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ABSTRAKT

Svoboda Michal Uloha ERVW1 asyncytinul — pr i rozvoji gestaln

ochoreni
Univerzita Komenského Bratislave, Prirodovedeékakulta, Katedragenetiky
Diplomova pracay?2 stran, Bratislava 2020

Preekl ampsia (PE) je z8vagn® multifaktori:
Medzi jeho hlavn® sympt proiginira¥znik PE jezspoiegye n 1
snespr8vnym for movan?2 m tehotenStwab |j aes tdu uah opul ancaeg
pr2linou Y“mrtia gravidnTlch i8%thotensiey), nem@p rr i €
anivdnegne|j dobe efekt2vnu 1| i el bediymzfaktoromar k e
zodpovednych za spravny priebghacentacie jeprotein syncytirl kédovany génom
ERVWI1. Hlavnym ¢ e Oo m t eboldo morovpani€ expresie génBRVWI1 medzi
zdravymi a PE placentami pomocmetodyg PCR a anal 1 za r ERVMM al| ne
1, identifikaciapritomnych variantov a ich potencialneho vplyvu na expresiu synegtinu
Optrimalizovali smeiaceromet - d poug2vanilch pERVWBkiad T z e
bud¥% kpires® esjp®d mhd i vej @itimalizovialssineepdotokaing. e tar e n i
vzoriek RNA pomocou DN&zy, metddu reverznej transkripcpgedstavili sme novy
protokol odberu vzoriekz k ani va pl acenty, ,koon®hepdi ahl
vysledky.VT sl edky sekvenalvmagi amaviayk ®di at i i
zkt or 1T ch s as47@7276hashdidzayj g2 gu ! alUREja o lkambhol
vplyv na regulaciu expresERVWL. Datazn a g e | k v a n tpomoaot Rtorenseng P C |
analyzovali d e v PE asedem fyziologickych vzoriek, oponuji predchadzajicim
publikdciam, ktorée wyr 2 pade preekl ampsi e i deBRVWILI kov a
Av g siddod 8t a nebol i vyhodnot e M®ania §énovegaxmesie s t i
pougit2m kvantitatdugey apP8ClRaah] e v §pripadek o d ap
heterog®nneho tkaniva akViaverymieprogédmanu ktoré&jea s a
potreba pre efekt2vnu anallzu vhodne optir

KOu | ov ®prezklampsi8ERVW1, syncytinl, expresia



ABSTRACT

Svoboda, Michal Role of ERVW1 and syncytial in development of gestational
hypertensive diseases

Comenius University in Bratislava, Faculty of Natural Sciences, Department of Genetics

Diploma thesis72 pages, Bratislava 2020

Preeclampsia (PE}¥ a serious multifactorial disease with onset during pregnancy. Main
symptoms of PEare elevated blood pressure and proteinubDavelopment ofthe PE is
associated with defective formation of trophoblast and placenta during pregnancy and is the
second most common caus mortality in pregnant women. Despite its highidence(51

8 % of all pregnancies), there is no effective treatment or markers for early diagnosis. One
of the factors accountable for healthy placentation is protein callegtsyic product of

the gen&ERVW1. Main purpose of this workvasto compare gene expressiortlod ERVW

1 between healthy and PE placentas using gPCReewhdly analysis of regulatory region

of this gene, identification of any variants and tipeitental effect on syncytifil expression.

We successfully manageddptimalize methods used ERVW1 gene expression analysis,
which will lead to more accurate and reliable results.al¥e achieved to optimizaultiple

steps leading to quantitative PCR, timatude treating of RNA samples with DNase, reverse
transcription and we also introduced a new biopsy protocol to ensure the most reliable
results We were able to identify three variants in our samples using sequence analysis, from
which the most commonrg4727276) was found in the regulatory regiodRE, what
suggest a potential effect ®@RVW1 regulation.Results of our quantitative PCRhere

whe analysediine PE andsevencontrol samples, weragainst theindings of previous
publications thatdentified reduced gene expressiorE®V\W1 in preeclampsia, although

the data were not evaluated as statistically signific@uantitative PCR is widely used and
reliable method for measuring of gene expressidowever, it meets with multiple
challenges in the case of heterogennous tissue ligla@enta thatre needed to address

accordingly.

Key words: preeclampsiaERVW1, syncytinl, expression
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Uvod

Preekl ampsia (PE) jech8vagn® mbh]avépkter s:
Medzi jeho hlavn® sympt - my patr 2 protenuria.n a d o |
Napriek vysokej incidencii (b 8 % tehotenstiev), nemdandvn e gnej dobe ef ek
| i mar kery pr eu. Vinik BE j& spdjenga gespoasnynm formovanim
trofobl ast u tehotegmdtva jecernu tyo p ol aajs| ast ej gou pr 2|
gi en.

Jednym z faktorov zodpovednych za spravny priebeh placentéacie je protein sgncytin
kédovany génonERVW1. Gén ERVWL patri do skupiny endogénnych retroviralnych
elementov (ERV), ktoré g %] asnost i t vor i o harg8 v8a j %4 ndatgleg g
pri formovani placenty. Medzi Ulohy syncytiiupatria pre placentu esencialne procesy,
akymi s tvorba mnohojadrovehsyncytia, regulacia bunkového cyklu alebo supresia

i munitnej odpovede .ERAM llegerkiuBvnaepre kanive plagentg ® n u
aj ej narugeni kpatofyziplegickym pisavdmPE a ¢

Viacerépu bl i k8ci e, ktor® sa tejto probl emat,|
ERVW1 srozvojom PE (Lee &ol., 2001; Reubner kol., 2013. T8t 0 hypot ®z a
nemus?2 by Stejtk mracigpdukasujemeha viaceré nejednodnostetodike, ktoré
by pri anallze heterog®nneho tkaniva akIm
publikaciach boli vykonané jednorazové biopsid ¥ 2 z k o st i tigp nagledien 2 k a
anal yzovan®. ramceplacenty)sa@xprgsea swcythwu r | i t T ch mi e
zvyguijrel ah zZmringwj e r@nd by biopsiou na jedn
Vnagom psrnfestsugpet ent o probl ®m 10adGzhychdiogsii vy r |
odstredu ag po okraj, | 2 m tiimay expmeaid celej placéhty.z a r U
Vnagom projtekk ehesgmrealsia na r e gaRVWllsom$nahaub | a s
oidentifik8ciu pr2tomnich variantov, ktor G
ng&m podarilo identifikovam®? gami mERYW ke ©ir é
by n&sledne mohol byS pougitl ako ,dfakagnos

|l epg2 manadgment | ej pr2znakov.



1 Liter8rny prehOad

1.1 Preeklampsia aeklampsia

Gestaln® hypertenzn® ochamajnli as t(eGHOI) e ps a d\
komplikacii gravidityda vor i a podstat n¥% p méohatalnegjmorbidity e r s k
amortality. GHO s( pritomné pri 110 graviditaz ah RRaj % gi rok® spektr
apriebehu( B e R oNowtnya 2011).GHO sa na zaklade vyskytujicich sa priznakov

kl asifikuj¥ do gtyroch skup?2n:

1 preexistujuca hypertenzia hypertenzia sa vyskytovala pred graviditalebo
pred20. tT gdRom gravidity,

f gestal n§ hiygpeesrttad nnz8i ahy p e rdé eavapioa 2\0z n i tkindu
gravidity

1 preeklampsiaeklampsii gest al n8 hypertenzia nadobud
aproteinaria

T preexi stuj Y%ca hypertenzia pl upsoteisGdquier pon
Nal gie zvIigenie tlaku po 20. gfaMdijodni ¢

aproteinuria.

Hypertenzia polas gravidity mt! JadakajaS n
nat r a n s p okydliku gnedzi thatkowplodom. Jednoum aj v8 gnej g2 ch for
preekl ampsi a, kt or 8 jnasledpjacih rkapliothehj (Brauathalr o z o
aBrateanu, 2019).

Preekl ampsia (PE) j e z8vagn® multifak:
tehotenstvape druhou najl astejgou pr2|linou Ymrt

za 20 % vumr t 2 mat i mkelogvetdvaapestinuje B84 evngsettvkal,c t

tehotenstiev (Carty ol . , 2010) . Za hl avn® di agnos:!
novonadobudnut® zvigenie krvn®ho tlaku (sy
aproteintria(> 0,3g za 24h) po 20. gestalnom tT gdn
rizi kovlch f akptroarvodve pzowyikgp BEo¥MeSri ticho faktory patria
obezita, fajlenie, prv® tehot erodsd, nzolinovp r e d c
rezistacia, problémy ® b | i | k a diabetes ImellbugHaram &kol., 2014). Zmena

krvn®ho tlaku |je zapr2|lzmég®8nawienumn kg S
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Proteindria vznikd @ * vodu p o gk od eendlngmi léziamii zhdmgnk ,ako a
glomerularna edoteliéza, wwr 2 pade kt or ej bunky gl omer ul
pogkodenopu 2lplada WE aj pel padlogickému ukladaniud o ¢ h
fibrinuavpokr ol i I T ch ¢t Betroz8 ®dwe kok, 804¥).8gi i ag

Dtsl edkom PE jsnypblrodaho vyplyjvajliperobnietizanie vyvinu
pl odu, |l o m§ za n8sledok zvI gheonchopymomidu s p o :
dysplaziu (Hansenkol., 2010).

Ugi eME ssa m! ge pr ehemolydisSelewajed livkE énkymes, (low
platelety syndrom. HELLP sa vyskytuje @51 0,9% v § e tekokenstievaprave
prit ehot enstvs&8ch sprevsg8dzanilch ®MEasjugHELL®h o i
je spbsobeny dysfunkciouppo § k oden2 m mat er n § 1, poeldbre alon d ot
preeklampsia,je spajany Placentou & p! sobuj e probl ®my S0 z

Nasledkom HELLP syndrému je obmedzenie rastywvanu plodu (Haram &ol., 2014).

V pripadenevhodného managementu priznadebopriv 8 gny c hchm¥ § ead o
PE pr eklasnfsie.Eklampsisa okr em pogkodenia viacerl
sY% obpbel kR, avyznaluje aBcpogkmidenEl ampgu
mozgu sa prejavuje charakteristickymi zmenami bielej hmatyuehom mozgovej masy.
Cerebrovaskularne komplikacie,@k mRt vi ca al ebo mozgov® krv
val ginu Ymrdaklampsioy (Ppvee kol., 2011).s

1.2 Placenta aplacentacia

Presna patofyziolégaz ni ku PE e gt e n e blavhyeh hypqéz saarmufe, al
zahlavny dbvod nespravnu placentaciungaziu trofoblastu smerom kg pi r 81 ovi t

artériam matkyobr. 1)

Placenta je nevyhnutny organ pre spravny rasfiavi n pl odu. dlabezp
gi v2n, mé&yslkednedzimatkoudiae SaSom pr e p omaterndnenof et §
krvn®ho obehu. Napriek nesmiernej dil egit

o jeden z najmenej preskimanych organ@wv d s k om t e | ekol(208)t t mac h e

Zaujima¥| e, mpsposBbbjelod, ale prave placenta. Toto tvrdenie potvrdzuju

pripady, kedy aj molarne tehotenstvatdle matky nachadza iba placentaia plod)

11



vykazovali priznakyPE (SoteWright akol., 1995). Tuto hypotézpodporujeaj fakt,j e p o

pbrode placenty priznaky PE vymizna.

%
@

) - Spirdlovité
artérie
) |

I Obhikovita
artéria
. . 3 s [ I ..

