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The role of de novo DNA methyltransferases in
transcriptional silencing of retroviruses and retroviral vectors
derived from avian sarcoma and leukosis virus.

Abstract

Avian sarcoma and leukosis virus-based (ASLV) vectors are retrovirus-derived vectors
that can replicate efficiently in avian cells, but are replication-defective in mammalian
cells. ASLV genome integration is nonclustered, does not favor gene-rich regions,
transcription start sites, or CpG islands. There was no propensity for ASLV insertions
within or near proto-oncogenes. Thus, they are quite safe and advantageous for use in
gene therapy and vaccines. One of the obstacles to the use of ASLV-derived vectors in
mammalian cells is the transcriptional silencing of integrated proviruses. In general,
gradual silencing of transduced vectors correlates with epigenetic changes of retroviral
long terminal repeats (LTRs). CpG methylation of DNA and/or modifications of
histones in nucleosomes linked to the promoter region were found in silenced
proviruses in vitro. The aim of this diploma thesis was to reveal the influence of the de
novo DNA methyltransferases (DNMT) on transcriptional silencing of integrated ASLV
proviruses in chicken and human cells. We wanted to find out, if mammalian DNMT3a
as holoenzyme is able to recognize integrated avian provirus and silence it. For this
purpose we used chicken cell line DF-1, where high level of expression of mammalian
DNMT3a induced by mammalian inducible system is present. We also wanted to
discover whether human de novo DNMT3b has an influence on silencing of ASLV
retroviral vector. Therefore we used wild type (WT) and DNMT?3b deficient cell lines
HCT116 derived from colorectal carcinoma. Silent clones were chosen for reactivation
by 5-aza-cytidine (5-azaC) and trichostatin A (TSA) to recover the stability and way of
proviral silencing. Proviral methylation statuses of these clones were disclosed by
bisulfide conversion and sequencing. Our results proved that mouse DNMT3a is not
able to silence integrated provirus by methylation in chicken cell line DF-1. Our data
also reveal that DNMT3b plays very important role in proviral silencing and is essential
component of de novo methylation dependent proviral mechanism of silencing. WT
clones were efficiently reactivated by 5-azaC and clones of DNMT3b deficient cell line
were much more efficiently reactivated by TSA.

Key words: DNA methylation, de novo DNA methyltransferases, ASLV derived
vectors, transcriptional silencing, epigenetic modification.

KPicové slova: Metylacia DNA, de novo DNA metyltransferazy, retrovirusové vektory
odvodené od ASLV, transkripné umlCovanie, epigenetické modifikdcie.
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5 -AZA-dC -5-AZA-2 deoxycitidin

A - adenin

AAY - virus asociovany s adenovirusom

AdoMet - Adenozyl methyonin

Amp-r - gén kodujuci B-laktamazu

APOBECS3 - katalyticky polypeptid 3 editujici mRNA apolipoproteinu B

aprt - adenozifosforibozyltransferazovy gén

ASLYV - vtaci sarkomovy a leukézny virus

ATP - adenozin trifosfat

S-azaC - 5-aza-cytidin

BAF - barrier-to-autointegration factor - faktor chrani virovi DNA pred deStrukciou
a autointegraciou

BAH - brom homologickd doména

BLYV - virus hovidzej leukémie

bp - par bazi

CAF - faktor podielajici sa na tvorbe chromatinu

CpG - cytozin-guaninovy dinukleotid

CS - tel'acie sérum

CTCF - inzuldtorovy protein riadiaci represiu inzulin rastového faktoru 2
DF-1 - kuracia bunkov4 linia pripravend Dugem Fosterom
DKO - linia deficientnd v dvoch génoch

DMAP1 - korepresor asociujici s DNMT1

D-MEM - Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium

DNA - kyselina deoxyribonukleotidova

DNaza - Deoxyribonukleaza

DNMT - DNA metyltransferdza

DNMT3L - hlavny DNMT kofaktor

E.coli. - Escherichia coli
E2F- jeden z hlavnych eukaryotickych transkripnych faktorov riadiaci vstup bunky
do bunkového cyklu

EBYV - virus Epsteina- Barrove;j

EZH?2 - histénmetyltransferaza modifikujica lyzin

FCS - fetdlne hovédzie sérum

G - guanin

G418 - geneticin, antibiotikum blokujice polypeptidovu syntézu
GFP - zeleny fluorescen¢ny protein

G - guanin

H3K36 - lyzinovy zvySok 36 na histéne H3

H3K4 - lyzinovy zvySok na histéne 3

H3K9 - lyzinovy zvySok 9 na histéne 3

HBYV - Virus hepatitidy B

HCT166 - I'udska bunkova linia odvodend od kolorektdlneho karcindmu
HDACI1 - histondeacetyldza 1



HDAC?2 - histondeacetyldza 2

HEPES - N-2-hydroxyetylpoperazin- N -ethan sulfonova kyselina
HERY - T'udsky endogénny retrovirus

HIV - virus 'udskej imunodeficiencie

HMG - high mobility group protein- asociujici s chromatinom
HMSYV - Harveyov kmen virusu mysacieho sarkému

HMT - histonmetyltransferdza

HP1 - heterochromatinovy protein 1
ICF - Syndrém imunodeficiencie, centromerickej nestability a anomdlii tvare
IgfII - Inzulinovy rastovy faktor II

IPTG - izopropyl B-D-thiogalaktopyranozid

KAP1 - KRAB asociacny protein 1

KRAB-ZNF - Kriippelov asocia¢ny box s proteinovym motivom zinkového prstu
KS - kuracie sérum

LB - lysogeny broth, bujén, médium pre kultivaciu baktérii

LEDGF/p7S - rastovy faktor odvodeny od epitelu SoSovky

LINE - dlhy rozptyleny jadrovy element

LTR - dlhé koncové repeticie

m°C - Cytozin modifikovany na uhliku 5

MBD - methyl vizbova doména
MeCP1 - metyl cytozin viazbovy represorovy komplex
MeCP2 - methyl cytozin vdzbovy protein 2
Mi-2/NuRD - represorovy nukleozomélny remodelacny komplex
MLYV - virus mySacej leukémie

MMSYV - Molonyho kmei virusu mysieho sarkému
MMTYV - mysaci virus vyvoldvajici tumor mlie¢nej zl'azy
MoMLYV - Molonyho kmen virusu mySacej leukémie
MSCYV - Mysaci virus kmenovych buniek

NLS - jadrovy lokalizacny signdl

NRE - negativny regulacny element

OD - optickd denzita

OREF - otvoreny citaci rdmec

PBS - izotonicky fosfatovy pufor

PBS - primer vizbova doména

PCNA - prolifera¢ny bunkovy jadrovy antigén

PHD - rastlinnd homeodoména DNMT

PIC - preintegra¢ny komplex

PML-RAR - jadrové represorové telieska

PPT - oblast’ bohatd na puriny

RBD - represor vizbova doména

RCAS - replikacne kompetentny vtaci vektor so zostrihovym faktorom
RSV - virus Rousova sarkému

RT - reverzna transkriptaza

SDS - sédium dodecylsulfat

SINE - krétky rozptyleny jadrovy element

SRA - SET a RING asocia¢nd domain



T- tymin

TRIM - transkripény represor s tripartitnym motivom

TRIMSa - tripartitny motiv Sa

TSA - Trichostatin A

Tween20 - polyoxyetylensorbitanmonolaurt

U3 - jedine¢na sekvencia retrovirusového genému na 3” konci.
UHRF1 - doména podobnd ubiquitinu, obsahujica PHD and RING prstovi doménu
Vif- faktor zvySujuci infektivitu HIV-1 virusu

Vpr- HIV-1 virusovy protein regulujuci import

VZV- Virus vezikuldrnej stomatitidy

WNT- wingless signaliza¢na draha

WT- divoky kmen

X-gal- bromo-chloro-indolyl-galactopyranozid

X-SCID- vdzna kombinovand imunodeficiencia viazand na X ch.
ZF-CxxC - cystein bohatd doména s motivom zinkového prstu

10



1. UVOD

Metylacia DNA ako epigenetickd modifikacia zohrdva rozhodujicu tlohu
v regulécii transkripcie a jej represie. Z fyziologického hladiska sa jednd o esencidlnu
modifikdciu DNA, ktorej poruchy vedd  k masivhym génovym dereguldciam.
Z hladiska retrovirusov je metyldcia DNA jeden z najdodlezitejSich hostitel'skych
ochrannych mechanizmov, ktorym sa eukaryotické bunky chrdnia proti vplyvu
aberantnej expresie rizikovych endogénnych ako aj exogénnych foriem DNA, ako su
retrovirusy a znich odvodené vektory. Metylicia DNA je katalyzovand DNA
metyltransferdzami. Metyldcia DNA funguje vo velmi dzkom spojeni s histénovymi
modifikdciami, ktoré vedd k chromatinovym prestavbdm v mieste metylécie
provirusovej DNA. Postupnost’ krokov v utvdrani uml¢aného stavu provirusu zatial’ nie
je zndma, no je dokdzané Ze metyldcia provirusovej DNA je pri¢inou dlhotrvajiceho
umlcania retrovirusového vektoru (Mclnerney et al., 2000). Metyldciou modifikovana
promotorova LTR oblast provirusu je primdrne rozpozndvand represorovymi metyl
vizbovymi proteinami, ktoré do tohto miesta nasmerovavaju histondeacetyldzové a
histonmetyltransferdzové represorové komplexy, ktorych aktivitou dochddza
k masivnemu pozmeneniu chromatinovej Struktury v mieste integracie (Bird et al.,
1999).

Transkripénd represia integrovaného provirusu metylaénou modifikéciou nie je
jediny sposob, ktorym aktivita retrovirusového vektoru vyhasina. Za jeden z ddlezitych
mechanizmov nezdvislych na de novo metylacii DNA sa uskuto¢iiuje vdaka priame;j
asocidcii histondeacetyldzy 1 so Struktirou provirusovej DNA prostrednictvom
adaptorovych represorovych proteinov, ktoré rozpozndvaji cis represor vizbovu
doménu virusovej DNA (Ellis et al., 2007).

Mechanizmus umlc€ania integrovaného provirusu je zdsadnym spOsobom
ovplyvneny miestom integricie. Preferencie retrovirusovej integracie su v pripade
jednotlivych vektorov vramci gendému nendhodné. HIV odvodené vektory sa integruju
s vysokou frekvenciou do transkripéne aktivnych oblasti a do oblasti bohatych na gény.
Integracnd preferencia MLV odvodenych vektorov je vysokd v oblasti transkripénych
Startov. Retrovirusové vektory odvodené od ASLV maji vel'mi nizku preferenciu
integracie do aktivnych oblasti a transkrip¢nych jednotiek, ¢o je jeden z vel'mi
podstatnych aspektov mozného pouzitia ASLV odvodenych vektorov v génovej terapii
(Mitchel et al., 2004).

Integrované provirusy su v mieste integricie bohato epigeneticky modifikované.
Za pouzitia Specifickych inhibitorov je mozné uml€any stav provirusu zvratit. Typ
reaktiva¢ného c¢inidla umoziiuje do urcitej miery analyzovat sposob akym bol provirus
umlcany. Medzi najdolezitiejSie inhibitory DNA metyltransferdzovej aktivity patri
Azacitidin. Histondeacetyldzova aktivitu zase blokuje Trichostatin A (Lorincz et al.,
2000).

V laboratériu bunkovej a virusovej genetiky, UMG AV CR sa ststredi velké
usilie na Studium vplyvu DNA metyltransferdz na uml€ovanie retrovirusovych vektorov
odvodenych od ASLV. Molekuldrne mechanizmy transkripéného umlcovania
provirusove] DNA integrovaného vektoru st pomerne dobre charakterizované. No
postupnost’ krokov, ktorymi dochddza k rozpoznaniu a ustanoveniu epigenetickych
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modifikdciii v oblasti provirusu su zatial nejasné. V tejto praci sme sa zamerali na
Stidium vplyvu de novo cicavéej DNMT3a na umlcanie ASLV vektoru vo fyziologicky
odliSnom prostredi vta¢ich buniek vzhl'adom k povodu DNMT3a. V kuracich bunkéch
dochddza k uml€ovaniu vektoru s velmi nizkou ud¢innostou a zavedenim expresie
mySacej de novo DNMT3a sme pozorovali, ¢i mySacia DNMT3a je schopna ako
holoenzym rozpoznat® integrovany provirus, metylovat ho a umléat’. Uspech pouZitia
retrovirusovych vektorov v génovej terapii je limitovany integra¢nymi preferenciami
vektorov ako aj velmi stabilnym transkripénym umlcanim vektoru. Prave v
transkripom umlcani vektoru zohrdva esencidlnu tlohu hlavnd de novo
metyltransferiza DNMT3b. Preto druhou stratégiou experimentalnej ¢asti bolo Stidium
vyznamu de novo aktivity 'udskej DNMT3b na uml¢ovanie retrovirusového vektoru vo
WT bunkach linie HCT116 odvodenej od kolorektidlneho karcinému. Vplyv absencie
DNMT3b na umlcovanie ASLV vektoru bol sledovany v DNMT3b deficientnej linii.
Porovnanim transkripcnej aktivity provirusov v klonoch oboch linii sme mohli exaktne
sledovat’ postavenie a dolezitoSt DNMT3b v procese uml€ania provirusu.
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2. PREHCAD LITERATURY

2.1. Metylacia DNA

Metylacia DNA je u stavovcov, niektorych bezstavovcov a rastlin
epigeneticky mechanizmus, ktorym dochddza k pozmeneniu cytozinovej bizy DNA bez
zmeny jej koédujiceho vyznamu. M4 represivny charakter a suvisi s chromatinovou
prestavbou. Metyldcia DNA predstavuje stabilny, ale nie ireverzibilny signdl, ktory
vedie po ustanoveni kreguldcii génovej expresie s ndslednymi vyvojovymi a
genetickymi nasledkami (Hermann et al., 2004). Tkanivovo Specificky metylacny status
je ustanoveny de novo pocas skorého embryondlneho vyvoja v procese, ktory je
kompletne dokonceny pred vlastnou implantidciou embrya v maternici (Reik et al.,
2001). Tato kovalentnd modifikdcia DNA zohrdva vel'mi podstatnd tlohu v udrzovani
kompaktného a umlcaného stavu chromatinu prostrednictvom metyl-DNA vidzbovych
proteinov a histondeacetyldz (Bird and Wolffe 1999). Metylacia DNA udrzuje stabilitu
a integritu genetickej informdcie. To spociva predovSetkym v dlhotrvajicom uml¢ani
mobilnych a repetitivnych sekvencii DNA. Mobilné elementy predstavuji u cicavcov
priblizne 40% gendému. Potencidlne mobilné repetitivne elementy, u cicavcov najmé
aktivne retrotranspozony, predstavuju vysokd mieru genotoxicity (Jones and Gonzalgo
1997). Metylacia DNA je d’alej podstatnd pri kontrole génovej expresie, bunkovej
diferencidcii a embryondlnom vyvoji (Okano et al., 1999). Diferencidlna metylacia
DNA sa uplatiiuje pri ustanoveni rodiCovského imprintingu a pri stabilizacii
inaktivovaného stavu X chromozému samic (Barlow et al., 1991). Retrovirusy a
retrovirusové vektory su ucinne umlCované v zdvislosti na de novo metylacii CpG
dinukleotidov vramci LTR sekvencii (Feenstra et al., 1986). Metylacia DNA je
nepochybne spojend so vznikanim génovych polymorfizmov, zdrodo¢nych muticii a
tranziénych mutdcii (zmena metylcytozinu na tymin deaminéciou), ktoré v kone€nom
dosledku mozu viest’ k urychlenému rastu za pritomnosti mutovaného proteinu (Jones
and Laird 1999). Na druhej strane k biogenéze tumoru moZe viest abnormélna
hypermetyldcia promotorov génov suprimujicich tumory, ktoré si bohaté na CpG a
spinaji kritéria CpG ostrovov. Nézornym prikladom je metyldcia CpG ostrovu tumor
nadorov (Hinshelwood et al., 2009). Metylacia tychto promotorov vedie k inaktivacii
prislustnych tumor supresorovych alel a k vzniku transforma¢ného potencidlu
s urychlenym bunkovym rastom. (Herman et al., 1996)

2.2. Mechanizmus DNA metylacie

Pocas diferencidcie a vyvoja, bunky prekondvaju dramatické morfologické a
funkéné zmeny bez zmeny v primdrnej Struktire DNA. Tieto drastické zmeny su
dosledkom reguldcie génovej expresie na epigenetickej trovni. Génova aktivita alebo
represia koreluje s mierou metyldcie DNA promotorovych oblasti. Metyldcia DNA je
katalyzovana enzymami, ktoré oznaCujeme ako DNA cytozin metyltransferazy (DNMT)
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(Bestor et al., 1988). DMNT kovalentne modifikuji uhlik cytozinovej baze v pozicii 5
vréamei CpG dinukleotidov za vzniku 5- metylcytozinu (m’C). Metyldcia DNA taktie?
prebieha na poziciach N6 adeninu a N4 cytozinu, no jedind modifikovana bdza, ktora sa
vo vicSej miere objavuje u vysSSich eukaryot je prive m’°C. Pri metylacii dochddza
k rozpoznaniu substrdtovych molekdl prostrednictvom DNMT s pomocnymi
kofaktormi. Nukleofilnym napadnutim SH skupinou cysteinu katalytického motivu IV
na C6 poziciu cytozinu sa utvori kovalentny komplex medzi bdzou a enzymom.
Cytozinovéd béaza sa v priebehu nukleofilného napadnutia vyto¢i zo Struktiry DNA
helixu do katalytického miesta DNMT, ¢im sa zruSia vodikové mostiky ako aj
poschodové interakcie medzi aromatickymi kruhmi vo vnitri DNA helixu. Uhlik
v pozicii 5 cytozinovej bdze sa stane aktivovanym a schopnym k nukleofilnému
napadnutiu metylovej skupiny Adenozil-L-methioninu. Deprotonédciou v C5 pozicii
dochadza k elimindcii cysteinovej skupiny a k obnoveniu aromatickosti (Klimasauskas
et al., 1994). Biochemicky detail reakcie je zobrazeny na Obr.l. Metylaciou DNA
dochadza k pozmeneniu vzhl'adu velkého zliabku DNA, ktoré ale stéricky neinterferuje
s normdlnym Watson- Crickovym parovanim. Takto ustanovené epigenetické znacky
DNA su dedi¢né.

H
5- Adenozil - L - Metionin s 5- Adenozil - L- Homocystein Wy
Ado-Met N [f*".:!}) Ado-Hcy % _,.-H
“:'N P V] u;\_MI_.a._ﬂ
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..' ™ - S.‘-_\. 1 , o . - o
0 I | II",-'"'# u g ) 1L ik
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/ OH OH OH UM
NH 3 NH,
12 e — CHy
H--__,-' -I-T.-" H o
O___-.'_'J-. N B S_Enz D.__-._ ” A
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Obr. 1 Metylacny mechanizmus zmeny cytozinu na m’C. Metyldcia cytozinu vrdmci
CpG dinukleotidov je umoZnend DNMT, ktoré vyuZivajii Adenosil- L- metionin ako
zdroj metylovej skupiny. Vysledkom tejto katalyzy je S- adenosil-L- homocystein a
modifikovany m’C (Turek-Plewa and Jagodzinski 2005).

2.3. CpG dinukleotidy a CpG ostrovy

CpG dinukleotidy st v 'udskom genéme rozmiestnené ndhodne a vSetky z nich
su modifikovateIné metylaciou DNA. Z celkového poctu CpG dinukleotidov je 80%
metylovanych. Tieto metylované CpG dinukleotody si Castymi miestami mutac¢nych
tranzicii. Deamindciou m’C vznikne T-G pér. V pripade Ze nie je opraveny vznikd TpG
dinukleotid. Spontdnou deamindciou tyminu vznikne uracyl. Uracyl je vel'mi tGc¢inne
odstraiiovany, ked’Ze je to neStandardnd baza DNA (Bestor 2000). U vysSich eukaryot
metylované CpG dinukleotidy predstavuji vdaka spontdnnym tranzicidm miesta so
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zvySenou mutacnou frekvenciou a tvoria priblizne 30% vsSetkych bodovych mutdcii,
ktoré sa vytvoria v zarodo¢nej linii (Cooper and Youssoufian 1988).

Na druhej strane CpG dinukleotidy, ktoré su sicastou CpG ostrovov zostdvajd
nemetylované i napriek ich vysokému poctu vramci ostrovu. Obsah C+G vramci CpG
ostrovov predstavuje priblizne 64-67%, kdezto priemerny vyskyt C+G genému je 41-
42%. Tento kontrast medzi ostrovom a rozptylenou sekvenciou je vel'mi ostry pretoZe,
CpG dinukleotidy ostrovov predstavuji skutoény C+G obsah. Rozptylené a metylované
CpG dinukleotidy podliehajid spontdnnym tranzicidm, preto je ich obsah mimo
ostrovnych sekvencii podhodnoteny vzhl'adom k ocakdvanej frekcencii (Medvedeva et
al.,, 2010). Pocet CpG ostrovov v I'udskom genéme je priblizne 50,200, z ktorych
polovica je sucastou repetitivnych sekvencii (Han et al., 2008). Priblizne 70%
exprimovanych l'udskych génov je asociovanych s CpG ostrovmi. Ostrovy st dlhé
0,5-2 kb a asociuju najcastejSie s 5” koncom prvého exénu tkanivovo Specifickych
génov a udrzovacich génov (housekeeping gene), ktoré su exprimované kontinudlne.
Sekvencia CpG ostrovu presahuje do oblasti transkripnych Startov, kde su
rozpoznavané transkripénymi faktormi a zohravaja regulac¢ni funkciu. CpG ostrovy st
dolezité v ochrane udrzovacich génov pred de novo metylaciou a udrzuji ich
transkripéne aktivny stav (Saxonov et al., 2006). CpG dinukleotidy vramci CpG
vysvetlovany akousi ochranou CpG ostrovu pred uml¢anim prostrednictvom cis vizby
silnych DNA transkripénych faktorov ako napr. E2F, CTCF, Spl (Weinmann et al.,
2002). Mnoho CpG ostrovov obsahuje tzv G/C boxy, ktoré si vizbovymi miestami
transkripéného faktoru SP1, ktory chrdani nemetylované tseky CpG ostrovov pred
metyldciou DNA (Macleod et al., 1994).Okrem toho nemetylovanu oblast’ CpG ostrova
rozpoznava ZF-CxxC (zinc finger- cystein- rich domain) doména H3K36 demetyldzy
KDM2, ktord demetyluje dimetylovany lyzin 36 na histéone 3 (H3K36me?2). V pripade
DNMTI1™ deficientnej linie je KDM?2 bohato zastipend v oblasti nemetylovanej
pericentromerickej DNA. KDM2 prispieva svojou demetylaCnou aktivitou
k epigenetickému udrzaniu nemetylovaného stavu CpG ostrova. V oblasti CpG ostrova
dochddza k H3K36 demetylacii a nasledne k trimetylacii lyzinu 4 na histone 3(H3K4)
Setl komplexom. V chromatinovej Struktire CpG ostrova absentuje histén H1 (Obr.2).
Zostava tychto modifikacii vel'mi vyraznym sposobom odlisuje Struktiru CpG ostrova a
robf ju jedine¢nou (Blackeledge et al., 2010).

e H3K35 demotiylase systom

ik

| Hak4 methylbramsferase system |

[ |
CpG island

Obr. 2. Unikdtna chromatinovd Struktiira CpG ostrovu a jeho specifické epigenetické
znacky: demetylovany H3K36 a metylovany H3K4 v kooperdcii so Setl komplexom
(Blackeledge et al., 2010).
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2.4. DNA metyltransferazy

DNA metyla¢né vzorce u cicavcov su ustanovované a udrzované DNMT.
NajznamejSimi st DNMT1, DNMT3a a DNMT3b, pricom kazd4 z nich je esencidlna
pre normdlny vyvoj mySacieho embrya (Li et al., 1992). DNMTI je zndma ako
udrZovacia metyltransferdza, ktord sa primarne podiela na udrzovani, zachovani a
rozSirovani uz existujucich metylacnych vzorcov pocas kazdého bunkového cyklu.
DNMT3a, DNMT3b funguji primdrne ako de novo metyltransferdzy v ustanoveni
novych metylacnych vzorcov pocas vyvoja na nemodifikovanom vldkne DNA. DNA
metyltransferdzy stavovcov obsahuji vysoko konzervované katalytické C termindlne
domény, ktoré zahfnaji 10 sekvencnych motivov, ktoré boli taktiez objavené u
prokaryotickych DNMT. Takze vSetky DNMT vyuZivaju rovnaky katalyticky
mechanizmus metyltransferdzovej reakcie (Goll and Bestor 2005). Druhou doménou
DNA metyltransferdz je regulacnd N- termindlna doména s niekol'kymi Specifickymi
motivami (Obr.3).

N-terminal domain Catalylic domain

pencentric

neterochromatin

Dnmt1
ATG ms"e%

Dnmt2

Dnmt3a

Dnmt3b

Dnmi3L

Obr. 3 Struktirna schéma DNA metyltransferdz. VSetky typy metyltransferdz majii
evolucne konzervovanii C termindlnu doménu. IV motiv je hlavné katalytické centrum.
N- termindlna doména je pre DNMTI a DNMT3a odlisnd. Suvisi to so zacielenim
metyltransferdz. DNMT2 neobsahuje Ziadnu N- termindlnu regulacnii doménu, je
charakteristickd len katalytickou aktivitou. DNMT3L neobsahuje konzervované motivy
pre metyltransferdzovii aktivitu a je hlavnym kofaktorom de novo metyldcie. (Rottach,
etal., 2009).

2.4.1. Udrzovacia DNMT1

Gén DNMT1 pozostiva zo 40 exdénov, 39 intrénov a predstavuje priblizne 60
kb. Katalyticki doménu tvori 11 exénov. DNMTI1 je velmi velky protein ktory
predstavuje 1620 aminokyselin. C- termindlnu doménu tvori 500 aminokyselinovych
zvySkov a okolo 1100 aminokyselin prislucha N terminédlnej doméne. Medzi doménami
sa nachddza kriatka Lyz-Gly vyriabilnd oblast. Podla bioinformatickych analyz je
mozné, Ze DNMT1 vznikla fdziou troch génov, priCom jeden prislusi C-termindlnej
doméne a dva N-termindlnej doméne (Margot et al., 2000). Zo Struktirneho hl'adiska
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DNMT1 obsahuje jadrovy lokaliza¢ny signdl (NLS), ktory smeruje DNMT1 do jadra.
Dalej doménu pre vizbu jadrového antigénu preliferujicich buniek (PCNA).
V Struktire DNMTI1 je dalej pericentrickd heterochromatinovd doména (TS), ktord
smeruje DNMTT1 do replika¢nych pociatkov. Potom je to CXXC-ZnF motiv zinkového
prstu a dve susediace bromohomologické domény (BAH), ktoré si rozpozndvané
proteinami chromatinovej reguldacie (Obr.3.). DNMT1 obsahuje dva alternativne
iniciatné kodény pre vznik izoforiem (ATGiong form; ATGghort form). Medzi N a C
termindlnou doménou je spojovaci motiv siedmych lyzin-glycin opakovani (KGy)
(Rottach et al., 2009).

DNMT3a a DNMT3b sid velmi pribuzné proteiny, ktoré maji N termindlne
domény obsahujice doménu motivu prolin, tryptofan, tryptofan, prolin (PWWP) a
cysteinom bohaty zinok vidzbovy motiv. Je to usek asi 150 aminokyselin, ktory je
pritomny u mnohych chromatin asociujicich proteinov. PWWP doména je podstatnd vo
funk¢nej Specializécii de novo DNMT. Odstrdnenim tejto domény dochadza k zniZeniu
schopnosti DNMT3a a DNMT3b metylovat’ majoritné satelitné repeticie v oblasti
pericentrického heterochromatinu (Chen et al., 2004). Pritomnd ATRX doména asociuje
s histondeacetylazou (HDAC). Takzvana rastlinnd homeodoména (PHD) je ddlezita pri
d’alSich protein- protein interakcidch a ma hlavny represny charakter.

2.4.1.1. Proteinové interakcie DNMT1

N- termindlna doména DNMT1 poskytuje velkd platformu pre vyznamné
protein- proteinové interakcie (Obr. 4). Znich za zmienku stoji najmi interakcia
s PCNA. Dal3ie interakcie ako napr. s transkripénymi korepresormi DAXX a DNMT1
asociujicim proteinom (DMAPI1) d’alej s histondeacetyldzami (HDAC1 a HDAC?2)
predzanmendvaji, Ze DNMT1 bude zohrdvat velmi podstatnd dlohu v
represii, chromatinovej remodelécii a jej kondenzacii. DalSou je interakcia s PML-RAR,
¢o je onkogeneticky transkripény represor (Rountree et al., 2000). DNMT1 taktiez
interaguje s E2F1 transkripénym faktorom a pRb proteinom suprimujicim tumor
(Robertson et al., 2000). Interakcia s metyl vdzbovymi doménami (MBD2, MBD3)
jednozna¢ne naznacuje na transkripénu represiu oblasti modifikovanych metylaciou
DNA.
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Obr.4 Protein-proteinové interakcie DNMTI1 (Robertson 2002)
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2.4.1.2. DNMT1 ako sucast’ replika¢nych vidlic

DNA metyla¢ny status je klondlne dedicny a preto musi byt udrZiavany
v deliacich sa bunkdch. Vzorec metyldcie je kazdy bunkovy cyklus vel'mi presne
zachovany  prostrednictvom  DNMTI, ktord ma  preferen¢nd  afinitu
k hemimetylovanému vldknu. Preto sa tito DNMT oznacuje ako udrZovacia.
Koreplika¢ne doplita hemimetylovany stav DNA do plne metylovaného.

PCNA, svorkovy protein, poskytuje interakénud platformu pre Dnmtl a protein
Uhrf1l. Okrem toho PCNA protein interaguje s CAF (chromatin assembly factor), ktory
utvara histonové komplexy na novosyntetizovanej DNA. Uhrfl protein rozpozniva
CpG dinukleotidy hemimetylovaného vldkna DNA prostrednictvom svojej SRA
domény (SET and RING asociation domain) a kolokalizuje s DNMT1 (Obr. 5).
Interakcia PCNA/DNMT1/Uhrfl je esencidlnou. Dokazuje to tieZ vyraznd gendmova
hypometyldcia v pripade nepritomnosti Uhrfl proteinu, ktord je porovnatelnd
s absenciou DNMTT1 (Bostick et al., 2007). ZruSenie tejto interakcie vedie k vyraznej
hypometylacii v l'udskych gliomovych bunkdch a méd onkogenetické dosledky
(Hervouet et al., 2010)

HDACH
HDAC2

Obr.5 Koreplikacny mechanizmus udrZovania DNA metyldcie prostrednictvom DNMTI.
Koreplikacne dochddza k dalsim epigenetickym modifikdciam ako metyldcia H3K9
histonmetyltransferdzami Suv39HI a G9a a k deacetyldcii H3K9 za pritomnosti HDAC
(Rottach, et al., 2009).

