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2. Seznam pouzivanych zkratek
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3. Abstrakt

Xenotransplantace je pfenos buné€k, tkdni ¢i organii mezi Zivo€iSnymi druhy. Byla
navrhnuta jako mozZny zdroj nahradnich organd (alograftl), ktery je ovSem vystaven vaZnym
problémiim. Mezi né€ patii etika a biologické prekazky. Hlavnimi biologickymi problémy jsou
akutni odhojovani a moznost mezidruhového pfenosu pathogenti, jako jsou endogenni retroviry
(PERV). Kromé toho je zde mozZnost rozsifeni infekce z pfijemce xenogenni tkané na SirSi
populaci. Béhem laboratornich vyzkumi na co-kulturach (praseci butiky s PERV a lidské buiiky)
byla zjisténa infekce lidskych bun€ék PERV. Timto bylo v laboratornich podminkach dokézano,
7e¢ muZe dochazet k mezidruhovému pfenosu. Jinymi testy, tentokrat pfimo na pacientech,

kterym byla praseci tkan transplantovana, byla infekce PERV do okolnich bun€k vyvracena.

Xenotransplantation is the transfer of cells, tissues, or organs between species. Problems
joined with this phenomenon can be divided to ethical and biological ones. The most important
biological obstructions are the acute rejection and interspecific transfer of pathogens, such as
endogenous retroviruses. In addition, there is a possibility that theses infections could spread
from the xenograft recipient to the general population. According to the laboratory research,
when porcine tissue cells were cultivated together with human ones, it was discovered the
infection of human cells by porcine endogenous retroviruses (PERV). This way was proved in
laboratory conditions, with conclusion that there is a possibility of interspecific transfer.
However by additional research, this time directly on pacients with transplanted porcine tissue,

PERYV infection to surrounding cells was refutated.



4. Co je xenotransplantace ?

Xenos je fecky cizi. Xenotransplantaci rozumime pouZiti organovych struktur (napf.
tkani ¢i celych organti) v ramci odlisnych Zivo€isnych druhi. Mezi nejdiskutovanéj$i téma patii
uziti prasecich organi pro lidské potteby. Mimo etickych otazek jsou zde i zavazné biologické

prekazky.

V dnesni dob¢ se stale zvySuje poptavka po nahradnich organech, proto se je snaZime
nahradit uméle vyrobenymi, nebo hledame jiné alternativni metody, jako je xenotransplantace.V
pocatcich lidé uvazovali nad transplantaci organti z lidoopti (podle vné&jSich znakt, nam

nejpodobnéjsich).
4.1 Historické milniky xenotransplantaci

Prvni zdznam o xenotransplantaci (slouéeni ¢lovéka se zvifecim organem) je mozZné
datovat jiz do 12st.pf.n.l. Kdy btih Shiva a bohyné& Parvati ¢ekali dité, které se narodilo kdyZ byl
Shiva na lovu. KdyZ se Shiva vratil, domnival se, Ze dité neni jeho a proto mu useknul hlavu.
Shiva chtél tento omyl napravit a uzZil k tomu hlavu prvniho zvifete, které $lo kolem, slona. Prvni
zdokumentovany piipad byla xenotransfize provedena Jeanem-Baptistou Denisem 15.¢ervna
(1667) a Paulem Emmerezem na 15-ti letém chlapci. Trpél téZkou zimnici a byla mu podana
jehné¢i krev. Oba prohlasovali, Ze oSetfeni bylo u¢inné (Farr, 1980). Dalsi pokusy byly

provadény pii vymeéné lidské lebeéni kosti za kost psi (Haeseker, 1991).

Kone¢n€é vroce 1816 John Henry Leacock povolanim lékaf provedl mezidruhové
transfuze a dosel k zavéru, Ze by méli byt jak darci, tak pfijemci stejného druhu (Leacock, 1817;
Schmidt and Leacock, 2002; Schmidt, 2004). Nicméné¢ to dal§i experimentovani
Williams transplantoval tfi ¢asti ovéiho pankreatu ditéti s diabetem. Zahy zaznamenal sniZeni
glukosy, ale pacient po tfech dnech zemfel (Williams, 1894). Dne 12.¢ervna 1920, chirurg Serge
Voronoff, ruského ptivodu, poprvé v historii mediciny transplantoval kousek lidoopich testes
(varlat) do lidského scrota (Sourek) (Augier et al., 1996; Real, 1997). Do roku 1930 Voronoff
provedl 500 transplantaci. On sam je pojmenoval jako homografts (stejné $tépy) nebo jinak,
transplantaci sesterskych druhti (Voronoff, 1924). Brzy zacal s pfenosem primatich vajeéniku

