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1 ÚVOD A CÍLE PRÁCE 

Prekurzorová mRNA prochází sestřihem, který je katalyzován spliceosomem. Z primárního 

transkriptu se při něm odstraní nekódující sekvence, introny, zatímco kódující sekvence, 

exony, spojením vytvoří finální transkript. Pomocí alternativního sestřihu je možné vytvořit 

různé transkripty lišící se přítomností některých exonů. Z jednoho genu tak může vzniknout 

více proteinů. 

Sestřih pre-mRNA je složitý proces regulovaný na mnoha úrovních, aby nedocházelo 

k tvorbě transkriptů, které nedávají vzniknout proteinovým produktům, případně transkriptů 

kódujících proteiny narušujících homeostázu. Asi 15 % dědičných onemocnění je způsobeno 

právě aberantním sestřihem pre-mRNA. Mezi tato onemocnění se řadí např. spinální svalová 

atrofie, neurofibromatóza typu 1 nebo familiární dysautonomie. Současná terapie je 

především symptomatická. Snahou je nalézt látky, které mají schopnost korigovat sestřih 

tak, aby vznikal funkční produkt. Jedním z mála známých modulátorů sestřihu je kinetin, 

rostlinný hormon ze skupiny cytokininů. Kinetin má vliv na sestřih mutantní pre-mRNA 

pro IKBKAP a je proto potenciálním léčivem na familiární dysautonomií. 

Cílem bakalářské práce bylo zpracování rešerše na téma sestřih pre-mRNA a možnosti 

jeho farmakologického ovlivnění. Experimentální část je zaměřena na testování vlivu 

přirozených i syntetických cytokininů, zejména derivátů kinetinu, na sestřih IKBKAP  

pre-mRNA. 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Sestřih prekurzorové mRNA 

Většina genů kódujících proteiny vyšších eukaryotických organismů je ze sekvence DNA 

přepisována do prekurzorové mRNA (pre-mRNA), ve které jsou exony kódující sekvenci 

proteinu přerušovány nekódujícími introny. Sestřih je proces, při kterém se v pre-mRNA 

odstraní introny a exony se spojí ligací (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Celý proces 

je katalyzován složitým ribonukleproteinovým komplexem spliceosomem 

(Lerner et al., 1980). 

K sestřihu dochází v místech pre-mRNA, která mají typické znaky. Na rozhraní 

3’-konce exonu a 5’-konce intronu se nachází 5’-sestřihové místo, jehož obecná 

konsenzuální sekvence je u obratlovců AG/GURAGU, tzn. na 3’-konci exonu je AG a intron 

začíná bázemi GU, ale pouze první báze je v sekvenci intronu vždy striktně zachována. 

Sekvence 3’-sestřihového místa, které je na 3’-konci intronu, končí bázemi AG. 

Sestřihová místa jsou sestřihovým aparátem rozpoznávána s různou frekvencí, podle 

toho do jaké míry se jejich sekvence liší od sekvence konsenzuální. Pokud je sekvence 

shodná nebo téměř shodná s konsenzuální sekvencí, sestřih zde často probíhá konstitutivně. 

Pokud se sekvence liší, probíhá zde alternativní sestřih (AS). 

Důležitou částí intronu je místo větvení, které obvykle bývá ve vzdálenosti  

20-50 nukleotidů (nt) od 3’-sestřihového místa směrem k 5’-konci intronu. Nachází se zde 

adenosin nezbytný pro první transesterifikační reakci. Narozdíl od některých jiných eukaryot 

je sekvence místa větvení u člověka vysoce degenerovaná (YNYUNAY). Ve vyšších 

eukaryotických organismech je místo větvení následováno polypyrimidinovým úsekem.  

Některé pre-mRNA obsahují exonové nebo intronové zesilovače/zeslabovače, 

sekvence, které ovlivňují konstitutivní i alternativní sestřih tím, že umožňují navázání 

regulačních proteinů, které buď stimulují tvorbu spliceosomu nebo znemožňují jeho 

sestavení. 
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Obr. 1: Umístění sekvencí důležitých pro sestřih pre-mRNA. 

 

2.1.1 Malé jaderné RNA 

Malé jaderné RNA (snRNA) jsou nekódující transkripty, z nichž některé se podílí 

na rozpoznávání sekvencí definujících místa sestřihu a jsou součástí spliceosomu. Samotná 

snRNA tvoří komplex s proteiny. Tento komplex se pak nazývá malá jaderná 

ribonukleoproteinová částice (snRNP). Výjimku tvoří U4 a U6 snRNA, které jsou k sobě 

komplementární a tvoří U4/U6 snRNP (Bringmann et al., 1984, Hashimoto a Steitz, 1984). 

Mezi snRNP proteiny řadíme Sm-proteiny, Sm-podobné proteiny (Sm-like, LSm) a 

specifické snRNP proteiny. Na sestřihu se také podílí non-snRNP proteiny. 

Malé jaderné RNA se dělí do dvou skupin podle obecných znaků sekvence a 

proteinových kofaktorů na Sm RNA a LSm RNA (Matera et al., 2007). 

První třídou jsou Sm RNA, pro které je typická 5’-trimethylguanosinová čepička, 

vlásenka se smyčkou (stem-loop) na 3’-konci a místo pro navázání sedmi Sm-proteinů, které 

tvoří heteroheptamerní prstencovitou strukturu (Kambach et al., 1999). Mezi Sm RNA se 

řadí U1, U2, U4, U4atac, U5, U7, U11 a U12 RNA. Z uvedených Sm RNA není součástí 

spliceosomu pouze U7 RNA, která se podílí se na tvorbě 3’-konce histonové pre-mRNA 

(Galli et al., 1983; Strub et al., 1984). 

Geny Sm RNA jsou přepisovány specializovanou formou RNA polymerasy II, která 

je funkčně podobná polymerase, která se uplatňuje při přepisu savčích genů kódujících 

proteiny. Po transkripci a úpravě 3’-konce je snRNA s 7-methylguanosinovou čepičkou 

exportována z jádra do cytoplasmy. Ribonukleoproteinová částice vzniká díky SMN 
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proteinovému komplexu (Fischer et al., 1997). Čepička je hypermethylovaná 

na 2,2,7-trimethylguanosinovou čepičku (Mouaikel et al., 2002). Do jádra se snRNP vrací 

pomocí importinu-β (Palacios et al., 1997), pak jsou krátkou dobu v Cajalových tělíscích 

předtím, než se nahromadí v perichromatinových fibrilách a interchromatinových shlucích 

(Sleeman a Lamond, 1999). 

Druhou třídou jsou LSm RNA, které mají 5’-methylguanosinovou čepičku, vlásenku 

se smyčkou na 3’-konci, která končí úsekem uridinů, které tvoří místo pro navázání jiného 

heteroheptamerického prstence složeného z LSm proteinů (Achsel et al., 1999). 

Mezi LSm RNA se řadí U6 a U6atac. Geny LSm RNA jsou přepisovány RNA polymerasou III 

a při transkripci jsou využívány externí promotory. Narozdíl od Sm RNA, LSm snRNA 

po svém vzniku vůbec neopouští jádro. 

 

2.1.2 Průběh sestřihu prekurzorové mRNA 

Jednotkou rozpoznávanou sestřihovým aparátem může být buď intron nebo exon. Evoluční 

výběr mezi rozpoznáním exonu nebo intronu mj. závisí na délkách intronů a exonů v daném 

genomu. Většina genů obratlovců má krátké exony, které jsou odděleny delšími introny, 

zatímco nižší eukaryotické organismy mají delší exony a kratší introny (Hawkins, 1988). 

Pokud je intron delší než 200 nt, dochází v organismu především k rozpoznávání 

exonu, zatímco když je intron kratší než 200 nt, dochází především k rozpoznávání intronu 

(Fox-Walsh et al., 2005; McGuire et al., 2008).  Rozpoznání exonu se uplatňuje u živočichů, 

zejména savců, zatímco rozpoznání intronu u hub a protist (Xiao et al., 2007; 

McGuire et al., 2008). Alespoň u některých druhů organismů včetně člověka se uplatňují 

různou měrou oba mechanismy (McGuire et al., 2008). O tom, který z nich bude hrát roli 

v sestřihu konkrétního sestřihového místa, rozhoduje délka jednotlivých exonů a intronů.  

Rozpoznání exonu zahrnuje interakce mezi faktory, které rozeznávají 5’-sestřihové 

místo a předcházející 3’-sestřihové místo, tj. sestřihová místa intronů ohraničujících exon 
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(Robberson et al., 1990). Naproti tomu při rozpoznávání intronu dochází k interakcím mezi 

faktory rozeznávajícími 5’-sestřihové místo a následující 3’-sestřihové místo, tj. sestřihová 

místa téhož intronu. Při rozeznání prvního exonu dochází k vazbě proteinů  

na 7-methylguanosin trifosfátovou čepičkou na 5’-konci transkriptu a rozeznání posledního 

exonu je umožněno prostřednictvím 3’-sestřihového místa a polyadenylaci 3’-konce 

transkriptu (Izaurralde et al., 1994). 

U většiny eukaryotních organismů se vyskytují dva typy spliceosomů:  

U2-dependentní (tzv. majoritní spliceosom) a U12-dependentní (tzv. minoritní spliceosom). 

U2-dependentní spliceosom se účastní tzv. kanonického sestřihu, který katalyzuje 

sestřih U2-typu intronů, které obsahuje většina genů. U2-dependentní spliceosom se skládá 

z U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA. 

U12-dependentní spliceosom katalyzuje sestřih U12-typu intronů, jejichž výskyt je 

vzácnější. U člověka je asi 700 intronů typu U12 (Sheth et al., 2006; Alioto, 2007). 

U některých eukaryot se minoritní spliceosom vůbec nevyskytuje (Sheth et al., 2006).  

U12-dependentní spliceosom obsahuje U11, U12, U4atac, U5, U6atac snRNA. 

Následující popis průběhu sestřihu se týká U2-dependentního spliceosomu. 

Sestřih je zahájen vazbou U1 snRNP na 5’-sestřihové místo. U1 snRNA obsahuje 

vysoce konzervovanou sekvenci šesti nukleotidů, které se párují s 5’-sestřihovým místem 

pre-mRNA (Zhuang a Weiner, 1986). Tento komplex se nazývá E komplex, který je velmi 

nestabilní. 

U2 snRNP, sestřihový faktor SF1 a pomocný faktor U2AF rozeznávají 3’-sestřihové 

místo. SF1 se váže na místo větvení (Berglund et al., 1997). U2AF je heterodimer skládající 

se z U2AF65 a U2AF35. U2AF65 se váže na polypyrimidinový úsek (Zamore a Green, 

1989) a U2AF35 rozeznává adenin a guanin ve 3’-sestřihovém místě (Wu et al., 1999). 

U2AF umožňuje vznik komplementárního párování U2 snRNA a sekvence místa větvení 

(Parker et al., 1987; Ruskin et al., 1988), při kterém U2 snRNA nahrazuje SF1. Tento proces 

je ATP-dependentní (Zamore a Green, 1989). Vzniklý komplex se nazývá A komplex. Další 
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struktura vzniká připojením U4/U6 a U5 tri-snRNP. Celý komplex se pak nazývá 

B komplex. 

Dále dochází ke změnám RNA-RNA interakcí a RNA-proteinových interakcí. 

Párování mezi U4 a U6 snRNA je narušeno spárováním U6 a U2 snRNA 

(Hausner et al., 1990). Tím se uvolní 5’-konec U6 snRNA, který se následně páruje  

s 5’-sestřihovým místem, kde nahrazuje U1 snRNA. Komplex již neobsahuje ani U1 snRNA, 

ani U4 snRNA. Tyto změny umožňují těsné přiblížení 5’-sestřihového místa a místa větvení, 

mezi kterými dochází k první transesterifikaci. Destabilizace umožňuje vznik aktivovaného 

spliceosomu, Bakt komplexu. 

Z aktivovaného B komplexu vzniká B* komplex, který katalyzuje první krok sestřihu. 

Poté vzniká C komplex, který sestává z jednoho volného exonu a lasovité struktury intron-

exon (lariat). Komplex C katalyzuje druhý krok sestřihu. Poté spliceosom disociuje. 

Sestřih sestává ze dvou transesterifikačních reakcí, které vyžadují ATP. První 

transesterifikací vzniká 2’-5’-fosfodiesterová vazba mezi 2’-hydroxylovou skupinou 

adenosinu v místě větvení a 5’-hydroxylovou skupinou guanosinu v 5’-sestřihovém místě. 

Touto reakcí vzniká lasovitá struktura (Grabowski et al., 1984; Padgett et al., 1984; 

Ruskin et al., 1984). Druhá transesterifikační reakce probíhá mezi 3’-hydroxylovou 

skupinou na 3’-konci exonu, který se nachází před odstraňovaným intronem, a posledním 

nukleosidem v 3’-sestřihovém místě. Uvolněné exony se tak spojí ligací. 
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Obr. 2: Průběh sestřihu pre-mRNA (převzato a upraveno z Zaharieva et al., 2012). 

 

Pro vytvoření spliceosomu jsou nezbytné SR proteiny. Tyto proteiny obsahují 

RNA-rozpoznávající oblast, která je následována doménou bohatou na Ser a Arg. Dalšími 

důležitými faktory jsou heterogenní ribonukleoproteiny (hnRNP). 

 

2.2 Alternativní sestřih prekurzorové mRNA 

Některé exony se v mRNA vyskytují vždy a jejich sestřih je konstitutivní, jiné exony se 

v mRNA vyskytují pouze alternativně. Alternativní sestřih znamená, že z jednoho genu 

(jedné pre-mRNA) může vzniknout více různých isoforem mRNA, které - pokud kódují 

proteiny - přispívají k rozmanitosti proteomu a diverzitě fenotypu.  

Alternativní sestřih je častým jevem, dochází k němu až u 95 % multiexonových genů 

(Pan et al., 2008). Prostřednictvím AS může být jeden gen různě exprimován v závislosti 



 

17 

 

na tom, v jaké tkáni se nachází (Johnson et al., 2003). Vytvářené isoformy jsou nejen 

tkáňově, ale i vývojově specifické, tzn. isoformy jsou potřebné v různém zastoupení 

v závislosti na stupni diferenciace. Produkce tkáňově specifické isoformy je zajištěna 

sestřihovými faktory typickými pro danou tkáň. Příkladem takového faktoru může být 

NOVA-1, který je exprimován v různých oblastech mozku v různých koncentracích. 

Alternativní sestřih je také ovlivnitelný aktuálním stavem buňky, příkladem může být vznik 

alternativního transkriptu genu XBP-1 při ER-stresu. Zajímavé je, že AS v některých 

případech vede ke vzniku produktů s opačnou aktivitou (např. pro- a anti-apoptotické 

varianty FAS, APAF-1, BCL-2 a některých kaspas). Volba mezi různými sestřihovými 

variantami hraje také roli v mezidruhové specifitě, tzn. u různých organismů se vytváří 

z jednoho genu mRNA s jinou exonovou strukturou a tedy i strukturně jiný protein. 

Mechanismy vzniku alternativních transkriptů jsou: vynechání nebo zahrnutí 

alternativního exonu, retence intronu, využití alternativních sestřihových míst, navzájem se 

vylučující exony a alternativní první nebo poslední exon. 

Alternativní exony vznikají duplikací již existujícího exonu v rámci jednoho genu, 

použitím mobilního elementu jako exonu, nebo změnou konstitutivního exonu 

na alternativní (Lev-Maor et al., 2003; Lev-Maor et al., 2007). Na výběru sestřihového místa 

se kromě zastoupení sestřihových faktorů a regulace jejich aktivity podílí také sekundární 

struktura pre-mRNA nebo jadérková RNA (snoRNA). 
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Obr. 3: Mechanismy alternativního sestřihu: (a) alternativní exon, (b) alternativní 5’-sestřihové 

místo, (c) alternativní 3’-sestřihové místo, (d) retence intronu, (e) vzájemně se vylučující exony. 

 

2.3 Mutace ovlivňující sestřih prekurzorové mRNA 

Zatímco AS je přirozený jev, mutace genu mohou vést ke změněnému využití exonů 

v příslušné mRNA, tzv. aberantnímu sestřihu. Mutace mohou také narušit poměr zastoupení 

různých alternativních transkriptů. 

