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1. Uvod

Permanentni nedostatek lidskych organii pro transplantacni 1écbu vede cloveka
k hledani alternativni cesty ndhrady organd. Jednim z moznych vychodisek je vyuziti
organt od jiného, nez lidského darce - tedy xenotransplantace. Dobife dokumen-
tované xenotransplantace pochazi uz zpocatku 17. stoleti. Pivodné uvazované
vhodné druhy zvifat pro xenotransplantace byli primati, avSak z mnoha divodu
(ekonomické, etické, riziko infekce) je ¢loveék vytadil a do poptedi zajmu se dostalo
prase (Cooper et al., 1991). Prasata sice disponuji mnoha vhodnymi vlastnostmi
(napt. podobna velikost organa s lidskymi orgéany, rychld dospélost a velké vrhy
mlad’at), ale dvé vyznamné prekazky - imunologické (Auchincloss a Sachs, 1998)
a vyskyt prase€ich endogennich retroviri (Breese Jr., 1970) schopnych infikovat
lidské bunky in vitro (Patience et al., 1997; Martin et al., 1998; Wilson et al., 1998)

jsou souc¢asnymi hlavnimi z4jmy védcl v oblasti xenotransplantaci.



2. Xenotransplantace

Slovo xenotransplantace pochazi z feckého slova ,,xenos®, coz v prekladu znamena
»Cizi“. Petr Gorer roku 1964 pouzil slovo xenotransplantace jako synonymum
doposud uzivaného terminu heterotransplantace. Xenotransplantace je definovdna
jako jakykoliv 1ékatsky postup zahrnujici transplantaci, implantaci nebo infusi
zivych zvifecich buné€k, tkani nebo organl recipientovi (Clov€ku) anebo ex vivo
kontakt lidskych télnich tekutin, bunc¢k aorgdnd s zivymi zvifecimi bunikami,
tkanémi nebo organy. Alotransplantace (u lidi ozna¢ovany jako transplantace) jsou
takové transplantace, kdy darce i recipient nalezi témuz druhu. Stépy pouZivané
pro xenotransplantace se oznacuji jako xenostépy, pro alotransplantace alostépy nebo
jen §tépy. Nékdy je termin xeno$tép nahrazovan synonymnim souslovim xenotrans-

planta¢ni produkt.

Shrnuti mnoha vyzkum vefejného minéni o xenotransplantacich (Hagelin, 2004)
ukazuje, ze uziteCnost biotechnologie a etické hledisko jsou pro rozhodovani
spolecnosti o podpofe xenotransplantaci dilezitéjsim faktorem, nez jakym je riziko
infekce. V priméru 40% respondentii shledavd xenotransplantace za moralné pfi-
pustné, 54% povazuje xenotransplantace za uZite¢né, pro 57% dotdzanych jsou
riskantni a 42% dotazanych schvaluje dal$i vyzkum v oblasti xenotransplantaci.
Srovnanim vysledkd z let 1996 a 2002 vyslo najevo, ze v americké a evropské spo-
le¢nosti mirné¢ poklesl pocet odptircti xenotransplantaci, zatimco v japonské spolec-
nosti se mirné zvysil.

Zadny nazorovy rozdil mezi muZi a Zenami nebyl pozorovan v oblasti xenotrans-
plantaci. Zjisténo také bylo, ze mezi lidmi s vy$$im dosazenym vzdélanim prevazuji
zastanci xenotransplantace. Naopak mezi véficimi prevazuji 1idé se zapornym

nazorem na xenotransplantace (a obecné nad jakoukoliv biotechnologiti).

2.1 Vyznam xenotransplantaci pro moderni medicinu

Podle www.unos.org se v USA provede rocné vice nez 25 tisic organovych trans-

plantaci, pricemz pocet ¢ekajicich piijemct je pies 100 tisic, tedy vice nez 4-naso-


http://www.unos.org/

bek. V roce 2008 zaujimaly z organovych transplantaci nejvetsi podil transplantace
ledvin (60%), méné pak transplantace jater (22%), srdce (8%), plic (5%), slinivky
btisni (1%) a tenkého stteva (0,06%), 4% piipadd na multiorgdnové transplantace
(transplantace ledvin s pankreatem a srdce s plicemi). Mnozstvi provedenych trans-
plantaci stoupalo az do roku 2006 a béhem poslednich dvou let fluktuuje. Xenotrans-
plantace by vyfesily problém s nedostatkem organii. Pfinejmensim ze zac¢atku mohou
xenoStépy slouzit jako nezbytnd podpora pacientli ¢ekajicich na transplantaci, ktera

zvySuje pravdépodobnost doziti se transplantace.

Srovnani poc¢tu provedenych transplantaci a poctu pacientt
Cekajicich na transplantaci v obdobi 1993-2008
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Tabulka 1: Nartst poctu Cekateld na transplantaci v USA ve srovnani s uskutecnénymi
transplantacemi (*pocet cekajicich pacientdl za rok 2008 je zhruba odhadnut z poctu 101 783 cekateld

k 18.4.2009)"

Oproti alotransplantaci maji xenotransplantace nasledujici vyhody (Magre et al.,
2003): a) zvirata (darci) jsou neomezenym zdrojem organt, b) moznost planovani
a zvoleni vhodného 1ékarského postupu, c) moznost imunologického 1é€eni pacientti
pfed xenotransplantaci, d) orgdny jsou k dispozici ve vhodnou dobu pro transplan-
taci, e) chov bezpatogennich zvifat za ptisnych podminek zlepsSuje snizuje riziko in-

fekce u ptijemce.



