Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:
Vedouci prace:

Konzultant:

Termin odevzdani prace:

UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatori

Vliv rostlinnych hormonu na alternativni

sestrih

BAKALARSKA PRACE

Alena Dudkova

B1501 Biologie
Experimentalni biologie
Prezencni

Mgr. Barbara Nardelliova
Mgr. Jiti Voller, PhD.
2015



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora
Nazev prace

Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Kli¢ova slova

Pocet stran
Pocet piiloh
Jazyk

Alena Dudkova

Vliv rostlinnych hormonti na alternativni sestiih

Bakalaiska

Laboratof rastovych regulatort

Mgr. Barbara Nardelliova

2015

Poruchy sestfihu pre-mRNA jsou pfic¢inou fady dédicnych
onemocnéni. Jednim z nich je familiarni dysautonomie (FD),
senzorickd neuropatie zptisobend mutacemi genu IKBKAP.
V disledku mutace IVS20+6T>C dochazi k tvorb¢ transkripti
bez exonu 20, které nejsou prekladany ve funkéni protein.
Kinetin, fytohormon ze skupiny cytokinind, je schopen obnovit
schopnost  sestfthového aparatu  rozpoznat exon 20
Vv pfitomnosti mutace. Testovala jsem, zda tuto aktivitu nemaji
dalsi prirodni cytokininy a syntetické derivaty kinetinu. Pomoci
PCR po reverzni transkripci jsem sledovala vliv latek
na koncentraci normalni a patologické formy mRNA
ve fibroblastech ziskanych z pacienti s FD. Mezi testovanymi
sloueninami jsem identifikovala nékolik aktivnich. Zjistila
jsem také, Ze nizkomolekularni inhibitory nékterych
proteinkinas regulujicich sestfih pre-mRNA na aberantni
sestith IKBKAP nemaji vliv. Soucasti prace je i reSerSe
literatury o nizkomolekularnich moduldtorech aberantniho
sestiihu.

sestitih  pre-mRNA,  alternativni  sestfih,  familidrni
dysautonomie, IKBKAP, cytokininy, kKinetin

108

0

Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and
surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation
Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices
Language

Alena Dudkova

Effects of phytohormones on alternative splicing
Bachelor

Laboratory of Growth Regulators

Mgr. Barbara Nardelliova

2015

Hereditary disorders are often caused by aberrant
splicing of pre-mRNA. Familial dysautonomia (FD),
a senzoric neuropathy, is caused by mutations
affecting splicing of IKBKAP gene.
The 1VS20+6T>C mutation leads to production
of transcripts without the exon 20 which are not
translated into  functional protein.  Kinetin,
a phytohormone from cytokinin family, is able to
restore the ability of the spliceosome to recognize
the exon 20 in the presence of the mutation. In this
thesis, | tested other natural cytokinins and synthetic
Kinetin derivatives to find out whether they also
possess this activity. Reverse transcription followed
by PCR was used to evaluate the effects of
the compounds on concentrations of wild-type and
pathological mRNA isoforms in fibroblasts derived
from FD pacients. Several active compounds were
identified using  this  approach.  However,
small-molecule inhibitors of certain protein kinases
regulating pre-mRNA splicing didn’t have any effect
on the IKBKAP aberrant splicing.

splicing of pre-mRNA, alternative splicing, familial
dysautonomia, IKBKAP, cytokinins, kinetin

108

0

Czech



»Prohlasuji, ze jsem pifedlozenou bakalaiskou praci vypracovala samostatné za pouziti

citované literatury.*

V Olomouci dne



Na tomto mist¢ bych chtéla pod¢kovat Mgr. Barbaie Nardelliové za jeji Cas a trpélivost pii
vedeni mé bakalaitské prace. Dale bych rdda pod€kovala Mgr. Dominice Hajkové za
praktickou vypomoc a Mgr. Jitimu Vollerovi, Ph.D. za jeho odborné rady, které mi poskytl
pii feSeni zadané problematiky. Také bych rada pod€kovala zaméstnancim Laboratote

rastovych regulatord, ktefi mi vzdy byli napomocni.



OBSAH

2.1

211
212

2.2

2.3

24

24.1
24.2

2.5

251
252
2521
25.2.1.1
25212
25213
2522
25221
25222
25223
25224

3.1

311
3.1.2
3.13
314
3.15
3.1.6
3.1.7
3.18

SEZNAM ZKRATEK

UVOD A CIiLE PRACE

SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
Sestfih prekurzorové mRNA

Malé jaderné RNA

Pribéh sestiihu prekurzorové mRNA

Alternativni sestfih prekurzorové mRNA

Mutace ovliviujici sestfih prekurzorové mRNA
Regulace sestfihu prekurzorové mRNA

SR proteiny

Heterogenni ribonukleoproteiny

Farmakologické ovlivnéni sestiihu prekurzorové mRNA

Antisense oligonukleotidy

Nizkomolekularni modulatory

Obecné inhibitory sestfihu prekurzorové mRNA
Inhibitory zrani a funkce spliceosomu

Inhibitory SF2/ASF-zavislého sestiihu

Inhibitory histonovych deacetylas a histonovych acetyltransferas

Modulatory alternativniho sestfihu
Insulinovy receptor

Neurogeny

Onkogeny a geny tumorovych supresorti
Transkripty HIV-1

MATERIALY A METODY

Seznam pouzitych piistrojl, zatizeni a chemikalii
Kultivaéni plasty

Pristroje a zafizeni

Chemikalie

Roztoky

Testované latky

Protilatky

Primery

Bunééné linie

10
11
11
12
13
16
18
19
20
21
21
21
22
23
23
28
29
31
31
32
50
58
60
60
60
60
61
62
63
63
63
63



3.2

321
3.2.2
3.2.3
3.2.4
3.25
3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9

4.1

411
41.2
4.2
4.3
4.4

Pouzité metody 64
Kultivace buné¢k a ptiprava bunck na experimenty 64
Sklizeni buné€k pro analyzu RNA a izolace RNA 65
Reverzni transkripce 66
Polymerazova fetézova reakce 67
Elektroforeticka separace produkti PCR a jejich detekce a vizualizace 68
Sklizeni bunék pro analyzu proteinii 68
Piiprava proteinovych lyzata 69
Elektroforeticka separace proteinti, Western blotting a imunodetekce 69
Generovani chemickych vzorct 71
VYSLEDKY 72
Optimalizace podminek pro sledovani vlivu cytokininti na sestiih IKBKAP pre-
mRNA pomoci PCR po reverzni transkripci 72
Vliv poctu cykli a volba primera 72
Volba bunéénych linii a vliv doby kultivace s testovanymi latkami 74
Testovani vlivu cytokininid na sestfih IKBKAP pre-mRNA 75
Srovnani vlivu kinetinu a 1796 na sestiih IKBKAP pre-mRNA 83
Vliv kinetinu na hladinu proteinu IKAP 85
DISKUSE A ZAVER 88

POUZITA LITERATURA 90



SEZNAM ZKRATEK

APP
AS
ASO
BAP

C

Clk
DMD
DMSO
EGCG
EIPA
FD
HACT
HDAC
hnRNP
GABAA
GM-CSF
GSK-3
IDC
IKAP
iP

K

KR
LSm
MD1
mT
MUT
NMDA
nt

oT
PCR
PF
PHB
PK
PKC
PP1
PP2A
pre-mRNA
pT
ROS
SAHA

amyloidni prekurzorovy protein
alternativni sestfih

antisense oligonukleotidy
benzylaminopurin

kontrola

Cdc2-podobné kinasy (Cdc2-like)
Duchennova svalova dystrofie
dimethylsulfoxid

epigallokatechin galat
5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amilorid
familidrni dysautonomie
histonové¢ acetyltransferasy
histonové deacetylasy

heterogenni ribonukleoproteiny
receptor y-aminomaselné kyseliny typu A
granulocyty a makrofagy stimulujici faktor
glykogen synthasa-kinasa 3
indolové derivaty

proteinovy produkt genu IKBKAP
isopentenylaminopurin

Kinetin

Kinetin ribosid

Sm-podobné (Sm-like)
myotonické dystrofie typu 1
m-topolin

mutovana patologickéa forma
N-methyl-D-aspartatovy receptor
nukleotid

o-topolin

polymerazova fetézova reakce
PF-670462

prohibitin

N°-tetrahydropyranyl kinetin
proteinkinasa C

proteinova fosfatasa 1

proteinova fosfatasa 2A
prekurzorovd mRNA

p-topolin

reaktivni formy kysliku
suberoylanilid hydroxamova kyselina



SMA
SNRNA
SnoRNA
SR2c
TG

topo |
topo Il
TPA

tZ

WT

spinalni svalova atrofie

mala jaderna RNA

jadérkova RNA

serotoninovy receptor 2¢

TGO003

topoisomerasa |

topoisomerasa 11
12-O-tetradekanoylforbol 13-acetat
trans-zeatin

standardni forma (wild-type)



1  UVOD A CILE PRACE

Prekurzorova mRNA prochazi sestiihem, ktery je katalyzovan spliceosomem. Z primarniho
transkriptu se pfi ném odstrani nekddujici sekvence, introny, zatimco kodujici sekvence,
exony, spojenim vytvoii findlni transkript. Pomoci alternativniho sestfihu je mozné vytvofit
rizné transkripty liSici se pfitomnosti nékterych exontli. Z jednoho genu tak miZe vzniknout
vice proteintl.

Sesttih pre-mRNA je slozity proces regulovany na mnoha trovnich, aby nedochazelo
Kk tvorbé transkripti, které nedavaji vzniknout proteinovym produktiim, pfipadné transkriptt
kodujicich proteiny narusujicich homeostazu. Asi 15 % dédicnych onemocnéni je zptisobeno
pravé aberantnim sestfthem pre-mRNA. Mezi tato onemocnéni se fadi napt. spinalni svalova
atrofie, neurofibromatéza typu 1 nebo familiarni dysautonomie. Soucasna terapie je
predev§im symptomatickd. Snahou je nalézt latky, které maji schopnost korigovat sestiih
tak, aby vznikal funk¢ni produkt. Jednim z mala znamych modulatorii sestfihu je kinetin,
rostlinny hormon ze skupiny cytokininli. Kinetin méa vliv na sestfih mutantni pre-mRNA
pro IKBKAP a je proto potencidlnim 1é¢ivem na familidrni dysautonomii.

Cilem bakalaiské prace bylo zpracovani reSerSe na téma sestfih pre-mRNA a moZnosti
jeho farmakologického ovlivnéni. Experimentdlni ¢dst je zaméfena na testovani vlivu
ptirozenych 1 syntetickych cytokininli, zejména derivatii kinetinu, na sestiih IKBKAP

pre-mRNA.
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2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Sestfih prekurzorové mRNA

Vétsina genil kodujicich proteiny vyssich eukaryotickych organismil je ze sekvence DNA
prepisovana do prekurzorové mRNA (pre-mRNA), ve které jsou exony kodujici sekvenci
proteinu pierusovany nekddujicimi introny. Sestiih je proces, pii kterém se v pre-mRNA
odstrani introny a exony se spoji ligaci (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Cely proces
je  katalyzovan  slozitym  ribonukleproteinovym  komplexem  spliceosomem
(Lerner et al., 1980).

K sestfihu dochazi v mistech pre-mRNA, kterd maji typické znaky. Na rozhrani
3’-konce exonu a 5’-konce intronu se nachazi 5’-sestfihové misto, jehoz obecna
konsenzualni sekvence je u obratlovet AG/GURAGU, tzn. na 3’-konci exonu je AG a intron
zacind bazemi GU, ale pouze prvni baze je v sekvenci intronu vzdy striktn¢ zachovana.
Sekvence 3’-sestfihového mista, které je na 3’-konci intronu, kon¢i bazemi AG.

Sestfihova mista jsou sestfihovym apardtem rozpoznavana s riiznou frekvenci, podle
toho do jaké miry se jejich sekvence lisi od sekvence konsenzuédlni. Pokud je sekvence
shodna nebo témet shodna s konsenzudlni sekvenci, sestfih zde ¢asto probiha konstitutivné.
Pokud se sekvence lisi, probiha zde alternativni sestéih (AS).

Ditlezitou c¢asti intronu je misto vétveni, které obvykle byva ve vzdalenosti
20-50 nukleotidt (nt) od 3’-sestfihového mista smérem k 5°-konci intronu. Nachazi se zde
adenosin nezbytny pro prvni transesterifikac¢ni reakci. Narozdil od nékterych jinych eukaryot
je sekvence mista vétveni u ¢lovéka vysoce degenerovana (YNYUNAY). Ve vyssich
eukaryotickych organismech je misto vétveni nasledovano polypyrimidinovym usekem.

Neékteré pre-mRNA obsahuji exonové nebo intronové zesilovace/zeslabovace,
sekvence, které ovliviiuji konstitutivni i alternativni sestfih tim, Ze umoziuji navazani
regulacnich proteinti, které bud’ stimuluji tvorbu spliceosomu nebo znemoziiuji jeho

sestaveni.
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Obr. 1: Umisténi sekvenci diileZitych pro sestiih pre-mRNA.

2.1.1 Malé jaderné RNA

Malé jaderné RNA (snRNA) jsou nekodujici transkripty, z nichz nckteré se podili
na rozpoznavani sekvenci definujicich mista sestfihu a jsou soucasti spliceosomu. Samotna
snRNA tvoifi komplex s proteiny. Tento komplex se pak nazyva mala jaderna
ribonukleoproteinova Castice (snRNP). Vyjimku tvoii U4 a U6 snRNA, které jsou k sobé
komplementarni a tvoti U4/U6 snRNP (Bringmann et al., 1984, Hashimoto a Steitz, 1984).
Mezi snRNP proteiny fadime Sm-proteiny, Sm-podobné proteiny (Sm-like, LSm) a
specifické snRNP proteiny. Na sestiihu se také podili non-snRNP proteiny.

Malé jaderné RNA se déli do dvou skupin podle obecnych znakl sekvence a
proteinovych kofaktori na Sm RNA a LSm RNA (Matera et al., 2007).

Prvni tfidou jsou Sm RNA, pro které je typicka 5’°-trimethylguanosinova cepicka,
vlasenka se smyckou (stem-loop) na 3’-konci a misto pro navazani sedmi Sm-proteinu, které
tvori heteroheptamerni prstencovitou strukturu (Kambach et al., 1999). Mezi Sm RNA se
fadi Ul, U2, U4, Udaae, US, U7, U1l a U12 RNA. Z uvedenych Sm RNA neni soucasti
spliceosomu pouze U7 RNA, ktera se podili se na tvorbé 3’-konce histonové pre-mRNA
(Gallietal., 1983; Strub et al., 1984).

Geny Sm RNA jsou piepisovany specializovanou formou RNA polymerasy II, kterd
je funk¢éné podobna polymerase, ktera se uplatiiuje pii prepisu sav€ich genti kodujicich
proteiny. Po transkripci a upravé 3’-konce je SnRNA s 7-methylguanosinovou ¢epickou

exportovana z jadra do cytoplasmy. Ribonukleoproteinova castice vznikd diky SMN
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proteinovému komplexu (Fischer et al., 1997). Cepi¢ka je hypermethylovana
na 2,2,7-trimethylguanosinovou ¢epi¢ku (Mouaikel et al., 2002). Do jadra se snRNP vraci
pomoci importinu-p (Palacios et al., 1997), pak jsou kratkou dobu v Cajalovych téliscich
predtim, nez se nahromadi v perichromatinovych fibrildch a interchromatinovych shlucich
(Sleeman a Lamond, 1999).

Druhou tfidou jsou LSm RNA, které maji 5’-methylguanosinovou ¢epicku, vlasenku
se smyckou na 3’-konci, kterd kon¢i usekem uridint, které tvoii misto pro navazani jiného
heteroheptamerického prstence slozeného z LSm proteind (Achsel et al., 1999).
Mezi LSm RNA se fadi U6 a Ubatac. Geny LSM RNA jsou piepisovany RNA polymerasou 11
a pii transkripci jsou vyuZivany externi promotory. Narozdil od Sm RNA, LSm snRNA

po svém vzniku vitbec neopousti jadro.

2.1.2 Pribéh sestiihu prekurzorové mRNA

Jednotkou rozpoznavanou sestiihovym aparatem mize byt bud’ intron nebo exon. Evolu¢ni
vybér mezi rozpoznanim exonu nebo intronu mj. zavisi na délkach intronti a exonti v daném
genomu. VétSina genll obratlovel ma kratké exony, které jsou oddéleny delSimi introny,
zatimco niz§i eukaryotické organismy maji delsi exony a kratsi introny (Hawkins, 1988).
Pokud je intron del$i nez 200 nt, dochdzi v organismu piedevsim k rozpoznavani
exonu, zatimco kdyz je intron krats$i nez 200 nt, dochazi ptedevsim k rozpozndvani intronu
(Fox-Walsh et al., 2005; McGuire et al., 2008). Rozpoznani exonu se uplatiiuje u Zivocichu,
zejména savcl, zatimco rozpoznani intronu u hub a protist (Xiao et al., 2007,
McGuire et al., 2008). Alespon u nékterych druhti organismi véetné ¢loveéka se uplatiiuji
riznou mérou oba mechanismy (McGuire et al., 2008). O tom, ktery z nich bude hrat roli
Vv sestfihu konkrétniho sestfihového mista, rozhoduje délka jednotlivych exonti a intront.
Rozpoznani exonu zahrnuje interakce mezi faktory, které rozeznavaji 5’-sestfihové

misto a pfedchazejici 3’-sestfihové misto, tj. sestithova mista intronti ohranicujicich exon
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(Robberson et al., 1990). Naproti tomu pii rozpoznavani intronu dochazi k interakcim mezi
faktory rozeznavajicimi 5’-sestfihové misto a nasledujici 3’ -sestfihové misto, tj. sestiithova
mista téhoZ intronu. Pfi rozeznadni prvniho exonu dochazi k vazb& proteini
na 7-methylguanosin trifosfatovou ¢epickou na 5’-konci transkriptu a rozeznani posledniho
exonu je umoznéno prostiednictvim 3’-sestiihového mista a polyadenylaci 3’-konce
transkriptu (lzaurralde et al., 1994).

U vétsiny eukaryotnich organismi se vyskytuji dva typy spliceosomi:
U2-dependentni (tzv. majoritni spliceosom) a Ul2-dependentni (tzv. minoritni spliceosom).

