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ABSTRAKT

Exprese genU retrovirQ je zavisla na vytvoreni proviru — DNA kopii retrovirového genomu
integrované do genomu hostitele. Stav transkripce proviru je pak zavisly na podminkdach
v misté integrace proviru. Existence umlcovani exprese proviru je problémem pfi
vyuzivani retrovirovych vektorl a prekazkou pro eradikaci viru lidské imunodeficience
typu 1 (HIV-1) uinfikovanych pacient(. S vyuZitim bunécnych klonl nesoucich jediny
integrovany provirus je vtéto diplomové praci zkoumana distribuce (epi)genomovych
charakteristik v mistech integrace stabilné exprimovanych provir(i. Celkové bylo ziskano
245 a 255 expresnich profild klonl nesoucich proviry ptaciho sarkomového a
leukézového viru (ASLV) a HIV-1. Na databdzich zaloZena analyza 42 integrac¢nich mist
ASLV a 3 integracnich mist HIV-1 ukazuje, Ze udrZeni stabilni exprese provir( je zavislé na
integraci proviru do blizkosti transkrip¢nich start (TSS). Pfitomnost histonovych znacek
charakteristickych pro okoli aktivnich TSS a regulac¢nich elementl v mistech integrace
stabilné exprimovanych provirl toto pozorovani potvrzuje. Vysledky této prace mohou
souzit jako zaklad dalSich analyz vztahu integracnich mist retrovirl a jejich exprese a

mély by byt brany na védomi pfi dalSich analyzach exprese retrovir(.

Kli¢ova slova: retrovirus, retrovirové vektory, ASLV, HIV-1, integrace, umléovani proviru,
lidsky genom, epigenetika, histonové modifikace



ABSTRACT

The expression of retroviral genes depends on the establishment of the provirus — the
DNA copy of retroviral genome integrated into the host genome. The transcriptional
state of provirus is then influenced by the environment at the site of integration. The
phenomenon of proviral silencing is an obstacle to the usage of retroviral vectors and a
barrier to the eradication of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) from infected
individuals. Taking advantage of single cell clones bearing one provirus, this diploma
thesis investigates the distribution of (epi)genomic features at the sites occupied by
stably expressed proviruses. In total, long-term expression profiles of 245 and 255
clones carrying avian sarcoma-leucosis virus (ASLV) and HIV-1, respectively, were
obtained. The database-based analysis of 42 integration sites of ASLV and three
integration sites of HIV-1 proviruses shows that proviral stable expression highly
correlates with the transcriptional start sites (TSS) at the sites of integration. Histone
marks characteristic for the proximity of active TSSs and regulatory elements at the sites
of integration of stably expressed proviruses confirm this finding. The results presented
in this thesis could inspire other analyses investigating the relationship between the
integration site and the expression of retroviruses and should be noted by future

analyses of retroviral expression.

Key words: retrovirus, retroviral vectors, ASLV, HIV-1, integration, proviral silencing,
human genome, epigenetics, histone modifications
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1. Uvop

Retroviry predstavuji jednu z nejvyznamnéjSich skupin Zivocisnych vird jak
v lidské, tak ve veterindrni mediciné. Vyjimecnost retrovirl spociva v jejich replikacnim
cyklu. Retroviry nejdfive prepisuji svlij genom tvofeny RNA do kopie ve formé DNA,
kterou nasledné integruji do genomu hostitelské buriky. Integrovana DNA retroviru, tzv.
provirus, je pak predlohou pro prepis retrovirovych mRNA. Zavislost replika¢niho cyklu
na integraci do hostitelského genomu je vlastnost zcela unikatni a pro retroviry
charakteristicka. Exprese retrovirového proviru je pak zcela zavislda na bunécném
aparatu. Integrace vsak ma duleZity disledek i pro hostitelskou buriku, nebot ta je jiz
perzistentné infikovdna. Perzistentni infekce bunék germindlni linie tak napf. dava
vzniknout endogennim retrovirim, které jsou zachovany u dalSich generaci potomka

infikovaného jedince.

JelikoZz integrovany provirus nelze odstranit, maji bunky obranné mechanizmy
pUsobici na drovni transkripce retrovirovych gend, ale i na dalSich Urovnich genové
exprese provird. Dominantni vliv na expresi proviru maji nejspiSe podminky v misté
integrace proviru, které urcuji, zda bude konkrétni provirus schopen aktivni transkripce
¢i bude jeho exprese umlcena jiz v kroku transkripce. PFfitomnost transkripéné
umlcenych provirl ma velky vyznam pro lé¢bu retrovirovych onemocnéni. Buriky nesouci
neexprimujici provirus totiz nevykazuji znaky infekce retrovirem a nemohou byt z
organizmu odstranény. Tento fenomén je v soucasnosti ve velkém zajmu mediciny,
nebot pritomnost latentniho rezervoaru vytvari prekazku pro uUplné vyléceni pacientd
infikovanych virem lidské ziskané imunodeficience typu 1 (HIV-1) zpUsobuijici
onemocnéni AIDS. Umléovani retrovirové exprese je také problémem pro retrovirové
vektory, které jsou vyuzivany napf. pro vytvareni geneticky modifikovanych organizma i

pro genovou terapii.

Expresni stav genomu je pod vlivem epigenetickych faktor(i. Mezi epigenetické
znaky ovliviujici stav chromatinu jsou pocitany hlavné histonové modifikace a metylace
DNA. Jak se ukazuje, pravé tyto epigenetické faktory a pritomnost epigenetickych znacek

v oblasti proviru hraji roli v nastaveni jejich expresniho stavu. V souéasnosti je pozornost
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zamérena hlavné na epigenetické mechanizmy umlcovani exprese retrovird a
predpoklada se, Ze inhibitory enzym( umistujicich represivni epigenetické znacky do
oblasti proviru mohou byt uéinnymi nastroji pro kompletni Ié¢bu pacientl infikovanych
HIV-1. Velmi malo je vSak zndmo o tom, jaké charakteristiky maji mista integrace rizné
transkripéné aktivnich provird a jaka mista naopak stabilné podporuji aktivni exprsni stav
proviru. Tyto poznatky mohou byt dlleZité pravé pro vytvareni expresné stabilnich
retrovirovych vektor(i ¢i mohou nastinit, jak striktni jsou poZadavky pro aktivni stav
proviru a jak ¢asté je tak uml¢ovani provirové exprese. Diky své zavislosti na charakteru
integracniho mista mohou retroviry také fungovat jako funkéné genomické sondy stavu

chromatinu v misté integrace.

Tématem zavislosti stabilni exprese retrovirl na funkéné genomickych a
epigenetickych vlastnostech mista integrace v lidském genomu se zabyva tato diplomova
prace. V laboratofi buné¢né a virové genetiky UMG AV CR, kde byla tato prace
vypracovana, jiz byl vytvofen model predpovidajici zavislost stabilné exprimovanych
provirli ptaciho ptaciho sarkomového a leukézového viru (ASLV) na integraci do funkéné
a epigeneticky definovanych oblasti (Senigl et al., 2012). Tato diplomové préace pak tento
model rozsituje. Jak je v této praci popsano, stabilni exprese ptaciho retroviru ASLV
v lidskych burikach je silné spjata s integraci proviru do mist, kterd po epigenetické
strance definuji lokusy s aktivni transkripci, hlavné pak mista, kde byva transkripce
lokusu zahajovana. Dalsi vysledky pak naznaduiji, Ze by tato vlastnost mohla byt spole¢nd

pro dalsi skupiny retrovird.
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2. CiLE PRACE
Hlavnim cilem této diplomové prace je definovat charakteristiky integracnich

mist stabilné exprimovanych provird ASLV v lidskych burikdch. Tento cil pak mze byt

rozdélen do nékolika dil¢ich bodu:

e Pfiprava a expresni charakterizace lidskych bunék exprimujicich ASLV
e Urceni mista integrace provird stabilné exprimujicich bunécnych klona
e Popis mista integrace identifikovanych provirl z hlediska genomiky a

epigenomiky

Vysledky této prace budou vyuZity jako predbézna data pro dalsi analyzu vétsiho

a reprezentativnéjSiho souboru integra¢nich mist.
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3. PREHLED LITERATURY

3.1. Retroviry a jejich replikacni cyklus

3.1.1. Systém a popis retrovirti

Retroviry (Retroviridae) jsou obalené viry s genomem ve formé RNA v pozitivnim
smyslu. Retroviry se dale déli na orthoretroviry (Orthoretrovirinae), kam je zarazena
vétsSina dnes znamych retrovir(, a spumaviry (Spumavirinae). Mezi orthoretroviry ddle
fadime alfa-, beta-, gama-, delta-, epsilon- a lentiviry. Retroviry jsou infekénim agens
mnoha ZivocCichl véetné clovéka, u nichZz vyvolavaji nejriznéjsi onemocnéni. Lidskymi
retroviry jsou lidsky leukemicky virus typu 1 (HTLV-1) pattici mezi deltaviry a virus lidské
ziskané imunodeficience typu 1 (HIV-1), patfici mezi lentiviry, ktery zpUsobuje
onemocnéni AIDS. Prvni popsany retrovirus, virus Rousova sarkomu (RSV) vyvoldvajici
nadorové bujeni u ptakd patfi do skupiny ptacich alfaretrovirl. Jinym zndmym
retrovirem je pak mysi leukemicky virus (MLV) fadici se mezi gamaretroviry ktery je
znam hlavné diky jeho dFfivéjSimu vyuZivani jakozto retrovirového vektoru pro ucely

genové terapie.

Uvniti  proteinové kapsidy obalené fosfolipidovou membranou plvodem
z bunécné plazmatické membrany nesou retroviry dvé celogenomové RNA v kladném
smyslu (jsou tedy diploidni). Tyto RNA maji vzhled bunééné mRNA — na 5‘ konci obsahuiji
7-metylguanosinovou c¢epicku, na 3‘ konci pak polyA sekvenci. Tyto molekuly slouzi pro
tvorbu dvouvlaknové DNA kopie genomu retroviru. Kromé genomové RNA nesou
retroviry ve své kapsidé také molekuly tRNA a enzymy kdédované v genomu retrovird,
které hraji dulezité role hlavné v prvnich fazich replikaéniho cyklu retrovirl. DNA
retrovirll dosahuje velikosti okolo 7 — 11 tisic pard bazi (kbp). Na obou koncich
retrovirové DNA jsou oblasti dlouhych koncovych repetic (LTR), kdy 5’LTR slouZi retroviru
jako vlastni promotorova oblast. Oblast mezi obéma LTR pak tvofi regulaéni sekvence
(polypurinovy trakt, enkapsidacni signal, misto vazby tRNA - PBS) a retrovirové geny
kdduijici virové proteiny a polyproteiny (geny gag, pro, pol, env, pfipadné dalsi geny u

komplexnich retrovira ¢i akutné transformujicich retrovir().
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3.1.2. Replikacni cyklus retrovirti

Na pocatku replikaéniho cyklu retrovirG stoji vstup do hostitelské buriky.
Retroviry pronikaji do bunék pomoci receptorem zprostredkované fuze retrovirového
obalu a bunécné plazmatické membrany. Retroviry vyuzivaji Sirokou S$kdlu rdznych
receptor(l, které urcuji specifitu retroviru pro urcity bunécény typ. U viru HIV-1 je pro
vstup do bunék nutny protein (receptor) CD4, pfitomny na membrané specifickych

lymfocytl, a koreceptor, kterym muze byt protein CXCR4 ¢i CCR5.

Ihned po vstupu viru do bunky je rozvolnéna proteinovd kapsida retroviru a
retrovirovy nukleoproteinovy komplex putuje podél mikrotubulll k jadru. Rozvolnéni
kapsidy umoznuje zahdjit jeden z unikatnich a pro retroviry specifickych déja — reverzni
transkripci. PFi reverzni transkripci je virovym enzymem pfitomnym v kapsidé retroviru —
reverzni transkriptazou (RT) — podle dvou celogenomovych molekul RNA vytvorena
dvouvldknova DNA forma retrovirového genomu, kterd je velmi podobna retrovirové
RNA. Pravé reverzni transkripce je odpovédna za vysokou rychlost vzniku mutaci a

rekombinaci u retrovird a je jednim z déju cilenych antiretrovirovou terapii.

Po dokonceni reverzni transkripce disociuje RT spolu s kapsidovymi proteiny
z komplexu s DNA a dochazi k maturaci v tzv. preintegracni komplex (PIC). Ten obsahuje
radu jak retrovirovych, tak i bunéénych faktor(, které mohou sehravat dulezité role
retroviry unikatni enzym — integraza (IN). Hlavni funkci integrazy je odstépeni nukleotid
z 3’ konce a integrace retrovirové DNA do genomu hostitele. Aby vSak mohlo dojit
k samotné integraci, musi PIC nejdfive prekonat prekdzku ve formé jaderného obalu.
Bylo postulovano, Ze integrace vétsiny retrovirl, s vyjimkou lentiviri, je zavisla na
prachodu bunky mitézou, kdy dochdzi k rozpadu jaderné membrany a zpfistupnéni
jaderné DNA (Lewis and Emerman, 1994). Toto plati pro MLV, patfici mezi gamaretroviry
(Roe et al., 1993). Pro ptaci virus vyvolavajici sarkomy (ASV) byl prokdzan alespon v malé
mife transport PIC do jadra, za ktery je zodpovédna pravé IN a dosud neznamé bunécéné
faktory (Andrake et al., 2008). Vliv bunééného cyklu na rané faze replikacniho cyklu

retrovirll je pak shrnut v souhrnném ¢lanku autort Katz et al. (2005).
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Integrovana forma retrovirové DNA se nazyva provirus. Ackoliv si nékteré proviry
kdéduji faktory regulujici provirovou expresi, stdvd se replikaéni cyklus retroviru
vytvofenim proviru zavislym na burce. Provirus se stdvd novym bunénym genem
s vlastnim promotorem, je bunéénymi faktory exprimovan a replikuje se spolecné

s bunécnou DNA.

Jakmile dojde k syntéze dostatecného mnoizstvi virovych proteinl, dochazi ke
sklddani komponent virovych partikuli, baleni celogenomovych RNA a nakonec k tzv.

puceni virion(l z plazmatické membrany burky a ndsledné maturaci virionli mimo buriku.
3.2. Integrace retrovirti

3.2.1. Mechanizmus integrace

Integrace retrovirové DNA a vytvoreni proviru je zcela zavislé na retrovirové
integrdze (IN). Tento enzym patfi mezi nukleotidyltransferazy (EC 2.7.7) ze superrodiny
DDE(D) rekombinaz. Po dokonceni reverzni transkripce tvofi IN hlavni slozku PIC (Wei et
al., 1997). Soucasti tohoto komplexu byva také mnozstvi bunécnych faktord. IN se vaze
na konce retrovirové DNA ve formé tetramerd. Tyto tetramery jsou vlastné dimery
dimer(, kdy se na kazdy konec DNA vaZzou dvé molekuly IN a cilova DNA je navazana do
prostoru mezi dimery. Struktury jednotlivych intermediatl integrace byly zobrazeny a
detailné popsany pomoci krystalografickych struktur, ¢imz byl umoZnén mechanisticky
popis integrace retrovirové DNA do hostitelského genomu (Hare et al., 2010; Maertens
et al.,, 2010). Chemicky je integrace transesterifikac¢ni reakci, kdy dochazi k nukleofilni
substituci Sy2 typu. Nukleofilem je zde OH skupina na 3‘ konci retrovirové DNA a vychozi
l[atkou je polynukleotidovy retézec hostitelské DNA. Po probéhnuvsi transesterifikaci
dochazi k upravé cilového mista integrace (odstranéni presahujicich 5 konc( retrovirové
DNA a doplnéni jednovldknovych mezer okolo budouciho proviru) a okolo proviru
vznikaji kratké pfimé repetice. Pfesny pribéh peri- a postintegracnich udalosti véetné

zodpovédnych bunéénych faktord vsak stale neni znam.

3.2.2. Integrace v kontextu hostitelského genomu
Integrace retrovirové DNA neni omezena na jeden genomovy lokus, ale pokryva
cely hostitelsky genom (Obr. 1). Dalo by se tedy fict, Ze je sekvencné nahodnd. Pfi

detailnéjsi analyze, kterou umoznilo hlavné ziskani sekvence lidského genomu (Lander et
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al., 2001; Venter et al., 2001) si vsak Ize vSimnout, Ze rlizné skupiny retrovir se lisi
frekvenci integraci do oblasti s rGznymi charakteristikami (Derse et al., 2007; Elleder et
al., 2002; Mitchell et al., 2004; Narezkina et al., 2004; Schroder et al., 2002; Wu et al.,
2003). Retroviry tedy vykazuji jisté integracni preference. Vzhledem ktomu, Ze pro
integraci nebyla nalezena Zadna specifika na Urovni sekvence DNA, ale pouze slabé,
redlné se malo vyskytujici palindromatické sekvence (Holman and Coffin, 2005; Wu et
al., 2005), bude vybér mista integrace jednotlivych provirl pravdépodobné zavisly

pfevainé na bunécnych faktorech interagujicich s IN a stavu chromatinu hostitelské

DNA.
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Obrazek 1. Distribuce integracnich mist retrovirl. Integracni mista tfi rlznych retrovirQl jsou
zobrazena v lidském karyotypu. Modre jsou znazornéna integracni mista HIV-1, fialové mista MLV, zelené
mista ASLV. Cervené je pak na jednotlivych chromozémech zobrazena intenzita transkripce danych lokusd.
Z obrazku je znatelné, Ze retroviry se integruji po celé délce genomu. Prevzato z Mitchell et al. (2004).
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3.2.3. Integracni preference retrovirl

Vyskyt integraci retrovird byl zpocdtku hodnocen hlavné vzhledem
k charakteristikdm genomovym (Obr. 2). Zde mlzZeme zaradit napf. integrace dovnitf i
vné transkripcénich jednotek (TU) a vzdalenost integrace od mist transkripcnich startQ
(TSS), transkripéni aktivitu TU ¢i CpG ostrovy, coZ jsou oblasti bohaté na CG dinukleotidy,
které byvaji Casto asociovany s TSS vétSiny lidskych TU (Bird, 1986). S postupnym
odhalovanim funkénich prvkl genomu vsak bylo mozné hodnotit i frekvence integraci
pobliz oblasti obohacenych o nejriznéjsi epigenetické znacky ¢i vazebnych mist pro
proteinové faktory. Pro takové typy studii bylo tfeba popsat velké mnoiZstvi mist
integraci. Integracni preference byly do soucasnosti dobre definovany hlavné pro HIV-1,
MLV, ASLV, jejichz vybér integracnich mist se statisticky lisi (Mitchell et al., 2004; Wu et
al.,, 2003). Hlavnim nositelem téchto odliSnych preferenci je virova IN. Dojde-li totiz
k vyméné genu pro IN mezi retroviry, ziskava retrovirus preferenci podle plvodu IN
(Lewinski et al., 2006). Roli integrazy v integracnich preferencich retrovirl potvrzuje i
zjiSténi, ze retroviry pribuzné podle sekvence IN maji podobné preference integrace

(Derse et al., 2007).

HIV-1 pro svou integraci preferuje oblasti aktivniho, rozvolnéného chromatinu
(Taganov et al., 2004) a preferencné se integruje do oblasti aktivnich TU a to po celé
jejich délce (Elleder et al.,, 2002; Mitchell et al., 2004; Schroder et al.,, 2002) a
nepreferuje tedy oblasti TSS ani CpG ostrovy. V TU je nalézdno okolo 70% provir HIV-1.
Fakt, Ze stejnou preferenci vykazoval HIV-1 i vptacdich burnkdch poukazuje na
konzervovanost faktor( ovliviiujicich vybér mista integrace. Doposud nebyla popsana
zadna vyrazna epigenetickd determinanta preferovana integraci HIV-1. Epigenetické
modifikace identifikované ve vyssi mife v misté integrace zahrnuji monometylaci lysinu 4
histonu H3 (H3K4mel) a acetylace histoni H3 a H4 (H3ac, H4ac), coz jsou znacky
aktivniho chromatinu (Santoni et al., 2010; Wang et al., 2007). Autoti Wang et al. (2007)
pak ve své studii poukazuji na preferenéni integraci HIV-1 do mist, ktera jsou okupovana
nukleozémy, a to zvlasté do velkych zlabk( nukleozomalni DNA. Mikroskopické techniky
pak urcily, Ze k integraci HIV-1 by mélo dochazet Castéji na periferii jddra (Albanese et

al., 2008; Di Primio et al., 2013).
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Pro MLV je charakteristicka integrace do blizkosti TSS aktivnich TU (Mitchell et al.,
2004; Wu et al., 2003). Do TU se integruje asi 40% provird a 20 - 30% provir MLV je
nalézano vtésné blizkosti TSS a CpG ostrov(. Castd je také integrace do blizkosti
vazebnych mist pro transkrip¢ni faktory (Felice et al., 2009). S timto faktem pak souvisi i
charakterizované epigenetické znaky nalézané v blizkosti provirh MLV. Témi jsou
trimetylace histonu H3 na lysinu 4 (H3K4me3), modifikace charakteristickd pravé pro
oblasti TSS a H3K4me1l (Santoni et al., 2010). Znakem pro preferenci byla i blizkost mista
vazby proteinu STAT1, ¢i pfitomnost RNA polymerdzy Il. Ve své prdci pak autofi Santoni
et al. (2010) pro MLV definovali integracni ,superznacku“ slozenou z modifikaci
H3K4me3, H3K4mel a acetylovaného histonu H3 na lysinu K9 (H3K9ac). V okoli této
,superznacky”, tedy alespon jedné ze zminénych histonovych modifikaci, se pak
nachazelo 75% provirG MLV. Okoli samotné H3K4me3 zahrnovalo néco pres 60%

provir(.

Oproti HIV-1 a MLV nevykazuje ASLV Zadnou vyraznou preferenci pro dosud
popisované charakteristiky a jeho integrace se tedy nejvice blizi integraci ndhodné
(Mitchell et al., 2004; Narezkina et al., 2004; Santoni et al., 2010).To plati jak v lidskych
burikdch, tak pro pfirozeného hostitele ASLV, ptaky (Barr et al., 2005; Reinisova et al.,
2008). Proviry ASLV byly nalézany v TU asi ve 40 - 57% integraci, coZ je jen o mdlo vyssi
pravdépodobnost, nez pravdépodobnost ndhodné integrace. Na rozdil od HIV-1 byla u

ASLV pozorovdna ucinnéjsi integrace do kompaktniho chromatinu (Taganov et al., 2004).

