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1. Uvod

1.1 Pre-mRNA sestiih

1.1.1 Posttranskripéni modifikace

Pre-mRNA sestfih je pfesné regulovany proces, ke kterému dochazi po transkripci
genti a ktery pfedchéazi translaci mRNA do proteint.

Jakmile je RNA syntetizovana RNA polymerasou II (RNA pol II), podléha n&kolika
posttranskripénim modifikacim. Jednou z nich je pfiddni guaninového nukleotidu na 5’
konec primarniho transkriptu, ktery je nasledn¢ methylovan a vytvoii se tzv. &epicka.
K tomuto procesu dochédzi jest¢ pfed dokondenim transkripce celého genu. Dalsi
modifikaci je polyadenylace, ke které dochazi na 3° konci. U eukaryotnich mRNA je
nejdfive 3° konec na$tépen nukledzou a nasledné je na nové vytvofeny konec mRNA
pfidana sekvence sloZena z nékolika stovek adeninti. Tak vznika tzv. poly(A)-konec. Dalsi
modifikace je mnohem radikaln&j$i a jeji podstata byla odhalena v roce 1977. Bunééni
biologové zjistili, Ze eukaryotni mRNA, transportovana do cytoplazmy, je mnohem kratsi
neZ genomova sekvence, ze které byla pfepséana, i kdyZ ma stale na svych koncich &epi¢ku
a poly(A)-konec, a musi u ni tedy dojit k vy$t€peni vnitfnich usekid. Bylo zjisténo, Ze
transkripci genl vznikd primérni transkript (pre-mRNA), obsahujici k6dujici sekvence
(exony), pferuSované sekvencemi nekdédujicimi (introny). Tyto nekédujici sekvence jsou
v bun&ném jadfe vystfiZeny v procesu zvaném pre-mRNA sestfih, a dochézi tak ke
spojeni exonu za vzniku mRNA, kter4 je nasledné transportovina do cytoplazmy a tam
pfekladana do proteint [1].

1.1.2 Sestfihovy komplex a sestiihové faktory

DileZitou roli v pre-mRNA sestfihu hraje rozpoznani sestfihového mista, které
zahrnuje mnoZstvi relativné slabych interakci pfispivajicich k vytvofeni komplexu, ve
kterém dochazi k sestfihu [2]. Tento komplex se nazyva sestfihovy komplex a je sloZzen



z péti malych jadernych ribonukleoproteinovych &astic (snRNPs) a 50 — 100 proteind
[3, 4). Je to dynamicky ,.stroj“, vznikajici pokazdé nanovo na pre-mRNA substratu.
PfestoZe prvni krok vzniku tohoto komplexu je energeticky nezavisly, nasledujici kroky jiz
vyZaduji energii, ziskanou hydrolyzou NTP [5].

Sestfihovy komplex vznikd navdzdnim Ul snRNP na pre-mRNA. Nésledné se vazi
U2 snRNP a U5 a U4/U6 snRNPs, Ul a U4 jsou destabilizovany a sestfihovy komplex je
aktivovany. Takovéto uspofddani komplexu je zachovano od kvasinek aZ po savce [6]. Na
molekuldrni drovni koresponduji jednotlivé kroky vzniku sestfihového komplexu se
zmé&énami v RNA:RNA interakcich. Tyto interakce se navzijem vyludujici, vznik jedné
vyZaduje pferuSeni druhé. Pfi navazani U5 a U4/U6 snRNPs dochézi také k velkému poétu
RNA:RNA pteskupeni, jeZ jsou dileZité pro sesttih [7] (Obr.1).

Obr.1: Sesttihovy komplex (spliceosom) a sestfihové faktory (snRNPs) u¢astnici
se procesu sestfihu (pfevzato z
http://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Spliceosome_ball_cycle new2.jpg).

1.1.3 Mechanismus sestfihu

Proces sestfihu probihd ve dvou krocich. V prvnim kroku atakuje 2" hydroxyl
adenosinu branch pointu (vétviciho bodu) 5° sestfihové misto, ¢imZ dochazi k rozitépeni



fosfodiesterové vazby a zaroveil k vytvofeni 25" fosfodiesterové vazby mezi branch
pointem a 5" koncovym nukleotidem intronu. P¥i prvnim kroku tedy vznik4d 5° exon a
intron-3” exon, s intronem ve formé& lasa. Po dal3i konformaéni zmé&né uvnitf spliceosomu
dochazi ke druhému kroku. Nové uvolnény 3° hydroxyl 5° exonu, vytvofeny pfi prvnim
kroku, atakuje 3 sestfihové misto, dochazi k rozstépeni fosfodiesterové vazby a vytvati se
nova fosfodiesterovd vazba mezi 5° exonem a 3’ exonem. Exony jsou tedy spojeny
dohromady a intron je uvolnén ve formé¢ lasa. Po dokonéeni druhého kroku se pak
spliceosom rozvolni a jeho komponenty jsou obnoveny pro daldi kolob&h sestfihu [8]
(Obr.1).

V prvnich krocich tvorby sestfihového komplexu dochézi k rozpoznani specifickych
usekl na obou koncich intronu [9]. U1 snRNP se vaZe na 5° sestfihové misto. Tento faktor
neni vyZadovéan b&hem transesterifikadnich reakci [10], je ale dileZity pro naslednou
vyménu za sestfihovy faktor U6 [7]. U2 snRNP faktor (U2AF) rozpoznava oblast zvanou
polypyrimidin-tract, respektive sekvenci AG na 3 konci intronu [11]. Sestfihovy faktor 1
(SF1), nazyvany také branch-point-binding-protein (BBP), rozpozniva oblast zvanou
branch point [12]. Na tuto oblast se ndsledn€¢ v mist¢ vazby BBP vaZe U2 snRNP [7].
Takovy zplsob zdmény se zd4 byt prvnim pfikladem sestfihového komplexu, ve kterém
jsou protein:RNA interakce nahrazeny RNA:RNA interakcemi [6]. Po pfipojeni U4/U6.US
tripletu snRNP ke spliceosomu dochazi k velkému mnoZstvi RNA:RNA pfeskupeni [7]. V
tripletu snRNP se U6 vaZe komplementarné s U4 pfes vétev I a II. V kvasinkach je tato
interakce, zahrnujici 24 par bazi, velmi stabilni [6]. I pfes tuto stabilitu jsou ob& vétve
U4/U6 interakce poruseny b&hem piestavby spliceosomu a jeho aktivace [7].

Po spojeni exoni je vytvofenA mRNA ze spliceosomu uvolnéna. Spliceosom pak
musi byt nisledn¢ transformovan, aby byl umoZnén dal¥i proces sestfihu. Dochézi
k rozvolnéni komplexu lasovitého intronu vazaného na snRNPs, lasovity intron je
degradovan a snRNPs se mohou zapojit do dal$i reakce. Uvoln&ni mRNA, rozvolnéni a
obnoveni snRNPs vyZaduji rozsdhlda RNA:RNA pfeskupeni. Komplementédrni vazba U6 na
5" sestfihové misto, vazba U2 na branch point a vazba U5 na exony musi byt pferusena,
navic musi byt znovu obnovena konformace U2, U4 a U6 [6].

Pii sestfihu hraji dileZitou roli také specifické proteiny, které asociuji s primarnimi
transkripty a tvofi tak husté sbalené ribonukleoproteinové komplexy, zvané heterogenni
jaderné ribonukleoproteinové &éstice (hnRNPs) [13, 14]. Tyto asociované proteiny
obsahuji rizné typy RNA-vazajicich motivi a domén bohatych na glycin a ostatni



aminokyseliny (krom& RS domén) a jejich uspofad4dni na mRNA ma4 vliv na jeji osud
v jadfe [9]. Tyto hnPNR proteiny se sdruZuji s pre-mRNA do pravidelnych 40S struktur,
srovnatelnych s nukleosomélnim sbalenim DNA [13]. Timto sbalenim se k sob& mohou
pfibliZit i vzdalené oblasti a mohou tedy vznikat komplexy pies intron. Ty jsou G¢inné&jsi
neZ komplexy pfes exon a maji za nasledek lepsi zahrnuti exont se slabymi sestfihovymi
misty. Rozpoznéni sestfihového mista pfes intron zévisi na délce tohoto intronu a oslabuje
se, kdyZ mé intron 200-250 nukleotidi. Za touto hranici jsou jiZ rozpoznavana sestfihova
mista pfes exon. Velikost intronu tedy ovliviiuje, jakym zplsobem bude exon sestfiZen.
V ptipadé, Ze je exon lemovan dlouhymi introny, je pravdépodobnéjsi pteskodeni tohoto
exonu namisto jeho zavedeni do mRNA [15]. Pokud v3ak je exon lemovan introny
malymi, pak je do mRNA zaflenén [16]. V lidském genomu je vétSina exonl kratka a
intrond dlouh4 [17], vé&tsina sestfihovych mist je tedy rozpozndvana pifes exony. Velikost a
umisténi lemujicich intrond tedy kontroluje mechanismus rozpoznani sestfihového mista a
ovliviiuje frekvenci a typ alternativniho sestfihu pre-mRNA [15].

1.2 Alternativni pre-mRNA sestiih

1.2.1 Definice alternativniho sestFihu

Pre-mRNA sestfih miZe probihat rozlinymi zplsoby, a tak z jedné genomové
sekvence miZe vzniknout n€kolik riznych mRNA kédujicich rizné proteiny, ¢imZ se
vyrazné zvySuje kodujici kapacita geonomu (Obr.2, str.6). Exprese genl je regulovana
selekci alternativnich mist a zptisobu sestfihu a urdity typ exonu v jedné diferencované
butice miiZe byt sou¢asti intronu v buiice druhé. Ptikladem je krysi gen pro svalovy protein
a-tropomyosin, ktery poskytuje riznym sestfizenim 7 tkatiové-specifickych variant [18].
Tento sestfih, jehoZ vysledkem vznikaji zabudovanim nebo vystfizenim urditych exonti
rizné mRNA, je nazyvédn alternativnim pre-mRNA sestfihem a miZe fungovat i jako
»vypina¢“ genové exprese zavedenim stop kodonti do mRNA, kdy dojde k predEasné
terminaci translace. Je tedy proménlivym mechanismem regulace genové exprese a

vysvétluje vznik velkého mnoZstvi riznych druhi proteini z relativné malého po&tu gent.
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Obr.2: Alternativni sestfih pre-mRNA dévajici vznik dvéma riznym proteintim
(ptevzato z
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/MLA Course/Modules/MolBioReview/image

s/alternative_splicing.gif).