Fyziologicky stav PE ' Gravidita bez PE
Obrazok1Vas kul 8r na remodel §cPal gpiz8tave®hdchehot
gpir8lovitl mi art ®ri ami mat ky, |l o je zabezpe
procese je d'legit8 vaskul8rna remodel §ci a a
agi v2pr.2plade PE je tento proces obmedzenl (up

Placenta vznikd sledom na sebadwédzujacich javov nazyvanych placentacia.
Poopl odnen? v a | Viacekyah bsngogychmdeleniach asznikd blastocysta,

pozostavajicad voch hl avnlTch bunkovich gtrukt Yr:

T embryoblast, ktorT bude nesk!r preds

T trof obl asvistvabhstonyktya j g i a

12



Trofobl ast tvor 2 V 0 N je &Z§kigdombuduej placenty b | a
afetdlneho choriénu. Trofoblast sa skladatrach rbéznych bunkovych typowv
cytotrofoblast, syncytiotrofoblast iant er medi 8r ny trof obibast,

| okaliz8ciou a morfologickImi vlIastnosSami

Cytotrofoblast (CTB) sa skladarza | T ch uni formnTch buni e
jednojadrové 4 e zdrojom trofobl ast o®TBcneprebiehae Ro v’
produkcia hormongvatak je imunohistochemicky negativny pre placentarne hormény
a v gpazikivnyje pre cytokeratingk t or T ch vi zual i z8cia m!ge s|
marker CTB je schopny diferencidcie na syncytiotrofobkistermediarny trofoblast (Shih
aKurman, 2001). Derenciacia na syncytiotrofoblast sa odohrava na povrchu vilarnych
klkov, na rozdiel od diferenciacie na intermediarny trofoblast, ktora prebieha
v extravilarnom priestorejae s prev8dzan8 zn2gen2?2m alebo
(Shih aKurman, 1998Cierna &ol., 2016).

Syncytiotrofoblast (STB) sa sklad&mohojadrovych, diferencovanych, nedeliacich
sa buniek tvoriacich syncytium. STB vznika prianfaziou jednojadrovych buniek CTB
napovrchu placentarnych klkoviae mi est om pr o danévgoétrebnyeh? | g i r
prefyziologicky priebehtehotensta (Wang aZhao, 2010). Medzi tieto hormoény patria
napr2klad Oudskl placent8&8rny | aktog®n, cho
estradiol alebo progesteron. STB jpriamom kontakte krvou matky, atak je zodpovedny
za regulacia difizie §CQ, ¢§i v2n, odpacdsctio¢dmel & opsphea ul !

reakciimedzi matkou @lodom (Cierna &ol., 2016).

13



Bunky intermedi 8rneho trof obdmesma |} Jqdaei
spomenutymi typmi buniek trofoblastu. Intermediarny trofoblast reprezentuje heterogénnu
populaciu buniek s * z ny mi vI ast nos &@mitrofobMst Is&€ skladd i n
zbuni ek, ktor® s% v2a|] gie ako bunky CTB. B L
zdrojom extravilarneho intermediarneho trofoblastu miesta implantacie (ITBa)
aextravilarneho intermediarneho trofoblastu chorionového (yib) (Shih akol., 2011).

Hl avnou Y ohou | TBb j e modi fpiepo@rtei cekulagip i r 8|
matka 7 plod (Kim akol., 2004).1 TBb bunky SsYs schopn® i
amyometrium podobne ako mal 2 g naZlyhanietdtp , av
invazivne mechanizmu ITBb je spdjangreeklampsiou (Pijnenborgkal., 2011). Jednou

z hlavnych funkcii ITBa je produkcia extracelularnej matrix, ktora podporuje silasticitu

fetalnych membran (Ciernakal., 2016)

// BLASTOCYSTA

EMBRYOBLAST

CYTOTROFOBLAST

TROFOBLAST

ENDOMETRIUM

Obrazok2Gt r ukt ¥%r ne z | o § kplacenthcie(su prcayvse ry® pwd hBa [ i 1]
Dspegnej pl acent 8ci i predch8dza dej na

pri ktorom blastocysta prichadza do kontaktu so sliznicou materniachgti sa.

Implantacia sa delinar i | aféazu usaderiagkedy blastocysta prichadza do kontaktu

so sliznicou maternice. Nasl| eduj enakoBiecra ad

faza invazie, kedy trofoblast postupne prerastd do sliznice maternice. Pri zdravom
tehotenstve su jednobunkové bunky cytotrofoblastu na vrcholoch plangstiia
chorionovych klkov depolarizované eap ¥4g Saj Y% b a z §Nigrujice enkyb r § n
adheruj % vol i fosnejb egregaty, vkiore jsto jednym koncom pripojené

k placente airuhymkmat erni ci . Tieto bunky, nazlvan®

14



maS wdantYatgt ruktur 8l nu integritu, placénjou.vy pl
Toto prepojenie umogRuje invaz2dogmalboum®§
vnatornatretinu myometria(obr. 2). Tento proces, kedy sa bunky cytotrofoblastu oddelia
avytvoria cytotrofoblastov® stOpiky sa de
(Fisher, 2015).

Zauj2mav® je, ¢ge vpr evd|aacserrilcchh tpd haccteenrt s§t
veOk® mnogstvsg agteg8odbobpl hsgeviehi kaj %ci c
a § maernici. Predpokladaspe t i et ko tap e amegHasiZaisko x i dal n ® mu
stresu, keNge bol i tfiajtloe m%ohre3adraltkgrisakad, a s oc
2006). Zskytdgyehtol , vdinkovich ostrov]ekov" bol
v pripade PE (RedlineReterson, 1995).

Obrdzok3Negat2vny efekt fajlenia pkav. VY pipadebkantraing) vvzorl
(A) sa vytvoril:@ c ktorywh sa@d d4bhbdinach odpagali unky) ktord ivad
matrigel (substr gt extracelul §§Mnej ket nux)] o
migraciu burek zc yt ot r of obl astovich st Op ik ,2006)( upr aven

KeN sa bunky cyt osttreonfeo bntaatsetrun idcoes,t arnava i kk
j e] g t rmmdhyckablastiachje maternicovy lumindlny epited i | enT , ako d
pohybu cytotrofoblastu po jeho povrchu. Cytotrofoblast prenika do bazalnej membrany
epitelu pomocou mechanizmu podobnému rakovinovym bunkam,oa vy ugi t 2
matrixovych metaloproteinadz_iprach akol., 1991; Fisher, 2015). Nasledne paupé
bunky intersticia decidualizuji  p r itomw pripadeidedi f er enci al nT pr o
progesteronom eAMP (Gellersen &rosens, 2003).

15



Polas zdrav®ho tehotenstva je plod vygi
zabezpel en® gdreeb ephon ustperj8 vinnev 8 z i | trofobl ast
vaskul 8rna remodel §cia art®ri 2, ktor 8 ich
agi vz2n. Vi sl edkom tysdkdrezistedteyghuaizkpkapacjingch si¢va v b a
nanizkorezistemé avy sokokapacitn® (Striegkovagdej 2017
nazyvany, , vaskul 8rne mi mi kry", kedy cytotrofo
typicklch pre epitel, ktor®vbyianapnabaokal u
receptoov aligandov, ktoré su typické pre endotel alebo bunky hladkej cievnej svaloviny
(Zhou akol., 2003). Vysledkom tejto drastickej zmeny je placentarna bumaekularnym
kédom cievneho endotelupaive tento proces saspdgias h s chopnceml®eu s i
pr8ve SO0 gpir8&8lovitTlmi art®ri ami. Bunky
anahr8dzaj % matern8lne bunky. Taktieg sa

ktoré tvoriatunica medigFisher, 2015).

V pripade PE je invazia trofoblastu nedosto | n § prietok Kr
aprekrvenie placenty JViakaonevzmniddeéem®, ¥%aed
azdravé placenty jenieraexpresiegénu pre protein syncytihv tkanive placenty (Huang
akol., 2013).

16



1.3 Virusoveé gény aERVW-1

GénERVW1 patri do skupiny endogénnych retroviralnych elemenkiR\j, a konkrétne
doOudsklTch endog®nHERW ktorérve ¢4 as h o8 $§ 0% tnaojreij a
DNA. Pr 2t o mgemomé&je dh&akterigticka preg et ky pl acejet §r ne
znamychviac ako 31 HERV rodin. Ide o sekvencie pochadzajucstravirusov, ktoré

zall enili Ssvoju genetick¥% inform8ciu do ¢

transkripcie,d akt o bol i pren8§gan® dkol,R44).g2 ch gene

Vo veOkieje viellcht o retrovir8lnych el emen
réznych delécii anut §ci 2, ktor® tieto Yseky znefunk
tlakom zachoval funkbnk btygaoc?zmEmear | mu &
(Blaise akol., 2003).

GénERVW1 sa nachadza na dlhoramene siedmehchromozému(7g21.2)aje
z | o ¢ enotbvanych pseudogénaqol, gaganemutovanéheny, kddujiceho obalovy
glykoprotein syncytil. ERVW1 m§& v e Ok os Sj el 0z I2 adgkebndirgche
terminalnych opakovar(LTR)o b k | o puj %c i c pol, gagaerssgéoyri@bnda n ®
K a g dt§chtaz LTR obsahuje 3 oblasti: oddk 36 U3, R aU5. Tak ako aj tinych
prov2rusovOLTWR3 sdbdgas Ak prom-tor ovogTRob | as
funguj e ako pall(lpkosseurkgl.|2814)nT si gn

Strukturny model HERV
§°LTR: ’— gag o— pol e eV s 3'LTR

Struktirny model Syncytinu-1

L. . ; z Transmembranova
N ﬁ Signdlny peptid H Povrchova podjednotka podjednotka F C

1-20 AK 21-317 AK 318-538 AK

Obrdzok4Vgeobecn8 gtr ukt Yr aprgeinho syncgtik Ll Gényrey skupiyRZRVama
charakteristick¥ gtrukt?¥ru. ObSkANhR) Yktdore® do hr
pseudogéngagapolanemutovanyenv( upr aven® ko 2@8). Wang a

17



Funkcia gag apol, ktoré za normalnych okolnosti koduju matrix, kapsidové

proteiny,nukleokapsidové proteiny a2 r usov® enzl my, ] e naru
Zauj 2mavos SouERyWIjuek ttVa kyt ige®n uthedx BLTR hdad i nt
ktorT nem§8 ¢giadnu zn8@u homol -giu alebo f

Obal ov® prote2ny maj¥% dtlegit¥ Yl ohu p
infekcie. Povrchova podjednotkdPP s a pol as i nfek|l n®ho cyklu
strane viriébnu ¥ i age gpacinfai c k1 bunkovl receptor [
Transmembranova podjednotkaPj nésledne sprostredkuje fuziu virdlnej membrany
splazmatickou membranouviralny nukleokapsid jai v o O mi@cytdplazmy. Obalové
proteiny nachadzajice saa b unkovom pmitomnosti vhodm&ha receptora
sprostredkovaS f Y%zt ak suscdukhdcaS bunorky i
nazyvanych syncytium (Obb). Gény kdodujuce takétfizogénneobalové proteiny boli
vOuds kom g e n opimnéprvepr HERV rédine (Dupressoirkal., 2012).

Sk uman2m Oudsk®ho gen- musdbbai o hgjfdenimcl
preobalové proteinyde Parseval, N. kol., 2003).Z tychto 18 génov bol ako prvy opisany
génERV3, ktory je exprimovany hlavne placente & miniméalnej miere aj testis Jeho
expresiaj e najvbyggB8ah cytotrofoblastu polas f1?
akol., 1993, aleERV3 neobsahujg p iicku hydrofébnu transmembranovid doméatak
ni e j e schopnl plni S funkciu f Y“azog®nneh:

v proliferacii trofoblastu alebopd i f er enci al nTch procesoch.