2.2 Historie xenotransplantaci

Xenotransplantace nejsou novou myslenkou. Dokonce uz ve starych bajich
a povéstech po celém svété mizeme nalézt na popis technik, které se za xenotrans-
plantace daji oznacit. Prvni zdokumentovana xenotransplantace se uskutecnila v 17.
stoleti. Xenotransfiize jehnéc¢i krve provedend Jeanem-Baptistem Denisem a Paulem
Emmerezem neméla prokazatelny vliv na pribeh pacientovy nemoci (Farr, 1980). Az
na zacatku 20. stoleti se lidé odvazili xenotransplantovat zvifeci organy. Mathieu Ja-
boulay prenesl praseci ledvinu do paze 48-leté zeny a béhem prvnich dvou dni
nasbiral 1,5 litru moci, ale teti den doSlo k rejekci xenostépu (Jaboulay, 1906).
Nékolik dalSich ptipadii xenotransplantace celych organti jesté bylo popséno, ale
vzdy s podobnym koncem. Znovuobnoveni zdjmu xenotransplantaci nastalo v sou-
vislosti s objevem imunosupresiv v 60. letech minulého stoleti a zejména cyklospo-
organu v téle ptijemce provedl Keith Reemtsma v roce 1964, kdy transplantoval
Simpanzi ledvinu 23-leté pacientce (Reemtsma et al., 1964). Organ fungoval po dobu
9 mésici. Ve druhé poloving 20. stoleti chirurgové provedli mnoho xenotrans-
plantaci, z nichZ nékteré byly pfipomindny vefejnymi médii (napf. xenotransplantace
pavianiho srdce novorozenci ,,Baby Fae®). Béhem poslednich 15 let v souvislosti
s objevem novych chorob (AIDS, SARS, Creutzfeld-Jacobova nemoc aj.) a hlavné
s pozorovanim, Zze PERVy mohou infikovat lidské bunécné linie in vitro, védci
vyvolali debatu o rizicich PERV1, ktera vyustila v moratorium v mnoha vyspélych
zemich (Deschamps et al., 2004). Toto moratorium xenotransplantaci nebylo

do dnesni doby odstranéno.

2.3 Hledéani vhodného zdroje xenotransplantatii

V minulosti byly xenotransplantace provadény s riznymi zvitaty (Deschamps et al.,
2004) vcetn¢ pst, jehnat, ovci, prasat, kraliki a primatt. Otazka, ktery zviteci druh
se nejlépe hodi pro ucel xenotransplantaci, byla feSena uz v prvni poloviné 20. sto-
leti. Voronoff, ktery se timto problémem zabyval jako prvni, navrhl vyuzivat primaty

a zatimto ucelem se snazil o zfizeni specialnich chovnych stanic pro lidoopy



ve Francouzské Guyané. Jeho zamér byl tvrdé zkritizovan Sirokou vetejnosti 1 védci
a uz na zacatku tak vyloucil z mozného okruhu nejracionalnéjsi adepty.
Fylogeneticky nejblizsi ptibuzni ¢lovéka, Simpanzi, patii dnes jiz k ohrozenym dru-
ham. Dalsi v fadé, paviani, jsou nevhodni vzhledem ke svym télesnym proporcim
vaci ¢lovéku. Nejvetsim pavianem je pavian ¢akma (Papio ursinus), vysoky 1 m
a vazici 40 kg. Hlavni vyhodou vyuZiti primatt je niz$i riziko vyskytu hyperakutni
rejekce. Nevyhodou je vysoké riziko pfenosu patogenti a maly pocet mlad’at.
Nejvhodnéjsim adeptem pro xenotransplantace ¢lovéku se jevi prase (Sus scrofa),
coz podporuje fada skutecnosti (Cooper et al., 1991). Relativné nenaro¢ny chov,
mensi finanéni ndklady, kratka doba biezosti a fada fyziologickych a anatomickych
podobnosti s ¢lovékem (stavba ledviny, srdce a cév) €ini prase dobrym zdrojem xe-
notransplantatli. Prase dosahuje hmotnosti az 500 kilogrami a jeho organy tak nejsou
z hlediska velikosti vhodné pro ¢loveéka, ktery primérné vazi 80 kilogrami. Tento
problém byl vyfeSen pouzitim miniaturniho prasete, které vazi pouhych 120-140

kilogramii (Sachs, 1994).

2.4 Imunologicka rejekce

Vaznym lékarskym problémem je imunologické odhojeni (rejekce) xeno-
transplantatu. Po transplantaci mtze dojit bud’ k hyperakutni rejekci (HAR), akutni
vaskularni rejekci (AVR/DXR) anebo k bunécné zprostiedkované rejekci (CMR)
(Auchincloss a Sachs, 1998).

2.4.1 HAR, AVR, CMR

Hyperakutni rejekce (HAR, hyper acute rejection) nastava do né¢kolika minut az ho-
din od xenotransplantace a projevuje se intravaskuldrni trombdzou xenos$tépu, oto-
kem a extravaskularni hemoragii. Konkordantni druhy jsou druhy, mezi nimiz po xe-
notransplantaci nedochazi k HAR, v opacném piipad¢ se hovoii o diskordantnich

druhovych kombinacich. Naptiklad prase je vici ¢lovéku druhem diskordantnim.



V piipadé xenotransplantaci mezi prasetem a ¢lovékem je pii¢inou HAR aktivace
komplementu v diisledku navazani ptirozené se vyskytujicich preformovanych xeno-
reaktivnich protilatek na antigen prasecich endotelialnich bunék (Oriol et al., 1993),
anebo nekontrolovana aktivace komplementu vyvoland nepiitomnosti lidskych
komplement regulacnich membranovych proteinti na povrchu prasecich bunck (Dal-
masso et al., 1991).

Hlavnim epitopem na povrchu prasecich endotelidlnich bunc¢k je disacharid
galaktoza-o(1-3)-galaktoza, o-Gal (Sandrin et al., 1994). Enzym o-galaktozyl trans-
feraza pfipojuje tento cukerny zbytek na N-acetyllaktozamin. Opice staré¢ho svéta
a lidoopi vcetné cloveéka postradaji funkéni gen pro a-galaktozyl transferdzu a N-
acetyllaktozamin je glykozylovan a(1,2)-fukozyl transferdzou. Pfedpoklada se, Ze
protilatky (IgM) proti a-Gal jsou v organismu ptivodné namifené proti o.-Gal epitopu

na povrchu stfevnich bakterii.

