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Abstrakt

Retroviry pat $2 mehopw® rynt kgreac®e jdougenom

Nen8hodn8 integrace proviru do okol 2, nebo
n8sl edek Jjejich deregul aci , aktivagdpr amme® o
transfor maci buRky a vzniku tumoru.

Tato pr8ce se vDnuje identifikaci m2st integ

integrace (CISYyw8§dorech rTznlTch org8nT fgowdiltasm Dhli ay
ptal2ch retrovirT podskupi nwHRRSL kK3 n&K r I® lmdr gtr
vytvoSen®hd, vktrer MAWzni kIl vimhDnou genu envB
na kuSec2ch plemenech Brown Leghorn a White

po infekci. Na mol ekule8rord?2a a malelrzw 2b yICR vay ndg

Ze 74 molekul 8rnnD analyzovanlich tumorT bylo
signifikahcNenadc2. r&Gs8hnutTm genem byl FRK
CTDSPL (5 krs8t), BMYBR/(BRKBI18t()3 ak rMYtC) ,( 3 kr 8t
nal ezeny t ak & gj2i m®@ agarmsyt ickou signifikanc?.

Kl 2] ovgedlrowarus, inzer| n?2 mutageneze-J, podsk

HPRS1 03, 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 transformatr@htumor 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 Jdfically first natural isolate HPR$03 and laboratory

made virus MA\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 inféion. 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 2.18 Gene with the highest number of hits was FRK (14 times), then TERT
(5 times), CTDSPL (5 times), EGFR/ERBBL1 (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, ongdgénes,
HPRS103, proviral integration sites, tumors
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1.bvod

Retrov2rusy s%% obalen® RNA v2rusy, ktor® pr
transkrsi¥ptsS&czhuopan® i ntegrovaS sa do DNA host i
niektorTch g®nov alebo ich ogwliatijevirdny m
ng§dorov® bujnenie. Tento spltsob sa nazlva in
transform8cia bunky. |l nzercia prov2rusu dovV

pogkodenie tohto g®nu (nWapon¥Rhad sppgkecde nui) ¢
m: ge vzivelsgSenki u aktivity g®nu pomokastisi twnw®he
LTR (Il ong terminal repeat). Takto s¥% deregul
vNaka sp!sobenl m z8nadwmeSon tdroacrhs§fdazram§8kc i i bunky,
bunky ovsyttatonr®@ Sa n§dor .

Vt 8lie |l euk-zov® v2rusy (avian |l eukosis vir
asvojmu hostiteOovi m:gu spltsobovaS cel ® spe
zviaesapSt sobovaS jeho chradnutie. KeNge infi

hospod§&r skleo gkmidogk & sdtirsalteyd k un amans22 vvaed h & a sh ¥ o'
opatrheyei novichtodlavoennvhémé¢ almovi chodnej Czi i
naj vmrzenjagi e i nfekcie ALY, patdsk ®piviyw ol §\ &AjL%¥
ahemangi osar k- my.

KeNge -JALW rusy splsobuj¥% vznik n8§dorov pomoc
k-dovania vliastn®ho onkog®nu, mognrxs§vidil3,ch
ng8doroch s¥% zodpovedn® za vznik dan®ho n§8dol
mapovania okolia integrovan®ho prov2rusu. I
zodpovedn® za vzni k n8dor u pakur?aBa%agphf?2 kmoacdh o
opakovane aktivovanl (WrStHayyardg bléelpand Astriol®Sla)u s u  /
hal gi e identifikovan® vgkobachwhfmBesd du¥t MY
BI C, | {Clurin&nRuid Hayward 198%ang et al. 2007)

Prvim pr 20r &dmimnm piodskupi nly03] jkd ovir bekd HRRD |
19871988 vo VeOkajr | 88at gndisiov®ho typu. Tento
myel -mgn &l ne (LaM ®aynerand Nair 2012a$polu sy 2 r us o , MAY or T

vzni kol prenosom g®nuHRRGEOD D bdd owdr wd ykMAY ot E
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103 z8klad in vivaepbbhupoBciuvedeBicah sa t ak
vgeobecnlTch miest integva&mikutdichtnpychimupow
potvrdzuegpr eh |l buj e dot detmoplagsi.e vedomosti v
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2Liter8rny prehOad

21 Retrov?2rusy

V2rusy s% infek|ln® mikronsbapikokw® 4@ <$szinkeqi k rk
mi ere vyug2vaj¥% bunky organizmov natypel ast ng
hostiteOa, veOkosti mgehlI mb, Napgdoheaspb&kore

maj % spololn® to, @8t .nek-duj % translalnl apa
Retrov2rusy patria medzi v2rusy, ktorTch gert
ktor8 m8 pozit2vnu orients8ciu. Vo Vviri-ne s
reverzn¥% transkript$8zu, pomocou kta@am®hodoj e
dvojreSazcovej c¢cDNA podoby. T§ jenante@grewana
prov2rus. V2rus je do gen -pnoud ohboes tliatset @s kDENJA bouk
g®ny (gag, pol , env, pr2padne Nadngtermipal ohr an
repeat) . LTR sekvenci e vzni kaj % pri rever :
retrovémajusoMlnezheur cvi i v2rusu do geomd-omhe poDtvidtr
as| “%ugi ako kontroln® centrum g®novej expresi
Genetick8renfovmBusav nesie tri z8hVadin®eg®t

exprimovan® pomocou hostiteOsk®ho apar §tu. {
nevyhnutnl na poskladanie v2rusovlich | ast?2c
i nt e gorrSoztue NSz uae kv ak - duj e obal ku®r ¢ lchk pprva tcen

protez2n ] e zodpovednl zatedabwj] vaArwxpu z mua:
at ransmembr §novl prote2n zayst opd atthat uckneub m
bunky. V2triwcseo voBb alleesn ® f osf ol ypi dovou membr §8n
bunky pomocou pulania nie s¥% infekln®, kIm

prote2ny. Toto sdoomm&devaa ‘kmadwr Pcieadc@s&§dzani e
infekcii buniek, kb r ® ug i nfi kovan® s Y.

211 Onkog®nne retrov2rusy

PodOa sptsobu, akimngebrovzjusy amsif®pim&caij ¥l

sa delia na ak¥thnreo ntircaknys ftorrammusjfYacr em samétimom . Roz

14



sptsobe, akIlpm ntyi é@tnodukwg Yskn8dory transfor m§ci
viTchlosti, akou sa to deje.

2111 Ak¥%tne transformuj Y“ce retrov2rusy

Ak %t ne transformuj %%ce retrov2rusy s¥% v2rusy,
gen- me aj ptvodne ngunKkKow® sgia odtoo onKrogRo v ®h o
repli k8cii v2rusu. KeNge va|] ginoehjoe otnklolgt®m
ktorl po v2rusovej infekcii bunky rTchlo tr

vyvol 8vaj¥% ngadorwepgbmbehvcdn2 ag tT gdRov. K

gen- me nesie onkog®n, transfvamm&ai & baki @lo| k
ng§dory.

VeOkosS gen-mu jednotliwlPdlgi mar lakdat nge titam
retrovétrsbedkwvy zisku onkog®nu str§§ca | asS sv
repli k8cia, teda replikalne defekth®(tdTkek®an
hel per) v2rus, ktorlT poskytne ak¥tne transf
ktor®ho sa zbal?2 genetick8 inform8cia transf

nazlivaj % pseudotypy.

