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Abstrakt:

Krvetvorba je vysoce uspotfddany hierarchicky proces, ve kterém je diferenciace
specializovanych krevnich bunék zdvisld na koordinované regulaci genové exprese dvémi
klicovymi reguldtory: transkripénimi faktory a mikroRNA.

PU.1 je zdkladni transkripéni faktor nezbytny pro vyvoj a diferenciaci kmenovych a
progenitorovych bunék do myeloidni a lymfoidni krevni fady.

MikroRNA jsou nekddujici ~22 nukleotidi dlouhé RNA, jez reguluji posttranskripcné
genovou expresi vazbou do nepieklddané oblasti mRNA a tim zpisobuji umlcéeni translace.

PtfedloZend disertacni priace popisuje nové mechanismy vzdjemné regulace a funkce
onkogennich mikroRNA, miR-17-92 klastru a miR-155 a transkripénich faktora PU.1 a
Egr2, ucastnicich se makrofagové diferenciace myeloidnich progenitora.

MiR-17-92 (Onkomirl) kéduje sedm piibuznych mikroRNA, které reguluji bunécnou
proliferaci, apoptézu a vyvoj, které jsou nadprodukovany v nddorovych buiikdch myeloidnich
leukemii a dalSich malignit. Tato prace popisuje novy mechanismu regulace miR-17-92 klastru
v myeloidnich progenitorech. V pribéhu makrofagové diferenciace transkripéni faktor PU.1
indukuje expresi sekundarniho transkripéniho faktoru Egr2. Ten se vaze do CpG ostrivku
v promotorové oblasti miR-17-92 klastru a souCasné piindsi protein Jarid1b, histon demetylazu,
jez demetyluje trimetylouvou skupinu na histonu 3 lysinu 4 (H3K4) a tato zména chromatinové
struktury ma za nasledek represi transkripce miR-17-92 klastru.

Nadprodukce miR-17-92 klastru v myeloidnich progenitorech prokazala, ze vypnuti
exprese miR-17-92 klastru je nezbytnym pfedpokladem makrofagové diferenciace.

Tato diserta¢ni prace dile prokazuje, Ze naopak transkripcni faktor Egr2 je cilem
miR-17-92 klastru, ktery ho posttranskripcné inhibuje. Tyto vysledky ukazuji, ze Egr2 a miR-
17-92 jsou soucasti negativniho zpétnovazebného mechanismu, kde Egr2 reprimuje miR-17-92
v diferencujicich se burikdch a naopak miR-17-92 inhibuje Egr2 v proliferujicih progenitorech.

V této disertacni praci je dale ukdzdno, Ze PU.1 indukuje expresi miR-155 v ¢asnych
fazich makrofagové diferenciace progenitorii mechanizmem zahrnujicim histonovou acetylaci.

Identifikované mechanismy regulace miR-17-92 klastru a miR-155 jsou naruSeny
v pribéhu leukemogeneze pacienti s akutni myelodni leukémii (AML), jejichZ leukemické
blasty maji vyznamné zvySenou hladinu miR-17-92 klastru a miR-155 a zdroven sniZenou
hladinu transkrip¢nich faktord EGR2 a PU.1.

Tato disertacni prace popisuje nové mechanismy regulace onkogennich mikroRNA
miR-17-92 a miR-155. Tyto mechanismy jsou nezbytné pro diferenciaci makrofagli a jsou

naruseny v pribéhu leukemogeneze AML a potencidlné dalSich malignit.



Abstract (English version):

Hematopoietic differentiation is highly ordered multistep process, where generation of
terminal blood cells is dependent upon coordinated regulation of gene expression by key
regulators: transcription factors and mikroRNAs.

PU.1 (Sfpil) is a versatile hematopoetic transcription factor required for the proper
generation of both myeloid and lymphoid lineages.

MikroRNAs represent a novel class of ~22 nucleotide long non-coding
posttranscriptional regulators that inhibit expression of genes by blocking protein translation or
by mRNA degradation.

In this PhD thesis I present research data documenting novel mechanisms of regulation

and function of two oncogenic mikroRNAs, miR-17-92 cluster and miR-155 and myeloid
transcriptional factors PU.1 upon macrophage differentiation of myeloid progenitors.
The miR-17-92 cluster (Oncomirl) encodes seven related mikroRNAs that regulate cell
proliferation, apoptosis and development and is overexpressed in number of malignancies
including myeloid leukemia. Presented PhD thesis documents novel macrophage specific
regulatory mechanisms involving the oncogenic cluster miR-17-92. Using transgenic PU.1-/-
myeloid progenitors we show that upon macrophage differentiation, the transcription factor
PU.I induces the secondary determinant, the transcription factor Egr2 which, in turn, directly
represses miR-17-92 expression by causing substantial chromatin changes in miR-17-92 gene.
These chromatin changes include the recruitment of the histone demethylase Jarid1b leading to
histone H3 lysine K4 demethylation within the CpG island at the miR-17-92 promoter, leading
to repression of miR-17-92 cluster expression. The downregulation step appears very important
as the ectopic expression of miR-17-92 prevents macrophage differentiation.

Conversely this PhD thesis shows that Egr2 itself is targeted and inhibited by
miR-17-92, indicating existence of a double negative feedback regulation between miR-17-92
and Egr2, where Egr2 negatively regulates miR-17-92 cluster in differentiating cells and,
in turn, miR-17-92 cluster negatively regulates Egr2 in highly proliferating progenitor cells.

In addition to miR-17-92, we identified that PU.1 upregulate another oncogenic
mikroRNA - miR-155 that is temporary induced in early stages of macrophage differentiation
by mechanism involving histone acetylation.

The identified regulatory mechanisms of miR-17-92 cluster and miR-155 were found

deregulated in acute myeloid leukemia (AML) patients that express elevated levels



of miR-17-92 or miR-155 and simultaneously exhibited significantly downregulated levels
of PU.1 and EGR2, compare to healthy controls.

This PhD thesis states collectively a novel view on miR-17-92 role in leukemia and
differentiation exemplified by the PU.l-mediated repression of the miR-17-92 cluster by
an Egr2/Jarid1b mediated H3K4 demethylation upon macrophage differentiation, mechanism
whose deregulation may contribute to pathogenesis of acute myeloid leukemia and possibly

other malignancies.

