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ABSTRAKT  

Svoboda, Michal: Úloha ERVW-1 a syncytínu-1 pri rozvoji gestaļnĨch hypertenznĨch 

ochorení 

Univerzita Komenského v Bratislave, Prírodovedecká fakulta, Katedra genetiky  

Diplomová práca, 72 strán, Bratislava 2020 

Preeklampsia (PE) je z§vaģn® multifaktori§lne ochorenie objavuj¼ce sa poļas tehotenstva. 

Medzi jeho hlavn® sympt·my patr² zvĨġenĨ krvnĨ tlak a proteinúria. Vznik PE je spojený 

s nespr§vnym formovan²m trofoblastu a placenty poļas tehotenstva a je druhou najļastejġou 

pr²ļinou ¼mrtia gravidnĨch ģien. Aj napriek vysokej incidencii (5 ï 8 % tehotenstiev), nemá 

ani v dneġnej dobe efekt²vnu lieļbu, ļi markery pre vļasn¼ diagnostiku. Jedným z faktorov 

zodpovedných za správny priebeh placentácie je proteín syncytín-1 kódovaný génom 

ERVW-1. Hlavným cieŎom tejto pr§ce bolo porovnanie expresie génu ERVW-1 medzi 

zdravými a PE placentami pomocou metódy qPCR a analĨza regulaļnej oblasti g®nu ERVW-

1, identifikácia prítomných variantov a ich potenciálneho vplyvu na expresiu syncytínu-1. 

Optrimalizovali smeviacero met·d pouģ²vanĨch pri analĨze expresie g®nu ERVW-1, ktoré 

bud¼ viesŠ k presnejġ²m a spolahlivejġ²m vĨsledkom. Optimalizovali sme protokol oġetrenia 

vzoriek RNA pomocou DNázy, metódu reverznej transkripcie a predstavili sme nový 

protokol odberu vzoriek z tkaniva placenty, ktor®ho ¼lohou je zaruļiŠ, ļo najspolahlivejġie 

výsledky. VĨsledky sekvenaļnej analĨzy odhalili v naġich vzork§ch tri pr²tomn® varianty, 

z ktorĨch sa najļastejġ² (rs4727276) nachádzal v regulaļnej oblastiï URE, a tak mohol maŠ 

vplyv na reguláciu expresie ERVW-1. Dáta z naġej kvantitat²vnej PCR, pomocou ktorej sme 

analyzovali devªŠ PE a sedem fyziologických vzoriek, oponujú predchádzajúcim 

publikáciám, ktoré v pr²pade preeklampsie identifikovali zn²ģen¼ expresiu g®nu ERVW-1. 

Avġak tieto d§ta neboli vyhodnoten® ako ġtatisticky vĨznamn®. Meranie génovej expresie 

pouģit²m kvantitat²vnej PCR je ġiroko pouģ²van§ a spoŎahliv§ met·da. V prípade 

heterog®nneho tkaniva akĨm je placenta sa vġak stret§va s viacerými problémami ktoré je 

potreba pre efekt²vnu analĨzu vhodne optimalizovaŠ.  

KŎuļov® slov§: preeklampsia, ERVW-1, syncytín-1, expresia 

  



 

 

ABSTRACT 

Svoboda, Michal: Role of ERVW-1 and syncytin-1 in development of gestational 

hypertensive diseases 

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

Diploma thesis, 72 pages, Bratislava 2020 

 

Preeclampsia (PE) is a serious multifactorial disease with onset during pregnancy. Main 

symptoms of PE are elevated blood pressure and proteinuria. Development of the PE is 

associated with defective formation of trophoblast and placenta during pregnancy and is the 

second most common cause of mortality in pregnant women. Despite its high incidence (5 ï 

8 % of all pregnancies), there is no effective treatment or markers for early diagnosis. One 

of the factors accountable for healthy placentation is protein called syncytin-1, product of 

the gene ERVW-1. Main purpose of this work was to compare gene expression of the ERVW-

1 between healthy and PE placentas using qPCR and secondly analysis of regulatory region 

of this gene, identification of any variants and their potential effect on syncytin-1 expression. 

We successfully managed to optimalize methods used in ERVW-1 gene expression analysis, 

which will  lead to more accurate and reliable results. We also achieved to optimize multiple 

steps leading to quantitative PCR, that include 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 common (rs4727276) was found in the regulatory region ï URE, what 

suggest a potential effect on ERVW-1 regulation. Results of our quantitative PCR, where 

whe analysed nine PE and seven control samples, were against the findings of previous 

publications that identified reduced gene expression of ERVW-1 in preeclampsia, although 

the data were not evaluated as statistically significant. Quantitative PCR is widely used and 

reliable method for measuring of gene expression. However, it meets with multiple 

challenges in the case of heterogennous tissue like a placenta that are needed to address 

accordingly. 

Key words: preeclampsia, ERVW-1, syncytin-1, expression 
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Úvod 

 

Preeklampsia (PE) je z§vaģn® multifaktori§lne ochorenie objavuj¼ce sa poļas tehotenstva. 

Medzi jeho hlavn® sympt·my patr² novonadobudnut® zvĨġenie krvn®ho tlaku a proteinúria. 

Napriek vysokej incidencii (5 ï 8 % tehotenstiev), nemá ani v dneġnej dobe efekt²vnu lieļbu, 

ļi markery pre vļasn¼ diagnostiku. Vznik PE je spojený s nesprávnym formovaním 

trofoblastu a placenty poļas tehotenstva a je druhou najļastejġou pr²ļinou ¼mrtia gravidnĨch 

ģien. 

Jedným z faktorov zodpovedných za správny priebeh placentácie je proteín syncytín-1 

kódovaný génom ERVW-1. Gén ERVW-1 patrí do skupiny endogénnych retrovirálnych 

elementov (ERV), ktoré v s¼ļasnosti tvoria aģ 8 % naġej DNA a zohr§vaj¼ d¹leģit¼ ¼lohu 

pri formovaní placenty. Medzi úlohy syncytínu-1 patria pre placentu esenciálne procesy, 

akými sú tvorba mnohojadrového syncýtia, regulácia bunkového cyklu alebo supresia 

imunitnej odpovede. ZvĨġen§ expresia g®nu ERVW-1 je exkluzívna pre tkanivo placenty 

a jej naruġenie m¹ģe vy¼stiŠ aģ k patofyziologickým prejavom PE.  

Viaceré publik§cie, ktor® sa tejto problematike venovali, sp§jali zn²ģen¼ expresiu g®nu 

ERVW-1 s rozvojom PE (Lee a kol., 2001; Reubner a kol., 2013). T§to hypot®za avġak 

nemus² byŠ koneļn§. V tejto práci poukazujeme na viaceré nejednodnosti v metodike, ktoré 

by pri analĨze heterog®nneho tkaniva akĨm je placenta mohli byŠ kŎ¼ļov®. V spom²nanĨch 

publikáciách boli vykonané jednorázové biopsie v bl²zkosti pupoļn²ka a tie následne 

analyzovan®. Je moģn® ģe v rámci placenty sa expresia syncytínu-1 v urļitĨch miestach 

zvyġuje a v inĨch zniģuje a tento trend by biopsiou na jednom mieste nebolo moģn® zachytiŠ. 

V naġom pr²stupe sme sa tento probl®m rozhodli vyrieġiŠ vykonan²m 10 rôznych biopsíi 

od stredu aģ po okraj, ļ²m by mala byŠ zaruļen§ presn§ relatívna expresia celej placenty. 

V naġom projekte sme sa taktieģ zamerali na regulaļn¼ oblasŠ g®nu ERVW-1 so snahou 

o identifik§ciu pr²tomnĨch variantov, ktor® by mohli maŠ vplyv na jeho expresiu. Ak by sa 

n§m podarilo identifikovaŠ variant, ktorĨ by s¼visel so zn²ģen²m expresie g®nu ERVW-1, ten 

by n§sledne mohol byŠ pouģitĨ ako diagnostickĨ marker pre vļasn® zachytenie PE, a tak 

lepġ² manaģment jej pr²znakov.
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1 Liter§rny prehŎad 
 

1.1 Preeklampsia a eklampsia  
 

Gestaļn® hypertenzn® ochorenia (GHO) predstavuj¼ jednu z najļastejġie sa vyskytuj¼cich 

komplikácií gravidity a tvoria podstatn¼ pr²ļinu materskej, fet§lnej a neonatálnej morbidity 

a mortality. GHO sú prítomné pri 1 z 10 gravidít a zahŘŔaj¼ ġirok® spektrum r¹znej etiol·gie 

a priebehu (BeŔov§ a Novotný, 2011). GHO sa na základe vyskytujúcich sa príznakov 

klasifikuj¼ do ġtyroch skup²n: 

¶ preexistujúca hypertenzia ï hypertenzia sa vyskytovala pred graviditou alebo 

pred 20. tĨģdŔom gravidity, 

¶ gestaļn§ hypertenzia ï gestaļn§ hypertenzia vzniknut§ de novo po 20. tĨģdni 

gravidity 

¶ preeklampsiaïeklampsia ï gestaļn§ hypertenzia nadobudnut§ po 20. tĨģdni gravidity 

a proteinúria 

¶ preexistuj¼ca hypertenzia plus superponovan§ gestaļn§ hypertenzia s proteinúriou ï 

Ņalġie zvĨġenie tlaku po 20. tĨģdni gravidity oproti hodnot§m pred graviditou 

a proteinúria. 

Hypertenzia poļas gravidity m¹ģe maŠ negat²vny dopad na vĨvoj placenty, a tak aj 

na transport ģiv²n a kyslíku medzi matkou a plodom. Jednou z najv§ģnejġ²ch foriem GHO je 

preeklampsia, ktor§ je podrobnejġie rozobrat§ v nasledujúcich kapitolách (Braunthal 

a Brateanu, 2019). 

Preeklampsia (PE) je z§vaģn® multifaktori§lne ochorenie objavuj¼ce sa poļas 

tehotenstva a je druhou najļastejġou pr²ļinou ¼mrtia gravidnĨch ģien. PE je zodpovedn§ aģ 

za 20 %  ¼mrt² matiek poļas tehotenstva, priļom celosvetovo postihuje 5 ï 8 % vġetkĨch 

tehotenstiev (Carty a kol., 2010). Za hlavn® diagnostick® krit®ti§ PE sa povaģuj¼ 

novonadobudnut® zvĨġenie krvn®ho tlaku (systolickĨ > 140 mmHg; diastolickĨ > 90 mmHg) 

a proteinúria (> 0,3 g za 24h) po 20. gestaļnom tĨģdni. Bolo zaznamenanĨch viacero 

rizikovĨch faktorov zvyġuj¼cich pravdepodobnosŠ vzniku PE. Medzi tieto faktory patria 

obezita, fajļenie, prv® tehotenstvo, predch§dzaj¼ci vĨskyt preeklampsie v rodine, inzulínová 

rezistencia, problémy s obliļkami alebo diabetes mellitus (Haram a kol., 2014). Zmena 

krvn®ho tlaku je zapr²ļinen§ z¼ģen²m krvnĨch ciev a zn²ģenou pruģnosŠou art®ri². 
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Proteinúria vzniká z d¹vodu poġkodenia obliļiek, a renálnymi léziami známymi ako 

glomerulárna endotelióza, v pr²pade ktorej bunky glomerulu vĨrazne napuchn¼. Znaļne 

poġkodenou bĨva v pr²pade PE aj peļeŔ, priļom doch§dza k patologickému ukladaniu 

fibrínu a v pokroļilĨch ġt§di§ch hemor§gii aģ nekróze (Powe a kol., 2011). 

D¹sledkom PE je ļasto aj predļasný pôrod a z toho vyplývajúce obmedzenie vývinu 

plodu, ļo m§ za n§sledok zvĨġen¼ predispoz²ciu pre mozgov¼ obrnu a bronchopulmonálnu 

dyspláziu (Hansen a kol., 2010). 

U ģien s PE sa m¹ģe prejaviŠ aj HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes, low 

platelets) syndróm. HELLP sa vyskytuje u 0,5 ï 0,9 % vġetkĨch tehotenstiev a práve 

pri tehotenstv§ch sprev§dzanĨch PE je jeho incidencia zvĨġen§ aģ na 20 %. Nástup HELLP 

je spôsobený dysfunkciou a poġkoden²m matern§lneho endotelu. HELLP, podobne ako 

preeklampsia, je spájaný s placentou a sp¹sobuje probl®my so zr§ģanlivosŠou krvi. 

Následkom HELLP syndrómu je obmedzenie rastu a vývinu plodu (Haram a kol., 2014). 

V prípade nevhodného managementu príznakovalebo pri v§ģnych pr²padoch m¹ģe 

PE prejsŠ do eklampsie. Eklampsia sa okrem poġkodenia viacerĨch org§novĨch s¼stav, ako 

s¼ obliļky a peļeŔ, vyznaļuje aj poġkoden²m mozgu a z§chvatmi. Eklamptick® poġkodenie 

mozgu sa prejavuje charakteristickými zmenami bielej hmoty a opuchom mozgovej masy. 

Cerebrovaskulárne komplikácie, ako mŘtvica alebo mozgov® krv§canie, s¼ zodpovedn® za 

vªļġinu ¼mrt² spojenĨch s eklampsiou (Powe a kol., 2011). 

1.2 Placenta a placentácia 
 

Presná patofyziológia vzniku PE eġte nebola op²san§, ale jedna z hlavných  hypotéz navrhuje 

za hlavný dôvod nesprávnu placentáciu a inváziu trofoblastu smerom k  ġpir§lovitĨm 

artériám matky (obr. 1) 

Placenta je nevyhnutný orgán pre správny rast a vĨvin plodu. Zabezpeļuje vĨmenu 

ģiv²n, metabolitov a kyslíka medzi matkou a dieŠaŠom prepojen²m fet§lneho a maternálneho 

krvn®ho obehu. Napriek nesmiernej d¹leģitosti placenty pri vzniku Ŏudsk®ho ģivota, ide 

o jeden z najmenej preskúmaných orgánov v Ŏudskom tele (Guttmacher a kol., 2014). 

