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Abstract

The probable involvement of human endogenous retrovi-
ruses (HERV) in the development of autoimmune diseases,
especially in systemic lupus erythematosus (SLE) has been long
discussed. In a number of reports some indirect evidences im-
plicating retroviruses in human autoimmune diseases have
been shown.

The aim of this paper was to analyse the level of chosen
HERVs in the light of present knowledge about pathological
mechanisms typical especially for progressive systemic scle-
rosis (PSS) and different clinical forms of psoriasis.

Key words: progressive systemic sclerosis, psoriasis vul-
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Wprowadzenie

Trwajace od wielu lat badania, majace na celu od-
czytanie ludzkiego genomu pozwolily w ostatnim cza-
sie z duzg doktadnoscig oszacowac udzial w nim tzw.
elementéw ruchomych (ang. transposable elements).
Okazato sig¢, ze stanowig one niemal potow¢ genomu

Streszczenie

Od wielu lat trwajq dyskusje dotyczqce udziatu sekwencji
ludzkich endogennych retrowiruséw (ang. human endogenous
retroviruses, HERV) w mechanizmach prowadzqcych do po-
wstania objawow charakterystycznych dla chordb o podtoiu
autoimmunizacyjnym. Wigkszos¢ publikowanych prac dotyczy
tocznia rumieniowatego uktadowego (ang. systemic lupus ery-
thematosus, SLE), jednak liczne raporty pokazujq posrednie
dowody na udziat HERV w patogenezie takze innych chorob
Z omawianej grupy.

Zatozeniem niniejszej pracy jest analiza poziomu ekspre-
sji wybranych HERV w swietle aktualnej wiedzy o patologicz-
nych mechanizmach, typowych gtownie dla twardziny uktado-
wej oraz roznych odmian klinicznych tuszczycy.

Stowa kluczowe: twardzina uktadowa, tuszczyca zwykta,
tuszczyca stawowa, ludzkie endogenne retrowirusy, odwrotna
transkrypcja, analiza ekspresji genow.

(PDiA 2005; XXII, 2: 99-104)

(ok. 45%), z czego ogromna wigkszos¢ to retroelemen-
ty (42,2%). Pozostata czes¢ przypada na transpozony
(2,8%). Podczas gdy DNA-transpozony amplifikujg bez
posrednictwa RNA, dla retroelementéw matryce stano-
wig fragmenty RNA, wymagajace odwrotnej transkryp-
cji, zanim ulegng integracji z genomem [1-4].
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Klasyfikacja retroelementéw opiera si¢ na istnieniu
badz braku w ich strukturze tzw. sekwencji LTR (ang. long
terminal repeats). Retroelementy nieposiadajace sekwen-
cji LTR (ok. 34% genomu) zwykle wystepujg w genomie
w olbrzymiej liczbie powtérzen. W zaleznosci od diugo-
Sci sekwencji, podzielono je na tzw. krétkie i diugie ele-
menty rozproszone badZ porozrzucane (ang. short and long
interspersed elements/repeats; SINE, LINE). Dlugos¢ se-
kwencji SINE waha si¢ na ogét w granicach 80-630 bp,
podczas gdy LINE osiggajg przecietnie 68 kbp. Pierwsze
z nich nie posiadajg zdolnosci kodowania biatek, wigc ich
amplifikacja jest zalezna od obecnosci LINE [5]. Wsrod
retroelementéw wyposazonych w sekwencje LTR (>8%
genomu) przewazaja ludzkie endogenne retrowirusy (ang.
human endogenous retroviruses; HERV), ktérych diugos¢
osigga 9—10 kbp i jest na ogbt znacznie mniejsza od diu-
gosci sekwencji wiruséw patogennych [3, 5]. Obecnosé
sekwencji LTR, dzigki wlasciwosciom promotorowym po-
legajacym na wigzaniu odpowiednich biatek komérko-
wych, umozliwia inicjacje transkrypcji i zapewnia jej re-
gulacje. W regulacji transkrypcji biorg m.in. udziat tzw.
wzmacniacze (ang. enhancer), ktére wigczone w struktu-
re sekwencji LTR zapewniajg tkankowa specyficznos¢ eks-
presji, zachowujac aktywnos¢ tylko w okreslonych rodza-
jach komorek, tkanek czy tez wiaczajac si¢ w konkretnej
fazie cyklu komérkowego [6].

