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Abstrakt

mMiR-17-92 klastr (Oncomirl) koduje sedm mikroRNAIRNA, miR) regulujicich
fadu biologickych procésjako je proliferace, diferenciace nebo apoptozgiSEna exprese
mikroRNA kodovanych timto klastrem byla zfisa urady nadorovych onemoéni etrg
akutni a chronické myeloidni leukémie (Dixon-Mchedral., 2008; Li et al., 2008; Venturini
et al.,, 2007). Myeloidni progenitory vyznamrexprimuji miR-17-92 klastr, zatimco
makrofagova diferenciace je doprovazena vyraznyibesiim jeho exprese. V naSi laboiato
bylo prokdzano, Ze miR-17-92 klastr jéhlem diferenciace primarnich PUER myeloidnich
progenitofi indukovanych transkrimim faktorem PU.1 (SPI1) reprimovan transknjm
faktorem Early growth response 2 (Egr2). Cilem tégomové prace bylo vytvd sérii
reportérovych vektdr nesoucich fragmenty miR-17-92 putativhiho promatdkteré by
umoznily studium regulace transkripce miR-17-92stda Vysledg se pod#lo pripravit 8
fragmenti obsahujicichtizné Useky regutai oblasti miR-17-92 klastru v rozsahu -3.3 az 0
kb vzhledem ke kodujici oblasti miR-17-5p, a tadepvysoky CG obsah (~80%), které byly
nasledg vklonovany do pGL3 reporteroveho vektoru.

Transfekce a nasledna fumk esej pGL3 reporterového vektoru nesouciho kB;-
fragment putativnino promotoru miR-17-92 vikéch NIH3T3 a Hela potvrdily, Ze
miR-17-92 klastr je inhibovan Egr2 faktorem. Tatatad dale prokazala, Zze Egr2 reprimuje
expresi miR-17-92 klastru nezavisle na transkripm faktoru PU.1, jeZ v myeloidnich
progenitorech Egr2 transkeipé aktivuje. Na zaklagitéchto vysledk je pravé&podobné, Ze
mechanizmus represe miR-17-92 klastru tranghiip faktorem Egr2 neni omezen pouze na
hematologickeé linie.

MikroRNA a jejich cilové geny mezi sebou mohou \&bt vzajemné regutai
okruhy. miR-17-5p, miR-20a a miR-92-1 kddované miR92 klastrem jsou predikovany se
vdzat do dvou mist v 3' nigklddané oblasti (3'UTR) transk&mpho faktor Egr2
(TargetScan). DalSim uUkolem této prace bylo viitvpGL3 reportérovy vektor nesouci
3'UTR Egr2 faktoru, obsahujici mutovana predikovariata mikroRNA miR-17-92 klastru.
Kotransfekce reporterového vektoru nesouciho muowaa nemutovanou 3'UTR faktoru
Egr2 a expresniho vektoru nesouciho kodujici obtar-17-92 klastru do Hela bek
ukazala, Ze mikroRNA miR-17-92 klastru jsou schopmlyibovat Egr2 transkrimi faktor
vazbou do jeho 3'UTR.



Data ziskana touto diplomovou pradiaglou dalSich experimentalnictigtupi nasi
laboratde nazna&uji, Ze mezi Egr2 a miR-17-92 klastrem existujejema regulace, kdy
miR-17-92 Kklastr je transkrimé reprimovany faktorem Egr2 a zardiveposttranskripné

inhibuje Egr2.

Kli éova slova: regulace transkripce, mikroRNA, miR-17-92 kiastakrofagova

diferenciace, PU.1, Egr2



Abstract

miR-17-92 cluster (Oncomirl) encodes seven microRKNAIRNA, miR) regulating
many biological processes including proliferatiordifferentiation or apoptosis.
Overexpression of microRNAs encoded by miR-17-2@telr is found in a number of tumors
including acute and chronic myeloid leukemias (Dbtdclver et al., 2008; Li et al., 2008;
Venturini et al., 2007). Myeloid progenitors exmesiR-17-92 cluster at a high level, while
macrophage differentiation associates with its degualation. Our laboratory found, that
miR-17-92 cluster is repressed by transcriptioridia&arly growth response 2 (Egr2) upon
differentiation of primary myeloid PUER progenitprsduced with transcription factor PU.1.
Aim of this thesis is to further test the abovenwrgd data by preparing a reporter vectors
set, carrying various fragments of miR-17-92 putagpromoter, which enables us to study
regulation of transcription of miR-17-92 clusterhig task complicated by presence of
increased GC content of the miR-17-92 promoter suesessfully accomplished resulting in
amplification of eight fragments containing the ivas parts of miR-17-92 promoter
including region -3.3 to O kb relative to the staftmiR-17-5p sequence, that were inserted
into pGL3 reporter vector.

Transfection of pGL3 reporter vector carrying -30R8p fragment of miR-17-92
putative promoter to NIH3T3 and Hela cells followég functional assay resulted in
significant inhibition of miR-17-92 cluster regubay regions by Egr2 factor. These results
further documented that the repression of miR-17c@&ter by Egr2 is independent on
transcription factor PU.1, that transcriptionallgtigates expression of Egr2 in myeloid
progenitors. The repression mechanism of miR-1%@8ter that newly includes Egr2 is
probably not limited to hematopoetic cells.

MicroRNAs and their target genes can create mutwadiprocal regulatory circuits.
Three microRNAs encoded by miR-17-92 cluster (miR5p, miR-20a and miR-92-1) are
predicted (TargetScan) to inhibit expression of tifa@scription factor Egr2, presumably by
binding to 3" untranslated region (3'UTR) of EgrRNA . We therefore prepared reporter
vectors carrying (3'UTR) of Egr2 , containing eitlpgedicted binding sites of miR-17-92
cluster or their mutants. Cotransfection of theorégr vectors carrying 3'UTR of transcription
factor Egr2 together with the expression vectomytag and overexpressing miR-17-92
cluster into HeLa cells resulted in inhibition bktreporter expression thus confirmed earlier
observation from myeloid progenitors, that microRMA miR-17-92 cluster are able to
inhibit EgQr2 transcription factor by binding ints i3'UTR region.
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In conclusion, my data support the overall condagound in the laboratory that
miR-17-92 cluster is transcriptionally represseddgy2 and in turn that miR-17-92 cluster
has ability to inhibit Egr2, indicating the existenof possible mutual regulation between
Egr2 and miR-17-92 cluster.

Key words: regulation of transcription, microRNA, miR-17-8Rister, macrophage

differentiation, PU.1, Egr2

11



1 Literarni p iehled

1.1 Regulace genové exprese

Eukaryoticky organizmus je slozen z mnolianych tygi burgk. Jednotlivé biaky maji
stejnou genetickou vybavu, ale odliSuji se na Urexprese gein Genova exprese se sklada
ztady proces zahrnujicich transkripci, posttranskfip Upravy, translaci a posttranga
Gpravy. Transkripce nebo-ligklad ffedstavuje procesfigkterém je sekvence DNA kddujici
urcity gen gepsana v heterogenni jadernou RNA (hnRNA). hnRNglaui@ podstupuje sérii
Uprav zahrnujicichidanicepicky (modifikace 5' konce metylovou skupinou), polgaglaci

3' konce a sesh introni. Tyto Upravy vedou ke vzniku mediatorové RNA (mRINRtera je
jadernymi pory transportovana z jadra do cytoplasmygytoplasnd je informace uloZzena
v mMRNA na ribosomechiploZzena do aminokyselinové sekvence prdteifento proces se
ozna&uje jako translace a je nasledovadou posttranstamich modifikaci. Genova exprese je
pravdpodobré regulovana na vSech zngfrych Grovnich (Alberts et al., 1998).

V poslednim desetileti byl identifikovan zcela noagchanizmus regulace genové exprese na
posttranskripni Urovni pomoci kratkych RNA molekul, které bylgraeny jako miRNA
(Bartel, 2004).

1.1.1 Regulace transkripce

Prvni klicovy krok vregulaci genové expresere@stavuje iniciace transkripce.
Transkripce je kontrolovana ze dvou reg@uligh oblasti. Prvni z nich se nachazi v
bezprostedni blizkosti kdédujici oblasti genu a je osmeana jako promotor. Oblast
promotoru niZzeme rozdlit do dvoucasti: jadra promotoru a proximalni a distalasti (viz
Obr. 1) (Delgado and Leon, 2006). Druhou oblasti jsouaeckry nebo silencery. Regéta
oblasti jsou tvéeny specifickymi elementy rozpoznavanymidbobecnymi transkrignimi
faktory zajiujicimi bazalni transkripci a nebo specifickymins&ripinimi faktory, které
uréuji, v jaké mfe bude dany gen exprimovan (Rosypal, 2000). Datsini, na které rize

byt iniciace transkripce kontrolovana je chromat#ibo DNA metylace.
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1.1.1.1 Oblasti kontrolujici iniciaci transkripce
1.1.1.1.1 Jadro promotoru

Jadrem promotoru je oz&mvana minimalni oblast DNA dosigici pro fizeni
iniciace transkripcdn vitro, pouze za pomoci RNA polymerazy Il (Pol Il) a ofgch
transkrignich faktofi (GTF) (Martinez, 2002). Nachézeji se zde spedifighomotorové
elementy pomahaijici &it misto transkripniho startu (TSS) (viDbr. 1). Prvnim klEovym
motivem je TATA box, sekvence bohata na A/T nukbhptnachazejici se 25 az 30
nukleotidh pred TSS. Je rozpoznavan TBP (TATA-binding protepgmoci kteréharidi
iniciaci transkripce. DalSim motivem je Iniciatdni) (Smale and Baltimore, 1989). Inr je
tvofen na pyrimidin bohatou sekvenci a nachazi ssném okoli TSS. Jeho sekvence je
rozpoznavanadkterymi TAF (TBP-associated fators), které jsoulgmTBP sotasti TFIID
(transcription 1ID) (Chalkley and Verrijzer, 1999)tetim motivem je DPE. Tento motiv se
nachazi gblizné 30 nukleotid za TSS. Je fpvazré sowdsti promotal, které postradaji
TATA box a steji jako pedchozi elementy je rozpoznavan TFIID (Burke andidfega,
1996). Promotory se mohou liSit skladbou sekwerspecifickych elemeit(Suzuki et al.,
2001). Odlisna architektura jader promdtoaznguje, Ze obecné transkipi faktory mohou
také gispivat k regulaci genové exprese nezavisle narernach (Novina and Roy, 1996).

Transkripéni startovaci misto (+1)
Translacni startovaci misto

inr DPE (AUG kodon)
-10 kb / -1 Mb -30 pb / -10 kb -30 pb vL
ErhATeaT — — : 1. intron 2. intron
RN er lllll*sekvencne specificke element,f*'m-m ENEEEENI
i P J

1. exon 2. exon
Proximalni a distalni

jadro promotoru
oblast promotoru ] F

Obr. 1 Schéma regul&nich oblasti kontrolujicich genovou expresi.Jadro promotoru s TATA
boxem, iniciatorem a ,downstream” promotorovym edemem (DPE), proximalni a distalni regtia
oblasti se sekvemé specifickymi elementy a enhancery/silenceriev2ato a upraveno z (Delgado
and Leon, 2006).
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1.1.1.1.2 Proximalni a distalni isek promotoru

Proximalni a distélnicasti promotoru obsahuji specifické elementy, ktm@u
rozpoznatelné sekvene specifickymi faktory. Resna hranice mezi dimacastmi neni fesré
stanovena. Jako proximalni oblast g&wou oznauje Usek lezici 30 az 200 nukledtigred
TSS. Najdeme zde elementy typické pro velkadu promotoru jako najxlad GC box,
CAAT box nebo oktamer. Proximalni oblast se spojadsem promotoru podili na bazalni
transkripci. Distalni¢ast je dlezita pro tk&ové specifickou expresi, fite se nachazet i
v ponerné velké vzdalenosti od TSS (~10kb a vice) (Delgauth lzeon, 2006).

1.1.1.1.3 Enhancery a silencery

Enhancery a silencery se podileji nantk& specifické regulaci. Tyto oblasti se
mohou nachazetholik kb az 1 Mb daleko od promotorové oblasti §yema jejiz regulaci se
podileji (Lettice et al., 2003). Transkripci mohak aktivovat, tak inhibovat. Mohou byt
rozsahlé az 1 kb aimeme je naléztipd nebo za TSS, dokonce i v oblasti intr¢Billies et
al., 1983). Jednim z modekomunikace mezi enhancery/silencery a promotoraMuasti je
ohyb DNA vlakna, coz umozniftiplizeni €chto dvou oblasti k séb(Petrascheck et al.,
2005).

1.1.1.2 Faktory podilejici se na regulaci transkecip

1.1.1.2.1 Obecné transkripi faktory

Transkripce protein kédujicich genje zajiStna pomoci Pol ll. Tato DNA
dependentni RNA polymeraza je slozity komplexiévy 12-ti podjednotkami (Cramer et al.,
2000). | ges svoji zna&nou komplexitu neni Pol 1l sama schopna rozpozhktsb promotoru
a za&it iniciaci transkripce (Matsui et al., 1980)ulBzita je gitomnost GTF, které se spolu
s Pol 1l postup&é vdZzou do oblasti promotoru a vytefi preinicigni komplex (PIC)
(Buratowski et al., 1989). Tvorba PIC¢haa vazbou TFIID do malého Zlabku TATA boxu,
coz zmsobi ohyb DNA a umozni rozpoznani dalSich sekv@im je Inr popipact DPE
pomoci TAF (Nakajima et al., 1988). Nasleduje navdd FIIA, TFIIB, TFIIF-Pol Il a TFIIE
(Maxon et al., 1994; Nikolov et al., 1995; Tan &t 4996). Poslednim navazanym GTF je
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TFIIH vlastnici helikdzovou a kindzovou aktivituikg které miZze dojit k uvolgni Pol Il

z oblasti promotoru (Kumar et al., 1998%Kieré prace ukazuji, Ze PIC se nétvmostupnym
skladanim, ale pomoci Pol Il holoenzymového komplé2hao et al., 1996; Ossipow et al.,
1995).

1.1.1.2.2 Specifické transkeipi faktory

Specifické transkrigni faktory zaji$uji tk&iove specifickou expresi génVazou se
na zaklad sekvewni komplementarity do specifickych DNA regtétdch oblasti
prostednictvim DNA-vazebnych motiv Fikladem takovychto motiv mizeme uvést
homeodoménu, motiv zinkového prstu nebo leucitovApa. Transkripni faktory mizeme
roz&lit podle jejich misobeni na aktivatory a represory. Jednim zésdif, jak mohou
specifické transkrigni faktory regulovat transkripci, je ovligni uspdaddani PIC. Aktivatory
usnaduji jeho vznik, zatimco represory jeho vznik zpoufiahebo inhibuji. DalSi moznosti
ovlivnéni transkripce pomoci specifickych transknpch faktofi je jejich interakce
s regul&nimi proteiny s enzymatickou aktivitou, ktera umbZemodelaci chromatinovée
struktury (Alberts et al., 1998). V boe se koncentrace specifickych transkmiph faktof
pohybuje na velmi nizké arovni, préstinictvim vijSich signal maze dojit k vyraznému
zvySeni jejich hladiny. Kazdy promotoruie byt ovlivien velkou fadou transkrignich
fakton, jejich spoléna souhra poté &uwje v jaké mile bude dany gen v hoe exprimovan.
Priklad specifickych transkrimich faktofi najdeme v kapitole 1.4.3.1.

1.1.1.3 Chromatinova struktura a jeji vliv na reqadi transkripce

DNA je spolu s pomocnymi proteiny organizovana dwomkaktni chromatinové
struktury. Zakladni stavebni jednotkou chromatidmvévidkna je nukleosom. Jadro
nukleosomu je tvieeno histonovym oktamerem, ktery je sloZeny vzdyjidvdistoni H2A,
H2B, H3 a H4 (Luger et al.,, 1997), kolem kteréhoofgaieno 146 bp DNA. Jednotliva
histonova jadra jsou mezi sebou propojena 80 - @0Kletidi dlouhym Usekem DNA.
Propojeni jednotlivych nukleosampomoci histonu H1 kompaktuje DNA do 30 nm vlakna
(Hizume et al.,, 2005). DalSi stuprkondenzace jsou zajty postupnym sbalovanim
chromatinovych vldken. Chromatin hraje centréinii re fad® biologickych proces
Umoziuje rozdleni matéské DNA do dcénych burgk, stabilizuje DNA nebo se iie
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podilet na regulaci transkripce. Jako dynamickdkstira je schopenipchazet z transkripé
inhibovaného heterochromatinu do transkmip aktivniho euchromatinu. Aby mohlo dojit
Kk iniciaci transkripce, musi se kompaktovana strikt DNA otewit, ¢imZz umozni

transkrignim faktofim s ni interagovat (Wolffe, 2001).

