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Abstrakt

Retroviry patii mezi viry, které jsou schopné integrace do genomu hostitelské buriky.
Nenahodna integrace proviru do okoli, nebo dovnitt nékterych bunénych geni mize mit za
nasledek jejich deregulaci, aktivaci, nebo umlceni. To nasledné¢ mize vést k naddorové

transformaci buiiky a vzniku tumoru.

Tato prace se vénuje identifikaci mist integrace virti (VIS) a naslednému urceni obecnych mist
integrace (CIS) v nadorech riznych organt (nejcastéji ledvin, plic a jater) s pouzitim hlavné
ptacich retrovirii podskupiny J, konkrétn€ prvniho pfirodniho izoldtu HPRS-103 a laboratorné
vytvoteného viru MAV-J, ktery vznikl vyménou genu envB za envl. Infekce probihala in ovo
na kufecich plemenech Brown Leghorn a White Leghorn a tumory byly izolovany 8 az 28 tydni

po infekci. Na molekularni analyzu byla vyuZivana metoda inverzni PCR a nasledni sekvenace.

Ze 74 molekularné analyzovanych tumorii bylo detegovano 373 VIS a 6 CIS se statistickou
signifikanci nad 2.10. Nejvice zasahnutym genem byl FRK (14 krat), dale TERT (5 krat),
CTDSPL (5 krat), EGFR/ERBBI (3 krat), MYB (3 krat) a MYC (3 krat). Kromé 6 CIS byly

nalezeny také jiné geny s nizsi statistickou signifikanci.

Klic¢ova slova: retrovirus, inzeréni mutageneze, podskupina J, onkogeneze, onkogeny, MAV-J,

HPRS-103, mista integrace proviru, tumory



Abstract

Retroviruses are viruses which are able to integrate to genome of host cell. Nonrandom
integration of provirus near or inside some cellular genes may result in their deregulation,

activation or silencing. This can later lead to cell transformation and tumor formation.

This thesis discusses identification of viral integration sites (VIS) and common integration sites
(CIS) in tumors originating from different organs (mostly kidneys, lungs and liver) with using
mostly avian retroviruses subgroup J, specifically first natural isolate HPRS-103 and laboratory
made virus MAV-J, which was made by replacing gene envB by envlJ. Infection was made in
ovo using chicken breeds Brown Leghorn and White Leghorn and tumors were isolated from 8
to 28 weeks after infection. For molecular analyses was used inverse PCR method and

sequencing.

From 74 molecularly analyzed tumors there was detected 373 VIS and 6 CIS with statistical
significance over 2.10"%. Gene with the highest number of hits was FRK (14 times), then TERT
(5 times), CTDSPL (5 times), EGFR/ERBBI (3 times), MYB (3 times) and MYC (3 times).

Except 6 CIS there were other genes found, which had smaller statistical significance.

Keywords: retrovirus, insertional mutagenesis, subgroup J, oncogenesis, oncogenes, MAV-J,

HPRS-103, proviral integration sites, tumors
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1. Uvod

Retrovirusy st obalen¢ RNA virusy, ktoré pri svojej replikacii vyuzivaji enzym reverznu
transkriptazu a su schopné integrovat’ sa do DNA hostitel'skej bunky. Prave integracia do
niektorych génov alebo ich okolia je jednym zo spdsobov, ako dokdzu retrovirusy sposobit
nadorové bujnenie. Tento spdsob sa nazyva inzeréna mutagenéza, po ktorej nasleduje chronicka
transformacia bunky. Inzercia provirusu dovnutra alebo do okolia génu mdze spdsobit
poskodenie tohto génu (napriklad poskodenie expresie nadorového supresoru), alebo naopak,
modze viest' k zvyseniu aktivity génu pomocou silného virusového promotoru v ¢asti zvanej
LTR (long terminal repeat). Takto st deregulované protoonkogény (zvySenim ich expresie). Ak
vd’aka spdsobenym zmendm dochadza k nadorovej transformécii bunky, tito moze prerast

bunky ostatné a vytvorit’ nador.

Vtacie leukézové virusy (avian leukosis virus, ALV) patria do skupiny Alfaretrovirusov
a svojmu hostitelovi mozu sposobovat’ celé spektrum nadorov, anémie, ¢i spomal'ovat’ rast
zvierata a spdsobovat’ jeho chradnutie. Ked'Zze infikuji hlavne hydinu, sposobuju velké
hospodarske skody a ekonomické straty, najmi v dosledku masivneho thynu a eradika¢nych
opatreni v hydinovych chovoch ato hlavne v Cine ajuhovychodnej Azii. Aktualne su
najvyznamnejSie infekcie ALV podskupiny J (ALV-J), ktoré vyvolavaji hlavne myelomy

a hemangiosarkomy.

Ked’ze ALV-J virusy spdsobujii vznik nadorov pomocou inzer¢nej mutagenézy bez potreby
kodovania vlastného onkogénu, mozno sudit,, Ze lokusy zasiahnuté vo viacerych nezavislych
nadoroch st zodpovedné za vznik dan¢ho nadoru. Tieto gény je mozné detegovat’ pomocou
mapovania okolia integrovaného provirusu. Medzi gény, ktoré boli identifikované ako
zodpovedné za vznik nadoru patri napriklad onkogén MYC, ktory bol v kuracich B-lymfémoch
opakovane aktivovany integraciou provirusu ALV (W S Hayward, Neel, and Astrin 1981a).
Dalsie identifikované vieobecné miesta integracie (CIS) v kuracich B-lymfémoch sa MYB,

BIC, ¢i TERT (Clurman and Hayward 1989, Yang et al. 2007).

Prvym prirodnym izolatom podskupiny J je virus HPRS-103, ktory bol izolovany v roku
1987-1988 vo Velkej Britanii z kur¢ata mésového typu. Tento virus vyvolaval hlavne
myelémy a rendlne adendmy (L. N. Payne and Nair 2012a). Spolu s virusom MAV-J, ktory
vznikol prenosom génu pre obalovy glykoprotein z HPRS-103 do virusu MAV, tvori HPRS-
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103 zéklad in vivo pokusov uvedenych v tejto praci. Praca sa takisto venuje identifikacii
vSeobecnych miest integracie tychto virusov veducich k vzniku réznych typov nadorov a tym

potvrdzuje a prehlbuje doterajSie vedomosti v tejto oblasti.
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2. Literarny prehl’ad

2.1 Retrovirusy

Virusy su infek¢né mikroskopické az submikroskopické nebunkové castice, ktoré v rdzne;j
miere vyuzivaji bunky organizmov na vlastné pomnozenie. Medzi sebou sa liSia v type
hostitel’a, vel'’kosti gendému, spdsobe infekcie a mnohych d’alSich aspektoch, ale vSetky virusy

maju spolo¢né to, ze nekoduju translacny aparat.

Retrovirusy patria medzi virusy, ktorych gendom tvoria dve molekuly jednoretazcovej RNA,
ktora mé pozitivhu orientdciu. Vo viriéne si okrem genetickej informacie nesu aj enzym
reverznu transkriptdzu, pomocou ktorého je jednoretazcovy RNA gendm prepisovany do
dvojretazcovej cDNA podoby. Ta je integrovand do DNA hostitel'skej bunky a nazyva sa
provirus. Virus je do gendmu hostitel'skej bunky integrovany v podobe asti DNA obsahujtice;j
gény (gag, pol, env, pripadne d’alSie) ohranicenej dvomi sekvenciami LTR (long terminal
repeat). LTR sekvencie vznikaji pri reverznej transkripcii koncovych casti gendému
retrovirusov a maju ulohu v inzercii virusu do genému hostitel'skej bunky v podobe provirusu

a sluzi ako kontrolné centrum génovej expresie.

Geneticka informacia retrovirusov nesie tri zakladné gény, ktorymi st gag, pol a env. Tie su
exprimované pomocou hostitel'ského aparatu. Gén gag koéduje hlavy Struktarny polyprotein
nevyhnutny na poskladanie virusovych castic, pol koduje enzymy reverznl transkriptazu,
integrazu, proteazu a RNazu H aenv koduje obalové glykoproteiny, z ktorych povrchovy
protein je zodpovedny za vidzbu virusu na receptor ateda aj tropizmus virusu
a transmembranovy protein zas za fiziu membrany virusu s cytoplazmatickou membranou
bunky. Virusové castice obalené fosfolypidovou membranou, ktorti ziskavaji pri opastani
bunky pomocou pucania nie su infekéné, kym protedza nenaStepi prekurzory na funkcéné
proteiny. Toto sa nazyva maturacia a dochadza k nej z dovodu predchddzania opitovnej

infekcii buniek, ktoré uz infikované su.

2.1.1 Onkogénne retrovirusy

Podl'a sposobu, akym retrovirusy prispievaju k nddorovej transformécii hostitel'skych buniek

sa delia na akutne transformujice a chronicky transformujuce. Rozdiel nie je len v samotnom
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sposobe, akym tieto dve skupiny indukuji nadory transforméciou hostitel'skych buniek, ale aj

v rychlosti, akou sa to deje.
2.1.1.1 Akutne transformujuce retrovirusy

Akutne transformujlce retrovirusy su virusy, ktoré okrem zékladnych génov nest vo svojom
genéme aj povodne bunkové protoonkogény. Tie st do virusového genému zahrnuté pri
replikacii virusu. Ked'ze vacsinou je takyto protoonkogén poskodeny, stdva sa z neho onkogén,
ktory po virusovej infekcii bunky rychlo transformuje. Akutne transformujuce retrovirusy
vyvolavaji naddory vel'mi rychlo, vac¢Sinou v priebehu dni az tyzdnov. Ked’ze virus vo svojom
gendome nesie onkogén, transformécia buniek byva vel'mi G¢inna a vznikaju tak polyklonalne

nadory.

Velkost gendému jednotlivych virusov je limitovana a vicSina akutne transformujucich
retrovirusov v dosledku zisku onkogénu straca Cast’ svojho gendému, ¢im sa stavaju neschopné
replikdcia, teda replikacne defektné. Takéto virusy potrebuju replika¢ne kompetenty (takzvany
helper) virus, ktory poskytne akutne transformujiicemu virusu proteiny na vznik viriénu, do
ktorého sa zbali genetickd informdcia transformujuceho retrovirusu. Takto vzniknuté Castice sa

nazyvaju pseudotypy.

Prvym objavenym onkogénnym retrovirusom bol virus Rousovho sarkému (RSV), ktory podl'a
svojho ndzvu spdsoboval sarkomy kurciat (Rous 1911). Neskor bolo zistené, ze gén, ktory RSV
nesie pravdepodobne nemd virusovy povod, pretoze DNA normélnych kuracich buniek
obsahuje nukleotidovii sekvenciu pripominajicu cast’ virusového transformujiceho génu
(Stehelin et al. 1976). Po identifikacii génu v-src bolo dalej zistené, Ze za nadorovu
transforméciu buniek a rychly vznik nadorov (v priebehu mesiaca od aplikacie) moZe prave
v-src, nie virus ako taky (Fung et al. 1983). Je nutné podotknut’, Ze tieto objavy boli mozné aj
preto, ze na rozdiel od vacSiny akutne transformujucich retrovirusov, RSV je replikac¢ne

kompetentny a nepotrebuje helper virus.

Dal§im aktitne transformujucim retrovirusom nestcim onkogén je A-MuLV (Abelson murine
leukemia virus), ktory u mysi sposobuje lymfosarkém. Protoonkogén c-abl v tomto pripade vo
virusovom gendme vytvoril hybridny gén gag-abl (Reddy, Smith, and Srinivasan 1983). Toto
velmi vyrazne ovplyvnilo konecny produkt, pretoZze na rozdiel od c-abl génu beZne
vyskytujuceho sa v bunke v podobe jadrového proteinu, vznikol protein lokalizovany do

plazmatickej membrany (Van Etten, Jackson, and Baltimore 1989; Rohrschneider and Najita
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1984). Ked'’ze A-MuLV v désledku inzercie abl génu vacsinu svojich génov stratil, tento virus
nie je replikacne kompetentny a teda potrebuje helper virus, ktorym je M-MuLV (Moloney

murine leukemia virus) (Reddy, Smith, and Srinivasan 1983).

2.1.1.2 Chronicky transformujuce retrovirusy

Chronicky transformujuce retrovirusy tvoria druht skupinu onkogénnych retrovirusov. Tieto
virusy na rozdiel od akutne transformujucich prispievaju k vzniku naddorov zna¢ne pomalSie
(mesiace) aindukované nadory véacSinou nie su polyklonalne ako tomu je u akutne
transformujtcich retrovirusov. Dovodom je nizka pravdepodobnost’ nddorovej transformécie,
¢o znamena, Ze pozorované nadory su tvorené jednym alebo niekol’ko malo bunkovymi klonmi.
V pripadoch takychto nadorov sa daju zistit’ takzvané integracné miesta provirusu. Ked’ze len
malé percento z infikovanych buniek je nddorovo transformovanych, mozno sudit, Ze ta dana
integracia méze mat’ vyznamny vplyv na bunkovt transforméciu, jej schopnost prerast’ okolité
bunky a dat’ vznik nadoru. Tieto virusy taktiez nenesti Ziaden onkogén a nie su schopné

transformovat’ bunky in vitro. Bunky transformuju takzvanou inzerénou mutagenézou.
Inzeréna mutagenéza

Aktivacia bunkovych (onko)génov inzerénou mutagenézou bola pozorovana u mnohych
retrovirusov pri nachadzani v§eobecnych miest integracie tychto provirusov. Existuje niekol'ko
modelov, ako vysvetlit’ efekt integracie provirusu do okolia bunkového génu, ktory potencialne

prispieva k nadorovej transformacii bunky.

Model promotorovej inzercie

Pri §tadiu B-lymfémov indukovanych infekciou ALV (avian leukosis virus) u kurc¢iat bola
detegovand integracia provirusu do velmi podobnych miest kuracieho genému u viacerych
nadorov. Bolo zistené, ze toto miesto integracie sa nachadza v okoli génu c-myc a integracia
provirusu vedie k nadexpresii tohto bunkového protoonkogénu, o nasledne vedie k vzniku
B-lymfomov (William S. Hayward, Neel, and Astrin 1981a). Toto vysvetl'uje aj dlhu latenciu
a maly vyskyt nadorov, pretoze pravdepodobnost, ze sa provirus integruje presne do tohto
miesta (za predpokladu relativne ndhodného miesta integracie ALV) je mala a na dosiahnutie
optimalnych podmienok a dereguldcie bunky je vel'mi pravdepodobne potrebna viac nez len

jedna integracia. Vzniknuté nadory st preto vdcSinou monoklondlne. Model promoétorove;j
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inzercie je ukdzany aj na obrazku 1, kde provirus integrovany upstream od protoonkogénu

v rovnakej transkripénej orientacii je schopny zosilnit’ expresiu dané¢ho génu pomocou LTR.

ALV provirus c-myc

—> —=>
R R —— -

— - -

Obrazok 1: Model promotorovej inzercie. Provirus sa integruje bezprostredne pred protoonkogen, ¢im zosilni
expresiu bunkového génu z LTR.

ALV provirus c-myc

<= =>
LTR Lre ——

~

" &

Obrazok 2 Obrazok 3:Model aktivicie enhanceru. Provirus vyuziva silny enhancer v LTR na aktivaciu
promotoru génu, ¢o vedie k zvySeniu jeho expresie.

Model aktivacie enhanceru

Dalsia moZnost integracie provirusu do okolia génu je napriklad integracie upstream od
zaCiatku génu, avSak v opacnej transkripénej orientacii. Toto bolo pozorované znova pri B-
lymfomoch indukovanych ALV, kedy bola znova pozorovana integracia do okolia génu c-myc.
V tomto pripade sa v§ak vyskytovali tri mozné varianty. Prva z nich bola promoétorova inzercia,

kedy sa provirus integroval upstream od génu v zhodnej orientécii. Druhé bola downstream od
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génu, v rovnakej transkripcénej orientacii ako c-myc a tretia upstream od génu, avsSak v opacnej
orientdcii. Ked’ze vsetky tieto pripady viedli k vzniku nddoru, je pravdepodobné, Ze napriek
opacnej orientacii, pripadne integracii downstream od génu, ma provirus stale moznost’ nejako
regulovat’ (resp. zvysit)) transkripciu daného génu. Je stidené, ze provirus vyuziva svoj silny
enhancer v LTR oblasti na aktivaciu c-myc promotoru, o ma za nasledok zvysenie expresie c-

myc (obr.2) (G. S. Payne, Bishop, and Varmus 1982).

2.2 Vtadie retrovirusy

Stadium vtagich retrovirusov nepochybne do velkej miery prispelo k poznaniu mechanizmov
nadorovej transformécie. Ved’ prvym identifikovanym bunkovym protoonkogénom v suvislosti
s vtacimi retrovirusmi bol prave src, ktory v zmenenej forme v-src obsahuje RSV, ¢im vel'mi
efektivne v casovom intervale niekol’kych dni az tyzdiiov vyvolava nadory u kurciat (P Rous

1910; Peyton Rous 1911).

