
Souhrn výsledků
Retrovirové vektory, které jsou sďropné efektivně přenášet genetickou informaci do

cilových buněk a integrovď se do jejich DNd jsou velice užitečrré pro mnoho experimentri

ďe poúý stabitní přenos geirů ještě nemusl bý dostačující. V expresi přenesených genů hrají

významnou roli také epigenetické modifikace. Exprese muže bý přerrršena již v momantě

integrace DNA vektoru nebo může dochrázet kpostupnému vypinaní kopii vektoru během

ďouhodobých experimentů. Rebovirové vektory se mohou ve stabilitě exprcse výzrramně

lišit ďe posfupnému transkripčnímu umlčováni poďéhají všechny. Proto je zapotřebí

mďifikovat retovirové vektory za účelem stabilizace jejich exprese v ciloých buňkóch.

stabi|ní exprese je důIeátri zejmerra voblasti genové terapie, kde je opakovrini bansdukce

často nemožné nebo ve|mi komplikované.



Retrovirové vektory odvozené od ASLV jsou v savčích buňkách velmi účinně

umlčovárry. Testova|i jsme moŽnost stabilizovat expresi těchto vektorů inzerci vnitřního

elementu CpG ostrovu (IE). cpc ostrovy jsou aliímé svou schopnosti udržovat přilehlé

promotory transkripčně aktivní' Konstruova|i jsme vnitřní element CpG' ostrova genu pro

adenosinfosforibosyltransferrázu o déIce l20bp' Tento e|ement byl vloŽen v sense i antisense

orientaci do tří ruzných m|st uvnitř LTR (na začátek oblasti U3, mezi enhancery a pÍomotor a

na začátek oblasti U5)' Týo vektory vykazovaly ruzrrou miru ochrany před transkripčním

umlčovrinim. Nejméně stabilni byly ty vektory, kteÍé měly IE vložen na začátek LTR resp.

U3. Naopak nejstabi|nější expresi vykazovaly vektory s vloženim IE mezi oblast enharrcerů a

promotor. Týo vektory by|y kultivovtfuty po dobu ťí měsiců aniž by u nich bylo pozorováno

vnazné umlčovríni expÍese. Kromě toho jsme se pokusi|i v|ožit mezi enhancery a pÍomotoÍ

tandem dvou IE v antisense orientaci a pozorova|i jsme ještě výraznější ochrarmý efekt.

Takov'ý vektor v1,kazoval ve|ice stabi|ni expresi a téměř žádné umlčování během čtyř měsíců

kultivace. Během experimentů se ukázalo, Že orientace IE nehraje v'ýmamnou roli v ochraruré

funkci elementu.

PouŽiý IE obsahuje dvě vysoce afinni vazebná místa transkipčního faktoru Spl. Do

elementu jsme zaveďi bodové mutace, které kompletně zrušily schopnost sekvence viizat

příslušný protcin. Všechny vektory obsahujíci IE s mutovanými Spl misty vykazovaly ve

srovnání sjejich nemutovan1imi partnery yýznamně sníženou stabilitu exprese GFP. Nďe

v'ýsledky ukazují' Že vazebná mista Spl jsou důležitá pro ochranou funkci IE, ale

přinejmenšim část této funkce je zachována i v elementu s mutovarr;ými vazebn1ýmí místy pro

Spl. Dále jsme testovali možlost reaktivace umlčených vektorů působenim inhibitorů

mety|transferáz (S.azacytidin _ 5-azaC) a histondeacetylríz (Trichostatin A - TSA). oba

inhibitory aplikované zvlríšť byly schopné reaktivovat um|čené vektory, ale nejvýrazrrějšího

efektu bylo dosaženo kombinací obou. Několik týdnů po infekci bylo moálé reaktivovat

většinu umlčených vektoru. Možnost reaktivace však postupně klesďa a po čtyřech měsicich

kultivace jiŽ b1{y schopné reaktivace pove 2%o vektorů. To pravděpodobně souvisí

s násrupem dalších epigenetických mechanismů, které udrŽují umlčený stav vektoru. Dále

jsme analyzovali metylační stav vektoru a zjistili jsme, že um|čené vektory jsou po ďouhé

