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SANTRUMPOS

a. r. — aminorugstis;

ARNT — aromatiniy angliavandeniliniy junginiy receptoriaus branduolio
translokacinis baltymas (angl. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator);
ATP — adenozin-5'-trifosfatas;

bHLH - spiralés-kilpos-spiralés motyvas;

bp — baziy pora;

CIAX - karboanhidrazé IX (angl. carbonic anhydrase);

Cyr6l — daug cisteino turintis angiogenezés aktyviklis 61(angl. cysteine-rich
angiogenic inducer 61);

CLK — CLK/STY Seimos kinazés (angl. cell division cycle (CDC) like kinases);
C-TAD - transkripcijos aktyvacijos motyvas C-galinéje aminortig§¢iy sekoje;

Da — daltonas;

DA — dopaminas;

DNR - deoksiribonukleortgstis;

ESE — egzoniné splaisingo efektyvuma stimuliuojanti seka;

ESS — egzoning splaisingo efektyvuma slopinanti seka;

FIH-1 — dioksigenaziy Seimos baltymas;

Hela — zmogaus gimdos kaklelio adenokarcinomos lastelés;

HIF — hipoksijos indukuojami veiksniai;

HIF-1 — heterodimerinis baltymy kompleksas, sudarytas i§ HIF-la ir HIF-B
subvienety;

HIF-2 — heterodimerinis baltymy kompleksas, sudarytas i§ HIF-2a ir HIF-B
subvienety;

HIF-3 — heterodimerinis baltymy kompleksas, sudarytas i§ HIF-3o ir HIF-B
subvienety;

HIF-o — hipoksijos indukuojamo veiksnio alfa subvienetas;

HIF-B — hipoksijos indukuojamo veiksnio beta subvienetas;

hnRNP — heterogeninés branduolio ribonukleobaltyminés dalelés;

HRE — atsako ] hipoksija seka;

IPAS — inhibitorinis PAS motyva turintis baltymas (angl. inibitory PAS domain
containing protein);

iRNR — informaciné RNR;

ISE — introniné splaisingo efektyvuma stimuliuojanti seka;

ISS — introniné splaisingo efektyvumga slopinanti seka;

Y — pirimidino nukleotidas;

MAO — monoaminooksidazé;

MAO-A — monoaminooksidazé A;

MAO-B — monoaminooksidazé B;

NE / NE;orm — branduoliy ekstraktai, paruosti i normaliomis deguonies sglygomis
auginty HeLa lgsteliy;

NEp,x — branduoliy ekstraktai, paruosti i§ hipoksinémis salygomis auginty HeLa
lasteliy;



NEPAS — naujagimiy ir embrioninis PAS motyva turintis baltymas (angl. neonatal
and embryonic PAS protein);

nt — nukleotidai (A — adenino, G — guanino, C — citozino, U — uracilo);

N-TAD - transkripcijos aktyvacijos motyvas N-galinéje aminoragséiy sekoje;

ODD - nuo deguonies priklausomas degradacijos motyvas;

PAS — Per-ARNT-Sim motyvas;

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PHD - prolilhidroksilazés;

PL — Parkinsono liga;

pre-iRNR — informacinés ribonukleortigsties (RNR) pirmtake;

R — purino bazg turintis nukleotidas;

RNP — ribonukleobaltyminé dalelé;

RNR — ribonukleoriigstis;

RRM — RNR atpazinimo motyvas;

RRMH — RRM homologas;

RS — daug pasikartojanc¢iy arginino (R) ir serino (S) aminorfig§¢iy liekany turintis
motyvas;

SF1 — splaisingo veiksnys 1;

SNP — vieno nukleotido polimorfizmas;

SNRNP — maza branduolio ribonukleobaltyminé dalelé;

SNRNR — maza branduolio ribonukleortigstis;

SR — daug arginino / serino turintys baltymai (SRSF1, SRSF2 ir kt.);

SRipx  — SR baltymai, iSgryninti i§ hipoksinémis salygomis auginty HeLa Igsteliy;
SRporm  — SR baltymai, i§gryninti i§ normaliomis deguonies salygomis auginty HeLa
lasteliy;

SRPK - SR $eimos baltymy kinazés (angl. serine-arginine protein kinases);

U2AF - U2 snRNP pagalbinis veiksnys;

U2AF* — U2 snRNP pagalbinio veiksnio mazZasis subvienetas;

U2AF® — U2 snRNP pagalbinio veiksnio didysis subvienetas;

VMAT - vezikulés monoamino neSiklis (angl. vesicular monoamine transporter).