Integracni preference byly zjistovany i u dalSich retrovir(. Lidsky retrovirus
HTLV-1 vykazuje podobny vybér mista integrace jako ASLV sasi 46% provirQ
integrovanych vTU (Derse et al.,, 2007) srovnomérnou distribuci vTU bez vysSsi
preference k oblastem TSS a CpG ostrovim. Virus vyvolavajici tumory mlécné Zlazy u
mysi (MMTV) pak vykazuje integraci velmi blizkou integraci ndhodné (Faschinger et al.,

2008).

3.2.4. Bunécné faktory a cileni integrace
Mechanizmus nendhodného vybéru mista integrace retroviry neni jasny.

Predpoklada se vsak vliv bunécénych faktort pritomnych v PIC a interagujicich s IN.
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U HIV-1 byl identifikovan s IN interagujici bunécny rlstovy faktor odvozeny z
epitelu cocky/protein 75 (LEDGF/p75), ktery hrajeroli ve vstupu PIC do jadra
(Cherepanov et al., 2003; Maertens et al., 2003), integraci (Llano et al., 2006) a ovliviiuje
integraéni preferenci smérem k aktivnim TU, TU koregulovanych faktorem LEGF/p75 a
mistidm bohatym na nukleotidy AT (Ciuffi et al., 2006). LEDGF/p75 ovliviiuje integracni
preferenci nejspiSe pomoci ne plné specifického pritahovani (,tethering”) pravé
k mistdm aktivnich TU (Meehan et al., 2009) a vzorec tohoto pfitahovani lze ménit
modifikaci LEDGF/p75. Strukturdlni studie autord Eidahl et al. (2013) pak ukazala, Ze
LEDGF/p75 vykazuje vysokou vazebnou afinitu pro mononukleozémy, kterd je
zprostfedkovana hlavné interakci s trimetylovanym lysinem 36 histonu H3 (H3K36me3).
Tato znacka je charakteristicka pro vnitfni sekvence aktivnich TU. Zajimavosti viak je, Ze
v zadné ze studii zabyvajicich se integracnimi preferencemi HIV-1 nebyla H3K36me3
identifikovana jako znacka preferovanych mist integrace. DalSim faktorem ovliviiujicim
preferenci HIV-1 mlzZe byt bunécny histidinem bohaty protein 2 (HRP2), jehoZ funkce je
znatelnd hlavné v burikach s absenci LEDGF/p75 (Schrijvers et al., 2012; Wang et al.,
2012a).

Kromé pfipadu HIV-1 a LEDGF/p75 ¢i HRP2 nebyly identifikovany Zadné dalsi
faktory hrajici roli ve vybéru mista integrace retrovirl. Presny mechanizmus

nenahodnych integraci retrovir( je tak stale neznamy.
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Obrazek 2 Integraéni preference retrovird. Grafy predstavujici rizné preference pro vybér mista
integrace u vybranych retrovirC — HTLV-1, ASLV, ,foamy“ virus (FV), MLV, virus opi¢i ziskané
imunodeficience (SIV), HIV-1. Integrace jsou vyobrazeny proti ndhodné vygenerovanym mistlim v genomu.
A, procento provir(l integrovanych v rlznych vzdalenostech od TSS genl do vzdalenosti 10 kbp od TSS.
Zaporna hodnota znaci vzdalenost intergenovych integraci, pozitivni intragenovych. B, Integrace do 10 kbp
od CpG ostrovl. C, intragenové integrace podél cilenych genll z databaze RefSeq. Délky genu jsou
normalizovany a rozdéleny na 8 Casti (binl-bin8), pfiCemz binl znaci zacatek a bin8 konec genu. D,
Integrace do mist senzitivnich na stépeni DNazou |, kterd odpovidaji mistim rozvolnéného chromatinu bez
nukleozomu. E, Procentualni obsah dinukleotid( GC v okoli integraci. F, MnoZstvi gend identifikovanych ve
vzdalenosti 1 Mbp od mista integrace. Pfevzato a upraveno podle Derse et al. (2007).
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3.3. Exprese retrovirovych genti

Transkripce genu proviru je fizena z oblasti 5’LTR. Tato oblast, stejné jako 3'LTR,
je rozdélena na segmenty U3, R a U5, pficemz pro normadlni transkripci proviru je
nejdUlezitéjsi oblast U3 obsahujici promotor proviru, TSS a enhancery. Nachazi se zde
také cetnda mista vazby rlznych transkripénich faktorl, které mohou fungovat jako
aktivatory, ale i represory retrovirové exprese. Nékteré komplexni retroviry jako HIV-1 i
HTLV-1 kéduji vlastni transaktivatory transkripce. Ty musi byt v prvni fazi exprimovany
z proviru. Vazbou na regulacni sekvence proviru pak v druhé fazi provirové exprese

zesiluji transkripci z provirového promotoru.

Retroviry jsou €asto cilem transkripcni represe. A praveé represe neboli uml¢ovani
retrovirové transkripce je zplsob, jakym se buriky mohou branit mnozZeni jiz
integrovaného proviru. Takovy zpUsob restrikce je charakteristicky napf. pro umléovani
endogennich retrovirl pfi embryondlnim vyvoji (prehledné v ¢lanku Rowe a Trono,
2011). Umlcovani retrovirové exprese je pri¢inou pritomnosti latentniho rezervoaru u
pacientU infikovanych HIV-1 podstupujicich antiretrovirovou terapii. Po vysazeni terapie
mulze dojit k opétovnému Siteni viru z latentniho rezervoaru. Latence HIV-1 je tak
prekazkou pro uplné vyléceni pacientl a zpUsoby reaktivace umléenych provirli a mozné
eradikace infikovanych bunék jsou v soucasnosti intenzivné studovany. Souhrn faktor(
zodpovédnych za latenci HIV-1 a moZna reSeni toho problému lze nalézt v souhrnném
¢lanku autor( Shirakawa et al. (2013). Umlcovani proviru je také problémem pro
retrovirové vektory, které byvaji vyuzivany hlavné za uUcelem dlouhodobé exprese

transgend.

Kromé latence HIV-1 jsou dalSimi modely pro studium umléovani provirové
exprese MLV v embryonalnich kmenovych burikach &i ASLV v burkach lidskych. V obou
pfipadech dochazi k u¢innému umlcovani exprese provird. Zatimco MLV pUlsobi jako
model pro restrikci exprese retrovirli v kmenovych burkach, je umléovani ASLV v savcich

burikdch vysledkem obrany jiz diferencovanych, pro ASLV nepermisivnich bunék.
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3.3.1. Bunécné faktory a umlcovani retrovirové transkripce

Umlcovani exprese retrovir je déj, ktery mlze probihat na Urovni peri- Ci
postintegracni. Je otdzkou, jak jsou faktory odpovédné za umlceni exprese retrovirovych
genl k proviru pfitahovany. Jednou z moznosti je restrikce pomoci transkripénich
faktor(l, at uz se jednd o absenci aktivator( ¢i pfitomnost represort. Samotna oblast
5’LTR obsahuje sekvence pro fadu takovych faktord (Obr. 3A). U HIV-1 byly
identifikovany faktory vazici se do oblasti 5’LTR, které pfispivaji k nastoleni latence HIV-1
skrze pfitahovani histonovych deacetylaz (HDAC, Obr. 3B) (Coull et al., 2000; He and
Margolis, 2002; Jiang et al., 2007; Williams et al., 2006). Mezi tyto faktory patfi proteiny
YY1, NF-kB p50, Sp1 ¢i c-Myc. Nové identifikovanym faktorem pro ustanoveni latentni
infekce je vazebné misto pro transkripéni faktor AP-1 pritomné v oblasti 5’LTR (Duverger
et al., 2013). Stav tohoto vazebného mista pak koreluje se schopnosti viru nastolit
latentni infekci. Jako duleZité transkripéni aktivatory HIV-1 byly identifikovdany NF-kB a
NF-AT. Tyto faktory se ve své aktivni formé vyskytuji v aktivovanych T-bunkach a naopak
chybi v klidovych T-burikach, které predstavuji rezervoar latentnich provirl HIV-1. Nové
vSak bylo ukdzano, Ze latentni proviry se vyskytuji i v aktivovanych T-burkach a zZe tyto
proviry (nebo alespori ¢ast z nich) mohou byt aktivovdny kontaktem T-bunék
s dendritickymi burikami (van der Sluis et al., 2013). Lze tedy predpokladat, zZe k aktivaci

umlceného proviru HIV-1 muzZe byt potieba vic, nez doposud zndmé faktory.

Dulezitou roli v ustanoveni latence HIV-1 hraje umisténi nukleozéma v okoli TSS
proviru (Obr. 3A). Hlavni je pak umisténi nukleozdému nuc-1, ktery je u neaktivnich
provir( umistén tésné za TSS proviru ve sméru transkripce (van Lint et al., 1996; Verdin
et al., 1993). Odstranéni tohoto nukleozému je spojeno s acetylaci okoli TSS (inhibici
HDAC) a hlavné s ¢innosti chromatin remodelaéniho komplexu BAF, ktery udrZuje nuc-1
v pozici branici transkripci proviru (Rafati et al., 2011). Odstranéni tohoto represivniho
SWI/SNF chromatin remodelaéniho komplexu zplsobuje retrovirovy transaktivator Tat,
ktery do oblasti TSS prindsi fadu aktivacnich faktor a komplex( véetné histon acetyldzy
p300 a aktivacéniho chromatin remodelaéniho SWI/SNF komplexu PBAF, jejichZ ¢innosti
dochazi k posunu nuc-1 a uvolnéni transkripéniho startu. Tyto poznatky poukazuji na
dileZitou roli acetylace, respektive deacetylace histonl v transkripénim umlcovani

HIV-1. Jinou epigenetickou modifikaci, ktera udrzuje HIV-1 v umléeném stavu je také
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metylace DNA (Bednarik et al.,, 1990). Predpoklada se, Ze tato modifikace hraje roli
epigenetického zamku, ktery provirus uzavie v umléeném stavu a znesnadnuje tak jeho

reaktivaci (Blazkova et al., 2009).

Jinym prikladem specifického rozezndvani retrovirové sekvence aparatem burky
je umlcovani exprese MLV v mySich embryonalnich kmenovych burikach. Pro toto velmi
ucinné umlcovani je dllezitd oblast vazby prolinové tRNA, tedy pro primer vazebné
misto (PBS). Tato sekvence je specificky rozeznavand DNA vazebnym, sekvencné
specifickym proteinem ZFP809 (Wolf and Goff, 2009), ktery k provirGm pftinasi
transkripéni korepresor TRIM28 (Wolf and Goff, 2007). Zamezenim exprese obou téchto
faktord, stejné jako zaménou prolinové PBS za PBS pro jinou tRNA, dochazi k naruseni
umlcovani exprese MLV. Tyto faktory pak umléuji expresi také HTLV-1, ktery obsahuje
PBS pro prolinovou tRNA. Tento velmi specificky aparat ma buriky nejspiSe ochrarovat
pred nechténou integraci exogennich ¢i endogennich retrovirl v ¢asnych vyvojovych
stddiich embrya. Pro umlcovani retrovirli v kmenovych burikdch ovsem existuji i jiné
mechanizmy, které jsou spolecné pro ostatni systémy Citajici rGzné typy bunék a
retrovirl. Tyto mechanizmy také velmi ucinné umlcuji proviry v kmenovych burikach a
udrzuji proviry ve stavu represe i po diferenciaci kmenovych bunék. Pro tuto represivni
»pamét” je nejvhodnéjsim kandidatem metylace DNA. Bylo vsak zjisténo, Ze k umlcovani
a ,zapamatovani” umléeni dochazi i v nepfitomnosti de novo metytransferdz DNMT3a a
DNMT3b (Yao et al., 2004). Yao et al. (2004) navic poukazali na fakt, Ze umlceni exprese
provir(, které davaji vznik populacim aktivnich i umléenych provirli, nemusi byt
v kmenovych burikach stalé, ale Ze provirus mize oscilovat mezi aktivnim a umléenym

stavem.

Dalsi mozZnosti, jak zacilit represivni faktory na integrovany provirus, je vazba
bunéénych faktord na PIC a jejich zanaSeni do mista integrace. Vazba represivnich
faktord na PIC by tak dovolovala oznadeni proviru jesté pred jeho integraci do
hostitelského genomu. Takovyto mechanizmus je navrzen pro umléovani ASLV v savcich
burikdch. Greger et al. (2005) identifikovali Daxx jako bunéény protein interagujici s IN
ASLV ihned po infekci. Role Daxx proteinu pak nejspiSe spociva v pritahovani HDAC a
DNMT k proviru, ¢imz jako adaptér zajistuje umlcovani ASLV (Greger et al., 2005;
Poleshko et al.,, 2008; Shalginskikh et al., 2013). Roli DNMT, zvlasté pak DNMT3a a
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DNMT3b v umléovani exprese ASLV v lidskych burikdch potvrzuje i studie autor( Senigl
et al. (2012). Z vysledk této prace ale zaroven vyplyva fakt, ze DNMT3a a DNMT3b jsou
jen jednim z ¢lankd umléovacich mechanizmd buriiky a umiéovani exprese ASLV je
zprostredkovavana i jinymi, na DNMT nezavislymi mechanizmy. Bylo také pozorovano
zvySeni exprese Daxx pfi infekci ASLV, coZ potvrzuje antivirovou aktivitu tohoto proteinu.
Podobné jako u ASLV byla popsana interakce s IN a moznd role v umlCovani exprese
proviru u HIV-1 (Huang et al., 2008). Jednim z prvnich popsanych bunéénych komplex
interagujicich s IN HIV-1 vsak byl chromatin remodelacni komplex SWI/SNF (Kalpana et
al.,, 1994; Lesbats et al.,, 2011). Pfedpokladand funkce této interakce je v usnadnéni
integrace do chromatinu. Avsak role téchto komplex(i v uml¢ovani provirové exprese
a udrzovani provir(l v latentnim stavu (Boese et al., 2009; Rafati et al., 2011) poukazuje
na mozné cileni SWI/SNF komplexi do mista integrace pomoci interakce sIN s cilem

blokovat expresi HIV-1.

Jak je vidét, za umlCovani retrovir( stoji fada faktord a mechanizmi a umlcovani
retrovirové exprese jesté stale neni vyrfeSenou otdzkou. Spoleénym jmenovatelem vyse
zminénych mechanizm@ umléovani retrovirl vSak byva epigenetickd modifikace proviru
(Obr. 4). Vyrazné je zvlasté pritahovani HDAC k integrovanému proviru. Pritomnost
HDAC by pak méla vést k deacetylaci histonl a umoznovat tak epigenetické uzavreni
proviru v heterochromatinu, na jehoz pomysiném vrcholu je metylace DNA uzamykajici
provirus v inaktivnim stavu. Fakt, Ze DNA metylace nebyva vidy nutnd pro umléeni
proviru, napovidd, Ze tato epigenetickd modifikace nejspiSe nebude prvnim krokem
k uml¢ovani proviru. Samotny déj uml¢ovani provirové exprese a to, kterd modifikace jej

bude iniciovat, pak bude pravdépodobné zaviset na souhfe vice faktora.
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Obrazek 3. Bunécné faktory a transkripce proviru. A, stavba 5’LTR oblasti HIV-1. Je oznaceno TSS
proviru, umisténi nukleozomd okolo TSS a mista vazby pro transkripcni faktory uvnitf LTR. PFi zobrazeni
nukleozomu je zvyraznén nuc-1, ktery v této pozici brani transkripci proviru. NRE - negativni regulacni
element, TAR - Tat vazebné misto. Pfevzato a upraveno podle Demonté et al. (2004). B, funkce nékterych
bunécénych faktorl a komplex( pfi umlcovani a reaktivaci exprese HIV-1. Zdlraznény jsou zde role HDAC a
DNA metylace (Cerna lizatka). Aktivacni latky jsou TNF-a - tumor nekrotizujici faktor o, Aza-CdR - 5-aza-2-
deoxycytidine, inhibitor DNA metyl transferaz. Pfevzato a upraveno podle Kauder et al. (2009).
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Obrazek 4. Epigenetické faktory a umlcovani exprese retroviri. Modely zobrazujici souhru
histonovych modifikaci a metylace DNA pfi uml¢ovani exprese integrovaného proviru u ASLV a HIV-1. A,
model souhry faktord, které nejspise hraji roli pti uml¢ovani ASLV v lidskych burikach. Pfevzato a upraveno
prodle Poleshko et al. (2010). B, model uzamceni HIV-1 v umléeném stavu pomoci metylace DNA. Modry
obdélnik znazorfiuje oblast 5’LTR, Cerna lizatka zobrazuji metylovanou DNA, prazna lizatka zobrazuji
nemetylované CpG dinukleotidy. Zvyraznén je nuc-1, ktery byva je pfi umlceném stavu umistén tésné za
transkripénim startem HIV-1 a brani tak expresi proviru. DNMT — de novo metyltransferazy, HDAC — histon
deacetylazy, HAT — histon acetyltransferaza. Pfevzato a upraveno podle Blazkova et al. (2009).
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3.3.2. Vliv mista integrace na expresi retrovirti

Jednotlivé proviry vykazuji z pohledu exprese velmi heterogenni populaci. Za tuto
variabilitu je zodpovédny charakter mista integrace proviru. Ackoliv je tento fakt obecné
pfijiman, neni doposud Uplné jasné, jakym zplUsobem urcuje misto integrace expresni
stav proviru a jakd mista jsou charakteristicka pro urcitou hladinu ¢i stabilitu provirové

exprese.

Na heterogennost bazdalni exprese HIV-1 poukazovala studie autor(i Jordan et al.
(2001). Tito autofi ukazali, Ze jednotlivé proviry vykazuji rdznou miru exprese a Ze
variabilita exprese je stirdana expresi virového Tat proteinu, ktery funguje jako
transaktivator. Umléené proviry HIV-1, které bylo moiné in vitro reaktivovat, se ve
zvySené mire vyskytovaly v oblastech repetic alfa charakteristickych napf. pro
centromerické oblasti, v oblastech chudych na geny a v oblastech vysoce aktivnich TU,
kde byly ¢asto nalézény proviry se shodnou orientaci transkripce s transkripci TU (Jordan
et al.,, 2003; Lewinski et al., 2005; Shan et al.,, 2011). Posledni ze jmenovanych
charakteristik je pomérné prekvapivd a poukazuje na vyznamny vliv transkripéni
interference, kdy vysokd aktivita transkripce TU brani uc¢inné transkripci proviru. Tyto
vysledky byly ziskdny pfevainé na klidovych CD4" T-burfkach, které se zdaji byt
vyznamnym rezervodrem latentnich provir(l. van der Sluis et al. (2013) vSak recentné
ukazuji, Ze latentni proviry se nachazeji také v aktivovanych T-bunkach. Tyto proviry tedy
neodpovidaji na aktivovany stav T-bunék a umléeni jejich exprese je nejspiSe ustanoveno
ihned po integraci do mist podporujicich umlceny stav provirll. Expresné stabilni proviry
HIV-1 jsou pak podle autord Lewinski et al. (2005) integrovany do stfedné aktivnich TU a

do mensich intergenovych oblasti, které jsou vsak bohaté na CpG ostrovy.

Vztah transkripéniho stavu proviru a mista integrace byl studovan také na
modelu ASLV. Tento ptaci retrovirus totiz vykazuje nahodnéjsi distribuci integrace a
méné stabilni expresi hlavné pfi infekci savcich, pro ASLV nepermisivnich bunék. Proviry
indukujici naddory u kurat a disponujici tedy dlouhodobou expresi onkogenu v-src
vykazovaly nendhodné rozlozZeni integraci do oblasti TU exprimovanych ve stfednich
hladindch v Sirokém souboru tkani (Plachy et al.,, 2010). Detailnéjsi pohled na vliv
integraéniho mista na expresi proviru pak pfinesla prace autorl Senigl et al. (2012)

vyuzivajici prdvé modelu integrace a exprese ASLV v lidskych bunkach. Tato prace
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definovala model, kdy proviry integrované do TU jsou umléovany mechanizmem
zavislym na DNMT a tedy metylaci DNA, zatimco proviry mimo TU jsou umléovany i
v nepfitomnosti DNMT. Stabilné exprimujici proviry necitlivé na pritomnost DNMT pak
byly nalezeny vyhradné uvnitf TU, v blizkosti TSS, CpG ostrovl a v oblastech bohatych na
H3K4me3 (Obr. 5). Tento model tedy predpoklada, Ze proviry integrované mimo tyto
oblasti budou velmi nachylné k umlcovani jejich exprese. Je vSak otazkou, zda takovyto

model bude platit i pro jiné retroviry.

Recentné byla publikovana data o zavislosti expresni aktivity HTLV-1 na misté
integrace v lidském genomu (Melamed et al.,, 2013). Vysledky této prace naznacuji
mozny podil transkripéni interference na umlcovani exprese provirli integrovanych
uvnitt TU a zavislost aktivity provirl integrovanych mimo TU na orientaci blizkych TU.
Prace popisuje i vztah exprese a vyskytu mist pro vazbu nékterych transkripénich
faktor(i. Pfitomnost STAT1 pobliz 5'LTR proviru tak byla asociovana s vyssi expresi

proviru, zatimco pritomnost faktoru BRG-1 asociuje spiSe s umléenymi proviry.

