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Seznam pouzitych zkratek

HERV human endogenous retrovir(igdsky endogenni retrovirus)
PERV porcine endogenous retrovirfgraseéi endogenni retrovirus)
ERV endogenni retroviry

LTR long terminal repeatgdlouhé termindlni repetice)

PAR receptor pro PERV-A

PBMC peripheral blood mononuclear cellperiferni krevni

mononukledrni hiky)
MS gPCR methyl-specifické kvantitativni PCR
HA hemaglutinin
huPAR human PARIidsky receptor pro PERV-A)
muPAR  murine PARmysi receptor pro PERV-A)
ratPAR rat PAR(potkanni receptor pro PERV-A)
RPII RNA polymeraza 2a

1 Souhrn

Ve své praci se zabyvam lidskymi endogennimi rétydHERV), které
se (astni vyvoje placenty a prasmi endogennimi retroviry (PERV)
v souvislosti s nebezpen jejich genosu nacloveka g transplantaci
pras€ich orgari. Ukazali jsme, Ze methylace DNA jdldzity umEkujici
mechanismus regulujici expresi HERV i PERV. (1) Vacpnt je
demethylace dvou HERV, ERVWE1l a ERVFRDEL, nezbybnd jeji
spravny vyvoj, zatimco ve varlatech je spojena ®eikem seminorin
(2) Methylace PERV je tejm¢ zodpo¥dnd za jejich nizkou expresi
v tkanich, ¢imz zn&né sniZzuje nebez@é zoonotického fenosu pi
xenotransplantacich. (3) tié riziko vSak astava, protoZze na rozdil od
mySich a potkanich bgk jsou lidské buky in vitro vysoce permisivni
viaci PERV, a to pedevSim diky funknimu receptoru a neschopnosti
umlicet integrovany PERV.



2 Uvod

Endogenni retroviry (ERV) twd znanou ¢ast saviho genomu. Zatim
neni jasné, jaké vyhody a nebedparedstavuji pro své hostitele. Oba tyto
aspekty jsou fedneétem mé préace. &které ERV jsou pro svého hostitele
nezbytné, ale iesto je dlezita jejich gisna regulace pro zachovani
neporuseného genomu atkvochraré pied onkogennimi, fizogennimi a
jinymi patogennimi projevy ERV. Koevoluce ERV a timde vede
k navozeni tolerance, avSak replik& kompetentni ERV rive nakazit i
hostitele jiného druhu. Mezidruhovyignos je obvykle doprovazen
zvySenou patogenicitou viru.

Ve své praci se zabyvam &wa HERV, ERVWE1l a ERVFRDEL,
kodujicimi proteinysyncytin-la 2, které se &astni vyvoje placenty a jsou
podezelé z podilu na vznikugkterych nadat.

Dale se zabyvam replika¢ kompetetnimi PERV, které i@dstavuji
nebezpé&i predevSim fi [é¢bé pomoci xenotransplantace présé orgar,
neba’ lidské buiky maji, na rozdil odrady zvfecich busk, funkini
receptory pro PERVIn vitro byl pozorovan fenos wgkterych PERV
z praseéich burgk na lidské, ale ignos na pacienta déného prasém
materialem prokazany nebyl.

3 Cile

Hlavnim tématem mé prace je studium regulace egdEed/ a buscné
rezistence &¢i zoonotickému penosu PERV.

(2.1) Prvnim cilem naS3i prace bylo zjistit, zdaujs&RVWE1l a
ERVFRDElumteny mimo placentu methylaci DNA. (1.2) Dale nas
zajimala exprese, séist RNA a methylace DNA&chto HERV v nadorech.

DalSim gedn®tem naSeho vyzkumu bylo ugovani PERV. (2.1)
Rozhodli jsme se zjistit, zda schopnost péadeburgk prenaset PERYV je
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spojena s hypomethylaci jejich LTR PERV. (2.2) Dalee testovali, zda
ma reékterd prasé tkan nebo jednotlivé prase celkbgnizenou methylaci
a zvySenou expresi PERV a hledali jsme jednotliy@omethylované
lokusy v buikach se zvySenou expresi PERV. (2.3) Dale jsme Sg&{bu
schopnost lidskych bk umicovat provirus PERV.

(3) Nakonec jsme vyS@vali pricinu rezistence mySich a potkanich
burek vici vstupu PERV-A.