1. Uvod:

Krvetvornd diferenciace je presné regulovany hierarchicky proces, kde z pluripotentni
hematopoetické kmenové buriky vznikaji pfes fadu mezistupnd terminalné diferenciované
krevni elementy erytroidni (Cervené krvinky), lymfoidni (T a B lymfocyty), myeloidni
(monocytdrni makrofagy, neutrolily, eozinofily a bazofily) nebo megakaryocytdlni fady (krevni
desti¢ky). Kostni dfen byla prvni a po dlouhou dobu jedinou tkani, kde byly popsdny kmenové
burnikky umoziujici sebeobnovu dané tkané.

Monocytarni makrofagy predstavuji dilezitou populaci pfisedlych fagocytujicich bilych
krvinek tucastnicich se nespecifické imunity. Makrofdgy jednak fagocytuji patogeny, cizorodé
substance Ci apoptotické buiiky a buné¢né zbytky. Dalsi dilezita funkce makrofagu je, Ze spolu
s pfibuznymi dendritickymi bunkami predstavuji hlavni antigen prezentujici bunky, jez
zprostiedkuji prezentaci cizorodych antigenti T pomocnym lymfocytim a tim zprostfedkuji
vyvoj specifické imunitni odpovédi.

PU.1 (Sfpil) je esencidlni transkripcni faktor nezbytny pro vyvoj a liniové ureni
myeloidni a lymfoidni fady. Transkripéni faktory jsou proteiny, jeZ se sekvencné specificky
véazi do regulacnich oblasti gent a tim umoZiiuji nasednuti polymerazy II a dalSich akcesornich
faktort zprostiedkujicich iniciaci genové transkripce. Transgeni mys s deleci PU.1 postrada
monocytarni, granulocytdrni a B lymfoidni fadu a umird kritce po narozeni (/-3). Delece
regulacni oblasti v oblasti 14kb pfed transkripénim zacidtkem PU.1 sniZzuje hladinu PU.1 na
20% a vede k vyvoji akutni myeloidni leukémie (AML) (4).

AML je nejcastéjsi akutni leukémie postihujici dosp€lé. AML je klondlni onemocnéni
hematopoetickych progenitorti, charakteristické blokem myeloidni diferenciace. Vysledkem je
hromadéni nezralych myeloidnich bunék, jeZ maji zachovdnu schopnost dé€leni, ale ztratily

schopnost diferenciace (95).



Genovd exprese predstavuje komplexni proces transformace genetické informace
zakodované ve struktuie DNA do genovych produktd - proteinli. Prvni zdklady genetiky
polozil na zdkladé kfiZeni luSténin jiZ na konci 19. stoleti brnénsky knéz Johan Gregor Mendel.
Od objevu struktury DNA Jamesem Watsonem a Francisem Crickem roku 1953 stovky
védeckych pracovist popisuji funkci a regulaci genti zakédovanych ve struktufe DNA. Prvnim
krokem bylo osekvenovani modelovych organizmii. V roce 2001 byl dokon¢en projekt HUGO
a cely lidsky genom, ¢itajici 3,2 gigabdzi byl osekvenovan. Od té doby se sméfovani vyzkumu
zaméfilo na identifikaci genu a identifikaci jejich funkce a regulace. Prvnim a limitujicim
procesem genové exprese je transkripce DNA do medidtorové RNA. Hlavnim regulacnim
mechanismem genové exprese je regulace transkripénimi faktory na trovni iniciace
transkripce. V neddvné dobé€ byly vSak objeveny zcela nové reguldtory genové exprese - kratké
nekddujici ribonukleové kyseliny nazyvané mikroRNA, které reguluji genovou expresi na
posttranskripéni trovni.

MikroRNA predstavuji 19-22 nukleotidi dlouhé nekdédujici jednoretézcové RNA, jéz
negativné reguluji expresi genli vazbou do 3'nepreklddanych oblasti mRNA (3°UTR,
Untranslated Regions), coz zplisobi naslednou inhibici translace, nebo degradaci mRNA a tim
umlceni exprese daného genu (6, 7).

MikroRNA se dcastni regulace zdkladnich biologickych procesii (na trovni buriky) jako
je metabolismus, proliferace, apot6za, nebo na turovni celého organismu jako je rust,
diferenciace a vyvoj. Na dilezZitost regulace genové exprese mikroRNA ukazuje fakt Ze
mikroRNA jsou disregulovany v fad¢ nadort a onemocnéni (8, 9). Roli mikroRNA pfi iniciaci
niddorti podporuje fakt, Ze fada mikroRNA je kdédovdna v genovych lokusech Ccasto
amplifikovanych v nddorech (/0), nebo podléhajicim mutacim, zlomim a delecim (Zhang et
al.,2006). MikroRNA jsou také cCasto cilem integrace onkogennich retrovird, vedouci k
deregulaci jejich exprese (/1).

Prvni mikroRNA byla popsdna v hadatku Caenorhabditis elegans jiz v roce 1993,
nicméné presnd biologickd funkce v té dobé nebyla zndma a mikroRNA vzhledem k své malé
velikosti byly obtiZzné identifikovatelné technikami molekuldrni biologie a dlouho unikaly
pozornosti. Na pfelomu tisicileti byl popsan mechanismus ,,siRNA silencing® (small interfering
RNA, umlceni genové exprese exogenné vnesenymi kratkymi interferujicimi RNA),
vyuZzivajici stejny metabolicky aparit jako endogenni mikroRNA. siRNA jsou v dneSni dobé
rutinné vyuzivany v experimentdlni biologii k uml¢eni exprese genti za jejich objev byla v roce

2006 udélena Nobelova cena v mediciné (Andrew Fire a Craig Mello).



Analyza genonomu mnohobuné¢énych organizmili prokazala, Ze mikroRNA mohou byt
kédovany jednak jako nezdvislé transkripéni jednotky, se strukturou obdobnou protein-
kédujicim gentim. Asi 30% mikroRNA je kédovano v intronech protein-kédujicich gent (12).
MikroRNA mohou byt organizované v genomu do klastrli, jeZ se prepisuji do polycistronni
mRNA. MikroRNA sdruzené v jednom klastru maji pravdépodobné spole¢nou regulaci exprese
(Bartel, 2004). V lidském genomu bylo doposud nalezeno 36 klastrii, kédujicich dohromady
90 mikroRNA.

MikroRNA byly identifikovany ve vSech dosud studovanych mnohobunéénych
organismech a jsou vysoce konzervované v pribéhu evoluce mezi riznymi skupinami
organismil. U ¢lovéka je v soucasné dobé popsano dle databiaze Mirbase (www.mirbase.org)

14420 mikroRNA a odhaduje se Ze sav¢i genom kdduje az 2000 mikroRNA.

