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Abstrakt

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

Superenhancery jsou nové objevena seskupeni mnohocetnych enhancerti, které hraji
zéasadni ulohu pii aktivaci tkanoveé specifickych geni, uréeni bunécné identity a indukci
diferenciace.

PU.1 je transkripéni faktor (TF) nezbytny pro normalni krvetvorbu, konkrétn¢ pro
vyvoj myeloidni a lymfoidni krevni fady. Piesnd koncentrace PU.1 je zodpovédna za
diferenciaci krvetvornych bunék do odliSnych bunécnych linii a jejich naruSeni vede
k leukemogenezi. Vysoké koncentrace PU.1 stimuluji makrofagovy vyvoj, zatimco stiedni
koncentrace stimuluji vyvoj granulocytti. Jakymi regulacnimi mechanismy je zajiSténo, ze
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 geni MPO a MMPY, kter¢ by umoznily studium
mechanismd, jak jsou rizné koncentrace TF PU.1 vnimany regula¢nimi sekvencemi cilovych
genil. Na zéklad¢ analyzy regula¢nich oblasti geni MPO a MMP9 jsme identifikovali 4 MPO
a 14 MMP9 putativnich enhancerti. Nasledné¢ jsme vytvotili 48 luciferazovych konstruktt
nesoucich regulacni oblasti genu MPO a MMP9 a jejich varianty ¢i kombinace. Vytvotfené
luciferazové konstrukty byly funkéné testovany béhem diferenciace PU.1 transgennich
myeloidnich progenitorl, iniciované rtiznymi hladinami PU.1. Data ukazuji, ze 7 ze 13 ti
MMP9 a 2 z 3 MPO testovanych enhancerii mély aktivacni schopnosti ve stfedni
(granulocytarni) koncentraci PU.1. To naznacuje, ze exprese téchto genli je koregulovdna
viceCetnymi oblastmi, tvoficimi pravdépodobné superenhancer. Postupné sestavovani
jednotlivych MPO enhanceri vedlo k aditivnimu aktivacnimu efektu. Zatimco aktivacni
potencial jednotlivych enhancerGi byl relativné nizky, tak vyrazn€ gradudlné stoupal
v pfitomnosti ostatnich enhancerti, coz poukazuje na nutnost spoluprice jednotlivych
enhancertl, nezbytnou pro optimalni tkanové specifickou expresi MPO a MMP9 gent.

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

budou pouzity k testovani ulohy kooperujicich transkripénich faktora.



Klicova slova: regulace transkripce, enhancer, superenhancer, diferenciace, PU.1



Abstract

Enhancers are distal cis — regulatory DNA sequences that regulate (enhance)
transcription of the respective gene driven by its promoter. Enhancers are found in non-coding
DNA upstream or downstream of the gene coding sequence, or in introns or coding regions
that are located up to hundreds kb away from the gene.

Superenhancers are newly discovered clusters of multiple enhancers that play a vital
role in activating tissue-specific genes, determining cell identity and regulating
differentiation.

PU.1 is the transcription factor (TF) that is necessary for normal haematopoiesis,
specifically for the development of myeloid and lymphoid blood lineages. Distinct levels of
PU.1 induce differentiation of hematopoietic cells into different cell lineages whereby
disruption of PU.1 levels leads to leukemogenesis. High PU.1 levels stimulate macrophage
development, while intermediate levels stimulate the development of granulocytes. This
diploma thesis seeks to contribute to addressing the interesting biological question of what are
the regulatory mechanisms to ensure that granulocytic genes are activated only at the
intermediate concentration of PU.1, whereas macrophage genes are activated only at its high
levels.

The aim of this diploma thesis was to create a series of reporter vectors carrying
regulatory regions of granulocyte genes MPO and MMP9, which would allow the study of
mechanisms of how different levels of TF PU.1 are sensed by regulatory sequences of target
genes. Based on the analysis of the regulatory regions of the MPO and MMP9 genes we
identified 4 MPO and 14 MMP9 putative enhancers +/- 100 kb from the transcriptional start.
Subsequently, we created 48 luciferase constructs carrying the regulatory regions of the MPO
and MMPO genes and their variants or combinations. The resulting luciferase constructs were
functionally tested during the differentiation of PU.1 transgenic myeloid progenitors initiated
by different levels of PU.1. Data show that 7 of 13 MMP9 and 2 out of 3 MPO of enhancer
constructs that were tested had activation ability at the intermediate (granulocytic) level of
PU.1. This suggests that the expression of these genes is co-regulated by multiple domains
that likely constitute a superenhancer. The sequential assembly of individual MPO enhancers
led to an additive activation effect. While the activation potentials of the individual enhancers
were relatively low, their activity gradually increased in the presence of other enhancers
and/or proximal promoter, indicating the need for the collaboration of the individual

enhancers necessary for optimal tissue-specific expression of MPO and MMP9 genes.
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The generated enhancer constructs were subsequently used for mutagenesis of PU.1
binding sequences with different affinities and will be utilized for the testing of PU.1 co-

operative transcription factors.

Keywords: Transcription regulation, Enhancer, Superenhancer, Differentiation, PU.1
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1. Literarni prehled

1.1. Regulace genové exprese piehled regulace

Lidsky genom obsahuje ptiblizn¢ 22 000 protein kodujicich gend, az 5 000 mikroRNA
a velké mnozstvi nekodujici RNA, jejichz pocet (zatim piesné nedefinovany) mnohondsobné
piesahuje podet protein kddujicich genti. Dospély lidsky organismus obsahuje pfiblizng 10
specializovanych bunék. Kazda diferenciovana buika exprimuje pouze urCity set genetické
informace v urcity ¢as a na urCittm misté. To je zajiSténo komplexnim biologickym
procesem, jenz se nazyva regulace genové exprese.

Genova exprese je komplexni proces transformace genetické informace zakodované
v sekvenci DNA do genovych produktii — proteinii. Genova exprese je regulovana na mnoha
urovnich, které zahrnuji procesy jako bunécnd signalizace, prostorovd organizace genomu,
struktura a modifikace chromatinu, iniciace transkripce, procesovani mRNA (pre-mRNA
sestfih, polyadenylace, jaderny export a degradace), cytoplazmatickd translace proteini a
jejich nésledna modifikace a degradace (Alberts et al., 2014).

I prestoze centralni dogma molekuldrni biologie DNA — RNA — protein definoval
laureat Nobelovy ceny Francis Crick jiz v roce 1970 (Crick, 1970), pfesto jsou popisovany
stadle nové a komplexnéjsi mechanismy regulace genti. V poslednich né€kolika letech byla
objevena napt. postranskripéni regulace mRNA pomoci mikroRNA. Celogenomové sekvenacni
metody umoznily identifikovat rozsahlou regulacni ulohu nekoédujicich usekit DNA zahrnujici

napf. novy mechanismus regulace genové exprese mnohocetnymi enhacery, tzv. superenhancery.

1.1.1. Regulace transkripce

Prvnim a limitujicim procesem v regulaci genové exprese je iniciace transkripce
genomové DNA do RNA pomoci DNA dependentni RNA polymerazy II (RNA pol II).

Regulace transkripce se UcCastni fada proteinovych faktori. Nejdiive dochazi k vazbé&
tzv. ,,pionyrskych* transkripcnich faktorti na DNA, poté k vazbé histonacetyltransferaz (p300,
CBP) a dalSich histony modifikujicich faktori na TF, které modifikuji koncové
aminokyseliny histoni (napf. H3K9ac, H3K4me), ¢imz rozvoliluji chromatin. Soucasné
chromatin remodela¢ni komplexy (napi. SWI/SNF), které¢ se bud’ vazou piimo na histony,
nebo na TF, pfesouvaji nukleozomy, aby zptistupnily DNA v oblasti pocatku transkripce pro
vazbu obecnych transkripénich faktorti, které zprosttedkuji vazbu RNA pol II. K iniciaci

transkripce je potfeba Casto dal$i signal od specifickych transkripénich faktort, ktery je
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zprostifedkovan prostiednictvim multikomponentniho mediatorového komplexu (Alberts et al.,

2014).

1.1.1.1. Transkrip¢ni faktory

Transkripéni faktory jsou proteiny, které reguluji transkripci DNA. Transkripéni
faktory se vazi na regulacni oblasti promotoru nebo enhancerti, ¢imz zprostfedkuji nasednuti
komplexu RNA polymerazy II do proximalniho promotoru a zahajeni transkripce.
Transkripéni faktory rozeznadvaji kratkou sekvenci DNA (6-12 bp) a tyto sekvence
rozezndvané transkripcnimi faktory se nazyvaji responzivni elementy (REs) popf. vazebna
mista (sekvence). Jejich funkci je bud’ aktivace transkripce, potom je nazyvame aktivatory,
nebo inhibice transkripce a ty nazyvame represory (Alberts et al., 2014).

Transkripéni faktory obsahuji specifické funkéni domény. Typicky obsahuji DNA
vazebnou doménu (DBD), ktera obsahuje sekven¢ni motiv, kterym se vaze na DNA. Podle
typu DBD existuje né€kolik skupin transkripénich faktorti zahrnujici zakladni helix-loop-
helix, helix-turn-helix, motiv zinkového prstu, leucinovy zip, kiidlaty helix, kiidlaty helix-
turn-helix a dal$i unikatni domény transkripénich faktor (Pabo, 1992).

Dalsi doménou je trans-aktivaéni doména, kterd slouzi k interakci s dalSimi
transkripénimi faktory a kofaktory jako napf. chromatin modifikujicimi proteiny. Neé&které
transkripéni faktory mohou obsahovat ligand vazebnou doménu, kterd reaguje na externi
signaly, naptiklad prostfednictvim interakce s hormony.

Transkripéni faktory kooperuji s mnoha dal$imi proteiny, jako jsou napft. koaktivatory,
faktory remodelujici chromatin a enzymy modifikujici histony. Témto proteinim chybi
zpravidla DNA vazebna doména.

Transkripni faktory rozdélujeme na obecné transkripéni faktory a specifické
transkripéni faktory. Obecné transkrip¢ni faktory jsou nezbytné pro iniciaci transkripce a
zajist'uji bazalni transkripci genu. Obecné transkripéni faktory spole¢né s RNA pol II vytvari
(TSS), protoZze samotna RNA pol II neni schopna rozeznat misto transkripéniho startu.
Obecné transkripéni faktory jsou pfitomné ve vSech bunkéch v organismu. VétSina téchto
transkripCnich faktorti jsou multimerni proteiny. Nejvetsi z nich je TFIID, ktery se sklada
z TBP a TAF. TBP je protein, ktery rozeznava a vaze se na TATA box promotoru. TBP se
vaze do malého zlabku DNA a zptisobi jeji ohyb. Poté dochazi k vazbé TFIIB, ktery se vaze
na TBP 1 DNA, RNA pol II s TFIIF a poté TFIIE. Vazba transkripcniho faktoru TFIIH je

.....
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aktivitu a za spotfeby ATP rozvine DNA v misté transkripéniho startu. RNA pol II muze
vytvaret otevieny komplex v misté rozvinuti DNA. Templatova DNA se vaze do aktivniho
mista RNA pol II a polymerdaza miize zacit transkribovat templatovou DNA (Griinberg &
Hahn, 2013; Sainsbury ef al, 2015)

Specifické transkripéni faktory jsou regulacni proteiny, které zajistuji odpovéd’ na
vnéjsi signdly, rozpoznavaji a vazi specifické sekvence DNA a vytvareji kontakt
s transkripCnim aparatem, a to bud’ pfimo, nebo zprostiedkované. Specifické transkripcni
faktory se vazi jak na proximalni promotor, tak na distdlni regulacni genové oblasti jako
enhancery a silencery, které¢ mizou byt vzdalené az stovky kb od promotoru nebo se dokonce
mohou nachazet i na jiném chromozomu. Kontakt s RNA pol II je zprostiedkovan
prostfednictvim mediatoru, coz je proteinovy komplex (26 podjednotek), ktery zajisti pienos
regulacniho signalu od TF, ktery je navazan na DNA, k RNA pol II. Transkrip¢ni faktory se
na medidtor vazi trans-aktivaéni doménou. Poté dochdzi k iniciaci transkripce (Allen &

Taatjes, 2015).

1.1.1.2. Regulacni oblasti genu

DNA regulacni oblasti kontrolujici transkripci genu rozdélujeme na proximalni a
distalni casti. Proximdlni ¢asti je promotor a distdlni ¢asti jsou enhancery a silencery.
Promotor se nachazi v bezprosttedni blizkosti kodujici oblasti genu, enhancery a silencery
jsou vice vzdalené od kodujici oblasti genu. Na specifické sekvence téchto DNA regulacnich
oblasti se vazou transkripéni faktory, které se podileji na regulaci transkripce (Alberts et al.,

2014).

1.1.1.2.1. Promotor

Promotor je sekvence DNA, kterd iniciuje transkripci konkrétniho genu, zahrnuje
pocatek transkripce (TSS), pfidruzené sekvence v obou smérech a je dilezita pro nasednuti
RNA pol II do pocatku transkripce. Promotor 1ze rozdé€lit na jadro promotoru a proximalni
¢ast. Jadro promotoru je sekvence DNA, ktera je nezbytnd pro iniciaci bazalni transkripce a
Proximalni ¢4st promotoru obsahuje vazebna mista pro fadu specifickych transkripénich
faktoru (Alberts et al., 2014).

Mezi zakladni sekvence jadra promotoru patii TATA box, TFIIB rozeznavaci element
(BRE element), Inicidtor (Inr), downstream promotorovy element (DPE) (viz Obr. 1). Prvnim

objevenym elementem jadra promotoru eukaryotickych genti byl TATA box, ktery obsahuje
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sekvenci TATA(A/T)A(A/T) a je vzdalen ~ 25-35 bp od TSS. Na TATA box se vaze
podjednotka TFIID TBP a ne vSechny geny ho obsahuji, pouze 24% lidskych genti obsahuje
TATA box (Mathis & Chambon, 1981; Yang et al, 2007). Dalsi ¢asti jadra promotoru je BRE
element, ktery se skladéd ze dvou motivli obklopujici TATA box z obou stran. Kazdy motiv
obsahuje 7 bp sekvenci, rozezndvanou obecnym transkripénim faktorem TFIIB (Lagrange et
al, 1998; Deng et al, 2005). Iniciator (Inr) zahrnuje TSS a pravdépodobné je nejCastéji se
vyskytujicim motivem jadra promotoru (Smale & Baltimore, 1989; FitzGerald et al, 2006).
Sekvence Inr je rozpoznavana TAF1 a TAF2 podjednotkou TFIID (Kaufmann & Smale,
1994; Chalkley & Verrijzer, 1999). DPE je dal$i motiv, ktery se nachazi ptiblizné¢ 30 bp za
TSS a je rozeznavan stejné jako TATA box podjednotkou TAF6 a TAF9 TFIID a nachazi se
vétSinou v promotorech, které neobsahuji TATA box (Smale & Kadonaga, 2003; Burke &
Kadonaga, 1997; Kutach & Kadonaga, 2000). Dal§imi motivy jadra promotoru jsou DCE
(downstream core element) a MTE (motif ten element) (Mathis & Chambon, 1981). DCE se
nachdazi v pozici +6 az + 34 bp vic¢i TSS, je rozdélen na tii podjednotky SI-SIII a stejné jako
DPE je rozeznévan podjednotkou TAF6 a TAF9 TFIID. MTE se nachazi +18 az +22 bp vici
TSS a je rozeznavan podjednotkou TAF1 TFIID (Lee et al, 2005). Mezi dalsi ¢asti jadra
promotoru Ize zatadit CAAT box, GC box a oktamer. CAAT box se nachazi 60-100 bp od
TSS a obsahuje sekvenci GGCCAATCT a vazou se na n¢j aktivatory NF-1 a NF-Y. GC box
se nachdzi piiblizn€ 110 bp od TSS a vazou se na néj specifické transkripéni faktory jako
napf. Spl. Oktamer je rozeznavan transkripénim faktorem OCT-1. Né&které publikace tadi
CAAT a GC box do proximalniho promotoru (Dolores Delgado & Leon, 2006). Promotory se
mohou liSit v zastoupeni sekvencné specifickych elementt.

Proximalni promotor obsahuje DNA sekvence (cca 6-10 bp), které jsou rozeznavany

specifickymi transkripénimi faktory.
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. , , Vazba
Pozice Sekvence (od 5"k 3") proteinu

BRE" -38 to -32 [ (G/O)(G/CHGIA)CGCC TFIIB
TATA 3110 24 | TATAA/T)A(A/TY(A/G) TBP
BRE! 23 to -17 | (G/A)T(T/G/A)(T/GNG/T)(T/G)T/G) | TFIIB
Inr -2 to +5 || PyPyAN(T/A)PyPy TAF1/TAF2
MTE +18 to +29 [ C(G/C)A(A/GIC(G/CYG/C)AACG(GIC) | n.a.
DPE +28 to +34 | (A/G)G(AT)CGTG TAF6/TAF9

3 subelements | core sequence:
DCE +6to +11 | 8 CTTC TAF1

+16 to +21 | Su CTGT

+30 to +34 || Sw_AGC

Obr. 1: Casti jadra eukaryotického promotoru. Jadro promotoru s TATA boxem, iniciatorem,
BRE, DPE, DCE a MTE elementem. Znazornéna vazba TFIIB a podjednotek TFIID. Tabulka s pozici
jednotlivych elementd, jejich sekvenci a vazbou obecného transkripéniho faktoru. Pifevzato a upraveno

z (Thomas & Chiang, 2006).

1.1.1.2.2. Enhancer

Geny regulujici zakladni bunééné funkce, které jsou exprimovany ve vSech bunécnych
typech a tkanich (napt. GAPDH) jsou pfevazné regulovany vazbou transkripcnich faktorti do
proximalniho promotoru genu.

Geny exprimované ve specifickych bunéénych typech a tkanich jsou kromé& promotoru
navic regulovany vzdalenymi cis-regula¢nimi prvky (CRE) nazyvanymi enhancery. Prvni
objeveny enhancer byl v genu pro tézky feté¢zec imunoglobulinu (Banerji ef al, 1983, 1981).
Enhancer je sekvence DNA, ktera zesiluje transkripci z promotoru dan¢ho genu, nezdvisle na
jeji pozici ¢i orientaci. Enhancery jsou dlouhé az nékolik stovek bp a mohou se nachéazet pred,
za genem nebo v intronech ¢i kodujici oblasti genu. I pfestoZze vétSina enhancert (~80%) se
vyskytuje v blizkosti regulovaného genu, byly popsdny enhancery vzdalené az mnoho
megabazi (Amano et al, 2009). Lidsky genom obsahuje miliony potenciondlnich enhancert,
ale kazdy bunécny typ obsahuje pouze omezeny pocet aktivnich enhancerli, jeZ jsou
zodpovédné za expresi genil specifickych pro dany bunécny typ. Ostatni enhancery jsou
v daném bunééném typu neaktivni, zatim co mohou byt aktivni v jiném bunéném typu.
(Heinz et al, 2015). Enhancerové sekvence obsahuji velké mnozstvi vazebnych sekvenci pro
specifické TF. Enhancer se dostava do kontaktu s promotorem prostfednictvim DNA smycky,

tzv. ,,DNA loopingu®.
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Vlastnosti enhanceri

Typickymi vlastnostmi enhancert jsou:

1. otevieny chromatin (senzitivita k DNaze I, ¢i ATAC sekvenovani)

2. specifické histonové modifikace

3. vysokd koncentrace vazebnych mist pro transkripéni faktory a ,,master” transkripcni
faktory

4. pritomnost transkripénich koaktivatorii a mediatora

5. ptitomnost RNA pol II transkribujici enhancerovou sekvenci do tzv. enhancerovych RNA

Citlivost k DNaze I

je znak pro otevieny chromatin. Enhancery jsou charakterizované depleci nukleozomd,
umoznujici vazbu transkripénich faktort a kofaktorti do DNA (Thurman et al, 2012; He et al,
2010). Nov¢jsi metodou identifikujici otevieny chromatin je ATAC sekvenovani, vyuzivajici

Stépeni transpozazou TnS.

Histonové modifikace enhancert

Enhancery jsou charakterizované specifickymi histonovymi  modifikacemi
nukleozomi, mezi né€z patii zejména vysokd tirovenn monometylace lysinu 4 na histonu 3
(H3K4mel) a acetylace lysinu 27 na histonu 3 (H3K27ac) a naopak nizka uroven trimetylace
lysinu 4 histonu 3 (H3K4me3) (typicka pro TSS) (Heintzman ef al, 2007).

Enhancery mizeme na zaklad¢ jejich histonovych modifikaci rozdélit na inaktivni,
ptedpfipravené, pfipravené a aktivni enhancery (Obr. 2) (Ernst & Kellis, 2010).

Inaktivni enhancer se nachédzi v kompaktnim uzavieném (hetero)chromatinu a je nedostupny

pro transkripéni faktory a obsahuje histonové modifikace typické pro neaktivni chromatin
jako trimetylace lysinu 27 na histonu 3 (H3K27me3).

Predpripraveny enhancer (angl. primed) je charakterizovan otevienym chromatinem,

zprostfedkovanym vazbou specifickych transkripénich faktorti a H3K4 mono a dimetylaci.

Pripraveny enhancer (angl. poised) je definovan jako pfedpfipraveny enhancer, ktery

obsahuje navic H3K27me3 a tvofi tzv. bivalentni chromatin, ktery obsahuje jak modifikace
asociované s aktivaci tak represi (Heinz ef al, 2015).

Aktivni enhancer je charakterizovan pfitomnosti aktivacnich histonovych modifikaci a to

H3K4mel a navic H3K27ac, a pifitomnosti RNA pol II, kterd aktivné prepisuje eRNA
(Creyghton et al, 2010; de Santa et al, 2010; Kim et al, 2010)
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Inaktivni/pFipraveny enhancer Pfedpfipraveny enhancer

Enhancer

Enhancer

DNAvazebné @ H3K4mel @ H3K27ac
000 s = .
motivy @ H3K4me3 Q H3K27me3

Obr. 2: Rozdéleni enhanceri na zakladé histonovych modifikaci. Histony nukleozomi inaktivnich
a pripravenych enhancerti nesou H3K4mel a represivni H3K27me3. Predpiipravené enhancery, které
jesté nejsou aktivni, ale jsou ptipraveny pro aktivaci, jsou ozna¢ené H3K4mel. Histony aktivnich

enhancer( jsou oznacené H3K4mel a H3K27ac. Pfevzato a upraveno z (Shlyueva ef al, 2014).

1.1.1.2.2.1. Enhancerové RNA

Celogenomové sekvenacni metody jako CAGE (Cap analysis of gene expression)
sekvenovani ¢i GRO sekvenovéni (Global run on sekvenovani) pfinesly v neddvné minulosti
piekvapivy objev: aktivni enhancery jsou asociované s RNA pol II a vétSina extragenni
transkripce a extragenni vazby RNA pol II (~ 70%) je spojena s enhancery (Kim et a/, 2010;
de Santa er al, 2010). Aktivni enhancery jsou transkribovany RNA pol II do kratkych
nekodujicich transkripti zvanych enhancerové RNA (eRNA). eRNA jsou kratké obousmérné
transkripty o primérmé délce ~ 350 nt, oddélené 180 pary bazi odpovidajicimi hranicim
nukleozomi (Andersson et al, 2014).