U2-dependentni spliceosom se ucastni tzv. kanonického sestfihu, ktery katalyzuje
sestfih U2-typu intront, které obsahuje vétSina genti. U2-dependentni spliceosom se sklada
z U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA.

Ul2-dependentni spliceosom katalyzuje sestiih Ul2-typu intront, jejichz vyskyt je
vzacngjsi. U cloveka je asi 700 intron typu Ul2 (Sheth et al., 2006; Alioto, 2007).
U nékterych eukaryot se minoritni spliceosom vibec nevyskytuje (Sheth et al., 2006).
U12-dependentni spliceosom obsahuje Ul1, U12, U4atac, U5, UBaac SNRNA.

Nasledujici popis prubéhu sesttihu se tykd U2-dependentniho spliceosomu.

Sestiih je zahdjen vazbou Ul snRNP na 5’-sestiihové misto. Ul snRNA obsahuje
vysoce konzervovanou sekvenci Sesti nukleotida, které se paruji s 5’-sestiihovym mistem
pre-mRNA (Zhuang a Weiner, 1986). Tento komplex se nazyva E komplex, ktery je velmi
nestabilni.

U2 snRNP, sestiithovy faktor SF1 a pomocny faktor U2 AF rozezndvaji 3’-sestfihoveé
misto. SF1 se vaze na misto vétveni (Berglund et al., 1997). U2 AF je heterodimer skladajici
se z U2AF65 a U2AF35. U2AF65 se vaze na polypyrimidinovy usek (Zamore a Green,
1989) a U2AF35 rozeznava adenin a guanin ve 3’-sestfihovém misté (Wu et al., 1999).
U2AF umoziuje vznik komplementarniho parovani U2 snRNA a sekvence mista vétveni
(Parkeretal., 1987; Ruskin et al., 1988), pii kterém U2 snRNA nahrazuje SF1. Tento proces

je ATP-dependentni (Zamore a Green, 1989). Vznikly komplex se nazyva A komplex. Dalsi
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struktura vznika ptipojenim U4/U6 a US tri-snRNP. Cely komplex se pak nazyva
B komplex.

Dale dochazi ke zméndm RNA-RNA interakci a RNA-proteinovych interakci.
Parovani mezi U4 a U6 snRNA je naruSeno sparovanim U6 a U2 snRNA
(Hausner et al., 1990). Tim se uvolni 5’-konec U6 snRNA, ktery se nasledné paruje
s 5’-sestfihovym mistem, kde nahrazuje Ul snRNA. Komplex jiz neobsahuje ani Ul snRNA,
ani U4 snRNA. Tyto zmény umoziuji t€sné priblizeni 5’-sestiihového mista a mista vétventi,
mezi kterymi dochéazi k prvni transesterifikaci. Destabilizace umoziuje vznik aktivovaného
spliceosomu, B3 komplexu.

Z aktivovaného B komplexu vznika B* komplex, ktery katalyzuje prvni krok sestfihu.
Poté vznika C komplex, ktery sestava z jednoho volného exonu a lasovité struktury intron-
exon (lariat). Komplex C katalyzuje druhy krok sestfihu. Poté spliceosom disociuje.

Sestiih sestavd ze dvou transesterifikacnich reakci, které vyzaduji ATP. Prvni
transesterifikaci vznika 2’-5’-fosfodiesterova vazba mezi 2’-hydroxylovou skupinou
adenosinu v misté vétveni a 5’-hydroxylovou skupinou guanosinu v 5’-sestfihovém mist¢.
Touto reakci vznika lasovita struktura (Grabowski et al., 1984; Padgett et al., 1984;
Ruskin et al., 1984). Druha transesterifika¢ni reakce probiha mezi 3’-hydroxylovou
skupinou na 3’-konci exonu, ktery se nachazi pied odstrafiovanym intronem, a poslednim

nukleosidem v 3’-sestfihovém misté. Uvolnéné exony se tak spoji ligaci.
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Obr. 2: Pritbéh sestrihu pre-mRNA (prevzato a upraveno z Zaharieva et al., 2012).

Pro vytvofeni spliceosomu jsou nezbytné SR proteiny. Tyto proteiny obsahuji
RNA-rozpoznavajici oblast, ktera je nasledovana doménou bohatou na Ser a Arg. DalSimi

dulezitymi faktory jsou heterogenni ribonukleoproteiny (hnRNP).

2.2 Alternativni sestfih prekurzorové mRNA
Neékteré exony se v mRNA vyskytuji vzdy a jejich sestfih je konstitutivni, jiné exony se
v mRNA vyskytuji pouze alternativné. Alternativni sestiith znamena, Ze z jednoho genu
(jedné pre-mRNA) mutze vzniknout vice rtiznych isoforem mRNA, které - pokud koduji
proteiny - pfispivaji k rozmanitosti proteomu a diverzité fenotypu.

Alternativni sestfih je ¢astym jevem, dochdzi k nému az u 95 % multiexonovych gent

(Pan et al., 2008). Prostiednictvim AS mutze byt jeden gen rizné exprimovan v zavislosti
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na tom, v jaké tkani se nachazi (Johnson et al., 2003). Vytvarené isoformy jsou nejen
tkanove, ale 1 vyvojoveé specifické, tzn. isoformy jsou potiebné v rizném zastoupeni
Vv zavislosti na stupni diferenciace. Produkce tkanové specifické isoformy je zajiSténa
sestithovymi faktory typickymi pro danou tkan. Ptrikladem takového faktoru mutze byt
NOVA-1, ktery je exprimovan v ruznych oblastech mozku v rGznych koncentracich.
Alternativni sestfih je také ovlivnitelny aktudlnim stavem burky, pfikladem mize byt vznik
alternativniho transkriptu genu XBP-1 pfi ER-stresu. Zajimavé je, Ze AS v nékterych
ptipadech vede ke vzniku produkti s opac¢nou aktivitou (napf. pro- a anti-apoptotické
varianty FAS, APAF-1, BCL-2 a nékterych kaspas). Volba mezi riznymi sestfihovymi
variantami hraje také roli v mezidruhové specifité, tzn. u riznych organismi se vytvari
z jednoho genu mRNA s jinou exonovou strukturou a tedy i strukturné jiny protein.

Mechanismy vzniku alternativnich transkriptl jsou: vynechani nebo zahrnuti
alternativniho exonu, retence intronu, vyuziti alternativnich sestfihovych mist, navzajem se
vylucujici exony a alternativni prvni nebo posledni exon.

Alternativni exony vznikaji duplikaci jiz existujiciho exonu v ramci jednoho genu,
pouzitim mobilniho elementu jako exonu, nebo zménou konstitutivniho exonu
na alternativni (Lev-Maor et al., 2003; Lev-Maor etal., 2007). Na vybéru sestfihového mista
se krom¢ zastoupeni sestfihovych faktora a regulace jejich aktivity podili také sekundarni

struktura pre-mRNA nebo jadérkova RNA (snoRNA).
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Obr. 3: Mechanismy alternativniho sestiihu: (a) alternativni exon, (b) alternativni 5 -sestrihové
misto, (c) alternativni 3 ’-sestrihové misto, (d) retence intronu, (e) vzajemné se vylucujici exony.

2.3 Mutace ovliviiujici sestfih prekurzorové mRNA

Zatimco AS je pfirozeny jev, mutace genu mohou vést ke zmeénénému vyuziti exoni
Vv prislusné mRNA, tzv. aberantnimu sestfihu. Mutace mohou také narusit pomér zastoupeni
riznych alternativnich transkripta.

Odhaduje se, Ze ze vSech mutaci, které vyvolavaji onemocnéni, je nejméné
15 % mutaci, které maji vliv na sestiih pre-mRNA (Faustino a Cooper, 2003). Aberantni
sestith mize byt i dusledkem pozménéné koncentrace nebo funkce proteint, které se
na sestfihu podileji. Je znamo, Ze zastoupeni alternativnich transkriptii je vyznamné
pozménéno v pfipadé nékterych nadort.

Mutace se muizou vyskytnout kdekoli v sekvenci pre-mRNA a ovlivnit tak cis-faktory
sestithu. Mutace vyskytujici se v sestifihovych mistech nebo misté vétveni zplsobuji
nedostatecnou komplementaritu podjednotek spliceosomu, nedojde tedy k vymezeni exonu
¢l intronu a na tomto elementu sestiih neprobéhne. Mutace v sekvenci mista vétveni
vyvolavaji retenci intronu nebo vynechani exonu. Tyto mutace jsou pomérné vzacné, stejné

jako mutace v polypyrimidinovém tseku. Muze ale také dojit k aktivaci tzv. kryptického
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sestfthového mista, které je za fyziologickych okolnosti sestfihovym aparatem ignorovano.
V tomto ptipadé¢ pak vznika exon s abnormalni délkou. Mutace mohou zptisobit nejen zanik
mista sesttihu, ale 1 jeho vznik.

Pokud mutace probéhne v sekvenci zesilovace nebo zeslabovace, vede to ke snizeni,
resp. zvySeni pravdépodobnosti zahrnuti exonu do mRNA. Mutace v jinych sekvencich
mohou také vytvorit zesilova¢ nebo zeslabovac.

V mRNA se miize objevit pseudoexon, ktery vznikd sestfihem segmentu intronu.
K tomu mutize dojit v disledku vzniku sekvence odpovidajici hranici intron-exon ve vhodné
vzdalenosti od jiz pritomné kompatibilni sekvence schopné ohranicit exon, piipadné
Vv disledku zaniku zeslabovace sestiihu.

Mutace mizou ovlivnit i trans-faktory sestfihu, coz ovlivni vétsi mnozstvi gentl, nez
mutace v cis-sestiihovych faktorech, protoze trans-faktory se podileji na sestiihu pre-mRNA
vSech transkripti nebo alespon nékterych tiid.

Typ AS vyvolaného mutacemi ovliviluje také to, zda je pii sesttihu pre-mRNA
rozpoznavan exon nebo intron. U organismui, u nichz preferenéné¢ dochazi k rozpoznani
exonu, dochazi Casto k AS v podobé vlozenych exontl, zatimco u organismu, u nichz dochazi
Cast&ji k rozpoznani intronu, je nejcastéjsim typem AS retence intronu v sekvenci mRNA

(McGuire et al., 2008).

2.4 Regulace sestfihu prekurzorové mRNA

Sestiih je regulovan cis-faktory sestfihu a trans-faktory sestfihu. Mezi cis-faktory sestfihu
patii RNA elementy, které slouzi bud’ jako zesilovace nebo zeslabovace. D¢li se na exonoveé
sestithové zesilovace a zeslabovace a na intronové sestiihové zesilovace a zeslabovace.
Pritomnost zeslabovact snizuje pravdépodobnost zahrnuti exonu do mRNA, zatimco
pritomnost zesilovact tuto pravdépodobnost zvysuji. Tyto sekvence umoziuji navazani

trans-faktort sestfihu, které aktivuji nebo potlacuji sestfih. VétSina zesilovact umoziuje
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navazani SR proteintll a zeslabovace umoznuji vazbu s hnRNP. Dalsi trans-faktory sesttihu
jsou tkanoveé-specifické, napt. zminovany NOVA-1.

U vétsiny genti dochazi k sestiihu pre-mRNA ko-transkripén€. Z toho plyne, Ze
regulace sestfihu pre-mRNA mutze byt zprostiedkovana i epigenetickou modifikaci

chromatinu, napt. DNA methylaci nebo acetylaci a deacetylaci histont.

2.4.1 SR proteiny

SR proteiny, proteiny bohaté na Ser a Arg, maji vliv jak na konstitutivni, tak na alternativni
sestfih. Obsahuji jeden nebo dva N-terminalni motivy rozpoznavajici RNA a variabiln¢
dlouhou a bohat¢ fosforylovanou C-terminalni doménu bohatou na aminokyseliny Arga Ser,
tj. RS doménu. Zatimco motiv rozeznavajici RNA zajistuje interakci se sekvencemi
v pre-mRNA, RS doména umoziiuje protein-proteinové interakce, které jsou dulezité
pro sestaveni spliceosomu.

SR proteiny vétsinou pozitivné reguluji sestiih, ale mohou mit také negativni aktivitu.
Vazba na exonovy zesilova¢ ma za nasledek zahrnuti exonu do mRNA, vazba na intronovou
sekvenci ma opaény efekt, tj. zptisobuje vynechani exonu (Dembowski et al., 2012;
Erkelenz et al., 2013). Regulace aktivity SR proteini probiha pomoci methylace, acetylace
a fosforylace.

Gen pro SR protein SF2/ASF je fazen mezi proto-onkogeny (Karni et al., 2007).
SF2/ASF je v nékterych nadorech exprimovan ve zvySené mife, pricemz gen, ktery ho
koduje, je amplifikovan. SF2/ASF se podili naptiklad na vzniku anti-apoptotickych mRNA
isoforem gend BIN1, Bim (Anczukoéw et al., 2012) a kaspasy 9 (Shultz et al., 2011) nebo

na angiogenezi, jelikoz SF2/ASF reguluje VEGF isoformy (Amin et al., 2011).
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2.4.2 Heterogenni ribonukleoproteiny

Heterogenni ribonukleoproteiny (hnRNP) se déli na tii skupiny: A, B a C. Obsahuji razné
motivy rozpoznavajici RNA i domény bohaté na Gly nebo jiné aminokyseliny, které slouzi
jak k vazbé s RNA, tak k protein-proteinovym interakcim. Patii sem napt. hnRNP Al nebo
protein vazajici se na polypyrimidinovy usek (PTB). Jejich funkce je narozdil od SR proteinti

spise negativni.

2.5 Farmakologické ovlivnéni sestfihu prekurzorové mRNA

Aberantni sestfih v disledku mutaci je pfi¢inou mnoha nemoci, pro které vétSinou dodnes
neexistuje 1écba. V nékterych piipadech je ale mozné defekt korigovat farmakologicky.
Vétsinou jde o pozorovani in vitro, ale nékteré latky jsou jiz v klinickém hodnoceni.
Farmakologicky lze ovlivnit jak expresi jednotlivych genti, ve kterych je mutace ptic¢inou
aberantniho sestfihu, tak aberantni sestfihovy aparat. Zna¢né neprobadanou oblasti je role

(alternativniho) sestiihu v toxickém ptsobeni xenobiotik (Zaharieva et al., 2012).

2.5.1 Antisense oligonukleotidy

Jednou z moznosti ovlivnéni sestfihu je pouziti antisense oligonukleotidi (ASO). Lécba
pomoci ASO vyuziva 15-20 nt dlouhé oligonukleotidy, které se komplementarné vazou
na pre-mRNA a blokuji sekvence, které jsou pak nedostupné pro spliceosom. Antisense
oligonukleotidy, které se vazou na sestfihova mista nebo zesilovace, zptisobuji vynechani
exonu a ASO vézajici se na zeslabovac zptisobuji zahrnuti exonu do mRNA.

Obecnym problémem podavani ASO je jejich biologicka dostupnost. Nékteré organy
jsou s pouzitim soucasnych technologii daleko ptistupnéjsi nez jiné (jatra vs. mozek).
K dosazeni dostateCnych koncentraci v misté ucinku mohou byt oligonukleotidy
inkorporovany do liposomii nebo konjugované s faktory, které rozpoznavaji bunécny

povrch. Alternativou je transport pomoci virovych vektord.
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Terapie vyuzivajici ASO je v klinickych testech pro 1écbu spinalni svalové atrofie
(SMA), jejiz pticinou je mutace v genu SMNI1. V genomu se nachazi i gen SMN2, jehoz
transkript ale nezahrnuje exon 7. Byl naptiklad navrzen oligonukleotid ASO-10-27, ktery se
vaze na intronovy zeslabova¢ SMN2, coz zptisobi zahrnuti exonu 7 mRNA in vivo v my$im
SMA modelu (Hua et al., 2010; Hua et al., 2011).

U Duchennovy svalové dystrofie (DMD) je mutovany gen pro dystrofin, ktery spojuje
cytoskelet a extraceluldrni matrix svalovych vldken. Vznikly protein je nefunkcni diky
bodové mutaci a posunu ¢teciho ramce. Pro nékteré frekventované mutace se vyviji terapie,
které brani rozpoznani urcitého exonu spliceosomem. Vynechani tohoto exonu vede
k obnové ¢teciho ramce a ¢asteénému obnoveni funkce proteinu. V klinickém hodnoceni se
nachazi ASO vazici se na exon 51: 2’-O-methyl fosforothionat a fosforodiamidat

morfolinové oligomery (Kinali et al., 2009; van Deutekom et al., 2007).

2.5.2 Nizkomolekularni modulatory

Dal8i moznosti farmakologického ovlivnéni sestiihu pre-mRNA jsou nizkomolekularni
modulatory. Modulatory sestfihu se déli na obecné a specifické.

Obecné regulatory ovliviluji sestaveni spliceosomu, pfipadné moduluji kinetiku
sestithové reakce. Ovliviuji tak nejen AS ale i konstitutivni sestfih. Latky se uplatiuji
ve studiu spliceosomu nebo jako protinddorova léc¢iva. Predpoklada se, ze nadorové bunky
budou k inhibici sesttihu citliveéjsi. Nadorové buiiky maji vyznamné dysregulovany sesttih,
pficemz prostfednictvim AS se tvofi isoformy mRNA, které vedou k proliferaci, potlacuji
apoptozu a vedou k rezistenci k terapii.

Specifické modulatory maji vliv na AS ur¢itého genu nebo tfidy genl se spolecnym
mechanismem regulace AS. Mohou branit rozpoznani alternativnich exonti nebo branit
uplatnéni v onemocnénich zplsobenych aberantnim sestfihem konkrétnich genti napf.

v dasledku mutace.
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Nasledujici podkapitoly Cerpaji z praci Zaharieva et al. (2012), Bonnal et al. (2012) a
Ohe a Hagiwara (2015). Pfehled modulatora z téchto ¢lankt byl doplnén o dalsi, zejména
pozdéji objevené modulatory. Pro jednotlivé modulatory byly vyhledany aktudlni informace

zejména o mechanismu ucinku.

2.5.2.1 Obecné inhibitory sestiihu prekurzorové mRNA

Obecné inhibitory ovliviiuji procesy Gcastnici se sestiihu vSech nebo alespon podstatné ¢asti
multiexonovych gent. Patii sem inhibitory maturace a funkci spliceosomu, z nichz mnohé
se vazou na podjednotku SF3b U2-snRNP. Jiné latky ovliviuji aktivitu obecnych
sestithovych faktorti jako je SF2/ASF. Vzhledem k tomu, ze k sestiihu dochazi
ko-transkripéné, velké mnozstvi transkript je ovlivnéno i latkami modulujicimi acetylaci

histonut.