4 Literarni p Fehled

Prvni ERV byly objeveny naiplomu 60. a 70. let minulého stoleti
(ptehledré Weiss, 2006). ERV tvd asi jednu desetinu s&to genomu,
v lidském genomu zabiraji 8% DNA (International Hum Genome
Sequencing Consortium, 2001; Mouse Genome Sedquer@imsortium,
2002). Jejich funkce v genomu neni jasnéeji® hraji spolu s dalSimi
repetitivnimi  elementy k#ovou roli vijeho evoluci. Dikycastému
opakovani v genomu navozufasté rekombinace, coz z dlouhodobého
hlediska vede k zvySovani genomové komplexityeljedrt Kazazian,
2004)

Nékteré sekvence a proteiny ERV bylhfimpo vyuZity hostitelem.
Obalové glykoproteiny zvané syncytiny s&astni vyvoje placenty. Dva
HERV, ERVWE1 a ERVFRDE1, nesouci gesyncytin-la -2, jsou
nezbytné pro vyvoj lidské placenty (Mi a spol., @0Blond a spol., 2000;
Blaise a spol., 2003). Oba HERV jsou exprimovanézpov placerit
Jejich exprese vijinych tkanich je spojena s rakouin i
neurodegenerativnim oneme@oim (Bjerregaard a spol2006; Larsera
spol, 2009; Stricka spol, 2007; Sura spol, 2019 Antony a spol., 2004;
Frank a spol., 2005) a jejicltipna regulace je nutna. Mezi néjgkitsjsi
mechanizmy untovani ERV pat methylace DNA a modifikace histon
(Walsh a spol.,1998; Okano a spol.,1999; Matsyich £010).



Replikatné kompetentni viry mohou bytipneseny jak vertika#n tak
horizontal®. Prenos viru na novy druh je obvykle doprovazen zvgsen
patogenicitou v novém hostiteli ighled@ Takeuchi, 2000). Nejzn&fj$i
piiklad retrovirové zoondzy jeipnos térs neSkodného opiho viru SIV
na ¢lovéka, kde se z & vyvinul HIV zpuasobujici AIDS (Gao a spol.,
1999). Posledni dobou je zm& pozornost &novand moznémuienosu
PERV naclovéka, protoZze prase je povaZzovano za vhodny zdrcnrg
pro xenotransplantaci. Byl prokazakepos PERV z prasih burgk na
lidské in vitro (Patience a spol., 1997), aléepos na pacientadéného
prase€i tkani prokazany nebyl (Paradis a spol., 1999Niauolo a spol.,
2005; Wang a spol., 2006; Hermida-Prieto a sptd07). Mechanismy
zaji’ujici ochranu lidského organismuep infekci PERV zatim nejsou
piili§ znamé. Unmidovani PERV methylaci DNA by mohlo hrat v této
ochrar urcitou roli.

Pritomnost funknich receptar je zakladni podminkou pro vstup viru do
buiky. V lidském genomu byly rozpoznany dva fiank homology
receptoru pro PERV-A (PAR), huPAR1 a huPAR2. Myd@nblog muPAR
neni jako PAR funéni (Ericsson a spol., 2003)

5 Materialy a metody

5.1 Burecné kultury

Pro tuto praci byly pouZity nasledujici kgné linie: lidské Hela,
BeWo, JEG-3 a 293T; pradePK15 a ST-IOWA; potkani NRK, HSN a
XC; mySi MDTF a kepeti QT6.

5.2 Tké&re a DNA vzorky

Analyzovali jsme lidské terminalni placenty, nadaroprsni biiky,
vzorky DNA z perifernich krevnich mononuklearnicluingk (PBMC)



z pacieni se syndromem ICF, zdravé a nadorové (seminomy a
neseminomy) tk&hz varlat, nador &@oznihocipku a @lozni sliznice.

Analyzovali jsme prasg kiZe, slinivky, plice, srdce, mozky, ledviny,
vajeiniky, jatra, svaly, varlata, terminalni placenty PBMC z prasat
pochéazejicich £eské Republiky nebo z Velké Britanie.

V8echny vzorky byly okam#t zamrazené na suchém ledu nebo
v tekutém dusiku.