Systém regulace genové exprese pomoci mikroRNA je vysoce robustni a zaroven
zna¢né redundantni: jedind mikroRNA mitize inhibovat mRNA az stovky genti, zatimco mRNA
jediného genu miiZe byt soucasné reprimovan desitkami mikroRNA. Jeden druh mikroRNA
miZe negativné regulovat zdroveni vice komponent jedné regulaéni drahy. Experimenty
vyuZivajici globalni analyzu genomové exprese v riznych tkanich ukézali, Ze vedle univerzalné
exprimovanych mikroRNA je exprese fady mikroRNA tkanové specificka (13).

miR-17-92 Kklastr, znimym téZ jako Oncomirl je prototypicky pfiklad polycistronniho
mikroRNA genu. miR-17-92 klastr kéduje Sest mikroRNA: miR-17-5p, miR-18a, miR-19a,
miR-20a, miR-19b, a miR-92a, lokalizovanych na lidském chromosomu 13 (Obr.1).

ZvySené hladiny miR-17-92 klastru byly potvrzeny u fady malignit véetné AML a
akutni lymfoblastické leukémie (/4, 15), chronické myeloidni leukémie (/6), riznych typi
B-bunéénych lymfomt (/7-19) a dalSich nadorii z prsu, ledvin, slinivky a prostaty (8, 9, 20).
Lokus 13g31.3 kodujici miR-17-92 Kklastr je také cCastym inzerénim mistem retroviry
indukovanych mysSich leukémii (217), (22).

Série duplikaci, mutaci a deleci (23) dala vzniknout v evoluci u savcl dvou paralogim
miR-17-92 klastru, kédujicim pribuzné mikroRNA: klastrim miR-106b-25 a miR-106a-363.
MiR-106a-363 klastr se nachdzi na X chromosomu a kdéduje 6 mikroRNA (miR-106a, miR-
18b, miR-20b, miR-19b-2, miR-19a-2 a miR-363). MiR-106b-25 klastru se nachazi na
5. chromosomu v 13. intronu genu MCM?7 a kéduje 3 mikroRNA (miR-106b, miR-93,
miR-25). Samostatné se nalézd na chromozomu 3 jedna kopie miR-92b. O vyznamu miR-17-92
a jeho paralogl svéd¢i fakt, Ze jejich genové usporddani a sekvence jsou vysoce konzervovany

ve vSech obratlovcich a podobné uspotfadani miiZzeme najit i u fady bezobratlych (24).



Dohromady miR-17-92 a jeho paralogy koduji 16 pribuznych mikroRNA, jez je mozné
rozdélit podle identické vazebné sekvence do Ctyf rodin. MikroRNA s identickou vazebnou
sekvenci patfici do jedné rodiny inhibuji Casto stejné mRNA. Nékteré geny, mimo jiné pro
transkripéni faktor EGR2 maji v 3"UTR nepieklddané oblasti cilovd mista pro mikroRNA vice
rodin miR-17-92 klastru a jeho paralogi (TargetScan). D4 se predpoklddat, Ze biologicky
vyznam takového uspotfdddni je vyraznd amplifikace efektu miR-17-92 na expresi jeho
cilovych gent.

Hlavni biologickou funkci miR-17-92 je stimulace proliferace a pfeZiti bunék. To je
zajisténo na drovni inhibice gend klicovych regulatorti bunééného cyklu a tumor supresorovych
proteinti. Mezi cile miR-17-92 patii naptiklad inhibitor cyklin-dependentni kindzy
p21(CDKNI1A) (25, 26), blokujici pfechod bunééného cyklu z G1 do S faze a ddle E2F1-3
transkrip¢ni faktory ucastnici se progrese bunééného cyklu (27, 28), vyznamny proapoptoticky
faktor BIM (Bcl2 interacting mediator of cell death) (29, 30) a dile nddorové supresory PTEN
(31) a retinoblastoma like protein RBL2 (32).

miR-155 se tcastni imunoglobulinového pfesmyku v B buiikdch (33, 34) a je Casto
deregulovdna v B buné¢ném lymfomu (53) a chronické lymfatické leukémii (52). Ddle bylo
prokazéano, ze se miR-155 ucastni zanétlivé odpovédi makrofagii (35) a zvySend hladina miR-
155 v mySim modelu vedla k lymfoproliferaci (36). Mezi prokdzané cile miR-155 patif 1

transkripéni faktor PU.1 (34).



2. Cile prace:

1. Studium aspektii makrofagové diferenciace myeloidnich progenitora v zavislosti

na kondicidlni aktivaci transkripénim faktorem PU.1.
2. Identifikace mikroRNA udcastnicich se makrofdgové diferenciace.

3. Studium molekuldrnich mechanismi regulace vybranych mikroRNA na drovni

transkripcni regulace a chromatinovych modifikaci.

4. Studium mozné vzajemné regulace transkrip¢nich faktori a mikroRNA a studium

jejich funkce béhem myeloidni diferenciace.

5. Ovéfeni ucasti ¢i deregulace vybranych mikroRNA v procesu leukemogeneze.

Hypotéza:

Transkripéni faktory reguluji hladiny mikroRNA a soucasné mikroRNA reguluji hladiny
transkrip¢nich faktorii a dohromady tyto regula¢ni mechanizmy vytvareji komplexni regulacni
genové sité nezbytné pro dosazeni myeloidni diferenciace. NaruSeni téchto mechanismi vede

k bloku diferenciace a muZe iniciovat vznik nddort nebo leukémie.



3. Material a metody:

Bunécné kultury:

PUER (Walsh et al., 2002), shEgr2 a shNab2 PUER bunky (Laslo et al., 2006) byly
kultivovany v IMDM mediu (Gibco) obsahujicim 10% sérum, 50 TU/ml penicilin, 50pg/ml
streptomycin a Sng/ml IL3 (Chemikon). Diferenciace PUER bunék byla indukovédna 2.5uM
Tamoxifenem (Sigma) po dobu 96h, pokud neni uvedeno jinak. Pfi inhibici histon deacetyldz
(HDAC) byly buriky kultivoviny v pfitomnosti HDAC inhibitoru Trichostatinu TSA (30nM).
Primarni vzorky pacientl (27) a kontrolni vorky zdravych darci (6) byly obdrzeny po ziskani
informovaného souhlasu. Periferni mononukledrni buiikky byly izolovdny pomoci
polysacharidového hustotniho gradientu (Ficoll-Paque, Sigma).