V skorej S faze bunkového cyklu, teda v cCase replikdcie relaxovaného
chromatinu- euchromatinu, ktory je charakteristicky aktivnou transkripciou a vyrazne
znizenou mierou metyldcie, DNMTI1 asociuje svojou N termindlnou doménou
s transkripnym represorom DMAPI1. Ten viaze TSG101 (tumor susceptibility gene
101) korepresor. V neskorSej faze replikdcie heterochromatinovej Struktiry,
pericentromerickych a telomerickych repeticii DNMT1 priamou védzbou interaguje
nielen s korepresormi, ale aj s HDAC2. Pritomnost HDAC2 aktivity ako stucasti
,.neskorSieho* replikacného komplexu zarucuje deacetyldciu a kompakticiu
heterochromatinovej Struktiry (Rountree et al., 2000).

Aktivita DNMT1 bola dokdzand premyvanim na sukrézovych gradientoch
v pritomnosti vysokych koncentracii soli a vzdy imunochemicky detekovana in vitro s
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replikacnou aktivitou a DNA polymerazovou aktivitou. Okrem toho bola detekovana
slabd de novo aktivita DNMT1 v somatickych bunkach. Ako protein je vel'mi tesne
spojend s hlavnymi komponentami replikacného komplexu, tzv. DNA syntezOmu
(Vertino et al., 2002).

Absencia DNMT1 v zarodo¢nych a somatickych bunkich vedie k rapidnemu
poklesu miery metylacie. MySi defiecientné na DNMT1 stracaji priblizne 90% miery
metyldcie DNA genému, ¢o je nezluciteI'né so Zivotom a zomierajui v skorych fazach
embryogenézy. MySacie embryondlne kmenové bunky deficientné na DNMT1, hoci
schopné rastu, zomieraju akondhle dochddza i indukcii ich diferencidcie. V pripade
podmienenych mutantov bunkovych fibroblastov dochddza k bunkovej smrti po
niekol’kych deleniach od génovej delécie (Li et al. 1992).

Strata DNMT1 vedie k masivhym zmendm prisluS§tného bunkového typu na
niekol’kych drovniach: dochddza k expresii imprintovanych génov, naruSeniu kontroly
bunkového cyklu, p53 indukovanej apopotéze, k obnoveniu expresie p21WAF/CIP1,
k transdukcii pod vplyvom zvySenej hladiny rastovych faktorov/receptorov a
v neposlednej miere k mobiliz4cii retroelementov (Jackson-Grusby et al. 2001). Protein
pS53 hrad vel'mi podstatnd dlohu v reguldcii expresie DNMT1. V HCT116 bunkove;j linii
deficientnej na p53 dochddza k Sest’ -ndsobnému narastu DNMT 1, tak na tirovni mRNA
ako aj proteinu. p53 kontroluje expresiu DNMTI1 priamou konsenzus vidzbou do
regulacnej oblasti prvého exénu DNMTI. Strata pS3 proteinu ako skorého dosledku
tumorogenézy vedie kzvySeniu DNMT1 expresie Coho ndsledkom je aberantna
gendémova metylacia (Peterson et al., 2003).

Zaujimava je Stidia nddorovej bunecnej linie HCT116 a DNMT deficientnych
linii znej odvodenych. V pripade absolitnej delécie DNMTI1 homologickou
rekombindciou cre systémom je pozorovand len vel'mi mald zmena metylacie genému;
priblizny pokles metylacie je len o 20%, pricom aktivita DNMTI1 sa znizila o 96%.
Potvrdzuje to taktiez plny metylacny stav CpG ostrovu tumor supresorového génu
p16INK4a, ktory zostdva i po delécii plne metylovany a uml¢any. Vel'mi podobnd situdcia
jeiu DNMT3b”. DNA metyltransferdzova aktivita bola uplne zrusenéd v bunkdch DKO
(double knockout) na DNMT3b a DNMT1, kde je 95% redukcia obsahu m’C oproti WT
(wild type), €o je porovnatelné s vysledkom po pouziti 5-aza-2-deoxycitidinu (5-aza-
dC), inhibitoru metyltransferdz. Masivnu redukciu globdlnej metyldcie potvrdila
restrikcia Hpall m’C citlivou endonukledzou. V. DKO doslo k strate metyldcie
v sekvencii satelitu 2 ako aj v ovel’a SirSie zastipenych repetitivnych sekvenciach Alu,
ale taktiez k uplnej strate inmprintigu IgfIl. Dokazom je i restrikénd analyza po Mspl
digescii, o je k m°C necitlivy Hpall izoschizomer.

Dalsim podkladom tejto 3tidie je analyza metyldcie promotoru génu TIMP-3
ktory je uml¢any a hypermetylovany v najroznejsich l'udkych nddorovych bunkdch. Na
zéklade sekvendcii po bisulfitovej konverzii je zrejmy jeho plny metylacny status
v divokom kmeni, priom vyraznd promotorovd demetyldcia bola dokdzand v DKO,
ktord je porovnatelnd s pouZitim 5-aza-dC. Analogicky je to i u pl6™~*. Co sa tyka
Stidia straty genotypového imprintingu Igfll, ktorého udrzanie je DNMT zavislé, u
DNMTI1”, DNMT3b” a WT je vyrazne exprimovand materndlna alela A, kdeZto
paterndlna alela B je tplne uml¢and. U DKO dochédza k uplnej strate inprintingu.

19



Vysvetlenim je kooperdcia medzi jednotlivymi DNMT navzdjom. Této Stidia
jednoznacne demonstruje ze DNMT3b a DNMTI1 kooperativne udrzuji vSetku
gendmovu metyldciu v HCT116 bunkach (Rhee et al. 2002).

2.4.1.3. Izoformy DNMT1

U DNMTI1 boli popisané izoformy vytvorené alternativnym zostrihom
povodného DNMTI génu. Su to dlhS§ia DNMT1b a kratSia DNMTlo. Kratsia izoforma
DNMT1o je pritomnd v mySacich nedeliacich sa oocytoch, kde sa akumuluje vo vel'mi
vysokom mnoZstve v cytoplazme a ndsledne sa translokuje do jadra pocas 8-
bunkového $tadia. UdrZuje metylacny status imprintovanych a stabilne metylovanych
oblasti v preimplantaénom vyvoji po¢as masivnej demetylacnej vlny. Specificky
oocytdrny promotor a nepritomny prvy 5 exdén spdsobujd, Ze transldcia je zahdjend
z druhého iniciacného kodénu ATG. Tym dochddza ku skrateniu o 118
aminokyselinovych zvyskov oproti dlhSej forme. Vd’aka tejto restrikcii je moZné aby
DNMTlo sa viazala na annexin V. Annexin V je protein viazici fosfolipid, ktory je
vel'mi citlivy na hladinu vdpenatych iontov a udrzuje DNMT 1o izoformu v cytoplazme
mySacich oocytov a skorych embryi (Cirio et al. 2008).

DNMT1b je dlhSou variantou alternativneho zostrihu povodného DNMT1 génu.
Této zostrihovd forma obsahuje extra 48 parov bazi medzi 4. a 5. exénom, vytvarajic
protein dlhsi o 16 aminokyselin. Je exprimovand vo vSetkych bunkovych lini4dch a jej
enzymatické vlastnosti si porovnatel'né s aktivitou DNMT1 (Hsu et al., 1999).

2.4.2. DNMT2

Je najnovSim charakterizovanym c¢lenom rodiny DNA metyltransferaz. Jej
homoloégy sui dokdzané u vsetkych riS od protist az po Zivo¢ichy. DNMT?2 bola p6vodne
identifikovand vo vyskume de novo DNMT, ako exprimujica sa sekvencia, ktorad
preukazovala vysoku homoldgiu s bakteridlnou DNA metyltransferazou Hhal (Dong et
al. 2001). DNMT?2 je charakteristica jedinou C termndlnou katalytickou doménou. To
predznamendva jej DNMT aktivitu. No Ziadne biochemické analyzy to nedokdzali.
V pripade mySacich embryondlnych kmetiovych buniek, absencia DNMT2 proteinu
Ziadnym spdsobom nepreukdzala zmeny v DNA metylacii (Okano et al. 1998).

Okrem toho purifikovany rekombinantny protein DNMT2 metyluje izolované
cytozinové sekvencie Drosophila melanogaster bez akejkol'vek rozpoznédvace;]
sekvencnej Specifity, ktord by DNMT2 nasmerovala do prisluSného miesta metyldcie
(Lyko et al., 2000). MoZnym dovodom nizkej DNMT aktivity, ako aj nizkej Specificity
je absencia aktivacného kofaktoru ako aj stéricky vel'mi nevyhovujica aminokyselina
tyrozin v rozpozndvajucej doméne metyltransferdzy (Goll and Bestor 2005). DNMT?2
md vSak pomerne vysoku afinitu k transferovym RNA transkriptom, konkrétne
k tRNA*P. S vysokou 3pecificitou dochddza k metyldcii transferovej RNA v pozicii
cytozinu 38 (Goll et al. 2006). Tato metyldcia ma doélezity vyznam v stabilite a
spravnom zlozeni tRNA. tRNA DNMT aktivita DNMT?2 bola dokdzana tak in vivo ako
aj in vitro (Schaefer et al. 2009). Vyuzitim metody miestne Specifickej mutagenézy bola
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preukdzand DNA metyltransferdzova aktivita zdvisla na neporusenych motivoch 1V, VI
a VII, ktoré su nevyhnutné k metyldcii. Na rozdiel od inych metyltransferdaz, hlavnym
katalytickym motivom nie je IV ale prave cysteinovad skupina motivu IV. DNMT2 je
prvym prikladom RNA metyltransferdzy s podobnym DNA metyltransferizovym
mechanizmom ako je tomu u inych ¢lenov rodiny metyltransferaz (Jurkowski et al.
2008). Zaujimavostou je taktiez Stidia Schaefera, ktory identifikoval demetylédciu
tRNA™P v 1inii nddorovych buniek za pouZitia 5-azaC. Nadorové bunky po pridani 5-
azaC vykazovali vyrazne nizku metabolickd aktivitu. Okrem toho inhibicia RNA
metyldcie sprostredkovanda DNMT2 ma antiprolifera¢ny ucinok na nadorové bunky.
Preto DNMT2 je moznym biomarkerom terapie pomocou 5-azaC (Schaefer et al. 2009).

2.4.3. De novo DNA metyltransferazy

De novo DNMT si zodpovedné za vytvorenie metylatného statusu na
nemodifikovanom vldkne DNA. Globalna de novo metylacia DNA sa objavuje v skorej
embryogenéze po masivne] demetylacnej vlne, kedy DNA metylacia je znovu
ustanovena pre epigenetické reprogramovanie.

DNMT3a a DNMT3b su velmi bohato exprimované v embryondlnych
tkanivach, kym v diferencovanych bunkach sa udrzuje ich nizka expresia. Su
nevyhnutnymi pre ustanovenie metylaénych vzorcov a sprdvny embryondlny vyvoj.
Metyl¢né vzorce sa zakladaji de novo metyldciou pocas embryogenézy, kedy
metylany status DNA sa znovu zakladd po takmer kompletnej demetylacii DNA
v Case prvého bunkového delenia (Reik et al. 2001).

De novo metylacia sa mdze objavit’ v neskorSom vyvoji a taktiez v dospelych
bunkach v pripade uml€ania provirusovej DNA, ktord vnikla do genému. Aberantnd de
novo metylacia mdze viest’ k hypermetyldcii promotorov génov suprimujicich tumor a
tym k malignému zvrhnutiu a tumorogenéze (Baylin and Herman 2000).

Transgénne mysi, v ktorych absentuje DNMT3a a zaroveit DNMT3b su vyrazne
hypometylované a tento stav je nezlulitelny so Zivotom. Zomieraji na urovni
embryondlneho vyvoja alebo velmi tesne po narodeni ako je tomu u DNMT3a
deficientnych mys$i. Absencia oboch DNMT je omnoho vaZnejSia neZ absencia jedne;j
z nich. Z toho vyplyva, Ze sa vo funkcii do urCitej miery nahrddzaji (Okano et al.
1999).

DNMT3a velmi ucinne kooperuje s DNMT1 v procese de novo metylécie.
V pripade kedy DNMT3a predchddza DNMT1 aktivite sa aktivita DNMT1 5-ndsobne
zvySi. To znamend Ze DNMT3a stimuluje aktivitu DNMT1, bez priamej interakcie.
V pripade spolo¢nej inkubdcie enzymov sa tito stimuldcia DNMT1 aktivity mierne
zvysi, ¢o modze byt spdsobené v tomto pripade priamou interakciou enzymov. Aktivita
DNMT1 sa vyrazne zvySuje v pripade uz modifikovanej DNA metylovymi skupinami,
ktoré boli ustanovené DNMT3a a prostrednictvom DNMTI1 dbjde k rozsireniu
metyldcie po celej DNA doméne. In vivo DNMT3a vytvéra teda hemimetylované miesta
pocas de novo DNA metyldcie. Tie si rozpozndvané DNMT], ktord ma ovela vysSiu
afinitu k hemimetylovanému vlaknu. DNMT1 po rozpoznani metyla¢nu znacku rozsiri
do blizkeho okolia. A teda moZeme hovorit’ o akejsi de novo aktivite DNMT1 (Fatemi
et al. 2002).
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Nespecifickd metyldcia DNA vedie k utvdraniu abnormdlnych metylacnych
vzorcov. Tento jav je dosledkom tumorogenézy. Jedna sa hlavne o hypermetylaciu CpG
ostrovov tumor supresorovych génov a ich regulacnych oblasti. TaktieZ hypometylacia
protoonkogénov modZze viest’ k malignému zvrhnutiu a dereguldcidm veddcim k zvySenej
proliferdcii. V nadoroch bolo identifikovanych vel'ké mnoZstvo génov, ktoré su
metylované de novo DNMT. DNMT3a mé potencidl k Specifickému nasmerovaniu a
bolo identifikovanych malo génov, ktorych metylacny stav je DNMT3a zvisly,
jednymi z nich sd: plakoglobin a imprintovany gén SFRPS5. V hepatocelularnom
karcinome dochddza k metyldacii PTEN génu, hlavného regulacného proteinu
hepatoceluldrnej tumorogenézy, ktorého CpG ostrov promotoru je bohato metylovany
prive vdaka DNMT3a. PTEN protein je regulacnym proteinom PI3/AKT signdlnej
drdhy. V pripade DNMT3a deficientnej bunecnej linie hepatocelularneho karcindmu
SMMC-7721 dochédza k inhibicii bunkovej proliferdcie a formdcii bunkovych koldnii.
Taktiez sa objavuje demetyldcia CpG ostrova PTEN génu (Zhao et al., 2010). Jednym
z d’alSich génov, ktoré si metylované v HCC je Sall3. Jednd sa o priamy inhibitor
DNMT3a. Doménou zinkového prstu rozpozndva PWWP doménu DNMT3a a tym
inhibuje aberantnid metylaciu CpG ostrovov inych regula¢nych génov. Zvysenim jeho
expresie dochddza k braneniu vizby DNMT3a na chromatin. Jeho umlcanie vedie
k zvySeniu DNA metylacie v HCC (Shikauchi et al., 2009).

Na druhej strane DNMT3b v pripade kolorektdlneho karcindmu vytvdra a
udrzuje tzv. metyla¢ny fenotyp CpG ostrovov, €o stvisi s vysokou expresiou DNMT3b
veduicej k masivnej metyldcii CpG ostrovov génov suprimujicich tumor. DNMT3b
metyluje niektoré preferencné CpG ostrovy nendhodne, obzvlast sa jednd o CpG
ostrovy hlavnych tumor supresorovych génov ako napr. APC, p21,p53, p16, B-katenin a
mnoho d’alSich (Nosho et al., 2009)

V dosledku mutacii DNMT3b, ktoré sa vyskytuji v pripade ICF syndromu
(immunideficiency, centromeric instability, and facial anomalies) dochddza k masivne;j
demetylacnej vine pericentromerickych majoritnych satelitnych repeticii (Ehrlich et al.
2001). Nésledne dochéadza k vyraznej chromozomalnej nestabilite spojenej s vyskytom
chromozomadlnych zlomov. Jedna sa o imunodeficientné ochorenie, u ktorého imrtnost’
je vo velmi skorom dectve. Chromozomadlna nestabilita sa prejavuje hlavne
v pericentromerickych oblatiach chromozémov 1, 16 a niekedy 9. Je to spdsobené
vyraznonou hypometyldciou satelitu 2 chromozomu 1, satelitu 3 chromozomu 9 a
satelitnej sekvencie chromozomu Y (Ehrlich et al. 2008).

2.4.4. DNMT3L

DNMT3L je hlavny, enzymaticky inaktivny regulacny faktor de novo DNMT. 1
ked’ neobsahuje hlavné katalitické motivy potrebné k metylacii, je stimulatorom aktivit
de novo DNMT a je esencidlny pre ustanovenie materndlneho imprintingu a v metylacii
transposibilnych elementov v samcej zarodo¢nej linii (Bourc'his and Bestor 2004).

K aktivacii de novo DNMT dochddza priamou vizbou C termindlnej domény
DNMTS3L a ich katalytickych domén. Katalyticka aktivita DNMT3a a DNMT3b sa asi
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15 -krat zvysi za pritomnosti tohto kofaktoru a zdroven sa velmi vyraznou mierou
ul’ah¢i vznik vizby medzi DNMT a DNA. Vizba medzi DNMT3L a DNMT3a navodi
konformac¢nu zmenu a odhali v metyltransferaze miesto pre viazbu AdoMet. Dnmt3L je
pre metyltransferazy vymienajticim substratovym faktorom. Interakcia medzi DNMT3a
a DNMT3L je transientnd. Po vidzbe DNMT3a na DNA dochddza k disociicii
DNMT3L, ¢im sa stazi uvolnenie metyltransferdzy z protein -DNA komplexu a
dochadza k tesnejsej vizbe (Gowher et al. 2005).

Okrem toho DNMT?3L interaguje s HDAC prostrednictvom svojej PHD domény
a prispieva ku génovému umlcaniu, ktoré nie je sprostredkované metyldciou DNA
(Deplus et al. 2002). DNMT3L v komplexe s DNMT3a dochddza k interakcii ich C
termindlnych domén =za vzniku heterodiméru. Tieto heterodiméry interaguju
prostrednictvom DNMT3a-DNMT3a interakcii za vzniku tetramétnych komplexov
s dvoma aktivnymi metyltransferdzovymi miestami. Tieto su od seba separované jednou
DNA otackou. C termindlna doména oligomerizuje a vytvdara nukleoproteinové
filamentum (Jurkowska et al. 2008).

2.5. Metylacia DNA a jej kooperacia s histonovymi modifikaciami

2.5.1. Metyl CpG vizbové proteiny vo vzt'ahu k metylacii DNA

Modifikované cytozinové bazy metylaciou DNA si rozpozniavané tzv. metyl-
vizbovymi doménami (MBD). Tieto proteiny prepdjaji vplyv metylicie DNA
s represivnymi chromatinovymi modifikdciami. Prostrednictvom svojich transkripnych
represivnych domén (TRD) interaguji s nukleozomédlnymi remodelacnymi komplexami
represného charakteru. Tieto vzajomné interakcie vedu k transkripénej represii metylaciou
modifikovanej oblasti (Klose and Bird 2006). Kazdy z tychto proteinov obsahuje MBD,
ktorou rozpozndva m’C vo velkom Zliabku DNA. Do tejto rodiny patria proteiny MBDI,
MBD2, MBD3, MBD4 a MeCP2 (methyl cytozin protein 2) (Obr.6). Okrem MBD4 vsetky
MBD proteiny formuji komplexy s HDAC a histonmetyltransferdzou (HMT) Suv39HI.
MBD3 je komponentou represného chromatin remodelujiceho komplexu Mi-2/NuRD,
s ktorym asociuje taktiez MBD2 (Wade 2001). MBDI je zase stcastou represného
chromatin remodela¢ného komplexu MeCP1 (Cross et al. 1997)

MeCP2 | MED 1 THD |

MBD1 [ MED ool [ 5o Tl RO |

MBD4 | ] MED | | DNAN-Glycosylase |

Obr.6 Prehlad m’C viizbovych proteinov (Dhasarathy and Wade 2008).
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2.5.1.1. MeCP2

MeCP2 je vysoko zastipeny chromozomdlny protein, ktory sa vyskytuje
s metylovanou DNA v jadre. Zo Struktirneho hladiska obsahuje N termindlnu metyl-
CpG vizbovi doménu a C termindlnu TRD. MBD doménou rozpozniva metylovand
cytozinova bazu. Vdaka represivnej doméne je povazovany za spojovnik medzi DNA
metylaciou a represivnymi histonovymi modifikdciami. TRD doména MeCP2 proteinu
interaguje s korepresorom mSin3a ¢o vedie k naviazaniu HDAC. MeCP2 protein je teda
velmi podstatny v ustanoveni dlhotrvajiceho transkripéného umlcania (Ballestar and
Wolffe 2001). Okrem DNA vizbovej Specifity MeCP2 je RNA vizbovy protein, ktory
ovplyviiuje alternativny zostrih transkriptov v mozgu (Young et al. 2005).

Muticie v géne MeCP2 su pricinou Rettovho syndromu. Gén MeCP2 sa
nachddza na Xq28 chromozéme. Priblizne 70% mutacii ma tranzi¢ny povod. Prejavmi
tohoto syndrému je mentdlna retarddcia s autistickymi prejavmi, neonatdlna
encefalopatia u muZov a neonatdlne spomalenie rastu hlavy (Moretti and Zoghbi 2006).

2.5.1.2. MBD1

Je unikdtnym c¢lenom MBD represnej rodiny, pretoZze obsahuje dve alebo tri
kopie cystein bohatych oblasti (CXXC). Na rozdiel od inych MBD proteinov asociuje
aj s nemetylovanymi promotormi. Ako MeCP2 i MBD1 obsahuje vel'mi silne aktivnu
TRD doménu (Fujita et al. 2000). Strata MBD1 vedie k rozvoji neurondlnych defektov a
k zvySeniu replikacnej schopnosti niektorych retroelementov (Zhao et al. 2003).

2.5.1.3. MBD4

Je jedinym proteinom, ktory sa neobjavuje v procese transkripnej represie.
Obsahuje MBD doménu a DNA glykozyldzovi doménu. Vdaka glykozyldzove;j,
opravnej doméne MBD4 protein minimalizuje vyskyt spontinnych deaminacii m’C na
T. V kone¢nom dosledku svojou aktivitou opravuje tieto mutacné miesta odstranenim T
alebo U po nasledujucej replikdcii (Millar et al. 2002).

2.5.2. Histonova modifikacia H3K4 a DNA metylacia

.....

ktoré su sucastou CpG ostrovov. K zruseniu metylacného statusu dochadza v skorom
embryu a je znovu ustanoveny priblizne v ¢ase implantécie de novo metylaciou (Okano,
Bell et al. 1999). Neddvne Studie naznaCuju, Ze ustanovenie zdkladného profilu
metyldcie DNA vel'mi tzko suvisi s histonovou modifikdciou. Podla tohto modelu
metyldcia (vratane mono, di a trimetyldcie) lyzinu 4 na histone H3 (H3K4me)
predchddza metylacii DNA (Ooi et al. 2007). Metyldcia H3K4 je zrejme ustanovena
mechanizmom sprostredkovanym RNA-polymerdzoull (RNA pol II). V miestach, kde
RNA pol II zotrvava sa dostdva H3K4 metyltransferdza a modifikuje ho (Guenther et al.
2007).
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Nukleozémy tychto miest a CpG ostrovy si oznacené H3K4me, kym zvySok
genomu obsahuje nemetylovany H3K4. V Case implantdcie, DNMT3L ako hlavny
kofaktor de novo metylacie rozpozndva svojou aminotermindlnou PHD doménou
nemetylované H3K4. Svojou C termindlnou doménou privddza priamou interakciou do
tychto miest DNMT3a,b (Hu et al. 2009). Naslednym krokom je metylacia CpG
dinukleotidov kolokalizovanych s nemetylovanym H3K4 (Obr.7). Metyldcia H3K4 sa
nachddza v transkripcne aktivnych oblastiach a v oblasti CpG ostrovov. Vdaka tejto
modifikacii nedochddza k vaizbe DNMT3L a teda ani k de novo metylécii tychto oblasti,
ktoré zostavaju transkripcne aktivne s relaxovanou formou chromatinu (Ooi et al. 2007).

pred implantaciou po implantacii

Obr. 7 Metylacny status H3 histonu pred a po implantdcii embrya. Nemetylovany H3K4
je rozpoznany DNMT3L kofaktorom, ktory prividza de novo DNMT (Cedar and
Bergman 2009).

Tento bimodalny systém ustanovenia metylacného statusu zdvislého na
histonovej modifikacii a metyldcii DNA sa uskuto¢iiuje v ¢ase implanticie embrya.
Ustanoveny profil je ndsledne predmetom zmien, ktoré prebiehaji pocas d’alSieho
vyvoja, vratane de novo metylacie ako aj demetylacie. Jednd sa hlavne o de novo
metylaciu regulacnych oblasti génov pluripotencie a to v Case gastruldcie, kedy sa
zakladaju zdrodo¢né vrstvy (Weber et al. 2007).

2.5.3. Histonova metylacia H3K9 a metylacia DNA

Metylacia H3K9 je najlepSie preStudovanou histonovou modifikaciou, ktora
iniciuje génové umlcanie. Spolu s metyldciou DNA velmi dzko spolupracuji pri
vytvérani represného chromatinového stavu a tym transkripéne inaktivuji modifikovand
oblast’.

V inhibicii pluripotentnych génov ako napr Oct4 je prvym krokom interakcia
represoru s prisluSnym promotorom pluripotentného génu . Toto je nasledované vizbou
histonmetyltransferdizy G9a a histondeacetylizy HDAC. Deacetylaciou dojde
k odstraneniu acetylovych skupin z kritickych oblasti H3K9 ¢o umoZzni ich metylaciu
prostrednictvom HMT G9a. H3K9 je rozpoznany HPI proteinom. Konecnou
modifikdciou je masivna metyldcia CpG dinukleotidov prostrednictvom rekrutovanej de
novo DNMT c¢o sposobuje heterochromatinizaciu modifikovanej oblasti (Obr. 8). Této
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drdha je velmi podstatnd v postimplatacnom S$tadiu embryogenézy kedy dochadza
k ustanoveniu expresnych génovych profilov (Cedar and Bergman 2009).

Obr.8 Umlcanie pluripotentnych génov pocas embryogenézy (Cedar and Bergman
2009)

Tak ako DNMT]1 je kolokalizovand v oblasti replikaénych pociatkov, de novo
metyltransferdzy asociuju s pericentromerickym chromatinom a sd pritomné v oblasti
bohato metylovanych SINE a LINE elementov, ktoré si metylaciou stabilne a
dlhotrvajuco umlcané (Jeong et al. 2009). Tu su metyltransferdzy v priame;j interakcii s
MBD proteinami a HDAC2. Po metylacii CpG dinukletidu, ktory je rozpozndvany
MBD proteinom dochddza k deacetylacii a metylacii histonov. HMT Suv39H1 masivne
metyluje H3K9 do trimetylovaného stavu. Tato represnd znaCka je rozpozndvand
heterochromatinovym  proteinom 1 (HP1), ktory navodzuje a udrZuje
heterochromatinovu Struktiru v pericentrickej oblasti a v oblasti majoritnych satelitnych
sekvencii (Rottach et al. 2009). V mySacich embryondlnych kmetiovych bunkéch, kde
absentuje histon trimetyltransferdza Suv39H1- Suv39H2 dochddza k vyraznej
hypometylacii mobilnych genetickych elementov a zvySuje sa riziko genotoxicity a
zaroven dochadza k vyraznému poklesu CpG metylacie zavislej na DNMT3b v oblasti
majoritnych centromerickych satelitov (Lehnertz et al. 2003).

Spolupraca metyldcie DNA a histonovych modifikécif je vzdjomne vel'mi tzko
prepojend (Obr.9 ) a neda sa jasne povedat’ akd je konsekvencia tychto procesov. Zda sa
vSak Ze prave histonova modifikécia je predchodcom DNA metyldcie. Niektoré prace na
to vel'mi jasne poukazuju. Jeden z hlavnych tumor supresorovych génov inhibitor
CDK2 p16™%* | je v bunkdch tumoru hypermetylovany. WT alela tohto génu je
umlcand hypermetyldciou a druhd, bohato mutovand je exprimovand, ale nefunk¢na v
divokom kmeni (WT) bunkovej lienie HCT116 odvodenej od kolorektalneho
karcinému. V pripade bunkovej linie HCT116 deficientnej v DNMT1 a DNMT3a géne
(DKO-double knockout) je zniZené umlCovanie wt alely génu. V 22. pasdzi doSlo
k vyraznému zvy3eniu tempa rastu a wt alela p16™~* bola opiit’ kompletne uml¢and bez
vplyvu metyldcie DNA, ¢o bolo dokladované sekvenaciou CpG ostrova po bisulfitove;j
konverzii. Analyzovanych 20 CpG dinukleotidov boli bez metyldcie cytozinu.
Chromatinovou imunoprecipitdciou bol v tejto pasdzi u wt alely detekovany H3K9me,
ktorym sa znovuustanovil umlcany stav. V bunkovej linii divokého kmena alela génu je
uplne uml¢ana a bohato metylovana. Po strate metyldcie dochadza k ustanoveniu H3K9
represnej znacky, ktord v neskorSich fazach bunkového rastu asociuje s metylaciou
DNA a deacetyldaciou H4 histonu, ¢o vedie ku chromatinovej kompresii (Bachman et
al.,, 2003). Pouzitie TSA, histondeacetyldzového inhibitoru md minimdlny efekt na
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expresiu histonmetylaciou a metyldciou DNA modifikovanych tumor supresorovych
génov. Za pouzitia 5-azaC, inhibitoru DNMT aktivity, dochddza k rapidnej strate H3K9
metyldcie v mieste uml€ania, ¢o vedie k reaktivicii génovej expresie. Metylacia H3K4
je intaktna k TSA, ale jej miera sa zvySi po pouziti 5-aza-dC a tym prispieva
k obnoveniu expresie. Je asociovand s transkripéne aktivnym chromatinom. D4 sa teda
povedat’, Ze zvySenie H3K9me a zniZenie miery H3K4me prispieva k udrzaniu DNA
metyldcie a tym k uml€aniu génov v bunkéch korektdlneho karcinému (Kondo et al.,
2003). Dalsim prikladom tumor supresorovej inaktivicie prostrednictvom aberantnej
DNA metyldcie a histonovych modifikdcii je inaktivicia sFRP2 inhibitoru Wnt
signalizaCnej drahy. Inaktivacia vedie k vyvoji oblickového nddoru (Kawamoto et al.,
2008)

Obr. 9 Epigenetickd reguldcia génovej transkripcie. Panel A oznacuje transkripcne
inaktivny chromatin s vysokou aktivitou DNMT, co vedie k bohatej metyldacii CpG
dinukleotidov. Metylovand oblast je rozpozndvand korepresorovymi komplexami (CR),
ktorych sucastou sii MBD,tym brdnia naviazaniu obecnych transkripcnych faktorov(TF)
a histonacetyltransferdz (HAT). Sicastou CR (napr. mSin3a) je HDAC, ktorej aktivita
vedie k ustanoveniu represivneho stavu deacetyldciou chromatinu nasledovanej
metyldciou H3K9. Panel B zndzonuje transkripcne aktivny stav chromatinu, s bohatou
acetylaciou H3, metylaciou H3K4, co umoZnuje nasadnutie TF a aktivacnymi
komplecami (AC) (Sigalotti et al., 2007)

27



2.6. Retrovirusy

2.6.1. Replikaé¢ny cyklus retrovirusov

Prototypicky retrovirus obsahuje vel'mi jednoduchy gendém pozostdvajici z
dvoch identickych molekil RNA, ktoré koduju tri gény: gag (group specific antigen),
pol (polymerase) a env (envelope). Replikacny cyklus retrovirusov zacina Specifickou
receptorovou vidzbou viriénu na bunkovy povrch a potom ako u vSetkych obalenych
virusov dochéddza k fizii virusového obalu s membrdnou. Fizia nastiva bud na
bunkovom povrchu alebo po internalizicii do endozému, odkial sa do cytoplazmy
uvolni virusovd kapsida. Po proteolytickej degradécii kapsidy sa uvolni reverzne
transkripény komplex (Suzuki and Craigie 2007). Druhym krokom replika¢ného cyklu
je reverznd transkripcia, ktorou ddjde k prepisu jednoretazcového pozitivneho RNA
genému na dvojretazcovu linedrnu formu DNA. Vysledkom reverznej transkripcie je
zdvojenie LTR reguladnych oblasti, ktoré lemuji 5 a 3 konce provirusu oproti
povodnému RNA gendému (Obr. 10).