Funkéni charakteristiky mista integrace maji dominantni vliv na expresni aktivitu
jednotlivych provirl, coZ potvrzuji dosud publikované vysledky. Z téch zatim vyplyva, ze
existuje mnoho mist, kde je integrovany virus umlcen, zatimco pro udrzeni transkripcni
aktivity proviru budou potreba vice specifické podminky v misté integrace. Sklon
k umlceni ¢i stabilni aktivité proviru pak bude zalezet na typu retroviru a infikovanych
bunék. Integrace do aktivnich TU pak nemusi znamenat stabilni expresi proviru, ale
naopak mize znamenat potize ve formé transkripc¢ni interference, jak bylo ukazano pro
HIV-1 a HTLV-1. Naopak oblasti TSS aktivnich TU, které byvaji preferovany napf. MLV,
mohou nejspiSe poskytovat ochranu pred umléenim transkripce i pfi infekci

nepermisivnich hostitell (ASLV v lidskych burikach).
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Obrazek 5. Model zavislosti exprese proviru na misté integrace. A, poloha integrovanych provirt
ASLV v genomu lidskych bunék. Integrace jsou znazornény vzhledem k poloze vTU (dlouhé usecky) a
vintergenovych oblastech (krdtkd Usecka napravo). Modfe je znazornéna oblast vyskytu H3K4me3.
Stabilné exprimované proviry se nalézaji vyhradné pobliZ transkripnim startdm a v oblastech bohatych na
H3K4me3. Nestabilni proviry jsou pak rozmistény v rliznych vzdalenostech od transkripéniho startu a
v intergenovych oblastech. Cervené jsou znazornény proviry, jejich? transkripce probiha proti transkripci
TU. B, Model zavislosti integrace a exprese ASLV v lidskych bunkach. Stabilni proviry jsou integrovany
uvnité TU, v oblastech H3K4me3. Podminéné stabilni proviry umlcované plisobenim DNMT3a ¢i DNMT3b
jsou integrovany do TU ale mimo oblasti H3K4me3. Nestabilni proviry jsou integrovany mimo TU a jsou
umléovany i v nepfitomnosti DNMT3a a DNMT3b. Pfevzato a upraveno z Senigl et al. (2012). DNMT - de
novo metyltransferdzy, H3K4me3 — trimetylace lysinu 4 histonu H3, GFP — zeleny fluorescencni protein.
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3.4. Vyutiti retrovirli — retrovirové vektory

Retroviry diky své vlastnosti integrovat svou genetickou informaci do genomu
hostitele a zajistit tak jeji pfenos do dalSich generaci bunék nachdazeji vyuziti ve formeé
retrovirovych vektor(. Ty byvaji vyuzZivany hlavné pfi transdukci cizorodych genl do
bunék za cilem dosahnout stabilni exprese transgenu at uz jde o bunécné kultury, tvorbu
trangennich zvirat ¢i genovou teprapii geneticky podminénych chorob. Prvni pokusy o
genovou terapii pomoci retrovirovych vektord vyuZivajici gamaretrovirové vektory viak
poukazaly na nebezpedi pouZivani téchto vektorl. Pri jinak Uspésné genové terapii 10
pacientU trpicich X-vdzanou kombinovanou imunodeficienci (X-SCID) totiZ doSlo u dvou
pacientd k vyvoji leukemie T bunék (Hacein-Bey-Abina et al., 2003a). Klonalni proliferace
T bunék byla zplsobena integraci gamaretrovirového vektoru do blizkosti TSS
protoonkogenu LMO2 a kjeho aktivaci (Hacein-Bey-Abina et al., 2003b). DalSim
z nedostatkl retrovirovych vektor(l je také umlcovani jejich exprese po integraci do
genomu. Cilem vyvoje retrovirovych vektorl je tak odstranéni téchto nedostatkl a
zajisténi bezpecné integrace a zaroven stabilizace exprese retrovird. Ackoliv se stéle
nepodafilo dosahnout jejich dokonalosti, byly jiz nékolikrat Uspésné vyuZity k vyléceni
pacientl s dédicnymi chorobami, jako jsou dédicné formy imunodeficience, PB-
thalasemie (Cavazzana-Calvo et al., 2010) ¢i Wiskottova Aldrichova syndromu (Boztug et
al.,, 2010), a jsou vyuZivdany pro genetickou manipulaci imunitnich bunék pro
imunoterapii. Prace na vylepseni vlastnosti téchto vektorl tedy maji potencial pro vyvoj

vektoru pro pfipravy trasgennich Zivocich( a genovou terapii.

Pfedpoklad, Ze retrovirova exprese je zavislda na misté integrace, navozuje
myslenku vyuzit retrovirové vektory jako sondy pro funkéni genomiku. Gierman et al.
(2007) takto vyutzili lentivirovy vektor jako expresni sondu. Integrovany provirus pak
vykazoval hladinu exprese podle expresni aktivity TU vykazujicich uréitou podobnou
hladinu transkripce. Autofi tak mohli vytvofit zavéry o ,doménové” regulaci exprese

jednotlivych TU na transkripéni Grovni, ktera je nejspisSe spole¢na pro TU dané oblasti.
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3.4.1. Modifikace retrovirovych vektort

Vyvoj v konstrukci retrovirovych vektor( je v soufasnosti sméfovan hlavné ke
stabilizaci exprese. Stabilizace provirové exprese je provadéna vkladanim regulacnich
elementl do sekvence proviru. Casto vyuzivanymi elementy byvaji endogenni enhancery
a inzulatory, které by mély expresi proviru zesilovat ¢i izolovat od vlivu okolniho
chromatinu (Emery et al.,, 2000; Groth and Emery, 2010; Miccio et al., 2011).
Retrovirovou expresi také stabilizovalo vloZzeni CpG ostrovi ¢i jejich ¢asti (Obr. 6) jak u
lentivirovych vektorl (Brendel et al., 2012), tak i u ASLV pfi infekci nepermisivnich
savéich bunék (Hejnar et al., 2001; Macho et al., 1998; Senigl et al., 2008). Brendel et al.
(2012) ukazali, Ze tzv. element AU2COE odvozeny od CpG ostrova nejen zesiluje expresi
vnaseného genu, ale navic zachovadvd expresni specifitu tkanové specifického
promotoru. Nevyhodou toho elementu vsak je, Ze obsahuje i dva opacné orientované
transkripc¢ni starty endogennich TU, jejichz exprese je CpG ostrovem fizena. Toto mlze
vést ke vzniku transkriptl zacinajicich z TSS uvnitf CpG ostrova a obsahujicich bud
vloZeny gen, nebo LTR spolu se sekvenci pfiléhajici k proviru. Senigl et al. (2008) naopak
vyuzivaji pouze malou ¢ast CpG ostrova, ktery obsahuje vazebnd mista pro Sp1, faktoru,

ktery je nejspiSe zodpovédny za stabilizaci exprese proviru (Obr. 6).

Retrovirové vektory jsou také Casto vyuzivany ve formé vektor( s inaktivovanym
vlastnim TSS (SIN). Tyto vektory nesou deleci v U3 oblasti LTR, ve které se vyskytuje
promotor, a provirus tak byva transkripcné defektni. Do vektoru pak byva vloZen jiny
promotor, ktery mize byt i specificky pro urcitou tkan. Takto Ize tedy konstruovat
vektory se silnéjsi, ¢i tkanové specifickou expresi. Nevyhodou toho postupu muze byt

snizeni kapacity vektoru vloZzenym promotorem.

Na rozdil od stabilizace transkripce, nebylo zatim dosazeno Uplného cileni
inegrace vektorl. Bylo zjiSténo, Ze integracni preference retroviru Ize modifikovat budto
zaménou IN za IN jiného retroviru, ¢i modifikaci bunécnych interakénich partner IN
(Gijsbers et al., 2010). Posun v otdzce mistné cilené integrace retrovirll by vsak mohl
znamenat objev definovatelnych, mistné specifickych endonukledz (endonukledzy se

zinkovymi prsty ¢i nové technologie TALEN).
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Obrazek 6. Stabilizace exprese retrovirového vektoru. Exprese retrovirového vektoru
odvozeného od ASLV je stabilizovana pomoci vloZzeni kratkého Useku DNA z CpG ostrova. A) zaznam
exprese vektoru po infekci savéich bunék. Rlzna stabilita exprese je zpUsobena vlivem mist integrace. B)
exprese modifikovaného vektoru po infekci sav¢ich bunék. Vlozeny CpG ostrov blokuje vliv mista integrace
proviru a stabilizuje tak expresi vektoru. Pfevzato a upraveno z Senigl et al. (2008).

3.4.2. Distribuce histonovych modifikaci a transkripcni aktivita genomu

V predeslych kapitoldch byly epigenetické modifikace ¢asto zminovany
v souvislosti s transkripénim stavem provirll. Epigenetické modifikace jsou obecné
dlleZitou soucasti mnoha regulacnich kaskad ovliviujici déje na urovni genomu — od
reparace DNA azZ po definici riznych transkripénich stavi chromatinu. Na drovni DNA je
dileZitou epigenetickou modifikaci metylace DNA, ktera ma na transkripci represivni
ucinky. Na Urovni histonu, bazickych DNA vazebnych protein(, jejichz N-konec byva
¢asto cilem posttranslacnich modifikaci, ma jasnou roli v regulaci transkripce acetylace
histon(, kterda umoznuje rozvolnéni chromatinu a podporuje tak aktivni stav chromatinu.
Metylace histond ma na rozdil od acetylace rizné funkce a zalezi na typu histonu a na
aminokyseliné, ktera je metylovdna (trimetylace lysinu 4 histonu H3 se oznacuje jako
H3K4me3). Jak se vsak ukazuje, distribuce a kombinace pritomnosti rlizné metylovanych

histon( definuje funkéni stav chromatinu (Zhou et al., 2011).

Aktivni stav oblasti TSS a regulacnich oblasti genomu oznacuji rizné metylacni
stavy H3K4. H3K4me2 a H3K4me3 jsou pfitomny v promotorovych a 5‘ transkribovanych
oblastech aktivnich TU (Schneider et al., 2004). Zatimco hladina H3K4me2 klesa
s metylaci DNA (Okitsu and Hsieh, 2007), hladina H3K4me3 pozitivné koreluje s
transkrip¢ni aktivitou TU. Pfitomnost H3K4me2 v okoli aktivnich TSS ma nejspise
represivni funkci, kdy pritahovanim HDAC zabranfuje protismérné transkripci

nekddujicich RNA v okoli TSS aktivnich TU (Kim et al., 2012). H3K4me1 je histonovou
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modifikaci charakteristickou pro oblasti enhacerd (Barski et al., 2007; Heintzman et al.,
2007). H3K4mel se také objevuje v okoli TSS dale za témito oblastmi, zatimco H3K4me3
se ve zvySené mire v oblastech enhancer( nevyskytuje. V 5‘ oblastech TU ve sméru

transkripce tedy metylaéni stav H3K4 postupné klesa.

Pro vnitini oblasti transkripéné aktivnich TU je charakteristicka pfitomnost vysoké
hladiny H3K36me3, H3K79me2 a H4K20me1l (Barski et al., 2007; Li et al., 2007). Hladina
H3K36me3 ve sméru transkripce podél TU stoupd, zatimco hladiny H3K79me2 a
H4K20me1l se zvysuji za TSS uvnitf TU a po dosazeni maxima opét ve sméru transkripce
klesaji. H3K36me3 ma represivni roli, nebot pritahuje HDAC, jejichZ plsobenim dochazi
ke zpomaleni vymény nukleozém( v transkribované oblasti a zamezovani vzniku
kryptické transkripce (Venkatesh et al., 2012). H3K36me3 je také substratem pro vazbu
DNMT3a, ¢imz zplsobuje metylaci DNA uvnitf transkripéné aktivnich TU. H3K79me2 a
H4K20me1l pravdépodobné hraji roli pfi elongaci transkripce (Nguyen and Zhang, 2011;
Vavouri and Lehner, 2012), jejich pfesna funkce vSak neni znama. Vysoka hladina
H4K20mel byla napf. asociovana s vysoce aktivnimi TU, jejichz TSS jsou fizeny CpG
ostrovy. Dalsi metylacni stavy H4K20 byvaji nachazeny v heterochromatinu, v aktivnich

TU vSak byva nachdzena pouze H4K20mel.

Metylace histond muzZe mit i represivni vliv na transkripci. H3K9me3 a H3K27me3
jsou histonové znacky pritomné v oblastech heterochromatinu. Jejich pritomnost

v oblasti TSS znaci umlceni transkripce TU (Barski et al., 2007).
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Obrazek 7. Distribuce histonovych modifikaci a transkripce. Zobrazeny jsou funkéni genomové
elementy a pfitomnost nejcastéji se vyskytujicich histonovych modifikaci, které definuji stav téchto
elementd. Zobrazeny jsou TU (Exon, Intron, Exon), enhancer a inzuldtor. U enhanceru a inzuldtoru jsou

zobrazeny proteiny, které se do téchto oblasti ¢asto vazou (p300, CTCF). RNAPII — RNA polymeraza Il.

Pfevzato a upraveno z Heintzman et al. (2007).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Pokusny material
4.1.1. Bunécné linie — specifika a kultivace

AviPack
AviPack je ptaci bunécnd linie vytvorend pro tvorbu infekénich ¢astic
retrovirovych vektord. Jde o upravenou bunécnou linii DF-1 stabilné exprimujici geny

gag, pol a env ASLV (Plachy et al., 2010).

Buniky byly kultivovdny v médiu DMEM (Sigma) s 4% teleciho séra (CS), 3%
fetdIniho teleciho séra (FCS), 1% kuteciho séra (KS) a antibiotiky (penicilin/streptomycin,
100 mg/ml kazdého) v atmosfére s obsahem 3% CO, pfi teploté 37°C. Pasaz bunék byla
provadéna kazdy 2. - 3. den. Pfi pasazi byly buriky oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS) a
enzymaticky rozvolnény (trypsin + EDTA, Invitrogen). PUsobeni trypsinu bylo zastaveno

pfidanim kultivaéniho media.

HEK293

HEK293 je nenddorova lidska bunécénd linie odvozena z bunék ledvin embrya
(Human Embryonal Kidney). Jde o adherentni lidské buriky. Tyto buriky byly zprvu
vybrany vzhledem k jejich nenadorovému plvodu. Tato bunécéna linie byla prvni volbou

pro experimentalni préci, pozdéji vsak byla nahrazena linii K562.

Bunky byly kultivovany na miskach potazenych poly-L-lysinem (1 mg/ml v H,0).
Kultivacni médium se sklddda zDMEM, 5% CS, 5% FCS a smési antibiotik
penicilin/streptomycin, 100 mg/ml kazdého). Kultivace probihala v atmosfére s obsahem
3% CO; pfi teploté 37°C. Pasaz bunék byla provadéna kazdy 2. - 3. den (postup stejny,
jako u AviPack).

K562

K562 je lidska bunécna linie myeloidniho typu. Jde o bunéénou kulturu
odvozenou od krevnich bunék pacientky s chronickou myeloidni leukemii v blastické
krizi. Buriky linie K562 jsou kulaté a suspenzni. Tato bunécéna linie byla vybrana z davodu

snadné kultivace pfi velkém mnozstvi bunécnych klond a dostupnosti velkého mnozstvi
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informaci v genomovych databazich (ucsc Genome Bioinformatics,
http://genome.ucsc.edu/). Na linii K562 byla provedena vétSina z prezentovanych

experiment(.

Bunky byly kultivovany v médiu RPMI 1640 (Sigma) s 5% FCS, 5% CS a antibiotiky
penicilin/streptomycin, 100 mg/ml kazdého) v atmosfére s obsahem 5 % CO; pfi teploté

37°C. Pasaz bunék byla provadéna kazdy 2. - 3. den.
4.1.2. Retrovirové vektory

AG3

Retrovirovy vektor AG3 je replikacné defektni vektor odvozeny od ptaciho
retroviru ASLV (Senigl et al., 2012). Vektor kromé obou LTR a enkapsidaéniho signalu ()
ASLV kdéduje stabilizovany zeleny fluorescencni protein (EGFP), jehoZ exprese je fizena

z provirového promotoru v 5 LTR (Obr. 8A).

LTR-Tat-GFP

Vektor LTR-Tat-GFP je replikacné defektni lentivirovy vektor odvozeny od
lidského viru HIV-1. Vektor obsahuje obé oblasti LTR, oblast vazby Tat proteinu (TAR),
virovy transkripcni faktor Tat a EGFP (Obr. 8B). Transkripce obou genu je pod kontrolou
promotoru v 5° LTR HIV-1. Translace GFP je fizena z vnitfniho mista pro nasedani

ribozdmu (IRES). Vektor byl vyvinut v laboratofi Dr. Verdina (Jordan et al., 2001).

A
B

IRES

Obrazek 8. Pouzité retrovirové vektory. A) retrovirovy vektor AG3 odvozeny od ASLV. B)
retrovirovy vektor LTR-Tat-GFP odvozeny od HIV-1. Vektory jsou znazornény ve formé provir(. Sipka
ukazuje smér transkripce, kterd je iniciovana v oblasti 5’LT. LTR — dlouhd koncova repetice, EGFP —
stabilizovany zeleny flurescencni protein, Tat — transaktivator transkripce, IRES — vnitfni misto pro
nasedani ribozému.
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4.1.3. Plazmidy

pAG3
pAG3 je plazmid pouZity pro produkci AG3 vektoru. Pfiprava a popis celého

plazmidu je popsdna v praci Senigl et al., 2012.

pHIV-1-TG

pHIV-1-TG je 7 kbp dlouhy plazmid pouzity pro produkci LTR-Tat-GFP vektoru.
Plazmid byl vytvorfen F. Seniglem v Laboratofi virové a bunééné genetiky UMG AV CR.
Genom vektoru byl amplifikovdn z integrovaného proviru bunééné linie H12 poskytnuté

laboratofti Dr. Verdina a nasledné vloZzen do vektoru pGEM®-T Easy (Promega).

pVSV-G
pVSV-G je 6,5 kbp dlouhy plazmid pouzity pro pseudotypizaci retrovirovych
vektord. Plazmid nese obalovy protein G viru vezikuldrni stomatitidy (VSV-G) pod

kontrolou promotoru cytomegalovu.

pMD2.G, psPAX2

pMD2.G (Addgene plasmid 12259) a psPAX2 (Addgene plasmid 12260) jsou
plazmidy vytvorené v laboratofi prof. Trono a vyuZivané pro produkci lentivirovych
vektord druhé generace. Plazmid pMD2.G nese obalovy glykoprotein VSV-G, zatimco
plazmid psPAX2 nese lentivirové geny (gag, pol, rev) potiebné pro produkci infekénich

partikuli.

4.1.4. Roztoky
50x TAE
121, 1 g Tris Base (2 M), 50 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (50 mM), 28 ml kyseliny

octové (5,6%).

T10 Eo1
1 ml 1 M Tris pH 7,6 (10 mM), 20 ml 0,5 M EDTA pH 8 (0,1 mM)
Lyzacni pufr

0,5 M EDTA pH 8,0, 10% SDS, H,0 v poméru 5:1:4.
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2x HBS

NaCl 820 mg, Na,HPO,4 11 mg, HEPES 595 mg, H,0 ad 50 ml; pH 7,1.

4.2. Strategie a organizace pokusu

Ptiprava retrovirovych vektor( a infekce

Transfekce plazmid( do kureci bunécné linie AviPack, sbér, koncentrovani a

zamrazeni virové suspenze.

Infekce lidské bunécné linie retrovirovymi vektory o nizké multiplicité infekce
(MOI). Tato infekce by méla zvysSit pravdépodobnost integrace maximalné

jednoho proviru na buriku.

Selekce bunécnych klonu a stanoveni expresnich profil(i (Obr. 9A)

Identifi

Selekce a vytvofeni klond bunék pozitivnich na expresi GFP (GFP* buriky) pomoci
fluorescenéné aktivované bunééné separace (FACS). Separace populaci GFP”

bunék ¢i bunék negativnich na expresi GFP (GFP™ buriky) kratce po infekci.

Stanoveni dlouhodobych expresnich profild jednotlivych bunéénych klont
pomoci pratokové cytometrie a identifikace klon( vykazujicich stabilni expresi

GFP.

Selekce GFP™ bunék u vybranych klonl se zndmym expresnim profilem a analyza

vyskytu GFP* bun&k pomoci pritokové cytometrie.
kace a analyza integra¢nich mist (Obr. 9B)

Izolace genomové DNA vybranych klonl. Amplifikace integracniho mista pomoci

splinkerette PCR a urceni sekvence pfiléhajici k 5‘'LTR proviru.

Ziskani kontrolnich souborid integra¢nich mist odpovidajicich neselektovanym
provirim integracni preference ASLV, a provirlim aktivnim ¢i umléenym kratce po

infekci.

Mapovani ziskanych sekvenci do lidského genomu. Bioinformaticka analyza mist

integraci pomoci dostupnych dat obsaZenych v genomovych databazich.
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Dalsi prima charakterizace mist integrace stabilné exprimujicich provira.

Obrazek 9. Zakladni pfehled a usporadani experimentd. A) Expresni profilovani. 1) Lidska
bunécna linie je infikovana retrovirovym vektorem nesoucim GFP jako ukazatel exprese proviru. 2) 3 dny
po infekci jsou pomoci FACS rozklonovany buriky GFP* buriky a jsou tak ustanoveny bunééné klony. 3) U
jednotlivych klon( jsou sledovany dlouhodobé expresni profily. B) Charakterizace mista integrace proviru.
Misto integrace proviru je identifikovano s vyuZitim splinkerette PCR, kdy je genomova DNA 1) Stépena
restrikéni endonukledzou. K fragmentim genomové DNA je ligovan splinker a DNA priléhajici k 5’LTR je
amplifikovana pomoci nested PCR. Primery nasedaji na oblast splinkeru a LTR. 2) Amplifikovand oblast je
sekvenovana. 3) Ziskana sekvence je mapovana do lidského genomu a oblast integrace je charakterizovana
pomoci informaci v databazich. LRT — dlouhd koncova repetice, GFP — zeleny fluorescencni protein.

4.3. Produkce retrovirovych vektora

4.3.1. Produkce vektoru AG3

Bunécna linie AviPack byla kotransfekovana plazmidy pAG3 a pVSV-G metodou
kalcium fosfatové precipitace. Buriky byly vysety v poétu 10’ bunék na 150mm Petriho
misku. Po 24 h bylo burikdm vyménéno kultivacni médium, kdy bylo k burikdm pfidano
24 ml Eerstvého media. Kalcium fosfatova precipitace byla provedena 2 h po vyméné
média. SloZeni transfekénich roztokl je uvedeno v tabulce 1. Roztok B obsahujici
transfekovanou DNA byl opatrné prikapdavan k Roztoku A, ktery musel byt stale
protfepavan. Po smichani obou roztokd doslo k vytvoreni jemné zakalené suspenze,

ktera byla opatrné pfiddna ke kultivovanym bunikdm. Po 4,5 h byly bunky jednou
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oplachnuty 15% roztokem glycerolu v HBS a jednou PBS. Po promyti bylo burikdm opét

pfidano 15 ml ¢erstvého kultivacniho media.

Tabulka 1. SloZeni transfekénich roztokt

Roztok A Roztok B
Latka Objem Latka Objem, mnozstvi
2x HBS 2205 pl 2M Cacl 270 ul
HPO, + H,PO, 45 pl pVSV-G 10 ug
pAG3 50 ug
H,O ad 2250 pl

Latky jsou v tabulce uvedeny v zasobnich koncentracich a fedénich.