Akutni vaskularni rejekce (AVR, acute vascular rejection) nebo téz opozdéna rejekce
xenostépu (DXR, delayed xenograft rejection) nebo akcelerovana vaskularni rejekce
(AVR, accelerated vascular rejection) nastava nejdiive po uplynuti jednoho dne,
obvykle se objevuje béhem druhého az tfetiho dne od xenotransplantace. Tato re-
jekce postihuje konkordatni druhy (kombinace potkan-mys, kiecek-potkan aj.).
Navenek je projev AVR podobny HAR. Navazani protilatek (IgG) na povrch endo-
telidlnich bun¢k a transkripce novych geni jsou hlavni pfi¢inou AVR. AVR mohou

téz navodit NK-bunky, monocyty a makrofagy.

Bunécéné zprostiedkovana rejekce (CMR, cell-mediated rejection) je nejméné pro-
studovand. Zodpovidd zani vice bunék imunitniho systému piijemce (CD4" T-
lymfocyty, NK-buiiky, Th2 cytokinova odpovéd’) (Auchincloss a Sachs, 1998). Da

se ji zabranit pouzitim imunosupresiv (Platt, 1998).

2.4.2 Transgenni prasata

Vyslechténim specifickych transgennich prasat Ize docilit snizeni imunologickych

projevu recipienta, se kterymi se setkavdme béhem xenotransplantace (viz vyse).



Jednim z prvotnich zajmid bylo odstranéni hlavniho antigenu a-Gal, ktery je zod-
povédny za HAR. Byla vyslechténa prasata knock-outovana v genu pro enzym
a(1,3)-galaktozyl transferazu (Dai et al., 2002; Phelps et al., 2003). Zaména jediného
nukleotidu (G za T) vedla k pozménéni jednoho kodénu a k produkci neaktivniho
enzymu. Pii puceni praseCich endogennich retroviri ziskavaji viriony obal
z membrany prasecich bunck a s nim 1 pfisluSny a-Gal antigen. Proto PERVy uvol-
néné z bunék takto upravenych prasat nemaji ve svém obalu antigen, proti kterému
existuji u lidi protilatky a mohou uniknout imunitnimu systému.

Zavedeni genu pro o(1,2)-fukozyl transferazu do prasecich bunék snizilo mnozstvi
o-Gal az 0 90% (Sandrin et al., 1995). Transgenni mysi s geny pro o(1,2)-fukozyl
transferazu a a-galaktosidazu (enzym, ktery odstépuje a-Gal) nemély na povrchu en-
dotelialnich bunék téméf zadné a-Gal (Osman et al., 1997).

Dalsi strategii je zavedeni genli pro lidské regulaéni komplementové proteiny
(hDAF, CD55; MCP, CD46; CD59, protektin) do prasat (Cozzi a White, 1995). Opét
plati, ze i viriony pucici z takto upravenych bun¢k jsou odolnéjsi komplementovému
systému a nepodléhaji lyzi (Magre et al., 2004), na druhou stranu se prokazalo, Ze
xenostépy z takto upravenych prasecich bunék skutecné 1épe ptezivaji u recipientil

(primatit).



3. Prasec¢i endogenni retrovirus (PERYV)

Endogenni retroviry jsou retroviry, které se v evoluéni minulosti zabudovaly
do hostitelské DNA germinalnich bun¢k a procesy genetického driftu se staly trvalou
soucasti genetické vybavy hostitele a od té doby pienaseji horizontalné¢ do dalSich
generaci. Postupem casu se v integrovanych endogennich retrovirech hromadily
mutace, které jednotlivé ERVy inaktivovaly. Presto byly identifikovany replikacné-
kompetentni ERVy ufady studovanych druhli obratlovcid vcetné kufat, kocek,
primati a prasat (Boeke a Stoye, 1997). Nukleotidové sekvence ERV1 jsou podobné
betaretrovirovym a gammaretrovirovym rodim exogennich retrovira (Hunter et al.,
2000).

Prase¢i endogenni retroviry (porcine endogenous retroviruses, PERVs) patii podle
morfologie virionu do skupiny retrovird c-typu (Breese Jr., 1970; Armstrong et al.,
1971; Lieber et al. 1975). Z fylogenetického hlediska (porovnani pol sekvence) ma
nejblize k GALV (gibon-ape leukaemia virus) a MLV (murine leukaemia virus). Ve-
likost genomu PERV1 se lisi podle klonu, kompletni genom tvoii 8 kb (Akiyoshi et
al.,, 1998). Dva oteviené Cteci ramce (pro-pol a env) jsou obklopeny LTR (long
terminal repeat) skladajici se ze 3 oblasti (U3, R, U5) (Magre et al., 2003).

3.1 Objev praseciho endogenniho retroviru a infekce bunécnych linii

Uvolnovani virovych partikuli typu C bylo pozorovano u praseci buné¢né linie PK-
15 (porcine kidney 15) uz na pocatku 70. let minulého stoleti (Breese Jr., 1970).
Soucasné bylo pozorovano puceni virovych partikuli typu C u mnoha zavedenych
prase¢ich bunéénych linii (Armstrong et al., 1971), a to konkrétné u IB-RS-2, PK-15,
PS a SK6, ptipadné u praseci linie MPK (Lieber et al., 1975), zatimco u primarnich
a sekundéarnich bunéénych kultur praseci ledviny nebyly v této dobé pozorovany.
Tyto partikule typu C nejsou dosud spojeny s zadnym onemocnénim, piestoze byly
také popsany u prasat trpicich leukémii (Moennig et al., 1974). Pavodni studie
zabyvajici se popisem téchto virovych partikuli u prasat tvrdily, Ze jsou infekcni jen