Funkce eRNA nebyla dosud pifesné objasnéna. Predpoklada se, ze eRNA mohou
zprostifedkovat tvorbu DNA smycky mezi enhancerem a promotorem a mohou tak pfinaSet
transkripéni aparat k promotoru a TSS, nebo mohou sekvenéné specificky rekrutovat
kofaktory ¢i vazat k DNA chromatin remodela¢ni enzymy a zprostiedkovat remodelaci
chromatinu (Wang et al, 2011). Mizou se také podilet na uvolnéni negativniho elonga¢niho
faktoru (NELF), ktery zplsobuje zastaveni RNA pol II blizko TSS. (Schaukowitch et al,
2014) Je také mozné, ze eRNA predstavuji transkripéni Sum (Li et a/, 2013) (Obr. 3).

Konkrétné napt. bylo popsano, Ze eRNA se tcastni tvorby smycky mezi enhancerem

a promotorem tim, Ze interaguji s podjednotkou mediatorového komplexu MEDI, ktery se
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ucastni spolecné s kohezinem tvorby smycky mezi regulacnimi oblastmi (Hsieh et al, 2014).
Doposud publikované prace podporuji vSechny uvedené varianty, ale objev eRNA je Cerstvy a
je nezbytny dalsi vyzkum na objasnéni pfesné biologické funkce eRNA. Data z nasi
laboratofe a publikované prace ukazuji, Ze detekce a kvantifikace eRNA pomoci qRT PCR

muze slouzit jako méfitko endogenni enhancerové aktivity (Lam et al, 2013).

A Enhancer
Transcription-dependent
@ histone modification (HaK4me1/2)
I —
—k . U € .24
DNA R i AN o' and’ gl
i g aRNA
Uvolnéni Remodelace

NELF chromatinu

/A °¢eRNA
Upstream antisense %1

Promoter

Obr. 3: (A) Model eRNA transkripce. (B) Funkce eRNA. eRNA funkci miize byt zprostiedkovani
tvorby smycky mezi enhancerem a promotorem, zprostiedkovani remodelace chromatinu,

zprostiedkovani uvolnéni negativniho elonga¢niho faktoru. Pfevzato a upraveno z (Kim &

Shiekhattar, 2015).

Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) je sekvenacni metoda zaloZzend na
analyze pocateCnich sekvenci RNA transkriptli, kterd umoznuje identifikovat v genomu
pocatky transkripce (TSS) a soucasné kvantifikovat troven jejich transkripce (Shiraki et al,
2003). Tato metoda umoziuje také identifikovat bidirekcionalni enhancerové RNA.

FANTOM databaze (http://fantom.gsc.riken.jp/) obsahuje celogenomova CAGE data témét

800ti bunécnych typt a tkani a umoziuje hledat TSS kodujicich genit a identifikovat

enhancerové sekvence (Andersson et al, 2014) (Obr. 4).


http://fantom.gsc.riken.jp/
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Obr. 4: Schéma piipravy CAGE knihovny a analyzy dat. Prvnim krokem této metody je reverzni
transkripce RNA do cDNA. Poté jsou 5'Cepicky RNA biotinylovany, pfidana RNaza I, ktera nastépi
jednovlaknovou RNA, cDNA s RNA je precipitovana magnetickymi kulickami potazenymi
streptavidinem. Nasledné je uvolnéna cDNA z RNA a sekvenovana (A). Pomoci mapovani CAGE
znacek k referencnimu genomu jsou detekovana mista transkripcniho stratu. Aktivita promotort mtze
byt odvozena z poctu CAGE znacek. Soucasné CAGE umoziuje determinovat enhancery a uroven
eRNA exprese na zakladé bidirekcionalnich eRNA. Cervené a modré signaly oznaduji CAGE signaly

v obou smérech (B). Pievzato z (Murakawa et al, 2016).

Dalsi metodou identifikujici nascentni RNA transkripci je Gro-seq (Global run-on
sequencing). Tato robustni celogenomovd metoda je =zaloZzena na znafeni nové
syntetizovanych transkripti bromdeoxyuridinem (BrdU) v pfitomnosti chemické latky
sarkosylu, ktera zabrafiuje nasednuti RNA polymerazy k DNA. Proto pouze RNA
polymeraza, kterd je jiz na DNA pied pfidanim sarkosylu, bude produkovat nové transkripty,
které budou znaceny BrdU. BrdU znacené nascentni transkripty jsou precipitovany
magnetickymi kulickami povlecenymi protilatkou proti BrdU, ptevedeny na cDNA a poté
sekvenovany pomoci NGS (Core ef al, 2008).
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1.1.1.2.3. Superenhancery

Soucasné celogenomové sekvenaéni analyzy (ChIP-seq, Gro-seq, ATAC-seq apod.)
piinesly novy objev, ze regulacni oblasti tkanové specifickych gent, které urcuji typ a
tkanove specifickou identitu bun¢k, nesou velka seskupeni aktivnich enhancerovych sekvenci,
které tvoii takzvané superenhancery.

Superenhancery jsou husta seskupeni mnohocCetnych aktivnich funkéné
spolupracujicich enhancerti, ktera reguluji expresi genti diilezitych napt. pro diferenciaci a
liniové urCeni bun¢k, nebo napi. onkogenli. Superenhancery prostorové interaguji s
proximalnim promotorem (viz Obr. 5 a 6) (Whyte et al, 2013; Hnisz et al, 2013). Regulacni
ptispévek jednotlivych slozek superenhanceru, jejich nezbytnost ¢i pfipadnd redundance
zatim nejsou dobie popsany.

Aktivace slozek superenhanceru vede k prostorovému kontaktu jednotlivych
enhanceri a sestaveni funk¢niho superenhanceru. Vlastni sestaveni superenhanceru je
zprosttedkovano prostorovym kontaktem pomoci DNA smycek. Ty jsou zpravidla
zprosttedkovany dimerizaci transkripcniho faktoru CTCF a naslednym vytvofenim prstence
kohezinového komplexu na bazi kazd¢é smycky (viz Obr. 6).

Stejn¢ jako u enhancerd, typickymi vlastnostmi aktivniho superenhanceru jsou
senzitivita k DNaze 1, specifické histonové modifikace jako H3K27ac a H3K4mel,
ptitomnost RNA pol II a produkce eRNA. Aktivni superenhancery dale vazi velké mnozstvi
,master” transkripcnich faktor, kofaktori, chromatinovych reguldtord, medidtorovych
komplext, komplexu RNA pol II a jsou vysoce transkribovany. Nejnovéjsi modely genové
regulace naznacCuji, Ze superenhancery formuji v jadie fazoveé separované bezmembranové
kondenzaty (kompartmenty) vyznamné obohacené o zminéné faktory (Hnisz et al, 2017).
Superenhancery se li§i od typickych enhancer velikosti a hustotou vazby transkripénich
faktorii. (Hnisz ef al, 2013).

Superenhancery vykazuji vyjimecnou citlivost a reakci na signdlni drahy, které
kontroluji bunécnou identitu béhem vyvoje a tumorgeneze. Bylo napf. popsano, ze vazba
termindlnich transkripcnich faktorti signalnich drah jako napt. SMAD3, WNT, TCF3 a LIF,
které jsou esencialni pro transkripéni kontrolu kmenovych bunék, je nabohacena
v superenhancerech. Tyto superenhancery poskytuji svym cilovym genim mnohem vyssi
pravdépodobnost odpovédi na signalizaci (Hnisz et al, 2015).

Analyzy superenhacerti v nddorovych a zdravych buiikdach odhalily, Ze nddorové

bunky ziskavaji superenhancery v onkogenech a dalSich dualezitych genech ve vyvoji nadort
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béhem procesu nadorové patogeneze, ¢imz zvysSuji Groven transkripce téchto gend oproti
zdravym bunikdm (van Groningen et al/, 2017; Hnisz D, Schuijers J, Lin CY, Weintraub AS,
Abraham BJ, Lee TI, Bradner JE, 2016). U vice druhtt malignit byly nalezeny superenhacery
v nekddujicich sekvencich obklopujicich gen C-MYC, zatimco tyto superenhancery ale
nebyly nalezeny (aktivni) ve zdravych tkanich. Mezi mechanismy, které mohou byt
odpovédné za schopnost malignich bunék ziskat superenhancery, patfi napt. DNA
translokace, nadmérna exprese transkripcnich faktort, fokalni amplifikace apod. (Hnisz ef al,
2013).

Také bylo popséno, Ze pét jednonukletoidovych polymorfismi (SNP), které jsou
asociované s Alzheimerovou chorobou, je obohaceno v superenhancerech geni mozkovych
tkanich. Dals§i SNP v superenhancerech byly naptf. popsdny u diabetu typu 1 nebo

systémového lupus erythematodes (Hnisz et al, 2013).

Pavodni model:

Coding sequence '_

wewr

Novéjsi model: Enhancery

DNA looping - interaction

o, GED S T Geme |

Obr. 5: Modely transkripéni regulace. Piivodni model, pfedpokladal, Ze geny jsou regulovany
vazbou transkrip¢nich faktor do proximalniho promotoru. Pozdéji se ukazalo, ze geny exprimované
ve specifickych bunéénych typech a tkanich jsou kromé promotoru navic regulovany enhancery.
Nejnovéjsi model regulace transkripce jsou superenhancery, které uréuji bunéény typ a tkanove

specifickou identitu bunék (V. Pospisil, nepublikovana data).
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> Enhancer

Med- Mediatorovy komplex

Kohezin

Obr. 6: Model sestaveného superenhanceru. Modré¢ ¢ary — enhancery, zelena ¢ara — gen, vinova
kolecka — transkripéni faktory, zluté kolecko — mediator, svétle zelend elipsa — RNA pol II, modra
elipsa — CTCF, oranzovy krouzek — kohezinovy komplex. Zjednoduseno, predpoklada se, ze

kohezinovy komplex je na bazi vSech znazornénych DNA smycek.

1.1.1.3. Prostorova (3D) organizace genomu

Genom v bunééném jadie je organizovan a rozdélen do funkénich kompartmentd v 3D
prostoru. Transkripéné aktivni euchromatin a transkripéné neaktivni heterochromatin mayji
tendenci segregovat, ¢imz se genom rozdé€luje na aktivni a neaktivni oddily (Lieberman-
Aiden et al, 2009). V mnoha bunéénych typech je neaktivni heterochromatin asociovan
s jadernou membranou, zatimco aktivni euchromatin je lokalizovan v centru jadra. Metody
pro studium 3D interakce genomu jako Hi-C (Hi-chromosome conformation capture, viz niZe)
ukdzaly, Ze genom je rozdélen do velkych, megabazovych, lokalnich chromatinovych
interak¢énich domén, které se nazyvaji topologicky asociované domény (topologically
associated domains, TADs ) (Dixon et al, 2012). TADs piedstavuji funkcni, velké
megabazové segmenty, v nichZ mohou byt geny spole¢né regulovany. Lidsky a mysi genom
obsahuje cca 2000 TADs, s primérnou velikosti cca 800 kb. TADs jsou déle rozdéleny na
poddomény, a ty dale az na samostatné DNA (chromatinové) smycky (Obr. 8). TADs jsou
odd¢€leny hrani¢nim regionem, ktery typicky obsahuje vazebné misto pro transkripéni faktor
CTCF inzulatorovy protein. CTCF mé schopnost dimerizovat a zaroven vaze kohezinovy
komplex (heterodimer proteinu SMC1 a SMC3, SCC1, SCC3-intraguje s CTCF). Dimerizace
CTCEF spolu s vytvofenim kohezinového komplexu pak fyzicky vytvaii vlastni DNA smycky
a tim zprostfedkuje kontakt interagujici DNA napf. promotoru a enhanceru (Obr. 6 a 8).
Vazba CTCF zéaroven zabranuje interakci mezi sousednimi TAD a oddé€luje tak spolecné

koregulované oblasti. (Pombo & Dillon, 2015).
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1.1.1.4. Chromosome conformation capture (3C) - metoda pro studium 3D

interakce

3D interakce DNA lze studovat jednak pomoci mikroskopickych metod jako ,,super
resolution microscopy®, jeZ maji ale omezenou rozliSitelnost. Biochemick4d metoda, jez je
schopna 3D interakci studovat na molekularni Grovni se nazyva chromosome conformation
capture (3C). 3C metoda umoznuje identifikovat interakce vzdalenych regioni DNA jako jsou
napf. enhancery a promotory (Dekker, 2002).

Prvnim krokem 3C je fixace chromatinu pomoci formaldehydu, jez zptisobi
»crosslink®  nukleoproteinovych komplexti v mist¢ interagujicich DNA oblasti a tyto
interagujici DNA segmenty zlstanou spojeny. Poté je fixovany chromatin Stépen restrikCnimi
enzymy o vhodné frekvenci Sté€peni (adekvatni studované DNA oblasti). Timto krokem dojde
k oddéleni interagujici DNA od neinteragujici. Nastépené konce interagujicich DNA sekvenci
jsou nasledné ligovany za limitné nizké koncentrace vzorku, zajistujici, ze jsou preferencné
ligovany interagujici fixované useky, jejichz volné konce jsou diky fixaci v blizkosti, a
nikoliv ndhodné Useky. Nésledné je purifikovadna ligovand interagujici DNA. Interakce DNA
lokust je nasledné identifikovand pomoci q-PCR za pouziti specifickych (head to tail)
primert, navrzenych ptes ligované DNA spoje (viz Obr. 7). Tyto primery jsou tudiz schopné
amplifikovat pouze neStépenou a nasledné ligovanou interagujici DNA a jelikoZ primery maji
stejnou orientaci, nejsou schopny amplifikovat neinteragujici DNA. Cetnost DNA interakce je
vyjadiena jako frekvence, s jakou segmenty interaguji (tzv. ,,crosslink frequency*) a rovna se
qPCR stanovenému relativnimu mnoZstvi testovaného ligaéniho produktu. Frekvence
testovanych interagujicich lokusii se vztahuje k frekvenci vybraného neinteragujiciho
lokusu(t) (Dekker, 2006; Simonis et al, 2007; Davies et al, 2017). 3C metoda ma tadu
celogenomovych variant jako 4C, 5C, Hi-C, ChiA-Pet, viz nize.
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Obr. 7: Kroky 3C metody. Prvnim krokem 3C metody je fixace chromatinu pomoci formaldehydu.
Poté je fixovany chromatin §té€pen restrikénimi enzymy, poté jsou nastépené konce ligovany. Nasledné
je purifikovana ligovana DNA a interakce DNA je nasledn¢ identifikovana pomoci qPCR. Pievzato a

upraveno z (Davies et al, 2017)

1.1.1.5. Celogenomové varianty 3C metody

Klasick4 3C metoda je schopnd identifikovat s vysokou citlivosti pouze omezeny
pocet linearnich interakci, definovany mnozZstvim navrzenych primerii. Proto v sou¢asnosti
probiha stale vyvoj sofistikovanych celogenomovych variant 3C. VSechny tyto varianty
vyuzivaji modifikovanou piipravu 3C knihovny zaloZenou na fixaci, restrikénim $tépenim a
ligaci.

4C (Chromosome conformation capture-on-chip) metoda testuje interakci mezi jednim
lokusem a vSemi ostatnimi genomickymi lokusy. Po restrikénim Stépeni se interagujici
fragmenty cirkularizuji a pouZiji k provedeni inverzni PCR se specifickymi primery
k testované sekvenci (napf. PP) a tim dochazi k amplifikaci neznamé sekvence interagujici k

s testovanou sekvenci (Zhao et al, 2006).
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Hi-C metoda vytvafi kontaktni mapy mezi v§emi ¢astmi genomu. Oproti 3C obsahuje
navic inkorporaci biotinylovanych nukleotidi do koncti restrikéné st€penych DNA fragmenti.
Poté dochazi k ligaci interagujicich fragmenti, streptavidinové precipitaci interagujicich
biotinylovanych fragmentti a sekvenaci. Nevyhoda je malé rozliSeni cca 2-5 kb. (van Berkum
et al,2010)

ChiA-Pet kombinuje 3C a chromatinovou imunoprecipitaci (ChIP). Po crosslinku
chromatinu dochézi k jeho fragmentaci. Poté je provedena chromatinova imunoprecipitace,
ktera slouzi k nabohaceni DNA fragmentt, které jsou vazané proteinem naseho zajmu. Do 2
odlisnych typt adaptord jsou inkorporovany biotinylované nukleotidy. Tyto adaptory obsahuji
Mmel misto a jsou ligovany k DNA fragmentiim. Opét dochazi k ligaci, poté k restrikénimu
Stépeni a k precipitaci magnetickymi kulickami potazenymi streptavidinem. Nésledné dojde
k purifikaci a sekvenovani produktt (Li ez al/, 2014).

Capture — Hi-C je metoda, kterd obohacuje Hi-C knihovnu o fragmenty naseho zajmu
pomoci biotinylovanych RNA prob navrzenych proti testovanym DNA regiontim. Tyto
fragmenty jsou poté precipitovany magnetickymi kulickami potazenymi streptavidinem.
(Hughes et al, 2014; Mifsud et al, 2015)

NG Capture- Hi-C je metoda, kterd oproti Capture Hi-C navic vklada krok sonikace
3C knihovny na 200 bp fragmenty, ¢imz se vyrazné zvysi rozliSeni této metody (Davies et al,
2015)

Promoter Capture-Hi-C slouZi ke studiu interakce mezi promotorem a jinymi
regulacnimi oblastmi. Hi-C knihovna je obohacena precipitaci s biotinylovanymi probami
proti vice jak 20 000 anotovanych mysich promotort (Schoenfelder et al, 2015).

Micro-C je adaptace Hi-C, kterd vyuZiva mikrokokalni nukledzu misto restrikénich
enzymu k fragmentaci chromatinu. Tato metoda mé vysoké rozliSeni, je schopna rozliSit mezi
jednotlivymi nukleozomy, ale hodi se spiSe pro analyzu mensich geonomu (Hsieh ef al,
2015).

DNase Hi-C je stejna jako Hi-C metoda, ale pro fragmentaci chromatinu vyuziva
DNazu I, coz zvySuje jeji rozliSeni na 1 kb (Ramani et a/, 2016).

Na konci vSech zminénych Hi-C modifikaci je purifikace a nasledné sekvenovani

interagujicich DNA fragment.

Obr. 8 a 9 zobrazuje grafickou analyzu a porovnani jednotlivych 3C metod.
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Obr. 9: Piehled chromosome conformation capture (3C) metod. Prevzato z (Davies et al, 2017).
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1.2. Krvetvorba

Krvetvorba je neptetrzity, a presné regulovany proces, kdy hematopoeticka kmenova
bunka (HSC) prochazi diferenciaci za icelem vzniku liniové 1 funkéné odlisnych krevnich
bunék. V embryu dochazi ke krvetvorb¢ ve zloutkovém vacku, béhem vyvoje dochazi
k presunu krvetvorby do lymfatickych uzlin, sleziny, jater a po dokonceni vyvoje kostni dien¢
se veétsina krvetvorby pfesouva sem a pozdéji i do sekundéarnich lymfatickych organti jako je
brzlik (Hofejsi et al., 2009)

Hematopoetické kmenové buiiky jsou schopny sebeobnovy a diferenciace do vSech
krevnich linii. Maturace hematopoetickych kmenovych bunék je spojena s dvéma zakladnimi
procesy: ztratou schopnosti sebeobnovy a postupnou specifickou diferenciaci. Tyto procesy
jsou fizeny kompetujicimi genetickym programy. Pokud hematopoetické kmenova buiika
zacne diferenciovat, geny pro sebeobnovu jsou vypnuty (napt. C-KIT, BMI-1), zatimco geny
dilezité pro diferenciaci jsou zapnuty (napt. PU.1, IRF8) (Rosenbauer & Tenen, 2007).
Vznik HSC z kmenovych bunék mezodermu je zajistén transkripcnimi faktory RUNX1 a
SCL. U mysi, které byli deficitni na tyto faktory, nedochazelo k hematopoéze (Okuda et al,
1996; Shivdasani et al, 1995).

Na zéakladé exprese povrchovych markert a schopnosti sebeobnovy l1ze HSC rozdélit
do odlisnych subpopulaci. Podle Weismanova modelu mizeme hematopoetické kmenové
bunky rozdélit na dlouhodobé LT-HSC a z nich vznikajici kratkodobé ST-HSC. LT-HSC
(LIN"SCA1'KIT*FLT3" Thyl!®* CD34") jsou negativni pro liniové specificky antigen (LIN-),
pozitivni SCA1 (SCA1+, stem cells asociated antigen) a KIT antigen (KIT+), negativni pro
cytokinovy receptor FLT3, na nizké Grovni exprimuji Thyl (Thyl*— T-cell antigen) a
neexprimuji povrchovy antigen CD34 (Kondo ef al, 2003; Weissman et al, 2001; Adolfsson
et al, 2001; Osawa et al, 1996). ST-HSC (LIN"SCA1'KIT'FLT3"*Thy1'°*CD34") maji
nizkou troven exprese FLT3 a exprimuji CD34. Jak LT-HSC tak ST-HSC jsou schopné
diferenciace do vSech typt krevnich bunék. Lisi se v tom, ze ST-HSC jsou schopny
sebeobnovy po neomezenou dobu, ale u LT-HSC je tato doba zkracena. Z ST-HSC vznikaji
multipotentni progenitory (MPP) ( LIN'SCA1'KIT'FLT3 Thyl CD34"), které ztraci zcela
schopnost sebeobnovy, ale jsou schopné diferenciovat do v§ech krevnich bunécnych linii
(Morrison et al, 1995). Za ztratu schopnosti sebeobnovy je zodpovédny FLT3, ktery je
exprimovan v MPP (Adolfsson ef al, 2001). MPP diferencuji bud’ na lymfoidni (CLP) nebo
myeloidni (CMP) progenitor. Podle jinych autord MPP nejdiive diferenciuji bud’ do

erytroidni linie, z niZ vznikaji cervené krvinky a krevni desticky nebo do myelo-lymfoidni
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linie. Rozhodnuti, do jaké linie bude MPP diferenciovat je regulovano transkripénimi faktory
PU.1 a GATA-1, které se vzajemné inhibuji. GATA-1 je dulezity pro vznik
megakaryocyto/erytroidniho progenitoru (MEP) naopak PU.1 pro vznik myelo/lymfoidniho
multipotentniho progenitoru (MLPP) (Stopka et al, 2005). Z MLPP poté vznika bud’
lymfoidni progenitor (CLP), z n¢hoz vznikaji T a B buiiky, nebo myeloidni progenitor (CMP)
z néhoz vznikaji vS§echny linie myeloidnich buné€k (Akashi et a/, 2000; Kondo ef al, 1997;
Weissman et al, 2001) (Obr. 10).

