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Abstrakt

Transmembranové proteiny ASCT1 a ASCT2 patfi mezi rozsitené bunécné transportéry neutralnich
aminokyselin. Nezédvisle na své transportni roli v metabolicky aktivnich buiikdch, slouzi také jako re-
ceptory mnoha retrovirti. VSechny retroviry, které interaguji s receptorem ASCT2, popt. ASCT1, sdili
ptibuzny obalovy glykoprotein. Mezi tyto glykoproteiny patii mimo jiné Syncytin-1, kodovany lidskym
endogennim retrovirem typu W, ktery je produkovan v placentarnim cytotrofoblastu primata véetné ¢lo-
veka. Interakce receptor-vazebné domény Syncytinu-1 se specifickou extracelularni oblasti ASCT2 zpti-
sobuje fuze sousednich bunék a vznik mnohojaderného syncytiotrofoblastu. Vyznam syncytiotrofob-
lastu spociva v efektivnéjsim ptijmu zivin plodem z krve matky a zarovenn v modulaci imunitni odpo-
veédi matky viici plodu. Tyto vlastnosti jsou nezbytné pro spravny vyvoj nového jedince, poruchy se
vznikem syncytiotrofoblastu casto vedou ke komplikacim béhem téhotenstvi. Charakterizace proteino-
vych domén, zodpovédnych za interakci mezi Syncytinem-1 a jeho receptory, je tak dilezitym krokem
pii odhalovani genetickych pfi¢in té€chto patologii. Zaroven nam tyto poznatky pomahaji objasnit me-
chanismus bunééného vstupu i u dalSich retrovirti a vysvétluji nam molekularni podstatu senzitivity

nebo rezistence hostitele k témto retrovirum.

Klic¢ova slova: ASCTI1, ASCT2, ECL2, RDR, receptor, endogenni retrovirus, HERV-W, obalovy

glykoprotein, Syncytin-1, bunécna flze, syncytiotrofoblast, imunosuprese

Abstract

Transmembrane proteins ASCT1 and ASCT?2 are ubiquitous neutral amino acid transporters. Apart from
their transporter function in metabolically active cells, they also serve as receptors for a wide group of
retroviruses. All retroviruses recognizing the transmembrane receptor ASCT2/ASCT]1 share a similar
env gene, encoding the envelope glycoprotein. Syncytin-1 is the envelope glycoprotein, encoded by
human endogenous retrovirus type W, produced in placental cytotrophoblasts of primates, including
human. Interaction of receptor binding domain of Syncytin-1 and specific extracellular region of ASCT2
is responsible for fusion of neighbouring cells and formation of multinucleated syncytiotrophoblast. The
importance of syncytiotrophoblast lies in higher efficiency of feto-maternal exchange of nutrients and
simultaneously in modulation of immune response of mother towards fetus. Defect in syncytiotropho-
blast differentiation often leads to complications during pregnancy and impairs the proper development
of embryo. Characterization of protein domains responsible for the interaction between Syncytin-1 and
its receptors is important to uncover genetic causes of these pathologies. Furthermore, understanding
the interaction helps us to clarify the mechanism of cell entry and explains the molecular basis of host

sensitivity or resistance towards retroviruses.

Key words: ASCT1, ASCT2, ECL2, RDR, receptor, endogenous retrovirus, HERV-W, retroviral

glycoprotein, Syncytin-1, cell fusion, syncytiotrophoblast, immunosuppression
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1. Uvod

Retroviry jsou malé obalené viry, které fadime do samostatné celedi Retroviridae. Tato skupina RNA
virti se od ostatnich virovych celedi odliSuje hlavné pfitomnosti enzymu reverzni transkriptazy, ktery
ptepisuje jejich genetickou informaci ve form& RNA do cDNA podoby. Genetickd informace retroviri
obecné zahrnuje tfi zdkladni protein-kddujici geny: gag, ze kterého se tvofi strukturni proteiny virové
kapsidy, matrix ¢i nukleoproteinovych struktur; pol, ktery koduje enzymatickou vybavu viru, tj. reverzni
transkriptazu, integrdzu a protedzu; a env, ktery poskytuje geneticky nadvod pro syntézu obalovych gly-

koproteind, které rozpoznavaji bunécné receptory.

Dalsi unikatni vlastnosti retrovira je jejich schopnost integrovat svoji dédi¢nou informaci v podobé
DNA proviru do hostitelského genomu. U retrovirt zajist'uje tento proces enzym zvany integraza. Inte-

grovany provirus zistava v této form€ v genomu hostitelské bunky po celou jeji existenci.

V ptipadé, Ze se retrovirus integruje do genomu bunky zarodecné linie hostitele (spermie, oocyt) a tato
buiika da po oplozeni vzniknout novému potomkovi, integrovany provirus se stane soucasti dédicné
informace vSech bun¢k tohoto jedince. Virus se pak mize Sifit vertikalné (z rodi¢e na potomka) i do
dalsich generaci, aniz by musel znovu infikovat buiiky svého hostitele. Tento proces dnes nazyvame
jako endogenizace a retroviry, které jim prosly, jako endogenni. Naproti tomu retroviry, které nejsou
integrovany ve vSech bunkach hostitele a §iti se horizontalné (i mezi nepfibuznymi jedinci), oznacujeme

jako exogenni.

Lidské endogenni retroviry (HERV) a jejich pozistatky zabiraji dnes vyznamnou Cast nasi genetické
informace. Prvotni analyzy lidského genomu uvadi, ze by toto ¢islo mohlo dosahovat minimaln¢ 8 %
sekvence DNA (Lander et al. 2001). Béhem evoluce vSak u vétSiny integrovanych endogennich provirt
dochazelo vlivem genetického driftu a hromadéni mutaci k nenavratnému poskozeni gent, které koduji
proteiny dulezité pro vytvareni infek¢nich ¢astic a dokonceni replika¢niho cyklu retroviru. Navzdory
této selekci doslo u malé skupiny zastupci HERV k zachovani nékterych genovych sekvenci, které jsou
dodnes bunécnym aparatem prepisovany a piekladany jako funkcéni proteiny retrovirového ptivodu. Jed-
nim z téchto zastupct je i lidsky endogenni retrovirus typu W, lokus umistény na chromozomu 7, u kte-
rého se dochoval intaktni gen env, kodujici obalovy glykoprotein Syncytin-1 (syn. enverin; Blond et al.

1999).

Je pozoruhodné, Ze genom fady savcii obsahuje funkéni geny pro obalové glykoproteiny retrovirového
puvodu, které jsou obecné oznacovany jako syncytiny. Tyto syncytinové geny vSak nepiedstavuji ort-
hology, nybrz jsou odvozeny z nezavislych infekci riznymi retroviry. Maji ale stejnou funkcei, svym
flzogennim potencialem umoznily vyvoj placenty. Jedna se o velmi ojedinély piiklad ziskani nové bi-
ologické funkce, kdy pivodem retrovirovy protein, jehoz prvotnim tc¢elem bylo umoznit viru fazi
s membranou buriky, dal vzniknout zcela novému organu hostitele, ktery s sebou ptinasi fadu uzite¢nych

vlastnosti. Syncytiny jsou tak spjaty s evoluci placentali (Kim et al. 1999; Voisset et al. 1999).
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Jedine¢nou funkci glykoproteinu Syncytin-1 je tedy to, Ze se podili na fizi bunék v placentarnim syncy-
tiotrofoblastu primati véetné ¢lovéka. Syncytiotrofoblast hraje béhem teéhotenstvi klicovou roli pii vy-
voji plodu, ktery diky nému mtze efektivnéji pfijimat ziviny, plyny a hormony pfimo z krve matky
(Lager and Powell 2012). Zarovei je diky imunosupresivnim vlastnostem této tkané plod chranén pied
nezadouci imunitni odpovédi matky (Tolosa ef al. 2012). Aby zminéna bunécnd fiize, vedouci ke vzniku
syncytiotrofoblastu, viibec nastala, je zapotiebi, aby se v placenté produkovany fuzni protein Syncytin-
1 nejprve setkal se svymi specifickymi receptory — bunéénymi transmembranovymi proteiny ASCT1
a ASCT?2 (Tailor et al. 1999; Rasko et al. 1999). Jejich interakce ma za nasledek vytvotfeni poéru mezi

bunénymi membranami, coz vede ke splynuti bunék.

Ptistupnost interak¢éniho mista na receptoru, v tomto piipadé ASCT1 nebo ASCT?2, je tedy zasadni pro
fzi bunék zprostiedkovanou Syncytinem-1. Syncytin-1 vSak neni jedinym retrovirovym obalovym gly-
koproteinem, ktery vyuziva proteiny ASCT1 a ASCT2 jako své receptory. Ukazalo se, Ze ke svému
vstupu do bunky je vyZaduje i fada dalSich exogennich i endogennich retrovirti. Nehledé na nékolik
studii, které se zabyvaly charakterizaci interakce ASCT2 se Syncytinem-1, nebyly dosud jednoznacné
definovany kritické aminokyseliny nebo mechanismus, které zprostiedkuji vazbu Syncytinu-1 na jeho

receptor.

Hlavni naplni této prace bude popsat interakce transmembranovych proteintt ASCT1 a ASCT2 (resp.
SLC1A4 a SLC1AS) s retrovirovymi obalovymi glykoproteiny. Prvnim cilem bude shrnout dosavadni
poznatky o funkeci, struktufe a expresi ASCT1 a ASCT2. Druhym cilem této literarni reserSe bude po-
drobné¢ zmapovat interakci proteini ASCT2 a Syncytin-1. K tomu bude vyuzita i nedavno popsana pro-
storova struktura proteinu ASCT2, jejiz znalost je klicova pro pochopeni specifickych molekularnich
interakci s retrovirovymi obalovymi glykoproteiny. Neméné diilezité je i struktura Syncytinu-1 a ex-

prese jeho genu, které budou v praci rovné€z probrany.