Odhaduje se, že ze všech mutací, které vyvolávají onemocnění, je nejméně 

15 % mutací, které mají vliv na sestřih pre-mRNA (Faustino a Cooper, 2003). Aberantní 

sestřih může být i důsledkem pozměněné koncentrace nebo funkce proteinů, které  se 

na sestřihu podílejí. Je známo, že zastoupení alternativních transkriptů je významně 

pozměněno v případě některých nádorů. 

Mutace se můžou vyskytnout kdekoli v sekvenci pre-mRNA a ovlivnit tak cis-faktory 

sestřihu. Mutace vyskytující se v sestřihových místech nebo místě větvení způsobují 

nedostatečnou komplementaritu podjednotek spliceosomu, nedojde tedy k vymezení exonu 

či intronu a na tomto elementu sestřih neproběhne. Mutace v sekvenci místa větvení 

vyvolávají retenci intronu nebo vynechání exonu. Tyto mutace jsou poměrně vzácné, stejně 

jako mutace v polypyrimidinovém úseku. Může ale také dojít k aktivaci tzv. kryptického 
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sestřihového místa, které je za fyziologických okolností sestřihovým aparátem ignorováno. 

V tomto případě pak vzniká exon s abnormální délkou. Mutace mohou způsobit nejen zánik 

místa sestřihu, ale i jeho vznik. 

Pokud mutace proběhne v sekvenci zesilovače nebo zeslabovače, vede to ke snížení, 

resp. zvýšení pravděpodobnosti zahrnutí exonu do mRNA. Mutace v jiných sekvencích 

mohou také vytvořit zesilovač nebo zeslabovač. 

V mRNA se může objevit pseudoexon, který vzniká sestřihem segmentu intronu. 

K tomu může dojít v důsledku vzniku sekvence odpovídající hranici intron-exon ve vhodné 

vzdálenosti od již přítomné kompatibilní sekvence schopné ohraničit exon, případně 

v důsledku zániku zeslabovače sestřihu. 

Mutace můžou ovlivnit i trans-faktory sestřihu, což ovlivní větší množství genů, než 

mutace v cis-sestřihových faktorech, protože trans-faktory se podílejí na sestřihu pre-mRNA 

všech transkriptů nebo alespoň některých tříd. 

Typ AS vyvolaného mutacemi ovlivňuje také to, zda je při sestřihu pre-mRNA 

rozpoznáván exon nebo intron. U organismů, u nichž preferenčně dochází k rozpoznání 

exonu, dochází často k AS v podobě vložených exonů, zatímco u organismů, u nichž dochází 

častěji k rozpoznání intronu, je nejčastějším typem AS retence intronu v sekvenci mRNA 

(McGuire et al., 2008). 

 

2.4 Regulace sestřihu prekurzorové mRNA 

Sestřih je regulován cis-faktory sestřihu a trans-faktory sestřihu. Mezi cis-faktory sestřihu 

patří RNA elementy, které slouží buď jako zesilovače nebo zeslabovače. Dělí se na exonové 

sestřihové zesilovače a zeslabovače a na intronové sestřihové zesilovače a zeslabovače. 

Přítomnost zeslabovačů snižuje pravděpodobnost zahrnutí exonu do mRNA, zatímco 

přítomnost zesilovačů tuto pravděpodobnost zvyšují. Tyto sekvence umožňují navázání 

trans-faktorů sestřihu, které aktivují nebo potlačují sestřih. Většina zesilovačů umožňuje 
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navázání SR proteinů a zeslabovače umožňují vazbu s hnRNP. Další trans-faktory sestřihu 

jsou tkáňově-specifické, např. zmiňovaný NOVA-1. 

U většiny genů dochází k sestřihu pre-mRNA ko-transkripčně. Z toho plyne, že 

regulace sestřihu pre-mRNA může být zprostředkována i epigenetickou modifikací 

chromatinu, např. DNA methylací nebo acetylací a deacetylací histonů. 

 

2.4.1 SR proteiny 

SR proteiny, proteiny bohaté na Ser a Arg, mají vliv jak na konstitutivní, tak na alternativní 

sestřih. Obsahují jeden nebo dva N-terminální motivy rozpoznávající RNA a variabilně 

dlouhou a bohatě fosforylovanou C-terminální doménu bohatou na aminokyseliny Arg a Ser, 

tj. RS doménu. Zatímco motiv rozeznávající RNA zajišťuje interakci se sekvencemi  

v pre-mRNA, RS doména umožňuje protein-proteinové interakce, které jsou důležité 

pro sestavení spliceosomu. 

SR proteiny většinou pozitivně regulují sestřih, ale mohou mít také negativní aktivitu. 

Vazba na exonový zesilovač má za následek zahrnutí exonu do mRNA, vazba na intronovou 

sekvenci má opačný efekt, tj. způsobuje vynechání exonu (Dembowski et al., 2012; 

Erkelenz et al., 2013). Regulace aktivity SR proteinů probíhá pomocí methylace, acetylace 

a fosforylace. 

Gen pro SR protein SF2/ASF je řazen mezi proto-onkogeny (Karni et al., 2007).  

SF2/ASF je v některých nádorech exprimován ve zvýšené míře, přičemž gen, který ho 

kóduje, je amplifikován. SF2/ASF se podílí například na vzniku anti-apoptotických mRNA 

isoforem genů BIN1, Bim (Anczuków et al., 2012) a kaspasy 9 (Shultz et al., 2011) nebo 

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

Heterogenní ribonukleoproteiny (hnRNP) se dělí na tři skupiny: A, B a C. Obsahují různé 

motivy rozpoznávající RNA i domény bohaté na Gly nebo jiné aminokyseliny, které slouží 

jak k vazbě s RNA, tak k protein-proteinovým interakcím. Patří sem např. hnRNP A1 nebo 

protein vázající se na polypyrimidinový úsek (PTB). Jejich funkce je narozdíl od SR proteinů 

spíše negativní. 

 

2.5 Farmakologické ovlivnění sestřihu prekurzorové mRNA 

Aberantní sestřih v důsledku mutací je příčinou mnoha nemocí, pro které většinou dodnes 

neexistuje léčba. V některých případech je ale možné defekt korigovat farmakologicky. 

Většinou jde o pozorování in vitro, ale některé látky jsou již v klinickém hodnocení. 

Farmakologicky lze ovlivnit jak expresi jednotlivých genů, ve kterých je mutace příčinou 

aberantního sestřihu, tak aberantní sestřihový aparát. Značně neprobádanou oblastí je role 

(alternativního) sestřihu v toxickém působení xenobiotik (Zaharieva et al., 2012). 

2.5.1 Antisense oligonukleotidy 

Jednou z možností ovlivnění sestřihu je použití antisense oligonukleotidů (ASO). Léčba 

pomocí ASO využívá 15-20 nt dlouhé oligonukleotidy, které se komplementárně vážou 

na pre-mRNA a blokují sekvence, které jsou pak nedostupné pro spliceosom. Antisense 

oligonukleotidy, které se vážou na sestřihová místa nebo zesilovače, způsobují vynechání 

exonu a ASO vázající se na zeslabovač způsobují zahrnutí exonu do mRNA.  

Obecným problémem podávání ASO je jejich biologická dostupnost. Některé orgány 

jsou s použitím současných technologií daleko přístupnější než jiné (játra vs. mozek). 

K dosažení dostatečných koncentrací v místě účinku mohou být oligonukleotidy 

inkorporovány do liposomů nebo konjugované s faktory, které rozpoznávají buněčný 

povrch. Alternativou je transport pomocí virových vektorů. 
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Terapie využívající ASO je v klinických testech pro léčbu spinální svalové atrofie 

(SMA), jejíž příčinou je mutace v genu SMN1. V genomu se nachází i gen SMN2, jehož 

transkript ale nezahrnuje exon 7. Byl například navržen oligonukleotid ASO-10-27, který se 

váže na intronový zeslabovač SMN2, což způsobí zahrnutí exonu 7 mRNA in vivo v myším 

SMA modelu (Hua et al., 2010; Hua et al., 2011). 

U Duchennovy svalové dystrofie (DMD) je mutovaný gen pro dystrofin, který spojuje 

cytoskelet a extracelulární matrix svalových vláken. Vzniklý protein je nefunkční díky 

bodové mutaci a posunu čtecího rámce. Pro některé frekventované mutace se vyvíjí terapie, 

které brání rozpoznání určitého exonu spliceosomem. Vynechání tohoto exonu vede 

k obnově čtecího rámce a částečnému obnovení funkce proteinu. V klinickém hodnocení se 

nachází ASO vážící se na exon 51: 2’-O-methyl fosforothionát a fosforodiamidát 

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

 

2.5.2 Nízkomolekulární modulátory 

Další možností farmakologického ovlivnění sestřihu pre-mRNA jsou nízkomolekulární 

modulátory. Modulátory sestřihu se dělí na obecné a specifické. 

Obecné regulátory ovlivňují sestavení spliceosomu, případně modulují kinetiku 

sestřihové reakce. Ovlivňují tak nejen AS ale i konstitutivní sestřih. Látky se uplatňují 

ve studiu spliceosomu nebo jako protinádorová léčiva. Předpokládá se, že nádorové buňky 

budou k inhibici sestřihu citlivější. Nádorové buňky mají významně dysregulovaný sestřih, 

přičemž prostřednictvím AS se tvoří isoformy mRNA, které vedou k proliferaci, potlačují 

apoptózu a vedou k rezistenci k terapii. 

Specifické modulátory mají vliv na AS určitého genu nebo třídy genů se společným 

mechanismem regulace AS. Mohou bránit rozpoznání alternativních exonů nebo bránit 

vazbě některých sestřihových faktorů. Díky specifičtějšímu působení mohou tyto látky najít 

uplatnění v onemocněních způsobených aberantním sestřihem konkrétních genů např. 

v důsledku mutace.  
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Následující podkapitoly čerpají z prací Zaharieva et al. (2012), Bonnal et al. (2012) a 

Ohe a Hagiwara (2015). Přehled modulátorů z těchto článků byl doplněn o další, zejména 

později objevené modulátory. Pro jednotlivé modulátory byly vyhledány aktuální informace 

zejména o mechanismu účinku. 

2.5.2.1 Obecné inhibitory sestřihu prekurzorové mRNA 

Obecné inhibitory ovlivňují procesy účastnící se sestřihu všech nebo alespoň podstatné části 

multiexonových genů. Patří sem inhibitory maturace a funkcí spliceosomu, z nichž mnohé 

se vážou na podjednotku SF3b U2-snRNP. Jiné látky ovlivňují aktivitu obecných 

sestřihových faktorů jako je SF2/ASF. Vzhledem k tomu, že k sestřihu dochází 

ko-transkripčně, velké množství transkriptů je ovlivněno i látkami modulujícími acetylaci 

histonů. 

2.5.2.1.1 Inhibitory zrání a funkce spliceosomu 

Do této skupiny se řadi FR901464 a jeho deriváty (spliceostatin A, meayamycin), 

pladienolid a jeho deriváty (FD-895, E7107), tetrocarcin A a jeho indolový a naftazarinový 

derivát, thailanstatiny a další látky jako isoginkgetin a herboxidien. 

FR901464 je přírodní látka izolovaná z Pseudomonas sp., která má protinádorovou 

aktivitu in vitro a in vivo (Nakajima et al., 1996a; Nakajima et al, 1996b). Spliceostatin A je 

stabilnější methylovaný derivát FR901464. Obě molekuly inhibují sestřih in vitro tím, že se 

vážou na SF3b, součást U2 a U12 snRNP (Kaida et al., 2007). Spliceostatin A vazbou 

na SF3b zamezuje přeměně komplexu A na komplex B (Roybal a Jurica, 2010). Interakce 

SF3b s pre-mRNA je nutná pro plnohodnotnou vazbu U2 snRNA v místě větvení a 

spliceostatin A brání správnému rozpoznání místa větvení (Corrionero et al., 2011). 

Komplementarita U2 RNA a sekvence místa větvení ovlivňuje citlivost jednotlivých 

sestřihových míst k spliceostatinu A. Protinádorový účinek je pravděpodobně důsledkem 

inhibice sestřihu některých regulátorů buněčného cyklu (Corrionero et al., 2011). 

Meayamycin je stabilnější derivát FR901464 s antiproliferativními účinky v nádorových 
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liniích (Albert et al., 2007), které jsou způsobeny inhibicí sestřihu pre-mRNA 

prostřednictvím inhibice sestavení komplexu A (Albert et al., 2009). 

Pladienolid je přirozený makrolid, který byl izolován z Streptomyces platensis a který 

má antiproliferativní a protinádorovou aktivitu jak in vitro, tak in vivo (Mizui et al., 2004). 

Váže se na SF3b komplex, konkrétně na podjednotku SF3b1 (SAP130), což je příčinou jeho 

protinádorové aktivity (Kotake et al., 2007; Yokoi et al., 2011). Hodnoty IC50 v testech 

toxicity na některých nádorových liniích se pohybovaly v jednotkách nanomolů 

(Sato et al., 2014). FD-895 byl izolován z Streptomyces hygroscopicus  

(Seki-Asano et al., 1994). Pladienolid B a FD-895 modulují sestřih in vivo v myších 

lymfomech (Kashyap et al., 2015). 

E7107, syntetický derivát pladienolidu D, reguluje rovnováhu mezi dvěma 

konformacemi U2 snRNA, což má vliv na vazbu na pre-mRNA (Folco et al., 2011). E7017 

byl testován v klinických zkouškách jako potenciální lék na solidní nádory, při kterých se 

objevil nežádoucí účinek v podobě ztráty zraku (Hong et al., 2014). 

Sudemyciny jsou syntetické látky, které v molekule obsahují předpokládaný společný 

farmakofor FR901464 a pladienolidu B. Inhibují sestřih in vitro a in vivo, zastavují buněčný 

cyklus a mění lokalizaci sestřihových faktorů (Lagisetti et al., 2008; Lagisetti et al., 2009). 

Sudemycin C1 má vliv na sestřih genu kódujícího MDM2, kaspasu 9 a kaspasu 2 

(Fan et al., 2011). Interakci sudemycinu s předpokládaným cílem prokázal Convertini et al. 

(2014): sudemycin E se vázal na SF3b1 podjednotku U2 snRNP a způsoboval disociaci 

komplexu U2 snRNP. 

Tetrocarcin A je přírodní antibiotikum s protinádorovou aktivitou 

(Tomita et al., 1980), NSC635326 je indolový derivát a NSC659999 je naftazarinový 

derivát, který má také protinádorovou aktivitu. Všechny tři látky inhibují sestřih pre-mRNA 

in vitro: tetrocarcin A způsobuje kumulaci komplexu A, indolový derivát zamezuje vzniku 

všech stádií spliceosomu a naftazarinový derivát způsobuje kumulaci komplexu B 

(Effenberger et al., 2013). Mechanismus účinku NSC659999 zřejmě zahrnuje vznik 
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reaktivních forem kyslíku (ROS), které mohou inaktivovat proteinovou fosfatasu 2A (PP2A) 

(Effenberger et al., 2013). 

Thailanstatiny A, B a C byly izolovány z Burkholderia thailandensis. In vitro mají 

antiproliferativní účinek a inhibují sestřih pre-mRNA, z nichž největší inhibiční aktivitu má 

thailanstatin A, jehož aktivita je srovnatelná s aktivitou FR901464 (Liu et al., 2013a). 

Isoginkgetin je přirozeně se vyskytující biflavonoid, který je možno nalézt 

např. v Jinanu dvoulaločném (Ginkgo biloba). Má protinádorový účinek a inhibuje buněčnou 

invazi (Yoon et al., 2006). Isoginkgetin ovlivňuje U2- i U12-dependentní sestřih. Inhibuje 

vznik komplexu B pravděpodobně tím, že brání spojení U4/U6 a U5 tri-snRNP a komplexu 

A a komplex A se poté kumuluje (O’Brien et al., 2008). Účinek byl pozorován 

v mikromolárních koncentracích jak in vitro, tak v lidských ledvinových embryonálních 

buňkách (HEK-293) (O’Brien et al., 2008). Inhibice sestřihu je zřejmě mechanismem jeho 

protinádorové aktivity (O’Brien et al., 2008). 

Herboxidien byl izolován ze Streptomyces chromofuscus  

(Miller-Wideman et al., 1992). Váže se na podjednotku SF3b1 (SAP155) a má 

protinádorovou aktivitu (Hasegawa et al., 2011). 

(a)  
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(b)  

 

(c) (d)  
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(e) (f)  

(g) (h)

(ch)  

Obr. 4: Inhibitory zrání 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-závislého sestřihu 

Do této skupiny patří deriváty diospyrinu a TG003. 