(\ .- /’I Dendritické buriky
cLp T buriky

'@J © @ P —-cv Monocyty
LT-HSC  ST-HSC MPP ; , P
— @ —— ¢k

. GMP | Granulocyty

CMP

|—. < Cervené krvinky

Obr. 10: Schéma hematopoézy. Z LT-HSC postupné diferenciuji ST-HSC a pot¢ MPP. MPP
diferencuji do CLP a MPP. Z CLP vznikaji B a T buiiky, z CMP vznikaji monocyty, granulocyty zirné

buniky, megakaryocyty a erytrocyty. Pfevzato a upraveno z (Rosenbauer & Tenen, 2007).
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1.2.1. Myeloidni diferenciace

Myeloidni progenitorové buiiky diferencuji do specifickych progenitorti a to
granulocyt/monocytovych progenitora (GMP), megakaryocyto/erytroidnich progenitort
(MEP), progenitori bazofili a Zirnych buné¢k a progenitorti dendritickych bun¢k (MDP)
(Arinobu et al, 2005; Fogg D, Sibon C, Miled C, Jung S, Aucouturier, Dan R. Littman, Ana
Cumano, 2006).

Makrofagy vznikaji preménou z monocytu, které koluji v krvi a az po vstupu do tkéani
se preméni na makrofagy. Jejich zakladni funkci je fagocytoza a spolené€ s dendritickymi
bunikami patii mezi hlavni antigen prezentujici buiiky. Mezi dalsi jejich funkce patii regulace
zanétu, destrukce mikroorganismu, odstranovani mrtvych bun¢k. Makrofagy jsou
charakterizovany expresi specifickych genii zahrnujici membranové receptory-napt. CD14,
CDI11B, F4/80, CD68, CSF1R (Khazen et al, 2005).

Granulocyty se na zaklad¢ vysledku Wrightova barveni déli na tfi druhy: neutrofilni,
eozinofilni a bazofilni granulocyty. Neutrofily jsou nejcastéjsim typem granulocytii v krvi
(60-70%) a podili se na opsonizaci a fagocytdze antigenu, neexprimuji MHCII, tedy nejsou
antigen prezentujici buniky. Jejich granula obsahuji antimikrobialni a cytotoxické proteiny,
které se uvolnuji pti procesu degranulace a ucastni se boje pro infekci. Tyto granula se
rozd€luji na primarni, kterd obsahuji napt. myeloperoxiddzu (MPO), neurofilni elastazu,
katepsin G, sekundarni, ktera obsahuji napt. lyzozym, NADPH oxid4zu a kolagenazu a
tercialni, kterd obsahuji napt. katepsin a matrix metaloproteinazu 9 (MMP9). Eozinofily se
uplatiiuji v obran€ proti mnohobunéénym parazitim, jejich cytoplazmatickd granula obsahuji
peroxidazy, fosfatazy a bazické proteiny, které likviduji mnohobunécné parazity. Jejich
zastoupeni v krvi je pouze 1-3 %. Bazofily se Gi€astni alergickych reakci, jejich granula
obsahuji heparin a histamin a jejich vyskyt v krvi je <2 % (Hofejsi et al., 2009). Diferenciace
HSC do dvou hlavnich myeloidnich linii, monocytarni a neutrofilni, se ucastni fada
transkripcnich faktort a jejich deregulace hraje dilezitou roli v leukemogenezi.

Mezi transkripéni faktory, které fidi diferenciaci myeloidnich bunék patti-PU.1,
CCAAT/enhancer (C/EBPa, C/EBPf a C/EBPg), IRF8, RUNX1, SCL a GFI-1. Tyto
transkrip¢ni faktory fidi expresi mnoha myeloidnich gent, napt. geny kddujici receptory pro
makrofagovy faktor stimulujici kolonie (M-CSF), faktor stimulujici kolonie granulocyta (G-
CSF) a faktor stimulujici kolonie granulocytt / makrofagi (GM-CSF), dale geny kddujici

komponenty granul, jako naptiklad myeloperoxiddaza (MPO), matrix metaloproteindza 9
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(MMP9) nebo neutrofilni kolagenaza (NC). Tyto transkripéni faktory navic Casto aktivné
potlacuji geny, které jsou jinak normalné exprimovany v odlisnych liniich (Tenen et al, 1997).

C/EBPa je dulezity pro vznik GMP z CMP, je exprimovan v HSC, v myeloidnich
progenitorech a granulocytech a k jeho expresi nedochézi v makrofazich (Zhang et al, 2004;
Radomska et al, 1998). Dalsi jeho roli v hematopoéze je kontrola sebeobnovy HSC (Zhang et
al, 2004). Zda budou z GMP vznikat granulocyty nebo makrofagy je zajisténo pomoci PU.1 a
jeho vazebného partnera — interferon y (IFNy) responzivniho transkripéniho faktoru (IRFS).
IRF8 je exprimovan v GMP a makrofazich, ale k jeho expresi nedochdzi v granulocytech
(Tamura et al, 2000). PU.1 je hlavni transkripéni regulator myeloidnich a lymfoidnich bunék,
vazebné motivy pro PU.1 se nachdzi téméf ve vSech regulacnich oblastech myeloidné
specifickych a mnoha lymfoidné specifickych gent (viz kapitola. 1.2.1) (Tenen et al, 1997).
GFI-1 a C/EBPg transkrip¢ni faktory jsou diilezité pro vyvoj neutrofila (Karsunky et al, 2002;
Hock et al, 2003) (Obr. 11).
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Obr. 11: Transkripéni faktory béhem myeloidni diferenciace. RUNX1 a SCL transkrip¢ni faktory
jsou dtilezité pro tvorbu HSC z mezodermu. Diferenciace HSC do dvou myeloidnich linii a to
monocytarni a neutrofilni je zajisténa fadou transkrip¢nich faktord. C/EBPa je dilezity pro
diferenciaci CMP do GMP a t¢astni se také sebeobnovy HSC. GFI-1 a C/EBPg jsou dilezité pro
diferenciaci neutrofild a GFI-1 se Gi¢astni také sebeobnovy HSC. Pro diferenciaci makrofagi je

nezbytny PU.1 a IRFS. Pievzato z (Rosenbauer & Tenen, 2007).

1.2.2. Koncentrace PU.1 v hematopoéze

Transkripéni faktor PU.1 je ¢lenem Ets rodiny transkripénich faktorti a je nezbytnym
transkripénim faktorem kontrolujici lymfoidni a myeloidni vyvoj z hematopoetického

progenitoru, ale je postradatelny pro vznik MEP. PU.1 deficientni mySi umiraji v pozdni
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gestaci a jsou bez fetalnich jaternich B lymfocytt, makrofagt a granulocyti (McKercher et al,
1996). Regulace prostiednictvim PU.1 nezavisi pouze na tom, zda je transkripcni faktor
exprimovan, ale zavisi také na tom, v jaké koncentraci je tento transkripcni faktor
exprimovan. Exprese je nizka v HSC, jakmile vznikne MPP progenitor, ktery nasledn¢
diferencuje na CLP nebo CMP, PU.1 exprese stoupa a jeho koncentrace jsou dilezité pro
rozhodnuti, jakym smérem bude diferenciace pokracovat (Iwasaki et al, 2005; Arinobu et al,
2007). Pti diferenciaci a maturaci krevnich bun¢k je PU.1 exprimovan v riznych
koncentracich (Obr. 12), pti¢emz makrofagy exprimuji vysoké koncentrace PU.1, granulocyty
stfedni koncentrace PU.1 a B buiiky niz$i koncentrace PU.1. PU.1 neni exprimovan v T
bunkach (s vyjimkou nékterych pomocnych T bun¢k typu Th2) a NK bunikach (Klemsz et al,
1990; Back et al, 2005; Chang et al, 2005; Nutt ef al, 2005; Kamath ef al, 2008). PU.1
reguluje celou fadu gend v myeloidni a lymfoidni linii zahrnujici geny cytokinovych

receptort napt. geny pro M-CSFR, G-CSFR, GM-CSFRa a IL-7R (DeKoter et al, 2002).

Red blood cells Megakaryooyte Neutrophil Macrophage B cell T

Pu.l expression
Low High
Obr. 12: Schéma zmény exprese PU.1 béhem hematopoézy. HSC-hematopoetickd kmenova burika,
MPP-multipotentni progenitor, CMP-myeloidni progenitor, CLP-lymfoidni progenitor, MEP-

megakaryocyto/erytroidni progenitor, GMP-granulocyto/makrofagovy progenitor. Prevzato z (Mak et
al,2011)
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Makrofagy vykazuji nejvyssi koncentrace PU.1, které fidi expresi gent podilejicich
se na diferenciaci a funkci makrofagi napt. geny pro CD11B integrin, M-CSF a GM-CSF
receptory. PU.1 zprostiedkovana diferenciace makrofagti je zavisla na indukci exprese
transkripénich reguldtorit EGR1,2 (Early Growth Responsel,2) a NAB-2 (NGFI-A Binding
Protein 2), které pro svoji expresi vyzaduji vysoké koncentrace PU.1. Transkrip¢ni faktor
EGR?2 a transkrip¢ni represor NAB-2 jsou diilezité pro udrzeni makrofagového expresniho
programu, nebot’ tyto transkrip¢ni faktory reprimuji GFI-1 (Growth Factor Independent-1),
coz je transkrip¢ni faktor nezbytny pro diferenciaci neutrofild, a tudiz dochazi k diferenciaci
makrofagi (Laslo et al, 2006; Spooner et al, 2009).

Diferenciace GMP progenitrorti na granulocyty probiha ve stfedni koncentraci PU. 1,
kdy nedochézi k expresi EGR1,2. PU.1 koncentrace jsou zvySeny u GFI-1 knockout mysi
(Spooner et al, 2009). Dalsim specifickym transkripénim faktorem pro neutrofily je C/EBPa.
GFI-1 spole¢n¢ s C/EBPa negativné reguluji PU.1 expresi, ¢imz reprimuji makrofagovy
expresni program a indukuji diferenciaci neutrofili. GFI-1 je exprimovan pouze ve sttedni
koncentraci, protoze nedochazi k expresi EGR1,2 a NAB-2, které GFI-1 reprimuji (Dahl et a/,
2003).

Zda jsou ale rozdilné koncentrace exprese PU.1 ptfic¢inou (induktorem) diferenciace
hematopoetickych progenitor do riznych krevnich linii, nebo naopak pouze pasivnim

nasledkem liniov¢ diferenciace, neni doposud znamo.
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2. Cile diplomové prace

1. Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo vytvoftit luciferazové reportérové konstrukty
nesouci regulacni oblasti genu MPO a MMPY, které umozni studium regulace cilovych genti

PU.1 jeho rozdilnymi koncentracemi.

2. Naslednym cilem je otestovat funk¢ni aktivitu vytvoienych MPO a MMP9
enhancerovych reportérovych konstruktti v prubéhu diferenciace PUER myeloidnich

progenitort indukované riznymi koncentracemi transkripéniho faktoru PU.1.
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3. Material a metody
3.1. Material
3.1.1. Bunécné linie a bakterialni kmeny

3.1.1.1. Bunéc¢né linie

. PUER progenitory — myeloidni progenitorové buiiky izolované z PU.1 - mysi stabilné
transfekované PU.1-ER (PU.1 fazované s ligand vazebnou doménou estrogenového

receptoru) transgenem indukovatelnym tamoxifenem.

3.1.1.2. Bakterialni kmeny

o Escherichia coli kmen DH5a (Invitrogen, USA)
. MAX Efficiency™ DH50™ Competent Cells (Thermo Scietnific, USA)
. One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo Scietnific, USA)

3.1.2. Kultivaéni média

3.1.2.1. Pevna média

J LB (Luria Bertani) agar (Sigma, USA)
kompletni médium: 35 g/l LB agar
100 pg/ml ampicilin

3.1.2.2. Tekuta média

. LB (Luria Bertani) médium (Sigma, USA)
kompletni médium: 20 g/l LB médium
100 pg/ml ampicilin

o S.0.C. médium (Invitrogen, USA)

. IMDM 1x (Iscove's Modified Dulbecco's medium) (Gibco, USA)
kompletni médium: 500 mlIMDM 1x
10 % FBS
100 pg/ml penicilin/streptomycin
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3.1.3. Pouzité vektory a expresni plasmidy

Luciferazové vektory pouzité pro klonovani genové regulacnich usekt (Tab. 1):
. pGL3-Basic (Promega, USA)
. pCluc- Basic2 (NEB, USA)

Luciferazové vektory pouzité pro normalizaci transfekce (Tab. 1):
. pRL (SV40) (Promega, USA)

o pCMV GLuc (NEB, USA)

. pNL 1.1.PGK (Promega, USA)

luciferaza promotor
pCluc Basic-2 | Cypridinia | SV40

pGl3-Basic Photlpus

pyralis -
pRL Renilla SV40
pCMV GLuc | Gaussia CMV

pNL 1.1.PGK | NanoLuc PGK

Tab. 1: Pouzité vektory.

Expresni vektory:
. pCDNA3.1 (Invitrogen, USA)
o pGFP

o pMSCV-GFI1

J pCMV-PU.1

. pCB6-Egr2 (vSechny poskytl P. Laslo, Institute of Molecular Medicine, St. James’s
University Hospital, Leeds UK)

3.1.4. Pouzité enzymy, pufry a DNA markery

. Phusion Hot Start Il DNA polymeraza (Thermo Scietnific, USA)
. 5x CG pufr (Thermo Scietnific, USA)

o T4 DNA ligaza (Thermo Scietnific, USA)

o T4 DNA liga¢ni pufr (Thermo Scietnific, USA)

o Mlul (Thermo Scietnific, USA)
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3.1.5.

Xhol (Thermo Scietnific, USA)

Paul (Thermo Scietnific, USA)

Kpnl (NEB, USA)

Sacl (NEB, USA)

Agel (NEB, USA)

NgoMIV (NEB, USA)

Trypsin (Gibco, USA)

Purf R (Thermo Scietnific, USA)

10x Cutsmart pufr (NEB, USA)

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scietnific, USA)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scietnific, USA)

6x nandseci pufr pro elektroforézu DNA (Thermo Scietnific, USA)
10x FastAP pufr (Thermo Scientific, USA)

FastAP termosenzitivni alkalicka fosfatdza (Thermo Scientific, USA)
SaphireAmp FastPCR Mastermix (Takara Bio, USA)

KLD enzyme mix (NEB, USA)

Komer¢né dodavané kity

Dual-Luciferase® Reporter Assay system (Promega, USA)
BioLux® Gaussia Luciferase Assay Kit (NEB, USA)
Nano-Glo® Luciferase Assay Systém (Promega, USA)
BioLux® Cypridina Luciferase Assay Kit (NEB, USA)
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, BRD)
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed, BRD)
QIAquick gel extraction kit (Qiagen, USA)

. Seznam pouzitych pristroji

Nukleofektor (Amaxa, USA)

Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologie, USA)
Centrifugy: 5804 R (Eppendorf, BRD)

5810 R (Eppendorf, BRD)

Stolni centrifuga Combi-spin PCV-2400 (Grant, Velké Britanie)
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Magneticky micha¢ (VELP Scientifica, Italie)

Termoblok Thermomixer C (Eppendorf, BRD)

PCR cyklér Master-cycler gradient (Eppendorf, BRD)

Vortex Vortex — Genie 2 (Scientific Industries, USA)
Analytické vahy: ALJ 220- 4NM (KERN, BRD)

Aparatura pro DNA elektroforézu: mini HE 33 (Hoefer, USA)
Zdroj napéti PowerPac TM Basic (BIO-RAD, USA)
Transiluminator T2202 (Sigma, USA)

CO; inkubator IGO 150 CO; incubator (Jouan, Francie)
Laminarni box MSC 12 (Jouan, Francie)

Opticky mikroskop eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)
Fluorescen¢ni mikroskop DP70 (OLYMPUS, Japonsko)
Sterilizator Sterilab (BMT Medical Technology, Ceské republika)
Inkubator s integrovanou ttepackou (Gallenkamp, UK)

Luminometr (GloMax, USA)

. Seznam pouzitych chemikalii

6x nanaSeci pufr pro elektroforézu DNA (Thermo Scietnific, USA)
Agar6za I (Amresco, USA)
Ampicilin (Amresco, USA)
Ethidium bromid (Amresco, USA)
Ethylalkohol (Penta, Ceska republika)
Fetalni bovinni sérum (FBS) (Gibco, USA)
Pasivni lyza¢ni pufr (Promega, USA)
PBS pH 7.4 10x (Gibco, USA)
Penicilin/streptomycin (Gibco, USA)
TE pufr (10mM Tris,ImM EDTA, pH 8)
TBE — Tris-hydrochlorid (Amresco, USA)
- EDTA (Amresco, USA)
-kyselina borita (Amresco, USA)
5M betain (Thermo Scietnific, USA)
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3.2. Metody

3.2.1. Prace s bunéénymi liniemi

Buniky byly péstovany v nize uvedenych kompletnich médiich obsahujicich 10 %

FBS a 100 pg/ml penicilin/streptomycin (Gibco):

PUER — IMDM, suplementované interleukinem IL-3 a ¢erstvym glutaminem (25 pl/ 10 ml).

Bunky byly kultivovany v 37°C v 5 % CO; inkubatoru. Veskeré manipulace s nimi

byly provadény podle standardnich protokola.

3.2.2. Metody pouzité k pripravé luciferazovych konstrukti nesoucich

useky regulacéni oblasti geni MPO a MMP9

3.2.2.1. DNA elektroforéza v agar6zovém gelu

Material

Agar6za (Amresco, USA)

TBE pufr

ethidium bromid (Thermo Scietnific, USA)

6x nanaseci puftr pro elektroforézu DNA (Thermo Scietnific, USA)

marker GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo

Scietnific, USA) (Obr. 13)
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Obr. 13: Markery pouzivané pro DNA elektroforézu v agaro6zovém gelu.

Postup
J Podle velikosti analyzovanych fragmentti zvolime koncentraci agar6zového gelu.
J Do 50 ml TBE pufru pfiddme navaZené mnoZstvi agardzy a zahiivame, dokud neni

agardza uplné rozpusténa.

. Do rozpusténého gelu pfimichame 2-5 pl ethidium bromidu.

. Gel nalijeme do pfipravené vanicky s hiebinkem a nechame ztuhnout.

o Vyjmeme hiebinek a gel vloZime do elektroforetické aparatury s TBE pufrem.
o Vzorky na analyzu smichdme s nanaSecim pufrem pro elektroforézu DNA a

naneseme na gel, nakonec ptiddme marker.

o Elektroforetickou aparaturu zapneme a nastavime napéti 70- 80 V.
o Po skonceni elektroforézy vyjmeme gel z aparatury a zdokumentujeme piitomnost
DNA pod UV lampou.
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3.2.2.2. Priprava fragmenti regulac¢nich oblasti geni MPO a MMP9

Amplifikace fragmentii regulac¢nich oblasti geni MPO a MMP9

Material

Postup

templatova DNA (genomickd DNA izolovana z mys$i)

Phusion Hot Start I DNA polymeraza (Thermo Scietnific, USA)
5x CG pufr (Thermo Scietnific, USA)

2,5mM smés dNTPs

50mM MgCl, (Thermo Scietnific, USA)

10mM primery (Tab. 2 a Tab. 3)

5M betain (Thermo Scietnific, USA)

DMSO

Na ledu namichame nésledujici reakéni smés.
5x CG pufr 10 pl
Phusion Hot Start DNA
polymeraza 0,273ul
2,5mM dNTP 4 ul
10mM forward primer 2,5 ul
10mM reverse primer 2,5 ul
5M betain 10 pl
DMSO 1 ul
50mM MgCl, 0,2 ul
templatova DNA 150-300 ng
H,O doplnit do 50 pl

Reakéni smés v PCR zkumavkéch vlozime do termocykléru (Master-cycler gradient,

Eppendorf).
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J Na termocykléru nastavime nésledujici program:

teplota Cas pocet cykla
pocatecni denaturace 98 °C 3 min 1
denaturace 98 °C 10s
annealing 64—-69 °C* 30s 35
elongace 72 °C 30s/1kb
finalni elongace 72 °C 10 min 1

* MMP9 Enh 2; 7; 9; 11 a MPO enhancery 66 °C, 30 s

MMP9 Enh 4, 6, 8, 10, 11, 12 66 °C 20 s

MMP9 Enh 3 61 °C 20 s

MMP9 Enh 5 69 °C, 20 s

MMP9 Enh 1 64 °C, 20 s

. Pritomnost PCR produktli ovéfime pomoci gelové elektroforézy.
Amplifikace Enh 0 genu MMP9 pomoci GC-RICH PCR systému

Material

o templatova DNA (genomicka DNA izolovana z mysi)
o GC-RICH PCR Systém (Roche, Némecko)
. 10mM smés dNTPs

. 10mM primery (Tab. 3)

Postup
o Na ledu namichame nasledujici reakéni smés.
5x GC- RICH pufr 4 ul
GC- RICH polymeraza 0,8 ul
GC-RICH rozliSovaci roztok 4ul
10mM dNTP 0,2 ul
10mM mix forvard a reverse primeru 0,8 ul
25mM MgCl, 0,2 ul
templatova DNA 2ul
HO doplnit do 20 pl
. Reakéni smés v PCR zkumavkach vlozime do termocykléru (Master-cycler gradient,
Eppendorf).
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J Na termocykléru nastavime nésledujici program:

teplota cas pocet cykla

pocate¢ni denaturace 95 °C 3 min 1
denaturace 95 °C 30s

annealing 61°C 30s 10
elongace 72 °C 1 min
denaturace 95 °C 30s

annealing 61°C 30s 24
elongace 72 °C 1 min

finalni elongace 67 °C 10 min 1

Primery:

Primery pro MPO klonovani

Nazev

MPO PP Mlul -191 F

MPO PP Mlul -353 F

MPO PP Mlul -615 F

MPO TSS Xhol +12 R

MPO Enh1 MLU1 -3668 F
MPO Enh1 MLU1 -3701 F
MPO Enh1 MLU1 -4663 F
MPO Enh1 Pau Xho-3256R
MPO Enh1.4 XHO-Paul-3572R
MPO Enhl MLU1 - 4653 F
MPO Enh1 MLU1-3421 F
MPO Enh1 MLU1-3350 F
MPO Enh2 MLU1 -14342 F
MPO Enh2 XHO-Paul -14045 R
MPO Enh3 MLU1 -16799 F
MPO Enh3 XHO-Paul-16428 R

sekvence

GATACGCGTCCAGGACCCTTCTTCCTGAGAAGCC
GATACGCGTCCTTCCTAACAGACAAGCCCTGGGC
GATACGCGTTCTCCTGAGTCTGGGATCTGTTTCCC
GATCTCGAGGGCTACGCTACTCCCCATAACTTCTCAG
GATACGCGTTCTGGCGCGAAGACTCAGTAAACTATCC
GATACGCGTGCAGTTAGCTCCTGAGGCCCTGAGTG
GATACGCGTGTCTTCTAAGCACTGGCATCATAGGTGC
GATCTCGAGGCGCGCGGCCTCTGAGAACTTGGGACATCTGA
GATCTCGAGGCGCGCCAGTTGGAATTAGAGGTGTTGGGGTCC
GATACGCGTGCACTGGCATCATAGGTGCATCATTCTATG
GATACGCGTGGATGGTTGTAGTCTGGTGTAGGGTATTCC
GATACGCGTGTACCCTTCAGGGATGTTCCCTGG
GATACGCGTCCAAGAAGCACCACCTCATCAGGAC
GATGCGCGCCTCGAGCCCAGGCAGAAGCAGAAGCAGAAG
GATACGCGTCCTCCTGCCATAGCCTTCTGAGTATTAGG
GATGCGCGCCTCGAGCACCACTTAGGATTGGACCCAGGC

