Souhrn vysledkii

Retrovirové vektory, které jsou schopné efektivng pienaset genetickou informaci do
cilovych bungk a integrovat se do jejich DNA, jsou velice uZite¢né pro mnoho experimenti,
ale pouhy stabilni pfenos geni jesté nemusi byt dostadujici. V expresi prenesenych genii hraji
vyznamnou roli také epigenetické modifikace. Exprese miZe byt pferusena jiz v moment&
integrace DNA vektoru nebo mize dochézet k postupnému vypinani kopii vektoru b&hem
dlouhodobych experimentii. Retrovirové vektory se mohou ve stabilité exprese vyznamné
lisit, ale postupnému transkripénimu umléovani podiéhaji viechny. Proto je zapotfebi
modifikovat retrovirové vektory za ucelem stabilizace jejich exprese v cilovych buiikéach.
Stabilni exprese je dilezita zejména v oblasti genové terapie, kde je opakovani transdukce
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Retrovirové vektory odvozené od ASLV jsou vsavéich buikach velmi uéinng
umlCovany. Testovali jsme moZnost stabilizovat expresi téchto vektorii inzerci vnitfniho
elementu CpG ostrovu (IE). CpG ostrovy jsou znamé svou schopnosti udrZovat pfilehlé
promotory transkripéné aktivni. Konstruovali jsme vnitini element CpG ostrova genu pro
adenosinfosforibosyltransferazu o délce 120bp. Tento element byl vloZen v sense i antisense
orientaci do tfi riznych mist uvnitf LTR (na zacatek oblasti U3, mezi enhancery a promotor a
na zaCatek oblasti U5). Tyto vektory vykazovaly riiznou miru ochrany pied transkripénim
uml¢ovanim. Nejméné stabilni byly ty vektory, které mély IE vloZen na zacdatek LTR resp.
U3. Naopak nejstabilnéj$i expresi vykazovaly vektory s vloZzenim IE mezi oblast enhanceri a
promotor. Tyto vektory byly kultivovany po dobu tfi mésici aniz by u nich bylo pozorovano
vyrazné umlCovéni exprese. Kromé toho jsme se pokusili vloZit mezi enhancery a promotor
tandem dvou IE v antisense orientaci a pozorovali jsme je$t¢ vyrazn&j$i ochranny efekt.
Takovy vektor vykazoval velice stabilni expresi a téméf Zadné umlovani béhem &tyt mésict
kultivace. B¢hem experimentti se ukazalo, Ze orientace IE nehraje vyznamnou roli v ochranné
funkci elementu.

Pouzity IE obsahuje dvé& vysoce afinni vazebna mista transkripéniho faktoru Sp1. Do
elementu jsme zavedli bodové mutace, které kompletn& zrusily schopnost sekvence vazat
pfisludny protein. V3echny vektory obsahujici IE s mutovanymi Spl misty vykazovaly ve
srovnani s jejich nemutovanymi partnery vyznamné sniZenou stabilitu exprese GFP. Nase
vysledky ukazuji, Ze vazebnd mista Spl jsou dilezitd pro ochranou funkci IE, ale
pfinejmen3im Cést této funkce je zachovana i v elementu s mutovanymi vazebnymi misty pro
Spl. Déle jsme testovali moznost reaktivace umlenych vektorti pusobenim inhibitorii
metyltransferaz (5-azacytidin — 5-azaC) a histondeacetylaz (Trichostatin A — TSA). Oba
inhibitory aplikované zvlast' byly schopné reaktivovat uml&ené vektory, ale nejvyrazn&jsiho
efektu bylo dosaZeno kombinaci obou. Né&kolik tydni po infekci bylo moZné reaktivovat
vétdinu umlcenych vektori. MoZnost reaktivace v3ak postupné klesala a po &tyfech mésicich
kultivace jiz byly schopné reaktivace pouze 2% vektord. To pravdépodobn& souvisi
s nastupem dalSich epigenetickych mechanismu, které udrzuji uml&eny stav vektoru. Déle
jsme analyzovali metyla¢ni stav vektori a zjistili jsme, Ze uml&ené vektory jsou po dlouhé
dobg od infekce masivné metylované. Na druhou stranu stabilni modifikované vektory, které
nepodléhaji uml€ovani, vykazovaly pouze zanedbatelnou troveti metylace. Tento stav se viak
velice 1isil od stavu, ktery byl pozorovan kratce po infekci. I umléené vektory byly méné

