Abstrakt

miR-17-92 klastr (Oncomirl) kéduje sedm mikroRNA (miRNA, miR) regulujicich
fadu biologickych procesti jako je proliferace, diferenciace nebo apoptoza. Zvysena exprese
mikroRNA koédovanych timto klastrem byla zjiSténa u fady nadorovych onemocnéni véetné
akutni a chronické myeloidni leukémie (Dixon-Mclver et al., 2008; Li et al., 2008; Venturini
et al, 2007). Myeloidni progenitory vyznamné exprimuji miR-17-92 Kklastr, zatimco
makrofagova diferenciace je doprovazena vyraznym sniZzenim jeho exprese. V nasi laboratoii
bylo prokazano, ze miR-17-92 klastr je béhem diferenciace primarnich PUER myeloidnich
progenitord indukovanych transkripénim faktorem PU.1 (SPIl) reprimovan transkripénim
faktorem Early growth response 2 (Egr2). Cilem této diplomové prace bylo vytvofit sérii
reportérovych vektorti nesoucich fragmenty miR-17-92 putativniho promotoru, které by
umoznily studium regulace transkripce miR-17-92 klastru. Vysledné se podatilo piipravit 8
fragmentli obsahujicich rizné useky regulacni oblasti miR-17-92 klastru v rozsahu -3.3 az 0
kb vzhledem ke kodujici oblasti miR-17-5p, a to i ptes vysoky CG obsah (~80%), které byly
nasledn¢ vklonovany do pGL3 reporterového vektoru.

Transfekce a nasledna funkcni esej pGL3 reporterového vektoru nesouciho -3.3;-0kb
fragment putativniho promotoru miR-17-92 v buikdch NIH3T3 a HeLa potvrdily, Ze
miR-17-92 klastr je inhibovan Egr2 faktorem. Tato data dale prokdzala, ze Egr2 reprimuje
expresi miR-17-92 klastru nezavisle na transkripnim faktoru PU.1, jez v myeloidnich
progenitorech Egr2 transkripcné aktivuje. Na zaklad¢ téchto vysledka je pravdépodobné, ze
mechanizmus represe miR-17-92 klastru transkripénim faktorem Egr2 neni omezen pouze na
hematologické linie.

MikroRNA a jejich cilové geny mezi sebou mohou vytvaret vzajemné regulacni
okruhy. miR-17-5p, miR-20a a miR-92-1 kédované miR-17-92 klastrem jsou predikovany se
vazat do dvou mist v 3' neptfeklddané¢ oblasti (3'UTR) transkripéniho faktor Egr2
(TargetScan). Dalsim ukolem této prace bylo vytvofit pGL3 reportérovy vektor nesouci
3'UTR Egr2 faktoru, obsahujici mutovana predikovana mista mikroRNA miR-17-92 klastru.
Kotransfekce reporterového vektoru nesouciho mutovanou a nemutovanou 3'UTR faktoru
Egr2 a expresniho vektoru nesouciho kodujici oblast miR-17-92 klastru do HelLa buné¢k
ukdzala, Ze mikroRNA miR-17-92 klastru jsou schopny inhibovat Egr2 transkripcéni faktor
vazbou do jeho 3’UTR.

Data ziskana touto diplomovou praci a fadou dalSich experimentalnich pfistupti nasi

laboratofe naznacuji, ze mezi Egr2 a miR-17-92 klastrem existuje vzajemna regulace, kdy



miR-17-92 Kklastr je transkripéné reprimovany faktorem Egr2 a zaroven posttranskripéné

inhibuje Egr2.