pro praseci bunky (Moennig et al., 1974; Todaro et al., 1974; Lieber et al., 1975).
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Velkym meznikem ve vyzkumu prasecich endogennich retrovirti bylo zvetejnéni
studii, ze PERV je schopen infikovat lidské bunky in vitro (Patience et al., 1997,
Martin et al., 1998; Wilson et al., 1998). Patience prokazal, zZe supernatant z bunééné
linie PK-15 (PERV-PK) infikuje lidské 293 burky, norci Mv-1-lu buiiky a praseci
ST-IOWA bunky. Kromé toho, kokultivace PK-15 bunék stadou lidskych
bunéénych linii (napt. Lung MRC-5, Muscle RD, T- a B- bunééné linie) méla
za nésledek jejich infekci, piestoze se tyto linie nepodafilo infikovat supernatantem
z PK-15 bunécéné linie. Druhd zkoumand praseci linie, MPK, infikovala pouze
prase¢i ST-IOWA bunky. Wilson et al. (1998) zjistili, ze kokultivace mitogenicky
aktivovanych jednojadernych bunék periferni krve (PBMC) pochazejicich z NIH
miniaturniho prasete nebo yucatdnského prasete stadou lidskych bunck vede
k produktivni infekci partikuli typu C. Martin et al. (2000) ukazali, ze také praseci
aortalni endotelidlni bunky (PAEC) uvoliluji PERV viriony a ze kokultivace X-
ozafenych PAEC s lidskymi HEK 293 bunkami ma za nésledek jejich infekci.
Piivodni zpravy hovotily o nemoznosti infekce PERVy bunécénych liniich priméati
(Martin et al., 1999), avSak zahy byly tyto zpravy vyvraceny dikazem, ze i lidské,
gorili a paviani primarni kozni fibroblasty a paviani B-bunécné linie jsou permisivni
pro PERVy (Blusch et al., 2000). PERVy se ale v bunkach primatd nereplikuji
(Ritzhaupt et al., 2002).

3.2 Vyskyt praseCich endogennich retroviri v prase¢i DNA

Pocet kopii PERV1 v prase¢im genomu se pohybuje mezi 50 (Le Tissier et al., 1997)
az 200 (Akiyoshi et al., 1998). Sest PERV-B replikaén&-kompetentnich celych
PERVU bylo objeveno u velkého bilého prasete (Herring et al., 2001), piestoze
v genomu prevazovalo mnoho celych defektivnich PERV-A sekvenci.

Na zéklad¢é porovnéni sekvence env genu PERV klonil izolovanych z prasecich PK-
15 bunék a lidskych 293 bun¢k byly rozliSeny dvé tfidy prasecich endogennich
retroviri, PERV-A a PERV-B (Le Tissier et al., 1997). Le Tissierova skupina
prokazala, ze obé¢ ttidy PERV1 infikuji lidské bunky, jsou produkovany v prasecich
tkanich a vykazuji 63-66% homologii nukleotidové sekvence k GALV. Klon pra-

seciho endogenniho retroviru, pochdzejici z leukocytii miniaturniho prasete (PERV-
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MSL), byl podrobné mapovan (Akiyoshi et al., 1998) a ukazalo se, Ze jeho nukleo-
tidova sekvence se shoduje z 99% s retrovirem Tsukuba-1, ktery byl nalezen v Shi-
mozuma buné¢né linii (Suzuka et al., 1986).

Takeuchi et al. (1998) rozd¢lili tyto klony PERV1 do tii tfid podle podobnosti genu
env. Ttida PERV-C zahrnuje klony Tsukuba-1 a PERV-MSL. Bylo prokazano, Ze
PERV-A aPERV-B mohou infikovat lidské a prase¢i bunky, zatimco PERV-C
infikuje pouze praseci buiiky, i kdyZ MLV vektor nesouci PERV-C env infikoval lid-
ské HT1080 bunky.

PERVYy izolované zlidské bunécné linie 293 kokultivované¢ s PBMCs NIH-
miniaturniho prasete (Wilson et al., 1998), se ukazaly byt rekombinantni v genu
pro env mezi PERV-A a PERV-C (Oldmixon et al., 2002). Ukazalo se, ze rekom-
binantni PERV A/C, ktery je schopen infikovat lidské buiiky, se vyskytuje ve vy$§im
titru oproti PERV-A a PERV-B (Bartosch et al., 2004).

PERV-A, B a C spadaji do skupiny y1 retrovird (Patience et al., 2001) a v prase¢im
genomu byly pomoci degenerovanych primerii objeveny dalsi endogenni retroviry,
které nalezi skupinam y2-y5 a 4 skupiny betaretrovirt (Patience et al., 2001, Ericsson
et al., 2001). Z piitomnosti gammaretrovirovych a betaretrovirovych sekvenci v pra-
se¢im genomu muzeme odhadnout jejich pravdépodobnou evoluci. Gammaretroviry
jsou mladsi oproti betaretrovirim a do prasec¢iho genomu se dostaly pied 3,5 miliony

lety.

3.3 Receptory pro PERV u ¢lovéka a jejich analogy u zvitat

U cloveéka byly identifikovany 2 receptory pro PERV-A (Ericsson et al., 2003),
nazvané HuPAR-1 (Human PERV-A receptor 1) a HuPAR-2 (Human PERV-A
receptor 2). Vzhledem k tomu, Ze také PERV-B infikuje lidské buiky in vitro, pted-
poklada se i existence receptoru pro PERV-B na cytoplasmatické membrané lidskych
bun¢€k, ale jeho studie neni v soucasnosti zdjmem z divodu niz§iho poctu kopii
PERV-B v genomu prasete ve srovnani s PERV-A.