1.2.2 Piiklady alternativniho sestfihu

Alternativni sestfih je dobfe popsén pro pifipad proteint ovlivilujicich pohlavi musky
octomilky (Drosophila). Jedna se o dva samostatné mechanismy. V prvnim pfipadé
obsahuje primérni transkript proteinu tra (transformer) dvé alternativni mista sestfihu na
3" konci exonu 2. V ptipadé€ vyuZiti tzv. proximalniho mista sestfihu, které se nachéazi bliZe
k 5 konci exonu 1, dojde k determinaci sam¢iho pohlavi, v pfipade vyuZiti druhého mista
sestfihu, které se nachdzi blize k 3" konci exonu 2 je determinovdno samiéi pohlavi
octomilky. Tohle odli¥né $t&€peni je dano existenci stop kodonu UAG mezi témito dvéma
misty sestfihu. U same¢ka dojde k vazbé sestfihového faktoru U2AF a tim k odhaleni stop
kodonu, a protein fra tak nevznikd. U samifek je vSak prvni misto sestfihu blokovano
vazbou tzv. SXL proteinu (produkt tzv. sex-lethal genu sx/, ktery je funkéni jen u samicek),
ktery blokuje vazbu U2AF. Ten se tedy vaZe do druhého mista sestfihu, nedojde k pfeéteni
stop kodonu a vznik4 tak funkéni protein tra, ktery nasledné reguluje sestfih tzv. doublesex
(dsx) pre-mRNA. Prvni tfi exony jsou vZdy tvofeny nezavisle na pohlavi. U same¢ki viak
dochazi k vystrizeni exonu 4 a vznikd tak tzv. DSX-M protein (male specific DSX
protein). U samitek dochédzi v pfitomnosti funkéniho proteinu fra k jeho vazb& do
specifickych mist v exonu 4, dojde tak k aktivaci alternativniho mista sestfihu a ponechani



tohoto exonu v fetézci mRNA. Vznik4 tak DSX-F protein (female specific DSX protein),
ktery funguje jako represor specifickych saméich geni [18].

Dal3im pifikladem alternativné sestfiZeného genu je gen pro kalcitonin a protein
spojeny s kalcitoninem (calcitonin/calcitonin-gene-related-peptide — calcitonin/CGRP).
Ten je alternativné sestfiZen a polyadenylovan. U vétSiny bunék je zahrnut exon 4 a
zaveden polyA tsek na jeho 3" konci, zatimco u neurondlnich bun€k dochazi k pfeskoeni
exonu 4 a zavedeni polyA useku nachdzejicim se déile po sméru vldkna. Vybér
alternativniho 3 sestfihového mista a zaroveni odli$ného polyadenyla¢niho mista u genu
pro calcitonin/CGRP tak d4vé vznik bud’ kalciovému homeostatickému hormonu ve §titné
Zlaze (exon 4 je zaveden) nebo vasodilataénimu neuropeptidu v nervovém systému (exon 4
je pfeskocen) [9].

Alternativnim sestfihem vznikd také velké mnoZstvi riznych receptori. Naptiklad
takto vznikd pfes 1000 rtiznych isoforem receptorti ze tfi neurexinovych geni [19, 20]
nebo 576 proteinovych variant cSlo genu pro draselny kanal v pta¢im hlemyzdi [21].
Alternativni sestfih participuje také na regulaci vyuZiti riznych exond u ,,gend podobnym
neurondlnimu cadherinu®“ (neural cadherin-like genes) a dovoluje tak vznik celé rodiné
proteini vazajicich se na buné&ny povrch [22, 23].

Dalsim ptikladem alternativniho sestfihu je gen pro fibronectin (FN). U tohoto genu
dochézi k sestfihu ve tfech specifickych mistech [24], ¢imZ vznikd u lidi 20 riznych
polypeptidi [25, 26]. Jednou ze sestfihovych oblasti je EDI exon (oznatovany také jako
EDA nebo EIIIA). Je selektivné vystépen z FN v mRNA produkované hepatocyty a
zaveden v mnoha riznych typech buné€k [27]. Zavedeni EDI exonu je zavislé na sekvenci,
obsahujici 81 nukleotidl, kterd se nachazi v centrdlni &¢4sti exonu [28]. Tato oblast se
sklada ze zesilovale exonového sestfihu bohatého na purin (exonic splicing enhancer,
ESE) a dal$iho exonového elementu umisténého 13 nukleotidii pfed ESE, ktery funguje
jako zeslabova¢ exonového sestfihu (exonic splicing silencer, ESS) [27].



1.3 Regulace alternativniho sestfihu

1.3.1 Vliv sestFihovych faktori na alternativni sestfih

Biochemické studie ukazaly, Ze vybér sestfihového mista miize byt regulovan hnRNP
a SR proteiny [29]. Tak napfiklad v zavislosti na téchto proteinech mohou vznikat T a t
proteiny SV40 viru ze stejné pre-mRNA pouZitim alternativniho 5° sestfihového konce.
Koncentrace SR proteinového sestfihového faktoru ASF (nazyvaného také faktor 2 nebo
SF2) ovliviiuje pouZiti bliz§iho sestfihového mista. Pfi nizkych koncentracich tohoto
faktoru se vaze Ul snRNP pouze na funkéné siln&j§i sestfihové misto. To znamend, Ze
slabé 5’ sestfihové misto neni vybrano kwvili blizkosti siln&j$iho 3" sestfihového mista.
Vy3§i hladina tohoto faktoru naopak umoZiiuje navazani Ul snRNP na 5” sestfihové mista,
i kdyZ se nachazeji blizko siln&j$iho 3" sestfihového mista [29, 30, 31].

Naopak, hnRNP A1l pisobi proti aktivit¢ SR proteind, a zpisobuji tak vybér
vzdalenéj§iho 5° sestfihového mista, nebot’ pfistup blizstho mista pro ASF/SF2 miiZe byt
blokovan vazbou hnRNP A1 [9]. HnRNP Al protein také reguluje sestfih pre-mRNA tim,
Ze podporuje pfeskoceni exonu lemovaného optimélnimi vazebnymi misty pro hnRNP Al.
Interakce mezi hnRNP Al proteiny vdzanymi na tato lemujici mista také podporuji sestfih
vzdalené&jsich exoni tim, Ze jejich sestfihova mista pfiblizuje k sob& [32].

1.3.2 Regulaéni sekvence alternativniho sestfihu

Jednoduché protiptisobeni individudlnich hnRNP proteini a sestfihovych faktorti
pfedstavuje zékladni operace mnohem komplexnéj$i souhry faktorii a regulatort, vedouci
k sestfihu [9]. K témto komplexnim souhrdm dochézi na uréitych sekvencich v pre-
mRNA. Jednou z nich jsou zeslabovate exonového sestfihu (ESS). P-element transposasy
je produkovan pouze v zarode¢nych butikdch Drosophily, v nichZz dochézi k vystfiZzeni
intronu 3. Inhibice sestfihu intronu 3 v somatické burice vede naopak k tvorb& inhibitoru
transposasy. V exonu 3 se nachézeji pseudo-5” sestfihovéa mista, jeZ funguji jako exonové
zeslabovade (exonic silencers). Ty jsou v somatickych butikdch vazdny multiproteinovym
komplexem obsahujicim hnRNP protein hrp48 a P-element inhibitor (PSI), jenZ usnadtiuje
navazani Ul snRNP [33].



Dalsi ze sekvenci, zesilova¢ exonového sestfihu (ESE) se nachazi v genu dévajicim
vznik obéma pohlavim u Drosophily (doublesex gene, dsx). Tento gen jsme jiZ zmifiovali u
popisu mechanismu alternativniho sestfihu. V tomto genu se nachazi exon 4, v némz jsou
oblasti, obsahujici $est opakujicich se sekvenci 13 nukleotidi a sekvenci bohatou na purin
(purine-rich element, PRE). Ty funguji jako exonové zesilovate, podporujici zavedeni
exonu 4 do mRNA u samiéiho pohlavi [9]. Na té€chto sekvencich se sdruzuji proteiny Tra a
Tra2 s dal$imi SR proteiny, a to RNA-vézajici protein 1 (RNA-binding protein 1, RBP1)
na opakujicich se sekvencich a Drosophila sestfihovy faktor/sestfihovy faktor 2
(dASF/SF2) na PRE. Tento stabilni zesilovaci komplex se miZe vytvofit pouze
v pfitomnosti vSech t¥i proteint [34]. Tra tedy ptisobi jako specificky vypina¢ umoZitujici
vznik sami¢iho pohlavi.

Dalsi z téchto sekvenci jsou zesilovate intronového sestfihu (ISE) a zeslabovade
intronového sestfihu (ISS). Komplex sdruzujici se na zesilovaci intronového sestfihu, jenZ
podporuje zavedeni malého exonu v sav&¢im genu Src, mé urcité podobnosti s komplexem
zahrnutym v regulaci P-elementu, i kdyZ rozpoznavana sekvence a vysledek ptsobeni jsou
rozdilné. 18 nukleotidii dlouhy N1 exon se nachazi mezi exony 3 a 4 v neuronech. Mala
velikost exonu je dileZita pro jeho pfeskofeni u viech bun€k kromé& neuront. Pfeskodeni
exonu je také podporovano proteinem vazajicim polypyrimidin (PTB), nachédzejicim se
pfed i za exonem N1. Multiproteinovy komplex obsahujici hnRNPs a dal$i faktory se
vytvati za exonem N1 a m4 synergisticky efekt se sekvenci na 5” konci exonu N1 [9].

Umisténi faktori na pre-mRNA hraje také dileZitou roli ve vybé&ru sestfihového
mista. SR protein-vézajici zesilova¢ adenoviru, nachéazejici se nad vétvicim bodem,
blokuje ptistup U2 snRNP a zplsobuje tak inhibici sestfihu. KdyZ je v8ak umistény pod
3’ vétvicim bodem, plsobi jako zesilova¢ exonového sestfihu [35]. Tato inhibi¢ni funkce
SR proteint zaleZi na jejich fosforylaénim stavu [9].