4.3.2. Produkce vektoru LTR-Tat-GFP

Vektor HIV-1 byl produkovan kotransfekci plazmid( pMD2.G, psPAX2 a pHIV-1-TG
do bunék 293T-17. Postup produkce vektoru HIV-1 je stejny, jako pfi produkci vektoru
AG3. Bunky byly vysety na 100mm Petriho misku a kazdy z plazmidd byl pfidan

v mnozstvi 10 pg.

4.3.3. Shér virovych partikuli
Virové partikule byly sbirany z kultivacniho media transfekovanych bunék 48 a
72 h po transfekci. Odebran byl vidy cely objem kultivacniho media (15 ml). Takto

odebrané virové suspenze byly zamrazeny v -80°C.

4.3.4. Koncentrovani viru

Virova suspenze byla nejdfive podrobena centrifugaci (200 x g, 20 min, pokojova
teplota). Vysledny supernatant byl prenesen do ultracentrifugacnich zkumavek a
podroben ultracentrifugaci (23 000 rpm, 150 min, 4°C, rotor SW28, Beckman
Optimal00). Po odstranéni supernatantu byl vysledny pelet resuspendovan ve 400 pl
vychlazeného DMEM média. Takto vznikla virova suspenze byla po protiepani (Orbit™
P2, Labnet, 100 min, 4°C) ponechdna odstat (pres noc, 4°C). Dalsi den byla suspenze
opét stejnym zplsobem protifepana a rozdélena po 200 pl do zamrazovacich ampuli.

Tyto vysledné virové suspenze pak byly uloZzeny do -80°C.
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4.3.5. Titrace retrovirovych vektort

Fluorescencni titr virovych vektorl byl odhadovan 3 dny po infekci (dpi) na
lidskych buné&&nych liniich. Titr viru AG3 byl odeéitan poéitanim GFP* HEK 293 bunék pod
fluorescenénim mikroskopem (Olympus IX51). Titr AG3 byl odhadnut na 3,52x 10° FU/ml
(fluorescencnich jednotek na ml). Titr vektoru LTR-Tat-GFP byl odhadovan pomoci fedici
fady virové suspenze na bunikidch K562 s vyuzitim pritokové cytometrie. Pro dalsi
infekce byl vybran pomér virova suspenze/pocet bunék, pfi kterém bylo v infikované

populaci 3 dpi ptitomno 0,3 % GFP* bunék.

4.4. Infekce HEK293 a K562 retrovirovymi vektory
Lidské bunééné linie HEK293 a K562 byly infikovany pfi MOI okolo 0,2 tak, aby
3 dpi bylo v kultufe pfitomno maximalné 0,5 % GFP* bunék. Virova suspenze byla vidy

rozmrazena v 37°C (vodni lazer) a nafedéna kultivacnim médiem.

HEK293

PoZadované mnoistvi bunék bylo vyseto na Petriho misku potaZenou poly-L-
lysinem. Po 3 - 4 h bylo odsato médium a bunky byly infikovany v celkovém objemu
200 pl virového inokula v kultivaénim médiu se sérem. Buriky byly poté ponechany
30 min ve tmé (béhem této doby byla miska protfepana) a ndasledné bylo pfidano

kultivaéni médium v objemu 3 ml.

K562

Buriky byly nejdtive centrifugovany (200 x g, 5 min, 22°C). Bunécny pelet byl poté
resuspendovan ve virové suspenzi, kterda dle potreby naredéna kultivaénim mediem
v poméru 1:9. Buriky byly v této suspenzi ponechany po dobu 30 min ve tmé, pficemz
byla suspenze po 15 min protfepana. Infikované burky byly poté vysety na 60mm
Petriho misku a suspenze byla doplnéna 3 ml ¢erstvého kultiva¢niho media. V pripadé
bunék uréenych pro separaci smisené populace GFP" bunék se MOI pohybovala okolo 1 —
dlvodem byla snaha zajistit vysokou proinfikovanost populace a zachyt co nejvétsiho

poctu provirl umléenych jiz 3 dpi.
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4.5. Selekce a ustanoveni bunécnych klont

4.5.1. Priprava bunék pro FACS
Infikované buriky byly sklizeny a stoceny (200 x g, 5 min, 22°C). Bunécny pelet byl
opét resuspendovan v 1 ml media bez séra. Takto byly zpracovany i buriky neinfikované,

které slouZily jako negativni kontrola pro rozlieni GFP* a GFP” buné&k.

4.5.2. FACS

K rozt¥idéni bunék podle fluorescence byl vyuzit p¥istroj BD Influx™ Cell Sorter
(BD Biosciences) ze Servisni laboratofe cytometrie a svételné mikroskopie Ustavu
molekuldrni genetiky AVCR. Buriky byly t¥idény 3 dpi pouze tehdy, nepresahovalo-li

mnoZstvi GFP* bunék 3 dpi 0,5 % z celkové buné&&né populace.

HEK 293

V pfipadé HEK293 byly buriky separovény dvakrat. GFP* buriky byly nejdFive
separovany do jedné zkumavky a vysety na Petriho misku v 1 ml kultivaéniho media.
44 dpi byly GFP* bufiky znovu separovany, ale tentokrat po jedné burice na jamku se
100 pl kultivaéniho media do 96 jamkové kultivaéni desticky. Dno jamek bylo pred

separaci potazeno poly-L-lysinem.

K562

GFP* buriky byly 3 dpi separovany po jedné bufice do jamek 96 jamkové
kultivaéni desti¢ky. Jamky byly naplnény 100 ul kultivacniho media. Frakce bunék urcena
pro analyzu aktivnich integraci ve smisené bunééné populaci AG3 vektoru byla 3 dpi
separaci rozdé&lena na populaci GFP™ a GFP” bunék. Pro tyto Gcely byly buriky separovany
do zkumavek s 10 ml media, ndsledné centrifugovany (200 x g, 5 min, 22°C) a vysety na 6
jamkové kultivacni desti¢ky v objemu 2 ml kultiva¢niho media (kazda populace do jedné

jamky).
4.6. Stanoveni expresnich profilti bunécénych klond

4.6.1. Preselekce pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
Bunécné klony byly v kultivacnich 96 jamkovych deskach bez pasaze kultivovany
po dobu 2 - 3 tydn(. Po této dobé byly jednotlivé klony mikroskopicky (Olympus IX51)

kontrolovany na expresi GFP. V této fazi byly vyfazeny klony, u nichZ nebyla pozorovana
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fluorescence, nebo klony u nichZ byla pozitivni pouze minoritni ¢ast klonu. Vybrané
klony byly pfeneseny na 24 jamkové kultivacni desti¢ky a kultivovany v 1 ml kultivaéniho

media.

4.6.2. Pfiprava bunék pro pritokovou cytometrii

Den prfed mérenim na prltokovém cytometru bylo klonidm odsato médium a
pfidano 600 pl cerstvého kultivaéniho media. V den méfeni bylo 300 ul bunécné
suspenze mérenych kloni preneseno do 96 jamkové kultivaéni desticky. Dale
kultivovanym klonim bylo médium doplnéno na 1 ml. Kultivaéni desticky byly
centrifugovany (540x g, 3 min, 4°C) a bunécné pelety byly resuspendovany ve

100ul roztoku Hoechst 33258 v PBS (1 pg/ml).

4.6.3. Pritokova cytometrie

Cytofluorescence klonli byla stanovovéna kazdy tyden od 30. do 60. dpi (v
pfipadé K562) a 80 dpi (v pfipadé HEK293) na cytometru BD LSRIl v Servisni laboratofi
cytometrie a svételné mikroskopie Ustavu molekularni genetiky AVCR. Mé&feni bylo
provadéno v ,High Throughput” mdédu. Méfeni bylo nastaveno na maximalni pocet
10 000 Hoechst negativnich bunék (zivé buriky). Byla méfrena intenzita fluorescence a

procento GFP*, Hoechst negativnich bunék.

4.6.4. Vyhodnoceni exprese kloni

Data namérena na cytometru byla zpracovana v programu FlowlJo 9.5. Za stabilné
exprimujici klony byly povaZzovany ty, u nich? i) procento GFP* bunék nekleslo ani po 60
dpi pod 90 %, ii) procento GFP* bunék bylo mensi, nez 90 %, ale hladina GFP* bunék byla
v ase stald. Kromé& procenta GFP* bunék byla zpracovéna i intenzita fluorescence
jednotlivych klon(. Data o expresi klonl byla dale graficky zpracovana v programu

R2.15.1.

4.7. Analyza GFP subpopulaci

U vybranych klon( linie K562 s proviry AG3, u nichz byl stanoven expresni profil,
byly separovany GFP™ bunky (postup viz Selekce a ustanoveni bunécnych klont). Bunky
byly separovany do 15ml zkumavek s10 ml kultivaéniho media a ndsledné
centrifugovany (200 x g, 5 min, 22°C) a preneseny na 24 jamkové kultivaéni desticky

v 1 ml kultivaéniho media. Po 1 - 2 tydnech po separaci (tps) byla mérena exprese

46



negativnich subpopulaci pomoci pritokové cytometrie (viz. Stanoveni expresnich

profilG bunécnych klona).

4.8. Zamrazeni bunécnych klont

Bunky byly sklizeny a centrifugovany (200 x g, 5 min, 22°C). Bunécny pelet byl
resuspendovan v kultivaénim médiu s pfidavkem FCS (10%) a DMSO (10%) v celkovém
objemu 1 ml. V zamraZovaci ampuli byla suspenze pfenesena do zamrazZovaci krabicky
plnéné isopropanolem (Nalgene), kterd byla vlozena do -80°C. Po 24 h byly ampule

vyjmuty a uloZeny do -80°C.
4.9. Izolace genomové DNA z bunék v tkanové kulture

4.9.1. Sbér bunék

Buniky byly vysety na 6 jamkové kultivacni desti¢ky, odkud byly po dosazeni
dostate¢né hustoty sklizeny a centrifugovany (200 x g, 5 min, 4°C). Po odstranéni
supernatantu byl takto ziskany bunécény pelet bud pfimo zpracovan, nebo uloZen do

-20°C.

4.9.2. Izolace genomové DNA

Na bunécny pelet bylo aplikovano 600 pl lyzaéniho roztoku. Pelet byl ustfizenou
Spickou opatrné resuspendovan. Poté bylo pfidano 200 pl lyzaéniho roztoku. K 800 pl
suspenze bylo pfidano 40 pl proteindzy K (20 mg/ml). Suspenze poté rotovala pres noc
pri 55°C. Dalsi den byla k suspenzi pfidana RNaza A (100 mg/ml) v mnozstvi 2,5 pl a
suspenze rotovala dalsi hodinu pfi 37°C. Po vyjmuti bylo k bunéénému lyzatu pridano
800 pl smési fenol:chloroform (1:1, ph 7,9). Po opatrném protiepani byla smés
centrifugovana (16 100 x g, 3 min, pokojova teplota). Odebrand horni vodna faze
obsahujici DNA byla smichana se stejnym objemem vychlazeného (-20°C) 96% etanolu.
Po protfepani se smés ponechala stat pti pokojové teploté po dobu 5 min. Nasledovala
centrifugace (16 100 x g, 15 min, 12°C) a odstranéni supernatantu. Pelet vysrdzené DNA
byl oplachnut vychlazenym (-20°C) 80% etanolem a znovu centifugovan (16 100 x g, 15
min, 12°C). Po odstranéni supernatantu byl pelet vysuSen pfi 37°C a rozpustén
v 50 pul T1oEp;1 pufru. Vysledna koncentrace genomové DNA byla zméfena pomoci

nanofotometru (IMPLEN). Vzorky byly uloZzeny ke skladovani pfi 4°C.
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4.10. Splinkerette PCR

Pro amplifikaci sekvence pfilehlé k proviru byla zvolena metoda splinkerette-PCR

(Uren et al., 2009). Tento postup zahrnuje Stépeni genomové DNA pomoci restrikéniho

enzymu, ligaci splinkerll, po kterém nasleduje druhé Stépeni restrikénim enzymem pro

odstranéni 3‘LTR oblasti a ndsledné nested PCR s primery specifickymi pro oblasti LTR a
splinkert (Obr. 10).

Izolace genomové DNA
11& A

i
LTR LTR

N

'
= Stépeni genomové DNA

-p

—p

& E
= Ligace splinkert
A B l
! i
7 TR Odstranéni 3'LTR
IL\ B
> ‘ Prvni kolo PCR

atk

>
:A Druhé kolo PCR
€ |

Sekvence mista integrace

Obrazek 10. Splinkerette PCR pro amplifikaci integraénich mist provird. Genomova DNA
obsahujici integrovany provirus je nejprve stépena restrikénim enzymem A. Nasleduje ligace splinker( a
odstranéni 3’LTR restrikénim enzymem B. Sekvence genomové DNA priléhajici k 5’LTR (Cervend) je
amplifikovana s vyuZitim nested PCR s primery nasedajicimi na oblast LTR a splinkeru. LTR — dlouha
koncova repetice.

4.10.1. Stépeni genomové DNA

Celkova genomova DNA v mnozstvi 2 ug byla stépena ve 20ul smési s restrikéni
endonukleazou. SlozZeni reakci se liSilo podle typu pouzitého retrovirového vektoru. Pro
Stépeni DNA obsahujici provirus vektoru AG3 byla pouzita restrikéni endonukledza Dpnll
¢i Msel (New England BiolLabs) ve vysledném mnozstvi 10 U endonukleazy na reakci. Pro
Stépeni DNA s provirem vektoru HIV-1 byla vytvofena smés restrikénich endonukleaz

Nhel, Spel a Xbal (New England Biolabs), kdy smés obsahovala 7,5 U jednotlivych
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endonukleaz na jednu reakci, nebo byla pouZita samotna Msel (New England Biolabs).
Reakce byly doplnény o 10x koncentrovany reakéni pufr dle doporuceni vyrobce (Dpnll,
Msel — Pufr 2, NSX smés — Pufr 4, New England BiolLabs) a 100 x koncentrovany teleci
sérovy albumin (BSA, New England BiolLabs), oboji ve vysledné koncentraci 1x. Smés byla
doplnéna vodou do koneéného objemu 20 pl. Stépici reakce probihala pFes noc p¥i 37°C.

Poté byly reakce tepelné inaktivovany (65°C, 20 min).

4.10.2. Priprava splinkert

Pro pripravu splinkerd byly vyuzZity oligonukleotidy HMspAa (5'-
CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACACTAGTGG-
3‘), HMspBb-Dpnll (5-GATCCCACTAGTGTCGACACCAGTCTCATTTTTTTTTTTTCAAAAAAA-
3‘), HMspBb-Msel (5-TACCACTAGTGTCGACACCAGTCTCATTTTTTTTTTTTCAAAAAAA-3') a
HMspBb-ASX (5-CTAGCCACTAGTGTCGACACCAGTCTCATTTTTTTTTTTTCAAAAAAA-3).
Splinkery byly pfipraveny smichanim oligonukleotidu HMspAa se specifickym
oligonukleotidem HMspBb, ktery obsahuje na 5‘ konci sekvenci komplementdarni
k sekvenci rozezndvané pouzitymi restrikénimi endonukleazami. Sekvence 3‘ konce

oligonukleotidu HMspBb pak tvofi vldsenku, zvysujici specificitu splinkerette-PCR.

Hybridiza¢ni smés obsahovala oligonukleotidy HMspAa a HMspBb (kazdy ve
vysledné koncentraci 4 uM), 10 pl 10 x koncentrovaného SuRE/Cut pufr M (Roche) a
vodu (ad 100 pl). Hybridiza¢ni reakce probihala pfi programu: 94°C (3min), ochlazeni na
21°C rychlosti 1°C/15 s. Po provedeni hybridizac¢ni reakce byla smés nafedéna 100 pl
vody.

4.10.3. Ligace splinker( a Stépené genomové DNA

Splinkery a Stépena genomova DNA byly ligovany ve smési obsahujici 3 ul
Stépené DNA (300 ng DNA), 5 ul smési splinkerd, 400 U T4 DNA ligdzy (New England
BiolLabs), T4 DNA ligazovy pufr (vysledna koncentrace 1x) a byla doplnéna vodou do
objemu 20 pl. Liga¢ni reakce probihala pfes noc pfi teploté 15°C. Nasledujici den byla

reakce inaktivovana pfi teploté 65°C (20 min).

4.10.4. Odstranéni 3°LTR oblasti
Pro zamezeni amplifikace vnitinich provirovych sekvenci bylo potfeba odstranit

spojeni mezi témito vnitfnimi sekvencemi a 3’LTR proviru. To bylo provedeno pomoci
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restrikéniho Stépeni. Pro tyto ucely byly vyuzity enzymy Bsu36l (New England Biolabs)
pfi pouziti vektoru AG3 a endonukledzy Pvull ¢i Dral (New England Biolabs) pfi pouziti
vektoru LTR-Tat-GFP. Reakce se skladala zcelé liga¢ni reakce (20 pl), 10 x
koncentrovaného restrikéniho pufru dle doporuceni vyrobce (New England Biolabs),
100 x koncentrovaného BSA (New England Biolabs) a 10 U restrikéni endonukleazy.
Smés byla doplnéna vodou do kone¢ného objemu 50 ul. Reakce probihala pfi teploté

37°C (pres noc) a nasledujici den byla tepelné inaktivovana (podle ndvodu vyrobce).

4.10.5. Purifikace DNA pred PCR reakci
DNA byla dale precisténa pro ucely amplifikace sekvenci pomoci nested PCR. Pro
purifikaci DNA byl vyuzit komer¢ni kit (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen). DNA byla

z kolonek eluovana ve 22 ul vody.

4.10.6. Nested PCR

Amplifikace neznamé genomové sekvence pfiléhajici k 5‘LTR proviru byla
provedena pomoci metody nested PCR (dvé po sobé nasledujici PCR reakce) s primery
hybridizujicimi s oblastmi LTR a splinkeru. Pro prvni kolo reakce byly pouZity primery
Splink1 5-CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACC-3' a spPCR-AG3-R
5‘-CCACCTTACTTCCACCAATCGGCATG-3! pfi poutziti vektoru AG3, nebo Splinkl a spPCR-
HIV-1-R 5-TATCTGATCCCTGGCCCTGGTGTGTAG-3" pfi pouziti vektoru HIV-1. Pro druhé
kolo amplifikace byly pouZzity primery Splink2 5-GTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGAC-3‘ a
spinPCR-AG3-R 5-CGGTGCTTTTTCTCTCCTTGTAAGGCA-3’ pfi pouziti vektoru AG3, nebo
Splink2 a spinPCR-HIV-1-R 5‘-CTGCCAATCAGGGAAGTAGCCTTGTGTG-3* pfi pouziti
vektoru HIV-1.

SloZeni reakci a programy pro nested PCR:

Splink1 PCR

DNA 90 ng
Pufr k DNA polymerdze (10x) 5,0 ul
dNTP (2,5 mM kazdy nukleotid) 6,0 ul
Splink1 (10pM) 1,5 pl
spAG3-R nebo spHIV-1-R (10uM) 1,5
DNA polymeraza* 1U
H,0 ad 50

50



2 cykly 32 cykld

94°C 3 min|94°C 5sec |94°C 15sec|72°C 5 min
68°C 30sec|61°C 30 sec
72°C 2 min |72°C 2 min

Splink2 PCR
Splink1 PCR reakce 2,0 ul
Pufr k DNA polymerdaze (10x) 5,0 ul
dNTP (2,5 mM kazdy nukleotid) 6,0 ul
Splink2(10 uM) 1,5 ul
spinAG3-R nebo spinHIV-R (10 uM) 1,0 pl
DNA polymerdaza* 1U
H,O ad 50 ul
32 cykll
94°C 3 min|94°C 15sec|72°C 5min
60°C 30 sec
72°C 2 min

* jako DNA polymerdzy byly pouZzity polymerdzy rTaqg DNA polymeraza (TaKaRa) a
BioTherm DNA polymeraza (GeneCraft).

4.11. Purifikace a sekvenace produktu splinkerette PCR

4.11.1. Agardézova elektroforéza

Agardozova elektroforéza byla vyuZita kovéreni a identifikaci produktd
splinkerette PCR. Vzorky byly nanaseny a nasledné migrovany v prostfedi 1 - 2% (w/v)
agarézového gelu (Agarose SERVA Premium rozpusténd v 1x TAE pufru) s obsahem
ethidium bromidu (0,5 pg/ml). Prouzky DNA byly foceny na prohlizecce vybavené UV
lampou a fotoaparatem (Olympus SP-500 UZ).

4.11.2. Purifikace DNA pred sekvenacni reakci
Produkty splinkerette PCR byly precistény pomoci komeréniho kitu (USB®
ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup) dle navodu vyrobce, kdy jsou k 5 pl PCR reakce

pridany 2 pl smési enzymU (exonukledza | a alkalickd fosfataza) v pufru. Tato smés slouzi
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k odstranéni prebytecnych volnych deoxynukleosidtrifosfatd (dNTP) a primer(. Reakce

pak byla inkubovana 15 min pfi 37°C a nasledné 15 min pfi 80°C.

4.11.3. Extrakce DNA z gelu

V ptipadé pritomnosti vice prouzkd DNA ¢i ,,smirG“ byla DNA pro ucely sekvenace
purifikovana extrakci z agarézového gelu. Agardzovy gel obsahujici separaéni agardzu
(UltraPure™ Agarose, Invitrogen v 1x TAE pufru) byl p¥ipraven stejnym zp(isobem, jaky
je popsan v kapitole Agarézova elektroforéza. Prislusné prouzky DNA byly zgelu
vyfezany a DNA byla extrahovana z gelu pomoci komercéniho kitu dle ndvodu vyrobce

(QIAEX Il Gel Extraction Kit, Qiagen). DNA byla ze silikonovych kuli¢ek eluovana v 10 pl

H,O0, z ¢ehoz bylo 7 ul odebrano pro sekvenaci.

4.11.4. Sekvenovani mista integrace

Purifikovana DNA byla sekvenovana Sangerovou dideoxy metodou s vyuZzitim
komercniho kitu (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems®).
Reakce se skladala ze 7 pl DNA, 2 pl sekvenacniho kitu a 1 pl spinPCR-AG3-R nebo
spinPCR-HIV-1-R primeru (10uM). Program sekvenacni reakce: 96°C po dobu 20 s, 35
cykl 96°C 20 min, 58°C 10 min, 60°C 4 min.