Diospyrin je přírodní bisnaftochinoid získaný z borky Diospyros montana Roxb. 

(Hazra et al., 1984), který inhibuje topisomerasu I (topo I) (Ray et al., 1998). Isodiospyrin 

se získává z Diospyros morrisiana a také inhibuje topo I (Ting et al., 2003). Diospyrin a 

jeho syntetické deriváty způsobují apoptózu v různých typech nádorových buněk 

(Chakrabarty et al., 2002).  Diospyrin a jeho hydrochoninový derivát inhibují fosforylaci 

SF2/ASF a inhibují sestřih pre-mRNA (Tazi et al., 2005). Diospyrin brání navázání 

U4/U6 a U5 tri-snRNP, hydrochinonový derivát inhibuje sestřih v jeho prekatalytickém 

kroku (Tazi et al., 2005). Jiné deriváty diospyrinu znemožňují druhý katalytický krok 

(Tazi et al., 2005). 

TG003 je derivát benzathiazolu, který inhibuje kinasovou aktivitu Clk1/Sty a Clk4 

in vitro a v buněčných liniích (Muraki et al., 2004). Clk1/Sty kinasy jsou podtřídou 

Cdc2-podobných kinas (Cdc2-like, Clk) podílející se na fosforylaci SR proteinů in vitro a 

SF2/ASF in vivo (Nayler et al., 1997). TG003 inhibuje SF2/ASF-závislý sestřih in vitro 

prostřednictvím inhibice Clk (Muraki et al., 2004). Clk1/Sty má vliv na AS vlastní 

pre-mRNA, při níž indukuje vznik isoformy, která neobsahuje exon 2, ze které vzniká 

nefunkční protein. TG003 má vliv na AS Clk1/Sty a inhibuje vynechání exonu a způsobuje 

vznik delší isoformy Clk1/Sty mRNA (Muraki et al., 2004). TG003 prokázal také pozitivní 

účinky v buněčných liniích odvozených od pacientů s DMD. TG003 selektivně indukoval 

vynechání exonu 31 u jednoho pacienta a exonu 27 u jiného pacienta s bodovými mutacemi, 

které narušují regulační sekvenci (exon 31), resp. způsobují vznik stop kodonu (exon 27); 

TG003 ale nemá vliv na exony 27 a 31 bez bodové mutace (Nishida et al., 2011). 
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(a) (b) \ 

(c)  

Obr. 5: Modulátory SF2/ASF-závislého sestřihu: (a) diospyrin, (b) isodiospyrin, (c) TG003. 

 

2.5.2.1.3 Inhibitory histonových deacetylas a histonových acetyltransferas  

Histonové deacetylasy (HDAC) regulují genovou transkripci deacetylací Lys v histonech. 

Deacetylace způsobuje nepřístupnost chromatinu pro transkripci, opačnou funkci mají 

histonové acetyltransferasy (HACT). 

Modifikací histonů lze přímo ovlivnit AS (Luco et al., 2011; Hnilicová et al., 2011). 

Je to dáno mj. i tím, že rozpoznání exonů a sestřih probíhá ko-transkripčně na nascentní 

pre-mRNA. Kromě toho mohou HDAC a HACT modulovat expresi regulátorů sestřihu, 

případně jejich acetylaci. 

Mezi inhibitory HDAC patří dihydrokumarin, splitomicin jako zástupci  

NAD-dependentních HDAC (Olaharski et al., 2005; Bedalov et al., 2001) a vorinostat 

(suberoylanilid hydroxamová kyselina, SAHA), který inhibuje Zn2+-dependentní třídu 

HDAC (Richon et al., 1998). 

Suberoylanilid hydroxamová kyselina (SAHA) je významné protinádorové léčivo 

vorinostat, dihydrokumarin je kosmetické a potravinové aditivum, které je obsaženo 
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v Komonici lékařské (Melilotus officinalis) a splitomicin je syntetický inhibitor Sirt2 

v kvasinkách (Bedalov et al., 2001). 

U2- i U12-dependentní sestřih pre-mRNA je in vitro inhibován těmito třemi látkami 

před první katalytickou reakcí: vzniká komplex B, který ale není aktivovaný 

(Kuhn et al., 2009). Sestřih ovlivňují i další hydroxamové kyseliny a jejich estery inhibující 

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). 

Existují i další inhibitory HDAC, které ovlivňují sestřih daleko selektivněji. O těchto 

modulátorech pojednává podkapitola Modulátory alternativního sestřihu. 

Mezi inhibitory HACT, které inhibují sestřih, patří antibakteriálně aktivní anakardová 

kyselina, antioxidant garcinol a protinádorové léčivo butyrolakton 3. Anakardová kyselina 

a garcinol jsou inhibitory dvou skupin HACT, a to p300/CBP a Gcn5/PCAF 

(Balasubramanyam et al., 2003, Balasubramanyam et al., 2004), zatímco butyrolakton 3 

specificky inhibuje pouze Gcn5/PCAF (Biel et al., 2004). 

Všechny tři látky in vitro inhibují spliceosom před první katalytickou reakcí a ovlivňují 

sestřih U2- i U12-typ intronů (Kuhn et al., 2009). V přítomnosti kyseliny anakardové 

dochází k hromadění komplexu A, což naznačuje buď inhibici vzniku komplexu B nebo 

destabilizaci komplexu B po jeho vzniku, garcinol umožňuje vznik komplexu A, který ale 

není stabilní a butyrolakton 3 umožňuje vznik komplexu B, ale nedochází k jeho aktivaci 

(Kuhn et al., 2009). 

(a)   (b)  
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(c) (d)  

(e)  (f)  

Obr. 6: Inhibitory zrání a funkce spliceosomu – inhibitory HDAC a HACT: (a) dihydrokumarin, (b) 

SAHA, (c) splitomicin, (d) anakardová kyselina, (e) garcinol, (f) butyrolakton 3. 

 

2.5.2.2 Modulátory alternativního sestřihu 

Tato kapitola se zabývá především látkami modulujícími AS. Tyto látky jsou obvykle daleko 

specifičtější než látky v předešlé kapitole a je možné je potenciálně použít v terapii 

konkrétních onemocnění. V řadě případů je cílem terapie zvýšit zastoupení jedné 

ze sestřihových variant. Materiál je členěn podle jednotlivých cílů modulace.  Pokud je daný 

cíl modulován některou z látek z předešlé kapitoly, je to také zmíněno. 

2.5.2.2.1 Insulinový receptor 

Gen pro lidský insulinový receptor se nachází na chromosomu 19 (Yang-Feng et al., 1985). 

Receptor má dvě isoformy, A a B: isoforma B vzniká z mRNA, která obsahuje exon 11 

narozdíl od mRNA, která tvoří receptorovou isoformu A (Seino a Bell, 1989). 

U pacientů s myotonickou dystrofií typu 1 (MD1) dochází ke vzniku isoformy 

neobsahující exon 11, která tvoří receptor s nižší afinitou k inzulinu, což vede ke vzniku 
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glukosové intolerance u těchto pacientů (Savkur et al., 2001). Resveratrol zvyšuje množství 

transkriptu, který obsahuje exon 11 v MD1 fibroblastech (Takarada et al., 2014). 

Dexamethason je kortikosteroid, který zvyšuje množství mRNA insulinového 

receptoru a podíl isoformy B receptoru pro insulin v lidské hepatomální buněčné linii 

(Kosaki a Webster, 1993). 

(a) (b)  

Obr. 7: Modulátory sestřihu genu pro insulinový receptor: (a) resveratrol, (b) dexamethason. 

 

2.5.2.2.2 Neurogeny 

Mezi neurogeny, jejichž AS lze farmakologicky ovlivnit patří gen pro amyloidní 

prekurzorový protein, CHRNA1, dopaminový receptor D2, IKBKAP, gen pro kanál 

pro vápenaté ionty, MAPT, gen pro neurální buněčnou adhezní molekulu, NF1, gen 

pro N-methyl-D-aspartátový receptor, gen pro GABA receptor typu A, Slo, gen pro 

serotoninový receptor 2c a SMN2. 

 

Amyloidní prekurzorový protein 

Nadbytek amyloidního prekurzorového proteinu (APP) je spojován s Alzheimerovou 

chorobou. Dimethylsulfoxid (DMSO), polární rozpouštědlo, zvyšuje celkové množství APP 

a množství isoformy APP 695, zatímco snižuje množství isoformy APP 770 

(Pan et al., 1993). Opačný efekt má retinová kyselina (Pan et al., 1993). 
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Obr. 8:Modulátor sestřihu genu pro amyloidní prekurzorový protein: retinová kyselina. 

 

CHRNA1 

Kongenitální myastenický syndrom je způsoben intronovou mutací IVS3-8G>A 

v genu CHRNA1, který kóduje α-podjednotku svalového nikotin-acetylcholinového 

receptoru (Masuda et al., 2008). Mutace zamezuje navázání hnRNP H, což vede k zahrnutí 

P3A exonu (Masuda et al., 2008). Takto vzniklá mRNA nekóduje funkční protein. Pokud se 

na  polypyrimidinový úsek naváže PTB, exon P3A není rozpoznán a do finálního transkriptu 

není zahrnut (Bian et al., 2009). 

Tříslová kyselina patří do skupiny tříslovin (taninů), což jsou polyfenoly rostlinného 

původu, které se nacházejí v oříšcích, čaji, kávě a červeném víně. Tříslová kyselina zvyšuje 

expresi PTB, což vede k vynechání exonu P3A (Bian et al., 2009).  
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Obr. 9: Modulátor sestřihu genu CHRNA1: tříslová kyselina. 

 

Dopaminový receptor D2 

Mediátorová RNA pro dopaminový D2 receptor se vyskytuje ve dvou isofomách: 

kratší D2S a delší D2L, která obsahuje exon 6 (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989). 

Ethanol a estradiol zvyšuje zastoupení isoformy D2L a snižuje množství D2S v primární 

hypofyzární buněčné linii i v krysím předním laloku hypofýzy (Guivarc’h et al., 1998; 

Oomizu et al., 2003).  

 

Obr. 10: Modulátor sestřihu genu pro dopaminový receptor D2: estradiol. 
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IKBKAP 

Familiární dysautonomie (FD), nazývaná také Riley-Day syndrom, je dědičnou 

autosomálně recesivní senzorickou neuropatií typu III. Příčinou onemocnění jsou mutace, 

ke kterým dochází v genu IKBKAP, který se nachází na chromosomu 9q31  

(Blumenfeld et al., 1993). Onemocnění má vysoké zastoupení u židovské populace 

Aškenázů (Maayan et al., 1987). 

Jako samostatné onemocnění byla FD poprvé popsána roku 1949 a jako hlavní projevy 

byly uvedeny: omezená tvorba slz, pocení, nadměrné slinění a zvýšení krevního tlaku 

při úzkostných stavech, tvorba ostře ohraničených zarudlých kožních skvrn, tachykardie, 

zvracení, emocionální labilita (Riley et al., 1949). Dalšími projevy je snížená citlivost 

k bolesti a teplotě, kardiovaskulární potíže a gastrointestinální dysfunkce 

(Axelrod et al., 1974; Axelrod 1996). Familiární dysautonomie ovlivňuje rozvoj 

senzorických, sympatických a parasympatických neuronů. 

Gen IKBKAP kóduje protein, který byl pojmenován jako s IκB kinasovým 

komplexem asociovaný protein neboli IKAP (Cohen et al., 1998), ale později byla tato 

interakce vyloučena (Krappmann et al., 2000). IKBKAP se podílí na expresi genů 

v oligodendrocytech a vzniku myelinu, což vysvětluje demyelinaci při ztrátě funkce 

IKBKAP (Cheishvili et al., 2007). 

IKAP má mnoho funkcí, které plní jak v jádře, tak v cytoplasmě. IKAP je 

podjednotkou Elongátoru, který se podílí na transkripční elongaci (Hawkes et al., 2002). 

Jaderný IKAP je lidský elongační protein hELP1, který se řadí do rodiny ELP1/IKA1 a jeho 

molekulová hmotnost je 150 kDa. Snížením množství IKAP a tedy i Elongátoru vede 

k omezené elongaci při transkripci několika genů, např. těch, které se podílejí na motilitě 

buněk (Close et al., 2006). Ve fibroblastech odvozených od FD pacientů je redukována 

acetylace histonu H3 (Hawkes et al., 2002). 

Cytoplasmatický IKAP se podílí na regulaci a aktivaci odpovědi na stres 

prostřednictvím c-Jun N-terminální kinasové signální dráhy (Holmberg et al., 2002). Váže 

se také na NF-κ-B-indukující kinasu (NIK) a IκK. Podílí se na regulaci exocytosy a 
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modifikaci tRNA v kvasinkách (Jablonowski et al., 2006; Rahl et al., 2005). Fibroblasty 

odvozené od FD pacientů a mozek FD pacientů obsahuje snížené množství mcm5s2U 

nukleosidů v tRNA (Karlsborn et al., 2014). IKAP se podílí na acetylaci α-tubulinu, migraci 

a rozvětvování krysích korových neuronů (Creppe et al., 2009). IKAP ovlivňuje propojení 

neuronů v kultuře dorsálních kořenových ganglií (Abashidze et al., 2014). 

 Pacienti mají alespoň v jedné kopii IKBKAP mutaci IVS20+6T>C a ve většině 

případů jsou homozygoté. Mutace IVS20+6T>C se nachází v intronu 20 v donorovém 

5’-sestřihovém místě. Mutace zřejmě znemožňuje interakci s U1 snRNA a vede k vynechání 

exonu 20 při sestřihu (Anderson et al., 2001; Slaugenhaupt et al., 2001). Vytváří se dvě 

isoformy mRNA, z nichž jedna postrádá exon 20, který je z pre-mRNA odstraněn spolu 

s okolními introny. Vynechání exonu 20 posunuje čtecí rámec a vytvoří se předčasný 

terminační kodon v exonu 21. 

 

Obr. 11: Sestřih IKBKAP pre-mRNA a vznik dvou různých isoforem mRNA. 

 

Druhou vzácnější mutací je bodová transverze 2390G->C v exonu 19. Výsledkem této 

mutace je Arg>Pro v aminokyselinovém zbytku 696 proteinu IKAP (R696P) a přerušení 

místa pro fosforylaci Ser/Thr kinasou. 

 Třetí popsanou mutací je Pro>Leu mutace v exonu 26, která zřejmě také znemožňuje 

fosforylaci (Leyne et al., 2003). 
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Digoxin se používá při léčbě selhání srdce a atriální fibrilace. Zvyšuje množství IKAP 

proteinu a IKBKAP mRNA v plné délce za současného snižování množství transkriptu, který 

neobsahuje exon 20 ve fibroblastech odvozených od FD pacientů prostřednictvím snížením 

exprese SRp20 (Liu et al., 2013b). 

Epigallokatechin galát (EGCG) je polyfenolový antioxidant, který se vyskytuje 

v zeleném čaji. Zvyšuje hladinu IKBKAP mRNA v plné délce a množství IKAP proteinu 

ve fibroblastových liních odvozených od FD pacientů (Anderson et al., 2003a). Snižuje 

hladinu hnRNP A2/B1 (Fujimoto et al., 2002), což zřejmě umožňuje využití 5’-sestřihového 

místa bližšího k intronu a způsobuje zahrnutí exonu 20 do transkriptu 

(Anderson et al., 2003a). Stejnou funkci má i genistein, který moduluje i sestřih, kterého se 

účastní Clk1 a IHPK2 (Anderson et al., 2003a; Anderson et al., 2012). 

Kinetin je rostlinný hormon ze skupiny cytokininů, který se používá v kosmetických 

produktech pro jeho "anti-aging" aktivitu (Rattan a Clark, 1994). Kinetin také chrání 

před oxidativním stresem DNA i proteiny (Olsen et al., 1999; Verbeke et al., 2000). Zvyšuje 

množství IKBKAP mRNA v plné délce a IKAP proteinu v lymfoblastových a 

fibroblastových liniích odvozených od FD pacientů (Slaugenhaupt et al., 2004). Podobný, 

ale méně významný, efekt má i benzylaminopurin (Slaugenhaupt et al., 2004). Mechanismus 

účinku kinetinu není znám, ale jeho aktivita je závislá na motivu CAA na 3’-konci exonu 20 

v donorovém 5’-sestřihovém místě (Hims et al., 2007). Tento motiv je obsažen i 

v pre-mRNA genu ABI2 (exon 2) a genu BMP2K (exonu 14), jejichž sestřih kinetin také 

ovlivňuje (Hims et al., 2007). Kinetin může ovlivňovat vazbu U1 snRNP (Hims et al., 2007). 