Vtacie retrovirusy st skupina virusov v dneSnej dobe postihujticich hlavne kurence. U svojho
hostitel'a vyvolavaju velké spektrum nadorovych ochoreni a hoci sa vo védc¢Sine zemi sveta
podarilo obmedzit’ ich vyskyt v priemyselnych chovoch hydiny, v Cine a juhovychodnej Azii
do dnesného dna predstavuji problém spojeny s vysokym tthynom zvierat a teda aj velkymi
hospodarskymi a ekonomickymi stratami. Napriek tomu, Ze vakcina proti vta¢im retrovirusom
v dnesnej dobe nie je dostupnd, v hydinarskych velkochovoch prebehli a stile prebiehaju
uspesné eradikacné programy zaloZené na molekularnej diagnostike a naslednych karanténnych

opatreniach (L. N. Payne and Howes 1991; Dong et al. 2015).

Vtacie leukdzove virusy (ALV) su virusy, ktoré spdsobujii najma (ale nie len) leukozy u vtakov
a patria medzi Alfaretrovirusy. Dolezitym génom vtacich retrovirusov je gén kodujuci obalové
glykoproteiny, env. Podla toho, aky env gén dany virus nesie, je zaradovany do podskupin.
Stcasné zname podskupiny vtacich retrovirusov st A-E, J a K, skupiny F-I patria medzi
endogénne retrovirusy vyskytujuce sa hlavne u divoko zijucich vtakov (bazanty, jarabice,
prepelice) (Sandelini and Estola 1974 ; Cui et al. 2014). Toto radenie je vel'mi dolezité, ked’ze

obalové glykoproteiny (konkrétne povrchovy protein SU) st zodpovedné za naviazanie virusu
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na receptor, a teda urcuja vnimavost’ bunky voc¢i virusu. Podskupina, do ktorej ten dany virus

patri byva uvadzana za jeho nazvom.

2.2.1 Podskupina A

ALV-A (vtaci leukozovy virus podskupiny A) je najrozsirenejSou podskupinou ASLV (vtacie
sarkomové a leuk6zové virusy) v komerénych chovoch hydiny, no len u malého percenta
zvierat indukuje vznik nddorového ochorenia. Medzi nadory, ktoré ALV-A spdsobuje patri
najmé B-lymfom, ktorého povod zacina v bunkéach Fabriciovej burzy a neskor tvori metastazy,
ktoré zasahuji pecen a slezinu, zriedkavo aj iné orgdny. ALV-A patri medzi chronicky
transformujlice virusy a na transformaciu bunky vyuziva inzeréni mutagenézu. Retrovirusy,
ktoré prispievaju k vzniku nadorov metddou inzerénej mutagenéze su aktivne testované na
vyskyt vSeobecnych miest integracie, pretoZe prave vSeobecné miesta integracie by mohli
odhalit’” potencidlne bunkové onkogény, alebo iné gény Ucastniace sa napriklad bunkovej
replikacie, proliferacie, rastu alebo apoptoézy. Deregulacia mnohych génov zasiahnutych

inzerénou mutagenézou bola potvrdena aj v 'udskych nadoroch.

Integrations Nearest Gene(s) Density | Avg. BP Integrations Nearest Gene(s) Density | Avg. BP
TNFRSF1A 240 16 CCNAZ 1.14 3.00

43 MEF2C 033 | 174 16 HMGB1 032 | 138
33 ANKRD10/ ARHGEF7 021 | 121 15 ELF2 / MGARP 022 %
30 CTDSPL 051 | 587 15 SYNE3 0.21

28 MYB 0.49 | 536 14 CD72 / LOC768355 108 | 136
28 TAB2 045 | 429 14 TAGAP 0z9 | 107
27 RUNX1 1.30 14 MDUFAFG / PLEKHFZ 0.25 _
26 TERT 14 PTPRC 018 | 207
25 MLLS 14 APBB1IP 018 | 129
24 CXorf57 13 Mir-222 / Mir-221 051 | 131
24 ADD1 f SH3BP2 13 TMEM B4 0.25 262
24 BACH2 13 MXD4 025 | 123
23 IKZF1 13 STIM2 022 | 146
23 ELF1 ) 12 Mir-155 173 | 3.67
23 MEKL1 022 | 161 12 NFKBIA 0.45 B
22 RHOH 062 | 2.09 12 TMEM135 / FZDa 0.42 %
22 FAMASE 0.20 1.36 12 TUBGCPS 0.30 117
21 CTDSPL2 0.41 | 285 12 ENO2 / ATN1 029 | 133
21 ncRNA LOC101751559 12 ZCCHC10 / HSPAG 026 | 225
20 SLC17A5/ EEF1A1 12 LINS4 025 | 235
20 UBAC2 12 TMEM123 0.23 1.25
18 AP1AR / ncRNA LOC101747403 030 | 117 12 AKT1 _E
18 LOC101749148 0.22 117

18 ze81 048 | 206 I | mYc | [oso [TEaal]
17 LASIL/ MSN p18 | 124

17 CBLE o1 | 1: | All integrations |

Obrazok 3: Obrazok 4: Prehlad 49 vSeobecnych miest integracie ALV-A zoradenych podla poctu integracii do
uvedeného (najblizsieho) génu (prevzaté od J. F. Justice, Morgan, and Beemon 2015).
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Rozne virusy A podskupiny ALV dokazu indukovat’ nadory rozne rychlo, ale vicSina
vznikajucich nadorov su B-lymfomy. Pri hl'adani vSeobecnych miest integracie virusu
zodpovednych za vznik B-lymfomov u kurciat bolo identifikovanych hned’ niekol'ko génov (J.
F. Justice, Morgan, and Beemon 2015). Prehl'ad tychto génov aj s poCtom integracii ukazuje

obrazok 3.

2.2.2 Podskupina B

MAV-B (myeloblastosis-associated virus) je jeden z predstavitelov B podskupiny vtacich
retrovirusov. MAV-B sa deli na dva zakladné typy v zavislosti od toho, aky nador najviac
indukuje. MAV-B(O) je zodpovedny za vysoké percento vyskytu osteopetrdzy u kurciat (Smith
and Moscovici 1969) a s malou pravdepodobnostou indukuje aj nefroblastomy, MAV-B(N)
spésobuje zas vo vysokom percente pripadov nefroblastomy (nadorové ochorenie obliciek)
(Walter, Burmester, and Cunningham 1962). Tieto virusy (MAV-B(0) a MAV-B(N) je mozné
mnozit' na bunkovych CEF (chicken embryonal fibroblast) kulturach a takisto je mozna ich

titracia plakovou esejou (Graf 1972).

Morfolégia nadorov je u MAV-B nefroblastomov porovnate'na s ludskym nadorovym
ochorenim obli¢iek nazgvanym Wilmsov tumor (Nicholson 1931), ale tiez s nefroblastomami
najdenymi u inych zvierat (macky, psy, ovce, zajace, dobytok...) (Bell and Henrici 1916 ; Jones
1952 ; Plummer 1951 ; Wattst and Smith 1980)

Aj v tomto pripade bolo zaujimavé zistovat’ v§eobecné miesta integracie provirusov, este o to
viac, ked 1Slo onadory stakou velkou podobnostou medzi jednotlivymi zvieratami
a Clovekom. Ako vSeobecné miesto integracie bol identifikovany gén twist. Funkcia génu twist
v embryonalnych bunkach nie je zatial' objasnend. U vta€ich nefroblastomov indukovanych
virusom MAV-2 bola zistovana miera expresie tohto génu. Bolo zistené, Ze mRNA génu twist
izolovand z nefroblastdomov nenesie muticie a gén je len nadexprimovany. To viedlo

k hypotéze, ze sa jedna o protoonkogén.

2.2.3 Podskupina J

ALV-J bol objaveny v 80. rokoch 20. storoCia a prvykrat izolovany v roku 1987-1988 vo

Velkej Britanii ako prvy prirodny izolat z kurcat'a mésového typu nazvany HPRS-103. Tento
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virus vyvolaval najmé renalne adenémy a myelomy (L. N. Payne and Nair 2012 ; L. N. Payne,
Gillespie, and Howes 1992). ALV-J predstavuje dodnes velké problémy v hydinovych
chovoch, najmi v Cine a juhovychodnej Azii. Spektrum nadorov indukovanych infekciou
ALV-J je tu vyrazne vicsie. Medzi najviac pozorované nadory asociované s ALV-J tu patria
hemangiomy (50 %) a myelocytomy (38,6 %), ale pozorovany je tiez vyskyt lymfoémov,

histiocytickych sarkémov, fibrosarkomov a adenokarcindémov ¢reva (Cheng et al. 2010).

a. Myc
Chr2 . . |139317K _ |139317,500 [139,318 K 130318500 (139319K 139319500 (139320 K 139,320,500
} b | | MYC
T Ex1 r £
b. TERT
Chr2 _ BSBOSK _ |8S800K__ [BS795K . [S.790K . PBST8SK 65,780 K
* TERT
, : - ——
# ?Em B BG EXd4 EXS
c. ZIC1
Chr9 ['1.330K  [11,340K  [11,380K  [11.390K 11395K |11396K  |11387K  [11,398K  |11,389 K

‘Hf N Ext B2 B

Obrazok 4: Vseobecné miesta integrdcie ALV-J u myeloidnej leukézy. Sipky ukazujii miesto inzercie provirusu
v kuracom genome a transkripcnu orientdaciu (hore — forward, dole — reverse) (prevzaté z Li et al. 2014).

ALV-J sa stal aj zdujmom vyskumu so zameranim na odhalenie v§eobecnych miest integracie
veducich k nddorovej transformacii. Bolo zistené, ze tak, ako iné chronicky transformujuce
retrovirusy, aj ALV-J vyuZiva inzerénil mutagenézu ¢o znamend, Ze vSeobecné miesta jeho
integracie pozorované uroznych typov nadorov zasahuju priamo gény patriace medzi
protoonkogény, nddorové supresory, alebo iné gény vykonavajiuce v bunke funkcie spojené
s apoptdézou, bunkovou proliferaciou, jej delenim a podobne. U hemangiémov bol ako
vSeobecné miesto integracie ALV-J identifikovany gén MET, ktorého dolezita lloha vo vzniku
rakoviny je znama (Justice et al. 2015 ; Gherardi et al. 2012). Mutécia a nadexpresia génu MET
boli pozorované aj u l'udskych nadorov mozgu, karcindmov prsnikov a nddorov pankreasu

spojenych so zlou progndézou a malou pravdepodobnostou vylie¢enia (Abounader and Laterra
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2005 ; Garcia et al. 2007 ; Peghini et al. 2002). U myeloidnej leuk6zy spdsobenej J podskupinou
retrovirusov boli uréené hned’ tri vSeobecné miesta integracie a to MYC, TERT a ZIC1 (Y. Li
et al. 2014). Rozlozenie jednotlivych integracii tak, ako boli identifikované je pre lepSiu
predstavu ukazané na obrazku 4. VSetky tieto gény boli takisto bezne identifikované ako
deregulované v l'udskych nadoroch (Dang 2012 ; Armanios and Greider 2005 ; Brill et al.
2010).

Chronicky transformujice retrovirusy vyuzivajice proces inzerénej mutagenézy sa pocas rokov
ukazuji byt dobrym nastrojom na zistovanie génov prispievajucich k transformécii bunky.
Gény nachadzané ako vSeobecné miesta integracie retrovirusov veduce k vznikom nadorov st
Casto identifikované ako deregulované alebo mutované aj v 'udskych nadoroch a naddoroch
inych zvierat. Vyskum v tejto oblasti mdze prispiet’ k rozSireniu obzorov nielen vtacej
nadorovej bioldgie, ale modze sluzit' aj ako potencidlne voditko pri hladani novych

onkomarkerov l'udskych nddorovych ochoreni.
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3. Ciele prace

Virusy vtacej leukozy (ALV) spdsobuji znacné hospodarske skody v chovoch hydiny.

U napadnutych vtakov spomal’uju rast, spdsobuju chradnutie a vyvolavaji chronické nadorové

ochorenia. Priame straty aj naklady na eradika¢né programy percentudlne znizujii vynosy

hydinarstva. Aktudlne si najvyznamnejSie infekcie ALV podskupiny J (ALV-J) animi

vyvolavané myeldomy a hemangiosarkémy v Cine a celej juhovychodnej Azii.

Preuk4dzanym mechanizmom chronickej onkogenézie retrovirusmi, ktoré netransdukuju ziadny

onkogén, je inzer¢na mutagenéza, tzn. integracia provirusu do hostitel'ského gendému

regulujiceho bunkové delenie. PoSkodenie alebo naopak dereguldcia takych génov,

protoonkogénov alebo nadorovych supresorov, vedie k transformacii bunky a iniciuje nadorové

bujnenie. K deregulécii protoonkogénov obvykle staci aj integracia provirusu do ich blizkosti.

Ciel'om tejto prace je

ii.

1il.

1v.

sledovat’ chronicku onkogenézu a spektrum nadorov vyvolanych prototypom ALV-

J (kment HPRS-103) u outbrednych kurc¢iat Brown Leghorn a inbrednej linie CB,

vytvorit novy modelovy rekombinantny virus podskupiny J prenosom génu pre
obalovy glykoprotein z HPRS-103 do virusu MAV, kde moZzno o€akavat’ vyssiu

ucinnost’ indukcie nadorov,

identifikovat’ miesta integracie provirusov ALV-J pomocou metédy iPCR vo
velkom subore takto experimentdlne indukovanych nddorov. Okrem nami
indukovanych nadorov boli do analyz zahrnuté aj vzorky nadorov ziskané v ramci
spoluprace so skupinou Dr. Venugopala Naira (The Pirbright Institute, Velka

Britania).

Genomicky a Statisticky posudit, ¢i st niektoré integracie v zhlukoch (common
integration site, CIS) naznacujucich asocidciu zasiahnutych okrskov genému

s indukciou nadorov,

identifikovat’ v zistenych CIS kuracie gény, ktorych inzerénd mutagenéza a/alebo

deregulécia prispieva ku vzniku nddorov konkrétneho typu.
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Naplnenie tychto cielov mdze predstavovat’ pokrok v poznani patogenézy hospodarsky
vyznamného virusu ALV-J. Identifikacia potencidlnych onkogénov moze naviac poukazat na

nové kandidatne gény doposial opominané pri Stidiu nadorov  T'udskych.
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4. Materialy a metody

4.1 Materialy

4.1.1 Preparacia plazmidovej DNA
Bohata poda: 950 ml H,O

5 ml glycerol

0,5 ml [IM CaCl> + 1 M MgCls]

10 g trypton

20 g kvasinkovy extrakt, rozpustit’, sterilizovat’

+ 25 ml 2M KNaHPO4-7,5 (---> 90 mM K, 5 mM Na, 50 mM POy4)

2M KNaHPO4-7,5: 314 g K;HPO4 (411 g KoHPO4.3H20) (—> 1800 mM)
31.5 g NaH,P04.2H,0 (24 g NaH>POy4) (— 200 mM)
500 ml H2O, rozpustit’ pocas zahrievania, ochladit,
doplnit’ H>O do 1000 ml. pH by malo byt asi 7,5. Sterilizovat’.
Toto je vel'mi stabilny nasyteny roztok, zatial ¢o 1M NaHPO4
pri poklese teploty krystalizuje

1M CaCL +1MMgCl: 21,9 g CaCl.6 H20 (14,7 g CaCL.2H,0)
20,3 ¢ MgClo.6 H,0

rozpustit v H2O (— 100 ml, ~ ca 75 ml H20), sterilizovat’

10x TEG: 10x 25 mM TRIS-8,5 62,5 ml 1 M TRIS-8,5
10 mM EDTA 50 ml 0,5 M EDTA
100 mM glukdéza 45 g glukdza

10 mM NaNj3 5ml 5 M NaN3
110 ml H,O
NaOH+SDS: 0,2 M NaOH 1 ml 10 M NaOH
1% SDS 46,5 ml H,O

2,5 ml 20% SDS
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10 M NHuAc: 1542 g NH4Ac rozpustené v presne 680 ml H>O (pri 50°C)

10x TE+NaN3: 10x: 10 mM TrisCl - 8,5

TE+RNAse:
(100 pg/ml)

5M NaNs:

denatur. RNAse:
(10 mg/ml)

2x DNApurif:

S5x DNApurif:
(pouzivat
1/4 objemu +
1/6 objemu
2,5 M NaAc)

1 mM EDTA
10 mM NaN3;

50 ml TE+NaNj3;

500 pl denatur. RNAseA

16,5 g NaN3

rozpustit v H2O, — 50 ml

49 ml H>O

Sml1M Tris - 8,5

I ml 5 M NaNj;

1 ml 500 mM EDTA

1 ml TE+NaN3 + 10 mg RNAse, rozpustit,

mikroskiimavku vlozit’ do kadicky s vriacou vodou, nechat’ vetko

vychladntt’ na stole, zamrazit', rozmrazit, sto€it’ vyzrazané proteiny;

- 10 mg/ml; aktivita denaturaciou klesne na 20-50 %.