HuPAR-1 receptor byl objeven testovanim nepermisivnich SIRC bunék, které se
po transdukci ¢cDNA knihoven pochézejicich z HelLa bunc¢k (linie permisivni

pro PERV-A) staly produktivné infekéni. Sekvence patiicné cDNA knihovny byla
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porovnana s databazi lidské DNA a podatilo se nalézt podobnou sekvenci na chro-
mosomu 8, kterd byla oznacena jako HuPAR-1. Porovnanim sekvence HuPAR-1
byla objevena sekvence HuPAR-2 na lidském chromosomu 17. Kromé lidskych
receptord, byly sekvenénim porovnanim objeveny i receptory pro PERV-A u prasete
(PoPAR, porcine PERV-A receptor) a paviana (BaPAR-2, baboon PERV-A receptor
2). HuPAR-2 sdili vyraznou sekvencni homologii k BaPAR-2 (95,8%), oproti
homologii k HuPAR-1 (86,5%). Exprese HuPAR-1 a HuPAR-2 byla prokdzana
s riiznou intenzitou u vetSiny tkani, nejvEtsi exprese receptorti byla zaznamenéana
ve varlatech (Ericsson et al., 2003).

Oba receptory (HuPAR-1, HuPAR-2) jsou transmembranové proteiny obsahujici 11
transmembranovych domén. Od ostatnich receptori pro gammaretroviry se odliSuji
v topologii, nebot’ jejich N a C konec se nevyskytuji na stejné strané membrany, ale
N konec ¢ni do intracelularniho prostoru, zatimco C konec do extracelularniho pros-
toru. HUPAR-1 je protein sloZzeny z 445 aminokyselin, HuPAR-2 z 448 aminoky-
selin. Ericcson et al. (2003) poukazuji na moznou funkci HuPAR-1 jako receptoru
spojeného s G-proteiny pro y-hydroxybutyrat v mozku, vzhledem ktomu, ze je
pro tuto skupinu receptort charakteristicka pritomnost 7 transmembranovych domén,
zda se byt tento poznatek mylny. Funkce HuPAR-2 v lidskych buikach neni dosud
znama.

Nejnovéjsi studie (Marcucci et al., 2009) zabyvajici se HuPAR poukazuje, ze vstup
PERV-A (klon PERV-A 14/220%) do buiikky probiha 11x castéji prostfednictvim
HuPAR-2 receptoru, nez HuPAR-1. Pro navazani obalovych glykoproteinti virionu
na bunécny receptor hraje dalezitou roli leucin L109 ve druhé extracelularni smycce

(ve sméru od N konce) receptoru HuPAR-2.
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4. Klinické studie PERVu na zvirecich modelech a u ¢élovéka

4.1 Sledovani PERV1 u lidskych pacientti 1é¢enych xenotransplantaci

V roce 1997 Patience et al. publikoval studii, ve které prokazal schopnost PERVu
infikovat lidské bunky in vitro béhem kokultivace lidskych a praseéich bunék. Na za-
klad¢ téchto vysledkt bylo ustanoveno moratorium a zacalo testovani pacientd, ktefi
byli 1é¢eni pomoci prasecich tkani ¢i organt.

Ptitomnost PERVU muze byt detekovana pomoci PCR nebo imunologicky. Testy se
vétSinou zaméfuji na piitomnost PERVU v krvi. Pfi detekci PERVU je dilezité
vylou¢it moznost, ze amplifikované PERV sekvence pochazi z prasecich bunék
prezivajicich v pacientové téle. Tento jev se oznacuje jako mikrochimérismus. Proto
pii vysledku pozitivnim na ptfitomnost PERV1 je DNA déle testovdna na ptitomnost
kontrolnich prasecich sekvenci (mtDNA, centromerickych sekvenci) nebo bunéc-
nych gent (Heneine et al., 1996). Dale pomoci RT-PCR lze zjistit pfitomnost
retrovirovych partikuli. Z imunologickych metod se vyuziva ELISA vyuzivajici pro-
tilatky proti PERV, napt. protilatky proti povrchovym proteinim vira (Gag p30
u PERV-B), nebo pouziti antisér.

Pii nejrozsahlej$i mezinarodni studii (Paradis et al.,, 1999) byly testovany
jednojaderné buiiky periferni krve (PBMCs) a sérum u 160 pacient razného véku
(od 2 do 77 let), ktefi byli 1éceni pomoci riznych prasecich tkanich a organt.
Testovano bylo 100 pacientli po mimotélni slezinné perfuzi, 28 pacientd po mimo-
télni perfuzi jater za pomoci HepatAssist systému vyuzivajici prase¢i hepatocyty, 15
pacientli po 1écb¢é praseCimi koznimi Stépy, 14 pacientii po transplantaci bunck
praseCich pankreatickych ostrivkil, 2 pacienti po mimotélni ledvinné perfiuzi a 1
po mimotélni perfuzi ptes celd praseci jatra. 129 pacientli melo negativni vysledek
PCR a u 30 pacientti (cca 19%) byl zaznamenan pozitivni PCR nalez pro PERV sek-
vence. U 23 z 30 pozitivné testovanych pacientt na PERV DNA byl prokdzan
mikrochimérismus. Zbyvajicich 7 pacient nemohlo byt vySetfeno na praseci speci-
fické sekvence kvili nedostateénému mnozstvi DNA pro analyzu. Vysledkem této

studie bylo i pozorovani, ze praseci buiky piezivaji v lidském organismu az 8,5 let,
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ale ve velmi malém mnozstvi (1 prase¢i PBMC na 500 000 lidskych PBMC). U zad-
ného pacienta nebyl pozitivni vysledek RT-PCR (tj. nebyl produktivné infikovéan) a 2
pacienti byli seropozitivni, coz ale druhy kontrolni test nepotvrdil.

V dalsi studii byly testovany PBMC od 28 pacientt, 1é¢enych pomoci mimotélnich
bioartificidlnich jater z praseCich bunék. PCR na piitomnost PERV sekvenci bylo
ve vSech piipadech negativni (Pitkin et al., 1999). Autofi kokultivovali pouZité pra-
seci hepatocyty s lidskymi HEK 293 buiikami, ale infekce nebyla zaznamenana.
Dvéma pacientim, ktefi podstoupili kratkodobou dialyzu za vyuZiti prasecich ledvin
(Patience et al., 1998), byla ihned po operaci odebrana krev pro testovani PERV
DNA pomoci velmi citlivé techniky ,,nested PCR“. Zadna PERV DNA u pacienttl
nebyla touto technikou odhalena ani po kontrolnim testovani.