W haploidalnym genomie ludzkim sekwencje HERV
wystepuja najczesciej w kilkudziesieciu powtérzeniach,
cho¢ ich liczba waha si¢ w granicach od jednej do kilku
tysiecy kopii. Sekwencje te sg dziedziczone zgodnie z pra-
wami Mendla. Prawdopodobnie stanowig one pozostato-
sci prehistorycznych infekeji wirusami egzogennymi, kt6-
re na skutek nagromadzenia r6znego rodzaju mutacji sta-
ty sig replikacyjnie nieczynne, dzigki trwajacym 60 mln
lat procesom rekombinacyjnym. Pomimo uszkodzen struk-
tury, czgsto rozlegtych delecji czy tez istnienia rozmaitych
wtretdw, cechg charakterystyczng HERV jest obecnos¢
3 genéw kodujacych biatka niezbedne w cyklu zyciowym
wirusa: gag i env — kodujacych biatka konieczne do syn-
tezy prawidtowego wirionu oraz pol — konieczne do prze-
prowadzenia odwrotnej transkrypcji [4, 7-8]. Opisang wy-
zej, typowg strukture ludzkiego wirusa endogennego przed-
stawia schemat na ryc. 1.

5’-LTR I gag I pol I env I LTR-3’

LTR — dhugie terminalne powtdrzenia (ang. long terminal repeats)

gag — gen kodujacy biatkowg czgs¢ tworzacg nukleoproteinowy rdzen wirusa

pol — sekwencja polimerazy, kodujaca biatko majace wiasciwosci odwrotnej
transkryptazy, a takze proteazy, RNA-zy oraz integrazy

env — gen kodujacy glikoproteiny otoczki (ang. envelope)

Ryc. 1. Typowa struktura ludzkiego wirusa endogennego
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Jakkolwiek wigkszos¢ retrowirus6w nie wywotuje
zmian patogennych, od lat w wielu jednostkach choro-
bowych opisuje si¢ ich aktywnos¢ transkrypcyjng. Jak
si¢ wydaje, problem dotyczy giéwnie nowotworéw, co
potwierdzano wielokrotnie zaréwno w badaniach in vi-
vo, jak i w oparciu o hodowle komérek rakowych in vi-
tro [9-18].

Od lat trwajg dyskusje dotyczace udziatu sekwencji
ludzkich endogennych retrowiruséw w mechanizmach
prowadzacych do rozwoju schorzen o podlozu autoimmu-
nizacyjnym. Wigkszos¢ prac dotyczy tocznia rumienio-
watego uktadowego (ang. systemic lupus erythematosus
—SLE), jednak liczne doniesienia wskazuja na posrednie
dowody udzialu HERV w patogenezie takze innych cho-
réb z tej grupy, takich jak stwardnienie rozsiane, cukrzy-
ca typu I, tysienie plackowate, zesp6t Sjogrena czy twar-
dzina uktadowa i in. Coraz czgsciej do tej grupy zalicza
sie rowniez tuszczyce z jej odmianami [6, 8, 19-22].

Obecnie uwaza si¢, ze jednym z czynnikéw determi-
nujgcych procesy towarzyszace twardzinie uktadowe;j
(ang. progressive systemic sclerosis — PSS) jest autoim-
munologiczna odpowiedZ na blizej nieokreslony anty-
gen. Podstawowym mechanizmem patogennym twardzi-
ny jest postepujace widknienie tkanki tgcznej w skérze
i narzadach wewnetrznych, wywotane nadmiernym wy-
twarzaniem kolagenu [23].

Luszczyca natomiast jest zapalng dermatozg o prze-
wlektym charakterze, ktérej etiopatogeneza nie zostata
jeszcze wyjasniona. Trwajace badania nad czynnikami
genetycznymi odgrywajacymi istotng role w tuszczycy
sugerujg ich powigzanie z uktadem HLA, co prawdopo-
dobnie wskazuje na autoimmunizacyjng nature schorze-
nia [24, 25].

Cel pracy

Celem pracy byta identyfikacja podlegajacych ekspre-
sji sekwencji retrowiruséw endogennych u chorych z twar-
dzing uktadowa, tuszczycg zwykla i stawowg oraz w gru-
pie kontrolnej zdrowych o0séb, a takze ilosciowe okresle-
nie poziomu ekspresji analizowanych sekwencji HERV
i poréwnanie go w poszczegdlnych grupach badawczych.

