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Abstrakt

Integrace a vytvieni proviru jsou kliovymi kroky Zivotniho cyklu retrovir. Genomové studie
ukazuji, Ze integrace neni ndhodnym procesem &udginy pibuznych retrovilt prokazuji fizné
integra&ni preference. Néasgji hodnocenymi genomickymi charakteristikamiujicimi integra&ni
preference retrovir jsou transkripni jednotky, oblasti transkidpich stah a CpG ostrovy.
S rozvijejicimi se poznatky o struktugenomu je mozna i definice novychieyazrié epigenetickych
znaek hrajicich roli v integrich preferencich retrovir Integrace dotiznych oblasti genomu ma
piimy vliv na provirovou expresi, a tedy na produkiiového potomstva. Zatimco integrace do
nékterych oblasti genomu ma za nasledekcemil proviru, které je zprasgtdkovano a udrZovano
mnozstvim nejizrgjSich faktofi, jiné oblasti genomu jsou naopak schopny udrzqwatvirus
v aktivnim stavu. Tyto poznatky Ize aplikovat vevajl bezp&nych a @innych retrovirovych vektdr,
stejre jako ve vyuZziti modifikovanych retrovirjako ukazatel epigenetickéh@i expresniho stavu

genomovych Usek

Abstract

Integration and provirus establishment are thedteps of retroviral life cycle. Genome-wide studies
show that the integration is not a random procesb that groups of related retroviruses display
distinguishable patterns of integration preferenddse most rated genomic features forming the
integration preferences of retroviruses are trapon units, transcription start sites and Cp@uisls.
Whereas extending knowledge of genome structure, neainly epigenetic marks, which have a
relationship to retroviral preferences are beinfinge. The integration into a specific genome ragio
has a straight influence on the provirus expresaiwh therefore on the production of virus progeny.
While integration into some regions results in jpnas silencing which is managed and maintained by
variety of factors, some other genomic regionswate-versa capable of stable provirus expression
maintenance. These findings have implications émstruction of safe and efficient retroviral vestor
as well as for use of modified retroviruses as mekior an epigenetic and expression profile

determination of genome regions.

Kli¢ova slova: integrace retrovir, integr&ni preference, exprese proviru, retrovirové vektory
umicovani
Key words: retroviral integration, integration preferencespviral expression, retroviral vectors,
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1. Uvod

Retroviry jsou obalené viry Zeledi Retroviridae nesouci v kapsid spolu s mnoZstvim virovych
proteiri i dvé¢ molekuly RNA v kladném smyslu. Od ostatnich RNAge lisi gedevsim zfisobem
produkce virového potomstva — replikdm cyklem. Po vstupu viru do tky je RNA pomoci
reverzni transkripce, tedygpisu z RNA do DNA, fepsana do formy linearni dviazcové DNA
oznaované jako cDNA. Tato cDNA je v jd&l pisobenim specialniho virového enzymu integrazy
vloZena do chromozomalni DNA hostitele atfvarovirus. Provirus je budnou masinérii fepisovan
do mRNA, kterd slouZi hito jako gedloha pro expresi virovych protéimnebo je spolané s dalSimi
slozkami retrovirové kapsidy zabalena do virowéstice. Viriony sloZené z lipidového obalu
obsahujiciho povrchové glykoproteiny (SU) a nuklebginového jadra (anglicky ,core*) jsou
sestavovany pod ba&nou membranou a #apobem pipominajicim pdeni unikaji do mezibugtného
prostoru. Takto vzniklé viriony jsou j@Shezralé a k jejich Uplnému dozrani dochézi az mnibosdy.
Zralé nukleoproteinové jadro je sloZzeno z kapsitiovgroteinu (CA), matrixového proteinu (MA),
nukleokapsidového proteinu (NC), protedzy (PR).ereni transkriptdzy (RT), integrdzy (IN), 2
molekul virové mRNA a 2 molekul bgdné tRNA. Takovéto zralé viriony jiz jsou schopnying
infekce.

Genom retroviit je tva'en RNA s 7-methylguanosinovoéepickou na 5°konci a polyA
fettzcem na 3’konci. Oba konce RNA obsahuji kratkéamstatované sekvence oZogané jako U5
(na 5’konci) a U3 (na 3'konci). PobliZz obou sekvese také nachazi kratk& repetice. Meémnnito
sekvencemi jsou pak umdsly strukturni geny viru a sekvence nutné pro zabbaleové mRNA do
virionu nebo zahajeni reverzni traskripc&éhB8m reverzni traskripce dochazi na obou koncichADN
k vytvoreni dlouhych koncovych repetic (LTR).

Reverzni transkripce retrovirové RNA, integrace DA exprese proviru byly a stéle jsou
Zhavymi tématy vyzkumu na poli molekularni biologiaetrovirologie. Zajem o detadj§i poznani
zakladh téchto dja byl zpatatku zmisoben onkogennim potencialergkterych retroviti. DalSi vinu
zajmu o replikani cyklus retrovii rozhodr prinesl objev viru zfisobujiciho selhani imunity u lidi
(HIV) jakoZto pavodce syndromu ziskané imunodeficience (AIDS). Bbdé poznavani mechaniam
reverzni transkripce a integrace j@leZité pra¢ pro vyvoj novych dginnych virostatik v boji proti
AIDS. Také zjis¢ni, Ze retroviry fisobi jako pirozené vektory pro fignos geft mezi organismy,
zvySilo zajem o vyzkum retrovirového replikdho cyklu. Metodami genového inZenyrstvi upravené
retroviry jsou pak viznych formach vyuZivany jako vektory praepos a expresi génjak
v laboratdich zakladniho vyzkumu, tak v klinice jako vekt@mo genovou terapii. Nejpouzivgaimi
se v této oblasti staly mysSi leukemické viry (ML¥Y)yodu gammaretrovir které byly mimo jiné
pouZzity pro genovou terapiizké kombinované imunodeficience (SCID). Vyvoj lyrfastické

leukemie u tkolika pacieni Iéenych pomoci retrovirové genové terapie (Hacein-Bbina et al.,



2003) ved! kroma pozastaveni klinickych zkouSek také ke zvySenmnmap integrani mechanismy a
preference retrovira k hledani a vyvoji novych retrovirovych vekior

Tato prace ma za cil shrnout poznatky o int&gich preferencich retrovira vlivu €chto
preferenci na expresi retrovirovych gemohledem na rozdily mezi jednotlivymi retrovirywpuZziti
téchto poznati pii vyvoji efektivnich vektod. V Gvodnich kapitolach jsou shrnuty hlavmakladni
informace o mechanizmu integrace virové cDNA a gfgwi proviru. V kapitole o integéaich
preferencich retrowvir, jsou gedstaveny genomové charakteristiky, které moholojak definovat
preferovand integeai mista retrovil, a to etre jejich funkce v hostitelském genomu. Kapitola o
expresi proviru je zasiena hlavi na problematiku ztraty exprese provirdicpmz jsou popsany
mozné piciny tohoto jevu. V posledndasti se pak nachéazi popis retrovirovych vektamlediska

moznosti ovliveni jejich integrénich preferenci a exprese.



2. Integrace retrovirové DNA

Integrace, a tedy vytweni proviru, je dj nezbytny pro spravnou infekci béna produkci virového
potomstva. Na druhou stranu bylo pozorovano, Zew imfikovanych butkdch dochazi k hromadi
neintegrované DNA a Ze i tato neintegrovana DN&Zenmit utitou, & velmi omezenou expresni
aktivitu (prehledrg uvedeno v Wu, 2008). Neintegrovana DNA se vSalk&ue pongrné kratkou
Zivotnosti a takova infekce ma spiSe latentni dtaraK &inné a stabilni infekci je tedyieba

vytvoreni proviru.

2.1. Reverzmi transkrip ¢ni komplex

Poté, co virus vstoupi do tky, je v cytoplazmy hostitelské biiky diky ¢ast&nému rozvolgni
kapsidy a pistupu volnych nukleotitl zap@ata reverzni transkripce virové RNA. Ze dvou virclry
RNA tak vznika jedina DNA kopie (cDNA) virového gemu, jejiZz struktura je az na maly ged
terminalnich nukleotidl shodna s provirovou DNA. Nukleoproteinovy kompleg, kterém reverzni
transkripce probiha je oz&avan jako reverzhtranskrigni komplex (RTC). | kdyZ byly pozorovany
rozdily ve sloZeni RTC mezekterymi retroviry, zakladni charakteristikou tohatokleoproteinového
komplexu #istava zprosedkovani reverzni transktripce a postupna ztratasidavych proteif
spojend s rozvabvanim nukleoproteinového jadra viru a celkovouuredi komplexu (Fassati and
Goff, 1999; Fassati and Goff, 2001). Vyjimku v targchématu tvd viry z rodu spumaretrovir u
nichZz dochazi k reverzni transkripci jiz vitdch produkujicich virus a do novych hostitelskych
burgk se tak dostavajidastice obsahujici cDNA fphledr o replikanim cyklu spumavir v Delelis
et al., 2004).

2.2. Preintegrani komplex

Po dokoreni reverzni transkripce dozravd RT@ gvém transportu podél mikrotuliiuk jadru v
preintegrani komplex (PIC). PIC je charakterizovan jako nokleteinovy komplex slozeny z cDNA
a proteimi jak virového, tak i bwného mivodu, schopny zprostdkovavat integmi reakci.
NejdalezitéjSi slozkou PIC je bezesporu IN, ktera zodpovidahleerni funkce PIC — zpracovani
3’konai cDNA a samotnou integraci cDNA do genomu hostielsuiky. U jinych viri navic niize
hrat roli v cileném transportu cDNAfgs jadernou membranu. V PIC v3ak byvaji k naletakeé
nejrizréjSi proteiny buséného mvodu. Pati mezi & nag. faktory zabraujici autointegraci (BAF)
(Lee and Craigie, 1998) nebo proteiny oxdijici jaderny transport PIC a hrajici roli v intaggmich
preferencich retrovir Takovym proteinem je n&prastovy faktor odvozeny z epitekocky/protein
75 (LEDGF/p75). PIC je ddb izolovatelny z akuthinfikovanych bugk a jeho schopnost samostatn
zprostedkovéavat integraci virové cDNA umoznila prninivitro experimenty, které polozily zaklady

vyzkumu integrace a integnaich preferenci.



2.3. Vstup PIC do jadra

DalSi gekazku na cestk usgsné integraci virové cDNA do hostitelského genontadptavuje
jadernd membrana. diteré retroviry, jako Moloneyho mysi leukemicky wsér (MoOMLV), jsou
schopny integrace pouze ¥lidich se biikadch, kdy se #hem mitézy jadro rozpadd a mitotické
chromozémy jsou tak pro PIC va@lmpristupné (Roet al., 1993). Jiné viry, zastupované hapirem
HIV-1, do jadra aktiva vstupuji es jaderné pory a jsou tak schopny integrace idéliméch se
buinkach (Weinberget al., 1991). Svou roli v aktivhim transportiies jaderné péry hraje nejspise jak
samotnd cDNA, tak i proteinové slozky PIC nesowdejné lokalizéni signaly (NLS). Vice
informaci o formovani PIC a vstupu tohoto kompledw jadra Ize dohledat wghlednémg¢lanku
autoifi Suzuki and Craigie (2007).

2.4. Integraza — struktura a funkce

Integraza je nukleotidyltransferaza (EC 2.7.7) zyemové superrodiny DDE(D) rekombinaz,
kodovana 3'terminalniasti Pol genu. Z polyproteinového prekurzoru je poinPR vystizena prag
pti maturaci virionu, tedy aZz po uvani virovych¢éstic z infikovanych butk. Monomer integrazy je
tvoren 3 hlavnimi doménami: C-termindlni (CTD), katalkou (CCD) a N-terminalni (NTD)
(Cherepanowet al., 2003). Nukleoproteinovy komplex integrazy &padnych bu&nych faktofi

s terminalnimi Useky cDNA se nazyva intazom (\&tedl., 1997). Cely tetramer je vlastaimerem
dimeni. VSechny interakce mezi DNA (cDNA i tDNA) a intégou jsou zprogtdkovavany vninimi
podjednotkami tetramé&r Samotnd integraza pokryva oblast asi 17 nukl&otidkazdého konce
cDNA. V prostoru mezi ahma dimery (ve velkém Zlabku; viz obr.1) dochaziakl¥ a vyraznému
ohybu tDNA, coZ nejspiS napomaha samotné integ@ely intazdém prochaziéhem integrani
reakce #kolika fazemi charakterizovanymifipomnosti intermediét V3echny tyto struktury detn
piresnych mist interakce integrazy s cDNA a tDNA bylroce 2010 potvrzeny pomoci
krystalografickych struktur intazému spumaretrovaruintermedidt integrani reakce (Hareet al.,
2010; Maertenst al., 2010). Poprvé tak byl publikovan detailni mecktoky popis integrace, ktery
mimo jiné poskytuje silny nastroj pro homologni retmyani intazér raiznych retrovifi a vyvoj

efektivngjSich inhibitoifi integrazy v boji proti viru HIV.
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Obr.1. Struktura intazému. (A) Tetramer integrazy stDNA, ktera je navazdwavyrazného zlabku mezi
dimery integrazy. (B) TentyZz model zjiného pohledZzde je vidt, kde dochazi kvyti@ni novych
fosfoesterovych vazeb. tDNA je zZtema fialovym agernym fettzcem, cDNA je Zlutd. CCC — katalyticka
doména, CTD — C-terminalni doména, NTD — N-termih&@loména. Fevzato a upraveno z Maerteaisal.
(2010).

