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Integrujte se
a mnozte se

RETROVIROVA INTEGRACE

Za objev integrovanych provir byla roku 1975 udélena
Nobelova cena. K tomuto objevu vyznamnou mérou pfispél
svymi experimenty také prof. Jan Svoboda. Co vime o integraci
retrovirl dnes a jak dokazeme tyto informace vyuzivat?

lex! DALIBOR MIKLIK

MIMO infikovanou bufiku jsou retroviry
Casticemi, které nesou svou genetickou infor-
maci zakodovanou v molekulach RNA, Brzy
po vstupu do buiiky vEak virové enzymy tuto
informaci pfepisuji do molekuly DNA, ktera
se o chvili pozdéji stava soudisti jaderné
DNA buniky - bunééného genomu. Vkladani
virové DNA do genomu infikované buiiky
neboli integrace je esencidlnim a charakteri-
stickym krokem retrovirového replikaéniho
cyklu. Znemoznime-li retrovirim integraci,
je schopnost nasledné exprese retrovirovych
geni a produkee virového potomstva velmi
omezena, ne-li Gplné znemoZnéna. Také pro-
to jsou litky blokujici retrovirovou integraci
soudisti antiretrovirovych terapii. Vytvoreni
proviru, tedy integrované formy retrovirové
DNA, mid za nisledek rovnéz stilou infekei
bunky. Provirus se stava genem bufice viast-
nim a je prediavan do bunék deefinych.
Pritomnost provird zpasobuje komplikace
spojendé s retrovirovou infekel. Buniky totiz
postradaji schopnost zbavit se této para-
zitické DNA. Jednou z moznosti, jak maze
napadend bufika zamezit mnoZeni retroviru,
je zablokovani aktivity genh proviru. Obeené
se fenomén takového vypindni genl nazyva
epigenetickym umléovinim genové exprese,
Toto uml¢ovini genové exprese proviru je
uZiteéné pfi zpomalovini Sifeni infekee,
aviak pfitomnost umléenych provird kom-
plikuje Gplné vyléceni retrovirové infekee.
Schopnost integrace retrovirové DNA vybizi
k vyuiiti retrovird ve formé tzv. retrovirovych
vektori. Virovymi vektory mame obecné
na myslhi viry, jejichz geny jsou metodami
genového inZenyrstvi nahrazeny geny, které
maji byt preneseny do cilové bunky. Retroviry
nabizeji viastnosti, které se rovnaji viast-
nostem idedlnich virowych vektord - mo-
nost stalé exprese pieniseného genu nejen
v infikované bufice, ale také v celé linii bunék
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deefinych. Virové vektory schopné takowé
stabilni exprese pak nalézaji vyuziti nejen
pii vyzkumu funkee gend, ale také pii vivoji
celych transgennich organismi éi v huméan-
ni medicing pii l6¢bé nékterych vrozenych
vad - genové terapii. I pfes své vlastnosti maji
soucasné retrovirove vektory k idedlu daleko.
Také retrovirové vektory totiz podléhaji epi-
genetickému umléovini a samotnd integrace
vyvolavi obavy z moZného naruseni a posko-
zeni genomu hostitelské bufiky. K pochopeni
vyhod a problému provazejicich retrovirové
vektory je viak potfeba blize porozumét sa-
maotnémil procesu integrace.

Integrace retrovirové DNA je typem re-
kombinace, kteri je katalyzovidna virovym
enzymem integrizou. Integriza je pritomna
jiZ v retrovirové éastici a na virovou DNA se
vike ihned po jejim vytvoteni reverzni tran-
skriptazou. K bunéénému genomu se dostava
preintegracni komplex skladdjici se z DNA,
integrazy a dalfich virovych a bunéénych
proteini. Ackoliv jde funkéné stile o stejny
enzym, lisi se integrazy mezi jednotlivy-

mi skupinami retrovird svou strukturou

a schopnosti interagovat s bunéénymi
proteiny. A privé ona interakee s bunéény-
mi proteiny déva riznym retroviram jejich
specifické vlastnosti, které mohou ovliviiovat
dalsi pokradovani replikaéniho cyklu a jejich
piipadné vyuziti jako retrovirovych vektord.