IVADAS

Darbo aktualumas

Pastaraisiais deSimtmeciais vis didéja sergamumas jvairiomis ligomis, todél
kyla iS§samios informacijos apie lasteléje vykstanCiy biologiniy procesy pokycius
poreikis. Siekdami issiaiskinti ir pasalinti ligy Vvystymosi zmogaus organizme
priezastis, daug pasaulio mokslininky atlieka molekulinés ligy patogenezés tyrimus.
Viena i§ jvairiy ligy atsiradimo priezas¢iy yra pakites pre-iRNR splaisingas. Lastelés
branduolyje vykstanc¢io pre-iRNR splaisingo metu nekoduojancios pre-iRNR sekos
yra paSalinamos, o baltyma koduojandios sekos sujungiamos. Sio proceso
netikslumai nulemia pakitusiy iRNR izoformy susidaryma ir geny raiskos pokycius,
sigjamus su neurodegeneraciniy, onkologiniy, plauciy, Sirdies ir kraujagysliy ligy
atsiradimu ir progresavimu. Todél pre-iRNR splaisingo pokyciy lasteléje tyrimai
iSlieka aktualiis, o atlikti darbai papildo Zinias apie daugybés ligy vystymosi
prieZzastis.

Siame moksliniame darbe aprasomi du tyrimo objektai: monoaminooksidazés
B (MAO-B) geno polimorfizmo, esan¢io nekoduojancioje sekoje, jtaka iRNR
susidarymui ir nuo sumazéjusio deguonies kiekio aplinkoje priklausomy geny pre-
iIRNR splaisingas.

Létiné neurodegeneraciné Parkinsono liga (PL), atsirandanti 50-70 mety
amziuje, pasireiskia tam tikros smegeny srities (substantia nigra), kontroliuojan¢ios
valingus judesius, pakitimais. Viena i§ Sios ligos priezas¢iy yra MAO-B geno
nekoduojancioje sekoje aptinkamas vieno nukleotido polimorfizmas — G nukleotido
pakeitimas i A nukleotida. Rengiant §j darbg atlikti tyrimai parodé, kad S$is
polimorfizmas lemia nekoduojancios sekos paSalinimo efektyvumag, nuo Kkurio
priklauso susidariusios MAO-B iRNR kiekis ir baltymo raiska. Nustacius, kad
sveiky ir Parkinsono liga sergan¢iy zmoniy kraujyje skiriasi MAO-B baltymo raiska,
tokio pobtudzio tyrimai gali biti panaudojami diagnozuojant Parkinsono ligg.
Atliktas darbas suteikia vertingos informacijos apie MAO-B geno nekoduojanéioje
sekoje esancio G/A polimorfizmo jtaka pre-IRNR splaisingui, kartu ir Parkinsono
ligos patogenezei.

Daugybés ligy, pvz., infarkto, iSeminés Sirdies ligos, periferiniy ir koronariniy
arterijy ligy, Sirdies nepakankamumo, anemijos, plauéiy arterijos hipertenzijos,
obstrukcinés miego apnéjos, eritrocitozés, onkologiniy ligy, atsiradimas ir
vystymasis susij¢s su sumazéjusiu deguonies kiekiu Igsteléje. Deguonies trikumas
(hipoksija) stabilizuoja hipoksijos indukuojamus veiksnius (HIF), aktyvinancius
geny, reikalingy Iastelei iSgyventi hipoksinémis salygomis, transkripcijg. Lastelei
prisitaikant prie aplinkos poky¢iy didele reikSme turi alternatyvusis pre-iRNR
splaisingas, kurio metu nuo tos pacios pre-IRNR susidaro skirtingus baltymus
koduojan¢ios iRNR izoformos. Siy izoformy susidarymui jtakos turi pakites
splaisingo veiksniy aktyvumas. Nustatyta, kad pakitusi lastelés aplinka lemia pre-
IRNR splaisingo pokyc¢ius, taciau §j procesa reguliuojantys veiksniai iki $iol néra
nustatyti. Todél nuo deguonies kiekio aplinkoje priklausomo alternatyviojo pre-
iRNR splaisingo ir jj reguliuojanciy veiksniy tyrimai yra aktuallis siekiant
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i§siaiskinti §io proceso pokyciy priezastis ir rasti biidy slopinti hipoksinése lgstelése
pakitusiy iRNR susidaryma, Kartu létinant ligy vystymasi.

