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Abstrakt  

Retroviry patŚ² mezi viry, kter® jsou schopn® integrace do genomu hostitelsk® buŔky. 

Nen§hodn§ integrace proviru do okol², nebo dovnitŚ nŊkterĨch bunŊļnĨch genŢ mŢģe m²t za 

n§sledek jejich deregulaci, aktivaci, nebo umlļen². To n§slednŊ mŢģe v®st k n§dorov® 

transformaci buŔky a vzniku tumoru.  

Tato pr§ce se vŊnuje identifikaci m²st integrace virŢ (VIS) a n§sledn®mu urļen² obecnĨch m²st 

integrace (CIS) v n§dorech rŢznĨch org§nŢ (nejļastŊji ledvin, plic a jater) s pouģit²m hlavnŊ 

ptaļ²ch retrovirŢ podskupiny J, konkr®tnŊ prvn²ho pŚ²rodn²ho izol§tu HPRS-103 a laboratornŊ 

vytvoŚen®ho viru MAV-J, kterĨ vznikl vĨmŊnou genu envB za envJ. Infekce prob²hala in ovo 

na kuŚec²ch plemenech Brown Leghorn a White Leghorn a tumory byly izolov§ny 8 aģ 28 tĨdnŢ 

po infekci. Na molekul§rn² analĨzu byla vyuģ²v§na metoda inverzn² PCR a n§sledn² sekvenace.  

Ze 74 molekul§rnŊ analyzovanĨch tumorŢ bylo detegov§no 373 VIS a 6 CIS se statistickou 

signifikanc² nad 2.10-2. Nejv²ce zas§hnutĨm genem byl FRK (14 kr§t), d§le TERT (5 kr§t), 

CTDSPL (5 kr§t), EGFR/ERBB1 (3 kr§t), MYB (3 kr§t) a MYC (3 kr§t). KromŊ 6 CIS byly 

nalezeny tak® jin® geny s niģġ² statistickou signifikanc². 

 

 

Kl²ļov§ slova: retrovirus, inzerļn² mutageneze, podskupina J, onkogeneze, onkogeny, MAV-J, 

HPRS-103, m²sta integrace proviru, tumory 

 

  



Abstract 

Retroviruses are viruses which are able to integrate to genome of host cell. Nonrandom 

integration of provirus near or inside some cellular genes may result in their deregulation, 

activation or silencing. This can later lead to cell transformation and tumor formation. 

This thesis discusses identification of viral integration sites (VIS) and common integration sites 

(CIS) in tumors originating from different organs (mostly kidneys, lungs and liver) with using 

mostly avian retroviruses subgroup J, specifically first natural isolate HPRS-103 and laboratory 

made virus MAV-J, which was made by replacing gene envB by envJ. Infection was made in 

ovo using chicken breeds Brown Leghorn and White Leghorn and tumors were isolated from 8 

to 28 weeks after infection. For molecular analyses was used inverse PCR method and 

sequencing.  

From 74 molecularly analyzed tumors there was detected 373 VIS and 6 CIS with statistical 

significance over 2.10-2. Gene with the highest number of hits was FRK (14 times), then TERT 

(5 times), CTDSPL (5 times), EGFR/ERBB1 (3 times), MYB (3 times) and MYC (3 times). 

Except 6 CIS there were other genes found, which had smaller statistical significance.  

 

 

Keywords: retrovirus, insertional mutagenesis, subgroup J, oncogenesis, oncogenes, MAV-J, 

HPRS-103, proviral integration sites, tumors 

 

  



Obsah 

1 Đvod   .............................................................................................................................    12 

2 Liter§rny prehŎad   .........................................................................................................    14 

2.1 Retrov²rusy   ....................................................................................................     14 

2.1.1 Onkog®nne retrov²rusy   ...................................................................     14 

2.1.1.1 Ak¼tne transformuj¼ce retrov²rusy   .................................     15 

2.1.1.2 Chronicky transformuj¼ce retrov²rusy    ............................    16 

2.2 Vt§ļie retrov²rusy   ...........................................................................................   18 

2.2.1 Podskupina A   ..................................................................................    19 

2.2.2 Podskupina B   ..................................................................................    20 

2.2.3 Podskupina J   ....................................................................................   20 

3 Ciele   ...............................................................................................................................   23 

4 Materi§ly a met·dy   ........................................................................................................   25 

 4.1 Materi§ly   .........................................................................................................   25 

4.1.1 Prepar§cia plazmidovej DNA   .........................................................    25 

4.1.2 Enzymatick® reakcie   .......................................................................    26 

4.1.3 G®lov§ elektrofor®za a izol§cia fragmentov   ................................. ...  27 

4.1.4 PCR   ................................................................................................ ... 28 

4.1.5 Sekvenovanie   ..................................................................................... 29 

4.1.6 Zvierat§ a bunkov® kult¼ry   ...............................................................  30 

4.2 Met·dy   .............................................................................................................. 31 

4.2.1 Molekul§rne klonovanie   ....................................................................  31 

4.2.2 Indukcia n§dorov   ...............................................................................  33 

4.2.3 Identifik§cia miest integr§cie   ............................................................. 37 

5 VĨsledky   .......................................................................................................................... 44 

5.1 Klonovanie   ........................................................................................................ 44 

5.2 ĐspeġnosŠ infekcie   ............................................................................................ 47 

5.3 Priebeh in vivo pokusov   ...................................................................................  49 

5.3.1 VĨskyt n§dorov   .................................................................................. 52 

5.3.2 Wasting disease   ...................................................................................58 

5.4 Klonalita n§dorov   .............................................................................................. 62 

5.5 Urļenie miest integr§cie v²rusu (VIS) a vġeobecnĨch miest integr§cie (CIS) ...  65 

5.5.1 ĐspeġnosŠ detekcie integraļnĨch miest v²rusu (VIS)   .......................  67 



6 Diskusia   ........................................................................................................................... 72 

7 Zhrnutie   ........................................................................................................................... 78 

8 Zoznam pouģitej literat¼ry   .............................................................................................. 79 

Pr²loha1 

  



Pouģit® skratky 

ALV   vt§ļ² leuk·zovĨ v²rus    avian leukosis virus 

A-MuLV        Abelson murine leukemia virus 

BF  Fabr²ciova burza    Bursa of Fabricius 

BL  Brown Leghorn outbredn® plemeno  Brown Leghorn outbred breed 

Bl  krv      blood 

BM  kostn§ dreŔ     bone marrow 

C  amplifikovan® fragmenty na oboch stran§ch 

 prov²rusu 

cDNA  DNA k·pia RNA    copy DNA  

CEF  kuracie embryon§lne fibroblasty  chicken embryonal fibroblasts 

CIS  vġeobecn® miesto integr§cie   common integration site 

d.p.i.  dn² po infekcii     days post infection 

DF-1  kuracia fibroblastov§ l²nia   chicken fibroblast cell line 

env  gen v²rusov®ho obalov®ho glykoprote²nu envelope glycoprotein gene 

FeNTA  nitrilotriacet§t ģeleza   ferric nitrilotriacetate 

gag  g®n pre kapsidovĨ prekurzor retrov²rusu group-specific antigen 

GFP  zelenĨ fluorescenļnĨ prote²n   green fluorescence protein 

HCC  hepatocelul§rny karcin·m   hepatocellular carcinoma 

He  srdce      heart 

HHS  hepatickĨ hemangiosark·m   hepatic hemangiosarcoma 

ICC  intrahepatickĨ cholangiocelul§rny karcin·m intrahepatic cholangiocarcinoma 

in ovo  vo vajci 

in vitro  v petriho miske 

in vivo  v ģivom organizme 

iPCR  inverzn® PCR     inverse PCR 

Ki   obliļka      kidney 



L  amplifikovan® fragmenty vŎavo od prov²rusu 

LHS  pŎ¼cny hemangiosark·m   lung hemangiosarcoma 

Li   peļeŔ      liver 

LTR  dlh® koncov® repet²cie   long terminal repeats 

Lu  pŎ¼ca      lungs 

MAV   helper v²rus AMV    myeloblastosis-associated virus 

M-MuLV       Moloney murine leukemia virus 

mRNA  RNA sl¼ģiaca ako predloha k transl§cii messenger RNA 

Ov  vajeļn²ky     ovaries 

Pa  pankreas     pankreas 

PCR  polymer§zov§ reŠazov§ reakcia  polymerase chain reaction 

pol  g®n k·duj¼ci retrov²rusov® enzĨmy  polymerase 

R  amplifikovan® fragmenty vpravo od prov²rusu 

RSV  v²rus Rousovho sark·mu   Rous sarcoma virus 

Sp  slezina      spleen 

SPF  ġpeci§lna l²nia bez patog®nov  specific pathogen free 

Te  semenn²ky     testes 

Th  tĨmus      thymus 

UTR  netranslatovan§ oblasŠ   untranslated region 

VIS   integraļn® miesto v²rusu   viral integrational site 

WLCB  White Leghorn inbredn§ l²nia CB  White Leghorn inbred CB line 
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1. Đvod 

Retrov²rusy s¼ obalen® RNA v²rusy, ktor® pri svojej replik§cii vyuģ²vaj¼ enzĨm reverzn¼ 

transkript§zu a s¼ schopn® integrovaŠ sa do DNA hostiteŎskej bunky. Pr§ve integr§cia do 

niektorĨch g®nov alebo ich okolia je jednĨm zo sp¹sobov, ako dok§ģu retrov²rusy sp¹sobiŠ 

n§dorov® bujnenie. Tento sp¹sob sa nazĨva inzerļn§ mutagen®za, po ktorej nasleduje chronick§ 

transform§cia bunky. Inzercia prov²rusu dovn¼tra alebo do okolia g®nu m¹ģe sp¹sobiŠ 

poġkodenie tohto g®nu (napr²klad poġkodenie expresie n§dorov®ho supresoru), alebo naopak, 

m¹ģe viesŠ k zvĨġeniu aktivity g®nu pomocou siln®ho v²rusov®ho promotoru v ļasti zvanej 

LTR (long terminal repeat). Takto s¼ deregulovan® protoonkog®ny (zvĨġen²m ich expresie). Ak 

vŅaka sp¹sobenĨm zmen§m doch§dza k n§dorovej transform§cii bunky, t§to m¹ģe prer§sŠ 

bunky ostatn® a vytvoriŠ n§dor. 

Vt§ļie leuk·zov® v²rusy (avian leukosis virus, ALV) patria do skupiny Alfaretrov²rusov 

a svojmu hostiteŎovi m¹ģu sp¹sobovaŠ cel® spektrum n§dorov, an®mie, ļi spomaŎovaŠ rast 

zvieraŠa a sp¹sobovaŠ jeho chradnutie. KeŅģe infikuj¼ hlavne hydinu, sp¹sobuj¼ veŎk® 

hospod§rske ġkody a ekonomick® straty, najmª v d¹sledku mas²vneho ¼hynu a eradikaļnĨch 

opatren² v hydinovĨch chovoch a to hlavne v Ļ²ne a juhovĨchodnej Ćzii. Aktu§lne s¼ 

najvĨznamnejġie infekcie ALV podskupiny J (ALV-J), ktor® vyvol§vaj¼ hlavne myel·my 

a hemangiosark·my. 

KeŅģe ALV-J v²rusy sp¹sobuj¼ vznik n§dorov pomocou inzerļnej mutagen®zy bez potreby 

k·dovania vlastn®ho onkog®nu, moģno s¼diŠ, ģe lokusy zasiahnut® vo viacerĨch nez§vislĨch 

n§doroch s¼ zodpovedn® za vznik dan®ho n§doru. Tieto g®ny je moģn® detegovaŠ pomocou 

mapovania okolia integrovan®ho prov²rusu. Medzi g®ny, ktor® boli identifikovan® ako 

zodpovedn® za vznik n§doru patr² napr²klad onkog®n MYC, ktorĨ bol v kurac²ch B-lymf·moch 

opakovane aktivovanĨ integr§ciou prov²rusu ALV (W S Hayward, Neel, and Astrin 1981a). 