2.5. Chemie integr#&ni reakce

Po navazani na cDNA katalyzuje integraza tgshi rekolika terminélnich nukleotitl (negasgji 2 ¢i

3) na 3’koncich oboietzch cDNA (v anglické literatte je reakce ozmavana jako 3 processing),
¢imz je odkryta reaktivni hydroxylova (OH) skupindeaosinu z invariantniho CA dinukleotidu. Tato
OH skupina na ustupujicich 3’koncich cDNA funguajkeg nukleofil i transesterifikani reakci, tedy
integraci cDNA do hostitelského genomu. &igto reakce, jak Uprava 3'konce, tak integraocey js
v podstat shodné svym mechanizmem. V obdippdech se jedna o nukleofilni substitugk Sypu,
kdy vychozi latkou je alespigeden polynukleotidovyetizec a nukleofilem je hydroxylova skupina.
Zatimco i Upraw 3’konal se jedna spiSe o hydrolyzu (OH skupinu poskytojay a produkty jsou
vystiizeny oligonukleotid a upravena cDNA [integraci poskytuje OH skupinu 3"koncovy adenosin

a produkty reakce jsou nové fosfodiesterové vazbyiwirovou a cilovou DNA.

2.6. Postintegr&ni Upravy

Po integrani reakci dochazi ke vzniku jedmtEzcovych mezer vtDNA a nekomplementarnich
presalit 5"koncovych nukleotidl integrované cDNA. Tyto iigsahy tvéi nukleotidy komplementarni
k pavodnim (pozdji odstrargnym) 3’koném cDNA. Jedniettzcové mezery iff@sahy jsou opraveny
bungénymi repar&nimi mechanizmy. Charakteristické také je to, Zevéi fosfodiesterové vazby
nejsou v tDNA umiginy pifimo proti sol, ale jsou od sebe vzdalengkolik nukleotidi. Okolo
proviru, ktery se tak stava stabilni gésti genetické informace hostitelskéiky, tim vznikaji kratké
piimé repetice (TSD). Délka repetic se pohybuje nde@i nukleotidy a byva charakteristickd pro
rizné skupiny retrovir.
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3. Integracni preference

Integrace retrovir, jak ukazuje stéle vice vysleilk neni zcela nahodna. Na tuto skuiest
poukazovaly jiz prvnin vitro experimenty s integtaimi systémy obsahujicimi PIC nebo pouhou
integrazu. Dale bylo dokazano, Z&mé skupiny retrovir se v preferencich proditd mista v genomu
mére ¢i vice liSi. Mluvime zde tedy o integmich preferencich retrovir Zajem o charakterizaci
integra&nich preferenci vzrostl hlagrpoté, co doslo k vyvoji leukemickych onemeéoha (i lécbé
genovou terapii, kde jsou vyuzivany p¥aetrovirové vektory. Ziskani sekvence lidskéhoayen
(Venteret al., 2001; Landeegt al., 2001) spolu s rozvojem metod izolace intégfeh mist umoznilo
efektivngjSi urtovani genomovych charakteristik, které se mohouilpbsa vykru integr&niho
mista. VykEr mista integrace je navic fileZity z hlediska exprese proviru. Nejprozkour)janjsou
v této oblasti viry HIV, MLV a viru zpsobujiciho sarkomy a lekézy u ptaKASLV). Studie
integra&nich preferenci vSak byly prow&dy i u dalSich retrovir. Presto, Ze bylo identifikovano
mnozstvi genomovych charakteristik, které nejspfE@ji roli vintegraci retrovit, presny

mechanismus vyou integr&niho mista zatim znam neni.

3.1. Primarni sekvence

Prvni charakteristikou, kterd bylacovana jiz pi in vitro studiich s bezbwinymi systémy, byla
primarni sekvence tDNA v mistintegrace. Jak vSak bylo zj&b, retrovirova integrace neni
sekveriné specifickd, tj. nebyla dosud objevena Zadna salevepecificka pro vazbu virové integrazy.
Co v8ak bylo nalezeno fip rozsahlejSich studiich fauz in vivo nebo pi analyze dive
vyprodukovanych dat), byla slaba konsensus sekyédtee ma navic charakter palindromu (Holman
and Coffin, 2005; Wuet al., 2005), coZ odpovida symetrické vazietrameru IN na tDNA. Slaba
konsenzualni sekvence znamena, Ze dana sekveabkarpkterizovana vicé mérg pravépodobnou
piitomnosti daného nukleotidu na daném #&isekvence v porovnani s ndhodnym vyskytem
nukleotidi. Zadny nukleotid itom neni Gpld ,zakazan“. K vyhledani konsenzuélni sekvence g te
zapotebi velkého mnoZstvi dat acitg neni gekvapenim, Ze takto égna sekvence se ve skirtesti

v mistech integrace vyskytuje jen vyjibmg. Ve studii autak Wu et al. (2005) se takovato slaba
konsenzualni sekvence vyskytovala v10 z 334 iatejth mist HIV-1. Mutani analyzy
aminokyselinovych zbytk IN interagujicich imo s tDNA navic vykazovaly pouze mirné &m

v nukleotidovém sloZeni integhaich mist (Maertena al., 2010).

Z primarni sekvence vsak Izecitirnekteré fyzikalni vlastnosti cilové DNA. Jde rtédgad o
uréeni ohebnosti dané oblasii jeji nachylnost kiznym deformacim, které e zpisobit vazba
proteini, jako je nap virova integrazaci burgcné DNA vazebné proteiny. ¢koliv se slabé
konsenzualni sekvence mohou pro cilovd mista iategjednotlivych retrowir liSit, fyzikalni rysy
sekvenci popsané vySe, jsou doitér miry retrovigm spolé&né (Wuet al., 2005). V této studii pak

bylo poukazano, Ze nejt&i tendenci k ohybu &y cilové sekvence HIV-1 spolu s virem opi
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imunodeficience (SIV). Tendenci k integraci do ketmhybatelnych Us@kDNA v3ak vykazovaly i
MLV ¢i ASLV.

Primarni sekvence, vzhledem k Z8dm mnoha studii, rozhodnneni faktorem, ktery by
vyswtloval integr&ni preference retrovit Zda se spise, Ze nukleotidové sloZeni intedhe mista
miZze poskytovat Useku DNA vlastnosti, které jsou pregraci piznivé a konkrétni misto je IN
vybrano aZz po navedeni PIC k tDNA jinymi faktoryzhfedem k vyraznému ohybu tDNA v ZIabku
mezi dimery IN a konkrétnimi interakcemi IN a tDNMaertenset al., 2010), bude nejspiSe prav

.....

slabych konsensus sekvenci zafopeukazuje na rozdilné interakce PIi2mych retrovifi a tDNA.

3.2. Nukleozémy
Nukleozédmy jsou Gtvary tweci 11 nm chromatinové vliakndipominajici koralky na niti. Tyto Gtvary
jsou tvaeny oktamerem histdna 146-147 nukleotidy DNA, ktera je kolem tohotdaokeru omotana
v necelych 2 ot¢kach. DNA tak tvei kratky levot@ivy superhelix, kde velky Zlabek DNA je @tn
bud'to smérem k histofim nebo od & a to s periodickym opakovanim. Pozice nukleoZGnDNA
jsou dilezitym faktorem tvorby chromatinového presti, gicemz jejich umistni mize byt
kédovano v sekvenci DNA (Kaplaat al., 2009; Segaét al., 2006). Znalost tzv. ,nukleozomalniho
kédu“ umozuje tvorbu model pro predikci umisini nukleozén. NyngjSi modely vSak spraen
odhaduji umisini asi 50% nukleozém Navic je stdle vedena diskuze ohleédramotné existence
~-nNukleozomového kdduin vivo (Zhanget al., 2009; Zhangt al., 2010).

Na vliv nukleozoni na integraci retrovir bylo poukazano jiz in vitro experimentech
s obnaZenou DNA a DNA s nukleozémy (Pressl., 1994). V &chto experimentech se ukazalo, Ze
pritomnost nukleozoinv tDNA zvySuje pravépodobnost integrace doditiych mist na tDNA, ktera
se nachéazeji préw centru nukleozom Integrace je navic cilena do velkého Zlabku raddenalni
DNA, ktery je obracen sénem od histonového oktameru. Tyto #&vnavic potvrzuje studie autor
Wang et al. (2007), jejichz vysledky poukazuji na prefefenintegraci HIV-1 do mist, kde byla
s vyuZzitim studie autdrSegalet al. (2006) predikovanaifiomnost nukleozéin Preference integrace
do nukleozomalni DNA iive byt vys¥tlena vyraznym ohybem této DNA, ktery je fwiny pro
vazbu PIC na tDNAgIimZ miZze byt usnadin ohyb tDNA pro integrazu. Takovéto vygeni je v
souladu s analyzami konsenzualnich sekvenci integpa mist stejé jako s krystalografickymi

strukturami intazoému a tDNA.

3.3. CpG ostrovy

Dinukleotidy CpG jsou v DNA eukaryotiffpomny s velmi nizkou frekvenci, nizsi, nez by odpalo
nahodné distribuci dinukleotid Cytosin vyskytujici se wthto vzacnych dinukleotidech nawviasto
byva methylovan. Naslednou deaminadiZzemdochazet kipmeéné C na T, coZ je substitni mutace,

ktera neniZe byt opravena. Existuji vSak oblasti genomu, daleinukleotidy CpG naopak vyskytuji s
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vysokou frekvenci (tedy blizici se matematick§ekavané frekvenci tohoto dinukleotidu). Tyto
klastry dinukleotid CpG se nazyvaji CpG ostrovy. CpG ostrovy, dosahdilky asi 0,2-5 kilobazi
(kb), se nejastji nachazeji v promotorovych oblastech udrZzovadgiel. housekeeping, tj. ve vSech
tkanich exprimovanych) génale Ize je nalézt i v promotorech gestk&oveé specifickou expresi.
CpG ostrovy navicistavaji ¥tSinou nemethylované. Stupenethylace takového promotoru souvisi
s vySi exprese genu a Uplna methylace CpG ostrega i jeho undeni. Chromatin v oblastech CpG
ostrowi také vykazuje rozvolmé¢jSi strukturu, nehd zde chybi histon H1 — protein propojujici
jednotlivé nukleozomy a umadgjici tvorbu kondenzovasiho chromatinu. Byly také nalezeny
oblasti postradajici nukleozémy (NFR), které bylgpavany pré¥ do oblasti CpG ostrav(Choi,
2010). CpG ostrovy jsou navic cilem pro vazkkterych regulénich proteifi. Nejznangjsi z nich je
nejspise specificky protein 1 (Spl). (Baumaha., 2010; Cross and Bird, 1995)

CpG ostrovy se staly jednim s kriterifi fnodnoceni integgaich preferenci, nelfopraw
rozvolngnd forma chromatinu v blizkosti CpG ostiioky mohla usnatbvat fFistup PIC k tDNA a
zarover by dovolovala stabilni expresi proviru. Vyrazn@fprence pro integraci do blizkosti CpG
ostrovi byla vSak prokadzana pouze u MLV (Mitchetlal., 2004; Wuet al., 2003). Podobné chovani
bylo zaznamenano i u spumavifTrobridgeet al., 2006), jehoZ preference pro CpG ostrovy byla
daleko slabsi, nez ipac MLV. Studie autoii Nowrouziet al. (2006) a Santordt al. (2010) vSak
tento fakt (tedy preferenci FV pro CpG ostrovy) opdily. Ostatni retroviry vykazuji pouze velmi
slabé, pokud #bec rjaké, preference pro tyto oblasti (vice v kapit8l® Oblasti transkrignich
starti).

3.4. Histonové modifikace
Histonové modifikace p#tdo skupiny tzv. epigenetickych zfek. Jsou to tedy modifikace, které jsou
schopny minit fenotyp bez fimé zngny v genetické informaci (tedy v fedi nukleotid). Bylo
prokazano, Ze konkrétni histonové modifikace jsbarakteristické pro dité genomoveé Useky, jako
jsou aktivni promotory a urgné geny ¢i mohou rozliSovat mezi heterochromatinem a
euchromatinem. NejdeZit¢jSimi histonovymi modifikacemi vztahujicimi se kpersi jsou methylace
a acetylace aminokyseliny lysinu v N-koncové do#béistoni. Vysoky vyskyt acetylace histarje
znakou aktivnich promotdr, CpG ostrou a regulénich segmeiit jako jsou enhancery a inzulatory
(Roh et al., 2005). Daji se tedy povaZovat za jakésickgaaktivnich ged a tedy i ,aktivnhiho*
euchromatinu, i kdyZ ne kazda aktivni oblast genemwyznauje vysokou acetylaci histdnOproti
tomu mzné methylace tznych histod mohou mit @zny vliv na genomové oblasti — jsou
charakteristické jak pro oblasti aktivnich promdtortak pro oblasti unienych gefi a
heterochromatinu (Barskt al., 2007). Maji tedy ambivalentni charakter.