Obalovy Receptor Obalo,w Receptor
protein \ / protem\ /
- @ ® @
Virion ]
Splynutie Splynutie
membran membran
‘e ..
Syncytium
Retroviralna infekcia Fazia buniek

Obréazok 5 Priebeh interakcie medzi retroviralnym obalovym proteinom areceptorom( upr av e
Dupressoir &ol., 2012).
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Aj napriek vysokej konzervovanostj toht
esenci 8l ny pre pregitie al ebhomozygtpometavel k ci u
(1% Oudz), a bgenémecgoriyHenee [@kol., 2004; Dupressoir kol., 2012).
Predpok!| ad§gRV3mdliechayjWu d®n post upn e&prosgethingamt e f U
génom, a&o konkrétne zodiny HER\VW (syncytinl) aHERWFRD (syncytin2) (Blond
akol., 2000; Blaise &ol., 2003).

1.3.1 Syncytin-1ajeho biogenéza

D! | e ggéenuERY\81 v procese spravn@jacentags p o | feloarodukte, ktorym je

protein syncyini 1. Medzi funkcie syncytinl patria esencialne procesy akymitgarba
mnohojadrového syncytia, regulacia bunkového cykhpaptéozy at akt i eg a|j s
imunitnej odpovedeNazov syncytin bol zavedeny gxperimentoclod Mi a kol., ktory

o0 b j a vexptesiou géau mdiny HERVVW vznika protein pritomny syncytiotrofoblaste.

KeN Miola pougil. pl azmi dov1 ko ntgrsfekovali sct
nim COSbunky (fibroblastom podobn® bunky),
mnohojadrovéhos y nc T t i a. Tento objav naznal il g €

pri regulacii fazie trofoblastuMi a kol., 2000;Pétgens &ol., 2004).V rovnakom roku

Blond akol., toto tvrdenie potvrdili @ o d a | identifikd@vai aj potrebny receptor
RD114/cicavl?2 retrov2rusovli receptor typu
ktory sa nachadza ajplacente (Blond &ol., 2000; Esnault &ol., 2008).

Syncytinljeob al ov 1 pr o588aminokysdlimajeeink o v eij73 ke Ok o s
po glykozylacii (53 kDA neglykozylovanygkladdsaz 20 aminokyselin dlhéheediceho
peptidu na amino konci, povrchovej podjednotRiP?2 1 . a a atgansthémbranoeep )
podjednotky TP 3 1 8 . aa &®PEmH 3@ lamgi.t Y2 Vil amoapoznapir i n
receptory funkcie TPz ah RRaj % u k o tatv @ k bhsahdfe rviacere peptidov
potrebnych na fazibuniek. Zaujimavou je ajdoména gotencialne imunosupresivnou
funkciou(37 7. aa agKablsdh,.20l8a) (Li a

Protein syncytifl je syntetizovany ako inaktivny prekurzor, ktory je nasledne N
glykozylovany VER.h a | e | je gpecificky gtiepenl na
aminokyselinRNKR) za vzniku dvoch podjednotiékPP gp50 &P gp24.Tento prekurzor
je schopny \cytoplazre vytvor S (hémog®nm@&r schopnosS) .
vznikai nt er akci ou ¢gpeci f TR & je sthbilizovany Xovalentnymia P
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vazbami. Pri PP ide disulfid-izomerazovy motivC« € (C i cystein; « i hydrofébna
aminokyselina) &P obsahujemotiv CXCC (X7 ak 8§ k o Ov e k a.miian ok yns e
motivom zohravajucim ulohu pri skladani syncytihe motivpodobry leucinovému zipsu
LXe6LX6sNXeLXsL (L T leucin) Nasledne su triméry transportovash@GA kde prebehne
posledny proces maturacie arso z § €fi epZemu podobnou endoprot
nastanedownstreamodp o s | edn®ho argin2?nov®ho zvygku
sekvencie K/R-X-K/R-R), ktory prave tato endoproteaza rozpoznawanto procesom
vznikne povrchova ransmembranova podjednotka, ktoré su disulfidovou vazbou spojené
do maturovaného PFPP komplexu anasledne translokované dankovej membrany (Obr.

6) (Cheynet &ol., 2005).

PP TP
Signalna selovencia CéoC Fizny peptid CXzCC  Kotviaca selovencia
Stiepne miesto | i
1 317 | 538

Motiv leucinoveho zipsu

Obrazok 6 Prekurzor syncytinu-laj eho funk|ln®@2ddm®ny s¥% zn8zor
PPi povrchova podjednotka; TiPtransmembranova podjednotka; €ystein;« i hydrofébna aminokyselin
Xiak8koOvek ami emakkQy poldiOrakol.CHOEBYy maewr a
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14 Regul al nERVW-bh | ast i

Gén ERVW1 sa nachadza na siedmom chromozomeswne] blizkosti génowEX1
(upstream aGATA1 (downstream Podobne, ako aj iné retroviralgény, obsahuje dve

dihé terminalne opakovaniaNp a 3 Nj LTR) . LTR vgeobecne ol
sekvencii, akymi su napriklad promotor, enhancer alebo miesta pre naviazanie
transkriplnich faktor oWs reglorfyRObrs7a U reglon na
nach8dzaj ¥Yci sa na 5N LTR funguj e TATRO pr c
boxy,at akti eg mnogstvo CpG ostrov|ekov. U5 r¢
pol yadeny!l al nikol,2014gng&l (Huang a

A [(II] LTR £l V1 miesto altemativneho splicingu ¥ GCMa viaZiice miesta
S-ATGAGGGC-3'
] TSE [[] V2 miesto altemativneho splicingu
* CG L) Prekladana zast
PEX1 Syn-1
>
5'LTR - J'LTR
—HHEHHH O = T —{ HHHH
[ CAP \
* P % o —>
TSE u3 R us
B o . 0 1 i '
Upstream regulaény element ERVW-15'LTR
(URE)
CAP
. —
3;{}4 GCMa).
Distalery repulalny vy_._}vp_ i TSE Us o R E

repda

Obrazok 7Gt r uk t AuERVWY ®@jnauh o r e g ul a ERV®/ (kddgemretairisyncytinl) se
nachadza medzi génfREX1aGATADL S%| asSou 5E je regi-n U3 (
expresiusyncytil ) , obsahuj %ca p2aS CpG mi esnav ghjaiwje RSE
mi est o, kde sgap evciiafgiec ktimi oefsohbal nagsetz b wfaktora &GNak yricyiiil
MRNA zal2na od 5KEBntegiv-BELTR? psa.)j20ld)podOa Hu
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Aal g2m dtlegitim regi-nom zoERPWIjednT m
upstreamr egul al nT el emednitst B n@hto§ waejgsuctienéhm ®h o
MaLR (neautond6mnyMammalian apparent LTR retrotransposo@TSE (element
gpecifickl .PBE oboélbbjaspptenci on§lne vaz
faktory AR-2, Spl aGCMa(Huang &ol., 2014; Prudhommelol., 2004).

1.4.1 Epigeneticka regulécia expresicERVW-1

Epigeneticka regulacia expresie gémtRVW1 b ol a ug viackr 8§t c |
(Matouskova &ol., 2006; Gimenez kol., 2009).Vov & | gi ne tkan?2v s¥
ostrov]| ekov,vpromdok géniiRVWLE, metytowané. Vynimkou je tkanivo

pl acent 8rneho trofobl astu, kneasledbkrdzdieht o cCy
expresitERVWinapr i el tkanivami . olfNj B mRy ®3 NjelL THB:
vt rof obl aste met yl o wyavetleny akb prevenocia korapeticievhegze b y
obomalLTRa ranskri pl n® kah, 009 Huang @db,i20h4).rDenzetylacia

oboch LTR bola pozorovana pakovinovych bunkach endometria, vykazujlcich expresiu
syncytinul (Strissel &ol., 2012).

Okrem metylacie DNA maju v egul 8ci i g®novej exXpr es
posttranslaln® modifik8cie hist-nov. Tiet:
drahamid ast o s a Trejpamvarkioviaj Yp.ou gi | i na sSvoje ex

BeWo aHelLa. BeWo (bunky choriokarcindbmu) sa j | airs itre imagél trofoblastu,

ktory si napriek malignite zachovagat r uk f Unkén® vl astnositi tr
n2zku hladinu hCG (Oudskl chorionovl g o
somatotr@in), estrogénového receptora, progesteronového receptora, placentarneho
proteinu 13 & C Ma . BeWo bunky navyge vykazulY re
aASCT?2, a okolo 5% buniek podlieha fuZirejbalova&k ol . obj avil a ge ac
H3K9 (histon 31lyzin 9) e | a sptipade eWa bumiek oproti Hela bunkam. Na druhej
strane, HE9 b o | | ast ej gi mipadeHelraéunigkl oproti Bewb bumkam
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(Obr.8).Oba tieto fenom®ny indikuj¥% mogn¥ fun
exprese ERVW1 (Huang &ol., 2014; Trejbalova kol., 2011).

0.04 4 | [l BeWo
. Hela
0.03 4
0o DNA
0.02 -
0.01 {
0

IgG AcH3KS riMeH3K9S

Obrazok 8 Acetylacia atrimetylacia H3K9 v LTR syncytinu-1 v BeWo aHeLa bunkach. Vysledky bol
normalizovan® voli | g Godnoty §Upzaazadrnené ako priemekné % vstugnegj
(upr av e Trgbalpva a&aD,2011).

1.4.2 Regulaciaexpresiepomocou alternativneho splicingu

Expresou génuERVW1 vznikajivpr 2 pade Ou drig K ejn ep IvaeedOkr®t ymR N
3,1 kb, 1,3 kb}raPRs k!l o pgreklgdanyd8psofeiadyd) ®rmy.

BeWo bunky vykazujv y g g i e 8&hkb (OnBNAvako 8 kb MRNApomer e ag 6
UHelLa buni ek s% hodnot yvpopgadaestis3,1 kb &ofosnkanie pt o v
je pritomna. Trejbalova kol. obj avi | a, ge vygg? stupeR me¢
modifikacia) nahranici medzi prvym exdénomiatronom je spojena grodukciou 3,1 kb

izof or my. Pr2tomnosS demetyl ovan®ho H3 n
aneefekt2vnosSou pnmy.o Mau xaklades tychtadqt tHoang i dzob f o
predpokladajlige al ternam2yey repgkhova®dvo gpeci fi
ERVW1lavgak mechani zmus teepaimgTrejpalayduskof, Q01 st §
Huang &ol., 2014)
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1.4.3 Regulaciaexpresie pomocou GCMa

GCMa @Glial cells missing) e transkriplnl f aknutantnej iniev T K
Drosophila melanogasterktora vytvarala | i 81 nych buni ek neur -
akol., 1995). Ided r anskri pl nT faktgre wixpguamovsalnag

v trofoblaste (Huang &kol., 2014). Promo6tor génuERVW1 obsahuje dva motivy
prenaviazanie GCMa Naviazani e G C Maexprediur syacytied. z vy §
Nadexpresiou GCMa BeWo al] EG3 bunk8ch bolo mogn@ zvl ¢
afuziu buniek. Nadexpresia GCMaHeLa bunkdcmemala dopad na expresiu syncytinu

1, nlaoznadej mechani zmus funkcie GCMa je |Ii
prométor ako napriklad ripade placentgHuang &kol., 2014; Yu &ol., 2002).