ńalġie identifikovan® vġeobecn® miesta integr§cie (CIS) v kurac²ch B-lymf·moch s¼ MYB, 

BIC, ļi TERT (Clurman and Hayward 1989, Yang et al. 2007). 

PrvĨm pr²rodnĨm izol§tom podskupiny J je v²rus HPRS-103, ktorĨ bol izolovanĨ v roku 

1987-1988 vo VeŎkej Brit§nii z kurļaŠa mªsov®ho typu. Tento v²rus vyvol§val hlavne 

myel·my a ren§lne aden·my (L. N. Payne and Nair 2012a). Spolu s v²rusom MAV-J, ktorĨ 

vznikol prenosom g®nu pre obalovĨ glykoprote²n z HPRS-103 do v²rusu MAV, tvor² HPRS-
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103 z§klad in vivo pokusov uvedenĨch v tejto pr§ci. Pr§ca sa takisto venuje identifik§cii 

vġeobecnĨch miest integr§cie tĨchto v²rusov ved¼cich k vzniku r¹znych typov n§dorov a tĨm 

potvrdzuje a prehlbuje doterajġie vedomosti v tejto oblasti.  
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2. Liter§rny prehŎad 

2.1 Retrov²rusy 

V²rusy s¼ infekļn® mikroskopick® aģ submikroskopick® nebunkov® ļastice, ktor® v r¹znej 

miere vyuģ²vaj¼ bunky organizmov na vlastn® pomnoģenie. Medzi sebou sa l²ġia v type 

hostiteŎa, veŎkosti gen·mu, sp¹sobe infekcie a mnohĨch Ņalġ²ch aspektoch, ale vġetky v²rusy 

maj¼ spoloļn® to, ģe nek·duj¼ translaļnĨ apar§t.  

Retrov²rusy patria medzi v²rusy, ktorĨch gen·m tvoria dve molekuly jednoreŠazcovej RNA, 

ktor§ m§ pozit²vnu orient§ciu. Vo viri·ne si okrem genetickej inform§cie nes¼ aj enzĨm 

reverzn¼ transkript§zu, pomocou ktor®ho je jednoreŠazcovĨ RNA gen·m prepisovanĨ do 

dvojreŠazcovej cDNA podoby. T§ je integrovan§ do DNA hostiteŎskej bunky a nazĨva sa 

prov²rus. V²rus je do gen·mu hostiteŎskej bunky integrovanĨ v podobe ļasti DNA obsahuj¼cej 

g®ny (gag, pol, env, pr²padne Ņalġie) ohraniļenej dvomi sekvenciami LTR (long terminal 

repeat). LTR sekvencie vznikaj¼ pri reverznej transkripcii koncovĨch ļast² gen·mu 

retrov²rusov a maj¼ ¼lohu v inzercii v²rusu do gen·mu hostiteŎskej bunky v podobe prov²rusu 

a sl¼ģi ako kontroln® centrum g®novej expresie. 

Genetick§ inform§cia retrov²rusov nesie tri z§kladn® g®ny, ktorĨmi s¼ gag, pol a env. Tie s¼ 

exprimovan® pomocou hostiteŎsk®ho apar§tu. G®n gag k·duje hlavĨ ġtrukt¼rny polyprote²n 

nevyhnutnĨ na poskladanie v²rusovĨch ļast²c, pol k·duje enzĨmy reverzn¼ transkript§zu, 

integr§zu, prote§zu a RN§zu H a env k·duje obalov® glykoprote²ny, z ktorĨch povrchovĨ 

prote²n je zodpovednĨ za vªzbu v²rusu na receptor a teda aj tropizmus v²rusu 

a transmembr§novĨ prote²n zas za f¼ziu membr§ny v²rusu s cytoplazmatickou membr§nou 

bunky. V²rusov® ļastice obalen® fosfolypidovou membr§nou, ktor¼ z²skavaj¼ pri op¼ġŠan² 

bunky pomocou puļania nie s¼ infekļn®, kĨm prote§za nenaġtep² prekurzory na funkļn® 

prote²ny. Toto sa nazĨva matur§cia a doch§dza k nej z d¹vodu predch§dzania opªtovnej 

infekcii buniek, ktor® uģ infikovan® s¼.  

 

2.1.1 Onkog®nne retrov²rusy 

PodŎa sp¹sobu, akĨm retrov²rusy prispievaj¼ k n§dorovej transform§cii hostiteŎskĨch buniek 

sa delia na ak¼tne transformuj¼ce a chronicky transformuj¼ce. Rozdiel nie je len v samotnom 
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sp¹sobe, akĨm tieto dve skupiny indukuj¼ n§dory transform§ciou hostiteŎskĨch buniek, ale aj 

v rĨchlosti, akou sa to deje.  

2.1.1.1 Ak¼tne transformuj¼ce retrov²rusy 

Ak¼tne transformuj¼ce retrov²rusy s¼ v²rusy, ktor® okrem z§kladnĨch g®nov nes¼ vo svojom 

gen·me aj p¹vodne bunkov® protoonkog®ny. Tie s¼ do v²rusov®ho gen·mu zahrnut® pri 

replik§cii v²rusu.  KeŅģe vªļġinou je takĨto protoonkog®n poġkodenĨ, st§va sa z neho onkog®n, 

ktorĨ po v²rusovej infekcii bunky rĨchlo transformuje. Ak¼tne transformuj¼ce retrov²rusy 

vyvol§vaj¼ n§dory veŎmi rĨchlo, vªļġinou v priebehu dn² aģ tĨģdŔov. KeŅģe v²rus vo svojom 

gen·me nesie onkog®n, transform§cia buniek bĨva veŎmi ¼ļinn§ a vznikaj¼ tak polyklon§lne 

n§dory. 

VeŎkosŠ gen·mu jednotlivĨch v²rusov je limitovan§ a vªļġina ak¼tne transformuj¼cich 

retrov²rusov v d¹sledku zisku onkog®nu str§ca ļasŠ svojho gen·mu, ļ²m sa st§vaj¼ neschopn® 

replik§cia, teda replikaļne defektn®. Tak®to v²rusy potrebuj¼ replikaļne kompetentĨ (takzvanĨ 

helper) v²rus, ktorĨ poskytne ak¼tne transformuj¼cemu v²rusu prote²ny na vznik viri·nu, do 

ktor®ho sa zbal² genetick§ inform§cia transformuj¼ceho retrov²rusu. Takto vzniknut® ļastice sa 

nazĨvaj¼ pseudotypy. 

PrvĨm objavenĨm onkog®nnym retrov²rusom bol v²rus Rousovho sark·mu (RSV), ktorĨ podŎa 

svojho n§zvu sp¹soboval sark·my kurļiat (Rous 1911). Nesk¹r bolo zisten®, ģe g®n, ktorĨ RSV 

nesie pravdepodobne nem§ v²rusovĨ p¹vod, pretoģe DNA norm§lnych kurac²ch buniek 

obsahuje nukleotidov¼ sekvenciu pripom²naj¼cu ļasŠ v²rusov®ho transformuj¼ceho g®nu 

(Stehelin et al. 1976). Po identifik§cii g®nu v-src bolo Ņalej zisten®, ģe za n§dorov¼ 

transform§ciu buniek a rĨchly vznik n§dorov (v priebehu mesiaca od aplik§cie) m¹ģe pr§ve 

v-src, nie v²rus ako takĨ (Fung et al. 1983). Je nutn® podotkn¼Š, ģe tieto objavy boli moģn® aj 

preto, ģe na rozdiel od vªļġiny ak¼tne transformuj¼cich retrov²rusov, RSV je replikaļne 

kompetentnĨ a nepotrebuje helper v²rus. 

ńalġ²m ak¼tne transformuj¼cim retrov²rusom nes¼cim onkog®n je A-MuLV (Abelson murine 

leukemia virus), ktorĨ u myġ² sp¹sobuje lymfosark·m. Protoonkog®n c-abl v tomto pr²pade vo 

v²rusovom gen·me vytvoril hybridnĨ g®n gag-abl (Reddy, Smith, and Srinivasan 1983). Toto 

veŎmi vĨrazne ovplyvnilo koneļnĨ produkt, pretoģe na rozdiel od c-abl g®nu beģne 

vyskytuj¼ceho sa v bunke v podobe jadrov®ho prote²nu, vznikol prote²n lokalizovanĨ do 

plazmatickej membr§ny (Van Etten, Jackson, and Baltimore 1989; Rohrschneider and Najita 
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1984). KeŅģe A-MuLV v d¹sledku inzercie abl g®nu vªļġinu svojich g®nov stratil, tento v²rus 

nie je replikaļne kompetentnĨ a teda potrebuje helper v²rus, ktorĨm je M-MuLV (Moloney 

murine leukemia virus) (Reddy, Smith, and Srinivasan 1983). 

 

2.1.1.2 Chronicky transformuj¼ce retrov²rusy 

Chronicky transformuj¼ce retrov²rusy tvoria druh¼ skupinu onkog®nnych retrov²rusov. Tieto 

v²rusy na rozdiel od ak¼tne transformuj¼cich prispievaj¼ k vzniku n§dorov znaļne pomalġie 

(mesiace) a indukovan® n§dory vªļġinou nie s¼ polyklon§lne ako tomu je u ak¼tne 

transformuj¼cich retrov²rusov. D¹vodom je n²zka pravdepodobnosŠ n§dorovej transform§cie, 

ļo znamen§, ģe pozorovan® n§dory s¼ tvoren® jednĨm alebo niekoŎko m§lo bunkovĨmi klonmi. 

V pr²padoch takĨchto n§dorov sa daj¼ zistiŠ takzvan® integraļn® miesta prov²rusu. KeŅģe len 

mal® percento z infikovanĨch buniek je n§dorovo transformovanĨch, moģno s¼diŠ, ģe t§ dan§ 

integr§cia m¹ģe maŠ vĨznamnĨ vplyv na bunkov¼ transform§ciu, jej schopnosŠ prer§sŠ okolit® 

bunky a daŠ vznik n§doru. Tieto v²rusy taktieģ nenes¼ ģiaden onkog®n a nie s¼ schopn® 

transformovaŠ bunky in vitro. Bunky transformuj¼ takzvanou inzerļnou mutagen®zou. 

Inzerļn§ mutagen®za 

Aktiv§cia bunkovĨch (onko)g®nov inzerļnou mutagen®zou bola pozorovan§ u mnohĨch 

retrov²rusov pri nach§dzan² vġeobecnĨch miest integr§cie tĨchto prov²rusov. Existuje niekoŎko 

modelov, ako vysvetliŠ efekt integr§cie prov²rusu do okolia bunkov®ho g®nu, ktorĨ potenci§lne 

prispieva k n§dorovej transform§cii bunky. 

Model prom·torovej inzercie 

Pri ġt¼diu B-lymf·mov indukovanĨch infekciou ALV (avian leukosis virus) u kurļiat bola 

detegovan§ integr§cia prov²rusu do veŎmi podobnĨch miest kuracieho gen·mu u viacerĨch 

n§dorov. Bolo zisten®, ģe toto miesto integr§cie sa nach§dza v okol² g®nu c-myc a integr§cia 

prov²rusu vedie k nadexpresii tohto bunkov®ho protoonkog®nu, ļo n§sledne vedie k vzniku 

B-lymf·mov (William S. Hayward, Neel, and Astrin 1981a). Toto vysvetŎuje aj dlh¼ latenciu 

a malĨ vĨskyt n§dorov, pretoģe pravdepodobnosŠ, ģe sa prov²rus integruje presne do tohto 

miesta (za predpokladu relat²vne n§hodn®ho miesta integr§cie ALV) je mal§ a na dosiahnutie 

optim§lnych podmienok a deregul§cie bunky je veŎmi pravdepodobne potrebn§ viac neģ len 

jedna integr§cia. Vzniknut® n§dory s¼ preto vªļġinou monoklon§lne. Model prom·torovej 
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inzercie je uk§zanĨ aj na obr§zku 1, kde prov²rus integrovanĨ upstream od protoonkog®nu 

v rovnakej transkripļnej orient§cii je schopnĨ zosilniŠ expresiu dan®ho g®nu pomocou LTR. 