2. Transmembranové proteiny ASCT1 a ASCT2

V 90. letech minulého stoleti byla objevena fada proteint, které spole¢né sdilely funkci Na*-dependent-
nich transmembranovych pienasecti aminokyselin. Postupné bylo identifikovano celkem pét vysoce
afinnich glutamatovych transportéri SLC1A1-3 a SLC1A6-7 (Storck et al. 1992; Danbolt ef al. 1992;
Kanai and Hediger 1992; Fairman ef al. 1995; Arriza et al. 1997) a také dva pienaseCe neutralnich ami-
nokyselin nazvané ASCT1 (SLC1A4) a ASCT2 (SLC1AS5; Shafqat et al. 1993; Arriza et al. 1993;
Utsunomiya-Tate et al. 1996). Plivodni oznaceni ASCT je akronymem pro jména transportovanych ne-
utralnich aminokyselin — L-alanin, L-serin a L-cystein, pismeno T oznacuje transportér. Pozdéji se vSak
ukazalo, ze ASCT1 transportuje také L-threonin a ASCT2 navic i L-glutamin, L-threonin a L-asparagin,
jelikoz méa prostorové vétsi vazebné misto pro aminokyseliny s delSim postrannim fetézcem
(Utsunomiya-Tate et al. 1996). VSechny zminéné proteiny byly posléze na zakladé¢ aminokyselinové
sekvencni homologie, ktera ¢ini 57 % identické sekvence mezi ASCT1 a ASCT2 a 40-44 % mezi
ASCT2 a zminénymi péti glutamatovymi transportéry (Utsunomiya-Tate ef al. 1996), zatazeny do spo-

le¢né rodiny membranovych transportéri aminokyselin, zvané SLC1 (z angl. Solute Carrier Family 1).

Glutamatové transportéry SLC1A1-3 a SLC1A6-7 vyzaduji pro svou funkci symport 3 ionttt Na“, 1 pro-
tonu a s nim sptazeny antiport 1 iontu K" na kazdou transportovanou molekulu glutamové kyseliny pies
membranu bunky (Zerangue and Kavanaugh 1996a). Naproti tomu ASCT1 a ASCT2, které se podili na
selektivnim importu i exportu aminokyselin, vyuzivaji obecné pro jejich membranovy transport antiport
s Na" ionty (Shafqat et al. 1993; Arriza et al. 1993; Utsunomiya-Tate et al. 1996; Broer et al. 2000).
Transport substratu je navic u vech téchto Na*-dependentnich pienase¢t doprovazen otevienim neza-
vislych aniontovych kanall, které zpusobi vtok halidovych (F-, CI, Br, I') a dal$ich malych aniontd

(NOs, SCN-; Wadiche et al. 1995; Zerangue and Kavanaugh 1996b; Broer ef al. 2000).

2.1. Prenasece neutralnich aminokyselin a jejich tkanova exprese

Gen SLC1AA4, kodujici protein ASCT1, je v lidském genomu lokalizovan na chromozomu €. 2 (Shafgat
et al. 1993). Druhy z ptenaseci, protein ASCT2, je kodovan genem SLC1AS, ktery se nachazi se na
chromozomu ¢. 19 (Kekuda et al. 1996). Oba geny maji orthology u vétSiny obratlovct. Vyjimkou je
kur domaci (Gallus gallus domesticus), u kterého se nevyskytuje SLC1AS (Stelzer et al. 2016). Proteiny
ASCT1 a ASCT2 obecné nachazi uplatnéni jako transportéry neutralnich aminokyselin v metabolicky
velmi aktivnich nebo rakovinnych buiikach, ve kterych je kvtili vysoké spotiebé ¢i exportu aminokyselin
vyzadovan jejich rychly a specificky transport (Warburg et al. 1927; DeBerardinis ef al. 2007; Nicklin
et al. 2009).



S rozvojem metod, jako je napfiklad hmotnostni spektrometrie, doslo v priubéhu let k vyznamnému obo-
haceni proteomickych databazi o konkrétni kvantitativni hodnoty exprese proteint ASCT1 1 ASCT2.
Recentni informace o expresnim profilu proteini ASCT1 a ASCT2 ve vybranych tkanich, butikdch a tél-

nich tekutinach ilustruje Obrazek 1.

2 —

£

=
o

= 1—
(=]
pa

w 0—
4

o

a -1 —
=3
W L kg Loy bl b UL AL JLlalln iRl lrliliabllil] i Bl B B EEE B
<

o 37
£

g ASCT2
o

a
e

T 2—
2

o

]

(]

=
ﬁ]-_.
o

0—

ol 1 LB 1Rl A1 L. xR Ll 1l i lll NN W i Il EDEN BFENEDEE IDUDEL I EDUE EUR ED Ll
EEmEEEEEe E 2o % xxm = ~sgE = NoAEom Y = ” X GWE G RE C O RT 5T
EfzZzEzzerrises T BI3IEEYLEES ] LU EESEEES Y ERREG2 ST 20 REEES28E8E
2RGSO OEEEE oS e NEETEESCEEBRS Y =] SEEESREA0E0 25 SSsavefEgs58ceC2Z2G08E52a%
FEEcL2EBEL22 B 28cES T W = e BEL%2g830% T EZRERE ETSEBIEELZ
= o x i [Tl [v] Q S =EE~ Es N g 8 g T S m o
Ee2iisLEZ20563 SEEE t 4 £ 5t sREE EE® s8Es % op ¢t 3T EE
[ s e == ET s w5 -2 © Fac ooy B 3 < = o8 R
=% =790 F7g 584 3 5 g 3 g8 £ 4 8 % %t

g s5e 2 g 2 E £g £ = = 5
= S e o ] 5=

2z 5 25

= B g

2 2 =

H 5 5

Jjednojader. bunky perif. krve
stromal. burky kostni diené
mesench. bufiky kostn( diené

Obrazek 1 | Expresni profil lidskych proteinii ASCT1 a ASCT2 ve vybranych tkanich, burikach a télnich tekutinach.
Grafy demonstruji rozdily proteinové exprese v hodnotach ppm (parts per milion) mezi lidskymi proteiny ASCT1 (horni graf)
a ASCT2 (spodni graf). Distribuce je rozdélena do péti barevné odliSenych kategorii: krev a imunitni systém (Cervené), ner-
vova soustava (zelené), opérna soustava (Zluté), vnitfni organy a tkané (tmavé modfe), sekre¢ni soustava (rdzoveé) a repro-
dukéni soustava (svétle modre). Pfevzato a upraveno z vefejné pfistupné databaze GeneCards (Fishilevich et al. 2016).

Exprese proteinu ASCT1 byla studovana pievazné na mysich modelech a vyskyt tohoto transportéru byl
prokazan v gliovych bunkach v mozku, kde pravdépodobné hraje klicovou roli v exportu i importu ami-
nokyseliny L-serinu. Tato aminokyselina je v hojném mnozstvi produkovana v gliovych bunkach a na-
sledné transportovana pies membranu pomoci ASCT1 ven z buiiky k okolnim neurontim, kde je dilezi-
tou molekulou pro biosyntézu dalsich latek (Yamasaki ef al. 2001; Sakai et al. 2003). Vysokou synte-
tickou aktivitu vykazuji i Panethovy bunky, jejichz granula obsahuji baktericidni peptidy jako napf. ly-
sozymy a a-defenziny (Porter et al. 1997), které slouzici k obran¢ tenkého stieva pted mikrobialni in-
fekci. Pfedpoklada se, ze transport neutralnich aminokyselin, potfebnych pro syntézu téchto peptidd, je
zajistovan transportérem ASCTI1, ktery je v téchto bunkach exprimovan (Hashimoto ef al. 2004).
ASCT1 zfejmée prispiva i k odbouravani amoniaku v jatrech tim, Ze se podili na pfisunu alaninu. Praveé
tato aminokyselina je pfi transportu amoniaku v hepatocytech esencialni (Hashimoto et al. 2004). Amo-
niak pak vedle kyseliny glutamové slouzi jako substrat glutamin syntetazy pii tvorbé glutaminu, ¢imz
se snizuje 1 obsah volného amoniaku v krvi (Boon ef al. 1999). Ve vaje¢niku by ASCT1 mohl ptispivat
zasobovanim bun¢k neutralnimi aminokyselinami k tvorbé progesteronu v Zlutém télisku (Hashimoto et
al. 2004). Dale se ASCT1 produkuje v mnoha bunikach travici soustavy (acinarni buiiky slinnych zlaz,

bazélni vrstva dlazdicového epitelu Ustni dutiny, absorp¢ni epitel tlustého stieva, hladka svalovina



a podslizni¢ni nervova pleten stievni stény, acinarni buniky pankreatu), v ledvinach (epitel proximalniho
tubulu a papilarnich vyvodi), v dfeni nadledvin a v rozmnozovaci soustave (zluté t€lisko, bazalni vrstva

dlazdicového epitelu pochvy; Hashimoto et al. 2004).