10 pacientll, ktefi se ve Svédsku podrobili xenotransplantaci prase¢ich bunék
pankreatickych ostrivkd, bylo sledovano na ptitomnost PERV nékolika technikami
(Heneine et al., 1998). Tito pacienti prosli po transplantaci imunosupresivni 1é¢bou
(cyklosporin, prednizol, azathioprin). Vysledky PBMCs PERV PCR byly negativni,
stejné jako RT-PCR sér odebranych od pacientl mezi 3 az 7 roky po xeno-
transplantaci. Vysledky PCR pro mtDNA byly pozitivni u 6 pacientil az do 1 roku
od xenotransplantace. Protilatky proti PERV Gag p30 nebyly objeveny v séru zad-
ného pacienta odebraného 6 mésicli po xenotransplantaci.

2 pacienti byli léceni mimotélni jaterni perfuzi ptes celd jatra z transgenniho prasete
a poté se podrobili alotransplantaci (Levy et al., 2000).

9 pacienti, ktefi byli pfed jaterni transplantaci, 1éceni pomoci bioartificidlnich jater
z praseCich buné¢k, poskytlo vzorky séra pfed a po provedeni xenoperfuze (Irgang et

al., 2003). Séra poskytla negativni vysledek po smichani s antiséry a protilatkami.

I pres negativni vysledky testli na pfitomnost PERV1 v krvi pacientll nelze vyloucit
moznost infekce, nebot’ tyto studie byly zatim provedeny na relativné malém poctu
jedinctl, znichZ ani jeden nepodstoupil celoorgdnovou transplantaci, mnohdy ani
praseci buiikky nebyly v pfimém kontaktu s lidskymi (zvlasté pouziti vyspélych BAL
zafizeni). LéCba xenotransplantaty jen vyjimecné zahrnovala imunosupresi. Nekdy
byly vzorky odebirany az po dlouhé dob¢ od provedeni xenotransplantace.

Podminky, které podporuji infekci PERVy Ize navodit experimentalné u modelovych

zvirat.
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4.2 Studie na zvifecich modelech

Po transplantaci prase¢ich bun¢k pankreatickych ostrivki do NOD/SCID mysi (non-
obese diabetic/severe combined immunodeficiency), ktera napodobuje ¢lovéka, jenz
podstoupil imunosupresivni 1é€bu, mohli Laan et al. (2000) detekovat expresi
PERVU v nékolika mySich tkanich. Vysledek této studie ale vyvraci pozorovani
Irganga et. al (2002), Ze buiiky NOD mysi nejsou infikovany PERVy. Védci trans-
plantovali prase¢i buiiky rliznym zvifatim (pavian, norek) a podrobili je imuno-
supresi, ale nedetekovali Zadnou infekci PERVy (Specke et al., 2002; Simon et al.,
2003; Moscoso et al., 2005).

Vhodnym zvifecim modelem pro studium infekce PERVYy in vivo se zda byt primat
(pavidn), jehoz vyhodou je podobnost imunitniho systému s lidskym (na rozdil
od pouzivanych malych laboratornich zvifat - mysi, potkant), pfitomnost receptort
pro PERVy, ale nevyhodou jsou dosud rozporuplné vysledky infekce primatich bu-
néénych linii PERVy. A tak se uvazuje o vytvofeni mysi s lidskymi receptory

pro PERVy, které by mohly byt uzitenym modelem (Martina et al., 2006).
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5. Zavér

Z poznatkl ziskanych za poslednich 10 let vyzkumu o prasecich endogennich retro-
virech neni mozné rozhodnout o jejich nebezpecnosti vici recipientiim a bézné vetej-
nosti. Souvisi to 1 se skutecnosti, Ze doposud neexistuje vérohodny zvifeci model
pro studium prasecich endogennich retrovirti. Podrobnéjsi studie PERVU by se méla
zaméfit hlavné na miniaturni prase, které je fyziologicky nejvhodnéj$im déarcem
organt vuci ¢loveéku. Vztahy mezi PERVy a HERVy (lidskymi endogennimi retro-
viry, human endogenous retroviruses) nebyly prostudovany a otdzka, co se stane,
kdyz se do jedné bunky dostanou odlisné endogenni retroviry, které pochazeji

od hostitel nalezicim k jinym druhiim, neni zatim objasnéna.

17



6. Seznam pouZzité literatury

Akiyoshi DE, Denaro M, Zhu H, Greenstein JL, Banerjee PT, Fishman JA (1998):
Identification of a full-length cDNA for an endogenous retrovirus of minature swine.

J Virol 72:4503-4507.

Auchincloss H Jr, Sachs DH (1998): Xenogeneic transplantation. Annu Rev
Immunol 16:433-70.

Armstrong JA, Porterfield JS, de Madrid AT (1971): C-type virus particles in pig
kidney cell lines. J Gen Virol 10:195-198.

Bartosch B, Stefanidis D, Myers R, Weiss R, Patience C, Takeuchi Y (2004):
Evidence and consequence of porcine endogenous retrovirus recombination. J Virol

78:13880-13890.

Blusch JH, Patience C, Takeuchi Y, Templin C, Roos C, Von Der Helm K, Steinhoff
G, Martin U (2000): Infection of nonhuman primate cells by pig endogenous
retrovirus. J Virol 74:7687-7690.

Boeke JD, Stoye JP (1997): Retrotransposons, endogenous retroviruses, and the
evolution of retroelements, 343-435. In Coffin JM, Hughes SH and Varmus HE (ed.),
Retroviruses. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY.

Borel JF, Feurer C, Gubler HU et al (1976): Biological effects of cyclosporine A:
a new antilymphocyte agent. Agents Actions 6:468.

Breese SS Jr. (1970): Virus-like particles occurring in cultures of stable pig kidney
cell lines. Arch Gesamte Virusforsch 30:401-404.