 

Obr§zok 1: Model prom·torovej inzercie. Prov²rus sa integruje bezprostredne pred protoonkog®n, ļ²m zosiln² 

expresiu bunkov®ho g®nu z LTR. 

 

 

Obr§zok 2 Obr§zok 3:Model aktiv§cie enhanceru. Prov²rus vyuģ²va silnĨ enhancer v LTR na aktiv§ciu 

prom·toru g®nu, ļo vedie k zvĨġeniu jeho expresie. 

 

Model aktiv§cie enhanceru 

ńalġia moģnosŠ integr§cie prov²rusu do okolia g®nu je napr²klad integr§cie upstream od 

zaļiatku g®nu, avġak v opaļnej transkripļnej orient§cii. Toto bolo pozorovan® znova pri B-

lymf·moch indukovanĨch ALV, kedy bola znova pozorovan§ integr§cia do okolia g®nu c-myc. 

V tomto pr²pade sa vġak vyskytovali tri moģn® varianty. Prv§ z nich bola prom·torov§ inzercia, 

kedy sa prov²rus integroval upstream od g®nu v zhodnej orient§cii. Druh§ bola downstream od 
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g®nu, v rovnakej transkripļnej orient§cii ako c-myc a tretia upstream od g®nu, avġak v opaļnej 

orient§cii. KeŅģe vġetky tieto pr²pady viedli k vzniku n§doru, je pravdepodobn®, ģe napriek 

opaļnej orient§cii, pr²padne integr§cii downstream od g®nu, m§ prov²rus st§le moģnosŠ nejako 

regulovaŠ (resp. zvĨġiŠ) transkripciu dan®ho g®nu. Je s¼den®, ģe prov²rus vyuģ²va svoj silnĨ 

enhancer v LTR oblasti na aktiv§ciu c-myc prom·toru, ļo m§ za n§sledok zvĨġenie expresie c-

myc (obr.2) (G. S. Payne, Bishop, and Varmus 1982).  

 

2.2 Vt§ļie retrov²rusy 

Ġt¼dium vt§ļ²ch retrov²rusov nepochybne do veŎkej miery prispelo k poznaniu mechanizmov 

n§dorovej transform§cie. VeŅ prvĨm identifikovanĨm bunkovĨm protoonkog®nom v s¼vislosti 

s vt§ļ²mi retrov²rusmi bol pr§ve src, ktorĨ v zmenenej forme v-src obsahuje RSV, ļ²m veŎmi 

efekt²vne v ļasovom intervale niekoŎkĨch dn² aģ tĨģdŔov vyvol§va n§dory u kurļiat (P Rous 

1910; Peyton Rous 1911). 

Vt§ļie retrov²rusy s¼ skupina v²rusov v dneġnej dobe postihuj¼cich hlavne kurence. U svojho 

hostiteŎa vyvol§vaj¼ veŎk® spektrum n§dorovĨch ochoren² a hoci sa vo vªļġine zem² sveta 

podarilo obmedziŠ ich vĨskyt v priemyselnĨch chovoch hydiny, v Ļ²ne a juhovĨchodnej Ćzii 

do dneġn®ho dŔa predstavuj¼ probl®m spojenĨ s vysokĨm ¼hynom zvierat a teda aj veŎkĨmi 

hospod§rskymi a ekonomickĨmi stratami. Napriek tomu, ģe vakc²na proti vt§ļ²m retrov²rusom 

v dneġnej dobe nie je dostupn§, v hydin§rskych veŎkochovoch prebehli a st§le prebiehaj¼ 

¼speġn® eradikaļn® programy zaloģen® na molekul§rnej diagnostike a n§slednĨch karant®nnych 

opatreniach (L. N. Payne and Howes 1991; Dong et al. 2015). 

Vt§ļie leuk·zov® v²rusy (ALV) s¼ v²rusy, ktor® sp¹sobuj¼ najmª (ale nie len) leuk·zy u vt§kov 

a patria medzi Alfaretrov²rusy. D¹leģitĨm g®nom vt§ļ²ch retrov²rusov je g®n k·duj¼ci obalov® 

glykoprote²ny, env. PodŎa toho, akĨ env g®n danĨ v²rus nesie, je zaraŅovanĨ do podskup²n. 

S¼ļasn® zn§me podskupiny vt§ļ²ch retrov²rusov s¼ A-E, J a K, skupiny F-I patria medzi 

endog®nne retrov²rusy vyskytuj¼ce sa hlavne u divoko ģij¼cich vt§kov (baģanty, jarabice, 

prepelice) (Sandelini and Estola 1974 ; Cui et al. 2014). Toto radenie je veŎmi d¹leģit®, keŅģe 

obalov® glykoprote²ny (konkr®tne povrchovĨ prote²n SU) s¼ zodpovedn® za naviazanie v²rusu 
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na receptor, a teda urļuj¼ vn²mavosŠ bunky voļi v²rusu. Podskupina, do ktorej ten danĨ v²rus 

patr² bĨva uv§dzan§ za jeho n§zvom.  

2.2.1 Podskupina A 

ALV -A (vt§ļ² leuk·zovĨ v²rus podskupiny A) je najrozġ²renejġou podskupinou ASLV (vt§ļie 

sark·mov® a leuk·zov® v²rusy) v komerļnĨch chovoch hydiny, no len u mal®ho percenta 

zvierat indukuje vznik n§dorov®ho ochorenia. Medzi n§dory, ktor® ALV-A sp¹sobuje patr² 

najmª B-lymf·m, ktor®ho p¹vod zaļ²na v bunk§ch Fabriciovej burzy a nesk¹r tvor² metast§zy, 

ktor® zasahuj¼ peļeŔ a slezinu, zriedkavo aj in® org§ny. ALV-A patr² medzi chronicky 

transformuj¼ce v²rusy a na transform§ciu bunky vyuģ²va inzerļn¼ mutagen®zu. Retrov²rusy, 

ktor® prispievaj¼ k vzniku n§dorov met·dou inzerļnej mutagen®ze s¼ akt²vne testovan® na 

vĨskyt vġeobecnĨch miest integr§cie, pretoģe pr§ve vġeobecn® miesta integr§cie by mohli 

odhaliŠ potenci§lne bunkov® onkog®ny, alebo in® g®ny ¼ļastniace sa napr²klad bunkovej 

replik§cie, prolifer§cie, rastu alebo apopt·zy. Deregul§cia mnohĨch g®nov zasiahnutĨch 

inzerļnou mutagen®zou bola potvrden§ aj v ŎudskĨch n§doroch. 

 

Obr§zok 3: Obr§zok 4: PrehŎad 49 vġeobecnĨch miest integr§cie ALV-A zoradenĨch podŎa poļtu integr§ci² do 

uveden®ho (najbliģġieho) g®nu (prevzat® od J. F. Justice, Morgan, and Beemon 2015). 
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R¹zne v²rusy A podskupiny ALV dok§ģu indukovaŠ n§dory r¹zne rĨchlo, ale vªļġina 

vznikaj¼cich n§dorov s¼ B-lymf·my. Pri hŎadan² vġeobecnĨch miest integr§cie v²rusu 

zodpovednĨch za vznik B-lymf·mov u kurļiat bolo identifikovanĨch hneŅ niekoŎko g®nov (J. 

F. Justice, Morgan, and Beemon 2015). PrehŎad tĨchto g®nov aj s poļtom integr§ci² ukazuje 

obr§zok 3. 

 

2.2.2 Podskupina B 

MAV -B (myeloblastosis-associated virus) je jeden z predstaviteŎov B podskupiny vt§ļ²ch 

retrov²rusov. MAV-B sa del² na dva z§kladn® typy v z§vislosti od toho, akĨ n§dor najviac 

indukuje. MAV-B(O) je zodpovednĨ za vysok® percento vĨskytu osteopetr·zy u kurļiat (Smith 

and Moscovici 1969) a s malou pravdepodobnosŠou indukuje aj nefroblast·my, MAV-B(N) 

sp¹sobuje zas vo vysokom percente pr²padov nefroblast·my (n§dorov® ochorenie obliļiek) 

(Walter, Burmester, and Cunningham 1962). Tieto v²rusy (MAV-B(O) a MAV -B(N) je moģn® 

mnoģiŠ na bunkovĨch CEF (chicken embryonal fibroblast) kult¼rach a takisto je moģn§ ich 

titr§cia plakovou esejou (Graf 1972).  

Morfol·gia n§dorov je u MAV -B nefroblast·mov porovnateŎn§ s ŎudskĨm n§dorovĨm 

ochoren²m obliļiek nazĨvanĨm Wilmsov tumor (Nicholson 1931), ale tieģ s nefroblast·mami 

n§jdenĨmi u inĨch zvierat (maļky, psy, ovce, zajace, dobytok...) (Bell and Henrici 1916 ; Jones 

1952 ; Plummer 1951 ; Wattst and Smith 1980) 

Aj v tomto pr²pade bolo zauj²mav® zisŠovaŠ vġeobecn® miesta integr§cie prov²rusov, eġte o to 

viac, keŅ iġlo o n§dory s takou veŎkou podobnosŠou medzi jednotlivĨmi zvieratami 

a ļlovekom. Ako vġeobecn® miesto integr§cie bol identifikovanĨ g®n twist. Funkcia g®nu twist 

v embryon§lnych bunk§ch nie je zatiaŎ objasnen§. U vt§ļ²ch nefroblast·mov indukovanĨch 

v²rusom MAV-2 bola zisŠovan§ miera expresie tohto g®nu. Bolo zisten®, ģe mRNA g®nu twist 

izolovan§ z nefroblast·mov nenesie mut§cie a g®n je len nadexprimovanĨ. To viedlo 

k hypot®ze, ģe sa jedn§ o protoonkog®n. 

 

2.2.3 Podskupina J 

ALV -J bol objavenĨ v 80. rokoch 20. storoļia a prvĨkr§t izolovanĨ v roku 1987-1988 vo 

VeŎkej Brit§nii ako prvĨ pr²rodnĨ izol§t z kurļaŠa mªsov®ho typu nazvanĨ HPRS-103. Tento 
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v²rus vyvol§val najmª ren§lne aden·my a myel·my (L. N. Payne and Nair 2012 ; L. N. Payne, 

Gillespie, and Howes 1992). ALV-J predstavuje dodnes veŎk® probl®my v hydinovĨch 

chovoch, najmª v Ļ²ne a juhovĨchodnej Ćzii. Spektrum n§dorov indukovanĨch infekciou 

ALV -J je tu vĨrazne vªļġie. Medzi najviac pozorovan® n§dory asociovan® s ALV -J tu patria 

hemangi·my (50 %) a myelocyt·my (38,6 %), ale pozorovanĨ je tieģ vĨskyt lymf·mov, 

histiocytickĨch sark·mov, fibrosark·mov a adenokarcin·mov ļreva (Cheng et al. 2010).  

 

Obr§zok 4: Vġeobecn® miesta integr§cie ALV-J u myeloidnej leuk·zy. Ġ²pky ukazuj¼ miesto inzercie prov²rusu 

v kuracom gen·me a transkripļn¼ orient§ciu (hore ï forward, dole ï reverse) (prevzat® z Li et al. 2014). 

