaný inhibitorem R99 (Amberg et al., 2006). Jako 

vedlejší efekt těchto mutací byl pozorován tropismus pro savčí buňky. 
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Změny ve fúzním peptidu byly také již dříve pozorovány u jiných ASLV mutantů. Bylo 

ukázáno, že mutace ve fúzním peptidu a hr1 ovlivňují pH potřebné k aktivaci fúze membrán 

(Babel et al., 2007). Popsané mutanty byly schopné fúzovat až při velmi nízkém pH, což bylo 

pravděpodobně způsobeno zvýšenou stabilitou Env. Naopak v našem případě mutace ve fúzním 

snižovala stabilitu Env.  

Tato práce a předešlé výsledky tedy ukazují, že mutace způsobující savčí tropismus 

mohou být v různých částech obalového glykoproteinu včetně transmembránové podjednotky. 

Jelikož Env ASLV interaguje s příslušným receptorem především pomocí oblastí hr 

v podjednotce SU (Dorner et al., 1985), není pravděpodobné, že by tyto mutace způsobovaly 

interakci s určitým neznámým receptorem. To je také podpořeno naším pozorováním, že 

mutace v H20-TM je schopná umožnit infekci lidských buněk i ve spojení s podjednotkou SU-

B, která rozeznává jiný ptačí receptor než SU-C. Překvapivě virus, který obsahoval Env vzniklý 

spojením H20-TM s podjednotkou SU-A, nebyl schopen vstupovat do savčích buněk. Rozdílné 

chování tohoto viru je pravděpodobně způsobené zvýšenou stabilitou konformace Env a 

ukazuje, že stabilita a aktivace Env závisí na obou podjednotkách. 

Ačkoliv se nalezené mutace způsobující tropismus pro savčí buňky (D32G a L378S) 

nacházejí v různých částech Env, obě přispívají k aktivaci Env (Obr. 28). Domnívám se, že tyto 

mutace ovlivňují konformaci Env takovým způsobem, že dochází ke snížení aktivační energie, 

a tudíž může Env spontánně přecházet do aktivovaného stavu, který je podobný stavu Env po 

vazbě na receptor. Vstup viru do buňky může být proto zprostředkován pomocí nízko-afinitních 

interakcí Env s neznámými molekulami, které jsou běžně přítomny na buněčném povrchu. 

Tímto způsobem virus obchází potřebu původního receptoru, který je za normálních okolností 

nutný pro aktivaci Env a je proto schopný vstupovat do různých buněk postrádajících receptor.  

Mutace rozšiřující rozsah hostitelské specifity byly pozorovány i v obalových 

glykoproteinech myších retrovirů (mouse mammary tumor virus, Moloney murine leukemia 

virus) (Ferrarone et al., 2012; Konstantoulas et al., 2015). Ačkoliv se tyto mutace nacházejí 

v podjednotce SU a autoři se domnívají, že by mohly způsobovat vazbu nového receptoru, nelze 

vyloučit možnost, že tyto mutace také ovlivňují aktivaci Env. Mezidruhový přenos HIV a 

ostatních lentivirů byl studován především v souvislosti s hostitelskými restrikčními faktory. 

Existuje ale několik studií, které popisují mutanty HIV Env, jejichž vstup je nezávislý na 

virovém receptoru CD4. Překvapivě mutace umožňující infekci buněk bez receptoru CD4 

nebyly nalezené pouze v podjednotce SU, kde způsobovaly odkrytí vazebného místa pro 

koreceptor, ale nacházely se také v podjednotce TM (Reeves a Schulz, 1997). Podobně jako u 
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RSV, i u HIV-1 mutace v podjednotce TM ovlivňují virovou infektivitu a fúzogenní aktivitu 

(Dubay et al., 1992). Dále bylo ukázáno, že mutace v TM spojené se vstupem nezávislým na 

CD4 způsobují odhalení oblasti HR1 a zvyšují citlivost HIV k různým poškozením (např. 

chladu) nebo k vazbě protilátek a malých molekul (Haim et al., 2011). Zajímavé také je, že 

konformace Env některých kmenů SIV nezávislých na CD4 je velmi podobná konformaci HIV-

1 po vazbě na CD4 (White et al., 2010). 