Zenam v menopauze. Do doby své smrti (1951) provedl transplantaci lidoopi tkan€é zhruba



dvéma tisicim lidi (Champsaur, 1929). Harold Neuhof (1923) transplantoval jehné¢i ledvinu
pacientovi, ktery byl otraven rtuti. Pacient Zil jesté devét dni po operaci. Od roku 1923 do roku
1963 vyvoj na poli xenotransplantaci zna¢né stagnuje. Tento nezdjem je do zna¢né miry
zpusoben neschopnosti potladit reakci imunitniho systému na danou tkai. Mathieu Jaboulay se
na zaklad® experimentd stzv. heterografty snaZil objevit podminky, které podporuji vznik
krevnich sraZenin (Bhandari and Tewari, 1997). V roce 1961 Peter Gorer poprvé navrhnul nazev
pro mezidruhovou transplantaci - xenotransplantace (Gorer et al., 1961). V nastavajicich letech
se ¢im dal tim Castéji objevuji po celém svété transplantace pavianich ¢i Simpanzich ledvin, s
mensi ¢i vétsi uspésnosti, ktera se pohybuje v fadu dni. Dne 5.listopadu 1963, Keith Reemtsma
provedla prvni xenotransplantaci s uZzitim imunosupresiv (actynomycin C, azathiorpin,
prednison) a s ozafenim. Pacientovi byla voperovana ledvina makaka rhea. Pacient zemftel azZ po
63 dnech na Sok spojeny se zapalem plic. O necely rok pozd¢€ji 13.ledna 1964, Reemtsma
transplantovala Simpanzi ledvinu 23leté Zené. Zemiela o devét meésici pozdé€ji na akutni
elektrolytickou nerovnovahu. Tato pacientka Zila nejdéle ze vSech doposavad provedenych
operaci (Reemtsma, 1965). V roce 1966, Robert Perper a John Najarian zjistili, Ze k hyperakutni
rejekci dochazi tim rychleji ¢im dale jsou od sebe darce a ptfijemce organu v zoologické
klasifikaci (Perper and Najarian, 1966). Austin a Robert Ersek pouZili v roce 1983 prase¢i kuzi

na misto popalené (Ersek and Denton, 1983).

Nejznaméj§i transplantace byla provedena 26.fijna 1984, Leopardem Baileym.
Voperoval srdce (osmimési¢niho) paviana dvanacti denni hol¢i¢ce, jménem Baby Fae (Bailey,
1984; Bailey, 1985). Po dvaceti dnech zemfela na rejekci organu. Tato operace pozvedla nadéje

lidi v budoucnost xenotransplantaci.

V roce 1992 se na trh dostava imunosupresivum FK506 neboli tacrolimus (Warty et al.,
1988). Dne 28.¢ervna 1992, Thomas Starzl implantoval nemocnému pacientovi hepatitidou C
paviani jatra. Pacient pfeZil sedmdesat dni (Starzl et al., 1993). Dne 23.prosince 1992
v Cambridge, David White vyslechtil a pfivedl na svét prvni humanizované prase (Cozzi and
White, 1995). Transgenni prase neslo hDAF neboli CDS55. V roce 1995, Nextran ziskal
transgenni prase nesouci dal$i regulator lidského komplementu, DAF a CD59 (Byme et al.,
1996).

Pied deseti lety, Clive Patience (z Immerge BioTherapeutics) a Robin Weiss ukézali
schopnost prasefich endogennich retroviri, PERV infikovat lidské buiky in vitro.

V experimentu pouzil bunéénou kulturu lidskych a prasecich bun¢k (Patience et al., 1997).



Naproti tomu v roce 1999, Khazal Paradis z Imutranu, dokazal nepfitomnost infekce PERV na
160 osobach zijicich s prase¢i tkani (Paradis et al., 1999). V roce 2000, Maarten-Paul van de
Kerkhove a Daniel Salomon dokézali schopnost produkce PERV v prasecich pankreatickych
ostrivcich. Také dokazali transkripéni aktivitu PERV a nasledné infekci v jiZ transplantované
praseci tkani (Van der Laan et al., 2000).

Rijnem 2001 zapodala éra tzv. knock-outovych prasat. V laboratofi BioTherapeutics
byli vytvofeny prasata s knock-outovanym genem pro enzym alfa 1,3-galaktosyl transferazu.
Dne 25.¢ervna 2002, PPL Therapeutics oznamilo narozeni ¢tyt klont dvojité knock-outovanych
prasat, s celkovou ztratou genu pro enzym alfa 1,3-galaktosyl transferazu (Dai et al., 2002;
Phelps et al., 2003).



5. Experimentalni modely pro xenotransplantace

5.1 Malé modely zvirat

Xenotransplantace organti byla nejprve studovana na modelech malych zvifat a na

modelu prasete a modelu NHP.

Zakladnim modelem bylo kie¢¢i ¢i mysi srdce transplantované do potkana. Z vétsi ¢asti
bylo odhojeni kfe€¢fiho srdce a potkana stejné jako odhojeni mys$iho srdce. Potkan nema
dostacujici schopnost k formovani xenoreaktivnich protilatek proti mySimu ¢&i kie¢€imu $tépu,
tudiZ je rejekce zéavisla na syntéze protilatek z transplantitu. Spole¢n€ s pifijemcovym

komplementem vedou k rejekci organu (Soares et al., 1992).