2.5.2.1.1 Inhibitory zrani a funkce spliceosomu

Do této skupiny se fadi FR901464 a jeho derivaty (spliceostatin A, meayamycin),
pladienolid a jeho derivaty (FD-895, E7107), tetrocarcin A a jeho indolovy a naftazarinovy
derivat, thailanstatiny a dalsi latky jako isoginkgetin a herboxidien.

FR901464 je ptirodni latka izolovana z Pseudomonas sp., ktera ma protinadorovou
aktivitu in vitro a in vivo (Nakajima et al., 1996a; Nakajima et al, 1996b). Spliceostatin A je
stabilngj$i methylovany derivat FR901464. Obé molekuly inhibuji sestiih in vitro tim, Ze se
vazou na SF3b, soucast U2 a Ul2 snRNP (Kaida et al., 2007). Spliceostatin A vazbou
na SF3b zamezuje preméné komplexu A na komplex B (Roybal a Jurica, 2010). Interakce
SF3b s pre-mRNA je nutnd pro plnohodnotnou vazbu U2 snRNA v misté vétveni a
spliceostatin A brani spravnému rozpoznani mista vétveni (Corrionero et al., 2011).
Komplementarita U2 RNA a sekvence mista vétveni ovliviuje citlivost jednotlivych
sestfithovych mist k spliceostatinu A. Protinadorovy ucinek je pravdépodobné diusledkem
inhibice sestfihu nékterych regulatort bunééného cyklu (Corrionero et al., 2011).

Meayamycin je stabiln€jsi derivat FR901464 s antiproliferativnimi uc¢inky v nadorovych
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liniich (Albert et al.,, 2007), které jsou zpusobeny inhibici sestfihu pre-mRNA
prostiednictvim inhibice sestaveni komplexu A (Albert et al., 2009).

Pladienolid je pfirozeny makrolid, ktery byl izolovan z Streptomyces platensis a ktery
ma antiproliferativni a protinadorovou aktivitu jak in vitro, tak in vivo (Mizui et al., 2004).
Vaze se na SF3b komplex, konkrétné na podjednotku SF3bl (SAP130), coZ je pficinou jeho
protinadorové aktivity (Kotake et al., 2007; Yokoi et al., 2011). Hodnoty ICso Vv testech
toxicity na nékterych nadorovych liniich se pohybovaly v jednotkdch nanomoli
(Sato et al., 2014). FD-895 byl izolovan =z Streptomyces hygroscopicus
(Seki-Asano et al., 1994). Pladienolid B a FD-895 moduluji sesttih in vivo v mysich
lymfomech (Kashyap et al., 2015).

E7107, synteticky derivat pladienolidu D, reguluje rovnovahu mezi dvéma
konformacemi U2 snRNA, coz ma vliv na vazbu na pre-mRNA (Folco et al., 2011). E7017
byl testovan v klinickych zkouskach jako potencialni 1€k na solidni nadory, pii kterych se
objevil nezadouci Gi¢inek v podobé ztraty zraku (Hong et al., 2014).

Sudemyciny jsou syntetické latky, které v molekule obsahuji pfedpokladany spole¢ny
farmakofor FR901464 a pladienolidu B. Inhibuji sestfih in vitro a in vivo, zastavuji bunéény
cyklus a méni lokalizaci sestiihovych faktor (Lagisetti et al., 2008; Lagisetti et al., 2009).
Sudemycin C1 ma vliv na sestfih genu kdédujiciho MDM2, kaspasu 9 a kaspasu 2
(Fanetal., 2011). Interakci sudemycinu s pfedpokladanym cilem prokazal Convertini et al.
(2014): sudemycin E se vazal na SF3bl podjednotku U2 snRNP a zptsoboval disociaci
komplexu U2 snRNP.

Tetrocarcin A je pifirodni antibiotikum s  protinadorovou  aktivitou
(Tomita et al., 1980), NSC635326 je indolovy derivat a NSC659999 je naftazarinovy
derivat, ktery ma také protinadorovou aktivitu. VSechny tii latky inhibuji sestfih pre-mRNA
in vitro: tetrocarcin A zpusobuje kumulaci komplexu A, indolovy derivat zamezuje vzniku
vSech stadii splicecosomu a naftazarinovy derivat zpusobuje kumulaci komplexu B

(Effenberger et al., 2013). Mechanismus G¢inku NSC659999 ziejmé zahrnuje vznik
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reaktivnich forem kysliku (ROS), které mohou inaktivovat proteinovou fosfatasu 2A (PP2A)
(Effenberger et al., 2013).

Thailanstatiny A, B a C byly izolovany z Burkholderia thailandensis. In vitro maji
antiproliferativni Ui€inek a inhibuji sestfih pre-mRNA, z nichZ nejvétsi inhibicni aktivitu ma
thailanstatin A, jehoz aktivita je srovnatelna s aktivitou FR901464 (Liu et al., 2013a).

Isoginkgetin je pfirozen¢ se vyskytujici biflavonoid, ktery je mozZno nalézt
napt. vV Jinanu dvoulalo¢ném (Ginkgo biloba). Ma protinadorovy t¢inek a inhibuje bunéénou
invazi (Yoon et al., 2006). Isoginkgetin ovliviiuje U2- i U12-dependentni sestiih. Inhibuje
vznik komplexu B pravdépodobné tim, Ze brani spojeni U4/U6 a U5 tri-sSnRNP a komplexu
A a komplex A se poté kumuluje (O’Brien et al., 2008). Ucinek byl pozorovan
v mikromolarnich koncentracich jak in vitro, tak v lidskych ledvinovych embryonalnich
bunkach (HEK-293) (O’Brien et al., 2008). Inhibice sestiihu je ziejmé mechanismem jeho
protinadorové aktivity (O’Brien et al., 2008).

Herboxidien byl izolovan ze Streptomyces chromofuscus
(Miller-Wideman et al., 1992). Vaze se na podjednotku SF3bl (SAP155) a ma

protinadorovou aktivitu (Hasegawa et al., 2011).
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Obr. 4: Inhibitory zrani a funkce spliceosomu: (a) FR901464, (b) spliceostatin A, (c) meayamycin,
(d) pladienolid B, (e) E7107, (f) tetrocarcin A, (g) thailanstatin A, (h) isoginkgetin, (ch) herboxidien.
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2.5.2.1.2 Inhibitory SF2/ASF-zavislého sestiihu

Do této skupiny patii derivaty diospyrinu a TG003.

Diospyrin je pfirodni bisnaftochinoid ziskany z borky Diospyros montana Roxb.
(Hazra et al., 1984), ktery inhibuje topisomerasu I (topo I) (Ray et al., 1998). Isodiospyrin
se ziskava z Diospyros morrisiana a také inhibuje topo I (Ting et al., 2003). Diospyrin a
jeho syntetické derivaty zplisobuji apoptéozu v raznych typech nadorovych bunck
(Chakrabarty et al., 2002). Diospyrin a jeho hydrochoninovy derivat inhibuji fosforylaci
SF2/ASF a inhibuji sestfih pre-mRNA (Tazi et al., 2005). Diospyrin brani navazani
U4/U6 a U5 tri-snRNP, hydrochinonovy derivat inhibuje sestfih v jeho prekatalytickém
kroku (Tazi et al., 2005). Jiné derivaty diospyrinu znemoznuji druhy katalyticky krok
(Tazi et al., 2005).

TGO0O03 je derivat benzathiazolu, ktery inhibuje kinasovou aktivitu Clk1/Sty a Clk4
in vitro a v buné¢nych liniich (Muraki et al., 2004). Clk1/Sty kinasy jsou podtiidou
Cdc2-podobnych kinas (Cdc2-like, ClIk) podilejici se na fosforylaci SR proteind in vitro a
SF2/ASF in vivo (Nayler et al., 1997). TG003 inhibuje SF2/ASF-zavisly sestiih in vitro
prostiednictvim inhibice Clk (Muraki et al., 2004). Clk1/Sty ma vliv na AS vlastni
pre-mRNA, pii niz indukuje vznik isoformy, ktera neobsahuje exon 2, ze které vznika
nefunkéni protein. TG003 ma vliv na AS Clk1/Sty a inhibuje vynechani exonu a zptsobuje
vznik delsi isoformy Clk1/Sty mRNA (Muraki et al., 2004). TG003 prokazal také pozitivni
ucinky v bunécnych liniich odvozenych od pacienti s DMD. TG003 selektivné indukoval
vynechani exonu 31 u jednoho pacienta a exonu 27 u jiného pacienta s bodovymi mutacemi,
které narusuji regulacni sekvenci (exon 31), resp. zptisobuji vznik stop kodonu (exon 27);

TGO003 ale nema vliv na exony 27 a 31 bez bodové mutace (Nishida et al., 2011).
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Obr. 5: Modulatory SF2/ASF-zavislého sestrihu: (a) diospyrin, (b) isodiospyrin, (c) TG003.

2.5.2.1.3 Inhibitory histonovych deacetylas a histonovych acetyltransferas

Histonové deacetylasy (HDAC) reguluji genovou transkripci deacetylaci Lys v histonech.
Deacetylace zplsobuje nepiistupnost chromatinu pro transkripci, opa¢nou funkci maji
histonové acetyltransferasy (HACT).

Modifikaci histona lze piimo ovlivnit AS (Luco et al., 2011; Hnilicova et al., 2011).
Je to dano mj. i tim, Ze rozpoznani exond a sestfih probiha ko-transkripéné na nascentni
pre-mRNA. Kromé toho mohou HDAC a HACT modulovat expresi regulatord sestiihu,
pfipadné jejich acetylaci.

Mezi inhibitory HDAC patii dihydrokumarin, splitomicin jako zastupci
NAD-dependentnich HDAC (Olaharski et al., 2005; Bedalov et al., 2001) a vorinostat
(suberoylanilid hydroxamova kyselina, SAHA), ktery inhibuje Zn?*-dependentni tfidu
HDAC (Richon et al., 1998).

Suberoylanilid hydroxamova kyselina (SAHA) je vyznamné protinddorové lécivo

vorinostat, dihydrokumarin je kosmetické a potravinové aditivum, které je obsaZeno
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v Komonici Iékaiské (Melilotus officinalis) a splitomicin je synteticky inhibitor Sirt2
v kvasinkach (Bedalov et al., 2001).

U2- i Ul2-dependentni sestiih pre-mRNA je in vitro inhibovan témito tfemi latkami
pted prvni katalytickou reakci: vznikd komplex B, ktery ale neni aktivovany
(Kuhn et al., 2009). Sestiih ovliviuji i dal§i hydroxamové kyseliny a jejich estery inhibujici
HDAC: MS-275, scriptaid, trichostatin A (Kuhn et al., 2009), které jsou také HDAC
(Saito et al., 1999; Su et al., 2000; Yoshida et al., 1990).

Existuji i dalsi inhibitory HDAC, které ovliviiuji sestfih daleko selektivnéji. O téchto
modulatorech pojednava podkapitola Modulatory alternativniho sesttihu.

Mezi inhibitory HACT, které inhibuji sestfih, patii antibakterialné aktivni anakardova
kyselina, antioxidant garcinol a protinadorové 1é¢ivo butyrolakton 3. Anakardova kyselina
a garcinol jsou inhibitory dvou skupin HACT, a to p300/CBP a Gcnb/PCAF
(Balasubramanyam et al., 2003, Balasubramanyam et al., 2004), zatimco butyrolakton 3
specificky inhibuje pouze Gens/PCAF (Biel et al., 2004).

Vsechny tii latky in vitro inhibuji spliceosom pi‘ed prvni katalytickou reakci a ovliviuji
sestiih U2- i U12-typ intront (Kuhn et al., 2009). V piitomnosti kyseliny anakardové
dochazi k hromadéni komplexu A, coz naznacuje bud’ inhibici vzniku komplexu B nebo
destabilizaci komplexu B po jeho vzniku, garcinol umoziiuje vznik komplexu A, ktery ale
neni stabilni a butyrolakton 3 umoziuje vznik komplexu B, ale nedochazi k jeho aktivaci

(Kuhn et al., 2009).

|
R M -
X i OH
(o] e} |

(a) (b)

30



(©) (d)

(€)

Obr. 6: Inhibitory zrani a funkce spliceosomu — inhibitory HDAC a HACT: (a) dihydrokumarin, (b)
SAHA, (c) splitomicin, (d) anakardova kyselina, (e) garcinol, (f) butyrolakton 3.

2.5.2.2 Modulatory alternativniho sestfihu

Tato kapitola se zabyva predevsim latkami modulujicimi AS. Tyto latky jsou obvykle daleko
konkrétnich onemocnéni. V tad¢ ptipadi je cilem terapie zvysSit zastoupeni jedné
ze sesttihovych variant. Material je ¢lenén podle jednotlivych cilit modulace. Pokud je dany

cil modulovan nékterou z latek z predeslé kapitoly, je to také zminéno.

2.5.2.2.1 Insulinovy receptor

Gen pro lidsky insulinovy receptor se nachazi na chromosomu 19 (Yang-Feng et al., 1985).
Receptor ma dvé isoformy, A a B: isoforma B vznikd z mRNA, ktera obsahuje exon 11
narozdil od mRNA, ktera tvoii receptorovou isoformu A (Seino a Bell, 1989).

U pacienti s myotonickou dystrofii typu 1 (MD1) dochazi ke vzniku isoformy

neobsahujici exon 11, kterd tvofi receptor s nizsi afinitou k inzulinu, coz vede ke vzniku
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glukosové intolerance u téchto pacientt (Savkur et al., 2001). Resveratrol zvySuje mnozstvi

transkriptu, ktery obsahuje exon 11 v MD1 fibroblastech (Takarada et al., 2014).
Dexamethason je kortikosteroid, ktery zvySuje mnozstvi mRNA insulinového

receptoru a podil isoformy B receptoru pro insulin v lidské hepatomalni bunééné linii

(Kosaki a Webster, 1993).

e
HO =

(@) (b)

Obr. 7: Modulatory sestrihu genu pro insulinovy receptor: (a) resveratrol, (b) dexamethason.

2.5.2.2.2 Neurogeny

Mezi neurogeny, jejichz AS lze farmakologicky ovlivnit patfi gen pro amyloidni
prekurzorovy protein, CHRNAI, dopaminovy receptor D2, IKBKAP, gen pro kanal
pro vapenaté ionty, MAPT, gen pro neurdlni bunécnou adhezni molekulu, NF1, gen
pro N-methyl-D-aspartatovy receptor, gen pro GABA receptor typu A, Slo, gen pro

serotoninovy receptor 2¢c a SMN2.

Amyloidni prekurzorovy protein

Nadbytek amyloidniho prekurzorového proteinu (APP) je spojovan s Alzheimerovou
chorobou. Dimethylsulfoxid (DMSO), polarni rozpoustédlo, zvysuje celkové mnozstvi APP
a mnozstvi isoformy APP 695, zatimco snizuje mnoZzstvi isoformy APP 770

(Panet al., 1993). Opac¢ny efekt ma retinova kyselina (Pan et al., 1993).

32



Obr. 8:Moduldator sestiihu genu pro amyloidni prekurzorovy protein: retinova kyselina.

CHRNA1

Kongenitadlni myastenicky syndrom je zptuisoben intronovou mutaci IVS3-8G>A
v genu CHRNAI, ktery koduje a-podjednotku svalového nikotin-acetylcholinového
receptoru (Masuda et al., 2008). Mutace zamezuje navazani hnRNP H, coz vede k zahrnuti
P3A exonu (Masuda et al., 2008). Takto vznikla mRNA nekoduje funkéni protein. Pokud se
na polypyrimidinovy usek navaze PTB, exon P3 A neni rozpoznén a do findlniho transkriptu
neni zahrnut (Bian et al., 2009).

Ttislova kyselina patii do skupiny tfislovin (tanintt), coz jsou polyfenoly rostlinného
puvodu, které se nachazeji v ofiscich, ¢aji, kaveé a cerveném viné. Ttislova kyselina zvySuje

expresi PTB, coz vede k vynechani exonu P3 A (Bian et al., 2009).
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Obr. 9: Modulator sestrihu genu CHRNA : tiislova kyselina.

Dopaminovy receptor D2

Mediatorova RNA pro dopaminovy D2 receptor se vyskytuje ve dvou isofomach:
krat$i D2S a delsi D2L, ktera obsahuje exon 6 (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989).
Ethanol a estradiol zvySuje zastoupeni isoformy D2L a snizuje mnozstvi D2S v primarni
hypofyzarni bunééné linii i v krysim pfednim laloku hypofyzy (Guivarc’h et al., 1998;

Oomizu et al., 2003).

Obr. 10: Modulator sestiihu genu pro dopaminovy receptor D2: estradiol.
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IKBKAP

Familiarni dysautonomie (FD), nazyvana také Riley-Day syndrom, je dédi¢nou
autosomalné¢ recesivni senzorickou neuropatii typu III. Pficinou onemocnéni jsou mutace,
ke kterym dochdzi v genu IKBKAP, ktery se nachdzi na chromosomu 9q31
(Blumenfeld et al., 1993). Onemocnéni ma vysoké zastoupeni u zidovské populace
Askenazi (Maayan et al., 1987).

Jako samostatné onemocnéni byla FD poprvé popsana roku 1949 a jako hlavni projevy
byly uvedeny: omezend tvorba slz, poceni, nadmérné slinéni a zvySeni krevniho tlaku
pii uzkostnych stavech, tvorba ostfe ohrani¢enych zarudlych koznich skvrn, tachykardie,
zvraceni, emocionalni labilita (Riley et al., 1949). Dalsimi projevy je snizena citlivost
k bolesti a teploté, kardiovaskularni potize a gastrointestinalni dysfunkce
(Axelrod et al., 1974; Axelrod 1996). Familiarni dysautonomie ovliviiuje rozvoj
senzorickych, sympatickych a parasympatickych neuronti.

Gen IKBKAP koduje protein, ktery byl pojmenovan jako s IkB kinasovym
komplexem asociovany protein neboli IKAP (Cohen et al., 1998), ale pozdéji byla tato
interakce vyloucena (Krappmann et al., 2000). IKBKAP se podili na expresi gend
v oligodendrocytech a vzniku myelinu, coz vysvétluje demyelinaci pii ztrateé funkce
IKBKAP (Cheishvili et al., 2007).