Cooper DKC, Ye Y, Rolf LL and Zuhdi N (1991): The pig as potential organ donor

for man. In **Xenotransplantation” (Cooper DKC, Kemp E, Reemtsma K and White
DIG, Eds), 481-500. Springer-Verlag, Heidelberg.

18



Cozzi E, White DJ (1995): The generation of transgenic pigs as potential organ
donors for humans. Nat Med 1(9):964-966.

Dai Y, Vaught TD, Boone J, Chen SH, Phelps CJ, Ball S, Monahan JA, Jobst PM,
McCreath KJ, Lamborn AE, Cowell-Lucero JL, Wells KD, Colman A, Polejaeva IA,
Ayares DL (2002): Targeted disruption of the «1,3-galactosyltransferase gene in
cloned pigs. Nat Biotechnol 20:251-255.

Dalmasso AP, Platt JL, Bach FH (1991): Reaction of complement with endothelial

cells in a model of xenotransplantation. Clin Exp Immunol 86 Suppl 1:31-35.

Deschamps, JY, Roux FA, Sai P, Gouin E: (2005): History of xenotransplantation.
Xenotransplant 12(2): 91-109.

Ericsson T, Oldmixon B, Blomberg J, et al (2001): Identification of novel porcine

endogenous betaretrovirus sequences in miniature swine. J Virol 75:2765-2770.

Ericsson TA, Takeuchi Y, Templin C, Quinn G, Farhadian SF, Wood JC, Oldmixon
BA, Suling KM, Ishii JK, Kitagawa Y, Miyazawa T, Salomon DR, Weiss RA,
Patience C (2003): Identification of receptors for pig endogenous retrovirus. Proc

Natl Acad Sci USA, 100:6759-6764.

Farr AD (1980): The first human blood transfusion. Med Hist 24:143.

Hagelin J (2004): Public opinion surveys about xenotransplantation. Xenotransplant

(11):551-558.

Heneine W (1996): Strategies for diagnosis of xenotransplant-associated retroviral

infections. Mol Diagn 1:255-260.
Heneine W, Tibell A, Switzer WM, et al (1998): No evidence of infection with

porcine endogenous retrovirus in recipients of porcine islet-cell xenografts. Lancet

352: 695-699.

19



Herring C, Quinn G, Bower R, Parsons N, Logan NA, Brawley A, Elsome K,
Whittam A, Fernandez-Suarez XM, Cunningham D et al (2001): Mapping full-length
porcine endogenous retroviruses in a Large White pig. J Virol 75:12252-12265.

Hunter E, Casey J, Hahn B, Hayami M, Korber B, Kurth R, Neil J, Rethwilm A,
Sonigo P and Stoye J (2000): Retroviridae, 369-387. In Van Regenmorte]l MH,
Fauquet CM, Bishop DHL, Carsten EB, Estes MK, Lemon SM, Maniloff J, Mayo
MA, McGeoch DJ, Pringle CR and Wickner RB (ed.), Virus taxonomy: the
classification and nomenclature of viruses, VIIth ICTV Report. Academic Press, San

Diego, Calif.

Irgang M, Sauer IM, Karlas A, Zeilinger K, Gerlach JC, Kurth R, Neuhaus P, Denner
J (2003): Porcine endogenous retroviruses: no infection in patients treated with

a bioreactor based on porcine liver cells. J Clin Virol, 28:141-154

Jaboulay M (1906): Greffe de reins au pli du coude par soudures artérielles et
veineuses [Kidney grafts in the antecubital fossa by arterial and venous anastomisis].

Lyon Med 107:575.

Le Tissier P, Stoye JP, Takeuchi Y, Patience C, Weiss RA (1997): Two sets of
human-tropic pig retrovirus. Nature 389:681-682.

Levy MF, Crippin J, Sutton S, Netto G, McCormack J, Curiel T, Goldstein RM,
Newman JT, Gonwa TA, Banchereau J, Diamond LE, Byrne G, Logan J, Klintmalm
GB (2000): Liver allotransplantation after extracorporeal hepatic support with
transgenic (hCD55/hCD59) porcine livers: clinical results and lack of pig-to-human

transmission of the porcine endogenous retrovirus. Transplant 69:272-280.

Lieber MM, Sherr CJ, Benveniste RE and Todaro GJ (1975): Biologic and

immunologic properties of porcine type C viruses. Virol 66:616-619.

Magre S, Takeuchi Y, Bartosch B (2003): Xenotransplantation and pig endogenous
retroviruses. Rev Med Virol 13(5):311-329.

20



Magre S, Takeuchi Y, Langford G, Richards A, Patience C and Weiss R (2004):
Reduced sensitivity to human serum inactivation of enveloped viruses produced by
pig cells transgenic for human CDS55 or deficient for the galactosyl alpha(1-3)
galactosyl epitope. J Virol 78:5812-5819.

Marcucci KT, Argaw T, Wilson CA, Salomon DR (2009): Identification of two
distinct structural regions in ahuman porcine endogenous retrovirus receptor,

HuPAR?2, contributing to junction for viral entry. Retrovirol 6:3.

Martin U, Kiessig V, Blusch JH, Haverich A, von der Helm K, Herden T, Steinhoff
G (1998): Expression of pig endogenous retrovirus by primary porcine endothelial

cells and infection of human cells. Lancet 352:692-694.

Martin U, Steinhoff G, M, Chikobava M, Anssar T, Morschheuser, and Lapin B
(1999): Porcine endogenous retrovirus is transmitted neither in vivo nor in vitro from

porcine endothelial cells to baboons. Transplant Proc 31:913-914.

Martin U, Winkler ME, Id M, Radeke H, Arseniev L, Takeuchi Y, Simon AR,
Patience C, Haverich A, Steinhoff G (2000): Productive infection of primary human
endothelial cells by pig endogenous retrovirus (PERV). Xenotransplant 7:138-142.