1.3.3 Regulaéni proteiny Nova-1, Nova-2

V mozku je regulovany alternativni sestfih pfednim mechanismem, diky n€émuz
mohou neurondlni buiiky ziskat specializované molekularni struktury a regula¢ni cesty
potfebné k zachyceni a pfenosu signali. Nové biologické funkce byly vytvofeny jemnymi
zmé&nami v proteinové struktufe jako dusledek tkatove specifickych sestfihovych drah.

Proteinové isoformy, podilejici se na vytvafeni synapsi, na zachyceni neurotransmiteru a



fungujici jako iontovy kandl, jsou syntetizovany v neuronech s pfidavnym (obvykle
malym) proteinovym segmentem, ktery se v ostatnich typech bun&€k nenachazi. To
znamena4, Ze odpovidajici pre-mRNA je sestfihovana stejnym zplisobem v riznych typech
bunék, ale pouze u neurondlnich bun€k dochazi k aktivaci uréitych sestfihovych drah [36].
Nedavné studie ukazaly, Ze pfi regulaci tkatiové specifického sestfihu v mozku hraje
dileZitou roli specificky neuronalni protein Nova-1 [37].

Nova-1 a jemu velmi podobny Nova-2 jsou RNA-vazajici proteiny, poprvé
identifikované jako autoimunni antigeny u pacientl s ur¢itymi formami paraneoplastickych
neurologickych poruch [38]. RNA-vazajici proteiny jsou hojné v bunééném jadfe, kde
sbaluji vznikajici transkripty a participuji na dal§ich procesech RNA nebo na exportu
RNA. V cytoplasmé pak reguluji stabilitu mRNA, efektivitu translace nebo lokalizaci
RNA [39, 40]. Nova proteiny byly objeveny unikatn¢ v neuronalnich mozkovych buiikach,
kde jsou lokalizovany v bunééném jadre, a proto se pfedpoklada, Ze by tyto proteiny mohly
byt tkariové specifickymi regulatory alternativniho sestfihu [36]. Nedavné studie,
zabyvajici se ulohou proteini vazajicich specifickou neuronalni RNA v jadfe a ulohou
té&chto molekul pfi pfeZiti a vyvoji neurond, ukazaly, Ze Nova-1 je dileZity pro pfeZiti
neurondlnich bunék v jejich postnatélni fazi. My$ postradajici Nova-1 vypad4 normalné pfi
narozeni, ale umira béhem asi 2 tydni. Patologickym defektem je smrt neuronélnich bunék
v oblastech mozkového kmene a michy, kde je Nova-1 exprimovan [37].

1.3.4 Vliv RNA polymerasy II

Transkripce a procesy v pre-mRNA byly po dlouhou dobu povaZovény za nezavislé
déje, neZ mnoho biochemickych a cytologickych experimenti dokazalo, Ze posttranslani
modifikace pre-mRNA jako ,nasazeni“ &epi¢ky, rozitépeni a naslednd polyadenylace a
sestfih jsou uzce spojené s transkripci RNA pol II [41, 42, 43, 44]. Spojeni mezi transkripci
a alternativnim sestfihem bylo prokdzino diky studiim, které ukazaly, Ze struktura
promotoru ovliviiuje alternativni sestfih genu pro fibronectin (FN) [45, 46]. Byly
provedeny studie efektii riiznych transkripénich aktivatorti na sestfih exonu FN EDI (extra
domain I) a bylo dokaz4no, Ze rychle postupujici RNA pol II uptednostituje pfeskok exonu
EDI, zatimco pomalu postupujici RNA pol II upfednostiiuje zavedeni tohoto exonu do
mRNA. V enzymu RNA pol II u Drosophily byla provedena bodova mutace, udé€lujici
enzymu pomalej$i rychlost elongace a touto pomalou RNA pol II pak bylo stimulovano
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zavedeni exonu FN EDI [47]. Av3ak zavedeni dal$ich alternativnich exont jako FN-EDII a
exonu 7B heterogenni jaderné ribonukleoproteinové c&astice A1 (hnRNPAI1-E7B) jiZz
nebylo touto pomalou RNA pol II ovlivilovano. Diivodem je to, Ze zavedeni téchto dvou
exonl je kontrolovano intronovymi regulaénimi sekvencemi [48, 49], zatimco zavedeni
exonu EDI je kontrolovano exonovymi regulaénimi sekvencemi, a to exonovym

zesilovatem sestfihu (ESE) [50].

1.4 Struktura chromatinu a jeho modifikace

1.4.1 Struktura chromatinu

U eukaryot je linearni molekula DNA sbalena v jadfe do chromosomi za pomoci
proteinli, navdzanych na tuto molekulu DNA. Komplex DNA a proteini se nazyva
chromatin. Zékladni jednotkou chromatinu je nukleosom, ktery se sklada z molekuly DNA,
dlouhé 147 nukleotidovych péarl, ovinuté dvakrat kolem komplexu osmi histoni. Ten
obsahuje po dvou molekulach histoni H2A, H2B, H3 a H4. KaZdy nukleosom je oddéleny
fettzcem DNA dlouhym 10-60 nukleotidovych pard. Vznikd tak 10-nm vldkno,
pfipominajici koralky na niti. Toto uspofddani je ddle sbaleno do kondenzované;si formy,
kdy jsou nukleosomy t&sn& pfiloZeny k sob& a vytvateji tak 30-nm vldkno, stabilizovano
interakcemi mezi histony rtiznych nukleosomii [51]. Vlékno je pak déle kondenzovano na
n€kolika drovnich a kone¢nym sbalenim vznikda chromosom, v némZ je molekula DNA

10 000kr4t krat$i neZ v rozvinuté formé& [52].

1.4.2 Modifikace histonu

KaZdé histonové jadro obsahuje globularni doménu, zprostfedkovavajici interakce
histond v histonovém oktameru a umoZilujici dvojité ovinuti molekuly DNA kolem tohoto
oktameru. Kazdy z histonti obsahuje téZ fetézec, 25-30 aminokyselin dlouhy, ktery je
bohaty na bazické aminokyseliny a nachdzi se na povrchu nukleosomu. Tyto histonové
»ocasy“ nepfispivaji ke struktufe jednotlivych nukleosomi ani k jejich stabilité, ale hraji
dilezitou roli v kontrole sbaleni nukleosomi do vysSich struktur a pfedstavuji komplexni
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povrch, na kterém dochézi k protein-proteinovym interakcim a mnoha posttranslaénim
modifikacim jako jsou acetylace a methylace lysinu a argininu, fosforylace serinu a
threoninu, ubikvitinace a ribosylace. Tyto modifikace mohou probihat i n€kolikastupiiove,
naptiklad lysin miZe pfijimat jednu, dvé& nebo i tfi methylové skupiny a stejné tak i arginin
miZe byt mono- nebo di-methylovany. VétSina posttranslaénich modifikaci probiha na
amino- a karboxy- koncovych &astech histonti, ale stale vice modifikaci je objevovano i
v centralnich &astech histoni. D4 se fici, Ze skoro kazdy dostupny fetézec histonu miZe byt
teréem k posttransla¢nim modifikacim [51].

Modifikace histoni pravdépodobné kontroluji strukturu a funkci chromatinového
vlakna, rizné modifikace pak maji za nasledek odliné funkéni zmény. Neddvné studie
ukazaly, Ze kombinace modifikaci histond na specifickych mistech koreluji s ur€itymi
biologickymi funkcemi. Napiiklad kombinace acetylace histonu H4 na lysinu 8, acetylace
histonu H3 na lysinu 14 a fosforylace histonu H3 na serinu 10 podporuje transkripci.
Naopak tri-methylace histonu H3 na lysinu 9 a neacetylované H3 a H4 histony vedou
k represi transkripce [51].

1.4.3 Methylace a fosforylace histoni

Methylace histoni byla poprvé popsana vroce 1964 [53]. PHma spojitost mezi
methylaci a transkripci byla objevena zhruba o tficet let pozdéji, kdy bylo prokdzano, Ze
histonovd methyltransferasa CARM1, specifickd pro arginin histonu H3, interaguje a
spolupracuje s koaktivatorem receptoru pro steroidni hormon GRIP-1 pfi procesu aktivace
transkripce [54]. Pfednostné jsou methylovany histony H3 (na lysinech 4, 9, 27) a H4 (na
lysinu 20), coZ prokazaly mnohé studie zabyvajici se modifikacemi histont [55].

Fosforylace histonii hraje diileZitou roli v procesech jako je transkripce, oprava DNA,
apoptosa a kondensace chromosomi [56]. Bylo ukézéno, Ze fosforylace serinu 10 na
histonu H3 koreluje s aktivaci genii u sav¢ich bungk [57], a také sindukci transkripce
b&¢hem odezvy na teplotni ok u Drosophily [58]. Fosforylace histonu H2A koreluje
s kondensaci mitotického chromosomu a zda se, Ze i zde hraje serin 10 kli¢ovou roli [56].
Napftiklad mutace serinu 10 v histonech Tetrahymeny zptsobuji abnormélni kondensaci
chromosomi a defektni separaci chromosomt béhem anafize [52]. K fosforylaci histonu
H3 dochazi po aktivaci signdlnich drah vedoucich k poskozeni DNA. Naptiklad
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konzervovany tsek na karboxylovém konci histonu H2A u kvasinek a H2A.X u savci je
velmi rychle fosforylovan po vystaveni ¢inidlim poSkozujicicm DNA [59, 60].
K fosforylaci dochazi na serinu 139 a je zavisla na fosfatidylinositol-3-OH kinase Mecl u
kvasinek. Mecl-dependentni fosforylace serinu 139 je ziejmé& potfebna k dobie fungujici
opravé DNA. To naznaluje, Ze fosforylace tedy zprostfedkovdvd zmény ve struktufe
chromatinu a tim usnadiiuje opravu DNA [52].

Fosforylace histond se uplatituje také pfi replikaci DNA. Studie fosforyla¢nich mist
na lidskych histonech HIA a HIB béhem bunééného cyklu ukéazaly, Ze fosforylace
v jednom mist¢ v C-koncové doméné histonu H1 pfedchazi polatku replikace DNA,
zatimco fosforylace druhého mista po ni nasleduje [61]. To vedlo k navrhu, Ze fosforylace
H1 ptedchazejici potatku replikace DNA muZe vést ke zméné& konformace chromatinu, coZ
umoziiuje replikaci DNA [62]. Byly provedeny studie, v nichZ byly pouZity protilatky proti
hyperfosforylovanému histonu H1 ke sledovani zavislosti replikace na fosforylaci histonu
H1 b&hem S-faze. Bylo zjist€no, Ze fosforylace H1 piisobi jako prvni krok mechanismu,
ktery umoZiiuje dekondensaci chromatinu a nasledné pfistup specifickych DNA-vazebnych
faktort, duleZitych pfi replikaci DNA i jinych regula¢nich procesech v buné&ném cyklu
[63]. Navic, in vivo experimenty s mutanty, majicimi defekt ve fosforylaci histonu Hl,

ukazaly, Ze sniZzena fosforylace H1 ma za nasledek nedostate€nou replikaci DNA [64].