1 pfestoze je virova integraza in vitro sama
schopna katalyzovat integraci retrovirové
DNA, je situace in vivo, tedy v Zivé bufice,

o néco sloZitéjsi. K efektivni integraci totiz
virova integraza potiebuje pomoc bunéénych
proteind, které preintegraéni komplex

k jaderné DNA pfitahuji. Jako prvni bunéé-
ny faktor hrajici roli v retrovirové integraci
byl identifikovan protein LEDGF/p7s, ktery

k jaderné DNA pritahuje virus lidské imuno-
deficience typu 1 (HIV-1). AZ v neddvné dobé

byly objeveny proteiny interagujici s inte-
grazami daldich retrovird. Konkrétné ilo

o mysi leukemicky virus a virus zplisobujici
ptaéi leukdzy. Zamezeni interakee virovych
integraz s jejich bunéénymi protéjsky vyraz-
né ovliviiuje schopnost retrovird integrovat
svou DNA do genomu host itelsk','f:h bunék.
Neni tedy divu, Ze se tyto interakee staly
potencidlnim cilem pro dali generaci litek
omezujicich replikaci retrovird,

Interakee s bunéénymi proteiny viak ma
idali roli v retrovirové integraci. Retroviry
necili svou integraci do jednoho konkrétniho
mista v genomu, ale ani se neintegruji uplné
nihodné. Genom buriky toti neni jen holym
fetézcem nukleotidi. Vétsina bunéiné DNA je
v komplexu s nepfebernym mnoZstvim pro-
teini s enzymatickymi aktivitami éi plnicimi
strukturni role. Kombinace proteini spolu
s vlastnostmi DNA v daném misté genomu
pak Casto definuji funkéni éasti, které mohou
hrit roli pri fizeni transkripéni aktivity
dané genomové oblasti ¢ zaujimat rizné role
v trojrozmérmé struktufe jaderné DNA. Pravé
podle proteini a jejich modifikaci rozeznd-
vime rlizné typy chromatinu - charakteris-
tické viastnosti maji napf. zadatky aktivnich
geni (promotory), jejich vnitini ésti nebo
enhancery - &asti DNA regulujici aktivitu
promotoerd vzdalenych a2 tisice nukleotidi da-
leko. A pravé proteiny pritahujici retrovirové
integrazy k hostitelské DNA jsou ty, které
interaguiji se specifickym typem chromatinu.
To zptisobuje nendhodnou distribuci proviri
v genomu hostitelskych bunék.

Z pohledu retrovirové integrace dokazeme
rozeznat tfi vzory vybéru mist integrace.
Takovy vzor, ktery se podoba zeela nahodné-
mu vybéru mista pro integraci, byl pozorovan
napft. u ptacich vir( vyvolavajicich leukozy.
Vyrazné cileni do vnitinich ¢asti aktivnich ge-
nii bylo pozorovino u HIV-1. O tomto lidském
zastupei lentivira také vime to, Ze se pied-
nostné integruje do okrajovych éasti bunéé-
ného jadra, které jsou blizké jadernym porim
- brandm do bunééného jadra, jez lentiviry
pro vstup do jadra vyuzivaji. Ziefmé nejuzsii
profil integrace byl popsan pro mysi leuke-
mické viry, které svou integraci cili do oblasti
promotort a enhancerd., Tyto retroviry se tedy
s oblibou integruji do regulaénich oblasti, jez
zasadnim zpisobem oviiviiuji aktivitu gent.

Zatim miZeme pouze spekulovat o vy-
znamu existence takového vybéru mista
integrace pro rizné retroviry. Jednoducha
logika napovida, Ze vybér aktivnich gent &
aktivnich regulaénich oblasti mize vést ke
zvyiené pravdépodobnosti dspésné produk-
ce virového potomstva. Nase vysledky napf.
ukazuji, Ze jsou-li savéi buiiky infikoviny
ptaéimi retroviry, je expresni aktivita jejich
provirt velmi uéinné umléovina. Jsou-li
viak tyto proviry integrovany v blizkosti
aktivnich promotord, odolavaji umléova-
ni a vykazuji vysokou stabilitu exprese.
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Experimentalni tlak na expresni aktivitu
tak v tomto piipadé vede k akumulaci provi-
rit v mistech genomu, kam se jiné retroviry
integruji vlivem interakece s vybranymi bu-
nécnymi proteiny. Potvrdit ¢i vyvratit teorii
o roli integracni preference v replikaénim
cyklu retrovira vsak maze az dalsi vyzkum.