PBS

LTR > 2 LTR

gagpol

Obr.10. Schéma Struktiiry retrovirusu po priebehu reverznej transkripcie. Jeho siicastou
su 5" a 37dlhé termindlne repeticie (LTR), 5" vizbovd oblast pre primer reverznej
transkripcie (PBS) a 3 ‘polypurinovd oblast (PPT) (Anson 2004)

Retrovirusovd DNA je transportovand vo forme preintegracného komplexu
(PIC) k bunkovému jadru prostrednictvom miktortubul. PIC obsahje tak virusové ako
bunkové proteinové podjednotky, ako napr. BAF (barrier-to-autointegration factor),
HMG (high mobility group protein), LEDGF/p75 (lens epithelium derived growth
factor) (Llano et al. 2004). Naslednym krokom je integricia dvojretazcovej linedrnej
virusovej formy DNA do genému hostitel'a za pritomnosti virusovej integrazy za vzniku
integrovaného provirusu. Vizba na receptor, endocytéza, uvolnenie kapsidy, reverzna
transkripcia a integricia konciaca provirusom tvoria skord fazu replikacného cyklu
(Obr. 11). Pozdna faza zacina transkripciou integrovaného provirusu hostitel'skou RNA
pol II a virusové RNA st exportované z jadra do cytoplazmy. Tri virusové Struktirne
proteinové prekurzory sa translatuji v cytoplazme. Tymito sd: gag, gag-pol polyprotein
a povrchovy env protein. Virusové proteiny su transportované pod cytoplazmatickd
membranu vezikuldrnou alebo cytoskeletirnou cestou (Nisole and Saib 2004). Pod
membrinou nasleduje formavanie nového virusového potomstva v podobe nezrelych
Castic, ktoré st uvolnované z bunkového povrchu. Aktivaciou virusovej protedzy ddjde
v uvolnenych viribnoch k drastickému preorganizovaniu v dosledku Specifickej
proteolyzy virusovych polyproteinov, ¢im sa virion stava zrelym (Goff 2007).

V nasledujicich kapitoldch je strucne popisany mechanizmus integricie a
transkripcie, ktoré vzh'adom k umlCovaniu retrovirusu su kl'icové.
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Obr. 11. Schéma replikacného cyklu retrovirusov (Alberts et al, 1998)

2.6.2. Integracia retrovirusov a jej produktivita

Integracia retrovirusov do hostitel'ského genému je urcujicim krokom ich
replikacného cyklu. Po reverznej transkripcii dochadza k vytvoreniu PIC, ktory
pozostava tak z virusovych ako aj z bunkovych proteinovych faktorov. Tento komplex
zarucuje transport virusovej DNA do jadra a jeho integraciu do hostitel'ského genému.
Virusova integraza rozpozna invariatny CA/GT dinukleotid v blizkosti kazdého 3
konca neitegrovanej DNA formy retrovirusového genému (Katzman and Katz 1999). U
mnohych virusov sa zloZenie PIC odliSuje napr. PIC u Moloneyho virusu mySacej
leukémie (MoMLV) pozostdva z kapsidového proteinu a integrazy. Ale napr. u virusu
I'udskej imunodeficiencie (HIV) je ovela komplexnejsi. Obsahuje nukleocapsidovy,
matrixovy protein, reverzni transkriptdzu, integrdzu, protein Vpr a bunkovy
LEDGF/p75. Deplécia alebo pozmenenie N- koncovej domény tohto faktoru vedie
k vyraznému zniZeniu uc¢innosti ako aj preferencii lentivirusovej integracie (Iordanskiy
et al. 2006). K dspesnej integricii retrovirusu sa PIC musi dostat’ ku chromatinu cez
jadrovi membranu. Niektoré virusy vyuZzivaju inych mechanizmov integracie. Virus
mySacej leukémie (MLV) a jemu podobné vyzaduju k tomuto kroku bunkové delenie a
rozpad jadrovej membrdny. Ked je bunkovy cyklus zastaveny v G;/S prechode
hladovanim a chemickym zdsahom MLV PIC, ktory obsahuje plni dlzku virusovej
DNA je pritomny v cytoplazme a integricia je blokovana. Akondhle je bunkovy cyklus
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obnoveny a pokracuje metafdzou, jadrovd membrdna sa rozpadd a objavuje sa
integrdcia virusu (Roe et al. 1993). V porovnani s MLV, HIV-1 ako aj iné virusy je
schopny infikovat’ tak deliace sa ako aj nedeliace sa bunky (Lewis et al. 1992). Preto sa
HIV-1 mdze vel'mi G¢ine integrovat’ v pokojovych bunkéch , alebo bunkich termindlne
diferencovanych ako sd makrofdgy a mikroglie, ktoré si v G, faze. Schopnost’
infikovat’ nedeliace sa bunky vytvdra predpoklad pre vyvoj lentivirovych vektorov ako
ucinného nastroja pre génovy prenos, ktory je nasmerovany hlavne pre tazko
transdukované bunky s nizkym proliferacnym potencidlom (Weinberg et al. 1991).
Retrovirusy a z nich odvodené retrovirusové vektory sa do genému cielovych buniek
integruju nendhodne. Na zdklade integracie MLV virusu boli definované r6zne miesta
integracie ako napr. oblasti hypersensitivne k DN4ze, transkribované gény a ich Starty,
oblasti bohaté na gény, GC bohaté oblasti a CpG ostrovy. Medzi tieto beZné inzer¢né
miesta MLV virusu patria vysokoexprimujiice sa protoonkogény zvysSujlice rastovy
potencidl (Bushman et al., 2005). Vd’aka silnym retrovirovym promotorom LTR mdZzZe
dochadzat’ k ovplyvneniu expresie génu v blizkosti provirusovej integracie. Po infekcii
MySacim virusom mliecnej Zlazy (MMTV) dochddza k vzniku klondlnych tumorov,
v ktorych bola analyzovana provirusova integracia. Medzi génmi, ktoré boli ovplyvnené
retrovirusovou inzerciou je rodina Wnt génov, elF3e, Notch4. Vsetky z tychto génov st
podstatné v udrzani bunkovej kmenovosti (Callahan et al., 2008). PouZitie
retrovirusovych vektorov v génovej terapii nesie so sebou riziko integricie retrovirusov
do blizkosti promotorov protoonkogénov. Toto bolo demonsStrované na detskych
pacientoch lieCenych vektorom odvodeny od MLV na X- dedi¢nd vaZnu kombinovanu
imunodeficienciu (X-SCID). V Styroch pripadoch bolo vyvinuté lymfoproliferativne
ochorenie B buniek, spdsobené integraciou vektoru do blizkosti promotoru LMO-2
protoonkogénu, ¢o pravdepodobne viedlo k neoplastickej transformécii (Hacein-Bey-
Abina et al., 2008).

Preferencie integracie HIV virusu sd zase favorizované do GC bohatych a
transkripcne aktivnych génovych oblasti, okrem oblasti transkripcnych Startov. Vel'mi
nizka preferencia integracie je v oblastiach repetitivnych sekvencii ako HERV, SINE,
LINE elementov alebo Alu repeticii (Shroder et al., 2002). HIV integracia do oblasti
ako o-satelity centromér svysokou mierou kompakticie centromerického
heterochromatinu je taktiez vel'mi slabd (Carteau et al., 1998). V pripade integricie
MLV retrovirusového vektoru, 80% z 903 analyzovanych integricii vykazovalo takmer
ndhodnu tendenciu, ale 20% bolo detekovanych v 5kb velkej oblasti, ktord zahfiiala 5 ’
koniec transkripcnej jednotky. Integrécia je taktiez preferovand do oblasti obsahujtcich
CpG ostrovy. Na zdklade tychto preferencii MLV vektory st pomerne nebezpecnymi
nastrojmy génovej terapie (Wu et al., 2003). Virusova integrdza hrd nepochybne
dolezitu ulohu v smerovani retrovirusovej integracie a je zodpovednd za jej Specifitu.
Tvorba HIV virusovej chiméry substiticiou MLV integrizy a gag génu za HIV
integrazu a gag gén zapricinuje integracnu Specifitu modifikovaného HIV virusu, ktord
je vel'mi podobnd MLV. Okrem toho takto modifikovany HIV virus nie je schopny
infikovat’ nedeliace sa bunky a tym sa tieZ pripodobnuje MLV virusovej integréacii,
ktora prebieha pocas M-faze (Lewinski et al., 2006).

Na cieleni integricie sa zrejme podiel'aji niektoré z obecnych transkripénych
faktorov, ktoré interaguju s virusovou integrazou v PIC komplexe a smeruju integracny
komplex do transkripéne aktivneho chromatinu. V pripade HIV takymito faktormi su
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chromatin remodela¢ny komplex SWI/SNF, opravné DNA komlexy, proteiny skupiny
Polycomb ako aj TTRAp protein patriaci do PML-RAR (Felice et al., 2009)

Jednym z proteinov, ktory interaguje sPIC je protein Daxx. Je
vysokokonzervovany a vcicavCich bunkdch asociuje sHIV-1 odvodenym
lentivirusovym vektorom prostrednictvom interakcie s virusovou integrdzou. Okrem
toho k virusovej DNA prividza HDAC, ktorou reprimuje génovd expresiu
lentivirusovych génov (Huang et al., 2008). V hre pri uml¢ovani vektorov odvodenych
od ASLV moZe Daxx zohrdvat podstatni ulohu. Interaguje s virusovym DNA
integraizovym komplexom vel'mi skoro po infekcii a sprostredkiva represiu génovej
expresie asocidciou s HDAC aktivitou (Greger et al., 2005). Niektoré virusy proti Daxx
represoru vyvinuly obranné mechanizmy. LCudsky cytomegalovirus exprimuje protein
pp71, ktory interaguje s Daxx proteinom, ¢im inaktivuje bunkovid imunitni odpoved
voCi prichddzajucemu virusu. U HIV je tymto antagonistom protein p6, ktory
sprostredkiiva modifikaciu Daxx proteinu sumoylaciou (Saffert et al., 2006).

V pripade bunkovej ochrany proti exogénnej DNA je nutné uviest’ skupinu tzv.
restrikénych faktorov, ktoré interferuji s exogenou DNA v skorej faze infekcie, ako
napr. intracelularne alebo v procese reverznej transkripcie. NajlepSie su prestudované
na HIV-1 viruse (Anderson and Hope 2005). Jednymi z restrikCnych faktorov su
adenozindeamindzy. Adenozin deamindzy patria do velkej rodiny proteinov, ktoré
katalyzuji hydrolyzu cytozinovej bdzy na wuracyl v jednoretazcovej forme
virusovej cDNA alebo RNA pocas reverznej transkripcie, ¢im indukujd guanin- adenin
muticie v komplementdrnom retazci cDNA. Jednotlivé adenozin deamindzy mdju
odlisnd afinitu k cielovej bdze. A3G preferencne edituje druhy cytozin CpC
dinukleotidov, kdezto A3F modifikuje cytozin TpC dinukleotidu. Maju teda editacnui a
hypermutacni schopnost. U Tudi si zndme ako proteiny editujice mRNA
Apolipoproteinu B (APOBEC3) (Harris et al., 2002). APOBEC3G je baleny do
viriénov v produkujicich bunkach a blokuje virusovu replikdciu v cielovych bunkéich
prevdepodobne degradiaciou c¢cDNA medzi pozdnou reverznou transkripciou a
integraciou. V obrane proti tomuto u¢innému mechanizmu lentivirusy vyvinuly faktor
zvySujuci virusovu infektivitu (Vif), ktory zabranuje zabaleniu APOBEC3 do viriénov a
prostrednictvom adapterovych degrada¢nych proteinov je APOBEC nasmerovand na
degrada¢nd drdhu v proteazome (Mariani et al., 2003). U Vif deficientného virusu
dochadza k baleniu APOBEC do viriénu. Po vypucéani a naslednej infekcii cielovej
bunky dojde k hypermutdcii DNA proviru pocas reverznej transkripcie (Huthoff and
Towers 2008)

Dal§im z restrikénych faktorov je TRIM Sa, ktory bol prvy krat identifikovany
ako bunkovy inhibitor HIV-1 replikdcie (Stremlau et al. 2004). Cela rodina TRIM
proteinov md charakteristicki RING doménu, jeden alebo dva B boxy Spiraly (coiled-
coil). RING doména ma ubiquitin ligazovu aktivitu. V C terminélnej Casti sa nachddza
PRY/SPRY doména, ktord rozpoznava internalizované kapsidy. TRIMS sa vyskytuje
v cytoplazme v tzv. cytoplazmaticych telieskdch. Akondhle dojde k stretnutiu kapsidy a
TRIMS5a komplexu, dochddza k jeho nasmerovaniu do proteazému a k jeho degradacii
(Nakayama and Shioda et al., 2010)
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2.6.3. Transkrip¢éné umlcovanie retrovirusov a ERV

Expresia integrovaného provirusu vyzaduje velkd Skédlu transkripénych
aktivatorov a kompletny RNA polymerdzovy komplex. Hlavnou regula¢nou oblastou
integrovaného provirusu, z ktorého prebieha transkripcia je LTR. Ten pozostiva
z unikatnych sekvencii U3, R, U5. U3 je hlavnd promotorovd a enhancerova oblast’,
ktord obsahuje sekvencné vidzbové motivy pre obecné ako aj Specifické transkripcné
faktory. Pomerne ndzornym prikladom promotorovej komplexnosti je HIV LTR. LTR
integrovaného provirusu obsahuje niekolko regulacnych oblasti: negativny regulacny
element (NRE) s vidzbovymi miestami pre transkripné faktory AP1, NF-AT, USF.
Potom je to hlavny enhancer s vizbou Ets-1, Lefl, NFkB. Dalej je iniciaény element
(INR), potom TATA box za ktorym nasleduji tri tandemové SP1 vizbové motivy. Na
transkripcii sa podiel'ajd SWI/SNF remodelacny komplex, p300/CBP acetyltransferaza
a mnoho inych (Angelov et al., 2000).

Eukaryotické bunky v priebehu evolicie vyvinuly dokonalé obranné systémy pre
ochranu Struktiry ich vlastného genému, ¢im sa brédnia proti expresii abnormalnych
alebo cudzorodych transkripcnych jednotiek. U cicavcov inzercia retrovirusovej DNA
spista umlCanie expresie prostrednictvom metyldcie DNA vramci regulacnych LTR
oblasti (Bestor 2000). LTR retrovirusov je povazovany za silny promotor. U rdéznych
retrovirusov sa obsah CpG dinukleotidov vramci LTR 1iSi. Obvykle dochddza k ich
hypermetylacii, ¢im dochddza k umlcaniu expresie integrovaného provirusu. S
metyldciou DNA v LTR oblasti vel'mi uzko sivisi masivna deacetylacia histonu H3
( Koiwa et al., 2002; Medvedeva et al., 2010).

Integrovany provirus obsahuje urcité kritické sekvencie, ktoré su preferencne
nachylné k metylécii. Je to najmi sekvencia PBS a sekvencia enkapsidacného signdlu.
U MLV a MoMLYV vektoru je PBS oblast’ sicastou tzv. represor vdzbovej oblasti
(RBS). Nachddza sa tesne za 5 LTR a 17 nukleotidami prekryva PBS oblast. PBS a
enkapsidacny signdl si v embryondlnych kmenovych bunkich hypermetylované bez
ohladu na okolit¢ chromatinové modifikdcie. Tieto miesta si povazované za
potencidlne inicidtory metyldcie a mutdcie v nich ju negativne ovplyviiuju (He et al.,
2005).

Vektor odvodeny od MySacieho virusu kmenovych buniek (MSCV) neobsahuje
represivny cis element, ktory je pritomny u MoMLV, no 1 tak je citlivy
k transkripénému umlcovaniu. S cielom zistenia vplyvu metyldcie DNA na umlcovanie,
niektoré CpG dinukleotidy U3 oblati LTR sekvencie vektoru MSCV boli mutované. Po
zavedeni mutdcii bola len vel'mi mald ¢ast’ integrovanych provirusov tGplne uml¢anych.
Oblast’ CpG LTR promotoru je nidchylna k modifikacii metylaciou DNA a m6Zeme ju
povazovat’ za represny element transkripcie (Swindle et al., 2004) Situdcia je oCosi
komplikovanejSia tym, Ze ndhodné integracné miesto ovplyviluje pravdepodobnost’ de
novo metyldcie. Niektoré provirusy sud in vivo nemetylované ale oblast’ integrécie je
represivne remodelovand, metylované provirusy su transkripéne uml¢ané. V umlcovani
je podstatny MeCP2, ktory rozpozndva metylacnd modifikdciu cytozinu a stimuluje
HDAC a iné remodela¢né komplexy (Lorincz et al., 2001). Vplyv remodela¢nych
komplexov na uml¢ovanie je jednozna¢ny. Vektor odvodeny od MLV je vel'mi rychlo
umlcovany v 'udskych ndadorovych bunkach, ktoré neexprimuji Brm, ¢o je katalyticka
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podjednotka SWI/SNF chromatin remodelacného komplexu. Uvedenim exogénneho
Brm doslo k supresii naviazania represnych proteinovych komplexov YYI a HDACI1,2
k LTR. Remodel4cia chromatinu a jeho modifikdcie maji priamy vplyv na umlCanie
(Mizutani et al., 2002). Metyldcia DNA zapri€ifiuje latentny stav virusu ludskej T
bunkovej leukémie (HTLV-1). Bisulfitovou konverziou a ndslednou sekvenaciou bola
zistend hypermetyldcia 5° LTR, pricom 3° LTR zostdva hypometylovany. Virus je
reaktivovatelny za pouzitia 5-azaC ,inhibitoru DNMT (Koiwa et al., 2002) Okrem
metyldcie regulacného 5° LTR bola detekovand bohatd metyldcia kdédujicej oblasti
virusu. Virusové gény ako gag, pol ale aj env su bohato modifikované metylaciou,
pricom 3” LTR si ponechdva hypometylovany stav uz ako bolo zistené (Taniguchi et al.,

2005)

2.6.4. Transkripéné umléanie endogénnych retrovirusov

Viac ako 40 % cicav€ieho genému je tvorenych retroelementami z ktorych asi
jedna Stvrtina su endogénne retrovirusy, ktoré su rozptylené v euchromatinovych
oblastiach (Waterston et al., 2002). Su zodpovedné za viac ako 10% spontdnnych
mutdcii. Vel'mi u¢inny mechanizmus umlcania, ako hostitel'skej ochrany, je vyvinuty
proti transpozibilnym elementom (transpozony, retrotranspozony) a retrovirusom.
Endogénne retrovirusy nie st exprimované, ale ich LTR promotory su intaktné a
stabilne modifikované represnym mechanizmom metyldcie DNA pocas skorej
embryogenézy a tento stav sa zachovava i v dospelych somatickych bunkich. Metylacia
DNA je mechanizmus dlho trvajuceho umlcania, ktory vedie k represivnym
chromatinovym prestavbdm v oblasti huste metylovaného promotoru LTR (Yoder et al.,
1997). Nedavne Stadie ukazuji, ze ERV st bohato modifikované H3K9me3 a
H4K20me3 v mySacich embryondlnych kmenovych bunkéch, ale nie v embryonélnych
fibroblastoch (Mikkelsen et al., 2007). Jednym =z velmi ddleZitych represnych
proteinov, ktoré sa podielaji na umlcovani ERV ako aj retrovirusovych vektorov
odvodenych od MLV  je protein asociujici s KRAB motivom (KAPI) alebo tiez
znamy ako tripartitny motiv obsahujuici protein 28 (TRIM28) (Wolf and Goff 2007).
KAP1 priamo interaguje s Kriippelovym asociaénym proteinovym motivom zinkového
prstu (KRAB-ZNF), ktory rozpoznidva PBS provirusu. S PBS oblastou interaguje
primer vo forme tRNA pre prolin. PBS oblast’ je rozhodujica v syntéze (-)DNA retazca
reverznou transkripciou. Do miesta je atrahovand histonmetyltransferdza SEDTBI1
(ESET), ktord dimetyluje H3K9. Tento represny signdl je rozpozndvany HP1 proteinom
a NuRD represnym remodelacnym komplexom, ktory obsahuje silni deacetyldzovd
aktivitu (Sripathy et al., 2006). HP1 protein umoZnuje interakciu s DNMTs a dochddza
k metylacii CpG, ktoré su rozpozniavané MeCP2. Pritomny je i H1 histon, ktory
podporuje chromatinovi kondenzaciu (Obr. 12.)

33



Obr. 12. Reguldcia retrovirusového umlcania TRIM sprostredkovanou epigenetickou
kaskddou (Ellis et al. 2007)

Okrem toho kombindcia KRAB a jeho korepresoru KAP1 vedie ku umlcaniu
promotorov, ktoré su Casto az desiatky kb vzdialené od védzbového miesta tohto
represného komplexu. V Struktdre promotorov dochddza k masivnej trimetylacii H3K9,
zamedzeniu aktivicie transkripcie a odpadnutie RNApol II a konecne k masivnej
heterochromatinovej prestavbe prostrednictvom HP1 ptoreinu. TaktieZ ako metylécia
DNA i tento komplex sa podiel'a na dlho trvajicom umlcani. Tieto dva represné
systétmy spolu velmi uzko spolupracuji. V pripade absencie KAP1 proteinu
v embryondlnych bunkdch dochddza k ndrastu LINE transriptov. Doslo vSak i k ve'mi
markantnému narastu IAP elementov 15-66 ndsobne (Groner et al. 2010). Pocas skorej
embryogenézy KAP1 sprostredkovand represia vedie kireverzibilnému génovému
umlcaniu transpozibilnych elementov prostrednictvom metyldcie DNA promotoru
(Wiznerowicz et al., 2007). V pripade de novo DNMT a DNMT3L deficientnych mysi
dochddza k dramatickému ndrastu transkripcie L1 ako aj IAP. V pripade DNMT3a
deficiencie dochddza k vyraznej hypometylacii SINE B1 a pri absencii DNMT3b k
hypometylacii majoritnych a minoritnych satelitnych sekvencii (Kato et al., 2007)

Ludské endogénne retrovirusy (HERV) tvoria priblizne 5-8% l'udského genému.
Rodina HERV-K(HML-2) je modifikovand metyldciou DNA a uml¢and uZ niekol’ko
miliénov rokov. Je Specifickd svojou kddujicou kapacitou a niektoré z nich maji
otvoreny Citaci rdmec pre gény gag, Prt, Pol a env. Jeho vysokd expresia sdvisiaca s
hypometyldciou je detekovand v nddore germindlnej bunkovej linie. U pacientov
s nddormi germindlnej bunkovej linie je detekovany velky titer protildtok proti génom
gag a env rodiny HERV-K(HML-2). Env gén kéduje tzv. Rec protein, ktory asociuje
s promyelocytickym proteinom, ¢im prispieva k progresii tumoru. Reaktivicia za
pritomnosti 5-azaC vedie k zvySeniu expresie génov ORF (Lavie et al., 2005). Niektoré
ERV st 1 napriek popisanému mechanizmu umlc€ania stile aktivne, ba dokonca pre
hostitel'a prospesné. Ako napr. Syncytin- 1, ktory je kédovany jednou z kopii rodiny
HERV-W nachddzajicej sa na chromozéme 7. Povrchovy protein syncytinu-1 je
exprimovany v placentdrnom trofoblaste, v ktorom navodzuje bunkovu fiziu za vzniku
multijadrového  syncytiotrofoblastu. Jeho expresia je hormondlne riadend
progesteronom (Noorali et al., 2009). V inych tkanivich vSak jeho expresia musi byt
minimalna, inak by dochadzalo k masivnemu poSkodeniu. V placentarnych bunkéch je
LTR syncytinu-1 vyrazne hypometylovany, ¢im dochadza k expresii. Iné primarne
bunkové linie neexprimujuce syncytin-1 obsahuju bohato metylované LTR sekvencie.
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CpG metylacia LTR provirusu je intaktnd k vplyvu reaktivacného cinidla 5-azaC a
nedochddza k jeho demetylacii (Matouskova et al., 2006; Gimenez et al., 2009)

2.6.5. Vtacdie retrovirusy ako potencialny nastroj génovej terapie

Vtécie retrovirusy a z nich odvodené vektory st vo vtac¢ich bunkach uml¢ované
len s vel'mi nizkou udcinnostou. No v cicav¢ich bunkdch dochddza k ich vel'mi
efektivnemu umlCovaniu. Po integracii vtic¢iecho Rousova sarkomového virusu
v cicavc¢ich bunkich dochddza k jeho vel'mi t¢innej metyldcii a uml¢aniu na rozdiel od
vtacich buniek (Hejnar et al. 1999). Vektory odvodené od ASLV si s vel'mi vysokou
ucinnost’ou umlcované v l'udskych HelLa bunkach (Katz et al., 2007). ASLV retrovirusy
su charakteristické niekol’kymi vlastnostami. Nie st schopné replikicie v cicav€ich
bunkdch. Je to dané jednak selekciou promotor- enhancerovej oblasti LTR v ASLV pre
optimdlnu expresiu vo vtacich bunkéch, v ktorych sa exprimuji vel'mi u¢inne. Okrem
toho v cicavéich bunkdch chybaju Specifické vtacie bunkové kofaktory pre zostrih,
Stiepenie polyproteinov a znovuvytvorenie funkéného infekéného potomstva (Svoboda
et al. 2000). Replikacne kompetentny vtaci vektor so zostrihovym faktorom (RCAS) sa
nemnoZi a nevytvdra infekéné potomstvo v cicavéich bunkach. Okrem toho cicavcie
bunky neobsahuji Ziadne endogénne retrovirusy, ktoré si schopné rekombindcie
s ASLV. Preto ASLV odvodené retrovirusové vektory si velmi stabilnymi a
bezpeénymi pre génovi terapiu (Federspiel et al. 1996). DalSou vyhodou je integra¢na
Specifita vektorov odvodenych od ASLV. V porovnani s vektormi odvodenymi s HIV a
MLV, vektory odvodené od ASLV vykazuju najslabSiu preferenciu integracie do
promotorovych a transkripcne aktivnych oblasti, GC bohatych oblasti, CpG ostrov, ¢i
do transkripcnych Startov, ako aj tumor supresorovych génov (Michell et al. 2004). Na
druhej strane akutny retrovirusovy vektor odvodeny od RSV, ktory nesie v-src
indukuje v pdovodnom hostitel'ovi (kuracie bunky) tumory, v ktorych dochadza
k dlhotrvajicej a stabilnej expresii v-src. Z RSV- indukovanych tumorov boli klondlne
selektované nendhodné integracné miesta. Preferencia integricie je vysokd v GC
bohatych oblastiach, v blizkosti transkripénych jednotiek, obzvlast v génoch
exprimovanych vo viacerych tkanivich (Plachy et al., 2010). Preto odliSnosti medzi
neselektovanymi integraCnymi miestami (vykazujice nizku preferenciu do génov) a
miestami selektovanymi na dlhotrvajicu LTR zdvisld expresiu si vel'mi podstatné pre
rotrovirusmi sprostredkovany génovy prenos..

2.6.6. Ochrana retrovirusovych vektorov proti uml¢aniu

2.6.6.1. Inzulatorové sekvencie

Retrovirusové vektory si modifikované inzerénou mutagenézou s cielom
zabezpecit' dlhotrvajicu expresiu terapeutického génu. V gendme sa nachddzaju
Specifické sekvencné motivy, rozpozndvané regulacnymi proteinami, ktoré v danom
mieste prispievaju k relaxovanému stavu chromatinovej Struktdry. Medzi najdoleZitejSie
patria inzuldtory, ktorych asocidcia s danym génom zabezpecuje jeho stabilnui expresiu
a zaroven ovplyviluje stav epigenetickych modifikécii okolia. Inzuldtory nachadzajice
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sa medzi enhancerom a promotorom blokuji pozi¢ny vplyv enhanceru na promotor.
V pripade rozhrania euchromatinu a heterochromatinu priamo alebo nepriamo
ovplyviuji  aktivaciu  H3K4, H3K79 histonmetyltransferdzy a H3K9
histonacetyltransferdzy ako aj dalSich aktivaénych euchromatin remodelaénych
komplexov. Na udrzani euchromatinovej Struktiry sa podielaji mnohé transkripéné
faktory, ktoré s inzuldtorom interaguju (Gaszner et al., 2000).

Najzndmej$im preStudovanym inzuldtorom je 5” oblast’ kuracieho B-globinového
lokusu, ktora je hypersenzitivna na DN4zu-I. Je oznaCovana tieZ ako cHS4. U tohto
fragmentu bola popisand schopnost’ blokovat’ pozi¢né efekty promotor/enhacerovych
oblasti. Oblast’” pred inzuldtorom cHS4 je charakteristickd kondenzovanym stavom.
Oblast’ za nim je otvorend, H4 histon acetylovand a gény su transkripne aktivne
(Walters et al., 1999). V l'udskych K562 erytroleukemickych bunkdch cHS4 inzulédtor
blokuje vplyv enhanceru na blizky promotor. Kuraci chromatinovy inzulator cHS4
inzertovany do LTR retrovirusového vektoru zlepSuje expresiu reportérového proteinu
a blokuje pozi¢né efekty umlcovacich chromatinovych mechanizmov ako aj vplyv
blizkych enhancerov. V HT1080 bunkach za pouZitia cHS4 modifikovaného vektoru
bol detekovany Stvor-ndsobny ndrast stupna expresie GFP proteinu. Okrem toho je
detekovany vyrazny ndrast acetylicie H3K9 a H4K14. Integrovany provirus nie je
modifikovany metyldciou DNA (Li et al., 2007). Inym inzuldtorom je sns5, izolovany
z jezovky, chrani y- retrovirusovy vektor odvodeny od MysSacieho virusu kmenovych
buniek (MSCV) pred negativnym vplyvom chromatinu v erytroidnych leukemickych
bunkdch MEL. Inzuldtor zvySuje pravdepodobnost’ expresie reportérového génu
v roznych miestach vektorovej integracie. Chromatinovou imunoprecipiticiou bola
dokdzand hyperacetyldcia oblasti pricoms sekvencia inzuldtoru je rozpozndvana silnymi
transkripénymi faktormi GATA1 a OCT1 (D Apolito et al ., 2009). Inzulator vloZeny
do blizkosti 5 konca IL-2R transgénu po 90 ditoch zostiva nemetylovany ako aj
transgén v jeho blizkosti. Okrem toho bol identifikovany protein VEZF-1 ktory je
jednym ztych proteinov, ktory chrdni priamou vézbou inzuldtor a inzuldtorom
ovplyvneny génovy promotor pred de novo metylaciou DNA. Interaguje tiez s GC
bohatou oblastou CpG ostrova a podiel'a sa na jej demetylécii. Je dokdzané Ze chrani
aprt (adenozifosforibozyltransferdzovy) CpG ostrov pred metylaciou DNA (Dickson et
al., 2010)

2.6.6.2. CpG ostrovy

CpG ostrovy ako druhy prostriedok antimetylacnej ochrany boli pouZzité vo
vyvoji stabilne exprimujiceho retrovirusového vektoru, ktory nepodliecha umlcaniu.
Aprt CpG ostrov je jednym z najzndmejSich. Na jeho 5 konci sa nachadzaja tri GC
boxy, ktoré st rozpozndvané transkripnym faktorom SP1. Delécia alebo mutagenéza
tejto oblasti vedie k de novo metylacii CpG ostrova (Macleod et al., 1994). V LTR
myelopriliferativneho sarkémového virusu ¢o je derivat Moloneyho virusu mySacieho
sarkomu (MMSV) sa nachddza niekol’ko bodovych mutdcii, ktoré prispievaji
k vytvoreniu vidzbového motivu pre transkripny faktor SP1. Tym sa zvySuje jeho
expresia v embryondlnych nadorovych bunkich F9 . V pripade pévodného MMSV,
ktory neobsahuje SP1 vdzbovy motiv nedochddza k jeho expresii v bunkdch F9 (Prince
and Rigby, 1991).Vramci vektorov odvodenych od ASLV je pozorované transkripéné
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umlcanie integrovanych provirusov a progresivha metyldcia ich regula¢nych
promotor/enhancer sekvencii v LTR v cicavc¢ich bunkéach.