IKAP mé& mnoho funkci, které plni jak v jadfe, tak v cytoplasmé. IKAP je
podjednotkou Elongatoru, ktery se podili na transkripéni elongaci (Hawkes et al., 2002).
Jaderny IKAP je lidsky elongac¢ni protein hELP1, ktery se fadi do rodiny ELP1/IKA1 a jeho
molekulova hmotnost je 150 kDa. Snizenim mnozstvi IKAP a tedy i Elongatoru vede
k omezené elongaci pfi transkripci n€kolika gent, napft. téch, které se podileji na motilité
bun¢k (Close et al., 2006). Ve fibroblastech odvozenych od FD pacienti je redukovana
acetylace histonu H3 (Hawkes et al., 2002).

Cytoplasmaticky IKAP se podili na regulaci a aktivaci odpovédi na stres
prostiednictvim c-Jun N-terminalni kinasové signalni drahy (Holmberg et al., 2002). Vaze

se také na NF-k-B-indukujici kinasu (NIK) a IkK. Podili se na regulaci exocytosy a
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modifikaci tRNA v kvasinkach (Jablonowski et al., 2006; Rahl et al., 2005). Fibroblasty
odvozené od FD pacienti a mozek FD pacientli obsahuje snizené mnozstvi mcm®s?U
nukleosidi v tRNA (Karlsborn et al., 2014). IKAP se podili na acetylaci a-tubulinu, migraci
a rozvétvovani krysich korovych neuronti (Creppe et al., 2009). IKAP ovliviiuje propojeni
neurond v kultufe dorsalnich kotenovych ganglii (Abashidze et al., 2014).

Pacienti maji alesponi v jedné kopii IKBKAP mutaci IVS20+6T>C a ve vétSiné
ptfipadii jsou homozygoté. Mutace IVS20+6T>C se nachazi v intronu 20 v donorovém
5’-sestfihovém misté. Mutace zfejm¢e znemoziuje interakci s Ul snRNA a vede k vynechani
exonu 20 pii sestiihu (Anderson et al., 2001; Slaugenhaupt et al., 2001). Vytvaii se dvé
isoformy mRNA, z nichz jedna postrada exon 20, ktery je z pre-mRNA odstranén spolu
S okolnimi introny. Vynechani exonu 20 posunuje Cteci ramec a vytvoii se predcasny

terminac¢ni kodon v exonu 21.

normalni mRENA 10 20 ‘ 21 ‘

IKBEAP
pre-mENA

FD mENA 19 ‘ 21 |

Obr. 11: Sestrih IKBKAP pre-mRNA a vznik dvou riiznych isoforem mRNA.

Druhou vzacnéjsi mutaci je bodova transverze 2390G->C v exonu 19. Vysledkem této
mutace je Arg>Pro v aminokyselinovém zbytku 696 proteinu IKAP (R696P) a pteruSeni
mista pro fosforylaci Ser/Thr kinasou.

Tteti popsanou mutaci je Pro>Leu mutace v exonu 26, ktera ziejme také znemoziluje

fosforylaci (Leyne et al., 2003).

36



Digoxin se pouziva pii 1é¢bé selhani srdce a atrialni fibrilace. Zvysuje mnozstvi IKAP
proteinu a IKBKAP mRNA v plné délce za soucasného snizovani mnozstvi transkriptu, ktery
neobsahuje exon 20 ve fibroblastech odvozenych od FD pacienti prostiednictvim snizenim
exprese SRp20 (Liu et al., 2013b).

Epigallokatechin galat (EGCG) je polyfenolovy antioxidant, ktery se vyskytuje
Vv zeleném caji. ZvySuje hladinu IKBKAP mRNA v plné délce a mnozstvi IKAP proteinu
ve fibroblastovych linich odvozenych od FD pacienti (Anderson et al., 2003a). SniZuje
hladinu hnRNP A2/B1 (Fujimoto et al., 2002), coz zfejm¢ umoziuje vyuziti 5’-sestiihového
mista bliz§tho k intronu a zplsobuje zahrnuti exonu 20 do transkriptu
(Anderson et al., 2003a). Stejnou funkci ma i genistein, ktery moduluje i sestiih, kterého se
ucastni Clk1 a IHPK2 (Anderson et al., 2003a; Anderson et al., 2012).

Kinetin je rostlinny hormon ze skupiny cytokinintl, ktery se pouziva v kosmetickych
produktech pro jeho "anti-aging” aktivitu (Rattan a Clark, 1994). Kinetin také chrani
pted oxidativnim stresem DNA i proteiny (Olsen et al., 1999; Verbeke et al., 2000). Zvysuje
mnozstvi IKBKAP mRNA v plné délce a IKAP proteinu v lymfoblastovych a
fibroblastovych liniich odvozenych od FD pacienti (Slaugenhaupt et al., 2004). Podobny,
ale mén¢ vyznamny, efekt ma i benzylaminopurin (Slaugenhaupt et al., 2004). Mechanismus
ucinku kinetinu neni znam, ale jeho aktivita je zavisla na motivu CAA na 3’-konci exonu 20
v donorovém 5’-sestfihovém mist¢ (Hims et al., 2007). Tento motiv je obsazen i
v pre-mRNA genu ABI2 (exon 2) a genu BMP2K (exonu 14), jejichz sestfih kinetin také
ovliviuje (Hims et al., 2007). Kinetin mtze ovliviiovat vazbu Ul snRNP (Hims et al., 2007).
Oralni podani kinetinu méni AS IKBKAP a zvysuje mnozstvi IKAP v mozku i somatickych
tkanich in vivo v mysim modelu (Shetty et al., 2011). In vivo reguluje sestiih IKBKAP a pti
oralnim  podani  pacientim byl nejCast€jsi nezddouci ucinek  nevolnost
(Gold-von Simson et al., 2009). U pacientli zvySuje mnozstvi transkriptu v plné délce

v bilych krvinkach (Axelrod et al., 2011).

37



E - e 'y
Ho In \’/ L \ \ f:}_ OH
/ N, r
H:j——q‘ y -::nY . 0
Ho ™ ?"‘u H —
H H !
— ) OH
T NP A\ Y
o ! oM }_’\\
ﬂ\"_d'.""u HO OH
H o, oM
(a) (b)
N
N
s
& | \>
N~
7 :
= NH

(c) (d)

Obr. 12: Modulatory sestiihu IKBKAP: (a) digoxin, (b) epigallokatechin galat, (c) genistein, (d)
kinetin.

Kanal pro vapenaté ionty

Chronicky piisun ethanolu zvySuje mnozstvi kanali pro véapenaté ionty typu N
vV bunééné linii PC12, hippokampu a ¢elni mozkové ke mysi (McMahon et al., 2000).
Ethanol zvysuje mnozstvi mRNA al2.2, ve které chybi exon 31a, a snizuje mnozstvi mRNA,

ktera tento exon obsahuje v PC12 (Newton et al., 2005).
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MAPT

Frontotemporalni demence s parkinsonismem je dédicné neurodegenerativni
onemocnéni spojené s genem kodujici s mikrotubuly-asociovany protein Tau neboli MAPT,
ktery je umistén na chromosomu 17 (D’Souza a Schellenberg, 2005). Prostfednictvim AS
vznikaji rizné isoformy mRNA, které se 1i8i obsahem exonu 2, 3 nebo 10.

Tyrfostin-9 je inhibitor urcitych Tyr-kinas a 5-jodotubercidin je inhibitorem nékolika
Ser/Tyr-kinas (Yaish et al., 1988; Massillon et al., 1994). Digoxin a tyrfostin-9 zptsobuji
zahrnuti exonu 10 do MAPT mRNA in vitro a v neuroblastomovych liniich, zatimco
5-jodotubercidin zahrnuti exonu 10 do MAPT mRNA inhibuje (Stoilov et al., 2008).
Mechanismus u¢inku téchto latek je neznamy, je vSak pravdépodobné, ze pro kazdou z nich
bude jiny.

Glykogen synthasa-kinasa 3 (GSK-3) je Ser/Thr kinasa, ktera reguluje AS exonu 10
MAPT pre-mRNA (Hernandez et al., 2004). V exonu 10 jsou pfitomny dva zesilovace, z
nichz jeden ziejm¢ interaguje s SRp30b (D’Souza a Schellenberg, 2002). GSK-3f
fosforyluje tento SR protein in vitro (Hernandez et al., 2004). Inhibice GSK-3 zptisobuje
zahrnuti exonu 10 do MAPT mRNA (Bhat et al., 2003). Mezi inhibitory GSK-3, které tuto
funkci maji, se fadi lithium (Klein a Melton, 1996) a AR-A014418 (Bhat et al., 2003). Také

butyrat sodny indukuje zahrnuti exonu 10 do MAPT mRNA (Hnilicova et al., 2010).

OH
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39



0

o— N{(
%‘“s o]
N;\N)km
H H

]

(©)

Obr. 13: Moduldtory sestrihu MAPT: (a) tyrfostin-9, (b) 5-jodotubercidin, (c) AR-A014418.

N-methyl-D-aspartatovy receptor

N-methyl-D-aspartatovy receptor (NMDA) sestaiva z podjednotek NR1 a NR2.
Ethanol reguluje AS NMDA (Winkler et al., 1999), pii kterém snizuje mnozstvi mRNA,
kterd obsahuje exon 5 a kterd dava vznik NR1 podjednotce receptoru NMDA v krysich

kortikalnich neuronech (Kumari, 2001).

Neuralni bunééna adhezni molekula

Dimethylsulfoxid ma v bunécnych liniich vliv na zafazeni neurospecifického exonu 18
do mRNA neuralni buné¢né adhezni molekuly (NCAM) a zafazeni alternativniho exonu 7B
do hnRNP A1 mRNA (Bolduc et al., 2001). In vitro ma vliv na vybér 3’- i 5’-sesttihového
mista a pifidavkem DMSO se vice vyuzivaji proximalni sestfihova mista
(Bolducetal.,2001). Dimethylformamid a formamid maji také vliv na vybér 5’-sestiihového
mista (Bolduc et al., 2001). Tato rozpoustédla ziejmé zlepSuji iontové interakce
mezi SR proteiny a cis-elementy, coz rozhoduje o vybéru sestiihového mista
(Bolduc et al., 2001). Dimethylsulfoxid ma také vliv na AS amyloidniho prekurzorového
proteinu (Pan et al., 1993), mRNA serotoninového 5-HT3 receptoru (Emerit et al., 1995) a

p53 (Bendori et al., 1987; Klinken et al., 1988).

NF1
Neurofibromatdzy jsou heterogenni skupina onemocnéni, pro které je typicky vznik

nadori centrdlniho a periferntho nervového systému. Neurofibromatéza typu 1 je
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autosomalné¢ dominantni onemocnéni, které¢ vznikd mutacemi genu NF1, které mohou
ovlivitovat spravny setiih NF1 pre-mRNA. Onemocnéni je spojovano s nespravnou funkci
RAS/MAPK signélni transdukéni drahou, kterd ovliviiuje proliferaci.

Kinetin zptsobuje pokles hladiny mutantni mRNA zahrnutim exonu 7, 18, 36 nebo 37
do NF1 mRNA v bunéénych liniich odvozenych od NFI pacientd (Hims et al., 2007;
Pros et al., 2010). V 5’-sestiihovém misté exonu 36 byl nalezen motiv CAAG, ktery se
ziejmé podili na regulaci sesttihu (Hims et al., 2007). Vliv kinetinu na ostatni exony je zatim

nejasny.

Receptor y-aminomaselné kyseliny typu A

Receptor y-aminomaselné kyseliny typu A (GABAa) se sklada z nékolika
podjednotek, z nichz jedna, y2, se vyskytuje ve dvou isoformach y2L a y2S. Tento receptor
zprosttedkovava efekt ethanolu na centralni nervovou soustavu (Deitrich et al., 1989). Pfisun

ethanolu snizuje mnozstvi Y2 mRNA v krysim hippokampu (Petrie et al., 2001).

Serotoninovy receptor 2¢

V mRNA serotoninového receptoru 2¢ (SR2c¢) dochazi k AS exonu Vb. Pouze pokud
je exon Vb zahrnut do mRNA, tvofi se funk¢ni receptor. Pyrvinium pamoat indukuje
zahrnuti exonu Vb do SR2¢ mRNA tim, ze se pfimo navaze na pre-mRNA, ¢imz zplsobi
konformaéni zménu, kterd zptistupni 5’-sestfihové misto pro vazbu s Ul snRNP (Shen et
al., 2013). Zahrnuti exonu indukuje i doxorubicin, efekt byl ale pfi porovnani s pyrviniem

pamoatem mensi (Shen et al., 2013).
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Obr. 14: Modulatory sestiihu genu pro serotoninovy receptor 2c: (a) pyrvinium pamodt, (b)
doxorubicin.

Slo

Gen Slo koduje kanaly pro draselné ionty (BK kanaly, big potassium), jejichz mRNA
se vyskytuje ve dvou isoformach a které se li§i pfitomnosti alternativniho exonu.
Dehydroepiandrosteron, testosteron a androstenedion jsou androgeny, které zvySuji
zastoupeni delsi isoformy in vitro, zatimco kortikoidy dexamethason, kortisol a aldosteron

jeji zastoupeni snizuji (Lai a McCobb, 2002).
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Obr. 15: Modulatory sestrihu Slo: (a) dehydroepiandrosteron, (b) testosteron, (c) androstenedion,
(d) kortisol, (e) aldosteron.

SMN2

Spindlni svalova atrofie je autosomalné¢ recesivni onemocnéni spojené s degeneraci
bunék ptednich roht michy vedouci k ochrnuti a atrofii svalt. Existuji tfi zakladni typy SMA
a u vetSiny pacientd se vyskytuje homozygotni ztrata (funkce) SMNI genu
(Lefebvre et al., 1995; Wirth 2000). Telomericky gen SMNI1 je umistén na chromosomu
5q13 stejné jako jeho téméf identicka centromericka kopie SMN2 (Lefebvre et al., 1995).
Expresi obou genti vznikdA SMN protein, ale produkt genu SMN2 omezené tvofi
homooligomery (Lorson et al., 1998). SMN protein v jadie tvoii shluky, které se nazyvaji
gemy.

Z genu SMNI1 primarné vznika transkript v plné délce, zatimco SMN2 poskytuje
predevsim isoformu, které chybi exon 3, 5 nebo nejcastéji exon 7. Transkript v plné délce
vznikd pouze v omezeném - a Ppro organismus nedostaCujicim — mnozstvi
(Lefebvre et al., 1995; Coovert et al., 2007; Lefebvre et al., 1997; Lorson et al., 1998). Je to
zptisobeno tim, ze v pozici +6 exonu 7 SMN2 doslo k tranzici C>T. V této oblasti se
predpoklada ptitomnost zesilovace sestiihu, ktery je mutaci poSkozen, a proto dochdzi
ke snizeni frekvence zafazeni exonu 7 do finalniho transkriptu (Lorson et al., 1999;
Monani et al., 1999). Zahrnuti exonu 7 je regulovano i pomoci dal$iho exonového

zesilovace, se  kterym  interaguje = Htra2-B1 (Singh et al, 2004,
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Hofmann et al., 2000). Ovlivnénim jeho aktivity napiiklad zvySenim exprese Htra2-p1 je
mozné zvyS$it mnozstvi transkriptit SMN2 obsahujicich exon 7 (Hofmann et al., 2000).

Na AS genu SMN2 maji vliv inhibitory HDAC, aktivatory a inhibitory proteinovych
fosfatas, donory oxidu dusnatého, pfirodni polyfenoly, amilorid, ortho-vanadat a
PTK-SMAL.

A) Inhibitory histonovych deacetylas

Mezi inhibitory HDAC se fadi butyrat (Candido et al., 1978), 4-fenylbutyrat
(Lea a Tulsyan, 1995), valproat (Goéttlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001), M-344 (Jung et
al., 1999), aklarubicin, SAHA (Richon et al., 1998) a kavova kyselina (Waldecker et al.,
2008).

Aklarubicin (aclacinomycin A) je antracyklinové antibiotikum, které se pouziva jako
chemoterapie a které je extrémné cytotoxické (Van Echo et al., 1982). ZvySuje mnozZstvi
SMN2 mRNA obsahujici exon 7, mnozstvi proteinu SMN a pocet gem ve fibroblastech
odvozenych od pacientdt SMA typu I (Andreassi et al., 2001). Velkou nevyhodou je zminéna
cytotoxicita, diky niz je pro terapii SMA nevhodny (Andreassi et al., 2001).

Butyrat sodny se pouziva pti 1¢¢bé srpkovité anémie a thalasémie (Collins et al., 1995;
Sher et al., 1995). Zvysuje mnozstvi SMN2 mRNA, ktera obsahuje exon 7 v lymfoidnich
bunécnych liniich odvozenych od pacienti SMA typu I, II a III a zvySuje mnoZstvi SMN
proteinu zménou AS (Chang et al., 2001). In vivo v mysich SMA typu I a Il zvySuje mnozstvi
SMN proteinu v raznych tkanich, napf. v motorickych neuronech michy
(Chang et al., 2001). Alternativni sestfih je modifikovan indukci SR proteintt SF2/ASF a
SRp20 a SR-podobného (SR-like) proteinu Htra2-p1 (Chang et al., 2001,
Brichta et al., 2003).

Fenylbutyrat je 1€Civo, které se pouziva pii poruchach mocovinového cyklu
(Maestri et al., 1996). ZvySuje mnozstvi transkriptd SMN2 v plné délce a mnozstvi SMN
proteinu ve fibroblastovych bunécnych liniich odvozenych od SMA pacientt typu I, IT a III
(Andreassi et al., 2004). U détskych SMA pacientd typu II zlepSuje motorické funkce

(Mercuri et al., 2004).
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Kavova kyselina se vyskytuje v ovoci a kdvé a ma antioxidacni a protizdnétlivou
aktivitu. ZvySuje zastoupeni SMN2 mRNA v plné délce ve fibroblastech odvozenych
od SMA pacienti (Dayangac-Erden et al., 2011).