1.1.1.3.1 Chromatinové modifikace

Kazdy histon m& N-terminalni ocések, kterydmsto pedmétem kovalentnich
modifikaci. Modifikace zahrnuji fjdani nebo odebrani specifickych skupiny jako je
metylova, acetylova, fosfatova, ADP-ribosilova, guitinova nebo sumoylova (Kouzarides,
2007). Posttranstai modifikace histo@n jsou zprostedkovany pomoci chromatin
modifikujicich komplex. Mezi nejvice prostudované modifikaceiparcetylace a metylace.

Histon acetyltransferdzy jsou enzymy schopiiégs$et acetylovou skupinu na
lysinovy zbytek N-terminalniho ocasku histonu. Hist jsou tvdeny velkym mnoZstvim
kladre nabitych aminokyselin, které neutralizuji zapomgboj DNA. Po pidani acetylové
skupiny k histonovému océsku dochazi ke¢mnndboje a oslabeni histon-DNA vazby.
Acetylace niize mit také vliv na interakce mezi @wa histony. Tyto zimy vedou
k rozvolreni struktury chromatinu, ktery se tim stava dosfugpmo transkrigni faktory
(Hebbes et al., 1988; Lee et al., 1993a). Acetylaistoni je reverzni proces. Acetylova
skupina nize byt z histonového ocasku odstfiaam pomoci histon deacetylaz, coz vyusti
V genovou represi.

Druhou velmi¢astou modifikaci histanje metylace. Metylova skupinate byt
piipojena k lyzinovému nebo argininovéme zbytku mstdd3 nebo H4 (Ma et al., 2001,
Wang et al.,, 2001). Na rozdil od acetylace, metylasinu se zda byt relatignstabilni
histonovou modifikaci poskytujici idedlni epigeoktiu zngku pro dlouhodobé udrzeni
chromatinového stavu, ktery jggmasSen do démych burgk (Jenuwein, 2001). Regutai
aktivita, kterou metylova skupina zpreikovava zavisi nejen na undist ale také na
metylovaném stavu, tzn. jestli se nachazi v modb-nebo trimetylovaném stavu (Santos-
Rosa et al., 2002). Teprve nedavno bylo ukdzanmpetylace lysinu rize byt enzymaticky
odstragna. Prvni popsanou demetylazou je lysin specifadwhetylaza 1 (LSD1) (Shi et al.,
2004). Jarid1b, p#ti do Jarid1 rodiny demetylaz H3K4 (Secombe arsdiinan, 2007), byl

popsan v souvislosti s represi miR-17-92 klastas(#sil et al., ppraveno pro publikaci).
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1.1.1.4 DNA metylace a genova exprese

DNA metylace je postreplikai modifikaci citosinu nachazejiciho se v CpG
dinukleotidech. Metylace CpG ostiiowe obvykle projevi v represi daného genu (Bird and
Wolffe, 1999). Metylé&ni vzorec DNA se v gibchu vyvoje néni (Kafri et al., 1992). Na
zatatku embryonalniho vyvoje, v délprvnich a@leni zygoty, nastava demetylace celého
genomu s vyjimkou imprintovanych genNovy metyl&ni vzorec se zZme vytvdet kEthem
gastrulace pomocte novo metyltransferaz Dmnt3a a Dmnt3b (Okano et al., 9199
Vytvoieny metyl&ni vzorec je dale zachovavan pomoci udrzovaci rmmahdferazy Dmntl
(Bestor, 2000). V pgibéhu diferenciace butk poté dochazi k nastu metylace. Az 90% CpG
dinukleotidi v genomu podléha metylaci, ktera je dalen@aSena do dtiaych burgk.
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1.2 MikroRNA

MikroRNA jsou nova skupina nekodujicich jedatszcovych RNA dlouhych 18 az
22 nukleotidi, které se podileji na kontrole genové exprese osttranskrigni Grovni.
Prostednictvim sekveiné specifické vazby do 3'UTR cilové mRNA i®mbi mikroRNA,
v zavislosti na nte komplementarity, represi nebo degradaci ciloveNdR tim uméeni
exprese daného genu. (Bartel, 2004; Lim et al.520Brvni miRNA Lin-4 byla objevena
v roce 1993 WCaenorhabditis elegangento gen kontrolujickasovani larvalniho vyvoj€.
elegansnekoduje protein, ale malou RNA (Lee et al., 1993bd té doby byly miRNA
identifikovany u vSech studovanych mnohoétnych organism, nedavno byly dokonce
popsany i u organisin jednobugcnych (Molnar et al., 2007). Wloveka jiz bylo
identifikovano vice jak 700 miRNA, které séastnitrady biologickych procdészahrnujicich
diferenciaci, proliferaci nebo apoptdézu. Nalafitost regulace genové exprese pomoci
mMiRNA ukazuje i fakt, Ze miRNA jsou dysregulovanyaet nadofi a onemocéeni (Petrocca
et al., 2008; Volinia et al., 2006).

1.2.1 Genova organizace mikroRNA

MikroRNA mohou byt kddované jako nezavislé intergeh transkripni jednotky
se strukturou obdobnou protein kodujicimi@yan Az 30 % miRNA je kddovano v intronech
protein kédujicich geh(Rodriguez et al., 2004), jejich orientace fevy@zrie stejna jako jejich
hostitelské geny. miRNA leZici v intronovych ob&gt mohou byt transkribovany
z vlastniho promotoru, nebo jsokepisovany satasré s hostitelskym genem (Bartel, 2004).
MikroRNA jsou v genomutasto lokalizovany do klasty jez se pepisuji jako polycistronni
MRNA. Tyto miRNA sdruzené v jednom Klastru maji Iepoou regulaci exprese a velmi

¢asto spolu funéné souvisi.
1.2.2 Biogeneze mikroRNA

MikroRNA jsou prepisovany pomoci Pol Il, stejrjako protein kodujici geny, za
vzniku primarniho transkriptu (pri-miRNA). Pri-miRNmazZe byt aZz stovky bazi dlouhy a je
opateny 5'¢epickou a poly A koncem (viDbr. 2A). V jadre je pri-miRNA S¢pen pomoci
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RNA Il endonukledzy Drosha na 60-ti az 70-ti ntldové miRNA prekurzorové vidsenky
(pre-miRNA), které jsou zak@ené 5' fosfatem arplizn¢ dvou nukleotidovym 3'igsahem
(viz Obr. 2B (Lee et al., 2002). pre-miRNA jsou aktirtransportovany z jadra do
cytoplasmy pomoci Ran-GTP zavislym jadernym reagptoExportin-5 (vizObr. 2Q (Lund
et al., 2004). V cytoplaséndalSi enzymaticky komplex obsahujici RNA Il endkleazu
Dicer, procesuje pre-miRNA za vzniku 18 az 22 nokt# dlouhé dvouvliaknové RNA
oznaované jako miRNA:miRNA* duplex (viDbr. 2D) (Hutvagner et al., 2001; Ketting et
al., 2001), jez da nasleginvzniknout jednovlaknové maturované miRNA. Matuno&a
miRNA  obsahuje voblasti zvané ,seed" sekvenceese&v komplementarni
k 3'UTR cilového genu. Maturovand miRNA je inkompedina do multiproteinového
komplexu RISC (RNA inducing silncing complex). RIS@mplex se poté vaze k cilove
MRNA na zaklad komplementarity mezi maturovanou miRNA a 3'UTRoed mRNA, a
zpasobi transléni umkeni nebo degradaci mRNA v zavislosti naderkomplementarity dané
MIiRNA (viz Obr. 2B (Martinez et al., 2002; Schwarz et al., 2003).
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Obr. 2 Schéma biogeneze mikroRNAA) pri-miRNA B) pre-miRNA C) transport pre-miRNA
z jadra do cytoplasmp) miRNA:miRNA* duplexE) maturované miRNA vlakno véazajici se do RISC
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komplexu a inhibice cilové mRNA na zakéadniry komplementarity bazi.tBvzato a upraveno
z (Esquela-Kerscher and Slack, 2006).

1.2.3 Struktura vazebného mista mikroRNA

Pro vazbu miRNA do 3'UTR mRNA cilového genu na aékl parovani
komplementarnich nukleotid ma rozhodujici vyznam oblast komplementarity takeév
.seed" sekvence. Jako ,seed" sekvence je ¢aven Usek 1. aZz 8. nukleotidu na 5' konci
MiRNA. Minimalni nutna komplementarita je na pozii az 7. nukleotidu (,6mer seed
match*“), maximalni pak na pozici 1. az 8. nukleot{8mer seed match*). Inhibice mMRNA
prostednictvim miRNA je ne&jastji spojovana se&tyimi typy vazeb, jsou znazaimy na
Obr. 3 (Lewis et al., 2005; Lewis et al., 2003). Silalwak 3'UTR cilové mRNA miZze byt
jese€ zvySena komplementaritou na zbyvajicich pozicigkleotidi miRNA. Na silu vazby
ma dale vliv lokalni kontext 3'UTR mRNA cilovéhceru v okoli vazebného mista
mikroRNA. Vazbu a tim i represivni funkci mikroRNA&v¢tSuje AU (Adenosin,Uracyl)
bohaté slozeni v okoli vazebného mista. Naopaktiefiek vazebného mista sniZzuje jeho
blizkost do 15-ti nukleotid k stop kodonu nebo pozice upti@st dlouhych UTR (Grimson et
al., 2007).

6-nt seed match 6mer site 7-nt matches to seed region :
Seed match 7mer-m8 site
':-‘-.'_-.NNNNNN [-5' miRNA NNNNNNNNNNNNN NNNNNNN \-5" miRNA
3765432 87654
LA Rkl L =
Seed Seed
8-nt match to seed region .
8mer site Tmer-A1 site
T —— ———
e . ol
NNNNNNNN 5' miRNA NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-5' miRNA
87654321 87654321
aieh e Leleh il
Seed Seed

Obr. 3 Schéma moZzné komplementarity vazebnych mist mezi RNA a cilovou mRNA. Horni
fadek znazatje cilovou mRNA v 5' - 3' orientaci, dolni pak mNR v orientaci 3' - 5'. Revzato
z (Grimson et al., 2007).
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1.2.4 Role mikroRNA v krvetvorbé

MikroRNA hraji dilezitou roli v hematopoéze. Téinkazdé stadium hematopoézy
je ovlivnéno ugitymi miRNA a jejich chybna exprese je spojen@adou onemoaii. Prvni
dukaz o tom, Ze miRNA secastni hematopoézy poskytli Chen a kol., 2004i kigstili, Ze
miR-181a, miR-223 a miR-142 jsou prefaefBhexprimované v hematopoetické tkani (kostni
dieni, brzliku a slezi). miR-181a je vysoce exprimovana v B lymfocytecleja zvySena
exprese v hematopoetickych kmenovychikach vede fednosté ke vziistu tohoto typu
burgk (Chen et al., 2004). Pro B-btimou diferenciaci jsou daleikbzité miR-150 podilejici
se na kontrole fechodu z pro-B do pre-B b&mého stadia (Monticelli et al., 2005) a
miR-155 podilejici se na imunoglobulinovérfegmyku v B lymfocytech (Rodriguez et al.,
2007; Vigorito et al., 2007). Mezi ¢kené cile miR-155 p#ti PU.1 transkripni faktor
dulezity pri myeloidni a B-buacné diferenciaci (O'Connell et al., 2008xH@m diferenciace
a maturace erytrodytdochazi ke sniZzeni hladiny miR-221 a miR-222¢ ®fio miRNA
inhibuji Kit receptor, kiéovy faktor kontrolujici proliferaci hematopoetickyburek (Felli et
al., 2005).

1.2.4.1 MikroRNA v myeloidni diferenciaci

Dulezitou roli v myeloidni diferenciaci hraje miR-223V hematopoetickych
prekurzorovych bikadch je tato miRNA exprimovana na nizké udrovni, réghu
granulocytarni diferenciace, nikoli vSak monocytadiferenciace, dochazi k vyraznému
naristu hladiny miR-223 (Fazi et al., 2005). DalSi miRNktera se podili na vyvoji
granulocyti, je miR-27. Jednim z &l miR-27 je AML1 faktor, jehoZz exprese se v
pribéhu granulocytarni diferenciace Zm& sniZzuje. Pro spravny fioch granulocytarni
diferenciace je nutné, aby doslo k navyseni miRkBata inhibuje AML1 faktor (Feng et al.,
2009). Pro monocytarni diferenciaci jeleZity miR-424 (Rosa et al., 2007) a miR-17-5p, 20a
a 106b kédované miR-17-92 klastrem a jeho paralogaR-106a-92, jejichZz exprese se
béhem monocytarni diferenciace snizuje (Fontana.e2@07).
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1.3 miR-17-92 klastr

miR-17-92 je pikladem polycistronniho genu kédujiciho celkem sedikroRNA
(miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18a, miR-19a, miR-20aRAm 9b-1 a miR-92-1) (viDbr. 4A).
U ¢lovéka je lokalizovany na 13 chromosomu ¥etitm intronu genu C13o0rf25 (Chromosome
13 open reading frame 25) (Ota et al., 2004), uimy$alezneme na chromosomu 14. Série
duplikatnich a delénich udalosti v gibtéhu evoluce dala vzniknout jeho @wa paralogm
miR-106a-363 a miR-106b-25 (Tanzer and Stadler4Rdlastr miR-106a-363 je &loveka
a mysi lokalizovan na chromosomu X a kéduje cell&ast miRNA (miR-18b, miR-19b-2,
miR-20b, miR-92-2, miR-106a a miR-363). Klastr nliR6b-25 je wlovéka lokalizovany ve
tiinactém intronu genu Mcm7 na chromosomu 7 a u mgsthromosomu 5, celkem kdduje
tii mMIRNA (miR-25, miR-93 a miR-106b) (viobr. 4A. O vyznamu miR-17-92 klastru a
jeho paralog swdci fakt, Ze jejich genové uspadani a sekvence jsou vysoce konzervovany
u vSech obratlovc a podobné usgadani nizeme najit i urady bezobratlych (Tanzer and
Stadler, 2004). Na rozdil od miR-17-92 a miR-106Gbkkasti, které jsou oba fad tkani a
burng¢nych linii exprimovany na vysoké urovni, miR-10668xklastr je nedetekovatelny nebo
je exprimovan na minimalni drovni (Ventura et &008). VSechny mikroRNA koédované
témito klastry jsou si sekvené velmi podobné. Podle identické ,seed" sekvencenjgeme
rozclit do ¢tyt rodin (vizObr. 4B).