Orální podání kinetinu mění AS IKBKAP a zvyšuje množství IKAP v mozku i somatických 

tkáních in vivo v myším modelu (Shetty et al., 2011). In vivo reguluje sestřih IKBKAP a při 

orálním podání pacientům byl nejčastější nežádoucí účinek nevolnost  

(Gold-von Simson et al., 2009). U pacientů zvyšuje množství transkriptu v plné délce 

v bílých krvinkách (Axelrod et al., 2011). 
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(a) (b)  

(c) (d)  

Obr. 12: Modulátory sestřihu IKBKAP: (a) digoxin, (b) epigallokatechin galát, (c) genistein, (d) 

kinetin. 

 

Kanál pro vápenaté ionty 

Chronický přísun ethanolu zvyšuje množství kanálů pro vápenaté ionty typu N 

v buněčné linii PC12, hippokampu a čelní mozkové kůře myší (McMahon et al., 2000). 

Ethanol zvyšuje množství mRNA α12.2, ve které chybí exon 31a, a snižuje množství mRNA, 

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

Frontotemporální demence s parkinsonismem je dědičné neurodegenerativní 

onemocnění spojené s genem kódující s mikrotubuly-asociovaný protein Tau neboli MAPT, 

který je umístěn na chromosomu 17 (D’Souza a Schellenberg, 2005). Prostřednictvím AS 

vznikají různé isoformy mRNA, které se liší obsahem exonu 2, 3 nebo 10. 

Tyrfostin-9 je inhibitor určitých Tyr-kinas a 5-jodotubercidin je inhibitorem několika 

Ser/Tyr-kinas (Yaish et al., 1988; Massillon et al., 1994). Digoxin a tyrfostin-9 způsobují 

zahrnutí exonu 10 do MAPT mRNA in vitro a v neuroblastomových liniích, zatímco 

5-jodotubercidin zahrnutí exonu 10 do MAPT mRNA inhibuje (Stoilov et al., 2008). 

Mechanismus účinku těchto látek je neznámý, je však pravděpodobné, že pro každou z nich 

bude jiný. 

Glykogen synthasa-kinasa 3 (GSK-3) je Ser/Thr kinasa, která reguluje AS exonu 10 

MAPT pre-mRNA (Hernández et al., 2004). V exonu 10 jsou přítomny dva zesilovače, z 

nichž jeden zřejmě interaguje s SRp30b (D’Souza a Schellenberg, 2002). GSK-3β  

fosforyluje tento SR protein in vitro (Hernández et al., 2004). Inhibice GSK-3 způsobuje 

zahrnutí exonu 10 do MAPT mRNA (Bhat et al., 2003). Mezi inhibitory GSK-3, které tuto 

funkci mají, se řadí lithium (Klein a Melton, 1996) a AR-A014418 (Bhat et al., 2003). Také 

butyrát sodný indukuje zahrnutí exonu 10 do MAPT mRNA (Hnilicová et al., 2010). 

(a) (b)  
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(c)  

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

 

N-methyl-D-aspartátový receptor 

N-methyl-D-aspartátový receptor (NMDA) sestává z podjednotek NR1 a NR2. 

Ethanol reguluje AS NMDA (Winkler et al., 1999), při kterém snižuje množství mRNA, 

která obsahuje exon 5 a která dává vznik NR1 podjednotce receptoru NMDA v krysích 

kortikálních neuronech (Kumari, 2001). 

 

Neurální buněčná adhezní molekula 

Dimethylsulfoxid má v buněčných liniích vliv na zařazení neurospecifického exonu 18 

do mRNA neurální buněčné adhezní molekuly (NCAM) a zařazení alternativního exonu 7B 

do hnRNP A1 mRNA (Bolduc et al., 2001). In vitro má vliv na výběr 3’- i 5’-sestřihového 

místa a přídavkem DMSO se více využívají proximální sestřihová místa 

(Bolduc et al., 2001). Dimethylformamid a formamid mají také vliv na výběr 5’-sestřihového 

místa (Bolduc et al., 2001). Tato rozpouštědla zřejmě zlepšují iontové interakce 

mezi SR proteiny a cis-elementy, což rozhoduje o výběru sestřihového místa 

(Bolduc et al., 2001). Dimethylsulfoxid má také vliv na AS amyloidního 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 

Neurofibromatózy jsou heterogenní skupina onemocnění, pro které je typický vznik 

nádorů centrálního a periferního nervového systému. Neurofibromatóza typu 1 je 
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autosomálně dominantní onemocněni, které vzniká mutacemi genu NF1, které mohou 

ovlivňovat správný setřih NF1 pre-mRNA. Onemocnění je spojováno s nesprávnou funkcí 

RAS/MAPK signální transdukční dráhou, která ovlivňuje proliferaci. 

Kinetin způsobuje pokles hladiny mutantní mRNA zahrnutím exonu 7, 18, 36 nebo 37 

do NF1 mRNA v buněčných liniích odvozených od NF1 pacientů (Hims et al., 2007; 

Pros et al., 2010). V 5’-sestřihovém místě exonu 36 byl nalezen motiv CAAG, který se 

zřejmě podílí na regulaci sestřihu (Hims et al., 2007). Vliv kinetinu na ostatní exony je zatím 

nejasný. 

 

Receptor γ-aminomáselné kyseliny typu A 

Receptor γ-aminomáselné kyseliny typu A (GABAA) se skládá z několika 

podjednotek, z nichž jedna, γ2, se vyskytuje ve dvou isoformách γ2L a γ2S. Tento receptor 

zprostředkovává efekt ethanolu na centrální nervovou soustavu (Deitrich et al., 1989). Přísun 

ethanolu snižuje množství γ2L mRNA v krysím hippokampu (Petrie et al., 2001). 

 

Serotoninový receptor 2c 

V mRNA serotoninového receptoru 2c (SR2c) dochází k AS exonu Vb. Pouze pokud 

je exon Vb zahrnut do mRNA, tvoří se funkční receptor. Pyrvinium pamoát indukuje 

zahrnutí exonu Vb do SR2c mRNA tím, že se přímo naváže na pre-mRNA, čímž způsobí 

konformační změnu, která zpřístupní 5’-sestřihové místo pro vazbu s U1 snRNP (Shen et 

al., 2013). Zahrnutí exonu indukuje i doxorubicin, efekt byl ale při porovnání s pyrviniem 

pamoátem menší (Shen et al., 2013). 
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Obr. 14: Modulátory sestřihu genu pro serotoninový receptor 2c: (a) pyrvinium pamoát, (b) 

doxorubicin. 

 

Slo 

Gen Slo kóduje kanály pro draselné ionty (BK kanály, big potassium), jejichž mRNA 

se vyskytuje ve dvou isoformách a které se liší přítomností alternativního exonu. 

Dehydroepiandrosteron, testosteron a androstenedion jsou androgeny, které zvyšují 

zastoupení delší isoformy in vitro, zatímco kortikoidy dexamethason, kortisol a aldosteron 

její zastoupení snižují (Lai a McCobb, 2002). 

(a) (b) (c)  
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(d) (e)  

Obr. 15: Modulátory sestřihu Slo: (a) dehydroepiandrosteron, (b) testosteron, (c) androstenedion, 
(d) kortisol, (e) aldosteron. 

 

SMN2 

Spinální svalová atrofie je autosomálně recesivní onemocnění spojené s degenerací 

buněk předních rohů míchy vedoucí k ochrnutí a atrofii svalů. Existují tři základní typy SMA 

a u většiny pacientů se vyskytuje homozygotní ztráta (funkce) SMN1 genu 

(Lefebvre et al., 1995; Wirth 2000). Telomerický gen SMN1 je umístěn na chromosomu 

5q13 stejně jako jeho téměř identická centromerická kopie SMN2 (Lefebvre et al., 1995). 

Expresí obou genů vzniká SMN protein, ale produkt genu SMN2 omezeně tvoří 

homooligomery (Lorson et al., 1998). SMN protein v jádře tvoří shluky, které se nazývají 

gemy. 

Z genu SMN1 primárně vzniká transkript v plné délce, zatímco SMN2 poskytuje 

především isoformu, které chybí exon 3, 5 nebo nejčastěji exon 7. Transkript v plné délce 

vzniká pouze v omezeném - a pro organismus nedostačujícím – množství 

(Lefebvre et al., 1995; Coovert et al., 2007; Lefebvre et al., 1997; Lorson et al., 1998). Je to 

způsobeno tím, že v pozici +6 exonu 7 SMN2 došlo k tranzici C>T. V této oblasti se 

předpokládá přítomnost zesilovače sestřihu, který je mutací poškozen, a proto dochází 

ke snížení frekvence zařazení exonu 7 do finálního transkriptu (Lorson et al., 1999;  

Monani et al., 1999). Zahrnutí exonu 7 je regulováno i pomocí dalšího exonového 

zesilovače, se kterým interaguje Htra2-β1 (Singh et al., 2004; 
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Hofmann et al., 2000). Ovlivněním jeho aktivity například zvýšením exprese Htra2-β1 je 

možné zvýšit množství transkriptů SMN2 obsahujících exon 7 (Hofmann et al., 2000). 

Na AS genu SMN2 mají vliv inhibitory HDAC, aktivátory a inhibitory proteinových 

fosfatas, donory oxidu dusnatého, přírodní polyfenoly, amilorid, ortho-vanadát a 

PTK-SMA1. 

A) Inhibitory histonových deacetylas 

Mezi inhibitory HDAC se řadí butyrát (Candido et al., 1978), 4-fenylbutyrát 

(Lea a Tulsyan, 1995), valproát (Göttlicher et al., 2001; Phiel et al., 2001), M-344 (Jung et 

al., 1999), aklarubicin, SAHA (Richon et al., 1998) a kávová kyselina (Waldecker et al., 

2008). 

Aklarubicin (aclacinomycin A) je antracyklinové antibiotikum, které se používá jako 

chemoterapie a které je extrémně cytotoxické (Van Echo et al., 1982). Zvyšuje množství 

SMN2 mRNA obsahující exon 7, množství proteinu SMN a počet gem ve fibroblastech 

odvozených od pacientů SMA typu I (Andreassi et al., 2001). Velkou nevýhodou je zmíněná 

cytotoxicita, díky níž je pro terapii SMA nevhodný (Andreassi et al., 2001). 

Butyrát sodný se používá při léčbě srpkovité anémie a thalasémie (Collins et al., 1995; 

Sher et al., 1995). Zvyšuje množství SMN2 mRNA, která obsahuje exon 7 v lymfoidních 

buněčných liniích odvozených od pacientů SMA typu I, II a III a zvyšuje množství SMN 

proteinu změnou AS (Chang et al., 2001). In vivo v myších SMA typu I a II zvyšuje množství 

SMN proteinu v různých tkáních, např. v motorických neuronech míchy 

(Chang et al., 2001). Alternativní sestřih je modifikován indukcí SR proteinů SF2/ASF a 

SRp20 a SR-podobného (SR-like) proteinu Htra2-β1 (Chang et al., 2001; 

Brichta et al., 2003). 

Fenylbutyrát je léčivo, které se používá při poruchách močovinového cyklu 

(Maestri et al., 1996). Zvyšuje množství transkriptů SMN2 v plné délce a množství SMN 

proteinu ve fibroblastových buněčných liniích odvozených od SMA pacientů typu I, II a III 

(Andreassi et al., 2004). U dětských SMA pacientů typu II zlepšuje motorické funkce 

(Mercuri et al., 2004). 
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Kávová kyselina se vyskytuje v ovoci a kávě a má antioxidační a protizánětlivou 

aktivitu. Zvyšuje zastoupení SMN2 mRNA v plné délce ve fibroblastech odvozených 

od SMA pacientů (Dayangac-Erden et al., 2011). 

Benzamid M-344 zvyšuje množství SMN proteinu, množství gem a množství SMN2 

mRNA v plné délce prostřednictvím zvýšení transkripce SMN2 i změnou AS, tj. zahrnutí 

exonu 7 do mRNA, což je umožněno zvýšenou expresí Htra2-β1 a SRp20 ve fibroblastových 

liniích odvozených od SMA pacientů typu I, II a III (Riessland et al., 2006; 

Hahnen et al., 2006). V hippokampálních mozkových řezech zvyšuje množství transkriptu 

SMN2 v plné délce a množství SMN proteinu (Hahnen et al., 2006). 

Suberoylanilid hydroxamová kyselina je léčivo, které přestupuje přes 

hematoencefalickou bariéru. Zvyšuje množství transkriptu SMN2 v plné délce a množství 

SMN proteinu ve fibroblastových liniích odvozených od SMA pacientů a ex vivo v krysí a 

lidské mozkové tkáni (hippokampus) prostřednictvím aktivace transkripce i alterace AS, 

tj. zahrnutím exonu 7 do mRNA (Hahnen et al., 2006). In vivo v SMA myším modelu 

zvyšuje tvorbu obou isoforem transkriptu a SMN proteinu, což zlepšuje motorické funkce i 

vaskulární defekty kosterního svalstva (Riessland et al., 2010; Somers et al., 2013). 

Valproová kyselina se používá při léčbě epilepsie, má pozitivní vliv na migrény, 

poruchy nálad a má i protinádorovou aktivitu. Ve fibroblastech odvozených od SMA 

pacientů typu I, II a III a ex vivo v řezech krysího a lidského hippokampu zvyšuje množství 

transkriptu SMN2 v plné délce a zastoupení SMN proteinu prostřednictvím zvýšení 

transkripce SMN2 i prostřednictvím změny AS (Brichta et al., 2003; Sumner et al., 2003; 

Hahnen et al., 2006). Mechanismem účinku změny AS je indukce exprese SF2/ASF, SRp20 

a Htra2-β1 (Brichta et al., 2003). V myších modelech SMA typu III zamezuje odumírání 

motorických neuronů a zvyšuje množství SMN proteinu (Tsai et al., 2006). U dětských SMA 

pacientů typu II a III se v rámci ročního testování nedostavily žádné nežádoucí účinky a  

u pacientů SMA typu II došlo ke zlepšení motorických schopností (Darbar et al., 2011). 

Při podání valproové kyseliny pacientům ale byl pozorován i pokles transkriptu v plné délce 

(Brichta et al., 2006). 
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(a) (b) (c)  

(d) (e) (f)  

Obr. 16: Modulátory sestřihu SMN2 - inhibitory histonových deacetylas: (a) aklarubicin, (b) butyrát 

(c) 4-fenylbutyrát, (d) kávová kyselina, (e) M-344, (f) valproová kyselina. 

 

B) Inhibitory a aktivátory proteinových fosfatas 

Aktivita SR proteinů a SR-podobných proteinů je regulována např. fosforylací a 

defosforylací. Například defosforylace SF2/ASF je nezbytná pro transesterifikační reakci 

in vitro (Cao et al., 1997). Proteinová fosfatasa 1 (PP1) defosforyluje Htra2-β1 in vitro a 

v embryonálních ledvinových liniích a tím znemožňuje jeho regulační efekt na sestřih 

pre-mRNA (Novoyatleva et al., 2008). Inhibice PP1 indukuje zahrnutí exonu 7 do SMN2 

mRNA v buněčných liniích odvozených od SMA pacientů a v myším SMA modelu 

(Novoyatleva et al., 2008). Mezi inhibitory a aktivátory proteinových fosfatas patří 

cantharidin, tautomycin (Honkanen, 1993; MacKintosh a Klumpp, 1990), isocantahridin a 

pseudocantharidiny (Zhang et al., 2011). 
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Tautomycin zvyšuje množství SMN2 mRNA v plné délce, množství proteinu SMN a 

počet gem ve fibroblastech odvozených od SMA pacientů typu I, II a III 

(Novoyatleva et al., 2008). Tautomycin i cantharidin umožňují vznik SMN proteinu v míše 

myších modelů SMA (Novoyatleva et al., 2008). Pseudocantharidin A a isocantharidin, 

inhibitory proteinových fosfatas PP1 a PP2A, způsobují zahrnutí exonu 7 do mRNA a tvorbu 

SMN proteinu ve fibroblastech odvozených od SMA pacientů, pseudocantharidin B a C 

aktivují PP2A, která defosforyluje Thr-33 v Htra2β1, a pseudocantahridin D nemá vliv na 

PP1 ani PP2A, ale i přesto způsobuje zahrnutí exonu 7 do SMN2 mRNA 

(Zhang et al., 2011). Inhibice PP1 a PP2A zvyšuje fosforylaci SAP130, podjednotky U2 

snRNP (Zhang et al., 2011). Výhodou pseudocantharidinu B a D oproti cantahridinu je nižší 

toxicita (Zhang et al., 2011). 