Materiat i metody

Badang grupe stanowili pacjenci z rozpoznang twar-
dzing uktadowg (20 os6b), tuszczyca zwykla (Psoriasis
vulgaris — PV, 10 os6b) oraz tuszczyca stawowa (Pso-
riasis arthropatica — PA, 10 os6b). Grupe kontrolng sta-
nowito 10 zdrowych ochotnikéw (dawcéw, OZ).

W badaniach wykorzystano krew obwodowa, pobie-

rang jalowo do probéwko-strzykawek zawierajacych
EDTA (Monovette, Sarstedt). Komoérki jednojgdrzaste
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krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear
cells, PBMC) pozyskiwano poprzez wirowanie w gra-
diencie gestosci Fikolu (Ficoll-Histopaque 1,007 g/em’,
Sigma Diagnostics, Inc. St. Louis, USA).

Catkowite komérkowe RNA izolowano z PBMC
zgodnie z metodg opisang przez Chomczyriskiego i wsp.
Wszystkie preparaty poddawano trawieniu DNA-
-z3 I (Promega Co. Madison, USA) w celu uniknigcia
zanieczyszczenn DNA genomowym, a nastgpnie podda-
wano odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription
— RT), wykorzystujac zestaw dostgpny komercyjnie
(Enhanced Avian HS RT-PCR Kit, Sigma Co. St. Louis,
USA). Uzyskane po odwrotnej transkrypcji preparaty
cDNA amplifikowano w czasie rzeczywistym przy uzy-
ciu techniki ilosciowej analizy ekspresji w czasie rze-
czywistym — Real Time Quantitative PCR. Do badar
uzyto systemu Light Cycler (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Niemcy) oraz zestawu QuantiTect™ SYBR®
Green PCR Kit (Qiagen). Analizie poddano wybrane
fragmenty sekwencji gag oraz env o dlugosci 100-105
bp. Primery, ktérymi postuzono si¢ w doswiadczeniach,
wraz z sekwencjami bazowymi oraz numerami dostg¢po-
wymi Swiatowych baz danych GeneBank i Ensembl,
z ktérych pochodzg, przedstawiono w tab. 1.

Reakcje amplifikacji prowadzono w mieszaninie za-
wierajgcej 1 pl cDNA uzyskanego po RT dodanym do
9 ul gotowego QuantiTect™ SYBR® Green PCR Master
Mix (Qiagen), zawierajacego polimerazg DNA HotStart-
Tag, bufor reakcyjny, mieszaning dNTP, barwnik fluore-
scencyjny SYBR Green I, 2,5 mMol MgCl, oraz odpo-
wiednie primery (IDT).

Tlosciowego okreslenia liczby kopii badanych trans-
kryptéw dokonano na podstawie krzywej standardowej
sporzadzonej dla préb syntetycznego DNA o znanych
stezeniach. Uzyskane wyniki wyrazono w liczbie kopii
w przeliczeniu na milion kopii transkryptu genu GAPDH
(dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa), jako ge-
nu podstawowego metabolizmu komérkowego (ang.
housekeeping gene).

Tab. 1. Sekwencje primeréw wykorzystanych w badaniach

i roznymi odmianami klinicznymi tuszczycy

Wyniki i wnioski

Wyniki pokazujace poziom ekspresji badanych se-
kwencji ludzkich retrowiruséw endogennych wyrazo-
ne wzgledng liczbg kopii ich transkryptéw przedsta-
wiajg tab. 2.—4. Zawarto w nich rdwniez Srednie dla
poszczegblnych grup badawczych, wykorzystane przy
konstruowaniu wykresow (ryc. 2.) i uwzglgdnione we
wnioskach.

D Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢ obecnos¢
transkryptow env HERV W i gag HERV K10 u cho-
rych na twardzing uktadowg oraz tuszczyce zwykla
i stawowa.

D Obecnosé transkryptéw gag HERV E wykazano
u chorych z twardzing i tuszczyca stawowa, nie
stwierdzono ich u oséb z tuszczycg zwykly.

D Po raz pierwszy zaobserwowano podwyzszenie po-
ziomu ekspresji sekwencji gag HERV E w limfocy-
tach krwi obwodowej pacjentéw z PSS i PA w po-
réwnaniu z grupg kontrolng os6b zdrowych.

D Takze po raz pierwszy zaobserwowano podwyzsze-
nie poziomu ekspresji sekwencji env HERV W oraz
gag HERV K10 w limfocytach krwi obwodowej pa-
cjentéw wszystkich grup. Ekspresja tych sekwencji
u 0s6b zdrowych byta wyraznie nizsza.

