Uloha de novo DNA metyltransferaz v transkripénom umléovani retrovirusov a
retrovirusovych vektorov odvodenych od vtacieho sarkémového a leukézového virusu

Abstrakt

Retrovirusové vektory odvodené od vtacieho sarkdmového a leukdzového virusu (ASLV) sa
ucinne replikuju vo vtacich bunkdach, ale k ich replikdcii v cicav¢ich bunkdach nedochadza.
Integracia vektorov odvodenych od ASLV je nendhodnd, s nizkou preferenciou integrdacie do
oblasti bohatych na gény, transkripénych Startov, ¢i CpG ostrovov. Okrem toho maju slabu
preferenciu integracie do blizkosti génov podporujucich vznik tumorov. Preto vektory
odvodené od ASLV su pomerne bezpecné a vyhodné pre pouZitie v génovej terapii a
vakcinacii. Jednou z prekdzok pouZitia vektorov odvodenych od ASLV v génovej terapii je
transkripéné umicéanie integrovanych provirusov. Postupné umlcanie vektoru velmi uUzko
suvisi s epigenetickymi zmenami vramci dlhych repetitivnych sekvencii (LTR). V oblasti
promotorov integrovanych provirusov bola detekovand bohata metylacia CpG dinukleotidov
a histénové modifikacie, ktoré vedu k umléaniu vektoru. Cieflom tejto diplomovej prace bolo
zistit vplyv de novo DNA metyltransferaz v transkripénom umlcani ASLV provirusov v
kuracich a lfudskych bunkach. V prvom rade sme chceli zistit, ¢i cicavéia DNMT3a ako
holoenzym je schopnd rozpoznat integrovany vtaci provirus a umlcat ho. Pre tento ciel sme
vyuzili bunkovu liniu DF-1, v ktorej prostrednictvom zavedeného cicav¢ieho inducibilného
systému dochadzalo k zvysenej expresii cicavéej DNMT3a. Okrem metyltransferazy DNMT3a
sme sa zaoberali vplyvom de novo DNMT3b na umlc¢ovanie vektorov odvodenych od ASLV. K
tomu sme vyuZili HCT116 bunkovu liniu divokého kmena a liniu deficientnU na DNMT3b,
ktoré su odvodené od l[udského kolorektdlneho karcindmu. Pre zistenie stability a
mechanizmu umléania boli klony s uml¢anymi provirusmi reaktivované 5-aza-cytidinom (5-
azaC)a trichostatinom A (TSA). Metylacny stav LTR sekvencii uml¢anych provirusov bol
analyzovany bisulfitovou konverziou a sekvenaciou. Nase vysledky naznacuju Ze mysSacia
DNMT3a exprimovana v kuracich bunkach linie DF-1 nie je schopna rozpoznat integrované
provirusy a umlicat ich metylaciou DNA. Nase vysledky taktieZ poukazuju na to, Ze DNMT3b
hra velmi podstatnd uUlohu v transkripinom umlcani provirusov a je esencidlnou
komponentou umléovacieho mechanizmu, ktory je zavisly na de novo metyldcii. Provirusy
klonov divokého kmena boli Ucinne reaktivované 5-azaC, pricom provirusy klonov DNMT3b
deficientnej linie boli ovela viac reaktivované TSA.