Zaujímavé je, ģe PE nespôsobuje plod, ale práve placenta. Toto tvrdenie potvrdzujú 

prípady, kedy aj molárne tehotenstvá (v tele matky nachádza iba placenta a nie plod) 
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vykazovali príznaky PE (Soto-Wright a kol., 1995). Túto hypotézu podporuje aj fakt, ģe po 

pôrode placenty príznaky PE vymiznú. 

 

Placenta vzniká sledom na seba nadväzujúcich javov nazývaných placentácia. 

Po oplodnen² vaj²ļka spermiou a viacerých bunkových deleniach vzniká blastocysta, 

pozostávajúca z dvoch hlavnĨch bunkovĨch ġtrukt¼r: 

¶ embryoblast, ktorĨ bude nesk¹r predstavovaŠ z§klad plodu, 

¶ trofoblast, vonkajġia vrstva blastocysty. 

Obrázok 1 Vaskul§rna remodel§cia ġpir§lovitĨch art®ri². Poļas zdrav®ho tehotenstva je plod vyģivovanĨ 

ġpir§lovitĨmi art®riami matky, ļo je zabezpeļen® len po spr§vne prebehnutej inv§zii trofoblastu. Pri tomto 

procese je d¹leģit§ vaskul§rna remodel§cia art®ri², ktor§ ich priprav² na zvĨġen® n§roky transportu kysl²ka 

a ģiv²n. V pr²pade PE je tento proces obmedzenĨ (upraven® podŎa Bell, 2004). 
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Trofoblast tvor² vonkajġiu vrstvu blastocysty a je základom budúcej placenty 

a fetálneho choriónu. Trofoblast sa skladá z troch rôznych bunkových typov ï 

cytotrofoblast, syncýtiotrofoblast a intermedi§rny trofoblast, priļom tieto sa l²ġia 

lokaliz§ciou a morfologickĨmi vlastnosŠami.  

Cytotrofoblast (CTB) sa skladá z malĨch uniformnĨch buniek, ktor® s¼ prevaģne 

jednojadrové a je zdrojom trofoblastovĨch kmeŔovĨch buniek. V CTB neprebieha 

produkcia hormónov, a tak je imunohistochemicky negatívny pre placentárne hormóny, 

avġak pozitívny je pre cytokeratíny, ktorĨch vizualiz§cia m¹ģe sl¼ģiŠ ako imunohistologickĨ 

marker. CTB je schopný diferenciácie na syncýtiotrofoblast a intermediárny trofoblast (Shih 

a Kurman, 2001). Diferenciácia na syncýtiotrofoblast sa odohráva na povrchu vilárnych 

klkov, na rozdiel od diferenciácie na intermediárny trofoblast, ktorá prebieha 

v extravilárnom priestore a je sprev§dzan§ zn²ģen²m alebo stratou proliferaļnej aktivity 

(Shih a Kurman, 1998; Cierna a kol., 2016). 

Syncýtiotrofoblast (STB) sa skladá z mnohojadrových, diferencovaných, nedeliacich 

sa buniek tvoriacich syncýtium. STB vzniká priamou fúziou jednojadrových buniek CTB 

na povrchu placentárnych klkov a je miestom produkcie vªļġiny hormónov potrebných 

pre fyziologický priebeh tehotenstva (Wang a Zhao, 2010). Medzi tieto hormóny patria 

napr²klad ŎudskĨ placent§rny laktog®n, choriogonadotropin, placent§rna alkalick§ fosfat§za, 

estradiol alebo progesteron. STB je v priamom kontakte s krvou matky, a tak je zodpovedný 

za regulácia difúzie O2, CO2, ģiv²n, odpadovĨch l§tok a ļiastoļne aj regul§ciu imunitných 

reakcií medzi matkou a plodom (Cierna a kol., 2016). 



14 

 

Bunky intermedi§rneho trofoblastu (ITB) maj¼ urļit® podobnosti s oboma vyġġie 

spomenutými typmi buniek trofoblastu. Intermediárny trofoblast reprezentuje heterogénnu 

populáciu buniek s r¹znymi vlastnosŠami. Vil§rny intermediárny trofoblast sa skladá 

z buniek, ktor® s¼ vªļġie ako bunky CTB. Bunky vil§rneho intermedi§rneho trofoblastu s¼ 

zdrojom extravilárneho intermediárneho trofoblastu miesta implantácie (ITBa) 

a extravilárneho intermediárneho trofoblastu choriónového typu (ITBb) (Shih a kol., 2011). 

Hlavnou ¼lohou ITBb je modifik§cia ġpir§lovitĨch art®ri² matky a prepojenie cirkulácie 

matka ï plod (Kim a kol., 2004). ITBb bunky s¼ schopn® invadovaŠ deciduum 

a myometrium podobne ako mal²gne bunky, avġak bez naruġenia tkaniva. Zlyhanie tohto 

invazívne mechanizmu ITBb je spájaný s preeklampsiou (Pijnenborg a kol., 2011). Jednou 

z hlavných funkcií ITBa je produkcia extracelulárnej matrix, ktorá podporuje silu a elasticitu 

fetálnych membrán (Cierna a kol., 2016). 

Đspeġnej placent§cii predch§dza dej nazĨvanĨ implant§cia. Implant§cia je proces, 

pri ktorom blastocysta prichádza do kontaktu so sliznicou maternice a zachytí sa. 

Implantácia sa delí na tri ļasti. Ide o fázu usadenia, kedy blastocysta prichádza do kontaktu 

so sliznicou maternice. Nasleduje f§za adh®zie, kedy sa tento kontakt spevŔuje a nakoniec 

fáza invázie, kedy trofoblast postupne prerastá do sliznice maternice. Pri zdravom 

tehotenstve sú jednobunkové bunky cytotrofoblastu na vrcholoch placentárnych 

chorionových klkov depolarizované a op¼ġŠaj¼ baz§lnu membr§nu. Migrujúce bunky 

adheruj¼ voļi sebe navz§jom a formujú agregáty, ktoré sú jedným koncom pripojené 

k placente a druhým k maternici. Tieto bunky, nazĨvan® aj cytotrofoblastov® stŌpiky, musia 

Obrázok 2 Ġtrukt¼rne zloģky blastocysty poļas placentácie (upraven® podŎa [i1]) 
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maŠ dostatoļn¼ ġtruktur§lnu integritu, aby vyplnili medzeru medzi maternicou a placentou. 

Toto prepojenie umoģŔuje invaz²vnym bunk§m prekonaŠ stenu maternice a dosiahnuŠ aģ 

vnútornú tretinu myometria (obr. 2). Tento proces, kedy sa bunky cytotrofoblastu oddelia 

a vytvoria cytotrofoblastov® stŌpiky sa definuje, aj ako zaļiatok diferenci§cie placenty 

(Fisher, 2015).  

Zauj²mav® je, ģe vo viacerĨch placent§ch z predļasnĨch tehotenstiev boli objaven® 

veŎk® mnoģstv§ cytotrofoblastovĨch agreg§tov, ļiģe vznikaj¼cich stŌpcov, ktor® nedoļiahli 

aģ k maternici. Predpokladá sa, ģe tieto ¼tvary s¼ kompenzaļnĨ mechanizmus k oxidaļn®mu 

stresu, keŅģe boli tieto n§lezy ļasto asociovan® s fajļen²m matky (obr. 3) (Zdravkovic a kol., 

2006). ZvĨġenĨ vĨskyt týchto ,,bunkovĨch ostrovļekov" bol takisto zaznamenanĨ aj 

v prípade PE (Redline a Peterson, 1995).  

 

KeŅ sa bunky cytotrofoblastu dostan¼ k stene maternice, radik§lne zaļ²naj¼ meniŠ 

jej ġtrukt¼ru. V mnohých oblastiach je maternicový luminálny epitel zniļenĨ, ako d¹sledok 

pohybu cytotrofoblastu po jeho povrchu. Cytotrofoblast preniká do bazálnej membrány 

epitelu pomocou mechanizmu podobnému rakovinovým bunkám, a to vyuģit²m 

matrixových metaloproteináz (Librach a kol., 1991; Fisher, 2015). Následne podporné 

bunky interstícia decidualizujú, priļom v tomto prípade ide o diferenciaļnĨ proces poh§ŔanĨ 

progesteronom a cAMP (Gellersen a Brosens, 2003). 

Obrázok 3 Negat²vny efekt fajļenia na tvorbu cytotrofoblastovĨch stŌpikov. V prípade kontrolnej vzorky 

(A) sa vytvorili cytotrofoblastov® stŌpiky, z ktorých sa po 44 hodinách odpájali bunky, ktoré invadovali 

matrigel (substr§t extracelul§rnej matrix). Vzorka B bola oġetren§ 4,6 µM nikot²nu ļo sp¹sobilo zn²ģen¼ 

migráciu buniek z cytotrofoblastovĨch stŌpikov (upraven® podŎa Zdravkovic a kol., 2006). 
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Poļas zdrav®ho tehotenstva je plod vyģivovanĨ ġpir§lovitĨmi art®riami matky, ļo je 

zabezpeļen® len po spr§vne prebehnutej inv§zii trofoblastu. Pri tomto procese je d¹leģit§ 

vaskul§rna remodel§cia art®ri², ktor§ ich priprav² na zvĨġen® n§roky transportu kysl²ka 

a ģiv²n. VĨsledkom tohto deju je prestavba vysokorezistentných a nízkokapacitných ciev 

na nízkorezistentné a vysokokapacitn® (Strieġkov§, 2017). Zauj²mavĨm procesom je aj dej 

nazývaný ,,vaskul§rne mimikry", kedy cytotrofoblastov® stŌpce zn²ģia produkciu molek¼l 

typickĨch pre epitel, ktor® by naznaļovali ektoderm§lny p¹vod a zvĨġia produkciu viacerĨch 

receptorov a ligandov, ktoré sú typické pre endotel alebo bunky hladkej cievnej svaloviny 

(Zhou a kol., 2003). Výsledkom tejto drastickej zmeny je placentárna bunka s molekulárnym 

kódom cievneho endotelu, a práve tento proces sa spája s ich schopnosŠou silnej interakcie 

pr§ve so ġpir§lovitĨmi art®riami. Bunky cytotrofoblastu migruj¼ tĨmito cievami 

a nahr§dzaj¼ matern§lne bunky. Taktieģ sa inkorporuj¼ medzi bunky hladkej svaloviny, 

ktoré tvoria tunica media (Fisher, 2015). 

V prípade PE je invázia trofoblastu nedostatoļn§, prietok krvi obmedzenĨ 

a prekrvenie placenty vĨrazne zn²ģen®. JednĨm z  faktorov odliġuj¼cich preeklamptick® 

a zdravé placenty je miera expresie génu pre proteín syncytín-1 v tkanive placenty (Huang 

a kol., 2013). 

  



17 

 

1.3 Vírusové gény a ERVW-1 
 

Gén ERVW-1 patrí do skupiny endogénnych retrovirálnych elementov (ERV), a konkrétne 

do ŎudskĨch endog®nnych retrov²rusov (HERV), ktoré v s¼ļasnosti tvoria aģ 8 % naġej 

DNA. Pr²tomnosŠ ERV v genóme je charakteristická pre vġetky placent§rne cicavce a je 

známych viac ako 31 HERV rodín. Ide o sekvencie pochádzajúce z retrovírusov, ktoré 

zaļlenili svoju genetick¼ inform§ciu do gen·mu hostiteŎskej bunky pomocou reverznej 

transkripcie, a takto boli pren§ġan® do Ņalġ²ch gener§ci² (Lokossou a kol., 2014). 

Vo veŎkej vªļġine tĨchto retrovir§lnych elementov sa ļasom naakumulovalo viacero 

rôznych delécií a mut§ci², ktor® tieto ¼seky znefunkļnili. Aby si element pod selekļnĨm 

tlakom zachoval funkļnĨ ļ²tac² r§mec, mus² maŠ pre organizmus urļit¼ benefiļn¼ funkciu 

(Blaise a kol., 2003).   

Gén ERVW-1 sa nachádza na dlhom ramene siedmeho chromozómu (7q21.2) a je 

zloģenĨ z mutovaných pseudogénov pol, gag a nemutovaného env, kódujúceho obalový 

glykoproteín syncytín-1. ERVW-1 m§ veŎkosŠ 10,2 kb a je zloģenĨ z dvoch dlhých 

terminálnych opakovaní (LTR) obklopuj¼cich uģ spom²nan® pol, gag a env gény (Obr. 4). 

Kaģd§ z týchto LTR obsahuje 3 oblasti: od 5ô k 3ô U3, R a U5. Tak ako aj u iných 

prov²rusov, U3 oblasŠ 5ô LTR sl¼ģi ako prom·torov§ oblasŠ, priļom R oblasŠ pri 3ô LTR 

funguje ako polyadenylaļnĨ signál (Lokossou a kol., 2014) 

Obrázok 4 Vġeobecn§ ġtrukt¼ra g®nu skupiny HERV a proteínu syncytín-1. Gény zo skupiny HERV majú 

charakteristick¼ ġtrukt¼ru. Obsahuj¼ dve dlh® termin§lne opakovania 3' a 5' LTR, ktor® ohraniļuj¼ mutovan® 

pseudogény gag a pol a nemutovaný env (upraven® podŎa Wang a kol., 2018). 
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Funkcia gag a pol, ktoré za normálnych okolností kódujú matrix, kapsidové 

proteíny, nukleokapsidové proteíny a v²rusov® enzĨmy, je naruġen§ stop kod·nmi. 

Zauj²mavosŠou ġtrukt¼ry g®nu ERVW-1 je taktieģ 2 kb dlhĨ intr·n medzi 5ô LTR a gag, 

ktorĨ nem§ ģiadnu zn§mu homol·giu alebo funkciu (i2). 