 

 

 

Obr. 28. Navržený model virového vstupu nezávislého na receptoru. (Vlevo) Virový Env 
je běžně aktivovaný vazbou na receptor. Aktivovaný Env se nachází v konformaci umožňující 
další změny, které se odehrávají při nízkém pH v endozomech a vedou k fúzi virové a buněčné 
membrány. (Uprostřed) Mutace D32G a L378S mění konformaci EnvC a posouvají Env blízko 
aktivovaného stavu, který normálně následuje po vazbě na receptor. Tyto mutanty jsou proto 
schopné být spontánně aktivované v závislosti na typu mutace. Po vystavení nízkému pH, 
aktivovaný Env zprostředkuje fúzi membrán. (Vpravo) Následky aktivace obalového 
glykoproteinu mohou být detekovány v různých krocích. Úroveň aktivace Env pozitivně 
koreluje s narůstajícím množstvím reaktivního thiolátu a sníženou stabilitou při nízkém pH. Po 
aktivaci mění Env konformaci, fúzní peptid je uvolněn a může být zanořen do membrány 
lipozomů. Po aktivaci a snížení pH může být detekována tvorba šestihelikálního svazku pomocí 
biochemického testu analyzujícího tvorbu TM oligomerů. 

 

 

Také u dalších virů obsahujících fúzní proteiny I. třídy byly nalezeny mutace v jejich 

fúzních podjednotkách, které způsobovaly rozšíření hostitelské specifity. V případě koronavirů 

existuje několik náznaků, že mutace v podjednotce S2, která je analogická k retrovirové TM, 
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jsou spojeny s mezidruhovým přenosem viru. U viru myší hepatitidy byla popsána mutace mezi 

fúzním peptidem a HR1, která způsobovala rozšíření hostitelské specifity (McRoy a Baric, 

2008). Tato mutace byla spojená s další aminokyselinovou záměnou na začátku SU, podobně 

jako bylo pozorováno v této práci u RSV. Také bylo ukázáno, že oblast HR1 v S2 je hlavním 

cílem adaptivní evoluce u virů MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) 

a dalších příbuzných virů (Forni et al., 2015). 

Široké spektrum mutantů s rozšířenou hostitelskou specifitou naznačuje, že tyto a 

podobné mutace by mohly představovat první krok v mezidruhovém přenosu. Na jednu stranu 

tyto mutace v Env umožňují virový vstup nezávislý na receptoru, na druhou stranu negativně 

ovlivňují virovou infektivitu, protože snižují stabilitu Env, zvyšují citlivost Env 

k neutralizačním protilátkám a navíc jsou pravděpodobně i cytopatogenní (Rainey a Coffin, 

2006). Proto představuje infekce savčích buněk virem RSV vhodný systém pro detekci prvních 

událostí při mezidruhovém přenosu, jelikož se RSV nedokáže v savčích buňkách replikovat. 

V permisivním systému může docházet k rychlé adaptaci na nového hostitele. To bylo také 

pozorováno při množení viru obsahujícího H20-TM v kuřecích buňkách, kde došlo po dvou 

týdnech k selekci viru nesoucího zpětnou mutaci ve fúzním peptidu. V jednom případě byla 

také pozorována mutace v jiné části Env, která také zvyšovala stabilitu a snižovala aktivaci 

daného Env (nepublikovaná data). Selekce fenotypových revertantů by proto mohla odhalit 

oblasti Env důležité pro stabilitu a aktivaci Env. 

ASLV se vyvinuly tak, že využívají různé buněčné receptory a je možné, že podobné 

mutanty jako zde popsané sloužily jako přechodný stav při virové adaptaci na nový receptor. 