Darbo tikslai ir uzdaviniai

Sio darbo tikslai:

1. Istirti MAO-B geno 13-o introno sekoje aptinkamo G/A polimorfizmo jtaka
pre-iRNR splaisingui, nustatyti splaisingo reguliacijos procese dalyvaujancius
veiksnius ir MAO-B baltymo raiSkos lygio pokyc¢ius Parkinsono liga serganciy ir
sveiky zmoniy kraujo trombocity frakcijoje.

2. Nustatyti veiksnius, reguliuojan¢ius nuo deguonies koncentracijos
aplinkoje priklausomg alternatyvyjj pre-iRNR splaisingg, ir rasti budy kontroliuoti
nuo hipoksijos priklausomy alternatyviy pre-iRNR splaisingo taikiniy pasirinkima.

Pirmajam tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uZdaviniai:

1. Nustatyti, ar MAO-B baltymo raiSkos lygio pokyc¢iai Parkinsono liga
serganciy ir sveiky asmeny kraujo trombocity frakcijoje gali buti naudojami
Parkinsono ligos diagnostikoje.

2. Issiaiskinti G/A polimorfizmo, aptinkamo MAO-B geno 13-0 introno
sekoje, jtaka pre-iIRNR splaisingui.

3. Nustatyti veiksnius, darancius jtakga MAO-B pre-iRNR splaisingui.

Antrajam tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie uzdaviniai:

1. Nustatyti veiksnius, daran¢ius jtaka nuo deguonies kiekio aplinkoje
priklausomam splaisingui, kaip modeling sistemg naudojant pelés HIF-3a pre-iRNR.

2. I8siaiskinti, kas lemia veiksniy, reguliuojanéiy nuo hipoksijos priklausoma
pre-iRNR splaisinga, poky¢ius.

3. Patvirtinti gautus in vitro splaisingo reguliavimo rezultatus lgstelése,
naudojant endogenines pre-iRNR, kuriy alternatyvusis pre-iRNR splaisingas
priklauso nuo hipoksijos.

Darbo mokslinis naujumas ir praktiné verté

Disertacinis darbas sudarytas i§ dviejy daliy, kuriose tyrinéjamos
konstitutyviojo ir alternatyviojo pre-iRNR splaisingo poky¢iy priezastys ir ju sgsajos
su zmogaus ligomis.

Pirmoje dalyje atlikti iSsamis vieno nukleotido polimorfizmo, esancio MAO-B
geno nekoduojancioje sekoje, jtakos pre-iIRNR splaisingui tyrimai. Duomeny apie
tokius tyrimus literattiroje skelbta nebuvo. Pirma kartg eksperimentais parodyta, kad
G/A polimorfizmas 13-o introno sekoje nulemia nekoduojancios sekos pasalinimo i$
MAO-B pre-iRNR efektyvumg ir kartu reguliuoja MAO-B iRNR susidarymo greitj.
Pademonstruota, kad itin svarbias funkcijas pre-iRNR splaisingo procese atliekanti
SR baltymy Seima skirtingai sgveikauja su laukinio tipo (,,G* alelis) ir mutuota (,,A*
alelis) MAO-B geno 13-o introno seka. Istirta, kad SR Seimos baltymai, stipriau
sgveikaujantys su mutuota MAO-B geno 13-0 introno seka, lemia padidéjusj
splaisosomos komplekso susidarymo greitj, 0 tai daro jtaka nekoduojancios sekos
pasalinimui i§ pre-IRNR. Gauti nauji duomenys leidzia paaiskinti padidéjusios
MAO-B raiskos Parkinsono ligos atveju prieZastis, o $io baltymo raiSkos pokyciai
gali bati panaudojami kaip Parkinsono ligos zymuo.
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Antroje mokslinio darbo dalyje iSsamiai apibiidinti nuo hipoksijos
priklausomo alternatyviojo pre-iRNR splaisingo ir 8§ procesg reguliuojanéiy
veiksniy tyrimai. Splaisingo tyrimuose in vitro kaip modeliné sistema naudota pelés
HIF-3a pre-iRNR. Pademonstruota, kad hipoksinése (1 % O,) lastelése SR Seimos
baltymy aktyvumai skiriasi nuo §iy baltymy aktyvumy normaliomis deguonies
(21 % 0O,) salygomis kultivuotose lgstelése. Atlikus nuodugnius SR Seimos baltymy,
i§skirty i§ normaliomis deguonies ir hipoksinémis salygomis auginty lasteliy,
tyrimus, buvo nustatyta, kad aktyvumy skirtumus lemia skirtingi $iy baltymy
modifikacijos lygiai. Pirma karta buvo parodyta, kad padidéjusj SR baltymy
fosforilinimg hipoksinése lastelése lemia padidéjusi specifiniy SR Seimos baltymy
kinaziy (SRPK1, SRPK2 ir CLK1) raiska. Padidéjusia kinazés CLK1 raiskg lemia
hipoksijos indukuojamas transkripcijos veiksnys HIF-1, aktyvuojantis §io geno
transkripcija hipoksinése lastelése. In vitro sistemoje gauti rezultatai patvirtinti
eksperimentais lgstelése, naudojant endogenines pre-iRNR, kuriy alternatyvusis
splaisingas reguliuojamas priklausomai nuo deguonies kiekio aplinkoje. Rengiant §j
darbg atlikti tyrimai yra itin vertingi siekiant iSsiaiSkinti hipoksinése lastelése
vykstanCiy procesy priezastis, o gauti rezultatai suteikia galimybe reguliuoti nuo
hipoksijos priklausoma pre-iRNR splaisingg. Remiantis $iais naujais duomenimis,
galima slopinti hipoksinése lgstelése pakitusiy iRNR susidarymg, uzkertant kelig
ligy vystymuisi Zzmogaus organizme.