Uz davnejSie vSak bola zistend stabilizdcia expresie vektorov odvodenych od
RSV vlozenim CpG ostrovu mySacieho génu aprt do oblasti LTR (Hejnar et al. 2001).
Vlozenim hlavného SP1 védzbového cis elementu tohto CpG ostrovu do LTR vektoru
odvodeného od ASLV bola zistena stabilizdcia a dlhotrvajuca expresia reportérového
génu (Senigl et al. 2008).

Inym pripadom stabilizécie expresie retrovirusového vektoru je vlozenie IFN-
SAR (interferon scaffold attachment region) hned” pred 3° LTR vektoru odvodeného od
MLV. V CEMSS T- bunkéch bez tejto mutacnej inzercie dochddzalo k masivnej 5S'LTR
a k umlcaniu vektoru. U vektorov so SAR nebola detekovana 5° LTR metylécia a bola
detekovana dlhotrvajiica expresia reportérového génu. SAR element inhibuje de novo
metylaciu DNA (Dang et al., 2000)

2.6.7. Epigeneticka reaktivacia

V praxi je mozné reaktivovat kritkodobo i dlhodobo umlc¢ané integrované
provirusy inhibitormi HDAC a DNMT aktivity. Najzndmej$Sim inhibitorom DNMT
aktivity je 5-azaC, 5-aza-dC, inhibitorom HDAC aktivity je trichostatin A (TSA),
butyrét sodny a iné.

5-azaC je nukleozidovy analég, ktory sa inkorporuje do DNA a kovalentne viaze
DNA metyltransferdzu. Vd’aka tomu je blokovand efektivna metyl4cia cytozinov v CpG
dinukleotidoch. Na druhej strane TSA pdsobi ako inhibitor HDAC. V pripade, Ze
metyl4cia je hustd, uml€anie provirusu uz nejde pomocou TSA zvritit. Metylacia DNA
je zrejme udrZovand mechanizmom, ktory je nezdvisly na deacetyldcii histonov
(Lorincz et al., 2000). DNMT inhibitory su obyc¢ajne pouzivané v klinickych skuskach,
kde indukuji bunkovi smrt’ nddorovych buniek. Boli zavedené v liecbe myeloidne;j
leukémie a myelodysplatického syndromu. Za pouZzitia 5-azaC v nddorovej bunkovej
linii HCT116 odvodenej od kolorektilneho karcindmu dochddza k zastaveniu
bunkového cyklu na trovni G2/M prechodu. Dalej k masivnej demetylécii a zvySeniu
expresie tumorsupresorovych ako aj DNA opravnych génov. Dochddza k zvySeniu
expresie proapoptotickych faktorov. Vyrazne klesa DNMTI1, DNMT3a expresia
v z4vislosti vysokej aktivity pS3 proteinu (Schneider-Stock et al., 2005). Okrem toho
inhibitor 5-aza-dC vytvdra v mysacich ES bunkédch vel'mi stabilny proteinovy komplex
s volnym DNMT1 proteinom. V tomto komplexe dochddza k indukcii ubiquitin-E3
ligazovej aktivity, ktord preferencne smeruje DNMTI1 molekulu k degradacii
v protedzome (Patel et al., 2010). Vplyv inhibitorov bol dokdzany Stidiom v DNMT
deficientnych bunkach. Embryondlne kmeiiové bunky deficientné na DNMT3a ako aj
DNMT?3b st vysoko rezistentné k i¢inkom 5-aza-dC (Oka et al., 2005)

Spomenuté inhibitory sa pouzivaji k reaktivécii latentnych provirusov. Jedny
znajnovSich ktoré maju tento ucinok su HDAC inhibitory CGO05 a CGO06. Tieto
inhibitory vel'mi dcinne reaktivuju HIV-1 provirus v ACH2 embryondlnych bunkéch.
Oba pouZzité inibitory vykazuji ovela niZSie toxické uclinky ako napr TSA.
Sprievodnym javom pouZitia HDAC inhibitorov je vysokd miera acetylacie H3K9 a
H3K?27, ¢im dochddza k reaktivécii provirusu (Choi et al., 2010).
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Romidepsin je d’alsim z HDAC inhibitorov, ktory reaktivuje DNA virusy ako
EBV, HBV a VZV zich latentného stavu (Ritchie et al., 2009) Pouzitim 5-azaC a TSA
inhibitorov doSlo k reaktivacii umlcaného virusu prasacej leukémie (BLV) v L267
transformovanych B- bunkach, ¢im sa zvySil infekény a onkogeneticky potencidl
integrovaného virusu. Okrem toho doSlo k zvySeniu vazby CREB-ATF na promotor
viru a kpoklesu asocidcie HDAC s represorovym komplexom mSin3a s BLV
promotorom a tym k jeho aktivacii (Merimi et al. 2007). Transkripne reprimovany
virusovy vektor odvodeny od virusu asociovaného s adenovirusom (AAV) s lacZ
reportérovym génom bol ucine reaktivovany TSA alebo butyrdtom sodnym v stabilne
infikovanych bunkdch K562. Za pouzitia 5-azaC inhibitoru k reaktivacii nedoslo (Chen
et al., 1997).

Stav dlhotrvajiceho umlc€ania retrovirusového vektoru je velmi tazko
zvratitelny. V pripade vektorov odvodenych od MoMLV a HMSV v hematopoietickej
linii FDCP-1 a MEL u 80% klonov z 50 prestala byt’ deteovatel'na B- galaktoziddzova
aktivita reportérového génu po 70-80 dioch od infekcie. Stabilne umic¢ané klony za
pouzitia 5-azaC a TSA, ako aj ich kombindcie neboli reaktivovatelné, nedoslo
k zvrateniu umlCania a obnove B-gal aktivity (Mclnerney et al., 2000).

2.6.8. Provirusova latencia

Stavom provirusovej latencie rozumieme perzistenciu provirusového gendému
v hostitel'skom gendéme bez aktivnej transkripcie virusovych génov  Ustanovenie
latencie vyZaduje expresiu mnohych hostitel'skych transkripénych faktorov, HDAC
alebo ubiquitin- proteazomalych génov.

Vel'mi dokonale je preStudovany latentny stav HIV-1 virusu v CD4" T
lymfocytoch, ktory nastdva niekolko dni od infekcie. Tym sa vytvdra tichy virusovy
rezervodr, ktory md vel'mi dlhu Zivotnost' i u pacientov s efektivnou kombinovanou
terapiou. V primdrnej infekcii vSak vicSina CD4" lymfocytov je HIV produktivnou
infekciou lyzovand (Chun et al., 1998). U HIV virusu je definovand pre a post
integra¢nd latencia. Pre integra¢nd latencia suvisi s cytoplazmatickym vyskytom HIV
virusu vo forme PIC. ZvySenim metabolickej aktivity bunky sa komplex PIC-HIV
presunie do jadra a dochddza kintegricii, ktord je podmienkou ustanovenia
provirusovej latencie (Bisgrove et al., 2005).

Latentny stav nesie so sebou reverzibilné umlcanie integrovaného provirusu.
Mechanizmy vedice k ustanoveniu latencie su epigenetiké modifikdcie, stav
chromatinu, promotorovd interferencia ako aj RNA zostrih. V ACH2 a Ul bunkovych
linidich mutdcie v TAR oblasti provirusu si jednou z dalSich priin ustanovenia
latentného stavu (Emiliani et al., 1996).

Vonkajsie vplyvy ako antigénna stimuldcia, pritomnost’ cytokinovych molekul
alebo inych mitogénov menia metabolicky profil pauzujiceho lymfocytu a dochddza
k jeho aktivacii. Pod vplyvom gradientu mnohych transkripnych faktorov dochddza
k produktivnej expresii provirusovej DNA (Bisgrove et al., 2005)
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Hlavnym usilim antiretrovirusovej terapie je uplnd elimindcia latentného
rezervoaru HIV virusu jeho reaktivaciou za pouZitia reaktivacnych ¢inidiel a ndslednym
zni¢enim v produktivnej infekcii antiretrovirusovymi pripravkami.

Vplyv epigenetickych modifikacii na ustanovenie latentného stavu je zrejmy.
HDAC aktivita je nepochybne spojend s reverzibilnym umlcanim provirusu v naivnych
CD4" T lymfocytoch. Blokddou HDAC TSA inhibitorom dochddza k reaktivdcii a
uvolneniu virusu z latentného stavu a progresivnej expresii virusovych génov (Bednarik
et al., 1990). Metylacia DNA vedie k supresii promotoru v LTR proviruse. PouZitim 5-
azaC dochéddza k demetyl4cii LTR latentného provirusu Jednotlivé CpG oblasti LTR
provirusu si hypermetylované selektivne. Ako naznacuje sekvendcia po bisulfitovej
konverzii provirusu, za pouzitia cytokinu TNF-a po 24 hodinich dochddza
k demetyldcii a k provirusovej reaktivacii transkripcie v chronicky infikovanych T
lymfocytoch (Ishida et al., 20006).

S metyldciou provirusovej DNA a reguldciou ustanovenia stavu latencie vel'mi
uzko savisi vplyv MBD2 proteinu. Dva CpG ostrovy ohranicujice transkripény Start st
bohato metylované v latentne infikovanych Jurkatovych bunkéch a priméarnych CD4" T
bunkdch. Na jednom z ostrovov bola identifikovand pritomnost MBD2 a HDAC2. Po
pouziti 5-aza-dC inhibitoru dochddza k znemozZneniu naviazania tychto faktorov do
oblasti provirusu. 5-aza-dC spolupracuje s aktivitorom NF-xB signdlnej drahy
prostratinom ako aj s TNF-a cytokinom ¢o vedie takmer k 200 ndsobnému zvySeniu
expresie HIV-1 virusu oproti negativnym PBS oSetrenym bunkdm (Kauder et al., 2009)

Kombinéciou ucinku prostratinu a suberoylanilid hydroxaminovej kyseliny
(SAHA) dochddza k prekonaniu a aktivacii mnohych HIV subtypov vratane A, B, C, D
a F. Identifik4ciou integracného miesta provirusu v latentnych klonoch buniek Jurkat
bola dokdzand Specifita reaktivacie provirusu prostrednictvom tejto kombinécie ¢inidiel,
ked’ze nedochddzalo k posilneniu expresie endogénnych génov v blizkosti integra¢ného
miesta (Burmett et al., 2010)

Metylacia DNA kontroluje rezistenciu HIV-1 virusu k reaktivicii, ¢im je
determinovand stabilita latencie HIV-1. Je neskorSim dosledkom HIV-1 latencie a nie je
dolezita pre prvotné uml€anie provirusu. Latentny rezervodr niektorych aviremickych
pacientov obsahuje vysokid mieru nemetylovanych promotorovych LTR sekvencii, kde
je latencia kontrolovand transkripénou interferenciou a chromatinovym stavom. Tieto
provirusy sd velmi ucine reaktivovatené. V latentnom rezervoari HIV infikovnych
jedincov bez plazmatickej virémie boli objavené hypermetylované promotory a
enhancery srepresivnymi chromotinovymi modifikdciami (trimetyldcia H3K9 a
H3K?27). Tieto su k reaktivacii rezistentné v porovnani s hypometylovanymi LTR u
viremickych pacientov. Niektoré z tychto LTR boli in vitro reaktivovatelné za pouZitia
reaktivacnych €inidiel 5-aza-dC v kombindsii s HDAC inhibitormi, TNF-a cytokinom,
zebularinom. K reaktivdcii bohato metylovanych provirusov v inaktivnych T bunkach
doslo za pouzitia SAHA (Blazkova et al., 2009).
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3. EXPERIMENTALNA CAST

3.1. Ciel’ prace

Ciel'om préace je Stidium vplyvu de novo DNA metyltransferdz na uml¢ovanie
retrovirusovych vektorov odvodenych od vtac¢ieho sarkémového a leukézneho virusu
(ASLV). Tento vplyv bol sledovany na dvoch drovniach, ktoré su stcastou
experimentalnej Casti.

V prvom pristupe bol pre Stidium vplyvu metyltransferdz na umlCovanie
vektoru zavedeny cicav¢i inducibilny systém v kuracej bunkovej linii DF-1. Systém
poskytuje moznost regulovanej expresie klonovanej mySacej de novo DNMT3a po
pridani syntetického induktoru, ligandu RSLI1. Vo vtaCich bunkdch dochddza
k uml€ovaniu retrovirusového vektoru odvodeného od ASLV len svelmi malou
ucinostou. Hlavnou otdzkou je, ¢i mySacia DNMT3a vo fyziologicky odliSnom
prostredi kuracich buniek je schopnd primdrne rozpoznat' LTR integrovaného ASLV

vektoru a metylaciou DNA ho umlcat’.

Druhou stratégiou experimentu bolo Stidium vplyvu l'udskej de novo DNMT3b
na umlCovanie integrovaného provirusu a to na urovni divokého a DNMT3b
deficientného kmena l'udskej linie HCT116 odvodenej od kolorektdlneho karcindému.
Cielom bolo Stidium umlcania vektoru za podmienok fyziologickej pritomnosti
DNMT3b vo WT bunkdch a jej absencii v deficientnych bunkach. Druhym ciel'om je
analyza metylacného statusu regulacnych LTR sekvencii integrovnych provirusov a
moznost ich reaktivacie inhibitormi histondeacetyldz a DNA metyltransferaz.

3.2. Schéma experimentu

I. Zavedenie cicav¢ieho inducibilného systému v kuracich bunkach pre Stadium
mySacej DNMT3a na umlfovanie retrovirusového vektoru.

1. Klonovanie mySacej DNMT3a do hlavného plazmidu inducibilného
systému pNEBR-X1 pod Specificky regulovatel'ny promotor.

2. Kotransfekcia buniek DF-1 plazmidmi inducibilného systému: pNEBR-R
a pNEBR-X1H-DNMT3a. Po vhodnej antibiotikovej selekcii limitnym
riedenim ziskané klony otestovat’ na pritomnost’ plazmidov.

3. Infikovanie kuracich buniek DF-1 vta¢im retrovirusovym vektorom AG3
odvodenym od ASLV.

4. Porovnanie expresie DNMT3a u indukovanych a neidukovanych klonov
na drovni metylacnych testov a qPCR.

5. Analyza umlcania u indukovanych a neidukovanych buniek na drovni
percentudlneho ubytku GFP pozityvnych buniek.
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II. Sledovanie c¢asového priebehu umlcovania retrovirusového vektoru AG3
vdivokom kmeni a DNMT3b deficientnej linii HCT116 odvodenej od
kolorektalneho karcinomu

1.

(O8]

Infekcia nadorovych buniek virusom AG3 s ¢o najnizSou multiplicitou
virusovej integricie na bunku.

3 dni po infekcii vyber GFP pozitivnych klonov

Sledovanie uml¢ovania klonov v priebehu doby 3 mesiacov

Reaktivacia uplne umlcanych klonov inhibitormi metyltransferdzovej a
histondeacetyldzovej aktivity

Analyza metylacného statusu L'TR regula¢nych sekvencii bisulfitovou
konverziou
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4. MATERIAL A METODY
4.1. MATERIAL

4.1.1. Bakterialny kmen

Escherichia coli XL-1 Blue, genotyp genotyp recAl endA1gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac[F” proAB lacl 7AM15 Tn10(Tet")]

4.1.2. Bunkové kultiry

DF-1

Kuracia imortalizovand, netransformovana stabilna bunkova linia odvodena
z kuracich embryondlnych fibroblastov (CEF) imbrednej linie (EV-O). Neobsahuje
Ziadne endogénne virusy, ktoré su pribuzné exogénnych virusov komplexu ASLV. Ma
normdlnu fibroblastickd morfoldgiu a v in vitro kultivicii podlieha kontaktnej inhibicii.

Podporuju replikéciu vtacich retrovirusov a rekombindcie virusu s edogénnymi
sekvenciami su nepravdepodobné. V linii sa velmi efektivne replikuje replikacne
kompetentny vektor RCASBP. Okrem toho sa v nich dc¢inne replikuji amfotroficky
MLV  ako aj ASLV odvodeny replikacne kompetentny retrovirusovy vektor
RCASBP(M2P), ktorého env gén je zamfotrofického MLV. Sd Tahko
transformovatel'né a pod vplyvom onkogénov menia Struktiru a vytvdraji bunkové
fokusy v monovrstve. Poskupiny B, D a C vtic¢ich leukéznych virusov v nich pdsobia
cytopaticky a formuju virusové plaky. DF-1 bunkové linia napomdha pri Stidiu
onkogenetickych a apoptotickych vplyvov vtaCich virusov ako aj v Stidiu
retrovirusovych vektorov odvodenych od ASLV (Himly et al., 1998)

HCT116

Imortalizovand nestabilnd bunkova linia odvodend od l'udského kolorektdlneho
karcindmu. Ma diploidny charakter. Na rozdiel od aneuploidnych linii vykazuje malé
chromozomadlne odchylky. Linia je neschopna opravnych mechanizmov bodovych
mutédcii, ktoré si velmi frekventovné. M4 inaktivované hypermetyldciou jedny
z hlavnych tumor supresorovych génov APC a p53. Linia je nestabilna s rozsiahlymi
génovymi dereguldciami a  intragénovym restrikénym polymorfizmom, coho
ddsledkom je vysoky stupent bunkovej heterogenity. Cielend homologicka rekombindcia
je u tejto linie veI'mi Gc¢innd a linia je k nej nachylnd (Rhee et al., 2002).

Len pre doplnenie, aneuploidné linie ktoré boli odvodené zaroven s diploidnymi
(s ktorymi pracujeme) maji velmi vysokd mieru chromozomadlnej nestability.
Nevykazuju nestabilitu v mikrosatelitnych oblastiach, ako je to u mnohych inych
tumorov, ale hlavny defekt spociva v chybnej chromozomadlnej segregédcii. Tym
dochddza ku strate chromozému prinajmenSom kazdy piaty bunkovy cyklus. V tejto
spojitosti Uplnd strata tumor supresorovych génov je vel'mi pravdepodobna (Lengauer et
al., 1997).
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HCT116_ DNMT3b"

Je to imortalizovana bunkova linia odvodena od kolorektidlneho karcinému, u
ktorej absentuje de novo aktivita DNMT3b. V tejto linii chybaji obe alely DNMT?3b,
ktoré boli prerusené homologickou rekombindciou, nahradenim 2-21 exénu
neomycinovou rezistenciou exprimovanou po integricii z endogénneho DNMT3b
promotoru. Tato delécia zahrnuje miesto prolylcysteinylového dipeptidu, ktory je
kriticky pre katalyzu metyltransferazy. Naproti tomu je preukdzand len vel'mi mierna
redukcia globdlnej DNA metylacie, len 3% oproti WT. Paradoxne len niektoré klony
linie preukdzali veI'mi malé zniZzenie metyltransferazovej aktivity. V pripade tejto linie
DNMT3b” si bunky zachovavaju viac ako 97% obsahu m’C v porovnani s WT. V linii
bola detekovand len mierna demetyldcia pericentromerického satelitu 2, ale zato Ziadne
zmeny charakteristickej metyldcie alebo expresie jednoképiovych génov, vritane
pleMNKé

Len pre porovnanie, v pripade bunkovej linie HCT116 deficientnej na DNMT3b
ako aj na DNMTI1 dochddza k zniZeniu metyltransferdzovej aktivity o 95%. To
znamena zdsadnu zmenu globdlnej metylacie a udrZzovania metyla¢ného statusu stabilne
umlcanych alebo imprintovanych oblasti. Dochddza k demetyldcii repetitivnych
sekvencii, k strate IGF2 (insulin-like growth factor II) inprintingu, zruSeniu umlcania
tumor supresorového génu p16INK4A a k inym dereguldciam (Rhee et al. 2002).

4.1.3. Vektory

pH19KE/Dnmt3a

8068 bp

Obr. 4.1. Mapa plazmidu pHI9KE/DNMT3a. Je to zdrojovy plazmid mysacej DNMT3a.
Plazmid obsahuje ampicilinovii rezistenciu(zelend Sipka), LTR retrovirusové regulacné
sekvencie (Zltd dvojsipka) a gén DNMT3a. Z vektoru bola DNMT3a ziskand za pouZitia
restrikcnych endonukledz Dral a Eco47I111.
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pAG3
6068 bp

Obr.4.2. Mapa virusového plazmidu pAG3: ASLV odvodeny retrovirusovy vektor
ohraniceny hlavnymi retrovirusovymi regulacnymi LTR sekvenciami (Zlté dvojsipky). Vo
vaiitri vektoru je klonovand kédujiica sekvencia zeleného fluorescencného proteinu
(GFP) (zelend Sipka). Pre potrebu namnoZenia a izoldcie plazmidu v baktéridch je vo
virusovom plazmide pritomnd ampcilinovd rezistencia . Virusom boli infikované tak
D3aB7 klony ako aj HCT116 (WT, DNMT3b deficientné)

5X GAL4 RE

pNEBR-HG

6989 bp

Obr. 4.3. Mapa plazmidu pNEBR-HG. Plazmid je ovodeny od pNEBR-X1 hlavného
plazmidu inducibilného systému. Namiesto klonovanej DNMT3a obsahuje zeleny
fluorescencny protein (GFP). Bol vytvoreny so zdmerom otestovania ucinnej expresie
regulacnych molekiil inducibilného systému (Rheoaktivdtoru a jeho receptoru) za
pritomnosti RSLI ligandu. Zavedenim plazmidu bolo mozné potvrdit  funkcnost
inducibilného systému in vitro.
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4.2. Laboratorne pristroje

Centrifiga Multifuge 3 S-R (Heraeus), centrifiga Biofuge 13 (Heraeus),
elektroforeticky zdroj Consort EV243 (P-lab), PCR cycler Peltier thermal cykler (MJ
Research), svetelny cyklér Real Time PCR Chromo4 (Bio Tech), fluorescen¢ny
inverzny mikroskop Olympus IX-51, spektrofotometer Beckman DU 640, box
s fotoapardtom na dokoumentaciu agar6zovych gélov Olympus SP-500, termostat HB-
1D, inkubdtor IG150 (Jouan), trepacka Edmund Buhler GmbH KS-15 Kontrol,
prietokovy cytometer LSR II (Becton-Dickinson, San Jose, CA)

4.3. Chemikalie

Agar6za (Serva), agardza Ultra-Pure (Gibco), antibiotika: Ampicylin (Sigma),
Hygromycin, Neomycin, roztok antibiotik: ((streptomycin sulfit 0,1 mg/ml (Sigma),
Penicilin G draselnd sol’ 100 i.u./ml (Sigma))- rozpustané v PBS, G 418 (Gibco),
S-azacitidin (20 mM), BSA (bovinny sérum albumin) (Sigma), CS (tel'acie sérum),
DMSO (dimetylsulfoxid), D-MEM F12 kultivacné médium, EDTA (kyselina
etylendiamin tetraoctovd) (Serva), enzymy ((restrikéné endonukléazy a prislustné pufry,
M-MLV reverznd transkriptiza (200 U/ul, Promega), Proteindza K (Boehring
Manheim), T4 DNA ligdza, Taq polymeraza, DN4za)), FUGENE HD Transfection
Reagent (Roche), trypsin (0,5% v PBS)+EDTA (0,02% v PBS) (Invitrogen), etidium
bromid (Sigma), FCS (fetalne telacie sérum), formaldehyd (Sigma), glycerol
(Lachema), IPTG (izopropyl B-D- thiogalaktopyranozid) (Sigma), KS (Kuracie sérum),
LBBroth (Sigma), 100 a 1 kB DNA Ladder (NEB), RSL1(5 mM)- Rheoswitch ligand,
(NEB), SDS (sodium dodecylsulfat), Trichostatin (6,61 mM), Tris (Sigma), Triton X-
100 (Sigma), TRIzol reagent (Sigma), Tween® 20 (Sigma), X-gal (Sigma)

4.3.1. Komerc¢né sapravy (Kity)

QIAGEN plazmid Mini Kit (Quiagen)

QIAGEN plazmid Midi Kit (Quiagen)

QIAGEN Epitec Bisulfit Modification Kit (Quiagen)

QIAquick PCR purification Kit (Quiagen)

QUIAEX II Gel Extraction Kit (Quiagen)

pGEM- T easy Vector System (Promega)

MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay (Eurogentec)
Methylamp™ Global DNA methylation Quatification Ultra Kit (Epigenet)
RheoSwitch Mammalian Inducible Expression System (NEB)

4.3.2. Roztoky

SOxTAE- 121,1 g Tris Base (2M), 50 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (50 mM), 28 ml kyseliny
octovej (5,6%)
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TioEoi- 1 ml 1 M Tris pH 7,6 (10 mM); 20ul 0,5 M EDTA pH 8,0 (0,1 mM); 0,5 M
EDTA pH 8; 55,83 g EDTA rozpuistané, pH upravené pomocou NaOH, doplnené do
300 ml.

HBS (2x) - NaCl 820 mg, Na,HPO,, HEPES 595 mg, H,O ad 50 ml; pH 7,1
elektroforeticky pufor (5x) - 36g 192 mM glycin; 7,55 g 25 mM Tris; 0,5 g SDS
lyzacny pufor- 1 ml 0,5 M EDTA, 200 ul 10% SDS, 200 ul proteindzy K (10mg/ml),
600 ul H,O

restrikéné pufry 1,2,3,4 (NEB)

4.3.3. Kultivaéné média

Pri préci s tkanivovymi kultirami bolo pouZzité komplexné médium MEM-D/F12
(Gibco- Invitrogen). Médium bolo doplnené L-glutaminom, 15 mM HEPES, 1200 mg
NaHCOs/1 liter média, d’alej roztokom antibiotik (streptomycin sulfat 0,1 mg/ml
(Sigma)), penicilin G draselnd sol’ 100 i.u./ml (Sigma)- rozpustané v PBS a objem
pripraveného média bol doplneny 5% CS, 1% KS, 1% FCS, 10% TBP.

4.4. Metody prace s bunkovymi kutirami

4.4.1. Rozmrazovnie buniek

Pred rozmrazenim bola pripravnd Petriho miska (P100) s 10 ml objemom média
pre Co najvdcSie rozriedenie bunkovej suspenzie, ktord bola zamrazend spolu
s kryoprotektivnym c¢inidlom (DMSO). Po dékladnom rozmrazeni a pretrepani bol jej
obsah prepipetovany na P100 s médiom. Médium bolo ddkladne resuspendované.
Bunky boli kutivované v termostate pri 37°C a humidite 3,5% CO,.

4.4.2. Pasazovanie buniek

Z misky P100 sa odsaje médium. Oplichne sa 5 ml PBS. Pre rozvol'nenie sa
pouzije zmes trypsinu (0,5% v PBS) s EDTA (0,02% v PBS) v pomere 1:1. Miska je
uloZend do termostatu a inkubovand 5-10 min. Bunky sa uvoliiuji od dna a zakulat'uju.
Pridd sa knim 5 ml média. Podla bunkovej hustoty sa odoberie cast' buniek
resuspendovanych v médiu. Miska je doplnend médiom do objemu 10ml.

4.4.3. Kryoprezervacia buniek

Z buniek sa odsaje médium, oplachnu sa PBS a uvolnia sa od dna pridanim
Trypsin (0,5% v PBS) + EDTA (0,02% v PBS). Miska je niekolkokrit dokladne
oplachnutd médiom, ktoré je prenesené do 13ml centrufugacnej skimavky. Potom je
centrifugovand 15 min/250 g/5°C. Médium sa odsaje, bunkovy pelet sa ponechd a
resuspenduje sa vo vhodnom objeme zamrazovacieho média ktoré obsahuje 80%
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médium, 10%FCS, 10% dimetylsulfoxidu. Zamrazovacia ampula je naplnend 1ml
zmesy buniek a zamrazena v izopropanolovych stojanoch pri -80°C.

4.4.4. Transfekcia pomocou kalcium -fosfatovej precipitacie

Plazmidové konStrukty pouzité pri experimentdlnej praci boli do bunkovych
kultir transfekované pomocou kalcium fosfatove] precipitdcie. Bunkdm v den
transfekcie bolo vymenené médium. Po troch hodinach od vymeny prebehla transfekcia.
Pre transfekciu boli pripravené dva reakéné roztoky s prislustnymi komponentami (Tab.
4.1.)

roztok A roztok B

375 ul HBS (2x) 45 ul 2 M CaCl, (18,37/50 ml H,O)
10 ug DNA

7,5 ul HPO4 + H,PO4 350 ul H,O

Tab. 4.1. Komponenty pre kalcium -fosfdatovi transfekciu

Roztok B bol pomalym prikvapkdvanim za stdleho premiesavania pridavany do
roztokou A za vzniku matne sfarbenej zmesy, ktord naznaCovala vznik jemného
precipitatu. Zmes bola napipetovand na misku s médiom a bunkami. Nasledne miska
bola inkubovand v termostate. Pri vizudlnej kontrole buniek pod mikroskopom bol
vidite'ny jemny precipitat, ktory bol prisadnuty na bunkdch. Po 4 hodindch boli bunky
oplachnuté 15% roztokom glycerolu v HBS a eSte raz PBS, pre Uplné odstranenie
toxického precipitdtu. Bunkdm bolo dodané Cerstvé médium.

4.4.5. Transfekcia pomocou FUGENE HD Transfection Reagent (Roche)

Je to lipofek¢éné cinidlo, ktoré obsahuje zmes lipidov a inych komponent, ktoré
su rozpustené v 80% etanole. Vytvara vysokoafinitné komplexy s DNA, pre potreby
lipofekcie. Lipofekcia bola realizovand na adherentnych bunkdch, ktoré boli denn pred
transfekciou vysiate do hustoty 50000 buniek na 24 jamkovu dosticku. Podmienkou
bola kultivdcia buniek bez antibiotik. Pre transfekciu bolo pouZzité bezsérové médium
OPTI-MEM (OPTI-MEM/+Glutamax ™, Gibco). Na 100 ul tohto média bolo pridané 2
pg DNA a 4 pl transfekéného ¢inidla FUGENE HD. Na kazdd jamku pripadalo 25 ul
z tejto zmesy. Zmes c¢inidla a DNA bola dokladne vortexovand a nechand 15 min pri
pokojovej teplote a nasledne aplikovand tesne pod hladinu média. Na druhy deni bolo
médium vymenené za médium s antibiotikami.