Teoreticky mutace aktivující Env mohly způsobit počáteční infekci původně rezistentních 

buněk. Jakmile ale virus nalezl vhodné podmínky pro svou replikaci, došlo k přizpůsobení Env 

na jiný buněčný receptor a původní mutace zmizely. Byly také popsány ptačí receptory, které 

umožňují vstup viru do buňky s nízkou účinností (Plachy et al., 2017), což opět může 

představovat přechodný stav předtím, než se virus na nový receptor plně adaptuje. 

Kromě mutací v Env byly analyzovány i další mutace v H20-RSV. Bylo nalezeno několik 

změn 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). Žádná z těchto mutací ale výrazně neovlivnila replikaci H20-RSV, jelikož virus 

získaný z buněk H-20 se v ptačích buňkách účinně množil a transformoval je. Záměny, které 

vedly synonymním mutacím a aminokyselinovým záměnám pozorovaným u jiných ASLV 

kmenů nebyly brány v úvahu. 
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Jak již bylo dříve zmíněno, popsané mutanty RSV, které dokážou vstupovat do savčích 

buněk, nepředstavují adaptovaný virus schopný replikace v savčích buňkách a přenosu mezi 

jednotlivci. Ačkoliv je virus schopen vstoupit do buňky a integrovat provirovou DNA, 

nedochází k tvorbě virových částic.  

6.2 Obnovení virové replikace RSV v savčích buňkách po fúzi 

s permisivními kuřecími buňkami 

Ačkoliv savčí buňky transformované virem Rousova sarkomu neprodukují žádný 

infekční virus, virová produkce může být obnovena fúzí těchto buněk s permisivními kuřecími 

fibroblasty (Coffin, 1972; Machala et al., 1970; Svoboda a Dourmashkin, 1969). V této práci 

jsem se zaměřila na charakterizaci změn, ke kterým došlo po fúzi křeččích RSV-

transformovaných buněk RSCh s kuřecími fibroblasty DF-1.  

Buněčná linie RSCh byla v naší laboratoři již dříve charakterizována a studována 

(Hlozanek et al., 1966; Svoboda, 1998), což bylo doplněno mým zjištěním, že tato linie nese ve 

svém genomu pouze jednu provirovou kopii. Výsledky této práce ukazují, že buňky RSCh 

produkují pouze zanedbatelné množství env mRNA. Toto pozorování je v souladu s předešlými 

studiemi zaměřenými na defekty replikace RSV v savčích buňkách (Berberich et al., 1990; 

Svoboda et al., 1983). Jestliže jsou ale buňky RSCh fúzovány s ptačími fibroblasty, dochází 

k výraznému zvýšení produkce env mRNA i obalového glykoproteinu, který je touto mRNA 

kódován. Jelikož DF-1 neobsahují žádné endogenní alfaretrovirové sekvence, detekovaná env 

mRNA musí být exprimována z proviru RSV v buňkách RSCh. Zvýšená tvorba env mRNA i 

obalového glykoproteinu byla pozorována již 48 hodin po fúzi. 

Dále bylo po fúzi pozorováno více virové gRNA v cytoplazmě, což naznačuje, že dochází 

k účinnějšímu jadernému exportu gRNA. gRNA kóduje polyprotein Gag, jehož množství po 

fúzi vzrostlo a v médiu byly detekovány VLP částice obsahující maturovaný Gag. 