4.11.5. Purifikace produktu sekvenace

Po sekvenacni reakci byla DNA opét purifikovdna pro analyzu sekvence pomoci
vysrazeni DNA ethanolem. K 10ul sekvenacni reakci bylo pfidano 80 ul vody, 10 pl
octanu sodného, 320 pul 96% ethanolu a 5 mg glykogenu pro zviditelnéni vysledného
peletu. Reakce se po promichani nechala 5 min odstat. Nasledovala centrifugace
(16 100 x g, 15 min 15°C), odsati supernatantu a znovu centrifugace v 70% ethanolu. Po

odsati supernatantu byl pelet vysusen ve 37°C.
4.12. Aktivni a umi¢ena integracni mista

4.12.1. Izolace a purifikace DNA

Bufiky separované na GFP® a GFP  populace byly zpracovany podle kapitol
Stépeni genomové DNA a7 Agarézova elektroforéza. Ze separaéniho agarézového gelu
byly z kazdého vzorku (GFP* a GFP’) vyfezdny prouzky obsahujici DNA fragmenty
(produkty Splink2 PCR) o velikostech 250 - 800 bp. DNA byla z gelu extrahovana dle
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postupu popsaného v kapitole Extrakce DNA z gelu. DNA byla eluovana 13 ul vody,

z ¢ehoz bylo 11 pl odebrano pro dalsi zpracovani.

4.12.2 Klonovani do vektoru

DNA izolovana v kroku Izolace a purifikace DNA byla klonovana do vektoru pGEM
pomoci klonovaciho kitu pGEM®-T Easy (Promega). PCR produkty byly do vektoru
ligovany v 15ul reakci dle navodu vyrobce. Reakce obsahovala 5,5 pl Splink2 PCR

produktu. Ligace probihala pfes noc pfi 4°C.

4.12.3. Transformace bakterii

Bakterie Epicurian Coli® XL1-Blue (50 ul) byly transfekovdany metodou tepelného
Soku. Ligacni reakce (15 ul) byla smichana s bakteriemi a inkubovdna 30 min na ledé.
Poté byla bakteridlni smés inkubovana 1 min pfi 42°C ve vodni lazni. Ndsledné byla
bakteridlni smés opét premisténa na led (4°C), kde byla udrzovdna po dobu 1 min, po
které byla kazdda transformacni reakce rozdélena do dvou zkumavek obsahujicich 600 ul
LB media bez AMP. V tomto médiu byly bakterie kultivovany 45 min pfi 37°C. Nakonec
byly bakterie rozetfeny na misky (100 mm) s agarem obsahujici 100 pug/ml ampicilinu,
X-gal (50pl) a IPTG (4 pl). Z kazdé zkumavky byly naockovany dvé misky - se 100 a 200 pl

bakterialniho inokula.

4.12.4. Vybér a sekvenace bakteriadlnich kolonii
Kolonie pozitivni na pfitomnost vektoru s vloZzenym Splink2 PCR fragmentem (bilé

kolonie) byly vybrany a odesldny na sekvenaci do GATC Biotech (http://www.gatc-

biotech.com/en/home). Takto bylo ke sekvenaci odeslano 45 klon( s fragmenty z GFP*

bunék a stejny pocet klontd s fragmenty z GFP™ bunék.
4.12. Mapovani sekvenci integracnich mist do lidského genomu

4.12.1. Zpracovani sekvence

Ziskané sekvence by mély v idealnim pripadé obsahovat ¢ast 5’'LTR, genomovou
sekvenci a sekvenci Splink2 primeru. Pro to, aby byla sekvence ddle mapovana, bylo
podminkou, aby genomova sekvence pfimo pfiléhala k poslednimu nukleotidu 5'LTR

(tedy k sekvenci 5-GACTACA-3‘ u AG3). Délka prislusné genomové sekvence pak byla
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urcena nejblizSim mistem rozezndvanym pouzitou restrikéni endonukledzou (5-GATC-3'

u AG3) ¢i maximalni Citelnou délkou produktu sekvenace.

4.12.2 Mapovani sekvenci do lidského genomu
K mapovani sekvenci integracnich mist retroviri do lidského genomu byl vyuzit

BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start) na webovych strankach

UCSC Genome Bioinformatics. Pro mapovani byla vyuzZita nejnovéjsi verze genomu

z Unora 2009 (GRCh37/hg19). Minimalni délka vloZené sekvence byla 21 nukleotidl (nt).

4.12.3 Lokalizace mista integrace

Za integracni misto byla povaZovdna takova sekvence, kterd vytvofila jedine¢nou
shodu s referenénim genomovym lokusem. Sekvence musela vykazovat vysokou identitu
a START shody musel odpovidat pozici 1 mapované sekvence. Velmi dullezitym
ukazatelem pak bylo skére, které muselo byt mezi ostatnimi vysledky jedinecné. Mistu
integrace (iPos) pak byla pfidélena sourfadnice odpovidajici chromozomalni a
nukleotidové pozici prvniho nukleotidu pfiléhajiciho k 5’LTR (tedy pokud byl STRAND +,
byla pozice uréena polohou nukleotidu START, v pfipadé, Ze byl STRAND -, odpovidalo
iPos pozici nukleotidu END).

4.12.4. Integracni mista preference ASLV

Integracni mista (226) odpovidajici preferenci integrace ASLV (Narezkina et al.,
2004) byla ziskdna z databdze GenBank (AY653309 aZz AY653534). Z databaze byly
ziskany pfimo souradnice mist integrace. Ty byly pfevedeny na soutadnice aktualni verze
genomu (z verze hgl6 na verzi hgl9) pomoci nastroje LiftOver na webovych strankach

ucsc Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgLiftOver?hgsid=316086979).

4.13. Bioinformaticka analyza integracnich mist

4.13.1. Pouzity software
Pro bioinformatickou analyzu byl vyuzivan Table Browser

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables?’command=start) na webovych strankach

UCSC Genome Bioinformatics a program MySQL 5.5 Comand Line Client. Pro grafickou
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interpretaci dat a statistické testovani pak byl vyuzivan program R 2.15.1. VSechny tyto

programy bézely na operaénim systému Windows 7.

4.13.2. Puvod dat

Data pro analyzu integraCnich mist byla ziskana z databdze UCSC Genome

Bioinformatics  (ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hgl19/database/). Nazvy

konkrétnich soubord jsou uvedeny v tabulce 2. Vzdy byly ziskany dva soubory, jeden ve

formatu .txt.gz (data), a druhy ve formatu .sql (struktura datové tabulky pro MySQL).

Tabulka 2. Seznam tabulek vyuzitych pro analyzu integrcnich mist.

Zdroj dat pro (i::::p) nazev tabulky (.txt)
Tl}aer;s:‘k;;i;m UCSC Genes knownGene
Transkripcni starty  SwitchGear TSS switchDbTss
CpG ostrovy CpG Islands cpglslandExt
G-pruhovani ChroBrgzzome cytoBand
L RepeatMasker rmsk
elementy
H2A.Z Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H2azStdPk
H3K4mel Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k4me1StdPk
H3K4me2 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k4me2StdPk
H3K4me3 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k4me3StdPk
H3K9ac Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k9acStdPk
H3K9me3 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k9me3StdPk
H3K79me2 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k79me2StdPk
H4K20mel Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H4k20me1StdPk
H3K27me3 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H4k27me3StdPk
H3K27ac Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H4k27acStdPk
H3K36me3 Broad Histone wgEncodeBroadHistoneK562H3k36me3StdPk

Tabulky jsou k dispozici na adrese ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/database/. Tabulky

byly stazeny a data z nich byla zpracovana pomoci programu MySQL 5.5 Comand Line Client.
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4.13.3. Charakterizace mista integrace
Genomové a epigenomové prvky pritomné v misté integrace a jeho okoli byly
nejprve zkontrolovany vizudlné pomoci grafického rozhrani Genome Browser na

webovych strankdch UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgGateway). Dalsi charakterizace byla provadéna pomoci MySQL tabulek a aplikace

Table Browser na webovych strankach UCSC Genome Bioinformatics (viz Plivod dat).

Chromozomalni pozice a pozice vzhledem ke G pruhovani chromozémi
Chromozomalni pozice byla vizualizovana na pozadi lidského karyotypu pomoci

webovych stranek databaze Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Pozice

vzhledem ke G pruhovani byla ziskdna zdat Chromosome Band pfistupnych na
webovych strankdch UCSC Genome Bioinformatics. Byla-li pozice integrace (iPos)
pfitomna mezi pozicemi chromStart a chromEnd G negativniho (gneg) pruhu, byla tato
integrace povazovana za pfitomnou mimo oblasti G pozitivni a oznaCena jako integrace

do pruhu R.

Transkripcni jednotky (TU) a transkripcni starty (TSS)

Za TU je zde povazZovana jakakoliv transkribovana oblast zaznamendna v datech
UCSC Genes (jde o data ziskand sloZzenim databdazi RefSeq, GenBank, CCDS, UniProt,
Rfam a tRNA Genes). Tato definice by méla postihovat mista transkripce jak kédujicich,
tak nekddujicich RNA. Integracni misto bylo povazovano za pfitomné vintraTU oblasti
tehdy, nachazelo-li se iPos mezi pozicemi txStart a txEnd jakékoliv TU zaznamenané
v zaznamu UCSC Genes. Mista TSS pak byla ziskana ze zaznamu SwitchGear TSS. TSS jsou
v tomto zaznamu urcovany dle tzv. genovych modell. Ke kazdému genovému modelu je
prifazeno nékolik TSS a tyto TSS jsou serazeny dle jejich validity. Vzdalenost od TSS pak
byla vypocditdna jako vzdalenost od chromStart nejblizSiho TSS, jenz byl
nejpravdépodobnéjsim TSS pro dany genovy model (R1 TSS). SloZzenim informaci

ziskanych ze SwtchGear a UCSC Genes pak byla uréena pozice iPos vzhledem k TU.

CpG ostrovy
Data pro CpG ostrovy byla ziskana ze zdznamu CpG Islands. Vzddlenost od CpG

ostrova byla spocitana jako vzdalenost od nejblizsi chromStart ¢i chromEnd genomové
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pozice CpG ostrova od iPos. Pokud se iPos vyskytovala mezi pozicemi chromStart a

chromEnd jednoho CpG ostrova, byla vzdalenost od CpG ostrova O.

Repetitivni elementy

Data pro pfitomnost repetitivnich elementd byla ziskdna ze zaznamu
RepeatMasker. Integrace byla povazovana za pfitomnou uvnitf repetitivniho elementu,
byla-li iPos mezi pozicemi genoStart a genoEnd repetitiviniho elementu. Do souboru
provir( integrovanych do repetitivnich elementld byly zahrnuty i ty proviry, jejichz
presnou pozici nebylo mozno diky integraci do oblasti repetitivniho elementu presné

urcit.

Histony, histonové modifikace

Data pro proteinové faktory histonové modifikace byla ziskana ze zdznamu Broad
Histone. Jedna se o data, kterd byla ziskdna pomoci metody Chip-Seq. Data byla
zpracovavana ve formé ohranicenych oblasti s navysenym signdlem dané modifikace, tj.
oblasti obohacenych o danou histonovou modifikaci. Pokud byla iPos mezi chromStart a
chromEnd pozicemi oblasti faktoru, byla integrace povazovdna za pfitomnou uvnitf

oblasti a jeji vzdalenost od histonové modifikace byla 0.

4.14. RT-gPCR analyza cilenych TU
U vybranych TU, do kterych byla cilend integrace, byla provedena analyza
transkrip¢ni aktivity pomoci RT-gPCR. Analyza byla provedena na RNA izolované

z neinfikovanych bunék linie K562.

4.14.1. I1zolace RNA

Burikdm bylo odsato médium a byl na né pridan RNAzol RT (Biotech) v objemu
1 ml. Buriky byly seskrabnuty a pfeneseny do 2ml mikrozkumavky. Dale bylo k burikdm
pfidano 400 pl vody. Bunéénd smés byla fddné promichana a poté ponechdana stat pfi
pokojové teploté po dobu 15 min. Po uplynuti této doby byl 1 ml supernatantu prenesen
do Cisté mikrozkumavky a RNA byla vysrazena pomoci pridani 400 ul 75% ethanolu.
Smés byla fadné promichana a ponechana stat 10 min pti pokojové teploté. Nasledovala
centrifugace (12000 x g, 10 min, 15°C). Vznikly pelet byl jesté dvakrat oplachnut 400 pl
75% ethanolem a centrifugovan (8000 x g, 5 min, 15°C). Precipitat byl poté vysusen pfi

pokojové teploté a nakonec rozpustén v 50 ul vody.
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Koncentrace RNA byla zmérena na nanofotometru (IMPLEN). Pro kontrolu byly

2 ug RNA naneseny na 1% agardzovy gel. Takto izolovana RNA byla skladovana pfi -80°C.

4.14.2. Odstranéni DNA

Pfed vytvorenim cDNA byla smés izolované RNA podrobena plisobeni DNazy.
Smés obsahovala 1 pg RNA, 2 U DNazy (New England Biolabs), 10 upl 5 x
koncentrovaného M-MLV reakéniho pufru (Promega) a vodu (ad 50 pl). Po celou dobu
pfipravy smési byla RNA udrZovana na ledé. Reakce pak byla 15 min pfi 37°C a nasledné

5 min pfi 70°C.

4.14.3. Vytvoreni cDNA — RT PCR

Pro tvorbu cDNA byl pouzit 1 ug RNA a bylo ptiddno 5 pl smési dNTP (dATP, dTTP,
dGTP, dCTP, 10 uM kazdy), 2 pl smési nahodnych hexanukleotidl (pdN6, Promega)
slouzicich jako primery, 10 U M-MLV reverzni transkriptazy (Promega) a voda (ad 50 ul).
Reverzni transkripce byla provadéna pfi programu: 37°C 60 min, 70°C 10 min. Vysledna

smés cDNA byla narfedéna 50 ul vody a skladovana pfi -20°C.

4.14.4. qPCR

Pro gPCR analyzu byl vyuzit CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).
Kazdy vzorek byl analyzovan v triplikdtu. Kazda reakce obsahovala 2 pl cDNA, 10 ul 2x
MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay kitu (Eurogentec), po 0,5 ul kazdého
z primer( (10 uM) a vodu (ad 20 pl). Reakce bézela pfi programu: 95°C po 5 min, 40
cykll 95°C 15's, 63°C 20's, 72°C 25 s, poté 72°C 10 min, 63°C 5 s. Nasledné byla mérena
denaturacni kfivka, kdy byla teplota zvySovana po 0,5°C na 95°C, pfiéemi byla pfi
kazdém zvySeni mérena fluorescence (5 s). Program byl zakoncen polymeraci pti 72°C po

dobu 8 min.

Pouzité primery a cilové TU jsou vypsany v tabulce 3. Primery pro gPCR analyzu
byly vybrany z databaze PrimerBank (Wang et al., 2012b). K analyzovanym TU byl pfidan
pro normalizaci transkripce také konstitutivné transkribovany (housekeeping) gen pro
TATA box vazebny protein (TBP). TBP je v Laboratofi virové a bunééné genetiky AV CR,
bézné wvyuzivanym referenénim genem pro relativni kvantifikaci transkripce

analyzovanych gen(. Kvantifikace exprese TU pak byla vztahovana k mnoZstvi TBP.
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Analyzovany soubor také obsahoval vzorky bez pridané cDNA (blank) jako kontrolu

kontaminace.

Tabulka 3. Nazvy cilenych TU a PrimerBank ID primerd pouZitych pro RT-qPCR.

TU . DGCRS8 298358603c1
PrimerBank ID

(GeneSymbol) FEM1B 52851431cl

ARRB1 320461704c3 KLF16 221219061c1

CEP128 194018736¢c1 NACA 333033786¢1

CFLAR 187608576b1 SUV39H1 112382253c1

coQa 166795284c3 TRAPPC10 183227692c1

Nazvy TU jsou uvedeny ve formatu geneSymbol. Konkrétni sekvence primerl spolu s jejich
charakteristikami  je mozné nalézt podle PrimerBank ID na webové adrese
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html .
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5. VYSLEDKY

5.1. Exprese a integrace provirti ASLV v buiikach HEK293

Lidskd bunécénd linie HEK293 byla infikovana pfi MOI 0,2 vektorem AG3 a 3 dpi
byly separovany GFP* buriky. Po hromadné kultivaci byly 44 dpi pomoci FACS GFP* buriky
separovany po jedné a jejich kultivaci v oddélenych jamkdach byly ustanoveny bunécné
klony. Procento GFP* bunék bylo stanoveno 80 dpi u 80 buné&énych klond (Obr. 11A). U
23 klon( bylo pozorovéno alespofi 90 % GFP* bunék v klondlni populaci. Tyto klony byly
povaZzovany za stabilni a byly vybrany pro analyzu mista integrace provirQ. Z 23 stabilné
exprimujicich klonli se metodou splinkerette PCR podafilo identifikovat celkem 10
unikatnich integracnich mist provird ASLV. U ostatnich provird se bud nezdafila
amplifikace sekvence mista integrace, bylo u klon nalezeno vice neZ jeden provirus,
nebo rdzné klony obsahovaly provirus integrovany v totozném misté. Klony s vice proviry
¢i s proviry v jiz identifikovaném misté byly z analyzy vyrazeny. Identifikované sekvence
byly mapovany pomoci nastroje BLAT na webovych strankdch UCSC Genome

Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/). Mista integrace pak byla analyzovana

vzhledem k ptitomnosti TU, TSS a CpG ostrovid (Obr. 11B, 11C). Vzhledem k absenci
vétsiho souboru epigenetickych dat specifickych pro linii HEK239, nebyla mista integrace

detailné analyzovdana pro pfitomnost epigenetickych znaéek.

Z 10 provirll bylo 9 integrovano do TU. Celkem 5 provirl bylo nalezeno v okoli
20 kbp od nejblizsiho TSS. Jejich vzdalenost od TSS se pohybovala od 1 do 7 kbp. Tytéz
proviry byly nalezeny pobliz oblasti CpG ostrov( (vzdalenost od 300 bp po 13 kbp). U
ostatnich 5 integracnich mist nebyly identifikovany Zadné TSS ani CpG ostrovy v blizkém
okoli (20 kbp). | pfes malé mnozZstvi izolovanych integra¢nich mist, mohly tyto vysledky
naznacovat neuplnou zavislost stabilni exprese proviru na integraci do TU a pobliz TSS a
CpG ostrov(. Byly identifikovany stabilné exprimuijici proviry (97 % a 99 % GFP* buné&k)
integrované v TU, ale ve vzdalenosti vice nez 20 kbp od TSS ¢i CpG ostrova. U jednoho
proviru (exprese 92 %) pak nebyla ve vzdalenosti 20 kbp identifikovdna ani jedna ze

zminénych charakteristik.

Ackoliv tato data vykazuji odchylku od jiz publikovanych dat, neni kvuli malému

poctu identifikovanych integraénich mist mozné uréit, zda jde o zcela vyjimecna

60


http://genome.ucsc.edu/

integracni mista Ci pravidlo. Nizky pocet identifikovanych mist integrace tak znemoznuje
detailnéjsi statistickou charakteristiku. Jednim z dGvod(l nizkého vytézku integracnich
mist byl nejspiSe i zplsob kultivace klont, kdy byly buriky po dlouhou dobu (asi 40 dni)
kultivovdany ve smésné populaci. Na tento fakt poukazuje casty vyskyt shodnych
integracnich mist u rlznych klon(. Tyto vysledky také poukazaly na vzacny vyskyt
stabilné exprimujicich provirG ASLV v lidskych burikdch a nutnost analyzy vétsiho
mnozstvi klonl. Pro detailni analyzu mist integrace ASLV pak chybéla epigenetickd data
specifickd pro tuto linii. Tato fakta podpofila vybér jiné lidské bunécné linie vhodnéjsi
pro analyzu integracnich mist, kterou se stala linie K562. Vzhledem k malému poctu mist
a k mozné roli faktor( specifickych pro danou linii, nebyla data ziskdna na linii HEK293

pouZzita v dalsi analyze.
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Obrazek 11. Exprese a integracni mista ASLV v HEK293. A) Exprese provirll ASLV byla mérena u
80 bunécnych klonl lidské linie HEK293. Procento bunék exprimujicich GFP bylo stanoveno 80 dpi.
Znazornény jsou vsechny tyto klony. Klony jsou ve sloupcich sefazeny sestupné dle mnozstvi bunék
exprimujicich GFP. Pferusovand ¢ara zndzornuje hranici 90 %. B) Graf znadzornuje klony nesouci proviry
integrované do vzdalenosti 20 kbp od TSS. Pferusovana ¢ara znazornuje TSS. Napravo je znazornéna oblast
TU (intraTU), nalevo pak oblast mimo TU (interTU). Osa y znazorfiuje mnozstvi bunék exprimujicich GFP
pro dané klony. C) Vzdéalenost od TSS a CpG ostrovu jednotlivych provird. Oblasti za hranicemi 20000 bp
znazornuji proviry integrované ve vzdalenosti vyssi nez 20 kbp od TSS ¢i CpG ostrova. Provirus znazornény
v levém hornim rohu je tedy vzdaleny od nejbliz§iho CpG ostrova i TSS vice nez 20 kbp. bp — pary bazi, dpi
—dny po infekci, TSS — misto transkripéniho startu, TU — transkripc¢ni jednotka.

62



5.2. Exprese proviri ASLV a HIV-1 v linii K562

Lidska bunécnd linie K562 byla pro charakterizaci integracnich mist stabilné
exprimujicich provird ASLV vybrdna z divod( dobré charakterizace z pohledu funkéni
genomiky a epigenetickych modifikaci a pro moZnost snadné kultivace mnoha
paralelnich klon( (jednd se o bunky rostouci v suspenzni kultufe). Buriky linie K562 byly
infikovany retrovirovymi vektory AG3 a LTR-Tat-GFP pfi MOI pfiblizné 0,2. Nizka MOI
zvySuje pravdépodobnost integrace pouze jednoho proviru na burku. LTR-Tat-GFP je
retrovirovy vektor odvozeny od HIV-1 (Jordan et al., 2001). Kromé GFP nese LTR-Tat-GFP
i virovy transaktivator Tat. Tento vektor byl pouZit za Ucelem porovnani s ASLV a analyzy
zavislosti exprese na misté integrace u HIV-1 s pfirozenou regulaci exprese (pfitomnost
Tat proteinu). Vektor LTR-Tat-GFP by mél oproti vektoru AG3 vykazovat preferencni

integraci do aktivnich TU.