Pro morfologickou analyzu byly buiiky kultivovdny na krycich sklech, fixovdny ledovym
metanolem, obarveny pomoci Wright-Giemsa metody a pozorovany v 400x zvétSeni ve svételném

mikroskopu.

DNA konstrukty

1.1 kb dlouhy BamHI/Xhol fragment amplifikovany z genomické DNA byl pouZit na vytvofeni
expresniho plasmidu obsahujiciho miR-17-92: pCDNA3(17-92).

Sedm promotorovych fragmentli amplifikovanych z genomické DNA pomoci GC-RICH PCR
systému (Roche) bylo vloZzeno do Bglll and HindIIl mist v pGL3 basic vektoru (Promega) za
vzniku nasledujicich konstrukti: pGL3(-3.3;-0)17-92, pGL3(-2.8;-0)17-92, pGL3(-2.0;-0)17-92,
pGL3(-1.2;-0)17-92, pGL3(-0.6;-0)17-92, pGL3(-3.3;-1.9)17-92, pGL3(-3.3;-2.7)17-92.

872nt dlouhy Xbal fragment Egr2 3'UTR, obsahujici dvé miR-17-92 vazebné sekvence byl
vnesen do pGL3 promo vektoru (Promega) za vzniku pGL3-Egr2-3'UTRwt vektoru. Tento
vektor byl mutovan pomoci inverzni PCR za pouZiti primerd, obsahujicich mutované miR-17-92
sekvence. Vektory pCB6-Egr2, pXM-PU.1 byly popsédny (51).

Sekvence primert a dal$i detaily jsou uvedeny v disertacni praci v sekci Materials and

methods.

Transfekce a reporterové eseje:

PUER a primarni pacientské buniky byly transfekovany pomoci nukleofekce AMAXA (LONZA)
za pouziti Mouse stem cell kitu. Byly pouZity 2ug pCDNA3(17-92) nebo 4ug pCB6-Egr2 a lug
pGFP vektoru. V siRNA experimentech byl do bunék transferovdn mix ¢tyf siRNA inhibujicich
Egr2, Jaridla and Jarid1b (Smart Pool siRNA, Dharmacon) v 800nM koncentraci.
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V reportérovych experimentech vyuZzivajicich exprese genu luciferdzy byly PUER bunky
transfekovany 1ug pGl3(17-92) promotorovych nebo pGL3-Egr2-3“UTR reporterovych vektort
spolu s 0.3 pug pRL-TK (Promega) kontrolniho vektoru, alternativné dohromady s 300 nM
mikroRNA inhibitord (Dharmacon). Lyzity bun¢k byly analyzovany pomoci Dual Luciferase
Assay (Promega) luminometrem Sirius (Berthold). SvétluSskova aktivita luciferazy pGL3
konstruktd byla normalizovdna na aktivitu kotransfekované luciferdzy z Renilla reniformis

(pRL).

RNA izolace a kvantitativni PCR:

Celkovd RNA byla izolovdna pomoci TRIzolu (Invitrogen) s pouZitim zesilené precipitace
v pritomnosti  20ng/ml lineadrniho polyakrylamidu pii teplot¢ -20°C pies noc. Exprese
maturovanych mikroRNAs byla stanovena pomoci TagMan qRT-PCR (Applied Biosystems),

2-dCt

data byla zpracovdna pomoci metody. Uroveti mikroRNA exprese byla normalizovdna na

expresi Sno202 (mysi) nebo RNU44 (lidské vzorky).

Expresni ¢ipy a analyzy dat:

Celogenomovd analyza mRNA exprese v PUER buiikdch stimulovanych 2.5 uM Tamoxifenem
po dobu 0, 2 4, 8, 12, 16, 20, 24, 48 a 96 hodin byla stanovena v 100 ng celkové RNA
mikroCipem: 3’-IVT Express kit and GeneChip MG-430A 2.0 (Affymetrix). Data byly
analyzovany za pouZziti Robust Multichip Average algorithm (RMA) v programu GeneSpring GX
software (Agilent) za pouziti Significance Analysis of Microarrays (SAM) pfi nastaveni FDR

na 1%.

MikroRNAs byly izolovdany pomoci mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion) a analyzovany na
¢ipu TagMan MikroRNA Array (Rodent A and B v2.0, Applied Biosystems) pomoci 7900HT
systému. Data byly analyzovdny SDS 2.1 softwaru (Applied Biosystems) pomoci RQ analyzy a
komparativni Ct metody. Tamoxifen stimulované vzorky byly porovndny k Tamoxifen

nestimulovanym, Sno202 byla pouZita pro normalizaci.

Chromatinovd Imunoprecipitace:

Pro chromatinovou Imunoprecipitaci (ChIP) bylo pouZito 2x10 bungk. Byly pouzity nésledujici
protilatky: PU.1 (sc-352, Santa Cruz Biotech), Egr-2 (Covance, PRB-236P), Jarid1a (ab26049),
Jarid1b (ab50958), H3K9Ac (Upstate, 07-353), H3K4me3 (ab8580) a H3 (ab1791) (Abcam).

Hodnota nebohaceni je zobrazena jako pomér Tamoxifen stimulovanych a Tamoxifen
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nestimulovanych bunék. Hodnoty H3K9Ac a H3K4me3 byly ekvalizovany na hodnotu histonu

H3. Metoda véetné pouzitych primert je podrobné popsdna v disertacni praci a (51).

Western blot analysis:

Buriky byly lyzovany RIPA pufrem za pfitomnosti protedzovych inhibitori. Lyzaty byly
ndsledné sonikovdny Branson Sonic Dismembrator (model 500) (25% amplituda, 3 cykly 1/5
sekund). 60ug celobunéného proteinového extraktu bylo separovdno na 7-10% SDS-
polyacrylamidovém gelu a nésledné pfeneseno na nitrocellul6zovou membranu (Whatmann,
England). Imobilizované proteiny byly blokovdny 5% odtu¢nénym mlékem v PBS fosfatovém
pufru (0,1% Tween 20). Membrany byly inkubovéany pies noc pfi teploté 4°C s nésledujicimi
protildtkami: anti-Krox20 Ab (Covance, PRB-236P) 1:500, anti-PU.1 (Santa Cruz, sc-352),
anti-HA (Santa Cruz) a anti-Aktin (Santa Cruz, sc-1616) 1:2 000 v1 % odtu¢néném mléku
v PBS (0,1% Tween 20) a po promyti nisledné se sekundarni protilatkou s konjugovanou
peroxiddzou. Komplexy byly vizualizovdny pomoci zesilené chemiluminescence (ECL Plus,

GE Healthcare).