Je pravděpodobné, že tyto změny jsou zodpovědné za obnovenou virovou produkci, i 

když není vyloučeno, že v savčích buňkách může být replikace RSV blokována i na nějaké další 

úrovni. Předpokládám, že pozorované změny v tvorbě virových proteinů Env a Gag byly 

umožněny díky komplementaci kuřecími faktory (Obr. 29). Tato hypotéza byla podpořena 

zjištěním, že inhibitory proteosyntézy blokují nárůst env mRNA, jestliže byly použity na kuřecí 

buňky před fúzí s buňkami RSCh. Naopak zastavení proteosyntézy v buňkách RSCh před fúzí 

s DF-1 nevedlo k žádným výrazným změnám v produkci env mRNA. 
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Obr. 29. Schématické znázornění pozorovaných dějů ve fúzovaných heterokaryontech. 
Kuřecí buňka (DF-1) poskytuje savčí buňce (RSCh) faktory důležité pro sestřih env mRNA a 
export gRNA, čímž dochází k vyšší expresi virových proteinů Env a Gag, které jsou důležité 
pro tvorbu infekčních částic. 

 

 

Jedním z faktorů zodpovědných za nízkou tvorbu env mRNA může být přítomnost 

anomálního sestřihu virové mRNA v savčích buňkách. Bylo zjištěno, že v buňkách RSCh tvoří 

anomálně sestřižená mRNA 5,6 %, ale překvapivě tato RNA byla nalezena i v infikovaných 

ptačích buňkách, kde dosahovala 1,3 % všech virovým mRNA. Tyto anomálně sestřižené 

virové mRNA vznikají využitím různých kryptických 5’ sestřihových míst spolu se src 

3’ sestřihovým místem. Většinou zároveň dochází k sestřihu typickému pro env mRNA a tvoří 

se tak dvojitě sestřižené mRNA. Sestřižené varianty, které jsou v této práci nazvány Dbl1 a 

Cryptic1, byly již dříve pozorovány při sestřihu PR-RSV-A v myších buňkách (Berberich et 

al., 1990). Ostatní varianty (Dbl2, Cryptic2, Cryptic3) jsou pravděpodobně charakteristické pro 

SR-RSV-D, kde se nacházejí jednonukleotidové záměny vytvářející nová kryptická místa. 

Zajímavé je, že po fúzi s kuřecími fibroblasty nedochází v k výraznějším změnám v hladině 

anomálně sestřižených virových mRNA, a proto se domnívám, že přítomnost těchto mRNA 

není hlavní příčinou chybějící env mRNA. Využití kryptického sestřihového místa bylo navíc 

pozorováno také při zvýšené tvorbě src mRNA v ptačích buňkách vlivem optimalizace src 



 

85 
 

3’ sestřihového místa (Zhang a Stoltzfus, 1995). Jelikož v savčích buňkách také dochází 

k vysoké tvorbě src mRNA, může být anomální sestřih mRNA pouze vedlejším jevem častého 

využití src 3’ sestřihového místa.  

Jelikož není přesně známo, které kuřecí faktory regulují sestřih RSV mRNA, je těžké 

určit, jaký kuřecí protein savčím buňkám chybí. V RSV genomu se nacházejí tři hlavní cis 

elementy ovlivňující sestřih mRNA – negativní regulátor sestřihu (NRS), enhancer sestřihu env 

(ESE) a supresor sestřihu src (SSS). Elementy NRS a ESE vážou SR proteiny a jejich vliv na 

sestřih byl pozorován i v reportérových konstruktech v savčích buňkách (Bouck et al., 1998; 

McNally a McNally, 1996; Staknis a Reed, 1994). Jestli ale ovlivňují sestřih v ptačích a savčích 

buňkách stejně účinně nebylo ukázáno.  

Který faktor se váže na element SSS, zatím nebylo určeno. Zajímavé ale je, že při infekci 

lidských fibroblastů tvořil virový konstrukt nesoucí mutace v SSS stejné množství src mRNA 

jako virus s nemutovaným elementem, což naznačuje nepřítomnost faktoru rozeznávajícího 

SSS v savčích buňkách (Amendt et al., 1995). Tato hypotéza byla také podpořena pozorováním, 

že v in vitro systému odvozeném od lidských buněk HeLa docházelo k inhibici sestřihu src 

minigenu pouze v případě přidání kuřecího extraktu. Přesto se nezdá, že by tento kuřecí faktor, 

který se váže na SSS element, byl jedinou příčinou rozdílného sestřihu RSV mRNA v savčích 

a kuřecích buňkách, jelikož SSS element ovlivňuje sestřih mRNA jen mírně. Mutace v SSS 

elementu způsobily v ptačích buňkách pouze dvojnásobný nárůst v produkci src mRNA 

(Stoltzfus et al., 1987). 