1.5 Acetylace histoni a jeji role pFi regulaci genové exprese

1.5.1 Acetylace histoni

Acetylace je nejvice prozkoumanou modifikaci histont a je zce spojena s aktivaci
transkripce u eukaryot [65, 66, 67]. K acetylaci histond doch4zi na NH;" skupinich
lysinovych zbytki na N-koncovych &astech histont. Je to reversibilni proces, pfi kterém je
pfendSena acetylovd skupina zacetyl koenzymu A za pomoci enzymu histonové
acetyltransferasy na NH;" skupinu lysinovych zbytkd [68]. Nejéast&ji byvaji acetylovany
lysiny na pozicich 9, 14, 18, 23 na histonu H3 a lysiny na pozicich 5, 8, 12, 16 na histonu
H4 [69]. Zavedenim acetylovych skupin na lysin se neutralizuje pozitivni ndboj a zvySuje
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se hydrofobicita; pti opaéné reakci, deacetylaci, za pomoci enzymu histonové deacetylasy,
jsou acetylové skupiny odstranény a pozitivni naboj je obnoven [68].

1.5.2 Vliv acetylace histonii na modifikaci chromatinu

Acetylace histoni neutralizuje bazicky ndboj koncovych ¢&asti histontl, coZz miiZe
ovlivnit nukleosomélni funkci né&€kolika zpisoby. Dochazi napiiklad ke sniZeni afinity
N-koncovych domén histond k DNA [70]. Zmé&na koncovych &asti histoni miZe také
ovliviiovat interakci mezi nukleosomy a dal§imi nehistonovymi proteiny. Né&které
regula¢ni proteiny mohou napiiklad pfednostné interagovat s méné acetylovanymi histony;
acetylace histonti tak miZe byt pfekaZkou pro tyto interakce [68].

Mnohé studie, provedené od objeveni acetylace histonti jiZ pfed vice neZ tficeti lety
[71], prokazaly tuzkou spojitost mezi acetylaci histond a transkriptné aktivnim
chromatinem. Hyperacetylované histony jsou spojeny s n€kterymi transkripéné aktivnimi
doménami, zatimco hypoacetylované histony jsou soustfedény v mistech, ktera jsou pfi
transkripci potlatovana [65]. Acetylaci histoni dochdzi k rozvolnéni chromatinu,
transkrip&ni faktory tak mohou snadnéji pfistupovat k nukleosomalni DNA a zvyS$uje se tak
stupeti transkripce [72, 73, 74]. Neddvné studie pak ukézaly, Ze né&které regulétory
transkripce maji aktivity histonovych acetyltransferas (HAT) a deacetylas (HDAC), coZ
potvrzuje dileZitou roli acetylace a deacetylace vregulaci transkripce [68]. Déle se
zamé&fime pouze na histonové deacetylasy a jejich inhibitory, nebot’ témi jsme se zabyvali
pti nasi praci.

1.5.3 Histonové deacetylasy a jejich inhibitory

1.5.3.1 Rozdé&leni histonovych deacetylas

Enzymy histonovych deacetylas nepisobi samy, ale vytvafeji sdal$imi proteiny
represorové komplexy [75]. Podle proteind, se kterymi se vazi, miiZeme rozlisit dvé rodiny
histonovych deacetylas (HDACs): SIR2 rodina NAD"-dependentnich HDACs, kter4 byla
objevena teprve nedavno a je zatim mélo prozkouména, a klasickd rodina HDACs. Ta se

déli na tfidy I a I [76, 77]. HDAC:s ttidy I (HDACI, 2, 3, 8) jsou ptibuzné s transkrip&nim
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reguldtorem RPD3 u kvasinek, HDACs tfidy II (HDAC4, 5, 6, 7, 9, 10) maji domény
podobné s HDA1, dal3i deacetylasou nalezenou u kvasinek [76]. Neddvno byla objevena
nova deacetylasa HDACI11, kterd je podobnd HDACs tfidy I, ale neni zde zafazena
z divodu malé sekvenéni podobnosti [78]. HDAC tfidy I jsou exprimovany ve vét§iné¢
bun&k, zatimco exprese HDACs tfidy II je vice omezena, coZ naznaduje, Ze¢ mohou byt
zahrnuty do buné&éné diferenciace a procesu podporujiciho vyvoj [79, 80].

1.53.2 Lokalizace histonovych deacetylas v buiikiach

HDACs se nachazeji v jadfe, n€které mohou byt i v cytosolu; zileZi na jejich
regula¢nich doménach [75]. HDAC1 a HDAC2 jsou lokalizovany vyhradn¢ v jadfe [81],
HDAC3 miuZe byt lokalizovana i v cytoplazmé [77], HDACS se vyskytuje ve velmi malém
mnoZstvi v jadfe [82]. HDAC tfidy II jsou schopné pohybovat se dovnitf a ven z jadra jako
odpovéd’ na signdly v buiice. HDAC6 se nachdzi pfevazn€ v cytoplasmé [83, 84],
HDACI11 naopak v jadfe [78]. HDAC10 miize byt lokalizovdna jak v jadfe, tak i
v cytoplasmé, a¢koli funkce této lokalizace nebyla zatim objasnéna [85, 86]. HDAC9 muize
byt cytosolick4 nebo jaderna, v zdvislosti na sestfiZzené varianté [84, 87].

Lokalizace HDAC4, 5 a 7 je ptisné regulovany proces. Pohyb téchto HDACs mezi
jadrem a cytosolem byl znatné prozkoumén u diferencujicich svalovych bun&k [77, 88,
89). U HDAC4 dochazi k fosforylaci Ca’*/kalmodulin-dependentni kinasou (CaMK) a
naslednému exportu do cytosolu. Tam je fosforylovanda HDAC4 vazana na cytosolicky 14-
3-3 protein, ktery ji tak zadrzuje v cytosolu. Po spojeni svalovych bun€k dochéazi
k termindlni diferenciaci, HDAC4 je diky svému sniZenému fosforylaénimu stavu
uvolnéna z 14-3-3 proteinu a putuje zpatky do jadra. HDACS se zdrzuje b&¢hem proliferace
svalovych bunék v jadfe a je uréena k vycestovani do cytosolu be¢hem diferenciace, coZ je
zprostfedkovano CaMK, ale také doménou zodpovédnou za export z jadra [75]. HDAC7 je
sekventn€ velmi podobnd HDACS, ale chybi ji doména zodpov&dné za export z jadra. Za
export z jadra do cytosolu je zde zodpov&dna CaMK a vazba 14-3-3 [84, 90, 91].
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1.5.3.3 Mechanismus piisobeni histonovych deacetylas

Mechanismus plsobeni enzymi HDACs spoéivd v odstranéni acetylové skupiny
z histonti, které jsou souéasti nukleosomu. Hypoacetylace md za nasledek zmenSeni
prostoru mezi nukleosomem a kolem né&j obtotenou DNA. Toto t&€sné&jsi uspofadéni snizuje
pfistupnost transkripénich faktorii a vede k represi transkripce [92, 93, 94]. Katalyticka
doména HDAC je tvofena sekvenci zhruba 390 aminokyselin, ¢4st iseku je konzervovana.
Aktivni misto je tvofeno jemné zakfivenym trubicovitym vac¢kem s rozsifenou spodni ¢asti
[95]. K odstranéni acetylové skupiny dochazi prostfednictvim systému pfenosu naboje, ve
kterém jsou zahrnuty dva pfilehlé histidinové zbytky, dva aspartitové zbytky a jeden
tyrosinovy zbytek [79, 95]. Pro funkci tohoto systému je dileZitd pfitomnost kofaktord,
z nich st&ejni jsou Zn®* ionty, které se vaZi do vazebného mista ve spodni &asti vatku
[75].

1.5.3.4 Inhibitory histonovych deacetylas

Mnoho let studii vedlo k objevu riznych typi HDAC inhibitord, od téch
s komplikovanou strukturou (Trichostatin A, TSA) aZ po ty velmi jednoduché (butyrat)
[75]. Inhibitory HDACs (HDACIi) zptsobuji hyperacetylaci histoni a nasledné pak
aktivaci transkripce uréitych genl diky relaxaci DNA v chromatinu [96]. Obecné maji
HDACi schopnost indukovat potladeni ristu, diferenciaci nebo apoptosu rakovinnych
bunék in vitro a in vivo [96-107].

HDAC: blokuji pfistup k aktivnimu mistu HDAC (reversibiln€ nebo ireversibilnég).
Jeden z nejsiln€jSich prozkoumanych inhibitori je Trichostatin (TSA). TSA je fermentaéni
produkt Streptomycet, ktery pisobi jako silny inhibitor proliferace u nadorovych bunék.
TSA patti ke skupiné hydroxamidovych kyselin a u¢inkuje in vitro jiZ pfi nanomoléarnich
mnoZstvich [108]. Dalsi skupinou inhibitori HDACs jsou mastné kyseliny s kratkymi
fetézci jako butyrat, fenylbutyrat a kyselina valproovd. Tyto slou€eniny maji mnohem
men$i inhibi¢ni u¢inky nez TSA (U€inkuji pfi milimolarnim mnoZstvi). Tfeti skupinou
inhibitord jsou cyklickd tetrapeptidova antibiotika, kterd jsou charakterizovana svou
sloZitou strukturou a vysokym inhibi¢nim potencidlem. Vé&tina z t&chto slou¢enin jsou
produkty bakterii nebo hub [75].
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1.5.3.5 Acetylace histonii a pre-mRNA sestfih

Vliv acetylace histoni na pre-mRNA sestfih byl prokazan jiz vroce 2002, kdy
Alberto R. Kornblihtt s kolegy jako prvni ukazali vliv TSA na sestfih EDI exonu na
plazmidu [109]. Zjistili, Z¢ mutant aktivaéni domény VP16 nazyvdn SW6, inhibujici
elongaci transkripce polymerasou II, zplisobuje sniZeni pravdépodobnosti pfeskoéeni
exonu. Preskofeni exonu bylo naopak obnoveno v pfitomnosti SW6 bud s SV40
zesilova¢em nebo s HIV Tat proteinem, které specificky stimuluji elongaci transkripce.
Schopnost aktivatord stimulovat elongaci transkripce polymerasou II korelovala s jejich
schopnosti zvysit pravdépodobnost pfeskoéeni EDI exonu, inhibitor elongace pak zptisobil
zavedeni EDI exonu. PouZitim TSA jako inhibitoru histonovych deacetylas, jenZ stimuluje
elongaci, pak doslo k inhibici zavedeni EDI exonu a EDI exon byl pfesko&en [109].