4.4.6. Meranie prietokovym cytometrom

Bunky ur¢ené k meraniu boli oplachnuté PBS a trypsinované, niekol’ko mintit
inkubované v termostate pri 37 °C. Po trypsindcii do jamky bolo pridané 0,5ml média.
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Bunky boli dokladne resuspendované a Cast’ prepipetovand do jamky na mikrotitracne;j
dosticke vhodnej k meraniu na prietokovam cytometri. Mikrotitra¢nd dosticka bola
scentrifugovand, 10 min/180 x g/6 °C. Objem média bol vykvapkany a na bunky bolo
pridané Cinidlo HOECHST 33258 v PBS. Je to flourescencnd farba, ktord je akivne
exportovand von z buniek, v pripade mftvych buniek dochddza k jej naviazaniu na
DNA. Pre meranie intenzity fluorecencie GFP buniek infikovanych virusovym
vektorom AG3 bol pouzity prietokovy cytometer LSRII cytometer (Becton-Dickinson,
San Jose, CA). Meranie prebiehalo pri excitatnej vlnovej dizke 488 nm a zmeranych
bolo 10000 buniek.

4.5. Praca s virusmi

4.5.1. Priprava virusu

Virus AG3, ktory bol pouzity pre potreby infekcie bol pripraveny v pakdzovace;j
bunkovej linii AviPack (Plachy et al., 2010) . Tato bunkové linia bola pripravena
Filipom Seniglom, PhD. Linia obsahuje pakaZovaci konstrukt obsahujici gén gag a pol
pod kontrolou cytomegalovirusového promotoru (Obr. 4.4. a).

V prvy den boli bunky vysiate do hutoty 15 mil na misku P150. Na druhy den
boli transfekované plazmidom pAG3 (50 pg) a pVSVg (10 pg) kalcium- fosfatovou
metddou . Produkt génu VSV-G je komponentou obalu vzniknutého virusu, je potrebny
pre prienik virusu do bunky (Obr. 4.4. b). Plazmid pAG3 obsahuje 5a 3° LTR, PBS
(primer binding site) s pakdZovacim signilom ¥ za ktorym nasleduje gén pre GFP a 3
PPT oblast’ (polypurin tract) (Obr. 4.4. c¢) . Po transfekcii konStruktov do pakdzovace;]
linie nasledoval zber virusu po 24h, 36h, 48h, 60h. Zozbierané médium s virusom bolo
zamrazené v -80. Zozbierany virus bol ndsledne zakoncentrovany. Po centrifugacii
200g/4°C/10min  bol odobraty supernatant a stoeny v ultracentriuge pri
23000rpm/4°C/2 hod30 min (rotor SW 28). Virusovy pelet bol resuspendovany
v médiu, alikvotovany po 1ml a zamrazeny. Riediacou radou bol stanoveny titer virusu
podla po¢tu GFP+ bunkovych kolénii (focus forming unit-FFU)

a) CMV gog pol —Mj

b) lemvi— VSV-G poty(a)]

c) LTR GFP = (TR| PAG3- GFP
\ ) PPT
PBS V

Obr. 4.4. Komponenty pakdZovacieho systému. Schéma A predstavuje pakaZovacit
konStrukt potrebny k virovej replikdcii a tvorbe infekcnych virionov.Gény Gag a Pol su
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pod CMV promotorom. Schéma B predstavuje konstrukt s pleiotropnym génom VSV-G.
Schéma C je konstrukt nami pouZivaného virusu AG3.

4.5.2. Virusova infekcia

Suspenznd zmes buniek D3aB7 klonu bola infikovana AG3 virusom. Bunky dva
dni pred infekciou boli vysiate do hustoty 100 000 buniek na 6 jamkovu dosticku. V den
infekcie im bolo odsaté médium a do kazdej jamky bolo pridané 100ul virusovej
suspenzie, ktord bola Certsvo rozmrazend. Pre zvySenie ucinnosti infekcie bol k bunkdm
pridany polybren do koncentralcie 20 ug/ml. Bunky boli ndsledne inkubované 1 h/37°C.
Nasledne k nim bolo pridané médium. Bunky po dvoch diioch zacali exprimovat’ GFP.
Bunkova suspenzia uspeSne a neuspeSne infikovanych buniek bola rozklonovana
limitnym riedenim na 96 jamkové dosticky, kedy na jednu jamku pripadala jedna
bunka. Limitnym riedenim sa prediSlo strate uspeSne infikovanych klonov vdaka
heterogénosti bunkovej kultiry v bunkovom deleni. Tymto riedenim sa docielil vyber
len tych klonov ktoré su dspesne infikované a exprimuju GFP. Takto ziskané kony boli
podrobené detailnejSiemu Studiu.

4.5.3. Priprava virusovych konzerv

Virus bol vyprodukovany pakdZovacim systémom, ktory bol k tomuto tucelu
uréeny. Médium, ktoré obsahovalo virus bolo odobraté z P150. Ultracentrifugaciou
stoceny virusovy pelet bol zakoncentrovany, aliqotovany po 1 ml a zamrazeny.

4.6. Metody molekilarneho klonovania
4.6.1. Restrik¢né Stiepenie
Restrikéné Stiepenie zdrojového a cielového plazmidu pre klonovanie mysSacej

Dnmt3a zo zdojového pH19KE/Dnmt3a plazmidu do hlavného plazmidu inducibilného
systému pNEBR-X1je schématicky popisané v Tab. 4.2.

vychodiskovy plazmid pH19KE/Dnmt3a cielovy plazmid: pNEBR-X1

pH19KE/Dnmt3a 2ug pNEBR-X1 1,5 ul

8 U Eco47III (5U/ ul) 1,5 ul SUEcoR V (10U/ul) 0,5l

10 U Dra I (20U/ pl) 0,5 ul pufr 3 2 ul

pufr D 2ul BSA 2ul

BSA 2 ul H,O 15,25 pl

H,O 10,7 pl -po nastiepeni st konce defosforylované

antarktickou fosfatzaou (1,5 ul) + AP
pufor (2 ul) ;37 °C/1 hod; inktivacia 65 °C

Tab. 4.2. Schéma restrikcného stiepenia a priprava plazmidu pNEBR-X1-DNMT3a
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4.6.2. Ligazova reakcia

Po restrikénom Stiepeni, boli fragmenty nanesené na 0,9% gel a izolované
pouzitim Gel extraction Kit (Qiagen). Po izoldcii fragmentu a linearizovaného
plazmidu bola pripravend ligdzova reakcia. Ligdzova reakcia obsahovala: 8 pl Dnmt3a
fragmentu, 4 pl plazmid pNEBR-X1, 1 ul ATP, 0,5 ul T4 DNA ligaza, 1,5 pul 10x T4
liga¢ny pufor. Ligdcia prebiehala cez noc pri 15°C.

4.6.3. Transformacia ligovaného plazmidu do baktérii E. coli-XL-1 Blue

Ligdzova reakcia je napipetovand do Cerstvo rozmrazenej bakteridlnej suspenzie
XL-1 Blue. Po dobu 45 mintt bola drZzand na l'ade a par krat dokladne premieSana.
Nasledne na to bola mikroskimavka poloZend do vodného kipel'a o teplote 42 °C na 1
min. Hned na to bola prenesend na lad a inkubovand 1,5min. Potom bola
transformovand zmes prenesend do predpripravenej bakteridlnej kultivacnej skiimavky
s 0,6 ml LB média. Nasleduje inkubdcia 45 min/37 °C v trepacke. Zmes bola nanesend
na agarové platne s ampicilinom a rozotrena.

4.6.4. Izolacia plazmidu a restrik¢éné Stiepenie

Po vysiati baktérii na agarovej platni vyrastli kolonie, ktoré boli vypichnuté a
kultivované 45 min v bakteridlnych skimavkach s 1,5 ml LB média. Potom objem bol
preliaty do 1,5 ml mikroskimaviek a suspenzia bola sto¢end 2 min/10000 rpm.
Supernatant sa odsal a plazmid bol vyizolovany za pouZzitia Minipreparation Kit
(Qiagen). Na pelet bolo napipetované 100 ul P1 pufru (obsahuje RN4zu-zni¢enie RNA),
zmes sa dokladne premieSala vortexom. Nasledne sa k nej pridalo 100 ul P2 pufru
(obsahuje SDS, rozbitie baktérii) a inkubovala sa 5 min. Potom sa pridalo 100 pul P3
pufru (obsahuje octan sodny-vyzrdZanie proteinov) a nasledovala inkubdcia na l'ade 10
min. Potom mikroskdmavky boli sto¢ené 10 min/13000 rpm/4 °C. Supernatant sa
odobral do Ccistej mikroskumavky a pridalo sa k nemu 250 pl fenol-chloroformove;j
zmesy (1:1, pH7,9). Zmes bola centrifugovand 2 min/13000 rpm a po nej sa odobrala
vodnd faza, v ktorej sa nachddzala rozpustend DNA. Pridalo sa knej 250 pl
izpropylalkoholu a zmes sa dokladne premieSala. Nasledovala centrifiga 12 min/13000
rpm, tekutd faza sa odliala, pridalo sa 450 ul 75% etanolu a zmes sa opit centrifugovala
5 min/13000 rpm. Alkohol sa nésledne odlial a pelet DNA sa mierne vysusSil a rozpustil
v 40 pl TyoEo,;. Takto preCistend DNA bola pouZitd pre restrikéné Stiepenie a zistenie
spravnosti klonovania fragmentu do vektoru.

4.6.5. Izolacia plazmidovej DNA z E.coli

Plazmidovd DNA transformovand do bakteridlneho kmenia E.coli XL Blue po
kultivécii s vhodnym antibiotikom bola izolovand komer¢ne dostupnym kitom Plazmid
Midi Kit (Qiagen). Bakteridlna kuldra bola centrifugovand 15min/4500 rpm /4 °C.
Bakteridlny pelet bol resuspendovany a spracovany postupnym pouzitim P1, P2 a P3
pufru a centrifugovany 15 min/20000rpm/4 °C. Supernatant bol odobraty a naneseny na
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kolonku s vnitonym filtrom pre zachytenie izolovanej DNA. Premyvanim kolonky
puframi QBT, QC sa DNA precistila a QF pufrom eluovala. Jednomilitrové frakcie boli
v priebehu prekvapkavania kolonky QF pufrom zachytené do Cistych mikroskimaviek.
Do kazdej znich bolo pridané 700 pl izopropanolu a dokladne pretrepané.
Mikroskimavky boli centrifugované 30 min/13000rpm/4 °C, supernatant odliaty a
plazmidové pelety precistené etanolom. Po precisteni boli rozpustené v 20 ul TjoEg; a
uskladnené v chladnicke.

4.6.6. Izolacia genémovej DNA

Cerstvy alebo rozmrznuty bunkovy pelet (cca 5 mil. buniek, centrifugécia 700 x
g, 3 min) sa resuspendoval v 1ml lyza¢ného pufru (800 ul H,O, 1 ml 0.5M EDTA pH 8,
200 pl 10% SDS,-pomer zlozZiek pufru 4:5:1). K lyzéatu sa pridalo 80 ul proteindzy K
(10mg/ml) do vyslednej koncentracie 1 mg/ml. Po rolovani a prevracani suspenzie
v termostate pri teplote 55°C pocas noci nasledovalo pridanie 20 pl RNazy (25 mg/ml).
Opiitovn sa zmes rolovala a prevracala po¢as 1 hodiny pri 37 °C. Do zmesy bolo
pridanych 800 pl fenol-choroformu (1:1, pH 7,4). Nasledovala centrifugdcia 15000
rpm, 5 min. Vodnd fdza obsahujica rozpusteni DNA sa odobrala do Cistej
mikroskimavky a pridalo sa k nej 700 ul 96% etanolu. Inkubdcia 5 min pri pokojove;]
teplote. Centrifugicia 14000 rpm, 3 min. Kone¢né oplachnutie 75% etanolom, stocenie,
usuSenie a rozpustenie gendémovej DNA v 50 ul TioEp; cez noc. Koncentricia
rozpustenej chromozomadlnej DNA bola stanovena spektrofotometricky pri vlnovej
dizke 260 nm. Pre zachovanie kvality bola rozpusteni DNA skladovand v chladni¢ke
pri teplote 4 °C.

4.6.7. PCR

Pri préci s tkanivovymi kultdrami pre overenie transfekovanych plazmidov bola
pouzitd metdda tzv. crude extract PCR. Je to analyza gendmovej DNA na pritomnost’
plazmidu bez procedury izoldcie bunkovej gendmove] DNA. V prvom kroku bol
pripraveny K pufor (250 ul), ktory obsahoval tieto zlozky: 0,5% Tween20 a Proteindzu
K (25 mg/ml)- nariedend v 1 x PCR pufre do konecnej koncentracie 1mg/ml. Bunky
boli trypsinované a spocinané v Biirkerovej komorke. Odobralo sa prislu§tné mnozstvo
buniek, aby po resuspendovani v K pufre bunky odpovedali hustote 5000 buniek /ul.
V K pufre resuspendované bunky analyzovanych klonov boli po 20 pl rozpipetované do
PCR mikroskimaviek.

e Nasledne bol pouZity program v PCR termalnom cylkéri:

- inkubdcia 45 min/ 56°C

- inaktivécia proteindzy K 10 min/95°C

Z takto upravenej zmesy bol pouzity 1ul do PCR reakcie (10 ul) a PCR programom
(Tab. 4.3.) je amplifikovany ciel'ovy fragment za pouZitia Specifickych primerov.
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uvodnd denaturdcia 93°C 2 min

denaturdicia 93°C 10 sek

nasadnutie primerov ~ 65°C 30 sek 25 x
extenzia retazcov 68°C 1 min 30 sek
kone¢na extenzia 68°C 5 min

do odvolania 10°C

Tab. 4.3. VSeobecnd schéma PCR reakcie a reakcné parametre jednotlivych krokov. Pre
kazdy navrhovany pdr primerov a podla ocakdvanej dizky fragmentu sa reakcné
podmienky modifikovali.

4.6.7.1. Pouzité primery

e Test pritomnosti DNMT3a klonovanej v pNEBR-X
forward: pNEBR-X1-L: TGTGGAATTGTGAGCGGATA
reverse: pNEBR- X1-R: GTTTTCCCAGTCACGACGTT
e Test pritomnosti pPNEBR- R
forward: pNEBR-R1-L: ATGGCTCCTACTCCTGCTGA
reverse: pNEBR-R1-R: AAAACCATGGGTCTGTCTGC
e GFP test
forward: CCAGGAGCGCACCATCTTCT
reverse: TGCCGTTCTTCTGCTTGTCG
¢ Bisulfitova sekvendcia
forward: bisRV-LTR-L: GTTTTATAAGGAGAGAAAAAG
reverse: bisRV-LTR-R vonkajsi: CAACTTCTACCTCCCTAAAC
bisRV-LTR-R vnitorny: CAACCCCCTCCACCAAAATC

4.7. Zavedenie cicavfieho inducibilného systému

Cicav¢i inducibilny systém pouZzity v experimente je vyvinuty na zaklade Studia
hmyzej regulovanej expresie morfologického faktoru ekdysonu. Je to steroidny hormén,
ktory interaguje s ekdysonovym receptorom pritomnym v jadre. V cicav¢ich bunkdch
bola zavedend stabilnd expresia ekdysonového receptoru ktory reguluje k nemu
optimalizovany promotor. V transgénnych mysSiach exprimujicich modifikovany
ekdysonovy receptor za pridania horménu dochéddza k aktivacii promotoru a k expresii
vlozeného génu. Systém vykazuje nizSiu bazdlnu aktivitu a vySSiu inducibilitu.
NajvhodnejSou kombindciou heterodimérnych receptorov veducich k indukcii B-gal
génu autori docielili az 212 nasobné zvySenie aktivity oproti neidukovanym kontrolam
(No et al., 1996).

Podl'a referencii inducibilny systém (RheoSwitch, Mammalian Inducible
Expression System, New England Biolabs, Inc.) bol zvoleny ako najvohodnejsi pre nas
zvoleny ciel’ a to pre Stddium vplyvu mySacej DNMT3a na uml€ovanie retrovirusového
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vektoru odvodeného od ASLV v kuracej linii DF-1. Princip inducibilného systému je
zobrazeny na Obr. 4.5.

4.7.1. Komponenty inducibilného systému:

e Plazmid pNEBR-X1 - je cielovy plazmid, do ktorého je klonovany gén mySacej
DNMT3a. Obsahuje transkripné regulaéné oblasti: 5 képii GAL4
odpovedajiceho elementu (5x RE). Besprostredne za tymto elementom sa
nachddza TATA box a kriatka veddca sekvencia ktord je nasledovand
polyklonovacim miestom (MCS) a SV40 poly A signdlom. V plazmide sa
nachddza hygromycinova rezistencia pod tymidin kindzovym promotorom (Obr.
4.6.)

e Plazmid pNEBR-R1 - regula¢ny plazmid. Z dvoch promotorov sa transkribuju
dve regulacné molekuly. Z lavého promotoru chimericky bipartitny jadrovy
Rheoreceptor a zpravého Rheoaktivator. Plazmid nesie neomycinovd
rezistenciu pod kontrolou skorého SV 40 promotoru (Obr. 4.7.).

e RSLI ligand - syntetickd induktorovd molekula. Nevykazuje Ziadne pleiotropné
efekty a neposobi ako transaktivator bunkovej transkripcie.

4.7.2. Molekularna podstata fungovania Inducibilného systému

Kombinéacia dvoch plazmidov pNEBR-X1 a pNEBR-R1, ktoré su transfekované
do buniek DF1 poskytuje mozZnost’ kontroly expresie DNMT3a. Po kontrasfekcii buniek
kombindciou tychto dvoch plazmidov dojde k expresii regulacnych molekul z plazmidu
pNEBR-R1 za vzniku holoreceptoru. Rheoreceptor ako chimericky protein rozpoznava
regulac¢nu oblast’ piatich tandemovych repeticii GAL4 elementu plazmidu pNEBR-X1.
Ako kofaktor je podstatny Rheoaktivator. Po pridani RSL1 (RheoSwitch ligand)
zaujima Rheoreceptor a aktivitor spravnu konformdaciu a atrahuje do tohto miesta
transkripény aparét. Gén nasho zaujmu je nasledne exprimovany.

RheoReceptor-1|P1 | P2| RheoAetivator
pHEBR-R1

ON

PNEBR-X1 pNEBR-X1

56X HE. Gana of Interest

Obr. 4.5. Schématické zndzornenie podstaty inducibilného systéemu. OFF stav- pri
absencii RSLI ligandu , Rheoreceptor a Rheoaktivdtor zaujimaju inaktivnu konformdciu
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a transkripcia je vypnutd. ON stav — v pritomnosti RSLI ligandu, dva regulacné
proteiny stabilne dimerizujii a viaZu sa na prislustny element pNEBR-X1 plazmidu
v aktivnej konformdcii a transkripcia je zahdjend.
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Obr. 4.7. Plazmid pNEBR-R1

4.8. Globalna Analyza Metylacie genémovej DNA

Tato metéda bola pouzitd pre analyzu miery metylacie CpG dinukleotidov
genoémove] DNA buniek DF-1 po ucinnej transfekcii plazmidu pNEBR-X1- DNMT3a
do DF-1. Izol4cii gendmovej DNA predchadzala intenzivna indukcia expresie DNMT3a
pridivanim RSL1 ligandu (pridany do 500 nM) po dobu 14 dni. Analyza globalnej
metyldcie DNA bola vykonand pouzitim (Methylamp™ DNA Methylation
Quatification Ultra Kit) podl'a priloZeného protokolu (Tab. 4.4.) . Spoc¢iva v naviazani
genémovej DNA (100 ng) na dno jamiek s afinitnou substanciou a ndsledne;j
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protilatkovej detekcii. Je to princip ELIZA rakcie. Pre tito analyzu je rozhodujicou
velmi presne zmerand koncentrdcia aplikovanej genomovej DNA pre presnd
kvantifikdciu miery metylacie CpG. Metylované Casti si rozpoznané primarnou
protilatkou proti m’°C. Pridanim sekundarnej protildtky a nasledne vyvoldvajiceho
roztoku (developing solution) dojde k farebnej zmene roztoku, ktorého optickd denzita
(OD) je zmerana na ELIZA meriacom pristroji.

Globdlna Analyza Metylacie gendmovej DNA

vazba genomovej DNA na dno jamky (100 ng) 90 min

primarna protilatka (1pg/ml)_objem 50 ul/jamka 1 h 20 min
sekundarna protilatka (0,4ug/ml)_objem 50 pl/jamka 45 min
urychl'ovaci roztok_(enhance solution) 50 pl/jamka 30 min

vyvijajuci roztok_(developing solution) 100 pl/jamka 5 min, mimo svetla
blokovati roztok_(stop solution) 50 ul/jamka

zmeranie OD _ 450 nm

vypocet percentudlnej metylacie podla vzt'ahu: VZ- zvroka
OD (VZ-B)/ X B -blank- roztok bez DNA
metylacia% = x 100% PK- pozitivna kontrola, bohato
OD (PK - B) metylovana matrica DNA

X- obsah CG
v zivoc¢isnom druhu- 41%

Tab. 4.4. Schéma krokov pre analyzu globdlnej metyldcie za pouZiatia Methylamp™

DNA Methylation Quatification Ultra Kit

4.9. Bisulfitova reakcia

Metyla¢ny status LTR sekvencii je velmi dobre definovatel'ny bisulfitovou
konverziou za pouzitia EpiTec Bisulfite Kit (Epigentec). LTR regulacnd provirusova
oblast’ obsahuje velké mnozstvo CpG dinukleotidov, ktoré si predmetom metylacne;j
modifikécie katalyzovanej DNMT. Vdaka svojmu represnému charakteru, metylaciou
dochddza k uml¢aniu integrovaného provirusu. Bisulfitova reakcia poskytuje moznost’
zistenia miery metyldcie, presnejSie poctu metyldciou modifikovanych CpG
dinukleotidov vramci LTR sekvencie. Inkubdciou bisulfitu sodného o vysokej
koncentracii s metylovanou DNA za vysokej teploty a nizkeho pH dochddza ku
konverzii nemetylovanych cytozinovych bdzi na uracily, pricom metylované cytoziny
CpG dinukleotidov zostavaju nezmenené. Uracyly sa v nadslednej PCR reakcii prepiSu
na tyminy (Obr. 4.8.). Metylova skupina na cytozine v pozicii 5 pyrimidinového cyklu
brani vazbe bisulfitu sodného a teda i konverzii. V pripade nemetelovaného cytozinu
dojde najskor k sulfondcii na 6. uhliku a d’alej k hydrolytickej ireverzibilnej deamin4cii
v pozicii C4 za vzniku 6-sulfondt-uracilu a konecne k desulfondcii za alkalickych
podmienok za vzniku uracylu. NajkritickejSim krokom pre sprdvnu kvantifikdciu
metylacného statusu analyzovanej sekvencie je kompletnd konverzia vsetkych
nemetylovanych cytozinov.
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5 mCpG mCpG CpG
5 mCpG CpG CpG
Bisulfitom konvertovana
l DXNA je v nasledujicom
kroku amplifikovana PCR
5" CpG CpG TpG
3 GpC GpC ApC
5'-primer =% P b P 4 3'.primer
5: CpG TpG TpG
3 GpC ApC ApC

Obr. 4.8. Princip bisulfitovej konverzie. Metylované cytoziny su intaktné k bisulfitu
sodnému. Nemetylované cytoziny su skonvertované na uracyly, ktoré siu ndsledne

prepisané na tyminy.

4.9.1. Schématicky prehl’ad komponent a priebehu bisulfitovej konverzie

Pripravené reakcie s komponentami uvedenymi v Tab. 4.5. boli napipetované do
PCR mikroskimaviek uloZzené do PCR cykléru s programom vlastnej konverzie

uvedenym v Tab. 4.6.

chromozémalna DNA
voda bez RN4zy

Bisulfitovy Mix
DNA ochranny pufor
celkovy objem

lug

dopocet do 20 pl podla koncentracie pridanej
DNA

85 ul

35 ul

140 pl

Tab. 4.5. Komponenty reakcnej zmesy

denaturacia
Inkubécia
denaturacia
inkubacia
denaturacia
inkubdacia
inkubacia

‘ Cas (min) ‘ teplota (°C)

5 99
25 60
5 99
85 60
5 99
175 60

20

Tab. 4.6 Program bisulfitovej konverzie

4.9.1.1. Precistenie DNA po reak¢nej konverzii

PCR mikroskumavky s reakciami boli scentrifugované a supernatant prevedeny
do cistych 1,5 ml mikroskimaviek. DNA bola nésledne precistend na Specidlnej




kolonke za pouzitia 500 ul pufrov BL, BW, BD. Precistend skonvertovand DNA bola
eluovana 20 pl elucného EB pufru. Precistend DNA bola pouzitd pre naslednd BIS I
PCR reakciu.

4.9.1.2. Polymerazova ret’azova reakcia

Pre namnoZenie tseku genomovej DNA po bisulfitovej konverzii bol pouzity
tzv ,,semi nested* PCR. Reakcia prebieha v dvoch krokoch BIS1 a BIS2. BIS1 reakcia
prebieha za pouZitia forward primeru bisRV-LTR-L a tzv. vonkajSieho reverse primeru
(bisRV-LTR-R_outer). V BIS2 reakcii je pouzZity rovnaky forward 5 primer ale
namiesto vonkajsicho je pouZity 3 vnidtorny reverse primer (bisRV-LTR-R_inner).
Této konstaldcia primerov bola navrhnutd do oblasti bohatej na cytozin, ktoré nie su v
kontexte CpG dinukleotidov. Presné pozicie nasadnutia primerov su zobrazené na Obr.
4.9. Primery sd navrhované bez pouZzitia obvyklého progamu a pri navrhovani sa berie
do tvany konvertovanie C na T. Tato oblast do ktorej boli primery navrhnuté
neobsahuje tie CpG ktoré su stcast'ou analyzovanej sekvencie, v naSom pripade tseku
U3 promotor/enhancer regula¢nej oblasti LTR.

pouZité primery:

bisRV-LTR-L forward: GTTTTATAAGGAGAGAAAAAG
bisRV-LTR-R_outer: CAACTTCTACCTCCCTAAAC
bisRV-LTR-R_inner: CAACCCCCTCCACCAAAATC

GTAGTCTTATGCAATACTCTTGTAGTCTTGCAACATGGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTT
ACAAGGAGAGAAAAAGCACCGTGCATGCCGATTGGTGGAAGTAAGGTGGTACGATCGTGCC
TTATTAGGAAGGCAACAGACGGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAATTCCGCATTGC
AGAGATATTGTATTTAAGTGCCTAGCTCGATACAATAAACGCCATTTGACCATTCACCACAR
TGGTGTGCACCTGGGTTGATGGCCGGACCGTTGATTCCCTGACGACTACGAGCACCTGCATG
G OAGEEEEE 1 GGTGACCCCGACGTGATAGTTAGGGAATAGTGGTCGGCCACAG
ACGGCGTGGCGATCCTGTCTCCATCCGTCTCGTCTATCGGGAGGCGAGTTCGATGACCCTGG
TGGAGGGGGCTGCGGCTTAGGGAGGCAGAAGCTGA

Obr. 4.9. Detail sekvencie LTR AG3 vtdacieho retrovirusového vektoru s vyznacenymi
primerami pre semi-nested PCR. Zlte znacend je 5 U3 regulacnd oblast, Sedo R a
zelene U5 oblast. Farbou neznacend je pokracujiica sekvencia (leader sequence)
plazmidu. Do tejto oblasti je navrhnuty reverse vonkajsi a vniitorny primer.

4.9.1.2.1. BIS I PCR reakcia

Pre reakciu boli pouZité primery: forward primer (bisRV-LTR-L) a tzv. vonkajsi
reverse primer (bisRV-LTR-R_outer). PouZitim kombindcie tychto primerov dojde
k vzniku mnohych PCR produktov kvéli skonvertovanému stavu DNA. Specifita
pouzitia kombinécie tychto primerov nie je dostato¢nd. Pri ich pouZiti vznikd len Cast
produktov, ktorych amplifikdciou v BIS II reakcii vznikne ndS poZadovany produkt.
V BIS II reakcii je pouzity forward primer s tzv. vnidtornym reverse primerom.
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Vnitorny primer je navrhnuty vzhl'adom na konverziu vel'mi Specificky pre oblast’,
ktora ma byt amplifikovana a tym dochddza k amplifikacii len urcitétho DNA fragment
z BIS I reakcie. Pouzitim tejto kombinécie primerov dochddza k vyraznému zvySeniu
Specifity amplifikacie naSho pozadovaného produktu.

ZloZenie reakénej zmesy o objeme 20 ul pre 1 vzorku je uvedené v Tab 4.7.
V experimente bolo analyzovanych 16 vzoriek, kazdd znich bola realizovana
v triplikdcidch. ZloZenie zmesy PCR premixu bolo prepocitané na 48 reakcii. Po
priprave vzorkov bol spusteny v PCR cykleri program uvedeny v Tab. 4.8.

H,O 14,6 pl
MgCl, (50 mM) 0,6 ul
long template buffer 3 (10x) 2ul
dNTPs (2.5 uM each) 1,6 ul
primery (100 uM) 0,2 ul
rTaq polymerase (5U/ul, Takara) 0,3 ul
konvertovana DNA 1 ul

Tab. 4.7. ZloZenie PCR reakcnej zmesy pre jednu reakciu

PROGRAM BIS 1 opakovanie
uvodna denaturicia 95°C 5 min
denaturacia 95°C 1 min
nasadnutie primerov ~ 58°C 2 min 7x
extenzia retazcov 72°C 1 min 30s
denaturicia 95°C 50s
prichytenie primerov ~ 54°C 2 min 35x
extenzia retazcov 72°C 1min30s
zavereCna extenzia 72°C 10 min

10°C do odvolania

Tab. 4.8. BIS I program s uvedenymi reakcnymi krokmia ich parametrami

4.9.1.2.2. BIS II PCR reakcia

ZlozZenie reak¢nej zmesy je rovnaké ako v BIS I reakcii, pricom namiesto DNA
sa davajad 2 ul z BIS I reakcie. V reakcii je pouzity forward primer a vnttorny reverse
primer. Reakéné podmienky su zhrnuté v Tab. 4.9. Produkty BIS II si velkosti 380 bp
(Obr. 4.10.). Ako je dokumentované eletroforetickym gélom ucinnost’ reakcie bola
vysokd a primery k amplifikdcii poZadovanej sekvencie useku U3 LRT boli navrhnuté
spravne a Specificky.
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PROGRAM BIS II opakovanie
uvodna denaturacia 95°C 3 min

denaturacia 95°C 455

prichytenie primerov ~ 54°C 2 min 40 x
extenzia retazcov 72°C 1min30s

zavereCna extenzia 72°C 10 min

inkubécia 10°C

Tab. 4.9 BIS Il program
BIS2, produkt 380 bp
primery: bisRviLTR_L +bisRviTR_Rinner

] F4 F10

o SN S =D WD s 380 bp

BIS 2, primery: bisRvi TR _L +hisRvkTR Rinner, produkt 380 bp

100bp
H1 H3 FI(WT)  D4(D3b/) D3 M

380bp
BIS2, primery: bisRvLTR L +bisRyLTR Rinm . produkt: 380 bp
D8 B9 D6 D11 B8  100bp
(D3b-I-) (D3b-1-) M
' &
380bp

Obr.4.10. Elektroforeticka analyza produktu BIS Il reakcie za pouZitia forward a
vniitorného reverse primeru. Produkt md velkost 380 bp a odpovedd konvertovanému
useku U3 LTR s bohatym zastipenim CpG dinukleotidov, ktorych metylacny status
zistujeme.