Prutokovd cytometrie:
Pritovd cytometrie a tfidéni bunék byly provedeny pomoci pfistrojem FacsAria (BD

Biosciences). Pouzité protilatky (F4/80, CD14, CD11b) byly od firmy PharMingen.

Statistickd analyza:
Hodnoty jsou uvedeny jako primér, chybové tsecky indikuji standardni odchylku (s.d.) nebo
standardni chybu stfedni hodnoty (s.e.m.). Soubory hodnot byly porovniany pomoci Mann

Whitney testu a Kruskal-Wallis testu, popfipadé pomoci Spearmanovy korelace.
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4. Vysledky:

Bunéény systém, ktery byl vyuZit pro studium myeloidni diferenciace je tvofen
krevnimi progenitory izolovanymi z fetdlnich jater PU.l1 deficientni myS$i. Do téchto
progenitoru je vnesen flizni transgen nesouci kédujici sekvenci PU.1 a sekvenci ligand vazajici
domény estrogenniho receptoru (PUER) umozZiujici kontrolovanou expresi a aktivaci
transkripéniho faktoru PU.1 (37). Stimulace PUER bunék chemickou liatkou Tamoxifenem
(2.5 uM ) vede béhem 4 dnl k diferenciaci progenitori do pfisedlych makrofagh
charakteristickych velkou vakuolizovanou cytoplasmou a expresi specifickych genti vcetné
Cd14, Cd68, F4/80 a Csf1R na mRNA i proteinové drovni.

Abychom identifikovali mikroRNA ucastnici se makrofagové diferenciace byly PUER
progenitorové bunky stimulovany Tamoxifenem (2.5uM, 4dny) a diferencovany do makrofagi.
Nésledné byla analyzovédna exprese maturovanych mikroRNA pomoci TagMan mikroRNA
Cipu. Z 570 testovanych mikroRNA bylo 308 exprimovdno v PUER progenitorech.
Makrofagova diferenciace vedla ke zméné exprese 168 mikroRNA (>9¢ = FC 1.1),
91 mikroRNA mélo zvySenou expresi a 77 sniZzenou expresi. Mezi mikroRNA s nejvice
sniZzenou expresi byla skupina mikroRNA nalezici do miR-17-92 klastru a jeho paralogu miR-
106b-25, pficemz tyto mikroRNA ndlezely mezi nejvice exprimované mikroRNA
v nestimulovanych PUER progenitorech. Tyto vysledky byly potvrzeny pomoci qRT-PCR pro
maturované mikroRNA a zaroven pro pri-miRNA transkript za pouZiti zvySujici se koncentrace
Tamoxifenu. ZvySujici se koncentrace aktivniho PU.1 vedla v opa¢né timéfe k vyrazné inhibici
exprese maturovanych mikroRNA: miR-17-5p, miR-18a, miR-20a and miR-92a,
reprezentujicich miR-17-92 klastr. Exprese primdrniho transkriptu pri-miR-17-92 byla sniZena
obdobnym zpiisobem, coZ indikuje, Ze miR-17-92 klastr je regulovan v diferencujicich se
makrofazich na transkripéni trovni.

Ke zjisténi, zda uvedené sniZeni exprese miR-17-92 klastru je daleZité
pro makrofidgovou diferenciaci, jsme vyuZili experiment ve kterém jsme nadprodukovali
miR-17-92 klastr v diferencujicich se PUER buiikdch z vektoru nesouciho kédujici sekvenci
miR-17-92 klastru. Exogenné vneseny miR-17-92 zptisobil vyraznou inhibici makrofagové
diferenciace a vétSina bunck zistala ve stadiu blastli s velkym jadrem a malou cytoplasmou.
Tento experiment prokdzal, Ze vypnuti exprese miR-17-92 klastru je nezbytnym piedpokladem
pro to, aby mohla prob&hnout diferenciace progenitorovych bunék do makrofagi.

Jelikoz exprese miR-17-92 klastru je snizena béhem indukce PU.1, bylo logické

otestovat, zda je miR-17-92 klastr transkripéné piimo regulovan faktorem PU.1. Protoze se
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nepodaiilo prokdzat piimou vazbu PU.1 do miR-17-92 promotoru pomoci chromatinové
imunoprecipitace a zarovei jsme neprokazali pfimou regulaci pomoci funkénich esejd, zamérili
jsme se na moznost nepiimé regulace miR-17-92 klastru. Pomoci celogenomové analyzy jsme
zjistili, Ze mezi transkripnimi faktory s nejvétsi stimulaci exprese béhem diferenciace PUER
bunék je transkripéni faktor Egr2. JelikoZ tento faktor je zndm jako promotér makrofigového
transkripniho programu a represor alternativnich transkripcnich faktort a jelikoZ jsme
identifikovali nékolik vazebnych mist Egr2 v promotoru miR-17-92, rozhodli jsme se otestovat
hypotézu, ze Egr2 je tim faktorem, ktery zprostiedkuje PU.1 zdvislou represi miR-17-92
klastru. Nestimulované PUER bunky, jeZ neexprimuji ani Egr2 ani aktivni PU.1 byly
transfekovany expresnim vektorem nesoucim Egr2 sekvenci. Transfekce Egr2 vektoru do
PUER bunék vedla k vyrazné zvySené expresi Egr2 a vyrazné sniZzené expresi jak
maturovanych miR-17-5p, miR-18a, miR-20a and miR-92a, tak primédrniho transkriptu pri-
miR-17-92, coZ indikuje Ze Egr2 je faktorem, ktery zprostfedkuje PU.1-dependentni represi
klastru miR-17-92.