5.3 Plazmidy

Reportérové vektory pLTR-W-luc, pLTR-A-luc a pLTRiBc byly
piipraveny zarénou promotoru vektoru pGL3-promoter za 5’LTimych
ERV. Cast plazmid byla popséana itve: retrovirovy vektor pCFCR
s genem eGFP zaloZeny na mySim leukemickém virifMNeil a spol,
2001) a pCFCR (Ylinen a spol., 2005), plazmid CMxprémujici MLV
gagpol (Towers a spol., 2000), expresni plazmid pMDG dginem viru
vezikularni stomatitidy VSV-G s G, (Naldini a spdl996) a plazmidy
s replika&né kompetentnimi PERV14/220 a PERV3a (Bartosch a.spol
2004). Vektory sreceptory pro PERV-A (PAR) huPARHUPAR-2,
MUPAR a ratPAR byly ziskany zaklonovanim PCR nebb-PRR
produkti do pcDNA3/huPAR-2HA kédujici huPAR s hemaglutinina
znakou HA-tag. Nésledh byly vSechny receptory feklonovany do
pCFCR. HA-tag byl vioZena do pcDNA3/huPAR-2HA pornpdmeru.

5.4 Priprava chromozomalni DNA

DNA byla izolovana z lyzovanych bgk pomoci smisi fenolu a
chloroformu a nasledrpresraZzena ethanolem.



5.5 Bisulfitova konverze DNA

DNA byla konvertovdna pomoci kondeich soupravEZ DNA
Methylation™ Kit (Zymoresearch) a EpiTect bisulfite (Qiagen) podle
navodu vyrobce.

5.6 Methyla’ne specificka kvantitativni PCR (MS qPCR)

Konvertovana DNA byla kvantitati¢namplifikovana pomoci priméma
bazi LNA, které jsou specifiké pro hypomethylovaliER ERV. Pa@et
molekul byl normalizovany na genom pomoci kvantidtPCR (QPCR) s
primery nerozliSujicimi methytmi vzorec referetni sekvence.

5.7 Bisulfitova sekvenace

Konvertovana DNA byla amplifikovand pomoci primienavrzenych
mimo CpG dinukleotidy a specifickych pro konvertoea zkoumanou
sekvenci. Produkty PCR byly zaklonovany do pGEM-dsye vektoru
(Promega) a sekvenovany pomoci univerzalniho ptrpelC/M13 reverse
spol&nostiGATC-biotech.

5.8 Extrakce RNA, reverzni transkripce a qPCR (RT-PCR)

RNA jsme izolovali pomoci TriReagent (Sigma) nebdeRsy kit
(Qiagen), tkas byly predem homogenizované pomoci TissueRuptor
(Qiagen). Vzorky RNA jsme o&@t DNase | a reverz# transkribovali
pomoci M-MLV za pouZziti nahodnych hexanukleétidebo oligo(dT)
primeri. Ziskana cDNA byla amplifikovana kvantitativn nebo
nekvantitativd. Ffi gPCR jsme \tasti pokus vyuzivali detekci zmnozené
cDNA zaloZenou na interkalaci barviva SYBR Greea Véasti pokus
vazby specifickych oligonukleotidovych sond. Hlealianalyzované RNA
byla normalizovana na exprdsiusekeepingenu.



5.9 Transfekce, produkce viru a infekce

Pro analyzu receptbr byly pfipraveny buiky s miznymi PAR
s navazanym H-tag transdukci retrovirového vekizaloZzeného na béazi
MLV nesouci pislusny PAR. Viroveé ¢astice EGFP(PERV-A) byly
piipraveny transfekcPERV14/220 pomoci lipofékiho ¢inidla FuGene-6
do burgk 293T exprimujicich reportérovy gen EGFP s enldgisim
signalem MLV. Virus PERV3a bylijpraven v biikach 293T transfekci
plasmidu PERV3a. 48 h po infekci byl virus odebran.

Pro zngieni exprese PAR acimnosti infekce EGFP(PERV-A) byla
vyuZita pfitokova cytometrie. PAR byly ozoany mySi protilatkou proti
hemaglutininu a sekundarni protilatkou proti mySingG nesouci
fluorescein izothiokyanat (FITC). dihnost infekce PERV-A zr@ného
eGFP byla rstena 48 h po infekci. Vzorky byly anlyzovany FACScan
cytometrem (Becton-Dickinson) a vysledky vyhodngcempomoci
programu CellQuest.
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6 Vysledky