Pirmosios darbo dalies ginamieji teiginiai

1. MAO-B baltymo raiskos lygio pokytis Parkinsono liga serganciy ir sveiky
asmeny kraujo trombocity frakcijoje gali buiti naudojamas kaip naujas zZymuo
diagnozuojant Parkinsono liga.

2. MAO-B geno 13-0 introno sekoje esantis G/A polimorfizmas daro jtaka
pre-iRNR splaisingui.

3. Vieni i§ MAO-B raiskos reguliatoriy yra splaisingo veiksniy grupé — SR
Seimos baltymai.

Antrosios darbo dalies ginamieji teiginiai

1. Deguonies kiekio aplinkoje pokyc¢iai lemia pakitusj vieny i§ splaisingo
veiksniy — SR Seimos baltymy aktyvuma.

2. Skirtingg SR Seimos baltymy aktyvumg hipoksinése lgstelése lemia
pakitusi $iy baltymy RS motyvy modifikacija.

3. Skirtingus SR baltymy modifikacijos lygius lemia specifiniy SR baltymy
kinaziy raiska.

4. CLKI1 raiskos sumazinimas kei¢ia nuo hipoksijos priklausomg
alternatyvyjj pre-iRNR splaisinga lastelése.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Pre-iRNR splaisingas eukariotinéje lasteléje
1.1.1. Pre-iRNR splaisingas

Dauguma eukarioty geny sudaryti i§ koduojanciy seky, vadinamy egzonais, ir
nekoduojanciy seky— introny. Procesas, vykstantis eukariotinés lgstelés
branduolyje, kurio metu i§ pre-iRNR pasalinamos introninés sekos, o egzoninés
sekos sujungiamos, vadinamas pre-iRNR splaisingu. Tai labai tikslus procesas, huo
kurio priklauso Igsteléje susintetinty baltymy funkcionalumas. Introny pasalinimo ir
egzony sujungimo netikslumai nulemia iRNR izoformy susidaryma, taip pat geny
raiskos pasikeitimus ir sukelia jvairius sutrikimus zmogaus organizme. Remiantis
literatiiros duomenimis, mazdaug 20 % genetiniy ligy priezastiS — mutacijos
splaisingo taikiniy sekose, lemiancios introniniy seky pasalinimo netikslumus
(Cologne et al, 2014; Fedor, 2008).

Skiriami du pre-iRNR splaisingo budai: savaiminis ir reguliuojamas.
Savaiminio splaisingo metu nekoduojanciy seky pasalinima katalizuoja tos pacios
RNR molekulés. Sis procesas Vyksta eubakterijose, archéjose, Zemesniyjy eukarioty
branduoliuose ir Zemesniyjy bei aukstesniyjy eukarioty organelése (Saldanha et al,
1993). Manoma, kad evoliucionuojant gyvybei i§ savaiminio splaisingo i§sivysté
reguliuojamas  pre-iRNR  splaisingas, vykstantis aukS$tesniyjy  eukarioty
branduoliuose ir katalizuojamas dinamisko ribonukleobaltyminio komplekso —
splaisosomos (Rogozin et al, 2012).