Tab. 2: Primery pouZité pro amplifikaci useki MPO genu. Nazev primeru obsahuje nazev genu,

nazev enhanceru, pfidana restrikéni mista, pozici od transkripéniho startu a zda se jedna o reverse (R)

nebo forward (F) primer. Restrikéni mista jsou vyznacena podtrzenim.
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Primery pro MMP9 klonovani

nazev

MMP9 PP -642 F Kpn AgeF
MMP9 PP +49 R Sac R

MMP9 EnhO Kpnl Agel +12173 F
MMP9 Enh0 NgoMIV +12923 R
MMP9 Enhl KpnAgeXba +4319 F
MMP9 Enh1 SacNgoXba+5084 R
MMP9 Enh2 Kpnl Agel - 5552 F
MMP9 Enh2 NgoMIV - 4693 R
MMP9 Enh2 NgoMIV - 4954 R2
MMP9 Enh3 Kpnl Agel - 9726 F
MMP9 Enh3 NgoMIV - 8995 R
MMP9 Enh3 NgoMIV - 8741 R2
MMP9 Enh4 Kpnl Agel - 12360 F
MMP9 Enh4 NgoMIV - 11562 R
MMP9 Enh5 Kpnl Agel - 15036 F
MMP9 Enh5 NgoMIV - 14190 R
MMP9 Enh6 Kpnl Agel - 20144 F
MMP9 Enh6 NgoMIV - 19477 R
MMP9 Enh7 Kpnl Agel - 21461 F
MMP9 Enh7 NgoMIV - 20781 R
MMP9 Enh8 Kpnl Agel — 22410 F
MMP9 Enh8 NgoMIV - 21716 R
MMP9 Enh9 Kpnl Agel - 23866 F
MMP9 Enh9 NgoMIV - 23230 R
MMP9 Enh10 Kpnl Agel - 31473 F
MMP9 Enh10 NgoMIV -30887 R
MMP9 Enh11 Kpnl Agel - 34705 F
MMP9 Enhl11 NgoMIV - 34197 R
MMP9 Enh11.2 Kpnl Agel - 36871 F
MMP9 Enh11.2 NgoMIV - 36281 R
MMP9 Enh12 Kpnl Agel - 38687 F
MMP9 Enh12 NgoMIV - 37993 R

sekvence
GATGGTACCACCGGTGTGCTAGCCTGAGAAGGATGAAGCTTCT
GATGAGCTCCAGGGACTCATGGTGAGGACCGCAG
GATGGTACCACCGGTATGCTTTCTGGGACCCCTTCTCTCG
GATGCCGGCCAAGTCCTTGGGGCCGCACTACTG
GATGGTACCACCGGTTCTAGACCACGGTTGGCCCTACAGGCGCC
GATGAGCTCGCCGGCTCTAGACCAGCACGGTCTTGCCTGTGTACACC
GATGGTACCACCGGTTGGAGTATGTCTCCCTCACATCCTGCC
GATGCCGGCAGTTCAGCAGAGGCCAGGACTTGG
GATGCCGGCTGCTGCTGGTTCTTTCTTACCAACTGCG
GATGGTACCACCGGTCTCAGCTTCGACTCGGTCTCAGCAG
GATGCCGGCCGGTGGCGCACACCGTTAATCCCAGTG
GATGCCGGCCTGGGATTAACGGTGTGCGCCAC
GATGGTACCACCGGTGCTGAAGCTCTAGGACCGTGGTTCT
GATGCCGGCTCCTGGGTTCATTTCTGAGACCCTGT
GATGGTACCACCGGTCTGGCTGCAAAGCTTAACCTGAAGAGC
GATGCCGGCTTGCCACTTTCACCAGAGCCTTAGC
GATGGTACCACCGGTTGTCTATCTGGGGCTTGAGGATGGC
GATGCCGGCAGTGAGCACAGCGCCTACTGAGAG
GATGGTACCACCGGTCCTGCCAGGATCTGAACTCCAATGC
GATGCCGGCGTTAGAGGCCAGCCTTGGCTACACAG
GATGGTACCACCGGTGTCTGTCGGGTTGCCTTGCATACAC
GATGCCGGCGGAGGCAGAAGACAGAGATGAAGCCA
GATGGTACCACCGGTAGCAGGCCTCTGAACTGGGTGATAG
GATGCCGGCAGGGGAGGCATTAGGTCCTCTGGAG
GATGGTACCACCGGTCAGTGCTAAGGCCCGAGATGAGCTA
GATGCCGGCCCAAATCCTACAGCCTCAGGAGCCA
GATGGTACCACCGGTCCTAACCAGGGGACAGGATTCCAGA
GATGCCGGCGGGAGGTAGAGGCAGGAGTATTCGG
GATGGTACCACCGGTTTGTGGCGGCGCTGGGTTTC
GATGCCGGCTCCCAGGTCGCGACGGTTCTCTAAG
GATGGTACCACCGGTCCACCCACCCACATTTCAGCCTTAC
GATGCCGGCTGAGCAGGTTACCCAGGTTCTAGCC

Tab. 3: Primery pouZité pro amplifikaci usekit MMP9 genu. Nazev primerti obsahuje nazev genu,

nazev enhanceru, pridana restrikéni mista, pozici primeru od transkripniho startu a zda se jedna o

reverse (R) nebo forward (F) primer. Restrikéni mista jsou vyznacena podtrzenim.
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Purifikace fragmenti regulac¢nich oblasti geni MPO a MMP9

Material

. QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko)

. Amplifikované fragmenty regulacnich oblasti gent MPO a MMP9

Postup

. K amplifikovanym fragmentim ptfiddme 5 V PB pufru, zamichame a vzorek
piepipetujeme do 2 ml sbérné zkumavky. Centrifugujeme 17 000 x g, akcelerace 3, 3 min.

. Vzorek promyjeme 0,75 ml PE pufru a centrifugujeme 17 000 x g 30 s, abychom se
zbavili veskerého ethanolu. Vymenime sbérnou zkumavku a centrifugujeme znova 2 min na
maximalni otacky centrifugy.

o Kolonku ptendame do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a na stted filtru kolonky pridame
40 pl EB pufru predehiatého na 65 °C. Centrifugujeme 17 000 x g, 1 min.

J Koncentraci a €istotu purifikované DNA stanovime pomoci NanoDropu (Thermo

Scientific, USA).

Stépeni fragmenti regulaénich oblasti genu MPO

Material

. purifikované fragmenty regulacni oblasti MPO genu

° restrikéni enzymy Mlul, Xhol, Paul (Thermo Scietnific, USA)
o 10x pufr R (Thermo Scietnific, USA)

Stépeni fragmenti PP1, PP2, PP3

Postup:
. Napipetujeme restrikéni reakci do 0,5 ml mikrozkumavky dle ndvodu.
10x pufr R 6 ul
Mlul 1,5 ul
Xhol 1,5 ul
DNA 50 ul
J Nechéame $tépit v 37 °C, 2 hod.
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Stépeni fragmenti E1.1, E1.2, E1.3, E1.4, E2, E3, E23

Postup
. Napipetujeme restrik¢éni reakci do 0,5 ml mikrozkumavky dle ndvodu.
10x pufr R 6 ul
Mlul 0,4 ul
Paul 0,4 ul
DNA 50 pl
. Nechame stépit v 37 °C, 2 hod.

Stépeni fragmenti regulaénich oblasti genit MMP9

Material

o purifikované fragmenty regulacni oblasti MMP9 genu

° restrikéni enzymy Sacl, Agel, Kpnl, NgoMIV (Thermo Scietnific, USA), (NEB, USA)
. 10x pufr R (Thermo Scietnific, USA), 10x Cutsmart pufr (NEB, USA)

Stépeni fragmentu PP

Postup
o Napipetujeme restrikéni reakei do 0,5 ml mikrozkumavky dle navodu.
10x CutSmart buffer | 10 pl
Kpnl-HF 2 ul
Sacl-HF 2 ul
DNA 50 ul
o Nechame §tépit v 37 °C, 2 hodiny.

Stépeni fragmenti EO0, E1.1, E1.2, E2.2, E3.1, E3.2, E4, E6, E7, E8, E9, E10, E11, E12
Postup

. Napipetujeme restrikéni reakci do 0,5 ml mikrozkumavky dle navodu.

10x CutSmart buffer | 10 pl
Kpnl-HF 1,5 ul
NgoMIV 2 ul

DNA 50 pl
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o Nechame §tépit v 37°C, 2 hodiny.

Stépeni fragmentu E2.1

. Napipetujeme restrikéni reakci do 0,5 ml mikrozkumavky dle navodu.

10x CutSmart buffer 10 pl

Agel-HF 0,3 ul

NgoMIV 0,5 pl

DNA 50 ul
. Nechéame §tépit v 37 °C, 2 hodiny.

Stépeni fragmenti E11.2

. Napipetujeme restrikéni reakcei do 0,5 ml mikrozkumavky dle navodu.

10x CutSmart pufr | 10 pl

NgoMIV 2 ul

DNA 50 ul
o Nechéame $tépit v 37 °C, 2 hodiny.
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Purifikace Stépenych fragmentii regulac¢nich oblasti genit MPO a MMP9
Material

. QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Némecko)

. Stépené fragmenty regulacnich oblasti gent MPO a MMP9

Postup

. Fragmenty purifikujeme pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit. Postup popsan

v kapitole Purifikace fragmentt regulacnich oblasti genit MPO a MMP9.

3.2.2.3. Priprava vektori pGl3-Basic a pCluc-Basic 2

Stépeni a defosforylace koncii vektoru pGl3-basic

Material
. vektor pGl3-Basic (Promega, USA) (Obr. 14)
. restrikéni enzymy Mlul, Xhol (Thermo Scientific, USA)
. 10x pufr R (Thermo Scientific, USA)
J FastAP termosenzitivni alkalicka fosfatdza (Thermo Scientific, USA)
J 10x FastAP pufr (Thermo Scientific, USA)
Postup
o Napipetujeme restrikéni reakei do 0,5 ml mikrozkumavky dle navodu.
10x pufr R 8 ul
Mlul 6 ul
Xhol 6 ul
pGI3 basic 100 pg
. Nechéame stépit v 37 °C, 4 hod.
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Obr. 14: Schéma pGl3-Basic vektoru: V MCS restrikéni mista MlIul a Xhol, ktera byla pouzita pro

Stépeni vektoru pii klonovani.

. Pridame 10x FastAP pufr a FastAP alkalickou fosfatdzou do restrikéni smeési.
Mnozstvi fosfatdzy volime podle mnozstvi DNA v restrikéni smési.

. Defosforylujeme v 37 °C, 60 min.

Stépeni a defosforylace koncii vektoru pCluc-Basic 2

Material
. vektor pCluc-Basic 2 (Neb, USA) (Obr. 15)
. restrikéni enzymy Kpnl, Sacl (NEB, USA)
. 10x CutSmart pufr (NEB, USA)
. FastAP termosenzitivni alkalicka fosfataza (Thermo Scientific, USA)
o 10x FastAP pufr
Postup
J Napipetujeme restrikéni reakci do 1,5 ml mikrozkumavky dle navodu.
10x CutSmart pufr 8 ul
Kpnl-HF 4 ul
Sacl-HF 4 ul
pCluc Basic-2 50 pg
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Nechame §tépit v 37 °C, 4 hodiny.
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Obr. 15: Schéma pCluc-Basic 2 vektoru: V MCS restrikéni mista Kpnl a Sacl, ktera byla pouZzita

pro Stépeni vektoru pii klonovani.

e Fosforylaci vektoru provadime stejné jako u vektoru pGl3-Basic.
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3.2.2.4. Purifikace vektoru pGl3-Basic a pCluc-Basic 2 z gelu

Material

. Stépeny vektor pGl3-Basic a pCluc-Basic 2

. agarozovy gel

. 6x nanaseci pufr pro elektroforézu DNA (Thermo Scientific, USA)

. QIAquick gel extraction kit (Qiagen, Némecko)

Postup

J Pted odlitim gelu vycistime vaniC¢ku a hiebinek ethanolem. Vyménime TBE pufr
v elektroforetické aparatufte.

o Vektory naneseme na 0,7 % gel. Pouzijeme 25 pg vektoru smichaného s nanasecim
pufrem pro elektroforézu DNA a vodou. Elektroforéza pustime na nizké napéti (40 V), aby
byly DNA prouzky ostré. Elektroforéza bézela cca 6 hodin, aby doslo k odd¢€leni $tépeného a
nestépené¢ho vektoru. Prouzek odpovidajici Stépenému vektoru vyfizneme z gelu. Pfi
vyfezavani dame pod gel western blotovd skla, abychom zabrénili mutacim DNA
zpusobenych UV zafenim. Vektor z gelu izolujeme pomoci kitu QIAquick gel extraction kit.
Nejprve vyfiznuty gel zvazime a ptidame 3 V QG pufru. Inkubujeme v 50 °C, dokud se gel
uplné nerozpusti, vortexujeme kazdé 3 minuty.

. Smés pfeneseme na kolonku a centrifugujeme 17 000 x g, 3 min. Pfiddme 500 pl QG
pufru a znova centrifugujeme 17 000 x g, 1 min.

o Poté kolonku promyjeme 750 pl PE pufru a centrifugujeme 17 000 x g, 1 min.

o Kolonku ptevedeme do 1,5 ml ¢isté mikrozkumavky a na stfed filtru kolonky
napipetujeme 20 pl PE pufru. Nechame 1 min stat a centrifugujeme 17 000 x g, 1 min.

. Koncentraci a Cistotu vektoru zmétime na Nanodropu.

2.2.2.5. Ligace vektoru a fragmentii regula¢nich oblasti genit MPO a MMP9

Material

. Stépeny vektor, purifikované fragmenty regulacni oblasti MPO a MMP9 ( Tab. 4)
J T4 DNA ligaza, T4 DNA liga¢ni pufr (Thermo Scietnific, USA)

. cyklér (Master-cycler gradient; Eppendorf)
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Postup

. Napipetujeme ligacni reakci dle navodu.
T4 DNA ligaéni pufr | 1,5 pl
T4 DNA ligaza 0,4 ul
vektor 100 ng
inzert X ng

e Purifikovany Stépeny vektor a inzerty byly ligovany v poméru 1:1 -1:10. s ohledem na

délku inzertu.

o Ligaci provadime v termotermocykléru dle nasledujiciho programu:
teplota cas
22 °C 1 hod
16 °C 3 hod
vektor |insert vektor |insert vektor insert
PP.1 El.1 E2
PP.2 El2 pGI3PP3E1.3| E3
E23
pGI3 PP.3 El1.3
E2 GI3PP3 ElL4
E3 P E1.4 short
E23 E2
E3
E23
vektor |insert vektor insert
El.1 El.1
E1.2 E1.2
E2.1 E2.1
E2.2 E2.2
E3.1 E3.1
E3.2 E3.2
E4 E4
E6 E6
ClucPP 2.2
ptluc E7 pClucPPE "
ES8 ES8
E9 E9
E10 E10
Ell Ell
El11.2 El11.2
E12 E12

Tab. 4: Prehled vektori a inzerti pii ligaci.
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3.2.2.6. Transformace luciferazovych konstrukti do DH5a kompetentnich
bakterii

Material

o DHS5a bakterie (Invitrogen, USA) One Shot™ TOP10 Chemically Competent E.coli
(Thermo Scietnific, USA)

J luciferdzové konstrukty ziskané ligaci

o S.0.C. médium (Thermo Scietnific, USA)

o LB pevné médium (Sigma, USA)

. agarové plotny s ampicilinovou rezistenci
Postup
J Bakterie nechame na ledu roztat, promichame je Spickou a do 1,5 ml mikrozkumavky

napipetujeme 50 pl bakterii.

J Poté k bakteriim ptfidame 1-5 ul (1-10 ng DNA) liga¢ni smési, promichame opatrné
$pickou a inkubujeme na ledu 30 min.

o Provedeme teplotni Sok 42 °C, 35 s.

J Inkubujeme na ledu 2 min.

o Ptidame 250 pl S.0.C. media piedehtatého na 37 °C.

o Ttepeme 1,5 hodiny v 37 °C, 225 rpm

o Riizné koncentrace transformaéni smési nanaSime na plotny s LB agarem a
ampicilinem, pfes noc inkubujeme v 37°C.

o Pfitomnost luciferdzovych konstruktii v narostlych koloniich ovétime pomoci PCR

z bakterialnich kolonii.

3.2.2.7. Ovéreni pozitivnich kolonii pomoci PCR z bakterialnich kolonii

Material
. SaphireAmp FastPCR Mastermix (Takara Bio, USA)
. 10mM primery

. plotny s narostlymi koloniemi
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Postup

. Napipetujeme reakci na PCR dle navodu.
2x Saphire Amp FastPCR Mastermix | 7,5 pl
Forward primer 0,4 ul
Reverse primer 0,4 ul
DNA -
H>O 6,7 ul
Celkem 15 pl
. Bakterialni kolonie vypichneme pomoci Spicky a vyplachneme je v pfipraveném
V mixu.
o Reakéni smés v PCR zkumavkéch vlozime do termocykléru a nastavime nasledujici
program:
Teplota Cas Pocet cykli
pocatecni denaturace 94 °C 1 min 1
denaturace 98 °C S8
annealing 62 °C 5s 35 cykla
elongace 72 °C 20s
finalni elongace 72 °C 10 min 1
. Ptitomnost fragmentd zdokumentujeme pomoci gelové elektroforézy.

3.2.2.8. Izolace plasmidové DNA

Material

. JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed, BRD)

. pozitivni kolonie bakterii

J LB médium (Sigma, USA)

Postup

. Bakterie pro izolaci plazmidové DNA kultivujeme v LB médiu v tfepacce pies noc, 37
°C (cca 16 hod.), 220 rpm.

. Narostl¢ bakterie centrifugujeme 6 000 x g, 10 min.

. Peletu bakterii resuspendujeme v 250 ul G1 pufru, do kterého byla piidana RNaza A.
. K bakteriim pfidame 250 ul lyza¢niho G2 pufru. Promichdme, nevortexujeme.

Nechame stat 5 min.
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o Ptidame 350 pl neutralizaéniho G3 pufru. Promichdme, nevortexujeme.
Centrifugujeme 16 000 x g, 4 min.

o Kolonku s filtrem umistime do sbérné zkumavky. Na kolonku pifepipetujeme
supernatant. Centrifugujeme 17 000 x g, akcelerace 3, 3 min,.

o Promyjeme 500 pl G4 pufru. Centrifugujeme 16 000 x g, 1 min. Zopakujeme jeste
jednou a centrifugujeme na maximalni otacky.

. Kolonku s filtrem pienddme do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Na stfed filtru kolonky
napipetujeme 30-50 pl predem predehiatého (65 °C) elucniho pufru. Centrifugujeme 17 000 x
g, 3 min.

. Koncentraci a ¢istotu zméeiime na Nanodropu.

3.2.2.9. Restrik¢ni ovéreni luciferazovych konstruktii

Material

J restrikéni enzymy Mlul, Xhol, Sacl (NEB, USA), (Thermo Scientific, USA)
. 10x CutSmart pufr (NEB, USA)

. 10x pufr R (Thermo Scientific, USA)

. luciferazové konstrukty

Postup

. Napipetujeme restrikéni reakei dle ndvodu.

MPO luciferazové konstrukty MMP9I luciferazové konstrukty
H,O 16 ul H,O 16,65 pl
Pufr R 2 ul CutSmart buffer 2 ul
DNA, 300 ng/ul 1 ul DNA 300 ng
MIul 0,5 ul Xhol 0,1 pl
Xhol 0,5 pl Sacl 0,25 pl
Celkem 20 pl Celkem 20 pl
. Luciferazové konstrukty nechdme Stépit v 37 °C, 1 hod.

. Ptitomnost fragmentu zdokumentujeme na gelu.

3.2.2.10. ZamrazZeni bakterialni kultury

Material
J pozitivni bakterialni klony
o glycerol
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Postup
. Pouzijeme 500 pl bakterialni kultury ke které ptidame 500 pul 50 % glycerolu.
o Bakteridlni kultury skladujeme v —80 °C.

3.2.3. Metody pouzité k mutagenezi (zaméné) vazebnych mist PU.1

Inverzni PCR

Material

. templatova DNA (vektory: pGI3PP3, pGI3PP3E1.3, pGI3PP3E1.3E2, pClucPPE2.2,
pClucPPE2.2E6)

. Q5 DNA polymeraza (NEB, USA)

. 5x QS5 pufr (NEB, USA)

. 2,5mM smés dNTPs

o 50mM MgCl; (Thermo Scietnific, USA)

o 10mM primery (Tab. 5)
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Nazev primeru Sekvence

IMPO PP3 /CD14 BSex F aagaattcagTTTGTCCCGAGCCTGGAG
2MPO PP3 /CD14 BSex R cetgtttttceTCAGGCAGAGAAGGACCC
3MPO PPE1/CD14 no Egr2 BSex F | 03a03attcaTGTGTGTACGGTGGATGG
4MPO PPEI no Egr2 BSex R ctgtttttcg TACTGAGCTCTCCCAAAACAC
5MPO PP E1 with Egr2 BS F gaagaattcaGTGGATGGTTGTAGTCTGGT
6MPO PP El with Egr2 BS R ctgtttttcgCTACTGAGCTCTCCCAAAACac
7MPO PP E3/CD14 BS ex F gaagaattcaGAAGCAGGTTGCTGGCAA
8MPO PP E3/CD14 BS ex R ctgtttttce TTCTTCCTGGATGTCTGATAAGtc

11MMP9 E2 ChIP peak BS ex F gaagaattcaGGGATGTGGTAACCAGAAC

12MMP9 E2 ChIP peak BS ex R ctgtttttcgCTAACACCACAACAGAGTTTAGce

13MMP9 E6 /CD14 BS ex F gaagaattcaCTATGCCTGCACGTCTGC

14MMP9 E6 /CD14 BS ex R ctgtttttceTTTACATCCAGATCCGCAGte

15MPO PP3 /CD14 Enh BSex F ttetecatttetettectectaacaTTTGTCCCGAGCCTGGAG

16MPO PP3 /CD14 Enh BSex R geaattagagttcacagaggaagggs TCAGGCAGAGAAGGACCC

5.1 MPOPPEI1 wit Egr2BSlong F gaagaattcaATGGTTGTAGTCTGGTGTAGGG

9IMMP9 E2 composite BSex F caacgaagtgttttttaggaagggacgaaaaacaggaagaattcaGTTGGTGAGCAGGGTGTATGTG

10MMP9 E2 composite BSex R caatatttactagaagtgagtagggctgttaggaggaagagaagtgCCCCTAACACCACAACAGAGTTTAG

11.1IMMP9 E2 peak longBS ex F gaagaattcaGCTGTGTTGAAAACCAAGCTTC

11.2MMP9 E2peak CD14el BSex F | (cctaacagcGCTGTGTTGAAAACCAAGCTTC

12.2MMP9 E2 peak CD14¢1BSex R | goaagagaaat CTAACACCACAACAGAGTTTAGct

13.2MMP9 E6 /CD14el BS ex F tectaacagcCTATGCCTGCACGTCTGC

142MMP9 E6 /CD14el BS exR | go3a0a02aat TTTACATCCAGATCCGCAGtc

17MPO PP3/CD14EnhshortBSex F | {¢ctaacage TTTGTCCCGAGCCTGGAG

18MPO PP3/CD14EnhshortBSex R | goaagagaaat TCAGGCAGAGAAGGACCC

Tab. 5: Primery pro zaménu vazebnych mist PU.1 v regula¢nich oblastech genu MPO a MMP9.
Nézev primeru obsahuje ndzev vektoru, kde bude provedena zaména vazebného mista a ndzev inzertu,
jez se bude vkladat. Mala pismena oznacuji nekomplementarni ¢ast primeru, ktera obsahuje sekvenci

vkladaného inzertu. Velka pismena v sekvenci primeru zna¢i komplementarni ¢ast primeru k vektoru,

v némz dochazi k zaméné vazebného mista.
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Postup

. Na ledu namichédme nasledujici reakéni smés.
5x QS5 pufr 10 pl
2,5mM dNTP 4 ul
10mM forward primer 2,5 ul
10mM reverse primer 2,5 ul
50mM MgCl, 0,2 pl
templatova DNA 10 ng
Q5 polymeraza 0,2 ul
HO 15,53 ul
. Reakéni smés v PCR zkumavkach vloZzime do termocykléru a nastavime nasledujici
program:
teplota cas pocet cykll
pocatecni denaturace 98 °C 3 min 1
denaturace 98 °C 10s
annealing 64 °C 30s 26
elongace 72 °C 360 s (40s/1Kkb)
finalni elongace 72 °C 10 min 1
. Ptitomnost PCR produktt ovéfime pomoci gelové elektroforézy.