Další důležitou sekvencí virové RNA jsou tzv. přímé repetice (DR), které ovlivňují 

především export nesestřižené gRNA z jádra, ale byl pozorován i inhibiční efekt na sestřih src 

mRNA (Guo et al., 2000; Simpson et al., 1997). Také v případě tohoto elementu není znám 

interakční protein. RSV obsahuje dva DR elementy, které obklopují gen src a jsou si strukturně 

velmi podobné (Ogert et al., 1996; Yang a Cullen, 1999). Virus postrádající oba DR elementy 

vykazuje pokles ve stabilitě gRNA a akumulaci této RNA v jádře. Studie buněk RSCh odhalila 

několik podobností s chováním viru postrádajícím DR repetice. Bylo pozorováno, že gRNA 

není stabilní, je neúčinně exportována z jádra a protein Gag se tvoří ve velmi malém množství, 

což naznačuje, že by v savčích buňkách mohl chybět protein, který se váže na DR a 

zprostředkovává export gRNA z jádra. Tato hypotéza je podpořena zjištěním, že DR elementy 

dokážou nahradit jiné transportní elementy u ostatních virů pouze v případě, že virová replikace 

probíhá v kuřecích buňkách, zatímco v savčích buňkách jsou DR nefunkční (Ogert et al., 1996). 

Také bylo ukázáno, že v případě ALV nedochází v psích osteosarkomových buňkách D-17 



 

86 
 

k účinnému exportu nesestřižené virové RNA z jádra, ale tento blok byl překonán, jestliže byl 

do virového konstruktu vložen transportní cis element z HIV (Nasioulas et al., 1995). Na 

druhou stranu, v jiné studii bylo zjištěno, že DR elementy zprostředkovávají export nesestřižené 

RNA z jádra v savčích buňkách s podobnou účinností jako v ptačích buňkách (Yang a Cullen, 

1999).  

Ačkoliv tedy v buňkách RSCh jasně pozorujeme špatnou regulaci v sestřihu virové 

mRNA a exportu gRNA, nelze s určitostí říci, které faktory jsou za pozorované rozdíly 

zodpovědné. Kromě nepřítomnosti buněčných proteinů rozeznávajících virové RNA elementy 

by úpravy virové RNA mohly být také ovlivněny samotným proteinem Gag, který vstupuje do 

jádra (Garbitt-Hirst et al., 2009) nebo virovým proteinem p10 (nestrukturní štěpným produkt 

polyproteinu Gag), který také obsahuje jaderný lokalizační signál (Scheifele et al., 2007). 

Dále bylo testováno, jaký vliv na obnovenou virovou produkci má exprese genů gag a 

env v ptačích buňkách použitých pro buněčnou fúzi. Jestliže ptačí buňky obsahovaly obalový 

glykoprotein, virová produkce po fúzi s buňkami RSCh byla jasně zvýšená. V případě proteinu 

Gag byl pozitivní efekt na tvorbu viru po fúzi pozorován pouze při vysoké produkci tohoto 

proteinu. Nejlepšího výsledku bylo dosaženo, jestliže ptačí buňky byly před fúzí preinfikovány 

pomocným virem. K obnovení virové produkce v savčích buňkách byla ale vždy potřeba fúze 

s ptačími permisivními buňkami. Komplementace genem env v buňkách RSCh nestačila 

k virové replikaci. Exprese genu gag byla z použitého konstruktu v buňkách RSCh bohužel 