4.9.1.3. Izolacia PCR produktu z agarézového gélu

Po bisulfitovej konverzii a ndslednej PCR reakcii boli jednotlivé triplikacie
zmieSané a DNA pozadovaného fragmentu bola vyizolovand z gelu. Na pripravu
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agar6zového gelu pre izolaciu amplifikovanej DNA po PCR reakcii bola pouzita ultra
Cistd agar6za v TAE pufre(1x). PCR produkt pozadovanej velkosti bol vyrezany
skalpelom pod UV lampou pri o najnizSej intenzite UV Ziarenia pre ¢o najmensie
porusSenie izolovaného fragmentu. Pre itoldciu bol pouzity QIAEX II Gel Extraction Kit
(QIAGEN). Podl'a hmotnosti vyrezaného fragmentu bol k nemu do mikroskimavky
pridany QX1 pufor, ktorého objem v mikrolitroch odpovedal trojndsovnej hodnote
hmotnosti vyrezeného fragmentu v miligramoch. Do mikroskimavky bola pridana
suspenzia sklenenych guli¢iek pre vychytanie DNA a nasledovala inkubédcia 10 min,
50°C. Nasledne boli kratko centrifugované a premyté QX1 a PE pufrom. VysuSenim
peletu a pridanim 20ul vody doslo k uvol'neniu DNA z komplexu. DNA rozpustend vo
vode bola zamrazend pri -20°C.

4.9.14. Ligacia PCR produktu do vektrou pGEM-T Easy

Pre ligdciu amplifikovaného fragmentu DNA bol pouzity liga¢ny kit pGEM-T
Easy Vector System (Promega). Vyizolovany fragment DNA je donl vloZzeny metédou
A-T klonovania. Vektor je linearizovany s koncovymi 3 T presahmi. Taq polymeriza,
ktord bola pouZzitd pri amplifikdcii vytvara na kazdom novosyntetizovanom retazci
koncové 3 A presahy vdaka svojej termindlnej transferazovej aktivite. Konce
fragmentu a vektoru su teda komplementarne a za pouZzitia T4- DNA ligdzy dochadza k
vel'mi dcinnej ligacii fragmentu do vektoru. Ligacnd zmes obsahuje 100 ng vkladaného
fragmentu, 1ul pGEM vektoru (50 ng/ul), 5 ul 2x T4 DNA ligacného pufru a doplnené
vodou do 10 pl. Ligécia prebieha cez noc pri 15°C.

Miesto pre vloZenie inzertu je v géne pre [-galaktoziddzu, ktord Stiepi
chromogénny substrdt X-gal ( 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-galaktopyranisid) za
tvorby modrého a v pripade pouzitia S-gal Cierne sfarebného produktu . Sprévne
vloZenie fragmentu do vektoru spdsobi preruSenie génu, B-galaktoziddza absentuje a
nedochddza k metabolizmu chromogénneho substrdtu. Bakteridlne kolénie so spravne
vloZzenym inzertom vo vektore si po vysiati na agarové platne bieleho sfarbenia a su
predmetom naseho ndujmu.

4.9.1.5. Transformacia bakterialneho kmena E. coli —-X1 Blue

Ligacna zmes bola prevedend do mikroskiimavky s ¢erstvo rozmrazenymi XL-/
baktériami. V priebehu inkubécie na I'ade (45 min) boli baktérie niekol’kokrat dokladne
pretrepané. Potom boli premiestnené do vyhriateho vodného kipela (42°C ) na 90 s a
potom opét’ na I'ad na 1 min. Potom boli ¢o najrychlejsie prepipetované do kultivacne;j
skimavky s 500 ul LB média. Po dobu 45 mintt boli kultivované pri 37°C. Nasledne
bola cast’ kultdry vysiata na misky s 1,5% agarom s ampicilinovou rezistenciou
s vyslednou koncentraciou 100 pg/ml.

V pripade klonovania inzertu do pGEM vektoru je potrebné, aby na misky pred
vysiatim bakteridlnej suspenzie bol aplikovany chromogénny substrat X-gal alebo S-gal
a induktor B-galaktozidazy IPTG (izopropyl-B-D-1-thiogalaktozid) pre farebné odliSenie
bakteridlnych kolonii s klonovanym inzertom.

60



4.9.1.6. Overenie ligovaného inzertu v plazmide pGEM Teasy

Pre overenie tspesného klonovania inzertu do plazmidu je mozné pouZit’ metédu
tzv. colony PCR s pouzZitim primerov M13 forward a M13 reverse. Primery lemuju
hranice klonovacieho miesta vo vektore. Bakteridlne kolonie bieleho zafarbenia boli
vypichané z agarovej platne a resuspendované v 20 ul LB média s ampicilinom (100
pg/ml). Boli inkubované asi 20 min pri pokojovej teplote. Do kazdej PCR reakcie bol
pridany 1ul suspenzie. Nésledne bol spusteny PCR program (Tab. 4.10.). Uvodnou
denaturdciou ddjde k rozpadu do reakcie pridanych baktérii a DNA sa stane pristupnou
pre nasadnutie primerov. Tymto sposobom je mozné velmi rychlo zistit Géinnost
ligacie amplifikovaného PCR produktu ligovaného A-T klonovanim do pGEM- T
Easy vektoru. Takto otestované vzorky bolo mozné pouZit’ pre sekvendciu klonovaného
fragmentu, v naSom pripade sa jednd o konvertovani U3 regula¢nd oblast LTR
integrovaného provirusu AG3 (Obr. 4.11. a,b,c).

uivodnd denaturicia 95°C 3 min
denaturicia 95°C 30s

nasadnutie primerov 60°C 30s 29 x
extenzia templatov 72°C 30s

dokoncenie extenzie 72°C 10 min

do odvolannia 10°C

Tab. 4.10. Program screen, ktorym bolo moziné otestovat ucinost ligdcie
konvertovaného tiseku LTR do pGem-T easy vektoru

Colony PCR, primery M13 forward/reverse, 690bp lﬂlil?

D11 D8 D6 B3 N
®3v-1) __

690bp

100bp

D3
O3

et

Obr4.11a
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Colony PCR, primery MI13forward/reverse, produkt 690bp

HI(WT) D4(D3b-1)
E—— 690hbp

Obr.4.11. b

Colony PCR, primery M13forward/reverse, produkt 690bp 106 i

F7(WT) F4 H4 H3
— 690bp

Obr.4.11. ¢

Obr 4.11 a,b,c. Overenie pritomnosti konvertovaného U3 LTR fragmentu ligovaného v
pGem-T Easy vektore. Velkost amlifikovaného fragmentu je 690 bp. Z kaZdého klonu
boli analyzované 3 kolonie.Vidy aspon jedna 7 troch analyzovanych kolonii obsahovala
poZadovany fragment.

4.9.1.7. Sekvenacia

Bakteridlne kolonie, ktoré boli otestované a overené na pritomnost’ ligovaného
fragmentu DNA odpovedajiceho casti U3 LTR boli zachované a osekvenované.
Porovnanim povodnej a ziskanej sekvencie bol definovany pocet nekonvertovanych,
teda metylocanych cytozinov analyzovanej oblasti (Obr. 4.12.). Kolénie boli vypichané
do jamiek 96 jamkovej dostiCky s naliatym 1,5% agarom v LB médiu s ampicilinom a
poslané pre komercnu sekvenidciu do firmy GATC Konstanz, Nemecko. Vysledné
sekvencie boli porovnané s povodnou sekvenciou pomocou  serveru:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Podmienky pre porovndvanie sekvencii neboli
stringentné ako pri porovndvani identickych sekvencii, ked’Ze pri bisulfitovej reakcii
dochddza ku konverzii nemetylovanych cytozinov na tyminy.
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Query 63  TTACAAGGAGAGAAAAAGCACCGTGCATGCIMATTGGTGGRAGTAAGGTGCTANNATIMT 122

Sbjct 99  TTATAAGGAGAGAAAAAGTATTGTGTATGTMATTGGTGGAAGTAAGGTGGTAEATIET 158

Query 123 GCCTTATTAGGAAGGCAACAGA[GGTCTGACATGGATTGGAlARCCACTGARTTCllC 182

Sbjct 159 GTTTTATTAGGAAGGTAATAGARMGGTTTGATATGGATTGGAMAATTATTGAATTTT 218

Query 183 ATTGCAGAGATATTGTATTTAAGTGCCTAGCTEMATACAATAAARMCCATTTGACCATTC 242

Sbjct 219 ATTGTAGAGATATTGTATTTAAGTGTTTAGTTEMATATAATARAMMTTATTTGATTATTT 278

Query 243 ACCACATTGGTGTGCACCTGGGTTGATGGCIMcACHMTTeaTTCCCcTGAlACTAMAGE 302

sbjct 279 ATTATATTGGTGTGTATTTGGGTTGACGGTEMGATIMrTcATTTTTTCAMMATTAMAGT 338

Query 303 ACCTGCATGAAGCAGAAGGCTTCATT 328

b rrerrr e re
Sbjct 339 ATTTGTATGAAGTAGAAGGTTTITATT 364

Obr. 4.12. Sekvencné porovnanie a vyhodnotenie metylacného statusu analyzovanej
oblasti U3 LTR. Zlto zobrazeny je nemetylovany CpG dinukleotid, cerveno vyznacené sii
metylované CpG dinukleotidy, u ktorych sa povodnd a ziskand sekvencia neodlisuju
(nedoslo ku konverzii cytozinu na tymin, kedZe metylovany cytozin je intaktny k bisilfitu
sodnému).

4.10. Kvantitativnha PCR

Po analyze globdlnej metyldcie bol indukovany a neidukovany klon D3aB7
otestovany kvantitativnou PCR,éim bola porovnand expresia mySacej DNMT3a na
urovni mRNA po pridani ligandu RSL1 oproti tym, ktoré indukované neboli.
V tvodnych cykloch qPCR reakcie sa fluorescencia nemeni, pretoZe amplifikovaného
prduktu je mdlo. V dalSich cykloch sa mnoZstvo produktu zvySuje a krivka
fluorescencie nadobuida tvar exponencidlnej funkcie. Prvy cyklus, kedy intenzita
fluorescencie prekro¢i prahovi hodnotu (fluorescencné pozadie) sa oznaCuje ako tzv
treshold cycle (C,). Tento tdaj nesie informaciu o kvantite. Cim skor dosiahne krivka
exponencidlnej faze, tym vicsie mnozstvo templatovych molekil je vo vzorku.

Priebeh qPCR je dany niekol’kymi parametrami, ktoré ovplynuji priebeh
reakcie. Jednym z hlavnych je dcinnost nasadania primerov v kazdej reakcii. V
dosledku tejto skutoCnosti, vznikaji menSie alebo vacSie rozdiely v C; meraného
referencného génu (v nasom pripade GAPDH), ktoré je potrebné vziat' v dvahu
v kone¢nom prepocte molekul u vzoriek, ktorych expresiu porovndvame.

K presnému vyjadreniu Startovného poctu molekul na zaklade C; , ako vylsedku
qPCR, je moZné pouzit matematicky vztah: 2"4Ct=p(Ctsample - Ctreh 7., ¢ sa do vzorca
dosadzuju priemerné hodnoty C; jednotlivych reakcii z triplikdcie daného vzorku. Za
vzorku (sample) povazujeme D3aB7a, za referenéni hodnotu (ref) D3aB7RSLI1.
Umocnenim ¢islice 2 na tento rozdiel ziskame informéciu o zmene poc¢tu molekul medzi
meranymi vzorkami.
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4.10.1. Izolacia celkovej RNA

Tryspinované a v PBS oplachnuté bunky boli centrifugované a pelet preneseny
do mikroskumavky. K peletu bol pridany Iml TRIzol reagentu. Po dokladnom
vortexovani sa zmes inkubovala na l'ade 5 min, pocas ktorej doSlo k lyze buniek.
Lyzované bunky boli nasledne ponechané 5 min pri pokojovej teplote. Potom k nim
bolo pridané 200 ul chloroformu. Na 20 s zmes bola dokladne vortexovand a potom
ponechana pri pokojovej teplote 15 min. Po centrifugacii 12000 rpm/15 min sa
vytvorilo fdzové rozhranie, pricom bola odobrand vodné faza. K nej bolo pridané 500 ul
izopropanolu. Po intenzivnom premieSani zmes je scentrifugovand 12000 rpm/10
min/4°C, pelet preplachnuty 75% etanolom a opat’ scentrifugovany. Pelet je ndsledne
rozpusteny v sterilnej H,O. Po rozpusteni bola spektrofotometricky stanovena
koncentracia pri OD 260 nm. Kvalita vyizolovanej RNA bola prekontrolovana
elektroforézou, kde boli pouzité 2ug (Obr. 4.13.)

Analyza kvality izolovanej ENA pre gPCR

D3ABT D3aB7
RSL1

- .- prekom RNA
— - 285 RNA
- i s

- B ssENA

Obr 4.13. Elektroforetickd analyza kvality RNA. Gel bol 1% a nandSalo sa 2ug RNA,
ktorej koncentrdcia bola zmerand spektrofotometricky. RNA je vysokej kvality bez

znecisteni a detekovanymi charakteristickym fragmentami 40S prekurzorovej RNA,
288,185 a 5S RNA.

4.10.2. Reverzna transkripcia- tvorba cDNA z RNA

Izolovana RNA bola reverznou transkripciou prevedend na cDNA, priom sa
postupovalo podl'a nasledujicich krokov.

e Degradicia zvySkov DNA za pouzitia DNazy
10 pl 5x pufor pre M-MLV
1 pul DNéza (2U/ ul)
1 ug RNA
35, 65 ul H,O
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e Reak¢nd zmes bola inkubovand v PCR cykléri za podmienok: 37°C/15min,

70°C/5 min, 4°C do odvolania.

e K zmesi boli pridané: 1 ul primerov oligo (dT) (50 ng/ul), 125 ul dNTP a 0,5 pl
M-MLV reverznej transkriptizy (200 U/ul). Opitovne bola zmes inkubovand
v PCR cykléri pri tychto podmienkach: 37°C/1 hod, 70°C/10 min, 4°C do

odvolania.

e Vzniknutd c¢cDNA bola 2x nariedend vodou. Pre overenie, je potrebné
skontrolovat’ novopripraveni cDNA za pouZitia univerzdlneho markeru GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogendza) exprimovaného vo vSetkych
bunkdach ako konstitutivny gén (housekeeping gene). Reakcia je pripravend v 20
ul tohto zloZenia: 1ul cDNA, 13 ul Hy0, 2 pul 10xTaq pufru, 1,6 ul dNTP, 1ul 10
uM priamy primer, 1ul (10 uM) reveverzny primer, 0,4 ul Taq polymeraza (5
U/1 pl). Bol zvoleny program uvedeny v Tab 4.11.

polymerdcia retazcov ~ 72°C 20s

uvodna denaturacia 95°C 5 min
denaturacia 95°C 20s
nasadnutie primerov 60°C 20s 25x

zéverecnd polymeracia 72°C 10 min

do odvolania 16°C

oc¢akavany produkt 170 bp

Tab. 4.11 Parametre reakcnych krokov pri otestovani GAPDH referencného markeru

® Vrovnakom zloZeni reakénej zmesy bola cDNA otestovand na pritomnost
mySace] DNMT3a PCR programom uvedenym v Tab. 4.12. za pouZitia

Specifickych primerov proti DNMT3a

Tab 4.12. Reakcné podmienky PCR reakcie pre overenie pritomnosti DNMT3a cDNA

uivodnd denaturicia 95°C 5 min
denaturicia 95°C 20s
nasadnutie primerov 58°C 30s 35x
polymerdcia retazcov ~ 72°C 40s

zéverecnd polymerdcia 72°C 10 min

do odvolania 16°C

oc¢akavany produkt 253bp

65



4.10.3. Priebeh kvantitativnej PCR reakcie

Po analyze kvality cDNA a Specifickosti navrhnutych primerov pre Dnmt3a bolo
mozné pristipit’ ku kvatitativnej PCR. Reakcie pre priebeh qPCR boli pripravené vzdy
v triplikdcidch. NaSou analyzovanou vzorkou je cDNA DNMT3a pripravend
z indukovanych a neidukovanych buniek klonu D3aB7. Tiato cDNA je pouzitd
v kombindcii so Specifickymi primermi pre DNMT3a. Pre identifikdciu referen¢ného
génu je izolovana cDNA v kobinécii s primermi proti GAPDH. Ako negativna kontrola

bol pouZity mastermix bez pridania cDNA.

e Reakcia prebiehala v 20ul. Obsahuje tieto komponenty: 2 ul cDNA, 10 pl 2x
Mesa Geen Mix, 0,5 ul 10 uM priamy primer, 0,5ul 10 uM reverzny primer,
2ul 2,5mM dNTP, 5 ul H;O. K reakcii bol vyuzity svetelny cyklér Real Time
PCR Chromo4 (Bio Tech) s programom uvedenym v Tab. 4.13. Po priebehu
gPCR sme ziskali vystupy o hodnote C; u jednotlivych vzoriek. Tieto st
sucastou vylsedkovej casti. Hodnoty C; boli nasledne pouzité pre vypocet

zmeny poctu molekul.

do odvolania 16°C

Tab 4.13. Parametre jednotlivych krokov gPCR reakcie

uvodna denaturacia 95°C 5 min
denaturicia 95°C 20s
nasadnutie primerov 58°C 30s 40 x
polymerécia retazcov 60°C 40s

zéverecnd polymeracia  72°C 10 min
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5. VYSLEDKY

5.1. Stiadium vplyvu cicavéej DNMT3a na umléovanie retrovirusového
vektoru AG3 zavedenim cicav¢ieho inducibilného systému v kuracej
linii DF-1

5.1.1. Klonovanie mysacej DNMT3a do hlavného plazmidu inducibilného systému
pNEBR-X1 Hygro.

Zdorojovym plazmidom mySacej DNMT3a je pH19KE/Dnmt3a, kde DNMT3a
je klonovand medzi dve LTR regulacné sekvencie (Obr. 4.1.). Restrikénymi
endonukledzami Eco47Ill a Dra I bola z tohto plazmidu vyStiepend ako fragment s
tupymi koncami. Cielovy plazmid pNEBR-X1Hygro (Obr. 5.1.) bol linearizovany
restrikénou endonukledzou EcoRV, ktora Stiepi v oblasti MCS (multiple cloning site) za
vzniku tupych koncov. Proti znovu spojeniu boli konce plazmidu defosforylované
antarktickou fosfatdzou. Po ligicii fragmentu a plazmidu bola endonukledzou Pstl
overend spravnost’ nového konstruktu pNEBR-X1H-Dnmt3a (Obr. 5.2.). Plazmid spolu
s regulacnym plazmidom pNEBR-R1 (Obr 5.3.) bol pouZity pre transfekciu.

oNebr-X1-R primer

pNEBR-X1Hygro

6268 bp

Obr 5.1. Mapa hlavného plazmidu inducibilného systému pNEBR-X1Hygro. Obsahuje
ampicilinovi a hygromycinovi rezistenciu, pUC19 pocatok replikdcie, SV40 termindtor.
Plazmid obsahuje hlavnii regulacnii oblast’ 5x opakujiici sa motiv GAL4 elementu, ktord
sa nachddza pred TATA boxom.
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R primer

pNEBR-X1H-DNMT3a

9281 bp

auo®
pUCH9 origin of &P

Obr. 5.2. Mapa plazmidu pNEBR-X1H-DNMT3a. Obsahuje vsetky génové komponenty
ako pNEBR-X1. Mysacia DNMT3a je klonovand v MCS. V PCR reakcii s navrhnutymi
primermi je mozné overit' pritomnost klonovanej mySacej DNMT3a; amplifikovany

fragment md velkost 3446 bp.

t,eta_\actamase

pNEBR-R1

10.338 kb

-zaJ Uldhwog,,

Ubc promoter

Obr 5.3. Regulacny plazmid pNEBR-RI1. Z odlisnych promotorov exprimuje hlavné
regulacné molekuly Rheoreceptor a Rheoaktivdtor. Tie za pridania RSLI ligandu
nadobudnii  spravnu konformdciu v regulacnej oblasti transkripcie pNEBR-X1H-
Dnmt3a plazmidu a aktivuji transkripciu mySacej DNMT3a v kuracich DF-1 bunkdch.
Obsahuje neomycinovii rezistenciu. Navrhnutymi primermi sa amplifikuje oblast o

velkosti 5413bp.
68



5.1.2. Transfekcia pNEBR-X1H-DNMT3a a pNEBR-R1 do DF-1

Linearizované plazmidy inducibilného systému boli transfekované kalcium-
fosfatovou metdédou do DF-1 buniek. Transfekované bunky bolo mozné selektovat
vd’aka odliSnej antibiotikovej selekcii, ktord plazmidy nesdi. pNEBR-X1H-Dnmt3a
obsahuje hygromycinovi a pNEBR-R1 neomycinovu rezistenciu. Bunkam v priebehu
pasdazovania bolo pridavané antibiotikum hygromycin do koncentracie 100 pg/ml.
V pripade plazmidu pNEBR-R1 je k bunkdm po kazdej pasdZi pridané antibiotikum
neomycin (G418) do koncentracie 200 pg/ml.

Takto vyselektovand bunkovad kultira bola ndsledne limitnym riedienim
klonovand na jednotlivé klony. Riedenie bolo zvolené tak, aby jedna bunka pripadala na
jednu jamku 96 jamkovej dosticky. Klony boli kultivované za pridania antibiotik

.....

d’alSich testovacich metod.

5.1.3. Testovanie selektovanych klonov

Testovanie klonov prebiehalo na niekol’kych trovniach ako bude
demonStrované. Na zaver bol na zdklade vysledkov PCR a metylacnej overovace;j
metédy vybrany jeden klon, ktory bol ndsledne podrobeny Stidiu vplyvu regulovanej
expresie DNMT3a na uml¢ovanie vticieho virusu AG3, ktorym bunky boli infikované.

5.1.3.1. Overenie mySacej DNMT3a a pNEBR-R1 v kuracich bunkach PCR

PCR reakciou bola dokdzand pritomnost mySacej Dnmt3a v bunkidch DF-1.
Transfekcia plazmidu pNEBR-X1-DNMT3a bola uspe$Snda. Miesta navrhnutych
primerov s zobrazené na Obr. 5.2. a lemuju oblast’, kam bola DNMT3a klonovan4.
Produkty PCR reakcie si zobrazené na Obr. 5.4. Uspe$nost’ transfekcie plazmidu
pNEBR-R1 bola overena taktieZ PCR reakciou (Obr. 5.5.)

CRUDE PCR_pNEbrX1-DNMT3a produlkt 3446 bp
primery: TGTGGAATTGTIGAGCGGATA
GITITCCCAGTCACGACGTT

1kB D3a D3a D3a D3a D3a
M B4 D2 D2 B6 B7

Obr. 5.4. Elektroforetickd analyza crude PCR pNEBR-X1H-DNMT3a. Fragment
velkosti 3446 bp odpovedd tiseku, ktory zahrituje DNMT3a.
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pNebrR
D3aB7klon

1kBM

5413bp
Obr 5.5. Elektroforetickd analyza D3aB7 klonu na pNEBR-R1. Velkost ocakdvaného
fragmentu je 5413bp.

5.1.3.2. Overenie expresie regula¢nych proteinov z plazmidu pNEBR-R1

Cast’ buniek klonu D3aB7 bola pri pasaZi prenesend na Sestjamkovi dostic¢ku,
kde 3 jamky buniek boli kalcium-fosfatovou metédou transfekované plazmidom
pNEBR-HG (Obr 4.3.). Plazmid je odvodeny od pNEBR-XI1Hygro a namiesto
DNMT3a je v iom klonovany GFP. Transfekované bunky boli ndsledne indukované
pridanim ligandu RSL1. Dva dni po indukcii na fluorescencom mikroskope bolo mozné
vizudlne pozorovat' expresiu GFP v indukovanych bunkdch. Tym bola potvrdena
expresia Rheoreceptoru ako aj Rheoaktivatoru z pNEBR-R1 v bunkédch klonu D3aB7
ako aj v inych analyzovanych klonoch.

5.1.4. Analyza globalnej metylacie

Touto metddou bolo mozné otestovat’ aktivitu DNMT3a in vivo. Po transfekcii a
naslednej indukcii transkripcie  DNMT3a z plazmidu pNEBR-X1H-DNMT3a
predpokladdme zvySent globalnu hladinu metyldcie genémovej DNA. K analyze
globalnej metylécie bol pouzity kit Methylamp™ DNA Methylation Quatification Ultra
Kit (Epigentec). Bunky klonu D3aB7 boli pre potrebu tejto analyzy vysiate na P100
kultivacnych miskach a to v duplikacii. Boli kultivované 2 tyzdne, pricom do jednej
série buniek bol vzdy pri kazdej pasdazi pridany RSL1 ligand do koncentracie 250 nM.
Po tychto dvoch tyzdnoch bola z buniek vyizolovand gendmova DNA, ktora bola
pouzitd pre analyzu globdlnej metyldcie. Metdda je zaloZend na protilatkovej detekcii
m’C, ktorého hustota by mala byt odli$nd v indukovanych (DNMT3a exprimujtcich) a
neindukovanych bunkédch. Hustota m°C po protilatkovej detekcii odpoveda opticke;j
denzite nameranej na ELIZA meracom pristroji (Obr. 5.6.)
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Obr. 5.6. Grafické zndzornenie optickej denzity imunodetekovanej DNA izolovanej z
indukovanych a neidukovanych buniek klonu D3aB7. Reakcia bola realizovand
v duplikdcii. Indukované su oznacené ako B7IN, neidukované ako B7. Ako blank je
pouZity celkovy roztok pouZitych protildtok bez pritomnosti DNA. Pozitivna kontrola je
plne metylovand matrica DNA.

Na zdklade vysledkov OD je mozné sledovat u druhej dvojice takmer 45%
ndrast optickej denzity u buniek ktoré boli indukované ligandom RSL1. V prvej dvojici
tento rozdiel nie je taky markantny hoci sa jednd o td isti DNA (Obr. 5.6.) OD bola
podla uvedeného vzorca (Obr. 5.7.) prilozeného v protokole prepocitand podla
celkového pocCtu CpG dinukleotidov v urcitom Zivo¢iSnom druhu na percentudlnu
metylaciu gendmovej DNA (Obr. 5.8.) Je tu zreymy rozdiel medzi bunkami, v ktorych je
DNMT3a indukovana a v ktorych nie je. V indukovanych je pozorovany zhruba 3,6
nasobny ndrast metyldcie DNA ako v neidukovanych bunkach.

(OD vz - OD blank) / X
metylacia % = ------==mmmmmmmeee e x 100
OD (pozitivna kontrola- blank)

Obr 5.7. Vzorec pre prepocet zistenej OD na percentudlnu globdlnu DNA metyldciu. Za

X bola doplnend hodnota 41%, co odpovedd percentudlnemu GC obsahu v kuracom
genome. Ostatné doplnené iidaje si namerané hodnoty.
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Obr. 5.8. Grafické zndzornenie percentudlnej metyldcie genomovej DNA pred a po
indukcii inducibilného systému na zdklade nameranej optickej denzity.

Po predoslych PCR analyzach klon D3aB7 vykazoval dplne kompletnii vybavu
plazmidov a ako bolo potvrdené metédami analyzy globédlnej metyldcie vykazoval
najlepSie parametre fungovania zavedeného inducibilného systému. Nasledne po
indukcii DNMT?3a bol klon otestovany na trovni expresie DNMT3a mRNA pomocou
qPCR.

5.1.5. Kvantitativna PCR

Bunky klonu D3aB7 boli vysiate na P100 kultivacné misky. Do jednej z misiek
bol pridany ligand (250 nM). Dva dni na to bola vyizolovand celkovd RNA z buniek,
ktord bola pouzitd pre qPCR. Zizolovanej RNA bola v dalSom kroku reverznou
transkripciou pripravend cDNA. Pri reverznej transkripcii boli pouzité oligodT primery.
Po reverznej transkripcii sa na ziskanej cDNA otestovali primery urcené pre qPCR
(Obr. 5.9.). Z eletroforetogramu je zjavné, Ze primery su navrhnuté Specificky tak pre
DNMT3a ako aj pre referencny gén GAPDH. Okrem toho je moZné vidiet, Ze
amplifikovany fragment na elektroforetograme je ovela vyraznejs$i v pripade cDNA
pripravenej z indukovanych buniek (cDNAD3aB7RSL1) ako u cDNA pripravenej
DNMT3a vindukovanych bunkiach pri rovnakom mnoZstve cDNA pouZitej
k elektroforetickej analyze (2ug).
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Obr. 5.9. Elektroforetickd analyza specificity primerov pre cDNA. Pozitivna kontrola je
plazmid, v ktorom je DNMT3a klonovand. Negativna kontrola je cDNA pripravend z
buniek DF-1 bez plazmidu. Referencny gén GAPDH pre qPCR je amplifikovany z cDNA
vytvorenej z izolovanej RNA indukovanych a neidukovanych buniek.

GAPDH je Standardom, ktorého expresia je nezavisld na idukcii ligandom. Preto
C, tohto refencného génu, sledovaného tak u indukovanych ako aj u neidukovanych
bunkdch klonu D3aB7 by mala byt priblizne rovnakd, ¢o potvrdzuje aj grafické
znazornenie na Obr. 5.10. Odchylky medzi jednotlivymi reakciami referen¢ného génu
vnikaji ndhodnymi chybami, ktoré sa objavia v priebehu reakcie. Vzniknutd odchylka
C; referencného génu v indukovanych a neidukovanych bunkdch sa zohladiiuje vo
vypocte C; u vzoriek, v ktorych porovndvame expresiu DNMT3a. Rozdiel priemernych
hodnét poctu cyklov referencného génu GAPDH v indukovanych a neidukovanych
bunkdch je 1,08 cyklu. Vzhl'adom k tejto odchylke sa priemerny pocet cyklov, ktorym
sa 1iSi cyklus ndastupu fluorescencie pre gén DNMT3a zniZi o jeden cylus pri
neidukovanych bunkédch (Tab. 5.1.). KedZe sa kazdym cyklom PCR pocet molekul
zdvojnésobi tak rozdiel v pocte molekil v bunkdch pred a po indukcii RSL1 ligandom
je 2°° teda 2** ndsobny. V kone¢nom désledku je vychodiskovy pocet molekdl

bunkich (Obr. 5.12.). Ked’Ze tychto molekil DNMT3a mRNA (po RT cDNA) po
indukcii je ovela viac, ndstup fluorescencie v indukovanych bunkach nastdva v skorSom
cykle cca v 23. V pripade buniek bez indukcie v cca 28 (Obr 5.11.).