Prvim objavenT m osnokno gb®nln yvmd rruest rRooviesrouv ho sar k -
svojho n8zvu sp?!s@ousifal) Neas k? myb&luo| ziast en®,
nesie pravdepodwdmel neimsod, pretoge DNA nor
obsahuje nukleotidov sekvenciu pripom2naj ¥%
(Stehelin et al. 1976 Po i1 dentisfrick8boi o g®abubejv zisten®
transf or m&rcliath lbyunvi zrki ka n§dorov (v priebehu n
vV-src, nie yRngetsl 188380 Jteakniut n® podot kn%S, ge ti
preto, ge na rozdiel od va&@a]lginy ak¥Wtne tra
kompet aepoktr@abuje helper v2rus.

nal g2 m ak¥%tne tr anms fnoersmviucji Yac i eltulkvddgh@som waeneuls o

l eukemia vinygs)spksoblje | ymf-abbvaoknt m. pPE ptade
vZrusovom gen- me Vv y-abMReddy, Smith,amdrSiintvasdn 198®to g a g
veOmi virazne ovplyvnilo konel-abl pg®ndwkt.ed
vyskytuj Y‘eandehvpodabes jadrov®ho prote?nudg vzni
pl azmat i ¢k é/pn Eten,ndbcks@nnand Baltimore 198®hrschneider and Najita
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1984) Ke N\MueVvAlt sl edku inzercie abl g®nu valgin
nie je replikdadleda kompetbanten Th edMpL¥ (Molengyr u s , k
murine leukemia virusjReddy, Smith, and Srinivasan 1983)

2112 Chronicky transformuj Yace retrov2rusy

Chronicky tr anssfyortnvuojr’shcae drreuthrYo vs?kruupi nu onkog
v2rusy na rozdi el od ak¥%vmei kvwan8§tor muj Zoiatl
(mesiace) a ndukovan® n8§8dory val ginou niaek Y46 bae p o
transf or muj YacD?cvho droemt rjoev 2m2uzskoasr .pravdepodobnos
| o znamen8, ge pozorovan® n8dory s¥% tvoren®

Vpr2padoch taklchto n8dorov sa daj¥% zisti$S t

mal ® peirrcfeinkovanl ch buniek je ng8§dorovo trans

integr8cia mtge maS viznamnlT vplyv na bunkov
bunky adaS vznik n8§§doru. Tieto v2rmnisg s$%ksicagp
trand or movaS bunky in vitro. Bunky transfor muj

Il nzerl n§8 mutagen®za

Aktivg8cia bunkovich (onko)g®nov immehlobu
retrov2rusov pri nach§8dzan?2 vgeobeéeaunkechi mkec<
model ov, ako vysvetl|liS efekt integr8cie prov
prispievakn 8 dor ovej transform8cii bunky.

Mo del prom-torove,j inzerci e

Pri gt Wdnfu mBv indukovanTch infekikiuoli ALV DbOHh
detegovan§ integré8cia prov2rusu dovivae@mil cpo

ngdorov. Bolo zisten®, g e otkootl @ -nmyicRensuttoe girnStce gar
prov?2r usnuadveexdire sk i tohto bwnkd&ws®hlad wekuoteaaoa rek
B-l y mf -(William S. Hayward, Neel, and Astrin 1981a) Tot o vysvet OQuj e aj
amal T vI1iskuyt ngdorov, pretoge pravdepodobnos
met a (za predpokladu relat?2vne nBgadosédim®é& o mi e
opti m8l nychde@oagu le®oike abunky je veOmi pravde
jedna integré8cia. Vzni knut ® n8dory sw preto

16



inzercie | eoburkS8zzkalmd® apr a2 rus integrovanl uj

viovnakej transkriplnej orient8cii je schopn

ALV provirus c-myc

—> —=>
R R —— -

— - -

Obr 8zokModel prom-torovej inzercie. Prov2rus sa integ
expresiu bunkov®ho g®nu z LTR.

ALV provirus c-myc

<= =>
LTR Lre ——

~

" &

Obr §ZQbkr 8Z Mlodel aktiv8ciev yeungh?avnac esriulL T FP reoavh?ar kutse ¥ §¢ i u
prom-toru g®mwd,gelno uvgcaeihe lexpresie.

Mo d el aktiv8cie enhanceru

nhal gia mognosS integr8cie prov2rusu do okol
zal i at ku gogmaul,negv gtarkens Bci pl ndjotoribol o pozor
l ymf - moch indukovanich ALV, kedy bol-mycznova
Vtomto pr2pade sa vgak vys:kytho wallia tprrio nmd omr®
kedy sa pr ov?2trruesam nodhggdmad Ivoupsent §8ci i . Dr uh §

17



g®nuwovwnake)] transkrmypdatmejt i car iuegrstt § ceiaim aabkmhoe ga® n

orient8cii. KeNge vgenhkkutinédorpr2paedypravedael
opalomrajent 8ci i, pr2padne integr 8ci.i downstr eec
regulovaS (resp. zvigiS) transkripciu dan®hc

enhancer. TR obl asti-mypya pkomvg8oaiu, c|l o em®rested n 8 s | ¢
myc (obr.2) (G. S. Payne, Bishop, and Varmus 1982)

22 Vt 8l i e retrov2rusy

Gt udi um vt8&l2ch retrov?2rusoyv pazrapwnethgnzme do v

ng§dorovej transform8cie. VeN prv] msivae st iofsit k
svit 8| 2amM 2 rruesg mi bol zmer@nejdornersa,c lotbsralhuy e RSV,
efektPasievam intervale niekoOkTckurdiRiRausag t 1 ¢

191Q Peyton Rous 1911)

Vit 8l i e retrov2rusinegveskdpibreapost udevgiidei ch F
hostiteOa k®vepgkajrumve®doooivlieh vohorPrémid na
podarilo obmedei E&myséal nTshykbhwigwmdvihgho drye| v
do dnegn®ho dRa predsyavkli phyombedmz wiporvaetdka
hospod8§ekbhypmmi akTmi stratami. Napriek tomu,
vinegnej dobe nhivedijnrdeygtbpmnw® Ok &H v opcrhe by red
Yspegn® eradi kal n® programy m@8sbgen®chakmbphse
opareniach(L. N. Payne and Howes 1990ong et al. 2015)

Vt 8l eek-zov® v2rusy (ALV) s¥%% v2rusy,vtk8tkoorv® s |
a patria medzi Alfaretrov2rusy. D!legitlilm g®
gl ykoprote2ny, env. PodOa toho, &klpedsk wpeenn
SY% asn® zn8me podskupi ng JaKt gkdpihycRi patrieemedz v 2 r u s
endog®nne retrov2rusgi woglkkyguj ¥acech avthdlaowne
prepeliceSandelini and Estola 1974€uietal. 2014) Tot o radenie je veOn
obal ov® gl ykoprote2ny (konkr®tne povrchovl p

18



nareceptor,aeda wmidmawosS bunky voli V2rusu. Pods

patr2 blva uv8§dzan§ za jeho n8zvom.

2.2.1 Podskupina A

ALV-A (vt 812 leuk-zovli v2rus podskupiny A) je
sar k- moevugBk - & o v ® ovnterru snyl )c hydicyhrmveo enia | l®Bh o per cen
zvierat i ndukuje vznik n8dorov@ABhoepbscsbobueri .
naj M2y mBf - m, ktor ®bank8wdd Fadlrd ea kwre jt vbairr2z ymaeat
kt or ® zas as$lezipgzriqul@oeafRi® a or g §4Ay .paAbL¥Y medzi ch
transformuptaceéerabstieym&@ciu bunky vyug2va i n:
ktor® prvzapilkvanp®&darov met - -dou inzer]| nej mu
viskyt vgeobecnlichoméeept §vaetegeBbeen®pmeest
odhali S potenci 8l ne bunkov® onkog®ny, al ebo
repli k8ci e, prolifer8cie, rastu alebo apopt
inzerl nou mutageén®&jow Walds kd athv mEermor oc h.