A B

Obrazok9l munof l uor escen| Bé&cigAgkoiirela)&e ( BEM1bol i zne
(fluorescein isothiocyanatearodaminomavizualizuju GCM1 (zelend)a cytokeratiny 7 | e r \SeknisE
(kontrola)aDb ( PE) boli znalen® DAPI f ar bi | kpdpade PE\2avi
(C). G2pka poukazuje na syncl tumdturpo faotelna®s tka.,
2004).
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Schreiber &ol. vyradili génGCM1umy @¥ysledkom bola emyonalna letalita 9
ag 1 @ostdoitun (Schreiber &ol. 2000). Chen & o | . VO SVOjej gt Ya
zn2genv¥ exppresp adda CVMB (Cyen ekal., 200@)b r .
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1.5 Syncytin-2 aanalégy syncytinul

Syncytin2jeviash o s Sami  ve Omi {lajeho bxprésia g yyhradye viazana

na placentu. Podobne ako syncytimbsahuje dve LTR oblastiot vor enl | 2t ac
Na rozdiel od syncytiml, ktor T bol | okal i zovapmateoyh v o
syncytin2 bol zaznamenany iba bunkach vilézneho cytotrofoblastu (Malassiakol.,

2007).n a | gharakteristickym rozdielom medzi syncytindnasyncytinom2 je receptar

sktorym interagujua, \pripade syncytim2 je tymto receptorom MFSD@/ajor Facilitator
Supefamily DomairContaining protein 2(Esnault &ol., 2008) nie ASCT2 ako v pripade
syncytinul. Obasyncytirys % r egul ovan® tr anskr i pheerdum f ak
i GCML1 (Liang &ol., 2010)

Diferenciacia buniek trofoblastje komplexny proces skladajuci sad2 | e gi t 1T ¢
morfologickych zmien, pri ktorych je fuzia buniek jednynhmlavnych faktorov. Vargas
akol ., experiment 8l ne d e mo n gw priofazd |buniekd * | e
trofoblastu. Porovnavali dopad/pnutiajednotlivych génovpomocou siRNA.Knockou
syncytinul viedol k40 7 60 % poklesu fuzie buniek. Pri transfekcii buniex SSRNA
gpeci fsymkimi2i, kp oz or b35% baklesdlgie BirGek trofoblastu (Vargas
akol., 2009).

Modelové organizmystineahr adi t eOnou s% asSou vedec
vhodnl model pr ev pryiedladvedscovkmy ym @aynt 2 nSkr 2 ni ng
genému viedol kdentifikacii dvoch génov kddujucich retrovirdlne obalové proteiny,
menovite syncytitA asyncytinB. Ksp | ol nT m v | am&tichoespresiaajm p a't
gpeci f iplacknfu, npaji €dzogénne vlastnoststa vysoko konzervované medzi
Muroidea(Dupressoir &ol., 2005). Rovnako tak expresia syncytihuako aj syncytintB
j e regul ovang tr an sk @Diuppes$soirl &ol., 2042k tAp mapriek GCM
viacerym podobnostiam, syncytin primatovMaroidea nie su ortologické.Na vy g e
nezdi eOaj % podobn® chromoz-mov® | ok§ci e, !

prebehlandividualne

N a Isynéytin nazyvany agyncytinOry1, sa vyskytuje WLeporidae abol objaveny
p o | imsilico analyzy genomu zajaca (Heidemanko&, 2009). SyncytifOryl vykazuje

schopnoS i n d uleio buai€k ajeho expresigje viazana vyhradne na placentu.
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Zauj 2 mav® | e, g eOQuzdsikd Om  styencceypetdtdaaro nesi c av | 2
receptor typu D.

D8ta naznaluj %, ge tieto rlzne venkluhy s
ako nez8visl® zadl garnma [riebshy evolEi® dsjpnavé d
] e, ge aj napr i eska rdoozkdsizeallnie muo pvivaocdeur T ¢ h
zdi eOaj ¥% p o d olbsmésti duokkiea Coinalig &oi. dokonca predpokladaju,
ge virazn8§ emtr§rabydh t @t rpd katc¥ar med z i cicav
pr8&§ve rozmanit os So ukols3009cGoméiskoly2013Hei dmann
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1.6 Funkcie syncytinu-1

Syncytinljejednymz | avnil ch medi §t orov f Y%zi fnkdeuni ek

1.6.1 Regul&cia bunkového cyklu

Proliferacia eukaryotickych buniek je pod kontrolou viacerych faktorov zoradenych

do signélnejkaskadya cytokinov. Aby bol proces mitozy pr §vne dokon]| enT ,
prejsS dv o rkantrobhymi bedmi:prethotz G1 fazydo Sfazy aprechod 252

f8zy do M f 8§8zy. Zvd kyteinv &c inan oQBK 4 ap rpeldbs taa \
prechodu. N8sl edm®&ngk?gehn@hbl @Gdykd gjrea kEQWI,
pri syntéze DNA. Priprechodez2 do M f 8zy je zase esenci §lI
(Huang &ol., 2013).

Strick akol. identifikovali nadexpresiu syncytinl vprimarnej kultdre

endometridlneho kari n - mu . Tieto bunky praamnostn&ka | i z
(transformalnl nadvdylj Ycaokt ok pnt rwl nom e
nadexpresiu samotného Téale bez pritomnosti syncytivu, t8 avgak nen:
zvigenld rast ,e hladina syagytion e dn8 e § zohr §va$S dt

pri proliferacii rakovinovych buniek endometii&trick akol., 2007)

Gt %di a Kol @an zpmerala na rolu syncytiqui proliferacii trofoblastu,
pri | om B@eApubgnkyl (bunky choriokarcinomu)ndukcia expresie syncytial
pomocou forskolinu, alebo rovnako nadexpresia syncitimuali za nasledok vyrazné
zvigeni e fzwzligee moiuenihelkadai ny trofobl astovlich
Huang & o | . zn2gi |l i -k pomoceus dieledho kryockdowriusiRNA),
prolifer8cia buniek sa virazne zn2gila. P
je pravdepodobn§ ne StfazpdoSarg(Suany ekal.i2018). pr ej s ¢

Liu akol. (2019) sa zaoberali tkanivambankovymi kultrami endometrialneho
karcinbmua i st i | i zv 1 § e RlYSynoytirel gpadpowjebankovic y t 2 n u
proliferaciu, migraciu, invaziuatakisto aj zmeny prechode medzi G2M fazou.Tieto
viastnosti m! §rozvoji entlométridlaeho kertimduh(liu akol., 2019).
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1.6.2 Regulacia imunitnej odpovede

V2rusy si polas evol %cie vyvinuli viacero
ich hostiteOa. Niektor® v2rusy obsahuj %
inhibuju imunitny systém (hegg apoxv2r usy) , in® vyug?2vaj %

aprodukci u ¢i vaoakt@®h ktoré supilkek adaptivnej imunitnej odpovedi
(hepatitida C) (Varela Balmarini, 2010).

S c h o p modsi&ie imunitnej odpovede bolaruet r ov2r usov 0bj
vijesSdesiatych rbké@bchpokedygvaeintzm?2geni e
sprostredkovanej imunitnej odpovedeny g2 posti hnut T mi Grosu k e mi
passage A murine leukemia viru®entakol., 1965). Nadvazujude vivoainvitrog t “ad i e
bol i schopn® identifi kov aSoblasy tsansknembrénovejz e r v
doményenv proteinu retrovirusov (Haraguchikal., 1997). Tato 17 aminokyselin dlh&
sekvencia nachadzajuca sabalorvom proteine tvori tzv. imunosupresivnu doménu (ISD)
(Ciancioloak o | . 1985). Zauj2mavIim f alk)tvetvorenye, §
na z8klade tejto sekvencie, | e sebehlokpzald r e
sa (@gel7@kdBopnyihi bovaS prolifer §ci interléukimeX ov e j
(CTLL-2), at aki st o aloanti g®nom st i muOuodvsaknive h
lymfocytov (Varela @Palmarini, 2010).

Predpokl adg§8 sa, ge obal ov ® expacautamyony H
mikrovezikul (MV), akymi sU napr. exozémy. MV su produkované placentou, konkrétne
syncytiotrofoblastom, gednou zich Uloh je transport r6znycimnRNA, miRNA, DNA
aproteinov medzi bunkami. Zdravé tehotenstvo je sprevagzané t o mnos Sou
cirkulujucic h MV, ktorTch imunosupres2vnakolgakt i vi
2010; Germain &ol., 2007). Holder &ol. dokazalig e MV p o c hpBakmtyaajeBac e z
trofoblastu obsahujgiyncytinl, ag supresia muni t nej odpovede na M

spojenapr 2t omnos Sou skoh @22 nu ( Hol der a

Druhl trimester tehotenstva je charakt
cytokinov ainhibiciou Th1l imunitnej odpovede (Morkal., 2017). Nedavne experimenty
potvrdili § gravelSD syncytin-1, ako aj syncytint2, inhibuju sekréciu Thl cytokinov
(Tolosa &ol., 2012; Lokossou kol., 2019)
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1.7 Lokalizacia syncytinu-1 v placente

Mediatorova RNA syncytindl bola identifikovana pomocou Northern blotu hlavne

v placentarnom tkanive,&@ o0 n i § gag ytestm(Mearkgl., 2000). Vg t %d irdke h 2z
2000, Mi akol., pomocodin situ hybridizicie lokalizovali mMRNA kédujucu syncytfniba

v syncytiotrofoblaste (Mi &ol., 2000). Pri preeklamptickychtehotenstvach bol
zaznamenanl si gn&8kol, 800B.0av gileabge “diLeed @k § z
syncytinulvsyncl ti otrof obl as tpevomatjimestryatiebothodaotyo b | a ¢
smerom ku koncu tehotenstva klesaju (Hold&ola 2012). Hblder akol. sa zaoberal aj
lokalizaciou jednotlivych podjednotieKobr. 10). PP bola zachytena vo vilarnom
cytotrofoblaste &yncytioplazme. TP bola dominantne lokalizovandyncytialnej
membrane.Tato réznu lokalizaciu jednotlivych podjednotiek vysvétli pr 2t omnos
réznych§ t 8ndatufacie syncytind. Holder ak o | . p r e d pbarkdcha ekiatlju ¢ e
intracel ul 8r n gajledngtivictk ®djepnotelk ur z o v

Celkové porovnanienedzi PE & dr av 1 mi pl acent ami vykaz
v pripade PE vzoriek (Holderkml., 2012)Z auj 2 mavos Sou tejto ¢t ¥%d
vPEplacentach | o oponuje visledkom kgoi, 02 Vaggdsz a | Ya
akol., 2011).

Zdrava PE IgG kontrola
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Obrazok 10 Imunohistochemickd lokalizicia syncytinul vzdravej aPE placente. Distriblcia Pl
v zdravej (A) aPE (B) placente. Lokalizacia TPzdravej(D)&P E ( E) pl acente. Za
PP vo vaskularnom endoteli PE vzorky. Farbenie pomocou DABd{@minobenzidin) &emotoxylini
(upraven® pkolgd20®). Hol der a
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Naj val g2 m intenzte sigedluonedziwdravolPaE v zor kou bol a
aktivitiavo vaskul 8rnom endoteld] c h ordeoexpresin k| k

v endoteli alebo naviazanie PBchadzajucej rofoblastuna endote(Holder akol., 2012).
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2 Ciele prace

Jednym z i eOQov tejto pr §ce ejpresicERVWNa \izifiki RBB ci a
Prezarul eni e spr §v n gezlbmovasj batirhalizécia wdberu reatbal v
preNal g2 v 1 sk urfehon®dgéane tkanivosxpresiaggénERVWL1j e odl i gn
vitznych | asakachj ptageinggh tehotensychva. V
| 1 8nkoch je o dgloent nejmotng,rtaek u vizsl edky nen
reprodukovat eOn®, r espe lBamverne expesieggERVWLC € T €

lpatr2 medzi dilegit® vizvy tejto diplomoyv

n &) 2 mietuvpracejeoptimalz §ci a i amalayndlcml ah met - d
regul al nej ERWMlLavhodna ogti®alizacia je nevyhnutnd pre spravnu
identifikaciu acharakterizaciuvariantovD N A , ktor® by mohl i by S
diagnostiku preeklampsie. Sustredime saviné navarianty, ktoré koreluju so zmenenou
expresiolERVW1 1 upacieniek spreeklampsiou.