Diky rostoucimu mnozstvi dat v genomickych datadtdaza mnoZstvi identifikovanych
integr&nich mist retrovik, je moZno hledat preference i mezi histonovymi fifikketemi. Byly

nalezeny preferované histonové modifikace pro mateigHIV-1 a MLV, kterymi jsou hlavéacetylace
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histom1 H3 a H4 (H3ac, H4ac) a mono-, di- a trimethylaistamu H3 na lysinu 4 (H3K4me1/2/3) pro
HIV-1 i MLV. MLV navic preferuje i mista bohata recetylaci lysinu 9 histonu H3 (H3K9ac) a
methylaci histonu H2A.Z (H2A.Zme) (Santoet al., 2010; Wanget al., 2007). VSechny tyto
modifikace jsou spojovany s oblastmi aktivnich igenZajimavy je pohled na H3K4me3. V praci
autoi Wang et al. (2007) je na tuto modifikaci poukazovéano, jako jeg@nu z preferetni
epigenetickych zrigk pro integraci HIV-1, zatimco prace adt&antoniet al. (2010) poukazuje spiSe
na vliv H3K4mel, ficemz H3K4me3 v této studii vliv nema. Vydleni je mozno nalézt v rozlozeni
jednotlivych zna&ek, kdy stups methylace H3K4 vi#staji smérem k promotorové oblasti a
H3K4me3 je tedy zastoupeno nejvidénm v oblastech promotbr(Barski et al., 2007). Vzhledem
k preferencim HIV-1 pro transkidpé aktivni oblasti (viz kapitola 3.6. Transk&ip jednotky) zavisi
interpretace asociace methylovanych forem H3K4 stynintegrace HIV-1 na velikosti prohledavané
oblasti (neboli okna) v okoli integmiho mista. Problematika velikosti oken pro hledasdciaci
genomickych charakteristik s integrami misty je SirSi a bylo na ni upozéno jiz ve studii autar
Berry et al. (2006). V gipad HIV-1 tedy (i zvoleni &tSiho prohledavaciho okna bude mit vliv
H3K4me3, zatimcoid zmenseni okna tento vliv poklesne a butkvaZovat vliv H3K4mel (Santoni
et al., 2010), ktery je daleko vice zastoupen v oblastefskrigné aktivnich jednotek (Barslt al.,
2007). Naproti prefer@gmim histonovym modifikacim existuji i modifikace r&ujici velmi
nepreferované oblasti pro integraci retroviru. Tako zn&kou je pro HIV-1 trimethylace lysinu 27
histonu H3 (H3K27me3) (Wangt al., 2007), ktera je znamkouritpomnosti heterochromatinu a
umli¢enych gen (Barskiet al., 2007).

Je otazkou, do jaké miry histonové modifikace samnol® ovliviwji cileni integrace
retroviri. Dosud totiZ nebyly publikovany zadnékdzy o interakci integrazy ani zadné jiné slozky
PIC gimo s modifikovanymi aminokyselinami histonPIC vSak miZe interagovat s modifikaimi
faktory ¢i proteiny, které maji afinitu k modifikovanym higtim. Zatim se ale zda, Ze vSechny vyse
uvedené histonové modifikace p@&dnji a udrzuji ty podminky, které tkioidealni progsedi pro
integraci retroviru (Wangt al., 2007). Ukézalo se vSak, Ze histonové modifikaction poskytovat
nastroj pro predikci integtaich mist retrovi, ktery je nezavisly na dalSich genomickych
charakteristikach. Takovouto ,superzka“ vytvorili pro MLV Santoniet al. (2010), ktéi kombinaci
jednotlivych znaek H3K4me3, H3K4mel a H3K9ac dokazali v &kB kb predikovat 75% ze
znamych integrgich mist MLV.

3.5. Oblasti transkripénich startu

Jako oblasti transkrimich starh (TSS) jsou ozn#mvany oblasti v okoli mista gatku transkripce
(tedy okolo +1 nukleotidu). To zahrnuje i oblastoqmotori. TSS jsou oblastmi s nizkym vyskytem
nukleozoni — tzv. oblasti bez nukleozGM(NFR). Ukazuje se v3ak, Ze NFR jsou spiSe oblasti
obsahujici velké mnoZstvi nestabilnich nukleo&d&hkladajicich se z histonovych variant H2A.Z a
H3.3 (Jin et al., 2009). Nkteré TSS jsou charakteristick&itpmnosti CpG ostrav (asi 40%
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promotoi lidského genomu; Kingt al., 2005)¢i jiz diive zmiovanymi histonovymi modifikacemi
jako jsou H3ac, H4ac a H3K4me3.

TSS, jakoZto genomova charakteristika pro hodnoneagranich preferenci, se dostaly do
popedi diky schopnosti retrovirovlivnit expresi genu prévintegraci do TSS. Takova integrace nese
nebezpé&i aktivace onkogeh ktera je hlavnim zdrojem genotoxicity retrdva retrovirovych vektar.
Proto je hlavtt mira integrace retrovirovych vekfodo TSS také gtitkem pro bezp#ost jejich
pouZiti pro genovou terapii. Rozveéim forma chromatinu v TSS by mohla byt idealnimtenispro
pristup PIC k tDNA. Vyrazna preference pro TSS bytagrovana hla¥ u gammaretrovir, z nichz
nejvyrazigjsi v pohledu na integrace do TSS je MLV (Veual., 2003). Tento fakt komplikuje

pouZzivani vektar odvozenych od MLV v genove terapii.

3.6. Transkripéni jednotky

Transkrigni jednotky (TU) jsou nejspiSe nejsledosidh genomovou charakteristikodi puréovani
integra&nich preferenci retrovir Integrace do TU aktivniho genuade totiZz zajistit stabilni expresi
proviru a jeho ochranu proti udani. Na druhou stranu neni zcela Zadouci integrtacBU pro @ely
genoveé terapie, nebdakova integrace fite narusit normalni expresi genu.

Do aktivnich TU a obeeéndo geno¥ bohatych oblasti se integruje hlgvdlV-1 (Ellederet
al., 2002; Mitchellet al., 2004; Schrodeet al., 2002; Wuet al., 2003). HIV-1 navic nepreferuje
Zadnou oblast TU a integruje se stepravipodobrg po celé délce TU. Stejnd preference byla
pozorovana u SIV (Hemattt al., 2004), coZz naziaje, Ze integrace do TU ke byt spolénou
vlastnosti lentivi. Slaba preference pro integraci do aktivnich Tlaprokadzana u dalSich retroyjr
jako jsou MLV, ASLV (Mitchellet al., 2004; Narezkinat al., 2004), lidsky leukemicky virus typu 1
(HTLV-1) (Derseet al., 2007; Ozawat al., 2004) nebo bovinni leukemicky virus (BLV) (Muraka
et al., 2011). Integrace MLV jsouipvazre nalézany v 5¢astech TU, tedy pobliz TSS. Ostatni
retroviry WtSinou prokazuji velmi slabé, avSak statisticky ngmné preference pro TU. Preferenci
pro aktivni TU také fekvapiv vykazuji de novo integrace lidskych endogennich retré{HERV),
coz poukazuje na vliv selekce integrovanych HERYv@Suje vyznam této selekce na Ukor cilené
integrace HERV mimo TU (Bradst al., 2009).

Zda se, Ze vliv na integracitbe mit i stupg exprese TU. Weidhaas al. (2000) ve sveé studii
poukazali na negativni vliv vysoké exprese genu imtegraci retroviru, coZz bylo potvrzeno i
nékterymi ,vétSimi“ studiemi (Narezkinat al., 2004). Toto se zd4 byt obecnym pravidlem integrac
do aktivnich TU. Byla v3ak pozorovana i integracetdnskrigné aktivrgjSich gerii (Schroderet al.,
2002). Negativni vliv vysoké transkeipi aktivity TU by mohl byt dsledkem aktivity transkrimiho
komplexu, ktery by mohl branit vazi?IC na tDNA.
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3.7. Proteinové interakce

Jak jiz bylo zmigno v tvodnich kapitolach, v PIC jsou k nalezeniatg@iny bug¢ného mivodu, které
mohou interagovat hito s virovymi proteiny nebo s cDNA. Interakce VviéoNN a bugcnych proteir
se zdaji byt nejvyznandjSim faktorem v cileni virové integrace, a tak jsiyto interakce hoj&
vyhledavany. Takovéto cileni integrace bylo jiz g@po u kvasinkovych retrotraspozoiako je Tfl
(Majumdaret al., 2011). Nebyly zatim nalezeny Zadné proteiny,étey svou vazbou na virovou
DNA ovliviiovaly cileni integrace.

NejprozkoumadySi je interakce lentivirové IN a LEDGF/p75, coZ lars¢ny transkrigni
koaktivator vyskytujici se v infikovanych fikach v komplexu s virovou IN (Cherepanet al.,
2003), ktery by mohl s#tovat integraci do mist aktivnich TU. Maertestsal.(2003) navic prokazali,
Ze LEDGF/p75 hraje roli v transportu HIV-1 IN dalja burk. Ciuffi et al. (2005) poukézali na fakt,
Ze vypnuti exprese LEDGF/p75 v infikovanychikéch sice kvantitativhsniZujecetnost integraci do
aktivnich TU (jde ¥tSinou o geny, Vv jejichZz regulaci LEDGF/p75 hra@i)y avSak HIV-1 si
preference pro aktivni TU stéle zachovava. Avsdkidgudie (shrnuté v préaci autotlano et al.,
2006) ukazaly, Ze uplné kgzeni exprese LEDGF/p75 ma ténfiatalni dopad na integraci lentitir
(ve smyslu velmi sniZzené schopnosti integrace)dedky dive zmirgné studie Ciuffiet al. (2005)
mohou byt zpsobeny zbytkovou koncentraci LEDGF/p75, ktera jropoa podporovat integraci
lentivird. | v negitomnosti LEDGF/p75 stéle existuje malé mnoZstipadi integrace, které mohou
vykazovat na LEDGF/p75 nezéavislou vazbu PIC na ratm (Zhenget al., 2010). VSechny tyto
funkce LEDGF/p75 byly potvrzeny studii Gijsbetsal. (2010). Autdi navic prokézali, Ze modifikaci
tohoto proteinu je mozno zmit integrani preference lentiwvir.

Kromé¢ LEDGF/p75 byly pro HIV-1 identifikovany i dalSi b&né proteiny s moznou roli
v cileni integrace, jako je napchromatinovy remodetai komplex SWI/SNF umaiijici rozvolréni
chromatinu (Lesbatat al., 2011).

3.8. Chromatinova struktura
Stav chromatinu je tdeZitym prvkem v integrénich preferencich retroviy neba jde o ukazatel
pristupnosti potencialniho cile integraceckdliv je ocekavané, Ze retroviry se budou preférgn
integrovat pouze do rozvainého chromatinu, nemusi tomu tak byt. Tagagtaal. (2004) nan vitro
integracich dokonce poukazali na mozné rozdily mretioviry ve vztahu ke stavu chromatinu.
Konkrétre se jedna ASLV, u &Z se projevovala zvySend mira integrace do kormeankjSiho
chromatinu (nap vazbou H1 histonu), zatimco u HIV-1 bylidek chromatinové kondenzace ¢pga
a integrace tak bylatinngjSi v rozvolrgném chromatinu.

Vzhledem k chromatinové struktibyla definovana ,nova“ genomovéa charakteristilagion
vliv na integr&ni preference. Jedn& se o oblasti chromatinu, &kd@NA v kontaktu s jadernou matrix
(MAR). MAR tak predstavuji exponovanotést chromatinu ddk @istupnou pro buttné i virove

faktory. Integrace do blizkosti MAR (do vzdalendatkb) je preferovana mysSimi leukemickymi viry,
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HTLV-1 i HIV-1 (Johnson and Levy, 2005). Integrage takovych mist fige mit pozitivni vliv na

expresi proviru, ale iZe mit také dopad na expresi blizkychigargipadné aktivace onkogén

3.9. Buré¢ny typ

VétSina vySe uvedenych analyz intefivich preferenci byla provéda na lidskych busgnych
kulturach (nap Hela, SupT1 atd.),figemz se integmi preference v jednotlivych b&nych typech
neliSily. Studie autdr Barr et al. (2005) navic prokazala, Ze rozdily v integrah preferencich pro
HIV-1 a ASLV nejsou ani mezi kikami riznych Ziv@iSnych druli (zde lidské a kieci buiky), na
coz poukazala i studie Faschingaral. (2008) v gipad HTLV-1 u mySich a lidskych buk.
V ptipact HIV-1 zastaly jeho integrénich preference shodné sligich i nedlicich se bikach
(Ciuffi et al., 2006b). Lze tedydmkavat, Ze faktory ovliwijici cileni integrace budou spdhe pro

vice burénych typi i ZivociSnych druli.

3.10. Souhrn integr&nich preferenci retroviria
O tom, Ze integrace retrovirneni nahodna, jefipasSeno stale viceukazi. Retroviry disponuji
raznymi preferencemi, coz umidije jejich rozdleni do skupin s rozliSnymi prefer@rimi
charakteristikami. Toto rozteni se shoduje s rogénim podle sekvenci IN (Dersat al., 2007).
Nejvice dat charakterizujicich integrach preference, bylo ziskano hlgyro HIV-1, MLV a ASLV.