Integrations Nearest Gene(s) Density | Avg. BP Integrations Nearest Gene(s) Density | Avg. BP
TNFRSF1A 2.40 16 CCNAZ 114 | 3.00
43 MEF2C 033 | 174 16 HMGB1 032 | 138
13 ANKRD10/ ARHGEF7 02l | 121 15 ELF2 / MGARP 022 E
30 CTDSPL 0.51 5.87 15 SYNE3 0.21 1.07 |
28 MYB 0.49 | 536 14 CD72 / LOC768355 108 | 136
28 TAB2 045 | 429 14 TAGAP 029 |T1g7
27 RUNX1 1.30 14 MDUFAFG / PLEKHFZ 0.25 “
26 TERT 14 PTPRC 018 | 207
25 MLLS 14 APBB1IP 018 | 129
24 CXorf57 13 Mir-222 / Mir-221 051 | 131
24 ADD1 / SH3BP2 13 TMEME64 025 | 2.62
24 BACH2 _Die | 13 MXD4 025 | 1.23
23 IKZF1 0.28 13 STIM2 022 | 146
23 ELF1 0.27 ) 12 Mir-155 173 | 3.67
23 MEKL1 022 | 161 12 NFKBIA 045 |10
22 RHOH 062 | 2.09 12 TMEM135 / FZD4 0.42 %
22 FAMA49B 020 | 136 12 TUBGCPS 030 | 117
21 CTDSPL2 041 | 295 12 ENO2 / ATN1 029 | 133
21 ncANA LOC101751559 1.67 12 ZCCHC10 / HSPA4 0.26 225
20 SLC17A5/ EEF1A1 035 | 150 12 LINS4 025 | 2.5
20 UBAC2 0.22 12 TMEM123 023 | 135
18 AP1AR / ncRNA LOC101747403 030 | 117 12 AKT1 _E
18 LOC101749148 022 | 1a7
18 zE81 018 | 2.6 I | Myc
17 LASIL / MSN 018 | 124
17 CBLB Lo | 124 | All integrations

Obr 8x0kr 8 okrehOad 49 vgeobecAlzhr adersitch nfed®&cp @] tAl
uveden®ho (naj bl i gJ3F.auktioe) Mogg@&nand Begmore20Bbat ® o d

19



Rizne vpodskWuphiny ALV dok&8gu indukovaS ns8&d
vzni kaj %cich-l m@fdomyyv R BhOadan2r 8Scgieeobezmi s
zodpovednT clhy mfa- mawnlikaB bolo identifiKovanic
F. Justice, Morgan, and Bmon 2015) Pr eh Oad t poht®@ mg®mad\we gaij§cs 2
obr 8zok

2.2.2 Podskupina B

MAV -B (myeloblastosisssociated vir)sje jeden pr edst avi t eOov B pods
retrov2r4Bscva. dMAVY na dwv&vizs8kosatdin ® d ytpoyh ov, a
indukuje. MAV-B( O) j e zodpovednlT za vys ok [Beithtcent o
and Moscovici 1969asmal ou pravdepodobnosSou iBMukuje
spl!solujveo zvaysokom percente pr2padov nefrobl
(Walter, Burmester, and Cunningham 1962) Ti et o vB(Q)aMAY-B(MAV j e mogn
mnogi S na bunkovich CEF (chickaehki ®@mbr yenamb]
titr8cia plGCakidsl)).ou esej ou

Morfol -gia HNMAWGBTroefrjeebl ast - moQudpg &1 onv nnag deoQr no8y
ochoren2m obl il iek n(Michdlsord®3I)m aWieh etbioaw®d It s snb r ma
ngjdeminthichuzvierat (mal ky, (BglandHenrwii@lélpnesz aj ac e
1952; Plummer 1951 Wattst and Smith 1980)

Ajvt omt o pr2pade bolo zauj2mav® zisSov®S vgeo
viac, kenNfdofglresw veOkou poedboposBSolmimedzi
al l ovekom. Ako vgeobecn® miesto integr8cie b
vembryong8lnych bunk8chvni§é2fph nafirabdl adi asoy
v2rusoi MAVa zisSovan§ uni eBal @ xpiretsé e®,t ofiré om
i zol owmaern§ okl ast - mov g@g®megiee | mmt Scadexpr i mov
khypot ®z e, pgreo tsoao njkeodgn®8n .o

2.2.3 Podskupina J

ALV-J bol oBpavemikoeh p2rov.T ke t8dr aidkai d&988k988 mi v
VeOkej Brits&8nii akarpa$h mP3oo®hDb-1a33Tertio§ haz v ¢
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v2rus vyvol §val

Gillespie, and Howes 1992)ALV-J

ney enP (LnNe Raghé ané Naa 2082n N.rRgynea
predstavuj e

dodhgdi nvoevOika®h

chovoch,L?2nagurndovvi chodnej Czi i Spektrum n8di
ALV-J je tu virazne va]|gie. Me d z i ALM-atu patriac p o z
hemangi -%hamy(el0ocyt %)y (ad8&, 6pozorovanl je tie
histiocytickIlch s aadkemmokagr dii({@hemaehal. Ao a
a. MYC
Chr2 . ‘139‘31?'5 139,317,500 |139,318 K IIE'J.EI-?-,SI)EI ‘13‘2',3-1!3h Ix::-a_am.sqn I15-"3,3$Dh.__ I139.33E!,SIJEI
} b } MVC
I . —— —
! EX1 I £x2
b. TERT
Chr.2 :Ei‘Et.E‘I:)S K : 7:':'-5 Eif_\[l K 7&‘5,?;15 K a5 ?‘_;"] K 7Ei5 785 K 785_ JEO K
* TERT
H fsm EX2 EX3 EX4 EXS
c.ZIC1
Chrg |11330K 11,340 K 11,380 K [11.390 K 11,395 K 11,396 K [11,397 K 11,398 K |11,389 K
* ¢ ZIC1
g | - -
HT N EXt B  Ea
Obr 8&ok/geobecn® miekunyei oi dge§Ci pluRL¥lkazuj ¥% miesto i

vkuracom gen- me a

ALV -J

ved¥cn &dhorkov e |

sa st al aj
retrovz2r uwlsyyy uag
integr8cie
protoonkog®ny,

bun

sapopt - -zou,

rgangrchyv anm@oy zagahu| Y

t r a nferward, golEim % ver isern) tLBetxl 814z lad ®e z

z8uj mom hwll ssknd reu vsgee obamerrl a2 m

transformS8ci.i Bol o

2vmeLM nzer | n% mutagen®zu
pri amo
ngdorov® supresory,

kovou p mpadobbnef &hr e8nca nogui, - Mjo & |

al ebo

| o

Zisten®,

ZnNn

g ®n

i n

baoé l

vgeobecn® mi e s-lidentifikovind g rg®mni eMEALV kt or ®h o
r akovi ny(Jugtiee ezaB085n@herardietal. 2012) Mut 8ci a
bol i pozoQuwdodsakhi® hmjn&udor ov mozgmu§dokraorvc i ma mlorve

spojenlch

dil eg

a nadexpre

s o amd loau pprogwnd emad o/Abounasles and Latelyal i e | e
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2005; Garcia et al. 2007Peghinietal. 2002 my el oi dnej | euk:-zy sptsohb

retrov2rusov boli ur | en® htoMdYC, TERTIaZIGldYeldabecn®
et al. 2014) Rozlogenie jednotlivich integr8ci? t
predstavu obk 82&gy®t kg tieto g®ny boli taki st

der e gul®udasnk@ cvh (Darfy@@l?; drenanios and Greider 2005Brill et al.
2010)

Chronicky transformuj Yce retrov2rusy vyug?2va
ukazuj¥% byS dobrTm n8§strojom tnraarzs fscSrom&amiiie |
G®ny nach8dzan® ako vgeobecn® vnzneisktoam inn& deogrrog
| asto identifikovan® ako @uwedskludb vm$dio rad celib o«
inTch zviertagjt oVislkluans tvir omggde empir i spibedr &v
ng§dorove,j biol - -gie, al e m: geprsil 4 O&8daanj2 anko

onkomar kerov Oudsklch n8dorovich ochorenz2.
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3.Ci el e pr8gce

V2rusy vt 8l ej l euk-zy (ALV) s pchosochb hyginys z n a |
U napadnutlch vt8&kov spomaQujo¥8vagts chpono Kk
ochoreni a. Priame straty aj n8klady na er ad
hyding8§rstva. Aktu§8lne s¥% najvlizna®neinigi e ir

vyvol §van@hemyaenginys,arnieedyejvj uhovichodne,j Czi

Preuk8zanim mechanizmom chronickej onkogen®z
onkog®n, j e i nzer | n§ mut agen®za, tzn. i nte
reguehug “bunkov® del eni e. Pogkodeni e al ebo
protoonkog®nov alebo n§dansvVbcmésupi 6pakggdo
bujnenie. Kd er egul 8cii protoonkog®nov obvykl.e st al