V bakalafské praci jsem ukézala, Ze acetylace histonu hraje roli pfi alternativnim
sestfihu endogennich pre-mRNA. V této praci byl studovan vliv acetylace histonli na
alternativni sestfih genu pro fibronectin. Jako inhibitor histonovych deacetylas byl pouZit
TSA a bylo dok4zano, Ze acetylace histond podporuje pfeskoleni alternativniho exonu a
vytvofeni krat$i sestfizené formy mRNA [110]. V diplomové préci jsem na tuto skute¢nost
navazala a dale studium vlivu acetylace histonil na sestfih pre-mRNA rozsifila.
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2. Cil prace

Zjisténi vlivu acetylace histonu na alternativni sestfih pre-mRNA.
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3. Metody

3.1 Priprava bunék

Pouzivali jsme lidskou buné€nou linii ziskanou z rakovinného epitelu déloZniho
¢ipku. Buiiky byly izolovany v roce 1951 z éernoSské Zeny Henrietty Lacks (odtud nazev
HeLa butiky) a jsou pouZivany v mnoha laboratofich po celém svété. Builky byly
p&stovany v DMEM, které obsahovalo 10 % FCS (Fetal calf serum) a antibiotika.
K inhibici histonovych deacetylas jsme pouZili Trichostatin A (TSA) a butyrat sodny
(NaBut). Pfi pouzZiti Trichostatinu A jsme do jedné petriho misky pfidali TSA rozpustény v
DMSO a do druhé petriho misky DMSO jako kontrolu. Bylo nutno pfidat k mediu
s bun&nou kulturou takové mnoZstvi TSA o koncentraci 1 mg/ml, aby vysledna
koncentrace v mediu byla 330 nmol/l. Bylo tedy nutno k mediu o objemu 7 ml ptidat 7 pl
roztoku TSA, ¢imZ jsme ziskali poZadovanou koncentraci v roztoku. Do druhé petriho
misky jsme pfidali 7 upl DMSO pro vytvofeni stejného prostfedi. Buné&né kultury jsme
inkubovali po dobu 24 hodin pfi 37°C v atmosféfe obsahujici 5 % CO,.

Pfi pouziti butyratu sodného bylo nutno ptidat k mediu s bun&¢nou kulturou takové
mnoZstvi vodného roztoku NaBut o koncentraci 1 mol/l, aby vysledna koncentrace v
mediu byla 5 mmol/l. Bylo tedy nutno k mediu o objemu 1 ml pfidat 5 pl roztoku NaBut,
¢imZ jsme ziskali poZadovanou koncentraci v roztoku. Buné¢né kultury jsme inkubovali
s NaBut po dobu 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24 hodin pti 37°C v atmosféfe obsahujici 5 % CO»,
neovlivnéné buiiky slouZily jako kontrola. Pro inhibici proteosyntézy jsme k buné&né
kultufe pfidali cykloheximid o koncentraci 100 mg/ml, do 1 ml media jsme pfidali 1 pl
roztoku cykloheximidu [111]. Bun&&né kultury jsme inkubovali po dobu 18 hodin pfi 37°C
v atmosféfe obsahujici 5 % CO,.

Pro zjisténi, kterd z histonovych deacetylas ovliviiuje alternativni sestfih, jsme
pouzili siRNA specifické proti mRNA HDAC1 a HDAC2. Pro kazdou HDAC jsem pouzili
3 rizné siRNA zaméfené proti odlisnym exoniim. 0,5 pl od kazdé z té&chto siRNA (o
koncentraci 25 pumol/l) jsem inkubovali s 50 pl DMEM bez FCS, stejné¢ tak 0,75 pl
kontrolni siRNA, ktera neni zaméfena proti Zadné mRNA (o koncentraci 50 pumol/l), jsme
inkubovali s 50 ul DMEM bez FCS po dobu 5-ti minut pfi laboratorni teploté. Stejnou
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dobu jsme inkubovali i druhy roztok, obsahujici 3 ul oligbfectaminu a 12 ul DMEM bez
FCS. Po 5-ti minutach inkubace jsme tyto roztoky smichali a inkubovali je 20 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné jsme je pfidali k mediu s bun&¢nou kulturou a inkubovali je
po dobu 48 hodin a 72 hodin pfi 37°C v atmosféfe obsahujici 5 % CO,.

Dal$i bunéénou kulturou, kterou jsme pouzivali, byly C2C12 buriky, my$i svalové
buriky (myoblasty), diferencujici v myotubuly. Builkky byly péstovany v DMEM, které
obsahovalo 10 % FCS a antibiotika, pro diferenciaci bun€&k bylo pouZito DMEM,
obsahujici 2 % koriské serum a antibiotika. K bun&&né kultufe jsme ptidavali NaBut tak,
aby vysledna koncentrace v mediu byla 5 mmol/l. NaBut jsem pfidali k nediferencovanym
buitkdm a inkubovali je po dobu 24 hodin pfi 37°C v atmosféfe obsahujici 5 % CO,. Po
dobu 24 hodin jsme inkubovali také neovlivnéné buiiky, které slouZily jako kontrola. Cast
buné&éné kultury, ktera nebyla ni¢im ovlivnéna, jsme nechali diferencovat v diferencia¢nim

mediu po dobu 48 hodin pfi 37°C v atmosféte obsahujici 5 % CO..

3.2 Izolace RNA

Z bunééné kultury jsme odsdli medium a pfidali k ni roztok TRIZOLu, do kazdé
z petriho misek 200 pl tohoto roztoku. Bunééné kultury jsme inkubovali 5 minut pfi
laboratorni teploté a roztok pipetovali nahoru a dold, aby se DNA rozlamala. Roztoky jsme
pfenesli do zkumavek, ptidali k nim 40 pl chloroformu a protfepali. Centrifugovali jsme je
15 minut pti 14 000 g a 4°C. Odebrali jsme horni f4zi o objemu 120 pl a ptidali k ni 100 pl
isopropanolu, zamichali a inkubovali 10 minut pfi laboratorni teploté. Centrifugovali jsme
10 minut pfi 14 000 g a 4°C. Odebrali jsme supernatant a pelet na dn¢ zkumavky promyli
250 pl 70 % ethanolu. Ethanol jsme odséli a izolovanou RNA jsme vysusili, rozpustili ve
20 pl dvakrat destilované vody a uchovévali pfi teploté -20°C.

3.3 Reverzni transkripce

Dal3im krokem byla reverzni transkripce, proces, pfi kterém je RNA pifepisovana
enzymem, zvanym reverzni transkriptasa, zpét do sekvence DNA. Tak vznika
komplementarni DNA (cDNA), kterd nasledné slouZi jako templat pro PCR.
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Pfi reverzni transkripci izolované RNA jsme pouZili reverzni primer pro pfepis genu
pro fibronectin (Fib RT), v ptipadé dalSich testovanych genli jsme pouZili pfisluiné
reverzni primery. Déle jsme pouZili 10 mM deoxy-nukleotidy a dvakrat destilovanou H,O.
MnoZstvi jednotlivych latek jsou uvedena v tabulce (Tabulka 1).

Fib
RNA 3ul
reverzni
oligonukleotidové | FibRT: 1 pl
primery (2 uM)
deoxy-nukleotidy

1ul
(10 mM)
H,0 9,5 ul

Tabulka 1: MnoZstvi latek potfebnych pro reverzni transkripci izolované RNA.

Pro reverzni transkripci jsme pouzili kit SuperScript III (Invitrogen). Pfipravené
roztoky jsme inkubovali 5 minut pfi 65°C a poté jsme je dali na led. Pfidali jsme k nim
4 pl pufru (1st strand buffer), 1 pl 0,1 M DTT a 0,5 pl enzymu reverzni transkriptasa
(SuperScript Reverse transcriptase III, 200U/ul). Roztoky jsme inkubovali 5 minut pfi
laboratorni teploté a poté 30 minut pfi 55°C a 15 minut pfi 70°C. Vytvofenou cDNA jsme
uchovavali pfi teploté -20°C.

3.4 PCR (Polymerase chain reaction = polymerasova Fetézova reakce)

Pomoci PCR byla amplifikovdna cDNA, vytvofena reverzni transkripci z izolované
RNA. Pro tuto reakci byly pouZity oligonukleotidové primery (Fib a, Fib b), v pfipadé
dalSich genii jsme pak pouZili pfisluiné oligonukleotidové primery pro tyto geny. Déle
byly pro tuto reakci pouZity deoxy-nukleotidy, 10x PCR pufr, DNA-polymerasa (Taq pol,
5U/ul) a dvakrét destilovand H,O. PouZitd mnoZstvi té€chto latek jsou uvedena v tabulce
(Tabulka 2, str.22). Amplifikovali jsme cDNA s pouZitim primert Fib a a Fib b, RNA
s pouzitim primert Fib a a Fib b méla slouZit jako negativni kontrola.
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Fib NC
cDNA 3ul 0,45 pul

oligonukleotidové | pip, a4b: 0,5 ul | Fib a+b: 0,5 il
primery (100 pM)

10x PCR pufr 2,5u 2,5 pl
| MgCl, 1,5 pl 1,5 pl
deoxy-nukleotidy 0.5 ul 0.5 ul
(10 mM) i B
Taq pol 0,5 ul 0,5 ul
H,0 16,5 wl 19,05 pul

Tabulka 2: MnoZstvi latek potfebnych pro amplifikaci cDNA pomoci PCR.
Fib = cDNA s pouzitim primeri Fib a a Fib b, NC = negativni kontrola

5 ul vysledné DNA bylo rozdéleno ve 2 % agarosovém gelu v TBE obsahujicim Gel
star (1:10 000) elektroforézou 1 hodinu pti 75 V a pozorovano pod ultrafialovym svétlem.