D W grupie chorych na tuszczyce¢ zwykta zaobserwo-
wano najwyzszy w poréwnaniu z pozostatymi gru-
pami poziom transkryptéw env HERV W oraz gag
HERYV K10, przy jednoczesnym braku w tej grupie
ekspresji sekwencji gag HERV E.
Najwieksze réznice Srednich pozioméw ekspresji
stwierdzono w przypadku sekwencji gag HERV E —
wyniki w poszczegdlnych grupach badawczych réz-
nity si¢ rzedem wielkosci. W przypadku dwéch po-
zostatych sekwencji Srednie wyniki, mimo wy-
raznych réznic, miescily si¢ w jednym rzedzie
wielkosci.

D U os6b zdrowych poziom ekspresji wszystkich wy-
mienionych sekwencji byl znacznie nizszy.

Sekwencja bazowa

Sekwencje primeréw

Dlugos¢ powielanego

fragmentu
gag4-1 GeneBank A:5’- CACATGGTGGAGAGTCGTGTTT -3’

M10976 B: 5’- GCTTGCGGCTTTTCAGTATAGG -3’ 101 bp

envW GeneBank A: 5’- TCATATCTAAGCCCCGCAAC -3’
AF072506 B: 5’- GAGGTTGTGATACCGCCAAT -3’ 103 bp

gagK10 GeneBank A:5’- GTAATGGCTCAGTCAACGCA -3’
M14123 B: 5’- GCCCCATTAATTCTGGACCT -3’ 103 bp

GAPDH Ensembl A:5’- CTGCACCACCAACTGCTTAG -3’
ENST00000229239 B: 5’- TTCTGGGTGGCAGTGATG -3’ 105 bp
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Tab. 2. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej
pacjentow z twardzing ukladowa. Wyniki wyrazono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent HERV E 4-1 HERV W HERYV K10
gag eny gag

PSS 1 195917 9326 284 312
PSS 2 342 693 4642 245929
PSS 3 13 181399 0 197 069
PSS 4 3853874 8 607 82 848
PSS 5 14 174 487 0 584 535
PSS 6 0 0 443 413
PSS 7 234187 5020 313 662
PSS 8 173 749 6407 151 681
PSS9 19 509 2283 25954
PSS 10 33 883 4552 72 566
PSS 11 85794 6262 173 319
PSS 12 4 475 764 5482 2 655 204
PSS 13 83920 5450 351012
PSS 14 0 12174 73 905
PSS 15 1897 757 7297 85 835
PSS 16 13332 821 0 254 154
PSS 17 47 598 958 0 145208
PSS 18 1 466 408 17 450 106 412
PSS 19 15239 227 0 100 317
PSS 20 639 0 16
wartos¢ Srednia 5819 549 4748 317 368

Tab. 3. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej
pacjentéw z luszczyca zwykla. Wyniki wyrazono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent HERV E 4-1 HERV W HERYV K10
gag eny gag

PA 1 400 370 12 287 130 578
PA 2 23 356 3609 43 670
PA3 17 563 7189 78 290
PA 4 653 752 0 109 342
PAS 60 226 0 37 842
PA6 176 212 5048 364701
PA7 43398 14 440 418 632
PA 8 81200 9750 319612
PA9 23750 6 057 542 028
PA 10 0 10 384 356 181
warto$¢ Srednia 147 983 6876 240 088
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Tab. 4. Ekspresja wybranych sekwencji HERV z rodzin E, W oraz K w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej
pacjentéw z luszczyca stawowa. Wyniki wyrazono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii
transkryptu genu GAPDH

Pacjent HERV E 4-1 HERV W HERYV K10
gag eny gag

PV 1 0 3305 960
PV 2 0 2224 0
PV3 0 3116 264 525
PV 4 0 3814 430 524
PV5 0 3243 301 078
PV 6 0 4136 753371
PV 7 0 17 572 1514 664
PV 8 0 7 846 1028 350
PV 9 0 19 097 1652910
PV 10 0 19218 1200 056
wartosc¢ Srednia 0 8357 714 644

Tab. 5. Ekspresja wybranych sekwencji HERYV z rodzin E, W oraz K w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej
zdrowych dawcéw. Wyniki wyrazono w liczbie kopii transkryptu HERV w przeliczeniu na milion kopii transkryptu genu
GAPDH