Obalov® prote²ny maj¼ d¹leģit¼ ¼lohu pri vstupe vir§lnych ļast²c do bunky poļas 

infekcie. Povrchová podjednotka (PP) sa poļas infekļn®ho cyklu nach§dza na vonkajġej 

strane viriónu a viaģe sa na ġpecifickĨ bunkovĨ receptor na povrchu cieŎovej bunky. 

Transmembránová podjednotka (TP) následne sprostredkuje fúziu virálnej membrány 

s plazmatickou membránou a virálny nukleokapsid je uvoŎnenĨ do cytoplazmy. Obalové 

proteíny nachádzajúce sa na bunkovom povrchu m¹ģu v prítomnosti vhodného receptora 

sprostredkovaŠ f¼ziu susednĨch buniek, a tak indukovaŠ tvorbu viacjadrovĨch buniek 

nazývaných syncýtium (Obr. 5). Gény kódujúce takéto fúzogénne obalové proteíny boli 

v Ŏudskom gen·me prvĨ kr§t opísané práve pri HERV rodine (Dupressoir a kol., 2012). 

Sk¼man²m Ŏudsk®ho gen·mu bolo n§jdenĨch 18 g®nov s dlhĨm ļ²tac²m r§mcom 

pre obalové proteíny (de Parseval, N. a kol., 2003). Z týchto 18 génov bol ako prvý opísaný 

gén ERV3, ktorý je exprimovaný hlavne v placente a v minimálnej miere aj v testis. Jeho 

expresia je najvyġġia  v bunk§ch cytotrofoblastu poļas f¼zie do syncytiotrofoblastu (Boyd 

a kol., 1993), ale ERV3 neobsahuje ġpecifickú hydrofóbnu transmembránovú doménu, a tak 

nie je schopnĨ plniŠ funkciu f¼zog®nneho prote²nu. Predpoklad§ sa jeho funkcia 

v proliferácii trofoblastu alebo pri diferenciaļnĨch procesoch.  

 

 

Obrázok 5 Priebeh interakcie medzi retrovirálnym obalovým proteínom a receptorom (upraven® podŎa 

Dupressoir a kol., 2012). 
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Aj napriek vysokej konzervovanosti tohto g®nu, viacer® d¹kazy naznaļuj¼, ģe nie je 

esenci§lny pre preģitie alebo reprodukciu (predļasnĨ stop kod·n v homozygotnom stave 

(1 % Ŏud²), absencia napr. v genóme gorily) (Herve a kol., 2004; Dupressoir a kol., 2012). 

Predpoklad§ sa, ģe g®n ERV3 podlieha u Ŏud² postupnej strate funkcie v prospech iným 

génom, a to konkrétne z rodiny HERV-W (syncytín-1) a HERV-FRD (syncytín-2) (Blond 

a kol., 2000; Blaise a kol., 2003).  

1.3.1 Syncytín-1 a jeho biogenéza 

 

D¹leģitosŠ génu ERVW-1 v procese správnej placentácie spoļ²va v jeho produkte, ktorým je 

proteín syncytínï1. Medzi funkcie syncytínuï1 patria esenciálne procesy akými sú tvorba 

mnohojadrového syncýtia, regulácia bunkového cyklu a apoptózy, a taktieģ aj supresia 

imunitnej odpovede. Názov syncytín bol zavedený po experimentoch od Mi a kol., ktorý 

objavil, ģe expresiou génu z rodiny HERV-W vzniká proteín prítomný v syncýtiotrofoblaste. 

KeŅ Mi a kol. pouģili plazmidovĨ konġtrukt schopnĨ expresie syncyt²nu, a transfekovali 

ním  COS bunky (fibroblastom podobn® bunky), podarilo sa im indukovaŠ tvorbu 

mnohojadrového syncĨtia. Tento objav naznaļil ģe syncyt²n je kŎ¼ļovĨm faktorom 

pri regulácii fúzie trofoblastu (Mi a kol., 2000; Pötgens a kol., 2004). V rovnakom roku 

Blond a kol., toto tvrdenie potvrdili a dodali, ģe identifikovali aj potrebný receptor ï 

RD114/cicavļ² retrov²rusovĨ receptor typu D (zn§my aj ako RDR/ASCT2/ATB0/SLC1A5), 

ktorý sa nachádza aj v placente (Blond a kol., 2000; Esnault a kol., 2008). 

Syncytín-1 je obalovĨ prote²n zloģenĨ z 538 aminokyselín o celkovej veŎkosti 73 kDa 

po glykozylácii (53 kDA neglykozylovaný). Skladá sa z 20 aminokyselín dlhého vedúceho 

peptidu na amino konci, povrchovej podjednotky (PP 21. aa aģ 317. aa) a transmembránovej 

podjednotky (TP 318. aa aģ 538 aa). PP m§ d¹leģit¼ ¼lohu pri naviazan² a rozpoznaní 

receptoru, funkcie TP zahŘŔaj¼ ukotvenie prote²nu, a taktieģ obsahuje viacero peptidov 

potrebných na fúziu buniek. Zaujímavou je aj  doména s potenciálne imunosupresívnou 

funkciou (377. aa aģ 396. aa) (Li a Karlsson, 2016). 

Proteín syncytín-1 je syntetizovaný ako inaktívny prekurzor, ktorý je následne N-

glykozylovaný v ER. ńalej je ġpecificky ġtiepenĨ na fur²novom ġtiepnom mieste (poradie 

aminokyselín-RNKR) za vzniku dvoch podjednotiek ï PP gp50 a TP gp24. Tento prekurzor 

je schopný v cytoplazme vytvorŠ homotrim®r (f¼zog®nna schopnosŠ). Spom²nanĨ trim®r 

vzniká interakciou ġpecifickĨch mot²vov na PP a TP a je stabilizovaný kovalentnými 
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väzbami. Pri PP ide o disulfid-izomerázový motív C◖◖C (C ï cysteín; ◖ ï hydrofóbna 

aminokyselina) a TP obsahuje motív CX6CC (X ï ak§koŎvek aminokyselina). ńalġ²m 

motívom zohrávajúcim úlohu pri skladaní syncytínu-1 je motív podobný leucínovému zipsu 

LX6LX6NX6LX6L (L ï leucín). Následne sú triméry transportované do GA kde prebehne 

posledný proces maturácie a sú rozġtiepené fur²nu podobnou endoprote§zou. Toto ġtiepenie 

nastane downstream od posledn®ho argin²nov®ho zvyġku vysoko konzervovanej ġtiepnej 

sekvencie (K/R-X-K/R-R), ktorý práve táto endoproteáza rozpoznáva. Týmto procesom 

vznikne povrchová a transmembránová podjednotka, ktoré sú disulfidovou väzbou spojené 

do maturovaného PP-TP komplexu a následne translokované do bunkovej membrány (Obr. 

6) (Cheynet a kol., 2005). 

  

Obrázok 6 Prekurzor syncytínu-1 a jeho funkļn® dom®ny. Ļ²slami s¼ zn§zornen® poradia aminokysel²n. 

PP ï povrchová podjednotka; TP ï transmembránová podjednotka; C - cysteín; ◖ ï hydrofóbna aminokyselina; 

X ï ak§koŎvek aminokyselina (upraven® podŎa Cheynet a kol., 2005) 
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1.4 Regulaļn® oblasti ERVW-1 
 

Gén ERVW-1 sa nachádza na siedmom chromozóme v tesnej blízkosti génov PEX1 

(upstream) a GATA1 (downstream). Podobne, ako aj iné retrovirálne gény, obsahuje dve 

dlhé terminálne opakovania (5ǋ a 3ǋ LTR). LTR vġeobecne obsahuj¼ viacero regulaļnĨch 

sekvencií, akými sú napríklad promótor, enhancer alebo miesta pre naviazanie 

transkripļnĨch faktorov. LTR sa del² na U3, R a U5 regióny (Obr. 7). U3 región 

nach§dzaj¼ci sa na 5ǋ LTR funguje ako provir§lny prom·tor obsahuj¼ci CAAT a TATA 

boxy, a taktieģ mnoģstvo CpG ostrovļekov. U5 regi·n, nach§dzaj¼ci sa na 3ǋ LTR obsahuje 

polyadenylaļnĨ sign§l (Huang a kol., 2014). 

 

 

 

 

Obrázok 7 Ġtrukt¼ra g®nu ERVW-1 a jeho regulaļn® elementy. ERVW-1 (kóduje proteín syncytín-1) sa 

nachádza medzi génmi PEX1 a GATAD1. S¼ļasŠou 5Ë je regi·n U3 (unik§tna sekvencia; prom·tor, reguluj¼ci 

expresiu syncytínu-1), obsahuj¼ca pªŠ CpG miest, ktor® podliehaj¼ metyl§cii. 5ËLTR navyġe obsahuje TSE ï 

miesto, kde sa viaģe trofoblast-ġpecifickĨ enhancer a miesto vªzby transkripļn®ho faktora GCMa. Syncytín-1 

mRNA zaļ²na od 5ËR regi·nu (ġ²pka) a konļ² v 3ËLTR (Upr. podŎa Huang a spol., 2014). 
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ńalġ²m d¹leģitĨm regi·nom zodpovednĨm za regul§ciu expresie ERVW-1 je 

upstream regulaļnĨ element pozost§vaj¼ci z dist§lneho regulaļn®ho regi·nu, skráteného 

MaLR (neautonómny Mammalian apparent LTR retrotransposon) a TSE (element 

ġpecifickĨ pre trofoblast). TSE obsahuje potencion§lne vªzbov® miesta pre transkripļn® 

faktory AP-2, Sp-1 a GCMa (Huang a kol., 2014; Prudhomme a kol., 2004). 

 

1.4.1 Epigenetická regulácia expresie ERVW-1 

 

Epigenetická regulácia expresie génu ERVW-1 bola uģ viackr§t charakterizovan§ 

(Matouskova a kol., 2006; Gimenez a kol., 2009). Vo vªļġine tkan²v s¼ cytos²ny CpG 

ostrovļekov, vyskytuj¼ce sa v promótore génu ERVW-1, metylované. Výnimkou je tkanivo 

placent§rneho trofoblastu, kde s¼ tieto cytos²ny demetylovan®, ļo m§ za následok rozdielnu 

expresiu ERVW-1 naprieļ tkanivami. Zauj²mav® je, ģe na rozdiel od 5ǋ LTR, 3ǋ LTR zost§va 

v trofoblaste metylovanĨ. Tento jav m¹ģe byŠ vysvetlený ako prevencia kompetície medzi 

oboma LTR o transkripļn® faktory (Gimenez a kol., 2009, Huang a kol., 2014). Demetylácia 

oboch LTR bola pozorovaná pri rakovinových bunkách endometria, vykazujúcich expresiu 

syncytínu-1 (Strissel a kol., 2012).  

Okrem metylácie DNA majú v regul§cii g®novej expresie d¹leģit¼ ¼lohu aj 

posttranslaļn® modifik§cie hist·nov. Tieto dva mechanizmy nie s¼ kompletne nez§vislĨmi 

dráhami a ļasto sa prekrĨvaj¼. Trejbalová a kol. pouģili na svoje experimenty bunkov® l²nie 

BeWo a HeLa. BeWo (bunky choriokarcinómu) sú najļastejġ² in vitro model trofoblastu, 

ktorý si napriek malignite zachováva ġtrukt¼rne a funkļn® vlastnosti trofoblastovej l²nie ï 

n²zku hladinu hCG (ŎudskĨ chorionovĨ gonadotrop²n), hCS (ŎudskĨ chorionovĨ 

somatotropín), estrogénového receptora, progesterónového receptora, placentárneho 

proteínu 13 a GCMa. BeWo bunky navyġe vykazuj¼ relat²vne n²zku hladinu syncyt²nu-1 

a ASCT2, a okolo 5% buniek podlieha fúzii. Trejbalová a kol. objavila ģe acetyl§cia hist·nu 

H3K9 (histón 3 lyzín 9) je ļastejġia v prípade BeWo buniek oproti Hela bunkám. Na druhej 

strane, H3K9 bol ļastejġie trimetylovanĨ v prípade HeLa buniek oproti Bewo bunkám  
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(Obr. 8). Oba tieto fenom®ny indikuj¼ moģn¼ funkciu tĨchto modifik§cii poļas g®novej 

expresie ERVW-1 (Huang a kol., 2014; Trejbalová a kol., 2011). 

 

1.4.2 Regulácia expresie pomocou alternatívneho splicingu 

 

Expresiou génu ERVW-1 vznikajú v pr²pade Ŏudskej placenty tri r¹zne veŎk® mRNA (8 kb, 

3,1 kb, 1,3 kb). Priļom iba 3,1 kb transkript je ¼speġne prekladaný do proteínovej formy. 

BeWo bunky vykazujú vyġġie mnoģstvo 3,1 kb mRNA ako 8 kb mRNA v pomere aģ 6:1. 

U HeLa buniek s¼ hodnoty oboch transkriptov zn²ģen® a v prípade testis 3,1 kb izoforma nie 

je prítomná. Trejbalová a kol. objavila, ģe vyġġ² stupeŔ metyl§cie H3 K36 (hist·nov§ 

modifikácia) na hranici medzi prvým exónom a intrónom je spojená s produkciou 3,1 kb 

izoformy. Pr²tomnosŠ demetylovan®ho H3 na intr·ne bola asociovan§ so zn²ģen²m 

a neefekt²vnosŠou produkcie tejto izoformy. Na základe týchto dát Huang a kol. 

predpokladajú, ģe alternat²vny splicing m¹ģe regulovaŠ tkanivovo ġpecifick¼ expresiu 

ERVW-1 avġak mechanizmus tejto regul§cie st§le nie je známy (Trejbalová a kol., 2011; 

Huang a kol., 2014). 