A B

miR-17~92 —+———— W — - —
17 18a 19a  20a 19b-1 921

miR-106a~363

106a 18b 20b 19b-2 92-2 363 24 UAUUGCACUUCU

miR-106b~25 —{Il} {1 -
106b 93 25

18a UAAGGUGCAU
18b UARAGGUGCAUCU

Obr. 4 Organizace miR-17-92 klastru a jeho paralod. A) Schématické znaza#ni i mikroRNA
klastrti. Barvené boxy ozriaiji pre-miRNA.Cerné boxy vyzn&uji maturované miRNAB) Sekverni
srovnani miRNA vsechitklastii. miRNA se stejnou ,seed” sekvenci jsou réledy doctyt barevig

ozna&enych skupin. fevzato a upraveno z (Ventura et al., 2008).
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1.3.1 Funkce miR-17-92 klastru

K objasréni funkce miR-17-92 klastrutigpéla identifikace gefn, jejichz mRNA
jsou timto klastrem inhibovanRada z nich pét mezi kl¢ové regulatory busgného cyklu,
apoptdézy a vyznamné tumor supresory. mir-17-92tklaghibuje CDKN1A/p2Lipl/Wafl
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 1) blokujicfephod but¢ného cyklu z G1 do S faze
(Fontana et al., 2008), TGFR (Transforming growabtdr-3) (Petrocca et al., 2008), BIM
(Bcl2 interacting mediator of cell death) vyznammpapoptoticky protein (Fontana et al.,
2008; Ventura et al., 2008; Xiao et al., 2008)ed@bl2 (retinoblastoma-like 2 protein) fat
do pRB tumor supresor(Lu et al., 2007) a fosfatazu PTEN (Phosphatetandin homolog)
negativni regulator proteinkynadzy B (Fontana et 2008; Xiao et al., 2008). miR-17-92
klastr dale stimuluje nadorovou neovaskularizatiibiti antiangiogennich faktorCTGF
(Connecive tissue growth factor) a Tspl (Thrombodgpol) (Dews et al., 2006).Fontana a
kol., 2007 prokazali, Ze miR-17-5p, miR-20a a mib8H, které jsou kdodované miR-17-92
klastrem a jeho paralogem miR-106b-25, se podilejregulaci faktoru AML1 a tim i na
monocytarni-makrofagové diferenciacii AML1 je DNAzebnou podjednotkou
hematopoetického transkéipho faktoru CBF (Core binding factor), ktery minmmé
kontroluje expresi M-CSF receptoru, jenZ ma zasadyznam pro monocytarni-
makrofagovou diferenciaci. Ztrata AML1 faktoru u leryonalni kmenové bwiné kultury se
projevi poskozenim monocytarni diferenciace, ce&jakazuje, Zze AML1 je pro diferenciaci
monocyfi nepostradatelny (Okuda et al., 1996). V hematogoath prekurzorovych
bunkach je AML1 na nizké arovni, v fipéhu maturace dochazi k jeho navysSeni, naopak
hladina miR-17-5p, 20a a 106a se ulghu diferenciace makroféagnizuje. AML1 je tejme
schopen inhibovat hladinu jednotlivych mikroRNA tam do promotorové oblasti
piislusnych klastr. miR-17-5p, 20a a 106b jsou naopak schopné inkibo&ML1
prostednictvim jejich interakci s 3'UTR tohoto faktoMezi miR-17-5p, 20a, 106b a AML1
faktorem existuje negativni &ma vazba (Fontana et al., 2007).

Nepostradatelnost miR-17-92 klastru prokazaly pgkoa mysSich, u kterych byl
miR-17-92 klastr a jeho paralogy deletovany. DelgtR-17-92 klastru vedla k neonatalni
smrti jedind, ktera byla zppisobena hypoplasii plic a defekty v uzavirani v&atérniho
septa. B sowasné deleci miR-17-92 klastru a jeho paralogu niBb125 doslo k jest
téZSim patologickym defekin a zvySené apoptoze v oblasti nervové soustaagea jDelece
klasti miR-106b-25 a miR-106a-363f aiZz jednotli¢ nebo v kombinaci, neéty Zzadny
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(dosud zjiskny) fenotyp. Tyto vysledky poskytujiilaz, Ze mikroRNA kdédované miR-17-92
klastrem jsou nepostradatelné pro vyvoj mysiho misgau a dale, Ze miR-17-92 klastr je
schopen substituovat esencialni mikroRNA kddovaifé-n®6b-25 klastrem (Ventura et al.,
2008). DalSi delni pokusy ukazaly, Ze hlavnimi onkogennimi miRNARA1i7-92 klastru
jsou miR-19a a 19b (Mu et al., 2009; Olive et 2009; van Haaften and Agami, 2010).

1.3.2 miR-17-92 klastr v onkogenezi

mMiR-17-92 klastr znamy téz jako Oncomirl byl prvnimkroRNA klastrem, jehoz
amplifikace byla potvrzena v nadorech. Lidsky germbyn lokus C13orf25 zahrnujici
miR-17-92 klastr je amplifikovan viaznych typech B buignych lymfonu (Ota et al., 2004).
Od té doby byly zvySené hladiny miR-17-92 klastaivpzeny u naistajiciho pétu malignit
zahrnujicich malobuigny plicni nador (Hayashita et al., 2005), akutnietoidni leukémii
(Dixon-Mclver et al., 2008; Li et al., 2008), chickou myeloidni leukémii (Venturini et al.,
2007), B-bugeny a NeHodgkinsky lymfom z plé&vé zény (He et al., 2005; Ota et al., 2004;
Tagawa et al., 2005; Tagawa et al., 2007; Tagavah,€2004), neuroblastomy (Fontana et al.,
2008) a nadory odvozené z prsu, prostaty, slinbthdni, Zaludku a tlustéhoisiva (Petrocca
et al., 2008; Volinia et al., 2006). Lokus3q31,3 kédujici miR-17-92 klastr jetastym
inzeknim mistem retrovirdthindukovanych mysSich leukémii (Cui et al., 2007;\yat al.,
2006).

Vysoka hladina miRNA riize mit rkolik pri¢in. Jednou z nich je jiz zména
amplifikace genomického lokusiBq31,3(Ota et al., 2004), kde se nachazi miR-17-92 klast
DalSi giciny vysoké hladiny miRNA niizeme hledat v regulaci transkripce miR-17-92
klastru.

1.3.3 Regulace miR-17-92 klastru

miR-17-92 Klastr je pozitivh regulovan proto-onkogenem Myc (vi@br. 5).
Chromatinové imunoprecipitai experimenty prokazaly, Zze Myc je schopen vazatds
regul&ni oblasti miR-17-92 klastru v pozici -1480 nukiddt pred kodujici oblasti
miR-17-5p (O'Donnell et al., 2005). Pozitivni regee tohoto proto-onkogenu na miR-17-92
klastr byla také potvrzena Dews a kol., 2006fikzg@stili, Ze tumory s vysokou hladinou Myc
maji zn&né zvySenou neovaskularizaci. DalSim faktorem, kpgitivré reguluje miR-17-92
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klastr vazbou do jeho promotorové oblasti je Mycmiatog MYCN. Agresivni formy
neuroblastor jsou spojeny s amplifikaci tohoto transkmgho faktoru, ktery stimuluje
expresi miR-17-92 klastru (Fontana et al., 200&)lelbylo prokadzano, zZgenové rodiny E2F
(F2F1, E2F2 a E2F3), majicildzitou roli v regulaci bugtného cyklu, jsou schopni vazat se
do promotorové oblasti miR-17-92 klastru a aktiviojeho expresi. miR-17-5p a miR-20a
jsou naopak schopné inhibovat E2F trangskrigaktory vazbou do jejich 3'UTRjmz se zde
vytvaii negativni zptna vazba (O'Donnell et al., 2005; Sylvestre et2007; Woods et al.,
2007).

Jsou znamy také represory miR-17-92 klastru. Jedmioh je AML1 faktor hrajici
duleZitou roli v monocytarni-makrofagové diferenciaBML1 je schopen inhibovat expresi
miR-17-92 klastru vazbou do jeho promotorové obl@stintana et al., 2007). Nedavno bylo
Zjisténo, Zze p53 tumor supresor je schopen vazat seZp®BITA boxu v reguléni oblasti
miR-17-92 klastru a tim ho inhibovakiem hypoxie (Yan et al., 2009).

pri-miR-17~92

Zpétna vazba
Drosha

D Dicer

i W _
° miR-17 miR-20a —"Q? ~. | mature miRNA

U miR-18a ~, MiR-92a

miR-19a  MiR-17-5p

zl: '

Obr. 5 Schéma regulace transkripce miR-17-92 klastruPozitivni regulace miR-17-92 klastru
molekulami: Myc, MYCN &lena rodiny E2F, negativni regulace pomoci AML1 a paktdr. Mezi
MiRNA koédovanymi miR-17-92 klastrem a faktory AMldl E2F existuje negativni &ma vazba.

Prevzato a upraveno z (Bonauer and Dimmeler, 2009).
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1.4 Krvetvorba a diferenciace makrofagi

1.4.1 Hematopoetické kmenové hiky

Hematopoetické kmenové itky (HSC) pedstavuji nezralé prekurzory vsech
krevnich bugk vyuZzivajici mechanizmy zahrnujici diferenciaaiplgeraci a apoptdézu. Jsou
to pluripotentni bitkky se schopnosti diferenciace do lindovfunkéné odliSnych krevnich
burgk. DalSi jejich dilezitou vlastnosti je schopnost sebeobnovy¢ @to vlastnosti jsou
evidentni @i transplantacich, kdy dochazi ke kompletnimu olemévkrevniho systému
z darcovskych HSC (Korbling and Anderlini, 2001)S®& niZzeme rozdit na dlouhodobé
(LT-HSC), jez jsou schopné sebeobnovy praktickynpomezenou dobu, a kratkodobé (ST-
HSC), u nichZz je tato doba omezena. DalSi popubacik vznikajici z ST-HSC jsou
multipotentni progenitory (MPP) (viDbr. 6), jejichz schopnost sebeobnovy je snizena
vyrazre, presto ji Ize indukovat (Rosenbauer and Tenen, 2QEgnim z faktdr ovliviujici
tuto vlastnost je FLT3 (FMS-related tyrosine kin&3eBylo zjiS€no, Zze zvySujici se hladina
tohoto faktoru v HSC je doprovazena ztratou scheprse@beobnovy (Adolfsson et al., 2001).
FLT3 se stal jednim z markeumoziujicich izolaci HSC (Christensen and Weissman, 2001
MysSi HSC jsou dale charakterizovany tim, Ze neempji Zadny linio¥ specificky antigen
LIN (LIN " - lineage specific antigen), jsou pozitivni na SICESCAT - stem cells asociated
antigen) a KIT antigeny (KI'), a na nizké arovni exprimuji Thyl (THL— T-cell antigen)
(viz Obr. 6 (Ikuta and Weissman, 1992; Spangrude et al., ;1988ida and Weissman,
1992). Typickym markerem lidskych HSC je povrch@ntigen CD34 (Krause et al., 1996).
Jak HSC diferencuji, exprimuji stale na vysSi Grcamtigen CD38, lidské HSC jsou proto
¢asto ozn&ovany jako CD34CD38 (Terstappen et al., 1991).

MPP mohou diferencovat do lymfoidni, myeloidni ateyidni linie. Otazkou
zistava, jak je progenitorovym Bkam vybran sir, kterym se vydaji (determinacéada
studii ukazala, Zze procesu determinace a difereaciurk predchézi zapnuti ékolika
raznych liniow pridruzenych expresnich progréanfHu et al., 1997; Miyamoto et al., 2002).
Tento proces je ozfavan jako ,priming“. Nasledna determinace a diferace bugk do
vybrané linie poté zahrnuje upe¥m vybraného expresniho programu a inhibici program

zbylych, které jiz nejsou zagebi.
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Obr. 6 Hematopoetické kmenové biiky s typickymi markery. LT-HSC davaji vzniknout
ST-HSC, které diferencuji v MPRervené Sipky znazuji schopnost sebeobnovyieRzato
a upraveno z (Lai et al., 2005; Reya et al., 2001).

1.4.2 Myeloidni a lymfoidni progenitorové buiky

Prvni krok liniové determinace nastava ve stadilPMRvodni model hematopoézy
piedpoklada, Zze MPP mohou diferencovat ésmam k myeloidnim nebo lymfoidnim
progenitotim (CMP, CLP) (vizObr. 7A (Kondo et al.,, 2001). CMP jsou tiky majici
schopnost dat vzniknout vSemitkidm myeloidni linie (Akashi et al., 2000). Jejichdobou
jsou CLP, které daji vzniknout vSem itkdm lymfoidni linie (Kondo et al., 1997). Na
zakladre expresni urowh faktori FLT3 a VCAML (vascular cell adhesion molecule $)ob
zZjisténo, Ze liniova determinace neriepré symetricka. Byly identifikovany hiky, které si
udrzuji lymfoidni potencidl a zarowejsou schopny dat vniknout myeloidnim kdm
(granulocytim a makrofagm) (viz Obr. 7B (Lai and Kondo, 2006; Lai et al., 2005). Oba
piedeSlé modelyfiedpokladaji, Ze megakaryocyt-erytroidni progenitWEP) se vyvijeji z
CMP. Adolfson a kol., 2005 navrhli, Ze MEP se &dd mnohem dlive, aniz by prosly
stadiem CMP (vi©br. 70.
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Obr. 7 Prvni krok liniové determinace multipotentnich progenitorovych bunék. A) Pavodni
model vyvoje krvetvorby z kmenovych btka MPP daji vzniknout CLP nebo CMMB) Model
asymetrické determinace MPP zaloZeny na expresovnirFLT3 a VCAML1. C) Model
predpokladajici oddleni MEP véasnych stadiich hematopoézy. LMPP — lymfo-myeloidni
progenitory, GMP — granulocyt-makrofagové progewitd¥evzato a upraveno z (Adolfsson et al.,

2005; Lai and Kondo, 2006).

1.4.3 Myeloidni diferenciace

Myeloidni progenitorové hiky mohou diferencovat do granulocytarnich &yn
mezi které pdt neutrolily, eosinofily a bazofily, nebo mohou détniknout monocytm,

které po vstupu do tkani diferencuji do makrafégz Obr. 8).
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Obr. 8 Schéma hematopoézy a &mici se hladina PU.1 transkrigniho faktoru. LH-HSC postupé
diferencuji do ST-HSC a MPP. MPP mohou diferencad@tMEP, ze kterych vznikagervené
krvinky a krevni destky, nebo do LMPP. LMPP mohou diferencovattsem lymfoidnim, davajici
vzniknout B, T nebo NK (nature killer) Bkdm nebo skrem myeloidnim za vzniku granuloéytebo
makrofagi. Hnédé podbarvena oblast vyzéige myeloidni linii. Sipky u PU.1 z®a zvySujici nebo
snizujici se hladinu PU.1 transkéigho faktoru u dané linie.rfBvzato a upraveno z (Gangenahalli et
al., 2005; Reya et al., 2001).