CieOom tejto pr8ce je

I. sledovaS chrondpeé&ki romrk org&dh®zawv avyvol anlc
J (kmeRO3HBRSEbrednT ch kur |liinbr eBdmeyn |L2engihe

i vytvori S novl modelovl rekombinantnl v?2
obalor T gl y k oHPRS1t082 doz v2rusu MAV, kde mog
%l innosS indukcie n8dorov,

iii. identifikovaS miesta-Ji nptoengorc8ocui emeptr-odvy? r it

veOkom sW%bore takto experi ment 8l ne i no
i ndukovanThbcohl in8ddooreomnval Tz zahrnutr@ meji v zc
spolupr8ce so skupinou Dr. Venugopal a

Britsgnia).

iv. Genomicky gt at i sticky pos¥di S, zhlukoch (#momi ekt o
i ntegration siiteh £3$ &0 i Sncaizunar asis@hnut T

sindukciou n8dorov,

V. i denti fziikskawanS csh CI'S kuracie g®ny, ktorl

deregul 8cia prispieva ku vzniku n8dorov
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Naplnenie tichto cieOovpomamé mpraedgteaw®Wwawa Sho
viznamn®ho -Jv.2 rludseun tALfMi k§ci a potenci 8l nych on
nov® kandi d8t ne g®ny doposi aO opom2nan®
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4. Mat eyal 8mMet - dy

41 Mat er

i 81y

411 Prepar8cia plazmidovej DNA

Bohat 8§ p!t!@amlHO

2M KNaHPOs-7,5:

5 ml glycerol

0,5 ml [IM CaCi + 1 M MgClk]

10 g trypton

20 g kvasinkovl extrakt, rozpusti S,
+ 25 ml 2M KNaHP@G-7,5 ¢--> 90 mM K, 5 mM Na, 50 mM P£)

314 g KHPQy (411 g KHPOs.3H:0) (- 11800 mM)
31.5 g NaHPQu.2H,0 (24 g NaHPQs) (- 200 mM)

500mHO, rozpusti S polas zahrievani a,
dopl sOi $oH1000 ml. pH by malo byS as
Toto je veOmi stabilnlT nasiTtenl roz
pri pokl ese teploty krygtalizuje

1M CaClz+1MMgClz 21,9 g CaGl6 HO (14,7 g CaGl2H;0)

10x TEG: 10x

NaOH+SDS:

20,3 g MgCh.6 HO
rozpus®E 300ml, Hca7smkD) , sterilizova

25 mM TRIS8,5 62,5 ml 1 M TRIS8,5

10 mM EDTA 50 ml0,5 M EDTA
100 mM gl4a%k -gagl uk- - za
10 mM NaN 5ml5 M NaN
110 ml HO
0,2 M NaOH 1 ml 10 M NaOH
1% SDS 46,5 mIH0

2,5 ml 20% SDS
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10 M NH4AC: 1542gNHAC r oz ppresrte 630@®I® (pri 50AC)

10x TE+NaNs: 10x: 10 mM TrisClIi 8,5 49 ml O
1 mM EDTA 5ml 1M Trisi 8,5
10 mM NaN 1 ml5M NaN

1 ml 500 mM EDTA

TE+RNAse: 50 ml TE+NaN
(100Cy/ml) 500 Ol denatur. RNAseA
5M NaNs: 16,5 g NaN

rozpus®i SOm H

denatur. RNAse: 1mITE+NaN+ 10 mg RNAse, rozpusti S,

(20 mg/ml) mi krosk¥mavku vliogi S do kadil ky s v
vychl adn%S na stole, zamrazi S, rozm
A10 mg/ml; aktivita-5@d%natur8ciou kil
2x DNApurif: 500 mM NaAe7,0 38 ml O
15 mM EDTA-8,5 10 ml 2,5 M NaAc
5 mM NaNs 1,5ml 0,5 M EDTA
0,2% SDS 50 ul 5 M NaN
200 ug/ml glykogen 500 ul 20% SDS

500 ul glykogenu (20 mg/ml)

5x DNApurif: 60 mM EDTA8,5 12,5 ml RO
(poug? vahmMNaN 1,8 ml0,5M EDTA
1/4 objemu + 0,5% SDS 15 ul 5 M NaN
1/6 objemu 500 ug/ml glykogen 375 ul 20% SDS
2,5 M NaAc) 375 ul glykogenu (20 mg/ml)

412 Enzymati ck® reakci e
10x BSA:10x 2000y / ml BSA 100 mgBSA
50 ml O
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10x BSAsp 10x ~ 200Qy / mIBSA 10 ml 10xBSA

1 mM spermidin 100 Ol 1M spermidin
10x lig: 10x 50 mM TRIS7,5 25ml 1 M TRIS7,5
10 mM MgCk 5ml 1 M MgCl
SmMDTT 25ml1MDTT
100 OM ATP 0,5 ml 100 mM ATP
17 ml O

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

1 MDTT: 1,559+ HO do 10 ml

413 G®l ovs8 el ektrofor®za a izol 8cia fragmento
10x TBE: (1x TBE ~ 89 mM TRIS + 89 mM $BOs + 2 mM EDTA)

216 g TRISbaze

110 g kyselina borit 8§

80 ml 0,5M EDTA

1700 ml HO

TBE+NaAc pufor: 100 mi10x TBE
(50 mM NaAc) 20 ml 2,5 M NaAc
880 ml RO

25MNaAc:340gNaAc3HO rozpusti SoO0O@Gmidopl ni S na 1

0,5M EDTA: 187 g EDTA Na.2H.0O
840 ml RO
pH- 8spougi t2m pH testovacieho pr¥%gku

koncentr. DNAload: 32 ml 25% Ficoll 400
14 ml glycerol
po 2 ml 1% XC a 1% BFB (v TBE+NaN
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5x loadEDTA:
(60 mM EDTA)

2x loadEDTA:
(15 mM EDTA)

1x loadEDTA:
(5 mM EDTA)

5x PCR load:

(15 mM EDTA)

2x PCR load:
(5 mM EDTA)

22 ml konc. DNAload + 3 ml 0,5 M EDTA

17,5 ml konc. DNAlIad + 1,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaN
d o p | sOin&50

8,8 ml konc. DNAload + 0,5 ml 0,5 M EDTA + 100 ul 5M NaN
dopl $0in&50kl

8,8 ml konc.DNAload

0,9 ml HO
OIEDUTA 5 M

300

3,5 ml konc.DNAload

6,4 ml HO

100 ul 0,5 M EDTA

25MNaAc:340gNaAc.3HO rozpusten®0@®mdopl nen® na
10M LiCl: 212 g LiCl (~ 302 g LiCIL.HO)
H20 do 500 ml
+1 ml 5M NaN
4.1.4 PCR
TDV mix: 965 20l
(na100vzoriekk 400 Ol 5x LongAmp pufor
15 Ol 100, mM MgSO
100 Ol 10 mM dNTP
20 wul TDV polymer 8zy
TDV polyme0@zall Taq polymer8zy (~ 500 U)

1,

25

ul

DeepVent

28
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EA mix:

9,92 ml HO
75 Ol 500
10 OINaNe M

mM EDTA

50mM (NH4)2SOs+1mM EDTA: 49 ml O

2M (NH4)2S0u:

Pougit®
HPRS LTRrev
HPRS UT5for
MAV7344rev
MAV323for
MAV97rev
MAV382for
envJfor
envJrev
gMET|5for
gMET]|61rev
MAV5226for
HPRS Bcl rev
HPRS Bcl for
HPRS Xbalrev

1,25 ml 2 M (NH)2SOs
100 ul 0,5 M EDTA

13,3 g (NHASO

rozpusti S:O0v 42,5 ml H

pri mery:

CTTCCACCAATCGACGTGTACAGTGC
ATGGCTTCATTTGGTGACCCCGATG
TAAGACTACATTTCCCCCTCCCTATGCAAAAGC
CCTGGGTTGATGGCCGGACCG
TCCTTCGCCACCAATGGGATCATATAATACC
AAGGCTTCATTTGGTGACCCCGACG
GAGAAGACACCCTTGCTGCCAT
CGCCCCACCAGTCCCATTAAC
CAGGTCTGATTGTGAACCGAATATCTTATTCAGAGC
CCCTGTCGTGGTTAGAGATAGGGAGC
TGCTGGTCTGGGGACGAGGTTATGC
CGCCTTATGAATGGACTCACTATGATCACTG
CAGTGATCATAGTGAGTCCATTCATAAGGCG
CGTTCGGAATCTAGAGCTGCTCCC

4.1.5 Sekvenowanie

ExoSAPmiIx:
(100 vzoriek)

120 ul HO
20 ul 10xThermoPol
50 wul r SAP ( ~

10 ul Exol (~ 200 U)

29
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primerMIX : 10 ul 10 mM EDTA
(100 vzoriek) 250 ul 10 uM primer
450 ul BO

416 Zvi er at 8 kaulbtu¥arkyo v ®
Pokusn® zvierat§:

Kura: out bredn® pl emeno Brown Leghorn
i nbredn8 | 2nia CB plemeno White Leghorn

Bunkovsg8 | 2ni a:

DF-likuracia fibroblastov8 | 2nia bez endog®nny

F12 m®di u235mlTK RO
250 ml DMEM/F12
15 ml NaHCQ
40 ml fet8lne s®rum
10 ml kuracie s®rum
5 ml antibiotik?s§

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

421 Mol ekul 8rne kl onovani e

Transform8cia bakt ®r i 2

50 Ol kompetentnlch bakatdRrdN (ol o0 immbae e n
pridanich 2,5 BbliigaBhkp,rpakokeezaortexovan
pri OAC nasledoval t epredwd igrokulSdi & ek ¥midn 4t2
boli bakt ®ri e r oz o tprieener@n I sabmapkitceirliignlonvul nmiasnkt ui
(100 Oignkmihowan® cez noc pri 37AC.

Prepar 8cia plazmidovej DNA

V 10 ml mi krobi ol ogickej sk¥omavke bolo zaol k
bakteri 8l nou kol -niou a pondd&hlzagn® 1n®&r §d S kwd :
ng§sledne prenesenlich do c2e nmlr icfeungtorviafniBgahl n5e js

RCF pri izbovej teplotpel todn&s dEREen bovl BEI®
intenz2vnym vortexom, aby Ni8asdreyl nee dhiorheon tz an
pridanTch 300 Ol NaOH+AdBakpat em -8hb@for@k 16 No
(1:1). Obsah mikrosk¥mavky behteznbugovahknie
chladenia (5AC ). 80l ¢ dvoo din,e§ nil 8 zny |kbrarsdk damal:
500 Ol i zopropanol u. Po premi egan? bol obsa
mi n¥%t entar i fugovanl 10 min%t za izboeeadimgnt tepl o
opl 8chnutlT 1 zmdvuc8M% rdtfaungoolviand 5 mi nY%t za i zk

vysugenl pri S0A0] TEagpsd®ReB8B wi n%t inkubova
pripraveng8 DNA mohla byS priamo pougit§ na t

| zol 8§cilaw-nkeNA izng lgag®lzwo v ®

Pogadovanl framone nWV DNAO broh @e z s kvll eongeenn’h  ddoos
mi kr osk¥wWnaov k& s2M LiCl + 100 Og/ml glykog®nu
mi n¥t pri Il zbovej t epl ot e pchladénielna@dAnCe. 5D NMAi rbYet]
potom extrahovang 400erOtlr iffeng@dwan& oXQ emiovitn §
bola odobrat8 do novej mi kr osk¥mavky, dopl ne
mi n Yt proi i zkoveji fugpvang8 a@®l mte¥%t Vpdn8i £ B
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odst r 8nechiSmea t opl 8chnutl 1 ml 80% etanol u
vortexovani a. E t saendoil mebnotl  soudgsetnrT§ npernil taepl ot e
rozpuslozen 80lv TE+NaN

L i g SD&NA feagmentov

Zl ogenie ligalnlch reakci?2 bolo nasledovn®:
50 ng plazmidu

20 ng na kagdlich 100bp dOgky (inzert)

1 Ol 10x lig pufor

1 Ol 10 BSA

dopl n®n®oH10 Ol

0,5 Ol T4 DNA lig8zy (~ 200 NEB jednotiek)
Reakcie boli i nk ub o dohunl@®odmy. i i zbovej teplote

F¥“zne PCR
PCR reakcia (prvl stupeR f¥%zneho PCR) mal a t

11 e H
4 Ol 5x Phusion HF pufor
2

2, Ol 1 mM MgCcCl
1 Ol 10 mM dNTPs
1 061 10 OM primer MAV5226for alebo HPRS Xba
0,2 Ol OM Bclmev dWPBRBo HPRS Bclfor ("vn¥%torn
1 Ol plazmidu pHPRS103 |linearizovah®ho enzlm
lineari zovan®ho enzl mom EcoRI (oboje nariede

1 Ol Phusion polymersg8zy (~ 2 U)

Na PCR reakciu bol pougitl tento program
9 0 AID sek.

9 8 A@D sek.

( 9 8 M0Gek.

7 2 AZmin.)ox

7 2 A2D min.

5AC
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F“zna reakcia (druhl stupeR f¥%zneho PCR) mal
27, 5001 H

10 Ol 5x Phusion HF pufor

5, | 1 mM MgCl

| 10 mM dNTPs

Ol primer MAV5226for

rier HPRS® Xbalrev

Ol DNA PCR reak@dle s fragmentom Kpnl

Ol DNA PCR reakxbale s fragmentom Bcl |

Ol Phusion polymersg8zy (~ 5 U)

O O

N O O NN N DN
o o1 o1 o1 o1 o1 O

Na f %znu PCR reakciu bol pougitl tento progr
9 0 AID sek.

9 8 AGD sek.

( 9 8 AOGek.

6 5 AZmin.

7 2CA5 min.ux

( 9 8 AOGek.

7 2 AXD min )«

7 2 A20 min.

5AC

422 Indukcia n§dorov

Pr8§cdaasni vovimipasggeuwami eabuni ek

Pr§d&asni vovIi mi kul t Yar ami (transfekci a, i nf el
pas8govani e) bosterviylknoincshv pp @ g nztae mok ami n8r ne
Lamin8rny box bol pred-Cajgji poeptBciaspoBrpbid
Vget ky pomtcky, kt ark@anpvioghimi d&kukott abnt p®bo
n8§st rpoeptary bali ud § i a viainset pw rei aad k u . Nepotrebn® zv
materi 8l u, ako aj konpamgn€8tmelO®wl iodeakanfcdck
Bunkov® Kkult Yry bol i akduhletzi2vwonvyam Gyolmyiekoommib snk 8vc
termostate pri5% Cat epl ot e 37AC. Pas § gmivaaind ke Ipaled i edsal
Ss®r ov® m&d&ilerdna bol i bunky opl 8chnut® PBS.
trypsinu + EDTA tak, aby b dlungkoyv rneeho skt wan ii e ks up
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sbunkamib o | i kultivovan® pri 37AC menej ako 5 1
nepustili od dna kultbuvuak@mjpmi dag® 486HdHI ethne
me®di a nalPhODOm®Oibdu mkay PBOI)i ap o mo cppwchipnishyet vy st
pr %dom m®di a, kTm nevznikla bunkov§ suspenzi
odobrat® zopresuspemn®i ena& wnlotvivw arhindkth sm®di om.
pas8§govan® podQanedgptr eobdy jvedne] pol ovi ce p
kut i val n®ho m®ediodpesa Yp ampmovalzmedz2 pre danl