KLD reakce-Kinaza, Ligaza, Dpnl

Material

. PCR produkty se zaménou vazebnych mist PU.1

o KLD enzymovy mix (NEB, USA)

o One Shot™ TOP10 Chemically Competent E.coli (Thermo Scietnific, USA)

Postup

o Namichame nésledujici reakéni smés.
PCR produkt 0,5 pl
2X KLD reakéni pufr 2,5 ul

10X KLD enzymovy mix 0,5 pl
H.O 1,5 pl
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. Inkubujeme 5 min v 25 °C. Poté transformujeme do bakterii (viz kap. 2.2.2.6).

3.2.4. Transfekce DNA

3.2.4.2. DNA transfekce do PUER myeloidnich progenitoru

Material

J plasmidova DNA, pRL vektor, pGFP vektor, pNL1.1.PGK vektor, PCMV GLuc
vektor

J PUER bunky

o IMDM médium (Gibco, USA)

o 12 jamkové desticka

. Nukleofektor (Amaxa, USA)

. Transfekce probiha ve sterilnim laminarnim boxu.

Postup

. Napéstujeme si s tydennim predstihem burnky.

. Pfipravime transfekéni sm&€s DNA pro kaZzdou transfekci obsahujici vzdy jeden MPO a

jeden MMPO reportér (0,5 pg), pRL a pNL prazdné luc vektory (0,05 a 0,01 pg) a pGFP (0,05
ng) v celkovém objemu 10 pl. pRL, pNL a pGFP jsou pipetovany ze spolecného mastermixu,

dobre vortexovaného.

. Ptipravime si 12 jamkovou desticku. Na kazdou jamku napipetujeme 1,5 ml média a
ptedehiejeme v 37°C.
J Stoc¢ime bunky 300 x g, 5 min, 4°C. Na jednu transfekci pottebujeme piiblizné€ 2-4 x

10° bunék. Odstranime supernatant a peletu resuspendujeme v 90 ul nukleofektorového

roztoku vynasobeného poctem transfekci a nechame na ledu.

. Pipetujeme 90 pl suspenze bunck do 10 ul DNA smési, promichdme a pteneseme do
transfek¢ni kyvety predchlazené na ledu.

. Kyvetu zazitkujeme a vlozime do nukleofektoru a aktivujeme program X-01.

. Po skonceni programu obsah kyvety pfiddme do 1,5 ml pfedehiatého média

v pfipravené desticce.

. Po 4-8 hodinach, rozdélime objem jamek na tfetiny a piepipetujeme celkem do tfech

desticek.
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° Bunky rozdélime do tfech sad desti¢ek s 500 ul kompletniho média s 0; 0,5 a 5 uM

tamoxifenem.

3.2.4.3. Sklizeni bunék

Material

. buniky PUER vyseté na 12 jamkovou desticku

o PBS (Gibco, USA)

J pasivni lyza¢ni roztok (DLRA, Promega)

Postup

Kontrolni buiiky a bunky stimulované 0,5 uM tamoxifenem

. Kontrolni buniky sklizime 48 h po transfekci a buiiky diferencované 0,5 uM
tamoxifenem sklizime 72—84 h po transfekci

. Odsajeme supernatant z bun€k do zkumavek.

° Pridame 0,5 ml PBS.

o Centrifugujeme 6 min, 400 x g. Odsajeme supernatant, znovu centrifugujeme a
odsajeme zbyly supernatant.

. Ptidame 70 pl pasivniho lyza¢niho roztoku.

o Zamrazime bunky v -80 °C.

Buiiky stimulované 2,5 pM tamoxifenem
e Bunky stimulované 2,5 uM tamoxifenem sklizime 72—84 h po transfekci.
o Suspenzni bunky sklizime stejné jako kontrolni bunky.
. Ptisedl¢ bunky promyjeme PBS, pfiddme 90 pl pasivniho lyza¢niho roztoku a buiky
seSkrabeme pomoci stérky. Pfevedeme do 1,5 ml mikrozkumavky a méfime luciferazovou

aktivitu.
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3.2.4.4. Stanoveni luciferazové aktivity

Material

. lyzat transfekovanych bunék

. luminometr GloMax (Promega, USA)

o BioLux® Cypridina Luciferase Assay Kit (Promega, USA)

J Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, USA)
o Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, USA)

Postup

. Nejdtive jsme kazdy injektor luminometru promyli 70 % ethanolem a destilovanou
vodou (2x).

o Do kazdého injektoru jsme poté dali substrat. Podle poctu vzorku jsme ptipravili

potfebné mnozstvi substratu. Na jeden vzorek jsme pouzili 50 pl substratu.
J Poté jsme odebrali 10 pl lyzatu do 1,5 ml mikrozkumavky, vlozili do luminometru a
zmeéftili luciferdzovou aktivitu. Substrat byl k lyzatu pfidan automaticky. Méfili jsme v

nasledujicim potadi: Firefly, Cypridinia, NanoLuc, Gaussia.

3.2.4. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPadPrism 5, pomoci Anova
Tukey-HSD test (Obr. 30 a 31). Symbol hvézdiCek piredstavuje dosazenou hladinu
vyznamnosti (p-value). Pro oznaceni dosazené hladiny vyznamnosti bylo pouZito oznaceni:
*p<0.05, ** p<0.01, ***p <0.001.

Hodnoty dat v grafech jsou vyjadfeny jako primér hodnot 2 - 5ti biologickych replikati +

smérodatna odchylka.

61



4. Vysledky

4.1. Bunécny systém — model myeloidni diferenciace

Pro studium mechanismu, jak rtizné koncentrace transkripéniho faktoru PU.1 reguluji
hematopoetickou diferenciaci, jsme pouzili transgenni mysi myeloidni progenitory, které
umoziuji regulovatelnou expresi PU.1. Tyto myeloidni progenitory byly izolovany z fetalnich
jater PU.17" mysi (Walsh et a/, 2002) a nasledné stabilné transfekovany transgenem
kodujicim fazni gen PU.1 s ligand vazebnou doménou estrogenového receptoru (ER), citlivou
na analog estrogenu tamoxifen (PU.17-PU.1 ER, PUER buiiky) (Obr. 16). PUER transgen
umoziuje presnou kontrolu aktivity PU.1 v zavislosti na koncentraci PU.1 induktoru
tamoxifenu (tax). V nepfitomnosti tamoxifenu zstavd PUER transgen inaktivni v cytoplasmé
a PUER bunky zUstavaji blokovany ve stadiu proliferujicich myeloidnich progenitort. Po
pfidani tamoxifenu je PUER transgen aktivovan translokaci do jadra (tim Ze ligand tamoxifen
vazbou na ligand vazebnou doménu vytésni inhibitor blokujici nuklearni lokaliza¢ni signal
(NLS)), kde PU.1 jiz miiZe fungovat jako transkrip¢ni faktor a aktivovat cilové geny (Obr.

16). Aktivace PUER transgenu vede k zastav€ bunécného cyklu a diferenciaci.

\ — |
\ EEI Response alemant /
LN | /
“I" m Nucleus ‘:I

Obr. 16: Schéma aktivace PU.1-ER transgenu. Po navazani tamoxifenu na ligand vazebnou
doménu PU.1-ER transgenu dojde k odmaskovani NLS a transportu do jadra. Upraveno z (Lodish et
al., 2013).

Predesla studia v nasi laboratoii ukazala, ze vysoka koncentrace PU.1 (2,5 uM tax)
indukuje diferenciaci PUER progenitort do pfisedlych makrofagi, charakterizovanych velkou
vakuolovou cytoplazmou (Pospisil et al, 2011). Je zajimavé, Ze sttedni koncentrace PU.1 (0,5
uM tax) indukovala diferenciaci PUER progenitort do suspenznich bunék granulocytt,

charakterizovanych segmentovanymi jadry (Obr. 17).
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Obr. 17: PU.1 v zavislosti na koncentraci indukuje diferenciaci makrofagi nebo granulocyti.
PUER progenitorové buiiky byly stimulovany zvysujici se koncentraci tamoxifenu po dobu 96 hodin.

Fazovy kontrast a cytospin obarveny Wright — Giemsa, Romanowski. Zvétseni 400x

Analyza mRNA genové exprese PUER progenitort indukovanych vzristajicimi
koncentracemi PU.1 (0,1 - 5 uM tax) ukézala, Ze makrofagové geny (jako napt. CD14, F4/80,
CSFIR, EGR2) byly postupné¢ indukovany pfi zvySovani koncentrace PU.1. Pfekvapiveé
specifické geny pro granulocyty, jako napi. matrix metaloproteinaza 9 (MMP9),
myeloperoxidaza (MPO) nebo neutrofilni kolagenaza (NC), byly aktivovany vyhradné pfi
sttednich koncentracich PU.1 (Obr. 18).

Casova analyza diferenciace PUER progenitort v 8 ¢asovych bodech (2-96 hodin) a
ttech PU.1 koncentracich (0; 0,5 a 2,5 uM tax) ukazala, Ze zatim co vétSina makrofagovych
gent (napt. CD14, F4/80, CSF1R, EGR2) byla ¢asnymi cili PU.1 (aktivace jiz po 8mi hod),
tak granulocytarni geny byly pozdnimi cili PU.1 a jejich exprese byla indukovana mezi 48 a
96 hodinami od zacatku PU.1 aktivace (Obr. 19).

Jakymi genové€ regulatnimi mechanismy je zajisténo, Ze granulocytarni geny jsou
aktivovany exkluzivné ve stiedni koncentraci PU.1, zatimco vysokou koncentraci PU.1 jsou
reprimovany, je velmi zajimava biologicka otazka, k jejimuZz zodpovézeni se snazi prispét i
tato diplomova prace.

Uvedena charakterizace diferenciace PUER progenitorové myeloidni linie vznikla

pfed mym piichodem do laboratote a stala se zdkladem, na ktery navazovala moje prace.
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Obr. 18: Zvysujici se koncentrace PU.1 v PUER buiikach aktivuji makrofagové nebo
granulocytarni geny. PUER buiiky byly stimulovany vzristajici koncentraci tamoxifenu (tax, 0-5

uM, X-osa) po dobu 2-96 hodin a mRNA exprese byla méfena pomoci qPCR.
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Obr. 19: Analyza genové exprese granulocytiarnich a makrofagovych genii. PUER progenitory
byly diferenciovany 0,5 uM a 2,5 uM tax po dobu 2-96 hodin. mRNA exprese vybranych gent
byla analyzovana pomoci mRNA array (Affymetrix).
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4.2. Tvorba luciferazovych vektori nesoucich regula¢ni oblasti MPO a
MMP9 umoziujicich studium jejich regulace rozdilnymi

koncentracemi PU.1

4.2.1. In silico analyza regulac¢nich oblasti geni MPO a MMP9

Pro studium mechanismd, jak regulac¢ni sekvence genl vnimaji a odpovidaji na odlisné
koncentrace PU.1, které indukuji diferenciaci do odlisnych krevnich linii, jsme nejdiive
provedli komplexni srovnavaci analyzu regulacnich sekvenci (+ -100 kb) dvou vybranych
geni (MMP9 a MPO), aktivovanych vyhradné ve stfednich koncentracich PU.1 (vedouci ke
granulocytarni diferenciaci), ale ne ve vysokych koncentracich PU.1 (indukujicich
makrofagovou diferenciaci).

K analyze regulacnich sekvenci jsme pouZzili UCSC prohlize¢ genomu

(https://genome.ucsc.edu/s) s vyuZzitim vlastnich a vefejné dostupnych dat z ChIP-seq analyz

transkripéniho faktoru PU.1 pfi diferenciaci PUER progenitort v riiznych ¢asovych bodech
(0, 1, 6, 12, 48 h) a dale vazby PU.1 v mysich makrofazich, granulocytech a B bunkach. GFI-
1 byl dalSim transkripénim faktorem, u kterého jsme analyzovali ChIP-seq v granulocytech.
Daéle jsme analyzovali charakteristiky typické pro enhancery jako jsou: hypersenzitivni mista
k DNazel (DHS) v granulocytech, specifické histonové modifikace (napi. H3K4mel (v PUER
buiikach), H3K4me3 v granulocytech), H3K27ac (v granulocytech)), vazbu hrani¢niho
faktoru CTCF (v granulocytech) a fylogenetickou konzervaci lokusu. Zaroven jsme vyuZili
dostupné analyzy transkripce enhancerovych RNA, typickych pro aktivni enhancery
(FANTOM CAGE databaze). Analyza je zobrazena v Obr. 20.

Dale jsme pomoci programti Jaspar (http:/jaspar.genereg.net/) a Matinspector

(https://www.genomatix.del) analyzovali podrobné sloZeni nalezenych regulacnich sekvenci a
predikci vazeb potencidlnich kooperujicich transkripcnich faktort. Predikci vazeb TFs jsme
zkombinovali s ChIP-seq identifikovanymi vazbami TFs PU.1 a GFI-1 v testovanych
enhancerech. Soustfedili jsme se na identifikaci nabohaceni vazeb kooperujicich
transkripcnich faktorti v tésné blizkosti PU.1 vazeb (+/- 100 bp). Ptiklad takové analyzy
vybranych enhancerti je v Obr. 21. Uvedené analyzy byly provadény ve spolupraci s mym
Skolitelem a postdoktoralnim spolupracovnikem Pavlem Krsmanovicem PhD.

Syntéza uvedenych analyz vedla k identifikaci 14 potencidlnich enhancerti v lokusu
genu MMP9, nachézejicich se v oblasti mezi -40 az +10 kb a majicich vlastnosti

superenhanceru, a dale k identifikaci 4 enhanceri genu MPO, nachazejicich se v oblasti -20
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az 0 kb (ve vztahu k TSS). Informace z uvedenych analyz byly déale vyuzity pro individudlni
posouzeni a presny navrh sekvenci (navrh primeri) pro testovani nalezenych enhancerti a
jejich dele¢nich variant neobsahujicich vybrana vazebna mista TFs. Aby byl dostatecné

zachovan kontext a chromatinova struktura testovanych sekvenci, maji navrzené fragmenty

genove regulacnich oblasti délku 400- 1500 bp.
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Obr. 20: Analyza regulacnich oblasti genu MMP9 a MPO: Data PU.1 vazeb v PUER buikach,
makrofazich a B bunkach jsou znacena jako ¢erné obdélnicky ukazujici pozici ChIP-seq peaku.
Vazby PU.1, GFI-1, chromatinové modifikace a vazba hrani¢niho faktoru CTCF v granulocytech jsou

zobrazeny jako kvantitativni kiivky. Zelené ramecky zndzoriuji konzervované, zluté nekonzervované

potencialni enhancery.
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Obr. 21: Predikce vazeb PU.1 a liniové specifickych transkrip¢nich faktori do potencialnich
regulacnich oblasti MPO a MMP9 genu. Predikce vazeb potencialnich kooperujicich transkripénich
faktort analyzovana pomoci programtl Jaspar a Matinspector. Enh-enhancer, PP-proximalni promotor.

V piipadé MMP9 jsou zobrazeny reprezentativni 3 enhancery z celkového poctu 14ti testovanych.
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4.2.2. Strategie klonovani kandidatnich regula¢nich oblasti MPO a MMP9
do luciferazovych vektori

Abychom ovéfili funk¢énost identifikovanych potencialnich enhancera geni MPO a
MMP9 (aktivovanych ve stfedni koncentraci PU.1), rozhodli jsme se otestovat aktivacni
schopnosti uvedenych sekvenci pomoci luciferazovych reportérovych vektori. Luciferdzové
reportéry umozinuji kvantitativni testovani a stanoveni aktivacnich vlastnosti testovanych
sekvenci vlozenych do vektoru pfed gen luciferazy. Aktivita luciferazy (reprezentovana
produkovanym svétlem) je nasledné zmétfena po piidani substratu enzymu pomoci
luminometru.

Pro regula¢ni oblasti MPO genu jsme zvolili vektor pGl3-Basic, jez koduje
svétluskovou luciferdzu a jako substrat vyuziva svétluSkovy luciferin, pro regulacni oblasti
genu MMP9 jsme zvolili vektor pCluc-Basic 2, kodujici cypridiniovou luciferdzu a
vyuzivajici substrat cypridiniovy luciferin. Zvoleni dvou luciferazovych reportérovych
konstruktt s odliSnym substratem umoznilo soucasnou transfekci a testovani MPO a MMP9

luciferazovych reportérovych konstrukta.

V pripadé MPO regulacnich oblasti jsme do prazdného vektoru pGl3-Basic nejdiive vlozili:

1. prodluzujici se sekvence proximalniho promotoru PP1 (0; -0,2 kb), PP2 (0; -0,4 kb),
PP3 (0; -0,6 kb).

2. prodluzujici se Enhancer 1: (E1.1, E1.2, E1.3, E1.4 short, E1.4). Fragment E1.1 (-3204; -
3355 bp) a E1.2 (-3204; -3394 bp) konstrukt neobsahoval PU.1 vazbu v oblasti -3,2 kb
identifikovanou ChIP-seq. E1.3 (-3204; -3616 bp) obsahoval PU.1 ChIP vazbu a déle
kompozitni EGR2, C/EBPg, GFI-1 a AP1 misto. Enhancer E1.4 (-3204; -4663 bp) k oblasti
E1.3 navic obsahoval sekvenci, jeZ nesla v ChIP-seq PUER buné¢k H3K4 monometylaci, E1.4
short (-3500; -4663 bp) obsahoval ChIP-seq H3K4 monometylaci v PUER burkach, ale
neobsahoval PU.1 ChIP vazbu v oblasti -3,2 kb. Pro zndzornéni porovnejte Obr. 20, 21 a 22.

3. Enhancer 2 (-14; -14,3 kb), ktery obsahoval PU.1 ChIP-seq vazbu v granulocytech

v oblasti -14,2 kb a kompozitni EGR2 a RUNX1 vazebné misto.

Enhancer 3 (-16,4; -16,8 kb), ktery obsahoval tetraplikat PU.1 vazebnych mist v oblasti -16,6
kb a kompozitni C/EBPg, GFI-1 a RUNXI misto.
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Nakonec spojeny Enhancer 2-3 (-14; -16,8 kb), ktery navic obsahoval sekvenci ptekryvajici
oba enhancery.

Tato strategie méla za cil urcit bazalni aktivitu studovanych enhancert.

4.V dalsi fazi jsme vlozili jednotlivé enhancery pted proximalni promotor PP3. Do vektoru
pGI3PP3 jsme vlozili 1. prodluzujici se sekvence Enhanceru 1 (E1.1, E1.2, E1.3, E1.4.) 2.
jednotlivé enhancery E2, E3, E2-3. Tato ¢ast klonovani méla za cil otestovat nutnost

pritomnosti promotoru pro aktivitu enhancert.

5. Nakonec jsme pfistoupili k postupnému in vitro sestaveni enhanceri abychom napodobili
nativni potencidlni MPO superenhancer. Toho jsme doséhli tim, Ze jsme do vektoru
obsahujiciho PP3 + Enh 1.3 (pGL3 MPO PP3 E1.3) postupn¢ vlozili dals§i enhancery E2, E3 a
E2-3, vytvafejici konstrukty pGL3 MPO PP3 E1.3 E2, pGL3 MPO PP3 E1.3 E3 a pGL3
MPO PP3 E1.3 E2-3, viz spodni ¢ast schématu Obr. 22. Touto strategii jsme testovali moznou
gradudlnost zesilovani aktivace zptisobenou postupnym piidavanim enhancerii a moznost, zda

nckteré enhancery maji aktivacni schopnosti zavislé na ptitomnosti PP a Enh 1.

Strategie klonovani MMP9 enhancerovych sekvenci: V pfipadé lokusu genu

MMP9, kde jsme identifikovali 14 potencidlnich enhancerti, jsme zvolili jednodussi strategii:
1. nejdiive jsme vlozili do reportérového vektoru pCluc-Basic2 proximalni promotor (PP, 691
bp), ktery neobsahoval PU.1 vazbu (ChIP-seq), ale obsahoval predikci vazeb fady liniove
specifickych TFs jako napt. C/EBPe, AP1, EGR2, GFI-1. Nésledn¢ jsme vlozili do takto
vytvofeného reportéru pCluc MMP9 PP pied proximalni promotor individudlni testované
enhancery 1-14 (Obr. 23). VSechny tyto enhancery obsahovaly ve svém centru PU.1 ChIP-
seq identifikovanou vazbu nebo jejich multiplicity, a 300 az 500 bp dlouhou sekvenci na ob&
strany, obsahujici predikované vazby dalSich liniové specifickych transkripénich faktori.
Typicky v okoli sttedu PU.1 vazebné kiivky identifikované ChIP-seq byla predikovéana fada
prekryvajicich se multiplicitnich PU.1 vazebnych mist, ptekryvajicich se s predikci vazby
dalSich liniové specifickych TFs, jako C/EBPg, GFI-1, RUNX1, EGR2, IRF8 ¢1 AP1. Napf.
MMP9 enhancery 0, 1, 2, 3 a 11.2 obsahovaly GFI-1 ChIP-seq identifikovanou vazbu.
Ptiklady predikce vazeb TFs do MMP9 enhancert a lokéalni kontext jako napt. konzervace, ¢i
chromatinové modifikace jsou zndzornény v Obr. 20 a 21.