V ptipad€ druhého transportéru neutralnich aminokyselin, ASCT2, vime, ze se v mozku patrné tcastni
transportu glutaminu v glutamin-glutamatovém cyklu v gliovych bunkach (Broer et al. 1999) a také se-
lektivniho transportu L-izoformy kyseliny asparagové ptes hematoencefalickou bariéru (Tetsuka et al.
2003). Nadmerna exprese ASCT2 byla navic popsana u mnoha typli nadorového bujeni, a to u mela-
nomu (Wang et al. 2014), kolorektalniho karcinomu (Toda et al. 2017), rakoviny plic (Shimizu et al.
2014), prostaty (Wang et al. 2015), slinivky (Kaira ef al. 2015) a prsu (Kim et al. 2013). V téchto pii-
padech je abnormalné velka produkce ASCT2 vysvétlovana tim, Ze rakovinné bunky vyzaduji pro svij
metabolismus vysokou koncentraci glutaminu (DeBerardinis et al. 2007), ktery tento protein transpor-
tuje. Produkce ASCT?2 je v tkénich jesté rozsifenégjsi nez v ptipadé ASCT1. Byla detekovana v mozku
(Broer et al. 1999; Gliddon et al. 2009), plicich, kosternim svalstvu, tukové tkani, tlustém streve, varla-
tech (Utsunomiya-Tate et al. 1996), ale i v mnoha dalSich tkanich a télnich tekutinach (viz Obrazek 1).
Krom¢ transportu aminokyselin se ASCT1 a ASCT2 proteiny ucastni i dal§iho, zcela nezavislého

procesu.

2.2. Retrovirové receptory

Dveé na sob¢ nezavislé studie ptisly v roce 1999 se zjisténim, Ze transmembranové pienasece neutralnich
aminokyselin ASCT1 a ASCT2 funguji navic i jako receptory n€kterych retrovirti (Tailor et al. 1999;
Rasko et al. 1999). Konkrétné se jedna o retroviry interferencni skupiny RDR (zahrnuje RD114 a retro-
viry typu D), které ke svému vstupu do buniky vyuzivaji spolecny receptor — lidsky ASCT2 (Koo et al.
1994; Tailor et al. 1999; Rasko et al. 1999). Paviani endogenni retrovirus (BaEV) a lidsky endogenni
retrovirus typu W (HERV-W), které jsou také soucasti RDR skupiny, dokazi ovSem do buné€k vstupovat
i pres alternativni lidsky receptor ASCT1 (Tailor ef al. 1999; Lavillette ef al. 2002). Seznam vybranych
retrovir RDR skupiny, které vyuzivaji lidské proteiny ASCT1 a ASCT2 jako receptory, je uveden v Ta-
bulce 1 v podkapitole 3.1 Zakladni charakteristika skupiny RDR.

Pokusy na sav¢ich modelech nicméné ukazaly, ze testovana zvitata jsou vici infekci nékterymi RDR
retroviry rezistentni, protoze nesou na povrchu svych bunék orthology ASCT1 a ASCT2, na které se
tyto retroviry nedokazou vazat (Marin et al. 2000, 2003; Lavillette et al. 2002). Molekularni podstata
tohoto chovani bude detailnéji probrana v podkapitole 4.2 Receptor ASCT2 — ,,dokovaci® misto pro

Syncytin-1.



2.3. Molekularni struktura ASCT2

Ziskat pfesny model prostorové struktury membranovych proteinti neni ani v dnesni dobé jednoduchy
proces. Extrakce transmembranovych proteint pro krystalografickou analyzu je velice obtizna a ¢asto
ptesahuje 1 nase technické moznosti. Kryoelektronova mikroskopie se nicméné v poslednich letech stala
v rukou chemiki a molekuldrnich biologli mocnym nastrojem slouzicim k odhalovani struktury a cho-
vani biomolekul v témét atomovém rozliSeni. Za objev této revolucni zobrazovaci metody ziskali v roce

2017 Jacques Dubochet, Joachim Frank a Richard Henderson Nobelovu cenu za chemii.

Presnosti této metody vyuzili i Garaeva et al. (2018) pti odhalovani prostorové struktury proteinu
ASCT?2. Jejich vysledky potvrdily, ze ASCT2, podobn¢ jako nékteré dalsi zndmé struktury glutamato-
vych transportéri — SLC1A3 (Canul-Tec ef al. 2017), Gltps (Yernool et al. 2004) a Gltrx (Jensen et al.
2013) — tvoii proteinovy homotrimer. Kazdy z protomerti se pak sklada z osmi transmembranovych
domén TM1-8, které dale rozdélujeme na tzv. scaffold (z angl. ,,leSeni®) a transportni domény, a dvou
transmembranovych vlasenek HP1 a HP2 (z angl. helical hairpin; viz Obrazek 2). Zatimco scaffold
domény TM1, 2, 4 a5 tvoti statickou centralni oporu a zajistuji oligomerizaci a uchyceni proteinu
v membrané, pohyblivé transportni domény TM3, 6, 7 a 8 s vlasenkami HP1 a HP2 se vyskytuji spise
na vnéjsi stran¢ komplexu, kde dochazi k transportu substratu. Vlasenky HP1 (mezi doménami TM6
a 7) a HP2 (mezi doménami TM?7 a 8) slouzi jako vstupni brany substratu do transportéru na obou stra-
nach membrany. HP1 na cytoplasmatické a HP2 na extracelularni stran¢ vpousti substrat do transport-
nich domén s vazebnymi misty. Transportni domény substrat posléze translokuji na opacnou stranu
membrany mechanismem pfipominajicim provoz vytahu (angl. elevator-like mechanism), jez byl po-

prvé popsan u bakteridlniho homologu Glte, (Lee ef al. 2013; Akyuz et al. 2015).

Obrazek 2 | Strukturni model ASCT2. a - boc¢ni pohled na prostorovou strukturu proteinu ukotvenou v membrané,
b - pohled shora: smycka ECL2 (Cervené) vycniva do extracelularniho prostoru a ohraniCuje vstup do jadra proteinu,
¢ - membranové topologie, schéma ilustruje usporadani jednotlivych domén v jednom ze t¥i identickych protomer? ASCT2.
Scaffold domény jsou vyznaceny Zluté, transportni domény modfe a mista pravdépodobné interagujici s retroviry jsou vy-
znacena Cervené. Pfevzato a upraveno z Garaeva et al. (2018).
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Transport substratu je obousmérny a probihd v kazdém protomeru nezavisle a simultdnné (viz Obra-
zek 3). Jsou-li C-konec transportni domény TM6 a vlasenka HP1 vychyleny od scaffold domén smérem
do intracelularniho prostoru, mohou se do nich vézat cytoplasmatické neutrdlni aminokyseliny, které
jsou posléze translokovany do extraceluldrniho prostoru. Vychyleni transportni domény do cytoplasmy
buitky je zfejmé stabilizovano solnym mustkem, ktery vznikd mezi ArglO1 na scaffold doméné
a Glu444 na transportni doméné. Ve stejny okamzik mohou byt na jiném protomeru v extracelularni
Casti transportéru analogickym zptsobem navazany na transportni doméné TM8 a vlasence HP2 Na*
ionty spole¢né s glutaminem, které jsou pifenaSeny opacnym smérem do cytoplasmy bunky (Garaeva et
al. 2018). Tento mechanismus funguje podobné i opa¢nym smérem, kdy je glutamin translokovan ven
z bunky. Neutralni aminokyseliny alanin, serin, asparagin a threonin mohou byt transportovany ptes
membranu obéma sméry a zajistovat tak vstup i vystup glutaminu. Valin a cystein jsou transportovany

pouze dovnitt bunky a zajist'uji vtok glutaminu (Scalise et al. 2018).

Jak jiz bylo zminéno vyse (viz podkapitola 2.2. Retrovirové receptory), proteiny ASCT1 a ASCT2 za-
stavaji téz funkci receptort retrovirQ interferen¢ni skupiny RDR. V roce 2003 byla u proteinu ASCT2
v oblasti ECL2 identifikovana sekvence 21 aminokyselin, ktera hraje kritickou roli pfi rozpoznavani
receptoru retroviry RDR skupiny (Marin et al. 2003). Tato sekvence se ukéazala byt pro vSechny piena-
Sece SLC1 rodiny variabilni jak svoji délkou, tak zastoupenim jednotlivych aminokyselin a pfitomnosti
N-glykosylaci. Analyza molekularni struktury ASCT?2 ve studii Garaeva et al. (2018) odhalila, Ze ana-
logicky tisek 28 aminokyselin v oblasti ECL2 na ASCT2 vybiha do extracelularniho prostoru mezi he-
likalnimi segmenty TM4b a TM4c (viz Obrazek 2). Tento tisek autofi oznacili jako misto interagujici
s retroviry. Usuzuje se, ze podobné prostorové uspoiradani ECL2 oblasti by mohlo byt v budoucnu na-
lezeno i u proteinu ASCT1, avSak podrobna struktura tohoto proteinu dosud nebyla vytvotrena. Interak-
cim mezi retrovirovymi obalovymi glykoproteiny a ECL2 oblasti ASCT2 se bude podrobné vénovat
podkapitola 4.2 Receptor ASCT2 —,,dokovaci* misto pro Syncytin-1.
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Obréazek 3 | Transportni mechanismus homotrimeru ASCT2. Statické scaffold domény (tmavé modra) ukotvuji protein
v membrané. Transportni domény (svétle modra) translokuji substrat pfes membranu v obou smérech. V extracelularni
¢asti (EC) se do svych vazebnych mist na transportni doméné vazou Na* ionty (zeleny kruh) s glutaminem (Q; ¢erveny kruh),
v intracelularni ¢asti (IC) se na vazebné misto glutaminu vaZou i dal3i neutralni aminokyseliny (AK® Cerveny kruh). Substrat
je transportovan pohybem podobnym provozu vytahu. Pfevzato a upraveno z Scalise et al. (2018).