TaktéZ je transplantace mysSiho a kie¢Eiho srdce do potkana dobrym modelem pro

pozorovani akutni vaskularni rejekce (Hasan et al., 1992).
5.2 Velké modely zvirat

Mezi velké modely pocitame transgenni prasata exprimujici hDAF (Cozzi et al., 2000;
Vial, 2000) a v n€kterych ptipadech nesouci lidské geny inhibujici komplementovou kaskadu. V
dalSich postupech transplantace se vyuZiva imunosuprese. Ve vétsin€ piipadech prase-donor,
primét-recipient dojde k hyperakutni rejekci dfive neZ se za¢ne exprimovat hDAF (McCurry et
al., 1995; Cooper et al., 1997). Dokonce kdyZ se rejekci vyhneme, transgenni organy exprimujici
hDAF napodobuji akutni vaskularni rejekci. Rejekci miiZzeme taktéZ zpozdit (McCurry et al.,
1995; Bhatti, 1999; Cozzi et al., 2000). Transgenni praseci srdce se podafilo udrzet v téle az 99
dni, ale pouze jako neZivotaschopny organ (heterotopicky transplantat) (Bhatti et al., 1999).
KdyZ byl organ umistén na své misto, kde mél byt pln€ funkéni nejdelsi doba jeho udrzeni byla u
srde¢niho transplantatu 1 mésic (Vial et al., 2000), u ledvinového 78 dni (Cozzi et al., 2000).
Ostatni organy jsou odhojeny jesté v kratsi dobé.

Védci navrhuji dv€ rizna feSeni, ktera by prodlouZila dobu pieziti praseiho organu
v primatech. Prvni stoji na jiné kombinaci imunosupresiv, druhé na genové zméné prasat. Ta by

meéla vést k dodate¢né produkci faktorti inhibujicich faktory vedouci k akutni vaskularni rejekci.
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Dal$imi modely jsou non-human primates (NHP).Dals$i podrobnosti 0 moZném pfenosu

viz.niZe.
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6. Organy

Lidem se nabizi fada Zivo¢ichi podobného vzristu pro transplantaci. Problémem je, ze
¢loveék chodi po dvou (bipedalismus) a zvifata po ¢tyfech (kvadrupedalismus). Organ Zivocicha
chodiciho po dvou je jinak pfizpusoben z4téZi nez tentyZ organ u Zivocicha chodiciho po ¢tyfech.
Tyto organy se li§i umisténim v téle, silou stény organu. Jako piiklad muZeme uvést
zZivotaschopnost klokani a prase¢i chlopné v ¢lovéku. Klokan se pohybuje podobné jako ¢lovék a
jeho chlopeii je vystavena podobné zat€Zi. Naproti tomu, praseci chlopeni je dimenzovana na
mnohem niZ§i zat€¢Z. Po transplantaci u ni dochazi k vy$§imu namadahani, nedostate€nému
prokrveni a ukladani vapenatych soli. Prase¢i chlopei se tedy ,,opotfebi“ mnohem rychleji nez
klokani. TaktéZ se zde projevuje jiné anatomické uspofadani cév zasobujicich plice krvi u
¢lovéka a prasete. To miZe komplikovat chirurgické postupy pfi xenotransplantaci. Dale se lisi
rychlosti ristu. Napf. srdce kojence miZe byt nahrazeno srdcem mladéte paviana, ale nikoliv
selete. Pozdé&ji musi byt vyjmuto jelikoZ roste nestejné rychle jako zbytek organi. Proto se nabizi

otazka zda budeme schopni zafidit plné fyziologickou funkci organu.
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7. Virové retrotransposony

Virové a nevirové retrotransposony spadaji do kategorie pohyblivych DNA elementu,
které se pfemistuji jako RNA intermediat vyuzivajici RT (reverzni transkriptizu). Obr.1.
nazorn¢ ukazuje zpusob integrace transposonu a retrotransposonu. Donorova DNA obsahuje
sekvenci retrotransposonu, ktera je RNA polymerasou nasledné transkribovana. Po piepsani
reverzni transkriptdzou vznikéd dsDNA intermediat, ktery je integrovan do cilové dsDNA (Lodsih
and Zipursky, 2000).

1a) Insertion sequence b}
or transposon Retrotransposon

/ /

Donor DNA : ; Donor DNA
Flanking DNA RNA

polymerase

Av)
RNA
intermediate

Reverse
transcriptase

v v

"~ DNA intermediates ~~

//— Target DNA—\\

lv

V-"
\ Transposed /

mobile elements

Ay

Obr. 1. Klasifikace mobilnich elementi na dvé velké t¥idy. (a) Insercni sekvence a
transposony (oranZové), primé prepsdani na dsDNA intermediat. (b) Retrotransposony (zelené)
jsou nejprve prepsany na molekulu RNA, poté pomoci RT na ds DNA. Obé dsDNA jsou poté
zaintegrovany do cilové sekvence dsDNA. Prevzato z Lodsih and Zipursky (2000).

7.1 Struktura virového retrotransposonu

Zakladni struktura virového retrotransposonu v eukaryotickych organismech je
znazornéna na Obr. 2. Na obou koncich 571 3” jsou piimé repetice, které jsou typické pro tyto

elementy. Po obou stranach sekvenci kodujicich proteiny jsou identické sekvence, LTRs (dlouhé
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terminalni repetitivni sekvence) jejichz délka je 250 — 600bp. LTRs jsou dulezité pro integraci
retrovirové DNA a jsou rozhodujicim faktorem pro vznik Zivotniho cyklu retroviru (Lodsih and
Zipursky, 2000). LTRs jsou rozdéleny na tfi elementy: U3, R, U5. U3 oblast je odvozena
z unikatni sekvence na 3 'konci RNA, R domény obsahuji repetitivni sekvence na obou koncich
RNA a US oblast obsahuje unikatni sekvence na 5’konci RNA. LTRs jsou dulezité pro pfepis
RT, diky niZ enzym ,,skace* z jednoho konce templatu na druhy (Coffin et al., 1997).