Transfekcia

Transfekcia prpbught?tm BEL - dpal getyl ®ni mi n) .
mi sku tak, aby boli semi konfluent nniRen®g 2k on
mi krosk¥mavky objjeednéj 5boml ¢ pmiéganbch 250
avdruhej sk¥mavke bolo 4@ ©jarPiEdh NEG| @ldnBMB
mi krosk¥%mavi ek zmiegamlkubpowlan,] 2w adrdimzdboowaen |
hodi ny. NS§dbpluemded badlsat® me®Idi um, bmMYNkgdmeol bol
opatrne pridang 4rlaodif e¢mEdmimelsi.d ol 31 ml r
abunky boli kultivovan® do dr ul®ha uhRa dadik @
m®di um vymenen® pd nrlans tod\s@ bm@dme®maspw r ul enom
veOkosSbumilkyb@al i Nalej kultivovan® v ¢gtanda

Titr8cia v2rusu

V2rus bol titrovanl pomocou imetntdyb ol dn eploru@h c
DF-1/ GFP nes¥ce v2rus RCAS, ktorT namiesto g®
bolvdt sl edku chlbaj “%ceho env g®nu neinfekl|nl.
(v tomto p-103 plebad dMAVHP R& o § | roa nke A zv82crhusu RCAS, k
infeklnlT vNaka z2skaniu kabalYow®ha nglky ko prvat d
| ast?2c. Jedny obsahupdtob® namsatpujidaal ger rm
sabsenciou env g®nu, obsmaaami Upei 0bha®BIO vyt vk
alebo MAV-J). SupernatantzT cht o buni ek bol ng8§sl edne poug
DF-1 abol a pozorovan§ schopnosS v2rusov obsaht
detegovan® pomocou GFchtonetigns8l u na prietokovo
Titr8cia pomocou met-dy kone|l n®ho riedenia p
Prvli baié&Rky DFl1/ GFP vysiate na 12 j‘amkamku¥s dogt
DruhlbodebRuni ek odsat ® kma@dieym,j abmkrek yood i opl §
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an8§sl edne infik®&Vam@®dohj @ms mh LA aebMAVH)2 T us (
ktorT bol riedenl desiatkovou radomeriRad=zint mv
Vas om, negat?2vna kontrola bola infikovan8 m
nasp?2$S do ptoer3mo srti ant¥at ach bol o b undj€milmplna dan®
jamku.

PiatpobbeRbunky spas8govan® na polovicu.

Si e d miolisa bunkyDFL. ( neobs ahto?25%t0e aGFRMka na 24 |

dogtil ku (s pougit2m Il en dvang8stich jamiek).
Dsmy bdoelR | i s t1® ibnufnikkyo viafn ® m®IF 1o/mG FoPd oibrr fainki anw &

buniek. Najprv boloz nf i kovanT ¢ ht ThethilSeOkd®ad mhr &kt or ® bol
dobu 5 miREBAGLN §(s1 Ftldhheo zodo b®land @ hn @bdkt 9k umba v k |
sa na infekciuOpou®ted ondpd8n&k§O0bmIPBTDRuUt ®
| nfekcia pr ebi ethearl mao sotpatSe ,3 Op omiunpsty nvut 2ml kt or T ¢
rastov®ho m®di a.

De s i a boji budkg Wbjeme 20® | prenesen® na Bgofilpradnk ov %2 d «

Bunky boli n8§sledne centrpbudekan®86i imi stpe
bune k bol i bunky 150865 uPBESedtcbsan®3258. Nasl edo
prietokovom cytometr.i LSRIl (BD Biosciences)

Visledn® hodnoty sbolpnr@heonirkoarp tlyellun®h®@FPa f | u.

aHoechst (406 nm) kagdej zaznamenane, udal os

Visledky boli anal yzovan® ppormol coonu dpor ogv amy
jednotl i v® bunky wurl|itej veOkost i a granul ar
aGFP pozitzvne.

Infekcia embry 2

12 denn® kuracie embry8 plemena Brown Leghor
100 Ol v2rus40@t izodfolypeeadARIE/SMI ), alebo 100
produkuj Y%ci mil Kbunkiadmi OdF meai ay §ci a/baolti§| peu
retrov?2rusyi HPRAGkaMAVi-dn.y IInf ekci a bol a vykonar
chorioalantoickej g¢gily.
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Test na preinfikovanossS

Na overenie rbugPatedcla ol iuysedvdtrlain® @6z oarkg/§ |
dn2 po infekcil.i jedincov plemena Brown Legh
semi kvantitat2vn®ho PCR na jzd &t cetali ig8lpoi t uDNA
izolovan8 z org8nov bmlieka®klimii kavaannd& r @ ama
zDNA neinfikovan®ho kuraSa pri mi-Eyrmann2gnst kleon
zodpovedaj uocoIm5 Opr Ovdrudo®m, nd& @easadnprimdlav t o b
i jedna na amplifikovanie | ast]i g ®hruu he&n vn al
amplifikovanie | asti g®nu MET (|l asS gpecific

tak®t o zlogenie na 1 reakci u:

17,8 Ol TDV mi x

0,2 Ol mervgpal y

1 0l 10 OM primer envJfor

1 Ol 10 OM primer envirev

1 01 10 OM primer gMETj5for

1 01 10 OM primer gMETj61lrev

1 Ol DNA (~ 100 ng)

Ampl i fik8cia prebiehala pomocou programu:
9 0 AID sek.

9 5 AZmin.

( 9 5 20Gek.

6 5 A40min.pix

9 5 AZD sek.

6 5 AXD min.

5AC

Vzorky bolii nN8sl edne naneséktp®tnaf a®Bagmal ag

1 hodinu pri 70 V.

Odberyas pracovanie tkanivovlich vzoriek
N§dorov® vzorky veGkodtii oproibelriagmm®e z1a0 Yhmel o
ahistologi ckej anallzy. VzorkhkyglekbeB®noaanabl gai b
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zmi est vnYtori ng8doru na rozdi el o0 d rozhiarsat ol o0 g i

ng§dookiolai t ®ho tkaniva kvl i | enpegniSedaur drvosz$ @ uj.e

Vzorky n8dorveWkzyskKBarn® §mni e

Okrem vzoriek| abdultv anwrtbuuswokvoevje j gteanjettoi kp/r 8bec
spracovsg8§van® aj Wz drkley @Bokusb@Eskupiaj Dizd/enugppala
Naira (The Pirbright Iwmzsdrikywtre§do/edukedicoBd u k v
l 2ni e 21 m? SRFv(Sphcdic pathogein r eae ) l125nipombcau Vv 2r |
podskupiny Jdwa Av2 desdyn 8pechdBupkoypd HPREBRS i z

103dXSR (HPRSI03sd el ®ci ou | asti gen- mu -danzeat) ava n e | X
v2rusy pods kNupSny( ipAo:ddlOBQ@e | -NICSWi, e zMXt or e | P C
aHPRS( A) , ktorT namiesto env g®nu podskupiny

bolivt omt o pokuse jionde k®Dvtamm® dmiNr woaftoomkenpi gd
alebo v prvl deR po vyliahhot?ennveapeoimtod:
usmrcovan® proadOme poi redbyl4. dRa Jivota ag po

423 Ident i fi k8cia miest integr8cie

l zol 8ci a gen- movej DNA
Vzorky wurlen® na molekul 8rne spracovanie boc
DNAlysis roztoku en §s| edne rozpw%gSan® aspoR cez noc

prevracania sk¥Ysmavky.

Rozpusten® vzorky boli Nn8sl|l ednacvocnhk utbmadszam ®K
aut oldlezagktd v8ci 2 proteing8zy K. Nasledovalo p
vortex, inkub8cia 33® mim¥%it prrii ttempl ottee SDAC,
ml fenokc hl or of or mu , cent r i CFegdhladerda @ldOb emi nv¥etd n2el] If
Kvodnej f8ze bolii pri dpm®v da @aa mdmn e sreyazafid Yok v t d

vlI 8IDINAn ktor 8 bola n8sledne nampt 8ubha®ang sk
80% etanolu. Nakowoi dén2bob25pBKA ONSTESG BiaNl ost i
na | ej mnogstve (subjekt2vny odhad).