Lentiviry preferuji integraci do aktivnich TU a dgeno¥ bohatych oblasti genomu.
Predpoklada se, Ze z velké&sti je za toto jejich chovani zodpowmy LEDGF/p75, ktery hraje
duleZitou roli v jejich integraci. festoZe byla pro HIV-1 dokazana prefeneinintegrace do velkého
Zlabku nukleozomalni DNA, kondenzowggi forma chromatinu integraci HIV-1 nepodporujeae
rozvoliovani chromatinu je funkci chromatin remodeidio komplexu SWI/SNF, ktery e byt
jednim z interaénich partnek IN HIV-1. Integra&ni mista HIV-1 jsou navic bohatad na methylace
histor1 charakteristické pro aktivni chromatin, a ttegevSim na H3K4mel, coz je Zka pro
vzdalerjSi okoli TSS. To nefimo podporuje preference HIV-1 pro TU.

MLV, zastupce gammaretroviy vykazuje preferafmi integraci do oblasti TSS a do blizkosti
CpG ostrow. Tyto oblasti pedstavuji rozvolény chromatin obsahujici nejspiSe malé mnoZstvi velm
nestabilnich nukleozéim Do ®chto oblasti se navic vaZze mnoZstvi &unych faktoti, které by
teoreticky mohly byt satasti PIC&i s nim interagovat a cilit tak integraci MLV dolasti CpG
ostrovi a TSS. Epigenetické zEley asociované s integiaimi misty MLV jsou charakteristické préav
pro oblasti TSS. Vytv@ena epigeneticka ,supertka” zahrnujici H3K4me3, H3K4mel a H3K9ac je
pak zcela nezavislou charakteristikou integrace MLV

ASLV, predstavujici alfaretroviry, disponuji daleko nahgdnintegré&ni strategii, nez bylo
popsano proiedchozi pipady, a to jak v lidskych, tak i ptigh buikach. | kdyZz u nich byla
prokadzana preferéni integrace do TU s velmi nizkou preferenci pr&Tje jejich afinita k aktivnim

TU daleko niZ3i, nez je tomu wipac HIV-1 ¢i MLV. Tato slaba asociace ASLV s TU je zjevna i na
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slabé preferenci ASLV pro mista obsahujici H3K4nme3H3K4mel, ficemz preference pi
H3K4mel je o &co silrgjSi (Santoniet al., 2010). RSV navic, oproti HI\I; prokazujein vitro
zvySenou miru integrace do kondenzaygich oblasti chromatin

Pro tSinu ostatnich retrovir nebylo dosud ziskano takové mnoZzZstvi dat, aby andbijt
provedena podrobn& analyza intégiah preferenci. Kazdy retrovirus, u kterého bganitifikovane
integr&ni mista, je vS8ak moznoripadit k nékterému adtive zmirgnych gipadi. HTLV-1 se svou
slabou preferenci praktivni TU podoba spi. ASLV. FV nevykazuje preferenci pro TU, ale b
identifikovana (agak nepotvrzena) preference pro oblasti okolo Cstroui, ¢imz by se FV podob:
MLV. Nejnahodrjsi integraci vykazujemysi virus zfisobujici nadonprsu (MMTV), u rgjZz nebyla
pozorovanapreference pro TU ani pro TSS a CpG ostr(Faschingeret al., 2008). Svymi
nahodnymi ,preferencemi“ gek blizi ASLV a HTLV-1.

A Integration sites near transcription start sites B Integration sites near CpG islands
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Obr.2. Integraéni preference niznych retroviri. Znazorgni raznych integrénich preferenci pomo
sloupcovych graf pro (A) TSS, (B) CpG ostrovy, (C) geny, (D) na gemohaté oblasti. Na y ose js
znazorgno mnozstvi integraci v % (A, B, C)ifipadre mnozstvi get v okoli 1 Mb od mista integrace (L(A)
a (B) ukazuji mnozstvi integrac okoli TSS, pipadre CpG ostrou. (C) Znazorgni integraci podél genu,
piicemZ binl odpovida #atku genu a bin8 jeho konci. (D) Preference inteigded oblasti bohatych na ger
Random -¢etnost odpovidajici nahodrntegraci. Pevzato a upraveno z Deragal. (2007)
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4. Exprese a umtovani proviru

Exprese integrovaného proviru ffizena z LTR, fesrEji z5° LTR. U3 oblast LTR obsahuje ve své
sekvenci jak virovy promotor, tak i enhancer. Ddasli LTR se vaze mnoZstvi bigmych faktof,
které mohou hlavh pozitivrg, ale i negativé ovliviiovat expresi proviru. Provirus je vSak 8asti
hostitelské DNA a podléhd chromatigovegula&nim vlivim stejré tak jako kazdy jiny lokus
genomové DNA. LTR tak neni zcela dominantni traipgke regula@ni oblasti pro provirus (Hoeben
et al., 1991). O tom, zda bude z provirového promotorbdjna transkripce, rozhoduji podminky
v hostitelské biice, zvla& pak vlastnosti oblasti, kam se provirus integrovBhkové oblasti
genomové DNA, ve kterych je umado zahajit a udrZzovat provirovou expresi, se nhagyva
permisivni. Vzhledem k pozorovanému deni exprese proviru neni kazdé misto integrace

permisivni a vyBr integra&niho mista tak rize ovlivnit dalSi osud proviru (Obrazek 3).
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Obr. 3. Stabilita exprese proviru. Body znazatuji vySi exprese proviru v danérgase. Rozdily mezi

jednotlivymi proviry Ize picist rozdilnym podminkam viaznych mistech integrace.fé¥zato a upraveno
z Seniglet al. (2008).

Umicovani provirové exprese je pozorovatelné jak #ddch mivodniho, tedy permisivniho,
hostitele, tak, a toipdevsim, f tzv. heterotransmisi retrovirdo burk nepermisivniho hostitele.
Schopnost stabilni exprese je ov3eimna i pro izné buwcné typy stejného hostitele. Takto bylo
v minulosti pozorovano urdbvani exprese piich (RSV, ASLV) ¢i mySich (MLV) retrovifi
v lidskych buikach. Ptai retroviry pitom jsou umEovanim postizeny nejvice. Nachylnost
k umkovani je nejspiSe &ena citlivosti retroviru k umibvacim mechaniziimm hostitele. Tato
citivost mize byt zakddovana v sekvencich LTR retrdvir niZze poukazovat na spdéley vyvoj
retrovini a jejich hostitel. HIV-1 je v lidskych biikach uméovan také, avSak s daleko nizsininosti,
nez prae ptadi retroviry. Latentni stav HIV-1 v lidskych hkéch je i klinicky velmi zajimavym

Ukazem, nehd je zodpo¥dny za perzistenci viru a vytkéni virového rezervodru u paciént
podstupujicich l&u proti AIDS.
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Zpusob uméovani retroviti, charakteristiky permisivnich a nepermisivnichtrislastni vliv
integra&niho mista na miru exprese jsou statedptty vyzkumu. Je v3ak jisté, Ze na w@owvani

proviru maji vliv epigenetické modifikace jako jeethylace DNA nebo histonové modifikace.

4.1. Hlavni faktory v umléeni provirové exprese

Hlavnim znakem unieného proviru je methylace DNA (Hoebenal., 1991; Challita and Kohn,
1994). Na cytosin navdzana methylova skupina sevafg gedevSim v CpG sekvencich LTR
v oblastech okolo TSS a transkfig regul@&nich sekvenci. Vektory nesouii vitro methylované
LTR jsou po transfekci do cilovych bekarychle uméovany (Bednarilet al., 1990). TatdZz modifikace
navic podmiuje daleko rychlejSi a¢innéjSi umkovani, jsou-li vektory feneseny do nepermisivnich
burgk (Hejnaret al., 1999). Methylace d%e postihovat selektivpouze 5'LTR, jak bylo prokdzano u
latentni infekce HTLV-1 (Koiweet al., 2002). Role methylace DNA v udrZovani represevippué
exprese, byla potvrzena reaktivaci temnlych klori pomoci 5 -azacytidinu (5 -azaC), coz je inhibitor
DNA methyltransferaz (DNMT).

Hlavni komponentou udrZujici methylaci proviru jie dowasnych vyslek de novo DNA
methyltransferaza 3a (DNMT3a) (Poleshétoal., 2010). DNMT3a je jedinou methyltransferazou,
jejiz wyrazeni pomoci RNA interference ma stejny vliv naktieaci jako pouZiti 5-azaC, coz je
hlavni dikaz pro jeji roli pi umi¢ovani provirové exprese. Methylova skupina byvataysna ve
velkém Zlabku DNA, kam se vaze mnoZstvi praieiMiZe tak blokovat vazbudtezZitych faktofi.
Jsou ale i enzymy, které s#irpo vazi na methylované cytosiny (methyl-CpG bigditomain, MBD;
methyl CpG binding protein, MeC-P). Vazb&hto proteii na methylované CpG a jejich dalSi
interakce mohou hratiteZitou roli pevnych pojistek proti reaktivaci erge proviru (Blazkovét al.,
2009; Kaudeet al., 2009).

DalSi mechanizmus zalinajici expresi proviru je deacetylace hisipjak dokazuje reaktivace
transkripce undenych proviét pomoci trichostatinu A (TSA), inhibitoru histonadetylaz (Katzt al .,
2007). Deacetylované N konce histojsou gistupné dalSim modifikamim enzynim, jako jsou
nejrizréjSi lysinové histon methyltransferazy (HMT), kter@hou vytvéiet podminky pro inaktivni
chromatinové progedi. Hlavni histon deacetylazou je zde histon dgticma 1 (HDAC1) (Poleshket
al., 2008). HDACL1 se k proviru nevaZze sama, ale jemuwn pitahovana pomoci DNA vazebnych
proteirt, jako jsou CCAAT vazebny faktor 1 (CBF-1) (TyagiceKarn, 2007), transkrémi faktor jin
jang 1 (YY1) (He and Margolis, 2002) a jaderny takiNF«B (Williams et al., 2006) v pipack
HIV-1 &i protein nesouci doménu asociovanou se smrti (DAKStegeret al., 2005) interagujici s IN
a cDNA ASV. Umteni spgivajici v ¢innosti HDAC1 ma v3ak slaby charakter a takto demé
exprese mze byt jednoduse obnovena (Blazkaval., 2009; Pioret al., 2003).

V uml¢ovani exprese proviru jeitbZita také methylace histora byly i identifikovany HMT
sehravajici své role fip uml¢ovani provii. Hlavnimi histonovymi modifikacemi s represivnim
Gcinkem na expresi jsou zde H3K9me3 a H3K27me3. Bydmtifikovano hned &kolik HMT, které
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maji co d@inéni s umtovanim exprese. Jsou jimi homolog 1 supresoru ¢iaBi® (Suv39H1), SET
doménu obsahujici protein 1 (SETDB1) a G9a spdh9a podobnym proteinem (GLP; v G9a/GLP
komplexu). Kron¢ své role v methylaci histén interaguji tyto HMT s dalSimi, v represi exprese
vystupujicimi faktory. Represivnic¢inek tchto modifikaci (hlavéa H3K9me) je dan také vazbou
heterochromatinovych protdin jako jsou CBX-5 a HP1, zde hlayrHPly. Heterochromatinové

proteiny jsou schopny roe# interagovat s mnozstvim dalSich proteijimiz jsou i DNMT.

4.2. Interakéni sit’ represivnich epigenetickych modifikaci

Jak jiz bylo zmigno v pgredeSIé kapitole, umisti epigenetické modifikaceripahuje dalSi proteiny a
faktory pisobici na udrZeni a prohlubovani gemli exprese proviru. Takové represivni faktory moho
dokonce byt fitahovany i samotnymi modifikmimi enzymy. Je tedy moZné, Ze objeveni se jedné
represivni epigenetické ztky zpasobi (pokud to podminky dovoli) sp&st modifikatnich drah
vyugujicich v gitomnost dalSich epigenetickych 2e& na daném mi&t Takovato komunikace je
také dileZitd v udrzeni undujicich podminek chromatinu. Obecné interakce ewitiekych znéek

v umléovani exprese jsou uvedeny v souhrnngi@mcich autak Fischle (2008) a Cedar a Bergman
(2009).

