Abstrakt

Epigenetické mechanizmy transkrip¢ni regulace a modulace genové exprese
pomoci RNA interference se staly vyznamnymi nastroji pro studium fady bunéénych

mechanizmil véetné nadorové progrese a virové latence

Pokroky v profilovani genové exprese poskytuji nastroj k detekci
kandidatnich genti zGcastnénych v tomto komplexnim procesu a pfinasi dalsi
moznosti v diagnostice a specifické 1€cbé nadorovych onemocnéni. V této praci
porovnavam pomoci mikrocipové technologie expresni profily metastazujici a
nemetastazujici linie bun€k trasformovanych genem v-src. Transkripéni faktor
homeodomain only protein X (HOPX) byl identifikovan jako jeden z diferencialné
exprimovanych gentl. Aktivita genu HOPX v riznych typech nadorti byva
kontolovana zejména metylaci jeho promotoru. Roli HOPX v metastatickém
procesu jsem potvrdila inokulaci bunék s modulovanou expresi HOPX do
syngennich kufat. Po snizeni exprese HOPX pomoci shRNA vykazovala pivodné
metastdzujici linie mens$i metastatickou kapacitu in vivo. Dals§i genomova analyza
identifikovala soubor genl ovlivnénych snizenou expresi HOPX. Tato data
demonstruji, ze HOPX je gen asociovany s metastazovanim a snizeni jeho exprese
vede k potlaceni metastatické aktivity bunck transformovanych genem v-src zménou

expresnich vzorct.

Ve druhém projektu jsem se vénovala latenci viru HIV-1. Antiretrovirova
terapie (ART) efektivné zastavuje replikaci viru HIV-1. Nicméné virus HIV béhem
ART perzistuje v transkripéné umlcené ale replikacné kompetentni formé diky
dlouho Zijicim a proliferujicim latentné¢ infikovanym CDA4+ T-buiikdm. Jedna ze
strategii k odstranéni viru HIV-1 je aktivovat virovou transkripci s pouzitim latek
revertujicich latenci a potencialné spustit cytolyzu nebo odstranéni infikovanych
bunék prostfednictvim imunitni odpovédi. Metylace CpG a pfitomnost represivni
histonové modifikace je pravdépodobné vyznamnym krokem ve vytvofeni
umlcéen¢ho stavu proviru. V této studii vyuzivame bunécny klon nesouci latentni
mini-provirus HIV-1, jehoz reaktivace mize byt méfena dle procenta bunék
pozitivnich na GFP. Tento klon vykazuje vysoky stupeit metylace DNA na prvnim

ostrové CpG 5'LTR a latentni provirus je zde rezistentni k reaktivaci. V této

modelové bun&éné linii jsem pomoci siRNA sniZila expresi DNA metyltrasferazy 1



a 3B (DNMTI1 a DNMT3B), nebo histonové deacetylazy 2 (HDAC?2) a analyzovala
reaktivaci proviru HIV-1 pomoci latek spoustéjici signalni drahu NF- kB a stupen
metylace DNA na 5'LTR. Prokazala jsem, ze snizené mnozstvi DNMT1, nikoli

DNMTS3B ¢i HDAC2, piispiva k ¢astecnému ubytku metylace na 5'LTR.

Tteti studie je zaméfena na metylaci DNA na 5'LTR lokusu endogenniho
retroviru ERVWEL1 koédujici lidsky fuzogenni glykoprotein Syncytin-1. Tento gen se
ucastni diferenciace placentalniho syncytiotrofoblastu. Nicméné zvySena exprese
Syncytinu-1 byla prokdzéna i v seminomech. Seminomy patii do skupiny tumort
testikularnich zarodeénych bunék (TGCT), které vznikaji z primordialnich
zarodecnych bunék, jez prosly procesem celkové demetylace. Piedpokladame, ze
obnovend exprese ERVWEI muze byt ptimym disledkem hypometylace genomu
v bunikdch seminomu. Analyzovala jsem proto hladinu 5-metylcytosinu (5-mC) a
demetyla¢niho intermedidtu 5-hydroxymetylcytosinu (5-hmC) na promotoru
ERVWE1 pomoci bisulfitového a oxidativniho bisulfitového sekvenovani
v n¢kolika vzorcich seminomi. Z vysledkii vyvozuji, ze demetylace DNA na

promotoru ERVWE] v seminomech ptedchdzi expresi Syncytinu-1.
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