metylované neZ tytéZz vektory deldi dobu po infekci. Ztoho vyplyva, Ze umléovani
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integrovanych proviri je spojeno s metylaci CpG dinukleotidii v promotorovych oblastech,
nicméné existuji dal$i umlCovaci mechanismy, které piedchazeji nastupu metylace
provirovych LTR.

V dal8i &asti projektu jsme se zaméfili na vstup ASLV vird a vektord od nich
odvozenych do builky. Kli¢ovym krokem vstupu viru je vazba virové partikule na bunéény
receptor. Identifikovali jsme gen kodujici bun&ény receptor pro viry podskupiny C viru
ASLV. Lokus tve byl byl lokalizovan jiz dfive (Elleder et al., 2004) a my jsme testovali klony
BAC odpovidajici identifikované oblasti. Po identifikaci klonu BAC obsahujiciho lokus tve
jsme dale tento lokus identifikovali pozi¢nim klonovanim a nasledné klonovali ¢cDNA
kodujici pfedpokladany receptor Tvc. Zjistili jsme, Ze mRNA tve je dlouha 1875 nukleotidi
s jednim otevienym dtecim ramcem kodujicim 488 aminokyselin. Pfedpokladana
aminokyselinova sekvence receptoru Tvc byla pouzita pro vyhledavani v proteinové databazi
NCBI s pouZitim algoritmu protein-protein BLAST. Jako nejpodobnéjsi proteiny byly
nalezeny lidské a bovinni butyrofyliny BTN1A1 a mysi butyrofylin BTNIAIL. Po zjidténi
sekvence mRNAjsme se zaméfili na dikladné provéfeni identifikace genu jako receptoru Tvc.
c¢DNA byla klonovana do expresniho plazmidu pod kontrolou ¢asného promotoru SV40.
Timto plazmidem jsme transfekovali embryonalni fibroblasty linie L15, ktera je rezistentni
k infekci viry podskupiny C, a nasledng tyto buiiky vystavili replikaéné kompetentnimu
virovému vektoru RCASBP(C)GFP, ktery ma na svém povrchu obalovy protein viru ASLV
podskupiny C a kdduje reportérovy gen GFP. Ukazalo se, Ze transfekované buiiky byly citlivé
k infekcei timto vektorem. Stejnych vysledki jsme dosahli transfekci savéich bunék. Predchozi
experimenty poskytly dostateéna data potvrzujici funkci identifikovaného genu jako receptoru
Tve, nicméng neposkytla jasny dikaz, Ze identifikovany gen je jedinym genem kodujicim
funkéni Tvc receptor. Proto jsme se rozhodli pfipravit buiiky, které¢ budou mit tento gen
odstranén ze svého genomu a nasledng testovat jejich citlivost k infekcei viry podskupiny C.
Kufeci bunééna liinie DT40 je citliva k infekci viry podskupiny C a diky vysoké frekvenci
homologni rekombinace je vhodna pro cilenou deleci geni. Genomové oblasti obklopujici
gen tve v buiikdich DT40 byly klonovany a pouZity k cilené integraci a kompletni deleci
kodujici sekvence fve. Bun&ény klon DT40 e’ se stejnou morfologii, Zivotaschopnosti a
ristovymi vlastnostmi byl vybran pro dalsi testovani. Pivodni butiky DT40 a DT40 ve”
klon byly vystaveny vektoru RCASBP(C)GFP (obél podskupiny C) a RCASBP(B)GFP (obal
podskupiny B) a analyzovany pomoci fluorescencni mikroskopie. Pivodni buiiky DT40 byly
citlivé k infekci vektory s obaly obou podskupin. Naopak DT40 sc™ klon byl velice
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rezistentni k infekci vektorem nesoucim obal podskupiny C, ale stile citlivy k infekei
vektorem podskupiny B. Tato data potvrzuji, Ze nami identifikovany gen fve je jedinym
receptorem pro vstup virli podskupiny C.