VzhOadom na vyszogkv¥a ginmesiSd etnochituo aochor en
s p o O a ychly markempre diagnostiku preeklampsietovhto smere by mohla pom®c
prave analyza réznych variantowve gul al nej ERVWI, a su Na kga® nkut o r T
vbud¥cnosti bolo mogn® genetickIm skr2ning

prednastupom jej symptémovitaa k vIirazne zn2¢gi S dtsledky
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3 Material a metody

3.1 Material

V tejto praci smepracovali so 16 vzorkami (7 fyziologickych9aPE). Kdispozicii
sme mal i aj stargie vzor Knyizn 8&dghoor ® abkimoéria ta-nr:
sme pougil. pri viacmvibpehkbophi taa b.Placétyi § eh
pochadzali 4. gynekologickepérodnickej kliniky LF UK d&JNBsCentrom repr od
mediciny v Bratislave & a k t lil. eyekologickepérodnickej kliniky LF UK dJNB
v Bratislave. Darkyne placent boli oboznamené € h pougi t2m pri ved
apodpisali  informovany sthlas. Pougi t ® chemi k81 i e, k o

pristroje oligonukleotidya prébysu uvedené tab. 25.

Tabu®ZoanamvzoriekLi ernou s% oznal en®ykponky g®CRtoLBche

oznahrehiviev zor ky ktor® boli pougit® hlavne pri optim
PE K8 kontrola K28 kontrola
N1
N2 PE K9 kontrola K29 kontrola
N3 PE K10 PE K30 kontrola

N4 kontrola | K11 HELLP K31 Gest a
hypertenzia

N5 PE K12 kontrola K32 kontrola

N6 PE K13 kontrola K33 PE

N7 PE K14 Gest a|K34 kontrola
hypertenzia

N8 PE K15 kontrola K35 kontrola

N9 kontrola | K16 Gest a|K36 kontrola
hypertenzia

N10 PE K17 kontrola K37 kontrola
N11| kontrola | K18 kontrola K38 PE

N12| kontrola | K19 kontrola K39 kontrola
N13 PE K20 PE K40 kontrola

K1 kontrola | K21 kontrola K41 kontrola
K2 kontrola | K22 Gest a
hypertenzia
K3 kontrola | K23 kontrola
K4 | PE/HELLP | K24 PE

K5 PE K25 kontrola
K6 kontrola | K26 kontrola
K7 kontrola | K27 kontrola
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Tabu@®k@aznam pougitlich komer| nich s¥%prav a chemikH§I
Komer | n§ s¥Wpravalc Vyrobca
TagManRNasePTaqManE Copy Applied Biosysteg
Reference Assay, human, RNase P
TagMan ERVW1,Hs01926764 ul Applied Biosyste e
RNA later Stabilization Solution Invitrogen™
Exonuclease 20 U/ul Thermo Scientifie”
FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientifit!
U/l, 1000 U
DNase | (RNaséree) 2 U/ul Ambi onE
10X DNase | Buffer Ambi onE
EDTA Thermo Scientifie”
Bi gDy e E T e3 InOydesequencing RR Applied Biosyst g
100
Bi gDyeE Terminator vl1 Applied Biosyste
Buffer

UltraPure™ Ethidium Bromide, 10 mg/mL

Invitrogen™

DNA GelLoading Dye (6x)

Thermo Scientifit

Orange DNA Loading Dye (6x)

Thermo Scientifit

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder

Thermo Scientifit

Hi-Di™ Formamide

Applied Biosystem¥

Agarose SERVA for DNA elecrtophoresis resea SERVA
grade
TBE (TrisBoritanrEDTA) -
Etanol CentralChem
2-Mercaptoethanol Fluka
Izopropanol CentralChem
Octan sodny SLAVUS
Voda bez nukleaz a fosfataz (NFW; Nuclease f -
water)
DNeasy Blood & Tissue K{250) QIAGEN

GeneJET Genomic DNA Purification Kit

ThermoScientific™

PCR Master Mix (2X)

Thermo Scientifi

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega
GoTag® G2 Hot Start Master Mix Promega
ThermoStart Tag DNA Polymerase Thermo Scientifie”
Tag DNA Polymerase, recombinant Invitrogen™

ExTerminator

A&A BIOTECHNDLOGY

GeneJET RNA Purification Kit

Thermo Scientifi

First strand cDNA synthesis kit

Thermo Scientifi

QIAquickGel ExtractionKit

QIAGEN

MaximaFirst StrandcDNA SynthesiKit for RT-
qPCR

Thermo Scientifi!

First strandcDNAsynthesikit

Thermo Scientifit

RevertAidrirst StrandcDNA Synthesigit

Thermo Scientifit

Maxima Probe/ROX gPCR Master Mix (2X)

Thermo Scientifit!

DNeasy Blood & Tissue Kit

QIAGEN

GeneJET Genomic DNA Purification Kit

Thermo Scientifit!

PCR MasteMix (2X)

Thermo Scientifit!

GoTagq® Flexi DNA Polymerase

Promega

GoTaq® G2 Hot Start Master Mix

Promega
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Tabu®k@aznam pougitlich pr2strojov
Pristroj Vyrobca
SimpliAmp Thermal Cycler Applied Biosystem¥
T100™ Thermal Cycler Bio-Rad

QuantStudio 3 Redlime PCR System

Applied Biosystem¥

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer to 3130xI

Applied Biosystenks

plates

Grant Bio PCVY6000 MultiSpin Combined Grant
Centrifuge/Vortex Mixer.
Centrifiga MiniSpin Eppendorf
CH-100 Heating/Cooling Dry Block Biosan
TS 100 ThermeShaker for microtubes and PCR Biosan

NanoDrog™ One/Oné& Microvolume UWis
Spectrophotometer with VFi

Thermo Scientifi!

Tabu®X@aznam pougitlich oligonukl eotidov
Regién Sekvencia

HP1F: 5-GCCCAAGCCATCATATCCCG3

HP1 HP1R: 5-CCCCTCCCTCTGTGTCTGTA3'
HP2F: 5-~-AAAGAAGGAAGAGGCTCCCG3'

P2 HP2R: 5-ACCCTCACCCATTCCAAACG3
HP3F: 5-TTGCTGGCCTGGCTCTTTAA3'

i HP3R: 5-GCCACAAATGACTGCAGTGA3'
HP4F: 5-ACTGAGTCACATGATCTTCACTG3'

N HP4R:A5-GAGTGAAATAGCATGAAAACAGCT-3
HPG6F: 5-GCAAAACGCCTGGAGATACA-3'

Pe HP6R: 5~ATCCAGAGGGATGGGAGTCAG3'
HP7F. 5-TGCAACTGCACTCTTCTGGTF3'

i HP8R: 5-CCACTTTGGATGTCCGTTCG3'

Tabu®XZ@aznam pougi t T c(hife pechndlogiesp

Proba Vyrobca
ERVW-1 Catalog #: 4448892
RNéaza P Catalog #: 4403326
SDHA AssaylD: Hs00188166_m1
YWAZ Assay ID: Hs01122445 g1
TBP Assay ID: Hs00427620_m1
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3.2 Metody

3.2.1 Odber vzoriek z placenty

Odbervzorieckp| acenty sme vykonS8val. podOa nasl e
1. Pl acentu si otoliS pupoln2kom hore Z me
2.VyrezaS p8s placenty od plupoln2ka po ok

O pupocnik
O placenta

Obrazok 11 Schéma rezu placenty

3.0drezaS mmattreamB| hkani va ( s vyrezaného phsa z p
placenty(Obr.12).

/ maternalna strana

koniec blizsie 1,5cm koniec blizsie k
k pupocniku ———————— — —_— = = = = = = = | okraju placenty

~ ~

~— fetdlna strana — strana, na ktorej bol pupoénik

Obréazok 12P o h O &aku na vyrezany pas placenty

4. Rozdel i S placentu na 10 -1Dwassnie?r,e |o2ds | pouvpao
Xporadov® | 2sl o placenty).

5. Kagd¥% | asS lgiogd2 | i &snhia Na

a. Jedna skamakytyduceppendoran § s1 edne 2& mr az
°C.

b. Jedna | aktSramlaa RNAhod2n do chl adni
z amr maz20 °g.

c. Jedna | asS dOHOesL:Mal 2nu ( CH
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3.2.2 Izolacia DNA ztkaniva placenty

NaizolaciuDNAz kan2 v pl acent sme pougThérmoFisheracer o
GeneJET Genomic DNA Purification KIQIAGEN, DNeasy Blood & Tissue Kit (250
Zktorychsanam z hOadom nkvalituDNRda G ki ac os vV@AGEN,| a s
DNeasy Blood & Tissue Kit (250%0 vzorky placenty sme odobrali maly kisok tkaniva (25
mg), vliogild.i ho do 1,5 AIL BuférXasladneksyne midalp r i d :
20 ul proteinazy K, zmes vortexovaliirgkubovali pri %°C, kTm sa tkanivo
nezlyzovalo. Po vortexovani sme pridali 200M1IL Bufferz n o v a p r midali 20¢ a | i

ul etanolu (96 %) aasledne opatovne vortexovali. Ziskani zmes sme cell prepipetovali

do DNeasy Mini spin column kt or T ke me ¥l mae jS cestifugava vry | a
8000 ot8&8|l kach za min%tu (rpm) po damdva 1 m
pripevnili ku kolonke. Na kolonku sme naniesli 5008uffer AWlac ent r i fugovali

minutu pri 8000 rpm. Zopakovali sme vyliatie zbernej skimavikg Bobnku sme naniesli

500 plBufferAW2 n8sl edne centrifugoval. na maxi m
3 min%t, kTm sa membr8&na ¥%plne nevysugil.
skimavky ana membranun ani es | i 2 0 Buffe©AE. Eridvan(i DNA rsme

skladovali pri-20°C.

Vi Sagokj ®JNAl iast ot u s me s iNaooDrepOnel i p rsipledm
sme merali koncentraciu DNA (ng/ul)p@mer absorbancii 260/28@&0/230 nm.

3.2.3 Amplifikacia ERVW-1

Gén ERVW1 je jednym zhl avnT ch objektov n8§8gho vIisku
regul al nej | RCR asety mimezovyphopargvi(HPil, HP2, HP3, HP4, HP6,
HP)produkuj %ci ch arplgkloun pORp bipkljasgro el Y
oblasti.

Pougdgmel ivisacero rtznychmxepl ifikalnlch sy

- ThermoScientific,c PCR Master Mix (2x)
- Promega, GoTag® Flexi DNA Polymerase
- Promega, GoTag® G2 Hot Start Master Mix
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Na sprs8vne prebehnuti e PCR r Siemfliampe sm
Thermal Cyclerod firmy Applied Biosystem¥ a T100™ Thermal Cyclerod firmy Bio-
RadVo viacerlch pr2padoch s ajéplanypdgamiuselij e dn
opt i ma lviacooptinmal&acfvl asti vIisledky).