JelikoZ transkripéni faktor Egr2 efektivné reprimoval miR-17-92 klastr bez pfitomnosti
PU.1, dalsi otdzka byla, zda se Egr2 fyzicky vdZe do regulacnich oblasti miR-17-92 klastru.
Pouzili jsme jednak ptvodni PUER bunénou linii a zaroven PUER linii stabilné
transfekovanou inhibi¢nim shRNA (small hairpin RNA) konstruktem, tlumicim expresi Egr2
(shEgr2 buiiky). Chromatinovd imunoprecipitace za pouziti Egr2 protildtky prokézala, Ze se
Egr2 specificky vdZe do promotorové oblasti miR-17-92 klastru v pozici -3.3 to -1.6 kb
(vzhledem k prvnimu nukleotidu miR-17-5p sekvence) v diferencované parentdlni PUER linii,
ale nikoliv v shEgr2 linii sinhibovanym Egr2 (shEgr2 buriky). Tato oblast se prekryva
s dlouhym CpG ostrivkem v promotorové oblasti miR-17-92 klastru. Déle jsme otestovali, zda
vazba Egr2 ovliviluje chromatinové modifikace a tim i strukturu chromatinu. Pfekvapivé
droveti histonu 3 lysinu 4 (H3K9) acetylace nebyla béhem makrofdgové diferenciace zménéna
a ani kultivace PUER bunék s inhibitorem histon deacetyldz Trichostatinem (TSA, 30nm)
neméla vlivna expresi miR-17-92. Histon 3 lysin 4 (H3K4) trimetylace, dal§i zndmka
transkripéné aktivniho chromatinu byla vSak vyrazné sniZzena v pozici -2.7 kb béhem
makrofdgové diferenciace, to znamend ve stejném misté, kde byla identifikovdna maximaln{
vazba Egr2. Tento experiment prokazal, ze Egr2 reguluje miR-17-92 klastr pfimou vazbou do
jeho promotorové oblasti mechanismem H3K4 demetylace.

Demetylace histonu H3K4 je aktivni proces transkripéni represe. Egr2 protein ale nema
Zadnou demetylacni schopnost a z toho divodu jsme predpokladali, Ze Egr2 pfinasi urcitou

H3K4 demetyldzu aby reprimoval miR-17-92 lokus. Celogenomova analyza diferencujicich
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PUER bunék prokazala, Ze dvé demetylazy z rodiny Jarid1, Jaridla (Rbp2, KdmS5a) a Jarid1b
(Plul, Kdm5b) jsou expresné zvySeny béhem makrofagové diferenciace. Navic CpG ostrivek
miR-17-92 klastru obsahuje soucasné¢ vazebné sekvence obou demetyldz. Chromatinova
imunoprecipitace v PUER diferenciovanych versus nediferenciovanych buiikdch prokdzala
specifickou vazbu Jarid1b demetyldzy do oblasti -3.1 az -2.2 kb s maximum -2.7 kb, to
znamend do oblasti kde byla prokdzdna vazba Egr2 a snizena H3K4 metylace.

V dalsi ¢asti vyzkumu jsme se soustfedili na identifikaci minimélni oblasti miR-17-92
promotoru zodpovédného za represi miR-17-92 klastru. Za timto ucelem bylo vytvofeno sedm
pGL3 luciferdzovych konstrukti nesoucich rizné ¢asti miR-17-92 regulacnich oblasti. pGL3
vektor nese gen pro enzym luciferdzu, ktery pokud je aktivovdn vnesenou studovanou DNA
sekvenci produkuje za pfitomnosti substritu méfitelné svétlo a umoZiiuje tak studovat
aktivacni/represivni vlastnosti vneseného DNA fragmentu.Transfekéni experimenty prokézaly,
Ze oblast zodpovédnd za represi se nachazi v oblasti -2.7 az -2.0 kb a Ze pro represi dané oblasti
je nezbytnd soucasna pfitomnost transkripéniho faktoru Egr2 a Jaridlb demetyldzy. To bylo
v souladu s predeslymi experimenty, jeZ identifikovaly vazbu uvedenych faktori do stejné
DNA oblasti.

JelikoZ mikroRNA mohou inhibovat hladinu transkripénich faktori a vytvaret tak
zpétnovazebné regulace, zajimali jsme se o to, zda miR-17-92 klastr inhibuje PU.1 nebo Egr2,
které miR-17-92 v pribéhu makrofigové diferenciace reprimuji. Piekvapivé mikroRNA

databaze (www.targetscan.org) predpovédély vazbu celkem 8 mikroRNA z 16 mikroRNA

kédovanych miR-17-92 klastrem a jeho paralogy do dvou mist v 3 ‘nepieklddané oblasti Egr2
mRNA. Abychom funkéné ovéfili, zda mikroRNA miR-17-92 klastru inhibuji Egr2 expresi
vytvofili jsme dva pGL3 reporterové luciferdzové konstrukty nesouci 800 nukleotidi dlouhou
3'nepreklddanou oblast Egr2, nesouci miR-17-92 vazebna mista a kontrolni mutovanou
variantu. Transfekce uvedenych konstrukti do nediferencovanych PUER progenitort,
exprimujicich endogenni miR-17-92 klastr vedla ke sniZeni aktivity nemutovaného konstruktu
0 60%. Tento experiment funkéné prokazal schopnost miR-17-92 klastru posttranskripcné
inhibovat Egr2 protein. Na zdklad¢ uvedenych vysledka je pravdépodobné, Ze mezi mikroRNA
z miR-17-92 klastru a transkripénim faktorem Egr2 existuje béhem makrofdgové diferenciace
homeostatickd rovnovaha, kdy transkripcni faktor Egr2 reprimuje miR-17-92 v diferencujicich
se bunkéch, zatimco v proliferujicich nezralych progenitorech je transkripcni faktor Egr2
inhibovdn miR-17-92 klastrem.

V pfedeslém textu byl popsin mechanismus vzdjemné regulace (kompozitni

zpétnovazebny mechanismus regulace) zahrnujici PU.1, Egr2 a miR-17-92 klastr, ucastnici se
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fyziologického procesu makrofagové diferenciace. Dalsi otdzkou bylo, zda tento mechanismus
muzZe byt deregulovan v nemoci nebo nadoru. Jak bylo uvedeno vyse, ektopicka exprese miR-
17-92 klastru blokuje makrofdgovou diferenciaci. Mezi malignity charakteristické blokem
myeloidni diferenciace patii AML. Bylo studovdano 29 pacienti s AML. Podle naseho
predpokladu az 14 pacientd mélo vyrazné snizenu expresi faktord PU.1 a EGR2 a soucasné tito
pacienti vykazovali zdroven zvySenou hladinu miR-17-92 klastru. Tento vysledek naznacuje,
7e mechanismus represe miR-17-92 klastru zprostfedkovany faktory PU.1 a EGR2 je narusen a
homeostatickd rovnovdha vzajemné regulace téchto faktor je posunuta ve prospéch exprese
miR-17-92 klastru. Abychom prokazali, ze EGR2 je schopen reprimovat miR-17-92 1
v blastech leukemickych pacientli, nadprodukovali jsme v leukemickych blastech hladinu
EGR2. Vneseni expresniho vektoru nesouciho EGR2 do leukemickych bunék vedlo ke sniZeni
hladiny miR-17-92 a zvySeni exprese cili miR-17-92 klastru: proapoptotického faktoru BIM a
regulatoru bunécného cyklu p21, které vykazovaly v netransferovanych buikich pacienti
sniZzenou expresi. Tato data dokazuji, Ze mechanismus represe miR-17-92 klastru je v AML
naruSen a ddle Ze Egr2 ma potencidl reprimovat miR-17-92 klastr i v primérnich leukemickych
burikach.