 

ALV -J sa stal aj z§ujmom vĨskumu so zameran²m na odhalenie vġeobecnĨch miest integr§cie 

ved¼cich k n§dorovej transform§cii. Bolo zisten®, ģe tak, ako in® chronicky transformuj¼ce 

retrov²rusy, aj ALV-J vyuģ²va inzerļn¼ mutagen®zu ļo znamen§, ģe vġeobecn® miesta jeho 

integr§cie pozorovan® u r¹znych typov n§dorov zasahuj¼ priamo g®ny patriace medzi 

protoonkog®ny, n§dorov® supresory, alebo in® g®ny vykon§vaj¼ce v bunke funkcie spojen® 

s apopt·zou, bunkovou prolifer§ciou, jej delen²m a podobne. U hemangi·mov bol ako 

vġeobecn® miesto integr§cie ALV-J identifikovanĨ g®n MET, ktor®ho d¹leģit§ ¼loha vo vzniku 

rakoviny je zn§ma (Justice et al. 2015 ; Gherardi et al. 2012). Mut§cia a nadexpresia g®nu MET 

boli pozorovan® aj u ŎudskĨch n§dorov mozgu, karcin·mov prsn²kov a n§dorov pankreasu 

spojenĨch so zlou progn·zou a malou pravdepodobnosŠou vylieļenia (Abounader and Laterra 
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2005 ; Garcia et al. 2007 ; Peghini et al. 2002). U myeloidnej leuk·zy sp¹sobenej J podskupinou 

retrov²rusov boli urļen® hneŅ tri vġeobecn® miesta integr§cie a to MYC, TERT a ZIC1 (Y. Li 

et al. 2014). Rozloģenie jednotlivĨch integr§ci² tak, ako boli identifikovan® je pre lepġiu 

predstavu uk§zan® na obr§zku 4. Vġetky tieto g®ny boli takisto beģne identifikovan® ako 

deregulovan® v ŎudskĨch n§doroch (Dang 2012 ; Armanios and Greider 2005 ; Brill et al. 

2010).  

 

Chronicky transformuj¼ce retrov²rusy vyuģ²vaj¼ce proces inzerļnej mutagen®zy sa poļas rokov 

ukazuj¼ byŠ dobrĨm n§strojom na zisŠovanie g®nov prispievaj¼cich k transform§cii bunky. 

G®ny nach§dzan® ako vġeobecn® miesta integr§cie retrov²rusov ved¼ce k vznikom n§dorov s¼ 

ļasto identifikovan® ako deregulovan® alebo mutovan® aj v ŎudskĨch n§doroch a n§doroch 

inĨch zvierat. VĨskum v tejto oblasti m¹ģe prispieŠ k rozġ²reniu obzorov nielen vt§ļej 

n§dorovej biol·gie, ale m¹ģe sl¼ģiŠ aj ako potenci§lne vod²tko pri hŎadan² novĨch 

onkomarkerov ŎudskĨch n§dorovĨch ochoren².   
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3. Ciele pr§ce 

V²rusy vt§ļej leuk·zy (ALV) sp¹sobuj¼ znaļn® hospod§rske ġkody v chovoch hydiny. 

U napadnutĨch vt§kov spomaŎuj¼ rast, sp¹sobuj¼ chradnutie a vyvol§vaj¼ chronick® n§dorov® 

ochorenia. Priame straty aj n§klady na eradikaļn® programy percentu§lne zniģuj¼ vĨnosy 

hydin§rstva. Aktu§lne s¼ najvĨznamnejġie infekcie ALV podskupiny J (ALV-J) a nimi 

vyvol§van® myel·my a hemangiosark·my v Ļ²ne a celej juhovĨchodnej Ćzii.  

Preuk§zanĨm mechanizmom chronickej onkogen®zie retrov²rusmi, ktor® netransdukuj¼ ģiadny 

onkog®n, je inzerļn§ mutagen®za, tzn. integr§cia prov²rusu do hostiteŎsk®ho gen·mu 

reguluj¼ceho bunkov® delenie. Poġkodenie alebo naopak deregul§cia takĨch g®nov, 

protoonkog®nov alebo n§dorovĨch supresorov, vedie k transform§cii bunky a iniciuje n§dorov® 

bujnenie. K deregul§cii protoonkog®nov obvykle staļ² aj integr§cia prov²rusu do ich bl²zkosti.  

 

CieŎom tejto pr§ce je 

i. sledovaŠ chronick¼ onkogen®zu a spektrum n§dorov vyvolanĨch prototypom ALV-

J (kmeŔ HPRS-103) u outbrednĨch kurļiat Brown Leghorn a inbrednej l²nie CB, 

ii.  vytvoriŠ novĨ modelovĨ rekombinantnĨ v²rus podskupiny J prenosom g®nu pre 

obalovĨ glykoprote²n z HPRS-103 do v²rusu MAV, kde moģno oļak§vaŠ vyġġiu 

¼ļinnosŠ indukcie n§dorov, 

iii.  identifikovaŠ miesta integr§cie prov²rusov ALV-J pomocou met·dy iPCR vo 

veŎkom s¼bore takto experiment§lne indukovanĨch n§dorov. Okrem nami 

indukovanĨch n§dorov boli do analĨz zahrnut® aj vzorky n§dorov z²skan® v r§mci 

spolupr§ce so skupinou Dr. Venugopala Naira (The Pirbright Institute, VeŎk§ 

Brit§nia). 

iv. Genomicky a ġtatisticky pos¼diŠ, ļi s¼ niektor® integr§cie v zhlukoch (common 

integration site, CIS) naznaļuj¼cich asoci§ciu zasiahnutĨch okrskov gen·mu 

s indukciou n§dorov, 

v. identifikovaŠ v zistenĨch CIS kuracie g®ny, ktorĨch inzerļn§ mutagen®za a/alebo 

deregul§cia prispieva ku vzniku n§dorov konkr®tneho typu.  
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Naplnenie tĨchto cieŎov m¹ģe predstavovaŠ pokrok v poznan² patogen®zy hospod§rsky 

vĨznamn®ho v²rusu ALV-J. Identifik§cia potenci§lnych onkog®nov m¹ģe naviac pouk§zaŠ na 

nov® kandid§tne g®ny doposiaŎ opom²nan® pri ġt¼diu n§dorov ŎudskĨch.  
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4. Materi§ly a met·dy 

 

4.1 Materi§ly 

 

4.1.1 Prepar§cia plazmidovej DNA 

Bohat§ p¹da:  950 ml H2O 

   5 ml glycerol 

   0,5 ml [1M CaCl2 + 1 M MgCl2] 

   10 g trypton 

   20 g kvasinkovĨ extrakt, rozpustiŠ, sterilizovaŠ 

    + 25 ml 2M KNaHPO4-7,5 (--->  90 mM K, 5 mM Na, 50 mM PO4) 

 

2M KNaHPO4-7,5: 314 g K2HPO4 (411 g K2HPO4.3H2O)  ( 1800 mM) 

   31.5 g NaH2PO4.2H2O (24 g NaH2PO4) ( 200 mM) 

   500 ml H2O, rozpustiŠ poļas zahrievania, ochladiŠ,  

   doplniŠ H2O do 1000 ml. pH by malo byŠ asi 7,5. SterilizovaŠ. 

   Toto je veŎmi stabilnĨ nasĨtenĨ roztok, zatiaŎ ļo 1M NaHPO4  

   pri poklese teploty kryġtalizuje 

 

1 M CaCl2 + 1 M MgCl2: 21,9 g CaCl2.6 H2O (14,7 g CaCl2.2H2O) 

    20,3 g MgCl2.6 H2O 

    rozpustiŠ v H2O ( 100 ml, ~ ca 75 ml H2O), sterilizovaŠ 

 

10x TEG:    10x 25 mM TRIS-8,5 62,5 ml 1 M TRIS-8,5 

   10 mM EDTA  50 ml 0,5 M EDTA 

   100 mM gluk·za 45 g gluk·za 

   10 mM NaN3  5 ml 5 M NaN3 

      110 ml H2O 

 

NaOH+SDS:  0,2 M NaOH  1 ml 10 M NaOH 

   1% SDS  46,5 ml H2O 

      2,5 ml 20% SDS 
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10 M NH4Ac: 1542 g NH4Ac rozpusten® v presne 680 ml H2O (pri 50ÁC) 

 

10x TE+NaN3:  10x: 10 mM TrisCl ï 8,5  49 ml H2O 

   1 mM EDTA   5 ml 1 M Tris ï 8,5 

   10 mM NaN3   1 ml 5 M NaN3 

       1 ml 500 mM EDTA 

 

TE+RNAse:  50 ml TE+NaN3 

(100 Õg/ml)  500 Õl denatur. RNAseA  

 

5M NaN3:  16,5 g NaN3 

   rozpustiŠ v H2O,  50 ml 

 

denatur. RNAse:  1 ml TE+NaN3 + 10 mg RNAse, rozpustiŠ,  

(10 mg/ml)  mikrosk¼mavku vloģiŠ do kadiļky s vriacou vodou, nechaŠ vġetko 

vychladn¼Š na stole, zamraziŠ, rozmraziŠ, stoļiŠ vyzr§ģan® prote²ny; 

   Ą 10 mg/ml; aktivita denatur§ciou klesne na 20-50 %. 

  

2x DNApurif:  500 mM NaAc-7,0  38 ml H2O 

         15 mM EDTA -8,5  10 ml 2,5 M NaAc 

   5 mM NaN3   1,5 ml 0,5 M EDTA 

   0,2% SDS   50 ul 5 M NaN3 

   200 ug/ml glykogen  500 ul 20% SDS 

       500 ul glykogenu (20 mg/ml) 

             

5x DNApurif:  60 mM EDTA-8,5  12,5 ml H2O 

    (pouģ²vat  5 mM NaN3   1,8 ml 0,5 M EDTA 

 1/4 objemu +  0,5% SDS   15 ul 5 M NaN3 

   1/6 objemu  500 ug/ml glykogen  375 ul 20% SDS  

 2,5 M NaAc)      375 ul glykogenu (20 mg/ml) 

 

4.1.2 Enzymatick® reakcie 

10x BSA: 10x  200 Õg / ml BSA  100 mg BSA 

       50 ml H2O 
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10x BSAsp: 10x  200 Õg / ml BSA  10 ml 10xBSA 

   1 mM spermidin  100 Õl 1M spermidin 

 

10x lig: 10x  50 mM TRIS-7,5  25 ml 1 M TRIS-7,5 

   10 mM MgCl2   5 ml  1 M MgCl2 

   5 mM DTT   2,5 ml 1 M DTT 

   100 ÕM ATP   0,5 ml 100 mM ATP 

       17 ml H2O 

 

100 mM ATP: 55,1 mg / ml TE+NaN3 

 

1 M DTT:  1,55 g + H2O do 10 ml 

 

4.1.3 G®lov§ elektrofor®za a izol§cia fragmentov 

10x TBE:  (1x TBE ~ 89 mM TRIS + 89 mM H3BO3 + 2 mM EDTA) 

  216 g TRIS-baze  

   110 g kyselina borit§ 

   80 ml 0,5M EDTA 

   1700 ml H2O  

  

TBE+NaAc pufor:  100 ml 10x TBE 

   (50 mM NaAc) 20 ml  2,5 M NaAc 

   880 ml H2O 

 

2,5 M NaAc: 340 g NaAc.3H2O rozpustiŠ a doplniŠ na 1 000 ml 

 

0,5M EDTA:   187 g EDTA Na2.2H2O 

   840 ml H2O 

   pH  8 s pouģit²m pH testovacieho pr¼ģku (+ ca 60 ml 10M NaOH) 