Po optimali z8ci.i

PGR MagitemMixn (2xjpd/ firnay Thermms v e d |
Scientific Z1 ogeni e

j e d nichteplotny pragram [ talp 8i dV.  a

Tabu®Mmogstvsg reagent ove arkalpjag PGRIMaster Bik (@X) Thermo

Scientific)
Chemikalia Objem
MM (2X) 10ul
DNA 1ul
PrimerF 0,5ul
PrimerR 0,5ul
NFW 8 pl
SPOLU 20 pl
MM T master mix; NFW voda bez nukeaz
Tabu®kapl otnl program reak]| nej (ShermoScienyiicPCR Mast er
Teplota L as Pol et <cyk
95 °C 3 min 1x
95 °C 30s
5071 65 °C 30s IO
72 °C 1 min
72°C 5 min 1x
4°C > Ix
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Tabu®Mmo ¢ sreageBtov na jednu reakciur

e a k supravy GoTaq®Flexi DNA Polymerase
(Promega)
Chemikalia Objem
5X Green GoTaq® Flexi pufor 10ul
1X MgClz roztok (25 mM) 5l
PCR zmes nukl eoti 1l
Primer F 2,5u
Primer R 2,5u
GoTag® DNApolymeraza (5u/pl) 0,25ul
DNA 5l
NFW 23,754l
SPOLU 50 ul
NFW voda bez nukeaz

Tabu®©Okapl otnl program

r e aKidxirDNA Polymemse@nonegal o T a q E

Teplota L as Pol et cyk
95 °C 2 min 1x
95 °C 30s
30x
5071 65 °C 30s
72 °C 1 min
72 °C 5 min 1x
4°C P 1x
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TabudkVmmogstvs
Mix, 2X (Promega)

reagent ove arkalpjae GaTagq®rGe lddk Start Master

Chemikalia Objem

GoTag® G2 Hot Start Colorless Maste 12,5ul
Mix, 2X

Primer F 1,25ul

Primer R 1,25ul

DNA 2,5l

NFW 7,50l

SPOLU 25ul

NFW 1 voda bez nukleaz

TabuORaeplotnl program reakl| nej s Y%pMia2y((PréeeiapqE G2 H

Teplota Las Pol et cyk
95 °C 2 min Ix
95 °C 30s

5071 65 °C 30s 3o
72 °C 1 min
72 °C 5 min Ix
4°C b 1x

Pougit8 anel alrz8vieploesta oad mpmewmykhi v ®ho |

(nuclease free watpje voda neobsahujlica nukeéd@yp e cyin &pom PCR reakcie, ktoru

sme pougil i ,perajitzv.gnadientona PORzGadlientovd PCR sme vykonali

v pristroji TLOOM™ Thermal Cyclerod firmy Bio-Rad pomocou nastavenia, ktoré nam

viacero anelalnlTch te

umoghebogwa®owm behu
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3.2.4 Gélova elektroforéza

Ampl i fi kovan® Vs eERYWIlrsmegsaparavhlirekektrofooebcky®d3 %o i

agar -zovom g®Il vy. LZ2m j e eoblsamgipoliyscalcih@o v :
g®l u, ale separ8cia prebieha pomal gie. Vi z
i nterkal aln®ho |inidla et2dium bromidu, Kkt

Mnogstvo agar - zov ®hozapi®sti od asaratéry, gtord sme av o
poug2valiDo( m8) ml Ag a rAgarosevSERVP fo BN& lelecitophoresis
research grade s me z mirezkorh ITBE s(TrisBoritanrED T A) do pr 2 sl
objemu, n8sledne vari ldaliohd addd Sc.e IPkoevd®lza | ri
sme do roztoku pridali EtBr (etidium bromidjtraPure™ Ethidium Bromide, 10 mgim
od Invitrogen™), ktory bol zriedeny 2000 krat na koncentraciu 0,5 pg/mpgél vyliali
doformy (Tab. 12). Po stuhnuti gélu sme ho zaliedienkrat koncentrovanym roztokom
TBE. Vzor ky s me objeme 5guRsl2 uDNA éxriGeld aadling Dyelebobx
Orange DNA Loading Dy obe od firmy Thermo Scientific Ako kontr ol u
fragment ovGesaReler P06 hpdPliud DNA Laddemt firmy Thermo Scientific

TabuOXvmogstvsg reagentov potrebn® na pr2pravu agar -

Chemikélia Objem
1x TBE 90 ml
Agaréza 1,15¢

EtBr 4,5l

TBET Tris-boritanEDTA; EtBri etidium bromid

3.2.5 Purifikdcia PCR produktov pomocou EXO/SAP

PCR produkty je potrebn® prethogekubnpuatt,j
EXO/SAP purifikacia Ide opougi ti e al kal i cshenjp alkakine f at §
phosphatase , ktor 8§ odstr8ni n e z a exandkie@z® EXOvV y g k
(exonukleaza ), ktora degraduje primeryn\a g e j  r e a k ExonucleasgR0Ufub u § i |

v kombninacii sFastAP Themosensitive Alkaline Phosphatask,uful, 1000 U obe

odfirmy Thermo Scientific Pou i tT obj em | eadteplothylpiogrdmc h ¢

su znazornené v tab. 13ab. 14.
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Tabu®dVemo§stv§g powehrgehma EX@/SAP(Thermo Scientific)

Chemikalia Objem
EXO | 0,5ul
FastAP 1 pl

PCR produkt 5ul

SPOLU 6,5l

EXO |1 exonukleaza |; FastAPtermosenzitivna alkalicka fosfataza

T a b u O&KTeplotny program reakcie EXO/SAP (Thermo Scientific)

Teplota Las
37 °C 15 min
85 °C 15 min
4°C b

326 Sekvenaln8 reakci a

Sekvenalhhg8ia sl Ygi na amplifik8ciu prelis
neznalenlch dNTP s¥% pougit® aj fluorescen]|
poi nkor por 8ci i do vlI 8kna DNA synt®zu wukon
fragmentov DNA s o gpecifickTm konelnTm nukle
Prisekvenal nej reakcii ni e s ¥ dpojice,grianty@eb@ r i me
spatnyVsekvenal nej r eBa kgcDiyie Es niee 3.fimByaiépSelpiencing
RR100aBi g Dy erfinatdrest.1 & v3.1 5X Sequencing Buffebe od firmy Applied

Bi osysPemgEtT objem | e dajtedotny progranhsi znhzernené § | i
v tab. 15 dab. 16.
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Tabu®Vmmogst v §

reagentov

potr efTheinolScientidic) sekvenal n% r

Chemikalia Objem
BD Terminator 1
pufor pre BD Terminator 1,5ul
NFW 6,2l
Primer F/IR 0,8ul
PCR produkt 0,5ul
SPOLU 10ul

NFW 1 voda bez nukleaz

Tabu®&Tae pl ot nT

progr am §leekno Saieatifich e |

reakci e

Teplota Las Pol et cyk

96 °C 3 min Ix

96 °C 10s

50°C 5s 2ox

60 °C 4 min

4°C b 1x
3.2.7 Exterminator
PoslednTm krokom purifik8cie vzorky pred
nazyvam exterminator Pomocou tejto met - dy s a dok ¢
fluorescenlne znalenlch ddNTP &xTamidakr. Po

od firmy A&A Biotechnology

K10pulz me s i

DNA zafarh au mo § n 2

bind/washroztoku aprepipetovali n& o |

po

detekova$s

-nku,

s e kvenal 5haNix Blueraztolw, kiory same

je]

ktor Y

pr

pr2tomnosS vo

sme s380ntrif

rpm po dobu 30 sekundNasledne sme na koldnku napipetovali 40®ind/washroztoku

acentrifugy a | i pri

400t r@n po dabdn 2 MidiNaz §v er

sme pougi

formamidu (Hi-Di™ Formamide od firmy Applied Biosystem¥), ktory nam vzorku

eluoval Nasledovala teplotna denaturacia 10 minu®prfC. Vzorky boliskladované pri

20°C.
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328 Sekvenalng8 anallza

Na anallTzu z2skanlTch fr agmentABI\PRISVWB30xIp ou ¢ i

Genetic Analyzerod firmy Applied Biosystenis. Produkty, ktoré pe gl i vi ace
purifikalnT mi kr ok mi smel ogpli petdov aplriz sd o
analyzator pomocou 16 kapilar separoval jednotlivé fragmentpa adi | i ch na z

(rozdiel1bp).Voosl ednom kr oku nas ntérmiralychnukieatidog s c e n
avysledné data (elektroforetogram) sme analyzovali pomocou prografectorNTI

aChromas.

3.2.9 lzolacia RNA

Na i zol 8ciu RNA sme @EeelgT RNA pukfication K{Theiho s Yap r
Scientific) Odobrali sme maly kisok k ani va ( pr ivdloigg nskimaaty ng)
spolus300 Ol | yzal n®henep kfarpu ocked plmedkap@étaioRf0 O
(143Mnak agnidfi y zal n®ho pufru). Zmes s nmaslednert ex
zmes egte viawi aomdgenhnizonvard éithja¢lkind ¥h ¢ tkmain
hal g2 m krokom bolo pridanie 600 Oriiedenej eden
v 590 ul TE pufru (TrisEDTA)). Zmes sme opatovne vortexovaln&iubovali po dobu 10

minut pri teplote 25 °C. ®inkubacii sme zmes centrifugovali dobu 10 minat prii3400

rpm asupernatant preniesli do novej skimavky. Do skiimavky so supernatantom sme pridali
450 ul 96% etanoluazmesr emi egal i pipet ovan?2 mGendBO Ol
Purification Golumn (kolénku) acentrifugovali po dobu 1 minuty pri 400 rpm. Zmes
ktor8 pregla cez kol - nku mnkolonkibsene magigetovalik ¥ama
700 plWash Buffer lcentrifugovali po dobu 1 mindty pti34 00 r pm. Zmes k't
cezkolork u do zber nej sk Ymdokokogky snm eapipevalS600vy | i a
Wash Buffer 2 centrifugovali po dobd minaty pril34 00 rpm. Fi |l tr 8t sm
anakolénku sme naniesli 250 M/ash Buffer 2 centrifugovali po dobu 2 minat pri 400

rpm. Zbernt skimavku sme vylialikalonku sme premiestnili do novej mikroskimavky

bez RNaz. Na kolonku sme naniesli 100NFW acentrifugovali po dobu 1 minuty pri
13400 r pm. Z2skan% RNMalsgnec h hlnredk pohu-gall ¢ b @
°C.
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3.2.1009g e t rveonek BNazou

Na prelistenie RNA od mo g nDNase KRNasftreep2iUnE c i e
a 10X DNase Buffer, obe od frmyAmbi onfPougi tT objem jednot
v tab. 17.

TabuOKenogst veg reagentoawe tevanek®Wazouc h n a

Chemikalia Objem
RNA 44l
DNaza | 1l
Buffer 5ul
SPOLU 50 ul

Po zmiegan?2 jednotlivich zI| ofCipedobuB® ak c i
minut anasledne pridali 12, Gl ED T A . nal g2m krokom bola ina

podobu 10 minut.

3.2.11 Kontrolna PCRog e t r evzoliek h

Vtomto kroku smeosiS ogetoealiia Mgpedgek DNSE:
reakciepren e ® g e € vzakn (ThermoScientificc PCR Master Mix (2j)(tab. 6 a7),
pozitivhu (gDNA) anegativiu kontrolu (NFW namiesto vzorky). Po prebehnuti PCR

reakcie sme vzorky nanieslinagéd a k 8 v a | idrabegoziivnej koatroly.