době od infekce masivně metylované. Na druhou stranu stabilni modifikované vektory, které

nepodléhaji um|čovriní, vykazovaly pouze zanedbatelnou úroveň mety|ace. Tento stav se však

velice |išil od staw, kteý byl pozorovián krátce po infekci. I um|čené vektory byly méně

metylované neŽ tytéž vektory delší dobu po infekci. Z toho vyplývri že umlčováni



integrovaných proviru je spojeno s metylací CpG dínukleotidů v promotorových oblastech,

nicrnéně existují další umlčovací mechanismy, které předcházeji nástupu mety|ace

proviroqých LTR.

v da|ší části projektu jsme se zaměřili na vstup ASLV virů a vektoru od nich

odvozených do buňky. Klíčovým krokem vstupu viru je vazba virové partikule na buněčný

receptor. IdentiÍikovali jsme gen kódující buněčný Íeceptor pro viry podskupiny C viru

ASLV' Lokus rvc byl by| loka|izovan již dřive (Elleder et a|,,2004) a my jsme testovali klony

BAC odpovidající identifikované ob|asti' Po identifikací klonu BAC obsahujícího lokus rvc

jsme dále tento lokus identifikovali pozičním klonoviírrím a následně klonovali cDNA

kódujicí předpokládaný Íeceptor Tvc. Zjistili jsme, Že mRNA rvc je ďouhá l875 nukleotidů

sjedním otevřeným čtecím rámcem kódujícím 488 aminokyselin. Předpokládaná

aminokyse|inová sekvence receptoru Tvc byla použita pro lryhledávaní v proteinové databazi

NCBI s použitim a|goritmu protein-protein BLAST. Jako nejpodobnější proteiny byly

nalezeny lidské a bovinni but1toýliny BTNIA1 a myši butyrofylin BTNIAI. Po zjištění

sekvence mRNAjsme se zaměň|i na důkladné prověření identifikace genu jako receptoru Tvc.

cDNA by|a klonoviina do expresniho plazmidu pod kontro|ou časného promotoru SV40.

Timto plazmidern jsme Íarrsfekovali embryonání fibroblasty linie Ll5' která je rezistentní

k infekci viry podskupiny C, a nrisledně týo buňky vystavili replikačně kompetentnímu

virovému vektoru RCASBP(C)GFP' kteý má na svém povrchu obalový protein viru ASLV

podskupiny C a kóduje reportérov'ý gen GFP. Ukazalo se, že transfekované buňky byly citlivé

k infekci tímto vektorem' Stejných výsledků jsme dosríhli transfekcí savčích buněk. Předchozi

experimenty poskyt|y dostatečná data potvrzujicí funkci identifikovaného genu jako receptoru

Tvc' nicméně neposkytla jasný důkaz' Že identifikovaný gen je jediným genem kódujícím

funkčni Tvc receptor' Proto jsme se roáodli připravit buňky, které budou mít tento gen

odstraněn ze svého genomu a nrisledně testovat jejích citlivost k infekci viry podskupiny C.

Kuřecí buněčná liinie DT40 je citlivá k infekci viry podskupiny C a díky lrysoké frekvenci

homologní rekombinace je vhodná pro cílenou deleci genů. Genomové oblasti obklopující

gen rvc v buňkách DT40 byly klonoviiny a použity k cíIené integraci a kompletní deleci

kódujicí sekven€ Ívc' Buněčný k|on DT40 fvcJ. se stejnou morfologií, Životaschopností a

rusto\.ýTni vlastnostrni byt vybrrfur pro další testoviiní. Původní buňky DT40 a DT40 tvc-/-

klon byly vystaveny vektoru RCASBP(C)GFP (obal podskupíny C) a RCASBP(B)GFP (obď

podskupiny B) a analyzovarry pomocí fluorescenění mikroskopie. Původni buňky DT40 byly

citlívé k infekci vektory s obaly obou podskupin. Naopak DT40 nc.,- klon byl velice
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Íezistentní k infekci vektorem nesoucím obal podskupiny C, ale stále citliý k in|ekci

vektorem podskupiny B. Tato data potvrzují, že ná'rni identifikovarrý gen rvc je jediným

receptorem pro vstup viru podskupiny C.