Nasledné byly vybrané enhancery (EO, E1.2, E3, E4, E6, E7, ES, E9, E10, E11.2, E12)
vlozeny do vektoru pCLuc MMP9 PP E2.2 pted Enhancer 2.2, ktery projevil nejvétsi aktivitu

z testovanych MMP9 enhancert.
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Obr. 22: Schéma MPO regula¢nih oblasti klonovanych do vektoru pGl3-Basic. Zelené boxy
oznacuji potencialni enhancer, bilé boxy proximalni promotor a ¢ervené obdélnicky oznacuji
luciferdzu. Modré ¢ary oznacuji PU.1 vazebné misto. V horni polovin€ schématu je zachovana

relativni pozice klonovanych isekli od TSS. PP-proximalni promotor, Enh-enhancer



PP-691 bp PP 691 Luc

Enh0 PP Luc

PP + Enh0 —_— -—

+12.8
Enh1 PP Luc

PP + Enh1
Ef\hZ PP Luc
PP + Enh2 48
Enh3 PP Luc
PP + Enh3
-8.9
Enh PP Luc
PP + Enh4
1.6
Enh5 PP Luc
PP + Enh5
14.2
Enh6 PP Luc
PP + Enh6
-19.4
Enh7 PP Luc
PP + Enh7
-20.9
Enh8 PP Luc
PP + Enh8
-21.8
Enh9 PP Luc
PP + Enh9 —_— ..
- 232
Enh10 PP Luc
PP + Enh10 e
Enhi1 PP Luc Legenda: I Iuciferaza
PP + Enh11 _35:'-_ 1 proximalni promotor
Enh11.2 PP Luc O enhancer
PP + Enh11.2
260 I Pu.1chiIP-seq
Enh12 PP Luc | } }
PP + Enh12 GFI-1 ChIP-seq

-38.1

Obr. 23: Schéma MMP9 regulacnich oblasti klonovanych do vektoru pCluc-Basic2. Barevné
obdélnicky oznacuji enhancer, bilé obdélnicky proximalni promotor a cervené obdélnicky oznacuji
luciferazu. Modré ary oznaduji PU.1 vazebné misto. Cerné ¢ary oznacuji GFI-1 vazebné misto. PP -

proximalni promotor, Enh - enhancer, Luc — luciferaza (kodujici sekvence).
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4.2.3. Tvorba reportérovych konstruktii nesoucich potencialni MPO

enhancery

4.2.3.1. Amplifikace fragmentii obsahujicich regulacni oblasti genu MPO

Pomoci programu Primer3 jsme nejprve navrhli pro kazdou testovanou regulacni
oblast genu MPO primery. Pro promotorové fragmenty jsme na 5 konec forward primeru
pridali restrik¢éni misto pro restriktdzu Mlul a na 5" konec reverse primeru jsme pridali
restrikéni misto pro Xhol. Pro enhancerové fragmenty jsme vlozili do forward primeru Mlul a
do reverse primeru Xhol a Paul restrik¢ni misto. Toto usporadani umozituje modularni
opakovan¢ vkladani fragmenti pfed proximalni promotor a nasledné posledni vlozeny
fragment, jelikoz Paul a Mlul maji kompatibilni St€pené konce. Po nastépeni promotorového
vektoru (pGL3 MPO PP3) Mlul restriktazou a enhancerového insertu restriktdzami Mlul a
Paul a néasledné ligaci dojde k vlozeni insertu do Mlul mista $tépeného vektoru. Pfitom
puvodni Mlul misto v parentadlnim vektoru vlozenim Paul $tépené¢ho konce zanikne a vytvoii
se nové misto Mlul na 5" zac¢atku vlozeného fragmentu, jez je vyuzito pro dalsi kolo vkladani
fragmentli. Schéma modularniho vkladani fragment pomoci pouzitych restriktaz je
zobrazeno v Obr. 24.

Fragmenty regulacnich oblasti genu MPO byly amplifikovany metodou PCR z mysi
genomické DNA, kterd byla izolovana z PUER bunék pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue
kit (Qiagen). Byla pouzita high fidelity Phusion Hot Start Il DNA polymeraty, jez ma velmi
nizkou Cetnost chyb (4x 107nt). Amplifikace fragmenti s vysokym obsahem CG probéhla
pomoci CG Rich PCR systému (Roche) (Obr. 25 a Tab. 6).

MPO klonovani

Miul  Xhol Pag Xhol
Enhl “ Luc Prvni kolo Enh klonovani

Druhé kolo Enh klonovani

Mlul Pa%ol I Xhol

Obr. 24: Schéma MPO klonovani. Schématicky naznaceno jaka restrikéni mista obsahovaly PP a

enhancery. Cervené preskrtnuta restrikéni mista pti klonovani zanikla.
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Obr. 25: Amplifikované fragmenty regula¢nich oblasti genu MPO. Jednotlivé enhancery (E) a

proximalni promotor (PP) genu MPO zobrazeny pomoci gelové elektroforézy na 1,5% agardézovém

gelu. Zelené ramecky vyznacuji amplifikované fragmenty ve spravné velikosti.

Usek Velikost bp
PP1 191
PP2 353
PP3 615
El.1 119
El1.2 190
E1.3 412
El.4 1444
E1.4 short 994
E2 297
E3 371
E23 2754

Tab. 6: Velikosti fragmentii regula¢nich oblasti genu MPO.
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4.2.3.2. Restrikéni Stépeni, purifikace na gelu a ligace fragmenti
regulacnich oblasti genu MPO do pGL3 reportérovych vektorii.

PCR amplifikované fragmenty regulacnich oblasti genu MPO jsme nasledné
purifikovali pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Pro vlozeni do prazdné¢ho
pGL3-Basic vektoru jsme purifikované fragmenty PP1, PP2, PP3, E1.2, E1.3, E1.4, E2, E3,
E23 a pGL3- Basic vektor nastepili restrikénimi enzymy Mlul a Xhol.

Pro vkladéani enhancerovych tisekll pfed proximalni promotor jsme vektor pGL3 MPO
PP3, vytvofeny v prvnim kole klonovani, §tépili Mlul restriktdzou a vkladané fragmenty E1.1,
E1.2, E1.3, E1.4, E2, E3, E23 jsme $tépili restrikénimi enzymy Mlul a Paul. Obdobn¢ jsme
postupovali pfi nasledném vlozeni E2, E3, E23 enhancerii do vektoru pGL3 MPO PP3 E1.3,
vytvoteného v predeslém kole klonovani.

Stépené fragmenty regulaénich oblasti jsme nasledné purifikovali pomoci kitu PCR
Purification Kit (Qiagen) a sté¢peny pGL3 vektor jsme purifikovali na agar6zovém gelu.
Stépené fragmenty a vektor jsme purifikovali z diivodu odstranéni odstépenych koncii. Tim
jsme zabranili jejich zpétnému spojeni. Nasledné jsme nastépené a purifikované enhancery a
PP genu MPO ligovali do nastépenych defosforylovanych a pGl3 vektort. Vektor a vkladané
fragmenty byly v poméru 1:2 az 1:5 s ohledem na pomér délky jednotlivych fragmentt a
délky vektor.

Ligované konstrukty jsme nasledné¢ transformovali do kompetentnich DH5a nebo
Top10 bakterii (Qiagen) pomoci teplotniho Soku. Kolonie, které vyrostly pfes noc na
agarovych plotnach, jsme otestovali na ptitomnost vkladaného fragmentu pomoci PCR
z individudlnich bakterialnich kolonii (vZdy 10 kolonii pro 1 konstrukt) za pouZiti
specifickych primeri. Jako forward primer jsme pouZili primer pouZity pro klonovani daného
enhanceru a jako reverse primer jsme pouZili primer na kostfe pGL3 vektoru na zacatku
luciferazové sekvence. Diky této kombinaci primerti jsme pak pomoci gelové elektroforézy

ov¢tili, zda byl usek vloZen ve spravné orientaci.

4.2.3.3. Restrikéni ovéreni MPO reportérovych konstrukti

Z kolonii, které byly pozitivni pro pfitomnost klonovanych inserti (PCR, viz vyse),
jsme nechali pfes noc narlst bakterialni kultury a poté jsme izolovali plasmidovou DNA.
Nasledné jsme restrikéné ovefili spravnost vlozenych fragmentii. Pro Sté€peni jsme pouzili

restrikéni enzymy Mlul a Xhol a velikost vzniklych fragmentl jsme analyzovali pomoci
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gelové elektroforézy. Jeji vysledky jsou znazornény v Obr.26. Pokud doslo k spravnému
vlozeni fragmentli promotoru, tak se z promotorovych konstruktli vyStepovaly fragmenty ve
velikosti ~200, ~350, nebo ~600 bp, odpovidajici prodluzujicim se variantam promotoru PP1
az PP3. U konstruktti obsahujicich PP3 a rizné varianty enhancert E1, E2 a E3 (druh¢ kolo
klonovani) jsme vid¢€li na gelu jednak prouzek odpovidajici velikosti PP3 (~600 bp) a dale
prouzek odpovidajici velikosti daného enhanceru. U konstruktu PP3 E1.4 short se PP vystépil
dohromady s E1.4 short, tudiz zde vidime prouzek odpovidajici souctu velikosti PP a E1.4
short. U vektort z tfetiho kola klonovani, nesoucich kombinaci PP+E1+E2 a E3 (PP3 E1.3
E2, PP3 E1.3 E3, sestavovani enhancert) se vystépovaly dohromady oba enhancery, tudiz na
gelu migroval kromé PP3 prouzku (600bp) také prouzek odpovidajici velikosti souctu délky
enhancerti E1I+E2, nebo E1+ E3. Nejvyse migrujici prouzek u vSech $tépeni odpovidal
prazdnému pGL3 vektoru (~4,8 kb).

Konstrukty, u kterych restrikéni $tépeni ovéfilo, ze do nich byl vlozen fragment
spravné velikosti, jsme nechali sekvenovat a z vysledku ovétili, zda ma vlozeny fragment
spravnou sekvenci a spravnou orientaci. Bakterie, které obsahovaly spravné luciferazové

konstrukty jsme v 25 % glycerolu zamrazili do -80°C.
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Obr. 26: Restrikéni ovéreni reportérovych konstruktii s vloZenymi fragmenty regulac¢nich
oblasti genu MPO. Zelena Sipka oznacuje vyStépeny prazdny vektor pGl3-Basic, modra Sipka
oznacuje proximalni promotor (PP), zelené ramécky oznacuji vystépeny enhancer (E ) o spravné
velikosti (viz. Tab. 6), 1,3% agardzovy gel. Ukazano prehledné reprezentativni Stepeni vybranych
klonovanych MPO fragmentt. Z divodt mista neukazany gely vSech klonovanych variant MPO

konstrukti.
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4.2.4. Tvorba reportérovych konstruktii nesoucich potencialni MMP9

enhancery

4.2.4.1. Priprava fragmenta obsahujicich regula¢ni oblasti genu MMP9

Pomoci programu Primeru3 jsme pro kazdou regula¢ni oblast genu MMP9 navrhli
primery v obou smérech. Primery pro proximalni promotor obsahovaly na 5’konci forward
primeru Kpnl a Agel restrikéni mista a na reverse primeru Sacl misto. Primery pro enhancery
obsahovaly na 5" konci forward primeru Kpnl a Agel mista a na reverse primeru NgoMIV
restrikéni misto (schematicky zobrazeno v Obr. 27). Jednotlivé fragmenty byly amplifikovany
metodou PCR z mysi genomické DNA, ktera byla izolovana z PUER bunék pomoci DNeasy
Blood & Tissue kit. Byla pouzita ,,high fidelity* Phusion Hot Start I DNA polymeraza, jez
ma4 velmi nizkou &etnost chyb (4x107nt). Amplifikace fragmentd s vysokym obsahem CG

probé&hla pomoci CG Rich PCR systému. Vysledky amplifikace jsou zndzornény v Obr. 28.

MMP9 klonovani

KpnlAge  NgdIIV sacl

Enhl “ Luc
Kp%gel Sacl

Obr. 27: Schéma navrhu restrikénich mist pro MMP9 klonovani. Primery pro proximalni
promotor obsahovaly na forward primeru Kpnl a Agel mista a na reverse primeru Sacl misto. Primery
pro enhancery obsahovaly na forward primeru Kpnl a Agel mista a na reverse primeru NgoMIV

misto. Cervené preskrtnuta restrikéni mista pfi klonovani zanikla.
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Obr. 28: Amplifikované fragmenty regulac¢nich oblasti genu MMP9: Jednotlivé enhancery (E)

genu MMP9 zobrazeny pomoci gelové elektroforézy na 1,5% agar6zovém gelu. Zelené ramecky

vyznacuji amplifikované fragmenty ve spravné velikosti.

4.2.4.2. Restrikéni Stépeni, purifikace z gelu a ligace fragmentii regulacni

oblasti genu MMP9 do pCluc reportérového vektoru a transformace

Amplifikované fragmenty regulac¢nich oblasti gent MMP9 jsme purifikovali pomoci
kitu QIAquick PCR Purification Kit. Poté jsme fragmenty §tépili restriktazami. Proximalni
promotor jsme $tépili Kpnl a Sacl. Fragmenty EO, E1.1, E1.2, E2.2, E3.1, E3.2, E4, E6, E7,
E8, E9, E10, E11 a E12 jsme $tépili Kpnl a NgoMIV. E2.1 jsme §tépili Agel a NgoMIV,
protoZze v sekvenci tohoto enhanceru je Kpnl misto, E11.2 jsme $tépili pouze NgoMIV,
protoze v jeho sekvenci je dalsi NgoMIV misto pted Agel. Luciferazovy vektor pCluc-Basic2
do kterého jsme vkladali proximalni promotor, jsme $tépili pomoci restrikénich enzymii Kpnl
a Sacl a poté defosforylovali. V prvnim kole klonovani jsme vloZili proximalni promotor
MMP9 do pCluc-Basic2. V dal§im kole klonovéni byl vytvoteny pCluc PP vektor nastépen
Kpnl a Agel a poté do né&j byly ligovany jednotlivé enhancery. Pro vlozeni tseku E2.1 do
pCluc PP byl tento vektor naStépen pouze Agel, pro E11.2 pouze NgoMIV z vyse uvedenych
divodd.

Stépené fragmenty regulaénich oblasti jsme purifikovali pomoci kitu PCR Purification

Kit. Stépeny vektor jsme purifikovali na 0,7 % agarézovém gelu abychom odstranili
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odstépené konce a tim zabranili jeho zpétnému spojeni. DNA z vyiiznutého gelu jsme
extrahovali pomoci kitu QIAquick gel extraction kit. Nasledn¢ jsme ligovali fragmenty genu
MMP9 do vektoru pCluc-Basic2. Nejdiive byl do vektoru ligovan proximalni promotor a poté
do tohoto vektoru s proximalnim promotorem (pCLuc PP) byly ligovany jednotlivé
enhancery.

Ligované konstrukty jsme transformovali do kompetentnich DH5a bakterii pomoci
teplotniho Soku. Bakterie, které vyrostli pfes noc na LB agarovych plotnach, jsme otestovaly
na pritomnost fragmentu pomoci PCR z bakteridlnich kolonii za pouziti specifickych primert.
Jako forward primer jsme pouzili primer pouzity k amplifikaci vkladanych enhancert a jako
reverse primer jsme pouzili primer na kostfe pCLuc vektoru na zacatku luciferazové

sekvence.

4.2.4.3. Restrik¢ni ovéreni MMP9 reportérovych konstruktii

Z kolonii, které obsahovaly vlozeny fragment, jsme izolovali DNA. Pro restrikéni
ovéteni jsme pouZili restrikéni enzymy Xhol a Sacl a $tépeni ovétili pomoci gelové
elektroforézy (Obr. 29). Pokud doslo ke spravnému vlozeni fragmentu do vektoru, vystépoval
se spole¢né proximalni promotor a enhancer tudiz jsme na gelu vidéli prouzek odpovidajici
souctu délky proximalniho promotoru a enhanceru a prouzek odpovidajici velikosti prazdného
pCluc-Basic2 vektoru (viz. Tab. 7). Vyjimkou byl konstrukt pCluC PP E10, protoze Enhancer
10 obsahuje v sekvenci Sacl $tépici misto, vyStepovaly se zde dva fragmenty o velikosti 322
bp a 980 bp.

Konstrukty, u kterych restrikéni $t€peni ovétilo, Ze byl fragment vlozen ve spravné
orientaci, jsme dali osekvenovat. Bakterie, které obsahovaly spravné luciferazové konstrukty

jsme v 25 % glycerolu zamrazili do -80°C.
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Obr. 29: Restrik¢ni ovéreni reportérovych konstrukti s vloZenymi fragmenty regula¢nich
oblasti genu MMP9. Zelena Sipka oznacuje vystépeny prazdny vektor pCluc-Basic2, zelené ramecky
oznacuji vyStépeny fragment o velikosti proximalniho promotoru a enhanceru (viz. Tab. 7), 1,5 %

agar6zovy gel.
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Enhancer | Velikost enhanceru Velikost proximalniho Velikost
bp promotoru bp fragmentu, ktery se
vyStépi na gelu
(E+PP) bp

El.1 764 1455
El1.2 698 1389
E2.1 859 1550
E2.2 618 1309
E3.1 660 1351
E3.2 844 1535
E4 823 1514
ES 735 1426
E6 692 691 1383
E7 574 1265
E 8 719 1410
E9 661 1352

E 10 611 1302 (vystépoval se

fragment 322 bp
+980 bp)

E 11 533 1224
El11.2 624 1315
E12 718 1409

Tab. 7: Velikost enhancert, proximalniho promotoru a fragmentu, ktery se vyStépi pri
restrikénim ovéreni. Velikosti jednotlivych enhancerd, proximalniho promotoru a fragmentu, ktery
by se mél vystépit na gelu pfi restrikénim ovéfeni restrikénimi enzymy Xhol a Sacl. Fragment

vyStépeny na gelu se rovna souctu velikosti proximalniho promotoru a enhanceru.
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4.3. Funkéni ovéfeni MPO a MMP9 enhancerovych reportérovych
konstrukti riznymi koncentracemi transkrip¢niho faktoru PU.1

Vytvotené reportérové konstrukty enhancert genu MPO a MMP9 byly pouZity pro
studium regulace transkripce téchto genil iniciované riznymi koncentracemi transkripéniho
faktoru PU.1. Aktivacni potencial testovanych enhancerovych a promotorovych regulacnich
sekvenci a jejich variant byl testovan béhem granulocytarni a makrofagové diferenciace
PUER myeloidnich progenitorti, indukované zvysujicimi se koncentracemi PU.1 (viz kapitola
4.1).

Abychom minimalizovali pocet transfekci, do bun¢k jsme vzdy kotransfekovali
soucasné jeden pGl3 MPO, jeden pCluc MMP9 vektor a tfi prazdné vektory pPRLSV40,
pNL 1.1 PGK a pCMV-Gluc slouzici k normalizaci transfekce. Pouzité luciferazové vektory
nesou rizné modifikace luciferazového enzymu majici odlisné substraty. To umoznilo
testovat v jedné transfekci soucasné vsechny uvedené reportéry. Pro ekvalizaci transfekéni
efektivity byly kotransfekovany prazdné vektory pRLSV40 (alternativné pCMV Gluc) a pNL
1.1 PGK. Pro vizudlni kontrolu transfekce byl kotransfekovan prazdny pGFP vektor.
Nasledn¢ byla kazda transfekce rozdélena na tii ¢asti do 12 jamkovych desti¢ek a
transfekované buiky byly stimulovany tfemi koncentracemi tamoxifenu (0, 0,5, 2,5 uM).

V piiloZzenych schématech Obr. 22 a 23 a grafech Obr. 30 a 31 jsou znadzornény testované
regulacni oblasti a vytvotené luciferdzové konstrukty. Jako kontrola bazalni aktivity byly
pouzity prazdné vektory pGl3-Basic (MPO) a pCluc-Basic2 (MMP9). Po 72-84 h diferenciace
do granulocytarnich (0,5 uM tax) nebo makrofagovych bun¢k (2,5 uM tax) byly buitky
sklizeny pasivnim lyza¢nim pufrem obsahujicim inhibitory prote4dz a zamrazeny do té doby,
nez byla métena jejich luciferazova aktivita pomoci luminometru (viz metody kapitola 3. 2. 3.

4).
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Obr. 30: Funk¢ni analyza MPO enhancerovych oblasti. PUER bunky byly transfekovany pGl3
MPO enhancerovymi konstrukty a diferenciovany 0,5 a 2,5 uM tamoxifenem po dobu 96 hodin. Osa
Y ukazuje aktivitu svétluskové luciferazy pGl3 reportert, jez je nejprve normalizovana ke

kontrolni renilové luciferaze a nasledné vztazena k aktivité prazdného vektoru. Zluta linie oznaduje
uroven aktivity pGl3 PP. Chybové usecky znac¢i smérodatnou odchylku (N=4). Symbol hvézdicky
znaci hladinu vyznamnosti PP3 E1.3 vzhledem k PP3, PP3 E1.3 E2 vzhledem k PP3 E1.3, PP3 E1.3
E2 vzhledem k PP3. *p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001, Anova Tukey-HSD test, E-enhancer, PP-

proximalni promotor, tax-tamoxifen.

V pripadé genu MPO, prodluZovani proximalniho promotoru ze 190 na 615 bp (PP1
az PP3) vedlo ke gradudlnimu zvyseni luciferdzové aktivity. Konstrukt s nejdel$im tsekem
proximalniho promotoru pGL3 MPO PP3, obsahujici PU.1 ChIP-seq vazbu a predikovana
RUNXI1, AP1, EGR2, NF«B a C/EBP¢ vazebna mista m¢l nejvétsi aktivacni potencial a
aktivoval luciferazu 4x ve stfedni (granulocytarni) koncentraci PU.1 (0,5 uM tax) v porovnani
s prazdnym pGL3-Basic vektorem. V nulové koncentraci PU.1 tento konstrukt aktivoval
luciferazu 2x, zatimco nebyl viibec aktivovan ve vysoké (makrofagové) koncentraci PU.1
(2,5 uM tax) (Obr. 30). Kratké varianta MPO PP1 (0-190nt) neobsahujici PU.1 vazbu
neaktivovala luciferazu viibec, stejné tak sttedné dlouhd varianta MPO PP2 (0-360 bp),
obsahujici PU.1 vazbu ale ne nasledujici vazebna mista transkrip&nich faktord, témef
neaktivovala luciferazu v zadné PU.1 koncentraci. To naznacuje, Ze promotor vyzaduje pro

sviy aktivaéni potencial ve stfedni PU.1 koncentraci vazbu PU.1 a pomocnych transkripénich
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faktorti. Z tohoto diivodu byl nejdelsi promotorovy konstrukt PP3 pouzit pro postupné
kombinatorni vkladani jednotlivych potencialnich MPO enhancert.