 

koncentr. DNAload: 32 ml 25% Ficoll 400 

   14 ml glycerol 

   po 2 ml 1% XC a 1% BFB (v TBE+NaN3) 
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5x loadEDTA: 22 ml konc. DNAload + 3 ml 0,5 M EDTA 

 (60 mM EDTA) 

 

2x loadEDTA: 17,5 ml konc. DNAload + 1,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaN3 

(15 mM EDTA) doplniŠ H2O na 50 ml 

  

1x loadEDTA: 8,8 ml konc. DNAload + 0,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaN3 

(5 mM EDTA) doplniŠ H2O na 50 ml 

 

5x PCR load:  8,8 ml konc.DNAload 

(15 mM EDTA) 0,9 ml H2O 

   300 Õl 0,5 M EDTA 

 

2x PCR load:  3,5 ml konc.DNAload 

(5 mM EDTA) 6,4 ml H2O 

   100 ul 0,5 M EDTA 

 

2,5 M NaAc: 340 g NaAc.3H2O rozpusten® a doplnen® na 1 000 ml 

 

10M LiCl:    212 g LiCl (~ 302 g LiCl.H2O) 

   H2O do 500 ml 

    + 1 ml 5M NaN3 

 

4.1.4 PCR 

TDV mix:    965 Õl H2O 

(na 100 vzoriek)  400 Õl 5x LongAmp pufor 

   15 Õl 100 mM MgSO4 

   100 Õl 10 mM dNTP 

   20 ul TDV polymer§zy 

 

TDV polymer§za: 100 ul Taq polymer§zy (~ 500 U) 

   1,25 ul DeepVent polymer§zy (~ 2,5 U) 
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EA mix:    9,92 ml H2O 

   75 Õl 500 mM EDTA 

   10 Õl 5 M NaN3 

 

50mM (NH4)2SO4+1mM EDTA:   49 ml H2O 

     1,25 ml 2 M (NH4)2SO4 

     100 ul 0,5 M EDTA 

 

2M (NH4)2SO4:  13,3 g (NH4)2SO4 

   rozpustiŠ v 42,5 ml H2O 

 

Pouģit® primery:  

HPRS LTRrev CTTCCACCAATCGACGTGTACAGTGC 

HPRS UT5for  ATGGCTTCATTTGGTGACCCCGATG 

MAV7344rev  TAAGACTACATTTCCCCCTCCCTATGCAAAAGC 

MAV323for  CCTGGGTTGATGGCCGGACCG 

MAV97rev  TCCTTCGCCACCAATGGGATCATATAATACC 

MAV382for  AAGGCTTCATTTGGTGACCCCGACG 

envJfor  GAGAAGACACCCTTGCTGCCAT 

envJrev  CGCCCCACCAGTCCCATTAAC 

gMETj5for  CAGGTCTGATTGTGAACCGAATATCTTATTCAGAGC 

gMETj61rev  CCCTGTCGTGGTTAGAGATAGGGAGC 

MAV5226for  TGCTGGTCTGGGGACGAGGTTATGC 

HPRS Bcl rev  CGCCTTATGAATGGACTCACTATGATCACTG 

HPRS Bcl for  CAGTGATCATAGTGAGTCCATTCATAAGGCG 

HPRS XbaIrev CGTTCGGAATCTAGAGCTGCTCCC 

 

 

4.1.5 Sekvenovanie 

ExoSAPmix:  120 ul H2O 

(100 vzoriek)  20 ul 10xThermoPol 

   50 ul rSAP (~ 50 U definovanĨch na p-nitrofenylfosf§t) 

   10 ul ExoI (~ 200 U) 
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primerMIX :  10 ul 10 mM EDTA  

(100 vzoriek)  250 ul 10 uM primer  

   450 ul H2O 

 

4.1.6 Zvierat§ a bunkov® kult¼ry 

Pokusn® zvierat§: 

Kura: outbredn® plemeno Brown Leghorn 

 inbredn§ l²nia CB plemeno White Leghorn 

 

Bunkov§ l²nia:  

DF-1 ï kuracia fibroblastov§ l²nia bez endog®nnych prov²rusov ALV 

 

F12 m®dium:  235 ml TK H2O 

   250 ml DMEM/F12 

   15 ml NaHCO3 

   40 ml fet§lne s®rum 

   10 ml kuracie s®rum 

   5 ml antibiotik§  

 

Trypsin + EDTA  0,125%(w/v) trypsin + 0,01% EDTA v PBS 
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4.2 Met·dy 

 

4.2.1 Molekul§rne klonovanie 

 

Transform§cia bakt®ri²  

50 Õl kompetentnĨch bakt®ri² bolo rozmrazenĨch v Ŏade, hneŅ po rozmrazen² k nim bolo 

pridanĨch 2,5 Õl ligaļnej reakcie a boli kr§tko, jemne zvortexovan®. Po 30 min¼tovej inkub§cii 

pri 0ÁC nasledoval tepelnĨ ġok (50 sek¼nd 42ÁC ) a znova inkub§cia 5 min¼t pri 0ÁC. N§sledne 

boli bakt®rie rozotren® na bakteri§lnu misku s priemerom 10 cm s ampicilinovĨm antibiotikom 

(100 Õg/ml) a inkubovan® cez noc pri 37ÁC. 

 

Prepar§cia plazmidovej DNA 

V 10 ml mikrobiologickej sk¼mavke bolo zaoļkovanĨch 2,2 ml bohatej p¹dy transformovanou 

bakteri§lnou kol·niou a ponechan® nar§sŠ cez noc do stacion§rnej f§zy. 1,8 ml kult¼ry bolo 

n§sledne prenesenĨch do 2 ml centrifugaļnej sk¼mavky a centrifugovanĨch 5 sek¼nd 21 130 

RCF pri izbovej teplote, vodn§ f§za bola odobrat§ a pelet resuspendovanĨ v 150 Õl TEG 

intenz²vnym vortexom, aby ģiadny sediment neostal na dne. N§sledne bolo za vortexovania 

pridanĨch 300 Õl NaOH+SDS, potom 450 Õl 10M NH4Ac a nakoniec 500 Õl fenol-chloroformu 

(1:1). Obsah mikrosk¼mavky bol znovu intenz²vne zvortexovanĨ a centrifugovanĨ 10 min¼t za 

chladenia (5ÁC ). 800 Õl vodnej f§zy bolo odobranĨch do 1,5 ml mikrosk¼mavky a doplnenĨch 

500 Õl izopropanolu. Po premieġan² bol obsah sk¼mavky inkubovanĨ pri izbovej teplote 1 

min¼tu a centrifugovanĨ 10 min¼t za izbovej teploty. Vodn§ f§za bola odstr§nen§ a sediment 

opl§chnutĨ 1 ml 80% etanolu a znovu centrifugovanĨ 5 min¼t za izbovej teploty. Sediment bol 

vysuġenĨ pri 50ÁC, rozpustenĨ v 50 Õl TE+RNAse a aspoŔ 30 min¼t inkubovanĨ v 50ÁC. Takto 

pripraven§ DNA mohla byŠ priamo pouģit§ na transfekciu bunkovĨch kult¼r.  

 

Izol§cia DNA z low-melting agar·zov®ho g®lu 

PoģadovanĨ fragment DNA bol a pod UV 360 nm cez sklenen¼ dosku vyrezanĨ a vloģenĨ do 

mikrosk¼mavky s 950 Õl 2M LiCl + 100 Õg/ml glykog®nu. Nasledovala inkub§cia aspoŔ 10 

min¼t pri izbovej teplote, n§sledne 5 min¼t pri 70ÁC, vortex a ochladenie na 40ÁC. DNA bola 

potom extrahovan§ 400 Õl fenolu, vortexovan§ a centrifugovan§ 10 min¼t pri 5ÁC. Vodn§ f§za 

bola odobrat§ do novej mikrosk¼mavky, doplnen§ 1 objemom izopropanolu, inkubovan§ 10 

min¼t pri izbovej teplote a centrifugovan§ 20 min¼t pri izbovej teplote. Vodn§ f§za bola 
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odstr§nen§ a sediment opl§chnutĨ 1 ml 80% etanolu bez ak®hokoŎvek mieġania alebo 

vortexovania. Etanol bol odstr§nenĨ a sediment suġenĨ pri teplote 50ÁC. N§sledne bola DNA 

rozpusten§ v 10-50 Õl TE+NaN3. 

 

Lig§cia DNA fragmentov 

Zloģenie ligaļnĨch reakci² bolo nasledovn®: 

50 ng plazmidu 

20 ng na kaģdĨch 100bp dŌģky (inzert) 

1 Õl 10x lig pufor 

1 Õl 10 BSA 

doplnen® H2O do 10 Õl 

0,5 Õl T4 DNA lig§zy (~ 200 NEB jednotiek) 

Reakcie boli inkubovan® pri izbovej teplote po dobu 1 hodiny.  

 

F¼zne PCR 

PCR reakcia (prvĨ stupeŔ f¼zneho PCR) mala tak®to zloģenie: 

11 Õl H2O 

4 Õl 5x Phusion HF pufor 

2,2 Õl 10 mM MgCl2 

1 Õl 10 mM dNTPs  

1 Õl 10 ÕM primer MAV5226for alebo HPRS Xba rev ("vonkajġ²" primer) 

0,2 Õl ÕM primer HPRS Bclrev alebo HPRS Bclfor ("vn¼tornĨ" primer) 

1 Õl plazmidu pHPRS103 linearizovan®ho enzĨmom ApaLI alebo plazmidu pMAV-J 

linearizovan®ho enzĨmom EcoRI (oboje narieden® na 5 ng DNA/Õl) 

1 Õl Phusion polymer§zy (~ 2 U) 

 

Na PCR reakciu bol pouģitĨ tento program: 

 90ÁC 10 sek. 

 98ÁC 60 sek. 

(98ÁC 10 sek. 

 72ÁC 5 min.)12x 

 72ÁC 20 min. 

 5ÁC  
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F¼zna reakcia (druhĨ stupeŔ f¼zneho PCR) mala tak®to zloģenie: 

27,5 Õl H2O 

10 Õl 5x Phusion HF pufor 

5,5 Õl 10 mM MgCl2 

2,5 Õl 10 mM dNTPs  

2,5 Õl primer MAV5226for 

2,5 Õl primer HPRS XbaIrev 

0,5 Õl DNA PCR reakcie s fragmentom KpnI ï BclI 

0,5 Õl DNA PCR reakcie s fragmentom BclI ï XbaI  

2,5 Õl Phusion polymer§zy (~ 5 U) 

 

Na f¼znu PCR reakciu bol pouģitĨ tento program: 

 90ÁC 10 sek. 

 98ÁC 60 sek. 

(98ÁC 10 sek. 

 65ÁC 5 min. 

 72ÁC 5 min.)4x 

(98ÁC 10 sek. 

 72ÁC 10 min.)8x 

 72ÁC 20 min. 

 5ÁC  

 

4.2.2 Indukcia n§dorov 

Pr§ca s tkanivovĨmi kult¼rami a pas§ģovanie buniek 

Pr§ca s tkanivovĨmi kult¼rami (transfekcia, infekcia, rozmrazovanie, zamrazovanie, titr§cia, 

pas§ģovanie) bola vykon§van§ za sterilnĨch podmienok s pouģit²m lamin§rneho boxu. 

Lamin§rny box bol pred aj po pr§ci sterilizovanĨ UV-C ģiaren²m aspoŔ po dobu 30 min¼t. 

Vġetky pom¹cky, ktor® priġli do kontaktu s tkanivovĨmi kult¼rami, boli steriln® a ostatn® 

n§stroje a priestory boli udrģiavan® v ļistote a poriadku. Nepotrebn® zvyġky organick®ho 

materi§lu, ako aj kontamin§cie boli dezinfikovan® s pouģit²m 10% roztoku chl·rnanu sodn®ho.  