MozZnost ovlivnit funkci modifikdanich enzyn se naskytuje jiZi jejich nasedani na histony,
kdy razné histonové modifikacerimno zabr#uji nasednuti &kterych modifik&nich komplex. To je
piipad H3K4me (zn&ky aktivniho chromatinu), jejiz iffiomnost zabhguje nasednuti HMT
vytvéejicich H3K9me (zn&ky umléeného chromatinu). Na mistech vyskytu H3K9me taload
nelze nalézt H3K4me. Jina represivni mettiylazna&ka H3K20me zabralje vytvareni H3K4ac.
Acetylace histofi jsou obect znatkami pro aktivni chromatin a jako takové také brémivytv&eni
represivnich methylovych zdéek. O odstraéni histonovych acetylaci se vipact provini stara
nejspiSe HDAC1 (Poleshka al., 2008). Ta disponuje Sirokym spektrem intérdkh partnel, mezi
které paiti nag. MeCP-2 , MBD proteiny, SETDB1 neb&které DNA vazebné proteinyfipahujici
HDACL1 k proviru, jako jsou YY1, NkB nebo DAXX. HDAC1, vyskytujici s&asto ve ¥tSich
nukleozémy remodelujicich komplexech, tak mohounkrcspecifickych mist pro DNA vazebné
proteiny gitahovat i mista methylace hisiohDNA. Velké interakni moZnosti maji hlawhproteiny
rozeznavajici methylované CpG (MeCP-2, MBD protgirkteré tak mohou gsobit jako jakési
adaptéry. Interaguji jak s histon deacetyldzovyomglexy (Kaudert al., 2009), tak s SETDBi
podjednotkou A chromatin sestavujiciho faktoru HAE1A). Pra interakce s CHAF1A fi¥e hréat
dalezitou roli udrzovani histonovych modifikaci v ndeh methylované DNA po jeji replikaci. Jako
adaptér ale imobi i G9a, ktery i bez své katalytické aktivitykdde podicovat DNA methylaci
retrotranspozdin (Donget al., 2008; Tachibanat al., 2008). Vysledky autdrPoleshkoet al. (2010)
ukazuji, Zze centralnimi h¢dv umicovani exprese (nejen) pro&iASV mohou byt SETDB1, MDB
proteiny, CHAF1A, DNMT3a a HDACL, iitemz pra¢ trojice CHAF1A, MBD1 a SETDBL1 je

nejspise zodp@dna za udrZzovani uggného chromatinu v mistech methylace DNA.
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4.3. Iniciace umEovani proviru

Vzhledem k so&innosti ¥ epigenetickych modifikacitpumlcovani exprese proviru — tedy methylace
DNA, methylace a deacetylace hisior se nabizi otdzka, kterdZze modifikace je prvniokdm

k umliéeni proviru a zda jsou za tento postintégfdlok zodpo¥dné spiSe histonové modifikace nebo
methylace DNA.

Iniciacné umicovaci modifikaci by mohla byt methylace DNA. DNM3oj totiz schopnyle
novo methylace nechré&nych CpG ostro¥ (nag. s histony bez H3K4me, jak je tomii pnethylaci
CpG v rané embryogenezi, viz Cedar and Bergmar9)20fethylace CpG pak ide skrze MBD a
dalSi 5"-methylcytosin vazebné proteiny spustitkikds modifik&nich reakci vedouci k ug@ni
transkripce proviru. MoZnost reaktivace expresevipnopomoci TSA vSak poukazuje na funkci
deacetylace histdgnjako mozného udrZovatele, ale i iniciatora ¢mwtani, které je na CpG methylaci
nezavislé (Katzt al., 2007). Deacetylace histb{HDAC1) umo#uje nasedani takovych faktor
jakymi jsou HMT Kkatalyzujici methylaci histdn na které se tak mohou vazat dalsi, represi
podporujici faktory, jako je HR1 Takovyto postup umbvani by odpovidal jednodude
reaktivovatelnému stavu ud@iného proviru, sho@ns modelem autér Blazkova et al. (2009)
navrzeném pro HIV-1 (Obrdzek 4). DNA methylace tamgveni ,uzamknutého" stavu proviru by
mohly néasledovat diky ,naldkani* DNMT k jiz skabmkienému proviru a upevnit tak tento stav. Neni
v3ak vyloweno, Ze inicianim krokem v undeni provirové exprese by mohla byeha i methylace

histoni.

4.4. Vliv integraéniho mista na expresi proviru

Provirova DNA je jako epigenetickéabula rasa vkladdna do genomu hostitele, tedy do premtit
epigeneticky jiz poznamenaného, které vSak netickéa ale nize vykazovat jistou proémlivost

v zavislosti na SirSim kontextu okolniho ptesti a na fitomnostici negitomnosti fiznych faktot. A

prak to, do jakého progtdi je provirus integtmim aparatem vlozen, ihe mit vliv na jeho
epigenetickém obsazeni a naskeda jeho expresi.

Je mozZné povSimnout si jisté souvislosti mezi ird&gmi preferencemi retrowir a jejich
schopnosti udrzovat stabilni expreSim vy3si je preference retrofripro TU a transkrigné aktivni
oblasti, tim mé# podléhaji umiovani. Zatimco lentiviry vyznangnpreferujici TUc¢asto vykazuji
velmi stabilni expresi, jiné retroviry jako ASLVleai MLV, jsou inné umiéovany. Nejvyrazgsi je
umiéovani ptaich retrovifi v sagich buikach. Ptai retroviry pgitom vykazuji nejnahodijsi
charakter integrace a nejslabsi preference prardkifiu v porovnani s MLV a HIV-1. V souladu
s €mito tvrzenimi bylo navic autory Plachg al. (2010) prokazano, Ze stahilise exprimujici se
proviry RSV jsou nalézany v aktivnich genech exprianych nafi¢ nejazréjSimi tkarémi. Tzv.

housekeeping geny tedy nejspiSe budou podporoedilrdt expresi &inngji nez geny tkéowveé
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specifické. PodrobfjSi charakterizace mist podporujicich aktivni egppgroviru vSak dosud nebyla
publikovana.

Otazkou astava, jak dokaze okoli proviru ovlivnit jeho exgireSvou roli mohou hrat
burg¢né reguléni sekvence a na¢rvdzané butné faktory (Yang and Dudley, 1992), ale také jiz
tolikrat zminované epigenetické z&ley, respektive efektory vazici se n&a de-li v mist integrace
prostedi podporujici aktivni transkripci (tzn. H3K4me3a&t, H4ac, atd), je pragpodobné, Ze toto
prostedi bude podporovat ro¥&hi aktivnich chromatinovych a histonovych zinakna provirus a
zaroveir zabraovat umEovani. Ritomnost represivnich znaKCpG methylace, deacetylace histpn
H3K9me, atd.) bude naopak podporovat ¢eni proviru. Na rozdil od aktivnich protimejsou ty
umlcené vazany na konkrétni mista, jako je indgterochromatin. Vzhledem k represivni funkci
HP1y, ktery pasobi i v euchromatinu, #iie dochazet k urééni proviru i zde. Undené proviry se tak
mohou vyskytovat na mistech, ktera se navzijem shavakteristikou liSi a urni tak neni mistn
specifické (Poleshket al., 2008). Proviry tedy byvaji uggny mechanizmy specifickymi pro danou
oblast a spolym rysem&chto mist niZze byt neschopnost takovému demi zabranit.

Ovsem i v pipac integrace proviru do mista s hojnou CpG methylatZe byt takovy
provirus po Wwitou dobu exprimovan, jak to bylo popsano pro REMjharet al., 2003). Po integraci
dochéazi k demethylaci DNA v okoli integrdho mista a provirus je aktivni. Tento stav viakin
stabilni. Pozdi dochazi k optné methylaci integkaniho mista spolu s provirefimz je jeho exprese
umiéena. Takovy provirus pak neni mozno reaktivovat @cind -azaC ani TSA. &oliv neni jasné,
zda jde o obecné chovéni po integraci do oblastatyoh na CpG methylace, neéltakova integrace
byla zaznamenana pouze udith retrovif (Taganovet al., 2004), jde o pozorovani podporujici
model, kde je undbvanitizeno podminkami panujicimi v oblasti integirgno mista. Mista s bohatou

DNA methylaci tedy nejsou vyhodna pro dlouhodobatedilni expresi proviru.

4.5. Umkovani jako aktivni obrana hostitele

K uml¢ovani proviru nemusi dochazeigobenim okolniho chromatinu ro&iim jeho represivnich
znaki na provirus. MiZze jit i o jakousi vniini imunitni odpo¥d” buiky cilenou proti cizorodym
segmenim DNA a tim padem o formu cileného zablokovani egerproviru. Takové ugdvaci
kroky byvaji mteny nap. proti gimym repeticim (Selker, 1999), kterymi LTR jsou.

Svym zpisobem nmiZe byt cilena i methylace provirovych CpG ostro€pG dinukleotidy
byvaji v genomech vysSich organizmedukovany a buftné CpG ostrovy jsotiasto proti methylaci
chrargny. Ritomnost nechr&mych CpG ostrok, kterymi retroviry bezesporu disponuji,abe
piitahovat DNMT  zfisobujici jejich methylaci. ieédpokladad se, Ze zasadni, z hlediska DNA
methylace, je methylace LTR. Pozorovani latentfdlkice HTLV-1 ukazalo, Ze methylace 5'LTR sice
odpovidd umidenému proviru, ale tato methylace se k5 LTR topsSi z vnitnich provirovych
sekvenci (Taniguchét al., 2005). Rozezndny a methylovany jsou tedyimejsekvence z oblasti

kodujicich virové proteiny. Takové proviry, ktergoji methylovany pouze na wmich sekvencich,
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ale ne na LTR, jiz vykazuji latentni infekci. DNAethylace CpG ostravmimo LTR hraje roli i
v umkovani HIV-1. Jde o CpG ostrov nachazejici se v dajoi oblasti proviru mezi 5'LTR a Gag
genem (NCR CpG), ktery se navic zda byt méznymi typy HIV dol¥e konzervovan (Chavet al.,
2011). Kaudeet al. (2009) navic popsali, Ze methylovany NCR CpG asspolu s methylovanym
CpG ostrovem nachazejicim se v 5'LTR jséitomné v umtenych provirech.

Gregeret al. (2005) ukazali, Ze jiz na PIC ASV se vaze DAXX tgin, ktery interaguje
s HDAC1¢i HDAC2. Funkci DAXX a HDAC1 v umidovani rekterych proviti poté potvrdila studie
autoifl Katz et al. (2007). HDACL1 tedy rive byt specificky fitahovana k proviru a iniciovat tak
umli¢eni jeho exprese, jak zde jiz bylo popsartvel (kapitoly 4.2. Interani st represivnich

epigenetickych modifikaci a 4.3. Iniciace @omani proviru).

4.6. Souhrn faktoni ovliviiujicich provirovou expresi

Stabilni exprese a ugfdvani proviru jsou ge, na kterych se podili mnoZstvi Einych faktofi, z
nichZ rekteré jiz byly identifikovany. Toho bylo dosaZergi¢h inhibici, Fipadré cilenym vypnutim
exprese danych faktibr Jejich mnoZstvi poukazuje na slozitoty siniZ hlavni roli hraji epigenetické
modifikace.

Ackoliv methylovana DNA proviru odpovida jeho umhi, zdaleka ne vzdy je inaktivni virus
methylovan. Methylace DNA nejspiSe zodpovida za&anni tohoto stavu, ale hlavje zodpo¥dna
za ,uzandeni“ proviru v uméeném stavu (Obréazek 4.). Iniéidm krokem k umieni proviru vSak
miZe byt i deacetylace provirovych historPokud vSak nebyly histony v oblasti proviru at@tginy
(coz mize byt gipad no¥ nasednuvSich histé)y miZe jeho inaktivaci zahdjit i umisti represivnich
methylovych znéek, jako je H3K9me. Neni tedy zcela jasné, kteraodifikaci je tou prvni,
zpiasobujici umteni proviru. Faktorem aujicim, jakym zgisobem bude provirus utdn, mohou byt
podminky panujici v mistintegrace.

Umiceni miZze byt i disledkem jakési buiné obrany proti expresi cizorodych elentent
(Gregeret al., 2005; Katzet al., 2007; Poleshket al., 2008). Enukle&ni misto umtovani by se tak
nachazelo na proviru, a to nejen na LTR, ale takémtnich sekvencich proviru (Tanigucét al.,
2005). Vzhledem k faktu, Ze ne vSechny proviry jsoucovany, i zde musi existovat jakési ochrana
proviru proti gmto obrannym mechaniZtm. Ochrannou ruku tak mohou nad proviry drzet ¢rav

mistre specifické podminky.
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Dobie reaktivovatelny stav "Uzamceny" stav

HIV
reaktivace
+ TFs

Obr.4. Model umléovani a reaktivace HIV. Model dolie reaktivovatelného a ,uzaeného” umieni
provirové exprese u HIV. Za ,uzamni“ proviru vuméeném stavu fize podle tohoto modelu hla¥n
piitomnost methylace DNA (znazamo ¢ernymi zngkami). Modrym obdelnikem je znazema oblast 5'LTR.
Sipky ukazuji miru transkripce z promotoru HIV. kaZzdému chromatinovému stavu jsotirazeny faktory
hrajici roli v ustanoveni daného stavu. MeK4 — miette lysinu 4, AcH3 — ecetylace histonu 3, MeK9 —
methylace lysinu 9, MeK27 — methylace lysinu 27, AD — histon deacetylazy, HAT — histon acetyl
transferazy, DNMT — DNA methyl transferazyelRzato a upraveno z Blazkoggal. (2009).

vvvvvv

popis takovych vztaha interakci chybi. Znamo je pouze to, Ze st&bdrprimované proviry jsou
integrovany do gehs rozsahlym expresnim profilem (Placéyal., 2010) a Ze integrace do mist
bohatych na CpG methylaci vede k methylaci prodrddNA a uméeni jeho exprese.i€nos
epigenetickych znakz okoli na provirus tak fize byt dilezitym faktorem v regulaci genové exprese
proviru. Podrob#si popis funkce epigenetickych zmk a regulénich sekvenci nachéazejicich se
v okoli proviru ve vztahu k provirové expresibe byt cilem dalSiho zkoumani. Tyto poznatky mohou
vést nejen k vytvieni modelu pro ochranti represi exprese proviru, ale také k poznatku, tjdé

sekvence a epigenetické Zkgq ovliviiuji expresi vlastniho genomu organizm
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5. Preference a exprese retrovirovych vektair

Retrovirové vektory vyuzivané k transmisi gesdileji vSechny vlastnosti s mggkymi retroviry.
Maji tytéZ integrani preference a vykazuji i tutéZz miru exprese sléani k umiovani. Pray tyto
vlastnosti ,divokych* vig jsou pekdzkami k vytvéeni dokonalych retrovirovych vekior
vyuZzitelnych nap v genové terapii. Stabilni expresi Ize totiZ matéhlavig u retrovifi integrujicich se
do aktivnich, na geny bohatych oblasti, kde hraaiugeni exprese b&tnych geri. Je-li naopak
provirus ¢asto integrovan do gen®whudych oblasti, dochazasto k jeho untlovani. Metodami
genového inZzenyrstvi vSak |ze tyto nedostatky upraiz Zakladni snahou tak je (1) upravit intégia
charakter retrovir tak, aby nedochazelo k naruSeni expresniho prgéhomu, a (2) docilit stabilni

exprese transgéra ochranit je takied casto pozorovanym ugbvanim.