Pacjent HERV E 4-1 HERV W HERYV K10
gag eny gag
0Z 1 7572 1360 26 782
0Z2 14 269 1448 49 181
0Z3 0 795 70071
0Z 4 20722 1298 96 846
0Z5 0 306 33418
0Z6 15 464 521 157 576
0zZ7 56 783 6170 24 753
0Z8 6 654 383 12 683
0Z9 29 007 6447 19 460
0Z 10 5402 354 33967
warto$¢ Srednia 15 587 1908 52474
A B C
10 000 000 ® PSS 10 000 800 000 o oy
1 000 000 2 000 Py PV 700 000
100 000 e PA ° A 600 000
10 000 [ ] oz 6 000 500 000
® PSS 400 000
1000 4000 300000 ¢ iis
100 5000 ° o 200 000
10 100 000 °
1 o PV 0 0 oz
HERYV E gag HERYV W env HERYV K gag

Ryc. 2. Sredni poziom ekspresji HERV E (wykres A), HERV W (wykres B) oraz HERV K (wykres C) w poszczegélnych
grupach badawczych: PSS — twardzina ukladowa, PA - luszczyca stawowa, PV - luszczyca zwykla, OZ — dawcy zdrowi
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Oméwienie

Regiony promotorowe genéw retrowirusow endo-
gennych, podobnie do analogicznych sekwencji wiru-
sow egzogennych, zawieraja miejsca wigzace dla wielu
rozmaitych czynnikéw transkrypcyjnych, bioragcych
udzial w ekspresji genéw odpowiedzialnych za reakcje
zapalne. Fakt ten moze sugerowa¢ uznanie ekspresji
HERY raczej za odpowiedZ na toczacy si¢ proces cho-
robowy, a nie na jego przyczyng¢ [8]. Z drugiej jednak
strony liczne zespoly badawcze od lat dostarczajg do-
wod6w na wspotistnienie (wspoétdziatanie?) transkryp-
téw réznych HERV z innymi czynnikami bioragcymi
udzial w rozmaitych mechanizmach chorobowych.
W grupie choréb autoimmunizacyjnych doniesienia te
dotycza gléwnie SLE, stwardnienia rozsianego, cukrzy-
cy typu I, tysienia plackowatego czy zespotu Sjogrena.
Znacznie mniej publikacji porusza temat twardziny ukta-
dowej czy tuszczycy [6, 8, 19-22].

Przedstawione w pracy wyniki moga sugerowac zwig-
zek badanych sekwencji HERV z etiopatogenezg twardzi-
ny uktadowe;j i tuszczycy. Konieczne sg jednakze dalsze
badania, a w szczegdlnosci znaczne rozszerzenie liczebno-
$ci badanych grup. Wskazane wydaje si¢ takze zwigksze-
nie liczby sekwencji wytypowanych do analizy w bada-
nych grupach, co prawdopodobnie pozwoli na wykazanie
wiekszej liczby kontrastéw w profilu ekspresji ludzkich en-
dogennych sekwencji retrowirusowych w kregu choréb
tkanki facznej, ktérych przyczyny upatrujemy w zjawiskach
zwigzanych z autoagresja. Wiaczenie do badan analizy eks-
presji gendéw kodujgcych wybrane cytokiny, ktérych udziat
w patogenezie omawianych schorzen jest postulowany czy
wrecz potwierdzony, pozwolitoby na doktadniejsze rozu-
mienie probleméw autoimmunizacji i znacznie bardziej
uprawnione wnioskowanie w tej trudnej materii.

Ekspresje¢ sekwencji retrowiruséw endogennych po-
twierdza si¢ prawdopodobnie réwnie czesto w zdrowych,
jak i zmienionych chorobowo tkankach. Pojawianie si¢
transkryptéw HERV zaréwno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i w wielu r6znych patologiach znacznie utrudnia
wnioskowanie na temat ich potencjalnej roli w mechani-
zmach chorobowych. Fakt symbiotycznej egzystencji
HERV w genomach wszystkich ssakéw 1 wcigz niewyja-
$nionej ich funkcji narzuca spojrzenie na rol¢ endowiru-
sow z duzo szerszej perspektywy. Oprécz podobienistwa
do wiruséw zakaznych — strukturalnego, a niekiedy i funk-
cjonalnego — nalezy pamigta¢ o ich zdolnosci przetrwania.
Mimo wielu milionéw lat ewolucji, ciggtej rekombinacji
i narazenia na mutacje, HERV pozostaja w utajeniu, licz-
nie wbudowane w genomy. Mimo Ze ciagle nie potrafimy
jednoznacznie zdefiniowac ich funkcji, nie mamy odwagi
stwierdzic, ze sg zbg¢dne.
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