Bunkov® kult¼ry boli kultivovan® na misk§ch s adhez²vnym povrchom v biologickom 

termostate pri 5% CO2 a teplote 37ÁC. Pas§ģovanie prebiehalo tak, ģe z misiek bolo odstr§nen® 

s®rov® m®dium a n§sledne boli bunky opl§chnut® PBS. Po odsat² PBS bol pridanĨ roztok 

trypsinu + EDTA tak, aby bol povrch buniek pokrytĨ roztokom a bunky neostali such®. Misky 
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s bunkami boli kultivovan® pri 37ÁC menej ako 5 min¼t, pr²padne kĨm sa bunky viditeŎne 

nepustili od dna kultivaļnej misky. N§sledne bolo k bunk§m pridan® m®dium so s®rom (1-2 ml 

m®dia na P100, 0,5-1 ml m®dia na P60) a bunky boli pomocou pipety stiahnut® z povrchu misky 

pr¼dom m®dia, kĨm nevznikla bunkov§ suspenzia. Potrebn® mnoģstvo buniek bolo n§sledne 

odobrat® zo suspenzie a prenesen® na nov¼ misku s kultivaļnĨch m®diom. Bunky boli 

pas§ģovan® podŎa potreby v rozmedz² od jednej polovice po jednu desatinu. Objem 

kultivaļn®ho m®dia sa pohyboval v odpor¼ļanom rozmedz² pre danĨ rozmer misky. 

 

Transfekcia 

Transfekcia prebiehala met·dou s pouģit²m PEI (polyetyl®nimin). Bunky boli vysiate na P60 

misku tak, aby boli semikonfluentn® aģ konfluentn®. Na transfekciu boli pripraven® 2 

mikrosk¼mavky objemu 1,5 ml, priļom v jednej bolo zmieġanĨch 250 Õl DMEM a 5 Õg DNA 

a v druhej sk¼mavke bolo zmieġanĨch 240 Õl DMEM a 10 Õl PEI. N§sledne bol obsah oboch 

mikrosk¼maviek zmieġanĨ spolu, zvortexovanĨ a inkubovanĨ pri izbovej teplote po dobu 1 

hodiny. N§sledne bolo z buniek odsat® m®dium, bunky boli opl§chnut® PBS a n§sledne bola 

opatrne pridan§ transfekļn§ zmes. Po 3-4 hodin§ch bol k bunk§m pridanĨ 1 ml rastov®ho m®dia 

a bunky boli kultivovan® do druh®ho dŔa za ġtandardnĨch podmienok. Na druhĨ deŔ bolo 

m®dium vymenen® za rastov® m®dium s plnĨm obsahom s®ra v objeme doporuļenom pre dan¼ 

veŎkosŠ misky a bunky boli Ņalej kultivovan® v ġtandardnĨch podmienkach.  

 

Titr§cia v²rusu 

V²rus bol titrovanĨ pomocou met·dy koneļn®ho riedenia. Na experiment boli pouģit® bunky 

DF-1/GFP nes¼ce v²rus RCAS, ktorĨ namiesto g®nu env obsahoval g®n pre GFP. Tento v²rus 

bol v d¹sledku chĨbaj¼ceho env g®nu neinfekļnĨ. Po pridan² retrov²rusu obsahuj¼ceho env g®n 

(v tomto pr²pade HPRS-103 alebo MAV-J) doġlo k Ăz§chraneñ v²rusu RCAS, ktorĨ sa stal 

infekļnĨ vŅaka z²skaniu obalov®ho glykoprote²nu, ļ²m v kult¼re vznikli dva typy v²rusovĨch 

ļast²c. Jedny obsahuj¼ce nami pridanĨ v²rus a druh® obsahuj¼ce gen·m v²rusu RCAS 

s absenciou env g®nu, obsahuj¼ce obalovĨ glykoprote²n z nami pridan®ho v²rusu (HPRS-103 

alebo MAV-J). Supernatant z tĨchto buniek bol n§sledne pouģitĨ na infekciu ļistĨch buniek 

DF-1 a bola pozorovan§ schopnosŠ v²rusov obsahuj¼cich GFP infikovaŠ bunky, ļo bolo 

detegovan® pomocou GFP sign§lu na prietokovom cytometri.  

Titr§cia pomocou met·dy koneļn®ho riedenia prebiehala poļas 10 dn².  

PrvĨ deŔ boli bunky DF-1/GFP vysiate na 12 jamkov¼ doġtiļku po 5 x 104 na jamku. 

DruhĨ deŔ bolo z buniek odsat® m®dium, bunky v kaģdej jamke boli opl§chnut® 1ml PBS 
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a n§sledne infikovan® objemom 100 Õl m®dia obsahuj¼ceho v²rus (HPRS-103 alebo MAV-J), 

ktorĨ bol riedenĨ desiatkovou radou. Pozit²vna kontrola bola infikovan§ m®diom s neriedenĨm 

v²rusom, negat²vna kontrola bola infikovan§ m®diom bez v²rusu. Bunky boli premiestnen® 

naspªŠ do termostatu a po 30 min¼tach bolo bunk§m pridan® rastov® m®dium v objeme 1ml na 

jamku.  

Piaty deŔ boli bunky spas§ģovan® na polovicu. 

Siedmy deŔ boli vysiate bunky DF-1 (neobsahuj¼ce GFP) a to 25 x 104 na jamku na 24 jamkov¼ 

doġtiļku (s pouģit²m len dvan§stich jamiek). 

Ďsmy deŔ boli ļist® bunky DF-1 infikovan® m®diom odobranĨm z DF1/GFP infikovanĨch 

buniek. Najprv bolo z infikovanĨch buniek odobratĨch 500 Õl m®dia, ktor® bolo stoļen® po 

dobu 5 min¼t (1300 RCF) a n§sledne z toho odobranĨch 250 Õl do novej sk¼mavky, z ktorĨch 

sa na infekciu pouģ²valo opªŠ 100 Õl. Pred infekciou boli DF-1 bunky opl§chnut® 1 ml PBS. 

Infekcia prebiehala opªŠ 30 min¼t v termostate, po uplynut² ktorĨch bol bunk§m doplnenĨ 1 ml 

rastov®ho m®dia.  

Desiaty deŔ boli bunky v objeme 200 Õl prenesen® na 96 jamkov¼ doġtiļku s U profilom dna. 

Bunky boli n§sledne centrifugovan® 5 min¼t pri 320 RCF a po dekant§cii supernatantu od 

buniek boli bunky resuspendovan® v 150 Õl PBS s Hoechst 33258. Nasledovala analĨza na 

prietokovom cytometri LSRII (BD Biosciences), ktorĨ je s¼ļasŠou Centra mikroskopie ĐMG. 

VĨsledn® hodnoty s¼ prienikom ļeln®ho a boļn®ho rozptylu, GFP fluorescencie (488 nm) 

a Hoechst (406 nm) kaģdej zaznamenanej udalosti. 

 

VĨsledky boli analyzovan® pomocou programu FlowJo 9, priļom do ¼vahy boli bran® 

jednotliv® bunky urļitej veŎkosti a granularity, ktor® boli ģiv® (a teda negat²vne na Hoechst) 

a GFP pozit²vne.  

 

Infekcia embry² 

12 denn® kuracie embry§ plemena Brown Leghorn a White Leghorn l²nie CB boli infikovan® 

100 Õl v²rusu (titer pre HPRS-103 zodpoved§ 104/ml, pre MAV-J 105/ml), alebo 100 000 v²rus 

produkuj¼cimi bunkami DF-1 (v 100 Õl m®dia) . V tejto pr§ci boli pouģit® dva vt§ļie 

retrov²rusy podskupiny J ï HPRS-103 a MAV -J. Infekcia bola vykonan§ intraven·zne do 

chorioalantoickej ģily.  
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Test na preinfikovanosŠ 

Na overenie rozġ²renia v²rusu v kurļat§ch boli odobran® vzorky z jednotlivĨch org§nov 3 a 36 

dn² po infekcii jedincov plemena Brown Leghorn. Tie boli n§sledne analyzovan® pomocou 

semikvantitat²vn®ho PCR na zistenie poļtu prov²rusov v bunk§ch  jednotlivĨch org§nov. DNA 

izolovan§ z org§nov bola amplifikovan§ paralelne s niekoŎkĨmi ġtandardami, pripravenĨmi 

z DNA neinfikovan®ho kuraŠa primieġan²m klonovanej DNA v²rusu MAV-J v mnoģstve 

zodpovedaj¼com 0, 0,5, 1,5, 5 a 15 prov²rusom na gen·m. Na to boli pouģit® dve sady primerov 

ï jedna na amplifikovanie ļasti g®nu env J (ļasŠ ġpecifick§ pre prov²rus) a druh§ na 

amplifikovanie ļasti g®nu MET (ļasŠ ġpecifick§ pre kuraciu DNA). Amplifikaļn§ reakcia mala 

tak®to zloģenie na 1 reakciu:  

 

17,8 Õl TDV mix 

0,2 Õl TDV polymer§za 

1 Õl 10 ÕM primer envJfor 

1 Õl 10 ÕM primer envJrev 

1 Õl 10 ÕM primer gMETj5for 

1 Õl 10 ÕM primer gMETj61rev 

1 Õl DNA (~ 100 ng) 

 

Amplifik§cia prebiehala pomocou programu: 

 90ÁC 10 sek. 

 95ÁC 2 min. 

(95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 4 min.)21x 

 95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 10 min. 

 5ÁC 

 

Vzorky boli n§sledne nanesen® na 2% Sigma agar·zovĨ g®l a elektrofor®za bola nastaven§ na 

1 hodinu pri 70 V.  

 

Odbery a spracovanie tkanivovĨch vzoriek 

N§dorov® vzorky veŎkosti pribliģne 10 mm3 boli odoberan® za ¼ļelom izol§cie DNA 

a histologickej analĨzy. Vzorky urļen® na izol§ciu DNA a molekul§rnu analĨzu boli odoberan® 
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z miest vn¼tri n§doru na rozdiel od histologickĨch vzoriek, ktor® boli odoberan® z rozhrania 

n§doru a okolit®ho tkaniva kv¹li lepġiemu rozl²ġeniu medzi n§dorovou a nen§dorovou ļasŠou.  

 

Vzorky n§dorov z²skan® z VeŎkej Brit§nie 

Okrem vzoriek indukovanĨch v laborat·riu bunkovej a v²rusovej genetiky boli v tejto pr§ci 

spracov§van® aj vzorky poch§dzaj¼ce z VeŎkej Brit§nie z pokusov skupiny Dr. Venugopala 

Naira (The Pirbright Institute, VeŎk§ Brit§nia). Ide o vzorky n§dorov indukovan® u kureniec 

l²nie 21 mªsov®ho typu a SPF (specific pathogen-free) l²nie 0 a 15 pomocou v²rusov 

podskupiny J a A. Jedn§ sa o dva v²rusy podskupiny J: HPRS-103 ako pr²rodnĨ izol§t a HPRS-

103dXSR (HPRS-103 s del®ciou ļasti gen·mu nazĨvanej XSR alebo tieģ E-element) a dva 

v²rusy podskupiny A: MQ-NCSU (podŎa bunkovej l²nie MQ-NCSU, z ktorej poch§dza) 

a HPRS(A), ktorĨ namiesto env g®nu podskupiny J obsahuje env g®n podskupiny A. Kurence 

boli v tomto pokuse infikovan® buŅ v jeden§stom embryon§lnom dni do chorioalantoickej ģily, 

alebo v prvĨ deŔ po vyliahnut² intraperitone§lnou inokul§ciou a to len v²rusom. Jedince boli 

usmrcovan® podŎa potreby v rozmedz² od 14. dŔa ģivota aģ po 168. deŔ. 