5.3. Zména integra¢nich preferenci retrovirovych vektora

Integr&ni preference retrovir Ize nenit jiZ zaneénou retrovirovych proteiin za proteiny retroviru
s jinymi preferencemi (Felicet al., 2009; Lewinskiet al., 2006). Byla-li u lentivirového vektoru
zanmeénéna sekvence kodujici IN za IN pochazejici z gamtmavgového vektoru, doSlo ke zme
jeho preferenci od aktivnich TU k oblastem TSS & ©gtrovi (Lewinski et al., 2006)¢i k oblastem
bohatym na vazebna mista transknigh faktofi (TFBS) (Feliceet al., 2009). Tento posun byl
nejmarkantgjsi v pripadt zaneény IN i Gag oblasti. Samotné zénma IN vSak také vedla k vyrazné
zmeng v preferencich vektoru, zatimco pouhd #am Gag oblasti davala za vznik vektoru
s intermediatnim chovanim kombinujicim oba todské vektory. Vtomto sé&u je tedy
dominantnim virovym proteinem &ujicim integré&ni preference IN, i)emZ utitou dophujici roli
hraji i proteiny kdbdované Gag oblasti virového ganoPodobny efekt pakike mit i zamina U3
oblasti LTR obsahujici regulai oblasti a TFBS, coZ e nazn&ovat i vliv buréénych DNA
vazebnych protein interagujicich s cDNA na cileni integrace (Feliee al., 2009). Zngny

v integr&nich preferencich vektbize dosahnout i cilenymi modifikacemi retrovirotaya bugénych

proteint, které tyto preference oviiuji.

5.4. Cileni integrace modifikaci virovych proteiri

Prvni pokusy dizenou integraci byly zagheny na modifikace IN, ktera je hlavnim virovym fai¢m
integrace a jejiho cileni. JelikoZ IN neobsahujeveriné specifickou DNA vazebnou doménu, byly
vytvoreny fuzni proteiny IN s DNA vazebnymi doménami pind, jako je nap Spl (Pengt al.,
2002). Nefastji pouzivané jsou pré&domeény tzv. zinkovych prst(ZFD), které jsou zodp@dné za
vazbu Siroké Skaly regulmich faktodi k jejich cilovym sekvencim a maji schopnost Z&mat
integraci vektoru do ditych oblasti hostitelské DNA (Pergjal., 2002; Taret al., 2006). Fuze IN a
ZFD vSak niZe zmsobovat naruSeni funkce IN (Bushman and Miller, 729%im et al. (2010)
publikovali vysledky utujici mista v Gag-Pol kodujici oblasti vektoru, kegymoZzno vloZit sekvenci

ZFD tak, aby nedochazelo k naruSeni permisivitytmek Tyto oblasti se nachazeji v proteinu 12
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(p12) kédovaném Gag, RT a IN, oba produkty genu Wektory nesouci takovéto fazni proteiny,
hlavré pokud jde o RT nebo IN, navic vykazuji @m v integrénich preferencich, kdy zhruba 40%
pozorovanych integemich udalosti je méno k @dekadvanym sekvencim.ié€stoZe jsou definovana
mista permisivni pro modifikace virovych protéjimz je umozgna znéna v cileni integrace, zatim
dosazeny posun integra preference od TU neni natolik markantni, abybpp mozno oznét za

cilenou integraci.

5.5. Cileni integrace modifikaci bugénych proteinia

MoZnou cestou Kk cileni integrace se ukazuji byt ifit@te buréc¢nych proteii, u nichz byla
prokdzana interakce sIN a které tak mohou modtlantegr&ni preference. Jedinym takto
definovanym faktorem je LEDGF/p75 interagujici s MlV-1. Upravou LEDGF/p75, jenz byl
fuzovan se specifickymi DNA vazebnymi doménami,dbdosazeno zacileni integraceinv vitro
systému (Ciuffiet al., 2006a), ale také v batné kultue (Gijsberset al., 2010; Meeharet al., 2009).
Praw Gijsberset al. (2010) dokazali pomoci fuze LEDGF/p75 s chromodoouéheterochromatin
vazebného proteinu CBX1 (jinak také HIPyznamri posunout integkai preference k oblastem s
vysokym vyskytem H3K9me, tedy do oblasti gerlych gett a heterochromatinu. &oliv se jednalo
o buiky, ve kterych byla sniZzena exprese LEDGF/p75, wsledky poukazuji na fakt, Ze integna
preference Ize ovlisovat i skrze bu&né interakni partnery IN. Hareet al. (2009) navic dokazali
vytvorit takovou od HIV odvozenou IN, kterd neinteraggjdurgcnym LEDGF/p75, ale vytid
vazbu s LEDGF/p75 nesoucim supresorovou mutacije8fpo tchto postuf) se tak otevird moznost
ovliviiovat cileni integrace pomoci rekombinantnich pndteibsahujicich mutovanou IN vazebnou

doménu a specifickou DNA vazebnou doménu.

5.6. UdrZeni stabilni exprese vektoru
Exprese retrovirovych vektdrje variabilni v zavislosti na typu cilovych hbiky integr&nim mist a
typu pouZzitého vektoru. Stabdrexprimované proviry séasto nachazeji v blizkosti CpG ostilosi
jinych regul&nich sekvencichisobicich jako ochranné prvky bitné exprese.ftomnost takovych
sekvenci uvnit proviru by tedy mohla sniZzovat frekvence davani exprese proviru a veést
k vytvoreni vektof se stabilni expresi.

Sekvencemi vkladanymi do retrovirového vektoru jeejriznéjSi buréené inzulatory, jako je
kureci cHS4 inzulator (Emerst al., 2000; Rivellaet al., 2000), enhancery (Groth and Emery, 2010),
CpG ostrovy (Hejnaet al., 2001)¢i jejich ¢asti (Seniglet al., 2008) (obr. 5), ale i takové sekvence,
které misobi jako MAR (Bucetat al., 2011). VloZenid&chto sekvenci do oblasti proviru ma pozitivni
vliv na jejich exprestasto spojovany se zabginim methylace provirovych sekventiizabragnim
vlivu methylace DNA, kdy iin vitro methylovany provirus obsahujici takovou regnlasekvenci

vykazoval jistou miru exprese.
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Obr. 5. Exprese modifikovaného retrovirového vektou. Znazorgni exprese vektoru odvozeného od ASLV
s vlozenym elementem z CpG ostrovu ze studie Sesigl. (2008). Znazoréné proviry vykazuji stabilni
expresi v kontrastu k expresi neupraveného vektarr. 3.

Zvysené miry exprese navic byva dosaZzeno pouziktemych bugénych typech. Toto je
problém hlave element, na 2 se vazou bustné specifické regukéni faktory. Univerzalni vyuZziti
by v tomto smiru mohly poskytovat prévsekvence odvozené od CpG ostrg¢Seniglet al., 2008),
které funguji jako expregnregul&ni prvky napi¢ burg¢nymi typy. DalSim problémem vkladani
takovychto elemeiit je jejich pozice dasto nejlépe fungujiip vioZzeni do ukité oblasti proviru),
orientace a velikost, nebdy meély co nejméd omezovat kapacitu vektoru. Pozittvmegula&ni
elementy vkladdané do vektotaké mohou zjsobovat aktivaci okolniho chromatinu a aktivovét ta
umlicené geny, a to i na paémmé velké vzdalenosti (Singhat al., 2011). Tomuto efektu Izefedejit
nag. pouzitim inzulatorovych sekveci, které maji safagi eliminovat vliv okolniho chromatinu, ale

vlastni aktiv&ni funkci postradaji.

5.7. Vyuziti a moznosti retrovirovych vektori

Cilem modifikaci retrovirovych vektérje hlavré zajistit jejich vysokou, stabilni expresi a zanezi
integraci do oblasti aktivhich giéra TSS. V takovych oblastechuge totiz dochazet k naruSeni
exprese gehci aktivaci ,spicich* protoonkogen Idealem jsou tedy expresmelmi stabilni vektory

se specificky cilenou integraci. Wyodnich retroviét se tyto jevy - mimogenova integrace a stabilni

byt vektory odvozené od lentiviy neba ty byvaji girozerg expressl velmi stabilni. Lentiviry jsou
navic diky HIV zmisobujicimu AIDS nejprozkoumajdi skupinou retrovir. Ackoliv nebyla nikdy
pozorovana onkogenezetgobena lentivirovymi vektory, je jejich nevyhodoyseka mira integrace
do aktivnich TU. Navic bylo pozorovano, Ze lentwiy vektor, jehoZ integtmi preference byla
posunuta sirem k neaktivnim oblastem chromatinu, si zachowéxdresi velmi podobnou vektoru
pavodnimu (Gijsberst al., 2010). Je v3ak otazkou do jaké miry jsou prefardakto upraveného
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lentivirového vektoru pro TU nizstj alespd srovnatelné s jinymi retroviry.irBsto by se daltici, Ze
lentivirové vektory jsou i diky moznosti syntetiaswekombinantni, integraci cilici proteiny, nejbli
vektorovému idedlu. VyuZiti vSak mohou naléztinapvektory odvozené od pich retrovifi, které
jiz prirozerg vykazuji velmi nizkou preferenci pro integrace Td. Jejich nej¥tSim zaporem tedy
zustava sklon procasté umiovani exprese, které je vSak mozno (prozatim atesf@steénc)
eliminovat pomoci inzerce regudlzich elemerit.

Navzdory jejich nedokonalosti, byly retrovirové wedy UsgsSns pouZity @i genoveé terapii
nékolika dédicnych chorob, mezi které gadi nap. SCID, -talasemie (Cavazzana-Caletal., 2010)
¢i Wiskottav Aldrichiv syndrom (Boztuget al., 2010). V paatcich byly ke genové terapii vyuzivany
gammaretrovirové vektory. Rozvoj klonalnich expatiziu nekterych pacierit az leukemickych
onemockni po vystaveni takové genové terapii, vSak poukazua nebezpgmost pouZzivani
puvodnich vektoi. Gammaretrovirové vektory jsou tak pomalu nahramgvjinymi, negasgji
lentivirovymi vektory. Akoliv je nejwtsi piinos retrovirovych vektdr v genové terapii, ignosu a
expresi transgdn mohou slouzit i k charakterizaci exprese konkd#tnoblasti genomuci
nejrizréjSich exprestiregul&nich elemerit, které byvaji vyuZivany napk nastoleni stabilni exprese

transgead.
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6. Zawer

Integrani preference a exprese retroviru jsotjedlzce provazané a &ivé pro produkci jeho
virového potomstva. Ma-li dojit k efektivni exprgsbvirovych gefi, musi byt provirus integrovan do
mist, ktera budou pro jeho expresi permisivni &ptw®u proviru ochranuied umtovaci masinérii
buiky. Takova mistaifedstavuji hlavé aktivni TU, TFBS a oblasti CpG ostrinvJakakoliv integrace
mimo tyto oblasti mZe vyustit v umieni proviru. Akoliv bylo identifikovano mnozZstvi faktér
¢innych v umtovani exprese proviru, hlavni roli vtom, zda bymtevirus aktivnic¢i nikoliv, hraji
podminky panujici v mi&t integrace. Kombinace epigenetickych &g hlave histonovych
modifikaci a methylace DNA, je nejspiSe rozhodujidiavni funkci epigenetickych zéek je totiz
prevazié pritahovani efektar, které mohou rozBivat dany stav chromatinu na okoli, a tedy i na
provirus. Jiné epigenetické zathg mohou samy nasedéani takovych efektolokovat.