Benzamid M-344 zvysuje mnozstvi SMN proteinu, mnozstvi gem a mnozstvi SMN2
mRNA v plné délce prostfednictvim zvysSeni transkripce SMN2 i zménou AS, tj. zahrnuti
exonu 7 do mRNA, coZ je umoznéno zvysenou expresi Htra2-f1 a SRp20 ve fibroblastovych
liniich odvozenych od SMA pacienti typu I, II a III (Riessland et al., 2006;
Hahnen et al., 2006). V hippokampalnich mozkovych fezech zvysSuje mnozstvi transkriptu
SMN2 v plné délce a mnozstvi SMN proteinu (Hahnen et al., 2006).

Suberoylanilid hydroxamov4d kyselina je 1éCivo, které prestupuje pres
hematoencefalickou bariéru. Zvysuje mnozstvi transkriptu SMN2 v plné délce a mnozstvi
SMN proteinu ve fibroblastovych liniich odvozenych od SMA pacienti a ex vivo v krysi a
lidské mozkové tkani (hippokampus) prostfednictvim aktivace transkripce i alterace AS,
tj. zahrnutim exonu 7 do mRNA (Hahnen et al., 2006). In vivo v SMA mys$im modelu
zvysuje tvorbu obou isoforem transkriptu a SMN proteinu, coz zlepsuje motorické funkce i
vaskularni defekty kosterniho svalstva (Riessland et al., 2010; Somers et al., 2013).

Valproova kyselina se pouziva pii 1écbé epilepsie, ma pozitivni vliv na migrény,
poruchy néalad a ma i protinddorovou aktivitu. Ve fibroblastech odvozenych od SMA
pacientd typu I, II a III a ex vivo v fezech krysiho a lidského hippokampu zvySuje mnozstvi
transkriptu SMN2 v plné délce a zastoupeni SMN proteinu prostiednictvim zvySeni
transkripce SMN2 i prostiednictvim zmény AS (Brichta et al., 2003; Sumner et al., 2003;
Hahnen et al., 2006). Mechanismem uéinku zmény AS je indukce exprese SF2/ASF, SRp20
a Htra2-B1 (Brichta et al., 2003). V mysich modelech SMA typu III zamezuje odumirani
motorickych neuront a zvySuje mnozstvi SMN proteinu (Tsai et al., 2006). U détskych SMA
pacientt typu II a III se v rdmci ro¢niho testovani nedostavily zddné nezddouci ucinky a
u pacientt SMA typu II doslo ke zlepSeni motorickych schopnosti (Darbar et al., 2011).
Pii podani valproové kyseliny pacientlim ale byl pozorovan i pokles transkriptu v plné délce

(Brichta et al., 2006).
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Obr. 16: Modulatory sestrihu SMN2 - inhibitory histonovych deacetylas: (a) aklarubicin, (b) butyrdt
(¢) 4-fenylbutyrat, (d) kdvova kyselina, (e) M-344, (f) valproova kyselina.

B) Inhibitory a aktivatory proteinovych fosfatas

Aktivita SR proteini a SR-podobnych proteinli je regulovana napt. fosforylaci a
defosforylaci. Naptiklad defosforylace SF2/ASF je nezbytna pro transesterifikacni reakci
in vitro (Cao et al., 1997). Proteinova fosfatasa 1 (PP1) defosforyluje Htra2-p1 in vitro a
v embryonalnich ledvinovych liniich a tim znemoZnuje jeho regulacni efekt na sestiih
pre-mRNA (Novoyatleva et al., 2008). Inhibice PP1 indukuje zahrnuti exonu 7 do SMN2
mRNA v bunéénych liniich odvozenych od SMA pacienti a v mySim SMA modelu
(Novoyatleva et al., 2008). Mezi inhibitory a aktivatory proteinovych fosfatas patii
cantharidin, tautomycin (Honkanen, 1993; MacKintosh a Klumpp, 1990), isocantahridin a

pseudocantharidiny (Zhang et al., 2011).
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Tautomycin zvySuje mnozstvi SMN2 mRNA v plné délce, mnozstvi proteinu SMN a
pocet gem ve fibroblastech odvozenych od SMA pacientt typu I, II a III
(Novoyatleva et al., 2008). Tautomycin i cantharidin umoziuji vznik SMN proteinu v mise
mysich modelt SMA (Novoyatleva et al., 2008). Pseudocantharidin A a isocantharidin,
inhibitory proteinovych fosfatas PP1 a PP2A, zptisobuji zahrnuti exonu 7 do mRNA a tvorbu
SMN proteinu ve fibroblastech odvozenych od SMA pacientii, pseudocantharidin B a C
aktivuji PP2A, kterd defosforyluje Thr-33 v Htra2f31, a pseudocantahridin D nema vliv na
PPl ani PP2A, ale i pfesto zpisobuje zahrnuti exonu 7 do SMN2 mRNA
(Zhang et al., 2011). Inhibice PP1 a PP2A zvysuje fosforylaci SAP130, podjednotky U2
SNRNP (Zhang et al., 2011). Vyhodou pseudocantharidinu B a D oproti cantahridinu je nizsi

toxicita (Zhang et al., 2011).
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Obr. 17: Modulatory sestrihu SMN2 — inhibitory a aktivdatory fosfatas: (a) cantharidin, (b)
tautomycin.

C) Donory oxidu dusnatého

Hydroxymocovina je protinddorové lécivo, které inhibuje DNA syntézu
(Sinha a Snustad, 1972) a pouziva se 1 pii 1&€bé srpkovité anémie. V lymfocytové linii
hydroxymocovina zvySuje podil transkriptu SMN2 v pIné délce (Grzeschik et al., 2005).
Snizuje expresi hnRNP Al v lymfoidnich liniich odvozenych od SMA pacientll a zvySuje
pocet gem ve fibroblastech odvozenych od SMA pacienttl (Liang et al., 2008) Uginek je
zprostiedkovan metabolitem hydroxymocoviny oxidem dusnatym, jelikoZ stejny ucinek

jako hydroxymocovina maji i dalS§i donory oxidu dusnatého naptf. Deta-NONOA4t,
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S-nitroglutation a NOC-12 v lymfocytovych bunéénych linich odvozenych od SMA

pacientt typu I, I i III (Xu et al., 2011).
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Obr. 18: Moduldtory sestrihu SMN2 — donory oxidu dusnatého: (a) hydroxymocovina,
(b) Deta-NONOQat, (c) S-nitroglutation, (d) NOC-12.

D) Prirodni polyfenoly

Do této skupiny patii napt. EGCG, kurkumin a resveratrol. Epigallokatechin galat je
hlavnim polyfenolem v zeleném c¢aji, kurkumin je pfitomny v Kurkumovniku dlouhém
(Curcuma longa) a resveratrol je pfitomny ve slupkach a semenech plodu vinné révy.
protinadorové a antioxidacni vlastnosti.

Vsechny tfi slouc¢eniny zptisobuji zahrnuti exonu 7 do mRNA a tim zvySuji mnozstvi
SMN2 mRNA v plné délce, SMN proteinu a zvySuji 1 poCet gem ve fibroblastech
odvozenych od pacienti SMA typu I (Sakla a Lorson, 2008). Kurkumin zvySuje expresi
gent, které koduji SR proteiny SRp30b, SRp20 a SRp55 (Skommer et al., 2007). Resveratrol

ma vliv na AS pre-mRNA pro SRp20 a zvySuje expresi SF2/ASF, hnRNP Al a HuR
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(Markus et al., 2011), z nichz SF2/ASF a hnRNP Al se podileji na sestiihu SMN2

(Cartegni et al., 2006).

Obr. 19: Modulator sestiihu SMN2 — prirodni polyfenoly: kurkumin.

E) Dalsti modulatory

Amilorid 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amilorid (EIPA) je inhibitor Na*/H* antiporteru.
Inhibici tohoto antiporteru se méni pH, jehoz hodnota je dualezitda pro sestiih
(Borsi et al., 1995). Amilorid EIPA podporuje zahrnuti exonu 7 do SMN mRNA, zvySuje
produkci SMN proteinu i poc¢et gem v lymfoidnich liniich odvozenych od SMA pacientt
typu I, 1l a I (Yuo et al., 2008). Také zvysuje expresi SR faktoru SRp20, coz je kromé
vlivu na pH dal§im moznym mechanismem uc¢inku ovlivnéni sestiihu SMN2 pre-mRNA
(Yuo et al., 2008).

Ortho-vanadat sodny ovliviiuje AS SMN2 pre-mRNA a zpiisobuje zahrnuti exonu 7
do mRNA ve fibroblastech odvozenych od SMA pacientt typu I (Zhang et al., 2001). Nelze
jej pouzit jako lécivo, protoze inhibuje ATPasu, alkalickou a Tyr fosfatasu i1 dalsi fosfatasy,
¢imz je pro bunku toxicky.

PTK-SMAL1 je synteticky derivat tetracyklinu, ktery je strukturdlné podobny
aklarubicinu, ktery je pro terapii SMA nevhodny z didvodu toxicity. PTK-SMA1 je

tetracyklin substituovany na C7 a pravé tato zména je zodpoveédna za vliv na sestfih
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(Hastings et al., 2009). Zvysuje mnozstvi SMN2 mRNA v plné délce a mnozstvi SMN
proteinu in vitro, ve fibroblastech odvozenych od SMA pacienti i my$im modelu SMA typu
I i Il (Hastings et al., 2009). PTK-SMAI neprostupuje pies hematoencefalickou bariéru,

takze jej neni mozné pouzit jako 1éCivo bez derivatizace (Hastings et al., 2009).

CH;  CHg

Obr. 20: Modulator sestiihu SMN2: EIPA.

2.5.2.2.3 Onkogeny a geny tumorovych supresori

Kaspasa 2

Gen kaspasy 2 koéduje proteolyticky enzym, ktery se podili na procesu apoptozy.
Prostfednictvim AS vznikaji dvé mRNA isoformy: kaspasa-2L, ktera koduje
pro-apoptoticky protein, a kaspasa-2S, kterd obsahuje exon 9 a kdduje isoformu
s anti-apoptotickou funkci (Wang et al., 1994; Jiang et al., 1998). Vynechani exonu 9 je
zpusobeno sekvenci v intronu 9 genu kaspasy 2, ktery se chova jako 3’-sestfihové misto
(Coté et al., 2001a). Zahrnuti exonu 9 do sekvence podporuje hnRNP Al, zatimco PTB
protein a SR proteiny SF2/ASF a SRp30b podporuje jeho vynechani (Coté et al., 2001b;
Jiang et al., 1998).

Na AS genu pro kaspasu 2 maji vliv inhibitory topoisomeras, chlorhexidin, taxol,
staurosporin a cyklohexamid.

A) Inhibitory topoisomeras

Topoisomerasy kromé schopnosti regulovat helicity DNA maji i kinasovou aktivitu.

Nejspise moduluji aktivitu SR proteinli pomoci fosforylace, coz bylo prokazano pro topo I

50



(Rossi et al., 1996). Mezi latky, které maji vliv na AS kaspasy 2, patii inhibitory topo I:
camptothecin, irinotecan, homocamptothecin, diflomotecan, inhibitory topo Il: etoposid,
amsacrin, doxorubicin, mitoxantron a inhibitory topo I a Il: elemotecan, TAS-103.
VSechny tyto latky indukuji zahrnuti exonu 9 do mRNA v leukemickych burikach a
snizuji tak mnozstvi kaspasy-2L mRNA (Wotawa et al., 2002; Solier et al., 2004). Uginek

etoposidu je zavisly na PP1 a na de novo synteze ceramidii (Iwanaga et al., 2005).
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Obr. 21: Modulatory sestrihu kaspasy 2 — inhibitory topoisomeras: (a) camptothecin, (b) irinotecan,
(c) diflomotecan, (d) etoposid, (e) amsacrin, (f) mitoxantron, (g) TAS-103.

B) Dalsi modulatory

Chlorhexidin je latka s antibakteridlnim a protikvasinkovym uc¢inkem. Selektivné
inhibuje Clk a zamezuje fosforylaci SR proteinti, konkrétné SRp75, SRp55, SRp40 a SRp30
(Younisetal., 2010). Moduluje také sestiih exonu 11 genu Ron a kaspasy 9 v HeLa bunkach
(Younis et al., 2010).

Taxol, mikrotubuldrni inhibitor, staurosporin, inhibitor proteinkinasy C (PKC) a
cykloheximid zptsobuji zahrnuti exonu 9 do mRNA a zvysuje pomér kaspasa-2S/kaspasa-

2L mRNA v leukemickych liniich (Iwanaga et al., 2005).
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Obr. 22: Moduldtory sestiihu kaspasy 2: (a) chlorhexidin, (b) taxol, (C) staurosporin, (d)
cykloheximid.

Kaspasa 9
Kaspasa 9 méa dveé sestiihové isoformy: pro-apoptotickou delsi kaspasu-9a a
anti-apoptotickou krat$i kaspasu-9b. Isoformy jsou tvofeny zahrnutim/vynechanim exonti 3,
4, 5 a 6. Alternativni sestfih pre-mRNA kaspasy 9 je specificky regulovan faktorem
SF2/ASF, ktery je nezbytny pro zahrnuti exontt do mRNA (Massiello a Chalfant, 2006).
Ceramidy indukuji apoptozu a zvySuji expresi pro-apoptotickych proteinti. Aktivuji
PP1 a PP2A in vitro, coz reguluje aktivitu SR proteini (Chalfant et al.,, 2001).
D-erythro-C6 ceramid zvySuje pomér kaspasa 9a/kaspasa 9b a zvySuje mnozstvi proteinu
kaspasy 9a v adenokarcinomové bunétné linii prostfednictvim ovlivnéni AS
(Chalfant et al., 2002). Gemcitabin aktivuje de novo syntézu ceramidi sfingolipidovou

drahou (Chalfant et al., 2002). PPl aktivovand ceramidy zpusobuje defosforylaci

53



SR proteint in vitro (Chalfant et al., 2001), coz je moznym mechanismem Gc¢inku ceramida
na AS (Chalfant et al. 2002).

Emetin je alkaloid ziskany z kofene Carapichea ipecacuanha a pouziva se jako
antibiotikum a chemoterapeutikum. Je potencidlnim inhibitorem proteosyntézy
v eukaryotickych bunkach (Grollman, 1968). V nékterych nadorovych bunécnych liniich
(PC3) indukuje vznik del$i isoformy a snizuje mnozstvi krat$i isoformy, v nékterych
nadorovych liniich (C33A, MCF-7) ma ale opa¢ny efekt (Pan et al., 2011). Efekt je

zprosttedkovan PP1 (Pan et al., 2011).

HN ;
HO W F OH

- —
\N H " ~Nr !
H [ —
. 07y 1\
o, H  OH
@ ®
Chy
CH 0
| "K---- !
P s
(i
"\:.T# o H!# HIH'-""—- H -H III' .-"'K ) ux
. N — ----H\‘ )
- C
H b " on

(©)

Obr. 23: Modulatory sestiihu kaspasy 9: (a) ceramid, (b) gemcitabin, (c) emetin.

Bcl-x

Bcl-x patii do rodiny BCL-2, ktera se podili na regulaci apoptozy. Pti alternativnim
vybéru 5’-sestfihového mista v exonu 2 dochazi ke vzniku dvou isoforem: isoforma Bcl-XS
indukuje apoptdzu, zatimco transkript v plné délce Bel-xL ji inhibuje (Boise et al., 1993).

Na AS Bcl-x ma vliv gemcitabin, ceramidy, NB-506, emetin, staurosporin, calfostin C,
G066976, tamoxifen, CX-4945, interleukin 6, granulocyty a makrofagy stimulujici faktor

(GM-CSF) a néktera nadorova 1é¢iva.
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Gemcitabin stimuluje vznik ceramidt prostiednictvim de novo sfingolipidové drahy a
ceramidy snizuji pomér Bcl-XL/Bcl-xS 1 mnozstvi proteinu Bcel-xL a zvySuji mnozstvi
proteinu Bcl-xS v adenokarcinomové bunééné linii prostfednictvim ovlivnéni AS
(Chalfant et al., 2002). Stejn¢ jako v piipadé kaspasy 9 je efekt zprostiedkovan PP1
(Chalfant et al., 2002).

NB-506 je glykosylovany derivat rebeccamycinu s protinddorovou aktivitou. Inhibuje
in vitro sestaveni spliccosomu a sestfih inhibici fosforylace SR proteint, konkrétné
SF2/ASF, prostfednictvim inhibice kinasové aktivity topo I (Pilch et al.,, 2001).
V leukemickych bunénych liniich specificky inhibuje fosforylaci SR proteind, snizuje
hladinu Bcl-xL mRNA a hladinu mRNA CD44, SRp30b a ovliviiuje také sestiih genu
Clk/Sty (Pilch et al., 2001).

Emetin zvySuje hladinu Bcl-xS a snizuje hladinu Bel-xL v nddorovych bunéénych
linich (Boon-Unge et al., 2007). Mechanismem tc¢inku je PP1-dependentni defosforylace
SR proteint (Boon-Unge et al., 2007).

Staurosporin je inhibitor PKC a induktor apoptézy (Gschwendt et al., 1996;
Zhang et al., 2004). Snizuje pomér Bcl-xL/Bcl-xS v ledvinové embryonalni buné&cné linii
(Revil et al., 2007). Podobny ucinek jako staurosporin ma calfostin C, G66976 a tamoxifen
(Revil et al., 2007), coz jsou také inhibitory PKC (Kobayashi et al., 1989;
O’Brian et al., 1990). Inhibici 5’-sestiihového mista Bcl-xS zprostiedkovava element SB1,
zeslabova¢ pritomny v prvni poloviné exonu 2, a staurosporin tuto represi rusi
(Revil et al., 2007). Predpoklada se, ze staurosporin inhibici PKC znemozni fosforylaci
proteinu, ktery je nezbytny pro funkci SB1 (Revil et al., 2007). Staurosporin a G66976 ma
také vliv na AS genu AxI (Revil et al., 2007).

Interleukin 6 a GM-CSF snizuji mnozstvi Bcel-xL v leukemickych liniich a
12-O-tetradekanoylforbol 13-acetat (TPA) zvySuje mnozstvi Bel-xL v gliomové bunécéné
linii, pficemz TPA ziejmé spousti PKC drahu (Li et al., 2004).

CX-4945 je inhibitor kasein kinasy 2 a je v klinickych testech jak antineoplastikum

(Siddiqui-Jain et al., 2010). Inhibuje CIk in vitro, coz moduluje fosforylaci SR proteint
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(Kim et al., 2014). Ma vliv na alternativni sesttih Bcl-x, Ron, CIk1/Sty pre-mRNA
(Kimetal., 2014).