Z infikované bunééné kultury byly 3 dpi separovany GFP* buriky pomoci FACS a
nasledné kultivovany az do 60 dpi. Exprese GFP u jednotlivych klond byla pocinaje 30 dpi
kazdy tyden mérena pomoci pritokové cytometrie. Tim byla ziskdna informace o
dynamice umlcovani exprese provird v jednotlivych klonech a také informace o
pramérné intenzité exprese (MFI) klon(. Soubor charakteristik popisujicich expresi GFP
konkrétniho klonu v dobé 30 — 60 dpi je zde oznacovan jako expresni profil klonu. Klony
byly po separaci i vdobé méreni selektovany na expresi GFP. Klony vykazujici expresni
profily umléovani exprese GFP byly odstranovany. Pro ziskani celkového prehledu o
expresni aktivité provirové populace vSak byly stanoveny expresni profily také u
nékterych kloni s uml¢ovanymi proviry (Obr. 12A). Celkové byly takto ziskany expresni
profily 245 klonG s ASLV a 255 klon( s proviry HIV-1. Z 245 expresné charakterizovanych
klond ASLV bylo identifikovano 57 klond obsahujicich 60 dpi alespori 90 % GFP* bunék.
Tento pocet odpovida zhruba 3 % z asi 1900 klon( ziskanych separaci GFP* bunék 3 dpi.
To podporuje vzacnost stabilné exprimovanych provir( ASLV pfi infekci savéich bunék.
Dale byly nalezeny klony s méné nez 90 % GFP* bunék 60 dpi, které viak tento pomér
udrZovaly po celou dobu sledovani expresnich profil(i klon0. Vyskyt téchto klon, jejichz
pocet GFP* bunék &asto nepfekracoval 50 %, byl jedté vzacnéjsi, a pohyboval se pod
hodnotou 1 % separované populace. Vétsina klonli (97 % z klon(i separovanych 3 dpi)

s proviry ASLV pak vykazovala klesajici po¢ty GFP* bunék, které v ramci klonu klesly 60
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dpi pod 90 % a vykazovaly tedy znaky vyrazného umlicovani provirové exprese. Stabilné
exprimujici proviry byly selektovany také u klond s proviry vektoru LTR-Tat-GFP. Jiz
z obr. 12A je patrné, Ze vektor LTR-Tat-GFP vykazoval oproti vektoru AG3 vyssi stabilitu
exprese. Vysoce stabilni expresi, tedy pfitomnost vice nez 90 % GFP* bunék, vykazovalo
celkem 129 klon0, coZ odpovida asi 32 % populace GFP* bunék separovanych 3 dpi. Byly
identifikovany i klony obsahujici GFP* buriky, jejichz polet byl nizsi nez 90 % av3ak
stabilni. Stejné jako u ASLV, byl vyskyt téchto klon( velice vzacny a odpovidal méné nez
1 % klonU separovanych 3 dpi. Na rozdil od ASLV byly u téchto klon( patrné dvé zcela
oddélené populace GFP* a GFP” bunék (Obr. 12B). Zcela oddélené populace GFP* a GFP

bunék byly pozorovatelné také u klon(i nesoucich uml¢ované proviry.

Po identifikaci stabilné exprimujicich provirQ byl analyzovan vztah mezi stabilitou
exprese a intenzitou exprese u jednotlivych klond. MFI GFP* bunék se mezi jednotlivymi
klony HIV-1 mohla liSit az 60 x, u klonG ASLV pak az 70 x. Obr. 13A znazornuje vztah
stability exprese vyjadrené procenty exprimujicich bunék klonu a MFI celkové populace
&i pouze GFP' bunék klonu vdobé& 60 dpi. ASLV vykazuje postupny pokles MFI
s poklesem vyskytu exprimujicich bunék jak u celkové populace, coz je ovlivnéno
vyskytem GFP™ bunék, tak u populace GFP* bunék (srovnani klont nad a pod 50 %
exprimujicich bunék, Student(iv t-test, p < 2,2 x 10°%). Klony vykazujici vice nez 50 % GFP”
bunék tak obsahuji proviry, jejichz exprese je slabsi nez exprese provird u klonl s vice
nez 50 % GFP' bunék. Tento fakt poukazuje na postupné umléovani (tedy postupné
vyhasinani GFP) provird ASLV vsavcich bunkach. U HIV-1 je vSak situace jina.
K umléovani provirll zde se snizujici se MFI nedochazi postupné jako u ASLV, ale skokové.
Pokud jsou mezi jednotlivymi klony porovnany pouze GFP* buriky, je primérna exprese
podobna u klond s méné ¢i vice nez 50 % exprimujicich bunék (Studentdv t-test, p =

0,6459, primérna MFI byla 27721 a 28748).
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Obrazek 12. Exprese ASLV a HIV-1 v bunkach K562. A) Znazornéni exprese bunécnych klonu
nesoucich proviry ASLV (245) a HIV-1 (255) v dobé 30 — 60 dpi. Jednotlivé klony jsou sefazeny ve sloupcich
podél vodorovné osy. Jednotlivé Casy, kdy byl stanovovan pomér bunék exprimujicich GFP, jsou odliSeny
barevné: 30 dpi (tmavé modra), 37 dpi (Cervend), 44 dpi (zelend), 51 dpi (Zlutd), 60 dpi (svétle modra).
Pferusovanou ¢arou je znazornéna hranice 90 %. B) Znazornéni rliznych skupin klond dle jejich expresnich
profilG. Histogramy zndzornuji relativni pocet bunék na ose y a intenzitu fluorescence na ose x. Je
znazornéna i oblast, ve které byly bunky povaZovany za pozitivni pro expresi GFP. Skupiny podle
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expresnich profill jsou sefazeny zleva nasledujicim zplsobem: vysoce stabilné exprimujici, nizce stabilné
exprimujici, uml¢ované. Cisla nad histogramy vyjadfuji, jakou ¢ast bunék tyto klony predstavuji z populace
separované 3 dpi (tedy z bunék, které byly 3 dpi pozitivni na expresi GFP). Barevné rozliseni histogrami
odpovida casovému rozliseni jednotlivych méreni v grafu A). dpi — dny po infekci, ASLV — ptaci virus
zplsobujici sarkomy a leukdzy, HIV-1 — virus lidské ziskané imunodeficience.

Porovnana byla také intenzita exprese ASLV a HIV-1. Ktomuto srovnani byly
vybrany stabilné exprimujici klony. Jak ukazuje obr. 13B, stabilné exprimované proviry

HIV-1 vykazuji vy$$i intenzitu exprese nez proviry ASLV (Student(iv t-test, p = 3,78 x 10™).

Vysledky expresni analyzy bunéénych klond lidskych bunék s proviry ASLV a HIV-1
ukazuji na rozdilnou ¢etnost vyskytu stabilné exprimovanych provirll u obou retrovir(i. U
HIV-1 je vyskyt takovych provir( asi 10 x castéjsi nez u ASLV v lidskych burikdch.
Heterogenita mezi jednotlivymi proviry téhoz retroviru vradmci jednoho bunécného
systému poukazuje na vliv mista integrace na expresi proviru. Tato heterogenita se
projevuje nejen ruznou stabilitou exprese proviru, ale také intenzitou exprese rlizné
integrovanych provirl. Analyza intenzity exprese také poukazuje na rlznou dynamiku
umlCovani provirové exprese u ASLV a HIV-1. Variabilni intenzita exprese je vsak
pozorovatelnd nejen mezi rizné integrovanymi proviry, ale také v ramci jednoho klonu
mezi postupné umlcovanymi proviry ASLV. Tento jev vSak neni pozorovatelny u HIV-1.
Buriky klon( s proviry vektoru LTR-Tat-GFP vykazovaly bud stav plné exprese GFP
omezené pravdépodobné jen vlivem mista integrace, nebo stav Uplného umlceni bez
vyskytu prechodnych intenzit exprese GFP. V celkové klonalni populaci tak byl na rozdil
od ASLV, u umlcovanych provirll pozorovan skokovy prechod od maximalni k minimalni

MFI.
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Obrazek 13. Stabilita a intenzita exprese ASLV a HIV-1 v bunikach K562. A) Na grafech jsou
znazornény vsechny klony nesouci proviry ASLV ¢i HIV-1, u nichZ byla sledovana expresni aktivita provird.
Znazornéné vysledky pochazeji z méfeni 60 dpi. Cerné jsou znazornény intenzity exprese celych populaci
bunécnych klond (pozitivni i negativni buriky), zatimco zelené jsou zndzornény intenzity exprese pouze
pozitivnich bunék klonu. Cervenymi body jsou pak zvyraznény ty klony, které byly povaZovany za stabilné
exprimujici. Intenzity exprese jsou znazornény v MFI (logaritmicka skala). B) Krabicové diagramy intenzity
exprese v MF| (logaritmicka skala) stabilné exprimujicich klon K562 nesoucich ASLV ¢i HIV-1. MFI
odpovida intenzité klond v 60 dpi. MFI — primérna intenzita fluorescence. ASLV — ptaci virus zpUsobujici
sarkomy a leukdzy, HIV-1 — virus lidské ziskané imunodeficience typu 1.
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5.3. Nestabilni umlceni provirti ASLV v lidskych burnkach

Yao et al. (2004) ve své praci poukdzali na mozZnost spontanni reaktivace provirQ
MLV integrovanych v mysich embryondlnich kmenovych burnkach. K zodpovézeni otazky,
zda je spontanni reaktivace exprese jiz jednou umléenych provir moina i
v diferencovanych lidskych bunkach, byl vyuZit systém bunék K562 sintegrovanymi

proviry ASLV.

Po dokonceni analyzy exprese klont, byly z 18 vybranych klonl separovany
pomoci FACS GFP" bunky. Takto ustanovené negativni subpopulace byly posléze
analyzovany na pfitomnost reaktivovanych GFP* bunék. Obr. 14 ukazuje expresi téchto
subpopulaci 2 a 3 tydny po separaci (tps) v porovnani s expresi ptivodnich klonl pred
separaci. JelikoZ se ucinnost separace pohybovala v rozmezi 90 — 100 %, byly
subpopulace pokladany za pozitivni, pokud bylo v subpopulaci pfitomno alespon 10 %
GFP* bunék. Z 18 negativnich subpopulaci byla u 12 pozorovdna pfitomnost vice ne:
10 % GFP* bunék. U vétdiny zté&chto nestabiln& umléenych provir(i v3ak dochazelo
béhem nasledné kultivace k poklesu procenta exprimujicich bunék. Ke zvySovani exprese
smérem ke stavu v plvodnim klonu dochazelo u dvou subpopulaci. Ani vjednom
z pfipadd vsak nebyl pozorovdn ndvrat negativni subpopulace na hladinu exprese
pGvodniho klonu. Analyza MFI ukdzala, e GFP* buriky objevujici se v negativnich
subpopulacich klond vykazuji MFI podobnou MFI GFP* bunék ptivodniho klonu. Expresni
profily plvodnich klonalnich populaci pak ukazuji, Ze klony s nestabilné umléenymi
proviry vykazovaly po dobu 30 - 60 dpi spise stabilni hladinu exprese. Pfitomnost GFP*
bunék u negativnich subpopulaci vsak nebyla podminéna vysokym podilem exprimujicich
bunék u pavodnich klond, nebot byla reaktivace pozorovana i u klond s 60%

exprimujicich bunék.

Umléené proviry ASLV jsou tedy v lidskych burikdch schopné spontanné obnovit
svou expresi. Schopnost vymanit se z umléeného stavu vSak nemaji vSechny proviry
ASLV. Spontanni reaktivace byla pozorovana u klonl vykazujicich spise stabilni poméry
GFP" bunék v klonalnich populacich pohybujicich se na hladinach alespoft 60 % GFP"

bunék. Tyto vysledky opét poukazuji na vliv mista integrace na expresi proviru.
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Obrazek 14. Exprese negativné separovanych bunécnych subpopulaceti ASLV. Na grafech jsou
znazornény pocty (%) a intenzita exprese v MFI (logaritmickd skala) bunék exprimujicich GFP u
subpopulacell vytvorenych separaci negativnich bunék z pavodnich bunécénych klont K562 nesoucich
proviry ASLV. Exprese byla stanovovdna 2 a 3 tps (modré a zelené body). Casem 0 tps je znazornéna
exprese plvodnich klonl pred separaci. Jednotlivé subpopulacey jsou sefazeny podle % bunék
exprimujicich GFP v ¢ase O tps. Pferusované ¢ary znazoriuji 10 % a 90 %. MFI — primérna intenzita
fluorescence, tps — tydny po separaci.
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5.4. Integracni mista stabilné exprimovanych provira ASLV

Mista integrace provirll byla izolovdna pomoci metody splinkerette PCR (Uren et
al., 2009). Uskali této metody muZe spocivat v jeji zavislosti na $tépeni genomové
restrikéni endonukleazou, kterda maze DNA stépit pfrilis blizko ¢i daleko od proviru a
znemoznovat tak mapovani ¢i amplifikaci sekvence mista integrace. V této praci byly pro
izolaci integracnich mist provird ASLV vyuzity enzymy Dpnll ¢i Msel. Pomoci této metody
pak bylo izolovdno, mapovano a charakterizovano celkem 42 mist integrace stabilné
exprimujicich provird integrovanych v genomu linie K562. Grafickd ukdzka vystupu
mapovani je demonstrovdna na obr. 15. Pro srovnani bylo také izolovano 16
integracnich mist z bunék ziskanych ihned po separaci exprimujicich bunék 3 dpi. Do
analyzy bylo zahrnuto také 226 integracnich mist ASLV z prace autorl Narezkina et al.
(2004) jako kontrola neselektované integracni preference ASLV (ddle jako preference).
Byla provedena také separace negativnich bunék 3 dpi, ovSem ztéchto vzorkd se
nezdafilo ziskat zadné integracni misto. Ziskané sekvence se podobaly spiSe defektnim
LTR provirQ. Pfi¢inou neuspéchu v ziskani sekvenci integracnich mist z GFP™ bunék mohl
byt také nizky pocet bunék nesoucich provirus. Zatimco 226 integrac¢nich mist
preference by mélo simulovat neselektovanou integracni preferenci ASLV, 16
integracnich mist klonU s proviry aktivnimi 3 dpi (dale jako aktivni) pfedstavuje populaci
provirQ, z niz byly stabilni proviry selektovany. Z predchozich vysledk( exprese GFP lze
také odhadovat, Ze asi 4 % aktivnich provird by méla byt schopna stabilni exprese. Tato
mista by méla vykazovat posun od integrace podle neselektované integracni preference

k mistim permisivnim pro aktivni expresi ASLV.

Vprvni rfadé byla mista integrace srovnavana svyskytem genomovych
charakteristik, jako je pozice v ramci chromozémua, TU, TSS ¢i CpG ostrovl. Integracni
mista jsou rozprostiena po celém genomu, jak je patrno ze zobrazeni integracnich mist
na pozadi lidského karyotypu (Obr. 16A). Stabilné exprimované proviry byly oproti
integracni preferenci ASLV Castéji pfitomny v oblastech chromozémovych pruh( R, které
by mély odpovidat oblastem aktivniho euchromatinu. Naopak méné ¢asto byly stabilné
aktivni proviry oproti mistim integrace odpovidajicim integracni preferenci ASLV
integrovany do repetitivnich elementl (Obr. 16B). Ackoliv byl oproti neselektované

integracni preferenci pozorovan maly narUst integraci do oblasti TU, a to jak u stabilné
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aktivnich, tak u aktivnich provir(i, nebyl tento narast statisticky prokazatelny (Fishertv

exaktni test, p = 0,06, rozdil mezi stabilnimi proviry a neselektovanou preferenci ASLV).

Integrace aktivnich provir(i byla poté charakterizovana vzhledem k vzdalenostem
od TSS a CpG ostrovu. Pritomnost TSS a CpG ostrovl byla analyzovana v okoli 20 kbp od
mista integrace. V této vzddlenosti od TSS se nachazelo 95 % stabilné exprimovanych
provirQ, pficemz vzdalenost téchto provird od TSS se pohybovala v rozmezi 203 - 13000
bp. Procento GFP* bunék v klonu, stejné jako intenzita exprese, byly nezavislé na
vzdalenosti od TSS a orientaci stabilnich provird k TSS (Obr. 17A, 17B). Nebylo tedy
pozorovano, Ze by stabilni proviry integrované ve vétsi vzdalenosti od TSS vykazovaly
nizsi MFI neZ proviry integrované blize TSS. Zavislost na orientaci proviru byla patrna
pouze u téch stabilné aktivnich provirl, které byly integrovany do TU (intraTU) do
vzdalenosti 1 kbp od TSS (24 % provird). VSechny stabilné exprimujici proviry
integrované v této oblasti byly orientovany shodné se smérem transkripce TU. Nejblizsi
provirus orientovany proti sméru transkripce se nachdzel ve vzdalenosti asi 1500 kbp od
TSS. V okoli 20 kb od CpG ostrovl se nachazelo 80 % stabilné exprimujicich provird. Jak
Ize vypozorovat z obr. 17C, jednalo se o CpG ostrovy, s nimiz byly asociovany blizké TSS
(pfitomnost bodd na diagondlach, tj. vzdalenost TSS je podobna vzdalenosti proviru od
CpG ostrova). U 19 % provirl se pak integracni misto nachazelo ve vzdalenosti mensi
nez 10 kbp od TSS, pri¢emz jejich vzdalenost od CpG ostrovl byla podstatné veétsi

(Obr. 170).
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Obrazek 15. Ukazky vystupu mapovani integracnich mist ASLV. Na obrazku jsou znazornény
grafické vystupy 3 mist integrace (svisla ¢ervend c¢ara) ASLV a jejich okoli. Ve vystupech jsou znazornény
CpG ostrovy (zelené obdélniky), TU podle UCSC Genes, repetitivni elementy podle RepeatMasker a oblasti
obohacené o pritomnost histonovych modifikaci ¢i proteinovych faktorl podle ENCODE/Broad Institute.
Tmavost obdélniku u histonovych modifikaci a proteinovych faktorl uddva intenzitu signalu daného
faktoru v dané oblasti. Grafickd podoba mista integrace byla ziskana z aplikace Genome Browser na
webovych strankach UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/).
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Obrazek 16. Integracni mista ASLV a genomové charakteristiky. A) Integrace stabilné
exprimovanych provirl v ramci lidského karyotypu. Mista integrace jsou znazornéna Cervenou Sipkou. B)
Cetnost integraci rGznych skupin provird ASLV do oblasti chromozomalnich R pruh(, repetitivnich
elementl a TU. Znazornény jsou stabilné aktivni proviry (modrd), proviry aktivni 3 dpi (Cervend) a
neselektované proviry integracni preference ASLV (zelend). Signifikance rozdilli ve frekvenci integrace
mezi stabilné exprimovanymi proviry a proviry znazoriujicimi neselektovanou integra¢ni preferenci ASLV
byly testovany pomoci Fisherova exaktniho testu. Signifikantni rozdily jsou znazornény hvézdickou (*, p <
0,05). Pferusovana ¢dra znazornuje frekvenci 50%. TU — transkripéni jednotka.
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Obrazek 17. TU, TSS a CpG ostrovy v misté integrace stabilné exprimovanych provirti ASLV. A)
Integrace provirl ASLV stabilné exprimujicich klonli do oblasti TU (intraTU) ¢i mimo TU (interTU).
Znazornéna je vzdalenost od TSS a mnoiZstvi exprimujicich bunék klonu 60 dpi. Negativni hodnoty
vzdalenosti od TSS znazornuji vzdalenosti provird v interTU oblasti. Proviry orientované k TSS svym 5’LTR
(misto provirového TSS) jsou znazornény modrymi body. Opacné orientované proviry (3’LTR k TSS) jsou
znazornény rtzovymi trojuhelniky. Znazornény jsou proviry integrované do vzdalenosti 20 kbp od nejblizsi
oblasti TSS. Pferucovana ¢ara zndazorriuje TSS B) Zavislost intenzity exprese stabilné exprimovanych provir
(MFI, logaritmicka skala) na integraci do intraTU a interTU oblasti, vzdalenosti od TSS a orientaci proviru.
C) Znazornéni vzdalenosti integrovanych proviri od TSS a CpG ostrovi. Znazornény jsou integracni mista
stabilné exprimovanych provirll (modré body), provirG aktivnich 3 dpi (Cervené body) a provirQ
znazornujicich neselektovanou integracni preferenci ASLV (zelené body). Jsou znazornény proviry
integrované do vzdalenosti 20 kbp od dané charakteristiky. Proviry integrované dale nez 20 kbp jsou
znazornény za hranicemi 20 kbp. TSS — misto transkripéniho startu, intraTU — oblast uvnitf transkripcni
jednotky, interTU — oblast mimo transkripéni jednotku, MFI — priimérna intenzita fluorescence, bp — pary
bazi.
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Z vyse uvedenych vysledk( (Obr. 17) je moZné soudit, Ze distribuce integrovanych
stabilné exprimujicich provira bude vyrazné posunuta k oblastem TSS. Naprostd vétsina
provirl je integrovana do okoli 10 kbp od TSS (93 %). Proviry integrované do intraTU
oblasti navic tuto vzdalenost ani neprekracuji. Prlmérnd délka TU, do kterych jsou
stabilné exprimované proviry integrovany, dosahuje témér 40 kbp, pficemz vétSina
presahuje délku 10 kbp. Integrace do maximalni vzddlenosti od TSS 10 kbp tedy neni
ddna omezenou délkou TU. Distribuce zobrazend na obr. 18 navic ukazuje, Ze témér
60 % stabilné exprimovanych provirQ je integrovano do TU maximalné 5 kbp od TSS. Do
oblasti 5 kbp od TSS je integrovana také podstatna ¢ast provirl nachdzejicich se mimo
TU (interTU oblasti). Proviry integrované v interTU oblasti Ize, na rozdil od téch v intraTU

oblasti, nalézt i dale nez 20 kbp od nejblizSiho TSS (5 % proviru).