V epigeneticky poznamenaném presti genomu je tedy pro retroviruslelzité integrovat se
do takového prosedi, které umozni roz&ni aktivnich epigenetickych z¥ek, kterymi jsou nap
H3K4me, H3ac¢i H4ac, a naopak zabrani razsii represivnich podminek zfaych hlave
deacetylaci histan H3K9me a methylaci DNA. Tento trend je ve vlintegra&nich preferenci na
miru umBovani exprese u retrovirskut&né pozorovatelny, nelio¢im vice retrovirus preferuje
aktivni TU, gipadré CpG ostrovy a TS8 mista bohaté na H3K4me, tim nééoyva uméovan. Tato
zavislost vSak neni Uplna, nebsvou roli hraje i sekvemi sloZeni proviru a jeho citlivost
k umkovani (nap. mnozstvi methylovatelnych CpG dinukledfidNeni vylowen ani vliv integrace
proviru na remodelovani okolniho chromatikimz by oggt ¢asté&né poklesl vliv oblasti retroviru
nejblizSich.

Uceleny pohled na mozaiku integrace charakterinaviych epigenetickych superzmek a
faktord hrajicich roli vcileni integrace naléza vyuZitikonstrukci @innych a bezp@ych
retrovirovych vektoli. Aplikaci takovych superziak bude totiz moZzno predikovat integmé mista
retrovini, ¢i naopak charakterizovat podminky panujici v oblagiegrovaného proviru. Spalee
S pozorovanim miry exprese proviru a jeji péafivosti Ize takto za pomoci retrovimpopsat stav,
funkci ¢i expresni profil a stabilitu dané genomové oblaRtiznatky o moznostech cilené integrace
spolu s dosaZenim stabilni exprese transgeou pak realnymi cily, ke kterym vyvoj novych

retrovirovych vektoi jist¢ smetuje.

31



Seznam pouzité literatury

Barr, S. D., Leipzig, J., Shinn, P., Ecker, J.@d Bushman, F. D. (2005). Integration targetingign
sarcoma-leukosis virus and human immunodeficiemaysvn the chicken genome. Journal of Virology
79, 12035-12044.

Barski, A., Cuddapah, S., Cui, K., Roh, T. Y., Sohs, D. E., Wang, Z., Wei, G., Chepelev, I., andZIK.
(2007). High-resolution profiling of histone methtibns in the human genome. CEIB, 823-837.

Baumann, M., Pontiller, J., and Ernst, W. (201@u&ure and basal transcription complex of RNAyRwrase
Il core promoters in the mammalian genome: An oesvvMolecular Biotechnolog¥b, 241-247.

Bednarik, D. P., Cook, J. A., and Pitha, P. M. @9%activation of the HIV LTR by DNA CpG methyiah:
Evidence for a role in latency. EMBO Jourfall157-1164.

Berry, C., Hannenhalli, S., Leipzig, J., and Bushpta D. (2006). Selection of target sites for neBRINA
integration in the human genome. PLoS Comput Bi@157.

Blazkova, J., Trejbalova, K., Gondois-Rey, F., idalfP., Philibert, P., Guiguen, A., Verdin, E.\@liD., Van
Lint, C., Hejnar, J., and Hirsch, I. (2009). CpGthyéation controls reactivation of HIV from latency
PLoS Pathogens

Boztug, K., Schmidt, M., Schwarzer, A., BanerjeePR Diez, I. A., Dewey, R. A., Bohm, M., Nowrouai.,
Ball, C. R., Glimm, H.et al. (2010). Stem-cell gene therapy for the Wiskott+Add syndrome. N Engl
J Med363, 1918-1927.

Brady, T., Lee, Y. N., Ronen, K., Malani, N., Ber@. C., Bieniasz, P. D., and Bushman, F. D. (2009)
Integration target site selection by a resurrebi@dan endogenous retrovirus. Genes & Development
23, 633-642.

Buceta, M., Galbete, J. L., Kostic, C., Arsenijewc, and Mermod, N. (2011). Use of human MAR eletsdo
improve retroviral vector production. Gene Theragy7-13.

Bushman, F. D., and Miller, M. D. (1997). Tetherimgman immunodeficiency virus type 1 preintegration
complexes to target DNA promotes integration atlmgaites. Journal of Virologyl, 458-464.

Cavazzana-Calvo, M., Payen, E., Negre, O., Wang;é&hir, K., Fusil, F., Down, J., Denaro, M., Brady,
Westerman, K.et al. (2010). Transfusion independence and HMGAZ2 adtivadfter gene therapy of
humanp-thalassaemia. Natuds7, 318-322.

Cedar, H., and Bergman, Y. (2009). Linking DNA mgdgiion and histone modification: Patterns and
paradigms. Nature Reviews Genetl€s 295-304.

Ciuffi, A., Diamond, T. L., Hwang, Y., Marshall, H4., and Bushman, F. D. (2006a). Modulating tasiet
selection during human immunodeficiency virus DNegration in vitro with an engineered tethering
factor. Human Gene Therafly, 960-967.

Ciuffi, A., LIano, M., Poeschla, E., Hoffmann, Cgipzig, J., Shinn, P., Ecker, J. R., and BushrRaif2005). A
role for LEDGF/p75 in targeting HIV DNA integratioNature Medicind 1, 1287-1289.

Ciuffi, A., Mitchell, R. S., Hoffmann, C., Leipzig),., Shinn, P., Ecker, J. R., and Bushman, F. Q0gR).
Integration site selection by HIV-based vectordiiiding and growth-arrested IMR-90 lung
fibroblasts. Molecular Theraph3, 366-373.

Cross, S. H., and Bird, A. P. (1995). CpG islanmat$ genes. Current Opinion in Genetics and Develop)e
309-314.

Delelis, O., Lehmann-Che, J., and Saib, A. (20Bdamy viruses -- a world apart. Current Opinion in
Microbiology 7, 400-406.

Derse, D., Crise, B., Li, Y., Princler, G., Lum,,I$tewart, C., McGrath, C. F., Hughes, S. H., Menid. J., and
Wu, X. (2007). Human T-cell leukemia virus typenieigration target sites in the human genome:
Comparison with those of other retroviruses. Jdwh&irology 81, 6731-6741.

Dong, K. B., Maksakova, I. A., Mohn, F., Leung, Bppanah, R., Lee, S., Yang, H. W., Lam, L. L., MadD.
L., Schibeler, Dt al. (2008). DNA methylation in ES cells requires thsihe methyltransferase G9a
but not its catalytic activity. EMBO Journ2f, 2691-2701.

32



Elleder, D., Pavlicek, A., Paces, J., and Hejna2002). Preferential integration of human immuetfozglency
virus type 1 into genes, cytogenetic R bands anei@CDNA regions: insight from the human genome
sequence. Febs Lettéss7, 285-286.

Emery, D. W., Yannaki, E., Tubb, J., and Stamatagaoulos, G. (2000). A chromatin insulator protects
retrovirus vectors from chromosomal position effe@roceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Ame@a9150-9155.

Faschinger, A., Rouault, F., Sollner, J., Lukas,Salmons, B., Gunzburg, W. H., and Indik, S. (2008use
mammary tumor virus integration site selectionimian and mouse genomes. J V88| 1360-1367.

Fassati, A., and Goff, S. P. (1999). Charactewratif intracellular reverse transcription complegémoloney
murine leukemia virus. J Viral3, 8919-8925.

Fassati, A., and Goff, S. P. (2001). Charactewratif intracellular reverse transcription complegésuman
immunodeficiency virus type 1. J Vir@b, 3626-3635.

Felice, B., Cattoglio, C., Cittaro, D., Testa, Miccios, A., Ferrari, G., Luzi, L., Recchia, A.,&aMavilio, F.
(2009). Transcription factor binding sites are diengeterminants of retroviral integration in thenman
genome. PLoS ONE.

Fischle, W. (2008). Talk is cheap - Cross-talkstablishment, maintenance, and readout of chromatin
modifications. Genes and Developm2at 3375-3382.

Gijsbers, R., Ronen, K., Vets, S., Malani, N., DglR J., McNeely, M., Bushman, F. D., and Debyger,
(2010). LEDGF hybrids efficiently retarget lentiaiintegration into heterochromatin. Molecular
Therapyl8, 552-560.

Greger, J. G., Katz, R. A, Ishov, A. M., Maul, G., and Skalka, A. M. (2005). The cellular protBiaxx
interacts with avian sarcoma virus integrase aral AINA to repress viral transcription. J Vire®,
4610-4618.

Groth, A. C., and Emery, D. W. (2010). A functiosaleen for regulatory elements that improve rétabv
vector gene expression. Blood Cells, Molecules, Risé¢ased5, 343-350.

Hacein-Bey-Abina, S., Von Kalle, C., Schmidt, M.c®obrmack, M. P., Wulffraat, N., Leboulch, P., Lif,
Osborne, C. S., Pawliuk, R., Morillon,,Et al. (2003). LMO2-associated clonal T cell proliferatio
two patients after gene therapy for SCID-X1. Soes3@2, 415-419.

Hare, S., Gupta, S. S., Valkov, E., Engelman, Ad, @herepanov, P. (2010). Retroviral intasome alseamd
inhibition of DNA strand transfer. Natud®4, 232-236.

Hare, S., Shun, M. C., Gupta, S. S., Valkov, Egdétman, A., and Cherepanov, P. (2009). A novelrystal
structure affords the design of gain-of-functiontigral integrase mutants in the presence of medif
PSIP1/LEDGF/p75. PLoS Pathogéns

He, G., and Margolis, D. M. (2002). Counterregaatof chromatin deacetylation and histone deacstyla
occupancy at the integrated promoter of human inodeficiency virus type 1 (HIV-1) by the HIV-1
repressor YY1 and HIV-1 activator Tat. Moleculada®@ellular Biology22, 2965-2973.

Hejnar, J., Elleder, D., Hajkova, P., Walter, JaA&ov4, J., and Svoboda, J. (2003). Demethylaifdrost-cell
DNA at the site of avian retrovirus integrationoBhemical and Biophysical Research Communications
311, 641-648.

Hejnar, J., Hajkova, P., Plachy, J., Elleder, Dep&nets, V., and Svoboda, J. (2001). CpG islaotépis Rous
sarcoma virus-derived vectors integrated into nomgssive cells from DNA methylation and
transcriptional suppression. Proceedings of théoNat Academy of Sciences of the United States of
America98, 565-569.

Hejnar, J., Plachy, J., Geryk, J., Matth@®., Trejbalova, K., Guntaka, R. V., and Svobalg1999). Inhibition
of the Rous sarcoma virus long terminal repeatedritranscription by in vitro methylation: Different
sensitivity in permissive chicken cells versus maatiam cells. Virology255, 171-181.

Hematti, P., Hong, B. K., Ferguson, C., Adler, Ranawa, H., Sellers, S., Holt, I. E., Eckfeldt,EC. Sharma,
Y., Schmidt, M, et al. (2004). Distinct genomic integration of MLV andVSlectors in primate
hematopoietic stem and progenitor cells. PLoS Bjp&

33



Hoeben, R. C., Migchielsen, A. A., van der JagtCR.van Ormondt, H., and van der Eb, A. J. (1991).
Inactivation of the Moloney murine leukemia viresity terminal repeat in murine fibroblast cell lings
associated with methylation and dependent on itsnobsomal position. J Vird@5, 904-912.

Holman, A. G., and Coffin, J. M. (2005). Symmettibase preferences surrounding HIV-1, avian
sarcoma/leukosis virus, and murine leukemia vintsgration sites. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Ametiiza 6103-6107.

Challita, P. M., and Kohn, D. B. (1994). Lack opegssion from a retroviral vector after transduttxd murine
hematopoietic stem cells is associated with metioylan vivo. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of Ame®ta2567-2571.

Chavez, L., Kauder, S., and Verdin, E. (2011).ibmyin vitro, and in silico analysis of methylatiof the HIV-
1 provirus. Method$§3, 47-53.

Cherepanov, P., Maertens, G., Proost, P., DevrBes¥an Beeumen, J., Engelborghs, Y., De Clercgaid
Debyser, Z. (2003). HIV-1 integrase forms stabteateers and associates with LEDGF/p75 protein in
human cells. Journal of Biological Chemis2¥8, 372-381.

Choi, J. K. (2010). Contrasting chromatin organ@abf CpG islands and exons in the human genoreao@®e
Biology.

Jin, C., Zang, C., Wei, G., Cui, K., Peng, W., Zhdqg and Felsenfeld, G. (2009). H3.3/H2A.Z douldeiant-
containing nucleosomes mark 'nucleosome-free regairactive promoters and other regulatory
regions. Nat Genetl, 941-945.

Johnson, C. N., and Levy, L. S. (2005). Matrix ettaent regions as targets for retroviral integratMirology
Journal2.

Kaplan, N., Moore, I. K., Fondufe-Mittendorf, Y. 08sett, A. J., Tillo, D., Field, Y., LeProust, E.,Mughes,
T. R., Lieb, J. D., Widom, J., and Segal, E. (200%e DNA-encoded nucleosome organization of a
eukaryotic genome. Natu#s8, 362-366.