V devadesityeh letech 20. stoleti byly
retrovirové vektory odvozené od mysich
leukemickych virt veelku aspéiné pouzity
pro experimentilni lécbu tézké kombino-
vané imunodeficience, kdy je kvali mutaci
jediného genu zeela vytazen imunitni sys-
tém pacienta. | pies uspésnou aplikaci se na
prelomu 21. stoleti do historie genové terapie
nechvalné zapsala experimentalni léc¢ba
détskych pacienta v Londyné a Pariii. Ac-
koliv u 17 z 20 pacient doslo k alespon éis-
teéné obnové funkei imunitniho systému,
u 5 pacienti se rozvinula leukémie a jeden
pacient ji podlehl. Pozdéjsi vyzkum ukizal,
#e leukemické buiky obsahovaly proviry
vektoru v blizkosti promotord protoonkoge-
nu, Inzeréni aktivace zpisobend integraci
vektori tedy vedla k nezadouci aktivaci
téchto geni, krerd vydstila az v rozvoj leu-
kémie. Tato smutna udilost zphsobila poza-
staveni aplikace retrovirové genové terapie.
Na druhou stranu ale vedla k intenzivnimu
vyzkumu integrace retrovirid a k vyvoji bez-
pecnéjsich retrovirovych vektord.

Dnes vyuZivané retrovirové vektory casto
patfi do kategorie samoinaktivujicich se
vektord, které pro expresi piendseného genu
nevyuzivaji své plivodni reguladni sekvence,
nybri sekvence, jeZ by nemély vykazovat
inzeréni aktivaci. Do vektora jsou vklidany
i takové sekvence, které by mély proviry
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brinit pied umléovianim jejich exprese.
Vyuzivany jsou také nové generace lentivi-
rovych vektori, tedy vektort odvozenych od
HIV ¢&i jemu pribuznych retrovird, Lentiviro-
vé vektory totiz primarné necili na regulaéni
oblasti, a predstavuji tak mensi riziko naru-
seni regulace bunéénych geni. MoZné je také
vyukiti ptacich retrovird, které vykazuji nd-
hodnou distrib
preference vektora pomoci cileného ovliv-
néni interakee integrazy a jejich bunéénych
partnerd je dalsi moZnosti, jak pfedchdzet
pripadnému narudeni expresnich regulaci

1 proviri. Zména integracni
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v genomu. Svatym gralem je pak vytvofeni
takovych vektori, které svou integraci cili
do konkrétnich mist genomu, jez pfedstavuji
minimalni riziko z pohledu naruSeni geno-
mu a zaroven umoznuji spolehlivou aktivitu
proviru, Dodnes se viak takové cilené inte-
grace nepodafilo dosdhnout.

Objev schopnosti retrovirt integrovat
svou genomovou DNA patfi mezi ty, které
zasadné ovlivnily nejen pohled na retroviry,
ale také vyzkum v molekulirni genetice.
Litky zamezujici integraci jsou souédsti
antiretrovirové lechy HIV a integrujici se
retrovirové vektory jsou dnes v laboratofich
po celém svété vyuZivany jako béEné nastroje
pro pienos geni. PouZiti retrovirovych
vektord v humanni medicing pak dalo ziklad
oboru genoveé terapie. I kdyz je lécha genovou
terapii stile lé¢bou experimentilini, probihaji
po svété desitky klinickych testd vyuiivaji-
cich rizné typy virovych vektord. Ani v po-
slednich letech neni nouze o nové informace
definujici retrovirovou integraci. Aktusilni
vysledky zakladniho vyzkumu retrovirové
integrace také ukazuji, Ze se i v budoucnu
miizeme tésit na novinky, které mohou posu-
nout jak metody léchy pacienta infikovanych
H1V, tak vyvoj retrovirovych vektori. e
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