 

 

 

Obrázok 8 Acetylácia a trimetylácia H3K9 v  LTR syncytínu-1 v BeWo a HeLa bunkách. Výsledky boli 

normalizovan® voļi IgG neġpecifickĨm kontrol§m a hodnoty sú znázornené ako priemerné % vstupnej DNA 

(upraven® podŎa Trejbalová a kol., 2011). 
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1.4.3 Regulácia expresie pomocou GCMa 

 

GCMa (Glial cells missing) je transkripļnĨ faktor prvĨ kr§t izolovanĨ z mutantnej línie 

Drosophila melanogaster, ktorá vytvárala z gli§lnych buniek neur·ny navyġe (Hosoya 

a kol., 1995). Ide o transkripļnĨ faktor viaģuci sa na DNA a je exprimovanĨ ġpecificky 

v trofoblaste  (Huang a kol., 2014). Promótor génu ERVW-1 obsahuje dva motívy 

pre naviazanie GCMa. Naviazanie GCMa vĨrazne zvyġuje expresiu syncytínu-1. 

Nadexpresiou GCMa v BeWo a JEG3 bunk§ch bolo moģn® zvĨġiŠ expresiu syncyt²nu-1 

a fúziu buniek. Nadexpresia GCMa v HeLa bunkách nemala dopad na expresiu syncytínu-

1, ļo naznaļuje, ģe mechanizmus funkcie GCMa je limitovanĨ iba na demetylovanĨ 

promótor, ako napríklad v prípade placenty (Huang a kol., 2014; Yu a kol., 2002).  

Obrázok 9 Imunofluorescenļn® farbenie GCM1. Sekcie A (kontrola) a C (PE) boli znaļen® pomocou FITC 

(fluorescein isothiocyanate) a rodamínom a vizualizujú GCM1 (zelená) a cytokeratíny 7 (ļerven§). Sekcie B 

(kontrola) a D (PE) boli znaļen® DAPI farbiļkou. GCM1 sign§l bol znaļne redukovanĨ v prípade PE vzorky 

(C). Ġ²pka poukazuje na syncĨtiotrofoblast. Zvªļġenie 400x, mierka 25 µm (upraven® podŎa Chen a kol., 

2004). 
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Schreiber a kol. vyradili gén GCM1 u myġ² a výsledkom bola embryonálna letalita 9 

aģ 10 dn² post-coitum (Schreiber a kol. 2000). Chen a kol. vo svojej ġt¼dii identifikoval 

zn²ģen¼ expresiu GCMa v pr²pade PE ģien (Obr. 9) (Chen a kol., 2004). 
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1.5 Syncytín-2 a analógy syncytínu-1 

 

 

Syncytín-2 je vlastnosŠami veŎmi podobnĨ syncyt²nu-1 a jeho expresia je výhradne viazaná 

na placentu. Podobne ako syncytín-1 obsahuje dve LTR oblasti a otvorenĨ ļ²tac² r§mec. 

Na  rozdiel od syncytínu-1, ktorĨ bol lokalizovanĨch vo viacerĨch ġtrukt¼rach  placenty, 

syncytín-2 bol zaznamenaný iba v bunkách vilózneho cytotrofoblastu (Malassiné a kol., 

2007). ńalġ²m charakteristickým rozdielom medzi syncytínom-1 a syncytínom-2 je receptor, 

s ktorým interagujú, v prípade syncytínu-2 je týmto receptorom MFSD2 (Major Facilitator 

Superfamily Domain-Containing protein 2) (Esnault a kol., 2008), nie ASCT2 ako v prípade 

syncytínu-1. Oba syncytíny s¼ regulovan® transkripļnĨm faktorom ġpecifickĨm pre placentu 

ï GCM1 (Liang a kol., 2010). 

Diferenciácia buniek trofoblastu je komplexný proces skladajúci sa z d¹leģitĨch 

morfologických zmien, pri ktorých je fúzia buniek jedným z hlavných faktorov. Vargas 

a kol., experiment§lne demonġtrovali d¹leģitosŠ oboch syncyt²nov pri fúzii buniek 

trofoblastu. Porovnávali dopad vypnutia jednotlivých génov pomocou siRNA. Knockout 

syncytínu-1 viedol k 40 ï 60 % poklesu fúzie buniek. Pri transfekcii buniek so siRNA 

ġpecifickou k syncytínu-2, pozorovali aģ 80 ï 95% pokles fúzie buniek trofoblastu (Vargas 

a kol., 2009). 

Modelové organizmy sú nenahraditeŎnou s¼ļasŠou vedeck®ho vĨskumu. Snaha n§jsŠ 

vhodnĨ model pre ġt¼dium syncyt²nov priviedla vedcov k myġiam. Skr²ning myġieho 

genómu viedol k identifikácii dvoch génov kódujúcich retrovirálne obalové proteíny, 

menovite syncytín-A a syncytín-B. K spoloļnĨm vlastnostiam patria: ich expresia je 

ġpecifick§ pre placentu, majú fúzogénne vlastnosti a sú vysoko konzervované medzi 

Muroidea (Dupressoir a kol., 2005). Rovnako tak expresia syncytínu-A, ako aj syncytínu-B 

je regulovan§ transkripļnĨm faktorom GCM1 (Dupressoir a kol., 2012). Aj napriek 

viacerým podobnostiam, syncytín primátov a Muroidea nie sú ortologické. Navyġe 

nezdieŎaj¼ podobn® chromoz·mov® lok§cie, ļo naznaļuje, ģe inkorpor§cia tĨchto g®nov 

prebehla individuálne.  

 ńalġ² syncytín, nazývaný aj syncytín-Ory1, sa vyskytuje u Leporidae, a bol objavený 

poļas in silico analýzy genómu zajaca (Heidemann a kol., 2009). Syncytín-Ory1 vykazuje 

schopnosŠ indukovaŠ fúziu buniek a jeho expresia je viazaná výhradne na placentu. 
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Zauj²mav® je, ģe zdieŎa receptor s ŎudskĨm syncyt²nom-1, teda cicavļ² retrov²rusovĨ 

receptor typu D.  

 D§ta naznaļuj¼, ģe tieto r¹zne druhy syncyt²nov nemaj¼ spoloļnĨ p¹vod a vznikli 

ako nez§visl® zaļlenenia retrov²rusov do gen·mu hostiteŎa v priebehu evolúcie. Zaujímavé 

je, ģe aj napriek rozdielnemu p¹vodu sa dok§zali vo viacerĨch cicavļ²ch l²ni§ch udrģaŠ, 

zdieŎaj¼ podobn¼ lokaliz§ciu, vlastnosti a funkcie. Cornelis a kol. dokonca predpokladajú, 

ģe vĨrazn§ variabilita placent§rnych ġtrukt¼r medzi cicavcami by mohla byŠ sp¹soben§ 

pr§ve rozmanitosŠou syncyt²nov (Heidmann a kol., 2009; Cornelis a kol., 2013). 
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1.6 Funkcie syncytínu-1 
 

Syncytín-1 je jedným z hlavnĨch medi§torov f¼zie buniek, m§ vġak aj nef¼zog®nne funkcie. 

 

1.6.1 Regulácia bunkového cyklu 

 

Proliferácia eukaryotických buniek je pod kontrolou viacerých faktorov zoradených 

do signálnej kaskády a cytokínov. Aby bol proces mitózy spr§vne dokonļenĨ, bunka mus² 

prejsŠ dvoma d¹leģitĨmi kontrolnými bodmi: prechod z G1 fázy do S fázy a prechod z G2 

f§zy do M f§zy. ZvĨġenie mnoģstva p15 a aktiv§cia CDK4 predstavuje zaļiatok G1/S 

prechodu. N§sledn® zn²ģenie hladiny transkripļn®ho faktora E2F, PCNA a c-Myc je kŎ¼ļov® 

pri syntéze DNA. Pri prechode z G2 do M f§zy je zase esenci§lne zvĨġenie mnoģstva CDK1 

(Huang a kol., 2013).   

 Strick a kol. identifikovali nadexpresiu syncytínu-1 v primárnej kultúre 

endometriálneho karcin·mu. Tieto bunky zaznamenali zvĨġenĨ rast v prítomnosti TGF-ɓ 

(transformaļnĨ rastovĨ faktor). V nadvªzuj¼com kontrolnom experimente pouģili 

nadexpresiu samotného TGF-ɓ, ale bez prítomnosti syncytínu-1, t§ avġak nenapodobnila 

zvĨġenĨ rast, ļo napoved§, ģe hladina syncytínu-1 m¹ģe zohr§vaŠ d¹leģit¼ ¼lohu 

pri proliferácii rakovinových buniek endometria (Strick a kol., 2007). 

 Ġt¼dia Huanga a kol. sa zamerala na rolu syncytínu pri proliferácii trofoblastu, 

priļom pouģil BeWo bunky (bunky choriokarcinómu). Indukcia expresie syncytínu-1 

pomocou forskolínu, alebo rovnako nadexpresia syncytínu-1 mali za následok výrazné 

zvĨġenie f¼zie buniek a zvĨġenie hladiny trofoblastovĨch markerov ako napr²klad hCG. KeŅ 

Huang a kol. zn²ģili expresiu syncyt²nu-1 pomocou cieleného knockdownu (siRNA), 

prolifer§cia buniek sa vĨrazne zn²ģila. Pomocou prietokovej cytometrie odhalili, ģe pr²ļinou 

je pravdepodobn§ neschopnosŠ buniek prejsŠ z G1 fázy do S fázy (Huang a kol., 2013). 

Liu a kol. (2019) sa zaoberali tkanivami a bunkovými kultúrami endometriálneho 

karcinómu a zistili zvĨġen¼ hladinu syncyt²nu-1. Syncytín-1 podporuje bunkovú 

proliferáciu, migráciu, inváziu, a takisto aj zmeny v prechode medzi G2 a M fázou. Tieto 

vlastnosti m¹ģu zohr§vaŠ ¼lohu v rozvoji endometriálneho karcinómu (Liu a kol., 2019). 
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1.6.2 Regulácia imunitnej odpovede 

 

V²rusy si poļas evol¼cie vyvinuli viacero mechanizmov ako sa vyhn¼Š imunitn®mu syst®mu 

ich hostiteŎa. Niektor® v²rusy obsahuj¼ vo svojom gen·me ġpecifick® elementy, ktor® 

inhibujú imunitný systém (herpes- a poxv²rusy), in® vyuģ²vaj¼ rĨchly replikaļnĨ cyklus 

a produkciu ġirok®ho spektra variantov, ktoré uniknú adaptívnej imunitnej odpovedi 

(hepatitída C) (Varela a Palmarini, 2010).  

 SchopnosŠ modulácie imunitnej odpovede bola u retrov²rusov objaven§ uģ 

v ġesŠdesiatych rokoch, kedy Dent a kol. pozorovali zn²ģenie humor§lnej aj bunkami 

sprostredkovanej imunitnej odpovede u myġ² postihnutĨmi leukemickĨm v²rusom (Gross 

passage A murine leukemia virus ) (Dent a kol., 1965). Nadväzujúce in vivo a in vitro ġt¼die 

boli schopn® identifikovaŠ vysoko konzervovan¼ sekvenciu v oblasti transmembránovej 

domény env proteínu retrovírusov (Haraguchi a kol., 1997). Táto 17 aminokyselín dlhá 

sekvencia nachádzajúca sa v obalovom proteíne tvorí tzv. imunosupresívnu doménu (ISD) 

(Cianciolo a kol., 1985). Zauj²mavĨm faktom je, ģe syntetickĨ peptid (CKS-17), vytvorený 

na z§klade tejto sekvencie, je schopnĨ regulovaŠ imunitn¼ odpoveŅ aj s§m o sebe. Ukázalo 

sa ģe CKS-17 je schopný inhibovaŠ prolifer§ciu bunkovej l²nie z§vislej na interleukíne-2 

(CTLL-2), a takisto aloantig®nom stimulovan¼ prolifer§ciu myġac²ch a ŎudskĨch 

lymfocytov (Varela a Palmarini, 2010). 

 Predpoklad§ sa, ģe obalov® prote²ny HERV sa inkorporuj¼ do extracelulárnych 

mikrovezikúl (MV), akými sú napr. exozómy. MV sú produkované placentou, konkrétne 

syncýtiotrofoblastom, a jednou z ich úloh je transport rôznych mRNA, miRNA, DNA 

a proteínov medzi bunkami. Zdravé tehotenstvo je sprevádzané pr²tomnosŠou tĨchto 

cirkulujúcich MV, ktorĨch imunosupres²vna aktivita uģ bola dok§zan§ (Messerli a kol., 

2010; Germain a kol., 2007). Holder a kol. dokázali, ģe MV poch§dzaj¼ce z placenty alebo 

trofoblastu obsahujú syncytín-1, a ģe supresia imunitnej odpovede na MV je aspoŔ ļiastoļne 

spojená s pr²tomnosŠou syncyt²nu (Holder a kol., 2012). 

 DruhĨ trimester tehotenstva je charakteristickĨ uprednostŔovan²m produkcie Th2 

cytokínov a inhibíciou Th1 imunitnej odpovede (Mor a kol., 2017). Nedávne experimenty 

potvrdili ģe práve ISD syncytínu-1, ako aj syncytínu-2, inhibujú sekréciu Th1 cytokínov 

(Tolosa a kol., 2012; Lokossou a kol., 2019). 
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1.7 Lokalizácia syncytínu-1 v placente 
 

Mediátorová RNA syncytínu-1 bola identifikovaná pomocou Northern blotu hlavne 

v placentárnom tkanive, a do niģġej miery aj v testis (Mi a kol., 2000). V ġt¼di§ch z roku 

2000, Mi a kol., pomocou in situ hybridizácie lokalizovali mRNA kódujúcu syncytín-1 iba 

v syncýtiotrofoblaste (Mi a kol., 2000). Pri preeklamptických tehotenstvách bol 

zaznamenanĨ sign§l oveŎa slabġ² (Lee a kol., 2001). Novġie ġt¼die dok§zali pr²tomnosŠ 

syncytínu-1 v syncĨtiotrofoblaste aj cytotrofoblaste uģ v prvom trimestri, a tieto hodnoty 

smerom ku koncu tehotenstva klesajú (Holder a kol., 2012). Holder a kol. sa zaoberal aj 

lokalizáciou jednotlivých podjednotiek (obr. 10). PP bola zachytená vo vilárnom 

cytotrofoblaste a syncýtioplazme. TP bola dominantne lokalizovaná v syncytiálnej 

membráne. Túto rôznu lokalizáciu jednotlivých podjednotiek vysvetlil pr²tomnosŠou 

rôznych ġt§di² maturácie syncytínu-1. Holder a kol. predpokladal ģe v bunkách existujú 

intracelul§rne loģisk§ prekurzov, a aj jednotlivých podjednotiek.  