Citlivost k infekci viry ASLV neméa pouze bimodalni charakter (citlivost vs.
rezistence). Né&které mutace mohou zménit vazebné misto virového receptoru, Ze vede ke
snizené citlivosti a semirezistentnimu fenotypu. Charakterizace takovych semirezistentnich
alel virovych receptorii mize poskytnout dulezita data tykajici se vazby virové partikule na
molekulu receptoru. Diky dostupnosti riiznych kutecich linii mame moZnost hledat linie se
zménénou citlivosti k infekci viry ASLV. Detailni analyza jejich receptorti miize pomoci lépe
porozumgt mechanismu vazby viru na virovy receptor. Testovanim jsme zjistili, Ze linie M je
Sastecné rezistentni k infekci viry ASLV podskupiny B, D a E. Analyzovali jsme sekvenci
lokusu tvb a nalezli jsme substituci C125S v domén& bohaté na cystein 3 (CRD3). Abychom
posoudili vliv mutace C125S v kufecim receptoru Tvb na citlivost k viru ASLV, byly
infikovany embryonalni fibroblasty linie M a BL nizkou koncentraci vektoru RCASBPGFP.
Poté byl sledovan prib&h infekce a kvantifikovano mnozstvi GFP pozitivnich bunék pomoci
pritokové cytometrie. Embryonalni fibroblasty linie BL jsou citlivé k infekci viry podskupiny
A, B, C a D a byly pouZity jako pozitivni kontrola. Jak se pfedpokladalo, fibroblasty linie M i
BL byly ucinné infikovany viry podskupiny C - témé&f polovinou bunék infikovanych jeden
den po infekci a vpodstaté viemi buiikami infikovanymi tfeti den po infekci. Velice
odlisnych vysledkd bylo dosaZeno, jestlize byly fibroblasty infikovany viry podskupiny B.
Podle oéekavani byly fibroblasty linie BL infikovany viry podskupiny B podobnou rychlosti
jako viry podskupiny C. AvSak fibroblasty linie M byly infikovany viry podskupiny B
s vyrazn& niz8i udinnosti a virus se v kultufe bunék Sifil velmi pomalu. V oddéleném
experimentu byly fibroblasty linie M infikovany vektory s obalem podskupin C, D a E,
pfi¢emz druhy den byla vyhodnocena ti¢innost této infekce. Stejné jako v prvnim experimentu
bylo 50% fibroblasti linie M infikovano kontrolnim vektorem podskupiny C, ale pouze velmi
malo jich bylo infikovano vektorem podskupiny D a Zadné nebyly infikovany vektorem
podskupiny E. Zminéna data jasn€ ukazuji, Ze pfinejmensim v kultivovanych buiikéch vede
mutace C125S receptoru Tvb k sniZené citlivosti embryonalnich fibroblastii linie M k infekci
viry ASLV podskupiny B, ktera vede k vyznamnému zpomaleni $ifeni viru. Tato mutace dale
vede kjesté vyrazn&j§imu sniZeni citlivosti k virim podskupiny D a téméf kompletni

rezistenci k virim podskupiny E.




Predchozi data.byla navic potvrzena testovanim afinity.Vazba proteinu Tvb linie M
k obalovym glykoproteintim virii viech tfi podskupin byla detekovana, avak s vyrazn& nizsi
afinitou nez k proteinu Tvb divokého typu: ASLV(B) s 10x aZ 25x niz3i afinitou, ASLV(D)
s 25x az 50x niZ8i afinitou a ASLV(E) vykazoval pouze minimaélni afinitu na hranici detekce.