Hladinu Bcl-xS v bunéénych liniich zvySuji i protinadorova 1éCiva cisplatina,
oxaliplatina, epirubicin, methotrexat, etoposid, daunorubicin, fluorouracil, cyklofosfamid a
daktinomycin (Rohrbach et al., 2005; Shkreta et al., 2008). Cisplatina a oxaliplatina
zpusobily efekt v nejvétsim mnozstvi bunéénych linii (Shkreta et al., 2008). Efekt
oxaliplatiny je zavisly na ATM, CHK2 a p53, coz znaci, Ze signalni draha odpovédi na DNA
poskozeni ma vliv na AS Bcl-x (Shkreta et al., 2011). Oxaliplatina zfejmé zpusobuje
dvoutetézcové zlomy DNA, coz aktivuje ATM/ATR a CHK2 kinasy, které aktivuji p53,
ktery zvySuje expresi Tyr-fosfatasy, kterd nasledné antagonisticky ovliviiuje SBI1

(Shkreta et al., 2011).
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Obr. 24: Modulatory sestrihu genu Bcl-x: (a) calfostin C, (b) Go6976 (c) tamoxifen, (d) CX-4945,
(e) cisplatina, (f) oxaliplatina.

Bim

Bim inhibuje RAF/MEK/ERK drahu. Z pre-mRNA Bim vznikaji prostfednictvim AS
ti1 isoformy: Bimg,, Bimi a Bims. Bims je kodovan exony 2, 5 a 6, Bim_ exony 2,4, 5, 6 a
BimgL exony 2, 3, 4, 5 a 6. Bims je nejefektivnéjsi pro-apoptoticka isoforma.

PLX4720 je protinadorové 1écivo, inhibitor B-RAF, pfesnéji jeho mutantni formy
B-RAFV600E P|_X4720 preferenéné zvySuje mnozstvi BimS mechanismem regulovanym

SRp55 v B-RAFV69E melanomové bunééné linii (Jiang et al., 2010).

Obr. 25: Modulator sestiihu genu Bim.: PLX4720.

Ron

Ron je proto-onkogen ze skupiny Tyr-kinasovych receptord (Ronsin et al., 1993). Ma
vliv na motilitu, adhezi, proliferaci, apoptozu a tidi epitelidlné-mesenchymalni tranzici
(Camp et al., 2005; Polyak a Weinberg, 2009). Z pre-mRNA se tvoii ¢tyfi isoformy, z nichz
isoforma Ronal65 postradajici exon 11 aktivuje epitelidlné-mesenchymalni tranzici, ktera
zvySuje bunéénou motilitu a umoznuje metastazovani (Collesi et al., 1996). Zahrnuti nebo
vynechani exonu 11 zavisi na mnozstvi SF2/ASF, ktery se vaze na zesilova¢ v exonu 12

(Ghigna et al., 2005).
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Indolové derivaty (IDC) selektivné inhibuji nékteré SR proteiny podilejici se na
sestiihu zavislém na pouziti exonového zesilovace. Indolové derivaty IDC48, 78 a 92
inhibuji vynechani exonu 11 v nadorovych bunéénych liniich (Ghigna et al., 2010). Tyto
IDC maji vliv na SF2/ASF (Soret et al., 2005). Sestiih exonu 11 reguluje i chlorhexidin

(Younis et al. 2010).

Prohibitin

Protein prohibitin (PHB) inhibuje pyruvat karboxylasu (Vessal et al., 2006) a plni
funkci chaperonu (Nijtmans et al., 2000). Z pre-mRNA PHB vznikaji dvé isoformy mRNA:
delsi isoforma, kterd obsahuje 3’-nepiekladanou oblast, a krats$i isoforma, kterd konci
exonem 5. Delsi isoforma ma anti-proliferacni aktivitu (Jupe et al., 1996).

Trichostatin A a butyrat sodny zvysuji mnozstvi delsi mRNA PHB a snizuji mnozstvi

kratké mRNA v lidskych thyroidnich nadorovych liniich (Puppin et al., 2011).
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Obr. 26: Modulator sestiihu genu pro prohibitin: trichostatin A.

2.5.2.2.4 Transkripty HIV-1

Virus HIV tvori klicové virové proteiny v raznych isoformach pomoci AS.
Alternativnimi 5°- a 3’-sestfithovymi misty vznika az 40 riznych mRNA z jedné pre-mRNA
(Stoltzfus a Madsen, 2006). Pii sestiihu HIV-1 pre-mRNA hraje dilezitou roli SR protein

SF2/ASF.
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IDC16 je derivat indolu je inhibitor sestfihu, kterého se ucastni ASF/SF2
(Soret et al., 2005). IDC16 interaguje se substraty, na které se za normalnich podminek vaze
SF2/ASF a tim potlacuje vznik klicovych virdlnich proteinii a ma tedy vliv na sestfih
HIV-1 pre-mRNA (Bakkour et al., 2007). IDC16 inhibuje vyuziti 3’-sestfihového mista,

které jsou pii sestiihu pre-mRNA zavislé na pfitomnosti SR proteint (Bakkour et al., 2007).

cl

Obr. 27: Modulator sestiihu HIV-1: 1DC16.
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3  MATERIALY A METODY

3.1 Seznam pouZitych pristroji, zarizeni a chemikalii
3.1.1 Kultivaéni plasty

Vsechny kultivaéni plasty pochazi od firmy TPP.

e Kultiva¢ni lahve 75 cm?

e Kultiva¢ni lahve 25 cm?

e Kultivacni misky

e Skrabky na sklizeni bunék

3.1.2 Pristroje a zarizeni

analyzér luminiscence FLA-7000 FUJIFILM

analyzér luminiscence LAS-4000 FUJIFILM

automatické pipety Eppendorf

Biirkerova komtirka Marienfeld

centrifuga BR4i Jouan

CO; inkubator MCO-18AIC SANYO

cykler DNA Engine Peltier Thermal Cycler Bio-Rad

elektroforeticky zdroj EC 105 E-C Apparatus Laboratories
elektroforeticky zdroj EC 3000P E-C Apparatus Laboratories
flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48 Gelaire, Flow Laboratories
NanoDrop 1000 Spectrophotometr Thermo Scientific

pH metr pH 50 XS Instruments

sestava pro elektroforézu a blot Mini-PROTEAN

Tetra System Bio-Rad

stolni centrifuga Mini Spin Eppendorf

tiepaci inkubator Mixing Block MB-102 BIOER

trepacka KS 260 Basic IKA

ultrazvuk HD 2200 BANDELIN SONOPLUS
ultrazvukova lazen RK31 BANDELIN SONOREX
vahy 440-33N Kern

vortex Minishaker MS2 IKA

vyvéva KIF LAB Laboport
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3.1.3 Chemikalie

2-merkaptoethanol

acetat sodny

agarosa

akrylamid (AA)

aprotinin

bromfenolova modft

destilovana voda

dimethylsulfoxid (DMSO)

dithiothreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
ECL femto

ethanol 70%

ethanol 96%

ethidium bromid roztok
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA)
fenol

fetalni sérum

glutamin

glycerol

glycin

guanidin thiokyanat

hovézi sérovy albumin (BSA)

chlorid sodny

chloroform

isopropanol

JumpStart™ Taq DNA polymerasa
kyselina chlorovodikova

kyselina octova

Large DNA ladder

luminol substrat

methanol

n-butanol

N,N’-methylenbisakrylamid (Bis)
penicilin-streptomycin roztok

persiran amonny (APS)

Ponceau S

ProtoScript® First Strand cDNA Syntesis Kit

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

tetramethylethylenediamin (TEMED)
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SERVA

Sigma

Sigma

SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
LRR Olomouc
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lach Ner s.r.o.
Invitrogen

Termo Scientific
Lach Ner s.r.o.
Lach Ner s.r.o.
Sigma

Sigma Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Penta
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Penta

Penta

BioSystems
Thermo Scientific
Penta
Sigma-Aldrich
SERVA Electrophoresis
Sigma

SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich
New England Biolabs
Life Technologies
Sigma-Aldrich



thiokyanat amonny Sigma-Aldrich

tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) SERVA Electrophoresis
TRITON X-100 Sigma-Aldrich

trypsin Sigma-Aldrich

Tween 20 MP

3.1.4 Roztoky

AA+Bis roztok (200 ml): 58,4 g AA; 1,6 g BistAA (rozpusténo v objemu 200 ml
H20)

APS 10%: 0,1 g APS; 1 ml H,0

blotovaci pufr 10x: 30,3 g TRIS; 144 g glycin; 1 1 H20

DNA nanaseci pufr 10x: 25 mg bromfenolova modf; 1 ml 10% SDS; 7 ml H20; 3 ml
glycerol

EDTA 0,5 mM (500 ml): 0,073 g EDTA; 450 ml PBS

EGTA 0,5% (500 ml): 2,5 g EGTA; 500 ml PBS; tprava pH na 7,2; prefiltrovano
pres 0,22 um filtr

ELFO pufr 10x (1 1): 30,24 g TRIS; 144 g glycin; 10 g SDS

kultivacni médium DMEM 10% (500 ml): 440 ml DMEM; 50 ml fetalni sérum; 5 ml
penicilin-streptomycin roztok; 5 ml glutamin

lyza¢ni pufr: 1 ml RIPA pufr; 1 pul 1000x leupeptin; 1 ul 1000x aprotinin; 10 pl
100x PMSF; 1 ul IM DDT

odbarvovaci roztok: 100 ml methanol; 100 ml kyseliny octové; 800 ml H,O

PBS (1 I): 3,58 g Na2HPO;4 . 12 H,0; 0,2 g KH2PO4; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 950 ml
H>O; tprava pH na hodnotu 7,4; doplnéni do 1 1, prefiltrovani ptes 0,22 um filtr
SDS 10%: 5 g SDS; 50 ml H>O

SDS 5x (10 ml): 3,1 ml IM TRIS pH 6,8; 1 g SDS; 5 ml glycerol; 0,5 ml 1% BPB;
0,5 ml 2-merkaptoethanol

TAE pufr 10x (0.5 1): 199,8 ml 1M TRIS pH 8.8; 8 ml koncentrované ledové octové
kyseliny; 10 ml 0.5M EDTA (uprava pH na hodnotu 8 a doplnéni H20 do 0,5 I)
TBS: 4,84 g TRIS; 58,44 g NaCl; 1 1 voda; uprava pH na hodnotu 7,5; doplnéni do 2 |
TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCI

TRIS pH 8,8: 48,46 g 1M TRIS; 400 ml HCI

trizol (100 ml): 40,65 g fenol; 9,46 g guanidine thiokyanat; 3,16 g thiokyanat
amonny; 3,33 ml 3M acetat sodny (pH 5); 5 ml glycerol
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3.1.5 Testované latky
V ramci praktické ¢asti bakalaiské prace byly testovany cytokininy N°-tetrahydropyranyl
Kinetin (PK), benzylaminopurin (BAP), isopentenylaminopurin (iP), kinetin (K), Kinetin
ribosid (KR), m-topolin (mT), o-topolin (oT), p-topolin (pT), trans-zeatin (tZ), 859, 861,
1639, 1641, 1651, 1796, 1828, 1830, 1852, 1890, 1891, 1892, 1895, 1896, 1914, 1925, 2044,
2106, 3174, 3423, 3688, 4031, 4380.
Testované latky pochazely z chemické knihovny Laboratofe rastovych reguléatorti.
Dale byly testovany inhibitory inhibitory kinas PF-670462 (Cayman, 14588) a TG003

(Cayman, 10398).

3.1.6 Protilatky

e anti-IKAP (CT) — krali¢i protilatka (Anaspec, AS-54494), fedéni 1:500 v 5% BSA
e kozi protilatka proti kralicimu IgG s navazanou kienovou peroxidasou (Santa Cruz,

sc-2030), fedéni 1:5000 v 5% BSA

3.1.7 Primery

e FD 2productsAl F:5’-GTTCTGCGGAAAGTGGAGA-3’ (Sigma) - Tm= 63,1 °C
e FD 2productsC F: 5’-CAGGTGTCGCTTTTTCATCA-3’ (Sigma) - Tm= 63,8 °C
e FD 2productsA R:5’-CATGCATTCAAATGCCTCTTT-3’ (Sigma) - Tm= 63,8 °C

e FDwtlr: 5’-CATTTCCAAGAAACACCTTAGGG-3’ (Sigma) - Tm= 64,4 °C

3.1.8 Buné¢né linie

Primarni linie:
e BJ - lidské kozni fibroblasty, adherentni (ATTC)
e GMO0O0850 — lidské fibroblasty, adherentni (Coriell)
o GMO02343 — lidské fibroblasty, adherentni (Coriell)

e GMO04663 — lidské fibroblasty, adherentni (Coriell)
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3.2 PouZité metody

3.2.1 Kultivace bunék a priprava bunék na experimenty

Bunééné linie byly kultivovany v plastovych kultiva¢nich lahvich T75 (75 ¢m?) nebo
kultivacnich miskach, jejichz povrch umoznuje ptichyceni adherentnich bunék. Kultivace
probihala v zivném médiu DMEM, které obsahovalo 10 % bovinniho fetdlniho séra,
glutamin o finalni koncentraci 3,97 M, penicilin (100 IU/ml) a streptomycin (100 pg/ml).
Médium obsahovalo dostatek vitamint, soli, aminokyselin a hodnota pH se pohybovala
okolo 7,4. Kultivace prob¢hla v inkubatoru udrzujicim teplotu 36,5-37,5 °C, 5-5,5 % CO a
100% relativni vzduSnou vlhkost. Bunky byly pasazovany pii asi 80% konfluenci.
Manipulace s bunéénymi kulturami probihala za sterilnich podminek v boxu s laminarnim
proudénim vzduchu.

Pro pripravu experimentu bylo nejprve nutné spocitat bunky pro jejich presné
rozdéleni do novych kultivaénich lahvi ¢i misek. Z kultivac¢nich lahvi bylo odsdto médium
a zbytek média byl odmyt 1,5 ml EGTA (0,5 mM). Po odsati EGT A byl ptidan 1 ml trypsinu
(0,5 g praseci protein/l 1 média). Po dobu piisobeni trypsinu byly lahve umistény zpét
do inkubatoru. Proces uvolnovani bun¢k byl kontrolovan pomoci svételného mikroskopu.
Po uvolnéni adherentnich bun¢k ze dna byla lahev oplachnuta médiem a bunky byly
presunuty do zkumavky. Zkumavka byla zcentrifugovana (1 000 g, 5 min, laboratorni
teplota). Médium s trypsinem bylo odsato a byl pfidan presny objem média (5 ml).
Pro spocitani bunck byla pouzita Biirkerova komiirka, kam bylo pfeneseno 10 pl suspenze.
Suspenze byla nasledn¢ vhodné zfedéna a bunky byly nasazeny do kultiva¢nich lahvi nebo
misek v pozadovaném poctu. Médium a roztoky byly vzdy vytemperovany na 37 °C.

Nasledujici den bylo do kultiva¢nich lahvi ¢i misek pfidana testovana latka
rozpusténd v DMSO. Obsah DMSO byl obvykle nizsi nez 0,1 %. Ke kontrolnim bunkam
bylo pfidano pouze DMSO ve stejném objemu jako testované latky. Buiiky byly s testovanou

latkou inkubovany pozadovanou dobu (24-94 hodin).
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3.2.2 Sklizeni bunék pro analyzu RNA a izolace RNA

Z kultivacnich nadob bylo odsadto médium a ihned byl pfidan 1 ml trizolu. Bunky byly
do trizolu seSkrabany Skrabkou a pfemistény do 1,5 ml mikrozkumavky. Nasledujicich
5 minut se v trizolu buiiky inkubovaly. Poté byly vzorky bud’ rovnou zpracovany nebo
ulozeny v -80 °C. Po izolaci byla koncentrace a kvalita RNA vyhodnocena na zdklad¢ méfeni
na NanoDropu. Pomér hodnot naméfenych pti 260 a 280 nm, ktery udava Cistotu RNA, se
vzdy nachdzel mezi hodnotami 1,9-2,1.

Izolace RNA klasickou metodou

Ke vzorku v 1 ml trizolu bylo pfidano 200 pl chloroformu. Mikrozkumavka byla
zvortexovana po dobu 30 s a nasledn¢ byla inkubovana pii pokojové teploté 10 minut.
Nasledné byl vzorek stocen na centrifuze (12 557 g, 15 min, 4 °C). Vodna ¢éast obsahujici
RNA umisténa po stoceni nad prstencem DNA, byla piemisténa do nové sterilni 1,5 ml
mikrozkumavky. Po sténé¢ bylo pfidano stejné mnozstvi vychlazeného isopropanolu.
Roztoky byly promichany kratkym a opakovanym protfepanim. Mikrozkumavka byla
inkubovana pti pokojové teplot€¢ 5 minut a nasledné zcentrifugovéna (12 557 g, 10 min,
4 °C). Po centrifugaci byl od peletu oddélen supernatant. K peletu byl ptfidan 1,5 ml
70% ethanolu a vzorek byl zvortexovan tak, aby se pelet odlepil ode dna. Po zvortexovani
byl vzorek zcentrifugovan (12 557 g, 5 min, 4 °C). Poté byl odstranén supernatant. Pelet byl
ususen v otevienych mikrozkumavkéach v laminarnim boxu, dokud pelet nezprihlednél.
K peletu bylo nasledné ptidana sterilni voda v mnozstvi pfizptisobeném velikosti peletu
(25-100 pl). Vzorek byl inkubovan v 60 °C po dobu 10 minut a nasledné byl ochlazen
na ledu. Vzorek byl zamrazen v -80 °C.

Izolace RN A pomoci kolonek

K izolaci byl pouzit PureLink® RNA Mini kitu (Ambion, Life Technologies).
Ke vzorku v 1 ml trizolu bylo ptidano 200 pl chloroformu. Mikrozkumavka byla fadné
protfepana asi 15 s. Mikrozkumavky se inkubovaly 3 minuty pii laboratorni teploté a

nasledné byly zcentrifugovany (12 557 g, 15 min, 4 °C). Vodna faze nad prstencem DNA
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byla pfenesena do nové mikrozkumavky, kam bylo nasledné pfidano stejné mnozstvi
70% ethanolu. Mikrozkumavky byly promichany pomoci vortexu. Vzorky byly naneseny
na kolonku a mikrozkumavky byly zcentrifugovany pii laboratorni teploté (12 000 g, 15 s).
Kolonka byla nasledné promyta 700 upl promyvaciho pufru I, po promyti byla
mikrozkumavka zcentrifugovana pii laboratorni teploté (12 000 g, 15 s). Kolonka byla
nasledné dvakrat promyta 500 pl promyvaciho pufru II, ktery byl predem pétkrat ziedén
96% ethanolem. Po kazdém promyti byla mikrozkumavka zcentrifugovana pii laboratorni
teploté (12 000, 15 s). Nasledné byla mikrozkumavka s kolonkou zcentrifugovana za tc¢elem
proschnuti membrany za laboratorni teploty (12 000 g, 1 min). Na kolonku se nasledné
aplikovalo 30 pl sterilni vody (RNase-free), kolonka se s vodou inkubovala 1 minutu a

nasledné byla mikrozkumavka zcentrifugovana pii laboratorni teploté (12 000, 2 min).