Velikost téchto tfi elementii je zna¢né€ rozdilnd pro rizné retroviry. U3 obvykle
dosahuje od nékolika set aZ do tisice nukleotidi. R dosahuje od 12 az vice nez 100 nukleotidu,
U5 od 100 nukleotidi. U3 zahrnuje mnoho kontrolnich oblasti transkripce proviru, ktery
zahrnuje vlastni promotor a mnoho enhancerovych sekvenci. Nezménéna enhancerova sekvence
hraje dileZitou roli pro rozpoznani tkané ve které se nasledné virus pomnoZi a tedy i patogeneze.

Avsak i malé zmény v sekvenci U3 mohou zménit patogenni virus v nepatogenni a naopak.

Viral retrotransposons

fe———— bH8kb — |

1l — —
A \

5-to 10-bp Protein-coding LTR
direct repeat region {260 600 bpl
Obr. 2. Obecna struktura eukaryotického virového retrotransposonu. Zleva: primad

repetice (svétle modra barva), tato Edst obsahuje promotor pro hostitelskou RNA polymerasu I1.
(svétle zelend), kodujici region pro proteiny (RT, IN,Gag), je aZ 80% retrotransposonu (tmavé
zelend), LTRs (svétle zelend), pFima repetice (svétle modrad). Prevzato z Lodsih and Zipursky
(2000).

Geny kodované retroviry jsou podle konvenci znafeny tfipismenovymi nazvy, malym
pismem a kurzivou (Baltimore, 1975). Produkty kazdého genu jsou psany stejnym jménem jako
je jméno genu, ale prvni pismeno je v nazvu velké. Proteiny vytvofené proteolytickymi Gpravami
primarnich produkti translace maji dvoupismenné nazvy, pokud je jejich funkce zndma, nebo
jsou oznaeny pismenem ,,p*, nasledovanym ¢iselnou hodnotou velikosti polypeptidu, pokud
jejich funkce dosud nebyla uréena (Leis et. al.,1988). Tato nomenklatura byla vystfiddna novéjsi,
kde jsou vSechny proteiny oznafeny podle jejich molekulové hmotnosti a pfedponami ,,p*
(protein), “pp“ (phosphoprotein), “gp“ (glykoprotein) a ,,Pr (prekursor) (August et al.,1974).
Geny kodujici proteiny jsou vyznaceny v Tab 1.
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Bl o9 [po pol]_erw Hill
Obr. 3. Struktura retrotransposonu : LTR ,gag, pro, pol, env, LTR. PFevzato z Bromham
(2002).
Tab. 1. Vlastnosti genu retrovirovych skupin. Prevzato z Coffin et al (1997)
Geny Vlastnosti / funkce proteinu Kédujici proteiny
cu , .. MA (matrix), CA( capsid),
gag Prekurzor vnitinich strukturnich proteind NC (nukleokapsid)
2 | pro Protéaza (PR) PR
>§
=
(=¥
s}
pol Prekurzor reverzni transkriptazy (RT) RT,DNA pol, Rnasa H, IN
,prekurzor integrasy (IN)
(SU) - surface (povrch):
env Prekurzor obalu glykoproteinti precursor glykoprotein, (TM)
transmembranovy protein
W
o
% | dut Deoxyduridin trifosfatasu (dUTP nebo DU) | DU
D
Z
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8. Endogenni retroviry

Mezi Ctyficatymi a padesatymi lety dvacatého stoleti Barbara McClintock objevila
transposibilni elementy ,,skékajici geny“,znazornéné na Obr. 2. a Obr. 3.. Samotny objev ERV
probéhl az v Sedesatych letech devatenactého stoleti Howardem M. Teminem (1975). Jako prvni
vyslovil hypotézu o provirech (ackoli objev reverzni transkriptazy piiSel pozdéji ).V roce 1964,
byl nazev endogenni retroviry (ERV) ptijat (McClintock, 1984). Endogenni retroviry mohou
pochéazet z integrovanych exogennich retroviri, které jsou ,,uvéznény“ v genomu diky své
mutaci v esencidlnich genech (Coffin et al., 1997). Jsou v genomu uloZeny jako nekddujici DNA
(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).

VétSina eukaryotickych genomt obsahuje az 50 % retrovirovych gend a jim ptibuznych
endogennich retrovirovych sekvencich (Jern et al., 2005). Jejich schopnost horizontalniho
pfenosu je vazana na hostitelsky genom. Zatimco jsou exogenni retroviry infekéni, obsahuji-li
replikaéni cyklus, vyZadujici integraci provirové DNA do hostitelské bunééné DNA, ERV jsou
prenaSeny podle klasického Mendelovského piikladu, ptes germinalni linii, jako provirovd DNA
(Coffin et al., 1997; Wilkinson et al.,1994 ). ERV jsou aktivni u mnoha savci, vetné Simpanze.
Pokud je ERV schopen replikace miZe byt pti¢inou moZného onemocnéni, nebo naopak chranit
hostitele pfed napadeni exogennimi viry (Barbulescu et. al.,1999).Exprese ERV v hostitelském
organismu ma vliv na moZny vysledek infekce v obou smérech, pozitivni (prospé$ny), negativni
(8kodlivy) (Coffin et al., 1997).Toto zahrnuje obstarani si genli, pomoci rekombinace
s exogennimi viry, interfeneci a spojeni s vystavbou virionové kapsidy, blokovani bunéénych

receptoru pro vstup viru a modulaci imunitni odpovédi na exogenni virus.