Oligonukleotidové primery, které jsme pfi nasi praci pouZivali, uvadime v nasledujici
tabulce (Tabulka 3, str. 23).
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Fib-a 5’- TGG AGT ACA ATG TCA GTG TTT - 3"
Fib-b 5°- CTG GAC CAA TGT TGG TGA ATC -3’

Fib - RT 5- AGT TGG TTA AAT CAA TGG ATG -3’

Bim - F 5’- CTT GCC AGG CCT TCA ACC ACT AT-3°
Bim - R 5’- ACA CCA GGC GGA CAA TGT AACGTA -3

e-cadherin - F

5- GTG GTT CAA GCT GCT GACCTT CA -3’

e-cadherin - R

5°- GGG CTT CAT TCA CAT CCA GCA CAT -3’

hnRNPA1 - F 5°- GTG GCT TTG GTG GCA GC -3’
hnRNPA1 - R 5°- CTT GGT TTC GTG GTT TTG CAA -3’
NCAM -F 5-GAC TGG CGG CCCTCA ACGGCA A -3’
NCAM -R 5°- CCA GAT AGT GTC TGA TGG GGG A-3’
Myogenin - F 5°- AGT GAA TGC AAC TCC CAC AGC -3’
Myogenin - R 5’- CGT CTC TCG TAG GAG AAG ACT-3'
MHC - F 5°- TGG TGG TTA AAC CAG AGG ACG -3
MHC-R 5’- GGT AGA GAC TGT TGC GGA TGG- 3’
B-actin - F 5°- TGT GAT GGT GGG AAT GGG TCA G -3’
B-actin - R 5- TTT GAT GTC ACG CACGATTTCC -3’

siRNA HDAC1_1

5°- GCC GGU CAU GUC CAA AGU Att-3’

siRNA HDAC1_2

5°- GGG AUA CUU UUA UGC AAC Cit - 37

siRNA HDAC1_3

5’- GGA CUG UCC AGU AUU CGA Utt - 3°

siRNA HDAC2 1

5°- GCC ACU GCC GAA GAA AUG Att-3°

siRNA HDAC2_2

5°- GCU GUG AAG UUA AACCGA Ctt - 37

siRNA HDAC2 3

5°- GCC UAU UAU CUC AAA GGU Gtt - 3°

Tabulka 3: Seznam pouZitych primert.
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4. Materialy a pristroje

4.1 Materialy a chemikalie

Buné&&na kultura (HeLa buiiky, C2C12 buriky)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Invitrogen)
Trichostatin A (TSA - Sigma-Aldrich)

Butyrat sodny (NaBut — Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (DMSO - Merck Schuchardt)
Cykloheximid (CHX - Calbiochem)

TRIZOL (Invitrogen)

Chloroform (Merck Shuchardt)

Isopropanol (Sigma-Aldrich)

70 % Ethanol, 100 % Ethanol

Dvakrat destilovana H,O

siRNA proti HDAC1, HDAC2 (25 uM); negativni kontrola siRNA (50 pM) (Ambion)
Oligonukleotidové primery: 2 uM a 100 uM (Generi-biotech)
Deoxy-nukleotidy (10 mM) (Roche)

Kit SuperScript III (Invitrogen)

10x PCR pufr (MPI-CBG)

Taq polymerase (Taq pol - MPI-CBG)

Agarosa (AppliChemGmbH)

10x TBE pufr (Tris-borat EDTA)

Gel star (Cambrex)

Markery :100 bp, 1 000 bp (Fermentas)
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4.2 Pristroje

Zatizeni pro elektroforézu (Bio - Rad)

MJ Mini Personal Thermal Cycler (Bio-Rad)
Centrifuge 5417R (Eppendorf)

Biofuge pico (Heraeus)

Dry bath incubator (Sanyo)

Electronic UV transilluminator (Ultra-Lum)
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S. Vysledky

V bakalatské praci [110] jsme studovali vliv acetylace histoni na alternativni sestfih
na HeLa butikach a zaméfili jsme se na gen pro fibronectin. Ten obsahuje exon, ktery
miZe byt vystfiZzen nebo zaveden do mRNA, a tak mohou alternativnim sestfihem
vzniknout dvé& riizné formy, pfi¢emZ v HeLa buiikach jsou produkovany obé& formy
mRNA. Forma se zavedenym alternativnim exonem maé velikost 400 part bazi (bp = base
pair), forma s vystfiZzenym alternativnim exonem ma velikost 125 part bazi (Obr.3).

—

TN

400 bp 125 bp

Obr.3: Dvé rizné sestfizené formy fibronectinu: se zavedenym alternativnim
exonem (400 bp) a s vystfiZenym alternativnim exonem (125 bp).

Buiiky byly inkubovany s Trichostatinem A, ktery specificky inhibuje histonové
deacetylasy a zpisobuje tak hyperacetylaci histond, a bylo zji§t€no, Ze vznik4 vice krat$i
sestfiZzené formy mRNA, ve které je alternativni exon pfeskoten [110] (viz téZ Obr.4 d),
str.30). V diplomové praci jsme na tuto skute¢nost navazali a dale studovali vliv acetylace
histoni na alternativni sestfih.

Nejprve jsme vyzkouseli vliv acetylace histonii na alternativni sestfih n€kterych
dal8ich genil. Vybrali jsme si 3 rizné geny (bim, e-cadherin , hnRNPA1), které jsou
v HeLa builkach alternativné sestfihovany za vzniku dvou rizn¢ dlouhych forem mRNA, a
za pomoci TSA a NaBut testovali, jak bude ovlivnén alternativni sestfih. Gen pro
fibronectin slouZil jako pozitivni kontrola (Obr.4, str.30). Buiiky jsme inkubovali s TSA a s
DMSO jako kontrolou, a také s NaBut o riznych koncentracich. Izolovali jsme RNA a
reverzni transkripci ji pfevedli do cDNA s pouZitim reverznich primerd pro pfislu$né geny:
bim-R, e-cadherin-R, hnRNPA1-R, Fib-R. Abychom mohli dobfe detekovat dvé& rizné
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dlouhé formy mRNA, vznikajici alternativnim sestfihem téchto geniti, cDNA po reverzni
transkripci jsme amplifikovali pomoci PCR a analyzovali na 2 % agarosovém gelu.
V ptipadé genu pro bim ( Obr.4 a), str.30) jsme buiiky inkubovali s TSA (linie 2), s DMSO
(linie 3), s NaBut o koncentraci 5 mmol/l (linie 4) a s NaBut o koncentraci 2,5 mmol/l
(linie 5). Porovnanim dvou rtiznych forem mRNA jsme konstatovali, Ze u tohoto genu
nedochazi po inhibici histonovych deacetylas k Zadnym vyraznym zmé&nam v alternativnim
sestfihu. V pfipad€ genu pro e-cadherin ( Obr.4 b), str.30) jsme buiiky inkubovali s TSA
(linie 2) a s DMSO (linie 3). Ani zde jsme nepozorovali Zddné vyrazné zmény
v alternativnim sestfihu. Dal$im testovanym genem byl gen pro hnRNPA1 ( Obr.4 c),
str.30). Buriky jsme inkubovali s NaBut o koncentraci 5 mmol/l (linie 3) a porovnavali
zmé&ny v alternativnim sestfihu tohoto genu oproti neovlivnénym buiikdm (linie 2). Stejné
jako u dvou ptedchozich, ani u tohoto genu jsme nepozorovali Zadné vyrazné zmény
v alternativnim sestfihu. Jako pozitivni kontrolu jsme pouZili gen pro fibronectin (Obr.4 d),
str.30), u n¢hoZ jsme po inkubaci bun¢k s NaBut o koncentraci 5 mmol/l (linie 3)
pozorovali vyraznou zménu v alternativnim sestfihu oproti neovlivnénym butikam
(linie 2).

Vzhledem k tomu, Ze u Zadného z dalSich testovanych genti jsme nepozorovali po
inhibici histonovych deacetylas vyrazné zmény v alternativnim sestfihu, vratili jsme se
k ptivodné testovanému genu pro fibronectin, u n¢hoZ byly zmény prokazatelné, a zamé¥ili
jsme se na asovy prub&h vlivu inhibice histonovych deacetylas na alternativni sestfih.
Buiiky byly inkubovany s 5 mM NaBut jako inhibitorem histonovych deacetylas po dobu
0,3,6,9,12, 15, 18, 24 hodin. Intenzity dvou riznych forem mRNA izolovanych z bunék
inkubovanych rizné dlouhou dobu s NaBut jsme vyhodnotili pomoci programu Image J.
Vypoditali jsme poméry relativnich intenzit pro fibronectin s vystfiZenym a zavedenym
alternativnim exonem a tyto poméry vztahli na pomér intenzit t€chto dvou forem u
kontrolnich bun€k. Méfeni bylo provedeno &tyfikrat a primémé hodnoty pro poméry
relativnich intenzit dvou riizné sestfizenych forem byly vyneseny do grafu v zavislosti na
¢ase (Graf 1, str.31). Z rostouci kfivky vyplyva, Ze béhem inkubace bun¢k s NaBut dochazi
ke zméné v alternativnim sestfihu ve prospéch vzniku krat$i formy mRNA, ve které je
alternativni exon pfesko¢en. Maximalnich hodnot je dosaZeno v rozmezi 15 — 24 hodin,
kdy je vliv inhibice histonovych deacetylas na alternativni sestfih nejvétsi.

Abychom vylou¢ili, Ze inhibice histonovych deacetylas a nasledné hyperacetylace
histond m4 vliv na expresi uritych proteinovych faktort, které mohou aZ druhotné
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ovlivilovat alternativni sestfih, pouZili jsme cykloheximid (CHX), ktery je velmi u¢innym
inhibitorem proteosyntézy. Builky jsme nechali inkubovat po dobu 18 hodin pouze

s NaBut a s NaBut spole¢né s CHX. Neovlivnéné buiiky slouZily jako kontrola (Obr.5,
str.32). U bun&k inkubovanych s NaBut spole¢né s CHX (linie 4) jsme pozorovali

v porovnani s neovlivnénymi butikami (linie 2) nartst krat$i sestfizené formy mRNA.