Struéné Ize shrnout, Ze proteiny ASCT1 a ASCT2 piedstavuji dilezité zastupce transmembranovych
pfenasec¢l neutralnich aminokyselin, které jsou produkovany v celé fad¢ tkani, specializovanych bunék
a télnich tekutin. Podili se na selektivnim transportu riznych neutralnich aminokyselin do mista jejich

spotieby a jsou souc¢asti mnoha bunéénych fyziologickych procest. Kromé své transportni funkce slouzi



ASCT1 i ASCT2 navic jako receptory pro vstup retrovirt RDR interferenéni skupiny do bunék hostitele.
Nedavno popsana struktura ASCT?2 odhalila, Ze tento protein, stejné jako ostatni zastupci glutamatovych
transportért, tvoii homotrimer, kde je kazdy z protomert slozen z celkem osmi transmembranovych
podjednotek. Poprvé byla také spattfena struktura oblasti ECL2, na kterou se pravdépodobné vadzou zmi-

néné retroviry.

Dalsi kapitola se bude zabyvat obalovymi glykoproteiny retrovirt, které pro svtij vstup do bunék vyu-
zivaji receptory ASCT1 a ASCT2. Vyznamna ¢ast bude vénovana obalovému glykoproteinu Syncytin-
1, ktery je velmi vzacnym ptikladem toho, Ze i virové proteiny mohou mit pro hostitele prospésné vlast-

nosti.



3. Retroviry RDR interferencni skupiny

V 60. letech minulého stoleti Rubinova prace zkoumala rezistenci kufecich embryonalnich bunék vici
infekci virem Rousova sarkomu (RSV). Experimenty odhalily v bunikach agens, Rubinem pojmenované
jako RIF (rezistenci-indukujici faktor), jehoz ptitomnost inhibovala infekci RSV (Rubin 1960). Agens
bylo nakonec identifikovano jako kongenitaln¢ prenosny ptaci leukozovy virus (ALV, angl. avian leu-
kosis virus), ktery mél afinitu ke stejnému receptoru jako RSV a jeho obalové glykoproteiny kompeticné
blokovaly ptistup RSV k receptoriim (Rubin 1961; Steck and Rubin 1966a; b). Jev, kdy retrovirus inhi-
buje superinfekci buiiky dalSimi retroviry, které vyuzivaji stejny receptor, dnes nazyvame jako retrovi-

rova superinfek¢ni interference.

Z praktickych divodl se proto viry zacaly rozdé€lovat do tzv. receptorovych interferencnich skupin, je-
likoz stejny receptor mohou ke vstupu do bun¢k vyuzivat i navzajem nepiibuzné druhy vird. Jednou

z téchto skupin jsou i retroviry RDR interferen¢ni skupiny.

3.1. Zakladni charakteristika skupiny RDR

RDR (angl. RD114 and D-type retrovirus interference group) je dosud nejvétsi identifikovanou interfe-
ren¢ni skupinou retrovirti. Tato skupina ¢itd minimaln€ 23 zastupct, které vSechny pro sviij vstup do
bunek vyuzivaji lidsky transmembranovy ptenase¢ neutralnich aminokyselin — protein ASCT2 (Tailor
et al. 1999; Rasko et al. 1999). Dalsi znaky, kterymi jsou naptiklad forma vyskytu nebo samotné rodové
zafazeni retroviru, se uz v ramci skupiny mezi jednotlivymi zastupci 1i8i (viz Tabulka 1). Najdeme zde
endo- i exogenni formy retrovirii z rodt Beta- a Gammaretrovirus, ale i jejich rekombinantni varianty
(Sommerfelt and Weiss 1990; Kewalramani et al. 1992). Mezi jejich hostitele patii pfevazné savci
véetné ¢loveka a také nékteré druhy ptakut. O roli receptoru v ur¢ovani hostitelské specifity bude pojed-

navat podkapitola 4.2. Receptor ASCT2 — ,,dokovaci* misto pro Syncytin-1. Retrovirovy obalovy gly-

rrrrr

Vyznamnou roli v evoluci RDR skupiny sehraly mezidruhové vymény retrovirového genu env, ktery se
nejvic podoba env sekvenci zastupcl rodu Gammaretrovirus. Gen env je u vSech zastupct interferenéni
skupiny RDR homologni, a proto vSechny tyto retroviry vstupuji do bunék pies spole¢ny receptor —
ASCT2. Protoze RDR skupinu tvofi velmi riznorodi a navzajem neptibuzni zastupci z riznych rodin
retrovird (viz Tabulka 1), tento jev je pfipisovan rekombina¢nim udalostem, ke kterym dochazelo v prii-
béhu evoluce. Pokud bunku soucasné napadlo vice druhti retrovird, mohlo u nich vlivem rekombinace
dojit k vymeén¢ genti nebo jejich ¢asti a vzniku zcela nového druhu. V piipade, Ze retrovirus touto cestou
ziskal naptiklad heterologni env, zménilo se i jeho vyuZiti receptoru pro vstup do burnky (Sinha and

Johnson 2017).



Tabulka 1 | PFehled vybranych retrovirii RDR interferenéni skupiny. Tabulka prezentuje rozdily v hostitelské specifité,
formé vyskytu a rodové klasifikaci mezi zastupci RDR skupiny. Jedinym spole¢nym znakem zUstava receptor pro vstup do
bunky - protein ASCT2. Néktefi zastupci (BaEV, HERV-W) mohou vyuZivat jako alternativni receptor i protein ASCT1. Pfevzato
a upraveno z Funk et al. (2019) a Sinha and Johnson (2017).

Druh Rod® Forma Hostitel/genom Receptor
SRV-1 Betaretrovirus® Exogenni Makak rhesus ASCT2
SRV-2 Betaretrovirus® Exogenni Makak javsky, makak vepfi ASCT2
SRV-3/M-PMV Betaretrovirus® Exogenni Makak rhesus ASCT2
SRV-4 Betaretrovirus® Exogenni Makak javsky ASCT2
SRV-5 Betaretrovirus® Exogenni Makak rhesus ASCT2
Po-1-Lu Betaretrovirus® Endogenni Langufi ¢

SRV-6 Betaretrovirus® Exogenni Langufi ASCT2
SRV-7 Betaretrovirus® Exogenni Makak rhesus ASCT2
SMRV Betaretrovirus® Exogenni Kotul veverovity ASCT2
RD114 Gammaretrovirus Endogenni Kocka ASCT2
REV/CSV/SNV/DIAV Gammaretrovirus Exogenni Slepice, kachny ASCT2
BaEV Garnmaretrovirus Endogenni Pavian ASCT2/ASCT1
DnERV Betaretrovirus®® Endogenni Pasovcoviti ASCT2
HERV-W/Syncytin-1 Gammaretrovirus® Endogenni Clovék ASCT2/ASCT1
ame-ERV-Fc1 Gammaretrovirus® Endogenni Panda velka ¢

Rabbit Syncytin-ory1 ¢ Endogenni Kralik ASCT2
TVERV Betaretrovirus®® Endogenni Vacice ¢

DrERV Betaretrovirus®® Endogenni Netopyr c
MMERV-B6 Betaretrovirus®® Endogenni Mys <
CfERV-Fc1 Gammaretrovirus® Endogenni Pes ¢
mfuERV Gammaretrovirus® Endogenni Fretka ¢

GeERV Gammaretrovirus® Endogenni Galidie prouzkovana c
Hyena-Env3 Gammaretrovirus® Endogenni Hyena ASCT2

2Beta/gamma rekombinantni.
P Neklasifikovany ERV, uveden je pouze pravdépodobny rod.
¢ Neni znamo.

Mezi znamé env geny retrovird RDR skupiny patii syncytin-1, kodujici stejnojmenny fuzni glykopro-
tein. Syncytiny zasadnim zptisobem ovlivnily dosavadni vyvoj nejvétsi skupiny savct — placentali.

Bude se jimi zabyvat nésledujici podkapitola.

3.2. Syncytiny

Syncytiny predstavuji obalové glykoproteiny endogennich retrovirt, které umoznuji fuzi bunék v pla-
centé. Env geny, kddujici tyto proteiny, si navzdory velkému selekénimu tlaku béhem evoluce udrzely
transkripéné aktivni otevieny Cteci ramec a jsou dodnes exprimovany v placentarnim syncytiotrofob-
lastu savct véetné Cloveka (Malassiné et al. 2005, 2007; Muir et al. 2006). Mnoho placentalnich savct
si v genomu nese své vlastni druhy syncytintl, které béhem evoluce nezavisle na sobé ziskaly stejnou
funkci. U €lovéka tuto skupinu predstavuji dva zéstupci, a to Syncytin-1 (skupina HERV-W; Mi ef al.
2000; Blond et al. 2000) a Syncytin-2 (skupina HERV-FRD; Blaise et al. 2003). Protoze Syncytin-2
vyuziva ke své interakci s bunikou jako receptor karbohydratovy transportér MFSD2 (Esnault et al.
2008), pozornost bude v této praci zamétfena na protein Syncytin-1, ktery interaguje s receptory ASCT 1
a ASCT2.
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3.2.1. HERV-W

Prvni ze dvojice lidskych syncytini, Syncytin-1, patii mezi lidské endogenni retroviry typu W (HERV-
W), které ptiblizné pted 25-40 miliony let vstoupily jesté jako aktivni exogenni viry do germindlni linie
naSich pfedkt a integrovaly se do jejich genomu (Kim ef al. 1999; Voisset et al. 1999). Tyto prastaré

retroviry jsou podobné dnesnim zastupctim rodu Gammaretrovirus (Blond ef al. 1999).

Integrované sekvence odvozené od HERV-W jsou ndhodné rozmistény po celém lidském genomu
a v odborné literatuie se Casto setkdvame s jejich odliSnymi pocty. Podle vefejné pfistupné databaze
Dfam, tato ¢isla ptesahuji vice jak 4000 DNA sekvenci HERV-W na lidsky genom (Hubley et al. 2016).
Komplexni analyza 216 vybranych HERV-W elementt pfinesla aktualizované informace o distribuci
téchto sekvenci. Celkem 80 HERV-W sekvenci je vlozeno v néjakém lidském genu. Z tohoto poctu jich
je 55 vlozeno do protein-kddujicich a 25 do protein-nekodujicich genti. Identifikovano bylo celkem

16 téméf celych nebo zcela neporusenych a 10 zkracenych env sekvenci (Grandi et al. 2016).