Kromé¢ analyzy vstupu viru do buiiky a struktury a funkce virovych receptorii jsme se
také zabyvali pfipravou vektori vhodnych pro dlouhodobou expresi transgenu. Tyto vektory
jsou velmi uZite¢né pro ur€ité typy experimentii vyZadujicich dlouhodobou expresi transgenu,
pripravu transgennich zvifat a také pro genovou terapii. Pfipravili jsme vektory, které
exprimuji gen v-src a jeho kinazov€ neaktivni mutantu Y416F-K295N a zaroveni obsahuji
rezistenéni marker. Infekci kie¢Cich fibroblasti témito vektory a naslednou selekci
antibiotikem jsme pfipravili bunééné linie stabilné exprimujici v-src nebo jeho zminénou
mutantu. Tyto linie jsme pouzili ke studiu vlivu exprese genu v-src na aktivitu endogenniho
genu c-src. Exprese konstitutivné aktivniho genu v-src vedla k aktivaci endogenniho c-src a
zvy3eni celkovou protein tyrosinovou fosforylaci v infikovanych buiikach. Exprese kinazove
neaktivni mutanty vedla k hypofosforylaci Tyr416 endogenniho c-src. Jak aktivace tak
inaktivace c-src mize byt vysvétlena pfimou interakci v-src a c-sre, kterd muze bud’
podnécovat transfosforylaci regulatniho Tyr416 v pfipadé aktivace nebo naopak aktivaci
zabrariovat tvorbou pfechodnych neaktivnich komplexti mutanty Y416F-K295N a c-src.

Vyse zminéné vektory jsou vhodné pro dlouhodobou expresi v buné¢nych liniich, kde
je dostatek Casu pro selekci transdukovanych bunék a také pro reselekci v piipadé ztraty
exprese. Tyto vektory v3ak nejsou vhodné pro pfipravu transgennich zvifat pomoci
transdukce spermatogoniélnich kmenovych bunék (SSC) a jejich transplantace do kohoutii
sterilizovanych opakovanym ozafovanim y zafenim. To je zpusobeno problematickou
kultivaci SSC in vitro a nemoZnosti jejich selekce, protoZe delsi kultivace sniZuje jejich
schopnost kolonizovat semenotvorny epitel a ustanovit tak exogenni spermatogenezi.
Explantované SSC mohou byt kultivovany pouze nékolik hodin in vitro,coz poskytuje
dostatek ¢asu pouze pro ucinnou infekci. Pro tento ucel bylo nezbytné pripravit virus ve
vysoké koncentraci a s obalem schopnym infikovat kufeci SSC. Pripravili jsme retrovirovy
vektor odvozeny od viru mysi leukémie (MLV), ktery je vysoce aktivni v ptaCich buiikéach.
Tento vektor byl obalen glykoproteinem G viru vesikulami stomatitidy (VSV-G) a miize byt
produkovan v koncentraci vyssi nez 10° FFU/ml. Diky obalu tvofeném VSV-G a jeho
odolnosti, jsme byli schopni tento virus koncentrovat pomoci ultracentrifugace aZ na troven

dosahujici 10® FFU/ml. Tato koncentrace viru je dostatena pro uinnou transdukci




explantovanych SSC. Infikovali jsme kulturu rozvolnénych testikularnich bunék
koncentrovanym vektorem nesoucim reportérovy gen pro GFP. Utinnost infekce a
Zivotaschopnost bun¢k byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie. Analyza metylace
CpG dinukleotidii neodhalila Zadnou vyznamnou metylaci vektoru v infikovanych buiikach
naznacujici, Ze epigenetické uml¢ovani nehraje vyznamnou roli v této fazi vyvoje pohlavnich
bunék. Po transplantaci do sterilnich kohoutti tyto buiiky obnovily spermatogenezi b&hem
deviti tydnu s pfiblizné stejnou ucinnosti jako neinfikované buriky. U recipientnich kohoutd
s obnovenou spermatogenezi byla ve spermiich detekovana transdukce reportérového genu.
NaSe data ukazuji, Ze stejné jako umysi nebo krys pfedstavuje transplantace retrovirem
infikovanych spermatogonii uginny systém pro vnaseni genti do saméich pohlavnich bungk a
naslednou pfipravu transgennich kufat.

Vyse zminéna data demonstruji velikou univerzélnost retrovirovych vektort pro ugely
pfenosu genii, avSak stile existuje mnoho oblasti pro vyzkum a zdokonalovani. Stabilita

exprese vektoru zejména v kmenovych buiikéch je stale zaleZitosti intenzivniho vyzkumu.