3.2.12 Reverzné transkripcia RNA do cDNA

Na prepis RNA do c¢cDNA sme pougili celkovo

- Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for-BPCR(KS1)
- First Strand cDNA Synthesis KKS2)
- RevertAid First Strand cDNA Synthesis (K53

Zl ogeni e r e adplbtmipargrtamy snevedenéaa b u OkB.ch 18
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Tabu®dVmmogst v §

reagentov

p ot r &Sl Thernio Scieatifia) e ak c i u

Chemikalia Objem

5X Reaction Mix 4 ul
Maxima Enzyme Mix 2 ul
RNA 2 ul

NFW 12 pl
SPOLU 20 pl

NFW 1 voda bez nukledz

T a b u OXTaplotny program reakcie pomocou KS1(Thermo Scientific)

Teplota Las
25°C 10 min
50 °C 15min
85 °C 5 min

Tabu@Kvanmogstvsg

reagentov

pomacouk B2AGThernto Scieatifia) e a k c i u

Chemikalia Objem
RNA 4l
Primer (oligo(dT) alebo random hexame 2 ul
NFW 8l
5X Reaction Buffer 4ul
RiboLockRNase Inhibitor 20 Ujul) 1 pl
10 mM dNTP Mix 2 pl
M-MulvV Reverse Transcriptas2QuU/ pl) 2ul
SPOLU 20 pl

NFW 1 voda bez nukleaz

T a b u @KTaplotny program reakcie pomocou KS2(Thermo Scientific)

Teplota Las
37°C 60 min
70 °C 5 min
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TabuOXemogstvsg reagentov pot r E3B(Theno Scieatifi)) eak ci u p o mc

Chemikalia Objem
RNA 4l
Primer (oligo(dT) alebo random hexame 2 ul
NFW oul
5X Reaction Buffer 4ul
RiboLock RNase Inhibito20Q Ujul) 1 pl
10 mM dNTP Mix 2 pl
RevertAid MMulV RT 00U/ pl) 1 pl
SPOLU 20 pl

NFW1 voda bez nukleaz

T a b u @XTeplotny program reakcie pomocou KS3

Teplota Las
65 °C 5 min
42 °C 60 min
70 °C 5 min

Dtvod pougitia viacerTch komer|nlch s
reverznej transkripcie. Experi metme PCR e s

narovnakej cDNA, vysledky relativnej kntifikacie expresie sledovaného génu nie su

rozdd ne na gtatisticky vIiznamnej Yar ovni . T
rovnaklch vzoriek, ale prep2sanlch inlmi |
ge prepis RNA neprebehol rovnako pougit2m

3.2.13 Kvantitativha PCR

Na stanovenie relativnej expresie gémRVW1 s me p ou g rehHime met -
(kvantitativnej)PCR. Vysledky sme vyhodnocovali v programe QuantSttfdio Reaitime

PCR funguje n@odobnom principe ako klasicka PCRza i e Oa vget ky ]
(denaturacia, aacia, polymerizacia). Okll asi c k e PCR sa avgak c
g p e c i BagMaypcdh obsahujlich na jednom konadieportérana druhonz h §,@labb

pougi t?2 BYBR&reénillvoal as synt ®zy nov®ho vl 8kna,
zhg8gal, | o m§8 za n8sledok svetelnl signgl

Timto splsobom je modzmenysrédmamb aa . e XPgr s piouwr
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kamera snima signal ppmocou algart mov j e pr2str o] schopn’

takzvaného pozadial o ug sign8l amplifik8cie.

Pri nagi ch experimentoch s [ER\OML,j ene g & €
porovng8vame hodnotu Ct rwdleir ersenied rpepr@gre®nau ig
RNazuR kt or 8 s a preckadzejiacich skupiPugcent a je tkaniwv
tehotenstva podlieha viacerym endokrinnym g st ®mov i m z men § m. Ti e
maS vplyv na expresiu weheeehklhdtageojuode ntg\e
jethéhor ef er en| n®mas y ®bhy S v gpdegné(\kapdesOmpklé kolv, ® a
2002). Otestovali smepreto aj proby preTBP ( TATA box vVvi ag%ci p
(aktival nl pr ot-ménooxigerétubrypiofébenortogxigendzid) a SDHA
(sukcinat dehydrogendaza A)csi e Oom n8§8j sS Nal g2 vhodnl 1
experimenty.V tychto krokoch sme kladidldraz n&k o n g t a n t jedoosiiych greht
napri el r 1 z atpkisio aby sdohrCkta mil r a z n & odh@BRVWIL. g o v a
Gtatistick%uvé$stgeidkiokarmstmeosWSy-hedhat i lpiri pome
medzi dvoma s¥bormi d§t sme poQOdYRiYRARI z a
sme pougi | iMaximaBrébé/RO¥XgPZRMaser Mix (26 firmy Thermo Scientific
Pougit1 dalibychechemikadidaj teplotny program st znazornené v tab. 25.a

TabudKmogstveg pregPGRNt ov

Chemikalia Objem
Max Probe ROX 5ul
TagMan REVIC) 0,5ul
TagMan GOI(FAM) Oy5ul
NFW 3ul
cDNA 1l
SPOLU 10ul

NFW i voda bez nukleazDNA i complementarPNA; RGi r e f e r e nGOhiTgéngd&jmu
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T a b u @KTeplotny program reakcie pomocou KS3

Teplota Las Pol et cyk
50 °C 2 min
95 °C 10min 40x
95 °C 15s
60°C 1 min

Pripravili sme si mastermix pre 3 x X vzoriek, bez cDNA, rozpipetovali ppl27
do X skiimaviektypu eppendorf Do k a ¢ d aypu eppkndarme riasiedne pridali
3ulc DNA, pr eozpipetgyaildd jaméek po 40l ( k a g d § tupkkéate).k a v
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4 Vysledky

4.1 IzolaciaRNAaogetreni e vzoriek DN8zou

RNA sme izolovalk o me r | n o uGesedfl rREAA Rudfication Kad firmy Thermo
Scientific ajej koncentraciu &valitu sme overili pristrojom NanoDrog™ One/Oné&
Microvolume UWVis Spectrophotometer with Vi od firmy Thermo ScientificPomocou
tejto komer| nej sSY¥pravy sa koBcentrdciounl2@08 t e n t

ngpjlavhodnou | i stotou na Nalgie spracovanie

T a b u @aPeklad vysledkov izolacie RNAnavzorke N9Pomer absorbanci 2 vinovej

na kontrolu |istoty RNA, na@bmegia@smrbahoig v) 8ok
na kontrolu kontaminacie bidkv i nami , nagim ci eOom bolo > 2 A260/ A
Vzorka Koncentracia (ngful) A260/A280 A260/A230
N9-1 212,0 2,03 2,16
N9-2 177,0 2,06 2,20
N9-3 186,1 2,04 2,17
N9-4 200,2 2,01 2,16
N9-5 170,1 2,04 1,99
N9-6 232,6 2,05 2,26
N9-7 227,0 2,05 2,21
N9-8 132,7 2,03 2,14
N9-9 175,7 2,05 2,15
N9-10 109,2 2,02 2,15

Z2skan¥% RNA s me anastedné pripravili PCRNr8akcujesinym
z primerovych parov (tab. )me pr 2t omnosS gDNA sme do.k§zal
Vpr2pade vi di t e30at®hdoa bnaenv/gsup e(gonb®&h.o logetr eni

av krajnom pripade RNA znovu izolovali.

Obrazok 13Vi di t e On T koptroloefRCR (vzorka N5)poo g et r e n 2
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Vo va| gine pr2padov sapondSamipgm @pastkasn o
bezkontaminacie genomickou DNAtae nt o proces sa n8m osvedl

reakcie na polovicu (obr. 14; tab. 27).

TabuOKemogstvsg reagentov potrebnich na otreatovanie

Chemikalia Objem
RNA 22l
DNaza | 0,5ul
Buffer 2,5ul
SPOLU 25l

Obrazok14Kontrol ng8 PCRppbowigenrmnmAogstvom reage

Optimali z8ciou sme uget,ratakisto ajnedmotjyychv o d

reak| nich reagenci 2, prilom efektivita o0ge

4.2 Reverzna transkripcia akvantitativna PCR

V tomto kroku smeptimalizovaliprepis RNA do cDNA.K dispozicii sme mali celkovo tri
komer | n® -sMaxmakinstystrandcDNASynthesiKit for RT-gPCR (KS 1),

First strandcDNAsynthesikit (KS 2) aRevertAidrirst StrandcDNA Synthesikit (KS 3).

KS 1 ug bol a pr edo g lvwhodhotesédakomyhovaies.i et Gsjgnt o v a r
optimalizaciebola identifikaciav h o d n e | k 0 me rkionowe jy nésnYuychadzaliy , )
naj podobnej tpitatemohlpoivadloy a® za sprg§vne.
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Na posuder podobnosti vysledkov jednotlivyateverznych transkripi sme sa
Ct

mer at eOnl

zamerali na hodnotGt (tab. 28)lHod not a

mogn®

at abuO«k 8§t hsto

Zzaznamenas

pougit 8§

ref er en| aamalyzovamge@/notky.

T a b u @&Parovnanie hodndtpCime d z i

rtznymi

| 2sel nevkioromlohr uj e

variant a

komer | nT mi

saslgdnjécich gmfddhi ¢ u j
®pCt , éhkt or 8§

sSYapr avami

KS 2 KS 2 KS 3 KS 3
Vzorka KS1 oligo (dT) hexamer | oligo (dT) hexamer
40C 5,52 1,55 5,72 2,35 5,53
40S 3,32 -1,57 2,71 -0,84 3,43
40L 2,19 3,67 2,07 -3,02 2,37
33C 5,05 0,72 5,27 1,89 5,58
33S 5,79 1,40 6,19 1,46 6,65
33L 3,87 -1,07 3,81 0,16 4,14
10C 5,36 2,12 5,82 3,09 5,77
10S 2,44 -1,01 3,17 -0,15 3,31
11C 5,88 2,90 6,46 3,92 6,17
11S 2,72 -0,88 3,39 0,67 3,66
11L 4,54 -0,24 4,99 0,89 5,01
22C 3,45 -1,25 3,76 -0,08 4,16
22S 3,76 1,18 4,04 2,52 4,90
22L 3,16 0,85 3,45 1,82 4,44

Porovnanie presnosti prepisu z RNA do cDNA

|
40L 33C 33S I3L 10C IOS 11C IlS 11L

IOS

BKS1 mKS 2oligo (dT) mKS 2 hexamer

Obrézok 15 Porovnanie presnosti prepisu RNA do ¢ DNA.
sipravy KS1aoboch s¥%Wprav KS 2 aj KS 3
predstavuje typ vzorky aos Y hodnotug C (cycle tresholdl.
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Varianty oboch kitov poug2vaj Y%ciop®t z me

podobn® refer emCHSRpapD uly,i t@r inlSdro d priersere h e x ¢
l2gilo len o 0, 27 1pCas¥KHS$ a¥ @ plwlighd@Tppamertand not
odKS 1 Ipfipgde KS 2 &/477 av pripade KS 3 &,026(Obr. 15).

Na optimalizaciuy e f er e n | snnm®h op oguBgniul i
8,9al1 0. K aidhdsie amalyzovali pomocaP C R vedteklemil nT mi
(RNaza P, TBP, YWHAZ, SDHA). Tieto experimenty sme robili typemplex,kedy

vzorky praco

SO

sledovany gén mef er e n| n 1 sanpdanych hamkach. Tymto spdsobom bolo
prefereae$ wwbagarpl i
o chemikalie VysledkykvantitativnejPCR su uvedenétab. 29 aab 30.

zar ulege@®gi pdnad =mnebol a

T a b u @XHadnoty Ct jednotlivychr e f er en| nTch g®nov
Vzorka El RNaza P TBP YWHAZ SDHA
6 24,004 21,675 30,277 25,892 30,733
7 24,344 26,585 30,376 26,253 31,306
8 23,979 22,479 30,004 25,456 31,1
9 23,832 22,417 29,968 25,259 30,455
10 24,061 22,157 30,238 25,763 30,489

T a b u B& Hodnoty gC tiednotlivych r e f er e n| n.Tqeht

g®nowypol 2tiaGt®

referen|)h®ho g®nu
Vzorka RNaza P TBP YWHAZ SDHA
6 2,329 -6,273 -1,888 -6,729
7 -2,241 -6,032 -1,909 -6,962
8 15 -6,025 -1,477 -7,121
9 1,415 -6,136 -1,427 -6,623
10 1,904 -6,177 -1,702 -6,428
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Zo ziskanych dat vyplyva) ®&NazaF e n aj i hed cerr eejngNAzB Psg ® n
amplifikuje ako jedinds k or g o m ERVWI (ebr. ®)kNa zaklade porovnan@ C t
sa akipoNgyrgefOnr e n ljan YWHAZ.g ®n

HodnotygpCt j ednot !l i vich ref .