1.4.3.1 Hlavni faktory @astnici se myeloidni diferenciace

Transkrigni faktory hraji zasadni uUlohu vregulaci Baného osudu. Jednim
z klicovych regulatar determinace myeloidnich progenitorovych &uye transkrigni faktor
PU.1 (SPI1). Exprese tohoto transkrfho faktoru je omezena pouze na nky
hematopoetické linie. PU.1 gatdo Ets rodiny, jejichZlenové maji vysoce konzervovanou
DNA-vazebnou doménu (ETS doména). ETS doména skamama C-terminalnim konci

proteinu, je tvéend piblizné 85 aminokyselinami a rozpoznavd na purin bohatdNAD
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sekvenci (Karim et al., 1990). PU.1 je schopen legu expresi velkéady geri vazbou do
jejich promotorové oblasti. ##eme zde Zadit M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor) receptor, GM-CSF (grnulocyte-macrophageompistimulating factor) recepror,
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) recepCD11b a dalSi (Hohaus et al., 1995;
Pahl et al., 1993; Smith et al., 1996; Zhang et1#8194). ETS doména se nevaze pouze do
DNA, muze také interagovatiadou proteifi jako je c-Jun, GATAL (GATA binding protein
1), C/EBR: (CCAAT enhancer-binding protein) a AML1 (acute myeloid leukaemia-1)
(Behre et al., 1999; Petrovick et al., 1998; Redtgl., 2002; Rekhtman et al., 1999). BliZze
k N-terminalnimu konci PU.1 proteinu lezi transiadtni doména (Klemsz and Maki, 1996),
v centralni oblasti se nachazi PEST doménlezita pro protein-protein interakci. Delece
PU.1 faktoru prokazala jehoukzitou roli @i myeloidni a B buiéné diferenciaci
(McKercher et al., 1996; Scott et al.,, 1994). Piglschopen interagovat s transkngm
faktorem GATAL, ktery je nezbytny pro diferenciacytrocyti (Rekhtman et al., 1999). Tyto
dva transkripni faktory mezi sebou antagonizuji a navzajem tmap&e inhibuji své
expresni programy (Stopka et al., 2005; Zhang.efl@B9). Pro diferenciaci progenitorovych
burgk je zasadni, ktery Zd¢hto dvou expresnich progrénpieviadne. Pokud ipviadne
GATAL, buiky diferencuji do megakaryocyt-erytroidni linie (flet al., 2005). V fipac, Ze
prevladne transkrigni faktor PU.1, je velmi wlezitd hladina jeho exprese. Vysokéa
koncentrace PU.1 sifuje diferenciaci sirem k vyvoji makrofag, stedni ke granulocym
a nizka koncentrace k B ttkam (vizObr.8) (Dahl et al., 2003; DeKoter and Singh, 2000).
DalSimi faktory, které se podileji na vyvoji myelnich bugk jsou¢lenové rodiny
C/EBP (CCAAT enhancer-binding protein). C/&BB C/EBR jsou spolu s PU.1 hlavnimi
faktory podporujicimi vyvoj granuloct Delece C/EBR vede k naruSeni vyvoje neutrdfia
eozinofili, ostatni hematopoetické linine nejsou ztratou totaktoru nijak ovliviené (Zhang
et al., 1997). DalSi deiai pokusy ukazaly, Zze C/EBHRe dilezity pro gechod myeloidnich
progenitofi do GMP, nasledny vyvoj GMP jiz ale ovligmy neni (Zhang et al., 2004). Pro
vyvoj neutrofili a eozinofiti je také dlezity C/EBR (Yamanaka et al., 1997). DalSim
faktorem podilejicim se na vyvoji neutrdfile transkrigni faktor Gfi-1 (Hock et al., 2003).
Liniové specifické proteiny, které jsou aktivované traiskrimi faktory, se mohou take
podilet na ufovani smdru, kterym se progenitorové tky vydaji. Rikladem je G-CSF
podporujici vyvoj granulocytarnich béln(Dahl et al., 2003).
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1.4.3.2 Hlavni faktory podilejici se na diferencianakrofagi

Pro vyvoj makrofad je dilezita vysoka hladina transkipiho faktoru PU.1 (Dahl
et al.,, 2003). PU.1igjm¢ funguje jako primarni faktor vyvolavajici ateini zmeny
chromatinové struktury specifickych gerzménou chromatinu dochazi k aktivaci naslednych
t.j. sekundarnich faktér které se spolu s primarnimi faktory podileji rdraovani vhodné
hladiny proteiri specifickych pro uitou linii, vétSinou mechanizmy transkeipi koaktivace
a koreprese a eventuélse zapojenim dalSich posttransknjch mechaniziin (viz dale).
Mezi sekundarni faktory aktivované pomoci PU.Xipadagiklad transkrigni faktory Egrl a
Egr2 (Laslo et al., 2006). Egrl byl jiztide popsan jako idezity faktor makrofagové
diferenciace (Krishnaraju et al., 1995; Nguyenletl®93). Transkrigni faktory Egrl a Egr2
maji Zejme¢ dvoji funkci, ktera jim umaluje snérovat vyvoj k makrofagové linii. Podileji se
na aktivaci specifickych gén makrofagové linie a zéroiejsou schopny inhibovat
alternativni granulocytarni vyvoj (Laslo et al.,0&). Inhibice je zfisobena represi Gfi-1
transkrigniho faktoru podporujiciho vyvoj neutrafi(Hock et al., 2003). Na inhibici Gfi-1 se
spolu s Ergl a Egr2 faktory podili Nab2 (NGFI-Atiimg protein) korepresor (Laslo et al.,
2006), ktery inhibuje schopnost Egr profeaktivovat transkripci (Svaren et al., 1996).

Pro vyvoj makrofay jsou dilezité faktory AML1, ICSBP/IRF-8 (interferon consers
sequence binding protein) a M-CSF receptor (Dail.e2002; Okuda et al., 1996; Tamura et
al., 2000). M-CSF receptor je kddovany c-fms praotamenem, jehoz exprese je zavisla na
faktoru PU.1. ZvySena exprese c-fms u myeloidnidgenitofi umozni jejich vyvoj srrem

k makrofagim. Progenitory s deleci genu PU.1 maji naruSenguesk c-fms, coz jeigjmeé
jednou z picin, prac tyto buiky nejsou schopny iniciovat makrofagovou diferencia
(Krysinska et al., 2007). Na regulaci M-CSF receptse podili také transkkipi faktor
AML1 (Zhang et al., 1996).
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2 Cile diplomove prace

1. Hlavnim cilem mé diplomové prace bylo vytitomodel pro studium transkripce
miR-17-92  klastru, zaloZeny na pGL3 luciferazovychkonstruktech

obsahujicich detai fragmenty regukai oblasti miR-17-92 klastru.

2. Déle, o«fit represi miR-17-92 klastru transkéipim faktorem  Egr2
v nehematologickych bwtinych liniich NIH3T3 a HelLa a popsatipadnou zavislost
represe miR-17-92 klastru na transkrpn faktoru PU.1.

3. Pripravit konstrukty s vyuzZitim mutageneze 3' fteipadané oblasti Egr2

transkrigniho faktoru a popsat vzdjemné regulace mezi mikldRkédovanymi
miR-17-92 klastrem a Egr2 transkitpm faktorem.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Burgéné linie a bakterialni kmeny

3.1.1.1 Buréné linie

- Hela — buséna linie lidskych epitelialnich bak karcinomu dlozniho¢ipku

- NIH3T3 — burgéna linie mySich fibroblast

- PUER progenitory — progenitorové krvetvornénky izolované z PU.1 -/- mysi
stabilre transfekované PU.1-ER (PU.1 fuzované sligand lwaae doménou

Estrogenoveho &ceptoru) transgenem indukovatelnym tamoxifenem

3.1.1.2 Bakterialni kmeny

- Escherichia colkmen DH%: (Invitrogen, USA)

3.1.2 Kultivaéni média

3.1.2.1 Pevna média
- LB (Luria Bertani) agar (Sigma, USA)
kompletni médium: 35 g/l LB agar
100ug/ml ampicilin

3.1.2.2 Tekutda média
- LB (Luria Bertani) médium (Sigma, USA)
kompletni médium: 20 g/l LB médium

100ug/ml ampicilin

- S.0.C. médium (Invitrigen, USA)
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- DMEM 1x (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (GihddSA)

kompletni médium: 500 ml D-MEM 1x
10 % FBS
100pg/mi penicilin/streptomycin

- DMEM + GlutaMAX ™-| (Gibco, USA)

kompletni médium: 500 ml D-MEM 1x
10 % FBS
100pg/ml penicilin/streptomycin

- IMDM 1x (Iscove's Modified Dulbecco's medium) (@b, USA)

kompletni médium: 500 ml [-MDM 1x
10 % FBS
100ug/ml penicilin/streptomycin

-OPTI-MEM® 1x (Gibco, USA)

3.1.3 Pouzité vektory a expresni plasmidy

pGL3-promo (Promega, USA)

pGL3-basic (Promega, USA)

pGL4.17 (Promega, USA)

pRL(SV40) (Promega, USA)

pcDNA3.1 (Invitrogen, USA)

pcDNA3-PU.1

pcDNA3-Egr2

pcDNA3-Nab2 (vSechny poskytl P. Laslo, InstituteMidlecular Medicine, St.
James’sUniversity Hospital, Leeds UK)

PcDNA4(17-92) (V. Pospisil, 1LF UK Praha)
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3.1.4 Pouzité enzymy a DNA markery:

AccuTaq polymeraza (Sigma, USA)
AccuTaq polymeréni pufr (Sigma, USA)
T4 DNA ligaza (Fermentas, Litva)

T4 DNA ligaéni pufr (Fermentas, Litva)
Dpnl (Fermentas, Litva)

Xhol (Fermentas, Litva)

Hindlll (Fermentas, Litva)
Trypsin(Gibco, USA)

Purf R (Fermentas, Litva)

Pufr Tangd" (Fermentas, Litva)

Marker DNA High range (Fermentas, Litva)

Marker DNA Low range (Fermentas, Litva)

3.1.5 Komegkné dodavané kity

- DNasy Blood & Tissue Kit; (Qiagen, USA)

- Dual-Luciferase® Reporter Assay systéem (Promb&h)
- GC-RICH PCR systému (Roche, Svycarsko)

- MinElute PCR Purifucation Kit (Qiagen, USA)

- Plasmid Miniprep Spin kit (Genomed, BRD)

- HiPurePlasmid DNA Purification Kit (Invitrogen,3A)

- QIAquick gel extraction kit (Qiagen, USA)

3.1.6 Seznam pouzitych fistroja

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

5810 R (Eppendorf, BRD)

5415 R (Eppendorf, BRD)
- Stolni centrifuga C1301 spectrafuge mini (LabkkSA)
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- Magneticky mich& (VELP Scientifica, Italie)

- Termoblok Termomixer compact (Eppendorf, BRD)

- Termoblok Termomixer komfort (Eppendorf, BRD)

- PCR cyklér Master-cycler gradient (Eppendorf, BRD

- Vortex 2xX vortex mixer (VELP Scientifica, Itélie)

- Analytické vahy: ALJ 220-4NM (KERN, BRD)

- Aparatura pro DNA elektroforézu: mini HE 33 (HeefUSA)
- Zdroj nati PowerPat" Basic (BIO-RAD, USA)

- Transiluminator T2202 (Sigma, USA)

- CO? inkubator IGO 150 CO2 incubator (Jouan, Francie)

- Laminarni box MSC 12 (Jouan, Francie)

- Luminometr Sirius (Berthold detection systéem, BRD

- Opticky mikroskop eclipse TS100 (Nikon, Japonsko)

- Fluorescetni mikroskop DP70 (OLYMPUS, Japonsko)

- Sterilizator Sterilab (BMT Medical Technologyeska republika)

- Inkubator s integrovanoiepakou (Gallenkamp, UK)
3.1.7 Seznam pouzitych chemikalii

6x Orange DNA loading day (Fermentas, Litva)
Acetat sodny trinydrat (Amresco, USA)

Agar6za | (Amresco, USA)

Ampicilin (Amresco, USA)

Ethidium bromid (Amresco, USA)

Ethylalkohol (P-LAB,Ceska republika)

Felalni bovinni sérum (FBS) (Gibco, USA)

Glycerol (Amresco, USA)

150 mM Chlorid sodny (Polyplus transfection, Fraci
Isopropanol (Penta& eska republika)

JetPEIM transfekini reagens (Polyplus transfection, Francie)
Kyselina chlorovodikova (Amresco, USA)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA)

Pasivni lyzani pufr (Promega, USA)
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PBS pH 7.4 10x (Gibco, USA)
Penicilin/streptomycin (Gibco, USA)
TE pufr (10mM Tris,ImM EDTA, ph8)
TBE - Tris-hidrochlorid (Amresco, USA)
- EDTA (Riedel-de Haen, BRD)
- kyselina borita (Riedel-de Haen, BRD)
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3.2 Metody

3.2.1 Prace s bu&nymi liniemi

Pracovali jsme s nasledujicimi kgnymi liniemi: NIH3T3, HelLa a PUER
progenitory. PUER hiky jsou mySi myeloidni progenitory s deleci trafsimiho faktoru
PU.1, jez exprimuji transged&irvioZzeny konstruktifzniho proteinu PU.1-Estrogen Receptor,
jez je kondicialg aktivovatelny Tamoxifenem. By byly péstovany v jim vyhovujicim
kompletnim médiu obsahujicim 10% FCS a u@0ml Penicilin/Streptomycin (Gibco):

NIH3T3 — DMEM +GlutaMAX™

HelLa — DMEM

PUER — IMDM

Buriky byly kultivovany v 37°C v 5%-nim CQinkubatoru. Veskeré manipulace

s nimi byly provadny podle standardnich protokglAusubel).

3.2.2 Metody pouzité k fipravé luciferazovych konstrukti

nesoucich fizné useky regul&ni oblasti miR-17-92 klastru
3.2.2.1 Fiprava fragmeni regulacni oblasti miR-17-92 klastru

Izolace genomické DNA

Material, chemikalie, fistroje:
DNasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)
PUER biitky
centrifuga, vortex, spektrofotometr

1,5 ml eppendorfky

Postup:
Genomickou DNA jsme izolovali z PUER biknpomoci DNasy Blood & Tissue
Kit od firmy Qiagen. Nejprve jsme odebraliifizng 5 x 1¢ PUER bugk. Ty jsme 5 min
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centrifugovali na 300 x g. Odlili jsme supernatargeletu jsme resuspendovali v 200PBS.
Pridali jsme 20ul proteinazy K, 5ul RNazy A a 200ul AL pufru. VSe jsme vortexovali a
inkubovali 10 min na 58. Déale jsme fidali 200 ul 96% ethanolu a vortexovali. Ziskanou
smes jsme penesli na kolonku, ktera byla vlioZzena do 2 mdrsb tuby. Kolonku jsme 1 min
centrifugovali na> 6000 x g. Fenesli jsme kolonku do nové 2 mi¢shé tuby, pidali jsme
500 ul AW1 pufru a 1 min centrifugovali na 6000 x g. Opt jsme genesli kolonku do nové
2 ml sk¥rné tuby, pidali jsme 500ul pufru AW2 a 3 min centrifugovali na 20 000 x gyrdl
jsme kolonku vlozili do 1,5 ml eppendorfky. N&est kolonky jsme napipetovali 200 TE
pufru a nechali 1 min inkubovat na pokojové teglétolonku jsme poté 1 min centrifugovali
na > 6000 x g.Koncentraci DNA jsme ziili na spektrofotometru. Ziskana DNA byla
nasledg pouzita jako templatova DNA pro amplifikaci fragmé regul&ni oblasti
miR-17-92 klastru.

Amplifikace fragmenti regulaéni oblasti miR-17-92 klastru pomoci PCR

Material, chemikalie, fstroje:
GC-RICH PCR systém (Roche)
primery, templatovd DNA (genomickéd DNA izolovan®ZER bugk), mix dNTP
0,2 ml a 1,5 ml eppendorfky
cyklér (Master-cycler gradient; Eppendorf)
aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdggransiluminator

agar6za, marker, ethibium bromid, TBE

Postup:

Jednotlivé fragmenty jsme amplifikovali pomoci nmitoPCR. VyuZili jsme
GC-RICH PCR systému od firmy Roche, ktery je namnyzepeciald pro amplifikaci CG
bohatych Usek V programu Primer3 jsme navrhli primery v obowsssh (vizObr. 9).
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mL7- 92( - 3, 3kb) Xhol
mL7- 92( - 2, 8kb) Xhol
mL7- 92( - 2, Okb) Xhol
mL7- 92( - 1, 2kb) Xhol
mL7- 92( - 0, 6kb) Xhol
mL7- 92( Okb) Hi nd | |

mL7- 92( - 2, 7kb) Hi ndl 1 |
mL7- 92(- 1, 9kb) Hi ndl I |

m T T T T

R

R
R

gat CTCGAGgagagcccagactt ct cggt gct gcact agg

gat CTCGACct cgect ggccgeccaagaacgagce

gat CTCGACGgcact cggcgt ccccgaaacttt gt ge

at aCTCGACcgt ggct gcacgeccgggat aaagagttg

gat CTCGAG gagacctttggttttcacttttgtctttgagc

at aAAGCTTgact ggt cacagctt cagt cccaaggt gagg

gat AAGCTTt cccgcct caacgt aaagacggacaagcccce

gat AAGCTTt gt t ct ggaggcgctttaactctc

Obr. 9 Primery pouZzité k PCR reakci. Tu¢éna pismena ozigji mista rozpoznavana restikmi
enzymy Xhol (CTCGAG) nebo Hindlll (AAGCTT).

Reakni snes pro PCR dopkna do 50ul vodou

GC-RICH polymeraza ful
GC-RICH pufr 10ul
GC-RICH rozliSovaci roztok 10l
DNA templat 400 ng
10 mM mix dNTP 0,5l
20 uM mix primerta 1l
25 mM MgCb 0,3ul
Program

pocet cykli teplota cas
pocateini denaturace 1 95°C 3 min
denaturace 10 95°C 30s
annealing 61°C 30s
elongace 72°C 45 s /kb
denaturace 25 95°C 30s
annealing 61°C 30s
elongace 72°C 45 s /kb + 5 s kazdy dalSi cyklus
finalni elongace 1 72°C 7 min
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Pritomnost PCR produkt jsme o¥fili pomoci gelové elektroforézy na 0,8%
agar6ézovém gelu s vyuzitim ethidium bromidu prasaizzaci DNA.