V lidském genomu jsou zabudovéany jako fosilie endogennich retrovird (mutované a
neschopné transpozice), které zapliiuji asi 8 % genomu (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001).
Transposibilni elementy, jako je LINE, Alu a retroelementy a DNA transposony tvoti az 40%
lidského genomu (Kazazian, 2000; Griffiths, 2001). ERV piedstavuji obrovskou zasobu virovych
gend, které mohou byt aktivovany mutaci zptisobenou ozafenim ¢i chemikalii, nebo rekombinaci

s exogennimi retroviry (Perl and Banki, 1993)

Endogenni retroviry, také nazyvany LTR retrotransposony, jsou strukturné podobné
provirim skute¢nych retroviri. Obsahuji LTRs a také geny Gag, Pol, Env a Prt. Intaktni
endogenni retroviry jsou dlouhé 7-9 kb (Jern et al., 2005). Mnoho z nich je zkracenych, zejména
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na 5" konci. Casto také milizeme najit pouze samostatné LTR, jako vysledek integrace retroviru a
nasledné intrachromozomalni rekombinace mezi obéma LTR nebo nerovnomérné rekombinace

dvou homolognich chromozomti vedouci k deleci kddujici &asti retroviru na Obr. 4.
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Obr. 4. Repetice podnécuji pFestavby genomu

A+B: oblast genomu obsahujici pFimé repetice (ve stejném sméru, stejnd sekvence je na stejném
Fetézci DNA). Tyto dvé repetice se mohou pdrovat a rekombinovat. Intrachromozomalni
rekombinace (A) vede k deleci. Hypoteticky kruhovy fragment je ztracen - nemd centromeru.
Nerovnomérny crossing-over s interchromozomalni rekombinaci (B) zpusobuje deleci a
duplikaci. C: Intrachromozomdlni rekombinace mezi dvéma invertovanymi repeticemi (v
opacném sméru, stejnd sekvence DNA je v opacnych Fetézcum DNA) vede k inverzi mezilehlé
sekvence DNA. Funkéni nasledky takovych prestaveb mohou byt rizné, od némych zmén az po
letdlni. D: Polymorfismy v tandemovych repeticich mohou vznikat mechanismem
nerovnomérného crossing-overu).
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8.1 Klasifikace ERV

Mnohé ERV v lidské DNA nekdduji ani proteiny ani RNA. Tato nekodujici DNA se
sklada hlavné z repetitivnich elementi. Né&které patii mezi jednoduché repetice, tvofené 2-5
nukleotidovymi sekvencemi, tvofici tzv. mikrosatelit. Tento mikrosatelit nejspiSe vznik pti
replikaci, kdy doSlo k tzv.sklouznuti (slipping) po templéatu (Stephan and Walsh, 2001). Ostatni
repetice vytvafi spiSe komplex, ktery jim napomaha k vlastni replikaci a rozptyleni po celé délce
genomu (Braam and Reznikof, 2001). Endogenni retroviry 1ze rozdélit do t¥i hlavnich rodu a
dale do sedmi t¥id v Tab 2.

Tab. 2. Klasifikace retroviru. Prevzato z Jern et al. (2005) a Weiss (2006)
Rod Trida |specidlni vlastnosti Genom
Alpha jednoduchy
Beta 1L jednoduchy
gamma I transposibilni elementy uZivaji, transposasu jednoduchy
Delta sloZeny
epsilon jednoduchy
Lenti sloZeny
spuma-like 11 sloZeny
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Obr. 5.

Fylogeneticky strom retroviru ukazuje jejich pFibuznost na zdakladé podobnosti
Pol (proteinu). Tridy: L,IL,IIl. Zahrnuje sedm retrovirovych rodi: alpha-, gamma-, delta-,

epsilon-, lenti-, a spuma-like retroviry. Ponékud volné definované ERV tFidy jsou vyznaceny na
periferii. Rizné hostitelské druhy jsou oznaceny symbolem a taxonomickou jednotkou. Nové

sekvence jsou pojmenovany podle jejich chromosomalni pozice wuvnité prFislusného genomu.
(Nap¥. hgl5 a Human genom; gg01). Pfevzato z Jern et al. (2005).

Taxonomie retroviri je tradi€n€ zaloZena na pozorovani jejich fenotypickych vlastnosti.
Klasifikace pouzZivajici ERVs, trpi nedostatkem fenotypickych informaci, a proto je nutné

provést analyzu nukleotidovych sekvenci. Velice podobné sekvence pro Pol a RT ma téchto
sedm retrovirovych rodu: alpha-, gamma-, delta-, epsilon-, lenti-, a spuma-like retroviry. Ackoli
ERVs nejsou jesté plné charakterizovany, jsou volné rozdéleny na definované tfidy. Byly
vytvofeny na zakladé HERV sekvenci (Wilkinson, 1994; Lindeskog, 1999; Mager and
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Medstrand, 2003). Po analyze RT oblasti byl rod gamma-retroviri zafazen do tfidy I., beta-
retroviry do tfidy II., spuma-retroviry a spuma-like retroviry do t¥idy II1.V pfipadé lenti-retrovirt

a delta-retrovirii nejsou znamy endogenni analogy (Herniou et al., 1998).