(a) (b)  

Obr. 17: Modulátory sestřihu SMN2 – inhibitory a aktivátory fosfatas: (a) cantharidin, (b) 

tautomycin. 

 

C) Donory oxidu dusnatého 

Hydroxymočovina je protinádorové léčivo, které inhibuje DNA syntézu  

(Sinha a Snustad, 1972) a používá se i při léčbě srpkovité anémie. V lymfocytové linii  

hydroxymočovina zvyšuje podíl transkriptu SMN2 v plné délce (Grzeschik et al., 2005). 

Snižuje expresi hnRNP A1 v lymfoidních liniích odvozených od SMA pacientů a zvyšuje 

počet gem ve fibroblastech odvozených od SMA pacientů (Liang et al., 2008) Účinek je 

zprostředkován metabolitem hydroxymočoviny oxidem dusnatým, jelikož stejný účinek 

jako hydroxymočovina mají i další donory oxidu dusnatého např. Deta-NONOát, 
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S-nitroglutation a NOC-12 v lymfocytových buněčných liních odvozených od SMA 

pacientů typu I, II i III (Xu et al., 2011). 

(a) (b) (c)  

(d)  

Obr. 18: Modulátory sestřihu SMN2 – donory oxidu dusnatého: (a) hydroxymočovina,  

(b) Deta-NONOát, (c) S-nitroglutation, (d) NOC-12. 

 

D) Přírodní polyfenoly 

Do této skupiny patří např. EGCG, kurkumin a resveratrol. Epigallokatechin galát je 

hlavním polyfenolem v zeleném čaji, kurkumin je přítomný v Kurkumovníku dlouhém 

(Curcuma longa) a resveratrol je přítomný ve slupkách a semenech plodu vinné révy. 

Kurkumin je využíván především jako koření a přírodní barvivo, ale má i protizánětlivé, 

protinádorové a antioxidační vlastnosti. 

Všechny tři sloučeniny způsobují zahrnutí exonu 7 do mRNA a tím zvyšují množství 

SMN2 mRNA v plné délce, SMN proteinu a zvyšují i počet gem ve fibroblastech 

odvozených od pacientů SMA typu I (Sakla a Lorson, 2008). Kurkumin zvyšuje expresi 

genů, které kódují SR proteiny SRp30b, SRp20 a SRp55 (Skommer et al., 2007). Resveratrol 

má vliv na AS pre-mRNA pro SRp20 a zvyšuje expresi SF2/ASF, hnRNP A1 a HuR 
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(Markus et al., 2011), z nichž SF2/ASF a hnRNP A1 se podílejí na sestřihu SMN2 

(Cartegni et al., 2006). 

 

Obr. 19: Modulátor sestřihu SMN2 – přírodní polyfenoly: kurkumin. 

 

E) Další modulátory 

Amilorid 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amilorid (EIPA) je inhibitor Na+/H+ antiporteru. 

Inhibicí tohoto antiporteru se mění pH, jehož hodnota je důležitá pro sestřih 

(Borsi et al., 1995). Amilorid EIPA podporuje zahrnutí exonu 7 do SMN mRNA, zvyšuje 

produkci SMN proteinu i počet gem v lymfoidních liniích odvozených od SMA pacientů 

typu I, II a III (Yuo et al., 2008).  Také zvyšuje expresi SR faktoru SRp20, což je kromě 

vlivu na pH dalším možným mechanismem účinku ovlivnění sestřihu SMN2 pre-mRNA 

(Yuo et al., 2008). 

Ortho-vanadát sodný ovlivňuje AS SMN2 pre-mRNA a způsobuje zahrnutí exonu 7 

do mRNA ve fibroblastech odvozených od SMA pacientů typu I (Zhang et al., 2001). Nelze 

jej použít jako léčivo, protože inhibuje ATPasu, alkalickou a Tyr fosfatasu i další fosfatasy, 

čímž je pro buňku toxický. 

PTK-SMA1 je syntetický derivát tetracyklinu, který je strukturálně podobný 

aklarubicinu, který je pro terapii SMA nevhodný z důvodu toxicity. PTK-SMA1 je 

tetracyklin substituovaný na C7 a právě tato změna je zodpovědná za vliv na sestřih 
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(Hastings et al., 2009). Zvyšuje množství SMN2 mRNA v plné délce a množství SMN 

proteinu in vitro, ve fibroblastech odvozených od SMA pacientů i myším modelu SMA typu 

I i III (Hastings et al., 2009). PTK-SMA1 neprostupuje přes hematoencefalickou bariéru, 

takže jej není možné použít jako léčivo bez derivatizace (Hastings et al., 2009).  

 

Obr. 20: Modulátor sestřihu SMN2: EIPA. 

 

2.5.2.2.3 Onkogeny a geny tumorových supresorů 

Kaspasa 2 

Gen kaspasy 2 kóduje proteolytický enzym, který se podílí na procesu apoptózy. 

Prostřednictvím AS vznikají dvě mRNA isoformy: kaspasa-2L, která kóduje 

pro-apoptotický protein, a kaspasa-2S, která obsahuje exon 9 a kóduje isoformu 

s anti-apoptotickou funkcí (Wang et al., 1994; Jiang et al., 1998). Vynechání exonu 9 je 

způsobeno sekvencí v intronu 9 genu kaspasy 2, který se chová jako 3’-sestřihové místo 

(Côté et al., 2001a). Zahrnutí exonu 9 do sekvence podporuje hnRNP A1, zatímco PTB 

protein a SR proteiny SF2/ASF a SRp30b podporuje jeho vynechání (Côté et al., 2001b; 

Jiang et al., 1998). 

Na AS genu pro kaspasu 2 mají vliv inhibitory topoisomeras, chlorhexidin, taxol, 

staurosporin a cyklohexamid. 

A) Inhibitory topoisomeras 

Topoisomerasy kromě schopnosti regulovat helicity DNA mají i kinasovou aktivitu. 

Nejspíše modulují aktivitu SR proteinů pomocí fosforylace, což bylo prokázáno pro topo I 



 

51 

 

(Rossi et al., 1996). Mezi látky, které mají vliv na AS kaspasy 2, patří inhibitory topo I: 

camptothecin, irinotecan, homocamptothecin, diflomotecan, inhibitory topo II: etoposid, 

amsacrin, doxorubicin, mitoxantron a inhibitory topo I a II: elemotecan, TAS-103. 

Všechny tyto látky indukují zahrnutí exonu 9 do mRNA v leukemických buňkách a 

snižují tak množství kaspasy-2L mRNA (Wotawa et al., 2002; Solier et al., 2004). Účinek 

etoposidu je závislý na PP1 a na de novo synteze ceramidů (Iwanaga et al., 2005). 

(a) (b)  

(c) (d)  

 

(e) (f)  
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(g)  

Obr. 21: Modulátory sestřihu kaspasy 2 – inhibitory topoisomeras: (a) camptothecin, (b) irinotecan, 

(c) diflomotecan, (d) etoposid, (e) amsacrin, (f) mitoxantron, (g) TAS-103. 

 

B) Další modulátory 

Chlorhexidin je látka s antibakteriálním a protikvasinkovým účinkem. Selektivně 

inhibuje Clk a zamezuje fosforylaci SR proteinů, konkrétně SRp75, SRp55, SRp40 a SRp30 

(Younis et al., 2010). Moduluje také sestřih exonu 11 genu Ron a kaspasy 9 v HeLa buňkách 

(Younis et al., 2010). 

Taxol, mikrotubulární inhibitor, staurosporin, inhibitor proteinkinasy C (PKC) a 

cykloheximid způsobují zahrnutí exonu 9 do mRNA a zvyšuje poměr kaspasa-2S/kaspasa-

2L mRNA v leukemických liniích (Iwanaga et al., 2005). 

(a)   
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(b) (c)  

(d)  

Obr. 22: Modulátory sestřihu kaspasy 2: (a) chlorhexidin, (b) taxol, (c) staurosporin, (d) 

cykloheximid. 

 

Kaspasa 9 

Kaspasa 9 má dvě sestřihové isoformy: pro-apoptotickou delší kaspasu-9a a 

anti-apoptotickou kratší kaspasu-9b. Isoformy jsou tvořeny zahrnutím/vynecháním exonů 3, 

4, 5 a 6. Alternativní sestřih pre-mRNA kaspasy 9 je specificky regulován faktorem 

SF2/ASF, který je nezbytný pro zahrnutí exonů do mRNA (Massiello a Chalfant, 2006).  

 Ceramidy indukují apoptózu a zvyšují expresi pro-apoptotických proteinů. Aktivují 

PP1 a PP2A in vitro, což reguluje aktivitu SR proteinů (Chalfant et al., 2001).  

D-erythro-C6 ceramid zvyšuje poměr kaspasa 9a/kaspasa 9b a zvyšuje množství proteinu 

kaspasy 9a v adenokarcinomové buněčné linii prostřednictvím ovlivnění AS 

(Chalfant et al., 2002). Gemcitabin aktivuje de novo syntézu ceramidů sfingolipidovou 

dráhou (Chalfant et al., 2002). PP1 aktivovaná ceramidy způsobuje defosforylaci 
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SR proteinů in vitro (Chalfant et al., 2001), což je možným mechanismem účinku ceramidů 

na AS (Chalfant et al. 2002). 

Emetin je alkaloid získaný z kořene Carapichea ipecacuanha a používá se jako 

antibiotikum a chemoterapeutikum. Je potenciálním inhibitorem proteosyntézy 

v eukaryotických buňkách (Grollman, 1968). V některých nádorových buněčných liniích 

(PC3) indukuje vznik delší isoformy a snižuje množství kratší isoformy, v některých 

nádorových liniích (C33A, MCF-7) má ale opačný efekt (Pan et al., 2011). Efekt je 

zprostředkován PP1 (Pan et al., 2011). 

(a) (b)  

(c)  

Obr. 23: Modulátory sestřihu kaspasy 9: (a) ceramid, (b) gemcitabin, (c) emetin. 

 

Bcl-x 

Bcl-x patří do rodiny BCL-2, která se podílí na regulaci apoptózy. Při alternativním 

výběru 5’-sestřihového místa v exonu 2 dochází ke vzniku dvou isoforem: isoforma Bcl-xS 

indukuje apoptózu, zatímco transkript v plné délce Bcl-xL ji inhibuje (Boise et al., 1993). 

Na AS Bcl-x má vliv gemcitabin, ceramidy, NB-506, emetin, staurosporin, calfostin C, 

Gö6976, tamoxifen, CX-4945, interleukin 6, granulocyty a makrofágy stimulující faktor 

(GM-CSF) a některá nádorová léčiva. 



 

55 

 

Gemcitabin stimuluje vznik ceramidů prostřednictvím de novo sfingolipidové dráhy a 

ceramidy snižují poměr Bcl-xL/Bcl-xS i množství proteinu Bcl-xL a zvyšují množství 

proteinu Bcl-xS v adenokarcinomové buněčné linii prostřednictvím ovlivnění AS 

(Chalfant et al., 2002). Stejně jako v případě kaspasy 9 je efekt zprostředkován PP1 

(Chalfant et al., 2002). 

NB-506 je glykosylovaný derivát rebeccamycinu s protinádorovou aktivitou. Inhibuje 

in vitro sestavení spliceosomu a sestřih inhibicí fosforylace SR proteinů, konkrétně 

SF2/ASF, prostřednictvím inhibice kinasové aktivity topo I (Pilch et al., 2001).  

V leukemických buněčných liniích specificky inhibuje fosforylaci SR proteinů, snižuje 

hladinu Bcl-xL mRNA a hladinu mRNA CD44, SRp30b a ovlivňuje také sestřih genu 

Clk/Sty (Pilch et al., 2001). 

Emetin zvyšuje hladinu Bcl-xS a snižuje hladinu Bcl-xL v nádorových buněčných 

liních (Boon-Unge et al., 2007). Mechanismem účinku je PP1-dependentní defosforylace 

SR proteinů (Boon-Unge et al., 2007). 

Staurosporin je inhibitor PKC a induktor apoptózy (Gschwendt et al., 1996; 

Zhang et al., 2004). Snižuje poměr Bcl-xL/Bcl-xS v ledvinové embryonální buněčné linii 

(Revil et al., 2007). Podobný účinek jako staurosporin má calfostin C, Gö6976 a tamoxifen 

(Revil et al., 2007), což jsou také inhibitory PKC (Kobayashi et al., 1989; 

O’Brian et al., 1990). Inhibici 5’-sestřihového místa Bcl-xS zprostředkovává element SB1, 

zeslabovač přítomný v první polovině exonu 2, a staurosporin tuto represi ruší 

(Revil et al., 2007). Předpokládá se, že staurosporin inhibicí PKC znemožní fosforylaci 

proteinu, který je nezbytný pro funkci SB1 (Revil et al., 2007). Staurosporin a Gö6976 má 

také vliv na AS genu Axl (Revil et al., 2007). 

Interleukin 6 a GM-CSF snižují množství Bcl-xL v leukemických liniích a 

12-O-tetradekanoylforbol 13-acetát (TPA) zvyšuje množství Bcl-xL v gliomové buněčné 

linii, přičemž TPA zřejmě spouští PKC dráhu (Li et al., 2004). 

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

(Siddiqui-Jain et al., 2010). Inhibuje Clk in vitro, což moduluje fosforylaci SR proteinů 
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(Kim et al., 2014). Má vliv na alternativní sestřih Bcl-x, Ron, Clk1/Sty pre-mRNA 

(Kim et al., 2014). 

 Hladinu Bcl-xS v buněčných liniích zvyšují i protinádorová léčiva cisplatina, 

oxaliplatina, epirubicin, methotrexát, etoposid, daunorubicin, fluorouracil, cyklofosfamid a 

daktinomycin (Rohrbach et al., 2005; Shkreta et al., 2008). Cisplatina a oxaliplatina 

způsobily efekt v největším množství buněčných linií (Shkreta et al., 2008). Efekt 

oxaliplatiny je závislý na ATM, CHK2 a p53, což značí, že signální dráha odpovědi na DNA 

poškození má vliv na AS Bcl-x (Shkreta et al., 2011). Oxaliplatina zřejmě způsobuje 

dvouřetězcové zlomy DNA, což aktivuje ATM/ATR a CHK2 kinasy, které aktivují p53, 

který zvyšuje expresi Tyr-fosfatasy, která následně antagonisticky ovlivňuje SB1  

(Shkreta et al., 2011). 

(a) (b)  

(c) (d)  
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(e) (f)  

Obr. 24: Modulátory sestřihu genu Bcl-x: (a) calfostin C, (b) Gö6976 (c) tamoxifen, (d) CX-4945, 

(e) cisplatina, (f) oxaliplatina. 

 

Bim 

Bim inhibuje RAF/MEK/ERK dráhu. Z pre-mRNA Bim vznikají prostřednictvím AS 

tři isoformy: BimEL, BimL a BimS. BimS je kódován exony 2, 5 a 6, BimL exony 2, 4, 5, 6 a 

BimEL exony 2, 3, 4, 5 a 6. BimS je nejefektivnější pro-apoptotická isoforma. 

PLX4720 je protinádorové léčivo, inhibitor B-RAF, přesněji jeho mutantní formy 

B-RAFV600E. PLX4720 preferenčně zvyšuje množství BimS mechanismem regulovaným 

SRp55 v B-RAFV600E melanomové buněčné linii (Jiang et al., 2010). 

 

Obr. 25: Modulátor sestřihu genu Bim: PLX4720. 

 

Ron 

Ron je proto-onkogen ze skupiny Tyr-kinasových receptorů (Ronsin et al., 1993). Má 

vliv na motilitu, adhezi, proliferaci, apoptózu a řídí epiteliálně-mesenchymální tranzici 

(Camp et al., 2005; Polyak a Weinberg, 2009). Z pre-mRNA se tvoří čtyři isoformy, z nichž 

isoforma RonΔ165 postrádající exon 11 aktivuje epiteliálně-mesenchymální tranzici, která 

zvyšuje buněčnou motilitu a umožňuje metastázování (Collesi et al., 1996). Zahrnutí nebo 

vynechání exonu 11 závisí na množství SF2/ASF, který se váže na zesilovač v exonu 12 

(Ghigna et al., 2005). 
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Indolové deriváty (IDC) selektivně inhibují některé SR proteiny podílející se na 

sestřihu závislém na použití exonového zesilovače. Indolové deriváty IDC48, 78 a 92 

inhibují vynechání exonu 11 v nádorových buněčných liniích (Ghigna et al., 2010). Tyto 

IDC mají vliv na SF2/ASF (Soret et al., 2005). Sestřih exonu 11 reguluje i chlorhexidin 

(Younis et al. 2010). 