Purifikace fragmenta regulaéni oblasti miR-17-92 klastru

Material, chemikalie, fistroje:
MinElute PCR Purifucation Kit (Qiagen)
amplifikované fragmenty miR-17-92 klastru
1,5 ml eppendorfky

centrifuga, termoblkeek, spektrofotometr

Postup:

Amplifikované fragmenty jsme purifikovali pomoci NMtlute PCR Purifucation Kit
od firmy Qiagen. K amplifikovanym fragmemh jsme nejprve idali 5-ti nasobek jeho
objemu PB pufru a promichali. Vzorek jsméempesli na kolonku, ktera byla vloZzena do
skérné tuby, a 1 min centrifugovali na 17 900 x g. ¥#ojsme promyli 75Ql PE pufru a
opct 1 min centrifugovali na 17 900 x g. Kolonku jsipienesli do 1,5 ml eppendorfky a na
stred jsme napipetovali 20l TE pufru olfatého na 70°C. Kolonku jsme 1 min centrifugovali
na 17 900 x g.

Koncentraci vzorku jsme eétili pomoci spektrofotometru.

Stépeni fragmenti regulaéni oblasti miR-17-92 klastru

Material, chemikalie, fstroje:
purifikované fragmenty miR-17-92 klastru
restrilkini enzymy Xhol, Hindlll, pufr R (Fermentas)
inkubator

Postup:
Konce purifikovanych fragmeatjsme Stpili restrikenimi enzymy Xhol a Hindlll
podle navodu od firmy Fermentas, kter4 nam enzyodath. Speni probihalo 2 hip37°C

v inkubatoru.
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Reakni snes pro S&peni byla dopléna do 50ul vodou

Pufr R qul
Enzym Xhol + Hindlll 2l + 2ul
Purifikovany PCR produkt 0,5ug

3.2.2.2 Fiprava vektoru pGL3-basic

Stépeni vektoru pGL3-basic, rozdleni pomoci gelové elektroforézy a izolace

Material, chemikalie, fstroje:
vektor pGL3-basic (Promega)
pufr R, restrikni enzymy Xhol a Hindlll (Fermentas)
1,5 ml eppendorfky

inkubator

Postup:
Vektor pGL3-basic jsme &pili restriktazami Xhol a Hindlll podle navodu ouiriy
Fermentas, kterd ndm enzymy dodala. Vektor kyest 2 h i 37°C v inkubatoru.

Reakni snes pro SEpeni byla dopléna do 9Qul vodou

Pufr R 9ul
Enzym Xhol + Hindlll 3ul + 3l
Vektor 30ug

3.2.2.3 Purifikace vektoru pGL3-basic a fragmédintegulacni oblasti

miR-17-92 klastru na agar6zovém gelu

Material, chemikalie, fistroje:
vektor pGL3-basic (Promega), fragmenty miR-17-9gutani oblasti
aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdggransiluminator
agar6za, marker, ethibium bromid, TBE
QIAquick gel extraction kit (Qiagen)

centrifuga, termobéek, spektrofotometr
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Stspeny vektor pGL3-basic a jednotlivé fragmenty redui oblasti miR-17-92 jsme
pustili na 60V na 0,8% agardzové gely a #ditidpomoci gelové elektroforézy. Poté jsme
vyiezali oblast obsahujici vektor nebo fragment asityg z gelu izolovali pomoci QIAquick
gel extraction kit od firmy Qiagen.

K vzorku jsme pidali trojndsobek jeho objemu QP pufru a nechadkubovat na
50°C dokud se gel uptmerozpustil. Sis jsme penesli na kolonku a 1 min centrifugovali na
17 900 x g. Na kolonku jsme poté nanesli 0,5 mlg@@@u a ogt 1 min centrifugovali na 17
900 x g. Nasledhjsme kolonku promyli 0,75 ml PE pufru a&pentrifugovali. Nakonec
jsme kolonku vlozili do 1,5 ml eppendorfky, naest jsme napipetovali 20l TE pufru,
nechali 1 min inkubovat na pokojové teglat centrifugovali.

Koncentraci &ipeného vektoru a fragmeéntjsme zrgiili spektrofotometrem a jejich
piitomnost o¥#ili gelovou elektroforézou na 0,8% agardézovém gslpomoci ethidium

bromidu slouziciho k vizualizaci DNA.

3.2.2.4 Ligace pGL3-basic vektoru a fragmémegulacni oblasti miR-17-92

klastru

Material, chemikalie, fistroje:
Stpeny vektor pGL3-basic, fragmenty regifiaoblasti miR-17-92 klastru
T4 DNA ligaza, T4 DNA lig&ni pufr
cyklér (Master-cycler gradient; Eppendorf)

Postup:

Stépeny vektor jsme ligovali sifpravenymi fragmenty v potnu 1 : 5 s ohledem na
délku jednotlivych fragment K ligaci jsme pouZili T4 DNA lighzu. Sés vektoru a
fragmentu byla inkubovana v cykléru 1,5 h na 16°C.

Reakni sneés byla doplgna do 2Qul vodou

T4 DNA ligaza 1,5

T4 DNA ligacni pufr 2ul

Stspeny vektor 120 ng

Fragment X ng (v zavislosti na délce fragmentupmgyu 1 : 5 k
vektoru)

43



Ligaci byly ziskany luciferazové konstrukty.

3.2.2.5 Transformace luciferazovych konstrukt jejich namnoZeni a izolace

Material, chemikalie, fstroje:
DH50. bakterie (Invitrogen)
luciferazové konstrukty ziskané ligaci
vodni laza, inkubétor s integrovanoiepakou, inkubétor, centrifuga
1,5 ml eppendorfky
S.0.C médium, LB médium
agarozoveé plotny s ampicilinovou rezistenci
Plasmid Miniprep Spin kit (Genomed)
aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdggransiluminator

agar6za, marker, ethidium bromid, TBE

Postup:

Luciferdzové konstrukty ziskané ligaci jsme transiovali do kompetentnich

bakterii kmene DH& pomoci teplotniho Soku. Nejprve jsme odebralil2®H5a0 bakterii.
K nim jsme pidali 5 ng DNA, lehce zamichali a 30 min inkubowvadi ledu. Poté jsme $s
pondili na 20 s do vodni laznohraté na 42°C a vratili na 2 min zpatky na led. Ke&sirjsme
pridali 500 ul predelfatého S.0.C média a 1,5 h inkubovali feptce v 37°C pi 225 rpm.
Smes jsem vyseli na pevné setelk médium obsahujici 100g/ml ampicilinu a inkubovali v
37°C ges noc.

Z pozitivnich kolonii, které vyrostly na agarézgwétre, jsme 5 vypichli a fenesli
do kultury v 5 ml LB média v 37°Cip225 rpm. Po 5-ti h jsme plazmidovou DNA izolovali
pomoci Plasmid miniprep spin kitu od firmy Genomed.

Odebrali jsme 1 ml média s nggpovanymi bakteriemi a 12 min centrifugovali na
6 000 x g. Poté jsme odsali supernatant a peleta jesuspendovali v 250 roztoku G1. Ke
smeési jsme pidali 250 ul roztoku G2, lehce promichali a 5 min inkubovaé pokojové
teplo€. Fridali jsme 350ul roztoku G3, lehce promichali a 10 min centrifuglbvna
21 000 x g. Supernatant jsméepesli na kolonku viozenou do 2 miéaé tuby a 1 min
centrifugovali na 17 000 x g. Kolonku jsme poté myi 500 pl roztoku G4 a 1 min
centrifugovali na 17 000 x g. Kolonku jsme vlioZlth nové skrné tuby a 1 min centrifugovali

na maximalni zrychleni. Eluci jsme provedli pomé@iul TE pufru olfatého na 70°C.
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Koncentraci plazmidové DNA jsme ziili na spektrofotometru. itomnost
vytvorenych luciferdzovych konstruktjsme owfili gelovou elektroforézou na 0,8 %

agarézovém gelu s pomoci ethidium bromidu sloudi&ikizualizaci DNA.

3.2.2.6 Restrikni oweni luciferazovych konstruld

Restrikéni ovéreni luciferazovych konstrukti, jejich namnoZeni a izolace

Material, chemikalie, fistroje:
izolované luciferazové konstrukty
pufr R, restrikni enzymy Xhol a Hindlll (Fermentas)
1,5 ml eppendorfky, LB médium
aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdtagransiluminator

agar6za, marker, ethidium bromid, TBE

Postup:

Abychom o¥fili spravnost vloZzenych fragmentdo pGL3-basic vektoru, &tili
jsme DNA z izolovanych luciferazovych konstriiktestrikknimi enzymy Xhol a Hindlll
podle navodu od firmy Fermentas, kter4 nam enzyodath. Speni probihalo 2 hip37°C

v inkubatoru.

Reakni snes byla doplgna do 20ul vodou

Pufr R 2ul
Enzym Xhol + Hindlll 0,254 + 0,25l
Luciferazovy konstrukt g

Spravnost vloZenych fragménjsme owiili pomoci gelové elektroforézy na 0,8 %
agarézovém gelu s vyuzitim ethydium bromidu slointick vizualizaci DNA. Vybrané
luciferdzové konstrukty jsme poslali na osekvendvan

Na zaklad vysledki sekvenace jsme vybrali transformované bakterikirfury
nesouci spravné luciferazové konstrukty. Z baki@riéultury jsme odebrali 400l a nechali
kultivovat ve 100 ml LB média v 37°Ciip225 rpm. Po 16-ti h jsme plazmidovou DNA

izolovali pomoci HiPurePlasmid DNA Purification Kad firmy Invitrogen.
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Odebrali jsme 50 ml média s rgpovanymi bakteriemi a 15 min centrifugovali na
6000xg pi 4°C . Poté jsme odlili supernatant a peletu jsresuspendovali ve 4ml
resuspenzaiho pufru. Ke srsi jsme pidali 4 ml lyzaniho pufru, lehce promichali a 5 min
inkubovali na pokojové tepldét Pridali jsme 4 ml precipiténiho pufru a ihned promichali.
Smes jsme centrifugovali na 16 000 x g. Nyni jsmeestavili kolonku, kterou jsme nejprve
ekvilibrovali 10 ml EQ1 pufrem, ktery jsme nanesd kolonku a nechali ji pufr protéct. Poté
jsme na kolonku ignesli supernatant a nechali ho kolonkou &grotéct. Kolonku jsem dale
2x promyli 10 ml promyvaciho pufru. Nyni jsme kokenprendali na novou sionou tubu a
nanesli na ni 5 ml etiniho pufru a ot nechali kolonkou protéct. K proteklému roztoku,
obsahujicimu naSi DNA, jsmefigali 3,5 ml isopropanolu a vortexovali. 8 jsme
centrifugovali na 15 000 x g po dobu 30 min na 40@lili jsme supernatant a peletu jsme
resuspendovali ve 3 ml 70 % etanolu.&Srjsme opt centrifugovali na 15 000 x g na 5 min
pri 4°C. OdIili jsme supernatant a nechali peletuugs na vzduchu. Poté jsme peletu
resuspendovali ve 200 TE pufru.

Koncentraci plazmidové DNA jsme ziiili na spektrofotometru.

3.2.3 Metody pouzité k misté specifické mutagenezi vektoru
pGL3-Egr2-3'UTRwt

Vneseni mistri specifické mutace do vektoru pGL3-Egr2-3'UTRwt

Material, chemikalie, fistroje:
AccuTaqg polymeraza, AccuTaq polyménapufr (Sigma)
mutagenni primery, vektor pGL3-Egr2-3'UTRwt jakenfdatova DNA, mix dNTP
0,2 ml a 1,5 ml eppendorfky
cyklér (Master-cycler gradient; Eppendorf)
aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdtggransiluminator

agar6za, marker, ethibium bromid, TBE

Postup:
K ziskani vektoru s pozadovanou mutaci jsme vyuhditody PCR. Pro vneseni
specifické mutace do vektoru pGL3-Egr2-3'UTRwt bylejprve nutné navrhnout primery

v obou smirech nesouci danou mutaci. Ktomu jsme vyuZili paogu pro navrhovani
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mutagennich primérod firmy Stratagene. Primery byly designovany tek,nami navrzenéa

mutace se nachazela upresta po stranach byla lemovana ~20 nukleotidy fz. 10.

Egr 2UTR1mut F tt aaagcaaaact gat gt ggcaGAt t aat ggctt gggact gacttg

Egr 2UTR1mut R caagt cagt cccaagccattaaTCt gccacatcagttttgctttaa

Egr 2UTR2nut F act caagagaat ggaagt gGGat gt cgggcaggacaaagc

Egr 2UTR2Zmut R gctttgtcctgecccgacat CCcacttccattctcttgagt

Obr. 10Sekvence mutagennich primak. Tu¢nd pismena znézarji mutovanou sekvenci.

Reakni snmes byla doplgna do 50ul vodou

AccuTaqg Polymeraza il
AccuTaqg poymerai Pufr 5ul
Templatova DNA 40 ng
20 uM mix primerta 1,25ul
10 mM mix dNTP Il
Program

pocet cykli teplota cas
pocateini denaturace 1 95°C 3 min
denaturace 16 95°C 30s
annealing 55°C 1 min
elongace 68°C 6 min

Pritomnost PCR produit jsme o¥fili pomoci gelove elektroforézy na 0,8%

agarézovém gelu s vyuzitim ethidium bromidu prasaizzaci DNA.
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Purifikace mutovaného vektoru pGL3-Egr2-3'UTRwt a &épeni templatové DNA Dpnl

restriktdzou

Material, chemikalie, fstroje:
- mutovany vektor pGL3-Egr2-3'UTRwt
- MinElute PCR Purification Kit (Qiagene)
- Pufr Tamgd" , enzym Dpnl (Fermentas)

- spektrofotometr

Postup:

Produkt PCR (vektor pGL3-Egr2-3'UTRmut) jsme negprpurifikovali pomoci
MinElute PCR Purifucation Kit od firmy Qiagen.id3ny postup purifikace je popsan
v kapitole 3.2.1.1. Purifikovany PCR produkt jsmeépsi restriktazou Dpnl, $pici pouze

metylovanou DNAgImZ jsme odstranili nemutovanou templatovou DNA.

Reakni smés byla doplgna do 4Qul vodou

Pufr Tangd" 4l
Enzym Dpnl 2ul
PCR produkt 700ng

Transformace pGL3-Egr2-3'UTRmut, jeho namnoZzZeni aZolace

Material, chemikalie, fstroje:
- DHb5a bakterie (Invitrogen)
- purifikovany a &peny produkt PCR
- vodni lazé, inkubator s integrovanoigpakou, inkubator, centrifuga
- 1,5 ml eppendortky
- S.0.C médium, LB médium
- agar6zové plotny s ampicilinovou rezistenci
- Plasmid Miniprep Spin kit (Genomed)
- aparatura pro gelovou elektroforézu, zdrojdtgpransiluminator

- agardza, marker, ethidium bromid, TBE
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Postup:

Purifikovany a &tpeny produkt PCR jsme pomoci teplotniho Soku tansbvali do
bakterii Escherichia colikmene DH&, podrobny popis transformace je uveden v kapitole
3.2.1.4. Transformované bakterie jsme vyseli nanpeelekni médium obsahujici 100y/ml
ampicilinu a inkubovali v 37°C #ps noc. Pozitivni kolonie, které vyrostly na aganiz
plotng, byly kultivovany v 5 ml LB média v 37°Cip225 rpm. Po 5-ti h jsme plazmidovou
DNA izolovali pomoci Plasmid miniprep spin kitu dadmy Genomed. Podrobny popis
izolace plazmidové DNA je uveden v kapitole 3.2.1.4

Izolovanou plazmidovou DNA jsme &fili pomoci gelové elektroforézy na 0,8%
agorézovém gelu s vyuzitim ethydium bromidu sloilidck vizualizaci DNA a nechali

osekvenovat.

3.2.4 Trasfekce DNA do satich bunéénych linii

3.2.4.1. DNA transfekce pomoci jetPEl

Material, chemikalie, fistroje:
NIH3T3 buiky
JetPEl, roztok NaCl (Polyplus transfectibn)
smes plazmidové DNA
24-jamkova destka, 1,5 ml eppendorfky
kompletni médium DMEM+GlutaMAX"( (Gibco)

laminarni box, C@inkubator, centrifuga, vortex, ods&ka

Postup:
Den ed samotnou transfekci jsme si vyselitky na 24-jamkovou desku. Na
kazdou jamku bylo pouZito 0,5 ml kompletniho kudtiniho média (DMEM+GlutaMAX™).