3.2.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce (RT) byla provedena pomoci ProtoScript® First Strand cDNA Syntesis

kitu.

Tab. 1: Slozeni RT-PCR smesi.

Objem na 1 reakci (ul)

2x reakéni pufr 10
10x enzymovy mix 2
50 pM d(T)2s VN 2
RNA podle koncentrace
RNase-free voda podle objemu RNA

Koncentrace RNA je pfed provedenim RT zmeéfena na NanoDropu a je vhodné
ziedéna do RT reakce tak, aby jeji koncentrace byla maximalné 1 pg/ul a celkovy objem
Vv reakci neptesahl 6 pl. Pokud je pfidivané mnozZstvi RNA mensi neZ 6 pl, je cely objem
smési RT doplnén do 20 pl sterilni RNase-free vodou.

Reakce probihala v termobloku. Pfed reakci probéhla pocatecni denaturaci pti 60 °C

po dobu 5 minut. Samotna reakce probihala pii 42 °C po dobu 1 h. Poté byla teplota na
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5 minut zvySena na 80 °C. Po skonceni RT byly vzorky zamrazeny v -20 °C nebo ihned

pouzity pro polymerasovou fetézovou reakeci.

3.2.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla provedena podle nasledujiciho rozpisu s vyuzitim
JumpStart polymerasy (Sigma) a ptilozeného 10x PCR pufru. Pfed ptipravou byly vSechny

komponenty rozmrazeny na led¢. Pfi pfipravé PCR smési bylo v§e uchovavano na led¢.

Tab. 2: Slozeni PCR smési.

Objem na 1 reakci (nl)

sterilni voda 14,52
10x PCR pufr 2

10 mM deoxynukleotidy 0,72
forward primer 0,18
reverse primer 0,18
JumpStart polymerasa 0,40
cDNA 2

Vsechny slozky byly napipetovany sterilnimi Spickami do sterilnich stripd. Stripy
byly zcentrifugovany (500 g, 5 s) a umistény do cykleru, na kterém byly nastaveny

nasledujici podminky.

Tab. 3: Teplota a doba jednotlivych krokit PCR.

Teplota (°C) Cas (s)
Pocatecni denaturace 94 300
Denaturace 94 40
Annealing podle pouzitych primeri 30
Extenze 72 90
Finalni extenze 72 300
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Teplota annealingu byla spocitdna jako primér Tm F a R primeru. Celkové bylo
provedeno podle potieby 25-40 cykli. Po skonceni findlni extenze byly stripy v cykleru

ochlazeny na 4 °C. Stripy byly uloZeny na led.

3.2.5 Elektroforeticka separace produktii PCR a jejich detekce a vizualizace

Elektroforetickd separace probihala v horizontalnim uspotfaddani v 1% agarosovém gelu.

Agarosa byla dokonale rozvatena a po zchladnuti na 60°C byl piidan roztok ethidium
bromidu (vyslednd koncentrace 0,5 pg/ml). Po ztuhnuti gelu ve vani¢ce s hiebinkem byl
hiebinek vyjmut a gel spolu s vani¢kou umistén do elektroforetické vany, ktera byla nasledné
naplnéna vychlazenym 1x TAE pufrem tak, aby hladina byla cca 5 mm na gelem.

Do prvni jamky bylo napipetovano 3 ul markeru molekulové hmotnosti (Large DNA
ladder). Do dalsich jamek bylo napipetovano 5 nebo 10 ul z PCR produktu. Vzorky byly
naneseny spolu s 10x DNA nanasecim pufrem. Elektroforéza probihala cca 20-30 minut
pri napéti 100 V.

Detekce a vizualizace nukleovych kyselin probihala v UV-transiluminatoru FLA-4000
(Fujifilm). Detekce byla zalozena na tom, Ze ethidium bromid interkaluje do DNA a po
absorpci UV zafeni emituje zatfeni o vinové délce 605 nm. Byly potfizeny fotografie gela se

zviditelnénymi nukleovymi kyselinami.

3.2.6 Sklizeni bunék pro analyzu proteinii

Cely proces sklizeni bun¢k probihal na ledu. Po odsati média z kultiva¢nich lahvi bylo
do lahve ptfidano 10 ml vychlazeného PBS. Buiiky byly seskrabany do ledového 1x PBS a
preneseny do zkumavek. Zkumavky byly sto¢eny na centrifuze (460 g, 5 min, 4 °C).
Supernatant byl odsan a pelet resuspendovan v 10 ml PBS. Zkumavky byly znovu sto¢eny
(460 g, 5 min, 4 °C). Po odsati supernatantu byl pelet resuspendovan v 1 ml PBS a prenesen
do mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly stoceny (460 g, 5 min, 4 °C). Supernatant byl

odsan a pelet byl zamrazen v -80 °C nebo byl rovnou zlyzovan.
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3.2.7 Priprava proteinovych lyzati

Mikrozkumavky s bunéénym peletem byly stoCeny na centrifuze (460 g, 45 s) a byl odsan
veskery zbyly supernatant. Pro lyzovani bunék byl pfipraven lyza¢ni pufr. Veskera

manipulace probéhla na ledu.

Tab. 4: Slozeni lyzacniho pufru.

Objem (ul)
RIPA 1000
IMDTT 1
1M fluorid sodny 2
1000x% aprotinin 1
1000x% leupeptin 1
100 mM PMSF 10

K peletu bylo pridano 10-20 upl lyzac¢niho pufru. Bunky byly sonifikovany
ultrazvukovou sondou (10 s, 3 cykly). Mikrozkumavky byly stoceny na centrifuze (22 324 g,
30 min, 4 °C). Supernatant byl odpipetovan do novych zkumavek a jeho piesné mnozstvi
zaznamenano. Koncentrace proteint byla zjisténa metodou Bradfordové. Ke vzorkiim byl
pfidan 4x SDS s merkaptoethanolem a lyzacni pufr, kromé vzorku s nejnizsi absorbanci,
ke kterému se piidal pouze 4x SDS s merkaptoenthanolem, tak, aby vSechny ptipravené

proteinové vzorky mély stejnou koncentraci.

3.2.8 Elektroforeticka separace proteinii, Western blotting a imunodetekce

Mikrozkumavky s bunéénymi lyzaty byly umistény na 2 minuty do termobloku
vytemperovaného na 95.5 °C. Buné&né lyzaty byly separovany pomoci vertikalni
elektroforézy s 12.5% délicim gelem a 5% zaostfovacim gelem. Mezi skla byl nejprve nalit
délici gel, ktery byl pfevrstven n-butanolem. Po ztuhnuti déliciho gelu byl n-butanol odmyt
a na délici gel nalit zaostfovaci gel. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu byla sestavena
elektroforetickd aparatura. Do komurky byl nalit 1x ELFO pufr. Do prvni jamky gelu byl

aplikovan proteinovy hmotnostni standard. Do dalSich jamek byly aplikovany denaturované
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vzorky. Objem aplikovaného vzorku se odvijel od koncentrace proteind, pfi¢emz do jamek
bylo aplikovano 25-40 ug proteinti. Elektroforéza probihala po dobu cca 1 hodiny pii 80 V,

nasledné bylo napéti zvySeno na 120 V a elektroforéza pokracovala dalsi hodinu.

Tab. 5: Slozeni 12,5% délictho gelu.

Objem (ul)
AA+Bis 1560
H20 775
TRIS pH 8.8 1400
10% SDS 37,5
Temed 2,5
10% APS 15

Tab. 6: Slozeni 5% zaostFovaciho gelu.

Objem (pl)
AA+BIs 417,5
H20 17575
TRISpH 6.8 312,5
10% SDS 25
Temed 2,5
10% APS 15

Po dokonceni elektroforézy byl gel presunut do blotovaci kazety. Blotovaci kazeta
obsahovala porézni podloZku, 2 kusy v blotovacim pufru namocenych filtra¢nich papirt, gel,
blotovaci nitrocelulosovou membranu, 2 kusy namocenych filtracnich papiri a druhou
porézni podloZzku. Blotovaci kazeta byla umisténa do blotovaci komurky, ktera byla nasledné
naplnéna 1x blotovacim pufrem. Do komurky byla umisténa i kazeta s ledem a magnetické
michatko. Komitirka byla uzaviena a umisténa na magnetickou michacku. Blotovani

probihalo 2 hodiny pii 270 mA. Po blotovani byla membrana 5 minut barvena v roztoku
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Ponceau S, nasledné nékolikrat oplachnuta destilovanou vodou. Po dokonalém oplachnuti
byla membrana ususena.

Nasledovala imunodetekce na membrané. Membrana byla vhodné ofezana
dle velikosti cilového proteinu a poté na tiepacce oplachnuta v PBS do uplného odbarveni.
Poté byla membrana blokovana na kyvacce v roztoku 5% BSA v TBS s0,1% Tween po dobu
1 hodiny pii laboratorni teploté. Membrana byla omyta v PBS. Poté byla umisténa
na parafilm a na membranu byla nanesena primarni protilatka natedéna v roztoku BSA
(500-5000x%). Inkubace probihala ptes noc v lednici v uzaviené vlhké komurce. Po ukonceni
inkubace byla membrana promyta na kyvaéce 5 minut v PBS, 5 minut v PBS s Tweenem,
5 minut v PBS a 10 minut v PBS. Promyta membrana byla umisténa na parafilm a byla na ni
aplikovana sekundarni protilaitka znacend kienovou peroxidasou nafedéna v PBS
S Tweenem, se kterou se membrana inkubovala 1 hodinu. Po inkubaci probihalo stejné
promyvani jako po aplikaci primarni protilatky. Detekce byla provedena chemiluminiscenci.
Na osusenou membranu byl aplikovan komer¢ni roztok peroxidu a luminolu (1:1).
Chemiluminiscence byla pozorovdna pomoci piistroje LAS-4000. Byly pofizeny fotografie

membrany v riiznych ¢asech (1 s-1 h) pomoci CCD kamery.

3.2.9 Generovani chemickych vzorci

Vzorce byly vygenerovany v programu Open Babel (www.openbabel.org) ze SMILES, které

byly ziskany z databaze Pubchem.
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4  VYSLEDKY

4.1 Optimalizace podminek pro sledovani vlivu cytokininii na sestiih
IKBKAP pre-mRNA pomoci PCR po reverzni transkripci

Pouzita byla PCR po reverzni transkripci nasledovana elektroforézou v agarosovém gelu.
Mediatorova RNA pochézela ze tii linii fibroblastt GM00850, GM02343 a GM04663, které
jsou homozygotni pro mutaci IVS20+6T>C. Ta snizuje schopnost sestfihového aparatu
rozpoznat exon 20. Ten pak v ¢asti populace mRNA chybi.

Jako kontrola slouzily fibroblasty BJ bez mutace. Primery ohrani¢ovaly exon 20,
mohly tedy vznikat dva PCR produkty odpovidajici transkriptu obsahujicim exon 20 (WT)
a mutantovi (MUT), liSici se o 74 nt. Kvantifikace standardniho a aberantniho transkriptu

byla z fotografii provedena denzitometricky v programu ImagelJ.

4.1.1 Vliv poctu cykli a volba primert

Pii optimalizaci byly testovany nasledujici pary primert:
e FD 2productsC F a FDwtlr, které tvoti 422 nt (WT) a 348 nt (MUT) produkty,
e FD 2productsC F a FD productsA R, které tvoii 358 nt (WT) a 284 nt (MUT)
produkty,

e FD 2productsAl_F a FDwtlr, které tvoii 241 nt (WT) a 167 nt (MUT) produkty.
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Pro optimalizaci poctu cykla a volbu parti primert byla pouzita linie GM00850, tfi

pary primert a 25 a 30 PCR cyklu.

e
-
(a)
B] GM BJ GM BJ GM
pl p2 p3
- s -

(b)
B GM BJ GM BJ GM
pl p2 p3

Obr. 28: Optimalizace poctu cyklii a volba pari primeni. (a) 25 cykli, (b) 30 cykli. Primery:
FD_2productsAl F a FDwtlr (p1), FD_2productsC_Fa FD_productsA R (p2), FD_2productsC_F
a FDwtlr (p3).

Vsechny tfi kombinace primerti poskytovaly produkt odpovidajici standardnimu typu
(WT) v pripadé linie BJ, u linii nesoucich mutaci byl navic pfitomen produkt mensi
(Obr. 28).

Primery FD_2productsAl_F s FDwtlr vykazovaly nespecifické nasedani i pii zvySené
teploté, a proto je nebylo mozné pouzit pii vice jak 30 PCR cyklech. Nejlepsi vysledky
poskytovaly pary primert FD 2prouctsC F s FD_productsA_ R a FD_2productsC_F
s Fdwtlr. Ty byly nasledné pouzity pro sledovani vlivu cytokinini na sestiih IKBKAP
pre-mRNA.

Z experimentu je také patrné, ze je tteba pouzit vice nez 25 PCR cykld, protoZze v tomto

poctu PCR cyklt nedoslo k dostate¢né amplifikaci v PCR reakci s GM00850 (Obr. 28).
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4.1.2 Volba bunéénych linii a vliv doby kultivace s testovanymi latkami

Ve vsech nasledujicich experimentech s testovanymi latkami byl pouzit minimalné jeden
kontrolni vzorek (C), ktery misto testované latky obsahoval rozpoustédlo DMSO v objemu
odpovidajicim pfidavanému objemu roztoku testované latky. Jako pozitivni kontrola slouzil
K (100 pM), u né¢hoz jiz bylo prokazano, ze zvySuje mnozstvi WT IKBKAP mRNA
za soucasného snizovani mnozstvi MU IKBKAP mRNA (Slaugenhaupt et al., 2004).

V nasledujicim experimentu byly pouzity fibroblasty bez mutace BJ a dvé linie
s mutaci: GM02343 a GM04663. V experimentu byl sledovan vliv doby inkubace s pozitivni
kontrolou K na pomér mezi normalni (WT) a mutantni (MUT) mRNA, ktera neobsahuje

exon 20. Bylo provedeno 30 PCR cyklu s primery FD_2productsAl_F a FDwtlr.

'C K C K C K C K € K ¢ K

BJ GM02343 GMO04663 BJ GMO02343 GMO04663
24 h 72h

Obr. 29: Elektroforéza produktii PCR - viiv délky kultivace s testovanou latkou. C - kKontrola,
K - kinetin (100 uM). Bylo pouzito 30 PCR cyklii s primery FD_2productsAl_F a FDwtlr.

Vyrazny efekt kinetinu na sestfih IKBKAP pre-mRNA byl pozorovan v obou liniich,
a proto byly i nadale pouzivany v nasledujicich experimentech (Obr. 29).

Doba 24 hodin pro kultivaci bunéénych linii s testovanymi latkami byla dostacujici
pro dosazeni efektu, protoze pii delsi dobé (72 hodin) nedoslo k vyraznéjsim zménam (Obr.

29). V dalsich experimentech byla pouzivana 24 hodinova inkubace.

74



4.2 Testovani vlivu cytokinini na sestiih IKBKAP pre-mRNA

V nasledujicich experimentech byla testovana aktivita pfirodnich cytokinini (mT, oT, pT,
PK, tZ, BAP, iP, K), série dvaceti tfi syntetickych derivati kinetinu a také dvou inhibitori
vybranych kinas regulujicich sestiih (TG003 (TG) pro Clk1/4 a PF-670462 (PF) pro
CSNKI1D). S vyjimkou inhibitorti kinas, které byly testovany jako 10 uM a KR, ktery byl
testovan jako 3 uM, byly latky testovany v 100 uM koncentraci.

Fibroblasty byly s testovanymi latkami kultivovany 24 hodin.

Efekt ptirodnich cytokinini mT, oT, pT, PK, tZ, BAP, iP, KR a kinetinového derivatu
1796 byl sledovan v linii GM04663.

PCR byla provedena s dvéma rtuznymi pary primerd. PCR byla po 35 cyklech
prerusena a ¢ast vzorku odebrana. Poté probéhlo dalsich 5 cykla. Mediatorova RNA v obou
PCR reakcich pochéazela z téhoz pokusu a izolace. Smyslem pouziti dvou paru primert a

rizného poctu PCR cykld bylo posoudit vliv podminek reakce na pomér sledovanych

transkripti.
-
C K 1796 mT oT pT PK
35 40 35 40 35 40 35 40 35 40 35 40 35 40 35 40
pocet cykla
- s e - .
tZ BAP iP KR
35 40 35 40 35 40 35
pocet cyklu

Obr. 30: Elektroforéza PCR produktii vytvorenych s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R.
Vzorky v prvni jamce jsou vzdy PCR produkty 35 cyklii, v ndsledujici jamce PCR produkt 40 cyklu.
Posledni vzorek je pouze PCR produkt 35 cyklii. C - kontrola.
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- - - p .
C K 1796 mT
35 40 35 40 35 40 35 40 35 40
pocet cykli
L BT LT L 1.1 B
oT pT PK tZ BAP iP KR

35 40 35 40 35 40 35 40 35 40 35 40 35 40
pocet cykli

Obr. 31: Elektroforéza PCR produktit vytvorenych s primery FD_2productsC_F a FDwtlr. Vzorky
byly tak, zZe, v prvni jamce je vzdy PCR produkt 35 cykli, v ndsledujici jamce PCR produkt 40 cyklii.
C - kontrola.

Pomoci programu ImageJ byly fotografie geli vyhodnoceny a bylo vypocitano
zastoupeni WT jako pomér plochy piku elektroforegramu pro WT a souctu ploch pikit WT

a MUT (celkové mnozstvi transkript).
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Tab. 7: Hodnoceni viivu poctu cyklii a pouzitych parech primerii na denzitometrické stanoveni
zastoupeni WT.