ERV Kklasifikace a seskupeni je pivodné zaloZena na podobnosti sekvenci mezi
provirovou PBS a hostitelskou tRNA (Coffin et al., 1997). Tato klasifikace je zachovana pro
nékteré ERVs, HERV-E (Anderson et al., 2005) mnoho HERV-H (Jern et al., 2004). Avsak pro
mnoho ostatnich ERV skupin je tento systém nepouZitelny, proto existuje alternativni fazeni
podle PBSes (Tristam, 2000) (HERV-H/F, ERV3, ERV9/HERV-W) (Oja et al., 2005).

8.2 HERV

Jako ostatni transposibilni elementy,uvazuje se i o HERVs ,Ze hraji dileZitou roli
v evoluci sav€ich genomi. Byla provedena analyza HERVs a jejich integraénich mist a zaroven
byla sledovéna evolu¢ni cesta t€chto elementd uvnitt rodu primati. Podle naméfené odlisnosti
LTR sekvenci a stanoveni tzv.molekularnich hodin byl odhadnut vék HERVs (Bock and Stoye,
2000; Tristem, 2000; Bromham et al., 2001). Tristem (2000) popsal 22 rodin HERV, pomoci
molekularni fylogeneze a rozdélil je do monofyletickych skupin podle charakteristického tRNA
PBS. Jedna zrodin HERV-K, obsahuje lidské specifické proviry s prakticky neposkozenym
genomem (Barbulescu et al., 1999). Zahrnuje nejméné jeden HERV funkéné kompletni a
schopny produkce virovych partikuli (Barbulescu et. al., 1999; Lander et al., 2001). Rod 1. a rod
III. HERVSs jsou nejstar§imi skupinami a jsou ve vSech primatich rodech. Rod II. Pfedstavuje
HERVs5, které byly donedévna jesté aktivni. Mnoho z nich se nachazi pouze genomu §impanzt a
lidi. Nékolik proviri z podskupiny HRV-K (HML-2) jsou lidsky specifické (Medstrand, Mager,
1998). Tyto viry byly nejspise aktivni pfed 5-ti miliony lety.

Tab. 3. Tridy HERV. Pfevzato z Griffiths ( 2001.)
Ttida HERV
I. (gamma) HERV-W, HERV-H
1. (beta ) HERV-K
I11. (spuma-like) HERV-L, HERV-S
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(a) PBS

(b) PBS

Solitary LTR

Obr. 6. Struktura retrovirovych proviriu

a) Infekcni retrovirus se tFemi geny: gag, pol, env. LTRs, PBS, SD (splice donor), SA (splice
akceptor). b) HERVs podobnad struktura jako je na obr. a) s vyznacenymi bodovymi mutacemi
(Cerné pruhy). Homologni rekombinaci vznikly samotny LTR. Ackoli je témér cela HERV
sekvence defektni, LTRs mohou byt stdle aktivni. Transkripce HERV:s je zviasté béZna v placenté

7o v Je 7

8.3 PERV

Prase¢i endogenni retroviry spadaji do rodu gamma-retrovird. VSechny druhy prasat
obsahuji ve svém genomu PERV (Patience, Switzer et al., 2001). Podle jejich tropismu
(Patience, Switzer et al., 2001; Takeuchi et al., 1998) jsou rozdéleny na tfi podskupiny: PERV-A
a PERV-B, ob¢ infikuji lidské i prase¢i buiiky in vitro (Patience, Takeuchi, Weiss, 1997) a
PERV-C infikujici pouze prase¢i buiikky (Patience, Takeuchi, Weiss, 1997; Takeuchi et al.,
1998). Vzhledem k PERV k blizkému vztahu s gamma-retroviry (napf. virus mysi leukémie -
MLV, virus koéi¢i leukémie a gibbon ape leukemia virus (GALV)) (Patience, Takeuchi, Weiss,
1997).

21



V praseéich replikujicich se burikdch je PERV-C schopen se rekombinovat se sekvenci
pro env s PERV-A a produkovat A/C rekombinanty, které schopnéjsi infikovat lidské buiiky
(Oldmixon et al., 2002; Ritzhaupt et al., 2002; Wilson et al.,1998; Wilson et al., 2000; Wood et
al., 2004). Pravidelné pasazovani PERV na lidskych burikach miiZe navodit zvy$eni PERV, jako
o¢ekavanou adaptaci spojenou s prodlouzenim LTR (Scheef et al., 2001). Podobna
pfizpusobivost byla jiz dfive popsana na viru koci¢i leukémie a MLV. Oba viry zpisobuji
nadorové bujeni (Thomas et al., 1990; Yoshimura, Wang and Cankovic, 1999). Maligni bujeni je
zpusobeno integraci viri do blizkosti protoonkogeni a zahdjeni exprese. Neddvno byla
provedena studie integrace retrovirové DNA do kompletni lidské DNA (Narezkina et al., 2004;
Schroder et al., 2002; Wu, Li, Crise and Burgess, 2003), ale nebyla provedena celkova analyza
integrace PERV. Tyto studie popisuji rozdily integrace mezi retrovirem a jeho ptuvodnim
hostitelem a hostitelem jiného druhu. (Wu and Burgess, 2004).