1 § O i
9 [ :
-4
-6

B RN&za PETBP m YWHAZ m SDHA

Obrazok 16 Hodnoty g C {cycle tresholgijednotlivychr e f er en | n RN&zag®Rowva |
v o Obeaf er en|.n ®@hvoy ggoG&kn ut est ovanl ch kontr ol vy kaz
ako gén zaujmu

Variancia ACt v ramci jednotlivych vzoriek

5 ° o e Bl
" ‘ o B2
% °
’ < ° e B3
3 ° 2 o °
e o . s ¢ 2} B4
- < °
O 2 ® 4 ® s ’ * e85
> e o ¥ e e !
1 ' =2 ‘ . .. . ‘ @ e B6
- ©
8 . S o " 087
0 o L) ° : B8
0 2 2 13 F 0 12 g B
ot ® B9
= e 810
PE bez PE

Obrazok 17 Variancia g C f(cycle treshold)v rdmci jednotlivych vzoriek. Zaznamenali sme vysa
var i an c iraenyckp@dberoz vamci jednej placenty. Tentpr obl ®m s me S ¢
spriemerovan2m 10 biops?2 | 2m smé0idbospalie odl
a ¢ okkajuplacenty

54



Placenta je vysoko heteviog®aenlydioryckasi ¥
kagd8§8 m! ge vykaz oBRYUEL Pordel isgpno/O aehxlpirveossiu na g i
zkagde|] p | a c eanalygovad pOrbpsiorzaykchi, preane stanovenych miest
odpupol nej olgaulRelativieegprese placent sme stanovili ako priemer hodnot
g C 2 tychto 10 odobratych vzoriek (obr7}

Na z8klade predoglTch opti mal i RNGRuiP2 s mi
ako vhodnl r RomeaoukvantiamtivnejgP®R sme analyzocalkovo 9 PE
vzoriek a Avzoriek bez PE.Ysledné déata vizualizovali pomocou grafu (dts).

Pomocou kvaritiativnej PCR smanalyzovali celkovo 9 PE tkaniv7atkaniv bez PE.
V skupine PE vzoriek sme namerali priemernd hodrptGt= 1, 638 so gt an
odchylkou 0,856 pri rozptyle hodn6t 0,733.pxpade vzoriek bez PE sme namerali
priemernd hodnotgpp@=1, 922 so gtandardnou odchT |l kou
Tieto visledky naznaERV\Wiskupire jee PE2 ex pr esi u

Rozdiel medzi PE azdravymi vzorkami s me nepreuk8zali al
signifikantny(t-test,p = 0,578)

Porovnanie ACt a ich rozptyl

11. 5.
4_ _
3_
&}
2_
<]
1_
0 T T
PE bez PE

Obrazok 16Gr af z n § z o r RazptWiwdndt tp€ yeld treaholdl Celkovo sme analyzovadi PE
(preeklampsia) tkaniv & tkaniv bez PE. Priemend relativia expresa bola v pripade vzoriek be
diagnostikovanej PB i ¢ (@IiC & 1,922) ako pri vzorkdchdi agno st i k o v=ali688) t-tebt
p=0,578.
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Vysledky sme porovnali wysledkami vzoriek analyzovanynpredchadzajucou
skupinouz 8 glhaobor at - ri a. Takto sme bol i3bazhopn
PE), hodnotypCt g et kT ch vzortabe3k. s¥% uveden® v

T a b u @lkHadnoty o C vzoriek po spojeni spredchadzajicou skupinoul. er venou s% oznal e
preeklamptické vzorky eodrou fyziologické.

N1 3,62 K6 4,97 K24 2,77
N2 1,8117 K7 2,7 K25 3,83
N3 1,1539 K8 3,31 K26 5,48
N4 2,5937 K9 1,73 K27 3,38
N5 1,2796 K10 3,37 K28 2,92
N6 1,7324 K11 4,01 K29 3,63
N7 1,0047 K12 4,98 K30 2,52
N8 1,2454 K13 4,29 K31 3,22
N9 1,4365 K14 4,69 K32 3,16
N10 0,7675 K15 3,37 K33 2,92
N11 2,3068 K16 5,17 K34 2,58
N12 2,7801 K17 2,22 K35 2,35
N13 2,629 K18 4,47 K36 1,68
K1 1,37 K19 -0,22 K37 2,53
K2 1,6 K20 2,89 K38 1,99
K3 1,37 K21 2,1 K39 2,35
K4 3,34 K22 4,78 K40 1,63
K5 4,77 K23 3,73 K41 0,51

Po spojeni vysledkov mredchadzajucou skupinounz8 g ho s me bol i
anal yzgotvaatS sat i cky vyhodn o33itkéhivier PEKabv1i®). PE1 P E
skupina vykazovala priemerné hodnotyG@= 2, 8 1 7 S0 gtandar dnou
pri rozptyle hodnét 1,787. Yripade skupiny bez PE sme zaznamenali priemerné hodnoty
@CR5717 so gtandardnou odchT 1 koeio vysledRy59 p
naznal uj Y% zn?2 gERVWIL v@E skupmes Pouapliga@iitestu nebol rozdiel
medzi tymito dvoma skupinami y hodnot enT ako gtatisticky
Zhrnutie vysledkov kvantitativnej PCR medzi réznymi subormi vzoriekigribvané obr.
19atab. 32.
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Porovnanie ACt a ich rozptyl

A B C
6_
4_
S 2 ; [
0_ ...............................
_2 1 1 1 1 1 1
R e
QQ&Q Q,Qéﬁ ‘ZQ&Q

Obrazok 19 Porovnanie qp C {cycle treshold) a jeho rozptylu medzi réznymi analyzovanymi stbormi
Sekcia AzZn8zonR¢gj s Wbor &z npallaucjeent z na sgupine’bezePEp Sekckm
reprezentujerysledky predchadzajicejk skupinmaa z nal uj e znPgGenskiupkpees
spojenie nagich vzoriek sonmzopakamée paktheé€RE
(preeklampsia) skupine.

T a b u @azarnutie vysledkov kvantitativnej PCR rdznych stborov vzoriek(qpCt )

Subor vzoriek PE Bez PE SD SD t-test
Nage vzor|1638| 1,922 0,856 0,571 p=0,578
Vzor ky pr g 3660 2980 0,959 1,533 p=0,108
skupiny
Vget ky v z|2817| 2,717 1,337 1,259 p=0,785

SDigt andar dn
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4.3 lzolacia DNA ztkaniva placenty

Pomocou i zol @naldfTcGenomi&dpNA ®urification Kivd firmy Thermo
ScientificaDNeasy Blood &issue Kit (250pd firmy QIAGENs a n8m podari |l o
dostatol néi Etv &l iDINAYs ahodn%% na pougitie p
pristrojaNanoDrop Ones me dok 8z al i potvrdi S-50mys)al uj ¥
apomer absorbancii A260/A2802 | gi,8.ak o

4.4 Amplifikacia ERVW-1

Gén ERVW1 je jednym zhl avnlT ch objektov ng§gho vIisku
r egulobldsth e s me p o wsea}yiptimerowdh Raroa (HP1, HP2, HP3, HP4, HP6,
HP7), #@dgkdbusampl i k-nu ~el5% 0d Bdpk la tpeojktrd veal

Pougili sme viacero rimxowch amplifikalnlct

- Thermo scientific, PCR Master Mix (2x)
- Promega, GoTag® Flexi DNA Polymerase
- Promega, GoTaq® G2 Hot Start Master Mix

Naj ef ek taznvpnl e jfgiikoau n o un asgopnr aRC&R Waateiodix (2Ax)
od firmy Thermo Scientific

Jednounajd!legitejg2ch f8z PCR reakcie je
tohto deju je nevwyhnutné vol i S spr §vnu anelaln¥% teplo
vz8visl osti noudk ljeeohtoi ddolvg&khyo az | ogeni a. Anel a
priemer T, (teploty topenia) HRpriamy aj spatnyazv 1 s | edku A@.poPéu @il f
takto vypol2tanich anelalg®ky z2pkas$ fsas
beznegpeci ficklch produktov. VRBOhi mkou bol p

. HP1-1 HP1-2 HP13 HP14 HP1-5 HP1-6 HP1-7 HP1poz HPIneg HP2-1 HP2-2 HP2-3 HP2-4 HP2-5 HP2-6 HP2-7 HP2poz HP2neg.

Ll B B _ B _ N _ N _ N _ B
. S8 RE 2k 00 b0 &6

Obrazok20Kontrol n§8 el ektrofor ®za p ERAHLpdmModou KPS eHP2.
Produkty amplifikacie primerovym parom HP1 sipariadku an! gmodst ¥%pi S EXO
amplifik8cie primerovim p8rom WRRoryehbdsahaohu ghyha
amplifikovang obl asS§S.
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Gpeci fi cknezpkalicd sktaS ag po optimali z8ci.i
primerového paru pomocou grandientovej PCR.

TabuBXAmel al n® teploty jednotlivich primerovich p§gr
Primerovy par Teplota

HP1 61,8°C

HP2 60,85°C A 65,8 °C

HP3 60,95°C

HP4 61,8°C

HP6 60,8°C

HP7 60,7°C

4.1 Analyza fragmentov pomocou genetického analyzatora

Pomocou genetick®ho analyz8tora sa n8m p
vyhodnocovali wrogramochVectorNTI aChromas Ziskané data boli dobrej kvality
aumogm8§imi z ost gokiywdjickceldn te ig gulotastBRVW1 (obr. 22).

Obrazok 21Kont i g r egul al ER¥\|-1-osét praksytajlcicly $a nisekov DNA zarovnar

kreferen| nej ERV&k vencii g®nu
Sekvednal§nt a r e g ERVWI bolezjskanébspodugrdcis nT mi | | en

n § gldboratoria.

Vregul al nej BRYWhB stai ng®nupodaril o i dent

polymorfizmov (Obr. 2) . Naj|l astejgie vyskytuj %cim sa

59



bp(rs4727276) ef er en| na&bjo |Is eikdveemtciifei kovanT pr i gty
N7, N10) giednej vzorke bez PE @ (Obr. 23). Tento polymorfizmusa nachadzaoblasti
URE (upstream regulatory elemgramoholbym? ge maS vplIBRVYWIha expr

Zvygn® dva polymorfizmy s a((rstiplsykr97yPE I ba
vzorke (N8); 992 C/T(rs192755521yo vzorke bez PE (N9 nenachadzaju sagyi ad n e j
gpeci fickej obliBRVWL. regul alnej obl as

Obrazok 22 Typy identifikovanych variantov vr egul al| n eBRVWelb$ aalsdtiia a.
polymorfizmus na poz2cii.i 1222 URE sekeid e e n | znnet
polymorfizmy nachddzajucea mi mo gpeci fi ckejERUWI ast.i regul

Proporcie viskytu pol ymi
k PE alebo fyziologickym placentam

Fyziologické placenty PE placenty

100%

80%

60%

40%

20%

0%

m1222 G/C m992 C/T m128 C/A = Bez polymorfizmov

Obrazok 23 Proporcie vyskytu variantovsp r 2 s | u g RBateBodyaioldgickym placentam
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http://drbharatisood.blogspot.com/2013/05/placenta-development.html
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/ERVWE1ID40497ch7q21.html?fbclid=IwAR3EnetZGb2bQdANrbkbSP9NiZYbcajxuPaR5W-xBRHmei-_4hF7t4d2geU
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/ERVWE1ID40497ch7q21.html?fbclid=IwAR3EnetZGb2bQdANrbkbSP9NiZYbcajxuPaR5W-xBRHmei-_4hF7t4d2geU