Pro zji$téni, ktera z histonovych deacetylas ovliviiuje alternativni sestfih genu pro
fibronectin, jsme pouZili siRNA specifické pro mRNA HDACI1 a HDAC?2, které jsou
nejhojné&jsi a jsou lokalizovany vyhradné v jadfe [75]. siRNA jsou kratké RNA, zaméfené
proti uréitym mRNA, na které se specificky vaZi a degraduji je. Buné¢nou kulturu jsme
inkubovali se smési t¥i siRNA proti HDAC1 zaméfenymi proti riznym exontim, stejné tak
pro HDAC?2 jsme pouZili smés tfi siRNA zaméfenych proti riznym exonim. Buriky jsme
inkubovali s siRNA po dobu 48 hodin a 72 hodin. Bun&¢n4 kultura inkubovana s siRNA,
ktera neni specificka pro Zddnou mRNA, slouZila jako kontrola. Zaroveti jsme inkubovali
po dobu 24 hodin butiky s NaBut, které slouZily jako pozitivni kontrola, neovlivnéné
buiiky pak slouZily pro negativni kontrolu (Obr.6, str.33). U buné&k inkubovanych po dobu
48 hodin s siRNA proti HDACI1 (linie 3) jsme pozorovali zménu v alternativnim sestfihu
ve prospéch vzniku krat$i sestfiZzené formy mRNA v porovnani s negativni kontrolou (linie
2) i s buttkami inkubovanymi s siRNA proti HDAC2 (linie 4), u nichZ jsme zménu
v alternativnim sestfihu nepozorovali. U bun€k inkubovanych s siRNA po dobu 72 hodin
jsme zaznamenali obdobny efekt. I zde doslo po inkubaci s siRNA proti HDACI1 (linie 6)
ke zmé&né€ poméru obou alternativnich forem ve prosp&ch kratsi sestfizené formy mRNA
v porovnani s negativni kontrolou (linie 5) i s buiikami inkubovanymi s siRNA proti
HDAC?2 (linie 7). Amplifikace s RNA templatem, ktery neni metodou PCR amplifikovén,
slouZila jako kontrola pro zji$téni kontaminace genomovou DNA (linie 11).

Vliv acetylace histonti na alternativni sestfih jsme studovali také na C2C12 burikéach,
mysich svalovych buiikach (myoblastech) diferencujicich v myotubuly. Pro pouZiti téchto
buné&k jsme se rozhodli ze dvou diivodi. Pii diferenciaci byly prokazany zmény
v alternativnim sestfihu nékterych genti [112, 113, 114], a déle pak bylo zjisténo, Ze
HDAC se pti diferenciaci pohybuji z jadra do cytoplasmy [115]. V této préci jsme chtéli
otestovat, zda HDAC ovliviiuji alternativni sestfih pfi diferenciaci. Zaméfili jsme se na gen
pro NCAM (neural cell adhesion molecule = adhezni molekula neuronti), ktery je
dilezitym medi4torem bunéénych interakci nezavislych na vapniku, a studovali vliv NaBut

na alternativni sestfih tohoto genu. V tomto genu se vyskytuje blok exonti, ozna¢ovany
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jako MSD (muscle specific domain = svalové specifickd doména), ktery je specificky
zavadén do mRNA u diferencovanych svalovych bunék. Nediferencované myoblasty jsme
inkubovali s NaBut po dobu 24 hodin v mediu podporujicim buné&né déleni, neovlivnéné
butiky slouzily jako kontrola. C4st bun&&né kultury jsme nechali diferencovat v
diferenciaénim mediu. Z bun€k jsme izolovali RNA a reverzni transkripci ji pfevedli do
cDNA s pouzitim reverzniho primeru pro NCAM. Vytvofenou cDNA jsme nasledné
amplifikovali pomoci PCR a nanesli na 2 % agarosovy gel. (Obr.7, horni vyfez, str.34). U
nediferencovanych buné€k inkubovanych s NaBut (linie 3) jsme v porovnani

s nediferencovanymi neovlivnénymi buiikami (linie 2) pozorovali zménu v alternativnim
sestfihu; doslo zde k vytvofeni mRNA se zavedenym blokem exont MSD. Tato forma
mRNA se zavedenym blokem exoni byla v men$im mnoZstvi vytvofena i u
diferencovanych neovlivnénych bunék (linie 4). Exprese myogeninu slouZila jako marker
diferencovanych bun&k [116] (Obr.7, prostfedni vytez, str.34), B-actin slouZil jako kontrola
nanasky (Obr. 7, spodni vyftez, str.34).
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Obr.4: Vliv acetylace histonti na alternativni sestfih genu pro a) bim, b) e-cadherin, c¢)

hnRNPAL1, d) fibronectin.

c¢DNA z HeLa bunék inkubovanych s TSA a NaBut, které piisobi jako inhibitory

histonovych deacetylas, a cDNA z kontrolnich bun&k byla amplifikovana pomoci PCR a

analyzovana na 2% agarosovém gelu. V linii 1 byl nanesen marker.

a) U bunék inkubovanych s TSA (linie 2) a s NaBut o koncentraci 5 mM (linie 4) a 2,5
mM (linie 5) nebyly pozorovany Z4dné vyrazné zmény v alternativnim sestfihu genu
pro bim v porovnéani s buiikami inkubovanymi s DMSO (linie 3).

b) U bunék inkubovanych s TSA (linie 2) jsme v porovnéni s butikami inkubovanymi
s DMSO (linie 3) taktéZ nepozorovali Zadné vyrazné zmény v alternativnim sestfihu
genu pro e-cadherin.

¢) U bunék inkubovanych s NaBut (linie 3) nebyla rovnéZ v porovnéni s neovlivnénymi
burikami (linie 2) pozorovana vyrazna zména v alternativnim sestfihu genu pro
hnRNPAL.

d) Gen pro fibronectin slouZil jako pozitivni kontrola. U buné€k inkubovanych s NaBut
(linie 3) pozorujeme vyraznou zménu v alternativnim sestfihu v porovnani
s neovlivnénymi burikami (linie 2).
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Graf 1: Zavislost alternativniho sestfihu fibronectinu na dob¢ inkubace s NaBut. M&teni
bylo provedeno &tytikrat, chybové usetky udavaji standardni odchylku od priméru.

Buiiky byly inkubovany s NaBut po dobu Oh, 3h, 6h, 9h, 12h, 15h, 18h, 24h pro zji$téni
vlivu acetylace histonili na alternativni sestfih genu pro fibronectin v &ase. Vypocitali jsme
poméry relativnich intenzit pro fibronectin s vystfizenym a zavedenym alternativnim
exonem (Fib excluded/included) a tyto pomé&ry vztahli na pomér intenzit t€chto dvou forem
u kontrolnich bun€k. B&€hem 24 hodin dochazelo ke zméné v poméru dvou forem mRNA
(se zavedenym a vystfiZzenym alternativnim exonem) a nartstalo mnoZstvi krat$i formy
mRNA, ve které byl alternativni exon vystfiZzen. Maximalni zmény alternativniho sestfihu
bylo dosaZeno po 15 — 24 hodinéach inkubace s NaBut.
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Obr.5: Vliv inhibice proteosyntézy na zmény v alternativnim sestfihu zplisobené NaBut.
HeLa buiiky byly inkubovany s NaBut a s CHX, ktery je silnym inhibitorem proteosyntézy
(linie 4), a alternativni sestfih fibronectinu byl porovnan s neovlivnénymi buitkami (linie 2)
a butikami ovlivnénymi jen NaBut (linie 3). Tyto vysledky ukazuji, Ze inhibice
histonovych deacetylas ovliviiuje alternativni sestfih fibronectinu i po inhibici
proteosyntézy.
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Obr.6: Vliv odstranéni histonovych deacetylas 1 a 2 na alternativni sestfih fibronectinu.
Pro odstranéni HDAC1 a HDAC2 jsme pouzili siRNA specifické pro mRNA téchto
deacetylas a pozorovali vliv jejich odstranéni na alternativni sestfih genu pro fibronectin.
cDNA byla amplifikovana pomoci PCR s pouZitim primeri pro fibronectin a analyzovana
na 2% agarosovém gelu.

U bun€k inkubovanych po dobu 48 h s siRNA proti HDACI1 (linie 3) jsme pozorovali
zménu v alternativnim sestfihu genu pro fibronectin; bylo zde vytvofeno mén¢ delsi formy
mRNA v porovnéni s negativni kontrolou (linie 2) i s butikami inkubovanymi s siRNA
proti HDAC2 (linie 4), u nichZ jsme nepozorovali Zddné zmé&ny.

Podobny efekt jsme pozorovali i u bun€¢k inkubovanych po dobu 72 h s siRNA. I zde bylo
vytvofeno méné del§i formy mRNA u bun€k inkubovanych s siRNA proti HDACI1 (linie
6) v porovnani s negativni kontrolou (linie 5) a s butikami inkubovanymi s siRNA proti
HDAC2 (linie 7).

U bunék inkubovanych po dobu 24 h s NaBut (linie 10), ktery zptisobuje inhibici
histonovych deacetylas a byl pouZit jako kontrola, pozorujeme vyrazny nérist kratsi
sestfizené formy mRNA v porovnani s neovlivnénymi butikami (linie 8 a 9).

Jako negativni kontrola pak byla pouZita RNA (linie 11), ktera neni metodou PCR
amplifikovana.

V linii 1 byl nanesen marker.
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Obr.7: Vliv acetylace histoni na alternativni sestfih genu pro NCAM.

Horni vytfez: Nediferencované C2C12 buiiky byly inkubovany s NaBut (linie 3) a
alternativni sestfih NCAM porovnan s kontrolnimi nediferencovanymi (linie 2) a
diferencovanymi butikami (linie 4). V linii 1 byl nanesen marker.

Prostfedni vyfez: Myogenin slouZil jako marker diferenciace, jehoZ exprese se vyrazné
zvysuje u diferencovanych bunék (linie 4) [116]. cDNA byla nanesena ve stejném pofadi
jako u genu pro NCAM..