500 mM NaAc-7,0
15 mM EDTA-8,5
5 mM NaN3

0,2% SDS

200 ug/ml glykogen

60 mM EDTA-8,5
5 mM NaN3

0,5% SDS

500 ug/ml glykogen

4.1.2 Enzymatické reakcie

10x BSA: 10x

200 pg / ml BSA
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38 ml H,O

10 ml 2,5 M NaAc

1,5ml 0,5M EDTA

50 ul 5 M NaNj3

500 ul 20% SDS

500 ul glykogenu (20 mg/ml)

12,5 ml H,O

1,8 ml 0,5 M EDTA

15 ul 5 M NaN3

375 ul 20% SDS

375 ul glykogenu (20 mg/ml)

100 mg BSA
50 ml H,O



10x BSAsp: 10x 200 pg/ ml BSA 10 ml 10xBSA

1 mM spermidin 100 pl 1M spermidin
10x lig: 10x 50 mM TRIS-7,5 25 ml 1 M TRIS-7,5
10 mM MgCl, S5ml 1 M MgCl;
5mM DTT 2,5ml 1 M DTT
100 uM ATP 0,5 ml 100 mM ATP
17 ml H2O

100 mM ATP: 55,1 mg/ ml TE+NaN3

1 MDTT: 1,55 g+ H20 do 10 ml

4.1.3 Gélova elektroforéza a izolacia fragmentov

10x TBE: (1x TBE ~ 89 mM TRIS + 89 mM H3;BO; + 2 mM EDTA)
216 g TRIS-baze

110 g kyselina borita
80 ml 0,5M EDTA
1700 ml H,O

TBE+NaAc pufor: 100 ml 10x TBE
(50 mM NaAc) 20 ml 2,5 M NaAc
880 ml H>O

2,5 M NaAc: 340 g NaAc.3H>O rozpustit’ a doplnit' na 1 000 ml

0,5M EDTA: 187 g EDTA Na».2H>O
840 ml H>O
pH — 8 s pouzitim pH testovacieho prazku (+ ca 60 ml 10M NaOH)

koncentr. DNAload: 32 ml 25% Ficoll 400
14 ml glycerol
po 2 ml 1% XC a 1% BFB (v TBE+NaN3)
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S5x loadEDTA:
(60 mM EDTA)

2x loadEDTA:
(15 mM EDTA)

1x loadEDTA:
(5 mM EDTA)

5x PCR load:

(15 mM EDTA)

2x PCR load:
(5 mM EDTA)

22 ml konc. DNAload + 3 ml 0,5 M EDTA

17,5 ml konc. DNAload + 1,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaN3
doplnit’ H20 na 50 ml

8,8 ml konc. DNAload + 0,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaNj3
doplnit’ H>O na 50 ml

8,8 ml konc.DNAload
0,9 ml H,O
300 ul 0,5 M EDTA

3,5 ml konc.DNAload
6,4 ml H>O
100 ul 0,5 M EDTA

2,5 M NaAc: 340 g NaAc.3H>O rozpustené a doplnené na 1 000 ml

10M LiCl:

4.1.4 PCR
TDV mix:
(na 100 vzoriek)

TDV polymeraza:

212 g LiCl (~ 302 g LiCL.H,0)
H,0 do 500 ml
+ 1 ml 5M NaNj

965 ul H.0

400 pl 5x LongAmp pufor
15 pl 100 mM MgSO4
100 pl 10 mM dANTP

20 ul TDV polymerazy

100 ul Taq polymerazy (~ 500 U)
1,25 ul DeepVent polymerazy (~ 2,5 U)
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EA mix:

9,92 ml H,O
75 ul 500 mM EDTA
10 pul 5 M NaNs

50mM (NH4):SO4+1mM EDTA: 49 ml H>O

2M (NH4):SOs:

Pouzité primery:

HPRS LTRrev
HPRS UT5for
MAV7344rev
MAV323for
MAV97rev
MAV382for
envJfor
envlrev
gMET]5for
gMETj61rev
MAVS5226for
HPRS Bcl rev
HPRS Bcl for
HPRS Xbalrev

1,25 ml 2 M (NH4)2SO4
100 ul 0,5 M EDTA

13,3 g (NH4)2SO4
rozpustit' v 42,5 ml H,O

CTTCCACCAATCGACGTGTACAGTGC
ATGGCTTCATTTGGTGACCCCGATG
TAAGACTACATTTCCCCCTCCCTATGCAAAAGC
CCTGGGTTGATGGCCGGACCG
TCCTTCGCCACCAATGGGATCATATAATACC
AAGGCTTCATTTGGTGACCCCGACG
GAGAAGACACCCTTGCTGCCAT
CGCCCCACCAGTCCCATTAAC
CAGGTCTGATTGTGAACCGAATATCTTATTCAGAGC
CCCTGTCGTGGTTAGAGATAGGGAGC
TGCTGGTCTGGGGACGAGGTTATGC
CGCCTTATGAATGGACTCACTATGATCACTG
CAGTGATCATAGTGAGTCCATTCATAAGGCG
CGTTCGGAATCTAGAGCTGCTCCC

4.1.5 Sekvenovanie

ExoSAPmix:
(100 vzoriek)

120 ul H>0

20 ul 10xThermoPol

50 ul rSAP (~ 50 U definovanych na p-nitrofenylfosfat)
10 ul Exol (~ 200 U)
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primerMIX: 10ul 10 mM EDTA
(100 vzoriek) 250 ul 10 uM primer
450 ul H.0

4.1.6 Zvierata a bunkové kultiry

Pokusné zvierata:
Kura: outbredné plemeno Brown Leghorn

inbredna linia CB plemeno White Leghorn

Bunkova linia:

DF-1 — kuracia fibroblastova linia bez endogénnych provirusov ALV

F12 médium: 235 ml TK H20
250 ml DMEM/F12
15 ml NaHCO3
40 ml fetalne sérum
10 ml kuracie sérum

5 ml antibiotika

Trypsin + EDTA  0,125%(w/v) trypsin + 0,01% EDTA v PBS
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4.2 Metédy

4.2.1 Molekularne klonovanie

Transformacia baktérii

50 ul kompetentnych baktérii bolo rozmrazenych v l'ade, hned’ po rozmrazeni k nim bolo
pridanych 2,5 ul liga¢nej reakcie a boli kratko, jemne zvortexované. Po 30 minttovej inkubécii
pri 0°C nasledoval tepelny Sok (50 sekind 42°C ) a znova inkubdcia 5 mintt pri 0°C. Nasledne
boli baktérie rozotrené na bakterialnu misku s priemerom 10 cm s ampicilinovym antibiotikom

(100 pg/ml) a inkubované cez noc pri 37°C.

Preparacia plazmidovej DNA

V 10 ml mikrobiologickej skimavke bolo zaockovanych 2,2 ml bohatej pody transformovanou
bakteridlnou koldniou a ponechané nardst’ cez noc do stacionarnej fazy. 1,8 ml kultiry bolo
nasledne prenesenych do 2 ml centrifugacnej skimavky a centrifugovanych 5 sekund 21 130
RCF pri izbovej teplote, vodna faza bola odobrata a pelet resuspendovany v 150 ul TEG
intenzivnym vortexom, aby ziadny sediment neostal na dne. Nésledne bolo za vortexovania
pridanych 300 ul NaOH+SDS, potom 450 ul 10M NHsAc a nakoniec 500 pl fenol-chloroformu
(1:1). Obsah mikroskimavky bol znovu intenzivne zvortexovany a centrifugovany 10 mintt za
chladenia (5°C). 800 ul vodnej fazy bolo odobranych do 1,5 ml mikroskimavky a doplnenych
500 pl izopropanolu. Po premieSani bol obsah skimavky inkubovany pri izbovej teplote 1
minUtu a centrifugovany 10 minut za izbovej teploty. Vodna faza bola odstranena a sediment
oplachnuty 1 ml 80% etanolu a znovu centrifugovany 5 minut za izbovej teploty. Sediment bol
vysuseny pri 50°C, rozpusteny v 50 pl TE+RNAse a aspon 30 minut inkubovany v 50°C. Takto

pripravend DNA mohla byt’ priamo pouzité na transfekciu bunkovych kultir.

Izolacia DNA z low-melting agarézového gélu

Pozadovany fragment DNA bol a pod UV 360 nm cez sklenenti dosku vyrezany a vlozeny do
mikroskiimavky s 950 pl 2M LiCl + 100 pg/ml glykogénu. Nasledovala inkubécia asponi 10
minut pri izbovej teplote, nasledne 5 minut pri 70°C, vortex a ochladenie na 40°C. DNA bola
potom extrahovana 400 ul fenolu, vortexovana a centrifugovana 10 minut pri 5°C. Vodna faza
bola odobratd do novej mikroskiimavky, doplnena 1 objemom izopropanolu, inkubovana 10

minut pri izbovej teplote a centrifugovand 20 minut pri izbovej teplote. Vodna faza bola
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odstrdnend a sediment oplachnuty 1 ml 80% etanolu bez akéhokol'vek mieSania alebo
vortexovania. Etanol bol odstraneny a sediment suseny pri teplote 50°C. Nasledne bola DNA

rozpustena v 10-50 ul TE+NaNs.

Ligacia DNA fragmentov

Zlozenie liganych reakcii bolo nasledovné:

50 ng plazmidu

20 ng na kazdych 100bp dizky (inzert)

1 ul 10x lig pufor

1 ul 10 BSA

doplnené H>O do 10 pl

0,5 pul T4 DNA ligazy (~ 200 NEB jednotiek)

Reakcie boli inkubované pri izbovej teplote po dobu 1 hodiny.

Fuazne PCR

PCR reakcia (prvy stupen fuzneho PCR) mala takéto zlozenie:

11 ul HO

4 pl 5x Phusion HF pufor

2,2 ul 10 mM MgCl,

1 pl 10 mM dNTPs

1 ul 10 uM primer MAV5226for alebo HPRS Xba rev ("vonkajsi" primer)

0,2 pul uM primer HPRS Bclrev alebo HPRS Bclfor ("vnttorny" primer)

1 ul plazmidu pHPRS103 linearizovaného enzymom ApalLl alebo plazmidu pMAV-J
linearizovaného enzymom EcoRI (oboje nariedené na 5 ng DNA/ul)

1 pl Phusion polymeréazy (~ 2 U)

Na PCR reakciu bol pouzity tento program:
90°C 10 sek.

98°C 60 sek.

(98°C 10 sek.

72°C 5 min.)iax

72°C 20 min.

5°C
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Fuzna reakcia (druhy stupen fuzneho PCR) mala takéto zloZenie:
27,5 ul H,0

10 pl 5x Phusion HF pufor

5,5 ul 10 mM MgCl,

2,5 ul 10 mM dNTPs

2,5 ul primer MAV5226for

2,5 pl primer HPRS Xbalrev

0,5 ul DNA PCR reakcie s fragmentom Kpnl — Bell

0,5 ul DNA PCR reakcie s fragmentom Bcell — Xbal

2,5 ul Phusion polymerazy (~ 5 U)

Na ftznu PCR reakciu bol pouzity tento program:
90°C 10 sek.

98°C 60 sek.

(98°C 10 sek.

65°C 5 min.

72°C 5 min.)sx

(98°C 10 sek.

72°C 10 min.)gx

72°C 20 min.

5°C

4.2.2 Indukcia nadorov

Praca s tkanivovymi kultirami a pasaZovanie buniek

Praca s tkanivovymi kultarami (transfekcia, infekcia, rozmrazovanie, zamrazovanie, titracia,

pasazovanie) bola vykondvani za sterilnych podmienok s pouzitim laminarneho boxu.

Laminarny box bol pred aj po praci sterilizovany UV-C Ziarenim aspoil po dobu 30 mint.

Vsetky pomocky, ktoré prisli do kontaktu s tkanivovymi kulturami, boli sterilné a ostatné

nastroje a priestory boli udrziavané v Cistote a poriadku. Nepotrebné zvySky organického

materialu, ako aj kontaminécie boli dezinfikované s pouZzitim 10% roztoku chlérnanu sodného.

Bunkové kultiry boli kultivované na miskach s adhezivnhym povrchom v biologickom

termostate pri 5% CO: a teplote 37°C. Pasazovanie prebiehalo tak, Ze z misiek bolo odstranené

sérové médium a nasledne boli bunky oplachnuté PBS. Po odsati PBS bol pridany roztok

trypsinu + EDTA tak, aby bol povrch buniek pokryty roztokom a bunky neostali suché. Misky
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s bunkami boli kultivované pri 37°C menej ako 5 minut, pripadne kym sa bunky viditelne
nepustili od dna kultiva¢nej misky. Nasledne bolo k bunkdm pridané¢ médium so sérom (1-2 ml
médiana P100, 0,5-1 ml média na P60) a bunky boli pomocou pipety stiahnuté z povrchu misky
pradom média, kym nevznikla bunkové suspenzia. Potrebné mnozstvo buniek bolo nésledne
odobraté zo suspenzie aprenesené na nova misku s kultivaénych médiom. Bunky boli
pasdzované podla potreby v rozmedzi od jednej polovice po jednu desatinu. Objem

kultivaéného média sa pohyboval v odpora¢anom rozmedzi pre dany rozmer misky.

Transfekcia

Transfekcia prebiehala metédou s pouzitim PEI (polyetylénimin). Bunky boli vysiate na P60
misku tak, aby boli semikonfluentné az konfluentné. Na transfekciu boli pripravené 2
mikroskiimavky objemu 1,5 ml, pricom v jednej bolo zmieSanych 250 ul DMEM a 5 pg DNA
a v druhej skimavke bolo zmieSanych 240 ul DMEM a 10 pl PEIL Nasledne bol obsah oboch
mikroskiimaviek zmieSany spolu, zvortexovany a inkubovany pri izbovej teplote po dobu 1
hodiny. Nasledne bolo z buniek odsaté médium, bunky boli oplachnuté PBS a nasledne bola
opatrne pridana transfekéné zmes. Po 3-4 hodinach bol k bunkdm pridany 1 ml rastového média
a bunky boli kultivované do druhého dna za Standardnych podmienok. Na druhy den bolo
médium vymenené za rastové médium s plnym obsahom séra v objeme doporuc¢enom pre dant

velkost’ misky a bunky boli d’alej kultivované v Standardnych podmienkach.

Titracia virusu

Virus bol titrovany pomocou metddy konecného riedenia. Na experiment boli pouzité bunky
DF-1/GFP nesuce virus RCAS, ktory namiesto génu env obsahoval gén pre GFP. Tento virus
bol v dosledku chybajiuceho env génu neinfekény. Po pridani retrovirusu obsahujuceho env gén
(v tomto pripade HPRS-103 alebo MAV-J) doslo k ,,zachrane* virusu RCAS, ktory sa stal
infekény vd’aka ziskaniu obalového glykoproteinu, ¢im v kulture vznikli dva typy virusovych
Castic. Jedny obsahujice nami pridany virus a druhé obsahujuce gendm virusu RCAS
s absenciou env génu, obsahujice obalovy glykoprotein z nami pridaného virusu (HPRS-103
alebo MAV-J). Supernatant z tychto buniek bol nasledne pouzity na infekciu ¢istych buniek
DF-1 abola pozorovana schopnost’ virusov obsahujucich GFP infikovat bunky, ¢o bolo
detegované pomocou GFP signalu na prietokovom cytometri.

Titracia pomocou metdédy konecného riedenia prebiehala pocas 10 dni.

Prvy defi boli bunky DF-1/GFP vysiate na 12 jamkovi dosticku po 5 x 10* na jamku.
Druhy deni bolo z buniek odsaté médium, bunky v kazdej jamke boli oplachnuté 1ml PBS
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a nasledne infikované objemom 100 pl média obsahujaceho virus (HPRS-103 alebo MAV-J),
ktory bol riedeny desiatkovou radou. Pozitivna kontrola bola infikovand médiom s neriedenym
virusom, negativna kontrola bola infikovand médiom bez virusu. Bunky boli premiestnené
naspat’ do termostatu a po 30 minatach bolo bunkédm pridané rastové médium v objeme 1ml na
jamku.

Piaty den boli bunky spasdzované na polovicu.

Siedmy defi boli vysiate bunky DF-1 (neobsahujiice GFP) a to 25 x 10* na jamku na 24 jamkovu
dosticku (s pouzitim len dvanastich jamiek).