Konfluence buik se pohybovala kolem 30-40% na jamku.

Transfekni snmés na jednu jamku 24-jamkového platu

150mM NacCl oqul
smes plazmidové DNA 0,5-1ig9
jetPEI 1,5ul
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Nejprve jsme si namichali roztok NaCl s plazmidod@NA pro danou transfekci
v celkovém objemu 4kl a lehce jsme ho vortexovali. V dalsi zkumavaap@ndorfce) jsme
smichali roztok NaCl a jetPEI &pv celkovéem objemu 4nl a lehce ho vortexovali. Nyni
jsme grepipetovali roztok NaCl + jetPElI do roztoku NaClptazmidova DNA. Srés o
objemu 90-tiul jsme ihned vortexovali a nechali 25 min inkubovad pokojové teplét Po
uplynuti vymezené doby jsme ke &npridali 0,5 ml gfedem obatého kompletniho média
(DMEM+GlutaMAX ™). Z predem vysetych buk jsme odséali médium a na kazdou jamku
jsme napipetovali isluSnou 90-tiul smeés plazmidové DNA+jetPEI+NaCl. Pro zvySeni
efektivity transfekce jsme liley 5 min centrifugovali na 280 x g. Bky byly kultivovany 48

h v inkubatoru, a poté byly sklizeny.

3.2.4.2 DNA transfekce pomoci lipofectaminu

Material, chemikalie, fistroje:
buiiky NIH3T3 nebo HelLa
lipofectamine (Invitrogen), médium Opti-MEM® | Reckd-Serum (Gibco)
smes plazmidové DNA
24-jamkova destka
1,5 ml eppendorfky
médium DMEM, FBS, antibiotika (penicilin/streptainjl (Gibco)

laminarni box, CQ@inkubator, vortex, odsavka

Postup:

Den gred samotnou transfekci jsme si vyselitky na 24-jamkovou desku. Na
kaZzdou jamku bylo pouzito 0,5 ml kompletniho kudtiniho média (DMEM). Konfluence
burgtk se pohybovala kolem 90-95% na jamku. Kompletntikatni médium jsme ied
samotnou transfekci vyinili za médium (DMEM) obsahujici 10% FBS bez amili.

Transfekni snés na jednu jamku 24-jamkového platu

médium Opti-MEM oqul
smes plazmidové DNA 0,5-1g
lipofectamin 2ul
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Nejprve jsme smichali médium (Opti-MEM) s plazmidav DNA pro danou
transfekci v celkovém objemu 48, smés jsme lehce vortexovali. V dalSi eppendorfce jsme
smichali médium (Opti-MEM) a lipofectamin &pv celkovém objemu 4qul, smés jsme
jemrg promichali a 5 min inkubovali na pokojové teplotNyni jsme sms média
s lipofectaminem ienesli ke sisi média s plazmidovou DNA. Celkovy mix o objemutb0
ul jsme ihned lehce prigpali a nechali 25 min inkubovat na pokojové tepl®o 25 min
jsme ke smssi pridali 0,5 ml gedem okatého média (DMEM) obsahujiciho 10% FBS, bez
antibiotik. Z gedem vysetych bwk jsme odsali médium a na kazdou jamku jsme
napipetovali pisluSnou 90-tiul snes plazmidové DNA, média (Opti-MEM) a lipofectainu.
Po 5-ti hodinach inkubace jsmeitam kompletd vyménili médium za nové (DMEM)
obsahujici 20% FBS a antibiotika. iy byly inkubovany 48 h v inkubétoru, a poté byly
sklizeny

3.2.4.3 Sklizeni buék

Material, chemikalie, fistroje:
buitky NIH3T3 nebo HelLa vyseté na 24-jamkova didsti
1,5 ml eppendorfky, PBS
pasivni lyz&ni roztok (DLRA, Promega) ,&ka

centrifuga

Postup:

Bunky jsme sklidili pomoci pasivniho lyzaiho pufru. Z butk jsme nejprve odsali
veSkeré médium a 2x promyli 0,5 ml PBS. Na kazdamku jsme napipetovali 6Ql
lyza¢niho roztoku, ktery jsme nechali 1,5 mitispbit. Poté jsme kiky seteli s€rkou a lyzat
jsme pepipetovali do 1,5 ml eppendorfky. Pro dosaZeniiemi lyze bugk jsme ziskany

lyzat 2x zamrazili a rozmrzli a nakonec jsme hoifl oentrifugovali na 11 000 x g.
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3.2.4.4 Stanoveni luciferazove aktivity

Material, chemikalie, fistroje:
- lyzét transfekovanych bgk
- luminometr Sirius (Berthold)
- Dual-Luciferase® Reporter Assay systém (Promega)

- centrifuga

Postup:

Pro méfeni luciferazové aktivity jsme pouzili Dual-Lucibese® Reporter Assay
systém od firmy Promega. Z kazdého lyzovaného vegske odebrali 11l lyzatu , gidali
jsme k mmu 50 pl luciferdzového substratu a na luminometru jsmecitimaktivitu
luciferazy. Poté jsme znovu odebrali 111z kazdého lyzatu, kému jsme pidali substrat pro
renillu a Stop & Glo pufr inhibujici aktivitu lu@fazy a pomoci luminometru jsme &t

aktivitu renilly, kterou jsme pouZzili k normalizakicifrazové aktivity.
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4 Vysledky

4.1 Strategie pro vytvaeni systému vhodneho ke studiu

regulace transkripce miR-17-92 klastru

V naSi laboratth byl popsan novy represni mechanizmus inhibicexskepce
miR-17-92 klastru transkrimim faktorem Early growth response 2 (Egr2) &bghu
diferenciace myeloidnich PUER progenitoindukovanych transkrimim faktorem PU.1.
Dale bylo prokazano, Ze represe miR-17-92 klastrugrostedkovana demetylaci lysinu 4
histonu 3 histon demetylazou Jarid1b (PospiSil.epidpraveno pro publikaci).

Abychom mohliin vitro podrobr studovat regulaci miR-17-92 klastru, rozhodli
jsme se vytveit sérii reportérovych vektdér nesoucich fragmenty putativniho promotoru
miR-17-92 klastru. Nejprve byla provedeimasilico analyza 10 kb dlouhého Useku DNA
nachazejiciho sefed kddujici oblasti miR-17-92 klastru. V Useku -823-1.2 kb vzhledem k
pocatku miR-17-5p sekvence se nachazi CpGuusk s CG obsahem ~80 %. Sek&min
analyzou byla identifikovanarfpomnost vazebnych mist pro transknp faktor Egr2. Sedm
Z &chto mist je konzervovanychdbpvéka, mysi a potkana. Krotrjednoho mista, které lezi
-0.7 kb vzhledem k p@tku miR-17-5p sekvence, se vSechna nachazeji vagptvku mezi
-2.8 az -1.8 kb. Dal&ityii Egr2 vazebna mista nejsou konzervovana a lesekuwimezi -3.3
az -2.4 kb (vizObr. 17). Analyza putativniho promotoru miR-17-92 klasttale odhalila
piitomnost vazebnych mist pro demetylazy Jaridla radlla Kron® vazebného mista
leZziciho -0.75 kb vzhledem k @@tku miR-17-5p sekvence, lezi zbyla mista pro Jardl
v distalni ¢asti CpG ostivku. Vazebna mista Jaridla jsou v CpG lodtu vice rozptylena
(viz Obr. 11
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Obr. 11 Schéma vazebnych mist miR-17-92 promotorové oblastschéma promotorové oblasti

miR-17-92 klastru Http://genome.lbl.gov/visty/ Sipky vyzna&uji mista primek pouZité pro

amplifikaci fragmeni regul&ni oblasti miR-17-92 klastru. Barevné boxy oanjavazebnad mista

transkrigniho faktoru Egr2 a demetylaz Jaridla a Jarid1k{f&d et al., fipraveno pro publikaci).

Na zéklad umiseni vazebnych mist pro Egr2 transléuim') faktor a demetylézy
uvedenych faktdr do promotorové oblasti miR-17-92 klastru (~ -2.YKyly navrzeny
deleni fragmenty putativniho promotoru miR-17-92 klastiNejdelSi konstrukt ponese
fragment pokryvajici oblast -3.3 az 0 kb vzhledermakatku miR-17-5p sekvence. Tento
fragment obsahuje cely CpG adstek a vSechna identifikovana vazebna mista Qliz. 12).
DalSi ¢tyti konstrukty vzniknou postupnych zkracovanim fragtoe-3.3;-Okb z 5' konce.
Zkracenim o 500 bp a 1 300 bp ziskame pGL3(-2.&-pGL3(-2.0;-0) nesouci zmenSujici
se distalniasti CpG osfivku. Zkracenim 5' konce o 2 100 bp a 2 700 bp miekkonstrukty
pGL3(-1.2;-0) a pGL3(-0.6;-0) zcela postradajici 6@hatou oblast. Posledri konstrukty
pGL3(-3.3;-1.9); pGL3(-3.3;-2.7); pGL3(-2.8;-1.9)iskame zkracovanim oblasti CpG
ostrivku (viz Obr. 12.
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Obr. 12 Schéma reportérovych konstrukii nesoucich reguléni oblast miR-17-92 klastru.

Fragmenty miR-17-92 promotorové oblasti vlioZzenédpuciferazovou kazetu pGL3 vektoru, ktera je

s 2

znazorgna Zlug. Jednotlivé fragmenty jsou znazény boxy, s¥tle modrécast boxu znazauje CpG
ostirivek. Barevné prouzky (oranzovy, Zluty a zeleny)zzm#uji vazebna mista transkéipiho faktoru
Egr2 a histon demetylazy Jaridlb. Traelenoucarou je zndzomna vazba transkrimiho faktoru
Egr2 do promotorové oblasti miR-17-92 klastru idfdcdvand v nasi laboratd chromatinovou

imunoprecipitaci.

4.1.1 Tvorba reportérovych konstrukti nesoucich fragmenty

regula¢ni oblasti miR-17-92 klastru

4.1.1.1 Riprava fragmeni obsahujicich regulé&ni oblasti miR-17-92 klastru

Pomoci programu Primer3 jsme nejprve pro kazdynfiexg nesouatast reguléni
oblasti miR-17-92 klastru navrhli primery v obou&eth (vizObr.9) s restrikRnimi misty na
5' konci pro restrigni enzym Xhol (specificka sekvence@ni 5-C*"TCGAG-3’) a na 3'
konci pro restrigni enzym Hindlll (specifick& sekvencegeni 5-AAGCTT-3"). Jednotlivé
fragmenty jsme amplifikovali metodou PCR z mySi @aické DNA, ktera byla izolovana
z PUER bugk pomoci DNasy Blood & Tissue kit od firmy Qiag&xmplifikace byla ztizena

piitomnosti Useku s vysokym CG obsahem, cozajodem, pré se zatim zadné publikaci
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popisujici miR-17-92 klastr nepada tuto oblast amplifikovat (O'Donnedit al, 2005). PCR
reakce byla proto modifikovandigavanim tiznych koncentraci a kombinaci aditiv (DMSO,
betain, formamid), z&mou polymeraz, J a pro kazdy fragment bylo vytieno rékolik
dvojic primefi. Amplifikace fragment jsme nakonec dosahli pomoci CG-Rich PCR systému
od firmy Roche specidnnavrzeného pro amplifikace CG bohatych dsekza pouziti
primert s vysokou hodnotou,I Fitomnost amplifikovanych fragmehnt3.3;-0kb, -2.8;-0kb,
-2.0;-0kb, -1.2;-0Okb, -0.6;-Okb, -3.3;-1.9kb, -28B9kb a -3.3;-2.7kb jsme &fili pomoci
gelové elektroforézy (viobr. 13.

N = A
N LW RUvo g &

bp
1031
900

800
700

600
500

400

1,5
bp
1031

900
800
700

600
500
400

7kb

300 |
‘ 300
200
200

100

100

Obr. 13 Amplifikované fragmenty regula¢ni oblasti miR-17-92 klastru. Jednotlivé fragmenty
miR-17-92 promotorové oblasti zobrazené pomoci\gekelektroforézy na 0,8 % agarézovém gelu.
Sipky vyznauji amplifikované fragmenty) -3.3;-0kb, -2.8;-Okb, -2.0;-Okb, -1.2;-0kb, -0.6k0
B) -3.3;-1.9kb, -2.8;-1.9kb a -3.3;-2.7kb

4.1.1.2 Restriéni Stpeni, purifikace z gelu a ligace fragmentregulaéni
oblasti miR-17-92 klastru do pGL3 reporterového taki a transformace do
bakterii DH5a

Ziskané fragmenty reguai oblasti miR-17-92 klastru jsme purifikovali pooio
MinElute PCR purifik&niho kitu od firmy Qiagen a nasletl8pili restriktazami Hindlll a

56



Xhol po dobu 2 hodin ip 37°C. Stejné restrini enzymy jsme pouzili k linearizaci
reporterového vektoru pGL3 (viDdbr. 14. Tento vektor nesouci luciferdzovou kazetu
postrada eukaryoticky promotor a zesilujici sekeen&xprese luciferazové aktivity
v bunkach transfekovanych timto plazmidem je zavisla zeoma vioZzeném a spravn
orientovaném funknim promotoru.

Stpené fragmenty a linearizovany vektor jsme néasiegmrifikovali na
agarézovém gelu, abychom tak odstranili &d8hé konce a zabranili jejich &pému
spojeni. Na 0,8 % izotai gel jsme na jamku nanaseli maximalni objem jddrych vzorki
(50 ul) nepresahujici vS8ak mnozstviug. Elektroforéza probihala za nizké voltaze takidin
dokud nedoslo k bezpeému rozdleni linearizovaného a zbytku ng$éného vektoru.
Stspeny vektor a fragmenty byly nasledmyiiznuty, zvazeny a purifikovany pomoci gel
extraction kitu od firmy Qiagen.

Stepené fragmenty reguilai oblasti miR-17-92 klastru byly nasledligovany do
linearizovaného pGL3-basic vektoru. Pouzité mndazZsagment a vektofi bylo v pongru
5:1 s ohledem na délku jednotlivych fragnienhtigace probihala pomoci T4 DNA ligazy po
dobu 1,5 h na 16°C.

poly (A) signal

f1 ori ‘L He
y) miR-17-92 promotorova oblast

icilineyi .-
kazeta Hinqll
pGL3-Basic
4818 bp
ori / T luciferazoyva kazeta
Sall (3215) \
Bam HI (3200) Xbal (2947)

SV40 poly (A) signal

Obr. 14 Schéma pGL3-basic vektoru sviozenym uUsekem miR-B2 promotorové oblasti.
Promotorova oblast miR-17-92 klastru (vyZema s¥tle mode) vloZena fed luciferazovou kazetu

(vyznatenacerverg) mezi restriknimi misty Xhol a Hindlll.
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Vzniklé konstrukty jsme pomoci teplotniho Soku sfammovali do bakterii DH&
Z kazdeé transformace jsme vypichli 10 kolonii, &byly kultivovany a nésledre nich byla
izolovana plazmidova DNA. fRomnost pGL3(-3.3;-0), pGL3(-2.8;-0), pGL3(-2.0;-0
pGL3(-1.2;-0), pGL3(-0.6;-0), pGL3(-3.3;-1.9), pGL3.3;-2.7), pGL3(-2.8;-1.9) konstrukt
jsme owfili pomoci gelové elektroforézy (viDbr. 15. VSechny vytvéené reportérove
konstrukty jsou zobrazeny na reprezentativnim ¢aliObr. 16).
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D pGL3(-2.8:-1.9) pGL3(-3.3:-2.7)

Kolonie 1.1 12 13 14 15 Ctrl. 21 22 23 24 25

Obr. 15 Reporterové konstrukty nesouci Useky miR-17-92 prowotorové oblasti. Reporterové
konstrukty izolované zgbi kolonii po transformaci ligai reakce jednotlivych konstruktzobrazené
pomoci gelové elektroforézy na 0,8 % agar6zovém.deipky vyznauji reportérové konstrukty o
spravné velikosti. Uprotd gelu je pushy prazdny pGL3 vektor slouzici jako kontrola (GtrA)
pGL3(-3.3;-0) a pGL3(-2.8;-0B) pGL3(-2.0;-0) a pGL3(-0.6;-0F) pGL3(-3.3;-1.9) a pGL3(-1.2;-0)
D) pGL3(-2.8;-1.9) a pGL3(-3.3;-2.7).