Ackoliv integrované proviry skupiny HERV-W dnes jiz netvofi zadné infekeni castice, doslo navzdory
milionim let evolu¢niho vyvoje k uplnému zachovani ORF provirového env genu syncytin-1 (syno-
nymné také ERVWEL). Gen syncytin-1 (lokus ERVW-1) se nachdzi na chromozomu 7, konkrétné v lo-
kusu 7q21-7q22 (Mi et al. 2000). Prave tento gen koduje stejnojmenny fizni glykoprotein Syncytin-1.

3.2.2. Regulace exprese genu syncytin-1

Exprese genu syncytin-1 je vyznamné regulovana epigenetickymi mechanismy. Jedna se napiiklad
o methylaci DNA v promotorové oblasti U3, ktera je soucasti 5° LTR sekvence proviru ERVW1. Pro-
motor U3 obsahuje celkem pét CpG dinukleotidii, které mohou byt dle potfeby methylovany a tim zne-
pfistupnit transkripénim faktortim iniciaci transkripce (Obrazek 4A). Hypermethylace U3 byla pozoro-
vana v neplacentarnich tkénich, kde je produkce proteinu Syncytin-1 nezadouci a jeho syntéza je zde
proto zastavena uz ve fazi transkripce. Naproti tomu v placentarnim syncytiotrofoblastu jsou promotory
hypomethylované a transkripéné aktivni (Matouskova et al. 2006). Methyla¢ni profil U3 promotoru
vSak neni fixni, mize se v ¢ase ménit a odpovidat na intra- a interbunécnou signalizaci. Pfikladem je
faze bun¢k v syncytiotrofoblastu, ktera musi byt pro spravny vyvoj placenty vhodné nac¢asovana. V prv-
nim trimestru té¢hotenstvi je proto U3 promotor vyrazné hypomethylovan, dochazi k proteosyntéze
Syncytinu-1 a k fuzi bun¢k v mnohojaderné syncytium. V pokro¢ilém te€hotenstvi je U3 postupné me-

thylovan a produkce proteinu se snizuje (Gimenez et al. 2009).

DuleZitou tlohu v epigenetické regulaci exprese syncytinu-1 hraji i posttranslaéni modifikace histon.
Histony jsou siln€ bazické proteiny, které spoleéné s DNA vytvaii kompaktni nukleoproteinovy kom-
plex zvany nukleozom. Kromé kondenzace genomové DNA histony moduluji také transkripci gend.
Mezi transkripci-aktivujici modifikace histonti fadime mimo jiné acetylace histonti 3 a 4 (H3 a H4) nebo
trimethylaci lysinu 4 na histonu 3 (H3K4me3). Transkripci naopak deaktivuji modifikace, jako jsou
trimethylace H3K9me3 a H3K27me3.
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Trejbalova et al. (2011) objevili v bunééné linii BeWo, odvozené od lidského choriokarcinomu, bohaté
acetylované histony H3 v oblasti 5° LTR ERVW1 a pouze zanedbatelné mnozstvi trimethylovanych
H3K9me3. Pfesné naopak tomu bylo u lidské linie HeLa, kterd je odvozena od karcinomu délozniho
hrdla, a na rozdil od BeWo nevykazuje expresi syncytinu-1. HeLa builky mély ve stejné oblasti zvySeny
vyskyt trimethylovanych H3K9me3, které transkripci umlcuji, a témét z4dné zastoupeni transkripci-

aktivujicich acetylaci histonu H3.

Mimo vyse zminénych epigenetickych modifikaci DNA se na regulaci tkanové specifické transkripce
syncytinu-1 podili i transkripéni faktor GCMa (angl. Glia Cells Missing a; Yu et al. 2002). Protein
GCMa je produkovan striktné v placenté a jeho hlavni funkci je zajistit kontrolovanou diferenciaci bu-
n¢k placentarniho trofoblastu (Anson-Cartwright et al. 2000). GCMa se na enhancer syncytinu-1 vaze
do dvou sekvencnich motivt, které lezi upstream od 5 LTR v useku oznacovaném jako TSE (angl.
trophoblast-specific enhancer), a spousti transkripci (Yu et al. 2002). Samotny transkripéni faktor
GCMa musi byt pravdépodobné jesté pired navazdnim na promotor aktivovan acetylaci lysini (K367,
406, 409) pomoci enzymu CBP (CREB-binding protein), ktery je soucasti CAMP-PKA drahy (Chang et
al. 2005). Drahu schematicky ilustruje Obrazek 4B.

Na rozdilnou tkdnovou expresi syncytinu-1 ma vliv i alternativni sestfih. Transkribovany gen Ize v bun-
kach nalézt ve tfech riizné sestfizenych izoformach mRNA (8,0; 3,1; 1,3 kb). VSechny tyto transkripty
byly pozorovany jiz v praci Blond et al. (1999), ktera jako prvni charakterizovala nové objevenou sku-
pinu endogennich retrovirt HERV-W. Pouze sesttizena 3,1kb forma vSak obsahuje otevieny cteci ramec
a je translatovana ve funk¢ni protein Syncytin-1 (Obrazek 4A, zelené a Cervené Srafované oblasti). Vy-
sledky kvantitativni analyzy sestfihu provirového genomu ERVW1 ukazaly na rozdilné mnozstvi vSech
tfi izoforem v placentarnich a neplacentarnich liniich. BeWo buiiky obsahovaly az Sestkrat vyssi kon-
centraci 3,1kb izoformy s ORF neZ nesestiizenych mRNA (8,0 kb). V HeLa buiikach byly naproti tomu
naméteny velmi nizké koncentrace 8,0kb mRNA a zadné stopy po vyskytu 3,1kb transkriptu. Jako
mozné vysvétleni se jevi zjisténi, ze se u BeWo na intronu a rozhrani intron/exon v ERVW1 naléza
vys$§i mnozstvi trimethylaci H3K36me3, které slouzi jako pozitivni regulatory transkripce a podili se
pravdépodobné i na pre-mRNA sesttihu protein-kodujici 3,1kb izoformy — syncytinu-1 (Trejbalova et
al. 2011).
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Z uvedenych ptikladt regulace syncytinu-1 je patrné, ze v bunkach existuje vice mechanismi, jak lze
expresi tohoto genu kontrolovat. Tato kontrola probihd jak na urovni epigenetické, tak i transkripcni
a posttranskripéni. Zahrnuje ale i zakladni drahy bunécné signalizace, jako je naptiklad aktivace tran-
skripéniho faktoru GCMa pomoci cAMP-PKA dréhy. Syntéza genového produktu —proteinu Syncytin-
1 — musi byt v téle pfisn€ regulovana kvuli jeho vysoké fizogenni a zfejmée i imunosupresivni aktivité,
které jsou zadouci pouze v urcitych tkénich placenty. To je dllezité zejména v ptipadé, kdy je exprese

jeho receptoru ubikvitni.

A LTR E SA - sestfihovy akceptor ¥ GCMa vazebné misto
O TsE (] SD - sestfihovy donor 5-ATGAGGGC-3
* CG translatovana €ast -
syncytin-1
PEX1 = ERVW1
B hormony

cytopl. membrdana

transkripce
syncytinu-1

5'LTR

Obrazek 4 |A| Regulacni a sestfihové oblasti syncytinu-1. Provirus ERVW1, kédujici env gen syncytin-1, je na chromo-
zomu 7 obklopen geny PEX1 (5' konec) a GATAD1 (3' konec). ERVW1 ohrani€uji na obou koncich LTR sekvence. Pfed 5' LTR
se nachazi Usek TSE s vazebnym motivem pro GCMa. 5' U3 slouzi jako promotor. Hvézdicky oznacuji CpG dinukleotidy, které
mohou byt methylovany (2x v TSE, 5x v 5' U3). Exprese mRNA syncytinu-1 (Cerven€) zacina od pocatku repetic R. Zelené jsou
vyznacena mista alternativniho sestfihu (SA a SD). Pfevzato a upraveno z Huang et al. (2014).

B| Aktivace transkripce genu syncytin-1 pfes cAMP-PKA dréhu v placenté. Tato signalni draha dokaZe reagovat
na vnéjsi hormondalni podnéty pres receptory spfazené s G-proteiny. G-proteiny (Gs) vzapéti aktivuji adenylat cyklazu (AC),
kterad zaCne syntetizovat cAMP z ATP. Vysoka koncentrace cAMP zpUsobi aktivaci protein-kinazy A (PKA), ktera katalyzuje
fosforylaci GCMa. Pouze fosforylovany GCMa mUzZe byt acetylovan (Ace) proteinem CBP, ktery poté vstupuje do jadra, vaze
se na sekven¢ni motiv ATGAGGGT v oblasti TSE a spousti transkripci syncytinu-1 (Chang et al. 2005). Upraveno podle Huang
etal (2014).
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3.2.3. Protein Syncytin-1

Protein Syncytin-1 byl nezavisle na sobé poprvé popsan v nékolika studiich (Blond et al. 1999, 2000;
Mi et al. 2000). Americka skupina ho objevila, kdyz v rdmci jiné prace analyzovala transkriptom lid-
skych varlat. Jedna z jimi izolovanych cDNA vykazovala podle databaze GenBank 100% sekvencni
shodu s env genem neddvno objevené skupiny lidskych endogennich retrovirt, HERV-W, a gen byl
pojmenovan ERVWEI. Kvantifikace RNA transkriptti pomoci northern blotu ukazala na vysokou ex-
presi tohoto genu v placenté, slabsi expresi v pivodné analyzovanych varlatech a zZddnou produkci
v ostatnich tkanich. Dalsi experimenty se jiz zaméfily pfimo na expresi ERVWELI v placenté. S vyuzi-
tim metody in situ hybridizace bylo zji§téno, ze je produkce transkripti soustfedéna v placentarnim
syncytiotrofoblastu, tkani tvofené obrovskymi mnohojadernymi buiikami, tzv. syncytiem. Transfekce
opicich COS bunék vektorem obsahujicim gen ERVWEI zpiisobila, ze buiiky zacaly mezi sebou fuzo-
vat a vytvorily stejné jako v placenté syncytium s desitkami jader. Protein byl pro své vysoce flizogenni

vlastnosti pojmenovan Syncytin-1 (Mi et al. 2000).