Rozpusten8 DNA bola narieden8 na koncentr 8c

meran8§ pomocou pr2stroja QubitE fluorometer
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iPCR (HPRS-103)

Samotnej amplifik8cii fragmentov chromozom§l
DNA prech8dza ¢gtiepen2m, lig8ciou vzniknutl
(cirkulariz8cia) a lineari z2&¢iyoul sgesas® ambua
ohranilenej koncovimi | asSami prov2rusu.

Gtiepenie

Na kagd¥ vzorku bola pougit8 gtiepna reakci a

n a 4 @nnareakciu (jednotkypre 5o di nov® Jti epenie boli empi
predh 8dzaj »cim testovanzm). Reakcia mal a nasl e
10 Ol DNA (zodpoved§8 1 Og DNA)

8 GO H

1 Ol 10xNEB3 pufor
1 Ol 10xBSAsp

0,12 OI Pstl

0,04 Ol Nsil

Reakcie bolaispiomRk dboh@amn® nn Haliedree | eon 21 By AiCn ak
mi n%t pri teplote 80AC.

Lig8ci a

K gtiepnej reakci?2 bol pridanil mtiogall mlgemizxm:o
390 0l H

50 Ol 10xlig pufor

50 Ol 10xBSA

0,1 Ol 1 i g§zNyE B( z oeddpnoovt ekd§§m)4 0

Reakci e boli i nkubovan@5ALCpoREET edma2 hoproi dtc
pridanlich 125 Ol roztoku 5xDNApurif a 80 Ol
500 Oichflemwlf or mu, nasl edovpmrli vtoepglext, e s&AC,e nad
fg§zy8dganie 5 min%t so 700 Ol izopropanolu a
Nasledoval oplach 1 ml 80% etanolca& nt r i f ug8ci a pri i zbovej te
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Lineari z8ci a

Vzorky boli n@ghosheprmzpre elni®n e a noApaglicBclu r * z n
aBst XI . Linear i pfemé aDIprkebnebanl aahva®hedujolctior
zl ogen2 m:

1001 »OH

101 10x NEB X (2 alebo 3, podOa pougit®ho en
101 10x BSAsp

K tomuto roztokubolp r i dan® | i n e amniozgas|teM@u edh Bdnhy hv t est o v

na reakciu.

DNAbolavli i neari zalnom roztoku rozp%gSang pri bl

nasl edoval intenz2vny vortex, Nznbvghn tae n mkwrbyg c
vortex. Takto homogeni zovan8 zmeS8std)akem pr e mi
50AC (prienkBicblolvyiang aspoR 15 I hoeéani z&NEsl mdne
pridandlchEAMM xu a cell ob®lahmiblod o grkadm aaszleyniia. d
PCR

Zl ogenie reakcie bolo tak®to:
1501 TDVmi x

201 mi x primerov (L, C alebo R mix)
50l reaklnej zmesi po lineariz8cii (~ 100 ng
Kagd8 vzorka |lineari zovmaoawedi tDARANXD@im&@ova mpl i f i

viroch osobitnlTch reakci 8ch (visledn§8 koncen
L-mix: HPRS LTRrev + HPRSUT5feramp | i fi k§ci a DNA vOavo od p
C-mix: HPRS LTR rev + MAV323foramp | i fi k8ci a DNA na oboch st
R-mix: MAV7344rev + MAV323fa-amp |l i fi k8ci a DNA vpravo od p

Na amplifi k8ciu DNA pomocou polymer 8zovej re
9 0 AlDsek.

9 5 A2Dsek.

( 9 5 20Gek.

6 5 AI2min.)2ax

9 5 A2Dsek.
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6 5 AZDmin.
9 5 AZDsek.
6 5 A3Dmin.
5AC

Anal yg®kc kT

20l PCR vZdrklyx!| ¥ad EDTA bolo nanesenlch na :
spougit2m Si ginBaE apguafrr-uzys aet2dium bOgMmmbddpm (
El ektrofor®za bol & posdeb& B8 mi w¥%ha nA8@BI edr
zisteni e pr2tomnospgdt okm 8k &klyac he If & katgrmefnd ro®z aa z
na 200V po dobu 901 20 mianYatl.ytd4 ck®ho g®l u bol Bolioverer
vybrat® PCR reakcie vhodn® na Narhgpentov.Z2nal 1 z
identicklch n8dorovich klonov, predstavuj Y%ci
a pre kagd% vzor ku b o tmixon, gldbo lenme@kcib fikomm. e ak c i e

Preparat2zvny g®lI

1501 i PCR r@®lak&ix®CRI b2ad&@DNhAnesenlich na 3% g
pripravenl z NuSBEv®NGBAG pgaruzyEhekt Vpof or ®z a
dobulthod?®pPpmugit?m recexkelr 8®he phfadeni a. G®I
vet2dium Ogdmilde AF 2htoldii hrue G®Idbvolduo dfyaetnan Te
apomenovania jedno€kiedolke boagméentow; fragmen
sklenen¥% dosku)eneyer®@ard@ni H0@s kumBWV i e5k0 mMo
(NH4,SQu+1mM EDTA.

Reamplifik8cia

Mikroskamav ky bol i ohriate na 70AC po dobu 10
aochl aden®j sdnds ACvT @2h v zorlilelOlOh &IlGa bpboNiAg intal c
reamplifikaln¥% reakciu (podOa intenzity fra

PCR reakcia mala zlogeni e
7501 TDV mi x

2,501 ,0H

10l mi x primerov

0,3/0,5/10 IDNA
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Na reamplifik8ciu bol pougitl program
9 0 A mMsek.

9 5 A2Dsek.

( 9 5 20Gek.

6 5 Al2min.)12x

9 5 A2Dsek.

6 5 A2Dmin.

9 5 A2Dsek.

6 5 A3Dmin.

5AC

Por eampl i fi k8cii boli niektor® n8hodne vybran

spr8vnosti reamplifik8cie.

SekvenS8ci a

dNTP a primery v reamplifikal nej reakci i bol
fosf.altD§ zyPCR pr od uikftiuk §ecd i r ebaompl QlvoEx eSS AR min X
an8sl edne i nknimdea annaBOmd VT eana B80AC. Po tomt

ochladen® na dapbloweé&npimeiXO@pra L aC fragmenty bol v
Primer Ml Xu poug2vanl pRr aiC rfragmentlyl Prim&r MAVI3E3fom. v pr
Takto pripraven® vzorky boldi odosl an® na sel

Biotech (GenSeq s.r.0.).

iPCR (MAV -J)

Postup i PCR pre n8dory i aduwkadyv anna® | peadng c/ocue  vo?l
HPRS103:

Giepenie (MAV-J)

Na gtiepenie gen- movej DNBcbbli | phbulj8ti®Pa enz
prebiehala aspoR 15 hod2n pri teplote 50AC.
ich n8sledn8 eliming8cia prii 8®AEL mwermiofl iak omo a@ m
pridania 10001 010001 2xDNApuri f a n§6l e Hchleadoemt r a h o\
(vortex, c emitnrtfBQRRYCEFc | aa 1®O®h| adeni a, odber V O
mi krosk¥mavky) . odNEkr ®@tdenje voednmdeq K If 8®@ o0 pprroip an
avzorky boli 5mi n Yat zr8gan® pmn§sliedme e¢ e nmerpilsou gaprvia r
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i zbovej tepl ote. Pel et usadenl na ml B0 mi kr o

etanolu bez vortexovan@ec e nt r i f ugov gnlotzya Madri&twehj 5t e

Lig8ci al) ( MAV

Po usugen2 bolo k peletu pri daniicenft on ajl porgve n2o
400 01 H

50 Ol 10xlig pufor

50 Ol 10xBSA

Vzorky boli 5 pmiin3%tz bionvkeybaveapn®t e, n SHpl2eSdne
inkubovan® 5 mi n%tntperniz 2ivznbeo vzevjo rtteepxl oovtaen ®& A g
vzorky pridanlTch 450 Ol ligaln®ho rae@)toku do

Li ne aia(MAVEXR

Vzorky bol i |l ineari zounag®tokmmredkeidzT mom Apall
PCR (MAV-J)
Na PCR reakciu boli pr 2 pade vzoriek indukowvhnpoh §ipto@c

nasl eduj »ce mi Xy primerov:
L-mix: MAV97rev + MAV382for

C-mix: MAV97rev + MAV323for

R-mix: MAV7344rev + MAV323for

Sekvens8cid)a( MAV
Pre sekv&€nSaiagmentaov bol v Primer MI Xu poug?

fragmenty primer MAV323for.