 

Prohibitin 

Protein prohibitin (PHB) inhibuje pyruvát karboxylasu (Vessal et al., 2006) a plní 

funkci chaperonu (Nijtmans et al., 2000). Z pre-mRNA PHB vznikají dvě isoformy mRNA: 

delší isoforma, která obsahuje 3’-nepřekládanou oblast, a kratší isoforma, která končí 

exonem 5. Delší isoforma má anti-proliferační aktivitu (Jupe et al., 1996). 

Trichostatin A a butyrát sodný zvyšují množství delší mRNA PHB a snižují množství 

krátké mRNA v lidských thyroidních nádorových liniích (Puppin et al., 2011). 

 

Obr. 26: Modulátor sestřihu genu pro prohibitin: trichostatin A. 

 

2.5.2.2.4 Transkripty HIV-1 

Virus HIV tvoří klíčové virové proteiny v různých isoformách pomocí AS. 

Alternativními 5’- a 3’-sestřihovými místy vzniká až 40 různých mRNA z jedné pre-mRNA 

(Stoltzfus a Madsen, 2006). Při sestřihu HIV-1 pre-mRNA hraje důležitou roli SR protein 

SF2/ASF. 
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IDC16 je derivát indolu je inhibitor sestřihu, kterého se účastní ASF/SF2  

(Soret et al., 2005). IDC16 interaguje se substráty, na které se za normálních podmínek váže 

SF2/ASF a tím potlačuje vznik klíčových virálních proteinů a má tedy vliv na sestřih 

HIV-1 pre-mRNA (Bakkour et al., 2007). IDC16 inhibuje využití 3’-sestřihového místa, 

které jsou při sestřihu pre-mRNA závislé na přítomnosti SR proteinů (Bakkour et al., 2007). 

 

Obr. 27: Modulátor sestřihu HIV-1: IDC16. 
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3 MATERIÁLY A METODY 

3.1 Seznam použitých přístrojů, zařízení a chemikálií 

3.1.1 Kultivační plasty 

Všechny kultivační plasty pochází od firmy TPP. 

 Kultivační lahve 75 cm2 

 Kultivační lahve 25 cm2 

 Kultivační misky 

 Škrabky na sklízení buněk 

3.1.2 Přístroje a zařízení 

analyzér luminiscence FLA-7000 FUJIFILM 

analyzér luminiscence LAS-4000 FUJIFILM 

automatické pipety Eppendorf 

Bürkerova komůrka Marienfeld 

centrifuga BR4i Jouan 

CO2 inkubátor MCO-18AIC SANYO 

cykler DNA Engine Peltier Thermal Cycler Bio-Rad 

elektroforetický zdroj EC 105 E-C Apparatus Laboratories 

elektroforetický zdroj EC 3000P E-C Apparatus Laboratories 

flowbox s vertikálním prouděním 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 

stolní centrifuga Mini Spin Eppendorf 

třepací inkubátor Mixing Block MB-102 BIOER 

třepačka KS 260 Basic IKA 

ultrazvuk HD 2200 BANDELIN SONOPLUS 

ultrazvuková lázeň RK31 BANDELIN SONOREX 

váhy 440-33N Kern 

vortex Minishaker MS2 IKA 

vývěva KIF LAB Laboport 
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3.1.3 Chemikálie 

2-merkaptoethanol SERVA 

acetát sodný Sigma 

agarosa Sigma 

akrylamid (AA) SERVA Electrophoresis 

aprotinin Sigma-Aldrich 

bromfenolová modř Sigma-Aldrich 

destilovaná voda LRR Olomouc 

dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich 

dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich 

dodecylsíran sodný (SDS) Lach Ner s.r.o. 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen 

ECL femto Termo Scientific 

ethanol 70% Lach Ner s.r.o. 

ethanol 96% Lach Ner s.r.o. 

ethidium bromid roztok Sigma 

ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) Sigma Aldrich 

ethylenglykoltetraoctová kyselina (EGTA) Sigma-Aldrich 

fenol Sigma-Aldrich 

fetální sérum Sigma 

glutamin Sigma 

glycerol Sigma 

glycin Sigma-Aldrich 

guanidin thiokyanát Sigma 

hovězí sérový albumin (BSA) Sigma-Aldrich 

chlorid sodný Penta 

chloroform Sigma-Aldrich 

isopropanol Sigma 

JumpStartTM Taq DNA polymerasa Sigma-Aldrich 

kyselina chlorovodíková Penta 

kyselina octová Penta 

Large DNA ladder BioSystems 

luminol substrát Thermo Scientific 

methanol Penta 

n-butanol Sigma-Aldrich 

N,N’-methylenbisakrylamid (Bis) SERVA Electrophoresis 

penicilin-streptomycin roztok Sigma 

persíran amonný (APS) SERVA Electrophoresis 

Ponceau S Sigma-Aldrich 

ProtoScript® First Strand cDNA Syntesis Kit New England Biolabs 

SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder Life Technologies 

tetramethylethylenediamin (TEMED) Sigma-Aldrich 
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thiokyanát amonný 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 Bis+AA (rozpuštěno v objemu 200 ml 

H2O) 

 APS 10%: 0,1 g APS; 1 ml H2O 

 blotovací pufr 10×: 30,3 g TRIS; 144 g glycin; 1 l H2O 

 DNA nanášecí pufr 10×: 25 mg bromfenolová modř; 1 ml 10% SDS; 7  ml H2O; 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; úprava pH na 7,2; přefiltrováno 

přes 0,22 μm filtr 

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

 kultivační médium DMEM 10% (500 ml): 440 ml DMEM; 50 ml fetální sérum; 5 ml 

penicilin-streptomycin roztok; 5 ml glutamin 

 lyzační pufr: 1 ml RIPA pufr; 1 μl 1000× leupeptin; 1 μl 1000× aprotinin; 10 μl 

100× PMSF; 1 μl 1M DDT 

 odbarvovací roztok: 100 ml methanol; 100 ml kyseliny octové; 800 ml H2O 

 PBS (1 l): 3,58 g Na2HPO4 . 12 H2O; 0,2 g KH2PO4; 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 950 ml 

H2O; úprava pH na hodnotu 7,4; doplnění do 1 l, přefiltrování přes 0,22 μm filtr  

 SDS 10%: 5 g SDS; 50 ml H2O 

 SDS 5× (10 ml): 3,1 ml 1M TRIS pH 6,8; 1 g SDS; 5 ml glycerol; 0,5 ml 1% BPB; 

0,5 ml 2-merkaptoethanol 

 TAE pufr 10× (0.5 l): 199,8 ml 1M TRIS pH 8,8; 8 ml koncentrované ledové octové 

kyseliny; 10 ml 0.5M EDTA (úprava pH na hodnotu 8 a doplnění H2O do 0,5 l) 

 TBS: 4,84 g TRIS; 58,44 g NaCl; 1 l voda; úprava pH na hodnotu 7,5; doplnění do 2 l 

 TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCl 

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

 trizol (100 ml): 40,65 g fenol; 9,46 g guanidine thiokyanát; 3,16 g thiokyanát 

amonný; 3,33 ml 3M acetát sodný (pH 5); 5 ml glycerol 
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3.1.5 Testované látky 

V rámci praktické části bakalářské práce byly testovány cytokininy N9-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 látky pocházely z chemické knihovny Laboratoře růstových regulátorů.  

Dále byly testovány inhibitory inhibitory kinas PF-670462 (Cayman, 14588) a TG003 

(Cayman, 10398). 

3.1.6 Protilátky 

 anti-IKAP (CT) – králičí protilátka (Anaspec, AS-54494), ředění 1:500 v 5% BSA 

 kozí protilátka proti králičímu IgG s navázanou křenovou peroxidasou (Santa Cruz, 

sc-2030), ředění 1:5000 v 5% BSA 

3.1.7 Primery 

 FD_2productsA1_F: 5’-GTTCTGCGGAAAGTGGAGA-3’ (Sigma) - Tm = 63,1 °C 

 FD_2productsC_F: 5’-CAGGTGTCGCTTTTTCATCA-3’ (Sigma) - Tm = 63,8 °C 

 FD_2productsA_R: 5’-CATGCATTCAAATGCCTCTTT-3’ (Sigma) - Tm = 63,8 °C 

 FDwt1r: 5’-CATTTCCAAGAAACACCTTAGGG-3’ (Sigma) - Tm = 64,4 °C 

3.1.8 Buněčné linie 

Primární linie: 

 BJ – lidské kožní fibroblasty, adherentní (ATTC) 

 GM00850 – lidské fibroblasty, adherentní (Coriell) 

 GM02343 – lidské fibroblasty, adherentní (Coriell) 

 GM04663 – lidské fibroblasty, adherentní (Coriell) 
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3.2 Použité metody 

3.2.1 Kultivace buněk a příprava buněk na experimenty 

Buněčné linie byly kultivovány v plastových kultivačních lahvích T75 (75 cm2) nebo 

kultivačních miskách, jejichž povrch umožňuje přichycení adherentních buněk. Kultivace 

probíhala v živném médiu DMEM, které obsahovalo 10 % bovinního fetálního séra, 

glutamin o finální koncentraci 3,97 M, penicilin (100 IU/ml) a streptomycin (100 μg/ml). 

Médium obsahovalo dostatek vitaminů, solí, aminokyselin a hodnota pH se pohybovala 

okolo 7,4. Kultivace proběhla v inkubátoru udržujícím teplotu 36,5-37,5 °C, 5-5,5 % CO2 a 

100% relativní vzdušnou vlhkost. Buňky byly pasážovány při asi 80% konfluenci. 

Manipulace s buněčnými kulturami probíhala za sterilních podmínek v boxu s laminárním 

prouděním vzduchu. 

 Pro přípravu experimentu bylo nejprve nutné spočítat buňky pro jejich přesné 

rozdělení do nových kultivačních lahví či misek. Z kultivačních lahví bylo odsáto médium 

a zbytek média byl odmyt 1,5 ml EGTA (0,5 mM). Po odsátí EGTA byl přidán 1 ml trypsinu 

(0,5 g prasečí protein/1 l média). Po dobu působení trypsinu byly lahve umístěny zpět 

do inkubátoru. Proces uvolňování buněk byl kontrolován pomocí světelného mikroskopu. 

Po uvolnění adherentních buněk ze dna byla láhev opláchnuta médiem a buňky byly 

přesunuty do zkumavky. Zkumavka byla zcentrifugována (1 000 g, 5 min, laboratorní 

teplota). Médium s trypsinem bylo odsáto a byl přidán přesný objem média (5 ml). 

Pro spočítání buněk byla použita Bürkerova komůrka, kam bylo přeneseno 10 μl suspenze. 

Suspenze byla následně vhodně zředěna a buňky byly nasazeny do kultivačních lahví nebo 

misek v požadovaném počtu. Médium a roztoky byly vždy vytemperovány na 37 °C. 

 Následující den bylo do kultivačních lahví či misek přidána testovaná látka 

rozpuštěná v DMSO. Obsah DMSO byl obvykle nižší než 0,1 %. Ke kontrolním buňkám 

bylo přidáno pouze DMSO ve stejném objemu jako testované látky. Buňky byly s testovanou 

látkou inkubovány požadovanou dobu (24-94 hodin). 
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3.2.2 Sklízení buněk pro analýzu RNA a izolace RNA 

Z kultivačních nádob bylo odsáto médium a ihned byl přidán 1 ml trizolu. Buňky byly 

do trizolu seškrábány škrabkou a přemístěny do 1,5 ml mikrozkumavky. Následujících 

5 minut se v trizolu buňky inkubovaly. Poté byly vzorky buď rovnou zpracovány nebo 

uloženy v -80 °C. Po izolaci byla koncentrace a kvalita RNA vyhodnocena na základě měření 

na NanoDropu. Poměr hodnot naměřených při 260 a 280 nm, který udává čistotu RNA, se 

vždy nacházel mezi hodnotami 1,9-2,1. 

Izolace RNA klasickou metodou 

Ke vzorku v 1 ml trizolu bylo přidáno 200 μl chloroformu. Mikrozkumavka byla 

zvortexována po dobu 30 s a následně byla inkubována při pokojové teplotě 10 minut. 

Následně byl vzorek stočen na centrifuze (12 557 g, 15 min, 4 °C). Vodná část obsahující 

RNA umístěná po stočení nad prstencem DNA, byla přemístěna do nové sterilní 1,5 ml 

mikrozkumavky. Po stěně bylo přidáno stejné množství vychlazeného isopropanolu. 

Roztoky byly promíchány krátkým a opakovaným protřepáním. Mikrozkumavka byla 

inkubována při pokojové teplotě 5 minut a následně zcentrifugována (12 557 g, 10 min, 

4 °C). Po centrifugaci byl od peletu oddělen supernatant. K peletu byl přidán 1,5 ml 

70% ethanolu a vzorek byl zvortexován tak, aby se pelet odlepil ode dna. Po zvortexování 

byl vzorek zcentrifugován (12 557 g, 5 min, 4 °C). Poté byl odstraněn supernatant. Pelet byl 

usušen v otevřených mikrozkumavkách v laminárním boxu, dokud pelet nezprůhledněl. 

K peletu bylo následně přidána sterilní voda v množství přizpůsobeném velikosti peletu 

(25-100 μl). Vzorek byl inkubován v 60 °C po dobu 10 minut a následně byl ochlazen 

na ledu. Vzorek byl zamražen v -80 °C. 

Izolace RNA pomocí kolonek 

K izolaci byl použit PureLink® RNA Mini kitu (Ambion, Life Technologies). 

Ke vzorku v 1 ml trizolu bylo přidáno 200 μl chloroformu. Mikrozkumavka byla řádně 

protřepána asi 15 s. Mikrozkumavky se inkubovaly 3 minuty při laboratorní teplotě a 

následně byly zcentrifugovány (12 557 g, 15 min, 4 °C). Vodná fáze nad prstencem DNA 
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byla přenesena do nové mikrozkumavky, kam bylo následně přidáno stejné množství 

70% ethanolu. Mikrozkumavky byly promíchány pomocí vortexu. Vzorky byly naneseny 

na kolonku a mikrozkumavky byly zcentrifugovány při laboratorní teplotě (12 000 g, 15 s). 

Kolonka byla následně promyta 700 μl promývacího pufru I, po promytí byla 

mikrozkumavka zcentrifugována při laboratorní teplotě (12 000 g, 15 s). Kolonka byla 

následně dvakrát promyta 500 μl promývacího pufru II, který byl předem pětkrát zředěn 

96% ethanolem. Po každém promytí byla mikrozkumavka zcentrifugována při laboratorní 

teplotě (12 000, 15 s). Následně byla mikrozkumavka s kolonkou zcentrifugována za účelem 

proschnutí membrány za laboratorní teploty (12 000 g, 1 min). Na kolonku se následně 

aplikovalo 30 μl sterilní vody (RNase-free), kolonka se s vodou inkubovala 1 minutu a 

následně byla mikrozkumavka zcentrifugována při laboratorní teplotě (12 000, 2 min). 

3.2.3 Reverzní transkripce 

Reverzní transkripce (RT) byla provedena pomocí ProtoScript® First Strand cDNA Syntesis 

kitu. 

Tab. 1: Složení RT-PCR směsi. 

 Objem na 1 reakci (μl) 

2× reakční pufr 10 

10× enzymový mix 02 

50 μM d(T)23 VN 02 

RNA podle koncentrace 

RNase-free voda podle objemu RNA 

 

 Koncentrace RNA je před provedením RT změřena na NanoDropu a je vhodně 

zředěna do RT reakce tak, aby její koncentrace byla maximálně 1 μg/μl a celkový objem 

v reakci nepřesáhl 6 μl. Pokud je přidávané množství RNA menší než 6 μl, je celý objem 

směsi RT doplněn do 20 μl sterilní RNase-free vodou. 