Tato disertacni prace popisuje téZ regulaci dalsi onkogenni mikroRNA, miR-155, u nizZ
byla diive popsdna role béhem zanétlivé odpovédi makrofagt a vyvoje B a T lymfocyti (38,
39). Abychom otestovali, zda exprese miR-155 je ovlivnéna v priibéhu makrofagové
diferenciace, stimulovali jsme PUER burky zvySujici se koncentraci Tamoxifenu (96 hod).
ZvySujici se koncentrace aktivniho PU.1 vedla ke gradudlni indukci exprese miR-155, s
maximem 2.5 krat v nejvySs$i koncentraci Tamoxifenu. Déle jsme se zaméfili na Casovou
dynamiku indukce miR-155. PUER burky byly stimulovdny nejvyssi koncentraci Tamoxifenu
ve Ctyfech Casovych intervalech (0, 24, 48 a 96 hodin). Piekvapivé, nejvyssi stimulace exprese
miR-155 byla dosazena v nejkrat$im, 24 hodinovém intervalu, a nasledné exprese miR-155
vyrazné klesala v navazujicich ¢asovych bodech. Tento vysledek naznacuje Ze exprese miR-
155 je dilezitd pro pocatecni stddia makrofdgové diferenciace.

K otestovani, zda indukce exprese miR-155 je regulovdna na tdrovni chromatinu
zménou histonové acetylace, byl vyuZit inhibitor histon deacetyldz Trichostatin. Kultivace
diferencujicich se PUER bunék v pfitomnosti Trichostatinu (30nM) vedla k vyraznému zvySen{
exprese miR-155 v porovndni s kontrolnimi buiikami. Tento experiment naznacuje Ze miR-155
je regulovan v pribéhu makrofagové diferenciace na drovni chromatinu histon deacetyldzami a
tudiz exprese miR-155 je v nediferencovanych builkkich udrZzovdna na nizké urovni

mechanismem histonové deacetylace. Expresni analyza miR-155 v diferencovanych PUER
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buinikdch popsana vySe prokdzala, Ze miR-155 se ucastni makrofagové diferenciace. Jak bylo
uvedeno vySe AML je malignita charakterizovdna defektem makrofagové diferenciace. Z toho
divodu jsme otestovali expresi miR-155v perifernich mononukledrnich buiitkich AML
pacientl. 8 z 18 pacienti mélo zvySenou hladinu miR-155. Zajimava je skutecnost, Ze stejni
pacienti s AML méli soucasné sniZzenou expresi transkripéniho faktoru PU.1 a mezi hladinou

miR-155 a PU.1 byla zjiSténa negativni korelace.

5. Diskuse:

Tato disertacni prace prokazuje dlohu dvou onkogennich mikroRNA miR-17-92 a miR-

155 v pribéhu makrofagové diferenciace myeloidnich progenitort.
Tato prace dokazuje, Ze pro myeloidni diferenciaci je nezbytné sniZeni exprese omkogenniho
miR-17-92 klastru. Bylo prokdzino ze miR -17-92 klastr je vysoce exprimovdan v délicich se
buiikach, progenitorech a také v kmenovych buikéch (29, 31, 40). V souladu s vysledky této
disertacni price nékolik dalSich praci ukazuje sniZeni exprese miR-17-92 klastru v jinych
bunéénych modelech béhem diferenciace, vcetné diferenciace promyelocytdrni bunééné linie
HL60, lymfocyti a monocytarnich makrofagl pupecnikové krve (29, 31, 40, 41). Z uvedenych
praci a naSich vysledkli vyplyvd, Ze sniZeni exprese miR-17-92 klastru je pravdépodobné
nezbytny predpoklad krvetvorné a potencialné i dalSich diferenciaci.

Bylo prokazano, ze trimetylace histonu H3K4 je znakem aktivné prepisovaného
chromatinu a umoziuje nasednuti RNA polymerdazy Il a iniciaci transkripce (42, 43).
Demetylace H3K4 naopak vede k represi a umlceni transkripce (44). V souladu s témito
vysledky demetylace promotorové oblasti miR-17-92 klastru popsand v této préci predstavuje
epigeneticky mechanismus represe miR-17-92 klastru.

Celogenomové analyzy H3K4 metylace ukazaly, ze H3K4 metylace je nebohacena
v tésné blizkosti transkripnich startli prepisovanych gentl (43, 45). V této Phd. préci
ukazujeme, Ze H3K4 trimetyl je nabohaceny v pozici -2.7 kb. Z dlivodu vysokého obsahu
cytosinovych a guanidinovych bdzi neni mozné technikami zaloZenymi na PCR identifikovat
transkripcni start miR-17-92 klastru. Ndmi identifikovand zména metylace v oblasti -2.7kb
nepiimo dokazuje, Ze transkrip¢ni start miR-17-92 klastru je lokalizovan do uvedené oblasti -
2.7kb. To podporuje i skute¢nost Ze v této vysoce konzervované oblasti se naléza TATA box,
zpravidla pfedchézejici transkripcni start.

vvvvv

regulaénich molekul — transkripénich faktori a mikroRNA, kontrolujicich genovou expresi
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béhem myeloidni diferenciace.V této praci pfindsime diikazy, Ze miR-17-92 klastr a EGR2 se
vzdjemné inhibuji. To znamend, Ze vytvareji dvojité negativni zpétnou vazbu, jejiz regulace
doprovazi makrofidgovou diferenciaci. Je zndmo, Ze dvojité negativni zpétnd vazba je typ
regulace charakteristicky pro takzvané bistabilni stavy (46), jejichZ piikladem je i diferenciace
myeloidnich progenitorti do makrofagi. Uvedeny typ vztahu dvou regulacnich faktort zajist uje
exkluzivni expresi jednoho ze dvou ziucastnénych faktord. V piipadé myeloidnich progenitord,
dvojité negativni zpétnovazebny typ regulace zajistuje, Ze se buiiky exkluzivné vyskytuji bud
v diferencovaném stavu makrofiagl nebo v nediferencovaném stavu progenitori (47). Uvedeny
typ regulace ale zarovenn umoziuje dediferenciaci a teoreticky tak umoZfiuje plasticitu
hematopoetického systému.