Syntéza a vlastnosti Syncytinu-1 jsou velmi obdobné jako ujinych virovych flznich proteint
ttidy I (napt. u HIV-1, SIV, MLV, Eboly, viru chiipky). Syntéza proteinu za¢ina translaci prekurzoru
gPr73 (73 kDa, 538 aminokyselin) do lumen endoplasmatického retikula (ER), kam je vznikajici protein
»adresovan“ svym N-koncovym signalnim peptidem. Syncytinovy prekurzor je v ER kotranslacné gly-
kosylovan a vznika zde i disulfidicky mtistek mezi povrchovou (SU, angl. surface subunit) a transmem-
branovou (TM, angl. transmembrane subunit) podjednotkou (Obrazek 5A). Maturace proteinu se ode-
hrava az v Golgiho aparatu, kde dochazi k asociaci tfi molekul gPr73 v homotrimer, ktery je stabilizovan
interakcemi mezi heptaddovymi repeticemi 1 a 2. VSechny prekurzory jsou v motivu RNKR $tépeny fu-
rinovou bunécnou endoprotedzou na dvé ¢asti — 50kDa SU (gp50) a 24kDa TM podjednotku (gp24).
Maturovany oligomer je tedy tvofen tfemi heterodimery z SU a TM podjednotek, v ER je zaclenén
membrany a spolu s ni je transportovan na cytoplasmatickou membranu buiiky (Cheynet et al. 2005;

Gong et al. 2005).

Na SU se kromé signalniho peptidu naléz4 vazebna doména pro receptor (RBD, angl. receptor binding
domain), dilezita pro interakei s receptory ASCT1 a ASCT2, a celkem Sest glykosylaci. TM je naproti
tomu glykosylovana pouze v jednom misté a obsahuje celou fadu domén a sekvenénich motivi. Na-
jdeme zde fuzni peptid, ktery se ptimo podili na procesu flize s membranou cizi buniky, heptadové repe-
tice 1 (HR1) a 2 (HR2), které tvofi strukturni motiv provazanych alfa-helixt (tzv. coiled coil; Obrazek
5C,D,E), imunosupresivni doménu (ISD) a nakonec transmembranovou a cytoplasmatickou doménu.
Ob¢ podjednotky obsahuji také sekvencni motiv bohaty na aminokyselinu cystein (na SU podjednotce
motiv CXXC, na TM podjednotce motiv CXsCC). Mezi témito cysteiny vznika v ER kovalentni vazba,
tzv. disulfidicky mustek, ktery vytvoii stabilni spojeni mezi SU a TM (Cheynet et al. 2005). Trimerni
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coiled-coil struktura fizni podjednotky (aminokyselinova pozice 343-435) je navic stabilizovana chlo-
ridovym aniontem CI', ktery se elektrostatickymi interakcemi vaze na asparaginy ve vnitfni ¢sti proto-

mertl (Lamb et al. 2011). Strukturu proteinu Syncytin-1 schematicky ilustruje Obrazek 5SA,B.

A Povrchova podjednotka (SU) Transmembranova podjednotka (TM) Y N-glykosylace

Imunosupresivni doména (1SD) O signéini peptid
—

[ povrchova podjednotka

169 208 214 234 242 25 409
s 12 YouwmuwYY YY Y suan 80| 397/ 207 Y [ Furinem Sté&pené misto

@ Fuazni peptid
B Heptadové repetice 1 (HR1)
[ Heptadové repetice 2 (HR2)

1N / a2 3a0 351 386 a1 aaras0 a7 538

SROGXIIGR; TCaEp RNKE oXec M Transmembrénova doména
——
Receptor vazajici Disulfidicky mistek [ cytoplasmaticka doména

doména (RBD)

B T C D E
SuU
5 Lo
L SFC
™ S N %

Obréazek 5 |A| Schematicka struktura protomeru v proteinu Syncytin-1. Smérem od N-konce proteinu se nachazi sig-
nalni peptid (svétle modre), za kterym nasleduji dvé hlavni strukturni podjednotky. Prvni je povrchova podjednotka (SU,
Zluté), ktera obsahuje receptor vazajici doménu (RBD) a CXXC motiv. Na ni navazuje transmembranova podjednotka (TM),
kterou tvofi fuzni peptid (Cervené), heptadové repetice 1 (HR1, fialové) a 2 (HR2, rdZové), imunosupresivni doména (ISD),
transmembranova doména (Cerné), cytoplasmatickd doména (zelené) a CX¢CC motiv. Podjednotky SU a TM jsou oddéleny
sekvenci RNKR, ktera je Stépena bunécnou furinovou endoprotedzou. Mezi motivy CXXC (na SU) a CXsCC (na TM) vznika
disulfidicky miistek, spojujici ob& podjednotky. Cisla udavaji pofadi aminokyselin v proteinu (1-538). N-glykosylace jsou vy-
znaceny znakem Y. Pfevzato a upraveno z Bastida-Ruiz et al. (2016).

B| Membréanova topologie Syncytinu-1. Obrazek ilustruje usporadani jednotlivych domén v trimeru ukotveném v mem-
brané. Barevné oznaceni odpovida schématu v Obrazku 5A. Cytoplazmaticka membrana je zndzornéna bilymi obdéIniky.
PFevzato a upraveno z Schlecht-Louf et al. (2010).

C,D,E| Prostorova usporadani a-helix HR1 a HR2 v ramci TM podjednotky Syncytinu-1 (aminokyselinova pozice
343-435). Trimerni uskupeni hydrofébnich a-helixd HR1 a HR2 (Cervené a modre) se uplatiiuje pfi priniku fazniho peptidu
do membrany cilové bufiky. Cast C zobrazuje pohled shora, ¢ast D pohled z boku a ¢ast E pohled zespoda. Trimerni struk-
tura je stabilizovana chloridovym aniontem (zelené). Pfevzato a upraveno z Grandi and Tramontano (2018).

3.2.4.Fdzogenni a imunosupresivni aktivita
Jak jiz bylo zminéno vySe, Syncytiny hraji dileZzitou roli ve spravném vyvoji placenty. Jejich schopnost
navozovat bunééné fuze se uplatiuje pfi vzniku syncytiotrofoblastu, tkan¢ zodpoveédné za fetomater-

nalni pfenos zivin, hormont a plynti.

V piipadé ¢loveéka se jiz v pocateéni fazi t€hotenstvi diferencuji z plodového vnéjsiho trofoblastu dveé
vrstvy bunék, a to cytotrofoblast a syncytiotrofoblast. Syncytiotrofoblast se formuje fiizi buné€k cytotro-
foblastu a je v pfimém kontaktu s obéhovym systémem matky. Diky rozsahlému povrchu syncytia do-
chazi k efektivnéjsi vymené Zivin, hormoni, plynti a dalSich molekul mezi matkou a plodem (Lager and
Powell 2012). Poruchy souvisejici se vznikem nebo omezenou funkci syncytiotrofoblastu jsou proto

Casto spojovany s fadou patologii, jako je naptiklad preeklampsie (Vargas ef al. 2011).
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Fuze bunék cytotrofoblastu zajist'uji glykoproteiny retrovirového pivodu. U ¢lovéka jsou jimi Syncytin-
1 a Syncytin-2. Zatimco produkce Syncytinu-1 je soustfedéna prevazné ve viléznim a extraviloznim
syncytiotrofoblastu (Malassiné et al. 2005; Muir ef al. 2006), protein Syncytin-2 se vyskytuje pouze ve
viléznim cytotrofoblastu (Malassiné et al. 2007). Samotnému mechanismu fize zprosttedkované pro-
teinem Syncytin-1 se bude podrobnéji vénovat kapitola 4. Interakce ASCT2 s glykoproteinem Syncy-

tin-1.

Kromée fuzogennich vlastnosti maji syncytiny také schopnost modulovat imunitni odpovéd’ matky vici
plodu. Protoze potomek dédi vzdy polovinu gent od otce, které imunitni systém matky rozeznava, je
specificka suprese imunitni odpovedi v t€¢hotenstvi zasadni pro zdarny vyvoj plodu. Schopnost vyvolat
imunosupresi je dana pritomnosti imunosupresivni domény (ISD), vyskytujici se v obalovych glykopro-
teinech fady vird. ISD predstavuje u mnoha retrovirovych Envii véetné Syncytind vysoce konzervovana
17 aminokyselinova sekvence na TM podjednotce. Jiz mnohokrat bylo dokazano, ze samotna exprese
ISD peptidu vyvolava imunosupresi riiznych typd imunitnich bun€k (Cianciolo et al. 1985; Nelson et

al. 1989; Haraguchi et al. 1995).