V druhém kole klonovani jsme vkladali jednotlivé MPO enhancery a jejich varianty do
luciferdzového vektoru obsahujiciho proximalni promotor. Nejdiive jsme vkladali
prodluzujici se varianty Enhanceru 1, ktery byl identifikovan v okoli PU.1 ChIP-seq vazby v -
3,3 kb. Nejkratsi dveé varianty pGL3 MPO PP3 El1.1 (-3,2; -3,3 kb) a E1.2 (-3,2; - 3,4 kb),
neobsahujici PU.1 vazbu a obsahujici 3x RUNX1 vazebné misto aktivovaly luciferazu ve
stfednich koncentracich PU.1 stejné jako parentalni pGL3 MPO PP3, coz ukazuje, Ze tyto
kratké varianty Enhanceru 1 nemaji zadné aktivacni schopnosti. Naopak delsi konstrukt pGL3
MPO PP3 E1.3 (-3,2; -3,6 kb), ktery jiz obsahoval PU.1 ChIP-seq vazbu a 2x C/EBPg, GFI-1,
AP1 a kompozitni EGR2 predikci vazebnych mist zvysil 8x aktivitu oproti prazdnému pGL3-
Basic vektoru a 2x oproti pGL3 MPO PP3, neobsahujicim Enhancer E1.3 ve stfedni
koncentraci PU.1 (viz Obr. 30). Pfidani E1.3 nezvysilo aktivitu v nulové koncentraci PU.1
oproti parentalnimu pGL3 MPO PP. Ve vysoké koncentraci PU.1 nebyl konstrukt pGL3 MPO
PP3 E1.3 vlibec aktivovan.

Tento vysledek identifikuje Enhancer 1.3 jako funkéni enhancer, jez je aktivovan
pouze v granulocytarni a nikoliv v makrofagové koncentraci PU.1 a definuje nezbytnost
pritomnosti useku, kam se vaze PU.1 a kooperujici faktory.

Dalsi prodlouZeni Enhanceru 1 v konstruktu pGL3 MPO PP3 E1.4 (-3,2; -4,6 kb) o
oblast jeZ nese v ChIP-seq datech H3K4 monometylaci, jiz nezvysilo jeho aktiva¢ni
schopnosti. Zaroven konstrukt, jenZ nesl jen oblast H3K4 monometylace, ale nenesl PU.1
vazebné misto, nezvysil aktivitu oproti pGL3 MPO PP3 konstruktu, coz indikuje, Ze tato
oblast jiz pro aktivitu Enhanceru 1 neni potfebna.

Nasledné jsme v tretim kole klonovani do varianty vektoru s identifikovanou
optimalni délkou PP a Enhanceru 1 (pGL3 MPO PP3 E1.3) ptidali Enhancer 2 v konstruktu
pGL3 MPO PP3 E1.3 E2 (-14; -14,3 kb), Enhancer 3 v konstruktu pGL3 MPO PP3 E1.3 E3 (-
16,4; -16,8 kb) nebo usek obsahujici E2 1 E3 v konstruktu pGL3 MPO PP3 E1.3 E2-3 (-14; -
16,8 kb). Piekvapivé piidani enhanceru E2 do vektoru obsahujiciho PP3 E1.3 vyrazné zesililo
aktivaci luciferdzy, a to 13x oproti prazdnému pGL3-Basic vektoru, 3,5x oproti vektoru pGl3
MPO PP3 a 1,8x oproti konstruktu MPO PP3 E1.3 ve stfedni koncentraci PU.1, zatimco ve
vysoké a v nulové koncentraci doslo k nulové nebo minimalni aktivaci. Pfidani Enhanceru 3
nebo Enhanceru 2-3 k pGL3 MPO PP3 E1.3 nevedlo k signifikantnimu zvySeni aktivacniho

potencialu, coZ naznacuje, Ze Enhancer 3 neni funk¢ni.
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Tato data naznacuji, Ze pro optimalni aktivaci genu MPO pii granulocytarni
diferenciaci indukované sttednimi koncentracemi PU.1 je nezbytna spoluprace proximalniho
promotoru a dvou enhancerti, Enhanceru 1 a 2, pficemz aktivacni potencial gradudlné stoupa
s pfidavanymi enhancery E1 a E2.

Doposud jsme se zaméfili na popis postupného sklddani MPO PP a enhancert.
V pravé ¢asti Obr. 30 nasleduji vybrana data, kde jsou jednotlivé enhancery vkladany pouze
do prazdného pGL3 vektoru, nebo kde je Enhancer 2 vlozen do vektoru obsahujici pouze
proximalni promotor PP3 a neobsahujici Enhancer 1.3 (pGL3 MPO PP3 E2). Tato data
prekvapivé ukazuji, ze samotné enhancery E1.3, E2 a E3 maji bez pfitomnosti proximalniho
promotoru jen velice maly aktivacni potencial (cca 2x oproti prazdnému pGL3-Basic
vektoru). Zaroven pokud vlozime Enhancer 2 pouze za PP3 v konstruktu (pGL3 MPO PP3
E2), tak nedojde v z4dné koncentraci PU.1 ke zvySeni aktivace luciferazy oproti konstruktu
pGL3 MPO PP3. Tato data piekvapive ukazuji, ze samotné enhancery E1 a E2 maji malé
nebo zadné aktivacni vlastnosti, a ty se projevi az v ptitomnosti, tj. kontaktu proximalniho
promotoru v piipadé¢ Enhanceru 1 a pfitomnosti proximalniho promotoru a dalsiho enhanceru
(E1) v ptipad€ Enhanceru 2. To naznacuje, zZe oproti soucasnym paradigmatiim, jez
predpokladaji, ze enhancery jsou aktivni samostatné a nezavisle na jejich pozici, tak nase data
ukazuji, ze aktivita nékterych enhancerti samotnych je minimalni a projevi se pouze
v pfitomnosti proximalniho promotoru nebo dalSich enhancerd.

Ve vysledcich nejsou pro zjednoduseni ukazany vysledky testovani reportéri, jez byly

vyklonovany, ale jejich testovani nepfineslo relevantni informace.

V pripadé genu MMP9 jsme testovali celkem 14 identifikovanych potencidlnich
regulacnich sekvenci, jez nesly znaky enhancerii a mély identifikovanou PU.1 vazbu. Jeden
enhancer byl v pozici za kodujici oblasti MMP9 (EO, +13 kb), jeden byl v desatém intronu
MMP9 (E1, +5 kb) a zbyvajicich 12 potencialnich enhancert bylo ve vzdalenosti -5 az -38 kb
ve vztahu k transkripénimu startu MMP9. Tato husta ptitomnost enhancerti v okoli genu
MMP9 naznacuje moznost, ze tyto enhancery mezi sebou spolupracuji a sestavuji se do tzv.
superenhanceru (viz literarni tvod kapitola 1.1.1.2.3.), ktery byl v nedavné minulosti popsan,
ze je typicky pro aktivaci tkaiiové specifickych gent dileZitych pro buné¢nou identitu.

Vysledky ukazuji, ze sedm enhancert vykazovalo aktiva¢ni vlastnosti zejména ve
sttedni, ale ne nulové koncentraci PU.1 (Obr. 31). Konkrétné luciferazovy vektor nesouci
pouze proximalni promotor pCLuc MMP9 PP (1; 691 bp) zvySoval aktivitu luciferazy 2x, a

to pouze ve stfedni, granulocytarni koncentraci PU.1 (0,5 uM tax). Zvoleny PP obsahoval
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predikci vazeb tady liniové specifickych TFs jako napt. C/EBPe, AP1, NFxB, EGR2, GFI-1,
ale je nutné zminit, ze ChIP-seq analyza neidentifikovala PU.1 vazbu do oblasti proximalniho
promotoru, prvni PU.1 vazba byla az od Enhanceru 2. Pfidani nasledujicich enhancert do
vektoru obsahujiciho PP dale zvysilo aktivitu luciferdzy: Enhancer 0 (EO; +12,1; 12,9 kb)
zvySoval 2,5x luciferazovou aktivitu oproti vektoru pCLuc MMP9 PP, Enhancer 1 (E1 +4,3;
+5 kb) zvySoval 4x, Enhancer 2 (E2 -4,7; -5,5 kb) zvySoval 5x, Enhancer 4 (E4 -11,5; -12,3
kb) zvysoval 3,5x, Enhancer 9 (E9 -23,2; -23,8 kb) zvySoval 4,5x, Enhancer 11.2 (E11.2 -
36,2; -36,8 kb) zvysSoval 2x a Enhancer 12 (E12 -38; -38,7 kb) zvySoval 3,5x luciferazovou
aktivitu, v§e v porovnani s hodnotou aktivace vektoru pCLuc MMP9 PP nesouciho MMP9
proximalni promotor pfi stfedni (granulocytarni) PU.1 koncentraci. Uvedené hodnoty aktivace

v porovnani k prazdnému pCLuc vektoru byly dvojnasobné.
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Obr. 31: Funk¢ni analyza MMP9 enhancerovych oblasti. PUER bunky byly transfekovany pCluc
MMP9 enhancerovymi konstrukty a diferenciovany 0,5 a 2,5 uM tamoxifenem po dobu 96 hodin. Osa
Y ukazuje aktivitu luciferazy pCLuc vektort, jeZ je nejprve normalizovana ke kontrolni renilové
luciferaze a nasledné vztazena k aktivité prazdného vektoru. Zluta linie oznaduje uroven aktivity
pCluc PP. Chybové tisecky znaci smérodatnou odchylku (N=4). Symbol hvézdicky znaci hladinu
vyznamnosti PPEO, PPE1, PPE2, PPE4, PPE9, PPE11.2, PPE12 vzhledem k pClucPP. *p<0.05,

*#p<0.01, *** p<0.001, Anova Tukey-HSD test. E-enhancer, PP-proximalni promotor, tax-tamoxifen

V nulové koncentraci nebyly enhancery, které byly aktivni ve stiedni PU.1 koncentraci
témet aktivované, zatim co vysoka koncentrace tyto konstrukty aktivovala mirné (cca 2x

oproti PP). To odpovida 1 mRNA expresnim datiim, jeZ ukazuji, Ze zatimco exprese MPO je
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ve vysoké PU.1 koncentraci vypnutd kompletn€, tak u MMP9 dochazi k vyrazné, ale nikoliv
uplné represi exprese (Obr. 19).

V souhrnu testovani MMP9 enhancerovych sekvenci naznacuje, Ze pro optimalni
tkanove specifickou expresi MMPO ve stfedni koncentraci PU.1 je nezbytnd spoluprace sedmi
enhancert a proximalniho promotoru. Tomu nasvédcuji i nase nova data postupného skladani
MMP9 enhancert, jez z divodu nutného dalsiho ovéieni nejsou zahrnuta do této diplomové
prace.

V souhrnu testovani MPO a MMP9 enhancerovych sekvenci naznacuje, Ze pro
optimalni tkanove specifickou aktivaci granulocytarnich gentt MPO a MMP9 je nezbytna
spoluprace viceCetnych enhancerti a proximalniho promotoru, které se sestavuji do
superenhanceru. Zatim, co aktivacni potencial jednotlivych enhancert je relativné nizky, tak
gradudln¢ stoupa v pritomnosti ostatnich enhancert a proximalniho promotoru, coz poukazuje
na nutnost aditivni kooperace jednotlivych regula¢nich oblasti, nezbytnou pro optimalni

tkanove specifickou expresi MPO a MMP9 gend.

4.4. Mutageneze PU.1 vazebnych mist v MPO a MMP9 reportérech

V predeslych kapitolach jsme identifikovali a funkéné ovétili mnohocetné
enhancerové sekvence MPO a MMP9 genti. To naznacuje, ze regulace téchto gentl je zavisla
na kooperaci vicec¢etnych enhancerovych oblasti, ale neodpovida na otazku, pro¢ jsou tyto
granulocytarni enhancery a geny aktivovany pouze stfedni koncentraci PU.1, zatimco
makrofagové geny jsou aktivovany vysokou koncentraci PU.1. Nase hypotéza je, Ze regulacni
sekvence granulocytarnich genti nesou stfedné/vysoko afinitni vazebna mista, schopna
reagovat jiz na nizké koncentrace PU.1, zatimco makrofagové geny nesou nizko/sttedné
afinitni PU.1 vazebna mista, reagujici na vyssi PU.1 koncentrace. Proto byla v nasi laboratofi
provedena analyza afinity PU.1 vazebnych mist v diferencovanych PUER progenitorech
s vyuzitim PU.1 ChIP-seq dat (postdoktoralni pracovnik P. Krsmanovic). K analyze jsme
pouzili nastro) HOMER (Hypergeometric Optimization of Motif Enrichment,

www.homer.edu.org) a vlastni skript. Nejdiive algoritmus porovnal v§echny vazané sekvence

transkripénim faktorem PU.1 a vypocital ,,logo* - matici motivu, tj. ptesnou nukleotidovou
sekvenci, kterd je nejCastéji vazana transkripénim faktorem PU.1. Poté kazda jednotliva
sekvence vazana PU.1 byla porovnana s touto vypoctenou optimalni sekvenci. Na zéklade
podobnosti optimalni sekvence a kazd¢é individualni sekvence vazané PU.1 bylo vypocteno
tzv. ,,log odds* skore, které udava stupeit podobnosti posuzované sekvence s vypoctenou

matici motivu. Dfive bylo experimentalné potvrzeno, ze ,,log odds“ hodnota silné koreluje
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s fyzikalné ovetenou afinitou PU.1 vazebnych mist a mize byt tedy pouzita pro vypocet
odhadované afinity vazebného mista (Pham et al, 2013). Cim vetsi podobnost, tim ma
vazebné misto vétsi afinitu. PU.1 rozpoznava sekvenci, ktera obsahuje zpravidla tzv. ,,core
motive“ GAGGAA a variabilita 3 nt okolo této sekvence definuje afinitu vazebného mista. Na
zaklad¢ nasi analyzy ChIP-seq dat se ukdzalo, Ze regulacni sekvence — enhancery, které jsou
vazany ve stiedni koncentraci PU.1 obsahuji pfevazn¢ vazebna mista se stfedni az vysokou
afinitou, zatimco enhancery, které jsou aktivovany ve vysoké koncentraci PU.1 obsahuji
prevazné PU.1 vazebna mista s nizsi afinitou.

Abychom experimentalné otestovali tuto hypotézu (vliv afinity PU.1 vazebnych mist),
tak jsme se rozhodli zaménit stiedné-vysoko afinitni vazebnd mista v MPO a MMP9

granulocytarnich enhancerech za nizko afinitni mista z PP a enhanceru makrofdgového genu
CD14, ktery je na rozdil od granulocytarnich gentt MPO a MMP9 aktivovan vysokymi
koncentracemi PU.1, ve kterych jiz MPO a MMP9 exprimovany nejsou. Prvnim krokem byla
uvedend analyza afinity vazebnych mist a vybér vhodnych sekvenci na vyménu. To bylo
velmi komplikované z toho diivodu, Ze 1 kdyz vrchol kiivky ChIP-seq vazby je Casto
lokalizovéan nad predikovanym vazebnym mistem, tak v praxi je pod ChIP-seq vazbou mozné
nalézt ¢asto mnohonasobné vazebna mista, jezZ mohou zvysovat celkovou vazebnou afinitu.
Ptiklad analyzy a navrh rizn€ afinitnich PU.1 vazebnych sekvenci uréenych k zdméné je

v Obr. 32.

Mym ukolem bylo provést tuto zdménu rizné afinitnich mist ve vybranych
enhancerovych reportérech. K mutagenezi jsme pouzili modifikovanou inverzni PCR. Metoda
je zalozena na designu primerd, které obsahuji za prvé: bezprostfedné navazujici
komplementarni sekvence z obou stran DNA useku, jez bude nahrazen. Reverse primer
obsahoval tedy upstream komplementarni sekvenci a forward primer obsahoval downstream
komplementarni sekvenci k reportérovému konstruktu uréenému k modifikaci, ohranicujici
sekvenci PU.1 vazebného mista ur¢enou k nahrazeni. Za druhé, k 5" konci reverse primeru
byla pfidana 5 polovina nizko afinitniho vazebného PU.1 mista z CD14 inzertu, ktery jsme
chtéli vlozit (nekomplementarni k modifikovanému vektoru) a forward primer obsahoval 3”
polovinu vkladané sekvence. Pro navrh primera byla pouZita syntéza analyz afinity PU.1
vazebnych mist, predikci vazeb a pozic PU.1 vazebnych kiivek. NavrZené sekvence k deleci a
vlozeni byly sestaveny v programu NEBaseChanger.neb.com. Zaména mist je schematicky

zobrazena v Obr. 33.

88



CD14 promotor

SHIFEEd Merged FACS TS5 CSUFTE For SVERd 10 B

PU.1 ChIP peak

STS WArkers GN GEMET 1€ AN Radiation HURFid Maps
uose Genes (REFSed, GeMBAN. TRNAZ & GONBSrATivE GEnomicsy
—

CD14 TSS

ARTCCTGGEETGTCACCCTGTCCETITCCTCIGIGAATICTAATICCETCTSCACTTICTS ARG CACCRAAAACAGSARGARTTCS

JCCCTTCCTCTGTHAATTCTAATTGCGTCTQCACTFCTCTTCCFCCTAACAGCCCTACTCACTTCTAGTAAATATTGCAACGAAGTGTTTTTTAGGAAGGGACGANAAACAGGAAGAATTCAGAGT
NGGGAAGGAGACA§FTTAAGATTAACGCAGAJGTGARGAGAAGGRGGATITGTCGGGATGAGTGAAGATCATTTATAACGTTGCTTCACAAARAATCCTTCCCTGCTYTTTGTCCTTCTTAAGTCTCA

CD14 PP peak ——

CD14 PP long

MMP9 Enh 2

Sale

ez 164,768, 480 TeA, 725, 100 54,768,51 768,521 164, EL 154, 164, 768, 574l 524 164,788,508 164, 76gf 61T 154, 765, 628 154,763 B38| 164, 768, 540

— GREGECEEARECACTTCCTS 3 BGETC 1 ¥ G FATETGE CTBCTATRGECTETE T TEARARCCARGCTTECCCCARST TECCCTTCATEREE
d s

l

v
PU.1 ChIP k; 7.01
RUNX == RUNX Jasp RUNX IRF8 PU.1;7.74
PU.1 7.92 PU.1 4.05 PU.1 PU.1; 6.05
T ) [
f % : = ol T Jriechabecloreeraenloerder 5 [ o
% 1 F precqq o g 1 RfcoadacaaciTTTGr 15 § i
RUNX
PUA PU.1 [6.11 PU.18.21 ‘_‘
CEBPe CEBPe
MMP9 Enh2 peak I

MMP9 Enh2 long
MPO Enh 1

CTRTTCCAALTEAACTETT ICLTRRATAGAST TERRFAGS

PU.1 ChIP peak; 8.1

CEBPe PU.16.92 PUA 474 L 1_pea Egr2 RUNX1 RUNX1 _ PU.1691

) Symp——— | I T U 1 I 1L T 1

£ P s B S ; £ e | - ; oo f

GFI

MMPO Enh1 e—
Obr. 32: Analyza PU.1 ChIP-seq vazeb pro zaménu PU.1 vazebnych sekvenci. V horni casti
obrazki CD14 promotoru a MMP9 Enhanceru 2 jsou zobrazeny PU.1 ChIP-seq vazebné kiivky, v
dolni casti zobrazeny promotorové a enhancerové DNA sekvence s predikci vazeb transkripcnich
faktorti. Cisla indikuji relativni afinitu PU.1 vazebnych mist. Zelené boxy pod sekvencemi oznaéuji
sekvence navrzené na vzajemnou vymeénu, PU.1 vazebné sekvence v MMP9 enhanceru budou

nahrazeny sekvencemi z CD14 promotoru.
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Celkem jsme nahrazovali PU.1 vazebnd mista v 6ti enhancerovych reportérech (MPO:
PP3, PP3E1, E3, MMP9: E2, E6, E2E6), pficemz u nékterych se variantn¢ liSila délka
nahrazované sekvence, ta bud’ obsahovala pouze jednu vazebnou sekvenci PU.1 pod centrem
ChIP-seq vazebné kiivky nebo obsahovala delsi tsek s vice PU.1 vazebnymi sekvencemi,
alternativné obsahovala predikované sekvence kooperujicich transkripénich faktorti. Celkem
jsme vkladali 4 varianty inzerti — CD14 PP peak (20 bp), CD14 PP long (91 bp), CD14 enh
short (21 bp) a CD14 enh (51 bp). Cd14 PP peak a CD14 enh short obsahovaly 1 vazebné
misto PU.1, CD14 PP long a CD14 enh obsahovaly delsi usek pod vazebnou kiivkou

obsahujici 2 az 3 vazebnd mista PU.1 (viz Tab. 8).

A
— - Ny

Stfedné-vysoko Nizko afinitni

afinitni PU.1 PU.1vazebné
vazebné misto misto

Inverzni PCR

MPO Enh CD14 PP Finalni
MPO Enh produkt
Forward Forward Forward
PU.1 b.
mmovaze primer PU.1vazeb. | irer PU.1 vazeb\ primer
misto ) misto
5 3 5 3 s 3 5 e~
3 5 3 ! 5 e Sa—
Reverse Reverse Reverse \ nizkoafinitni
PU.1vazeb.

il rimer rimer J
primer p P misto

Obr. 33: Schématické znazornéni vymény vazebnych mist PU.1 a navrh primeri. (A) Stredné-
vysoko afinitni vazebné mist v MPO a MMP9 enhancerech bude vyménéno za nizko afinitni vazebné
misto z PP makrofagového genu CD14. (B) Schéma navrhu primerd pro inverzni PCR. Primery byly
navrzeny tak ze 5" konec F i R primeru obsahoval polovinu sekvence inzertu, jez jsme vkladali a 3°
konec F a R primeru obsahoval komplementarni ¢ast k useku, ktery ohrani¢oval vazebné misto, které
jsme chtéli nahradit. Enh - enhancer, PP-proximalni promotor, oranzova Sipka vyznacuje
komplementarni ¢ast k vektoru, zelena Sipka vyznacuje komplementarni ¢ast k inzertu, zelené
vlnovka- polovina vkladaného inzertu, oranzova cara-komplemetarni ¢ast k vektoru, ktera ohranicuje

vazebné misto k nahrazeni.

Nasledné jsme provedli inverzni PCR pomoci high fidelity Q5 polymerazy (NEB)
polymerazy (NEB, Tm 64 °C) (viz Obr. 34). Amplifikované produkty jsme nasledné
modifikovali enzymatickou reakci pomoci KLD enzymového mixu (Kinase-Ligase-Dpnl,
NEB). KLD enzymaticka reakce je schopnd v jedné reakci provést fosforylaci koncti PCR
fragmentt, jejich ligaci a cirkularizaci vektoru a soucasné degradaci templatové DNA. Poté
jsme tyto mutované konstrukty transformovali do bakterii s vysokou ucinnosti transformace.
Z kolonii, které narostly na agarové plotnég, jsme izolovali DNA, pfitomnost vektoru ovéfili na

agarozoveém gelu a dali osekvenovat pro ovéteni, zda zde doSlo k zdmén€ vazebného mista.
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Z celkem 12 navrzenych variant se nam podafilo pfipravit 8 konstruktti s kompletni zaménou

PU.1 vazebnych mist. Z téchto konstruktii byly nasledn¢ namnozeny bakterialni kultury a

purifikovana DNA.