 

 

4.2.3 Identifik§cia miest integr§cie 

Izol§cia gen·movej DNA 

Vzorky urļen® na molekul§rne spracovanie boli okamģite po odbere vloģen® do 0,5 ml 

DNAlysis roztoku a n§sledne rozp¼ġŠan® aspoŔ cez noc pri teplote 50ÁC za pomal®ho 

prevracania sk¼mavky.  

Rozpusten® vzorky boli n§sledne inkubovan® pri teplote 70ÁC po dobu dvoch hod²n kv¹li 

autolĨze a deaktiv§ci² protein§zy K. Nasledovalo pridanie 20 Õl roztoku RN§zyA, okamģitĨ 

vortex, inkub§cia 30 min¼t pri teplote 25ÁC a 30 min¼t pri teplote 50ÁC, n§sledn§ extrakcia 0,3 

ml fenol-chloroformu, centrifug§cia 10 min¼t 21 130 RCF za chladenia  a odber vodnej f§zy. 

K vodnej f§ze boli pridan® dva objemy 80% etanolu a prevracan²m sk¼mavky doġlo k zrazeniu 

vl§kien DNA, ktor§ bola n§sledne namot§van§ na sklenen¼ mikrotyļinku a oplachovan§ v 1 ml 

80% etanolu. Nakoniec bola DNA niekoŎko dn² rozp¼ġŠan§ v 25-200 Õl TE+NaN3 v z§vislosti 

na jej mnoģstve (subjekt²vny odhad).  

Rozpusten§ DNA bola narieden§ na koncentr§ciu (pribliģne) 100 ng/Õl. Koncentr§cia bola 

meran§ pomocou pr²stroja QubitÈ fluorometer (Invitrogen) podŎa priloģen®ho n§vodu. 
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iPCR (HPRS-103)  

Samotnej amplifik§cii fragmentov chromozom§lnej DNA predch§dzaj¼ kroky, kedy gen·mov§ 

DNA prech§dza ġtiepen²m, lig§ciou vzniknutĨch fragmentov za ich n²zkej koncentr§cie 

(cirkulariz§cia) a lineariz§ciou sp¹sobom, aby boli koneļn® fragmenty zloģen® z buneļnej DNA 

ohraniļenej koncovĨmi ļasŠami prov²rusu. 

  

Ġtiepenie 

Na kaģd¼ vzorku bola pouģit§ ġtiepna reakcia objemu 22 Õl. Objem enzĨmov bol prepoļ²tanĨ 

na Ó 4 Uo/n na reakciu (jednotky pre 15-hodinov® ġtiepenie boli empiricky urļen® 

predch§dzaj¼cim testovan²m). Reakcia mala nasleduj¼ce zloģenie:  

10 Õl DNA (zodpoved§ 1 Õg DNA) 

8 Õl H2O 

1 Õl 10xNEB3 pufor 

1 Õl 10xBSAsp  

0,12 Õl PstI  

0,04 Õl NsiI 

 

Reakcie boli inkubovan® aspoŔ 15 hod²n pri teplote 37ÁC a n§sledne enzĨmy inaktivovan® 15 

min¼t pri teplote 80ÁC. 

 

Lig§cia 

K ġtiepnej reakci² bol pridanĨ ligaļnĨ mix objemu 490 Õl na vzorku, s tĨmto zloģen²m: 

390 Õl H2O 

50 Õl 10xlig pufor 

50 Õl 10xBSA 

0,1 Õl lig§zy (zodpoved§ 40 NEB jednotk§m) 

 

Reakcie boli inkubovan® aspoŔ 15 hod²n pri teplote 20-25ÁC. N§sledne bolo do kaģdej reakcie 

pridanĨch 125 Õl roztoku 5xDNApurif a 80 Õl 2,5M NaAc. DNA bola extrahovan§ pridan²m 

500 Õl fenol-chloroformu, nasledoval vortex, stoļenie 10 min¼t pri teplote 5ÁC, odber vodnej 

f§zy, zr§ģanie 5 min¼t so 700 Õl izopropanolu a centrifug§cia 20 min¼t pri izbovej teplote. 

Nasledoval oplach 1 ml 80% etanolu a centrifug§cia pri izbovej teplote po dobu 5 min¼t. 
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Lineariz§cia 

Vzorky boli n§hodne rozdelen® do skup²n pre lineariz§ciu r¹znymi enzĨmami a to ApaLI, BclI 

a BstXI. Lineariz§cia prebiehala v objeme 12 Õl linearizaļn®ho roztoku s nasleduj¼cim 

zloģen²m: 

10 Õl H2O 

1 Õl 10x NEB X (2 alebo 3, podŎa pouģit®ho enzĨmu) 

1 Õl 10x BSAsp 

K tomuto roztoku boli pridan® linearizaļn® enzĨmy v mnoģstve 4 Uo/n (urļenĨch testovan²m) 

na reakciu.  

 

DNA bola v linearizaļnom roztoku rozp¼ġŠan§ pribliģne 5 min¼t pri izbovej teplote, po ļom 

nasledoval intenz²vny vortex, Ņalġia inkub§cia 5 min¼t pri izbovej teplote a znova intenz²vny 

vortex. Takto homogenizovan§ zmes bola premiestnen§ do 37ÁC (pre ApaLI a BstXI) alebo 

50ÁC (pre BclI) a inkubovan§ aspoŔ 15 hod²n. N§sledne bolo k linearizaļnĨm reakci§m 

pridanĨch 40 Õl EAmixu a celĨ obsah bol prenesenĨ do 600 Õl mikrosk¼mavky a zamrazenĨ.  

 

PCR 

Zloģenie reakcie bolo tak®to: 

15 Õl TDVmix  

2 Õl mix primerov (L, C alebo R mix)  

5 Õl reakļnej zmesi po lineariz§cii (~ 100 ng DNA) 

 

Kaģd§ vzorka linearizovanej DNA bola amplifikovan§ s pouģit²m L, C a R mixu primerov 

v troch osobitnĨch reakci§ch (vĨsledn§ koncentr§cia primerov bola 0,5 ÕM). 

L-mix: HPRS LTR rev + HPRS UT5 for - amplifik§cia DNA vŎavo od prov²rusu 

C-mix: HPRS LTR rev + MAV323for - amplifik§cia DNA na oboch stran§ch prov²rusu 

R-mix: MAV7344rev + MAV323for - amplifik§cia DNA vpravo od prov²rusu 

 

Na amplifik§ciu DNA pomocou polymer§zovej reŠazovej reakcie bol pouģitĨ program 

 90ÁC 10 sek. 

 95ÁC 20 sek. 

(95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 12 min.) 22x 

 95ÁC 20 sek. 
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 65ÁC 20 min.  

 95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 30 min. 

 5ÁC 

 

AnalytickĨ g®l 

2 Õl PCR vzorky + 6 Õl 1xloadEDTA bolo nanesenĨch na 2% analytickĨ g®l pripravenĨ 

s pouģit²m Sigma agar·zy a TBE pufru s et²dium bromidom (v koncentr§cii 1 Õg/ml). 

Elektrofor®za bola pusten§ najprv na 300 V po dobu 30 min¼t, n§sledne bol g®l odfotenĨ na 

zistenie pr²tomnosti kr§tkych fragmentov a potom bola elektrofor®za znova pusten§ tentokr§t 

na 200V po dobu 90 - 120 min¼t. Z analytick®ho g®lu bola overen§ klonalita n§dorov a boli 

vybrat® PCR reakcie vhodn® na Ņalġiu analĨzu a izol§ciu jednotlivĨch PCR fragmentov. Z 

identickĨch n§dorovĨch klonov, predstavuj¼cich metast§zy, bol vybranĨ len jeden reprezentant 

a pre kaģd¼ vzorku boli vybran® buŅ reakcie s L a R-mixom, alebo len reakcie s C-mixom.  

 

Preparat²vny g®l 

15 Õl iPCR reakcie + 2 Õl 5xPCRloadEDTA bolo nanesenĨch na 3% preparat²vny g®l 

pripravenĨ z NuSieveGTG agar·zy a TBE+NaAc pufru. Elektrofor®za bola pusten§ na 55 V po 

dobu 15 hod²n s pouģit²m recirkul§cie pufru a extern®ho chladenia. G®l bol n§sledne farbenĨ 

v et²dium bromide (2 Õg/ml) pribliģne 1 hodinu. G®l bol odfotenĨ z d¹vodu vyznaļenia 

a pomenovania jednotlivĨch fragmentov; n§sledne boli tieto fragmenty pod UV (360 nm cez 

sklenen¼ dosku) vyrezan® a prenesen® do 600 Õl mikrosk¼maviek so 100 Õl 50mM 

(NH4)2SO4+1mM EDTA. 

 

Reamplifik§cia 

Mikrosk¼mavky boli ohriate na 70ÁC po dobu 10 min¼t, n§sledne boli zvortexovan® 

a ochladen® na 45ÁC. Z jednotlivĨch vzoriek bolo pouģitĨch 0,3 Õl, 0,5 Õl alebo 1 Õl DNA na 

reamplifikaļn¼ reakciu (podŎa intenzity fragmentu na preparat²vnom g®le). Reamplifikaļn§ 

PCR reakcia mala zloģenie 

7,5 Õl TDV mix 

2,5 Õl H2O 

1 Õl mix primerov 

0,3/0,5/1 Õl DNA 
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Na reamplifik§ciu bol pouģitĨ program 

90ÁC 10 sek. 

 95ÁC 20 sek. 

(95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 12 min.) 12x 

 95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 20 min.  

 95ÁC 20 sek. 

 65ÁC 30 min. 

 5ÁC 

Po reamplifik§cii boli niektor® n§hodne vybran® vzorky nanesen® na analytickĨ g®l na overenie 

spr§vnosti reamplifik§cie.  

 

Sekven§cia 

dNTP a primery v reamplifikaļnej reakcii boli eliminovan® p¹soben²m exonukle§zyI a SAP 

fosfat§zy. 1 Õl PCR produktu po reamplifik§cii bolo zvortexovanĨch s 2 Õl ExoSAPmix  

a n§sledne inkubovanĨch 30 min¼t na 37ÁC a 30 min¼t na 80ÁC. Po tomto boli reakcie 

ochladen® na izbov¼ teplotu a doplnen® 8 Õl primerMIXu (pre L a C fragmenty bol v 

PrimerMIXu pouģ²vanĨ primer HPRS LTRrev, pre R a C fragmenty primer MAV323for). 

Takto pripraven® vzorky boli odoslan® na sekven§ciu Sangerovou met·dou do firmy GATC 

Biotech (GenSeq s.r.o.). 

 

iPCR (MAV -J) 

Postup iPCR pre n§dory indukovan® pomocou v²rusu MAV-J mal nasleduj¼ce obmeny oproti 

HPRS-103: 

Ġtiepenie (MAV-J) 

Na ġtiepenie gen·movej DNA boli pouģit® enzĨmy BstYI a BclI. Inkub§cia vzoriek teda 

prebiehala aspoŔ 15 hod²n pri teplote 50ÁC. KeŅģe tieto enzĨmy patria medzi termostabiln®, 

ich n§sledn§ elimin§cia pri 80ÁC nebola moģn§. Vzorky teda museli byŠ purifikovan® pomocou 

pridania 100 Õl H2O a 100 Õl 2xDNApurif a n§sledne extrahovan® 150 Õl fenol-chloroformu 

(vortex, centrifug§cia 10 min¼t 21 130 RCF za chladenia, odber vodnej f§zy do novej 

mikrosk¼mavky). N§sledne bolo k odobratej vodnej f§ze pridanĨch 200 Õl izopropanolu 

a vzorky boli 5 min¼t zr§ģan® pri izbovej teplote a n§sledne centrifugovan® 20 min¼t pri 
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izbovej teplote. Pelet usadenĨ na dne mikrosk¼mavky bol n§sledne opl§chnutĨ 1 ml 80% 

etanolu bez vortexovania a centrifugovanĨ za izbovej teploty Ņalġ²ch 5 min¼t. 