Celkové porovnanie medzi PE a zdravĨmi placentami vykazovalo niģġiu expresiu 

v prípade PE vzoriek (Holder a kol., 2012). Zauj²mavosŠou tejto ġt¼die bol silnejġ² sign§l PP 

v PE placentách, ļo oponuje vĨsledkom predch§dzaj¼cich ġt¼di² (Knerr a kol., 2002; Vargas 

a kol., 2011).  

Obrázok 10 Imunohistochemická lokalizácia syncytínu-1 v zdravej a PE placente. Distribúcia PP 

v zdravej (A) a PE (B) placente. Lokalizácia TP v zdravej (D) a PE (E) placente. Zauj²mavĨm je zvĨġenĨ sign§l 

PP vo vaskulárnom endoteli PE vzorky. Farbenie pomocou DAB (3,3-diaminobenzidín) a hemotoxylínu 

(upraven® podŎa Holder a kol., 2012). 
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Najvªļġ²m rozdielom v intenzite signálu medzi zdravou a PE vzorkou bola zvĨġen§ 

aktivita vo vaskul§rnom endoteli choriovĨch klkov, priļom nebolo jasn® ļi ide o expresiu 

v endoteli alebo naviazanie PP pochádzajúcej z trofoblastu na endotel (Holder a kol., 2012). 
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2 Ciele práce 
 

Jedným z cieŎov tejto pr§ce je identifik§cia korel§cie expresie ERVW-1 a vzniku PE. 

Pre zaruļenie spr§vnosti tĨchto vĨsledkov  je zlomová aj optimalizácia odberu materiálu 

pre Ņalġ² vĨskum. Placenta nie je homogénne tkanivo a expresia génu ERVW-1 je odliġn§ 

v r¹znych ļastiach placenty, ako aj ġt§di§ch tehotenstva. Vo vªļġine doteraz publikovaných 

ļl§nkoch je odber materi§lu z placent nejednotný, a tak vĨsledky nemusia byŠ 

reprodukovateŎn®, respekt²ve odr§ģaj¼ce re§lnu expresiu. Stanovenie expresie génu ERVW-

1 patr² medzi d¹leģit® vĨzvy tejto diplomovej pr§ce.  

 ńalġ²m z cieŎov práce je optimaliz§cia izolaļnĨch a analyzaļnĨch met·d pri sk¼man² 

regulaļnej oblasti g®nu ERVW-1. Vhodná optimalizácia je nevyhnutná pre správnu 

identifikáciu a charakterizáciu variantov DNA, ktor® by mohli byŠ pouģit® na vļasn¼ 

diagnostiku preeklampsie. Sústredíme sa hlavne na varianty, ktoré korelujú so zmenenou 

expresiou ERVW-1 1 u pacientiek s preeklampsiou. 

 VzhŎadom na vysok¼ incidenciu a z§vaģnosŠ tohto ochorenia je potrebn® n§jsŠ 

spoŎahlivĨ a rýchly marker pre diagnostiku preeklampsie. V tomto smere by mohla pomôcŠ 

práve analýza rôznych variantov v regulaļnej oblasti g®nu ERVW-1, vŅaka ktorĨm by 

v bud¼cnosti bolo moģn® genetickĨm skr²ningom odhaliŠ predispoz²ciu preeklampsie eġte 

pred nástupom jej symptómov, a tak vĨrazne zn²ģiŠ d¹sledky tohto ochorenia. 
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3 Materiál  a metódy 
 

3.1 Materiál  
 

V tejto práci sme pracovali so 16 vzorkami (7 fyziologických a 9 PE). K dispozícii 

sme mali aj starġie vzorky, ktor® boli analyzovan® inĨmi ŎuŅmi z n§ġho laborat·ria a ktoré 

sme pouģili pri viacerĨch optimaliz§ci§ch. Zoznam vġetkĨch vzoriek je v tab. 1. Placenty 

pochádzali z I. gynekologicko-pôrodníckej kliniky LF UK a UNB s Centrom reprodukļnej 

medicíny v Bratislave a taktieģ z II. gynekologicko-pôrodníckej kliniky LF UK a UNB 

v Bratislave. Darkyne placent boli oboznámené s ich pouģit²m pri vedeckom vĨskume 

a podpísali informovaný súhlas. Pouģit® chemik§lie, komerļn® s¼pravy, 

prístroje, oligonukleotidy a próby sú uvedené v tab. 2-5. 

 

TabuŎka 1 Zoznam vzoriek. Ļiernou s¼ oznaļen® vzorky na ktorĨch sme vykonali qPCR. Ļervenou s¼ 

oznaļen® archívne vzorky ktor® boli pouģit® hlavne pri optimaliz§cii. 

 

N1 

PE K8 kontrola K28 kontrola 

N2 PE K9 kontrola K29 kontrola 

N3 PE K10 PE K30 kontrola 

N4 kontrola K11 HELLP K31 Gestaļn§ 

hypertenzia 

N5 PE K12 kontrola K32 kontrola 

N6 PE K13 kontrola K33 PE 

N7 PE K14 Gestaļn§ 

hypertenzia 

K34 kontrola 

N8 PE K15 kontrola K35 kontrola 

N9 kontrola K16 Gestaļn§ 

hypertenzia 

K36 kontrola 

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 Gestaļn§ 

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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TabuŎka 2 Zoznam pouģitĨch komerļnĨch s¼prav a chemik§li² 

Komerļn§ s¼prava/chemik§lia Výrobca 

Taq Man RNase P TaqManÊ Copy Number 

Reference Assay, human, RNase P 

Applied BiosystemsÊ 

Taq Man ERVW-1, Hs01926764_u1 Applied BiosystemsÊ 

RNA later Stabilization Solution InvitrogenTM 

Exonuclease I, 20 U/µl Thermo ScientificTM 

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 1 

U/µl, 1000 U 

Thermo ScientificTM 

DNase I (RNase-free) 2 U/µl AmbionÊ 

10X DNase I Buffer AmbionÊ 

EDTA Thermo ScientificTM 

BigDyeÊ Terminator v 3.1 Cycle Sequencing RR-

100 

Applied BiosystemsÊ 

BigDyeÊ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing 

Buffer 

Applied BiosystemsÊ 

UltraPureTM Ethidium Bromide, 10 mg/mL InvitrogenTM 

DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo ScientificTM 

Orange DNA Loading Dye (6x) Thermo ScientificTM 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder Thermo ScientificTM 

Hi-DiTM Formamide Applied BiosystemsTM 

Agarose SERVA for DNA elecrtophoresis research 

grade 

SERVA 

TBE (Tris-Boritan-EDTA) - 

Etanol CentralChem 

2-Mercaptoethanol Fluka 

Izopropanol CentralChem 

Octan sodný SLAVUS 

Voda bez nukleáz a fosfatáz (NFW; Nuclease free 

water) 

- 

DNeasy Blood & Tissue Kit (250) QIAGEN 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit Thermo ScientificTM 

PCR Master Mix (2X) Thermo ScientificTM 

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega 

GoTaq® G2 Hot Start Master Mix Promega 

Thermo-Start Taq DNA Polymerase Thermo ScientificTM 

Taq DNA Polymerase, recombinant InvitrogenTM 

ExTerminator A&A BIOTECHNOLOGY 

GeneJET RNA Purification Kit Thermo ScientificTM 

First strand cDNA synthesis kit Thermo ScientificTM 

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-

qPCR 

Thermo ScientificTM 

First strand cDNA synthesis kit Thermo ScientificTM 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo ScientificTM 

Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) Thermo ScientificTM 

DNeasy Blood & Tissue Kit QIAGEN 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit Thermo ScientificTM 

PCR Master Mix (2X) Thermo ScientificTM 

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega 

GoTaq® G2 Hot Start Master Mix Promega 
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TabuŎka 3 Zoznam pouģitĨch pr²strojov 

Prístroj  Výrobca 

SimpliAmp Thermal Cycler Applied BiosystemsTM 

T100TM Thermal Cycler Bio-Rad 

QuantStudio 3 Real-Time PCR System Applied BiosystemsTM 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer to 3130xl Applied BiosystemsÊ 

Grant Bio PCV-6000 Multi-Spin Combined 

Centrifuge/Vortex Mixer. 

Grant 

Centrifúga MiniSpin Eppendorf 

CH-100 Heating/Cooling Dry Block Biosan 

TS-100 Thermo-Shaker for microtubes and PCR 

plates 

Biosan 

NanoDropTM One/OneC Microvolume UV-Vis 

Spectrophotometer with Wi-Fi 

Thermo ScientificTM 

 

 

TabuŎka 4 Zoznam pouģitĨch oligonukleotidov 

Región Sekvencia 

 

HP1 

HP1F: 5'-GCCCAAGCCATCATATCCCC-3' 

HP1R: 5'-CCCCTCCCTCTGTGTCTGTA-3' 

 

 

HP2 

HP2F: 5'-AAAGAAGGAAGAGGCTCCCC-3' 

 

HP2R: 5'-ACCCTCACCCATTCCAAACC-3' 

 

 

HP3 

HP3F: 5'-TTGCTGGCCTGGCTCTTTAA-3' 

 

HP3R: 5'-GCCACAAATGACTGCAGTGA-3' 

 

 

HP4 

HP4F: 5'-ACTGAGTCACATGATCTTCACTG-3' 

 

HP4R:A5'-GAGTGAAATAGCATGAAAACAGCT-3' 

 

 

HP6 

HP6F: 5'-GCAAAACGCCTGGAGATACA-3' 

 

HP6R: 5'-ATCCAGAGGGATGGGAGTCAG-3' 

 

 

HP7 

HP7F: 5'-TGCAACTGCACTCTTCTGGT-3' 

 

HP8R: 5'-CCACTTTGGATGTCCGTTCG-3' 

 

TabuŎka 5 Zoznam pouģitĨch pr·b na qPCR (Life Technologies) 

Próba Výrobca 

ERVW-1 Catalog #: 4448892 

RNáza P Catalog #: 4403326 

SDHA Assay ID: Hs00188166_m1 

YWAZ Assay ID: Hs01122445_g1 

TBP Assay ID: Hs00427620_m1 
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3.2 Metódy 
 

3.2.1 Odber vzoriek z placenty 

 

Odber vzoriek z placenty sme vykon§vali podŎa nasleduj¼ceho protokolu: 

1. Placentu si otoļiŠ pupoļn²kom hore. ZmeraŠ priemer placenty. 

2. VyrezaŠ p§s placenty od pupoļn²ka po okraj placenty (Obr. 11). 

3. OdrezaŠ matern§lnu stranu tkaniva (strana bez pupoļn²ka) z vyrezaného pásu 

placenty (Obr. 12). 

 

4. RozdeliŠ placentu na 10 ļast², ļ²slovaŠ ļasti od od NX 01-10 v smere od pupoļn²ka 

(X-poradov® ļ²slo placenty). 

 

5. Kaģd¼ ļasŠ rozdeliŠ na Ņalġie 3 ļasti  

 

a. Jedna ļasŠ do skúmavky typu eppendorf a n§sledne zamraziŠ na -20 

ºC. 

b. Jedna ļasŠ do RNA later a na 24 hod²n do chladniļky, po 24 hodin§ch 

zamraziŠ na -20 ºC. 

c. Jedna ļasŠ do formal²nu (CH2O:H2O = 1:9). 

Obrázok 11 Schéma rezu placenty 

Obrázok 12 PohŎad z boku na vyrezaný pás placenty 
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3.2.2 Izolácia DNA z tkaniva placenty 

 

Na izoláciu DNA z tkan²v placent sme pouģili viacero komerļnĨch s¼prav - Thermo Fisher, 

GeneJET Genomic DNA Purification Kit; QIAGEN, DNeasy Blood & Tissue Kit (250). 

Z ktorých sa nám vzhŎadom na vĨŠaģok a kvalitu DNA najviac osvedļila s¼prava QIAGEN, 

DNeasy Blood & Tissue Kit (250). Zo vzorky placenty sme odobrali malý kúsok tkaniva (25 

mg), vloģili ho do 1,5 ml sk¼mavky a pridali sme 180 Õl ATL Buffer. Následne sme pridali 

20 µl proteinázy K, zmes vortexovali a inkubovali pri 56°C, kĨm sa tkanivo dostatoļne 

nezlyzovalo. Po vortexovaní sme pridali 200 µl ATL Buffer, znova premieġali a pridali 200 

µl etanolu (96 %) a následne opätovne vortexovali. Získanú zmes sme celú prepipetovali    

do DNeasy Mini spin column, ktorĨ je s¼ļasŠou komerļnej s¼pravy, a centrifugovali pri 

8000 ot§ļkach za min¼tu (rpm) po dobu 1 min¼ty. Zbern¼ sk¼mavku sme vyliali a znova 

pripevnili ku kolónke. Na kolónku sme naniesli 500 µl Buffer AW1 a centrifugovali opªŠ 1 

minútu pri 8000 rpm. Zopakovali sme vyliatie zbernej skúmavky a na kolónku sme naniesli 

500 µl Buffer AW2, n§sledne centrifugovali na maxim§lnych ot§ļkach (13400 rpm) po dobu 

3 min¼t, kĨm sa membr§na ¼plne nevysuġila. Kol·nku sme preniesli do ļistej zbernej 

skúmavky a na membránu  naniesli 200 Õl eluļn®ho Buffer AE. Eluovanú DNA sme 

skladovali pri -20ºC.  