Osmy defi boli ¢isté bunky DF-1 infikované médiom odobranym z DF1/GFP infikovanych
buniek. Najprv bolo z infikovanych buniek odobratych 500 ul média, ktoré bolo stocené po
dobu 5 minut (1300 RCF) a nésledne z toho odobranych 250 pl do novej skimavky, z ktorych
sa na infekciu pouzivalo opat’ 100 pl. Pred infekciou boli DF-1 bunky oplachnuté 1 ml PBS.
Infekcia prebiehala opét’ 30 minuat v termostate, po uplynuti ktorych bol bunkdm doplneny 1 ml
rastového média.

Desiaty deii boli bunky v objeme 200 pl prenesené na 96 jamkovu dosticku s U profilom dna.
Bunky boli nésledne centrifugované 5 minat pri 320 RCF a po dekantécii supernatantu od
buniek boli bunky resuspendované v 150 ul PBS s Hoechst 33258. Nasledovala analyza na
prietokovom cytometri LSRII (BD Biosciences), ktory je saéastou Centra mikroskopie UMG.
Vysledné hodnoty su prienikom celného a bo¢ného rozptylu, GFP fluorescencie (488 nm)

a Hoechst (406 nm) kazdej zaznamenanej udalosti.

Vysledky boli analyzované pomocou programu FlowJo 9, pricom do uvahy boli brané
jednotlivé bunky urcitej vel'kosti a granularity, ktoré boli Zivé (a teda negativne na Hoechst)

a GFP pozitivne.

Infekcia embryi

12 denné kuracie embrya plemena Brown Leghorn a White Leghorn linie CB boli infikované
100 pl virusu (titer pre HPRS-103 zodpoveda 10%/ml, pre MAV-J 10°/ml), alebo 100 000 virus
produkujucimi bunkami DF-1 (v 100 pl média) . V tejto praci boli pouzité dva vtacie
retrovirusy podskupiny J— HPRS-103 a MAV-J. Infekcia bola vykonand intravenézne do

chorioalantoicke;j Zily.
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Test na preinfikovanost’

Na overenie rozsirenia virusu v kurcatach boli odobrané vzorky z jednotlivych organov 3 a 36
dni po infekcii jedincov plemena Brown Leghorn. Tie boli nasledne analyzované pomocou
semikvantitativného PCR na zistenie poc¢tu provirusov v bunkach jednotlivych organov. DNA
izolovana z organov bola amplifikovana paralelne s niekol’kymi Standardami, pripravenymi
z DNA neinfikovaného kurata primiesanim klonovanej DNA virusu MAV-J v mnozstve
zodpovedajucom 0, 0,5, 1,5, 5 a 15 provirusom na gendém. Na to boli pouzité dve sady primerov
— jedna na amplifikovanie casti génu env J (Cast Specifickd pre provirus) a druhd na
amplifikovanie Casti génu MET (Cast’ Specificka pre kuraciu DNA). Amplifika¢na reakcia mala

takéto zloZenie na 1 reakciu:

17,8 ul TDV mix

0,2 ul TDV polymeraza

1 pl 10 uM primer envlfor

1 pl 10 uM primer envlrev

1 ul 10 uM primer gMET;j5for
1 ul 10 uM primer gMETj61rev
1 ul DNA (~ 100 ng)

Amplifikacia prebiehala pomocou programu:
90°C 10 sek.

95°C 2 min.

(95°C 20 sek.

65°C 4 min.)21x

95°C 20 sek.

65°C 10 min.

5°C

Vzorky boli ndsledne nanesené na 2% Sigma agar6zovy gél a elektroforéza bola nastavena na

1 hodinu pri 70 V.

Odbery a spracovanie tkanivovych vzoriek
Nadorové vzorky velkosti priblizne 10 mm?® boli odoberané za uéelom izolacie DNA

a histologickej analyzy. Vzorky urcené na izoldciu DNA a molekularnu analyzu boli odoberané

36



z miest vnutri nadoru na rozdiel od histologickych vzoriek, ktoré boli odoberané z rozhrania

nadoru a okolitého tkaniva kvoli lepSiemu rozliseniu medzi nddorovou a nenadorovou ¢ast'ou.

Vzorky nadorov ziskané z Vel’kej Britanie

Okrem vzoriek indukovanych v laboratériu bunkovej a virusovej genetiky boli v tejto praci
spracovavané aj vzorky pochadzajuce z Velkej Britanie z pokusov skupiny Dr. Venugopala
Naira (The Pirbright Institute, Vel'ka Britania). Ide o vzorky nadorov indukované u kureniec
linie 21 maéasového typu a SPF (specific pathogen-free) linie 0 a 15 pomocou virusov
podskupiny J a A. Jedna sa o dva virusy podskupiny J: HPRS-103 ako prirodny izolat a HPRS-
103dXSR (HPRS-103 s deléciou ¢asti genomu nazyvanej XSR alebo tiez E-element) a dva
virusy podskupiny A: MQ-NCSU (podla bunkovej linie MQ-NCSU, z ktorej pochadza)
a HPRS(A), ktory namiesto env génu podskupiny J obsahuje env gén podskupiny A. Kurence
boli v tomto pokuse infikované bud’ v jedendstom embryondlnom dni do chorioalantoickej Zily,
alebo v prvy den po vyliahnuti intraperitonealnou inokulaciou a to len virusom. Jedince boli

usmrcované podla potreby v rozmedzi od 14. dna zivota az po 168. den.

4.2.3 Identifikacia miest integracie

Izolacia genomovej DNA

Vzorky urené na molekuldrne spracovanie boli okamzite po odbere vlozené do 0,5 ml
DNAlysis roztoku anasledne rozpustané asponl cez noc pri teplote 50°C za pomalého
prevracania skimavky.

Rozpustené vzorky boli nasledne inkubované pri teplote 70°C po dobu dvoch hodin kvoli
autolyze a deaktivacii proteinazy K. Nasledovalo pridanie 20 pl roztoku RNazyA, okamzity
vortex, inkubacia 30 minut pri teplote 25°C a 30 minut pri teplote 50°C, nasledna extrakcia 0,3
ml fenol-chloroformu, centrifugécia 10 mintt 21 130 RCF za chladenia a odber vodnej fazy.
K vodnej faze boli pridané dva objemy 80% etanolu a prevracanim skimavky dos$lo k zrazeniu
vlédkien DNA, ktoré bola nasledne namotdvana na sklenentt mikroty¢inku a oplachovana v 1 ml
80% etanolu. Nakoniec bola DNA niekol’ko dni rozpustana v 25-200 ul TE+NaN3 v zavislosti
na jej mnozstve (subjektivny odhad).

Rozpustend DNA bola nariedena na koncentraciu (priblizne) 100 ng/ul. Koncentracia bola

merana pomocou pristroja Qubit® fluorometer (Invitrogen) podl'a prilozeného navodu.
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iPCR (HPRS-103)

Samotnej amplifikacii fragmentov chromozomalnej DNA predchadzaju kroky, kedy genomova
DNA prechadza Stiepenim, ligaciou vzniknutych fragmentov za ich nizkej koncentracie
(cirkularizacia) a linearizéciou spdsobom, aby boli konecné fragmenty zlozené z bune¢nej DNA

ohranicenej koncovymi ¢ast’ami provirusu.

Stiepenie

Na kazdua vzorku bola pouzité Stiepna reakcia objemu 22 pl. Objem enzymov bol prepocitany
na > 4 Uynna reakciu (jednotky pre 15-hodinové Stiepenie boli empiricky urcené
predchadzajicim testovanim). Reakcia mala nasledujuce zlozenie:

10 ul DNA (zodpoveda 1 pg DNA)

8 ul H.0

1 ul 10xNEB3 pufor

1 ul 10xBSAsp

0,12 pl Pstl

0,04 pl Nsil

Reakcie boli inkubované asponi 15 hodin pri teplote 37°C a nasledne enzymy inaktivované 15

minut pri teplote 80°C.

Ligacia

K $tiepnej reakcii bol pridany liga¢ny mix objemu 490 ul na vzorku, s tymto zlozenim:
390 ul H2O

50 pl 10xlig pufor

50 pl 10xBSA

0,1 pl ligdzy (zodpoveda 40 NEB jednotkam)

Reakcie boli inkubované aspoil 15 hodin pri teplote 20-25°C. Nésledne bolo do kazdej reakcie
pridanych 125 pl roztoku 5SxDNApurif a 80 pl 2,5M NaAc. DNA bola extrahovana pridanim
500 pl fenol-chloroformu, nasledoval vortex, sto¢enie 10 minut pri teplote 5°C, odber vodne;j
fazy, zrdzanie 5 minat so 700 pl izopropanolu a centrifugacia 20 minuat pri izbovej teplote.

Nasledoval oplach 1 ml 80% etanolu a centrifugacia pri izbovej teplote po dobu 5 mintt.
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Linearizacia

Vzorky boli ndhodne rozdelené do skupin pre linearizaciu réznymi enzymami a to ApaLl, Bell
a BstXI. Linearizacia prebiechala v objeme 12 ul linearizacného roztoku s nasledujucim
zloZenim:

10 pul H2O

1 ul 10x NEB X (2 alebo 3, podl'a pouzitého enzymu)

1 pl 10x BSAsp

K tomuto roztoku boli pridané linearizacné enzymy v mnozstve 4 Uyn (ur¢enych testovanim)

na reakciu.

DNA bola v linearizacnom roztoku rozpustana priblizne 5 minut pri izbovej teplote, po com
nasledoval intenzivny vortex, d’alSia inkubécia 5 minut pri izbovej teplote a znova intenzivny
vortex. Takto homogenizovand zmes bola premiestnena do 37°C (pre ApalLl a BstXI) alebo
50°C (pre Bcll) ainkubovana aspon 15 hodin. Nésledne bolo k linearizacnym reakcidm

pridanych 40 pul EAmixu a cely obsah bol preneseny do 600 ul mikroskimavky a zamrazeny.

PCR

Zlozenie reakcie bolo takéto:

15 pl TDVmix

2 pl mix primerov (L, C alebo R mix)

5 ul reak¢nej zmesi po linearizacii (~ 100 ng DNA)

Kazd4 vzorka linearizovanej DNA bola amplifikovana s pouZitim L, C a R mixu primerov
v troch osobitnych reakciach (vysledna koncentracia primerov bola 0,5 uM).

L-mix: HPRS LTR rev + HPRS UTS5 for - amplifikdcia DNA vlavo od provirusu

C-mix: HPRS LTR rev + MAV323for - amplifikdcia DNA na oboch stranach provirusu
R-mix: MAV7344rev + MAV323for - amplifikdcia DNA vpravo od provirusu

Na amplifikaciu DNA pomocou polymerazovej retazovej reakcie bol pouzity program
90°C 10 sek.

95°C 20 sek.

(95°C 20 sek.

65°C 12 min.) 22«

95°C 20 sek.
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65°C 20 min.
95°C 20 sek.
65°C 30 min.
5°C

Analyticky gél

2 ul PCR vzorky + 6 ul 1xloadEDTA bolo nanesenych na 2% analyticky gél pripraveny
s pouzitim Sigma agar6zy a TBE pufru s etidium bromidom (v koncentracii 1 pg/ml).
Elektroforéza bola pustena najprv na 300 V po dobu 30 minit, nasledne bol gél odfoteny na
zistenie pritomnosti kratkych fragmentov a potom bola elektroforéza znova pustend tentokrat
na 200V po dobu 90 - 120 mintt. Z analytického gélu bola overena klonalita nadorov a boli
vybraté PCR reakcie vhodné na d’alSiu analyzu a izolaciu jednotlivych PCR fragmentov. Z
identickych nadorovych klonov, predstavujicich metastazy, bol vybrany len jeden reprezentant

a pre kazdu vzorku boli vybrané bud’ reakcie s L a R-mixom, alebo len reakcie s C-mixom.

Preparativny gél

15 ul iPCR reakcie + 2 pl 5xPCRloadEDTA bolo nanesenych na 3% preparativny gél
pripraveny z NuSieveGTG agar6zy a TBE+NaAc pufru. Elektroforéza bola pustena na 55 V po
dobu 15 hodin s pouzitim recirkuldcie pufru a externého chladenia. Gél bol nasledne farbeny
v etidium bromide (2 pg/ml) priblizne 1 hodinu. Gél bol odfoteny z dévodu vyznacenia
a pomenovania jednotlivych fragmentov; nasledne boli tieto fragmenty pod UV (360 nm cez
skleneni dosku) vyrezané a prenesené do 600 pul mikroskimaviek so 100 ul 50mM

(NH4),SO4+1mM EDTA.

Reamplifikacia

Mikroskimavky boli ohriate na 70°C po dobu 10 minit, nasledne boli zvortexované
a ochladené na 45°C. Z jednotlivych vzoriek bolo pouZzitych 0,3 pl, 0,5 ul alebo 1 ul DNA na
reamplifikaéna reakciu (podla intenzity fragmentu na preparativnom géle). Reamplifikacna
PCR reakcia mala zloZenie

7,5 ul TDV mix

2,5 ul H.O

1 pl mix primerov

0,3/0,5/1 pl DNA
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Na reamplifikaciu bol pouzity program
90°C 10 sek.

95°C 20 sek.

(95°C 20 sek.

65°C 12 min.) 12«

95°C 20 sek.

65°C 20 min.

95°C 20 sek.

65°C 30 min.

5°C

Po reamplifikacii boli niektoré nahodne vybrané vzorky nanesené na analyticky gél na overenie

spravnosti reamplifikacie.

Sekvenacia

dNTP a primery v reamplifika¢nej reakcii boli eliminované poésobenim exonukleazyl a SAP
fosfatazy. 1 pl PCR produktu po reamplifikacii bolo zvortexovanych s 2 ul ExoSAPmix
a nasledne inkubovanych 30 minit na 37°C a 30 minut na 80°C. Po tomto boli reakcie
ochladené¢ na izbovu teplotu a doplnené 8 pl primerMIXu (pre L a C fragmenty bol v
PrimerMIXu pouZivany primer HPRS LTRrev, pre R a C fragmenty primer MAV323for).
Takto pripravené vzorky boli odoslané na sekvenaciu Sangerovou metddou do firmy GATC

Biotech (GenSeq s.r.0.).

iPCR (MAV-J)

Postup iPCR pre nadory indukované pomocou virusu MAV-J mal nasledujiice obmeny oproti
HPRS-103:

Stiepenie (MAV-J)

Na Stiepenie gendmove] DNA boli pouzité enzymy BstYI a Bell. Inkubacia vzoriek teda
prebiehala asponi 15 hodin pri teplote 50°C. Ked'Ze tieto enzymy patria medzi termostabilné,
ich nasledna elimindcia pri 80°C nebola mozna. Vzorky teda museli byt purifikované pomocou
pridania 100 pl H2O a 100 pl 2xDNApurif a nasledne extrahované 150 pl fenol-chloroformu
(vortex, centrifugdcia 10 minit 21 130 RCF za chladenia, odber vodnej fazy do novej
mikroskiimavky). Nasledne bolo k odobratej vodnej faze pridanych 200 pl izopropanolu

a vzorky boli 5 minit zrdZzané pri izbovej teplote a nasledne centrifugované 20 minut pri
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izbovej teplote. Pelet usadeny na dne mikroskiimavky bol nasledne oplachnuty 1 ml 80%

etanolu bez vortexovania a centrifugovany za izbovej teploty d’alSich 5 minut.

Ligacia (MAV-J)

Po usuSeni bolo k peletu pridanych najprv 50 ul liga¢nej zmesi bez ligazy s tymto zlozenim:
400 pl H20

50 pl 10xlig pufor

50 ul 10xBSA

Vzorky boli 5 mintt inkubované pri izbovej teplote, nasledne intenzivne zvortexované a opat
inkubované 5 minut pri izbovej teplote a intenzivne zvortexované. Az nasledne bolo do kazde;j

vzorky pridanych 450 pl ligaéného roztoku doplneného 0,05 pl ligdzy (zodpovedd 20 Ungg).

Linearizacia (MAV-J)

Vzorky boli linearizované len enzymom Apall v mnozstve 4 Uyn na reakciu.

PCR (MAV-J)

Na PCR reakciu boli v pripade vzoriek indukovanych pomocou virusu MAV-J pouzité
nasledujliice mixy primerov:

L-mix: MAV97rev + MAV382for

C-mix: MAV97rev + MAV323for

R-mix: MAV7344rev + MAV323for

Sekvenacia(MAV-J)
Pre sekvenéciu L a C fragmentov bol v PrimerMIXu pouzivany primer MAV97rev, pre R

fragmenty primer MAV323for.