;-1.9)
pGL3(-3.3;-2.7)

Obr. 16 Srovnani jednotlivych pGL3 konstrukti nesoucich Useky miR-17-92 promotorové
oblasti. Jednotlivé reportérové konstrukty zobrazené pomgeiové elektroforézy na 0,8 %
agar6zovém gelu. Sipky vyzagi luciferdzové konstrukty pGL3(-3.3;-0), pGL3820), pGL3(-
2.0;-0), pGL3(-1.2;-0), pGL3(-0.6;-0), pGL3(-3.389), pGL3(-3.3;-2.7), pGL3(-2.8;-1.9).
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4.1.1.3 Restriéni owieni reportérovych konstruki nesoucich reguléni
oblasti miR-17-92 klastru

Spravnost vloZenych fragme@ntegulani oblasti miR-17-92 klastru do pGL3-basic
vektoru jsme nasledrrestrikkné owefili. Reportérové konstrukty (zobrazen kazdy jedngtl
konstrukt izolovany z @i kolonii) jsme SEpili pomoci restriknich enzyni Hindlll a Xhol a
Stpeny produkt jsme a@¥ili pomoci gelové elektroforézy (viObr. 17). Pokud byly
fragmenty do vektoru spravviozeny, restriknim Seépenim jsme ziskali dva prouzky, prvni
prouzek znazaiujici prazdny pGL3-basic vektor a druhy prouzek zzméujici vneseny
fragment miR-17-92 promotoru. DNA klénjednotlivych pGL3 konstrukit byly na gel
fazeny tak, aby se kontrolni PCR fragmenty gnéina jednom gelu négkryvaly. Restrikni
Stpeni reportérovych konstrukiporovnané s gely s népenymi konstrukty ukazalo, Ze u
vektoru pGL3(-3.3;-0) doSlo ke spravnému vlozZereiti -3.3;-0kb ve vSechgi koloniich.
Vektor pGL3(-2.0;-0) ma spravrviozeny fragment -2.0;-0kb ve 2. kolonii, kolordig 4. a 5.
jsou prazdné vektory a kolonie 3. obsahuje fragrmpededného pGL3 vektoru (viabr. 17A.
Vektor pGL3(-2.8;-1.9) ma pozitivni 2. a 4. kolgnii ostatnich kolonii doSlo k vlozeni
prazdneho vektoru. VSechetppozitivnich kolonii nizeme vidt u pGL3(-0.6;-0) (vizObr.
17B). Porovnani restrikniho Seépeni s gely s neftenymi konstrukty dale ukazalo, Ze u
vektoru pGL3(-3.3;-2.7) byly spragnvloZzené fragmenty -3.3;-2.7kb v koloniich 3., 45.a
Vektor pGL3(-2.8;-0) mé& kromprvni kolonie, kde byl do vektoru vioZen fragmenijiné
délce, ¢tyri pozitivni kolonie sinzertem o spravné délce (v@br. 17Q. Vektor
pGL3(-3.3;-1.9) ma pozitivnich vSechétpkolonii a pGL3(-1.2;-0) ma spra¥nviozeny
fragment -1.2;-Okb v 1. a 3. kolonii, ve 2. kolose do vektoru vlozily fragmenty -1.2;-Okb
dva (viz Obr. 15 a v kolonii 4. a 5. se do vektoru vilozily fragneiiné délky (viz Obr.
17D).

Konstrukty, u kterych restréni analyza prokazala fjpomnost specifického
fragmentu odpovidajici velikosti PCR fragmentu pi@hnb pro klonovani, jsme poslali na
osekvenovani. Spravné luciferdzoveé konstrukty petvé sekvenci jsme namnozili a izolovali

pomoci HiPurePlasmid DNA Purification kitu od firniryvitrogen.
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pGL3(3.3;-1.9) pGL3(-1.2;-0)

kolonie 1.1 1.2 1.3 14 15 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5

Obr. 17 Restrikéni ovéieni reportérovych konstrukté nesoucich tseky miR-17-92 promotorové
oblasti. Restrikni owieni reportérovych konstruktizolovanych z pti kolonii A) pGL3(-3.3;-0) a
pGL3(-2.0;-0) B) pGL3(-2.8;-1.9) a pGL3(-0.6;-0)C) pGL3(-3.3;-2.7) a pGL3(-2.8;-0)D)
pGL3(-3.3;-1.9) a pGL3(-1.2;-0). Zelena Sipka vyana prazdny pGL3-basic vektor. Modra a
gervena Sipka vyzraji vyS€peny fragment o spravné velikostiervert a mode podbarvené

prouzky ozn&uji PCR produkty pouZité pro klonovani.
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4.2 Funkéni ovéreni regulace transkripce miR-17-92

klastru transkrip énimi faktory Egr2 a PU.1

Vytvorené reportérové konstrukty nesouirré Useky reguémi oblasti miR-17-92
klastru byly pouzity pro studium regulace transkeéptohoto klastru v diferencujicich
myeloidnich PUER progenitorech. Mym Gkolem bylogiatv funkénost represe miR-17-92
klastru transkripnim faktoru Egr2 v nehematologickych kanych liniich mySich NIH3T3 a
lidskych Hela, za pouziti reporterového vektoru BGRB.3;-0). DalSim ukolem bylo @it
piipadnou zavislost Egr2 zpréstikované represe na transkripm faktoru PU.1 a idve
popsaném Egr2 korepresoru faktoru Nab2 (Svareh,et36). Uvedené linie byly zvoleny
jako vhodny model pro studium regulace miR-17-92skl, protoze faktory PU.1 a Egr2
nejsou v &chto burcnych liniich za fyziologickych podminek exprimovany

NIH3T3 buiky jsme kotransfekovali pGL3(-3.3;-0) reportérovymektorem spolu
s expresnimi vektory pcDNA3-Egr2, pcDNA3-PU.1 a pAB-Nab2 (viz Obr. 18.
Transfekce EgQr2 faktoru vedla ke sniZzeni lucifevézaktivity reporterového vektoru
pGL3(-3.3;-0) piblizné 0 50 %. Kotransfekce Nab2 korepresoru¢ssw s Egr2 faktorem
represi miR-17-92 klastru déle prohloubila. Naptotinu transfekce transktipiho faktoru
PU.1 a Nab2, transfekovanych samostatrebo v kombinaci, ne&ta na luciferazovou
aktivitu ténet Zadny vliv. Uvedena data dale ukazuji, Ze kotehesd faktoru Egr2 a PU.1
méla obdobny efekt jako transfekce samotného trgmskiho faktoru Egr2. Vzhledem
k tomu, Zze PU.1 samotné nereprimuje miR-17-92 klasini nezvySuje represi ignbenou
Egr2 transkripnim faktorem, Ize usuzovat, Ze represe miR-17-8&tkl probiha nezavisle na
transkrignim faktoru PU.1. Uvedena data dale ukazuji, Zepasor Nab2 zesiluje represi
miR-17-92 klastru transkrgmim faktorem Egr2.
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pcDNA3-PU.1, pcDNA3-Egr2, pcDNA3-Nab?2
a pGL3(-3.3;-0)

360

300 A “» T

60 1 —

Luciferazova aktivita normalizovana
na aktivitu renilly

pGL3(-3.3;-0) (0,1pg)  + + + + + + + +
pcDNA3-PU.1  (0,4ug) - + - - - + + +
pcDNA3-Egr2 (0,4 p9) - - - + + - + +
pcDNA3-Nab2 (0,2 ug) - - + - + + - +

Obr. 18 Kotransfekce expresnimi vektory pcDNA-PU.1, pcDNA-Br2 a pcDNA3-Nab2 a
reporterového vektoru pGL3(-3.3;-0) do NIH3T3 burgk. Luciferazova aktivita je normalizovana

na aktivitu Renilly.

Abychom owili, Ze pouZzité expresni vektory pcDNA3-PU.1, pcDBIEgr2 a
pcDNA3-Nab2 neovlixiuji bazalni expresi vektoru pGL3, kotransfekovaing tyto expresni
vektory s prazdnym pGL3-basic plazmidem do NIH3T@ndk (viz Obr. 19. Zatimco
pcDNA3-PU.1 a pcDNA3-Nab2 vektory neaktivovaly ptdy pGL3-basic vektor,
pcDNAEQr2 zvySoval expresi tohoto vektoru dvojndsolf¥icinou toho je #ejmé schopnost
transkrigniho faktoru Egr2 vazat CG bohaté oblasti jeZ gastoupeny i v pGL3 vektoru. Ze
stejného dvodu nebylo mozné pouzit modéjsi vektor pGL4, ktery jsme téz testovali,
jelikoz transkrigni faktor Egr2 aktivoval samotny vektor v koncetitriazavislosti 2-15x
(data nezobrazena). Je mozitédpokladat, Ze pokud bychom ¢d#i aktivaci prazdného
pGL3 vektoru Egr2 faktorem od reporterového kordgtrupGL3(-3.3;-0), byla by jeho

represe jestvetsi.
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pcDNA3-PU.1, pcDNA3-Egr2, pcDNA3-Nab2
a pGL3-basic
12

038

0,6

na aktivitu renilly

0,2 I

Luciferdzova aktivita normalizovana

pGL3-basic (0,1ng) + + + +
pcDNA3-PU.1 (0,4 ug) - + ; ]
pcDNA3-Egr2 (0,4 n9) - - + -
pcDNA3-Nab2 (0,2 ug) - - - +

Obr. 19 Ovéreni vlivu expresnich vektofi pcDNA3-PU.1, pcDNA3-Egr2 a pcDNA3-Nab2 na
bazalni expresi prazdného pGL3-basic vektoru v NIHE3 buiikach. Luciferazova aktivita byla

normalizovana na aktivitu Renilly.

Nasledr byla testovana koncentrd zavislost represe miR-17-92 klastru na Egr2
transkrignim faktoru. Reportérovy vektor pGL3(-3.3;-0) bybtkansfekovan saasré se
vzrastajici koncentraci pcDNAS3-Egr2 vektoru do NIH3Tdnkk (viz Obr. 20. ZvysSujici se
hladina Egr2 faktoru se projevila postépse snizujici luciferazovou aktivitou. Represivni
mechanizmus Egr2 faktoru na miR-17-92 klastr jsréke destovali v HelLa hikach, které
jsme obdob# kotransfekovali reportérovym vektorem pGL3(-3.3;a0vzfistajici koncentraci
vektoru pcDNA3-Egr2 (vizObr. 21). Stejre jako v gipact NIH3T3 burécné linie se
vzrastajici koncentrace Egr2 faktoru projevila sniZiugie luciferazovou aktivitou. Z vysletlk
muzeme pedpokladat, Ze transkeipi faktor Egr2 reprimuje miR-17-92 klastr v konaadini
zavislosti a dale, Ze represivni mechanizmus krgmiiho faktoru Egr2 na miR-17-92 klastr

neni omezen na jeden typ knale je Zejme univerzalni.
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pcDNA3-Egr2 a pGL3(-3.3;-0)

420

360 1 '|'

300 1+ 'i'

240 A

180 - T

120 -

Luciferdzova aktivita normalizovana
na aktivitu renilly

60

0
pGL3-basic (0,1ng) - - - - - - + +
pGL3(-3.3;-0) 0,1pg) + + + + + + - -
Egr2 @g) O 005 01 02 0,4 08 0 0,8

Obr. 20 Kontransfekce reporterového vektoru pGL3(-3.3;-0) s expresnim vektorem

pcDNA3-Egr2 do NIH3T3 bunék. Luciferazova aktivita byla normalizovana na aktiRenilly.
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pcDNA3-Egr2 a pGL3(-3.3;-0)
20 -

16

12

Luciferazova aktivita normalizovana
na aktivitu renilly
—

0
pGL3(-3.3;-0)  (0,1pg)  + + + + + +

Egr2 (ug) 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8

Obr. 21 Kontransfekce reporterového vektoru pGL3(-3.3;-0) sxpresnim vektorem

pcDNA-Egr2 do HelLa burék. Luciferazova aktivita byla normalizované na aktivRenilly.
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4.3 ldentifikace vzajemné regulace mezi Egr2 a miRA
miR-17-92 klastru

MikroRNA a jejich cilové mRNA mezi sebou mohou vditet vzajemné reguiai
okruhy. Pomoci algoritmu TargetScan (http:/www.éisgan.org) jsme analyzovalilizné
1 kb 3'UTR transkripniho faktoru Egr2. Bylo predikovano, Zze miR-17-5pjR-20a a
miR-92-1 kddované miR-17-92 klastrem jsou schopéyat se do dvou mist 3'UTR Egr2
transkrigniho faktoru, v pozicich 419 - 425 bp a 612 - 6p8Wysledky analyzy nas vedou
k otdzce, zda by miRNA miR-17-92 klastru mohly rtege regulovat Egr2 transkrémi
faktor.

4.3.1 Mistré specificka mutageneze 3'UTR EQgr2 transkrigniho

faktoru

Abychom mohli o¥fit vySe uvedenou domdnku, t.j. mikroRNA kodované
miR-17-92 klastrem negati¢nreguluji transkripni faktor Egr2 vazbou do jeho 3'UTR,
rozhodli jsme se vyt reportérové konstrukty nesouci nemutovanou aorariou 3'UTR
Egr2 faktoru. Reportérovy konstrukt nesouci nemamgvisek 3'UTR Egr2 transkeipiho
faktoru byl jiz dive vytvaen v nasi laborato Priblizné 1 kb dlouhy Usek 3'UTR byl vloZzen
do pGL3 promotorového vektoru za oblast luciferédwy genu za vzniku
pGL3-Egr2-3'UTRwt vektoru (viDbr. 22
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Obr.22 Schéma pGL3-Egr2-3'UTRwt vektoru. pGL3 promotorovy vektor obsahujici SV40
promotor nachazejici séqa luciferdzovou kazetou (vyztenacerverg). Fiblizné 1 kb dlouha 3'UTR

Egr2 transkripniho faktoru (vyzn&na s¥tle mode) vloZena za luciferdzovym genem.

Pro tvorbu reporterového konstruktu s mutovanouTBUranskrigniho faktoru
Egr2 jsme vyuzili modifikované strategie vytemé Stratagene (vi@br. 23. Rozhodli jsme
se mutovat ob predikovana mista rozpoznavana miRNA miR-17-92stkla v 3'UTR
transkrigniho faktoru Egr2 vioZzené do pGL3-Egr2-3'UTRwt wekt Mutace byly do
vektoru vneseny metodou PCR. Nejprve jsme navdi gary oligonukleotidovych primer
nesoucich mutace v pozici 419 - 425 bp a 612 -§l.8&azdy par hybridizoval se stejnou
sekvenci opénych vliaken dsDNA vektoru. Navrzené mutace se reatiiaiprosted primet
a byly obklopeny 15 - 20 nukleotidy. Jako templ@iwwDNA jsme vyuZzili nemutovaného
vektoru pGL3-Egr2-3'UTRwt, ktery byl izolovan z datmakterii kmenéE. coli vytvérejicich
metylovanou DNA. Bhem PCR reakce doSlo kamplifikaci vektorové DNA
s inkorporovanymi mutagennimi primery. TemplatovDMA, ktera nenese pozadovanou
mutaci, jsme nasled@nodstranili pomoci enzymu Dpnl rozpoznavajici pometylovanou
DNA.
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Mutovanou DNA jsme pomoci teplotniho Soku transfovali do DH5 bakterii. Od
kazdé transformace jsme vypichli 4 kolonie, kteyéy kultivovany a néslednz nich byla

izolovana plazmidova DNA, kterou jsme nechali osglovat.

chceme mutovat.

PCR reakce:

Denaturace vektoru a annealmg primenl snavrZenou
' muftaci. Primerv jsou oznafenv zelené, mutace Zluté
. Amplifikace DNA s inkorporovanymi mutagennimi

.
| primerv. Vmika linearizované DINA vlikno.