50 — TSS

interTU infraTU B Stabilni
50 — B Aktivni
® Preference

40 4

30

=20 20-15 15-10 10-5 5-0 0-5 5-10 1015 15-20 =2
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Cetnost integraci (%)

Obrazek 18. Frekvence integraci ASLV pobliz TSS. Graf zndzornuje Cetnosti integraci stabilné
exprimovanych provirl (modry sloupec), proviri aktivnich 3 dpi (¢erveny sloupec) a provirl odpovidajicich
neselektované preferenci integraci ASLV (zeleny sloupec) v rliznych vzdalenostech od TSS. Vzdalenosti jsou
rozdéleny do oken, které jsou tvoreny 5kbp Useky az do vzdalenosti 20 kbp od nejblizsiho TSS Graf je dale
rozdélen na useky uvnitf TU (intraTU) a mimo TU (interTU). Vyhodnoceno bylo celkem 42 stabilnich
provird, 16 aktivnich a 226 provirt preference ASLV.
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Integrace do TU nabizi otazku ohledné transkrip¢ni aktivity cilenych TU. Bylo tedy
vybrano 8 TU, do nichZ byly integrovany stabilné exprimované proviry. Transkripc¢ni
aktivita téchto TU byla méfena pomoci metody RT-qPCR v neinfikovanych burikach linie
K562. Relativni exprese TU byla ziskana porovnanim s endogennim housekeeping genem
TBP. Analyzované TU vétSinou vykazovaly pomérné vysokou transkripéni aktivitu
(Obr. 19). Vyskyt H3K4me3 v oblasti TSS, ¢i do 1 kbp od 98 % TSS asociovanych se
stabilnimi proviry ukazuje, Ze jsou tyto proviry integrovany do blizkosti, ¢i pfimo do
transkripéné aktivnich TU. Mezi TU, do kterych byly stabilné se exprimujici proviry
integrovany, se nachazely 4 (NACA, OAZ1, RPS4X, STAU1), které ve své prdci She et al.
(2009) identifikovali jako konstitutivné exprimované housekeeping geny. To odpovida asi
13 % vSech integraci do TU. Tato frekvence integraci do housekeeping genl vsak

nepredstavuje Zadny rozdil oproti neselektované integracni preferenci ASLV.

20

relativni exprese

KLF16 TRAPPC10 ARRB1 NACA  SUV39H1 COQ4 CFLAR FEM1B TBP

Obrazek 19. Relativni transkripcni aktivita TU cilenych stabilné aktivnimi proviry. Graf zobrazuje
relativni transktipci 8 endogennich TU pomoci metody RT-qPCR. Do téchto TU byly integrovany stabilné
exprimované proviry ASLV v lidskych bunkach. MnoZztvi mRNA bylo stanovovano v neinfikovanych burkach
K562. Vysledky transkripce cilenych TU byly vztazeny k mnoZzstvi mRNA referen¢niho housekeeping genu
TBP. Hladina transkripce TBP (relativni exprese = 1) je zndzornéna prerusovanou ¢arou. Nazvy TU jsou
uvedeny podle symboll gend (Gene Symbols) dle http://www.genenames.org.

Kromé genomovych charakteristik byly vyhodnocovany i histonové modifikace
vyskytujici se v misté integrace proviri. Nejprve byla vyhodnocovana cetnost integraci
stabilné exprimovanych, aktivnich a neselektovanych provirli do oblasti obohacenych o
vyskyt jedenacti histonovych modifikaci (Obr. 20). Stabilné aktivni proviry se vyskytovaly
Castéji témér ve vsech z téchto modifikaci (p hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4). Zvysend

frekvence integraci stabilné aktivnich provirli oprotiintegracni preferenci ASLV nebyla
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pozorovana u histonovych modifikaci H3K9me3 a H3K27me3, coZ jsou represivni
histonové modifikace. Nejvyssi rozdil ve frekvenci integrace pak byl pozorovdn u
acetylovanych histon (H3K9ac, H3K27ac) a u di- a trimetylace H3K4, coZ jsou naopak
modifikace asociované s oblastmi aktivnich TSS. Aktivni proviry, které nebyly selektovany
na stabilitu exprese, vykazovaly ve vétSiné pripadl cetnosti integraci do oblasti
modifikaci podobajici se frekvenci mezistupné mezi neselektovanou preferenci ASLV a
stabilné aktivnimi proviry (Obr. 20A). Toto platilo hlavné pro modifikace H3K4mel a
H4K20mel. V oblastech bohatych na tyto modifikace byly stabilné exprimované proviry
nachazeny castéji nez proviry aktivni 3 dpi, ale i na expresi neselektované proviry ASLV,
zatimco aktivni a neselektované proviry vykazovaly stejnou frekvenci integraci do oblasti
H3K4mel a H4K20mel. Napadné shodnd pak byla frekvence, se kterou se stabilné
exprimované a aktivni proviry nachazely v oblastech obohacenych o histonovou
modifikaci H3K36me3. Tato histonovd modifikace byla v mistech integrace stabilné
exprimovanych a aktivnich provirll pfitomnd stejné casto, pficemz se obé skupiny

vyrazné liSily od neselektovanych integraci.

Histonové modifikace byly ddle vyhodnoceny v zavislosti na tom, zda byly
v predeslé analyze nalezeny v intraTU ¢i interTU oblastech. VintraTU se nachazelo 30
stabilné exprimovanych, 11 aktivnich a 124 neselektovanych provir(i integracni
preference ASLV. Naproti tomu vinterTU oblastech bylo identifikovano 12 stabilné
exprimovanych, 5 aktivnich a 102 neselektovanych provir(i odpovidajicich integrac¢ni
preferenci ASLV. Stabilné exprimované proviry vintraTU oblastech byly ve velké mite
integrovany do oblasti vSech histonovych modifikaci spojenych s aktivnim chromatinem
(Obr. 20B). Vyraznych rozdild v porovndni s aktivnimi proviry dosahovaly frekvence
integraci stabilné exprimujicich provird do oblasti modifikaci H3K4mel, H3K79me2,
H3K36me3 a H4K20mel. U provirl v interTU oblastech pak byla prekvapivé vyrazna
frekvence vyskytu v oblastech bohatych na H3K36me3. Tyto proviry byly nalezeny
v oblastech s transkripéni aktivitou, v nichz se nachdzely predikované TU (Ensembl
Genes). Nékteré interTU proviry jsou tak nejspiSe integrovany do TU, které vsak nejsou
zavedeny v zaznamu UCSC Genes. Vyskyt 3 z 5 aktivnich provird z interTU oblastech
v mistech bohatych na H3K36me3 pak poukazuje na vyraznou frekvenci vyskytu

aktivnich provir( v transkripéné aktivnich TU.
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Obrazek 20. Frekvence integraci ASLV do oblasti histonovych modifikaci. Grafy znazornuji
Cetnosti integraci stabilné exprimovanych provirl (modry sloupec), provird aktivnich 3 dpi (Cerveny
sloupec) a provirll odpovidajicich neselektované preferenci integraci ASLV (zeleny sloupec) do oblasti
obohacenych o rdzné histonové modifikace. A) Frekvence integraci viech provir( v danych kategoriich. B)
Proviry rozdélené podle toho, zda byly integrovany uvnitf znamé TU (intraTU) ¢i mimo TU (interTU). Bylo
analyzovano celkem 42 integracnich mist stabilnich provir, 16 integragracnich mist aktivnich provirl a

226 mist integrace provirl odpovidajicich preferenci ASLV. TU — transkrip¢ni jednotka.
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Tabulka 4. Statisticka signifikance rozdilii v integraci do oblasti histonovych modifikaci.

Histonové Porovnavané skupiny provird (p hodnoty)
modifikace  Aktivni x Preference Stabilni x Preference  Stabilni x Aktivni
H3K4mel 0,2246 1,454 x 10°® 0,0380
H3K4me2 0,0032 4,642 x 10™ 0,2467
H3K4me3 0,0187 8,324 x 10" 0,1533
H3K79me2 0,1309 4,17 x 10 0,2467
H3K36me3 0,0052 1,08 x10% 1,0000
H3K9me3 0,5878 0,8582 0,7555
H3K9ac 0,0352 5,067 x 10 0,0723
H3K27me3 0,0469 1,0000 0,0916
H3K27ac 0,0060 9,269 x 10 0,0916
H4K20mel 0,6057 3,53x10% 0,0159
H2A.Z 0,0699 3,01x10% 0,3753

V tabulce jsou uvedeny p-hodnoty Fisherova exaktniho testu frekvenci integraci stabilné aktivnich
provird (Stabilni), provir(i aktivnich 3 dpi (Aktivni) a provirl odpovidajicich preferenci ASLV (Preference).
Rozdil je signifikantni, je-li p < 0,05.

Vyhodnocovana byla i vzdalenost stabilné exprimovanych provirli od oblasti
bohatych na rlizné histonové modifikace (Obr. 21). Medidny vzdalenosti mist integrace
od oblasti s modifikacemi asociovanymi s aktivnim chromatinem byly rovny 0. Vyjimkou
byla histonova varianta H2A.Z, jejiz median vzddlenosti provird byl 120 bp. To znamen3,
Ze vétsina stabilné exprimovanych provirl byla pfimo asociovana s oblastmi histonovych
modifikaci aktivniho chromatinu, predevsim s oblastmi obohacenymi o metylace H3K4,
acetylaci histon a H4K20mel. Vyrazné pak byly posunuty vzdalenosti mist integrace od
oblasti bohatych na H3K9me3 a H3K27me3. Distribuce vzdalenosti provirli napr. ukazuje,
Ze 90 % stabilné aktivnich provird je integrovdno do vzddlenosti 10 kbp od mist
obohacenych o H3K4me3. To je asi dvojnasobny narlst integrace do této oblasti oproti
neselektovanym provirdim ASLV (43 %, Fishertv exaktni test, p = 1,274 x 10”). Stejné

navyseni stabilné aktivnich provird je pak pozorovatelné i pro oblasti vyskytu H3K9ac.
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Obrazek 21. Vzdalenost stabilné exprimovanych provirti od oblasti histonovych modifikaci. Na
grafu jsou zobrazeny vzdalenosti v jednotkach bp stabilné exprimovanych provirli ASLV od oblasti
zvySeného vyskytu rGznych histonovych modifikaci. Zobrazeny jsou proviry ve vSech vzdalenostech (horni
graf) a detail vzdalenosti do 10 kbp od histonovych modifikaci (spodni graf). Vodorovné Cary v kazdém
sloupci symbolizuji mediany vzdalenosti. Zelené jsou pak zobrazeny aktivacni modifikace, ¢ervené pak
modifikace, u nichZ se predpoklada spise represivni role. PferuSovand ¢ara vyznacuje vzdalenost 10 kbp.

bp — pary bazi.
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Na obr. 22 jsou znazornény vSechny stabilné exprimujici klony a histonové
modifikace, jejichz vyskyt je zvySen pravé v misté integrace identifikovaného proviru.
Pokud jsou klony sefazeny podle intenzity exprese GFP, nelze vypozorovat Zadnou
souvislost mezi pritomnosti urcité epigenetické modifikace pfimo v misté integrace

proviru a intenzitou exprese daného klonu.
Stabilné exprimujici klony s ASLV
Intenzita exprese GFP (MFI) ‘
_-IlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I||||||

H3Kdmel — “ettssdid s 2a8b 80000 R 00 BB 0 HR R0 0

H3K4me?2 —| Ceeeesssssssss s assssCO00S000 MROROCORRC0
H3K4me3 —| Cotsesssss s s s 8 eo o080 C0 TR IO R0
H3K79me?2 —| Cotsssssssts sttt S8l oM S0COCOCRCRCIIRID
H3K36me3 —| CoCessssssssssssss s s 88888 00N SR B BC0
H3K9ac —| Teesessssssssss 8888 80800000 RE00NSR0E
H3K27ac —| COMeasssstsstss s sss o000 S000S0MICO0BHICE
H3K20me1 - Cettesttsstssb s s 8 0S8R0 O00RCOTRMR0R
S P WARS e [ ol lele lol 1 1 ol 'olelelel T ol ‘ol elelele 1 ' lo 1 eloele’ lo
H3K9me?3 | Cototescesooetl el lO Mo RO OO OO
H3K27me3 | CecocoooenooonOOoOOOOOOOUHMEC OO COSKICOM

Obrazek 22. Integrace do oblasti histonovych modifikaci jednotlivych stabilnich klont ASLV.
Jednotlivé proviry stabilné exprimujicich klonl jsou sefazeny ve sloupcich ve sméru vodorovné osy podle
intenzity exprese (MFI) jednotlivych klonl. MFI klon se pohybovala od 1000 (Uplné vlevo) po 61162
(Uplné vpravo). V fadcich jsou pomoci plnych ¢i prazdnych kruhl vyobrazeny jednotlivé histonové
modifikace. Pokud byl provirus daného klonu nalezen integrovan v oblasti obohacené o danou histonovou
modifikaci, obsahuje pak jeho sloupec v daném fadku plny kruh.
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Proviry identifikované ve stabilné exprimujicich klonech vykazovaly integrace
preferenéné do oblasti aktivniho chromatinu, do TU a blizkosti TSS. Na c¢astou integraci
do TU a do blizkosti TSS ukazuji i histonové modifikace pfitomné v misté integrace.
Stabilné aktivni proviry vykazovaly oproti neselektovanym provirlm ASLV preferenci pro
vSechny histonové modifikace asociované s aktivnim chromatinem, TSS a
transkribovanymi TU. Proviry selektované na expresi brzy po infekci vykazovaly
frekvence integraci odliSné od téch neselektovanych a byly tak mezistupném mezi
stabilné exprimovanymi a neselektovanymi proviry. Stejnou frekvenci v integracich jako
stabilné exprimované proviry pak vykazovaly aktivni proviry hlavné v oblastech bohatych
na H3K36me3. Ve vztahu kTU pak byly stabilné aktivni proviry integrovany v
transkripéné vysoce aktivnich TU. Nebyla pozorovdna zadna vyraznd preference pro
orientaci v TU. Vyjimku tvofily proviry integrované v Uplné blizkosti TSS v intraTU oblasti
(do 1 kbp), kdy smér transkripce proviru odpovidal sméru transkripce TU. Taktéz nebyla
zaznamendna zadnd zavislost intenzity exprese klonu na vyskytu nékteré histonové

modifikace v misté integrace proviru.

5.5. Integracni mista nestabilné umlc¢ovanych klonti ASLV

Bylo identifikovano 5 integracnich mist provird, jejichZ klony vykazovaly existenci
exprimujicich bunék po separaci bunék negativnich na expresi GFP. Tato mista
vykazovala znacnou heterogenitu. 3 proviry byly nalezeny v oblasti TU a vykazovaly
rdznou vzdalenost od TSS s minimem okolo 0,2 kbp a maximem okolo 23 kbp (tabulka
5). Pfitomnost H3K4me3 v rozmezi 0 — 9 kbp od mista integrace vSak naznacuje, Ze
aktivni TSS by mohly byt vzdaleny do 10 kbp. U dvou provirQl je zndma transkripéni
aktivita TU, do kterych byly proviry integrovany. Jejich transkripéni aktivita dosahovala
dvou a ¢tyrnasobku aktivity referenéniho genu TBP, pficemz se jejich vzdalenost od TSS
liSila asi o 2 kbp, kdy dale od TSS byl integrovan provirus ptritomen v aktivnéjsi TU.
Integracni mista jsou znadma také u 3 provirl izolovanych z klond, jejichz negativni
subpopulace neobsahovaly 2 a 3 tps vice neZ 10% GFP® bunék. Tyto klony tedy
obsahovaly proviry, jejichz umlc¢eni bylo stabilni. Proviry z téchto klond byly integrovany
do blizkosti TSS, na coz poukazuje i asociace se vSemi metylaénimi stavy H3K4,
H3K79me2 a H2A.Z (tabulka 6). Provirus klonu, ktery po separaci vykazoval nejvyssi podil

exprimujicich bunék (64 % 2 tps) byl naopak integrovan do oblasti bohaté na H3K4mel a
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H2A.Z. Tato specifika poukazuji na pravdépodobnou integraci do oblasti enhanceru.
H3K4mel je az na klon vykazujici expresi 11% exprimujicich bunék 2 tps, specifickou

modifikaci asociovanou s reaktivovanymi proviry.

Tabulka 5. Exprese a genomové charakteristiky integracnich mist provirii nestabilné
umliéovanych klont.

klon Exprese klonu Genomové charakteristiky
60 dpi MFI 2 tps TSS TU* Orientace k TU** CpG
(%) 60dpi (%) (kbp) (kbp)
K2-1D5 99 27073 64 >20 - NA >20
K3-1H3 100 28330 45 0,2 + + 8,3
K3-2B3 91 1510 41 8,7 + - 6,2
K2-1F2 96 20011 38 13,0 - - 12,4
K3-2A10 97 61162 11 6,7 + - 0,023
K3-1D4 17 1051 9 1,1 - - 1,3
K2-1A2 96 6573 6 2,1 + + 0
K3-2D4 34 1010 3 0,6 + + >20

Klony v tabulce jsou sefazeny podle % exprimujicich bunék 2 tps negativnich subkon(. Klony
vykazujici méné nez 10% pozitivnich bunék byly povaZovany za negativni (posledni 3 klony). * proviry
identifikované v TU jsou oznaceny jako +. ** relativni orientace k TU, kdy + znamena, Ze smér transkripce
proviru je shodny s TU, do které je integrovan ¢i vzdalena do 20 kb, NA znamen3, Ze nebyla v okoli 20 kbp
nalezena zadnd TU. dpi — dny po infekci, tps — tydny po separaci, MFI — primérna intenzita exprese, TSS —
misto transkripéniho startu, TU — transkrip¢ni jednotka, CpG — CpG ostrov.

Tabulka 6. Vzdalenost od histonovych modifikaci proviri ASLV nestabilné umléovanych klon.

klon Vzdalenost od oblasti bohaté na histonovou modifikaci (kbp)
H3K4 H3K4 H3K4 H3K79 H3K36 H3K9 H3K27 H3K20 H2 H3K9 H3K27
mel me2 me3 me2 me3 ac ac me2 A.Z me3 me3
K2-1D5 0 6,9 8,9 22 20,6 6,3 6,1 22,5 0 7,0 41,6
K3-1H3 0 0 0 2,9 1,3 0 0,3 0,7 0 1,6 22,7
K3-2B3 0 0 2,6 0 0 0 0 0 7,8 120 47,5
K2-1F2 0,6 2,2 4,1 3,2 5,4 2,2 2,2 5,5 0 0 55,0
K3-2A10 30,5 0,1 3,7 0,3 48,6 0 0 0 0 0 0
K3-1D4 0 0 0 0 24,9 0 0 0 0 6,2 51
K2-1A2 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0
K3-2D4 0 0 0 105 107 0 32,8 0 0 647 0

Klony v tabulce jsou sefazeny podle procenta exprimujicich bunék 2 tps negativnich subpopulaci.
Klony vykazujici méné nez 10% pozitivnich bunék byly povazovany za negativni (posledni 3 klony). Pokud
byl provirus integrovan v oblasti bohaté na histonovou modifikaci, je jeho vzdalenost od této modifikace 0.
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5.6. Integracni mista stabilné exprimovanych provird HIV-1

V rdmci této prace byla izolovana 3 integracni mista provirud lentivirového vektoru
LTR-Tat-GFP (Obr. 23). Tyto klony vykazovaly v dobé 60 dpi expresni stabilitu alespon 90
% (100 %, 91 % a 90 %). Zadny z provirG identifikovanych ve stabilné exprimujicich
klonech nebyl nalezen vintraTU oblasti. Nejblizsi TSS bylo identifikovdno u proviru
s expresni stabilitou 91 % exprimujicih bunék 60 dpi, kde byla jeho vzdalenost od TSS asi
7 kbp. Od ostatnich provird vsak byly TSS vzdaleny 30 a 20 kbp. Ve vzdalenosti 1,7 a 6,8
kbp vsak byly u téchto klonl nalezeny CpG ostrovy. Podle genomovych charakteristik tak
byly tyto proviry integrovany mimo TU, avSak do blizkosti TSS ¢i CpG ostrov(

neasociovanych s zZddnymi zndmymi TSS.

Lepsi prehled o misté integrace provird HIV-1 ukdzala analyza histonovych
modifikaci. Nejstabiln&ji exprimovany provirus (100 % GFP® bun&k 60 dpi) byl
identifikovan uvnitf oblasti bohaté na vSechny histonové modifikace kromé H3K27me3.
Takovy profil byva charakteristicky pro blizkosti TSS intraTU oblasti. Ostatni proviry pak
vykazovaly rizné profily pro pfitomnost histonovych modifikaci. Jeden byl integrovan do
blizkosti necelych 6 kbp od H3K4me2/3 bohaté oblasti a do H3K27me3 bohaté oblasti.
Druhy provirus byl integrovan v oblasti bohaté na H3K4mel, H3K36me3, H3K27ac,
H3K20mel a H2A.Z. Tyto dva proviry se srovnatelnou stabilitou exprese (90 % a 91 %)
tak vykazovaly znaky integrace do vzdalenosti 5,8 a 4 kbp od oblasti bohaté na
H3K4me3. Provirus integrovany do oblasti H3K36me3 a H3K20mel vykazoval nejvyssi

intenzitu exprese ze vsech tfi provird.

Ackoliv nebyla v misté integrace analyzovanych stabilné exprimujicich provir(
HIV-1 nalezena Zadna TU, vykazovala integraéni mista charakteristiky pro mista s aktivni
transkripci v blizkosti aktivnich TSS. Na tento fakt poukazuji histonové modifikace
(hlavné metylované varianty H3K4, H3K36me3 a H4K20mel) pfitomné v oblasti
integrace, ale také pritomnost CpG ostrov(, které vsak dosud nebyly asociovany

s zadnymi znamymi TU.
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Obrazek 23. Graficka podoba integracnich mist HIV-1. Na obrdzku jsou zndzornény grafické
vystupy 3 mist integrace (svisla cervena céara) stabilné exprimovanych klond HIV-1 a jejich okoli. Pocet
GFP* bunék klont 60 dpi byl (seshora) 100 %, 91 %, 9 0%. Ve vystupech jsou znazornény CpG ostrovy
(zelené obdélniky), TU podle UCSC Genes, repetitivni elementy podle RepeatMasker a oblasti obohacené o
pfitomnost histonovych modifikaci ¢i proteinovych faktorl podle ENCODE/Broad Institute. Tmavost
obdélniku u histonovych modifikaci a proteinovych faktorl udava intenzitu signdlu daného faktoru v dané
oblasti. Grafickd podoba mista integrace byla ziskdna z aplikace Genome Browser na webovych strankach
UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/).
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Tabulka 7. Exprese a genomové charakteristiky stabilné exprimovanych provirt HIV-1.

klon Exprese 60 dpi Genomové charakteristiky
% MFI TU TSS CpG
(kbp) (kbp)
KH-1A12 100 20112 - 30,9 1,7
KH-1A8 90 19911 - 20 6,8
KH-1A9 91 30943 - 7,3 22,8

dpi — dny po infekci, MFI — pridmérna intenzita fluorescence, TU — transkrip¢ni jednotka, TSS —
misto transkripéniho startu, CpG — CpG ostrov.