Primery FD_2productsC_F+FD_productsA R FD_2productsC_F+FDwtlr
Pocet cykla 35 40 35 40
Poradi Latka Zastoupeni WT (%)
1 DMSO 91,9 90,5 94,5 89,9
2 DMSO 92,2 90,8 94,7 93,0
3 K 99,9 99,9 99,9 99,9
4 1796 99,9 99,9 99,9 99,9
5 mT 76,7 72,7 90,3 89,5
6 ol 81,4 76,1 94,4 94,9
7 pT 72,3 67,5 93,0 92,1
8 PK 92,3 88,2 96,8 96,9
9 tZ 80,3 75,4 93,3 90,5
10 BAP 93,2 91,0 97,8 97,3
11 iIP 89,4 86,9 95,9 97,3
12 KR 83,0 - 97,0 98,8
1000 | '
90.0
T 800 1
— 700 I
E 600
5 500
S 400 |
=]
% 300
N 200 F
100 r
0.0 ' ' ' ' ' ' ' ' '
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Poftadi latky
FDproducts2C F+FDproductsA R 35 FDproducts2C F+FDproductsA R 40
FDproducts2C F+FDwtlr 35 FDproducts2C F+FDwtlr 40

Obr. 32: Grafické zndzornéni vilivu pouzitych primerii a poctu cyklii na denzitometrické stanoveni

zastoupeni WT.
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Z grafického znazornéni vlivu pouzitych primert a poctu cykla (Obr. 32) je patrné, Ze
v tomto experimentu na relativni mnozstvi WT produktu mél vliv predevs§im vybér primert.
Zvyseni pocCtu cykli PCR zastoupeni bud’ neovliviiovalo, nebo v piipad€ primera
FD 2productsC F a FD productsA R mirné snizovalo zastoupeni WT formy. Divody
ptipadné ptednostni amplifikace jedné z variant jsou nejasné. Opakované a detailnéjsi
studium vlivu podminek nebylo provedeno z ¢asovych divodi. V dalSich experimentech
byly pouzivany primery FD_2productsC_F s FD productsA R, které pravdépodobné

umoziuji 1épe pozorovat rozdily mezi aktivitou riznych latek.

Tab. 8: Hodnoceni vlivu testovanych latek na IKBKAP pre-mRNA sestiih v linii GM04663.
Kvantifikace byla provedena z jednoho opakovini pomoci programu ImageJ a fotografie gelu
Z elektroforézy PCR produktii, které byly vytvoreny s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R
(Obr. 30). Zastoupeni WT je vypocitano jako primer procentudlniho zastoupeni WT pri 35 a 40 PCR
cyklech.

Testovana latka Koncentrace Zastoupeni W1

(HM) (%)
DMSO - 91,2
DMSO - 91,5
K 100 99,9
1796 100 99,9
mT 100 747
oT 100 78,8
pT 100 69,9
PK 100 90,3
tz 100 77,8
BAP 100 92,1
iP 100 88,1
KR 3 83,0
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Tab. 9: Hodnoceni vlivu testovanych latek na IKBKAP pre-mRNA sestrih v linii GM04663.
Kvantifikace byla provedena z jednoho opakovani pomoci programu ImageJ a fotografie gelu
Z elektroforézy PCR produktii, které byly vytvoreny s primery FD_2productsC_F a FDwt1r (Obr.
31). Zastoupeni WT je vypocitano jako primér procentudlniho zastoupeni WT pri 35 a 40 PCR
cyklech.

Testovana latka Koncentrace Zastoupeni W1

(»M) (%)
DMSO - 92,2
DMSO - 93,9
K 100 99,9
1796 100 99,9
mT 100 89,9
oT 100 94,7
pT 100 92,5
PK 100 96,9
tZ 100 91,9
BAP 100 97,5
iP 100 96,6
KR 3 97,9

Porovnanim zastoupeni WT v kontrole a ve vzorcich byla vybrana nejefektivné;si latka
1796. BAP mé& podle literatury na sestith IKBKAP pre-mRNA také vliv

(Slaugenhaupt et al., 2004), v tomto experimentu ale pozorovan nebyl.
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Dale byly v linii GM04663 testovany latky: PF, TG, 861, 1641, 1828, 1830, 1852,
1890, 1891, 1892, 1895, 1896, 1914, 1925, 2044, 2106, 3688 a 4031.

Pouzity pouzito 35 PCR cykla s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R. Jako
pozitivni kontrola slouzil Ka 1796.

Cc Cc K 1796 PF TG 1828 1830 1890 1891 1892 1895 1896 1914 1925 2044 2106

1852 4031 861 1641 3688

Obr. 33: Elektroforéza PCR produktii. Bylo provedeno 35 PCR cykli s primery FD_2productsC_F
a FD_productsA_R. C - kontrola.
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Tab. 10: Hodnoceni vlivu testovanych latek na IKBKAP pre-mRNA sestiih. Kvantifikace byla
provedena z technickych duplikatii pomoci programu ImageJ a fotografie gelu (Obr. 33).

Testovana laitka Koncentrace Zastoupeni W'I

(nM) (%)
DMSO - 88,7
DMSO - 935
PF 10 74,8
TG 10 61,4
861 25 92,6
1641 50 94,3
1828 100 99,9
1830 100 99,9
1852 50 99,9
1890 100 97,3
1891 100 99,9
1892 100 99,9
1895 100 99,9
1896 100 99,9
1914 100 99,9
1925 100 99,9
2044 100 99,9
2106 100 99,9
3688 50 93,6
4031 100 87,1

V tomto experimentu byly aktivni nasledujici latky: 1828, 1830, 1852, 1891, 1892,
1895, 1896, 1914, 1925, 2044, 2106.
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V nasledujicim experimentu byla pouzita linie GM02343 a 35 PCR cyklt s primery

FD_2productsC_F a FD_productsA_R.

C Cc K 1796  PF TG 859 1639 1651 3423 4380 4031 3174

Obr. 34: Elektroforéza PCR produktii. Bylo provedeno 35 PCR cyklii s primery FD_2productsC_F
a FD_productsA R. C - kontrola.

Tab. 11: Hodnoceni viivu testovanych latek na IKBKAP pre-mRNA sestrih v linii GM02343.
Kvantifikace byla provedena z jednoho opakovani pomoci programu ImageJ a fotografie gelu (Obr.
34).

Testovana latka Koncentrace Zastoupeni W1

(HM) (%)
DMSO - 69,4
DMSO - 73,2
K 100 99,9
SK 100 99,9
PF 10 53,7
TG 10 64,6
859 100 93,0
1639 50 99,9
1651 100 86,3
3423 100 66,1
4380 100 85,1
4031 100 72,1
3174 100 68,3

V tomto experimentu byla nalezena latka 1639, ktera ma srovnatelnou aktivitu jako

Ka 1796.
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Celkové bylo nalezeno tfinact latek, které v koncentraci 50 nebo 100 pM maji
srovnatelny vliv na sestith IKBKAP pre-mRNA jako ekvimolarni kinetin. Jedna se
o derivaty kinetinu 1639, 1828, 1830, 1852, 1891, 1892, 1895, 1896, 1914, 1925, 2044,

2106. Zadny dal§i piirodni cytokinin aberantni sestfih nekorigoval.

4.3  Srovnani vlivu kinetinu a 1796 na sestfih IKBKAP pre-mRNA

V experimentu byly pouzity ¢tyfi rizné koncentrace K a 1796 a bylo sledovano, jak se lisi
jejich aktivita. V tomto experimentu byla pouzita linie GM04663 a 35 PCR cykld s primery
FD_2productsC F a FD productsA R. Ke kontrolnimu vzorku byl pfidan DMSO ve

stejném objemu jako testované latky.

C kinetin 1796
100 10 1 0,1 100 10 1 0,1

Obr. 35: Elektroforéza PCR produktii — srovnani aktivity kinetinu a 1796. Bylo provedeno 35 PCR
cyklii s primery FD_2productsC F a FD productsA R. Kontrolni vzorky jsou v duplikatu.
Koncentrace je uvedena v uM. C - kontrola.

100
98
96
94
92
90
88
86 |
84
82
80

zastoupeni WT (%)

100 10 1 0,1
koncentrace latky (uM)

= Kinetin 1796 kontrola

Obr. 36. Srovnani aktivity kinetinu a 1796. OranZova ¢ara znaci priitmérnou hodnotu zastoupeni WT
u kontrolnich vzorki.
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Z experimentu srovnavajiciho aktivity K a 1796 se zd4, Ze obé& latky maji srovnatelnou
aktivitu pii koncentracich 100 uM a 10 uM. U koncentraci 1 pM a 0,1 uM byl kinetinu na
sestiith IKBKAP pre-mRNA je vétsi, molekula 1796 v koncentraci 0,1 pM nema v porovnani
s kontrolami zadny efekt (Obr. 36), pficemz u dvou kontrolnich vzorkl bylo zastoupeni WT
87,6 291 %.

Tento experiment byl proveden pouze jednou a jednotlivé podminky nebyly
replikovany. Vysledky ale umoziluji u€init zavér, Ze mnou objeveny modulétor sesttihu 1796

pravdépodobné neni aktivnéjsi nez zndmy modulator kinetin.
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4.4  Vliv kinetinu na hladinu proteinu IKAP

Gen IKBKAP koduje protein IKAP, ktery ma 150 kDa. Transkripty bez exonu 20 nejsou
schopny poskytnout proteinovy produkt, hladiny IKAP v butice jsou pak nizs§i. Mnozstvi
proteinu  bylo detekovdano pomoci imunoblotu po denaturacni elektroforéze
v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Snimky byly hodnoceny denzitometricky
V programu ImageJ.

Jako kontrola mnozstvi proteinu slouzila imunodetekce aktinu piipadné tubulinu.
Ke sledovani efektu K (100 uM) byly pouzity fibroblastové linie GM02343, GM04663 a
GMO00850 nesouci mutaci a kontrolni linie BJ. Byly testovany tfi razné dlouhé doby

kultivace buné¢nych linii s K a to 24h, 72h a 94 hodin. Vysledky jsou ukazany na Obr. 37 a

38.
p J— —— mmmm ——= Ll N N ~ « <150 kDa
S Bl e e e— NS

C K C K C K C K C K C K
BJ GMO02343 GMO04663  GMO00850 BJ GMO02343

—— el N R T
(b)—‘-—m-ﬂ-;ﬂh-q—b- .
C K C K C K C K C K Cc K
BJ GM02343 GMO04663 GMO00850 BJ GM02343
Obr. 37: Imunodetekce IKAP: (a) 24 h, (b) 94 h. IKAP 150 kDa,. C - kontrola, K - kinetin.

V tomto experimentu se z technickych divodi nepodafila detekce aktinu.

Pro pouzitou protilaitkou anti-IKAP (Anaspec, AS-54494) vyrobce uvadi, ze
detekovany produkt ma velikost 100 kDa. V literatuie a databazich se obvykle uvadi,
velikost IKAP 150 kDa (Uniprot: 095163). Protilatka je schopna detekovat protein o této
velikosti i podle literatury (Cohen-Kupiec et al., 2010). Za smérodatny byl povazovan

prouzek o této velikosti.
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Pomoci programu ImageJ byl vyhodnoceno zvySeni mnozstvi proteinu IKAP jako
pomér plochy piku bandu IKAP ovlivnénym kinetinem/plocha piku bandu kontrolniho

IKAP bez ptidan¢ho kinetinu (pomér K/C).

Tab. 12: Viiv kinetinu na hladinu IKAP. Pomer K/C vyjadriuje kolikrat je zvySena hladina IKAP pri
poucziti 100 uM kinetinu oproti kontrole s DMSO.

Linie Pomér K/C po  Pomér K/C po

24h 94h
BJ 1,29 1,05
BJ 1,00 1,14
GM02343 0,75 2,04
GMO02343 0,93 1,98
GMO04663 1,87 1,82

Kinetin o koncentraci 100 pM zvysil hladinu IKAP a to konkrétné 2krat v GM02343,
1,8krat v . GM04663 po 94 hodinové kultivaci s K. Po 24 hodinach kultivace s K zvysil

hladinu IKAP pouze v linii GM04663.
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Obr. 38: Imunodetekce IKAP — vliv doby kultivace s 100 uM kinetinem. (a) IKAP 150 kDa, (b) tubulin
50 kDa. C - kontrola, K - kinetin.

Tab. 13: Vliv kinetinu na hladinu IKAP — srovndni doby kultivace 24h a 72h. Pomér K/C vyjadiuje
kolikrat je zvysSena hladina IKAP pri pouziti 100 uM kinetinu oproti kontrole s DMSO.

Linie Pomér K/C Pomér K/C

po 24h po 72h
GMO02343 1,69 1,70
GMO04663 1,15 2,05

Kinetin o koncentraci 100 uM zvysil hladinu IKAP v obou testovanych liniich,
konkrétné 1,7krat v GM02343 a 2krat v GM04663 po 72 hodinové kultivaci s K. Oproti
predchozimu experimentu zde doslo pouze k mirnému zvyseni hladiny IKAP v GM04663 a
hladina IKAP byla zvys$ena 1,7krat v GM02343.

Kinetin zvySoval intenzitu prouzku o velikosti 150 kDa, o kterém pfedpokladame, Ze
je cilovym proteinem. Efekt byl pozorovan v nékolika liniich a ¢asech. Pouziti vice replikati

a nasledné statistické zpracovani by zvysilo davéryhodnost téchto pozorovani.
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5 DISKUSE A ZAVER

Familiarni dysautonomie je autosomalné recesivni periferni neuropatie zplisobena mutacemi
v IKBKAP genu. Nejcastéji se vyskytuje mutace IVS20+6T>C, kterad zptisobuje vynechdni
exonu 20 pii sestiihu pre-mRNA. Efekt neni absolutni, v buiikach se stale tvoii 1 standardni
transkript, ale v niz§im mnozstvi. Podobné jako v ptipad¢ dalSich onemocnéni zptisobenych
aberantnim sestiithem je soucasnd 1écba symptomaticka. Ve vyvoji jsou ale latky, které jsou

schopné zvySovat koncentraci transkriptu v pIné délce a jednou z nich je cytokinin kinetin.

Prace se zabyva optimalizaci metod pro sledovani vlivu cytokininli na expresi
v IKBKAP v liniich pochézejicich z pacienti homozygotnich pro mutaci IVS20+6T>C.
PCR po reverzni transkripci byla pouZita ke sledovani sestiihu IKBKAP. Za timto Gicelem
jsem optimalizovala PCR s n¢kolika pary primert nasedajicimi na oblast cDNA ohranicujici
exon 20. U postizenych liniich pak vznikaji 2 produkty, kromé standardniho transkriptu 1
kratsi varianta, ktera postrada exon 20. Zastoupeni jednotlivych variant je mozné hodnotit
pomoci denzitometrie po separaci v agarosovém gelu. Nékolik dvojic primert jsem testovala
proto, ze jsem chtéla ziskat predstavu, jaky vliv to bude mit na pomér transkriptii. Aplikace
kinetinu (100 uM), ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola, vedla k vymizeni aberantniho
transkriptu ve tfech riznych liniich: GM00850, GM02343 a GM04663.

Optimalizovana metoda byla pouzita pro testovani dalSich latek, coz je popséano nize.
Disledkem aberantniho sestfihu je snizeni produkce proteinu IKAP. Efekt kinetinu na jeho
hladiny jsem testovala pomoci imunodetekce po elektroforéze (SDS-PAGE) a westernovém
ptenosu. Ve vzorcich ovlivnénych kinetinem jsem pozorovala zvySeni intenzity prouzku 0
velikosti asi 150 kD, coz odpovida molekulové hmotnosti IKBKAP. Efekt byl patrny v
n¢kolika liniich a ¢asech. Vysledky je zatim nutno povazovat za predb&zné, mj. i kviili nizké
replikaci. Tato metoda bude v budoucnu pouzita pro ovéieni efektu latek, u kterych bude

pozorovan pozitivni efekt na irovni RNA.
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Pomoci optimalizované PCR po reverzni transkripci jsem se pokusila vyhledat i dalsi
aktivni latky v knihovné Laboratoie riistovych regulatori. Zatimco zadny z pfirozenych
cytokinini nemél pozitivni efekt, mezi syntetickymi derivaty kinetinu jsem identifikovala
13 aktivnich latek. Schopnost latky 1639 (2-chlorokinetin) byla bohuzel nezavisle popsana
v roce 2015 japonskymi autory (Yoshida et al., 2015). Zatimco pozitivni efekt kinetinu a
latek 1796 a 1639 jsem pozorovala opakovang, pokus s ostatnimi latkami byl proveden jen
jednou. Vysledky jsou tedy predbézné. Také jsem testovala efekt TG003 a PF-670462,
inhibitorti kinas a Clk1/4 a CSNK1D, které hraji roli v regulaci sestiihu. Latky neovliviiovaly
tvorbu aberantniho transkriptu. Cytokininy tedy ptisobi jinym molekularnim mechanismem.

PrestoZze PCR po reverzni transkripci nasledovana délenim v agarosovém gelu mi
umoznila ziskat uzitecné vysledky, metoda je pomérné neefektivni. Rychlejsi alternativou
by mohla byt detekce vyuzivajici real-time PCR. V jedné reakci by se kvantifikoval
standardni a v druhé mutantni transkript. Mediatorovou RNA jsem ziskavala z kultur
na Petriho miskach, zde se nabizi prostor pro miniaturizaci: existuji systémy pro paralelni
izolaci vzorku ptimo z 96-jamkovych desek. Idealni moznosti skrinovani vétsi knihovny
latek nabizi linie exprimujici vektor umoznujici sledovat sestfihovou reakci. Je mozné, ze
ke skininku by se dalo vyuzit i nékterych vlastnosti fibroblasti odvozenych z pacientl
s familiarni dysautonomii: je napfiklad znamo, ze pomaleji migruji a Ze maji zménénou
fosforylaci nékterych histont. Systém s vysSim prutokem by byl vyhodny i pro sestaveni
davkovych kiivek jednotlivych inhibitort.

Zavedenim alesponi n¢kterych z téchto metod se bude zabyvat navazujici diplomova
prace.

Soucasti prace je také reSerSe moznosti farmakologického ovlivnéni sesttihu. Ta

poslouzi jako podklad pro vypracovani databaze nizkomolekularnich modulatori sestfihu.

Cile bakalaiské prace byly splnény.
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