  

Lig§cia (MAV-J) 

Po usuġen² bolo k peletu pridanĨch najprv 50 Õl ligaļnej zmesi bez lig§zy s tĨmto zloģen²m: 

400 Õl H2O 

50 Õl 10xlig pufor 

50 Õl 10xBSA 

 

Vzorky boli 5 min¼t inkubovan® pri izbovej teplote, n§sledne intenz²vne zvortexovan® a opªŠ 

inkubovan® 5 min¼t pri izbovej teplote a intenz²vne zvortexovan®. Aģ n§sledne bolo do kaģdej 

vzorky pridanĨch 450 Õl ligaļn®ho roztoku doplnen®ho 0,05 Õl lig§zy (zodpoved§ 20 UNEB).  

 

Lineariz§cia (MAV -J) 

Vzorky boli linearizovan® len enzĨmom ApaLI v mnoģstve 4 Uo/n na reakciu. 

 

PCR (MAV-J) 

Na PCR reakciu boli v pr²pade vzoriek indukovanĨch pomocou v²rusu MAV-J pouģit® 

nasleduj¼ce mixy primerov: 

L-mix: MAV97rev + MAV382for 

C-mix: MAV97rev + MAV323for 

R-mix: MAV7344rev + MAV323for 

 

Sekven§cia(MAV-J) 

Pre sekven§ciu L a C fragmentov bol v PrimerMIXu pouģ²vanĨ primer MAV97rev, pre R 

fragmenty primer MAV323for. 

 

Ġtatistika 

Ġtatistick§ vĨznamnosŠ pr²tomnosti prov²rusov integrovanĨch do rovnak®ho genomick®ho 

lokusu v nez§vislĨch tumoroch bola vypoļ²tan§ na z§klade predpokladu plne n§hodnej 

integr§cie.  KeŅģe presnĨ vĨpoļet by bol pr²liġ komplikovanĨ aj s tĨmto zjednoduġen²m, boli 

vytvoren® rovnice pre vrchn®  a spodn® medze pravdepodobnosti pre kaģdĨ CIS zhluk. Pre 

vĨpoļet Pspodn® bol kurac² gen·m dŌģky L= 1,3 x 109 rozdelenĨ do neprekrĨvaj¼cich sa ¼sekov 

dŌģky l (veŎkosŠ zhluku v bp) a bola vypoļ²tan§ pravdepodobnosŠ, s ktorou aspoŔ n (poļet 
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z§sahov v zhluku) z N (celkovĨ poļet prov²rusov) zasiahlo rovnakĨ ¼sek. T§to hodnota 

oļividne podceŔuje re§lnu pravdepodobnosŠ n§hodn®ho vzniku zhluku, keŅģe ignoruje zhluky 

formovan® cez hranicu medzi priŎahlĨmi ¼sekmi. Pvrchn® bola kalkulovan§ podobne, aģ na to, 

ģe boli sļ²tan® pravdepodobnosti pre vġetky moģn® ¼seky dŌģky l (teda kaģdĨ n§hodnĨ zhluk 

bol zapoļ²tanĨ veŎakr§t. VĨsledn® rovnice boli: 

 

Pspodn® = 1 - (1 - P1)
L/l; pre P1 bl²zke nule Pspodn® ~ P1 . L/l  

Pvrchn® = 1 - (1 - P1)
L; pre P1 bl²zke nule Pvrchn® ~ P1 . L  

 

kde P1 je pravdepodobnosŠ, ģe aspoŔ n prov²rusov z N sa nach§dza v jednom konkr®tnom ¼seku 

dŌģky l;  
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Vzorec pre vĨpoļet P bol vytvorenĨ Dr. Michalem Kol§Śem, Oddelenie genomiky a informa-

tiky, ĐMG AV ĻR. 
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5 VĨsledky 

5.1 Klonovanie 

CieŎom klonovania v tejto pr§ci bolo vytvorenie v²rusu MAV-J pomocou vĨmeny g®nu env 

podskupiny B z p¹vodn®ho MAV-B, za env podskupiny J z pr²rodn®ho izol§tu v²rusu 

HPRS-103. VymenenĨ bol ¼sek od KpnI miesta na konci g®nu pol aģ po XbaI miesto na konci 

g®nu env. KeŅģe XbaI miesto sa vo v²ruse HPRS-103 na konci g®nu env nenach§dza, bolo 

potrebn® toto miesto vytvoriŠ a takisto bolo vytvoren® aj BclI miesto, ktor® bolo nesk¹r vyuģit® 

pri iPCR. Obe miesta boli vytvoren® zaveden²m tichej bodovej mut§cie. Pomocou PCR boli 

pripraven® dva ¼seky DNA ï jeden od KpnI miesta po novovytvoren® BclI pomocou primerov 

MAV5226for a HPRS Bcl rev, druhĨ od BclI po XbaI pomocou primerov HPRS Bcl for 

a HPRS Xba rev. 

 

Takto z²skan® ¼seky DNA boli n§sledne spojen® pomocou f¼zneho PCR, kde si oba ¼seky boli 

navz§jom primermi aj templ§tmi, ļ²m vznikla ļasŠ DNA od Kpn miesta po XbaI miesto 

obsahuj¼ca celĨ env-J.  

 

Takto pripravenĨ env-J bol vymenenĨ za p¹vodnĨ env B. Pracovalo sa s dvomi plazmidmi, 

ktorĨch z§klad tvoril Litmus 28-i a ļasŠ v²rusu MAV-B. Jeden plazmid bol pMAV-left 

obsahuj¼ci ĂŎav¼ñ stranu v²rusu s ŎavĨm LTR, celĨm g®nom gag a vªļġinou g®nu pol (aģ po 

miesto KpnI), druhĨ bol pMAV-right-B obsahuj¼ci Ăprav¼ñ ļasŠ v²rusu MAV-B s koncom 

g®nu pol (od miesta KpnI), celĨm g®nom env B a pravĨm LTR.  

 

Poskladanie koneļn®ho v²rusu MAV-J prebiehalo v niekoŎkĨch krokoch. V prvom kroku bol 

v plazmide pMAV-right-B vymenenĨ ¼sek od KpnI na konci g®nu pol aģ po XbaI miesto na 

konci g®nu env-B za nami vytvorenĨ env-J. Takto vznikol pMAV-right-J, ktor®ho spr§vnosŠ 

bola overen§ sekvenovan²m. V druhom kroku bol pMAV-right-J rozġtiepenĨ enzĨmami KpnI 

a BstBI a fragment zodpovedaj¼ci env-J+UT3+LTR bol izolovanĨ z agar·zov®ho g®lu. Tento 

fragment bol potom vloģenĨ do vektoru pMAV-left linearizovan®ho taktieģ enzĨmami KpnI 

a BstBI, ļ²m vznikol pMAV-J - kompletnĨ v²rus vo vektore Litmus 28-i.  
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5.2 ĐspeġnosŠ infekcie  

Na zistenie toho, ļi sa v²rus po infekci² embrya rozġ²ril z krvn®ho rieļiska do org§nov 

a jednotlivĨch tkan²v kuraŠa bol vykonanĨ jednoduchĨ test na preinfikovanosŠ. 3 alebo 36 dn² 

po infekci² (d.p.i.) boli odobran® vzorky tkaniva z vªļġiny org§nov. S¼bor odobranĨ 36 d.p.i. 

je vªļġ², nakoŎko 3 d.p.i. (15. embryon§lny deŔ) nebol odber niektorĨch org§nov moģnĨ. Ide 

o vzorky kostnej drene, pankreasu, tĨmusu, pohlavnĨch org§nov (ov§ri§/semenn²ky) 

a Fabriciovej burzy. Vzorky boli spracovan® a vyhodnoten® semi-kvantitat²vne s pouģit²m 

met·dy PCR. Iġlo o amplifik§ciu dvoch ¼sekov DNA, priļom jeden ¼sek zodpovedal 

pr²tomnosti prov²rusov®ho g®nu env J a bol 494 bp dlhĨ, a druhĨ ¼sek zodpovedal pr²tomnosti 

g®nu vyskytuj¼ceho v jednej k·pii v kuracom gen·me a bol dlhĨ 370 bp. TĨmto g®nom bol 

MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase). Z§roveŔ boli amplifikovan® umelo 

pripraven® ġtandardy, do ktorĨch bolo vnesen® zn§me mnoģstvo prov²rusov na kurac² gen·m. 

Tieto ġtandardy spolu s internou kontrolou (MET g®nom) sl¼ģili na semi-kvantitat²vne 

porovnanie a urļenie pribliģn®ho poļtu prov²rusov v odobranĨch vzork§ch na z§klade intenzity 

bandu na agar·zovom g®le po elektrofor®ze. Takto testovanĨch bolo 8 laborat·rnych zvierat (2 

vzorky 3 d.p.i. HPRS-103, 2 vzorky 36 d.p.i. HPRS-103, 2 vzorky 3 d.p.i. MAV-J, 2 vzorky 36 

d.p.i. MAV-J), ktor® boli porovn§van® s 5 ġtanardami zodpovedaj¼cimi poļtu 0; 1,5; 5; 15 a 50 

prov²rusov na gen·m. 

3 dni po infekcii v²rusom HPRS-103 bolo pokusn® zviera preinfikovan® len mierne. V pr²pade 

vzoriek krvi (Bl) a srdca (He) neboli prov²rusy v¹bec detegovateŎn®, v pr²pade ostatnĨch 

odobranĨch vzoriek boli prov²rusy pr²tomn® v mnoģstve r§dovo menġom neģ 1 prov²rus na 

gen·m.  

36 d.p.i. v²rusom HPRS-103 boli prov²rusy pr²tomn® vo vġetkĨch odobranĨch vzork§ch tkan²v 

vr§tane krvi a srdca,. PodŎa subjekt²vneho semi-kvantitat²vneho hodnotenia sa najviac 

prov²rusov vyskytovalo vo vzork§ch odobranĨch z obliļiek (Ki) - okolo 5 prov²rusov na gen·m. 

3 dni po infekcii v²rusom MAV-J boli prov²rusy detegovateŎn® vo vġetkĨch  odobranĨch 

tkaniv§ch okrem krvi a to v ¼rovniach menġ²ch ako 1 prov²rus na gen·m. 36 d.p.i. v²rusom 

MAV -J boli vġetky odobran® tkaniv§ preinfikovan® a mnoģstvo prov²rusov bolo prakticky 

totoģn® ako po infekcii virusom HPRS-103 vr§tane najvyġġej ¼rovne pribliģne 5 prov²rusov na 

gen·m v obliļk§ch.  
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Z vĨsledkov moģno uzavrieŠ, ģe oba v²rusy s¼ schopn® preinfikovaŠ vġetky tkaniv§. Infekcia 

v²rusom MAV-J prebiehala rĨchlejġie ako v²rusom HPRS-103, no najnesk¹r do 36. dŔa po 

infekcii sa ¼roveŔ preinfikovanosti u oboch v²rusov vyrovnala. 

 

Obr§zok 5: Semikvantitat²vna detekcia pr²tomnosti prov²rusov v jednotlivĨch org§noch 3 a 36 d.p.i. . Pomenovanie 

vzoriek jednotlivĨch org§nov vych§dza z anglickĨch n§zvov a zodpoved§ jednotlivĨm org§nom takto: Sp ï slezina, 

Ki ï obliļky, Lu ï pŎ¼ca, Li ï peļeŔ, He ï srdce, Bl ï krv, BM ï kostn§ dreŔ, Pa ï pankreas, Th ï tĨmus, Te ï 

semenn²ky, Ov ï ov§rium, BF ï Fabriciova burza.  

 