Statistika

Statisticka vyznamnost' pritomnosti provirusov integrovanych do rovnakého genomického
lokusu v nezavislych tumoroch bola vypocitand na zaklade predpokladu plne nahodnej
integracie. Ked'ze presny vypocet by bol prili§ komplikovany aj s tymto zjednodusenim, boli
vytvorené rovnice pre vrchné a spodné medze pravdepodobnosti pre kazdy CIS zhluk. Pre
vypodet Pspodne bol kuraci geném dizky L= 1,3 x 10° rozdeleny do neprekryvajucich sa usekov

dizky 1 (velkost’ zhluku v bp) a bola vypogitana pravdepodobnost’, s ktorou aspoit n (podet
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zasahov v zhluku) z N (celkovy pocet provirusov) zasiahlo rovnaky usek. Tato hodnota
oc¢ividne podcenuje realnu pravdepodobnost’ nahodného vzniku zhluku, ked’ze ignoruje zhluky
formované cez hranicu medzi prilahlymi tisekmi. Pyichng bola kalkulovand podobne, az na to,
Ze boli s¢itané pravdepodobnosti pre vietky mozné tseky dizky 1 (teda kazdy nahodny zhluk

bol zapocitany velakrat. Vysledné rovnice boli:

Pspoane =1 - (1 - Pl)L/l; pre P1 blizke nule Pgpoans ~ P1. L/1
Pvrchné = 1 - (1 - PI)L; pI‘e Pl bliZke nule Pvrchné ~ Pl . L

kde P je pravdepodobnost’, Ze aspoil n provirusov z N sa nachadza v jednom konkrétnom useku
dizky 1;
N
Ny l
- SNk _ S\N—k
=D (Jgra-p

k=n

Vzorec pre vypocet P bol vytvoreny Dr. Michalem Kolafem, Oddelenie genomiky a informa-

tiky, UMG AV CR.
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5 Vysledky

5.1 Klonovanie

Cielom klonovania v tejto praci bolo vytvorenie virusu MAV-J pomocou vymeny génu env
podskupiny B z povodného MAV-B, za env podskupiny J z prirodného izolatu virusu
HPRS-103. Vymeneny bol tsek od Kpnl miesta na konci génu pol az po Xbal miesto na konci
génu env. Ked’Zze Xbal miesto sa vo viruse HPRS-103 na konci génu env nenachddza, bolo
potrebné toto miesto vytvorit’ a takisto bolo vytvorené aj Bell miesto, ktoré bolo neskor vyuzité
pri iPCR. Obe miesta boli vytvorené zavedenim tichej bodovej mutacie. Pomocou PCR boli
pripravené dva useky DNA — jeden od Kpnl miesta po novovytvorené Bcll pomocou primerov
MAV5226for a HPRS Bcl rev, druhy od Bcell po Xbal pomocou primerov HPRS Bcl for
a HPRS Xba rev.

Takto ziskané useky DNA boli nasledne spojené pomocou fuzneho PCR, kde si oba uiseky boli
navzdjom primermi aj templatmi, ¢im vznikla Cast DNA od Kpn miesta po Xbal miesto

obsahujuca cely env-J.

Takto pripraveny env-J bol vymeneny za povodny env B. Pracovalo sa s dvomi plazmidmi,
ktorych zaklad tvoril Litmus 28-i a ¢ast’ virusu MAV-B. Jeden plazmid bol pMAV-left
obsahujuci ,,lavi‘ stranu virusu s F'avym LTR, celym génom gag a vacsSinou génu pol (az po
miesto Kpnl), druhy bol pMAV-right-B obsahujuci ,,prava* Cast’” virusu MAV-B s koncom
génu pol (od miesta Kpnl), celym génom env B a pravym LTR.

Poskladanie kone¢ného virusu MAV-J prebiehalo v niekol’kych krokoch. V prvom kroku bol
v plazmide pMAV-right-B vymeneny usek od Kpnl na konci génu pol aZ po Xbal miesto na
konci génu env-B za nami vytvoreny env-J. Takto vznikol pMAV-right-J, ktorého spravnost’
bola overena sekvenovanim. V druhom kroku bol pMAV-right-J rozstiepeny enzymami Kpnl
a BstBI a fragment zodpovedajici env-J+UT3+LTR bol izolovany z agar6zového gélu. Tento
fragment bol potom vlozeny do vektoru pMAV-left linearizovaného taktiez enzymami Kpnl

a BstBI, ¢im vznikol pMAV-J - kompletny virus vo vektore Litmus 28-i.
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5.2 Uspesnost’ infekcie

Na zistenie toho, Ci sa virus po infekcii embrya rozsiril z krvného riecCiska do orgéanov
a jednotlivych tkaniv kurat'a bol vykonany jednoduchy test na preinfikovanost’. 3 alebo 36 dni
po infekcii (d.p.i.) boli odobrané vzorky tkaniva z vac¢Siny organov. Subor odobrany 36 d.p.i.
je vacsi, nakolko 3 d.p.i. (15. embryonélny deil) nebol odber niektorych organov mozny. Ide
o vzorky kostnej drene, pankreasu, tymusu, pohlavnych organov (ovaria/semenniky)
a Fabriciove] burzy. Vzorky boli spracované a vyhodnotené¢ semi-kvantitativne s pouzitim
metédy PCR. ISlo o amplifikaciu dvoch tsekov DNA, pricom jeden usek zodpovedal
pritomnosti provirusového génu env J a bol 494 bp dlhy, a druhy tsek zodpovedal pritomnosti
génu vyskytujuceho v jednej kopii v kuracom gendéme a bol dlhy 370 bp. Tymto génom bol
MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase). Zarovenn boli amplifikované umelo
pripravené Standardy, do ktorych bolo vnesené zndme mnozstvo provirusov na kuraci geném.
Tieto Standardy spolu s internou kontrolou (MET génom) slizili na semi-kvantitativne
porovnanie a urcenie priblizného poctu provirusov v odobranych vzorkéach na zaklade intenzity
bandu na agar6zovom géle po elektroforéze. Takto testovanych bolo 8 laboratdérnych zvierat (2
vzorky 3 d.p.i. HPRS-103, 2 vzorky 36 d.p.i. HPRS-103, 2 vzorky 3 d.p.i. MAV-J, 2 vzorky 36
d.p.i. MAV-J]), ktor¢ boli porovnavané s 5 Stanardami zodpovedajicimi poctu 0; 1,5; 5; 15 a 50

provirusov na genom.

3 dni po infekcii virusom HPRS-103 bolo pokusné zviera preinfikované len mierne. V pripade
vzoriek krvi (Bl) asrdca (He) neboli provirusy vobec detegovatelné, v pripade ostatnych
odobranych vzoriek boli provirusy pritomné v mnoZstve radovo menSom neZ 1 provirus na
genom.

36 d.p.1. virusom HPRS-103 boli provirusy pritomné vo vSetkych odobranych vzorkach tkaniv
vratane krvi asrdca,. Podla subjektivneho semi-kvantitativneho hodnotenia sa najviac
provirusov vyskytovalo vo vzorkach odobranych z obli¢iek (Ki) - okolo 5 provirusov na genom.
3 dni po infekcii virusom MAV-J boli provirusy detegovateI'né vo vSetkych odobranych
tkanivach okrem krvi a to v urovniach mensich ako 1 provirus na gendm. 36 d.p.i. virusom
MAV-J boli vSetky odobrané tkaniva preinfikované a mnoZzstvo provirusov bolo prakticky
totozné ako po infekcii virusom HPRS-103 vratane najvyssej trovne priblizne 5 provirusov na

gendm v obli¢kach.
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Z vysledkov mozno uzavriet, Ze oba virusy su schopné preinfikovat’ vsetky tkaniva. Infekcia
virusom MAV-J prebiehala rychlejSie ako virusom HPRS-103, no najneskor do 36. dia po

infekcii sa uroven preinfikovanosti u oboch virusov vyrovnala.

HPRS-103
embryo + kuréa
1

36 d.p.i.

STANDARDS 3d.p.i.

L n|o
o|—|un|—|n

500bp
400bp

env)
MET

500bp
400bp

300bp

200bp 200bp

100bp 100bp

HPRS-103 env) :33:»
P
embryo + kuréa MET Siibp
2 200bp
100bp
3d.p.i. 36d.p.i.
MAV-J
= env)
+
:mbryo kurca iy
MAV-J env)
embryo + kuréa MET
2

Obrdazok 5: Semikvantitativna detekcia pritomnosti provirusov v jednotlivych organoch 3 a 36 d.p.i. . Pomenovanie
vzoriek jednotlivych organov vychadza z anglickych nazvov a zodpoveda jednotlivym organom takto. Sp — slezina,
Ki — oblicky, Lu — pluca, Li — pecen, He — srdce, Bl — krv, BM — kostna dren, Pa — pankreas, Th — tymus, Te —
semenniky, Ov — ovarium, BF — Fabriciova burza.
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5.3 Priebeh in vivo pokusov

Ked’ze in vivo pokusy boli zavislé od niekol’kych faktorov (pocet a kvalita vajec v zavislosti od
ro¢ného obdobia a vytazenosti dodavatela, Cistota a kvalita prace pri infekcii embryi,
prezivanie pri liahnuti a v prvych diloch Zivota), bol pociato¢ny pocet jedincov v pokuse vzdy
iny. Priebeh pokusov je prehl'adne znazorneny grafom Casového vyvoja poctu ostavajicich
kurciat a vyskytu nddorov v jednotlivych skupinach (tabulky a grafy). Kazdy graf je sthrnom
viacerych sérii pokusov. Nejedna sa o krivku prezivania, ked’ze pokusné zvieratd boli usmrtené
ako v pripade vykazovania zlého zdravotného stavu, tak na zaklade nahodného vyberu. Ukazuju

ale dizku latencie, po ktorej sa u zvierat objavili nadory.

Na grafoch skupin infikovanych HPRS-103 je mozné pozorovat' velky pociatoény thyn
jedincov. To je sposobené tym, Ze Casti kurciat bol peritonedlne aplikovany nitrilotriacetat
zeleza (Fe-NTA), ktory u hlodavcov silno promotuje rendlne tumory (Athar and Igbal 1998).
Ciel'om bolo ziskat’ pre molekuldrnu analyzu aj subor renalnych adendémov, ktoré (len s nizkou
frekvenciou) vznikaji po infekcii kuréiat virusom HPRS-103 (L. N. Payne, Gillespie, and
Howes 1992). Orientacné kratkodobé pokusy (tu neuvadzané) ukazali zna¢nu toxicitu FeNTA
pre kurcaté a ziaden vyrazny tumor promoc¢ny efekt. Pre d’alSie pokusy boli preto zvolené davky
FeNTA na hrane toxicity, po ktorych dochadzalo k ¢iastoénému thynu kurciat. Ani za takych
podmienok neboli pozorované ani renalne adendémy, ani Ziaden promo¢ny efekt na ostatné typy

nadorov. Z tohto dovodu Fe-NTA nebol v nasledujucich pokusoch pouzivany.
Z grafu mozno vyvodit’ nasledujiice pozorovanie:

1. Latencia vzniku nadorov je v pripade virusu MAV-J vyrazne kratSia, nez v pripade virusu
HPRS-103 (> 50 dni versus > 100 dni v pripade outbrednych Brown Leghorn, > 50 dni versus
> 75 dni v pripade inbrednych White Leghorn). Rovnako tak penetracia nadormi je po infekcii
MAV-J vécsia, nez po infekcii HPRS-103 (vid’ aj nasledujica kapitola). To je v sulade s
ocakévanim a vyplyva to z vicSej sily promodtoru a enhanceru u MAV virusov (nepublikované

data Oddelenia virusovej a bunkovej genetiky AV CR).

2. White leghorn su k indukcii nddorov nachylnejsie, nez Brown leghorn, ¢o sa prejavuje ako

kratSou latenciou, tak va¢§Sim poctom nadorov (vid aj nasledujuca kapitola).
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Tabulky a grafy 1: V grafoch su modrou farbou vyznacené body, ktoré reprezentuju skupiny jedincov bez
akéhokolvek nadoru, bledocervenou farbou su vyznacené skupiny jedincov, kde niektoré (avsak nie vSetky) zvierata
boli pozitivne na pritomnost nadoru a tmavocervené body reprezentuju skupiny jedincov 100% pozitivne na
pritomnost nadorov. Ku grafom su uvedené aj tabulky hodnét, ktoré boli pouzité na vytvorenie grafu. Pocet
Jedincov znaci pocet kurciat, ktoré po danom dni ostali, preto je v poslednom stlpci vidy uvedené 0
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5.3.1 Vyskyt nadorov

Pocet jedincov, u ktorych vznikol nador urcitého organu je vyjadreny pomocou Vennovho
diagramu (obr.6-9). Kazdy kruh diagramu predstavuje jeden konkrétny organ, u ktorého bol
detegovany vyskyt nadorového ochorenia a Cisla predstavujii pocet jedincov, u ktorych sa
nadorové ochorenie naslo a potvrdilo (histologicky alebo molekularne pomocou iPCR). Déta
boli rozdelené do Styroch skupin podl'a virusu a podl'a typu kurata na BL infikované HPRS-
103, WLCB infikované HPRS-103, BL infikované MAV-J a WLCB infikované MAV-J.
Velkost” kruhov a ploch v diagramoch presne neodpoveda ich hodnote (poctu kurciat), ale je
len orientac¢nd, pretoze niektoré skupiny nddorov a poctu jedincov su prili§ malé na presné
namodelovanie. Poéty su vyjadrené ako pocet jedincov nesucich urcity nador, a nie pocet
nadorov ako takych preto, lebo v mnohych pripadoch (najméd u plicnych nddorov, ale aj
nadorov obliciek a pecene) nebolo mozné urcit’ a overit’ presny pocet. Vennov diagram tiez
prehl'adne vyjadruje, Ze v mnohych pripadoch malo jedno laboratérne zviera nadory viacerych

organov naraz.

Ako ukazuju diagramy, vysledky vSetkych Styroch skupin su pomerne rozdielne. Pri pouziti
virusu HPRS-103 sme dostali tri zakladné typy nadorov (typ v zmysle zasiahnutého organu),
ktoré tvorili zaklad aj u infekcie virusom MAV-J a to naddory pecene, pl'iic a obli¢iek. Rozdiel
medzi BL a WLCB bol v tomto pripade v tom, ze u BL HPRS-103 vytvoril navySe nadorové
ochorenie kostnej drene v podobe erytroblastdozy, avSak nemal zastupenie medzi nadormi

obliciek, ako tomu bolo u WLCB infikovanych HPRS-103.

Co sa pouzitia virusu MAV-J tyka, tam boli vysledky o nieo rozmanitejsie. Virus MAV-J
indukoval vicsie spektrum nadorov u vicSieho poctu jedincov oboch typov kurciat, ktoré sa
dokonca od seba jemne odliSovalo. Napriek tomu, Ze pocet neobvyklych typov nadorov bol
nizky, u BL vznikali naddory kosti v podobe miernej formy osteopetrdzy a objavili sa tiez tri
pripady nadorového ochorenia kostnej drene v podobe myeloidnej leukozy. V pripade WLCB
boli zachytené pripady naddorov ovéria, pankreasu, ¢i sleziny. U WLCB MAV-]J je tiez vidno,
7e diagram ma velky prienik medzi jedincami s nadormi obliciek a pl'ic. Jedné sa az o 30
jedincov, ktori obsahovali nadory oboch tychto typov (a v niektorych pripadoch aj d’alSie).
Co majt virusy HPRS-103 a MAV-J spoloéné je, Ze oba indukovali 3 zakladné typy nadorov —
nadory plic, petene a obli¢iek. Dalej maju spolo¢né to, Ze indukcia nadorov bola Gspesnejsia

u inbrednych WLCB, neZ u outbrednych BL.
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Brown Leghorn HPRS-103

3

celkovy pocet jedincov 69
pocet jedincov s nadorom 4

Obrazok 6 : Vennov diagram vyjadrujuci pocet kurciat Brown Leghorn infikovanych virusom HPRS-103, u ktorych
bol identifikovany nador konkrétneho organu. Kazdy kruh diagramu zodpovedad jednému organu, ktory bol
nadorovo zasiahnuty. Cisla predstavuji pocty jedincov, u ktorych bol konkrétny nador identifikovany.

White Leghorn CB HPRS-103

3 pltca
B =P oblicky
4 = pedeit

celkovy pocet jedincov 46
pocet jedincov s nadorom 13

Obrazok 7: Vennov diagram vyjadrujuci pocet kurciat White Leghorn CB infikovanych virusom HPRS-103,
u ktorych bol identifikovany ndador konkrétneho organu. Kazdy kruh diagramu zodpoveda jednému organu, ktory
bol nadorovo zasiahnuty. Cisla predstavuju pocty jedincov, u ktorych bol konkrétny ndador identifikovany.
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Brown Leghorn MAV-J

=P oblicky
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celkovy pocet jedincov 45
pocet jedincov s nadorom 16

Obrazok 8: Vennov diagram vyjadrujuci pocet kurciat Brown Leghorn infikovanych virusom MAV-J, u ktorych
bol identifikovany ndador konkrétneho organu. Kazdy kruh diagramu zodpovedad jednému organu, ktory bol
nadorovo zasiahnuty. Cisla predstavuju pocty jedincov, u ktorych bol konkrétny nador identifikovany.