U Syncytinu-1 bylo in vitro prokazano, Ze inhibuje cytokinovou odpoveéd’ stimulovanou lipopolysacha-
ridy (LPS) a fytohemaglutininem (PHA). Po ptidani t€chto imunitnich stimulanti a Syncytinu-1 v raz-
nych koncentracich do lidského séra byla oproti kontrole naméfena vyznamna inhibice cytokintit TNF-
a (az 50 % inhibice), IFN-y (az 35 % inhibice) a chemokinu CXCL10 (az 65 % inhibice; Tolosa et al.
2012). TNF-a a IFN-y patii mezi Thl skupinu cytokini, které jsou produkovany aktivovanymi Thl
lymfocyty za ucelem vybuzeni makrofagh a B-lymfocytt. Tento typ cytotoxické imunitni odpovedi je
vSak nezadouci béhem téhotenstvi kvili moznému poskozeni plodu, a proto nastdva v tomto obdobi
protilatek namifenych hlavné proti extracelularnim patogentim. V experimentech provedenych ve studii
Haraguchi et al. (1995) bylo popsano, ze imunosupresivni doména retrovird je schopna ptepnuti z Thl
na Th2 navozovat. Dle zjisténi Tolosa et al. (2012) Syncytin-1 znatelné inhibuje Th1 imunitni odpoveéd,
a proto se nabizi otazka, zda uc¢elem neni pravé zména Thl za Th2 odpovéd, ktera je v téhotenstvi

upiednostnéna.

Syncytin-1 ma tedy béhem vyvoje placenty imunosupresivni a fizogenni tlohu. Zatimco imu-nosupre-
sivni schopnost vychazi z pfitomnosti ISD, fuzogenni schopnost je zavisla na vazbé s receptorem. Dalsi

kapitola bude detailn¢ pojednavat o interakcich proteinu Syncytin-1 s jeho receptorem ASCT?2.
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4. Interakce ASCT2 s glykoproteinem Syncytin-1

Vyznamnym milnikem ve studiu fizogennich vlastnosti glykoproteinu Syncytin-1 bylo zjisténi, ze in-
terakce Syncytinu-1 s jeho receptory ASCT1 a ASCT?2 zpusobuje bunécnou fuzi v placentarnim syncy-
tiotrofoblastu (Blond ef al. 2000). Jednalo se o velmi ojedinély ptiklad exaptace, kde plivodem retrovi-
rovy protein, jehoz prvotni funkci bylo umoznit fazi virové ¢astice s membranou napadené bunky, dal
vzniknout zcela novému organu hostitele, ktery s sebou piinasi fadu prospésnych vlastnosti. Tato kapi-
tola se bude vénovat pfevazné¢ Syncytinem-1 zprostfedkované fuzi, nebot’ ta je v soucasné dob¢ nejlépe

Zmapovana.

4.1. Mechanismus fuze v syncytiotrofoblastu

Bunécna fuze je slozité koordinovany a energeticky naro¢ny proces, ke kterému samovolné za béznych
fyziologickych podminek v téle prakticky nedochézi. Pfesto se v organismech setkavame s nejrizné;j-
$imi ptiklady organt a tkani, které vznikly na zaklad¢ splynuti mnoha okolnich bunék. V lidském téle
se kromé zminéného placentarniho syncytiotrofoblastu dale jedna naptiklad o myoblasty tvotici mno-
hojaderna vlakna kosterniho svalstva, kostni osteoklasty, ale i splynuti pohlavnich gamet na samém po-
¢atku zivota organismu. Fuzi bunék musi zajistovat vysoce specializované proteiny, které interaguji se
svymi vazebnymi partnery v cilové membrang jiné buiiky. Vysledkem této interakce byva casto konfor-

macni zména vedouci k flizi membran obou buné¢k a vzniku vicejaderného syncytia.

Presné tak tomu je i v placenté, kde dochazi k fuzi vrstvy cytotrofoblastovych bunék v syncytiotrofob-
last. Vznik syncytiotrofoblastu je vysledkem interakce mezi fiznim proteinem Syncytin-1 a jeho recep-
torem ASCT?2. Syncytin-1 je produkovan bunikami cytotrofoblastu a je exponovan na povrch jejich cy-
toplasmatickych membran (Obrazek 6A). Jakmile se takovato buriika setka s bunkou exprimujici trans-
membranovy protein ASCT?2, iniciuje se bunééna fuze a vznika nova vrstva trofoblastu zvana syncyti-

otrofoblast.
Jak uz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, Syncytin-1 se fadi mezi virové fuzni proteiny tfidy 1. Mole-
kularni struktura a mechanismus fungovani téchto proteinii byly podrobné zmapovany zejména u oba-

lovych proteind viru chiipky a HIV-1. Vysledky téchto studii jsou dnes povazovany za obecny model

fungovani fuznich proteini tfidy I a mizeme je proto aplikovat i na pfipad Syncytinu-1.
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Obrazek 6 |A| Spojeni plodu s placentou (vlevo) a detail plodového klku (vpravo). Buriky cytotrofoblastu (CT) mezi
sebou fuzuji diky interakci fuzniho glykoproteinu Syncytinu-1 (Syn-1) s jeho receptorem ASCT2. Na vnéjsi strané klku se
formuje mnohojaderné syncytium (ST), které je omyvano krvi matky. Pfevzato a upraveno z Chuong (2018).

B| Schéma fetomaternalniho rozhrani. Pfevzato a upraveno z Dupressoir et al. (2012).

Proces fiize bunék cytotrofoblastu (Obrazek 7A) za¢ina vazbou trimeru Syncytinu-1 k jeho receptoru —
ASCT?2 (pripadné i ASCT1), ktery je lokalizovan v membrané cilové buiiky. Syncytin-1 mé na své SU
podjednotce receptor vazajici doménu (RBD), kterd pfes SDGGGX,DX:R motiv zprostiedkovava
vazbu pravdépodobné s extracelularni oblasti ECL2 v ASCT2 (Cheynet et al. 2006; Garaeva et al.
2018). Vazba na receptor je doprovazena konformacni zménou Syncytinu-1, pti které se prerusi disul-
fidicka vazba mezi SU a TM podjednotkami a SU z proteinu ireverzibiln€ disociuji. Konformaci méni
1 a-helikalni struktura v oblasti HR1, ktera se ptiblizi k HR2 helixtim a spole¢né vytvafi stabilni coiled-
coil strukturu (Chambers et al. 1990; Bullough et al. 1994). Tato zména vede ke vnoteni hydrofébnich
faznich peptidi (FP) do membrany cilové bunky. Jakmile jsou vSechna ramena trimeru ukotvena po-
moci FP v cilové buiice, zacnou se TM podjednotky od sebe vzdalovat a iniciuji ohyb membran smérem

k sobé (Gallaher et al. 1989; Chambers et al. 1990; Bullough et al. 1994).

Predpoklada se, ze membrany bunék cytotrofoblastu spolecné splyvaji mechanismem tzv. hemiftize.
Tento druh fuze se odehrava v nékolika krocich — ohybani membran, vznik membranové ,,stopky*, he-
mifuze a vznik fuzniho poru (Obrazek 7B; Kozlovsky and Kozlov 2002; Yang and Huang 2002). Po
vytvofeni fuzniho poru spolu membrany splyvaji a fize membran je dokoncena. Cely proces fuze se

vSak jesté¢ mnohokrat opakuje u okolnich bunék a postupné vznika mnohojaderné syncytium.
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Obrazek 7 |A| Interakce fazniho glykoproteinu Syncytinu-1 s receptorem ASCT2. 1. Vychozi usporadani Syncytinu-1
a ASCT2; 2. Vazba RBD domény Syncytinu-1 (Zluté) na receptor ASCT2 (svétle zelené), ktery je lokalizovan v membrané cilové
buriky; 3. Konformacni zména po navazani na receptor zpUsobi zanik disulfidické vazby, uvolnéni fizniho peptidu (Cervené)
a disociaci RBD z proteinu; 4. FUzni peptid se ukotvuje v membrané cilové burnky, HR2 (riZové) se ohyba smérem k HR1
(fialov@) a vytvari spolu stabilni coiled-coil strukturu; 5. TM ramena s cytoplasmatickou (zelené) a transmembranovou
(Cerné) doménou se vychyluji do stran a iniciuji ohyb membran k sobé&. IN/EX znadi intraceluldrni/extracelularni prostor.
PFevzato a upraveno z Bastida-Ruiz et al. (2016).

B| Mechanismus membranové hemifize. 1. Vychozi uspofadani membran; 2. Iniciace ohybu membran; 3. Vznik mem-
branové ,stopky”; 4. Hemifuze; 5. Vznik fuzniho péru a spojeni cytoplasmy obou bunék. IN/EX znadi intracelularni/extrace-
luldrni prostor. Pfevzato a upraveno z Gerbaud and Pidoux (2015).

4.2. Receptor ASCT2 - ,,dokovaci* misto pro Syncytin-1

Jak jiz bylo zminéno v predeslé podkapitole, Syncytin-1 rozpoznava svij receptor ASCT2 (popf.
ASCT1) pomoci RBD domény ulozené na SU podjednotce. V této ¢asti bude pozornost vénovana do-
ménam na receptoru ASCT?2, které pravdépodobné funguji jako ,,dokovaci mista pro Syncytin-1, ale

1 dalsi obalové glykoproteiny retrovird RDR interferencni skupiny.

Obecné plati, Ze vSechny retroviry RDR skupiny vyuzivaji jako receptor pro vstup do buiiky transmem-
branovy prenaSe¢ neutralnich aminokyselin ASCT2. Vedle lidského ASCT?2 byla studovana jesté fada
jinych druhovée specifickych orthologli, mimo jiné i mysi, krysi a kec¢i (Cricetulus griseus) ASCT2.