Cislo Vektor Nahrazovana sekvence Inzert Sekvence inzertu
1 MPO pGI3PP3 MPO PP3 T TGTGGA AGTTGCC
2 MPO pGI3PP3EL.3 MPO P?El S,Egrz GGAAAAGGGGAAGCAGAGCTGTGTGTACGGTGG
vazebnym mistem
MPO PPE1 bez Egr2
3 MPO pGI3PPE1.3 o GGGAAAAGGGGAAGCAGAGC
mista
CD14 PP
4 MPO pGI3PPE1.3E3 MPO PPE3 GGCCTTGTTCCTCCCAGAA K CGAAAAACAGGAAGAATTCAG
peal
5 MMP9 pClucPPE2.2 MMP9 E2 ChIP peak GGGGAGCTGGGGAAGTTGGGAAG
6 MMP9 pClucPPE2.2 MMP9 E2 long GAGCTGGGGAAGTTGGGAAGGGGATGTGGTAACCAGAACCACTTCCTGCTATG
7 | MMP9 pCluccPP E2.2E6 MMP9 E6 CCCCAGCTTCCTCTCCAGCA
8 MPO pGI3PP3 MPO PP3 T G AGTTGCC CD14 Enh | CCCCTTCCTCTGTGAACTCTAATTGCTTCTCCATTTCTCTTCCTCCTAACA
9 MPO pGI3PP3 MPO PP3 T TG AGTTGCC
CD14 enh
10 MMP9 pClucPPE2.2 MMP9 E2 ChIP peak GGGGAGCTGGGGAAGTTGGGAAG hort ATTTCTCTTCCTCCTAACAGC
shol
11 | MMP9 pCluccPP E2.2E6 MMP9 E6 CCCCAGCTTCCTCTCCAGCA
CD14PP  [CACTTCTCTTCCTCCTAACAGCCCTACTCACTTCTAGTAAATATTGCA
12 MMP9 pClucPPE2.2 MMP9 E2 long GAGCTGGGGAAGTTGGGAAGGGGATGTGGTAACCAGAACCACTTCCTGCTATG
long ACGAAGTGTTTTTTAGGAAGGGACGAAAAACAGGAAGAATTCA

Tab. 8: Vkladané inzerty a nahrazované sekvence ve vektorech.
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Obr. 34: Amplifikace vektoru se zaménénymi vazebnymi misty PU.1. K amplifikaci pouzita

modifikovand inverzni PCR. Néazvy konstruktti viz Tab. 8, 1,5 % agardzovy gel.

Vytvotené reportérové vektory nesouci enhancerové sekvence se zaménénymi PU. 1
vazebnymi misty byly nasledn¢ testovany na jejich aktivacni schopnosti béhem
granulocytarni a makrofagové diferenciace PUER progenitort (0, 0,5 a 5 uM tax, 72 hodin).

V ptipadé€ pozitivniho vysledku, jsme oc¢ekavali zménu aktivace mutovanych enhancerti

v porovnani s nemutovanymi.
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V Obr. 35 je znazornén reprezentativni vysledek zdmény PU.1 vazebného mista ve
vektoru pGI3 MPO PP3 E1.3 za PU.1 vazebné misto z CD14 promotoru. Je patrné, ze
nahrazeni granulocytarniho stfedné/vysoko afinitniho PU.1 vazebného mista v MPO
enhanceru za PU.1 nizko afinitni vazebné misto z CD14 promotoru vedlo k signifikantnimu
snizeni aktiva¢nich schopnosti MPO Enhaceru 1 ve stfedni (granulocytarni) koncentraci PU.1
a naopak k zvyseni jeho aktivacnich schopnosti ve vysoké (makrofagové) PU.1 koncentraci.
To znamena, ze zdmena jednoho PU.1 vazebného mista v granulocytdrnim Enhanceru 1 za
makrofagové PU.1 vazebné misto (CD14) byla schopnd pieprogramovat aktivitu tohoto
enhanceru v odpovédi na stoupajici PU.1 koncentraci. Tato data naznacuji, ze rizn¢ afinitni
PU.1 vazebna mista v regulacnich sekvencich PU.1 cilovych genti pravdépodobné piedstavu;ji
mechanismus, kterym vnimaji cilové geny rozdilné koncentrace transkripéniho faktoru PU.1,

které nasledn¢ indukujici diferenciaci myeloidnich progenitorti do rdznych krevnich linii.
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Obr. 35: Zaména vazebného mista v pGL3 MPO PP3 E1.3 enhancerovém reportéru.

Jsou zobrazeny kontrolni vektory pGL3 a pGL3 PP3 a dale konstrukt pGL3 MPO PP3 E1.3 s
nemutovanym a mutovanym PU.1 vazebnym mistem. Sipky ozna¢uji zménu aktiva¢nich schopnosti
mutovaného pGL3 MPO PP3 E1.3 vektoru ve srovnani s nemutovanym parentalnim vektorem pGL3
MPO PP3 E1.3. Pod grafem je vyznacena pritomnost zaménéné mutované PU.1 vazebné sekvence.
Y osa vyjadfuje aktivitu indikovanych pGl3 konstruktl normalizovanou ke kontrolni Nano luciferaze

a vztazenou k aktivité prazdného pGl3 vektoru, + smérodatna odchylka (N=2).

Souhrnné vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze razné koncentrace transkripéniho

faktoru PU.1 jsou cilovymi geny vnimany komplexnim mechanismem, kterého se ucastni
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rizné afinitni PU.1 vazebna mista v mnohocetnych genové regulacnich sekvencich, které v

nekterych genech sestavuji superenhancery.
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5. Diskuze

Tato diplomova prace je soucasti SirSiho projektu nasi laboratoie, ktery popisuje
molekularni mechanismy, jak rdzné koncentrace transkripéniho faktoru PU.1 reguluji
specifické cilové geny a indukuji diferenciaci myeloidnich progenitorti do riznych krevnich
linii. Hlavnim ukolem mé diplomové prace bylo vytvofit a otestovat sérii luciferdzovych
reportérovych konstruktt, které umozni studovat regulaci transkripce granulocytarnich genti
MPO a MMP?9 rozdilnymi koncentracemi transkripéniho faktort PU.1.

PU.1 je transkrip¢ni faktor (TF), ktery je absolutné nezbytny pro normalni krvetvorbu,
konkrétné pro vyvoj myeloidni a lymfoidni krevni fady. Je fada nepiimych indicii, Ze rozdilné
koncentrace PU.1 hraji roli v diferenciaci krvetvornych bunék do odlisnych bunéénych linii a
jejich naruseni vede k leukemogenezi (Back et al, 2005; Dahl et al, 2003; DeKoter & Singh,
2000; Rosenbauer et al, 2004; Laslo et al, 2006). Vysledky nasi laboratote ukazuji, ze stfedni
koncentrace PU.1 indukuje diferenciaci krvetvornych progenitorovych bun¢k do granulocytu,
zatimco vysoka koncentrace PU.1 indukuje diferenciaci do makrofagové krevni linie.

Vyznam ptesnych koncentraci PU.1 v pribéhu hematopoetické diferenciace je
podpoien velmi slozitym zptisobem regulace PU.1 genu samotného. Regulace exprese PU.1 je
detailné studovana a PU.1 muiZe slozit jako model komplexni genové regulace. Exprese
bunécné specifickych koncentraci PU.1 je regulovana nékolika konzervovanymi enhancery
(URE, upstream regulatory element) v -15/-14 kb (relativné k TSS) (Rosenbauer et al, 2004) a
dale -12 kb (Leddin et al, 2011). Ty jsou oba aktivni v makrofazich, coz zajist'uje maximalni
PU.1 expresi, zatimco v B bunikach, které maji nizké koncentrace PU.1, je funk¢ni pouze -15/
-14 kb enhancer. -15/-14 kb URE reguluje také expresi antisense nekddujiciho RNA
transkriptu v tfetim PU.1 intronu, jeZ negativné reguluje expresi PU.1 (Ebralidze ef al, 2008).
Samotné PU.1 pozitivné reguluje svoji expresi vazbou do svého 15/-14 kb (Staber et al,
2013). Koncentrace PU.1 jsou navic postranskripné koregulovany mikroRNA miR-155 a
dal§imi mikroRNA (Vargova ef al, 2011).

Neni jednotny nazor, zda rozdilné koncentrace transkrip&niho faktoru PU.1 jsou
ptri¢nou, nebo nasledkem krvetvorné diferenciace. Pfed mym ptichodem do nasi laboratote
vznikla charakterizace a diferenciace PUER progenitorové linie, kterd se stala zakladem pro
moji diplomovou praci. Experimenty z nasi laboratote, které byly délany v PUER myeloidni
linii ukazuji, Ze manipulace koncentraci PU.1 vede k diferenciaci téchto mysich myeloidnich

progenitort do odliSnych krevnich linii, a to bud’ makrofdgové, nebo granulocytarni linie.
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Tyto experimenty indikuji, Ze pfesné koncentrace PU.1 jsou pravdépodobné hybnou silou
diferenciace.

Vyse popsané komplexni mechanizmy regulace genu PU.1 indikuji, Ze pfesné
koncentrace PU.1 jsou velmi diilezité. V kontrastu s velmi podrobné popsanymi mechanismy
regulace PU.1 samotného, tak mechanismy, na nichz pracuje nase laboratof, tj. jak jsou piesné
koncentrace PU.1 vnimany jeho cilovymi geny, nejsou znamy.

Celogenomové ChlP-seq analyzy nasi laboratofe ukazuji, ze PU.1 se vaze do 40 az
50 000 vazebnych sekvenci béhem diferenciace myeloidnich progenitorti. VétSina vazebnych
sekvenci se nachdzi v oblastech, které jsou od genti ,,upstream®, ,,downstream*, nebo v
intragennich/intronovych sekvencich vzdalenych alespoii 1 kb od anotovaného TSS. To
indikuje, ze vétSina PU.1 vazeb je v distalnich regulacnich sekvencich tj. v enhancerech.
Vazby do téchto oblasti mimo promotor ukazuji, ze PU.1 je transkripéni faktor, ktery
prednostné reguluje distalni, enhancerové regulacni sekvence. U fady gent se PU.1 navic
vaze do mnohocetnych regulacnich oblasti. Tyto oblasti zahrnuji husté multiplicity vazby
PU.1 do fady genti, coZ naznacuje, ze PU.1 je zapojen do regulace nové objevenych
superenhancert (nepublikovana data nasi laboratofe a (Hnisz et al, 2013; Heinz et al, 2010).
Tyto celogenomové metody maji ale své limitace a vazby identifikované pomoci ChIP-seq
metody nevypovidaji nic o funk¢énosti téchto PU.1 vazeb do regulacnich sekvenci a
mechanismech, jimiz tyto regulacni oblasti reguluji cilové geny. Z tohoto diivodu jsme se
rozhodli analyzovat multiplicitni vazby PU.1 do konkrétnich granulocytarnich gentt MPO a
MMP9 a in vitro ovéfit jejich funk¢nost v luciferazovych reportérech.

Nase analyzy regulacnich oblasti geni MPO a MMP?9 identifikovaly 14 potencialnich
PU.1 regulovanych enhancerti v genu MMP9 a 3 potencionalni enhancery v lokusu MPO.
Husté rozmisténé vazby PU.1 do lokusu MMP9 genu napovidaji, ze v tkanove specifickém
kontextu dochazi pravdépodobné k sestaveni téchto sekvenci do superenhanceru. To
podporuji 1 dal$i data z naSi laboratofe za pouziti 3C technik (chromosome conformation
capture), identifikujicich prostorovou interakci mezi DNA lokusy.

Superenhancery jsou nove objevena seskupeni mnohocetnych enhancert, které hraji
zéasadni tlohu pfti aktivaci tkanove specifickych gend, ur€eni bunécné identity a indukei
diferenciace (Whyte ef al, 2013; Hnisz et al, 2013). Superenhancery se sestavuji zejména v
bunécné specifickych genech, nebo napt. aberantn€ vznikaji v onkogenech (Pombo & Dillon,

2015). Piestoze je detailn¢ popsan vyznam superenhancerti pro tkanoveé specifickou
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diferenciaci ¢i jejich deregulace v karcinogenezi, tak role jednotlivych slozek, z kterych je
sestaven superenhancer- tj. jednotlivych enhancert, je vicemén¢ neznama. Je publikovano
minimum dat o tom, jaky je individualni piispévek jednotlivych slozek superenhanceru a
jejich nepostradatelnost ¢i redundance pro celkovou aktivaci genu (Hnisz et al, 2015; Suzuki
etal,2017).

Z tohoto ditvodu jsme se rozhodli v tomto projektu otestovat roli jednotlivych
kooperujicich enhancerti pomoci luciferazovych konstruktii. Abychom otestovali nasi
hypotézu, ze se MPO a MMP9 enhancery sestavuji do superenhanceru, tak jsme se navic
rozhodli postupné kombinatoricky sestavit superenhancery in vitro. Mym ukolem bylo pravé
vyklonovani luciferazovych konstruktii nesouci vicecetné regulacni sekvence MPO a MMP9,
které umozni studium vySe uvedenych otdzek. Luciferazovy systém je 1éty provérena
technika, velmi ¢asto pouzivana pro testovani funk¢nosti a aktivaénich schopnosti genové
regulacnich sekvenci. Namitka ale mize byt, ze je do urcité miry arteficidlni. Dal$i ndmitka
muze byt, ze v luciferazovém konstruktu mize chybét kontext okolnich sekvenci — napf-.
vazebna mista kooperujicich faktorii, nebo spravny kontext chromatinové struktury. Abychom
obesli tyto mozné slabiny systému, vkladali jsme do luciferazovych konstruktii enhancerové
useky dlouhé 600-1500 nt. Je zndmo, Ze vektory jsou schopné piijmout za tkdnove
specifickych podminek strukturu chromatinu dostate¢ne dlouhého vlozeného useku (V. Riu et
al, 2007; Mladenova et al, 2014; Kamiya et al, 2013;). Abychom zajistili pfitomnost v§ech
nutnych kofaktord, tak vytvofené enhancerové reportérové konstrukty byly testovany
v nativni linii PUER myelodnich progenitort pfi granulocytarni nebo makrofagové
diferenciaci, iniciované vzrustajici koncentraci PU.1.

Lepsi alternativou by se logicky mohlo zd4t inaktivovat individuélni enhancery piimo
mnohocetnych sekvenci (v nasem ptipad¢ 48 testovanych vektora) prakticky nerealizovatelny
a jeho pouziti by bylo pfili§ ambiciézni, navic CRISPR-Cas9 neumoziiuje kombinatorni
testovanti, tj. postupné skladani riznych kombinaci enhancerii do superenhancerd, popf. jejich
dele¢ni analyzy. Nicméné¢ i ptesto v projektu, jehoZ je tato diplomova prace soucasti,
planujeme vybrané enhancery ovétrené funkéné v luciferdzovych konstruktech otestovat
inaktivaci CRISPR-Cas9. V jinych biologickych modelech CRISPR-Cas9 inaktivace slozek
superenhanceri ukazala, Ze vétSina sloZek testovanych superenhancert je neredundantnich a
pfispiva k transkrip¢ni aktivité (napt. v genu POUS{l (OCT4) (Hnisz ef al, 2015), nebo v
miR-290-295 (Suzuki et al, 2017).
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V této diplomové préci se podafilo vyklonovat celkem 48 enhacerovych
luciferazovych konstrukt a jejich delécnich variant, v€etné kombinatorického sestavovani
jednotlivych enhanceri. To se diive nepodafilo laboratofi objevitelii superenhancerti (Hnisz et
al, 2015).

Vysledky funkéniho testovani enhancerovych reportérti poukazuji na to, Ze pro
optimalni tkanove specifickou expresi granulocytarnich gent MPO a MMP9 je nutna
spoluprace mnohocetnych enhancert, které se pravdépodobné skladaji do superenhanceru.

K aktivaci MPO a MMP9 enhancert dochazi pouze ve sttedni koncentraci PU.1, jez indukuje
granulocytarni diferenciaci, ale nikoliv ve vysoké koncentraci, jez indukuje makrofagovou
diferenciaci. Granulocytarni geny zaroven nesou vysoko/stfedn¢ afinitni vazebna mista PU.1,
coz vysvétluje, pro¢ jsou aktivovany stredni PU.1 koncentraci.

Zajimaveé je, ze zatimco aktivacni potencial jednotlivych MPO a MMP9 enhancerti byl
relativné nizky, tak vyrazné stoupal v pfitomnosti ostatnich enhancerti. Dal§im originalnim,
diive nepublikovanym vysledkem je objev enhancert, jez samotné nemaji aktivacni
vlastnosti, a ty se projevi az v ptitomnosti — kontaktu dalSich enhancerti a/nebo proximalniho
promotoru.

Tyto zavéry pln¢ podporuji i dalsi data z nasi laboratote. Experimenty testujici
prostorovou interakci za pouziti 3C technik (Chromosome conformation capture) ukazuji, ze
enhancery E1 a E2 genu MPO interaguji s proximalnim promotorem a také navzajem.

V piipadé¢ MMP9 jsme identifikovali vicecetné interakce putativnich enhancerti
s promotorem.

Soucasné s testovanim luciferazovych konstruktd probihalo v nasi laboratofi testovani
nativni aktivity enhancerii pomoci detekce enhancerovych eRNA. Jak je psano v ivodu,
aktivni enhancery transkribuji kratké nekodujici bidirekcionalni RNA (Kim et al, 2010; de
Santa et al, 2010). Navrhli jsme proto obousmérné primery a zméfili expresi eERNA
specifickych pro testované enhancery béhem diferenciace myeloidnich progenitort.

Tyto experimenty ukazaly, ze exprese eRNA korelovala s funk¢ni aktivitou
testovanych enhancert v luciferazovych konstruktech. To indikuje, Ze oboji, jak luciferazové
konstrukty, tak eRNA, jsou vhodné pro méfeni endogenni aktivity enhancerovych sekvenci,
coz je ve shod¢ s (Lam et al, 2013).

V dalsi ¢asti diplomové prace jsme testovali nasi hypotézu, ze regulacni sekvence
granulocytarnich genli nesou stfedné/vysoko afinitni vazebna mista PU.1, zatimco

makrofdgové geny nesou nizko/stfedné afinitni PU.1 vazebna mista. To je podpoteno
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nékolika publikacemi, jez popisuji existenci rtizné afinitnich PU.1 vazebnych mist (Pham et
al, 2013; Poon, 2012). Nicméné tyto publikace nepopisuji biologickou tlohu tohoto
fenoménu. My se domnivame, Ze riizn€ afinitni PU.1 vazebna mista jsou senzorem rozdilnych
hladin PU.1. Z toho diivodu jsme se rozhodli tuto hypotézu otestovat zdménou stredné-vysoko
afinitni vazebnych mist v MPO a MMP9 granulocytarnich enhancerech za nizko afinitni mista
z makrofagového genu CD14. Testovani téchto enhancerovych reportérii s mutovanymi PU.1
vazebnymi misty béhem granulocytarni a makrofagové diferenciace PUER progenitora
ukdzalo, Ze zdména afinity jednoho PU.1 vazebného mista byla schopna pfeprogramovat
aktivacni schopnosti enhancert v odpovédi na riizné koncentrace PU.1 (Obr. 35). To indikuje,
ze rizné afinitni vazebna mista PU.1 jsou mechanismem, kterym cilové geny vnimaji
instrukce riznych koncentraci transkripcniho faktoru PU.1. Pfedpokladame, ze tento
mechanismus by mohl byt univerzalni a platit i pro jiné transkrip¢ni faktory, které reguluji

v rozdilnych koncentracich rizné geny.

Souhrnné vysledky této diplomové prace ukazuji, ze rizné koncentrace transkripéniho
faktoru PU.1 jsou cilovymi geny vnimany komplexnim mechanismem, kterého se uc¢astni
rizné afinitni PU.1 vazebna mista v mnohocetnych genové regulacnich sekvencich, které v
n¢kterych genech sestavuji superenhancery.

Vytvotené luciferazové konstrukty nesouci multiplicitni enhancerové sekvence geni
MPO a MMP?9 a jejich verze s mutovanymi vazebnymi misty budou nasledné vyuZity v nasi
laboratofi k testovani béhem diferenciace PUER progenitorti za soucasné inhibice (si/shRNA)
nebo nadprodukce vybranych liniové specifickych transkripénich faktord, a bude testovana
moznost, ze granulocytarni geny jsou ve vysoké koncentraci PU.1 reprimovany PU.1
cilovymi makrofagovymi geny - transkripénimi faktory indukovanymi vysokou hladinou
PU.1, jak naznacuje diive publikovana studie (Laslo et a/, 2006).
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6. Souhrn

Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo vytvofit molekularni nastroj umoziujici
studium, jak jsou liniov¢ specifické geny transkripné regulovany mnohocetnymi regula¢nimi
sekvencemi (superenhancery) a jak jsou témito regula¢nimi sekvencemi vnimany instrukce

raznych koncentraci transkripéniho faktoru PU.1 béhem hematopoetické diferenciace.
Diplomové prace vedla k nasledujicim vysledkiim:

1. Vytvortili jsme dohromady 48 luciferazovych reportérovych konstruktii nesoucich

potencialni enhancery granulocytarnich geni MPO a MMP9 a jejich varianty.

2. Vytvorené luciferazové konstrukty byly nasledné testovany pii granulocytarni a
makrofagové diferenciaci myeloidnich progenitorti iniciované stoupajicimi

koncentracemi transkripcniho faktoru PU.1

3. Funkéni testovani vedlo k néasledujicim zaveérim:

1. Pro optimalni tkanové specifickou aktivaci granulocytarnich gent MPO a MMP9 je
nezbytna spoluprace vicecetnych enhancerti a proximalniho promotoru, které se
sestavuji do superenhanceru.

2. Zatimco aktivaéni potencidl jednotlivych enhancerti je relativné nizky, tak vyrazné
gradudlné stoupd v pfitomnosti ostatnich enhanceri a proximalniho promotoru, coz
poukazuje na aditivni efekt spoluprace jednotlivych enhancerti, nezbytny pro tkanove

specifickou expresi MPO a MMP9 genii.

4. Abychom ovéfili nasi hypotézu vnimani PU.1 koncentraci riizn€ afinitnimi vazebnymi
DNA sekvencemi, mutovali jsme PU.1 vazebna mista ve vybranych enhancerech.
Stfedné-vysoko afinitni vazebné mista v MPO a MMP9 granulocytarnich enhancerech

byla nahrazena za nizko afinitni mista z PP a Enhanceru makrofagového genu CD14.

5. Testovani mutovanych konstruktl pfi diferenciaci myeloidnich progenitorti ukézalo,
ze zmena afinity PU.1 vazebného mista vedla k pfeprogramovani aktivac¢ni schopnosti
enhancerll v odpovédi na rizné koncentrace PU.1. To potvrzuje nasi hypotézu, ze
rizné afinitni vazebnd mista PU.1 jsou mechanismem, kterym cilové geny vnimaji

instrukce riznych koncentraci transkripéniho faktoru PU.1.
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6. Vytvorené luciferazové enhancerové konstrukty a jejich mutace budou nasledné
testovany za inhibice (si/shRNA) nebo nadprodukce vybranych PU.1 dependentnich

kooperujicich transkripénich faktort.
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