Byla vypracovana tabulka inzerci PERV do lidského genomu na Obr. 7. Na zaklad¢
pokusu na lidskych (HEK- 293) buiikéch, kde po 15ti dnech doslo k integraci PERV.

1 2 3 4 ] 6 7 8
2 o =
:E 137 3 4 4
13 14 1§ 16 17 18 19 20 21 22
Obr. 7. Mapa PERV integracnich mist ne lidskych chromosomech. Pfevzato z Moalic et

al. (2006).
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8.4 Evoluce

Pro ptedstavu rizika pfenosu praseéich retroviri do lidské tkané je dobré znat jejich
evoluéni vztahy na Obr. 8. (Martin et al., 1999). ERV mohou pifeskakovat mezi druhy.
Fylogeneze mezi mnohymi ERVs, napt. n€které ERVs obojZivelnikti (modfe), plazi (zelené) a
ptaki (Zlut€) odpovidaji fylogenezi hostitelt. KdeZzto ERVs savci (Cervené), kde byl
fylogeneticky strom vytvofen na zakladé Pol genu, nema Zadnou evolu¢ni podobnost hostiteld a
ERVs. Mezi t¢mito druhy dochazi velice ¢asto v pfenosu ERVs, tudiZ i vzajemné fylogenetické

vztahy jsou velice nejasné.
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Obr. 8. Fylogeneze retroviru a jejich hostitelskych druhii. Pfevzato z Martin et al. (1999).
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8.5 Preskok ERV mezi druhy

Zda dochéazi k pieskoku mezi druhy je doposavad sporné. Provedené vyzkumy popisuji
ob¢ situace. Mimo vyskytu darcovskych ERV v hostitelskych tkanich a jejich aktivity je nutné
stanovit podminky za kterych by mohlo dojit ke vzniku exogenniho viru (Patience et al., 2001).
Pfedpokladem k zahdjeni aktivity transposibilnich elementi v genomu je zména vnéjich
podminek, ktera zapfiini zmény v regulaci genomu (Waugh O'Neill et al.,, 1998). Barbara
McClintock, ktera byla prvni kdo se zajimal o transposibilni elementy, pfedpokladala, Ze
transpozice muZe byt spusténa environmentalnim stresem ¢i hybridni dysgenezi (geneticka
inkompatibilita mezi rodi¢ovskymi genomy v hybridu) (McClintock, 1983). Stresem ovladana
transpozice muZe byt povaZovana, jako hostitelem zprostiedkovany mechanismus, ktery vede
k novému vzniku genetickych variant (znovuuspofadanim hostitelské DNA) a vede téZ ke zméné
zakonitosti v genové expresi (Palevitz, 2000). Tato hypotéza popisuje retroelementy jako
symbiotickou ¢ast hostitelského genomu. Vznikajici mutace béhem transpozice si déla genom
sam v ramci své ,remodelace” a reaguje tak rychle na zménu vnéjsiho prostiedi (Hurst and
Werren, 2001). Jina teorie je pfedstavuje jako ,,sobecké (parazitické) elementy, nad kterymi
genom nema prazadnou kontrolu. Jsou schopné se sami replikovat, expandovat na rizna mista
v genomu a tim naruSovat jeho organizaci. Za piedpokladu, Ze jsou to parazité by nemély
ptrerusovat oblast genové exprese (aby tim svého hostitele nezabily), ale oni se vkladaji. N&ktera
pozorovani predpokladaji, Ze jsou retroelementy aktivné odstratiovany ¢i potlaovany
hostitelskym genomem, spi$ neZ by byly ponechany jako symbionti. Velky pocet jednotlivych
HERYV LTRs je dokladem aktivniho odstratiovani HERV z lidského genomu (Benit et al., 1999).

Dilezitou roli v regulaci aktivity a expresi transposond hraje DNA methylace. Aktivita
HERV je vzdy podstatné vyssi v rakovinotvornych burikach (kde jsou zmény v methylaci a je
tim pozménéna i struktura chromosomi) (Boeke and Stoye, 1997; Kidwell and Lisch, 2001). Pro
ERV je snadnéjsi infikovat buriky, jejichZ struktura je naruSenad (stresem). Proto jsou spiSe
infikované buriky ve smiSenych kulturach (prase¢i buriky a lidské b. ¢i NHP b.), nez bunky
v organismu (Mager, 1999). Ano, prase¢i buiiky v organismu produkuji PERV a infikuji okolni
buriky, av8ak nedochazi k expresi PERV v nakaZenych buiikach. Na mnohych pokusech bylo
dokazan pienos PERV do oslabeného organismu. Napf. SCID my$im (imunodeficientni) byla
transplantovana prase¢i tkaii a doslo k infekci mysich bun€k. (Van der Laan et al., 2000).
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8.5.1 Prenos PERY do tkani primatu

Pocate¢ni vyzkumy poukazovaly na nevhodnost uziti NHP, pro xenotransplantace tkani
obsahujici PERV. Piedpokladala se neinfekénost PERV do ostatnich bunék. TudiZ nevhodné pro
dalsi pozorovani (Patience et al., 1997; Wilson et al., 1998; Takeuchi et al., 1998; Martin et al.,
1999). Nedavné studie vSak prokazaly infekci PERV do nékterych tkani NHP, jako jsou goril,
Simpanz, paviani a makaki rhet (Specke et al., 2001; Blusch et al., 2000; Long et al., 1999).