6.1 Regulace exprese HERV gd®m RNA a methylaci 5'LTR

Ukazali jsme hypomethylaci 5LTR ERVWE1 a ERVFRDEplacent
(obr. 1b). 5'LTR ERVWEL je sithmethylovan ve vSech ostatnich tkanich.
Methylace 5LTR ERVFRDE1 vykazuje v ostatnich tkdni wtSi
raznorodost. Ze vSech zkoumanych ndideme pozorovali ndist exprese
a snizenou methylaci ERVWEL pouze v testikularréeminomech. V
ostatnich vzorcich s nizkou expresi ERVWEL jsmeimakazali nizkou
acinnost RNA sesthu.

a) b) ERVWE1 ERVFRDE1
34% mCpG 23% G
=
=
sk}
=
=
%‘8 .%,%1(3]3(} _ 94% IHC_QG
£
]
b
T7-t T7-h 48% mCpG 27% mCpG
- %.
W sestiizena %: =

[ genomova

seminom

oemCpG O CpG

Obrazek 1- Exprese a segih RNA a methylace DNA HERV (a)
Exprese sefitené a nesestené formy ERVWEL1 RNA v seminomech je
ukazana v procentech exprese RNA polymerazy 2d){RB) Methylace
DNA 5LTR ERVWE1 a ERVFRDEL ve vzorcich placeifitggblast: a
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testikularnich seminoin analyzovana bisulfitovou sekvenaci. Procenta
methylovanych CpG (mCpG) jsou vyam@a nad jednotlivymi schématy.
Sipka ukazuje nedetekovatelnou expresiigest RNA.

6.2 Regulace exprese PERV methylaci DNA

Ukazali jsme, Ze methylace PERV LTR hraje vyznamrauv uréeni
schopnosti biky piendSet PERV a dale ukazujeme, Zze PERV LTR jsou
v praséich tkanich ¥tSinou methylované (obr. 2a). V Zadné tkani kkom
placenty jsme nedetekovali vyrazné zvySeni ¢&tpo Kkopii
hypomethylovanych PERV. Podabnzadné prase netho globalre
hypomethylované PERV. Pouze vysoce idfdkpraseéi burgcna linie
PK15 obsahuje velké mnoZstvi hypomethylovanych PER®ddilo se
nam identifikovat hypomethylovany lokus PERV-C6SHinfekenich
pras€ich PBMC (obr. 2b). Déle jsme ukéazali, Ze vysokanpsivita
lidskych burk viaci PERV in vitro je Zejm¢ casténé dana jejich
neschopnosti urtét PERV methylaci.

=

=3

=

e R = =3
b=3

% hypomethylovanych &
PERYV v bunikach PK13

0 M
0
g = 8 & 4 & £ £ B 2 U° 2 <t-‘m
s ¥ =2 2 ¥ £ E 2 7z % 2 OE OB U
i 3 o B g g - > @ ¢ 9 o
b) '_'w_ > =Y =
PERV-C6SH (55% mCpG) PERV-CRW (92% mC n

T ..

Lo el
U3

Obrazek 2 — Methylace LTR PERV v praseh tkanich a bu#nych

liniich. (a) Patty hypomethylovanych kopii LTR PERV naikau byly

zjiSteny pomoci MS a jsou udany v procentech hypomethyyoh LTR

12



PERV/genom v bikdch PK15 gPCR. (b)PERV-C6SH lokus byl
analyzovany bisulfitovou sekvenaci.

6.3 Rizzné mechanismy rezistence 8uwici vstupu PERV-A.

Ukazali jsme dvaizné mechanismy, jakymi bky hlodava@ ziskaly
rezistenci w¢i PERV-A. MySi receptor muPAR je nefufrk diky
mutacim, zatimco krysi ratPAR je fuimk podob# jako lidsky huPAR1 a
2, ale jeho exprese v testovanychilkach je nedostatea. Vysoka exprese
ratPAR navodi permisivitu transdukovanych &u(Obr. 3)

80 4
70
60 +-

OwWT
BHUPAR-1
HUPAR-2
oMUPAR
BRaPAR

501
40 4-

% infekce

30 1-

20 1-

NI

2931 MDTF NRK QT6

Obrazek 3 - Funkénost huPAR a jeho homolog jako receptori pro
PERV-A. Rizné buky transdukované lidskym, mySim a potkanim PAR
byly infikované EGFP(PERV-A) a analyzovanéitpkovou cytometrii.
Ucinnost infekce byla dena procenty bufk pozitivnich na EGFP. Sipky
naznauji infekci pod Urovni detekce.
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7 Diskuze

Studovali jsme tzné mechanismy kontroly ERV v hostitelskéibel a
mechanizmy rezistence btkvici horizontalnimu penosu ERV.