White Leghorn MAV-J

=P oblicky
pltca
ovarium

> pecen
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pankreas

—> sval

mPp slezina

celkovy pocet jedincov 53
pocet jedincov s nadorom 41

Obrdazok 9: Vennov diagram vyjadrujici pocet kurciat White Leghorn CB infikovanych virusom MAV-J, u ktorych
bol identifikovany nddor konkrétneho orgdanu. Kazdy kruh diagramu zodpovedad jednému orgdnu, ktory bol
nadorovo zasiahnuty. Cisla predstavujii pocty jedincov, u ktorych bol konkrétny nador identifikovany.
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Pocas in vivo pokusov teda bolo ziskanych mnoho vzoriek nadorov z r6znych tkaniv. Medzi
najcastejSie sa vyskytujuci nador patril nefroblastom (obr.10). Vtaci nefroblastom je rendlny
nador embryonalneho typu, jeho morfologia je porovnateI'na s nefroblastdmami u inych zvierat
(napr. psov, maciek, oviec...), ale aj Cloveka (Wilmsov nddor). V stlade s embrondlnym
charakterom st nefroblastomy tvorené Struktirami napodobujicimi vyvijajicu sa oblicku, ale
morfologicky abnormdlnymi a nefunkénymi. Navzdory klondlnemu charakteru su tvorené

zmesou roznych diferenciacnych typov buniek epitelidlneho aj mezenchymalneho charakteru.

]Illllillllli"

Obrazok 11 : Lung hemangiosarcoma (HPRS-103)

Dalgim velmi &astym typom nadoru bol pI'acny nador oznatovany ako lung hemangiosarcoma
(LHS) (obr.11). Hemangiosarkomy si néadory vznikajuce z cievneho endotelu, ktoré st

makroskopicky rozoznate'né podla pritomnosti krvavych Skvin. LHS sa skladd z masy
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neorganizovanych, malo diferencovanych endotelidlnych buniek prakticky bez vmedzerené¢ho

stroma a pripomina pokrocilé §tadia l'udskych a zvieracich hemangiosar-komov.

Co sa nadorov peéene tyka, bol pozorovany intrahepaticky cholangiocelularny karciném (ICC)
(obr12), nazyvany tiez karcinom zl¢ovych ciest (bile duct carcinoma), d’alej hepatocelularny

karcindém (HCC) a v jednom pripade aj hepaticky hemangiosarkom (HHS) (obr.13).

ICC sa skladali z pomerne diferencovanych ale morfologicky aberantnych Struktir Zl¢ovych
kandlikov pecene s anomalnym mnohovrstevnym epitelom a vel'kym mnozstvom fibrézneho

stroma; pripominali I'udsky "mass-forming ductular" subtyp ICC.

HCC bol zlozeny zo zhlukov stredne az mélo diferencovanych hepatocytov s nizkou mitotickou
aktivitou. Obsah stroma bol minimalny. Podobali sa neskorym "high-grade" displastickym

nodulom (preneoplastické stadium tesne predchadzajice karcindém) a Casnym HCC u ¢loveka.

HHS sa histologicky neodliSoval od inych hemangiosarkomov, ale nadory boli tuhSie s malym
mnoZstvom cievnych kanalikov obklopenych masou neorganizovanych malo diferencovanych

endotelidlnych buniek.

S T g g

I &4

Obrazok 12: Intrahepaticky cholangioceluldrny karcinom nazyvany tiez karcinom zlcovych ciest (HPRS-103)
Uz z Vennovho diagramu je zrejmé, ze pocas tohto projektu bolo ziskanych mnoho vzacne sa
vyskytujucich, ale zaujimavych nadorov. Medzi ne patri napriklad koZzny hemangiom (obr14),

karcindm s dezmopléaziou (pankreas) (obrl5), fibrosarkom (obr16), alebo nador ovaria
(obrl7).
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Obrazok 15: Karcinom s dezmoplaziou, pankreas (MAV-J)
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Obrazok 16: Fibrosarkom (MAV-J)

Obrazok 17 : Nador ovaria (MAV-J)

5.3.2 Wasting disease

Pocas in vivo pokusov boli ukurciat Brown Leghorn infikovanych virusom MAV-]
pozorované znaky takzvanej wasting disease. Wasting disease sa prejavuje mensou vel'kostou
a hmotnostou vtakov, zvierata su zhrbené a anemické, ¢o sa prejavuje najmd na farbe ich
hrebienkov. Medzi patologické prejavy patri poSkodenie lymfatickych organov, nedostatok
lymfocytov a iné poskodenia imunitného systému. U naSich vtadkov bola pozorovana mensia
priemernd hmotnost’ (50 diniové jedince BL infikované virusom HPRS-103 vazili priemerne 355

g zatial’ ¢o BL jedince infikované MAV-J vykazujlice wasting disease vazili priemerne 270g)
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a zvierata boli prihrbené (obr.18). U niektorych tychto jedincov tiez bola pozorovana kostna
dren bledej farby, ktora histologicky vykazovala zndmky myeloidnej leuk6zy a namerané bola

tazka anémia (hematokrit 4-12).

Makroskopické poskodenie ani nddorova transformadcia tymusu a sleziny neboli pozorované,
Fabriciova burza vSak bola atrofovand, s men$im mnozstvom lymfocytov a s lymfocytarnymi
folikulami, ktoré neboli jasne Strukturované na koérova a drenovu oblast’ a velku cast’ ich
tvorilo vézivové tkanivo (obr.19). U tejto skupiny kurciat (Brown Leghorn infikovany MAV-
J) bola tiez u piatich jedincov pozorovana l'ah$ia forma osteopetrdzy na stehennych kostiach,
kedy neslo o typické vonkajSie poSkodenie kosti a vznik bul'vy, ale o poSkodenie smerom

dovnutra kosti. V takto poskodenej kosti nebola kostna dreni takmer vobec pritomna.

HPRS-103 MAV-
"t T

Obrazok 18: Jeden z prejavov wasting disease na jedincoch Brown Leghorn. Na fotkich viavo su jedince
infikované virusom HPRS-103, u ktorych neboli pozorované Ziadne prejavy wasting disease, na fotkdach vpravo st
Jjedince infikované virusom MAV-J, ktoré su viditelne mensie a prihrbené.
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Obrazok 19: Histologické porovnanie Fabriciovej burzy kurata trpiaceho wasting disease (vlavo) a zdravého
kurata (vpravo). Fabriciova burza zdravého jedinca je tvorend folikulmi, ktoré sii vyplnené lymfocytmi. Struktiira
folikulov je viditelne rozdelend na vonkajsie (kérove) a vnutorné (drenoveé) oblasti. Fabriciova burza nalavo je
prevazne tvorend vdzivovym tkanivom a obsahuje menej lymfocytarnych folikulov s mensim mnozZstvom
lymfocytov. Folikuly nie su jasne Strukturované na kérovu a dreniovii oblast.

Obrazok 20: Morfologicky normdlne vyzerajuca kostna dren. Na obrazku histologického prepardtu su viditelné
vSetky vyvojové stadia diferencidcie erytroidnej aj myeloidnej rady.
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Obrazok 21: Kostnd dren zasiahnutd myeloidnou leukozou. Dren je silne znicend, stukovatend s len malym
mnozstvom buniek, ktoré vicsinou tvoria atypické myeloblasty (Sipky).

Obrdzok 22: Kostna dreri zasiahnutd myeloidnou leukozou moéze vyzerat aj takto. Dreri je takmer uplne zaplnend
nezrelymi myeloidnymi bunkami granulocytdarnej rady.
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5.4 Klonalita nadorov

Na identifikaciu VIS bola v tejto praci pouzitd metoda iPCR, ktora umoznuje amplifikaciu
vacsiny integrovanych provirusov v jednej reakcii, ¢oho vysledkom je na agarézovom géle
viditel'ny vzor pruhov, kde kazdy pruh predstavuje konkrétny amplifikovany tsek casti
provirusu a hostitel'skej DNA v mieste, kde sa virus integroval. Vd’aka takémuto spracovaniu

vzoriek bolo mozné z gélu vydedukovat’ mnoho délezitych skutoc¢nosti.

Jednou z nich bolo urcenie, ¢i analyzovana vzorka bola klonalna. Za klonalnu bola pre ucely
tejto prace povazovana vzorka tkaniva, v ktorom prinajmensom vel'ka Cast' buniek bola
potomkom jednej bunky pritomnej v dobe infekcie kuracieho embrya. Taka vzorka poskytla
jasne viditel'ny vzor pruhov na géle po iPCR. Klonalita vzorky bola povaZovana za dokaz, Ze
sa skuto¢ne jedna o nador. Neklonalne vzorky (ako napriklad vzorky a7, a8 a al0 na obr.23)
boli vyradené z d’alSej analyzy. Histologicky obrazok nebol pre urcenie nadorového charakteru
tkaniva vzdy uplne spol'ahlivy, ked’ze obCas bolo abnormalne tkanivo prili§ malé a jedna z

dvoch odoberanych vzoriek (na histologiu a na iPCR analyzu) minula nddorové tkanivo.

Obrazok 23: Urcenie klonality vzoriek. Z fotografie gélu po iPCR je viditelné, Ze niektoré vzorky obsahuju variabilny
pocet rézne intenzivnych bandov (nddorové vzorky), zatial Co iné vzorky (a7, a8, a10) neobsahuju bandy Ziadne,
z ¢oho vyplyva, Ze sa v tychto pripadoch nejednd o nddorové tkanivo.

62



4711 Lul | 4711 Lu2 | 4711 Lu3 | 4711 Lu4d
m37

m34 m35 m36

Obrazok 24: Priklad intraorganovych metastaz
pritomnych u plucneho nadoru LHS zvierata ¢islo
4711. U vsetkych Styroch vzoriek su pritomné 3
zakladné integrdcie provirusov vytvarajuce 3 PCR
fragmenty viditelné na obrdzku z gélu. Vzorka m36
obsahuje niektoré DNA fragmenty navyse,
predstavujiice nové integrované provirusy, ktoré
v§ak pravdepodobne nehraju zdasadnu ulohu pri
vzniku nadoru ako takom, kedZe u zvysnych troch
nadorovych vzoriek chybaju.

Dalej mohli byt podla zhodnosti rozloZenia
bandov medzi roéznymi vzorkami z jedného
zvierata identifikované metastazy - priestorovo
oddelené¢ nadorové noduly pochadzajice z
rovnakého bunkového klonu. Metastazy boli
pravidelne nachadzané u plucnych
hemangiosarkomov (LHS). Vzdy vSak S§lo o
intraorgadnové, nikdy medziorgdnové metastazy
(nddory izolované zroznych orgdnov zvierata
nikdy nepatrili ku rovnakému bunkovému klonu
obr.25). Priklad intraorganovych metastaz mozno
vidiet’ na obr.24), kde Styri rozne hemangiosar-
komové noduly zvierata €. 4711 vykazujl totozny
vzor pasov, obsahuju teda inzercie provirusov v
rovnakych miestach a vznikli z jednej originalnej
transformovanej bunky. Medzi nodulmi LHS
nebolo nikdy moZné jednoznac¢ne rozoznat’ jeden,
ktory by predstavoval pravdepodobny primarny
nador. Je preto pravdepodobné, ze tieto nadorové
bunky maju vysoku metastaticka aktivitu uz od
okamihu svojho vzniku, ¢o mdze suvisiet’ s
faktom, Ze transformované endotelidlne bunky
nemusia pri svojom Sireni prekondvat Zziadne

bariéry.

Na zaklade rovnakej logiky sa dala porovnanim

intenzity jednotlivych bandov odhalit’ pritomnost’

pripadnych subklonov. VécSina vzoriek bola vyhodnotend ako monoklonalny néador, no v

niektorych bola viditeI'na skupina pasov vyrazne slabSich nez ostatné (napr. obr23. vz. a68), ¢o

bolo mozné vysvetlit' pritomnostou subklonov (v nich doslo behom rastu nadoru k ziskaniu

d’al$ich provirusov), alebo pritomnost’'ou minoritnych nezavislych klonov. Vznik subklonov bol

Casto pozorovany v pripade metastdz (napr. vzorka Lu3 zo skupiny metastdz v zvierati 4711

obsahoval 3 provirusy naviac oproti ostatnym metastazam). Tieto aditivne inzercie sa ale zjavne
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nezucastiiovali indukcie nadoru. Podobne sa dalo usudit’, aky vel’ky podiel stromalnych buniek
je pritomny v nadore. iPCR pasy boli vzdy intenzivne u nefroblastomov a hepatokarcinémov,
ktoré prakticky neobsahovali stroma. Naopak iPCR péasy u angiosarkomov a
cholangiokarcinomov boli vzdy slabé vdaka vicSinovej pritomnosti nenddorovych (teda

neklonalnych) buniek - erytrocytov resp. myofibroblastov.

2952 Kil | 2952 Lil1| 2952 Lul
m51 mb52 mb53

Obrdzok 25: Analyticky gél obsahujci 3 vzorky 3 réznych nddorov (m51, m52, m53) pochddzajticich z réznych orgdnov toho
istého zvierata (2952). m51 pochddza z oblicky a obsahuje velké mnoZstvo integrovanych provirusov, m52 je z pecene
a obsahuje len tri pomerne dobre viditelné fragmenty DNA a vzorka m53 pochddzajica z plic obsahuje okrem troch dobre
viditelnych fragmentov DNA este mnoZstvo fragmentov vytvdrajucich slabsie bandy v agarézovom géle.
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5.5 Urcenie miest integracie virusu (VIS) a vSeobecnych miest

integracie (CIS)

Na urcenie vSeobecnych miest integracie provirusov (CIS) v nadoroch bolo spracovanych 31
nadorov pochadzajicich z in vivo pokusov na Oddeleni virusovej a bunkovej genetiky AV CR
a 27 nadorov ziskanych v rdmeci spoluprace so skupinou Dr. Venugopala Naira (The Pirbright
Institute, Velka Britania). Tieto nadory boli indukované za pouzitia niekolkych vtacich

retrovirusov podskupiny A a J.

VIS boli uréené s pouzitim inverzného PCR, izolaciou PCR produktov z agarézového gélu, ich
reamplifikéciou, sekvendciou a ndslednym priradenim sekvencie ku konkrétnemu miestu
v kuracom genome. Celkom bolo sekvenovanych 431 PCR produktov, z coho 92 bola zmes
dvoch komigrujucich PCR fragmentov (ktoré bolo vSetky mozné rozlustit’) a 13 bola zmes viac
ako dvoch komigrujucich DNA fragmentov (ktoré nebolo mozné rozlustit), ¢o dokopy
predstavovalo 510 unikéatnych sekvencii. Z tychto bolo k 455 mozné priradit’ poziciu v kuracom
gendéme, lebo 50 z nich boli len sekvencie prestavenych defektnych provirusov. 2 sekvencie
boli prili§ kratke a 3 boli repetitivne sekvencie pritomné na mnohych poziciach v kuracom
genoéme. 455 priradenych sekvencii predstavovalo 321 integraénych miest - VIS (u 134

integra¢nych miest boli identifikované iPCR fragmenty z oboch koncov provirusu).

Medzi 321 VIS bolo mozné identifikovat’ 13 vSeobecnych miest integracie (CIS) — Tabl.,
definovanych ako VIS, ktoré sa opakovali vo viacerych nezavislych nadoroch, pricom za
rovnaké miesta boli povazované VIS vzdialené menej ako 50 kb. 11 z tychto VIS sa
vyznacovalo dostatocne vysokou Statistickou signifikanciou (hodnota spodného odhadu
signifikancie mensia ako 1 . 102), aby bolo mozné povazovat’ opakovany vyskyt provirusu v
tychto miestach za vysledok onkogénnej selekcie, nie za ndhodnt koincidenciu. V zhode s tym
bol takmer vo vsetkych CIS (a to vratane dvoch CIS s nizkou Statistickou signifikanciou)
najdeny kuraci gén, ktory ma potencidl na transformaciu bunky (FRK, TERT, CTDSPL,
EGFR/ERBB1, MYB, MYC, POU2F1/OCT1, PPP4R3B/SMEK2, CXorf57/RADX,
CDNK2B/INK4B, BRAF a GLI2. Vynimkou je iba MRPL39). VSetky CIS sa nachadzali vnutri
alebo v tesnom susedstve tychto génov. Detaily jednotlivych CIS (vratane poctu zésahov,
vel'kosti clustera, signifikancie, vzdjomnej polohy a transkrip¢nej orientacie génu a provirusu a

kratkeho popisu funkcie génu) st zhrnuté v Tabul'kel.
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5.5.1 Uspesnost’ detekcie integra&nych miest virusu (VIS)

Zo 490 fragmentov DNA izolovanych z gélu, reamplifikovanych pomocou PCR a
sekvenovanych nebolo mozné u 24 % urcit' chromozomalnu poziciu VIS v zostave gendmu
Gallus gallus. Moznych dovodov je hned niekolko a suvisia s metdédou ich spracovania

a detekcie pomocou metody iPCR.