 Reakce probíhala v termobloku. Před reakcí proběhla počáteční denaturací při 60 °C 

po dobu 5 minut. Samotná reakce probíhala při 42 °C po dobu 1 h. Poté byla teplota na 
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5 minut zvýšena na 80 °C. Po skončení RT byly vzorky zamraženy v -20 °C nebo ihned 

použity pro polymerasovou řetězovou reakci. 

3.2.4 Polymerázová řetězová reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) byla provedena podle následujícího rozpisu s využitím 

JumpStart polymerasy (Sigma) a přiloženého 10× PCR pufru. Před přípravou byly všechny 

komponenty rozmraženy na ledě. Při přípravě PCR směsi bylo vše uchováváno na ledě. 

Tab. 2: Složení PCR směsi. 

 Objem na 1 reakci (μl) 

sterilní voda 14,52 

10× PCR pufr 20 

10 mM deoxynukleotidy   0,72 

forward primer   0,18 

reverse primer   0,18 

JumpStart polymerasa   0,40 

cDNA   2.00 

 

 Všechny složky byly napipetovány sterilními špičkami do sterilních stripů. Stripy 

byly zcentrifugovány (500 g, 5 s) a umístěny do cykleru, na kterém byly nastaveny 

následující podmínky. 

Tab. 3: Teplota a doba jednotlivých kroků PCR. 

 Teplota (°C) Čas (s) 

Počáteční denaturace 94 300 

Denaturace 94 040 

Annealing podle použitých primerů 030 

Extenze 72 090 

Finální extenze 72 300 
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Teplota annealingu byla spočítána jako průměr Tm F a R primeru. Celkově bylo 

provedeno podle potřeby 25-40 cyklů. Po skončení finální extenze byly stripy v cykleru 

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

3.2.5 Elektroforetická separace produktů PCR a jejich detekce a vizualizace 

Elektroforetická separace probíhala v horizontálním uspořádání v 1% agarosovém gelu. 

Agarosa byla dokonale rozvařena a po zchladnutí na 60°C byl přidán roztok ethidium 

bromidu (výsledná koncentrace 0,5 μg/ml). Po ztuhnutí gelu ve vaničce s hřebínkem byl 

hřebínek vyjmut a gel spolu s vaničkou umístěn do elektroforetické vany, která byla následně 

naplněna vychlazeným 1× TAE pufrem tak, aby hladina byla cca 5 mm na gelem. 

Do první jamky bylo napipetováno 3 μl markeru molekulové hmotnosti (Large DNA 

ladder). Do dalších jamek bylo napipetováno 5 nebo 10 μl z PCR produktu. Vzorky byly 

naneseny spolu s 10× DNA nanášecím pufrem. Elektroforéza probíhala cca 20-30 minut 

při napětí 100 V. 

Detekce a vizualizace nukleových kyselin probíhala v UV-transiluminátoru FLA-4000 

(Fujifilm). Detekce byla založena na tom, že ethidium bromid interkaluje do DNA a po 

absorpci UV záření emituje záření o vlnové délce 605 nm. Byly pořízeny fotografie gelů se 

zviditelněnými nukleovými kyselinami. 

3.2.6 Sklízení buněk pro analýzu proteinů 

Celý proces sklízení buněk probíhal na ledu. Po odsátí média z kultivačních lahví bylo 

do lahve přidáno 10 ml vychlazeného PBS. Buňky byly seškrábány do ledového 1× PBS a 

přeneseny do zkumavek. Zkumavky byly stočeny na centrifuze (460 g, 5 min, 4 °C). 

Supernatant byl odsán a pelet resuspendován v 10 ml PBS. Zkumavky byly znovu stočeny 

(460 g, 5 min, 4 °C). Po odsátí supernatantu byl pelet resuspendován v 1 ml PBS a přenesen 

do mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly stočeny (460 g, 5 min, 4 °C). Supernatant byl 

odsán a pelet byl zamražen v -80 °C nebo byl rovnou zlyzován. 
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3.2.7 Příprava proteinových lyzátů 

Mikrozkumavky s buněčným peletem  byly stočeny na centrifuze (460 g, 45 s) a byl odsán 

veškerý zbylý supernatant. Pro lýzování buněk byl připraven lyzační pufr. Veškerá 

manipulace proběhla na ledu. 

Tab. 4: Složení lyzačního pufru. 

 Objem (μl) 

RIPA 1 000 

1M DTT 000 1 

1M fluorid sodný 000 2 

1000× aprotinin 000 1 

1000× leupeptin 000 1 

100 mM PMSF 00 10 

 

 K peletu bylo přidáno 10-20 μl lyzačního pufru. Buňky byly sonifikovány 

ultrazvukovou sondou (10 s, 3 cykly). Mikrozkumavky byly stočeny na centrifuze (22 324 g, 

30 min, 4 °C). Supernatant byl odpipetován do nových zkumavek a jeho přesné množství 

zaznamenáno. Koncentrace proteinů byla zjištěna metodou Bradfordové. Ke vzorkům byl 

přidán 4× SDS s merkaptoethanolem a lyzační pufr, kromě vzorku s nejnižší absorbancí, 

ke kterému se přidal pouze 4× SDS s merkaptoenthanolem, tak, aby všechny připravené 

proteinové vzorky měly stejnou koncentraci. 

3.2.8 Elektroforetická separace proteinů, Western blotting a imunodetekce 

Mikrozkumavky s buněčnými lyzáty byly umístěny na 2 minuty do termobloku 

vytemperovaného na 95.5 °C. Buněčné lyzáty byly separovány pomocí vertikální 

elektroforézy s 12.5% dělícím gelem a 5% zaostřovacím gelem. Mezi skla byl nejprve nalit 

dělící gel, který byl převrstven n-butanolem. Po ztuhnutí dělícího gelu byl n-butanol odmyt 

a na dělící gel nalit zaostřovací gel. Po ztuhnutí zaostřovacího gelu byla sestavena 

elektroforetická aparatura. Do komůrky byl nalit 1× ELFO pufr. Do první jamky gelu byl 

aplikován proteinový hmotnostní standard. Do dalších jamek byly aplikovány denaturované 
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vzorky. Objem aplikovaného vzorku se odvíjel od koncentrace proteinů, přičemž do jamek 

bylo aplikováno 25-40 μg proteinů. Elektroforéza probíhala po dobu cca 1 hodiny při 80 V, 

následně bylo napětí zvýšeno na 120 V a elektroforéza pokračovala další hodinu. 

Tab. 5: Složení 12,5% dělícího gelu. 

 Objem (μl) 

AA+Bis 1 560 

H2O 0 775 

TRIS pH 8.8 1 400 

10% SDS 000 37,5 

Temed 0000 2,5 

10% APS 0015 

 

Tab. 6: Složení 5% zaostřovacího gelu. 

 Objem (μl) 

AA+Bis 0 417,5 

H2O 1 757,5 

TRIS pH 6.8 0 312,5 

10% SDS 0 25 

Temed 0  02,5 

10% APS 015 

 

 Po dokončení elektroforézy byl gel přesunut do blotovací kazety. Blotovací kazeta 

obsahovala porézní podložku, 2 kusy v blotovacím pufru namočených filtračních papírů, gel, 

blotovací nitrocelulosovou membránu, 2 kusy namočených filtračních papírů a druhou 

porézní podložku. Blotovací kazeta byla umístěna do blotovací komůrky, která byla následně 

naplněna 1× blotovacím pufrem. Do komůrky byla umístěna i kazeta s ledem a magnetické 

míchátko. Komůrka byla uzavřena a umístěna na magnetickou míchačku. Blotování 

probíhalo 2 hodiny při 270 mA. Po blotování byla membrána 5 minut barvena v roztoku 
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Ponceau S, následně několikrát opláchnuta destilovanou vodou. Po dokonalém opláchnutí 

byla membrána usušena. 

 Následovala imunodetekce na membráně. Membrána byla vhodně ořezána 

dle velikosti cílového proteinu a poté na třepačce opláchnuta v PBS do úplného odbarvení. 

Poté byla membrána blokována na kývačce v roztoku 5% BSA v TBS s 0,1% Tween po dobu 

1 hodiny při laboratorní teplotě. Membrána byla omyta v PBS. Poté byla umístěna 

na parafilm a na membránu byla nanesena primární protilátka naředěná v roztoku BSA 

(500-5000×). Inkubace probíhala přes noc v lednici v uzavřené vlhké komůrce. Po ukončení 

inkubace byla membrána promyta na kývačce 5 minut v PBS, 5 minut v PBS s Tweenem, 

5 minut v PBS a 10 minut v PBS. Promytá membrána byla umístěna na parafilm a byla na ni 

aplikována sekundární protilátka značená křenovou peroxidasou naředěná v PBS 

s Tweenem, se kterou se membrána inkubovala 1 hodinu. Po inkubaci probíhalo stejné 

promývání jako po aplikaci primární protilátky. Detekce byla provedena chemiluminiscencí. 

Na osušenou membránu byl aplikován komerční roztok peroxidu a luminolu (1:1). 

Chemiluminiscence byla pozorována pomocí přístroje LAS-4000. Byly pořízeny fotografie 

membrány v různých časech (1 s-1 h) pomocí CCD kamery. 

3.2.9 Generování chemických vzorců 

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

byly získány z databáze Pubchem. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Optimalizace podmínek pro sledování vlivu cytokininů na sestřih 

IKBKAP pre-mRNA pomocí PCR po reverzní transkripci 

Použita byla PCR po reverzní transkripci následovaná elektroforézou v agarosovém gelu. 

Mediátorová RNA pocházela ze tří linií fibroblastů GM00850, GM02343 a GM04663, které 

jsou homozygotní pro mutaci IVS20+6T>C. Ta snižuje schopnost sestřihového aparátu 

rozpoznat exon 20. Ten pak v části populace mRNA chybí. 

Jako kontrola sloužily fibroblasty BJ bez mutace. Primery ohraničovaly exon 20, 

mohly tedy vznikat dva PCR produkty odpovídající transkriptu obsahujícím exon 20 (WT) 

a mutantovi (MUT), lišící se o 74 nt. Kvantifikace standardního a aberantního transkriptu 

byla z fotografií provedena denzitometricky v programu ImageJ. 

4.1.1 Vliv počtu cyklů a volba primerů 

Při optimalizaci byly testovány následující páry primerů: 

 FD_2productsC_F a FDwt1r, které tvoří 422 nt (WT) a 348 nt (MUT) produkty, 

 FD_2productsC_F a FD_productsA_R, které tvoří 358 nt (WT) a 284 nt (MUT) 

produkty, 

 FD_2productsA1_F a FDwt1r, které tvoří 241 nt (WT) a 167 nt (MUT) produkty. 
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Pro optimalizaci počtu cyklů a volbu párů primerů byla použita linie GM00850, tři 

páry primerů a 25 a 30 PCR cyklů. 

(a)  

 

 

(b)  

 

 

Obr. 28: Optimalizace počtu cyklů a volba párů primerů. (a) 25 cyklů, (b) 30 cyklů. Primery: 

FD_2productsA1_F a FDwt1r (p1), FD_2productsC_F a FD_productsA_R (p2), FD_2productsC_F 
a FDwt1r (p3). 

 

Všechny tři kombinace primerů poskytovaly produkt odpovídající standardnímu typu 

(WT) v případě linie BJ, u linií nesoucích mutaci byl navíc přítomen produkt menší  

(Obr. 28). 

Primery FD_2productsA1_F s FDwt1r vykazovaly nespecifické nasedání i při zvýšené 

teplotě, a proto je nebylo možné použít při více jak 30 PCR cyklech. Nejlepší výsledky 

poskytovaly páry primerů FD_2prouctsC_F s FD_productsA_R a FD_2productsC_F 

s Fdwt1r. Ty byly následně použity pro sledování vlivu cytokininů na sestřih IKBKAP 

pre-mRNA. 

Z experimentu je také patrné, že je třeba použít více než 25 PCR cyklů, protože v tomto 

počtu PCR cyklů nedošlo k dostatečné amplifikaci v PCR reakci s GM00850 (Obr. 28). 

 

  

 BJ    GM    BJ    GM   BJ   GM 

      p1              p2              p3 

 BJ    GM    BJ    GM   BJ   GM 

      p1              p2              p3 
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4.1.2 Volba buněčných linií a vliv doby kultivace s testovanými látkami 

Ve všech následujících experimentech s testovanými látkami byl použit minimálně jeden 

kontrolní vzorek (C), který místo testované látky obsahoval rozpouštědlo DMSO v objemu 

odpovídajícím přidávanému objemu roztoku testované látky. Jako pozitivní kontrola sloužil 

K (100 μM), u něhož již bylo prokázáno, že zvyšuje množství WT IKBKAP mRNA 

za současného snižování množství MU IKBKAP mRNA (Slaugenhaupt et al., 2004). 

V následujícím experimentu byly použity fibroblasty bez mutace BJ a dvě linie 

s mutací: GM02343 a GM04663. V experimentu byl sledován vliv doby inkubace s pozitivní 

kontrolou K na poměr mezi normální (WT) a mutantní (MUT) mRNA, která neobsahuje 

exon 20. Bylo provedeno 30 PCR cyklů s primery FD_2productsA1_F a FDwt1r. 

 

 

 

Obr. 29: Elektroforéza produktů PCR - vliv délky kultivace s testovanou látkou. C - kontrola,  
K - kinetin (100 μM). Bylo použito 30 PCR cyklů s primery FD_2productsA1_F a FDwt1r. 

 

Výrazný efekt kinetinu na sestřih IKBKAP pre-mRNA byl pozorován v obou liniích, 

a proto byly i nadále používány v následujících experimentech (Obr. 29). 

Doba 24 hodin pro kultivaci buněčných linií s testovanými látkami byla dostačující 

pro dosažení efektu, protože při delší době (72 hodin) nedošlo k výraznějším změnám (Obr. 

29). V dalších experimentech byla používána 24 hodinová inkubace. 

 C         K        C        K        C         K       C        K       C        K        C        K           

      BJ           GM02343      GM04663           BJ          GM02343    GM04663 

                          24 h                        72 h 
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4.2 Testování vlivu cytokininů na sestřih IKBKAP pre-mRNA 

V následujících experimentech byla testována aktivita přírodních cytokininů (mT, oT, pT, 

PK, tZ, BAP, iP, K), série dvaceti tří syntetických derivátů kinetinu a také dvou inhibitorů 

vybraných kinas regulujících sestřih (TG003 (TG) pro Clk1/4 a PF-670462 (PF) pro 

CSNK1D). S výjimkou inhibitorů kinas, které byly testovány jako 10 μM a KR, který byl 

testován jako 3 μM, byly látky testovány v 100 μM koncentraci. 

Fibroblasty byly s testovanými látkami kultivovány 24 hodin. 

 

Efekt přírodních cytokininů  mT, oT, pT, PK, tZ, BAP, iP, KR a kinetinového derivátu 

1796  byl sledován v linii GM04663. 

PCR byla provedena s dvěma různými páry primerů. PCR byla po 35 cyklech 

přerušena a část vzorku odebrána. Poté proběhlo dalších 5 cyklů. Mediátorová RNA v obou 

PCR reakcích pocházela z téhož pokusu a izolace. Smyslem použití dvou páru primerů a 

různého počtu PCR cyklů bylo posoudit vliv podmínek reakce na poměr sledovaných 

transkriptů.

 

 

 

 

 

 

Obr. 30: Elektroforéza PCR produktů vytvořených s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R. 

Vzorky v první jamce jsou vždy PCR produkty 35 cyklů, v následující jamce PCR produkt 40 cyklů. 
Poslední vzorek je pouze PCR produkt 35 cyklů. C - kontrola. 

              C         K            1796        mT   oT          pT    PK 

 35     40     35      40     35     40     35     40     35     40     35     40      35    40      35    40  

počet cyklů 

 

    tZ           BAP       iP        KR 

35      40     35     40     35     40     35 
počet cyklů 
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Obr. 31: Elektroforéza PCR produktů vytvořených s primery FD_2productsC_F a FDwt1r.  Vzorky 
byly tak, že, v první jamce je vždy PCR produkt 35 cyklů, v následující jamce PCR produkt 40 cyklů. 
C - kontrola. 

 

Pomocí programu ImageJ byly fotografie gelů vyhodnoceny a bylo vypočítáno 

zastoupení WT jako poměr plochy píku elektroforegramu pro WT a součtu ploch píků WT 

a MUT (celkové množství transkriptů). 