Naproti jiZ uvedené studii in vitro, nebyla prokdzana zadna infekce PERV u patnacti
paviand, Zijicich dva roky s transplantovanymi prase¢imi endotelidlnimi buiikami
s cyklosporinem jako imunosupresivum (Martin et al., 1998). Na zaklad€¢ ptedpokladu pfenosu
PERYV do jinych tkani byly provedeny rizné transplantace organu ¢i tkani. Timto bylo zjisténo,
Ze v prub&hu pfenosu praseéich endotelidlnich bunék do paviana, nedoslo k ptenosu PERV do
jeho tkani (Martin et al., 1998). Dalsi pokus byl proveden na patnacti pavianech, kterym byly
transplantovany tkané obsahujici PERV a byly jim intraven6zni infuzi podavany praseci
endotelialni buiiky. Kontrola byla provedena metodou PCR po 12-15 mésicich na kidzi, plicni
tkani, lymfatickych uzlinich a na perifernich krevnich lymfocytech. Veskeré vysledky byly
negativni. V jednom piipadé bylo implantované srdce odhojeno jiZ po ¢tyficet minutdch. Nebyla

prokazana existence ani jedné praseci buiiky, které byly podavany pomoci infuze.

Dalsi pokus byl proveden na jednadvaceti opicich Starého svéta a na dvou opicich
Nového svéta, viz. Tab. 4., které byli vystaveny u€inkiim prasecich tkani s prokdzanou existenci
PERV. Pokus zahrnoval: Sest paviani (pfijemci prasecich srdci), Sest makaki kapovych (Macaca
radiata) (ptijemci transgenni prase¢i kiize), devét makaku rhet (Macaca mulatta) a dvé malpy
kapucinské (Cebus capucinus) se zapouzdfenymi ostrivky bun€k. Z $esti malp kapucinskych a
tfi makaku rhet byly odebrany vzorky sleziny a lymfatické uzliny kwvili sérologickym zkouskam
na protilatky proti PERV a nasledné byly potvrzeny pomoci Western blotu a pomoci PCR a RT
PCR. PERYV sekvenci v PBMCs (monocyty a lymfocyty v periferni krvi) a v plasmé .Vysledkem
byla absence PERV RNA v plasmé a tim pfedpokladand schopnost viru prochazet krevnim

fe¢istém vylou€ena. TaktéZ nebyla prokazana existence PERV sekvenci ve tkanich a v PBMC.

wewr
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Tab. 4. Taxonomie opic

opice Nového svéta (Platyrrhini)

e kosmanoviti (Callitrichidae)
o malpoviti (Cebidae)
opice Starého svéta (Catarrhini)
» nadceled’: Cercopithecoidea
» kockodanoviti (Cercopithecidae)
o nadcCeled’: hominoidi (Hominoidea)
« gibonoviti (Hylobatidae)
« lidé a lidoopi (Hominidae)

8.5.2 Pienos PERY do lidskych tkani

Dosavadni pokusy na NHP piijemcich prokazaly nepfenosnost PERV RNA do tkani. Otazkou
zustava jak tomu bude v ptipad€ Cloveéka jako ptfijemce praseCich organd. Jsou studie, které

existenci PERV vyvraci a jiné ji naopak potvrzuji.

V tomto pokusu byly odebrany vzorky ze stoSedesati pacientt, ktefi Zili s riznymi druhy
prasecich tkani poslednich dvanact let. Po odebrani séra byla provedena podobna detekce ( RT-
PCR, immunoblotem ) jako v pfede$lém ptipad€¢ (Switzer et al., 2001) a zaroveii byly odebrany
PBMCs stopadesatideviti pacientim a pomoci PCR s pouZitim specifickych PERV primeru
nebyla v jejich DNA prokazana infekce. Nebyla potvrzena schopnost viru §ifit se krevnim
fe¢istém. PFitomnost darcovskych bunék byla pozorovana u dvacetitii pacienti i po osmi a pil

letech. Nebyl prokazan ptenos PERV na lidi, Zijici s prasec¢i tkani (Paradis et al., 1999).
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9. Zavér

Xenotransplantace jsou moZznym zdrojem nahradnich organi. Vylouéime-li problémy
etického charakteru a potiZze s akutnim odhojovanim mame zde potencidlniho strijce novych
mezidruhovych viri. Podobnym zpisobem vzniknul i virus HIV (Salemi et al., 2001). Prase¢i
retroviry napadaji pfedevs$im oslabené buiiky (SCID mysi buriky), ale jiZ se v nich nereplikuji.
Tim by byli vylouéeni lidé majici problémy s imunitnim systémem ¢i lidé s rakovinou. Pokud
dostal organ zdravy Eloveék a poté se u n€ho zjistil napt. virus HIV, nikdo nedokaze fici co to
bude znamenat. Bohuzel Zadné vyzkumy doposavad nedokaZi vyloucit ani potvrdit moZnou

rekombinaci PERV s HERYV a proto jsou xenotransplantace dale otaznikem.
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