Martina Y, Marcucci KT, Cherqui S, Szabo A, Drysdale T, Drinivisan U, Wilson
CA, Patience C and Salomon DR (2006): Mice transgenic for a human porcine
endogenous retrovirus receptor are susceptible to productive viral infection. J Virol

80:3135-3146.
Moennig V, Frank H, Hunsmann G, Ohms P, Schwarz H and Schafer W (1974): C-
type particles produced by apermanent cell line from a leukemic pig. II. Physical,

chemical, and serological characterization of the particles. Virol 57:179-188.

Moscoso I, Hermida-Prieto M, Manez R, Lopez-Pelaez E, Centeno A, Diaz TM and

Domenech N (2005): Lack of cross-species transmission of porcine endogenous

21



retrovirus in pig-to-baboon xenotransplantation with sustained depletion of anti-

alphagal antibodies. Transplant 79:777-782.

Oldmixon BA, Wood JC, Ericsson TA, Wilson CA, White-Scharf ME, Andersson
G, Greenstein JL, Schuurman H-J and Patience C (2002): Porcine endogenous

retrovirus transmission characteristics of an inbred herd of miniature swine. J Virol

76:3045.

Oriol R, Ye Y, Koren E, Cooper DKC (1993): Carbohydrate antigens of pig tissues
reacting with human natural antibodies as potential targets for hyperacute vascular

rejection in pig-to-man organ xenotransplantation. Transplant 56:1433-1442.

Osman N, McKenzie IFC, Ostenried K, Ioannou YA, Desnick RJ and Sandrin MS
(1997): Combined transgenic expression of a-galactosidase and al,2-

fucosyltransferase leads to optimal reduction in the major xenoepitope Gal a(1,3)Gal.

Proc Natl Acad Sci USA 94:14677-14682.

Paradis K, Langford G, Long Z, Heneine W, Sandstrom P, Switzer WM, Chapman
LE, Lockey C, Onions D, Otto E (1999): Search for cross-species transmission of
porcine endogenous retrovirus in patients treated with living pig tissue. Science 285

(5431):1236-1241.

Patience C, Patton GS, Takeuchi Y, Weiss RA, McClure MO, Rydberg L, Breimer
ME (1998): No evidence of pig DNA or retroviral infection in patients with short-

term extracorporeal connection to pig kidneys. Lancet 352:699-701.

Patience C, Takeuchi Y and Weiss RA (1997): Infection of human cells by an
endogenous retrovirus of pigs. Nat Med 3:282-28

Patience C, Switzer WM, Takeuchi Y, Griffiths DJ, Goward ME, Heneine W, Stoye

JP, Weiss RA (2001): Multiple groups of novel retroviral genomes in pigs and
related species. J Virol 75(6):2771-2775.

22



Phelps CJ, Koike C, Vaught TD, Boone J, Wells KD, Chen SH, Ball S, Specht SM,
Polejaeva IA, Monahan JA, Jobst PM, Sharma SB, Lamborn AE, Garst AS, Moore
M, Demetris AJ, Rudert WA, Bottino R, Bertera S, Trucco M, Starzl TE, Dai Y,
Ayares DL (2003): Production of al,3-galactosyltransferase-deficient pigs. Science
299:411-414.

Pitkin Z, Mullon C (1999): Evidence of absence of porcine endogenous retrovirus
(PERV) infection in patients treated with a bioartificial liver support system. Artif
Organs 23:829-833.

Platt JL (1998) New directions for organ transplantation. Nature 392:11-17.

Reemtsma K, McCracken BH, Schlegel JU et al (1964): Heterotransplantation of the

kidney: Two clinical experiences. Science 143:700.

Ritzhaupt A, Van Der Laan LJ, Salomon DR, Wilson CA (2002): Porcine
endogenous retrovirus infects but does not replicate in nonhuman primate primary

cells and cell lines. J Virol 76:11312-11320.

Sachs DH (1994): The pig as apotential xenograft donor. Vet Immunol
Immunopathol 43(1-3):185-91.

Sandrin MS, Vaughan HA, McKenzie IFC (1994): Identification of Gal a(1,3)Gal as
the major epitope for pig-to-human vascularised xenografts. Transplant Rev 8:134—
49.

Sandrin MS, Fodor WL, Mouhtouris E, Osman N, Cohney S, Rollins SA, Guilmette
ER, Setter E, Squinto SP and McKenzie IFC (1995): Enzymatic remodeling of the
carbohydrate surface of a xenogeneic cell substantially reduces human antibody

binding and complement-mediated cytolysis. Nat Med 1:1261-1267.

23



Simon AR, Templin C, Schroder C, Laaff G, Tessmann R, Winkler ME, Tacke S,
Denner J, Lapin B, Chikobava M et al (2003): No evidence for productive PERV

infection of baboon cells in in vivo infection model. Ann Transplant 8:24-34.

Specke V, Plesker R, Coulibaly C, Boller K and Denner J (2002): Productive
infection of a mink cell line with porcine endogenous retroviruses (PERVs) but lack

of transmission to minks in vivo. Arch Virol 147:305-319.

Suzuka I, Shimizu N, Sekiguchi K, et al (1986): Molecular cloning of unintegrated
closed circular DNA of porcine retrovirus. FEBS Lett 198:339-343.

Takeuchi Y, Patience C, Magre S, et al (1998): Host range and interference studies of
three classes of pig endogenous retrovirus. J Virol 72:9986-9991.

Todaro GJ, Benveniste RE, Lieber MM and Sherr CJ (1974): Characterization of
a type C virus released from the porcine cell line PK(15). Virol 58:65-74.

van der Laan LJ, Lockey C, Griffeth BC, et al (2000): Infection by porcine
endogenous retrovirus after islet xenotransplantation in SCID mice. Nature

407(6800):90-94.
Wilson CA, Wong S, Muller J, Davidson CE, Rose TM, Burd P (1998): Type C

retrovirus released from porcine primary peripheral blood mononuclear cells infects

human cells. J Virol 72(4):3082-3087.

24