příliš nízká, aby bylo možné udělat jasný závěr. Jestli by tedy samotná produkce virových 

proteinů v savčí buňce stačila k tvorbě virových částic, není úplně jasné. V případě vysoké 

exprese proteinu Gag se ale zdá, že RSV dokáže tvořit viru-podobné částice uvolňované do 

média (Jouvenet et al., 2009; Wills et al., 1989). V jedné studii byla také pozorovaná virová 

produkce VSV-G pseudotypů ALV v lidských buňkách (Chen et al., 1999). Naopak 

komplementace pomocí genů savčích retrovirů nevedla k obnovení virové produkce (Weiss a 

Wong, 1977). 

Tato práce je detailní studií defektů replikace RSV v savčích buňkách a odhaluje změny, 

ke kterým dochází po obnovení virové produkce pomocí buněčné fúze s permisivními kuřecími 

fibroblasty. Hlavním účelem této studie bylo zajistit podklady, které by měly dále sloužit 

k odhalení kuřecích faktorů nezbytných pro replikaci RSV v savčích buňkách. Za tímto účelem 

se podařilo získat set šedesáti radiačních hybridů křeččích a kuřecích buněk (Morisson et al., 

2002). V genomu těchto buněk je určité procento kuřecí DNA a již v minulosti posloužily 

k odhalení kuřecího faktoru důležitého pro účinnou replikaci viru ptačí chřipky (Long et al., 



 

87 
 

2016). V budoucnosti plánujeme infikovat tyto radiační hybridy RSV a testovat v infikovaných 

buňkách produkci virových proteinů Env a Gag. V případě pozitivní produkce alespoň jednoho 

z těchto virových proteinů, by bylo zjištěno, které kuřecí geny se v pozitivních hybridech 

nalézají a dále by byl otestován jejich vliv na replikaci RSV. Nalezení kuřecích faktorů 

nezbytných pro produkci RSV v savčích buňkách by nejenom rozšířilo poznání o replikaci 

tohoto ptačího viru, ale také by ukázalo, jaké překážky musí překonat virus při mezidruhovém 

přenosu. 
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7 Závěry 

 
1. Pražský kmen viru Rousova sarkomu podskupiny C (PR-RSV-C) dokázal infikovat 

potkana a křečka díky dvěma mutacím (D32G a L378S) nalezeným v různých částech 

Env. Tyto aminokyselinové záměny umožňují virový přenos na křeččí, lidské i kuřecí 

buňky postrádající příslušný receptor. Nalezené mutace snižují stabilitu obalového 

glykoproteinu. Přítomnost reaktivního thiolátu, vazba na lipozomy a tvorba oligomerů 

TM při sníženém pH ukazují, že konformace mutovaného Env je velmi podobná jako 

konformace aktivovaného Env po vazbě na receptor. Proto je pravděpodobné, že 

mutovaný virus je schopen infikovat buňky nezávisle na původním receptoru díky 

spontánní aktivaci Env. Tento nový mechanizmus virového vstupu by mohl řídit evoluci 

ASLV i dalších virů. 

 

2. Replikace RSV v savčích buňkách je blokována na úrovni sestřihu a exportu virových 

mRNA. V savčích transformovaných buňkách se tvoří velmi malé množství env mRNA 

a nesestřižená genomová RNA je lokalizována převážně v jádře. Virové proteiny 

translatované z těchto mRNA nebyly téměř detekovány. Po fúzi s permisivními 

kuřecími buňkami dochází k obnovení virové replikace. Při tomto procesu je pozorován 

nárůst v hladině env mRNA i odpovídajícího proteinu. Genomová RNA je účinněji 

exportována do cytoplazmy a dochází k tvorbě polyproteinu Gag. Tyto výsledky 

ukazují, že v savčích buňkách chybí kuřecí faktory potřebné pro sestřih env mRNA a 

export genomové RNA. Získané poznatky by mohly dále přispět k odhalení těchto 

kuřecích faktorů. 
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