Experimenty provedené na mysich bunikach (Swiss NIH) ukézaly, ze tyto buiiky jsou sice citlivé pro
BaEV a HERV-W, ale pro ostatni zastupce RDR skupiny nikoliv. Pfi¢ina byla pfipisovana druhové
specifickym glykosylacim na mySim ASCT2, které ziejmé brani navazani nekterych RDR zastupci.
Nicméné ani cilend mutageneze téchto glykosylaci citlivost bun€k nezménila. Pozd¢ji se u mysi zacalo
uvazovat o alternativnim receptoru, mysim ASCT1, ktery se v membrané vyskytuje vedle svého para-

logu ASCT?2. Tato hypotéza byla skutecné potvrzena. Samotny mysi ASCT1 umoznil vstup BaEV
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a HERV-W a po pfidani tunikamycinu, inhibitoru N-glykosylaci, do média se bunky staly senzitivnimi
1 pro vSechny ostatni testované retroviry RDR skupiny (Marin et al. 2000; Lavillette et al. 2002). Tyto
vysledky vSak vyvolaly otdzku, jaké konkrétni domény a glykosylace jsou v proteinu ASCT2 zodpo-
védné za vazbu retrovirovych obalovych glykoproteinii. Protoze bylo zndmo, Ze deglykosylace mysiho
ASCT]1 vede k aktivaci tohoto receptoru i pro ostatni retroviry RDR skupiny a mys$i ASCT1 obsahuje
pouze dvé takovéto modifikace na C-konci domény ECL2, pozornost byla zaméfena prave na tuto oblast

(Marin et al. 2000; Lavillette et al. 2002).

Marin et al. (2003) se vénovali studiu ECL2 domény jak u proteinu ASCT1, tak i ASCT2. Podatilo se
jim zkonstruovat rekombinantni chimérni varianty mysiho a lidského ASCT2 a tyto proteiny podrobili
vazebné studii s retroviry RDR skupiny. Ukazalo se, Ze pouze varianty obsahujici 21 aminokyselin z C-
termindlni ¢asti ECL2 lidského ASCT2 umoznily vstup vSech téchto retroviri do buniky. Studie se dale
zabyvala citlivosti ovarialni linie kie¢ika ¢inského (Cricetulus griseus) CHO, ktera je rezistentni vuci
vsem RDR retrovirim. Kie¢¢i ASCT1 je specificky tim, Ze obsahuje celkem tfi glykosylace na ECL2
doméng. Po cileném odstranéni glykosylace v pozici N194 se vSak receptor stal aktivnim a umoznil

vstup do buiiky v§em retrovirim RDR skupiny.

Z téchto vysledkil vyplyva ze citlivost bunék k retroviraim RDR skupiny je podminéna jak druhové spe-
cifickymi glykosylacemi, které prostorove brani navazani retrovird, tak 21 aminokyselinovou sekvenci
na C-terminalni ¢asti domény ECL2. Tato doména je pravdépodobné onim kritickym mistem pro vazbu
retrovirovych obalovych glykoproteinti skupiny RDR, které zahrnuji také Syncytin-1 (Marin et al.
2003). Tyto zavery ¢astecné podporuje i nedavno zvetejnéna proteinova struktura homotrimeru ASCT?2,
ve které vSechny tfi ECL2 jasn€ vyc¢nivaji z proteinu do extracelularniho prostoru a mohou slouzit jako
prvni kontaktni misto mezi receptorem a retrovirem (viz podkapitola 2.3 Molekularni struktura ASCT2;
Garaeva et al. 2018). Doména RBD na povrchové podjednotce Syncytinu-1 se tak v ASCT2 vaZze prav-
dépodobné k C-terminalni ¢asti ECL2 domény. Interakce s receptorem ma za nasledek konformacni
zmény v Syncytinu-1 a uvolnéni fuzniho peptidu, ktery se vnoii do membrany cilové bunky a iniciuje

bunécnou fuzi. Tato interakce je predpokladem také pro splynuti bun¢k cytotrofoblastu v placenté.
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5. Zaveér

Transmembranové proteiny ASCT1 a ASCT2 slouzi v buiikach jako pfenasece neutralnich aminokyse-
lin. Selektivni a obousmérny charakter tohoto transportu zajist'uje metabolicky velmi aktivnim bunkam
rychly import nebo export konkrétnich aminokyselin az do mista jejich spotieby. Exprese obou proteind
je v téle znaéné rozsifena. Za zminku stoji vyznamna produkce proteinu ASCT1 v mozku, ale i dal§ich
organech nervové soustavy. Vysokou expresi ASCT2, ktery ma v tkanich jesté vyssi abundanci nez
ASCT1, najdeme napiiklad v travici, sekre¢ni a reprodukéni soustave. Schopnost ASCT2 transportovat
L-glutamin mize byt zneuzita n€kterymi rakovinnymi buiikami, které vyzaduji vysokou koncentraci
této aminokyseliny pro svij rist. Tyto poznatky by mohly v budoucnu vést k vyvoji inhibitorit ASCT2,
které by v ptipadé lokalniho plisobeni nechaly tyto nddorové buiiky ,,vyhladoveét®.

Kromé své participace v metabolismu aminokyselin slouzi ASCT1 i ASCT2 jako receptory retrovirii
dosud nejvetsi objevené interferencni skupiny — RDR. VSichni zéstupci této velmi riznorodé skupiny
navzajem neptibuznych retrovirti koduji homologni Env protein, ktery interaguje s proteinem ASCT2
a zajistuje vstup retrovirti do buiiky. Dva retroviry, endogenni retrovirus paviand a lidsky endogenni

retrovirus typu W, rozpoznavaji jako alternativni receptor i lidsky ASCT1.

Lidsky endogenni retrovirus typu W se ukézal byt jedine¢ny také tim, Ze koduje stale funkcni obalovy
glykoprotein, zvany Syncytin-1. Exprese Syncytinu-1 se potvrdila v placenté, coz naznacovalo, Ze tento
protein bude hrat v téle fyziologickou roli. Tato teorie se potvrdila ve chvili, kdy Syncytinem-1 transfe-
kované opici COS bunky spolu zacaly fizovat za vzniku mnohojaderného syncytia. Pfesné tento proces
se odehrava i v placentarnim syncytiotrofoblastu vétsiny savctl, kde Syncytin-1 interaguje se svymi re-
ceptory ASCT1 a ASCT2 a navozuje bunécnou fuzi. Splynuti bunék pak usnadiiuje ptijem zivin, hor-
mont a také vyménu plyni mezi plodem a krvi matky. Syncytin-1 navic obsahuje imunosupresivni do-
ménu, kterd miZze mit vliv na modulaci imunitni odpovédi matky vici plodu. Tento ojedinély priklad
prospésnych vlastnosti ptivodné retrovirového proteinu tak ¢astecné boti zazitou predstavu, Ze viry jsou

pouze patogenni agens znepiijemnujici zivot svym hostitelim.

Interakce mezi Syncytinem-1 a jeho receptory byla hojné studovana na sav¢ich modelech. U mysich
bun¢k se ukazalo, Ze jsou citlivé k HERV-W, ktery k infekci bun€k vyuziva mysi ortholog ASCTI.
V mys$im ASCT]1 byly objeveny dvé glykosylace na doméné ECL2. Odstranéni téchto glykosylaci cile-
nou mutagenezi zptistupnilo receptor pro vSechny testované RDR retroviry. Pozornost byla tedy zame-
fena prevazné na doménu ECL2. Vytvofeni série chimérickych proteinti, poskladanych z domén lid-
ského a mysiho orthologu ASCT2, vedlo k identifikaci 21 aminokyselin na C-terminalni ¢asti ECL2
lidského ASCT?2, které jsou pfimo zodpovédné za citlivost bun¢k ke vS§em RDR retroviram. Obdobné
pokusy probéhly i na kiec¢im ASCT]I, ktery nese na ECL2 tfi glykosylace. Odstranéni glykosylace

v pozici N194 umoznilo RDR retrovirim infikovat piivodné zcela rezistentni buniky. Ukazuje se, Ze
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vstup retrovird RDR skupiny do bunék je podminén aminokyselinovou sekvenci na C-konci ECL2 a za-
roven specifickymi glykosylacemi, které se oboje mezi zvifecimi orthology receptorit ASCT1 a ASCT2
li$i. Interakci obalovych glykoproteinid s ECL2 doménou podporuje i nedavno zvetejnénd prostorova
struktura ASCT2. Doména ECL2 totiz znateln€ vybiha do extracelularniho prostoru a je tak zfejme prvni

Casti receptoru, se kterou se vazebné domény retrovirovych glykoproteini setkaji.

Zakladnim ptfedpokladem pro pochopeni interakci mezi Syncytinem-1 a jeho receptory je nepochybné
znalost primarni a prostorové struktury téchto proteinti. Ackoliv jsou jejich aminokyselinové sekvence
dnes jiz znamé, strukturni model byl dosud vytvofen pouze u transportéru ASCT2. Piesto nam zatim
vyzkum interakci mezi Syncytinem-1 a jeho receptory ASCT1 a ASCT?2 poodhalil nekteré skryté funkce
plvodné retrovirového proteinu, ktery ndm a dal$im savcim usnadiiuje vyvoj jesté pied narozenim.
Dulezitym tématem pro budouci prace bude proto hledani genetickych pficin riznych patologii syncy-

tiotrofoblastu, jako je naptiklad preeklampsie.

Cilem navazujici magisterské prace bude vytvofit a optimalizovat luciferazovy test, ktery by usnadnil
kvantifikaci Syncytinem-1 navozenych bunéénych fizi. Pomoci této metody bude otestovana fizogenni
aktivita riznych mutantnich variant proteini ASCT2 a Syncytin-1. Stfedem zajmu bude definovat ne-
synonymni mutace Syncytinu-1 a jeho receptoru, které se vyskytuji v lidské populaci a snizuji fuzogenni

schopnosti interagujicich partnerti.
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