Gtatistika

Gtatistick8 viznamnosS pr2tomnostnormirok®has
lokusu vnez §8vi sl Tch tumoroch bola vypol2tan§ ne
integr8cie. KeNge presni vipmietzpgdboddugehs
vytvoren® r ovnsipcoed ner emewrzeeh nop® a v a €18 phthka Bra o s t i

vipolwetbheP kurac2?2 gen-°mod@®ékegnl=dbd, BepreRrlva
dOgky | (veldpkaboS azwWlypbl2vans§kpornovdepspoRnms
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z8sahzhlwokuy eN (cel kov] pol et opvrnoavkilr uoel. zESt @

olividne podceRuje re8lnu pravdepodobnosS n§
formovan® cez hranicuyroedbza bali KahoVang§ “pedo
ge boli s|l2tan® pravd#pekybdogky breétedat kg
bol zapol2tanl veOakrgt. Visledn® rovnice bo

Pspodnle (1-P)Y; pre P1 shésdRKle nul e P
Pirceride (1-P)Y pre P1 bindREke nul e P

kdeRj e pravdepodopmosSNugav aapbBdma v jednom |
dOogky I ;

C:| -

D~l Cs
C:l o

~

Vzorec pre vipolet P Dbol vytvorenl Dr - Mi cha
ti ky, BDMG AV LR.
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5VI sl edky

5.1 Klonovanie

CieOom klbejopvanpa§oi bol o -Jvyptovnoorceonu ev Tvmiernuys ug
podskupiny B 2 * v o d n ® h®, zaMeAW podskupiny Jer 2 r odn®ho i zol 8§t
HPRS103. Vymenenl imioédstus eka oldo®Kpinlg®nu pol ag
g®nu env. KeNge Xbal -In0i3esnta ksancvio gv@nruu seen vH Pr
potrebn® tot ot arkiesttm /ot v owyitSv car e n ® a j Becl I
pri iPCR. Obe miesth o | i vytvoren® zaveden2m tichej b o«
pripraven® dvedé&se&dg RpPAlI miesta po novovytyv
MAV5226for aHPRS Bclr ev, dr uhT od Bcl |l po Xbaddr pomoc«
aHPRS Xba rev.

TaktoZ2 skan® %Y%seky DNA bol i ng8§sl edne spojen® po
navzg§jom primermivzmijkltempagd mDNA| dth Kpn mi e
obsahuj %ela cell env

Takto pri-prédwvénivyenewenl =za p! sdvom plazreidmiy B. P
ktorTch z8kl adiat eae i Iv2 -B Sadenddaz®ig@ bol pMAVeft

obsahuj %ci AOQa®&wil mtkBRU @& Irvirs ug &nooum ggReangu ap o
mi esto Kpnl ), -rightBi hd b sbaoh ujp/MAV A PAGRE skéncoma s S v ?
g®nu pol (od miesta Kpav¥)m t&@8RTm g®nom env B

Poskl adanie kond| p®lkdiehmal Du vMApvenkkiokukbdblc h Kk r «
v plazmide pMAVrightB vy menenT Ysek od Kpnl na konci {
koncig®n u -Be nzva n a mi vJy Ttaktoovenikat pMAEright=J | kt or ®ho spr
bola over en§ dubdmnkekubol pMA%ightd] Vr oz gt i epenl enzl
aBstBlaf r agment zodpoWEIMal Ribelnvi zol ovanl =z ag
fragment bol potom vIodo@gdnl | dnewvekzovan@®MAVt akt

aBst BI , | 2m Y-kmimpdlet mMAV2rus -ivo vektore Litm
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KpnI env J Bell Xbal

|
| | |

Fusion PCR

Kpnl

envJ
MAV-right-J

pMAV-right-]

b
pLitmus28i 5ot

BstBI

pLitmus28i

pLitmus28i
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pLitmus28i

BstBI
Kpnl

Kpnl

pMAV-right-B
5190bp

Kpnl

pMAV-right-B
5190 bp

envB
MAV-right-B

Xbal

Xbal




\ env.J
. MAV-right-J
pMAV-right-]
5190 bp
/
; /
// /
_,/// L
.
BstBI

| ”L DMAV-] (HPRS) *\

‘% 10350 bp K7/
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52 PspegnosS infekcie

Na zistenie toho, | i sa K¥rwwm®Phporiefekkaz d
aj ednotlivich tkan2v kuraSa bol vykonanl jed
po infekci?2 (d.p.i.) virdIgii noyd obr gam® va n dSrv/AdyWw rtd k
je valg2, nakoOko 3 d.p.i. (15. embryon8lny
ovzorky kostnej drene, pankreasu, t T musu,

aFabriciovej burzy. Wy o d&iyo thesal @t i|stemutoducgo & a2ns®
met - dy PC&mp lligfliok 8@ai u dvoch %sekov DNA, pr
pr2tomnosti provbdolsd9®dhdrpghdih hissenka zlodpov e da
g®nu vyskyedjn&¢gelhko pvi vbd&lur3aiclohbpg.enTinmet ca g®r
MET (MET protconcogene, receptor tyrosine kinase).
pripraven® gtandardy, do ktorTch bolo vnesen
Tieto gtandardy spolu s ingielrinokakebintat d8u
porovnaniealr | eni e pri bl i gn®hobmpandiwuah proork &icshovn a
bandu na agar-zovom g®l e po elektrofor®ze. T
vzorky 3 d.p.i. HPRS.03, 2 vzorky 36 d.p.HPRS103, 2 vzorky 3 d.p.i. MAVJ, 2 vzorky 36

dpiMAV-J ), ktor ® bddligtpanracwm§var® dspoviBbadl %c i mi

prov2rusov na gen- m.

3 dni po infeddOi3i bvinnupokukdP®S zvi erpar 2ppraedenf i
vzoriek krvi (Bl) asr dca ( He) nebol i pr owpArr2upsayd ev lobsetca t
odobranlTch vzoriek mobigspvevigdesyopm&angmm® n
gen - m.

36 d.p.i . -YeBubomi HPR&vZ2rusy pr 2vtzoommnk® cvho tvkgaer
vr 8§t anesrkicai, . aPodOa -kubpektavhehehmwsembdnot
prov2rusov vyskytovalodblvd inekolK§hpoodobrasbw
3 dni po infeklcibolvizrpmursow? rMAsW v g@et lkelgolvat @@
tkaniv8ch okrem krvi a to v Yar ovniach meng?
MAV-J bol i vgetky odobran® tkanivg8 preinfiko)
totogn® ako po i-hO2kei 8t gm daumajmeHPRS bl i gne 5
gen-m v obli]|] k8ch.
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Z visledkov mogno uzavrieS, §ge oba v2rusy s}
v2rusonm MAMVWDIiehala rTchl-2(3, enmkmaijvr?easukslorm

infekcii siakewaveRtiprei mboch v2rusov vyrovna
Obr 8& okBemi kvantitat?vna detekcia pr2tomn.@aentenovapi¢ ov2r us
vzoriek jednotlivlich org8nov vych8dza z anijslezmakl ch nS§
Kitobl i | ikpQ¥cLap e |Lé R srdcel, &li krv, BMi k o st n 8§ Tidpankr&as, TiPtal mu § , Te

s eme nn{ & wifm, BRi Fabriciova burza.
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