Abstrakt

Enhancery jsou distalni cis — regulacni sekvence DNA, které reguluji (zesiluji)
transkripci genu fizenou z promotoru. Enhancery se nachazeji v nekodujici DNA pied, ¢i za
genem nebo v intronech ¢i kddujicich oblastech vzdalenych az mnoho kilobazi od genu.

Superenhancery jsou nové objevena seskupeni mnohocetnych enhanceri, které hraji
zasadni ulohu pii aktivaci tkanové specifickych gent, uréeni buné¢né identity a indukci
diferenciace.

PU.1 je transkripéni faktor (TF) nezbytny pro normalni krvetvorbu, konkrétn¢ pro
vyvoj myeloidni a lymfoidni krevni fady. Piesna koncentrace PU.1 je zodpovédna za
diferenciaci krvetvornych bunék do odliSnych bunéénych linii a jejich naruseni vede
k leukemogenezi. Vysoké koncentrace PU.1 stimuluji makrofagovy vyvoj, zatimco stfedni
koncentrace stimuluji vyvoj granulocytd. Jakymi regula¢nimi mechanismy je zajisténo, zZe
granulocytarni geny jsou aktivovany vyhradné ve stiedni koncentraci PU.1, zatimco
makrofdgové ve vysoké, je zajimava biologickd otdzka, k jejimuz zodpovézeni se snazi
prispét i tato diplomova prace.

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit sérii reportérovych vektori nesouci
regulacni oblasti granulocytarnich gent MPO a MMP9, které by umoznily studium
mechanismi, jak jsou rizné koncentrace TF PU.1 vnimany regulaé¢nimi sekvencemi cilovych
gent.. Na zaklad¢ analyzy regulaénich oblasti geni MPO a MMP9 jsme identifikovali 4 MPO
a 14 MMP9 putativnich enhancerti. Nasledn¢ jsme vytvofili 48 luciferazovych konstruktt
nesoucich regulaéni oblasti genu MPO a MMP9 a jejich varianty ¢i kombinace. Vytvorené
luciferazové konstrukty byly funkéné testovany béhem diferenciace PU.1 transgennich
myeloidnich progenitorti, iniciované rtiznymi hladinami PU.1. Data ukazuji, ze 7 ze 13 ti
MMP9 a 2 z 3 MPO testovanych enhanceri meély aktivaéni schopnosti ve stfedni
(granulocytarni) koncentraci PU.1. To naznacuje, ze exprese téchto genid je koregulovana
viceCetnymi oblastmi, tvoficimi pravdépodobné superenhancer. Postupné sestavovani
jednotlivych MPO enhancert vedlo k aditivnimu aktiva¢nimu efektu. Zatimco aktivaéni
potencial jednotlivych enhancerGi byl relativné nizky, tak vyrazn€ gradudlné stoupal
V pfitomnosti ostatnich enhancerti, coz poukazuje na nutnost spoluprace jednotlivych
enhancertl, nezbytnou pro optimalni tkanové specifickou expresi MPO a MMP9 gent.

Vytvotené konstrukty byly nasledné pouZzity k mutagenezi vazebnych mist PU.1 a dale

budou pouzity k testovani ulohy kooperujicich transkripénich faktora.
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