Ukazali jsme, Ze methylace DNA jaéldzity mechanismus v udvani
exprese ERVWEL1 a ERVFRDE1 kodujisyncytiny 1a 2. ERVWEL je
fyziologicky hypomethylovany pouze v placéme varlatech je jeho
demethylace spojena se zvySenou expresi a se wrni&stikularniho
seminomu. HE¢inna souvislost tohoto jevu neni zatim jasna. BiWazana
zvySend expresgady HERV v fiznych nadorech (Yi a spol., 2004; Yi a
spol., 2006; Wang-Johanning a spol., 20@&3ncytin-Inavozuje bu&nou
fazi a timto zfisobem niZe ispivat k destabilizaci genomu a &m
genové exprese a tim k vyvoji rakoviny (Duelli azkbnik , 2007).
Transformované hiky vSak obec# prochazi znénymi epigenetickymi
zmeénami a zvySena exprese HERMiie byt jejich dsledkem, aniz by
méla dopad na vznik nadoruighledrt Egger a spol., 2004). ERVFRDE1
neni tak silé methylovan v tkanich mimo placentu. Je mozné,et® |
aktivitu neni teba tak pisné kontrolovat, protoZze jeho nahodna exprese
neni tak nebezliead jako ERVWEL, nebo Ze pro jeho weni st&i
cast&éna methylace (Gimenez a spol., 2010; Kitazawa.£2@07).

Ukazali jsme, Ze se CpG methylace takésini umtovani PERV.
Vysoka infeknost prasé&l burg¢né linie PK15 koreluje s nizkou methylaci
PERW v téchto buikach. V neinfeknich ST-IOWA (Patience et al., 1997)
a vSech praséch tkanich krora placenty je p&et hypomethylovanych
PERV rekolikanasoby nizsi. To by mohl byt alespocéastény divod,
pro¢ se PERV zatim néeneslna pacienty l&ené praséim materidlem
(Paradis a spol., 1999). Prgepos viru vSak st& jedna aktivni kopie.
Detekovali jsme hypomethylovany provirus PERV-C 68lhfekénich
pras€ich PBMC. Aktivni PERV-C mohou byt zodp@miné za dinny
pienos, protoZze rekombinantni virg&si PERV-C produkuji nejvyssi titr
(Harrison a spol., 2004)

Methylatni umkovani jecasty zgisob ochrany hostitelské #iky pred
retrovirovou infekci. Ukazali jsme, Ze lidskéty 293T nejsou schopné

14



acinné methylovat PERV. Bhem dvou nisial se zvysila methylace LTR
maximalre na 14%. LTR viru Rusova sarkomu, lentiviru nebo M#M
jsou umteny methylaci ¢ghem tydrmi (Senigl a spol., 2008, He a spol.,
2005, Stewart a spol., 1982). To by moltasténe vyswitlit vysokou
permisivitu 293T bugk vaci PERV.

Lidské buiky jsou permisivni @i PERV diky expresi funiniho
receptoru. Uk4zali jsme, Ze dva druhy hlodaveotkan a krysa, ziskaly
resistenci uc¢i PERV-A riznymi nezavislymi zfisoby. MuPAR obsahuje
aminokyselinovou mutaci ve vazebné oblasti recepfbtattiuzzo a spol.,
2007), zatimco ratPAR je pinfunkéni, ale v potkanich hikach neni
dostatén¢ exprimovan. Je mozné, Ze rezistence vznikla dvaleaavisle
nadhodou, ale Ize spekulovat, Ze hlodavci rezistent#i PERV-A preZili
disledkem pirozeného vybru epidemii retroviru podobného PERV-A.

8 Zavéry

Ukézali jsme, Ze methylace DNA jaildzity umEkujici mechanismus
regulujici expresi HERV i PERV. (1) V placeéne demethylace ERVWEL1
a ERVFRDEL nezbytna pro jeji spravny vyvoj, zatinweo varlatech je
spojend se vznikem seminan{2) Methylace PERYV jetejmé zodpowdna
za jejich nizkou expresi vtkanichiimz zn&né sniZuje nebezi¢
zoonotického fenosu p xenotransplantacich. (3)tité riziko vSak
zistava, protoze na rozdil od mySich a potkanictelbisou lidské biiky
permisivni wi¢i PERV gredevsim diky funknimu receptoru a neschopnosti
umi¢et integrovany PERV.
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Metodologické zkuSenosti
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