Zaverecnym zhrnutim mdZeme tvrdit’, Ze inducibilny systém vykazuje vyrazni
expresiu. DNMT3a bez indukcie, naznacuje je to pomerne maly rozdiel relativnej
expresie medzi indukovanymi a neidukovanymi bunkami. Tym Ze v neidukovanych
bunkdch dochddza k bazalnej expresii DNMT3a straicame negativnu kontrolu k bunkdm
indukovanym a tym nie je mozné jasne povedat’, ¢i zvySend expresia mySacej DNMT3a
je alebo nie je dovodom umlc€ania integrovaného provirusu.
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Obr 5.10. Grafické zndzornenie exponecialneho priebehu gPCR GAPDH referencného
génu. C; indukovaného a neidukovaného vzorku predstavuje len velmi miernu odchylku
Jjedného cyklu.
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Obr 5.11. Grafické zndzornenie exponencidlneho priebehu qPCR reakcnych triplikdcii
D3aB7 a D3aB7 RSLI. Z grafu je zrejmy skory ndstup fluorescencie u D3aB7 RSLI cca
v 23. cykle a D3aB7 cca v 28. cykle.
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vzorka referenény gén C, D3aB7 C,

hodnota Ct GAPDH D3aB7 17,72 | D3aB7 28,7
GAPDH D3aB7 17,88 | D3aB7 28,74
GAPDH D3aB7 17,24 | D3aB7 28,03
GAPDH D3aB7 RSL1 16,27 | D3aB7 RSL1 23,29
GAPDH D3aB7 RSL1 16,51 |D3aB7 RSL1 22,23
GAPDH D3aB7 RSL1 16,8 D3aB7 RSL1 23,26

Aritmeticky priemer Ct GAPDH D3aB7 17,61 | D3aB7 27,41

Aritmeticky priemer Ct GAPDH D3aB7 RSL1 16,53 | D3aB7 RSL1 22.93

ACt = Cypaan7-Cinsas7rsLy 1,08 rozdiel C; 4,48

28 22,31

Tab 5.1. Siihrny prehlad hodnét poctu cyklov, v ktorych doslo k prekonaniu prahovej
hodnoty fluorescencie a konecné vyjadrenie vzrastu poctu molekiil DNMT3a
v indukovanych bunkdch oproti neidukovanym.

Vyjadrenie relativnej expresie mysacej DNMT3a v indukovanych a
neidukovanych bunkach
25 4
22,31
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Obr. 5.12. Grafické zndzornenie ndrastu poctu molekiil DNMT3a mRNA
v indukovanych a neidukovanych bunkdch. V indukovanych bunkdch je 22 krdt viac
molekiil ako v bunkdch bez pridania ligandu RSLI.
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5.1.6. Sledovanie vplyvu expresiec DNMT3a na umlcovanie retrovirusového
vektoru AG3.

Bunky klonu D3aB7 boli infikované retrovirusovym vektorom AG3
exprimujicim GFP. Po infekcii boli limitnym riedenim ziskané GFP pozitivne klony.
Po zvySeni bunkovej hustoty klonov sme k nim po kazdej pasdzi pridavali induktor
RSL1 ligand. Po siedmich dnoch indukcie boli bunky zmerané prietokovym
cytometrom. Druhé meranie prebehlo 25 dni po indukcii. Klony tak na zaciatku merania
ako aj v priebehu indukcie vykazovali vysoké percento GFP pozitivhych buniek
(GFP+). K uml¢ovaniu integrovaného provirusu takmer vobec nedochddzalo. Provirus
vykazoval pocas celej doby velmi stabilnd expresiu a klony si zachovali povodné
percento GFP+ buniek, ktora sa blizila k 100% (Obr. 5.13. a,b). Pre zvySenie ti¢innosti
umlc¢ania boli bunky lipofekciou transfekované hlavnym kofaktorom de novo DNMT a
to DNMT3L. No k zmendm percentudlneho zastipenia GFP(+) buniek nedoslo.

Percentualne zastUpenie GFP + buniek klonu D3aB7, 7 a 25 dni po indukcii
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GFP + bunky (%)
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Obr. 5.13. a) Percentudlne vyjadrenie poctu GFP pozitivnych buniek v priebehu
mesacnej indukcie inducibilného systému.

Percentudlne zastupenie GFP + buniek klonu D3aB7, 7 a 25 dni po indukcii
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Obr. 5.13.b) Percentudlne vyjadrenie poctu GFP pozitivinych buniek v priebehu
mesacnej indukcie a expresie mySacej DNMT3a.
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5.2. Sledovanie priebehu uml¢ovania retrovirusového vektoru AG3
v divokom kmeni a DNMT3b deficientnej linii HCT116 odvodenej od
kolorektalneho karcinému.

5.2.1. Infekcia DNMT3b” a WT buniek retrovirusovym vektorom AG3

Nédorové bunky DNMT3b” a WT boli infikované replikacne defektnym
retrovirusovym vektorom AG3 odvodenym od ASLV. Na kultiva¢nd misku P60 bolo
vysiaté 300 000 buniek a infikované obvyklym spdsobom za pouzitia polybrenu pre
zvySenie ucinnosti infekcie. Multiplicita infekcie bola 1. Teda na jednu bunku pripada
jeden integrovany provirus, ktorého aktivitu moZeme sledovat’ vd’aka exprimovanému
GFP génu.

5.2.2. Vyber GFP pozitivhych klonov 4 dni po infekcii

Infikované bunky HCT116 (WT, DNMT3b") 4 dni po infekcii (4 dpi) boli
rozklonované na GFP pozitivne (GFP+) klony. Bunkové klonovanie do 96 jamkovych
dosti¢iek prebehlo na Mikrobiologickom tstave AV CR v laboratériu prietokovej
cytometrie za pouzitia FACS Vantage SE s vysokorychlostnym sorterom. V priebehu
klonovania orientacne na meracom pristroji a po konzulticii s obsluhou sorteru bolo
mozné uz po tak kratkom case od infekcie sledovat’ okrem GFP(+) buniek vel’ky pocet
WT GFP negativnych (GFP-) buniek. Vysoky pocet GFP(-) buniek je mozné vysvetlit
takmer okamzitym uml¢anim GFP exprimujuceho vektoru vo WT bunkéch v kratkom
casovom rozmedzi od infekcie. Po rozklonovani bunkovej suspenzie sorterom sme
ziskali k experimentalnemu vyuZzititiu 40 GFP(+) klonov divokého kmena a 55 klonov
DNMT3b” , u ktorych bolo ndsledne pozorované umlovanie v priebehu Gasu na
zaklade tbytku GFP(+) buniek. Percentudlne zastipenie GFP(+) buniek vysortovanych
klonov bolo merané prietokovym cytometrom v priebehu 3 mesiacov. Od infekcie po
prvé meranie percentudlneho zastipenia GFP(+) buniek ubehlo 29 dni. Tato doba od
rozklonovania po prvé meranie bola potrebné k tomu, aby jednotlivé klony pordstli do
dostatocnej hustoty, aby ich bolo moZné spracovat’ pre meranie prietokovou
cytometriou.

5.2.3. Sledovanie expresie GFP v infikovanych bunkach pocas doby 3 mesiacov

Vsetky merania prebichali v laboratériu prietokovej cytometrie Ustavu
molekuldrnej genetiky AV CR pri $pecifickom vybere vhodného lasera a pri
nastaveniach vhodnych parametrov pre meranie GFP. Pri merani bol pouziry LSR II
cytometer (Becton- Dickinson, San Jose, CA).
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5.2.3.1. Zastipenie GFP(+) buniek v klonoch linie WT 29 dpi

V pripade bunkovej linie divokého kmena, ktory obsahuje plnu zostavu
metyltransferdz (de novo + udrzovcia DNMT1) je markantne vysoky pocet klonov
umlCanych uZ pri prvom merani. Z poctu 38 meranych klonov je 27 umlCanych, u
ktorych percento GFP(+) buniek nepresahuje 5% zmeranej bunkovej populédcie (Obr.
5.14.). Len jeden klon vykazuje stabilni expresiu, v ktorom expresia GFP je namerana
u viac nez 80% buniek. Aktivita tohto klonu zrejme suvisi s integracnym miestom, kam
sa virus integroval. Moze to byt najskor chromatin relaxovand transkripcne aktivna
oblast. Klony prechodnej fazy, teda v rozmedzi 10-80% buniek exprimujicich GFP
vykazujuiji ur€itd mieru nestability expresie GFP. Rozmedziu 10%-40% prislicha Sest’
klonov. Rozmedziu kde 40%-80% buniek exprimuje GFP prislicha pat’ klonov.

Percento GFP(+) buniek WT klonov 29 dpi
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Obr. 5.14. Grafické zndzornenie poctu klonov WT linie podla percentudlneho
zastiupenia GFP pozitivnych buniek 29 dpi.

5.2.3.2. Zastiipenie GFP(+) buniek v klonoch linieDNMT3b™”" 29 dpi

Nédorova linia deficientnd na DNMT3b vykazuje 24 klonov, ktoré st aktivne a
expresia GFP u nich neklesd pod 80% GFP(+) buniek (Obr. 5.15.) Je tu markantny
rozdiel vzhl'adom ku WT linii, kde je iba jeden klon kategérie nad 80% GFP(+) buniek.
Na zdklade tohto porovnania mdézeme tvrdit, Ze de novo metyltransferiza DNMT3b je
dodlezitym faktorom retrovirusového uml¢ania vo WT klonoch a tento vyrazny rozdiel
pripisujeme prave jej absencii v DNMT3b” klonoch. Na druhej strane 16 klonov
vykazuje max 5% GFP pozitivnych buniek, Co suvisi s takmer uplnym uml€anim
retrovirusového vektoru. Pri tychto klonoch mdéZeme predpokladat’ integraéné miesto
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vektoru do heterochromatinizovanej oblasti, ¢im aktivita vektoru vyhasina. Je mozné, ze
integrovany vektor 1 napriek absentujicej aktivite DNMT3b je modifikovany
metylaciou nejakou inou DNMT z rodiny metyltransferdz, napr. DNMT3a. Alebo vobec
nemusi byt modifikovany metyldciou a je umléany DNMT nezdvislou cestou
prostrednictvom inych epigenetickych mechanizmov (napr. metyldcia H3K9, masivna
lokédlna deacetyldcia...) Prechodnu fazu tvori 14 klonov, z ktorych 9 je pomerne
stabilnych, u ktorych expresia GFP prevldda u viac nez 40% buniek.

Percento GFP(+) buniek DNMT3b-/- klonov 29 dpi
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Obr. 5.15. Grafické zndzornenie poctu konov DNMT3b™ linie podla percentudlneho
zastiupenia GFP (+) 29 dpi. Bunky exprimujice GFP siu rozdelené do kategorii
extrémov expresie GFP a prechodovej fdze, ktord mapuje pocet klonov percentudlnymi
intervalmi GFP pozitivnych buniek.

5.2.3.3. Zastipenie GFP(+) buniek v klonoch linie WT 87 dpi

V porovnani s meranim 29 dpi sa celkovy pocet klonov, ktorych bunky su GFP
negativne takmer voObec nezmenil (Obr. 5.16.). Umlcanie je velmi stabilné a
80%. V ostatnych GFP rozmedziach sa vyskytuje po dva klony, ktorych cast’ buniek si
udrzuje expresiu GFP v priebehu celého merania. V porovnani s meranim 29 dpi je tu
tendencia provirusy udrzat’ stabilne umlcané v priebehu celého ¢asu alebo umlcat’ tie,
ktoré vykazuju eSte nejaki GFP aktivitu. Klony v oblasti prechodnej faze, su aktivne
najskdr vd’aka svojmu vyhodnému integraénému miestu. Aktivita integrovaného
provirusu mdze byt ovplyvnend blizkostou heterochromatinu, v dosledku ¢oho urcité
percento bunkovej populdcie vykazuje GFP expresiu, zatial ¢o v inych bunkich je
provirus uml¢any.
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Percento GFP(+) buniek WT klonov 87 dpi
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Obr. 5.16. Grafické zndzornenie poctu klonov WT linie podla percentudlneho
zastipenia GFP pozitivnych buniek 87 dpi.

5.2.3.4. Zastiipenie GFP(+) buniek v klonoch linie DNMT3b™ 87 dpi

Stav celkového umlcania aktivity provirusov sa takmer vobec nemeni vzhl'adom
k meraniu 29dpi. Klony, ktorych Ziadne bunky nevykazuji GFP aktivitu zostdvaju
umlcané, pricom ich pocet sa zvysil o tri. Pomaly umléujice sa klony, ktoré su
distribuované medzi uml¢anym a neuml¢anym extrémom su charakteristické akymsi
kolisanim ich percentudlneho zastipenia GFP+ buniek v priebehu merania (Obr. 5.17.).
U 17 klonov nebolo pozorované zZiadne umlCovanie ani 87 dpi.
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Obr. 5.17. Grafické zndzornenie poctu klonov DNMT3b™ linie podla percentudlneho
zastupenia GFP pozitivnych buniek 87 dni po infekcii.
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5.2.3.5. Porovnanie percentualneho zastipenia GFP(+) buniek klonov WT linie
v priebehu merani 29, 72, 87 dpi

Pocas celého merania percentudlneho zastipenia GFP (+) buniek je
najstabilnej$i extrém, kde GFP exprimuje max 5% bunkovej populdcie klonov.
Provirusy su stabilne a dlhotrvajico uml¢ané, ich pocet sa v priebehu nemeni. Zmeny
stavu niektorych klonov nastdvaju v prechodnej faze. Celkovo systém md tendenciu
klony a v nich integrované provirusy umlcat’. V pripade posledného merania zostdvaji
aktivne len 4 klony, nad 40% buniek exprimujticich GFP (Obr. 5.18)
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Obr. 5.18. Grafické porovnanie poctu klonov WT linie podla  percentudlneho
zastupenia GFP pozitivnych buniek v case merania 29, 72, 87 dpi.

5.2.3.6. Porovnanie percentualneho zastipenia GFP (+) buniek klonov
DNMT3b” linie v priebehu merani 29, 72, 87 dpi

Bunkovd linia DNMT3b” md i napriek absencii DNMT3b len velmi malo
zniZend globdlnu metyldciu DNA, ako aj len vel'mi mierne zniZend metyltransferdzovi
aktivitu. Od WT buniek sa DNMT3b” vyrazne neodli§uje, a md velmi podobny
fenotyp, ako povodnd bunkov4 linia. Meranie percentudlneho zastipenia expresie
GFP(+) bunick u WT a DNMT3b” klonov sa odliuje préve na zdklade pritomnosti
DNMT3b. Sledovanie percentudlneho zastipenia GFP(+) bunieck DNMT3B™ klonov je
sprevadzané vyskytom vysokého poctu klonov v maximalnom a minimalnom extréme
percentudlnej GFP pozitivity (Obr. 5.19.). Tieto extrémy su udrZiavané pocas celej doby
merania, pri¢om pocty klonov prechodnej fize medzi jednotlivymi percentudlnymi

kategoriami koliSu.

81



Percento GFP (+) buniek klonov DNMT 3b-/- linie po 29, 72, 87 dpi
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Obr. 5.19. Grafické porovnanie poctu klonov DNMT3b” linie podla percentudlneho
zastupenia GFP(+) buniek v casoch 29, 72, 87 dpi.

5.2.4. Reaktivacia umléanych klonov

Po troch mesiacoch pozorovania klonov bunkovych linii WT a DNMT3b”" sme
ziskali suibor klonov, u ktorych aktivita integrovaného provirusu bola minimélna alebo
Ziadna. V tychto klonoch len vel'mi malé alebo takmer Ziadne percento buniek
vykazovalo GFP expresiu. Retrovirusovy vektor, ktory je integrovany bol v priebehu
Casu umlcany. Pre zistenie pdvodu retrovirusového umlcania, klony boli oSetrené
pouzitim reaktivacnych c¢inidiel 5-azaC a TSA. Pre bunky su toxické a koncentréicie
pouzité k reaktivacii boli zvolené tak, aby bolo mozné pozorovat’ ¢o najefektivnejSiu
reaktivaciu pri Co najnizsej toxicite. Pouzité limitné koncentricie su 8 uM pre 5-azaC a
0,2 uM pre TSA. Klony boli kultivované na 24 jamkovych dostickach s objemom média
I ml na jamku. Po pridani reaktivatného c¢inidla boli bunky dva dni od pridania
inhibitoru zmerané prietokovym cytometrom pre zistenie percentudlneho zastipenia
GFP(+) buniek. Pri vizudlnej kontrole buniek sme pozorovali vyrazni toxicitu
podaného cinidla, takze velky pocet buniek bolo mftvych. Z kazdej linie bolo pre
reaktivaciu pouzitych 24 klonov, ktoré su v nasledujicich grafoch zoradené podla
reaktivacného cinidla, prostrednictvom ktorého bol umlcany klon najefektivnejSie
reaktivovany.

5.2.4.1. Reaktivacia WT klonov za pouZitia 5-azaC a TSA

Reaktiva¢ny profil buniek WT klonov je zndzorneny na Obr. 5.20. a,b. Prvym
markantnym zdverom reaktivacie WT umlcanych klonov je ich vyrazna citlivost’ k 5-
azaC, ktorym je ucinne reaktivovanych 9 klonov. KedZe 5-azaC je inhibitorom DNMT
aktivity, uml€anie provirusov je najkor DNMT zavislé, resp. metyltranferdzova aktivita
hra podstatnu tlohu pri uml¢ani aktivneho provirusu. Okrem toho klony, ktoré maji na
rozdiel od inych klonov vysSie povodné percentudlne zastipenie GFP+ buniek, su
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reaktivovatelné 5-azaC ovela ucinnejSie, ako napr. F7 a E10. Provirusy tychto
aktivnych klonov su zrejme odolné voc¢i umlcaniu. Taktiez ostatné klony, ktoré si
zachovdvaju ¢o 1 len nizsie percento GFP(+) buniek su reaktivované pomerne ucinne.
Klony F7-E12 st reaktivovatelné TSA, ¢o  potvrdzuje vplyv HDAC aktivity
v transkripénom uml¢ani. Ciasto¢ne reaktivované klony F10, F4 su reaktivovateI'né skor
TSA. V porovnani s reaktivaénym profilom DNMT3b” klonov je tu ovela mensi pocet
klonov ktoré su reaktivovatel'né vo vel'mi obmedzenej miere.

Tato skutocnost’ je ostro v kontraste s klonmi, ktoré nevykazuju Ziadnu expresiu
GFP  (napr. F3-H2). V pripade tychto klonov nedochddza k reaktivdcii Ziadnym
reaktivacnym ¢inidlom. Provirusy su tdplne umlcané a reaktivicia je zrejme ovplyvnena

integraénym miestom provirusu ktoré mdze byt v blizkosti heterochromatinovej oblasti.
Umlcanie ma dlhotrvajuci charakter.

Zmena expresie GFP WT klonov poreaktivacii 5-azaC, TSA, 5-azaC+TSA

Horiginal H S-azaC(5ud) HTSA(0,2nM) S-azaC (Aud)+TSA(D, L M)
60

h
=

Zastipenie GFP+ buniek (%)

F7 E10 F2 F8 F11 F10 F4 E12 HS H3 F3 Gl
Klon

Obr. 5.20. a Grafické zndzornenie zmeny percentudlneho zastipenia GFP+ buniek WT
klonov pred a po reaktivdcii 5-azaC, TSA a ich kombindciou 5-azaC+TSA.
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Obr. 5.20b Grafické zndzornenie zmeny percentudlneho zastipenia GFP+ buniek
klonov pred a po reaktivdcii 5-azaC, TSA a ich kombindciou 5-azaC+TSA.

5.2.4.1.1. Overenie pritomnosti integrovaného provirusu v nereaktivovanych WT
klonoch.

Uplne umléané klony WT kmetia, ktoré neboli reaktivovatelné boli testované
PCR pre overenie pritomnosti GFP génu, ktory je sucastou retrovirusového vektoru a
tym aj klonu (Obr. 5.21.). U niektorych klonov vSak PCR produkt detekovany nebol.
Tymto testom sme overili pritomnost’ provirusu v klonoch a znizili riziko prace
s provirus negativnymi klonmi.

GFPtest, WT klony, produlkt 200 bp

GFPtest, WT klony,
produla 200 bp

200bp

Obr. 5.21. Elektroforetickd analyza pritomnosti integrovaného virusu prostrednictvom
PCR s primermi navrhnutymi proti GFP.
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5.2.4.2. Reaktivacia DNMT 3b” klonov za pouizitia 5-azaC a TSA

Klony DNMT3b” vykazi velmi efektivnu reaktiviciu za pritomnosti TSA
oproti 5-azaC (obr 5.22. a,b). V porovnani s reaktiviciou u WT je tu ovela viac
Ciastocne reaktivovatelnych klonov, pricom len 5 klonov sa nereaktivovalo takmer
vobec. Klony, ktoré vykazuju urcité percento GFP(+) buniek sid reaktivovatelné
omnoho uc¢inejSie ako uplne umlcané. V tomto pripade je taktieZ vel'mi uc¢innd
reaktivacia kombindciou reaktivacnych Cinidiel. Sposob uml¢ania nie je pravdepodobne
zavisly na DNMT aktivite. ZvySend citlivost’ klonov na TSA predznamendva moZny
epigeneticky odliSny spdsob umlcania a to prdve na drovni stavu chromatinu a jeho
modifikacii zavislych na histondeacetyldzovej aktivite. Inhibicia histodeacetyldazove;j
aktivity vedie k relaxdcii chromatinu a pravdepodobne takto spristupneny provirus sa
stava transkripné aktivnej$im.

Zmenaexpresie GFP DNMT3b-/- klonov po reaktivacii 5-azaC, TSA, 5-azaC+TSA

H original H5-azaC (BuM) W TSA(0,2uM) M 5-azaC (4uM)+TSA (0,1uM)
50

45 -
20 - |
35
30 -
25 -
20 -
15
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Zastuipenie GFP+ buniek (%)

D2 B8 A4 C5 D8 (6 E7 D12 D4 A8 E1 D3

klon

Obr. 5.22 a) Grafické zndzornenie zmeny percentudlneho zastipenia GFP+ buniek
klonov DNMT3b ™" pred a po reaktivdcii 5-azaC, TSA a ich kombindciou 5-azaC+TSA.

Zmena expresie GFP v DNMT3b-/-klenoch reaktivovanych 5-azaC, TSA, 5-azaC+TSA
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Obr. 5.22 b) Grafické zndzornenie zmeny percentudlneho zastipenia GFP+ buniek
klonov DNMT3b ™ pred a po reaktivdcii 5-azaC, TSA a ich kombindciou 5-azaC+TSA.
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5.2.5. Bisulfitova konverzia

Pre najlepsie vyjadrenie miery metylacie oblasti bohatej na CpG dinukleotidy sa
vyuZziva bisulfitova konverzia. Touto metédou boli v naSom pripade analyzované LTR
oblasti integrovanych provirusov, ktorych miera metyldcie mdZze vyrazne ovplyvnit
transkripénu aktivitu integrovaného provirusu. Vpredchddzajicej kapitole mnoho
klonov prislustnej bunkovej linie bolo reaktivovanych inhibitormi, ale aj takych u
ktorych k reaktivicii nedoSlo vdbec. Bisulfitovou reakciou boli analyzované tri
kategérie klonov vzhl'adom k ich schopnosti reaktivovat’ sa (Tab. 5.2.).

kategodria klony WT klony DNMT3b™
Umlcany reaktivovatel'ny F2, F4, F10, H8 D4, D3, D8
Umlc¢any H1,H2,H4 A7,B9, C10
nereaktivovatelny

Aktivny reaktivovatelny F7 D2, B8

Tab. 5.2. Kategorie a zoznam analyzovanych klonov bisulfitovou reakciou.

.....

menej. Tieto sekvencie boli porovnané s povodnou nemodifikovanou sekvenciou LTR.
Vysledkom porovnania je cca 265 nukleotidov dlha sekvencia, na ktorej bol definovany
metylacny stav 13 CpG dinukleotidov (Obr. 4.12.).

5.2.5.1. Analyza metylacnych profilov LTR sekvencii integrovanych
provirusov v klonoch linie DNMT3b™”"

Promotory LTR integrovanych provirusov v klonoch DNMT3b” (B8,B9,D3 a
D8) vykazuju vysoky pocet metylovanych CpG dinukleotidov (Obr. 5.23.). Celkova
metylacia je vdcsia nez 80%. Paradoxny je vSak stav klonu B8, ktorého provirus je plne
metylovany, no klon je stdle ¢iato¢ne GFP aktivnym. Druhym stborom su klony D2,D4
a D11 s ve'mi nizkou metyldciou. Klon D2 je aktivne exprimujicim GFP. Ziroven je
vyrazne reaktivovatel'ny 5-azaC ako aj TSA, ¢o mdze svedcit’ o integricii v blizkosti
relaxovanej formy chromatinu. Klony D4 a D11 vykazujd minimélnu aktivitu, si malo
metylované ale aj mdlo reaktivovatelné. To nasvedCuje na mechaizmus uml¢ania
klonov, v ktorom DNMT aktivita nehra rozhodujicu dlohu.
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Obr. 5.23. Grafické zndzornenie metylovanych CpG dinukleotidov DNMT3b” klonov,
ktoré su zobrazené cerveno. Nemetylované CpG dinukleotidy st zobrazené bielymi
polickami. Pri kaZdom siibore sekvenci sa nachddza popis klonu pod nim percentudlne
vyjadrenie poctu metylovanych CpG dinukleotidov. Poslednym iidajom pod jednotlivymi
tabulkami je percentudne zastipenie GFP(+) buniek v jednotlivych klonoch namerané
pre bisulfitovou konverziou.

5.2.5.2. Analyza metylaénych profilovn LTR sekvencii integrovanych
provirusov v klonoch linie WT

Klony WT s plnou zostavou metyltransferdz vykazuji rozdielny metylacny
motiv. Uroveii metyldcie jednotlivych sekvencii vramci jedného klonu je velmi
podobnd a vysokd (Obr. 5.24.). Bohato metylované klony F2,F4, H4 su transkripcne
vel'mi slabo aktivne. U klonu F2 je vyraznejSia citlivost’ pre 5-azaC a teda provirus je
zrejme uml¢any DNMT zdvislym mechanizmom. Klon F4 podl’a reaktiva¢ného profilu
je citlivy opacne zase k TSA, v tomto pripade hrd zrejme doleZzitejSiu funkciu v uml€ani
deacetyldzova aktivita. Klon H4 je takmer nereaktivovatel'ny, ale bohato metylovany.
Tento fakt je mozné vysvetlit’ integraciou provirusu do oblasti heterochromatinu alebo
transkripcne inaktivnej oblasti. Klon H1 je dplne umlcany a nie je reaktivovateIny
Ziadnym inhibicnym c¢inidlom. Velmi podobnym metylaénym profilom s
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charakteristické klony F10 a HS8, ktoré su reaktivovate'né odliSnymi Cinidlami. Klon

F10 je reaktivovate'ny najmia TSA a HS zase 5-azaC.

GFP(+) 0,13%

H1

F2

80%

GFP(+) 0,84%

F4

82%

H3

- %
GFP(+) 1.21%

GFP(+) 0,1%

F7 H4
62% 80%
GFP(+) 0,14%

GFP(+) 5,16%
HS
T4%
0,04%

GFP(+) 1,02% GFP(+) 0,04

obr 5.24. Uroveii metyldcie LTR sekvencii vo WT klonov. KaZdd tabulka obsahuje
oznacenie klonu pod nim percentudlne zastipenie metylovanych CpG v analyzovanych
sekvencidch. Poslednym itidajom je percentudlne zastipenie GFP(+) buniek zmerane
pred realizdciou bisulfitovej konverzie. KaZdy riadok tabulky prisliicha jednej sekvencii.
Cerveno sii znacené metylované CpG dinukleotidy bielo nemetylované.



6. DISKUSIA

V experimentdlnej Casti tejto diplomovej prace som sa sustredil na vplyv de
novo DNMT v umlcovani vtacieho retrovirusového vektoru odvodeného od ASLYV,
ktory patri medzi a-retrovirusy. Vplyv mySacej de novo DNMT3a na umlCovanie
retrovirusového vektoru bol sledovany prostrednictvom zavedenia cicav¢ieho
inducibilného systému v kuracej bunkovej linii DF-1. Druh4 stratégia experimentu ndm
umoznila sledovat’ vplyv l'udskej de novo DNMT3b na umlcanie vektoru v nddorove;j
linit HCT116 odvodenej od kolorektdlneho karcindmu a to v bunkach divokého kmena
ako aj DNMT3b deficientnych.

6.1. Vplyv mySacej DNMT3a na uml¢ovanie ASLV vektoru v kuracich bunkach
DF-1

Zavedenie inducibilného systému v kuracich bunkdch ndm umoZiuje
kontrolovanu reguldciu expresie mySacej DNMT3a, ¢im je mozné sledovat’ jej vplyv na
umlcanie provirusu. Nakol'ko nie je velmi zndma konsekvencia krokov, ktorymi je
provirus uml¢any, naSim hlavnym cielom je pokusit’ sa objasnit’, ¢i cicavéia DNMT3a
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ako holoenznym je schopnd rozpoznat’ sekvenciu provirusu vo vta¢ich bunkdch DF-1,
metylovat’ ju a ndsledne umlcat. Vo vtacich bunkdch dochddza k umlCovaniu a
metyldcii ASLV vektoru len s ve'mi malou ucinostou a prave preto sme zavadzali
cicavCiu de novo DNMT do vtacich buniek. Model vtacich buniek a v nich exprimovana

cicav€ia DNMT3a ndm poskytuje optimélnejSie podmienky k tomuto Stadiu.

Prvym krokom bolo funk¢éné zavedenie inducibilného systému v kuracej
bunkovej linii DF-1. Klonovanie mySacej DNMT3a do hlavného plazmidu pNEBR-X1-
Hygro bolo jeho prvou podmienkou. Uspesne klonovany plazmid bol s regulaénym
plazmidom pNEBR-R1 kotransfekovany do linie kuracich fibroblastov DF-1. Takto
transfekovand bunkova kultira bola selektovand na hygromycinovii a neomycinovu
rezistenciu po dobu dvoch tyzdiov. Z vyselektovanych buniek bol limitnym riedenim
ziskany dostatocny pocet klonov. Pritomnost’ plazmidov v klonoch bola overenda PCR.
Pre overenie fyziologickej aktivity zavedeného inducibilného systému bol pouzity
plazmid pNEBR-HG. Ten je odvodeny od pNEBR-X1Hygro hlavného plazmidu
inducibilného systému. Plazmid pNEBR-HG obsahuje klonovany GFP reportérovy gén
v mnohondsobnom klonovacom mieste (MCS) za regulatnym elementom 5xRE. Po
transfekcii plazmidu do vybranych bunkovych kultir klonov bol pridany RSL1 ligand.
Pridanim ligandu bola detekovand expresia GFP ¢im bola overend expresia a
pritomnost’ regulacnych molekidl Rheoreceptoru a Rheoaktivatoru exprimujicich sa
z pNEBR-RI.