Vysledky této disertacni prace ddle ukazuji, Ze miR-17-92 klastr ma zvySenou expresi
ve vyznamné frakci testovanych vzorkit AML. Tento jevje logicky podporovan dal$imi
vysledky této prace, ukazujicimi, zZe zatimco béhem diferenciace je sniZena exprese miR-17-92
klastru, ektopicka exprese miR-17-92 klastru blokuje diferenciaci myeloidnich progenitort.
Tato skutecnost naznacuje, Ze blok diferenciace, charakteristicky pro AML miiZze byt zpisoben
vysokou expresi miR-17-92 klastru v krevnich blastech. Jelikoz stejni pacienti, ktefi maji
vysokou expresi miR-17-92 klastru, maji zdroven sniZenu expresi jeho represort, faktort PU.1
a EGR2, je pravdépodobné, Ze vysokd hladina miR-17-92 v AML je zptisobena nedostate¢nym
represivnim mechanismem zprostiedkovanym EGR2. Déle je mozné pfedpokladat, Ze nizkd
hladina EGR2 miZe byt zptisobena jednak nedostatecnou stimulaci faktorem PU.1 a jednak
zvySenou inhibici nadprodukovanym miR-17-92 klastrem. Na obrazku 2. je zobrazen model
regulace miR-17-92 klastru v pribéhu diferenciace, proliferace a leukémie.

Nékolik praci prokazalo, Ze miR-155, ucastnici se vyvoje a funkce zralych lymfoidnich
bunék (38, 39), hraje roli také v makrofdzich, konkrétné v zanétlivé odpovédi zprostiedkované
makrofagy (35). V PU.1 dependentnim bunécném systému, jez byl vyuzit v této préci, je
miR-155 aktivovédno faktorem PU.1 v ¢asnych fazich makrofagové diferenciace. Tato data byla
potvrzena soucasnou publikaci, detekujici vazbu PU.1 v oblasti -15kb pred transkripénim
startem miR-155 (BIC) genu (48). Dalsi publikace prokazuje, Ze PU.1 je inhibovdno miR-155
(36). To spolu s expresnimi daty uvedenymi v této praci naznacuje, Ze PU.1 a miR-155 vytvai{
negativni zpétnou vazbu. To podporuje také skutecnost, Ze hladiny PU.1 a miR-155 negativné
koreluji v studovanych AML blastech. JelikoZ urcité koncentrace PU.1 jsou nezbytné pro
diferenciaci riznych krevnich populaci (49, 50) a jelikoZ sniZzend hladina PU.1 miZe iniciovat

AML (4), je pravdépodobné, ze vzdjemna regulace miR-155 a PU.1  pfedstavuje
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homeostaticky mechanismus kontroly pfesné exprese PU.1 béhem makrofigové diferenciace,

ktery pokud je naruSen miiZze mit za nasledek AML.

6. Zaveér:

vvvvv

a mikroRNA v procesu regulace genové exprese béhem PU.1 indukované myeloidni
diferenciace. PredloZzend priace ukazuje, Ze makrofigovéd diferenciace je fizena regulacnim
mechanismem sklddajicim se z transkripcnich faktori PU.1, EGR2 a histon demetylazy
Jarid1b, jez reprimuje pro-prolifera¢ni a onkogenni miR-17-92 klastr. V pribéhu diferenciace
myeloidnich progenitori do makrofagové linie, transkripéni faktor PU.1 aktivuje sekundarni
demetylazu Jaridlb, jez demetyluje miR-17-92 regulacni oblast a tato zména chromatinu
zptsobi represi a miR-17-92 klastru. DiuleZitost sniZeni exprese miR-17-92 klastru potvrzuje
skuteCnost, 7Ze uméld nadprodukce miR-17-92 v myeloidnich progenitorech blokuje
makrofagovou diferenciaci.

MiR-17-92 klastr na druhou stranu posttranskripcné inhibuje EGR2, coZz potvrzuje
existenci dvojité negativni zpétné regulacni vazby ucastnici se makrofdgového vyvoje, kde
Egr2 reprimuje miR-17-92 klastr v diferencujicich se burikdch a naopak miR-17-92 Kklastr
negativné reguluje faktor Egr2 v proliferujicih progenitorech.

Tato prace souCasné ukazuje, Ze exprese dalSi onkogenni mikroRNA, miR-155 je
indukovdna transkripnim faktorem PU.1 v casnych fazich makrofigové diferenciace
mechanizmem zahrnujicim histonovou acetylaci.

Uvedené vysledky podporuji soucasné koncepty genové regulace, které postuluji, Ze
regulace genové exprese na molekuldrni drovni neni zdvisla pouze na transkripénich faktorech,
téZ na posttranskripcni trovni pomoci nové tfidy regula¢nich RNA - mikroRNA. Obé€ uvedené
skupiny reguldtorii - transkripéni faktory i mikroRNA se reguluji navzdjem a mohou vytvéret
slozité genové regulacni sité, ticastnici se regulace cilovych gent.

Tato disertacni prace ddle pfindsi nové poznatky s moznou aplikaci do mediciny tim, Ze
dokumentuje potencidlni roli mikroRNA miR-17-92 a miR-155 a jejich deregulaci
v patogenezi AML a definuje PU.1/EGR2/miR-17-92 regula¢ni drédhu jako potencidlni cil
terapie AML.
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Obrazek 1. Shéma miR-17-92 Kklastru a jeho paralogi. Barevné boxy pfedstavuji pre-miR,

erné boxy maturované mikroRNA. Sipky ozna&uji piislunost mikroRNA do &tyf rodin

na zaklade€ identické sekvence vazebného mista.
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Obrazek 2. Model regulace miR-17-92 klastru (A) Béhem makrofagové diferenciace PU.1
stimuluje expresi transkripéniho faktoru Egr2, ktery pfindsi histon demetyldzu Jarid1b.

Ta zptisobi demetylaci H3K4 v miR-17-92 promotoru, a tato zména chromatinové struktury
vede k inhibici miR-17-92 a ndslednému uvolnéni bloku faktorti nezbytnych pro diferenciaci.
(B) V proliferujicich progenitorech nebo v AML nizké hladiny PU.1 nejsou schopné stimulovat
Egr2. Nizké hladiny Egr2 nejsou schopné inhibovat expresi miR-17-92. Zvysené hladiny
miR-17-92 stimuluj{ proliferaci a preZiti bunck tim, Ze umlcuji faktory nezbytné pro

YY_ 7z

diferenciaci, zdstavu bunécného cyklu a apoptdzu.
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