Spodni vytez: B-actin slouZil jako kontrola nana$ky, cDNA byla nanesena ve stejném
potadi jako u ptedchozich.
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6. Diskuse

Posttransla¢ni modifikace histonti jsou dileZitym faktorem pro modulaci struktury
chromatinu a regulaci transkripce [117]. Nejprozkoumanéjsi z t€chto modifikaci je
acetylace histoni [75]. To, Ze by acetylace histonti mohla ovliviiovat alternativni sestfih
pre-mRNA, bylo nazna¢eno v roce 2002, kdy skupina v&dcti ukazala , Ze inkubace bun&k s
TSA méni sesttih arteficielni pre-mRNA vnesené do bun€k uméle na plasmidu. Bylo
ukazano, Ze po inkubaci s TSA dochazi k vétsi pravdépodobnosti ptesko¢eni EDI exonu
[109]. V bakala¥ské praci [110] jsme ukézali vliv acetylace histond na alternativni sestfih
endogennich pre-mRNA. Na HeLa butikach jsme studovali vliv acetylace histonti na
alternativni sestfih genu pro fibronectin a ukazali jsme, Ze po inkubaci bunék s TSA
dochazi k pfeskodeni alternativniho exonu a vytvofeni vét§iho mnoZstvi sestfizené formy
mRNA. V diplomové praci jsme na tyto vysledky navazali a pfi pouZiti jiného inhibitoru
histonovych deacetylas, butyratu sodného, jsme dospéli ke stejnému vysledku. Inhibici
histonovych deacetylas tedy dochazi k ovlivnéni alternativniho sestfihu ve prospéch vzniku
kratsi sestfizené formy mRNA, ve kter¢ je alternativni exon pfeskocen.

Pfi studiu zavislosti alternativniho sestfihu na dob& inkubace s NaBut jsme ukézali,
Ze maximalni zmény, a tedy nejveétsi pravdépodobnosti pfeskodeni alternativniho exonu, je
dosaZeno po 15 — 24 hodinach. JelikoZ histony jsou acetylovany v nejvy3$i mife v rozmezi
3 — 6 hodin po ptidani NaBut (nepublikované vysledky, Eva Duskové), ukazuje se, Ze
nejdfive dochazi k acetylaci histoni a nasledn& pak k ovlivnéni alternativniho sestfihu.
Zmény v alternativnim sestfihu se projevuji pomaleji, nebot’ pivodni mRNA je stabilni a
zmény v poméru obou mRNA forem se tak projevuji pomaleji.

Abychom potvrdili, Ze efekt inhibitortt HDAC je skute¢né zprostfedkovan HDAC,
dvé nejhojné&jsi HDAC (HDACI a 2) jsme z bun&k specificky odstranili pomoci siRNA a
zjistili jsme, Ze odstranénim HDAC1 doSlo ke zmén¢ v alternativnim sestfihu genu pro
fibronectin ve prospéch vzniku krat$i sestfiZené formy mRNA. Ukazali jsme tedy, Ze
HDACI se udastni procesu alternativniho sestfihu a jejim odstranénim dochazi
k podobnému efektu jako pfi inhibici butyratem sodnym. Z t&€chto vysledki vyplyva, Ze
enzymaticka aktivita HDAC1 ovliviiuje alternativni sestfih fibronectinu.

Vliv acetylace histonli na alternativni sestfih jsme studovali také na C2C12 buiikach
(myoblastech), diferencujicich v myotubuly. U téchto bunék byly pti diferenciaci
prokazany zmény v alternativnim sestfihu n€kterych geni [112, 113, 114], a bylo také
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zjisténo, Ze HDAC se pfi diferenciaci pohybuji z jadra do cytoplasmy [115]. V této praci
jsme chtéli otestovat, jestli HDAC maji vliv na alternativni sestfih podobné jako je tomu u
HeLa buné&k. Jako modelovy gen jsme zvolili NCAM, u kterého dochédzi ke zménam
alternativniho sestfihu b&éhem diferenciace svalovych bunék. Ukézali jsme, Ze inhibice
HDAC vyvolvava u nediferencovanych bunék podobné zmény v alternativnim sestfihu,
které jsou normalné pozorovatelné jen u diferencovanych svalovych bunék. Pfi procesu
diferenciace svalovych bunék hraji dileZitou roli histonové deacetylasy, které se pohybuji
mezi jadrem a cytoplazmou a svou lokalizaci mohou ovlivnit diferenciaci myoblastti

v myotubuly. HDACS se u nediferencovanych myoblastii nachazi pftevazné v jadfe, naopak
pfi diferenciaci se pohybuje smérem z jadra do cytoplazmy [115]. Inkubaci
nediferencovanych bun€¢k s NaBut tedy pravdépodobné dochézi k inhibici histonové
deacetylasy, ktera je u myoblasti ptitomna v jadfe, a tato inhibice ovliviiuje alternativni
sestfihu genu pro NCAM a stimuluje u néj zavedeni bloku exontit MSD do mRNA.
Inhibice HDAC u nediferencovanych bun€k by tak mohla mit stejny efekt jako jejich
pfesun do cytoplasmy. U diferencovanych buné€k pozorujeme také zménu v alternativnim
sestfihu a zavedeni bloku exonii MSD do mRNA v porovnani s nediferencovanymi
butikami, i kdyZ zmé€na zde neni tak vyrazna jako po inkubaci s NaBut. Vysvétlenim by
mohla byt skute€nost, Ze béhem diferenciace neni transportovana z jadra do cytoplazmy
veskerd histonova deacetylasa. Ur€ita ¢ast miZe v jadfe zistavat, a tedy potlatovat
zavedeni bloku exoni do mRNA. Navic je duleZité, Ze zmé&ny v alternativnim sestfihu po
inhibici HDAC se projevuji nezavisle na diferenciaci, nebot’ u bun€k inkubovanych

s NaBut nedochézi k expresi diferenciaénich markerd (myogenin — Obr.7, str.34; MHC —
nepublikovéno).

Jak jsme ukazali, inhibice histonovych deacetylas a hyperacetylace histonl ovliviiuje
alternativni sestfih pre-mRNA. Jakym zpisobem by k tomuto ovlivnéni mohlo dochazet?
Hyperacetylaci histond by mohla byt stimulovéana exprese uréitych proteinovych faktord,
které by az druhotné mohly ovlivilovat alternativni sestfih. Pro vylou€eni tohoto jevu jsme
pouZili cykloheximid, ktery je i€innym inhibitorem proteosyntézy, a ukazali jsme, Ze
k ovlivnéni alternativniho sestfihu v disledku inhibice histonovych deacetylas dochazi i po
inhibici proteosyntézy. Pfesto, Ze zmé&na v alternativnim sestfihu nebyla po inkubaci
s NaBut a cykloheximidem tak vyrazna jako po inkubaci pouze s NaBut, byla
prokazatelna, a miZeme tedy fici, Ze hyperacetylace histoni nemé vliv na expresi

proteinového faktoru, ktery by nasledné& ovliviioval alternativni sestfih.
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V ptipadé nedostate¢né specificity histonovych deacetylas by mohlo jejich inhibici
dochazet také k acetylaci jiZ pfitomnych proteint, které by nasledn¢ mohly mit vliv na
alternativni sestfih. Na potvrzeni ¢&i vyvraceni této hypotézy se v sou¢asné dob¢ pracuje.

Dal§im dilezitym faktorem ovlivilujicim alternativni sestfih je RNA polymerasa II.
Pii studiu alternativniho sestfihu EDI exonu na plazmidu bylo zji$t€no, Ze existuje korelace
mezi rychlosti RNA polymerasy II a zavedenim nebo vystfizenim EDI exonu. Po
stimulaci elongace transkripce dochézelo k piesko¢eni EDI exonu, pfi pomalém priib&hu
transkripce naopak dochézelo k zavedeni EDI exonu do mRNA [109]. Rychlost, se kterou
se RNA polymerasa II posouva po vldkn¢ DNA, zavisi na struktufe chromatinu. Chromatin
a jeho modifikace maji tedy zasadni vyznam pro regulaci transkripce. Mnohé studie jiz
prokazaly Uzkou spojitost mezi acetylaci histoni a transkripén€ aktivnim chromatinem.
Acetylace histonti dovoluje ptistup transkripnich faktori k vldknu DNA a usnadiiuje tak
proces transkripce [72, 73, 74]. Nedévné studie prokézaly, Ze hyperacetylované histony
jsou rozpoznavany specifickymi bromodoménami chromatin-vazajicich proteind. Proteiny
Brd2 a Brd3, obsahujici dvé bromodomény, asociuji pfednostné in vivo
s hyperacetylovanym chromatinem a usnadiiuji pohyb RNA polymerasy II po templatu
b&hem transkripce geni [117]. Hyperacetylaci histoni je tak stimulovana vazba proteind,
které nasledné ovlivituji rychlost RNA polymerasy II, a tim mohou ovliviiovat i

alternativni sestfih.
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7. Zavér

V nasi praci jsme navazali na vysledky bakalafské prace [110] a dale studovali vliv
inhibice HDAC na alternativni sestfih na HeLa buitkdch a C2C12 buiikach. Na Hela
burikach jsme studovali vliv butyratu sodného na alternativniho sestfihu genu pro
fibronectin a zjistili jsme, Ze NaBut m4 stejny vliv na alternativni sestfih tohoto genu jako
jiny inhibitor histonovych deacetylas, TSA. Déle jsme zmapovali zavislost alternativniho
sestfihu na dob¢ inkubace s NaBut a zjistili jsme, Ze maximalni zmény v alternativnim
sestfihu, kdy dochézelo k nejvétsi pravdépodobnosti pfeskodeni alternativniho exonu, bylo
dosaZeno po 15 — 24 hodinach inkubace s NaBut. Odstranénim ur¢itych histonovych
deacetylas pomoci specifickych siRNA jsme ukézali, Ze histonové deacetylasa HDAC1
hraje dileZitou roli pti alternativnim sestfihu fibronectinu. PouZitim cykloheximidu jako
inhibitoru proteosyntézy jsme pak vylou¢ili Glohu proteinového regulatoru, jehoZ exprese
by se mohla vlivem hyperacetylace histonti zvy$ovat a druhotné tak ovlivilovat alternativni
sestfih. Na C2C12 buiikach jsme studovali vliv acetylace histont na gen pro NCAM a
ukazali jsme, Ze u nediferencovanych buné&k bylo inkubaci s NaBut stimulovano zavedeni
bloku exontit MSD do mRNA, ktery je normaln¢ zaveden jen u bun&k diferencovanych.
Vsechny tyto vysledky jako prvni na svété ukazuji na zasadni roli histonovych deacetylas
pfi regulaci alternativniho sestfihu endogennich pre-mRNA.
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