 VĨŠaģok DNA a jej ļistotu sme si overili spektrofotometrom NanoDrop One, priļom 

sme merali koncentráciu DNA (ng/µl) a pomer absorbancií 260/280 a 260/230 nm.  

3.2.3 Amplifikácia ERVW-1 

 

Gén ERVW-1 je jedným z hlavnĨch objektov n§ġho vĨskumu. Na amplifik§ciu jeho 

regulaļnej ļasti sme pouģili PCR a sety primerových párov (HP1, HP2, HP3, HP4, HP6, 

HP7) produkuj¼cich ampl²kon s pribliģnou dŌģkou 500 bp a pokrĨvaj¼ce cel¼ dŌģku tejto 

oblasti.  

Pouģili sme viacero r¹znych amplifikaļnĨch s¼prav a mixov: 

- Thermo Scientific, PCR Master Mix (2x) 

- Promega, GoTaq® Flexi DNA Polymerase 

- Promega, GoTaq® G2 Hot Start Master Mix  
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 Na spr§vne prebehnutie PCR reakcie sme pouģili teplotn® cyklery SimpliAmp 

Thermal Cycler od firmy Applied BiosystemsTM  a T100TM Thermal Cycler od firmy Bio-

Rad. Vo viacerĨch pr²padoch sme zloģenie jednotlivĨch mixov, a aj teplotný program museli 

optimalizovaŠ (viac o optimalizácii v ļasti vĨsledky). 

Po optimaliz§cii sa n§m najviac osvedļil PCR Master Mix (2x) od firmy Thermo 

Scientific. Zloģenie jednotlivĨch s¼prav a ich teplotný program je v tab. 6 ï 11. 

TabuŎka 6 Mnoģstv§ reagentov na jednu reakciu reakļnej súpravy PCR Master Mix (2X) (Thermo 

Scientific) 

Chemikália Objem 

MM (2X) 10 µl 

DNA 1 µl 

Primer F 0,5 µl 

Primer R 0,5 µl 

NFW 8 µl 

SPOLU 20 µl 

MM ï master mix; NFW ï voda bez nukeáz 

TabuŎka 7 TeplotnĨ program reakļnej s¼pravy PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) 

Teplota Ļas Poļet cyklov 

95 °C 3 min 1x 

95 °C 30 s  

35x 
50 ï 65 °C 30 s 

72 °C 1 min 

72 °C 5 min 1x 

4 °C Ð 1x 
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TabuŎka 8 Mnoģstv§ reagentov na jednu reakciu reakļnej súpravy GoTaq® Flexi DNA Polymerase 

(Promega) 

NFW ï voda bez nukeáz 

 

 

 

 

TabuŎka 9 TeplotnĨ program reakļnej s¼pravy GoTaqÈ Flexi DNA Polymerase (Promega) 

Teplota Ļas Poļet cyklov 

95 °C 2 min 1x 

95 °C 30 s  

30x 
50 ï 65 °C 30 s 

72 °C 1 min 

72 °C 5 min 1x 

4 °C Ð 1x 

 

  

Chemikália Objem 

5X Green GoTaq® Flexi pufor 10 µl 

1X MgCl2 roztok (25 mM) 5 µl 

PCR zmes nukleotidov (10 mM kaģdĨ) 1 µl 

Primer F 2,5 µl 

Primer R 2,5 µl 

GoTaq® DNA polymeráza (5u/µl) 0,25 µl 

DNA 5 µl 

NFW 23,75 µl 

SPOLU 50 µl 
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TabuŎka 10 Mnoģstv§ reagentov na jednu reakciu reakļnej súpravy GoTaq® G2 Hot Start Master 

Mix, 2X (Promega) 

NFW ï voda bez nukleáz 

 

 

TabuŎka 11TeplotnĨ program reakļnej s¼pravy GoTaqÈ G2 Hot Start Master Mix, 2X (Promega) 

Teplota Ļas Poļet cyklov 

95 °C 2 min 1x 

95 °C 30 s  

35x 
50 ï 65 °C 30 s 

72 °C 1 min 

72 °C 5 min 1x 

4 °C Ð 1x 

 

 Pouģit§ anelaļn§ teplota sa men² v z§vislosti od pouģit®ho primerov®ho p§ru. NFW 

(nuclease free water) je voda neobsahujúca nukeázy. Ġpeci§lnym typom PCR reakcie, ktorú 

sme pouģili pri optimaliz§cii, je aj tzv. gradientová PCR. Gradientovú PCR sme vykonali 

v prístroji T100TM Thermal Cycler od firmy Bio-Rad pomocou nastavenia, ktoré nám 

umoģnilo testovaŠ v jednom behu viacero anelaļnĨch tepl¹t. 

 

  

Chemikália Objem 

GoTaq® G2 Hot Start Colorless Master 

Mix, 2X 

12,5 µl 

Primer F 1,25 µl 

Primer R 1,25 µl 

DNA  2,5 µl 

NFW 7,5 µl 

SPOLU 25 µl 
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3.2.4 Gélová elektroforéza 

 

Amplifikovan® ¼seky regulaļnej oblasti ERVW-1 sme separovali elektroforeticky v 1,3 % 

agar·zovom g®ly. Ļ²m je obsah polysacharidu vyġġ², tĨm je lepġia rozliġovacia schopnosŠ 

g®lu, ale separ§cia prebieha pomalġie. Vizualiz§cia fragmentov bola moģn§ vŅaka pridaniu 

interkalaļn®ho ļinidla et²dium bromidu, ktor®ho pod UV svetlom emituje svetelnĨ sign§l. 

Mnoģstvo agar·zov®ho g®lu sme pripravovali v závislosti od aparatúry, ktorú sme 

pouģ²vali (18 ml ï 90 ml). Agar·zovĨ pr§ġok (Agarose SERVA for DNA elecrtophoresis 

research grade) sme zmieġali s roztokom TBE (Tris-Boritan-EDTA) do pr²sluġn®ho 

objemu, n§sledne varili aģ do celkov®ho rozpustenia a dali ochladiŠ. Pred zaļiatkom tuhnutia 

sme do roztoku pridali EtBr (etídium bromid; UltraPureTM Ethidium Bromide, 10 mg/mL 

od InvitrogenTM), ktorý bol zriedený 20 000 krát na koncentráciu 0,5 µg/ml a gél vyliali 

do formy (Tab. 12). Po stuhnutí gélu sme ho zaliali jedenkrát koncentrovaným roztokom 

TBE. Vzorky sme do g®lu nan§ġali v objeme 5 µl s 2 µl DNA 6x Gel Loading Dye alebo 6x 

Orange DNA Loading Dye, obe od firmy Thermo Scientific. Ako kontrolu veŎkosti 

fragmentov sme pouģili GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder od firmy Thermo Scientific. 

TabuŎka 12 Mnoģstv§ reagentov potrebn® na pr²pravu agar·zov®ho g®lu (z§kladn§ forma) 

Chemikália Objem 

1x TBE 90 ml 

Agaróza 1,15 g 

EtBr 4,5 µl 

TBE ï Tris-boritan-EDTA; EtBr ï etídium bromid 

 

3.2.5 Purifikácia PCR produktov pomocou EXO/SAP 

 

PCR produkty je potrebn® pred sekvenovan²m purifikovaŠ. JednĨm z moģnĨch postupov je 

EXO/SAP purifikácia. Ide o pouģitie alkalickej fosfat§zy SAP (shrimp alkaline 

phosphatase), ktor§ odstr§ni nezaraden® zvyġky nukleotidov a exonukleázy EXO 

(exonukleáza I), ktorá degraduje primery. V naġej reakcii sme pouģili Exonuclease I, 20 U/µl 

v kombninácii s FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 1 u/µl, 1000 U, obe 

od firmy Thermo Scientific. PouģitĨ objem jednotlivĨch chemik§li², a aj teplotný program 

sú znázornené v tab. 13 a tab. 14. 
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TabuŎka 13 Mnoģstv§ reagentov potrebných na EXO/SAP (Thermo Scientific) 

Chemikália Objem 

EXO I 0,5 µl 

FastAP 1 µl 

PCR produkt 5 µl 

SPOLU 6,5 µl 

EXO I ï exonukleáza I; FastAP ï termosenzitívna alkalická fosfatáza 

TabuŎka 14 Teplotný program reakcie EXO/SAP (Thermo Scientific) 

Teplota Ļas 

37 °C 15 min 

85 °C 15 min 

4 °C Ð 

 

3.2.6 Sekvenaļn§ reakcia 

 

Sekvenaļn§ reakcia sl¼ģi na amplifik§ciu preļistenĨch DNA fragmentov. Okrem vyuģitia 

neznaļenĨch dNTP s¼ pouģit® aj fluorescenļne znaļen® termin§lne nukleotidy ddNTP, ktor® 

po inkorpor§cii do vl§kna DNA synt®zu ukonļia. Vznikne n§m tak s®ria r¹zne dlhĨch 

fragmentov DNA so ġpecifickĨm koneļnĨm nukleotidom, ktorĨ je oznaļenĨ. 

Pri sekvenaļnej reakcii nie s¼ pouģit® primerov® p§ry ale iba jeden z dvojice, priamy alebo 

spätný. V sekvenaļnej reakcii sme pouģili BigDyeÊ Terminator v 3.1 Cycle Sequencing 

RR-100 a BigDyeÊ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer, obe od firmy Applied 

BiosystemsÊ. PouģitĨ objem jednotlivĨch chemik§li², a aj teplotný program sú znázornené 

v tab. 15 a tab. 16. 
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TabuŎka 15 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na sekvenaļn¼ reakciu (Thermo Scientific) 

Chemikália Objem 

BD Terminator 1 µl 

pufor pre BD Terminator 1,5 µl 

NFW 6,2 µl 

Primer F/R 0,8 µl 

PCR produkt 0,5 µl 

SPOLU 10 µl 

NFW ï voda bez nukleáz 

TabuŎka 16 TeplotnĨ program sekvenaļnej reakcie (Thermo Scientific) 

Teplota Ļas Poļet cyklov 

96 °C 3 min 1x 

96 °C 10 s  

25x 
50 °C 5 s 

60 °C 4 min 

4 °C Ð 1x 

 

3.2.7 Exterminátor  

 

PoslednĨm krokom purifik§cie vzorky pred analĨzou sekvenaļnĨch produktov je met·da 

nazývaná exterminátor. Pomocou tejto met·dy sa dok§ģeme zbaviŠ nadbytoļnĨch 

fluorescenļne znaļenĨch ddNTP a sol². Pouģili sme komerļn¼ s¼pravu ExTerminator 

od firmy A&A Biotechnology. 

 K 10 µl zmesi po sekvenaļnej reakcii sme pridali 5 µl Mix Blue roztoku, ktorý nám 

DNA zafarbí a umoģn² detekovaŠ jej pr²tomnosŠ voŎnĨm okom. Naniesli sme 100 Õl 

bind/wash roztoku a prepipetovali na kol·nku, ktor¼ sme scentrifugovali pri ot§ļkach 3500 

rpm po dobu 30 sekúnd. Následne sme na kolónku napipetovali 400 µl bind/wash roztoku 

a centrifugovali pri ot§ļkach 13 400 rpm po dobu 2 minút. Na z§ver sme pouģili 25 Õl 

formamidu (Hi-DiTM Formamide od firmy Applied BiosystemsTM), ktorý nám vzorku 

eluoval. Nasledovala teplotná denaturácia 10 minút pri 96 °C. Vzorky boli skladované pri -

20°C. 
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3.2.8 Sekvenaļn§ analĨza 

 

Na analĨzu z²skanĨch fragmentov sme pouģili genetickĨ analyz§tor ABI PRISM 3130xl 

Genetic Analyzer od firmy Applied BiosystemsÊ. Produkty, ktoré preġli viacerĨmi 

purifikaļnĨmi krokmi sme napipetovali do platniļky a vloģili do pr²stroja. GenetickĨ 

analyzátor pomocou 16 kapilár separoval jednotlivé fragmenty a zoradil ich na z§klade dŌģky 

(rozdiel 1 bp). V poslednom kroku nasn²mal fluorescenļnĨ sign§l terminálnych nukleotidov 

a výsledné dáta (elektroforetogram) sme analyzovali pomocou programov VectorNTI 

a Chromas. 

3.2.9 Izolácia RNA 

 

Na izol§ciu RNA sme pouģili komerļn¼ s¼pravu GeneJET RNA purification Kit (Thermo 

Scientific). Odobrali sme malý kúsok tkaniva (pribliģne 30 mg) a vloģili ho do skúmavky 

spolu s 300 Õl lyzaļn®ho pufru doplnen®ho ɓ-merkaptoetanolom (20 Õl ɓ-merkaptoetanolu 

(14,3 M) na kaģdĨ ml lyzaļn®ho pufru). Zmes sme vortexovali po dobu 10 sek¼nd a následne 

zmes eġte viac homogenizovali viacn§sobnĨm pretlaļen²m tkaniva cez injekļn¼ striekaļku. 