Cast’ integraénych miest provirusov nemohla byt uréena z ddvodu pritomnosti miest
rozpoznavanych linearizaénymi enzymami v amplifikovanych sekvenciach. Ked’ze priemerny
vyskyt cielovych miest pre enzymy Pstl + Nsil (1. krok metody) je raz za ca 800 bp a cielovych
miest pre lineariza¢né enzymy ApalLl, Bcll a BstXI (3. krok metddy) je raz za ca 4000 bp,
priblizne 20 % (800/4000) fragmentov spajajucich provirus a kuraci gendém nemohlo byt
detegovanych, lebo boli rozstiepené linearizaénym enzymom. Toto plati pre virus HPRS-103.
Pre MAV-]J boli pouzité primérne restrikéné enzymy Bcll a BstY] Stiepiace raz za 900 bp a
lineariza¢ny enzym ApalLl, Stiepiaci priblizne raz za 4000 bp. V pripade tohto virusu sa teda
predpokladé strata fragmentu spojujiceho provirus a kuraciu sekvenciu priblizne 22,5 %. V
pripade nedefektnych provirusov staci identifikovat’ ktorykol'vek koniec provirusu.
Pravdepodobnost straty oboch fragmentov by bola len 4 % (0,20%) pre HPRS-103 a5 %
(0,225%) pre virus MAV-J. PretoZe ale podstatna vii¢sina onkogén-aktivujiicich provirusov je
silne defektnych a vac¢Sina z nich obsahuje iba jedno LTR susediace s bunkovou sekvenciou
(nepublikované data Oddelenia virusovej a bunkovej genetiky AV CR), je podiel VIS

stratenych z vysSie popisaného dovodu niekde medzi 4 resp. 5 % a 20 resp. 22,5 %.

Dalej, priblizne 3 % fragmentov po Stiepeni kuracej DNA zmesou enzymov PstI+Nhel alebo

BstYI+Bcll je dlhSich, nez 5kb, €o presahuje vel'kostny limit PCR za naSich podmienok.

Nakoniec, 9% izolovanych fragmentov nemohlo byt’ jednozna¢ne priradenych ku kuraciemu
gendmu, pretoze sekvencia DNA za provirusom bola vel'mi kratka, sekvencia sa nachadzala
v medzerach zostavy kuracieho genomu, pripadne iSlo o repetitivne sekvencie pritomné v

hostitel'skom genome v mnohych koépidch.

Ako ukazali ziskané iPCR sekvencie, vysoky obsah GC ani pritomnost’ sekvencii vytvarajicich
dlhé slucky neboli prekazkou pre detekciu, ¢o potvrdzuje, Ze pouzivané neStandardné
podmienky PCR (vlastny mix polymeraz, nizka Mg?* koncentracia a ve'mi dlha elonga¢na faza

pri znizenej teplote) sa vyznacuji vysokou procesivitou.
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Ked’ze v ramci tejto prace neboli uskutocnované experimenty zamerané na mRNA, ktoré by
ukazovali prepis génov zasiahnutych provirusom, ani mieru ich expresie a naznaCovali
konkrétne modely deregulacie tychto génov virusom a vznik nddoru, z miest integracie
a sekvendacie okolia provirusu sa dalo len urcit’, kde presne sa virus integroval a v akej orientacii
vzhl'adom na orientaciu daného génu sa nachadzal. Jednotlivé gény a miesta integracie virusov

do tychto génov a ich okolia bola graficky znédzornena.

Génom s najvysSim poctom zasahov (14) bol FRK. Vo vsetkych pripadoch sa jednalo o nadory
typu LHS a vSetky integrované provirusy (HPRS-103 aj MAV-J) Prilohal sa nachadzali
upstream od samotného génu, pritomné v oboch orientacidch. V dvoch pripadoch doslo
k preskupeniu virusu, kedy prava a l'ava Cast’ provirusu (detegované pomocou iPCR oddelene
a neskor po analyze sekvencii priradené k sebe) nemali totoznu orientaciu. Oznacenie takéhoto
provirusu teda muselo byt sense/antisense a aj graficky su tieto pripady zndzornené v oboch
orientaciach. Jedna sa o vzorky 2952 Lul a 2958 Lu2. Na obrazku je tiezZ dvakrat zaznacené
2962 Lul. V tomto pripade sa jedna o dve rozdielne integracie vzdialené od seba 10 kb v ramci
jedného nadoru. Hoci vel'kost clusteru bola 10 kb, vic¢Sina integrécii (11 zo 14) sa nachadzala

menej ako 1 kb upstream od zaciatku génu v jeho promotorovej oblasti (obr.26)

Gén FRK kéduje jadrovu tyrozin kindzu, ktora ma za normalnych okolnosti funkciu v G1
a S faze bunkového cyklu a potlacuje rast bunky. V bunkach mlie¢nych Zliaz m4 dokonca

tumor supresorovy u¢inok (Brauer and Tyner 2009).

—=>2962 Lul
—=>4721 Lul

—=>4689 Lul
—=>2968 Lul

476l Luz<= 4681 Lud 4677 Lu2
4711 Lu3 , 48B5 Lull <= 4649 Lul
2952 Lul | 469 Lull <= 2952 Lul
2962 Lul
2968 Lu? < 2958 Lu2

’7

10kn

Obrazok 26: Grafické zndzornenie vsSeobecnych miest integrdacie do okolia génu FRK nachadzajucich sa
v nadoroch LHS (lung hemangiosarcoma). Upstream od tohto génu bolo integrovanych 14 provirusov, z toho 11
do vzdialenosti menej ako 1 kb upstream od zaciatku génu, v oboch orientacidach. Vo vzorkach 2952 Lul a 2958
Lu?2 doslo k preskupeniu provirusu, co sa prejavilo na rozdielnej orientdcii pravého a lavého fragmentu provirusu.
Z toho dovodu su dané vzorky uvedené v obrazku dvakrat, v oboch orientaciach. V pripade vzorky 2962 Lul, ktord
sa v obrazku tiez nachadza dvakrat, sa jedna o dve nezavisle integrdcie v jednom nadore vzdialené od seba 10 kb.
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Dal§im génom zasiahnutym virusmi podskupiny J (HPRS-103 a HPRS-103 dXSR) (Prilohal)
bol TERT. Vsetkych 5 integracii sa nachadzalo upstream tesne pred génom, pricom cluster bol
v tomto pripade vel'mi maly. Jednotlivé integracie sa nachadzali v rozmedzi necelych 400 bp.
V troch pripadoch mali integrované provirusy opacnu orientaciu ako gén TERT, v dvoch
pripadoch bola orientacia rovnaka (obr27). Vsetky nadory, v ktorych bol tento gén integracne

zasiahnuty boli myeloidné leukozy.

Gén TERT koduje katalyticki podjednotku reverznej transkriptdzy enzymu telomerazy.
Telomeraza je enzym predlzujtci casti DNA- teloméry. Vo vécSine buniek tela sa tento gén
nachadza v neaktivnom stave, aby bunky podliehali bunkovému starnutiu. Naopak, jej
nadexpresia spodsobuje, ze bunky, ktoré by mali podliehat starnutiu d’alej prezivaju

a proliferuju, ¢o moze viest' k vzniku nadorov.

—=>1995 Li
390 My <=+—1
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Obrazok 25: Grafické znazornenie vseobecnych miest integracie do okolia génu TERT nachddzajucich sa vo
vzorkach myeloidnej leukozy. Vsetkych 5 integrovanych provirusov sa nachddzalo upstream od génu TERT
v rozmedzi ani nie 400 bp, dva z nich v rovnakej orientdcii ako dany gén, tri v orientdcii opacnej.

CTDSPL bol dalsi gén patriaci medzi CIS v tejto praci. V pripade tohto génu sa vSetky
integracie nachéadzali vnutri génu avrovnakej orientacii. Jedna z piatich integracii sa
nachadzala vnutri exonu (obr.28), ¢o mohlo ovplyvnit’ kone¢ni podobu proteinu a spdsobit’
jeho skratenie. Virusy integrované do tohto génu boli HPRS-103 ako zastupca J podskupiny
a HPRS-103(A) a MQ-NCSU ako zastupcovia podskupiny A (Prilohal).

CTDSPL patri medzi tumor supresorové gény ajeho funkcia v l'udskych bunkéach je
umlovanie nervovych génov v inych typoch buniek, neZ nervovych. Dalej negativne reguluje
transkripciu RNA polymerazy II. Ked'ze CTDSPL patri medzi tumor supresorové gény, zmeny
v jeho transkripte, pripadne jeho skratenie v dosledku integracie provirusu do jedného z exonov

by mohlo viest’ k vzniku nadoru.
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Obrazok 26: Grafické znazornenie vieobecnych miest integracie provirusov do génu CTDSPL. Vsetky integracie
sa nachddzali vautri génu, Styri integrdcie v dvoch intronovych oblastiach a jedna v oblasti exonu. Vsetky
provirusy mali orientdciu totoznil s orientdciou génu.

EGFR (epidermal growth factor receptor) je transmembranovy protein, ktory slizi ako receptor.
Po naviazani vhodného ligandu nastdva aktivacia tyrozin kindzy na cytoplazmatickej strane
proteinu, ktora fosforyluje rézne substraty vnutri bunky. Tieto hraji tlohu v bunkovom raste
a syntéze DNA. Mutacie veduce k nadexpresii tohto génu boli najdené v mnohych typoch

nadorovych ochoreni.

V tejto praci patri gén EGFR medzi 6 CIS. Vsetky tri integrované provirusy patrili k podskupine
J (MAV-J a HPRS-103) (Prilohal) a nachadzali sa vnutri génu, dva z nich v opacne;j orientacii
vzhl'adom na orientdciu génu EGFR (obr.29). Velkost' clustera bola len 505 bp. Ako dalej
moZzno na obrazku vidiet’, dve integracie sa nachadzali v oblasti intronu a jedna v oblasti exonu.
Toto pravdepodobne viedlo (podobne ako u génu CTDSPL) ku skrateniu vysledného proteinu

a vzniku nadorov.
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Obrazok 27: Grafické zndzornenie vSeobecnych miest integracie provirusov do génu EGFR. VSetky tri integracie

sa nachadzali vnutri génu, dve z nich v introne blizko pri sebe, jedna v exone. Provirusy boli pritomné v oboch
orientaciach vzhladom k orientdcii génu.

Predposlednym génom patriacim medzi CIS bol MYB. VSetky tri integracie (HPRS-103(A)
a MQ-NCSU) (Prilohal) sa nachadzali vnutri génu, ale ich rozptyl bol viac ako 5 kb velky.
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Ako vidno na obrazku 30, dve integracie provirusov sa nachadzali v dvoch r6znych intronoch,
orientované zhodne s orientaciou génu. Tretia integracia sa nachddzala v prvom exone génu,

v tzv. UTR (netranslatovana oblast), orientovana opacne.

Co sa funkcie tyka, MYB je povazovany za onkogén. V bunke slizi ako transkripény regulator,
v organizme hra kPa¢ovi ulohu v regulacii krvotvorby. Casto sa preto poruchy v jeho expresii
a Struktare spajaja s vyskytom leukémie a lymfomu. Aj v tejto praci pochadzali vzorky, kde bol

gén MYB zasiahnuty integraciou provirusu z B-lymfémov.

1265 My

1N T R IHT‘ F

Obrazok 8: Grafické znazornenie vseobecnych miest integrdacie provirusov do génu MYB pochddzajucich zo
vzoriek B-lymfomov. Z troch integracii dovnutra génu sa dve nachadzali v dvoch roznych intronoch a jedna v UTR
oblasti prvého exonu. Integrdcie do oblasti intronov mali orientdciu totoznu s orientdciou génu, provirus
integrovany do oblasti prvého exonu mal opacnu orientaciu.

Poslednym CIS je znamy protoonkogén MY C. Produktom tohto génu je jadrovy fosfoprotein,
ktory ma Ulohu transkripéného faktoru. Ovplyviiuje proliferaciu bunky, ma tulohu v apoptoze
a tiez ovplyviiuje bunkovy rast. Velky vplyv ma v organizme hlavne na proliferaciu B-buniek.
V tejto préci bol identifikovany ako vSeobecné miesto integracie v B-lymfocytéme a dvoch

pripadoch myeloidnej leuko6zy.

Ako mozno vidiet’ na obrazku 31, virus (HPRS-103(A)) (Prilohal) sa integroval dovnutra tohto
génu dvakrat do oblasti intronu tesne pred druhy exon a jedenkrat do vzdialenosti 3 kb upstream

od zadiatku génu. VSetky tri provirusy mali orientaciu totoznu s orientaciou génu MYC.

3980 Li2
1065 My

89 kb o viard strand e

—=>4974 Li

3kb

Obrazok 9: Grafické znazornenie vseobecnych miest integracie provirusov do génu MYC pochadzajucich z B-
lymfocytomu a dvoch myeloidnych leukoz. Vietky tri integrdcie sa nachadzali v rovnakej orientacii ako gén MYC,
dve orientacie sa nachddzali blizko seba v introne, jedna integracia bola vzdialena 3 kb upstream od zaciatku
génu.
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6 Diskusia

Vtacie retrovirusy podskupiny J sposobuju u réznych linii kurciat rézne spektrum nadorov.
HPRS-103 indukuje u roznych masovych typov a Leghorn kmenov kur¢iat myeloidné leukozy,
takisto ako chimericky RCAS(J), ktory v SPF (specific pathogen-free) linii O a linii 15 kurciat
indukoval okrem myeloidnej leukozy aj erytroblastézu (Chesters et al. 2002).

Vzorky ziskané v radmci spoluprace so skupinou Dr. Venugopala Naira a molekularne
analyzované v ramci tejto prace tiez pochadzali z kureniec SPF linie 0 a 15 a linie 21 misového
typu, ktoré boli infikované J podskupinou vtacich retrovirusov (HPRS-103 a HPRS-103dXSR).
Az na jeden pripad sa jednalo o vzorky bud’ myeloidnej leukézy, alebo erytroblastozy.
V in vivo pokusoch tejto prace boli pouzité ako experimentdlne zvieratd kurence Brown
Leghorn a White Leghorn linie CB, u ktorych bolo spektrum nadorov odlisné. Po infekcii
kurciat virusom HPRS-103 boli pozorované hlavne pl'icne hemangiosarkémy a intrahepatické
cholangiocelularne karcindémy, po infekcii virusom MAV-J to boli hlavne nefroblastomy
a plicne hemangiosarkémy, ale aj intrahepatické cholangiocelularne karcinomy, alebo
ovarialne adenokarcindmy a iné. Kazdopadne, myeloidnd leuk6za sa nasla len u jedného Brown

Leghorn jedinca infikovaného MAV-J, erytroblast6za nebola pozorovana vdbec.

Tieto vysledky naznacujl, Ze kuracia linia pouZitd v pokusoch méZe mat’ takisto vplyv na
incidenciu a spektrum nadorov po infekcii virusmi podskupiny J. Podobné vysledky boli
pozorované aj po infekcii 3 mésovych typov kurciat a 5 Leghorn plemien kurciat virusom
HPRS-103, kde bol u misovych typov pozorovany vyskyt myeloidnej leukézy a rendlnych
adenomov, ktoré sa s podobnou incidenciou vyskytovali aj u linie 0, ale u ostatnych linii sa

vyskytovali menej alebo vobec (L. N. Payne, Gillespie, and Howes 1992).

Ako sa predpokladalo, z kurciat infikovanych virusom MAV-J bol izolovany vicsi pocet
a takisto SirSie spektrum nadorov. MAV-J vznikol z virusu MAV-2 vymenou génu envB za
env], priCom zvySok virusu ostal povodny. LTR virusu MAV-J obsahuje silnejs$i promoétor nez
HPRS-103. Rozdiel v LTR medzi HPRS-103 a MAV-J mé pravdepodobne takisto vplyv na
tkanivovy tropizmus virusu (Brown and Robinson 1988), ¢o je v tejto praci vel'mi dobre
pozorovatel'né na vyskyte nefroblastomov len u kureniec infikovanych MAV-J podobne ako

tomu je u virusu MAV-2(N) (Wattst and Smith 1980b).

36 dni po infekcii boli virusy HPRS-103 aj MAV-J pritomné vo vzorkach vsetkych odobranych

organov v mnozstve priblizne 5 provirusov na genom, ako ukézali vysledky semikvantitativne;
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metody PCR zameranej na amplifikaciu kuracieho génu MET a virusového envl]. Tkanivovy
tropizmus bol u virusov podskupiny J v minulosti zistovany imunohistochemicky (gag
a obalovy glykoprotein gp85). V prvom pripade (gag) bol virus detegovany vo vsetkych
testovanych tkanivach okrem kostnej drene (Arshad et al. 1997), v druhom pripade (gp85) aj
v kostnej dreni (Williams et al. 2004).