citlivost k infekci viry ASLV nemá pouze bimodální charakter (citlivost vs.

rezistence). Některé mutace mohou změnit vazebné místo virového receptoru, Že vede ke

snížené citlivosti a semřezistentrrímu fenotypu. Charakterizace takových semirezistentnich

alel vřových receptoru můŽe poskytnout důležitá data týkající se vazby virové partikule na

molekulu receptoru. Díky dostupnosti ruzných kuřecích linií máme možnost lrledat linie se

zněněnou citlivostí k infekci viry ASLV' Detailní ana|ýza jejich receptoru muŽe pomoci lépe

porozumět mechanismu vazby viru na virový Íeceptor. Testovaním jsme zjistili' Že linie M je

častečrrě rezistentní k infekci viry ASLV podskupiny B, D a E. Analyzovali jsme sekvenct

lokusu rvĎ a nďezli jsme substifuci C1255 v doméně bohaté na cystein 3 (cRD3). Abychom

posoudili vliv mutace Cl25S vkuřecím Íeceptoru Tvb na citlivost kviru ASLV' byly

infikovrírry embryoná.lni fibroblasty linie M a BL nízkou koncentraci vektoru RCASBPGFP'

Poté byl sledovrin pruběh infekce a kvantifikovrírro mnoŽství GFP pozitivních buněk pomocí

prutokové cýometrie. Embryonální fibroblasty linie BL jsou citlivé k infekci viry podskupiny

A, B, C a D a byly použityjako pozitivní kontrola. Jak se předpokládalo, fibroblasty linie M i

BL byly úěinně infrkovany viry podskupiny C . téměř polovinou buněk infikovaných jeden

den po infekci a v podstatě všemi buňkami infikovanými třetí den po infekci' Velice

oďišných {sledku bylo dosaŽeno, jestliŽe by|y fibroblasty infikovany viry podskupiny B.

Podle oěekávrirri byly fibroblasý linie BL infikovany viry podskupiny B podobnou rychlosti
jako viry podskupiny C. Avšak fibroblasty liníe M byly infikovany viry podskupiny B

s výlazně niXí účinností a virus se v kultuře buněk šíň| velmi pomalu. V odděleném

experimentu byly fibroblasty linie M infikovrtry vektory s obalem podskupin C, D a E,

přičemž druhý den by|a vyhodnocena úěirrnost této infekce' Stejnějako v prvním experimentu

bylo 50% fibroblastů linie M infikovano kontrolním vektorem podskupiny C, ďe pouze velmi

málo jich bylo inťrkováno vektorem podskupiny D a žádné nebyly infikovany vektorem

podskupiny E' Zminéná data jasně ukazují' že přinejmenším v kultivovaných buňkách vede

mutace Cl25S receptoru Tvb k snižené citlivosti embryonriLlních fibroblastů linie M k infekci

viry ASLV podskupiny B, která vede k v.ýznamnému zpomaleni šíření viru. Tato mutace diíle

vede kještě l".ýraznějšímu sniŽeni citlivosti kvirum podskupiny D a téměř kompletní

rezistenci k virum podskupiny E.



Předchozí data.byla navíc potvrzena testoviiním afinity.vazba proteinu Tvb linie M

k obalov'.im glykoproteinům virů všech tři podskupin byla detekován4 avšak s výrazrrě niŽší

afinitou než kproteinu Tvb divokého typu: ASLV(B) s lOx až 25x niXí afinitou, ASLV(D)

s25x až 50x niXí afinitou a ASLV(E) vykazoval pouze minimální afinitu na hranici detekce.