ńalġ²m krokom bolo pridanie 600 Õl riedenej protein§zy K (10 Õl protein§zy K riedenej 

v 590 µl TE pufru (Tris-EDTA)). Zmes sme opätovne vortexovali a inkubovali po dobu 10 

minút pri teplote 25 °C. Po inkubácii sme zmes centrifugovali po dobu 10 minút pri 13 400 

rpm a supernatant preniesli do novej skúmavky. Do skúmavky so supernatantom sme pridali 

450 µl 96 % etanolu a zmes premieġali pipetovan²m. 700 Õl lyz§tu sme preniesli na GeneJET 

Purification Column (kolónku) a centrifugovali po dobu 1 minúty pri 13 400 rpm. Zmes 

ktor§ preġla cez kol·nku do zbernej sk¼mavky sme vyliali a na kolónku sme napipetovali 

700 µl Wash Buffer 1 a centrifugovali po dobu 1 minúty pri 13 400 rpm. Zmes ktor§ preġla 

cez kolónku do zbernej sk¼mavky sme opªŠ vyliali a do kolónky sme napipetovali 600 µl 

Wash Buffer 2 a centrifugovali po dobu 1 minúty pri 13 400 rpm. Filtr§t sme eġte raz vyliali 

a na kolónku sme naniesli 250 µl Wash Buffer 2 a centrifugovali po dobu 2 minút pri 13 400 

rpm. Zbernú skúmavku sme vyliali a kolónku sme premiestnili do novej mikroskúmavky 

bez RNáz. Na kolónku sme naniesli 100 µl NFW a centrifugovali po dobu 1 minúty pri 

13 400 rpm. Z²skan¼ RNA sme ihneŅ pouģili pri Ņalġ²ch krokoch alebo uskladnili pri -20 

°C. 
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3.2.10 Oġetrenie vzoriek DNázou  

 

Na preļistenie RNA od moģnej kontamin§cie DNA sme pouģili DNase I (RNase-free) 2 U/µl 

a 10X DNase I Buffer, obe od firmy AmbionÊ. PouģitĨ objem jednotlivĨch chemik§li² je 

v tab. 17. 

TabuŎka 17 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na oġetrenie vzoriek DNázou 

Chemikália Objem 

RNA 44 µl 

DNáza I 1 µl 

Buffer 5 µl 

SPOLU 50 µl 

 

 Po zmieġan² jednotlivĨch zloģiek reakcie sme zmes inkubovali pri 37 °C po dobu 30 

minút a následne pridali 12,5 µl EDTA. ńalġ²m krokom bola inaktiv§cia Dn§zy pri 75 ÁC 

po dobu 10 minút. 

3.2.11 Kontrolná PCR oġetrenĨch vzoriek 

 

V tomto kroku sme si overovali ¼speġnosŠ oġetrenia vzoriek DN§zou. Pripravili sme si PCR 

reakcie pre naġe oġetrené vzorky (Thermo Scientific, PCR Master Mix (2x)) (tab. 6 a 7), 

pozitívnu (gDNA) a negatívnu kontrolu (NFW namiesto vzorky). Po prebehnutí PCR 

reakcie sme vzorky naniesli na gél a oļak§vali band iba v dráhe pozitívnej kontroly. 

3.2.12 Reverzná transkripcia RNA do cDNA 

 

Na prepis RNA do cDNA sme pouģili celkovo tri komerļn® s¼pravy: 

- Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (KS1) 

- First Strand cDNA Synthesis Kit (KS2) 

- RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (KS3) 

Zloģenie reakļnĨch zmes² a teplotné porgramy sú uvedené v tabuŎk§ch 18-23. 
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TabuŎka 18 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na reakciu pomocou KS1 (Thermo Scientific) 

Chemikália Objem 

5X Reaction Mix 4 µl 

Maxima Enzyme Mix 2 µl 

RNA 2 µl 

NFW 12 µl 

SPOLU 20 µl 

NFW ï voda bez nukleáz 

TabuŎka 19 Teplotný program reakcie pomocou KS1 (Thermo Scientific) 

Teplota Ļas 

25 °C 10 min 

50 °C 15 min 

85 °C 5 min 

 

TabuŎka 20 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na reakciu pomocou KS2 (Thermo Scientific) 

Chemikália Objem 

RNA 4 µl 

Primer (oligo(dT) alebo random hexamer) 2 µl 

NFW 8 µl 

5X Reaction Buffer 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

M-MulvV Reverse Transcriptase (20U/ µl) 2 µl 

SPOLU 20 µl 

NFW ï voda bez nukleáz 

TabuŎka 21 Teplotný program reakcie pomocou KS2 (Thermo Scientific) 

Teplota Ļas 

37 °C 60 min 

70 °C 5 min 
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TabuŎka 22 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na reakciu pomocou KS3 (Thermo Scientific) 

Chemikália Objem 

RNA 4 µl 

Primer (oligo(dT) alebo random hexamer) 2 µl 

NFW 9 µl 

5X Reaction Buffer 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µl) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid M-MulV RT (200U/ µl) 1 µl 

SPOLU 20 µl 

NFW ï voda bez nukleáz 

TabuŎka 23 Teplotný program reakcie pomocou KS3 

Teplota Ļas 

65 °C 5 min 

42 °C 60 min 

70 °C 5 min 

 

D¹vod pouģitia viacerĨch komerļnĨch s¼prav bolo testovanie efektivity ich 

reverznej transkripcie. Experiment§lne sme overili, ģe pri opakovan² real-time PCR 

na rovnakej cDNA, výsledky relatívnej kvantifikácie expresie sledovaného génu nie sú 

rozdielne na ġtatisticky vĨznamnej ¼rovni. Teda ak sa vĨsledky relat²vnej kvantifik§cie 

rovnakĨch vzoriek, ale prep²sanĨch inĨmi komerļnĨmi s¼pravami, bud¼ l²ġiŠ, znamen§ to, 

ģe prepis RNA neprebehol rovnako pouģit²m vġetkĨch komerļnĨch s¼prav. 

3.2.13 Kvantitatívna PCR 

 

Na stanovenie relatívnej expresie génu ERVW-1 sme pouģili met·du real-time 

(kvantitatívnej) PCR. Výsledky sme vyhodnocovali v programe QuantStudioTM 3. Real-time 

PCR funguje na podobnom princípe ako klasická PCR a zdieŎa vġetky jej kroky 

(denaturácia, anelácia, polymerizácia). Od klasickej PCR sa avġak odliġuje pouģit²m buŅ 

ġpeci§lnych TaqMan prób obsahujúcich na jednom konci reportér a na druhom zh§ġaļ, alebo 

pouģit²m farbiva SYBR Green I. Poļas synt®zy nov®ho vl§kna, DNA polymer§za odpoj² 

zh§ġaļ, ļo m§ za n§sledok svetelnĨ sign§l, ktorĨ je vbudovan§ kamera schopn§ zachytiŠ. 

TĨmto sp¹sobom je moģn® sledovaŠ expresiu a jej zmeny v reálnom ļase. Uģ spom²nan§ 
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kamera sníma signál a pomocou algoritmov je pr²stroj schopnĨ rozl²ġiŠ, ļo je sign§l 

takzvaného pozadia, a ļo uģ sign§l amplifik§cie.  

Pri naġich experimentoch sledujeme relat²vnu expresiu g®nu ERVW-1, ļiģe 

porovn§vame hodnotu Ct voļi referenļn®mu g®nu. Ako referenļnĨ g®n sme pouģ²vali hlavne 

RNázu P, ktor§ sa osvedļila uģ u prechádzajúcich skupín. Placenta je tkanivo, ktor® poļas 

tehotenstva podlieha viacerým endokrinným a syst®movĨm zmen§m. Tieto zmeny m¹ģu 

maŠ vplyv na expresiu viacerĨch beģne pouģ²vanĨch referenļnĨch g®nov a takpouģitie 

jedného referenļn®ho g®nu nemus² byŠ vģdy spoŎahliv® a presné (Vandesompele a kol., 

2002). Otestovali sme preto aj próby pre TBP (TATA box viaģ¼ci prote²n), YWHAZ 

(aktivaļnĨ prote²n zeta pre tyroz²n 3-monooxigenázu/tryptofán 5-monooxigenázu) a SDHA 

(sukcinát dehydrogenáza A) s cieŎom n§jsŠ Ņalġ² vhodnĨ referenļnĨ g®n pre naġe 

experimenty. V týchto krokoch sme kládli dôraz na konġtantnosŠ ȹCt jednotlivých prób 

naprieļ r¹znymi vzorkami a takisto aby sa ich Ct vĨrazne neodliġovalo od Ct ERVW-1. 

Ġtatistick¼ signifikantnosŠ vĨsledkov sme vyhodnotili pouģit²m t-testu, priļom rozdiel 

medzi dvoma s¼bormi d§t sme povaģovali za signifikantnĨ pri hodnote p Ò 0,05. Pri qPCR 

sme pouģili reakļn¼ zmes Maxima Probe/ROX qPCR Master Mix (2X) od firmy Thermo Scientific. 

PouģitĨ objem jednotlivých chemikálií, a aj teplotný program sú znázornené v tab. 24 a 25. 

TabuŎka 24 Mnoģstv§ reagentov pre qPCR  

Chemikália Objem 

Max Probe ROX 5 µl 

TaqMan RG (VIC) 0,5 µl 

TaqMan GOI (FAM) 0y5 µl 

NFW 3 µl 

cDNA 1 µl 

SPOLU 10 µl 

NFW ï voda bez nukleáz; cDNA ï complementary DNA; RG ï referenļnĨ g®n; GOI ï gén záujmu 
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TabuŎka 25 Teplotný program reakcie pomocou KS3 

Teplota Ļas Poļet cyklov 

50 °C 2 min  

40x 95 °C 10min 

95 °C 15 s 

60 °C 1 min 

 

Pripravili sme si mastermix pre 3 x X vzoriek, bez cDNA, rozpipetovali po 27 µl 

do X skúmaviek typu eppendorf. Do kaģdej sk¼mavky typu eppendorf sme následne pridali 

3 µl cDNA, premieġali a rozpipetovali do jamiek po 10 µl (kaģd§ vzorka v triplikáte). 
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4 Výsledky 
 

4.1 Izolácia RNA a oġetrenie vzoriek DN§zou 
 

RNA sme izolovali komerļnou s¼pravou GeneJET RNA Purification Kit od firmy Thermo 

Scientific a jej koncentráciu a kvalitu sme overili prístrojom NanoDropTM One/OneC 

Microvolume UV-Vis Spectrophotometer with Wi-Fi od firmy Thermo Scientific. Pomocou 

tejto komerļnej s¼pravy sa n§m konzistentne darilo z²skaŠ RNA s koncentráciou 140-200 

ng/µl a vhodnou ļistotou na Ņalġie spracovanie (A260/A280 aj A260/A230 ~ 2) (Tab. 26). 

TabuŎka 26 Príklad výsledkov izolácie RNA na vzorke N9. Pomer absorbanci² vlnovej dŌģky 260/280 sl¼ģi 

na kontrolu ļistoty RNA, naġim cieŎom bolo > 1,8 A260/A280. Pomer absorbanci² vlnovej dŌģky 260/230 sl¼ģi 

na kontrolu kontaminácie bielkovinami, naġim cieŎom bolo > 2 A260/A230. 

Vzorka Koncentrácia (ng/µl) 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 

 

Z²skan¼ RNA sme oġetrili DN§zou a následne pripravili PCR reakciu s jedným 

z primerových párov (tab. 4) a nepr²tomnosŠ gDNA sme dok§zali g®kovou elektrofor®zou. 

V pr²pade viditeŎn®ho bandu (obr. 13), a teda ne¼speġn®ho oġetrenia sme postup zopakovali 

a v krajnom prípade RNA znovu izolovali. 

Obrázok 13 ViditeŎnĨ produkt v kontrolnej PCR (vzorka N5) po oġetren² 
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Vo vªļġine pr²padov sa n§m po opªtovnom oġetren² podarilo z²skaŠ vzorku RNA 

bez kontaminácie genomickou DNA a tento proces sa n§m osvedļil aj pri redukcii reagentov 

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

 

TabuŎka 27 Mnoģstv§ reagentov potrebnĨch na otreatovanie vzoriek DN§zou po optimaliz§cii 

 

 

 

Optimaliz§ciou sme uġetrili mnoģstvo dostupnej RNA , a takisto aj jednotlivých 

reakļnĨch reagenci², priļom efektivita oġetrenia nebola poznaļen§. 

 

4.2 Reverzná transkripcia a kvantitatívna PCR 
 

V tomto kroku sme optimalizovali prepis  RNA do cDNA. K dispozícii sme mali celkovo tri 

komerļn® s¼pravy - Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (KS 1), 

First strand cDNA synthesis kit (KS 2) a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (KS 3). 

KS 1 uģ bola predoġlĨmi skupinami testovan§ a vyhodnotená ako vyhovujúca. CieŎom tejto 

optimalizácie bola identifikácia vhodnej komerļnej s¼pravy, s ktorou by nám vychádzali 

najpodobnejġie vĨsledky a tie tak mohli povaģovaŠ za spr§vne.  

Chemikália Objem 

RNA 22 µl 

DNáza I 0,5 µl 

Buffer 2,5 µl 

SPOLU 25 µl 

Obrázok 14 Kontroln§ PCR po oġetren²² s poloviļnĨm mnoģstvom reagentov 
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Na posúdenie podobnosti výsledkov jednotlivých reverzných transkripcií sme sa 

zamerali na hodnotu Ct (tab. 28). Hodnota Ct ļ²selne vyjadruje poradie cyklu, v ktorom bolo 

moģn® zaznamenaŠ merateŎnĨ sign§l odliġuj¼ci sa od pozadia. V nasledujúcich grafoch 

a tabuŎk§ch je ļasto pouģit§ varianta ȹCt, ktor§ vyjadruje rozdiel medzi Ct pouģitého 

referenļn®ho g®nu a analyzovanej vzorky. 

 TabuŎka 28 Porovnanie hodnôt ȹCt medzi r¹znymi komerļnĨmi s¼pravami na prepis RNA do cDNA 

 

 

. 