O moznej fyziologickej aktivite DNMT3a hovori test globdlnej metyldcie. Klon
D3aB7 vykazoval najvicsi rozdiel v metyldcii gendmovej DNA pred a po indukcii.
K vyjadreniu orientac¢nej predstavy metyldacie genémovej DNA pred a po indukcii bola
pouzita restrikcia Specifickymi izoschzomérnymi endonukledzami Mspl a Hpall (data
neuvedené). Pre presnejSie vyjadrenie globdlnej metyacie DNA pred a po indukcii sme
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pristipili  k analyze globdlnej metyldcie = komer¢nym  kitom. 'V priebehu
niekol’kondsobného opakovania sa vyskytli problémy hlavne vysokych hodnét OD
blanku ako aj ve'mi velky rozptyl hodndt globdlnej metylédcie totoZnych, opakovane
analyzovanych vzoriek indukovanych a neidukovanych buniek. V metylaénom
protokole boli preto optimalizované niektoré doby protildtkovej inkubdcie. Po tprave
tychto podmienok, predkladany vysledok (Obr. 5.8) je najrelevantnejSim, ktory bol
touto metédou  dosiahnuty. KedZe namerané hodnoty globdlnej metyldcie su
analyzované len v jednej reak¢nej duplikdcii, ¢o nie je Statisticky vyznamny suibor,
mieru globdlnej metylacie mdzeme brat iba za orientacni analyzu fungovania
zavedeného inducibilného systému. Miera bazdlnej metylacie, ktord sme namerali
analyzou globdlnej metyldcie mdZe sdvisiet’ s dvoma aspektami. Vo vta¢ich bunkéch su
exprimované vta¢ie DNMT, ktoré sa podiel'aji na metyl4cii vtacieho gendmu. Hladina
globédlnej metylidcie namerand v neidukovanych bunkdch sdvisi najskor sich
fyziologickou aktivitou. Na zdklade globdlnej analyzy metyldcie ale nie je jasné, ¢i dand
hodnota celkovej genémovej metyldcie neidukovanych buniek nesuivisi s pripadnou
bazdlnou expresiou mySacej DNMT3a alebo je to prirodzend droveinn metyldcie DNA
vtac¢ieho gendému ustanoveného hostitel'skou metyltransferdzou. Na tdto otdzku
odpovedala qPCR. Podl'a pomerného zastipenia exprimovanych molekil mRNA
mySacej DNMT3a na zdklade qPCR je moZné tvrdit’, Ze po indukcii dochddza priblizne
k 22-krat vysSej expresii mySacej DNMT3a ako v bunkdch neidukovanych ligandom.
Takmer pét’ cyklovy rozdiel v C; medzi indukovanymi a neidukovanymi bunkami nie je
vyrazny a hovori o bazalnej expresii mySacej DNMT3a v neidukovanych bunkéch. Je
mozné, Ze hlavny plazmid pNEBR-X1H- DNMT3a sa integroval pod nejaky endogénny
promotor alebo enhancer, o vedie k expresii mySacej DNMT3a i bez pridania ligandu.
Tym, Ze dochddza k bazdlnej expresii mySacej DNMT3a i v neidukovanych bunkéch,
robi tento systém nekompatibilnym k sledovaniu vplyvu mySacej DNMT3a
v uml¢ovani provirusu. Toto zistenie viedlo k strate dostatocne negativnej kontroly
k indukovanym bunkdm, kde indukciou je mozné regulovat’ expresiu DNMT3a a tym
sledovat’ jej vplyv na umlcovanie provirusu. V Stidiu vplyvu exprimovanej mySacej
DNMT3a v umlcovani integrovaného provirusu nie je mozné jasne povedat, ¢i za
pripadné umlcanie provirusu je alebo nie je zodpovednd, kedZe sa exprimuje v oboch
pripadoch s vysokym stupfom. ZavereCnym krokom Kk zisteniu vplyvu mySacej
DNMT3a na uml€ovanie provirusu bol zavedeny inducibilny systém vyuzity k infekcii
a ndslednému pozorovaniu zmeny percentudlneho zastipenia  GFP(+) buniek
v priebehu indukcie DNMT3a. Bunky klonu D3aB7 sme infikovali replikacne
defektnym virusom AG3. Pocas doby 25 dni bol pozorovany vplyv indukcie na
umlcovanie provirusu. Na zdklade merania prietokovou cytometriou sme zistili Ze k
Ziadnemu umlcovaniu nedochéddzalo a percento GFP(+) buniek sa v priebehu indukcie u
klonov vobec nemenilo. Len u dvoch klonov bol pozorovany nédznak umlcania, ale
v Ziadnom pripade sa nejednd o umlcanie zdvislé na DNMT3a aktivite. MoZnym
vysvetlenim je vplyv stavu chromatinu v blizkosti integrovaného provirusu. Kone¢nym
zdverom sme u 99% analyzovanych klonov nepozorovali pokles percentudlneho
zastipenia GFP (+) buniek sindukovanou expresiou mySacej DNMT3a, o jasne
naznacuje Ze mySacia DNMT3a nerozpoznéva vo vta€ich bunkdch integrovany ASLV
provirus a neumlcuje ho.
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KedZze bolo dokdzané , Ze v bunkdch klonu D3aB7 sa mySacia DNMT3a
exprimuje je otdzne, preco nedochddza k umlcovaniu integrovanych provirusov. Jednou
z velmi pravdepodobnych pri¢in je odliStnost pdvodu enzymu a hostitela. MySacia
DNMT3a je odliSného povodu a nie je kompatibilnd s vti¢im umlcovacim
mechanizmom vdaka ¢omu k umlCovaniu vobec nedochddza. Obecne je mozZné
povedat, Ze na uml¢ovani sa podiel'a obrovské mnozstvo faktorov. No niektoré z tychto
nesmerovanie uml¢ovacej masinérie, ktorej sucastou je i DNMT, k vektorovej DNA.
Tymito faktormi mézu byt napr. TRIM proteiny, Daxx a iné. Je vysoko pravdepodobné
Ze 1 v pripade mysSacej DNMT3a exprimovanej v kuracich bunkdch chyba vhodny
faktor, ktory rozpoznd virusovi DNA a interakciou s DNMT dojde k jej nasmerovaniu
do blizkosti provirusu ¢im moéZe dojst’ k jeho umlcaniu. Okrem toho efektivitu aktivity
DNMT vyrazne ovplyviiuje hlavny kofaktor de novo metyltransferaiz DNMT3L
(Gowher et al. 2005). Z tohto dovodu infikované klony boli transfekované plazmidom
ktory obsahoval de novo mysaci kofaktor DNMT3L. ZniZenie percenta GFP(+) buniek
sme vSak vobec nepozorovali. Bunky po transfekcii vykazovali rovnaky GFP profil ako
bez pritomnosti kofaktoru a k umlcaniu provirusu nedoslo. Virusovy vektor je teda
v DF-1 bunkich exprimovany vel'mi stabilne. Je mozné, Ze kuracie bunky sa proti
nadmernej expresii DNMT3a brania. V cicav€ich bunkich je identifikovany Sall3
protein, ktory zniZzuje aktivitu =~ DNMT3a v cicav€ich bunkdch a je jednym
z tumorsupresorovych génov. Je mozné Ze existuje jeho vtaci analdg (Shikauchi et al.,
2009) Inducibilny systém sa ukdzal ako nedostatocny pre Stidium

6.2. Vplyv Pudskej DNMT3b na umlcovanie vektoru odvodeného od ASLV

Umlcovanie vektoru odvodeného od ASLV v hostitelovi, ktory je virusu
nepribuzny dochadza k ovela intenzivnejSiemu vplyvu metyldcie na umlCovanie
(Svoboda et al., 2000) V nasom pripade sme ku Stidiu pouZili liniu HCT116, ktora je
odvodend od kolorektdlneho karcindmu. Pracovali sme s dvomi pribuznymi liniami,
z ktorych jedna bola divoky kmeni a druhd bola deficientna v DNMT3b aktivite. Na
fyziologickej drovni sa linie medzi sebou tamer vobec neliSia. Linia DNMT3b” je
charakteristickd svojim stabilnym metylacnym profilom, ktory je takmer identicky s
liniou divokého kmena (Rhee et al.,2002). PouZité linie sa od seba odiSuju prive
pritomnostou hlavnej de novo DNMT3b. PouZitie tohto modelu pri sledovani
umlCovania retrovirusového vektoru sme mali moZnost exaktného S$tidia vplyvu
DNMT3b na umlcanie vticieho retrovirusového vektoru AG3, ktorym boli bunky oboch
linif infikované. Stidium bolo realizované na niekol’kych drovniach.

Jednak to bolo sledovanie Casovej zmeny percentudlneho zastipenia GFP(+)
buniek poc¢as doby troch mesiacov. Prvé ako aj posledné meranie, ktoré bolo spracované
a je stcastou experimentélnej ¢asti naznacuje vyrazny vplyv DNMT3b vo WT bunkéch
na umlcovanie retrovirusového vektoru. Vyplyva to z porovnania poctu klonov WT a
DNMT3b” linie, ktoré vykazovali vysoké percento GFP(+) buniek i po dlhodobej
kultivédcii. U WT buniek je to Gplné minimum, v 29dpi bol pritomny z 38 klonov len
jeden klon, ktorého nad 80% buniek exprimovalo GFP, pricom 27 klonov vykazovalo
Ziadne alebo len vel'mi nizke percento GFP(+) buniek. Na druhej strane pocet klonov
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linie DNMT3b™ |, ktoré vykazovali nad 80% GFP(+) buniek bolo z celkového poétu 55
klonov, 27. Klonov s nizkym percentom GFP(+) buniek bolo 16. Z celkového
vyhodnotenia jednotlivych merani poc¢as doby troch mesiacov je mozné jasne poukdzat’
na vel'mi stabilny pocet klonov oboch linii, ktorych percentudlne zastipenie GFP(+)
buniek sa nemeni v extrémoch viac nez 80% a menej nez 5%. Percentudlna
kategorizdcia GFP(+) buniek v medzifaze vykazuje kolisanie poctu klonov medzi
jednotlivymi meraniami. Nezrovnalosti s povodnym poc¢tom ziskanych klonov a po¢tom
klonov v niektorych meraniach suvisi so stratou niektorych klonov nedostato¢ne
sterilnou pracou. Na zdklade ustanovenych extrémov poctu klonov mdézeme povedat’, Ze
systétm WT bunkovej linie m4 silni tendenciu integrovany provirus umlc¢at’. Pri plnej
zostave metyltransferdz vo WT bunkdch bol toto oCakdvany priebeh. Medzi liniami je
mozné pozorovat’ markantny rozdiel v pocte klonov s viac nez 80% GFP(+) buniek, ¢o
jednoznacne naznacuje na mechanizmu umlcania, kde DNMT3b hrd nezastupitelni
ulohu.

Umlc¢ané klony WT linie boli ndsledne analyzované reaktivacnou procedurou a
detailnou analyzou metyldcie DNA bisulfitovou konverziou a sekvendciou. U tychto
uml¢anych klonov sme sa museli najskor presvedCit’ Ze sa skuto¢ne jednd o bunky,
ktorych integrovany provirus je dplne umlcany v celej populdcii a Ze sa nejednd o
negativnu bunku klonu bez provirusu. Sortovaci pristroj s urcitou frekvenciou chybuje a
rozpozna negativhu bunku ako pozitivnu, obzvlast ak pozitivnych buniek je pri
sortovani pomenej a prevladaji negativne. Preto sme potrebovali overitt pritomnost
provirusu. Pre potvrdenie jeho integracie v umlCanych klonoch WT linie, v ktorych
percentudlne zastupenie GFP(+) buniek sa bliZilo k nule, boli analyzované PCR proti
provirusovému génu GFP. Tym bolo zistené, ¢i vobec to o povaZzujeme za klon
s uml¢anym provirusom nie je negativne zaradend bunka pri povodnom sortovani. U
Siestich z dvandstich klonov bol detekovany GFP odpovedajici PCR produkt. U
zvySnych klonov nebol detekovany, co by predznamendvalo pricu s klonmi bez
provirusu. Je mozné Ze PCR reakcia neprebehla u zvysnych klonov dostatocne ucinne.
Pravdepodobnost’ nepritomnosti provirusu v umlcanych klonoch zniZuje sekvendcia
konvertovanej DNA provirusu, ktorou boli detekované provirusy u inych klonov
s takmer nulovou populdciou GFP(+) buniek. Pritomnost” provirusu v bunkach klonov
s nizkym percentom GFP pozitivity tieZ dokazuje reaktivicia inhibi¢nymi ¢inidlami,
kde u niektorych doSlo aspon k minimdlnej reaktivacii. Priladom su uplne uml¢ané
klony H3, a H8. Takze riziko, Ze pracujeme s negativnymi bunkami bez provirusu je
vel'mi nizke, ked’Ze sme u vicsiny klonov provirus detekovali.

Pre objasnenie povodu mechanizmu umlc¢ania retrovirusovych vektorov klony
s minimalnym alebo vel'mi miernym percentudlnym zastipenim GFP(+) buniek boli
reaktivované inhibitormi DNMT aktivity 5-azaC a HDAC aktivity TSA. Tieto
reaktivacné ¢inidl4 sa pouZivaji pre aktiviciu uml¢anych provirusov ako aj aberantne
metylovanych génov. Napr. v bunkovej linii HCT116 bolo detekovanych mnoho
metylovanych tumorsupresorovych génov, ktoré sa reaktivovali reaktivacnymi
¢inidlami. Okrem toho v HCT116 linii sa Studovali mnohé zmeny na tdrovni d’alSich
epigentickych modifikacii ako je metylacia DNA a histondeacetylédcia. Pri aplikovani
TSA dochadza k acetylacii H3K9, metylacii H3K4; metyldcia H3K9 sa vSak nemeni.
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Pri pouZiti 5-azaC doslo k strate inhibi¢nej modifikdcie metyldcie H3K9 (Meng et al.,
2007) Moznost reaktivacie provirusov nami vybranych klonov tejto linie bola
vyhodnocovana prietokovou cytometriou 2 dni po aplikovani reaktivaéného cinidla.
Casovd rezerva 2 dni od pridania inhobitoru po vyhodnotenie je potrebd pre priebeh
bunkovym cyklom, aby sa prejavil inhibi¢ny ucinok c¢inidla. Obidva inhibitory st pre
bunky toxické. Pre reaktivaciu boli zvolené koncentricie, pri ktorych populdcia buniek
nebola masivne zredukovand pri €o najucinejSej reaktivacii. Ale aj pri tychto limitnych
koncentracidch bola zistend vysoka citlivost HCT116 k inhibitorom, ktord sa prejavila
vysokou bunkovou dmrtnostou. Pouzitim 5-azaC sme sledovali vplyv metyldcie DNA
na umlcanie provirusov. 5-azaC inhibuje DNMT aktivitu ¢im dochddza k demetylacii
DNA provirusu a obnove jeho transkripcnej aktivity. Vybrané klony WT linie boli
vyrazne reaktivované 5-azaC, ¢o predznamendva doleZité postavenie metylacie DNA
v umlCovani provirusu. Provirusy ktoré boli takto reaktivovatené si teda najskor
uml¢ané DNMT zavislym spdsobom.

Zaroven vela klonov WT linie nebolo reaktivovanych ¢o naznacuje na ich
dlhotrvajice umlcanie. V pripade dlhotrvajiceho uml¢ania provirusu sa modzu
uplatiiovat’ i mechanizmy nezdvislé na metyldcii DNA. V pripade, Zeby dlhotrvajice
umlcanie provirusu bolo zavislé len na metylacii DNA, doslo by k reaktivicii provirusu
za pouzitia 5-azaC. Transkripcnu aktivitu integrovaného provirusu velmi vyraznym
spdsobom ovplyviiuje stav chromatinu v mieste integracie (Barr et al., 2005). Ak je
provirus integrovany v transkripne aktivnej oblasti relaxovaného euchromatinu,
nedochadza k jeho umlcaniu, ba priam je proti nemu chrdneny. V pripade klonov, kde
aktivita provirusu ako aj jeho schopnost reaktividcie je minimdlna modZe svedcCit o
integraCom mieste v oblasti stabilného heterochromatinu s vysokou hustotou
represivnych epigenetickych modifikdcii.  Represny charakter tychto oblasti je
permanentne udrziavany priamou interakciou de novo DNMT s HP1 proteinom. S
komplexom DNMT a HP1 su kolokalizované d’alSie aktivity ako HDAC a histon H3K9
metyltransferdzova aktivita. S N- termindlnou doménou de novo DNMT asociuje hlavny
represny protein MeCP2, ktory priamo rozpozndva metyloavany cytozin. MBD proteiny
rozpoznavajuce m’C a svojimi transkripnymi represivnymi doménami prispievaju
k uml€aniu ako aj rozSireniu metylacnej vlny veducej k tvorbe heterochromatinove;j
Struktary. Zaroven MBD proteiny poOsobia antagonistisky voc¢i vplyvu aktivnych
remodela¢nych komplexov. Oblasti heterochromatinu sd teda hypermetylované a
bohato modifikované. Hypermetylatnou vlnou mdZe byt zasiahnuty integrovany
provirus v jej blizkosti a uml¢any natol’ko, Ze nemusi dochddza ani k jeho k reaktivacii
silnymi inhibitormi. V tomto pripade hovorime o pozi¢nom vplyve heterochromatinu
(Bachman et al., 2001).

Ako je zvysledku reaktivacie viditelné DNMT zdvisly spdsob umlcania je
v tizkej koopericii s HDAC aktivitou, ¢o bolo dokdzané taktiez efektivnou reaktivaciou
umlcanych provirusov za pouzitia TSA. No primarnym reaktivacnym cinidlom je 5-
azaC, Co nasvedcuje dolezité postavenie metylacie DNA v procese transkripéného
umlcania. Transkripné umlCovanie prebieha teda na urovni chromatinu a jeho
represnych modifikdcii, ale metyldcia DNA tu zohrdva obzvl4st’ rozhodujicu tdlohu.
Faktory metylacnej maSinérie velmi intenzivne s DNMT aktivitou kooperuju a je
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pritomnd v uml¢ovacom mechanizme. D4 sa povedat’ Ze u WT buniek je DNMT zavisla
cesta uml¢ania provirusu majoritnym mechanizmom umlc¢ania. Okrem nami ziskanych
vysledkov by vSak bolo zaujimavé porovnanie reaktivicie za pouzitia kombinicie
inhibitorov s postupnostou pouzitia 5-azaC a za nim po 24 hodinidch TSA. V pripade
pouZzitia konsekvencie podania inhibitorov v tomto poradi doSlo az k 10- ndsobnému
zvySeniu u¢inku TSA na uml¢any provirus a obnove jeho aktivity. D4 sa teda tvrdit, Ze
DNA metylacia ma ovela represivnejSie dosledky ako samotnd deacetyldcia histénov,
ktora je lahSie zvrétitelnou epigenetickou modifikdciou. HDAC aktivita sa najskor
uplatnuje v prvych fazach uml€ania provirusu, DNA metyldcia je definitivhym
represivnym dosledkom uZz pritomnych represivnych epigenetickych modifikacii
(Lorinz et al., 2000). V naSom pripade k takémuto kroku sme nepristipili, pretoze
majoritnd ¢ast’ buniek po podani inhibitoru vykazovala silny toxicky efekt inhibitorov a
odumierala. Po pridani d’alSieho inhibitoru by doslo ktotdlnej eliminécii bunkovej
kultdry. TaktieZ by bolo zaujimavym sledovat’ moZnost’ obnovenia expresie uml¢aného
provirusu v priebehu ¢asu priebeznou reaktivdciou inhibitormi. Frakcia bunecne;j
populécie klonu by bola reaktivovand v priebehu merania, ¢im by sme mohli presnejSie
identifikovat’ vplyv utvdrania progresivnejSej metyldcie a uml€ania provirusu v case.
Pravdepodobne by sa tuc¢inok reaktivaénych cinidiel zniZzoval s Casom ustanovovania
metyldcie, ¢o by znamenalo intenzivnejSiu provirusovu represiu metyldciou a d’al$imi
modifikdciami 5° LTR. Reaktivacia v skorych fazach po infekcii by pravdepodobne
bola u¢inna najmi za pouzitia TSA. S Casom by zrejme vplyv TSA na reaktiviciu klesal
a zvySovala by sa ucinnost’ 5-azaC inhibitoru (Katz et al., 2007). Zaroveil je otdzne,
ktoré miesta provirusu si metylované preferencne. Je zndme Ze provirusy obsahujd tzv
cis represor viazbové oblasti a Ze oblast PBS a iné su citlivymi pre zahdjenie
represivneho stavu metylaciou. Metylacnd vlna sa nédsledne pravdepodobne rozsiri do
CpG bohatej oblasti LTR. Metyldaciou DNA je vSak postihnuty cely provirus ako aj
gény, ktoré nesie. Vysledok sekvendcie po bisulfitovej konverzie jasne ukazuje bohatd
metylaciu vo vSetkych 8 klonoch WT linie, ktoré sme analyzovali. Klony vykazuju
vel'mi nizke percento GFP(+) buniek pred bisulfitovou analyzou. St bohato metylované
¢o jasne naznacuje na mechanizmus umlCania spojény s metyldciou DNA. Z bohato
metylovanych mé najniZsiu hodnotu metylécie provirus klonu H3 (51%), najvyssiu zasa
provirus klonu F4 (82%). U WT klonov nebol bisulfitovou reakciou a ndslednou
sekvenéciou detekovany hypometylovany provirus.

Casové sledovanie uml¢ovania ASLV vektrou v DNMT3b deficientnej linii.

Pri sledovani ¢asového priebehu provirusy klonov DNMT3b™ linie uZ pri prvom
merani vykazovali velmi jasné extrémy vysokého poctu klonov s nizkym a vysokym
percentudlnym zastipenim GFP(+) buniek. V porovnani s Wt klonmi je az 24 klonov,
ktorych minimédlne 80% bunkovej populdcie exprimuje GFP. Na druhej strane klonov
s minimdlnym percentom GFP(+) buniek je 16. Tieto dva pozorované extrémy sa
udrzali aZz do konca merania. Pocet klonov s vysokym percentom GFP(+) buniek
pretrvava, ¢o v porovnani s WT vel'mi jasne naznacCuje na vyznam absencie DNMT3b.
Klony, ktorych provirus bol u¢ine uml¢any boli predmetom reaktivacie ako v pripade
WT linie. Vyraznym rozdielom v reaktivacnom profile medzi WT liniou a DNMT3b™
je ucind reaktivacia uml¢anych klonov TSA inhibitorom. Okrem toho je reaktivovanych
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ovela viac klonov s umlfanym provirusom, ¢o predznamendva menej U¢iny stupen
umlcania. Umlcanie najskdor prebieha na drovni remodeldcie chromatinu vd’aka
histondeacetyldzovej aktivite. Zda sa Ze prave HDAC aktivita je podstatnd vel'mi kratko
po infekcii a asociuje a s DNA provirusu, ¢im dochddza k skorej represii virusove;j
transkripcie na trovni chromatinu. Na tomto skorom umlCani provirusu sa mdzZu
podielat’ hostitel'ské faktory ako Daxx, TRIM protein a iné. Na druhe;j strane, v klonoch
s minimdlnym percentom GFP(+) buniek integrované provirusy mézu byt uml¢ané na
zéklade pritomnosti DNMT1 a DNMT3a. Metyltransferdzy medzi seboou vzdjomne
kooperujd, ¢o mdze viest k provirusovej metylacii a uml¢aniu. M6Ze tomu naznacovat’
menej ucinnd reaktivicia klonov za pritomnosti 5-azaC. Ako bolo dokdzané po
posobeni TSA uml€anie provirusu bolo znovu obnovené u skupiny uml¢anych klonov a
GFP expresia bola detekovand v d’alSich bunkovych cykloch. Strata GFP expresie bola
pozorovand asi po tyZdni. To znamend, Ze provirus je sice reaktivovany, ale integracné
miesto provirusu je znacené represnymi epigenetickymi modifikdciami, ktoré vedu
k jeho opdtovnému umlc¢aniu (Katz et al., 2007).

Klony ktoré sme analyzovali bisulfitovou konverziou vykazuji vel'mi nizke
percento GFP(+) buniek. Po sekvenicii sme zistili, Ze nemaju tak jednoznacny
metylacny profil ako u analyzovanych klonoch WT linie. Na zdklade ziskania
metylacnych profilov méZeme uml¢ané klony rozdelit’ na dve kategérie. Stbor klonov
D2, D4 a D11, je charakteristicky minimdlnou expresiou ako aj metylaciou LTR
provirusov. Klon D2 mé od ostatnych trochu odliSny metylacny motiv, kedze dve
z piatich analyzovanych sekvencii su plne metylované. Klon vykazuje nizku, ale predsa
nejakud hladinu GFP pozitivity a zrejme pri bisulfitovej konverzii bola analyzovana cast’
GFP(+) buniek, kde provirus bol nemetylovany. Ni¢ to nemeni na situécii, Ze vSetky tri
klony st uml¢ané a hypometylované. Metylacny mechanizmus DNMT3b™ je naruSeny
a nastupuje iny mechanizmus, ktory je nezavisly na metylacii DNA. Hlavne sa moZze
jednat o umlCovaci mechanizmus stvisiaci s chromatinovym stavom a jeho
modifikdciami, ako napr. deacetyldcia a metyldcia histénov ako aj s inymi represnymi
modifikdciami. Tento sp6sob umlc¢ania, ktory je primarne nezdvisly na de novo aktivite
DNMT nie je nijak neobvykly, ale je vel'mi Casty a primdrne iniciaCny. Napr.
k uml¢aniu MoMLYV dochadza uz po dvoch dnoch od infekcie, pricom metyldcia DNA
sa objavuje 8-16 dni po infekcii (Pannel et al., 2000). Chromatin zéavisly spdsob
umlcania je rozhodujicim v ustanoveni latentného stavu HIV-1 provirusu. HIV-1
provirus je hypometylovany ale transkripne uml¢any. DNA metylacia sa objavuje ako
neskor$i dosledok ustanovenia latencie a nie je rozhodujica pre pociato¢né provirusové
umlcanie. Latencia je kontrolovand transkrip¢nou interferenciou ako aj chromatin
zavislym spdsobom umlcania, bez vyraznej LTR metylacie ¢o vedie k pomerne 'ahkej a
ucinnej reaktivicii umléaného provirusu (Blazkova et al., 2009). Na druhej strane vSak
z bisulfitove] konverzie tiez vyplyva, Ze metylacny mechanizmus v DNMT3b
deficientnej linii je zachovany a uplatiiuje sa v umlcovani. Len pre pripomenutie WT
linia a DNMT3b deficientnd linia sa z hl'adiska globdlnej metyldcie gendmu takmer
vObec neliSia. V deficientnej linii je vSak vyrazne naruSeny de novo metylacny
mechanizmus na zdklade nepritomnosti DNMT3b. DNMT3b aktivita v deficietnych
klonoch moze byt dcinne nahradend de novo aktivitou DNMT3a a slabou de novo
aktivitou DNMT1 (Fatemi et al. 2002). Jednym z modelov DNMTI a DNMT3a
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kooperacie spociva v modifikacii niekol’kych CpG dinukleotidov DNMT3a a nasledne
DNMT1 aktivitou ddjde k rozsSireniu metyldcie do vacsej oblasti. Vdaka tejto
dymanickosti metylacnej masSinérie dojde k zahrnutiu provirusovej sekvecie a k jej
metyldcii v mieste integrdcie. D4 sa povedat, Ze mechanizmus chromatinového
umlcania nezdvisly na metylacii DNA je nepochybne uciny, ale pripad metylovanych
klonov B8, B9, D3, D8 a D6 deficientnej linie potvrdzuje pritomnost’ jednej alebo
oboch zuz uvedenych DNMT aktivit pri absencii hlavnej de novo DNMT3b. Této
aktivita DNMT je zrejme len akymsi pridavnym mechanizmom uml¢ania (Pannel et al.,
2000).

Z potiatoéného stavu 55 klonov DNMT3b™ linie bolo uml¢anych 16 klonov.
Vd’aka naruseniu de novo metylacie absenciou DNMT3b je ovela menej efektivny de
novo DNMT zdavisly mechanizmus uml€ania. Pridve u tychto klonov bude
pravdepodobne prevladat’ DNMT nezdvisly mechanizmus umlcovania.

U WT linie bol zrejme len maly pocet klonov uml¢anych DNMT nezavislou
cestou, o aj naznacuje metylacny profil dsmych analyzovanych WT klonov. Z 6smych
nie je ani jeden nemetylovany. To naznacuje Ze umlcanie klonov nezdvislé na de novo
metylacii u nich bude pravdepodobne minoritnym mechanizmom uml¢ania a DNMT3b
sa bude vumlCovani uplatiovat velmi Casto a bude velmi dodlezitym faktorom
umlcovacej masinérie.

Bunkové linie WT a DNMT3b” odvodené od kolorektdlneho karcinému sa od
seba odliSuju sice vel'mi mierne a z fyziologického hl'adiska su takmer identické, ale
z hl'adiska mechanizmu umlcovania sa zdsadne odliSuji v pritomnosti de novo
DNMT3b. Obe linie boli kultivované pri rovnakych podmienkach a infikované
rovnakym virusom, ktory ma takmer ndhodny vzorec integricie. Keby DNMT3b
nehrala vo WT bunkdch rozhodujicu dlohu v umlcani provirusu, uml¢any profil WT
buniek ako aj pocet klonov prislichajici k jednotlivym intervalom percentudlneho
zastipenia GFP(+) buniek klonov by vykazoval vel'mi podobné az totozné vysledky
s deficientnou liniou.
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7. ZAVER

Cielom predkladanej diplomovej prace bolo Stidium vplyvu de novo DNMT na
umlcovanie retrovirusového vektoru odvodeného od ASLV. Vplyv mySacej DNMT3a
na umlCovanie bol pozorovany za vyuZzitia cicav¢ieho inducibilného systému, ktorym
bolo mozné regulovat’ expresiu DNMT3a v bunkach kuracej linie DF-1.

Vplyv l'udskej de novo DNMT3b na uml€ovanie vektoru bol pozorovany vo WT
a DNMT3b deficientnej nddorovej linii HCTI116 odvodenej od kolorektdlneho
karcinému.

V tejto praci boli ziskané nasledujice vysledky:

1. NasSe vysledky naznacujui Ze mySacia DNMT3a exprimovand v kuracich
bunkdach nerozpoznava retrovirusovy vektor odvodeny od ASLV pri jej zvySenej
expresii vdaka pravdepodobnej absencii Specifického faktoru, ktory DNMT
nasmeruje k virusovej DNA.

2. Pri zvySenej expresii mySacej DNMT3a v kuracich bunkdch nedochddza
k umlCovaniu transkripnej aktivity vtaCieho retrovirusového vektoru
integrovaného v DF-1 bunkéch.

3. Ludskd DNMT3b zasadnym sposobom ovplyviiuje umlCovanie retrovirusového
vektoru vo WT bunkéch linie HCT116 odvodenej od l'udského kolorektdlneho
karcinému.

4. Majoritny umlcovaci mechanizmus ovplyviujici transkripéni aktivitu
integrovaného vektoru vo WT bunkdach HCT116 linie je zavisly na de novo
aktivite pritomnej DNMT3b, ¢o potvrdzuje vysoky pocet klonov s transkripéne
aktivnymi provirusmi v DNMT3b deficietnej linii.

5. Umlcané klony WT linie boli efektivne reaktivované 5-azaC, inhibitorom
DNMT aktivity, ¢im sme potvrdili umlCovaci mechanizmus zavisly na
DNMT3b aktivite.

6. VDNMT3b deficientnej linii dochddza k umlCovaniu provirusu, no
mechanizmus, ktorym sa tak deje je z velkej Casti nezavisly na de novo aktivite
DNMT. Vyrazne sa tu uplathuje mechanizmus umlcania zdvisly len na
chromatinovom stave a jeho modifikaciach.

7. Umlcané provirusy DNMT3b deficientnej linie si vel'mi Gc¢ine reaktivovatel'né
za pouzitia TSA, ¢o potvrdzuje odliSny sposob umlcania vektoru ako v klonoch
WT linie.
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