Kromě analýzy vsfupu viru do buňky a struktury a funkce virových receptorů jsme se

také zabýali přípravou vektorů vhodných pro dlouhodobou expresi transgenu. Tyto vektory

jsou velmi užitečné pro určité typy experimentů lryžadujicích dlouhodobou expresi transgenu,

pfipraw transgennich aniÍat a také pro genovou terapii. Připravili jsme vektory, které

exprimují gen v-src a jeho kinazově neaktivní mutantu Y416F.K295N a zároveň obsahují

rezistenčrrí marker. Infekcí křeččích fibroblastů těmito vektory a následnou selekcí

antibiotikem jsme připravili buněčné |ínie stabi|ně exprimujici v.src nebo jeho zmíněnou

mutantu. Týo linie jsme použili ke studiu vliw exprese genu v-src na aktivitu endogenniho

genu c-.ýrc. Exprese konstitutivně aktivního genu v.src vedla k aktivaci endogenního c.src a

zv'ýšení celkovou protein tyrosinovou fosforylaci v infikovaných buňkách. Exprese kinrázově

neal(ivni mutanty vedla kh}?ofosforylaci Tyr4l6 endogenního c.src. Jak aktivace tak

inaktivace c.src může bý rrysvětlena přímou interakcí v-src a c-src, která muže buď

podněcovat trarrsfosforylaci regulačního Tyr4ló vpřípadě aktivace nebo naopak aktivaci

zabraňovat tvorbou přechodných neaktivních komplexů mutanty Y4 I6F.K295N a c-src.

Výše zrniněné vektoryjsou vhodné pro dlouhodobou expresi v buněčných |iniích, kde

je dostatek času pro selekci transdukovaných buněk a také pro rese|ekci v připadě ztráty

exprese. Týo vektory však nejsou vhodné pro pfipravu transgenních zvířat pomoci

transdukce spermatogoniá'lních kmenových buněk (SSC) a jejich transplantace do kohoutů

steri|izovaných opakovaným ozďováním y záÍením. To je způsobeno problematickou

kultivaci SSC ln vino a nemožností jejich selekce, protoŽe delší ku|tivace snižuje jejich

schopnost kolonizovat semenotvorný epitel a ustanovit tak exogenní spermatogenezi.

Explantované SSC mohou být kultivovany pouze několik hodín rn vilro'coŽ poskytuje

dostatek času pouze pro účinnou infekci. Pro tento účel bylo nezbytné připravit virus ve

vysoké koncentraci a s oba|em schopným infikovat kuřecí SSC. Připravili jsme retrovirovy

vektor odvozený od viru myší leukémie (MLv)' kteý je vysoce aktivní v ptačích buňkách.

Tento vektor byl obalen glykoproteinem G viru vesikulrimí stomatitidy (vsV.G) a muŽe být

produkovan vkoncentraci vyšší než |o5 FFU/ml' Díky oba|u fvořeném VSV.G a jeho

odolnosti, jsme byli schopni tento virus koncentlovat pomoci u|tracentrifugace až na úroveň

dosahující lOt FFU/ml' Tato koncentrace viru je dostatečná pro účinnou transdukci



€xplailovaných ssc. lnfikovali jsme kulturu rozvolněnýcb testikt{árnícb buněk

koncentrovaným velÚorcm nesoucim Íeportéro\.ý gen pro GFP. Účinnost iďekce a

Životaschopnost buněk byla malyzována pomocí průtokové cytometrie. [úa|ýza metylace

cpc dindrlootidů neodbdila á&rou výzaaonou m€tylaci vekÍoru v infikovaných buŤkáďt

naznačujío| že epigenetieké 'rri|čováni nebraje významou roli v této fizi vývoje pohlavních

buněk. Po Ealsp|€ntaci do sterilních kohoutů tyto buňky obnovily sp€rnatogeu€zi běh€m

devíti ýdnů spřibližně stejnou ri'činnosti jako neinfikwmé hňky. U recipientníoh kohoutů

sodnovenou spermatogenezí byla ve spermiích detekovfoa tiansórkce reportérového genu'

Nďe data ukazují, že stejně jako umyší nebo krys představuje transplantace reÚovh-e,m

infikovoýcb wermategonií účinný systém pro vnášení genů do samčíoh poHavnÍch buněk a

nfuledaoo přÍprwu Emsgennich ktťď.

Výše aniněná dďa demonstruji velikou univerzrálnost retoviroých vektorů pro účely

přenosu geirů' avšak stále existuje mnoho obla$i pro \dzkum a zdokonalování stabilita

exprese vektoru zejména v kmenových hrňlaicb je stá&e z.áleátosti intenzirmibo výzkrmu.