 

Vzorka KS 1 

KS 2 

oligo (dT) 

KS 2 

hexamer 

KS 3 

oligo (dT) 

KS 3 

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 
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Porovnanie presnosti prepisu z RNA do cDNA

KS 1 KS 2 oligo (dT) KS 2 hexamer KS 3  oligo (dT) KS 3  hexamer

Obrázok 15 Porovnanie presnosti prepisu z RNA do cDNA. Graf zn§zorŔuje podobnosŠ referenļnej 

súpravy KS 1 a oboch s¼prav KS 2 aj KS 3 pri pouģit² n§hodn®ho hexam®ru ako primeru. Os X 

predstavuje typ vzorky a os Y hodnotu ȹCt (cycle treshold). 
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Varianty oboch kitov pouģ²vaj¼cich zmes n§hodnĨch hexam®rov vykazovali ȹCt 

podobn® referenļnej KS 1, priļom ȹCt KS 2 sa pri pouģit² n§hodnĨch hexam®rov v priemere 

l²ġilo len o 0,271 a KS 3 o 0,576. Hodnoty ȹCt s¼prav ppouģ²vaj¼cich oligo(dT) primer sa 

od KS 1 l²ġili v prípade KS 2 o 3,477 a v prípade KS 3 o 3,026 (Obr. 15). 

Na optimalizáciu referenļn®ho g®nu sme pouģili vzorky pracovne oznaļen® ako 6, 7, 

8, 9 a 10. Kaģd¼ z nich sme analyzovali pomocou qPCR so vġetkĨmi referenļnĨmi g®nmi 

(RNáza P, TBP, YWHAZ, SDHA). Tieto experimenty sme robili typom simplex, kedy 

sledovaný gén a referenļnĨ g®n boli v samostatných jamkách. Týmto spôsobom bolo 

zaruļen®, ģe ģiadna z pr·b nebola preferenļne amplifikovan§ a nes¼Šaģili spolu 

o chemikálie. Výsledky kvantitatívnej PCR sú uvedené v tab. 29 a tab 30. 

TabuŎka 29 Hodnoty Ct jednotlivých referenļnĨch g®nov. 

Vzorka E1 RNáza 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 

 

TabuŎka 30 Hodnoty ȹCt jednotlivých referenļnĨch g®nov. ȹCt je vypoļ²tan® ako Ct (E1) ï Ct 

(referenļn®ho g®nu)). 

Vzorka RNáza P TBP YWHAZ  SDHA 

6 2,329 -6,273 -1,888 -6,729 

7 -2,241 -6,032 -1,909 -6,962 

8 1,5 -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 získaných dát vyplýva, ģe RNáza P je najvhodnejġí referenļnĨ g®n. RNáza P sa 

amplifikuje ako jediná v skorġom cykle ako ERVW-1 (obr. 16). Na základe porovnania ȹCt 

sa ako Ņalġí pouģiteŎný referenļnĨch g®n javí YWHAZ. 
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Hodnoty ȹCt jednotlivĨch referenļnĨch g®nov
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Obrázok 16 Hodnoty ȹCt (cycle treshold) jednotlivých referenļnĨch g®nov. RN§za P sa jav² ako najlepġia 

voŎba referenļn®ho g®nu. Zvyġok testovanĨch kontrol vykazoval z§porn® hodnoty ȹCt (amplifik§cia nesk¹r 

ako gén záujmu). 

Obrázok 17 Variancia ȹCt (cycle treshold) v rámci jednotlivých vzoriek. Zaznamenali sme vysokú 

varianciu ȹCt z rôznych odberov v rámci jednej placenty. Tento probl®m sme sa rozhodli rieġiŠ 

spriemerovan²m 10 biops² ļ²m sme dostali relat²vnu expresiu placenty. B1-B10 ï biopsie od pupoļnej ġn¼ry 

aģ k okraju placenty. 
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Placenta je vysoko heterog®nnym tkanivom zloģenĨm z viacerĨch ļast², z ktorých 

kaģd§ m¹ģe vykazovaŠ odliġn¼ expresiu ERVW-1. Pre spoŎahlivosŠ naġich vĨsledkov sme 

z kaģdej placenty spracovali a analyzovali 10 biopsií z rôznych, presne stanovených miest 

od pupoļnej ġn¼ry aģ k okraju. Relatívne expresie placent sme stanovili ako priemer hodnôt 

ȹCt z týchto 10 odobratých vzoriek (obr. 17). 

Na z§klade predoġlĨch optimaliz§ci² sme sa rozhodli aj naŅalej pouģ²vaŠ RNázu P 

ako vhodnĨ referenļnĨ g®n. Pomocou kvantitatívnej PCR sme analyzovali celkovo 9 PE 

vzoriek a 7 vzoriek bez PE.Výsledné dáta vizualizovali pomocou grafu (obr. 18). 

Pomocou kvantitatívnej PCR sme analyzovali celkovo 9 PE tkanív a 7 tkanív bez PE. 

V skupine PE vzoriek sme namerali priemernú hodnotu ȹCt = 1,638 so ġtandardnou 

odchýlkou 0,856 pri rozptyle hodnôt 0,733. V prípade vzoriek bez PE sme namerali 

priemernú hodnotu ȹCt = 1,922 so ġtandardnou odchĨlkou 0,571 pri rozptyle hodn¹t 0,326. 

Tieto vĨsledky naznaļuj¼ zn²ģen¼ expresiu g®nu ERVW-1 v skupine bez PE.  

Rozdiel medzi PE a zdravými vzorkami sme nepreuk§zali ako ġtatisticky 

signifikantný (t-test, p = 0,578). 

 

 

 

Obrázok 16 Graf zn§zorŔuj¼ci trend a rozptyl hodnôt ȹCt (cycle treshold). Celkovo sme analyzovali 9 PE 

(preeklampsia) tkanív a 7 tkanív bez PE.. Priemerná relatívna expresia bola v prípade vzoriek bez 

diagnostikovanej PE niģġia (ȹCt = 1,922) ako pri vzorkách s diagnostikovanou PE (ȹCt = 1,638); t-test,               

p = 0,578. 
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Výsledky sme porovnali s výsledkami vzoriek analyzovanými predchádzajúcou 

skupinou z n§ġho laborat·ria. Takto sme boli schopn² porovnaŠ 54 vzoriek (21 PE a 33 bez 

PE), hodnoty ȹCt vġetkĨch vzoriek s¼ uveden® v tab. 31. 

 

 

TabuŎka 31 Hodnoty ȹCt vzoriek po spojení s predchádzajúcou skupinou. Ļervenou s¼ oznaļen® 

preeklamptické vzorky a modrou fyziologické. 

 

Po spojení výsledkov s predchádzajúcou skupinou z n§ġho sme boli schopn² 

analyzovaŠ a ġtatisticky vyhodnotiŠ celkovo 21 PE tkan²v a 33 tkanív bez PE (obr. 19). PE 

skupina vykazovala priemerné hodnoty ȹCt=2,817 so ġtandardnou odchĨlkou 1,337 

pri rozptyle hodnôt 1,787. V prípade skupiny bez PE sme zaznamenali priemerné hodnoty 

ȹCt=2,717 so ġtandardnou odchĨlkou 1,259 pri rozptyle hodn¹t 1,586. Tieto výsledky 

naznaļuj¼ zn²ģen¼ expresiu g®nu ERVW-1 v PE skupine. Po aplikácii t-testu nebol rozdiel 

medzi týmito dvoma skupinami vyhodnotenĨ ako ġtatisticky signifikantnĨ (p=0,785). 

Zhrnutie výsledkov kvantitatívnej PCR medzi rôznymi súbormi vzoriek je ilustrované v obr. 

19 a tab. 32.  

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 
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TabuŎka 32 Zhrnutie výsledkov kvantitatívnej PCR rôznych súborov vzoriek (ȹCt). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Súbor vzoriek PE Bez PE SD SD t-test 

Naġe vzorky 1,638 1,922 0,856 0,571 p = 0,578 

Vzorky predoġlej 

skupiny 

3,660 2,980 0,959 1,533 p = 0,108 

Vġetky vzorky 2,817 2,717 1,337 1,259 p = 0,785 

SD ï ġtandardn§ odchĨlka 

Obrázok 19 Porovnanie ȹCt (cycle treshold)  a jeho rozptylu medzi rôznymi analyzovanými súbormi. 

Sekcia A zn§zorŔuje n§ġ s¼bor 16 placent a naznaļuje zn²ģen¼ expresiu v skupine bez PE. Sekcia B 

reprezentuje výsledky predchádzajúcejk skupiny a naznaļuje zn²ģen¼ expresiu v PE skupine. Sekcia C zahŘŔa 

spojenie naġich vzoriek so vzorkami prech§dzaj¼cej skupiny a naznaļuje taktieģ zn²ģen¼ expresiu v PE 

(preeklampsia) skupine. 
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4.3 Izolácia DNA z tkaniva placenty 
 

Pomocou izolaļnĨch s¼prav GeneJET Genomic DNA Purification Kit  od firmy Thermo 

Scientific a DNeasy Blood & Tissue Kit (250) od firmy  QIAGEN sa n§m podarilo vyizolovaŠ 

dostatoļne kvalitn¼ a ļist¼ DNA, vhodn¼ na pouģitie pri Ņalġ²ch met·dach. Pomocou 

prístroja NanoDrop One sme dok§zali potvrdiŠ dostaļuj¼ci vĨŠaģok DNA (~50 ng / µl) 

a pomer absorbancií A260/A280 vªļġ² ako 1,8.  

4.4 Amplifikácia ERVW-1 
 

Gén ERVW-1 je jedným z hlavnĨch objektov n§ġho vĨskumu. Na amplifik§ciu jeho 

regulaļnej oblastii sme pouģili PCR a sety primerových párov (HP1, HP2, HP3, HP4, HP6, 

HP7), kaģdĨ s dŌģkou amplik·nu ~ 500 bp a pokrĨvaj¼ce cel¼ dŌģku tejto oblasti.  

Pouģili sme viacero r¹znych amplifikaļnĨch s¼prav a mixov: 

- Thermo scientific, PCR Master Mix (2x) 

- Promega, GoTaq® Flexi DNA Polymerase 

- Promega, GoTaq® G2 Hot Start Master Mix  

Najefekt²vnejġiou amplifikaļnou s¼pravou bol v naġom pr²pade PCR Master Mix (2x) 

od firmy Thermo Scientific.  

Jednou z najd¹leģitejġ²ch f§z PCR reakcie je anel§cia primerov. Pre spr§vny priebeh 

tohto deju je nevyhnutné zvoliŠ spr§vnu anelaļn¼ teplotu pre kaģdĨ primerovĨ p§r, 

v z§vislosti od jeho dlģky a nukleotidov®ho zloģenia. Anelaļn¼ teplotu sme vypoļ²tali ako 

priemer Tm (teploty topenia) HP priamy aj spätný a z vĨsledku odpoļ²tali 5ÁC. Pouģit²m 

takto vypoļ²tanĨch anelaļnĨch tepl¹t sa n§m podarilo v g®ly z²skaŠ jasn® bandy 

bez neġpecifickĨch produktov. VĨnimkou bol primerovĨ p§r HP2 (obr. 20). 

Obrázok 20 Kontroln§ elektrofor®za po amplifik§cii regulaļnej oblasti ERVW-1 pomocou HP1 a HP2. 

Produkty amplifikácie primerovým párom HP1 sú v poriadku a m¹ģu podst¼piŠ EXO/SAP. Produkty 

amplifik§cie primerovĨm p§rom HP2 absahuj¼ neġpecifickĨ produkt a v niektorých dráhach chýba aj 

amplifikovan§ oblasŠ. 



59 

 

ĠpecifickĨ produkt sme získali  z²skaŠ aģ po optimaliz§cii anelaļnej teploty (tab. 32) 

primerového páru pomocou grandientovej PCR. 

TabuŎka 32 Anelaļn® teploty jednotlivĨch primerovĨch p§rov po optimaliz§cii gradientovou PCR 

Primerový pár Teplota 

HP1 61,8 °C 

HP2 60,85 °C Ą 65,8 °C 

HP3 60,95 °C 

HP4 61,8 °C 

HP6 60,8 °C 

HP7 60,7 °C 

 

4.1 Analýza fragmentov pomocou genetického analyzátora 
 

Pomocou genetick®ho analyz§tora sa n§m podarilo dostaŠ vĨstupn® d§ta, ktor® sme 

vyhodnocovali v programoch VectorNTI a Chromas. Získané dáta boli dobrej kvality 

a umoģnili n§m zostaviŠ kontig pokrývajúci celú regulaļnú oblast ERVW-1 (obr. 22).  

 

 

Sekvenaļn® d§ta regulaļnej oblasti ERVW-1 boli získané v spolupráci s inĨmi ļlenmi 

n§ġho laboratória.  

V regulaļnej oblasti g®nu ERVW-1 sa n§m podarilo identifikovaŠ viacero 

polymorfizmov (Obr. 22). Najļastejġie vyskytuj¼cim sa polymorfizmom bol na mieste 1222 

Obrázok 21 Kontig regulaļnej oblasti g®nu ERVW-1 - set prekrývajúcich sa úsekov DNA zarovnaných 

k referenļnej sekvencii g®nu ERVW-1 
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bp (rs4727276) referenļnej sekvencie a bol identifikovanĨ pri ġtyroch PE vzork§ch (N2, N3, 

N7, N10) a jednej vzorke bez PE (K3) (Obr. 23). Tento polymorfizmus sa nachádza v oblasti 

URE (upstream regulatory element) a mohol by m¹ģe maŠ vplyv na expresiu ERVW-1. 

Zvyġn® dva polymorfizmy sa vyskytli iba po jednom (128 C/A (rs112171707) v PE 

vzorke (N8); 992 C/T (rs192755521) vo vzorke bez PE (N9) a nenachádzajú sa v ģiadnej 

ġpecifickej oblasti regulaļnej oblasti ERVW-1. 

  

 

Obrázok 22 Typy identifikovaných variantov v regulaļnej oblasti ERVW-1. Sekcia a. zn§zorŔuje 

polymorfizmus na poz²cii 1222 bp referenļnej sekvencie zasahuj¼ci do URE; sekcia b. a c. zn§zorŔuje 

polymorfizmy nachádzajúce sa mimo ġpecifickej oblasti regulaļnej oblasti ERVW-1. 
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Obrázok 23 Proporcie výskytu variantov s pr²sluġnosŠou k PE alebo fyziologickým placentám 
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