PFiprava plazmidu:
@ PouZity dsDINA vektor. Modfe jsou ommafend mista, kterd

|I. @ .I

/'"_“'\\ Odstranéni templatové DNA:

VRN Odstranéni templatové DNA pomoci endonukleizy Dpnl
| )] Stépici pouze metylovanou DNA

' l‘\u A
\.\\ —a

/’ g :"\\ Transformace:
L7y | Transformace do kompetentmich baterii. Cirkularizace
|.\'lk /| DNAvlken

Obr. 23 Modifikovana strategie mistné-specifické mutagenezePrevzato a upraveno z protokolu

pro QuikChange site-directed mutagenesis kit fiStmatagene.

Cela mutageneze probihala ve duastech. V prvnicasti jsme pro PCR reakci
vyuZili pouze jedné dvojice primi&r Do vektoru byla vnesena bodova mutace prvniho
vazebného mista miRNA miR-17-92 klastru v pozicB44 425 bp, jejiz spravnost jsme
nechali o¥fit sekvenaci. Vektor nesouci prvni mutaci jsme ed®l pouzili k druhému kolu
mutageneze, ve kterém d@&ho byla vhesena mutace druhého vazebného mista MiRN
miR-17-92 klastru v pozici 612 — 618 bp pomoci dridady primer. Sekvenace potvrdila
pfitomnost obou mutaci (viz Obr. 24. Ziskali jsem reportérovy vektor
pGL3-Egr2-3'UTRmut.
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Mutace 1. vazebného mista Muwe. vazebného mista

Vv pozici 419 - 425 bp Vv pozici 612 - 618 bp
Pavodni sekvence  ATGTGGCACTTTAATGGEC TGGAAGT GCAATGT CGGG
Mutovana sekvence ATGTGGCAGATTAATGGEC TGGAAGT GCGATGT CGGG
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Obr. 24 Sekvenace vektoru pGL3EgQr2-3'UTR. Vysledky sekvenace vektoru pGL3EgQr2-3'UTR
izolovanych zectyi kolonii zobrazené programem Chromas Lite. H@dauek znazadiuje pivodni
sekvenci 3'UTR Egr2 faktoru, dolrfddek znazatuje sekvenci mutovanou, mutace je a@aT@
cerverg. Prvni sloupec znazimje 1. kolo mutageneze. 2yi kolonii ve dvou byla vnesena bodova
mutace v pozici 419 — 425 bpiefi konstrukt byl pouZzit pro 2. kolo metagenezbpjevysledky jsou
znazorgny ve druhém sloupci. Z&tyt kolonii ve tech byla vnesena bodova mutace v pozici 612 -
618 bp. Zeleny randek ozn#uje oblast podléhajici mutaci. Mutované sekvenaai jezngeny

cervenym ramekem.
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4.3.2 Funkéni ovéreni vtahu mezi miRNA miR-17-92 klastru a

transkrip énim faktorem Egr2

Vytvorené konstrukty nesouci nemutovanou a mutovanou RB'tFanskrigniho
faktoru Egr2  byly vnaSi laborato pouzity k transfekci do diferencovanych nebo
nediferencovanych PUER btk v piitomnosti nebo neéftomnosti inhibitoéi miR-17-92
klastru. Mym Ukolem bylo astit schopnost mikroRNA miR-17-92 klastru reprimo@dt TR
transkrigniho faktoru Egr2 v Hela Mkach. Kotransfekce pcDNA4(17-92) s
pGL3-Egr2-3'UTRwt se projevila snizenim luciferagowaktivity giblizné o 50 %
v porovnani s pGL3-Egr2-3'UTRmut (vi2br. 25. Tyto vysledky podporuji na&gdpoklad,
Ze miRNA kdédované miR-17-92 klastrem posttranskwgnhibuji transkrigni faktor Egr2.

pGL3-Egr2-3"UTR mut/wt

12 - a pcDNA4(17-92)

. [

0,8 -

[

0,4 —

na aktivitu renilly

Luciferdzova aktivita normalizovana

0,2

pGL3-Egr2-3'UTRwt - ' +
pGL3-Egr2-3'UTRmut + -
pcDNA4(17-92) + +

Obr. 25 Kotransfekce reportérovych vektoni pGL3-Egr2-3'UTRwt/mut a expresniho vektoru
pcDNA4(17-92) do HeLa buik. Luciferdzova aktivita byla normalizovana na aktivRenilly.
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5 Diskuze

NasSe tymova &decka prace, jejiz soasti je tato diplomova prace, popisuje nové
mechanizmy biologickych regulaci &ivych molekul dastnicich se myeloidni diferenciace.
V pribéhu diferenciace myeloidnich PUER progenitandukovanych PU.1 transkipim
faktorem dochazi k inhibici miR-17-92 klastru. Tatmhibice je zprosedkovana
transkrignim faktorem Egr2, ktery se vaze do promotorovéastbimiR-17-92 klastru (~
-2.7kb) a umozni navazani histon demetylazy Jaritidra demetyluje histon 3 lyzin 4, coz
se projevi zrdinou chromatinové struktury (PospiSil et afippaveno pro publikaci).

Hlavnim uUkolem této diplomové prace bylo vyiitomolekularni systém studia
transkrigni regulace obsahujici reportérové konstrukty neisatizné Useky putativni
promotorové oblasti miR-17-92 klastru, které by umty dalSi studium mechaniZm
regulace transkripce miR-17-92 klastru. V promoteér oblasti miR-17-92 klastru v Useku
-3.3 az -1.2 kb vzhledem k &tku kodujici sekvence miR-17-5p se nachazi CpGatdoh
oblast s ~ 80 % CG obsahem. Az 40 %@tké& specifickych geth obsahuje v 5' promotorové
oblasti CpG bohaté Useky (Larsen et al., 1992).c@bgsou takovéto Useky velmiézce
amplifikovatelné (Hube et al., 2005). Doposud sétevature zabyvajici se regulaci
miR-17-92 klastru zatim nepaila tuto oblast amplifikovat a pouzit pro transkmp eseje
(O'Donnell et al., 2005; Woods et al., 2007). Piké&#adk modifikaci ve sloZzeni PCR reakce
(viz kapitola 4.1.1.1) a za pouziady variant primer se nam usdné poddilo amplifikovat
8 fragmeni regula&ni oblasti miR-17-92 klastru, z toho 6 fragmemtimo nese &kterou
z ¢asti CpG osfivku. VSechny vytvéené fragmenty nesoudiané Useky promotoroveé oblasti
miR-17-92 klastru byly vloZzeny do pGL3-basic vekigviz Obr. 16.

Jak jiz byloreceno, v pibéhu makrofagové diferenciace dochazi k represi niFda
klastru, kterd je zprosdkovana transkrimim faktorem Egr2 (PospiSil et aliigraveno pro
publikaci). V této diplomové praci jsme se z#ilh na studium a nasledné popsani
mechanizmu represe miR-17-92 klastru transkiiim faktorem Egr2 v nehematologickych
burgcnych liniich NIH3T3 a Hela. Pokusili jsme se zjistzda popsany represivni
mechanizmus neni omezen pouze na hematologické #nizda je zavisly na dalSich
transkrignich faktorech PU.1 a Nab2astnicich se makrofagové diferenciace.

Z transfeknich pokugé a nasledné luciferazové eseje jsme zjistili, ze
v NIH3T3 a Hela biikach je transkrigni faktor EQr2 schopen reprimovat miR-17-92 klastr
tato represe je koncendr& zavisla (vizObr. 18, 20 a 2L Z t&chto vysledk jsme vyvodili
piedpoklad, Ze mechanizmus represe miR-17-92 klasnskrignim faktorem Egr2 neni
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omezen pouze na bky krvetvorby, ale mize fungovat i v liniich derivovanych z jinych nez
hematologickych tkani a dale Ze uvedena represeprp/Epodobr nezavisla na
transkrignim faktoru PU.1, ktery neni v pouzitych liniichpexnovan. Pro makrofagovou
diferenciaci je nezbytna vysoka hladina transkripo faktoru PU.1 (Dahl et al., 2003;
DeKoter and Singh, 2000). PU.1 aktivuje expreshgkaipiniho faktoru Egr2, ktery dale
podporuje vyvoj makrofdga aktivreé reprimuje alternativni granulocytéarni program (baet
al., 2006). Pokusili jsme se zjistit, zda je repr@siR-17-92 klastru transkipim faktorem
Egr2 zavisla v NIH3T3 htkach na transkrigmim faktoru PU.1. Z transfékich pokusu jsme
zjistili, Ze samotny transkrimi faktor PU.1 nema vliv na represi miR-17-92 kiasa ani
nezvysuje schopnost transkfipho faktoru Egr2 reprimovat transkripci tohoto stta (viz
Obr. 18. Tomu odpovida i skuteost, Ze se nepoti® identifikovat vazbu PU.1 v rozmezi -
10kb az +10kb regutaich oblasti miR-17-92 klastru pomoci chromatinowénoprecipitace
(PospiSil et al., ffpraveno pro publikaci). Zarovievolné dostupna data celogenomovych
analyz vazby PU.1 uloZzena ve remé databdzi GEO (Gene Expression Omnibus)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/gep neidentifikuji vazbu PU.1 do putativnich regiréch oblasti

miR-17-92 klastru. Tyto vysledky nas vedou k dénge, Ze samotny mechanizmus represe
miR-17-92 klastru transkrmim faktorem Egr2 je nezvisly na transkripm faktoru PU.1.
Poslednim transkrimim faktorem, jehoz vliv na represi miR-17-92 kiast

v nehematologickych liniich jsme sledovali je Naf2nto transkripni faktor je znam jako
korepresor Egr protein (Svaren et al., 1996). NaSe pokusy ukazaly, ZeosamNab2
nereprimuje miR-17-92 klastr, ale potencuje v NII33d HelLa biikdch represi miR-17-92
klastru transkripnim faktorem Egr2 (viDbr. 18.

Béhem transfeknich pokué jsme zjistili, Ze pouzivany expresni vektor
pcDNA-Egr2 zvySuje bazalni expresi samotného pGéRaru (vizObr. 19. Fricinou toho
je zitejmé schopnost vazby tohoto expresniho vektoru do Ckatyoh oblasti (Gillian and
Svaren, 2004)i piitomnost kryptického vazebného mista v sekvenaintepového vektoru
(Vopalensky et al., 2008). Ztohotoiwbdu jsme také nemohli vyuzit mode&siho
luciferdzového vektoru pGL4, ktery jsme téz testogado kterého byly fragmenty regdta
oblasti miR-17-92 Kklastru gwvodré vloZeny, jelikoz Egr2 aktivovalo samotny vektor
v koncentrani zavislosti 2-15x (data nezobrazena).

MikroRNA a cilové geny jez inhibuji, se mohou ngera regulovat a vytuét
tak mezi sebou vzajemné regiriaokruhy (Bracken et al., 2008; Martinez et al0&). Bylo

prokazano, Ze E2F transk&g faktory jsou inhibovany miR-20a kdédovanou miR9Y
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klastrem a zarovese vaZzou do promotorové oblasti tohoto klastrtaaskrigné ho aktivuii,
¢imZz se mezi nimi vyt autoreguléni zpEtnd vazba (Sylvestre et al., 2007). Vz4jemna
negativni regulace mikroRNA miR-17-92 klastru bid&é zjiS€na u faktoru AML1, ktery je
schopen transkrimé reprimovat miR-17-92 klastr vazbou do jeho prommé oblasti a sam
je inhibovan mikroRNA miR-17-92 klastru miR-17-5pnaiR-20a (Fontana et al., 2007).
Uvedena zjidni odpovidaji pedpokladu, Ze transkipi faktory jsou miRNA inhibovany
castji, nez jiné typy get (Shalgi et al., 2007).

Z toho divodu jsme se rozhodli otestovat, zda mikroRNA miR92 klastru mohou
posttranskripné inhibovat transkripni faktor Egr2. Byla provedena analyirasilico 3'UTR
transkrigniho faktoru Egr2 (http:/www.targetscan.org), ktpréadikovala d¥ vazebné mista
rozpoznavana mikroRNA miR-17-92 klastru miR-17-5m#r-20a v pozici 419 - 425 bp a
miR-92-1 v pozici 612 -618 bp, a na jejimz zaklagme dospli k piedpokladu, Ze
mikroRNA miR-17-92 klastru mohou posttranskip inhibovat transkripni faktor Egr2.
Abychom mohli studovat reguai vliv miRNA miR-17-92 klastru na transktipi faktor
Egr2, bylo nutné vytvigt reportérové konstrukty nesouci nemutovanou aorariou 3'UTR
tohoto faktoru a pomocéc¢hto vektod nas pedpoklad otestovat.

DalSi ¢ast této diplomové préce je z&f@na na tvorbu vektoru s mutovanou 3'UTR
transkrigniho faktoru Egr2. Nemutovany vektor pGL3-Egr2-3Rit byl diive vytvaen
v naSi laboratt® a kotransfekce tohoto vektoru do nediferencovanyc diferencovanych
PUER myeloidnich progenitor v pritomnosti nebo néftomnosti inhibitoi miR-17-92
klastru validovala EGR2 3"UTR jako cil uvedenycirnmiR-17-92 klastru. Vysledrnse nam
poddilo mutovat ol predikovana vazebna mista miR-17-92 klastru v BUmanskrigniho
faktoru Egr2 a vytviit pGL3-Egr2-3'UTRmut reporter. Kotransfekci pGL&E-3'UTRmut
nebo pGL3-Egr2-3'UTRwt s expresnim vektorem nesoudidujici oblast miR-17-92 klastru
do HelLa bugk se nam poddo ov¢iit inhibicni vliive miRNA miR-17-92 klastru na
transkrigni faktor Egr2 (vizObr. 25. Uvedena data ukazuji, Ze mezi transkrim faktorem
Egr2 a mikroRNA miR-17-92 klastru existuje pré&pddobré dvojitd negativni regulace
(zpétna vazba). Bylo popsano, Ze takovato vzajemnalaegukdy miRNA inhibuje cilovy
gen a zaroveje produktem tohoto cilového genu sama inhibovaede ke stavu, kdy podle
fyziologickych podminek fevliadne jeden nebo druhy fakto¥astnici se dvojit negativni
zpetné vazby (tzv. bistable state) (Martinez et 8008).

Na zaklad uvedenych vysledk je vysoce prawpodobné, Ze mezi mikroRNA

miR-17-92 klastru a Egr2 transképm faktorem existuje dhem makrofagové diferenciace
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homeostatickd rovnovaha, kdy transkrip faktor Egr2 reprimuje miR-17-92 klastr
v diferencujicich se hikach, zatimco v proliferujicich progenitorech janskrigni faktor
Egr2 inhibovan mikroRNA miR-17-92.
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6 Shrnuti vysledki

Tato diplomova prace byla z&mena na studium regulace transkripce miR-17-92
klastru v zavislosti na transktipich faktorech Egr2 a PU.1 a s tim spojenou tvoh@iému

toto studium umaiujiho.

1. Vytvoiili jsme osm pGL3 reportérovych konstrakiesoucich odliSné Gseky regtria
oblasti miR-17-92 klastru vrozmezi -3.3 az 0 kbhledem k z&atku koédujici
sekvence miR-17-5p, které byly vyuzity pro studitegulace transkripce miR-17-92

klastru.

2. Podd&ilo se nam o#¥fit represi miR-17-92 klastru na transkiipm faktoru Egr2
v nehematologickych béanych liniich NIH3T3 a HelLa.

3. Potvrdili jsme, Ze represe miR-17-92 klastru zpextitovana transkrimim faktorem
Egr2 neni zavisla na transk¢gm faktoru PU.1.

4. Poda&ilo se nam mutovat @dvvazebna mista rozpoznavana mikroRNA miR-17-92
klastru v pozicich 419 — 425 bp a 612 — 618 bpeftakladané oblasti transkeipiho

faktoru Egr2 vloZzené do pGL3 vektoru za vzniku p&@2-3'UTRmut vektoru.

5. Svyuzitim pGL3-Egr2-3'UTRmut vektoru se nam pddaoveiit v HeLa buikach
inhibi¢ni vliv mikroRNA miR-17-92 klastru na transkeipi faktor Egr2.
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