Tabulka 8. Integrace stabilné exprimovanych proviri HIV-1 do oblasti histonovych modifikaci.

klon Vzdalenost od oblasti bohaté na histonovou modifikaci (kbp)
H3K4 H3K4 H3K4 H3K79 H3K36 H3K9 H3K27 H4K20 H2A. H3K9 H3K27
mel me2 me3 me2 me3 ac ac mel Z me3 me3
KH-1A12 0 0 0 0 0 0 0 0,03 0,1 0 92,1
KH-1A8 6,2 5,6 5,8 91,7 1544 7,6 91,5 92,0 56 2193 0
KH-1A9 0 1,2 4 25,7 0 1,6 0 0 0 9,0 1,2

V tabulce jsou shrnuty vzdalenosti od oblasti bohatych na histonové modifikace. Pokud byl
provirus identifikovdn v oblasti obohacené o danou histonovou modifikaci, byla jeho vzdalenost od
modifikace 0. kbp — tisic paru bazi.
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6. DISKUZE

Retrovirova exprese je zavisld na integraci retrovirové DNA do genomu a
vytvoreni proviru. Transkripcni aktivita proviru pak silné zavisi na podminkach panujicich
v misté integrace proviru, které mohou jeho transkripci smérovat k umlceni ¢i udrZovat
transkripci proviru. Jak ukazuji vysledky této diplomové préace, stabilni exprese proviru je
podminéna integraci do oblasti aktivniho chromatinu a zvlasté pak do okoli TSS v intraTU

oblastech.

Analyza bunécnych klon(i nesoucich jediny integrovany provirus je dobrym
nastrojem pro analyzu exprese provirQ. Jak ukazala expresni analyza provirt ASLV a HIV-
1 v lidskych burikach K562, stabilné exprimované proviry jsou minoritni slozkou provir(
integrovanych do hostitelského genomu, zatimco exprese vétsiny provirli je umlcovana.
Stabilné exprimované proviry HIV-1 byly asi 10 x castéji pfitomné, neZ stabilné
exprimované proviry ASLV. Systém stanovovani expresnich profil(i provir(l prezentovany
v této praci vSak neumoznuje Uplny odhad frekvence stabilné exprimovanych provir(i ze
vsech integrovanych provir(l. Frekvence popsané v této praci totiz vychazeji z populace
provir( aktivnich 3 dpi. Existuji spekulace, Ze vétsina provirli je umlcena brzy po integraci
a proviry aktivni 3 dpi tak mohou predstavovat pouhy zlomek celkové populace
integrovanych provirll. Vzacny vyskyt stabilné exprimovanych provirQ, spolu s témér
nahodnou integraci do genomu vsak poukazuje na vhodnost vyuziti ASLV v hledani
integracnich mist podporujicich stabilni expresi retrovirli. Exprese HIV-1 se od ASLV lisi
také dynamikou umlcovani exprese a primérnou intenzitou exprese stabilnich klond. Za
tyto rozdily je pravdépodobné zodpovédny retrovirovy transaktivator Tat. Ten je velmi
ucinnym aktivatorem transkripce HIV-1 u rizné integrovanych provir(i (Jordan et al.,
2001). Bazalni transkripce velké ¢asti provirl HIV-1 vSak nepostaCuje na expresi Tat
proteinu a udrZeni stabilni exprese HIV-1. Stabilni exprese HIV-1 tak bude nejspise také

omezena na mista integrace zamezujicich uml¢ovani exprese HIV-1.

Klonalni systém kultivace bunék s integrovanymi proviry také dovoluje pfipisovat
expresni profily klonl konkrétnim mistdm integrace provirQ. K identifikaci integracnich
mist provirl byla vyuzZita metoda splinkerette PCR. Tato metoda je zavisla na Stépeni
genomové DNA restrikénimi endonukledzami (Uren et al., 2009). Pokud je provirus
integrovan pfilis blizko ¢i daleko od mista Stépeni, nemusi byt integracni misto proviru
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nalezeno. Ackoliv byly pro tuto praci vybrany enzymy s castou frekvenci Stépeni
v lidském genomu, integracni mista provir(i nékterych stabilné exprimujicich klond se
identifikovat nepodafilo. V nékterych ptipadech byly naopak identifikovany dva proviry
v jednom bunécném klonu, coz vedlo k vyrazeni takového klonu z analyzy. Ddvodem pro
pfitomnost vice provirl muizZe byt nepresnost separace bunék (umisténi vice bunék do
jedné jamky) ¢i infekce vice virovymi partikulemi. | pfes pouZitou nizkou MOI je
pravdépodobnéjsi druhd moznost. Vyskyt takovych klonG byl vSak spiSe sporadicky a
expresni profily vétSiny klon by mély odpovidat identifikovanym provirim. Teoreticky
se vSak muZe stat, Ze i pfi vyskytu vice provird mlze byt identifikovan pouze jeden, ktery
neodpovida za expresni profil daného klonu. Ackoliv je pravdépodobnost takového jevu

velmi nizka, je tfeba jej brat v potaz pfi analyze izolovanych integraénich mist.

V této praci byla identifikovdana mista integrace 42 stabilné exprimovanych
provird ASLV a 3 stabilné exprimovanych provirl HIV-1. Stabilné exprimované proviry
ASLV vykazovaly ¢astou integraci do mist aktivniho chromatinu, na coZ poukazovala
zvysena integrace do chromozdmovych R pruh a hlavné histonové modifikace pritomné
v misté integrace. Na rozdil od modelu vychazejiciho z prace autor( Senigl et al. (2012),
vsak nebyl pozorovan striktni vyskyt provirl v blizkosti CpG ostrovli, TSS a oblasti
bohatych na H3K4me3. VétsSina proviru sice byla integrovana do blizkosti TSS, tyto TSS
vSak nebyly vzdy asociovany s CpG ostrovy. CpG ostrovy jsou pfitomny v promotorovych
oblastech pfiblizné 70% (ale moznd i vice) zndmych TU (Saxonov et al.,, 2006).
Pozorovana asociace exprimovanych provirl s CpG ostrovy tak mlzZe predstavovat efekt

doprovazejici jejich asociaci s TSS.

Podstatna cast stabilné exprimovanych provir(l byla nalezena integrovana do TU.
Castou integraci do TU podporovala i zvy$end pfitomnost stabilné exprimovanych
provir( v oblastech se zvySenym vyskytem H3K36me3, ktery je charakteristicky pravé
pro intraTU oblasti aktivnich TU. Stejné zvySend frekvence vyskytu provird v oblastech
H3K36me3 vsak byla pozorovana témér u vsech provirl, které vykazovaly expresni
aktivitu 3 dpi. Aktivni proviry ASLV jsou na rozdil od téch stabilné exprimovanych
nalézdany po celé délce TU vraznych vzddlenostech od TSS, zatimco stabilné
exprimované se nalézaji v oblastech blizkych k TSS. Funkce H3K36me3 je pravdépodobné

v zabranovani iniciaci transkripce z kryptickych TSS pomoci pfitahovani HDAC do intraTU
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oblasti (Venkatesh et al., 2012). Tato histonova modifikace by tak mohla branit stabilni
expresi integrovanych provirll. Integrace do aktivnich TU tak m(ze udrzet po kratkou
dobu proviry expresné aktivni, pro udrzeni stabilni exprese vSak bude pravdépodobné

zapotrebi pfitomnost dalSich faktord.

IntraTU oblasti aktivnich TU by podle nékterych studii mély zabrarnovat
transkripci proviru pomoci transkrip¢ni interference (Han et al., 2008; Lenasi et al., 2008;
Shan et al., 2011). Stabilné exprimované proviry se vSak nalézaji ¢asto v transkripcné
aktivnich TU, jejichZ transkripéni aktivita mize byt i pomérné vysoka. Ackoliv se v tom
vSechny prace zcela neshoduji, na expresni aktivitu by mohla mit vliv i orientace proviru
vG¢i sméru transkripce TU. Nebyla viak pozorovéna 7adné korelace mezi procenty GFP*
bunék c¢i intenzitou exprese GFP stabilné exprimujicich klon(i a orientaci provirl
vintraTU oblastech. Ve vzdalenosti do 1 kbp vSak byly pozorovany pouze proviry
orientované shodné se smérem transkripce TU. Proviry orientované proti sméru
transkripce TU, pokud se nachazi v blizkosti TSS, tak mohou byt nejspiSe umlcéeny
mechanizmem transkripéni interference, zatimco transkripce shodné orientovanych
provirQ je zvySena. Ostatni stabilné exprimované proviry integrované az do vzdalenosti
10 kbp vsak vykazovaly rliznou orientaci, pfevazné vsak orientaci proti sméru transkripce
TU. Je tedy otdzkou, zda je pozadavek na orientaci proviru v intraTU oblasti zavisly také
na vzdalenosti od TSS, nebo jsou ve hie dalsi faktory zabranujici transkripéni interferenci.
Proviry HIV-1 vykazujici transkrip¢ni interferenci ve studiich autori Han et al. (2008) a
Lenasi et al. (2008) byly od TSS vzdaleny vzdy vice nez 10 kbp. Moznou roli zde tak mohla
hrat pravé i vzdalenost provirl od TSS a absence faktoru, které by branily umiéeni

proviru zplisobenému at uz transkripcni interferenci nebo napf. pfitomnosti H3K36me3.

Stabilné exprimované proviry integrované vintraTU oblastech byly kromé
H3K36me3 asociovany s tadou histonovych modifikaci charakteristickych pro aktivni
chromatin a zvlasté pro oblasti blizké k TSS. Jednou z téchto modifikaci je i H3K4me2.
Tato modifikace ma podobny represivni Ucinek na intragenovou iniciaci transkripce, jako
H3K36me3 (Kim et al.,, 2012). IntraTU oblasti, ve kterych byly nalézany stabilné
exprimované proviry, byly navic obohaceny o modifikace s aktivaénim potencidlem.
Vyrazny byl vyskyt stabilné exprimovanych provirli v oblastech bohatych na H3K4mel a

H4K20mel, kde se stabilni proviry vyskytovaly &astéji nez proviry aktivni. Zatimco

89



modifikace H3K4me1l je charakteristicka hlavné pro mista vazby transkripcénich faktord,
H4K20mel a H3K79me2 znadi hlavné intraTU oblasti blizké aktivnim TSS. H4K20mel se
pak ve zvySené mire objevuje u takovych TU, jejichZ exprese je fizena z CpG ostrovl
(Karli¢ et al., 2010). V nékterych pfipadech lze vypozorovat, Ze jsou stabilné exprimované
proviry integrovany do oblasti, kde se nachdzeji histonové modifikace, které by se mély
za normalnich podminek vylu¢ovat (H3K9ac a H3K9me3). Toto pozorovani mlize byt
zplUsobeno bud prechodem mezi obéma modifikacemi v daném misté, nebo falesné
pozitivnim oznacenim dané oblasti za obohacenou o danou histonovou modifikaci.
Primérné signaly H3K9me3 oblasti s integrovanymi stabilné exprimovanymi proviry
vykazovaly nizky pramérny signdl H3K9me3, coZ poukazuje na mozZnost pouze

nevyznamného narudstu této modifikace v analyzovanych oblastech.

Integracni mista nékterych stabilné exprimovanych provird se vsak nachazela
v interTU oblastech. Tato mista se vSak ve vétsiné pripad( nachazela pobliz aktivnich TSS
a pouze ve vyjimecnych pfipadech byla nalezena ve vétsSich vzdalenostech od TSS.
Proviry integrované do mist vzdalenych od TSS vSak ve svém okoli ¢asto obsahovaly
oblasti vykazujici charakteristiky oblasti vazby transkripcnich faktort (H3K4mel, H2A.Z).
V téchto mistech také byla pozorovdna vazba nékterych transkripénich faktor( (napf.
CTCF ¢ MAF proteiny). Vliv vazby transkripénich faktorl vsak nebyl v této praci
analyzovan. Je tedy otazkou, zda mista vzdalend zndmym TSS predstavuji lokusy
s vyjimecnymi vlastnostmi podporujicimi stabilni expresi provirl ¢i jde o artefakt.
V pripadé potvrzeni vyjimecnych vlastnosti takovych mist by byla dobrymi cily pro

specifické cileni integrace retrovirovych vektor( (tzv. ,safe harbors®).

Nebyla pozorovana souvislost mezi intenzitou exprese proviru a pritomnosti
nékteré z histonovych modifikaci. Intenzita exprese proviru, tak muize zaviset na jinych
faktorech. Mozny vliv mGze mit transkripéni aktivita vétsi oblasti genomu. Regulace
exprese genl byva kromé genové specifickych faktorl ovlivnéna intenzitou exprese
okolnich gent (80 — 90 TU), které tak tvofi jednu regulacni doménu a intenzita exprese
integrovaného proviru do téchto domén muzZe byt fizena pravé intenzitou exprese v
doméné (Gierman et al., 2007). Lidsky genom je v interfaznim jadre skutec¢né usporaddan
do intrachromozomalnich topologickych domén (Bickmore and van Steensel, 2013;

Dixon et al.,, 2012). Exprese proviru tak muazZe byt fizena nejen charakteristikami
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nejblizSiho okoli proviru, ale i povahou interakci s oblastmi uvnitf topologické domény a
expresni aktivitou uvnitf této domény. Jak viak ukazuji vysledky autorl Senigl et al.
(2012) a této diplomové prace, na stabilitu exprese provirli budou mit pravdépodobné

vliv podminky v misté integrace a jeho nejblizSim okoli.

Zvlastni skupinu tvofily proviry ASLV, které sice podléhaly umléovani, ale
vykazovaly spontanni reaktivaci exprese. Umlcovani téchto provird ASLV je tedy
nestabilni. Takové chovani provirl bylo jiz pozorovdano u MLV v mysSich embryondlnich
kmenovych burikdch (Yao et al., 2004). Identifikace nestabilné umlcenych provirl v
diferencovanych lidskych bunkach vtéto praci ukazuje, Ze nemusi jit o vlastnost
specifickou pouze pro kmenové burky. Burnky K562 sice nepredstavuji terminalné
diferencovany bunécny typ, vyvojové jsou vsak jiz vzdalené burikam kmenovym. Otdzkou
zGstava mechanizmus nestabilniho umlceni a spontanni reaktivace. Volnost umlceni by
mohla poukazovat na umlceni pomoci modifikace histond bez DNA metylace. K ovéreni
této teorie by mohly vést experimenty s rliznymi inhibitory enzymu (napf. HDAC, DNTM
atd.) ovliviujicich pritomnost epigenetickych znacek. Oscilace mezi aktivnim a umléenym
stavem muZe zaviset také napf. na bunécéném cyklu. U vétsSiny klon(, které vykazovaly
znamky spontdnni reaktivace, bylo c¢asto pozorovatelné opétovné umlicovani (tedy
pokles mnoZstvi GFP* bunék v separované subpopulaci). Toto napovida, Ze proviry by
mohly srdznou pravdépodobnosti dynamicky oscilovat mezi aktivnim a umlcenym
stavem. Fakt, Ze vétSina klonU vykazovala stabilni expresi, vede k myslence, Ze nestabilni
umlcovani a opétovna spontdnni reaktivace, pokud je jejich pravdépodobnost vyvazen3,
mohou udrZovat navenek stabilni expresi proviru. Integra¢ni mista takovych provir(i
vykazuji rdzny charakter. Mista podporujici dobrou reaktivaci byla pomérné vzdalena od
TSS ¢i CpG ostrovl a byla asociovana s H3K4mel a H2A.Z, coz ukazuje na blizkost
regulacnich sekvenci. Tato mista byla také vzdalena oblastem obohacenych o
H3K27me3. Vzdalenost od této represivni modifikace a asociace s misty vazby
transkrip¢nich faktor( tak muize byt nedostatecna pro udrzeni stalé exprese, avsak mize

umoznovat unik z umléeného stavu.

IntegraCni mista stabilné exprimovanych provirl HIV-1 vykazovala charakteristiky
podobné tém, které byly popsany pro proviry ASLV. Proviry se nachazely pobliz TSS ¢i

CpG ostrovu, které sice nebyly asociovany s Zzadnymi znamymi TU, ale mohou teoreticky
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TSS obsahovat. Pritomné histonové modifikace tuto Uvahu podporuji. Nejstabilné;jsi
zizolovanych provird byl integrovdan do oblasti obohacené o modifikace vyskytujici se
v nejblizSim okoli promotorovych oblasti uvnitf TU (napf. H3K4me3, H3K79me2,
H4K20mel a H3K36me3). Ackoliv jsou data v této praci omezena pouze na 3 znama
integracni mista HIV-1, naznacuji, Ze nastoleni stabilni exprese HIV-1 se mizZe fidit
podobnymi, nebo i stejnymi pravidly zavislosti na mistech integrace jako ASLV. Vyskyt
aktivnich provird HIV-1 a ASLV v mistech bez popsanych TU, avsak v oblastech bohatych
na H3K36me3 naznacuje, Ze aktivni proviry by mohly byt vyuzivany pro identifikaci zatim

nepotvrzenych TU.

Ackoliv jsou data prezentovana vtéto diplomové préci vysledkem predbéziné
analyzy, ukazuji na dulezZitost charakteristik integraéniho mista na expresi a hlavné
stabilni expresi retrovir (Obr. 24). ASLV a HIV-1 vykazuji odliSnou schopnost nastolit
aktivni expresi a lisi se i v intenzité exprese a dynamice jejiho umlcovani. Tento rozdil je
pravdépodobné vysledkem adaptace HIV-1 na lidského hostitele, zatimco lidské burky
jsou pro ASLV nepermisivni. Odlisna frekvence vyskytu stabilné exprimovanych provird
vSak muZe byt také dlisledkem rozdilné integracni preference ASLV a HIV-1. HIV-1 se
totiz preferencné integruje do aktivnich TU. Oblast aktivnich TU je oblast, kde byly
preferenéné pozorovany expresné aktivni proviry. Pokud je navic provirus integrovan
v blizkosti TSS, bude pravdépodobné expresné stabilni. Z tohoto pohledu by mohla byt
pro Casté nastaveni stabilni exprese vyhodnd takova integracni preference, kdy by se
retrovirus ¢asto integroval do oblasti TSS. Takovou integracni preferenci lze pozorovat u
gamaretrovird (MLV). Je vSak otazkou, zda a jak se lisi frekvence stabilné exprimovanych
provirG MLV, HIV-1 a ASLV a zda ma posun integracni preference k TSS znatelny vliv na
expresi proviru. Kzodpovézeni této otazky by bylo zapotfebi provést dalsi studie

podobné této u dalSich retrovir(.

Z vysledk(l této prace plynou také dlsledky pro retrovirové vektory. Ty se
vyuzivaji pravé kvlli schopnosti udriet vkladany gen stabilné aktivni i v populaci
dcefinych bunék. Pokud nejsou tyto vektory néjakym zplsobem modifikovany, budou
bunky vykazujici stabilni expresi vloZeného genu obsahovat provirus integrovany

pravdépodobné pobliz TSS nékteré z aktivnich TU a teoreticky tak mohou ovliviiovat
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pfirozenou transkripéni aktivitu TU. Re$enim je Uprava retrovirovych vektor( vedouci ke

stabilizaci exprese a zméné integracnich preferenci ¢i pfimo cileni integrace retrovir(.

H3K4mel/2/3
acetylace
H3K79me2
H4K20mel

H3K36me3

transkrip¢ni jednotka

o - _
—

p—

Obrazek 24. Model zavislosti exprese proviri ASLV na misté integrace. Zelena oblast oznaduje
mista, ve kterych byla nalezena vétSina provird vykazujicich vysokou expresni aktivitu, a jejich
charakteristiky. Tyto oblasti byly ¢asto obohaceny o metylace H3K4, acetylace histond, H3K79me2 a
H4K20mel. Proviry, které vykazovaly aktivni expresi 3 dpi byly preferenéné integrovany v oblastech
obohacenych o H3K36me3. Jen malé procento z téchto provirll je schopno udrzet stabilni expresi. Proviry,
jejichz exprese je rychle uml¢ovana, jsou pak nejspisSe integrovany mimo tyto oblasti. Integracni mista u
HIV-1 ukazuji, Ze by tento model mohl byt platny pro retroviry obecné.
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7. SOUHRN

V této diplomové praci byly ziskany expresni profily celkem 245 bunécnych klon(
s integrovanymi proviry ASLV, zc¢ehoz bylo asi 60 klonU stabilnich. Navic bylo
identifikovdno 130 stabilné exprimujici klonl s proviry HIV-1. Expresni analyzy
bunécénych klonl pak ukazuji na 10 x Castéjsi vyskyt stabilné exprimovanych provir(i HIV-
1 oproti ASLV (32% a 3% z expresné aktivnich klond 3 dpi). Ke stabilné exprimujicim
klonlm byly identifikovany také klony vykazujici spontanni reaktivaci (nestabilni

umlceni) exprese u bunék nesoucich expresné umléené proviry.

Z bunécénych klonli se stabilnim expresnim profilem bylo izolovano a
charakterizovano celkem 42 integracnich mist provir(i ASLV a 3 integracni mista proviru
HIV-1. Integraéni mista ASLV se vyskytovala prevainé vTU a pobliz TSS. Tyto
charakteristiky byly podporfeny analyzou vyskytu histonovych modifikaci v mistech
integrace. Castd pritomnost histonovych modifikaci spjatych s aktivni transkripci
ukazovala na pfitomnost provir(i v aktivnim chromatinu (H3K4me3, H3K9ac, H3K36me3).
Jako histonové modifikace charakteristické pro stabilné aktivni proviry byly
identifikovany hlavné modifikace H4K20mel a H3K4mel. Tyto dvé modifikace potvrzuji
preferencni vyskyt stabilné exprimovanych provirG ASLV ve vnitfnich oblastech
transkripéné aktivnich TU, v blizkosti TSS a pobliZz regulacnich oblasti obsahujicich
vazebnd mista pro transkrip¢ni faktory. Integracni mista stabilné exprimovanych provirQ

HIV-1 vykazovala stejné charakteristiky jako ASLV.
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