Katz, R. A., Jack-Scott, E., Narezkina, A., PalaginBoimel, P., Kulkosky, J., Nicolas, E., Greg&rG., and
Skalka, A. M. (2007). High-frequency epigeneticresgsion and silencing of retroviruses can be
antagonized by histone deacetylase inhibitors eartbtriptional activators, but uniform reactivatian
cell clones is restricted by additional mechanisdosirnal of Virology8l, 2592-2604.

Kauder, S. E., Bosque, A., Lindgvist, A., Planglds and Verdin, E. (2009). Epigenetic regulatairHIV-1
latency by cytosine methylation. PLoS Pathodgens

Kim, T. H., Barrera, L. O., Zheng, M., Qu, C., SémgM. A., Richmond, T. A., Wu, Y., Green, R. DndaRen,
B. (2005). A high-resolution map of active promstar the human genome. Nat4i&6, 876-880.

Koiwa, T., Hamano-Usami, A., Ishida, T., Okayama, Yamaguchi, K., Kamihira, S., and Watanabe, 000).
5'-long terminal repeat-selective CpG methylatibtatent human T-cell leukemia virus type 1 prosgiru
in vitro and in vivo. J Virol76, 9389-9397.

Lander, E. S, Linton, L. M., Birren, B., Nusbaut, Zody, M. C., Baldwin, J., Devon, K., Dewar, Boyle,
M., Fitzhugh, W, et al. (2001). Initial sequencing and analysis of the Aanrgenome. Natu409, 860-
921.

Lee, M. S., and Craigie, R. (1998). A previouslydemtified host protein protects retroviral DNA ifno
autointegration. Proceedings of the National AcaglefrSciences of the United States of AmefBa
1528-1533.

Lesbats, P., Botbol, Y., Chevereau, G., Vaillanf,&lmels, C., Arneodo, A., Andreola, M. L., Langg M.,
and Parissi, V. (2011). Functional coupling betwkléyi-1 integrase and the SWI/SNF chromatin
remodeling complex for efficient in vitro integraii into stable nucleosomes. PLoS Pathogens

Lewinski, M. K., Yamashita, M., Emerman, M., CiyfA., Marshall, H., Crawford, G., Collins, F., ShijrP.,
Leipzig, J., Hannenhalli, Set al. (2006). Retroviral DNA integration: Viral and odkr determinants
of target-site selection. PLoS Pathog2n8611-0622.

Lim, K. 1., Klimczak, R., Yu, J. H., and Schaff@, V. (2010). Specific insertions of zinc fingerrdains into
Gag-Pol yield engineered retroviral vectors witlestve integration properties. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stafesnoerical07, 12475-12480.

34



Llano, M., Saenz, D. T., Meehan, A., Wongthida,Feretz, M., Walker, W. H., Teo, W., and Poesdhlayl.
(2006). An essential role for LEDGF/p75 in HIV igtation. Scienc814, 461-464.

Maertens, G., Cherepanov, P., Pluymers, W., BusscKg De Clercq, E., Debyser, Z., and Engelbordhs
(2003). LEDGF/p75 is essential for nuclear and sfosomal targeting of HIV-1 integrase in human
cells. Journal of Biological ChemistBf8, 33528-33539.

Maertens, G. N., Hare, S., and Cherepanov, P. j20b@ mechanism of retroviral integration from agsr
structures of its key intermediates. Natd68, 326-329.

Majumdar, A., Chatterjee, A. G., Ripmaster, T.dnd Levin, H. L. (2011). Determinants that spetify
integration pattern of retrotransposon Tf1 in thplf promoter of Schizosaccharomyces pombe. Journal
of Virology 85, 519-529.

Meehan, A. M., Saenz, D. T., Morrison, J. H., GaiRivera, J. A., Peretz, M., LIano, M., and Poeschl M.
(2009). LEDGF/p75 proteins with alternative chromagthers are functional HIV-1 cofactors. PLoS
Pathogens.

Mitchell, R. S., Beitzel, B. F., Schroder, A. R. V8hinn, P., Chen, H., Berry, C. C., Ecker, JaRd Bushman,
F. D. (2004). Retroviral DNA integration: ASLV, HNand MLV show distinct target site preferences.
PLoS Biology2.

Murakami, H., Yamada, T., Suzuki, M., Nakahara,Xizuki, K., and Sentsui, H. (2011). Bovine leukemi
virus integration site selection in cattle thatelep leukemia. Virus Researth6, 107-112.

Narezkina, A., Taganov, K. D., Litwin, S., StoyaapR., Hayashi, J., Seeger, C., Skalka, A. M., laid, R. A.
(2004). Genome-wide analyses of avian sarcoma intagration sites. Journal of Virolog8, 11656-
11663.

Nowrouzi, A., Dittrich, M., Klanke, C., HeinkeleiM., Rammling, M., Dandekar, T., von Kalle, C., and
Rethwilm, A. (2006). Genome-wide mapping of foanmus vector integrations into a human cell line.
Journal of General Virolog87, 1339-1347.

Ozawa, T., Itoyama, T., Sadamori, N., Yamada, YataHT., Tomonaga, M., and Isobe, M. (2004). Rapid
isolation of viral integration site reveals frequieriegration of HTLV-1 into expressed loci. Jourof
Human Genetic49, 154-165.

Peng, W. J., Chang, C. M., and Lin, T. H. (2002)det integration by a chimeric Sp1 zinc finger domw
Moloney murine leukemia virus integrase in vivoudqwl of Biomedical Scienc® 171-184.

Pion, M., Jordan, A., Biancotto, A., Dequiedt, Ggndois-Rey, F., Rondeau, S., Vigne, R., Hejnak/&rdin,
E., and Hirsch, I. (2003). Transcriptional suppi@s®f in vitro-integrated human immunodeficiency
virus type 1 does not correlate with proviral DNAtimylation. Journal of Virology7, 4025-4032.

Plachy, J., Kotab, J., Divina, P., ReiniSova, Menigl, F., and Hejnar, J. (2010). Proviruses sete@r high and
stable expression of transduced genes accumulateddly transcribed genome areas. J \@hl
4204-4211.

Poleshko, A., Einarson, M. B., Shalginskikh, N.aAfQ, R., Adams, P. D., Skalka, A. M., and KatzAR.
(2010). Identification of a functional network dfitnan epigenetic silencing factors. Journal of
Biological Chemistry285, 422-433.

Poleshko, A., Palagin, I., Zhang, R., Boimel, Rastagna, C., Adams, P. D., Skalka, A. M., and KRtz.
(2008). Identification of cellular proteins that imin retroviral epigenetic silencing: Evidence &m
antiviral response. Journal of Virologg, 2313-2323.

Pruss, D., Bushman, F. D., and Wolffe, A. P. (1984)man immunodeficiency virus integrase directs
integration to sites of severe DNA distortion witlthe nucleosome core. Proceedings of the National
Academy of Sciencel, 5913-5917.

Rivella, S., Callegari, J. A., May, C., Tan, C. \Aind Sadelain, M. (2000). The cHS4 insulator ineesghe
probability of retroviral expression at random ahasomal integration sites. Journal of Virology
4679-4687.

Roe, T., Reynolds, T. C., Yu, G., and Brown, P(1393). Integration of murine leukemia virus DNApéads
on mitosis. EMBO Journdl2, 2099-2108.

Roh, T. Y., Cuddapah, S., and Zhao, K. (2005).v&ctihromatin domains are defined by acetylaticamid$
revealed by genome-wide mapping. Genes and Develoid®, 542-552.

35



Santoni, F. A., Hartley, O., and Luban, J. (20D3ciphering the code for retroviral integrationgetrsite
selection. PLoS Comput Bié| €1001008.

Segal, E., Fondufe-Mittendorf, Y., Chen, L., Thastr A., Field, Y., Moore, I. K., Wang, J. P. Z.dawidom, J.
(2006). A genomic code for nucleosome positionMatured42, 772-778.

Selker, E. U. (1999). Gene silencing: repeatsabant. Cell97, 157-160.

Schrdder, A. R. W., Shinn, P., Chen, H., Berry,Eeker, J. R., and Bushman, F. (2002). HIV-1 indign in
the human genome favors active genes and locghdistsCell110, 521-529.

Singhal, R., Deng, X., Chenchik, A. A., and KandelS. (2011). Long-distance effects of insertional
mutagenesis. PLoS ONE e15832.

Suzuki, Y., and Craigie, R. (2007). The road tcoamatin - Nuclear entry of retroviruses. Nat Rev iMhiol 5,
187-196.

Senigl, F., Plachy, J., and Hejnar, J. (2008). ddre element of a CpG island protects avian saranma
leukosis virus-derived vectors from transcriptiosiggéncing. Journal of Virolog82, 7818-7827.

Taganov, K. D., Cuesta, I., Daniel, R., Cirillo,A., Katz, R. A., Zaret, K. S., and Skalka, A. R0Q4).
Integrase-specific enhancement and suppressiatrofiiral DNA integration by compacted chromatin
structure in vitro. Journal of Virology8, 5848-5855.

Tachibana, M., Matsumura, Y., Fukuda, M., Kimura, &hd Shinkai, Y. (2008). G9a/GLP complexes
independently mediate H3K9 and DNA methylationiterse transcription. EMBO Journ2¥, 2681-
2690.

Tan, W., Dong, Z., Wilkinson, T. A., Barbas lii, €., and Chow, S. A. (2006). Human immunodeficienicys
type 1 incorporated with fusion proteins consistifigntegrase and the designed polydactyl zinceing
protein E2C can bias integration of viral DNA irggredetermined chromosomal region in human
cells. Journal of Virologyp0, 1939-1948.

Taniguchi, Y., Nosaka, K., Yasunaga, J.-i., Ma@da,Mueller, N., Okayama, A., and Matsuoka, M. (38R0
Silencing of human T-cell leukemia virus type | g@ranscription by epigenetic mechanisms.
Retrovirology2, 64.

Trobridge, G. D., Miller, D. G., Jacobs, M. A,, i, J. M., Kiem, H.-P., Kaul, R., and Russell, D.. (2006).
Foamy virus vector integration sites in normal haroalls. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amerl€8, 1498-1503.

Tyagi, M., and Karn, J. (2007). CBF-1 promotes $raiptional silencing during the establishment ¢¥+
latency. EMBO Journ&l6, 4985-4995.

Venter, J. C., Adams, M. D., Myers, E. W., Li, P.,\Mural, R. J., Sutton, G. G., Smith, H. O., Yahdd.,
Evans, C. A., Holt, R. Aetal. (2001). The sequence of the human genome. Scii¢cd 304-1351.

Wang, G. P., Ciuffi, A., Leipzig, J., Berry, C. @nd Bushman, F. D. (2007). HIV integration siteeston:
Analysis by massively parallel pyrosequencing réssaasociation with epigenetic modifications.
Genome Researdy, 1186-1194.

Wei, S. Q., Mizuuchi, K., and Craigie, R. (1997)lakge nucleoprotein assembly at the ends of tted BINA
mediates retroviral DNA integration. EMBO Jourdé] 7511-7520.

Weidhaas, B. J., Angelichio, E. L., Fenner, S., @offin, J. M. (2000). Relationship between retralDNA
integration and gene expression. Journal of Virpipg 8382-8389.

Weinberg, J. B., Matthews, T. J., Cullen, B. Rd &falim, M. H. (1991). Productive human immunodificcy
virus type 1 (HIV-1) infection of nonproliferatifguman monocytes. Journal of Experimental Medicine
174, 1477-1482.

Williams, S. A,, Chen, L. F., Kwon, H., Ruiz-Jaraléd M., Verdin, E., and Greene, W. C. (2006). dB-p50
promotes HIV latency through HDAC recruitment apgnession of transcriptional initiation. EMBO
Journal25, 139-149.

Wu, X., Li, Y., Crise, B., and Burgess, S. M. (2D0Branscription start regions in the human genanee
favored targets for MLV integration. Scieng@0, 1749-1751.

36



Wu, X. L., Li, Y., Crise, B., Burgess, S. M., anduNtoe, D. J. (2005). Weak palindromic consensusessees
are a common feature found at the integration tasitees of many retroviruses. Journal of Virology
5211-5214.

Wu, Y. T. (2008). The second chance story of HIT3NA: Unintegrated? Not a problem! Retrovirolofy

Yang, J. N., and Dudley, J. (1992). Endogenous &1br-a closely linked sequence stimulates rearraegé of
the downstream &9 gene. Journal of Immunology9, 1242-1251.

Zhang, Y., Moqtaderi, Z., Rattner, B. P., Euskimth@., Snyder, M., Kadonaga, J. T., Liu, X. S., &udihl, K.
(2009). Intrinsic histone-DNA interactions are tiié major determinant of nucleosome positions in
vivo. Nat Struct Mol Bioll6, 847-852.

Zhang, Y., Moqtaderi, Z., Rattner, B. P., Euskimth@., Snyder, M., Kadonaga, J. T., Liu, X. S., &udihl, K.
(2010). Reply to Evidence against a genomic codedcleosome positioning. Nature Structural and
Molecular Biologyl7, 920-923.

Zheng, Y., Ao, Z., Jayappa, K. D., and Yao, X. @0Xharacterization of the HIV-1 integrase chramaind
LEDGF/p75-binding abilities by mutagenic analysishim the catalytic core domain of integrase.
Virology Journal7.

37



