ABSTRAKT

Pii sestfihu pre-mRNA jsou z pre-mRNA odstranény introny a dochazi ke spojeni
exontl. Soucasné studie dokazuji, ze az 95 % geni, které maji vice nez dva exony, se mohou
ucastnit alternativniho sestiithu pre-mRNA, tedy procesu, pifi kterém mize ¢i nemusi dojit
k zahrnuti exonu do vysledné mRNA. VétSina sestfihu pre-mRNA se uskuteciiuje
kotranskripcné, tedy v dobé, kdy je RNA polymerdsa II stidle spojena s pre-mRNA.
Alternativni sestfih je velmi komplikovany a komplexni proces, ktery probiha v blizkosti
DNA a histontl, jez mohou tento proces ovliviiovat.

Ptedchozi studie validovaly gen fibronektinu (/' N7) a jeho alternativni exony EDA a
EDB (extra doména A a B) jako vhodné modely pro studium alternativniho sestfihu. Studie
pouzivajici minireportérovy systém FN/ skladajici se z exonu EDA, dvou sousednich intronti
a exonu dokazaly, ze pfi vneseni transkripéniho enhanceru SV40 pted promotor tohoto
systému, dochézi ke snizeni zahrnuti exonu EDA ve vysledné mRNA. Neni vSak zname, zda
obdobny mechanizmus funguje 1 mimo reportérovy systém v genomu a zda vzdalené
transkrip¢ni regula¢ni elementy mohou mit vliv na alternativni sesttih.

Proto byl pomoci programi The Ensemble Regulatory Build a FANTOM 5
identifikovan potencialni transkripéni enhancer, ktery se nachazi 23,5 kbp pred mistem
zacatku transkripce (TSS) pro gen FNI. Jeho nejdelsi predikovana varianta méla 2 401 bp.
Pouzitim CRISPR/Cas9 technologie se podafilo pfipravit tfi linie odvozené od HeLa bunék,
ze kterych byl tento transkripéni element odstranén.

Pouzitim kvantitativni a semikvantitativni PCR bylo zjiSténo, Ze ve
vSech pfipravenych HelLa KO liniich vzristd transkripce genu FNI a vyrazné klesd mira
zahrnuti alternativniho exonu EDB do vysledné mRNA. Deletovana oblast byla tedy
transkripénim represorem nikoli enhancerem, ktery zaroven moduluje alternativni sestfih.
Vysledky tak ukazuji, ze alternativni sestith mize byt ovliviiovan i znaéné vzdalenymi

regulacnimi useky DNA, které mohou napoméhat vzniku urcité sestithové varianty mRNA.
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