Na zvySenie vyskytu nadorov u oboch virusov bola pouzitd tumor-promoc¢na forma
infekcie - injekcia nenddorovych virus-produkujicich buniek do krvného rieCiska embrya cez
chorioalantoickt zilu (Pajer, Karafiat, PeCenka, et al. 2009). Toto nemalo za lohu zvysit’
rychlost’ alebo zlepsit” schopnost’ virusu preinfikovat’ embryo. Podl'a pozorovani Oddelenia
virusovej a bunkovej genetiky AV CR (nepublikované vysledky) je v takomto pripade rychlost
infekcie dokonca mierne znizena. Bunky, ktor¢ boli injikované do kuracich embryi pri infekcii
neproliferovali, nedavali tak vznik nadorom a pravdepodobne ani neprezivali, pretoze sa
nepodarilo detegovat’ ich pripadné potomstvo (Pajer, Karafiat, PeCenka, et al. 2009). Nadory
odobrané zo zvierat infikovanych virus-produkujicimi bunkami boli histologicky rovnaké ako
tie z jedincov infikovanych virusom samotnym, ¢o naznacuje, ze danym nadorom dali v oboch
pripadoch infekcie vznik bunky infikované a transformované tym danym virusom, a nie bunky
iné. Zaroven to nerozsirilo spektrum nddorov vyskytujucich sa u danych pokusnych skupin.
V pripade infekcie plemena White Leghorn DF-1 bunkami produkujicimi virus MAV-J, bol
v dvoch pripadoch pozorovany ovaridlny adenokarcindom. Vzhl'adom k poctu jedincov
v skupindch vS§ak nemoZno s istotou povedat, Ze dané adenokarcindmy vznikli prave vd’aka

tumor-promoc¢nému efektu infekcie.

Vysledky tumor-promoc¢ného efektu injekcie virus-produkujucich buniek st v kapitole
vysledky spojené s vysledkami injekcie virusu samotného a prezentované len pod nazvom
virusu (napr. infekcia virusom HPRS-103 a infekcia bunkami DF-1 produkujucimi HPRS-103
su zlucené a prezentované ako vysledky HPRS-103). V pripade rozdelenia na jednotlivé
skupiny podl’a spdsobu infekcie by vzniklo viac menS$ich skupin vysledkov, o by pracu

vyrazne zneprehl'adiiovalo, aj ked’ vysledky ako také by sa vyrazne nezmenili.

Vyuzivanie rdéznych tumor promocnych efektov v pokusoch tieZ modeluje prirodzené deje
vyskytujuce sa pocas zivota organizmu v nelaboratornych podmienkach. Napriklad fajéenie
a necistoty ovzdusia prispievaji u l'udi k vzniku rakoviny pl'ic (Lee, Forey, and Coombs 2012;
O’Keeffe et al. 2018), nadmerné uzivanie alkoholu zvySuje riziko vzniku rakoviny pecene

(Turati et al. 2014). Co sa inych Zivo¢ichov tyka, hlavnymi faktormi prispievajiicimi k vzniku
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napriklad karcinomu spinocelularnych buniek u maciek sua: pasivne fajcenie (macka je
vystavena cigaretovému dymu), obojky proti blcham, vek, ale aj kfmenie macky mikkou
stravou z plechovky, o zvySuje riziko vzniku karcindmu oproti suchej strave v podobe granul

(Marretta, Garrett, and Marretta 2007).

Retrovirusy su schopné integrovat’ sa do genomu hostitel'skej bunky v podobe provirusu, ale
jednotlivé skupiny retrovirusov davaju prednost’ roznym miestam integracie. Vtacie retrovirusy
sa integruju takmer nadhodne (Withers-Ward et al. 1994; Mitchell et al. 2004). Napriek tomu,
ze inzercia vtaich retrovirusov je takmer ndhodna, boli identifikované miesta integracie
pravdepodobne zodpovedné za vznik nadorov (Clurman and Hayward 1989; Li et al. 2006;
Pajer et al. 2006), o naznacuje, Ze integracia virusu do konkrétneho miesta v gendéme dané
bunky transformuje, ddva im moznost’ prerast’ bunky okolité a dat’ vznik nadoru. Toto je pripad
aj 6 vSeobecnych miest integracie (CIS) vtadich retrovirusov podskupiny Aal
identifikovanych v tejto praci, kedze vSetky zo zasiahnutych génov patria bud medzi
protoonkogény (MYB, MYC), nadorové supresory (FRK, CTDSPL), alebo maji vyznamné
funkcie v bunkovom cykle, proliferacii, replikacii DNA alebo apoptéze (TERT, EGFR). Poloha
a orientacia provirusov pre kazdé¢ CIS sa liSila. Kym u génov FRK a TERT boli vSetky
provirusy integrované upstream od zaciatku génu v oboch orientaciach, gény CTDSPL, EGFR
a MYB obsahovali integrované provirusy vnutri génu (v intrénoch aj exoénoch). Gén MY C bol

dvakrat zasiahnuty dovnutra génu, jedna integracia sa nachddzala upstream od jeho zaciatku.

To, ze integracie do tychto konkrétnych génov nie st Cisto ndhodné, alebo zaloZzené len na
dobrej pristupnosti toho daného miesta pre inzerciu provirusu posiliiuje aj fakt, Ze sa medzi

vzorkami nevyskytoval nador, ktory by niesol viac, ako jedno z detegovanych CIS.

Nadorovo-supresorova funkcia proteinu FRK bola popisané hlavne u 'udskych gliomov (Zhou
et al. 2012; Hua et al. 2014; Shi et al. 2015) a rakoviny prsnikov (Craven, Cance, and Liu 1995;
Yim et al. 2009; Jin and Craven 2014; Kim et al. 2015; Ogunbolude et al. 2017). Ako vSeobecné
miesto integracie vtacich retrovirusov bol gén FRK identifikovany u plicnych nédorov, ktoré
vznikli inzer¢nou mutagenézou MAV-2, izolovanych z kurc¢iat inbredného plemena White
Leghorn linie CB a CC (Pajer, Karafiat, Pecenka, et al. 2009). Pouzitim vtacich retrovirusov
podskupiny J boli v tejto praci dosiahnuté podobné vysledky. VSeobecné miesta integracie
v pl'icnych hemangiosarkomoch sa nachadzali upstream od zaciatku génu FRK, rozdiel bol len
v orientécii provirusov. Zatial' co MAV-2 sa vo vSetkych pripadoch integroval v transkripénej

orientacii zhodnej s génom, v tejto praci boli pozorované aj provirusy orientované opacne.
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TERT spolu s d’al§imi génmi bol identifikovany ako vSeobecné miesto integracie ALV-J
v myeloidnej leukéze. Bolo pozorovang, ze ALV-J provirusy sa opakovane integrovali do miest
0,2 — 10 kb upstream od zaciatku génu TERT, ¢o odpoveda oblasti transkripéného promotoru.
Inzercie boli najmd v opacnej transkripnej orientacii nez TERT (Y. Li et al. 2014).
Porovnatelné vysledky boli pozorované u B-lymfomov vyvolanych ALV. VSeobecné miesta
integrécie boli znova identifikované v oblasti promoétoru TERT v oboch orientaciach. Expresia
TERT bola v tychto nadoroch zvysend, ale ked’ze bola vécSina provirusov integrovana
v opacnej transkripnej orientacii, bola zistend pritomnost novej antisense IncRNA
prepisovanej z TERT promotoru. Tato IncRNA bola v nddoroch upregulovana a pravdepodob-
ne hra ulohu vo vzniku naddorov (Yang et al. 2007; Nehyba et al. 2016). Vysledky tejto prace
su porovnatelné. U myeloidnej leukdézy vyvolanej HPRS-103 a HPRS-103dXSR bola
identifikovand oblast’ upstream od zaciatku TERT zodpovedajuca promdtoru, kde sa provirusy
integrovali v oboch orientaciach. Expresia TERT nebola testovana ale predpoklada sa, ze jej
hodnota by bola zvySena. Taktiez je vel'mi pravdepodobné, ze novoobjavena IncRNA hra tilohu
aj v nadoroch testovanych v tejto praci, ked’ze vacsina integrovanych provirusov mala opa¢nt

orientaciu nez TERT.

CTDSPL patri medzi gény ¢asto mutované v mnohych nddoroch epitelidlneho poévodu, ako st
plicne, oblickové, ovaridlne karcindmy a karcindmy prsnika a bol oznaceny za nadorovy
supresor (Kashuba et al. 2004; Kashuba et al. 2009; Senchenko et al. 2010). Zaroven sa stal
jednym z v§eobecnych miest integracie ALV v B-lymfomoch, kde sa virus integroval hlavne
do intrébnu 2. Prevaznd véicSina integrovanych provirusov sa nachddzala v rovnakej
transkripénej orientécii ako gén samotny (J. F. Justice, Morgan, and Beemon 2015). Toto opat’
do velkej miery potvrdzuje tato praca, kde sa podarilo identifikovat CTDSPL ako vSeobecné
miesto integracie A podskupiny vtafich retrovirusov u B-lymfomov a myeloidnej leukézy,
pricom vSetky integrované provirusy sa nachadzali v rovnakej orienticii ako gén. Pozorované

boli hlavne integracie do intronu 1, ale tieZ do intrénu 2 a exonu 2.

EGFR (epidermal growth factor receptor) ma v bunke funkciu reguldtora vyvoja epitelu
a homeostazy. V nadoroch sa Casto vyskytuje v mutovanej forme, alebo je nadexprimovany
(Sigismund, Avanzato, and Lanzetti 2018). Ako vSeobecné miesto integracie s najvysSim
poctom integracii bol identifikovany u MAV-2 indukovanych nadorov pecene. VSetky
integrécie boli v tomto pripade vel'mi blizko pri sebe v oboch orientaciach uprostred génu, co
pravdepodobne sposobilo produkciu poskodenej verzie receptoru, ktory nebol schopny na seba

viazat' ligandy, Co aj v nepritomnosti ligandu sposobovalo jeho stidlu kindzovu aktivitu
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(Pecenka et al. 2017). V tejto praci boli pozorované tri miesta integracie do génu EGFR a to
Jpodskupinou ALV (HPRS-103 aMAV-J) v intrahepatickom cholangiocelularnom
karcinome, myeloidnej leukoze a erytroblastoze. VSetry tri integracie provirusov boli blizko pri
sebe v rovnakom regione génu, ako vyssie popisané, dokonca jedna z integracii spadala do toho
istého exonu ako v praci Pecenka a kolektiv, 2017. Mozno teda predpokladat’, ze aj v pripade

tejto prace mohlo dojst’ k produkeii poskodeného proteinu, ktory bol pravdepodobne skrateny.

MYB je gén, ktorého prestavba a zndsobenie boli detegované v l'udskych nadoroch ako
rakovina hrubého creva, glioblastomy, nadory pankreasu alebo rakovina prsnika s BRCA-1
mutaciou. c-myb je exprimovany takmer vo vSetkych l'udskych leukémiach a lymfomoch. Jeho
expresia je relativne vysoka vo vSetkych nezrelych proliferujucich hematopoetickych bunkéch,
kedze tento gén je potrebny na dokoncenie hematopoézy (Ness 2003). MYB gén bol
detegovany ako vSeobecné miesto integracie ALV u B-lymfémov s pouzitim virusu EU-8.
Takto indukované nddory obsahovali provirus integrovany v lokuse c-myb a to vo vSetkych
testovanych vzorkach. Niektoré provirusy boli integrované upstream, avSak vicSina inzercii
bola downstream od inicia¢ného kodonu génu. Bolo stidené, Ze prave tieto downstream inzercie
viedli k skrateniu génového produktu (Kanter, Smith, and Hayward 1988). Dalsi vyskyt MYB
génu ako vSeobecného miesta integracie bol znova u B-lymfomov s pouZzitim niekolkych
kmeniov ALV. MYB bol piatym najcastejSie sa vyskytujucim miestom integracie provirusu
s celkovym poctom 28 integracii (J. F. Justice, Morgan, and Beemon 2015). V tomto pripade
vSak nebola pozicia ani orientacia provirusov uvadzana. V tejto praci bol gén MY B zasiahnuty
v troch r6znych nadoroch (B-lymfomy) pochadzajtcich z infekcie podskupinou A (HPRS(A),
MQ-NCSU). Vsetky tri inzercie sa nachadzali vnuatri génu. Dve znich vnutri intrénov,
orientované zhodne s transkripénou orientdciou génu, tretia v nekddujucej Casti prvého exonu
orientovana opacne. Predpoklada sa, Ze integracie do tychto miest mohli spdsobit’ poskodenie
vysledného produktu génu, alebo mohli zmenit’ mieru jeho expresie a tym prispiet’ k vzniku

ochorenia.

MYC je transkripény faktor, ktory je zapojeny v regulécii apoptdzy, proliferacie bunky a jej
diferenciécii (Amati and Land 1994). Zaroven je to prvy gén identifikovany ako vSeobecné
miesto integracie ALV, prispievajlci k nddorovej transformécii a vzniku lymfomov (William
S. Hayward, Neel, and Astrin 1981b) (W S Hayward, Neel, and Astrin 1981b). Odvtedy bol
identifikovany ako miesto integracie ALV u B-lymfomov, ¢i myeloidnej leuk6zy indukovane;j
ALV-J (Justice, Morgan, and Beemon 2015; Y. Li et al. 2014). V tejto praci bol MYC
identifikovany ako vSeobecné miesto integracie ALV-A (HPRS(A)) u myeloidnej leukézy a B-
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lymfomov. Hoci pocet integracii nie je vysoky a ich rozptyl je relativne velky, bol tento gén
zahrnuty do v§eobecnych miest integracie provirusov. Dve z integracii sa nachadzali v introne
1, upstream tesne pred exénom, s malou vzdialenostou medzi integraciami. Tretia integracia
spadala do vzdialenosti 3 kb upstream od zaciatku génu. VSetky integracie mali transkripna
orientaciu zhodnt s orientaciou génu. Hoci hodnoty RNA neboli testované predpoklada sa, ze
u tychto nadorovych vzoriek by boli zvySené rovnako, ako tomu bolo u myeloidnej leukozy
ALV-J, v doésledku integracie provirusuna deregulacie génu (Y. Li et al. 2014). Vysledky
vyskumu by tieZ mohol ovplyvnit’ ¢as infekcie pokusnych zvierat. Predpoklada sa, ze Cas
infekcie je dolezitym faktorom a ¢im neskor je zviera infikované (hlavne po vyliahnuti), tym
vicsia je pravdepodobnost’ detekcie nadorov s integraciami v géne MYC (J. F. Justice, Morgan,
and Beemon 2015). Zvierata, u ktorych boli detegované integracie v géne MYC ako aj vSetky

ostatné zvierata v pozorovanej skupine boli infikované in ovo v jedenastom embryonalnom dni.
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7 Zhrnutie

Tato praca sa zameriava na indukciu naddorov pomocou inzerc¢nej mutagenézy s pouzitim
vtacich retrovirusov podskupiny J a A a naslednt identifik4ciu integracnych miest provirusov

(VIS), ako aj vSeobecnych miest integracie (CIS) prispievajucich k vzniku nadoru.
Zavery prace su:

e Virus HPRS-103 po infekeii in ovo vyvolaval u oboch plemien kurc¢iat (Brown Leghorn
a White Leghorn) najma intrahepatické cholangioceluldrne karcinomy a pl'icne hem-

angiosarkomy.

¢ Rekombinantny virus MAV-J dosahoval podl'a o¢akdvania vy$siu ucinnost’ indukcie
nadorov. Spektrum pozorovanych nadorov bolo SirSie ako u virusu HPRS-103
s najvacsim vyskytom nddorov obliciek histologicky klasifikovanych ako nefroblas-
tomy (u oboch plemien). Druhym najrozsirenejSim nadorom bol pl'icny hemangiosar-

kém (u oboch plemien).

e 70 490 vzorieck DNA fragmentov bolo u 373 mozné urcit’ presni polohu v kuracom

gendéme, ¢o predstavovalo jednotlivé VIS.

e Pomocou vypoctu Statistickej signifikancie bolo urcenych 6 CIS.

e Jednotlivé CIS predstavuja oblasti génov alebo ich okolie. Jedna sa o gény FRK, TERT,
CTDSPL, EGFR, MYB a MYC zasiahnuté 14, 5, 5, 3, 3, 3 krat (v uvedenom poradi).
Deregulacia vSetkych tychto génov ma potencial prispiet’ k vzniku nadoru. FRK
a CTDSPL st nadorové supresory, MYB a MYC patria medzi protoonkogény, EGFR
hrd Ulohu v regulacii bunkovej proliferacie a apoptézya TERT koduje enzym

telomerazu, ktory sa vo vicsSine buniek nachaddza v neaktivnom stave.
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