  

             C             K         1796        mT 

 35       40       35      40       35      40       35      40        35     40      

počet cyklů 

 

       oT                pT                 PK                 tZ           BAP         iP                 KR 

35        40      35       40       35      40       35      40       35      40        35     40        35      40      

počet cyklů 
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Tab. 7: Hodnocení vlivu počtu cyklů a použitých párech primerů na denzitometrické stanovení 

zastoupení WT. 

Primery FD_2productsC_F+FD_productsA_R FD_2productsC_F+FDwt1r 

Počet cyklů 35 40 35 40 

Pořadí Látka Zastoupení 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 oT 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 iP 89,4 86,9 95,9 97,3 

12 KR 83,0 - 97,0 98,8 

 

 

Obr. 32: Grafické znázornění vlivu použitých primerů a počtu cyklů na denzitometrické stanovení 

zastoupení WT. 
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Z grafického znázornění vlivu použitých primerů a počtu cyklů (Obr. 32) je patrné, že 

v tomto experimentu na relativní množství WT produktu měl vliv především výběr primerů. 

Zvýšení počtu cyklů PCR zastoupení buď neovlivňovalo, nebo v případě primerů 

FD_2productsC_F a FD_productsA_R mírně snižovalo zastoupení WT formy. Důvody 

případné přednostní amplifikace jedné z variant jsou nejasné. Opakované a detailnější 

studium vlivu podmínek nebylo provedeno z časových důvodů. V dalších experimentech 

byly používány primery FD_2productsC_F s FD_productsA_R, které pravděpodobně 

umožňují lépe pozorovat rozdíly mezi aktivitou různých látek. 

Tab. 8: Hodnocení vlivu testovaných látek na IKBKAP pre-mRNA sestřih v linii GM04663. 

Kvantifikace byla provedena z jednoho opakování pomocí programu ImageJ a fotografie gelu 
z elektroforézy PCR produktů, které byly vytvořeny s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R 

(Obr. 30). Zastoupení WT je vypočítáno jako průměr procentuálního zastoupení WT při 35 a 40 PCR 
cyklech. 

Testovaná látka Koncentrace 

(μM) 

Zastoupení WT 

(%) 

DMSO - 91,2 

DMSO - 91,5 

K 100 99,9 

1796 100 99,9 

mT 100 74,7 

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: Hodnocení vlivu testovaných látek na IKBKAP pre-mRNA sestřih v linii GM04663. 

Kvantifikace byla provedena z jednoho opakování pomocí programu ImageJ a fotografie gelu 
z elektroforézy PCR produktů, které byly vytvořeny s primery FD_2productsC_F a FDwt1r (Obr. 
31). Zastoupení WT je vypočítáno jako průměr procentuálního zastoupení WT při 35 a 40 PCR 
cyklech. 

Testovaná látka Koncentrace 

(μM) 

Zastoupení WT 

(%) 

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 

 

Porovnáním zastoupení WT v kontrole a ve vzorcích byla vybrána nejefektivnější látka 

1796. BAP má podle literatury na sestřih IKBKAP pre-mRNA také vliv 

(Slaugenhaupt et al., 2004), v tomto experimentu ale pozorován nebyl. 
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Dále byly v linii GM04663 testovány látky: PF, TG, 861, 1641, 1828, 1830, 1852, 

1890, 1891, 1892, 1895, 1896, 1914, 1925, 2044, 2106, 3688 a 4031. 

Použity použito 35 PCR cyklů s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R. Jako 

pozitivní kontrola sloužil  K a 1796. 

 

 

 

 

Obr. 33: Elektroforéza PCR produktů. Bylo provedeno 35 PCR cyklů s primery FD_2productsC_F 
a FD_productsA_R. C - kontrola. 

  

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

1852   4031      861      1641    3688     
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Tab. 10: Hodnocení vlivu testovaných látek na IKBKAP pre-mRNA sestřih. Kvantifikace byla 

provedena z technických duplikátů pomocí programu ImageJ a fotografie gelu (Obr. 33). 

Testovaná látka Koncentrace 

(μM) 

Zastoupení WT 

(%) 

DMSO - 88,7  

DMSO - 93,5  

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 aktivní následující látky: 1828, 1830, 1852, 1891, 1892, 

1895, 1896, 1914, 1925, 2044, 2106. 
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V následujícím experimentu byla použita linie GM02343 a 35 PCR cyklů s primery 

FD_2productsC_F a FD_productsA_R. 

 

 

Obr. 34: Elektroforéza PCR produktů.  Bylo provedeno 35 PCR cyklů s primery FD_2productsC_F 
a FD_productsA_R. C - kontrola. 

 

Tab. 11: Hodnocení vlivu testovaných látek na IKBKAP pre-mRNA sestřih v linii GM02343. 
Kvantifikace byla provedena z jednoho opakování pomocí programu ImageJ a fotografie gelu (Obr. 

34). 

Testovaná látka Koncentrace 

(μM) 

Zastoupení WT 

(%) 

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 látka 1639, která má srovnatelnou aktivitu jako 

K a 1796. 

 

   C          C           K        1796       PF         TG       859       1639     1651      3423     4380     4031     3174 
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Celkově bylo nalezeno třináct látek, které v koncentraci 50 nebo 100 μM mají 

srovnatelný vliv na sestřih IKBKAP pre-mRNA jako ekvimolární kinetin. Jedná se 

o deriváty kinetinu 1639, 1828, 1830, 1852, 1891, 1892, 1895, 1896, 1914, 1925, 2044, 

2106. Žádný další přírodní cytokinin aberantní sestřih nekorigoval. 

 

4.3 Srovnání vlivu kinetinu a 1796 na sestřih IKBKAP pre-mRNA 

V experimentu byly použity čtyři různé koncentrace K a 1796 a bylo sledováno, jak se liší 

jejich aktivita. V tomto experimentu byla použita linie GM04663 a 35 PCR cyklů s primery 

FD_2productsC_F a FD_productsA_R. Ke kontrolnímu vzorku byl přidán DMSO ve 

stejném objemu jako testované látky. 

 

 

Obr. 35: Elektroforéza PCR produktů – srovnání aktivity kinetinu a 1796. Bylo provedeno 35 PCR 
cyklů s primery FD_2productsC_F a FD_productsA_R. Kontrolní vzorky jsou v duplikátu. 

Koncentrace je uvedena v μM. C - kontrola. 

 

 

Obr. 36: Srovnání aktivity kinetinu a 1796. Oranžová čára značí průměrnou hodnotu zastoupení WT 
u kontrolních vzorků. 
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Z experimentu srovnávajícího aktivity K a 1796 se zdá, že obě látky mají srovnatelnou 

aktivitu při koncentracích 100 μM a 10 μM. U koncentrací 1 μM a 0,1 μM byl kinetinu na 

sestřih IKBKAP pre-mRNA je větší, molekula 1796 v koncentraci 0,1 μM nemá v porovnání 

s kontrolami žádný efekt (Obr. 36), přičemž u dvou kontrolních vzorků bylo zastoupení WT  

87,6 a 91 %. 

 Tento experiment byl proveden pouze jednou a jednotlivé podmínky nebyly 

replikovány. Výsledky ale umožňují učinit závěr, že mnou objevený modulátor sestřihu 1796 

pravděpodobně není aktivnější než známý modulátor kinetin. 
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4.4 Vliv kinetinu na hladinu proteinu IKAP 

Gen IKBKAP kóduje protein IKAP, který má 150 kDa. Transkripty bez exonu 20 nejsou 

schopny poskytnout proteinový produkt, hladiny IKAP v buňce jsou pak nižší. Množství 

proteinu bylo detekováno pomocí imunoblotu po denaturační elektroforéze 

v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). Snímky byly hodnoceny denzitometricky 

v programu ImageJ. 

Jako kontrola množství proteinu sloužila imunodetekce aktinu případně tubulinu. 

Ke sledování efektu K (100 μM) byly použity fibroblastové linie  GM02343, GM04663 a  

GM00850 nesoucí mutaci a kontrolní linie BJ. Byly testovány tři různě dlouhé doby 

kultivace buněčných linií s K a to 24h, 72h a 94 hodin. Výsledky jsou ukázány na Obr. 37 a 

38. 

(a)  

 

 

 

(b)  

 

Obr. 37: Imunodetekce IKAP: (a) 24 h, (b) 94 h. IKAP 150 kDa,. C - kontrola, K - kinetin. 

 

V tomto experimentu se z technických důvodů nepodařila detekce aktinu. 

 

Pro použitou protilátkou anti-IKAP (Anaspec, AS-54494) výrobce uvádí, že 

detekovaný produkt má velikost 100 kDa. V literatuře a databázích se obvykle uvádí, 

velikost IKAP 150 kDa (Uniprot: O95163). Protilátka je schopna detekovat protein o této 

velikosti i podle literatury (Cohen-Kupiec et al., 2010). Za směrodatný byl považován 

proužek o této velikosti. 

150 kDa 

 C        K        C         K       C         K         C        K       C        K         C        K 

     BJ          GM02343      GM04663   GM00850    BJ       GM02343 

150 kDa 

 C        K        C         K       C         K         C        K       C        K         C        K 

     BJ          GM02343      GM04663   GM00850    BJ       GM02343 
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Pomocí programu ImageJ byl vyhodnoceno zvýšení množství proteinu IKAP jako 

poměr plochy píku bandu IKAP ovlivněným kinetinem/plocha píku bandu kontrolního 

IKAP bez přidaného kinetinu (poměr K/C). 

Tab. 12: Vliv kinetinu na hladinu IKAP. Poměr K/C vyjadřuje kolikrát je zvýšená hladina IKAP při 

použití 100 μM kinetinu oproti kontrole s DMSO. 

Linie Poměr K/C po 

24h 

Poměr K/C po 

94h 

BJ 1,29 1,05 

BJ 1,00 1,14 

GM02343 0,75 2,04 

GM02343 0,93 1,98 

GM04663 1,87 1,82 

 

Kinetin o koncentraci 100 μM zvýšil hladinu IKAP a to konkrétně 2krát v GM02343, 

1,8krát v GM04663 po 94 hodinové kultivaci s K. Po 24 hodinách kultivace s K zvýšil 

hladinu IKAP pouze v linii GM04663. 
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(a)  

 

 

 

(b)  

 

 

 

Obr. 38: Imunodetekce IKAP – vliv doby kultivace s 100 μM kinetinem. (a) IKAP 150 kDa, (b) tubulin 
50 kDa. C - kontrola, K - kinetin. 

 

Tab. 13: Vliv kinetinu na hladinu IKAP – srovnání doby kultivace 24h a 72h. Poměr K/C vyjadřuje 
kolikrát je zvýšená hladina IKAP při použití 100 μM kinetinu oproti kontrole s DMSO. 

Linie Poměr K/C 

po 24h 

Poměr K/C 

po 72h 

GM02343 1,69 1,70 

GM04663 1,15 2,05 

 

Kinetin o koncentraci 100 μM zvýšil hladinu IKAP v obou testovaných liniích, 

konkrétně 1,7krát v GM02343 a 2krát v GM04663 po 72 hodinové kultivaci s K. Oproti 

předchozímu experimentu zde došlo pouze k mírnému zvýšení hladiny IKAP v GM04663 a 

hladina IKAP byla zvýšena 1,7krát v GM02343. 

Kinetin zvyšoval intenzitu proužku o velikosti 150 kDa, o kterém předpokládáme, že 

je cílovým proteinem. Efekt byl pozorován v několika liniích a časech. Použití více replikátů 

a následné statistické zpracování by zvýšilo důvěryhodnost těchto pozorování. 

150 kDa 

50 kDa 

 C      K      C       K      C      K       C      K 

   24 h            72 h          24 h            72 h 

       GM02343                    GM04663 

 

 C      K      C       K      C      K       C      K 

   24 h            72 h          24 h            72 h 

       GM02343                    GM04663 
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5 DISKUSE A ZÁVĚR 

Familiární dysautonomie je autosomálně recesivní periferní neuropatie způsobena mutacemi 

v IKBKAP genu.  Nejčastěji se vyskytuje mutace IVS20+6T>C, která způsobuje vynechání 

exonu 20 při sestřihu pre-mRNA. Efekt není absolutní, v buňkách se stále tvoří i standardní 

transkript, ale v nižším množství.  Podobně jako v případě dalších onemocnění způsobených 

aberantním sestříhem je současná léčba symptomatická. Ve vývoji jsou ale látky, které jsou 

schopné zvyšovat koncentraci transkriptu v plné délce a jednou z nich je cytokinin kinetin. 

 

Práce se zabývá optimalizací metod pro sledování vlivu cytokininů na expresi 

v IKBKAP v liniích pocházejících z pacientů homozygotních pro mutaci  IVS20+6T>C.  

PCR po reverzní transkripci byla použita ke sledování sestřihu IKBKAP. Za tímto účelem 

jsem optimalizovala PCR s několika páry primerů nasedajícími na oblast cDNA ohraničující 

exon 20. U postižených liniích pak vznikají 2 produkty, kromě standardního transkriptu i 

kratší varianta, která postrádá exon 20.  Zastoupení jednotlivých variant je možné hodnotit 

pomocí denzitometrie po separaci v agarosovém gelu. Několik dvojic primerů jsem testovala 

proto, že jsem chtěla získat představu, jaký vliv to bude mít na poměr transkriptů. Aplikace 

kinetinu (100 μM), který byl použit jako pozitivní kontrola, vedla k vymizení aberantního 

transkriptu ve třech různých liniích: GM00850, GM02343 a GM04663.  

Optimalizovaná metoda byla použita pro testování dalších látek, což je popsáno níže. 

Důsledkem aberantního sestřihu je snížení produkce proteinu IKAP. Efekt kinetinu na jeho 

hladiny jsem testovala pomocí imunodetekce po elektroforéze (SDS-PAGE) a westernovém 

přenosu. Ve vzorcích ovlivněných kinetinem jsem pozorovala zvýšení intenzity proužku  o 

velikosti asi 150 kD, což odpovídá molekulové hmotnosti IKBKAP. Efekt byl patrný v 

několika liniích a časech. Výsledky je zatím nutno považovat za předběžné, mj. i kvůli nízké 

replikaci. Tato metoda bude v budoucnu použita pro ověření efektu látek, u kterých bude 

pozorován pozitivní efekt na úrovni RNA. 
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Pomocí optimalizované PCR po reverzní transkripci jsem se pokusila vyhledat i další 

aktivní látky v knihovně Laboratoře růstových regulátorů. Zatímco žádný z přirozených 

cytokininů neměl pozitivní efekt, mezi syntetickými deriváty kinetinu jsem identifikovala 

13 aktivních látek. Schopnost látky 1639 (2-chlorokinetin) byla bohužel nezávisle popsána 

v roce 2015 japonskými autory (Yoshida et al., 2015). Zatímco pozitivní efekt kinetinu a 

látek 1796 a 1639 jsem pozorovala opakovaně, pokus s ostatními látkami byl proveden jen 

jednou. Výsledky jsou tedy předběžné. Také jsem testovala efekt TG003 a PF-670462, 

inhibitorů kinas a Clk1/4 a CSNK1D, které hrají roli v regulaci sestřihu. Látky neovlivňovaly 

tvorbu aberantního transkriptu. Cytokininy tedy působí jiným molekulárním mechanismem.  

Přestože PCR po reverzní transkripci následovaná dělením v agarosovém gelu mi 

umožnila získat užitečné výsledky, metoda je poměrně neefektivní. Rychlejší alternativou 

by mohla být detekce využívající real-time PCR. V jedné reakci by se kvantifikoval 

standardní a v druhé mutantní transkript.  Mediátorovou RNA jsem získávala z kultur 

na Petriho miskách, zde se nabízí prostor pro miniaturizaci: existují systémy pro paralelní 

izolaci vzorků přímo z 96-jamkových desek. Ideální možnosti skrínování větší knihovny 

látek nabízí linie exprimující vektor umožnující sledovat sestřihovou reakci. Je možné, že 

ke skíninku by se dalo využít i některých vlastností fibroblastů odvozených z pacientů 

s familiární dysautonomií: je například známo, že pomaleji migrují a že mají změněnou 

fosforylaci některých histonů. Systém s vyšším průtokem by byl výhodný i pro sestavení 

dávkových křivek jednotlivých inhibitorů. 

Zavedením alespoň některých z těchto metod se bude zabývat navazující diplomová 

práce. 

Součástí práce je také rešerše možností farmakologického ovlivnění sestřihu. Ta 

poslouží jako podklad pro vypracování databáze nízkomolekulárních modulátorů sestřihu.  

 

Cíle bakalářské práce byly splněny. 
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