1.1.2. Reguliuojamam pre-iRNR splaisingui svarbios sekos

Tikslus introniniy seky paSalinimas priklauso nuo pre-iRNR splaisingo
procese dalyvaujanéiy veiksniy, kuriuos galima suskirstyti j cis ir trans elementus

(1.1 pav.).
=D

|
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' éakol i '

5' taikinio seka fimosi 3' taikinio seka

seka

polipirimidininé
seka

1.1 pav. Pre-iRNR splaisingui svarbios sekos ir splaisingo procese dalyvaujantys
pagrindiniai veiksniai. ESE / ISE ir ESS / ISS — atitinkamai egzoninés / introninés splaisingo
efektyvuma stimuliuojancios ir slopinancios sekos; A — Sakojimosi tasko adenozino
nukleotidas; SR, hnRNP, U2AF65 ir U2AF35, SF1 — splaisingo veiksniai; U1, U2 — mazos
branduolio ribonukleobaltyminés dalelés
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Prie cis elementy priskiriamos pre-iRNR svarbios sekos:

1. Trumpos ir konservatyvios sekos, esancios egzono ir introno sandiiros
srityse. Aukstesniuosiuose eukariotuose §ios sekos apibréziamos konservatyviais
nukleotidais: 5’ splaisingo taikinio seka — AG/GURAGU ir 3’ splaisingo taikinio
seka — YAG/G (kur ,,/“ — egzono ir introno sandiira, R — purino nukleotidas, Y —
pirimidino nukleotidas).

2. éakojimosi taSko YNCURAC seka (kur N — bet koks nukleotidas, A —
Sakojimosi tasko adenozino nukleotidas), esanti mazdaug 18-40 nukleotidy nuo 3’
splaisingo taikinio sekos.

3. Polipirimidininé seka, turinti daug U ir (ar) C nukleotidy, kuri yra tarp
Sakojimosi tasko ir 3’ splaisingo taikinio seky.

4. Egzonuose / intronuose esanéios trumpos (dazniausiai 6-18 nt ilgio)
egzoninés / introninés splaisingo efektyvumg stimuliuojancios sekos (angl.
exonic / intronic splicing enhancer — ESE/ ISE) bei egzoninés/ introninés
splaisingo efektyvuma slopinancios sekos (angl. exonic / intronic splicing silencer —
ESS/ ISS). Su Siomis sekomis sgveikauja splaisingo veiksniai, pvz., daug serino /
arginino C-galinéje srityje turinti SR baltymy Seima, heterogeninés branduolio
ribonukleobaltyminés hnRNP dalelés ir kt. Nustatyta, kad SR ir hnRNP splaisingo
veiksniai dél saveikos su RNR sekomis konkuruoja tarpusavyje. Nuo $iy veiksniy ir
cis elementy sgveikos priklauso splaisingo taikiniy pasirinkimas. ESE sekos
dazniausiai turi daug AG ir AC nukleotidy, o ISE sekoms yra biidingas G nukleotidy
tripletas. Su Siomis ESE ir ISE sekomis saveikaujantys SR baltymai zinomi kaip
teigiami splaisingo reguliatoriai, aktyvuojantys splaisingo taikiniy pasirinkimg. Su
ESS ir ISS sekomis, turin€iomis daug CA nukleotidy, sgveikaujancios hnRNP
dalelés veikia kaip neigiami splaisingo reguliatoriai, slopinantys splaisingo taikiniy
panaudojimg (Akerman et al, 2015; Wang, Burge, 2008; Wang et al, 2004).

1.1.3. Pagrindiniai reguliuojamo pre-iRNR splaisingo veiksniai

Prie trans elementy priskiriamos mazos branduolio ribonukleobaltyminés
dalelés (SNRNP) ir splaisingo veiksniai, atliekantys svarbias funkcijas reguliuojant
splaisingo taikiniy pasirinkima. (Faustino, Cooper, 2003; Mcmanus, Graveley, 2011,
Nilsen, Graveley, 2010). Pagrindiniai is jy (1.1 pav.):

1. Heterodimerinis U2 snRNP pagalbinis veiksnys U2AF (angl. U2 snRNP
auxiliary factor) sudarytas i§ didZiojo 65 kDa ir mazojo 35 kDa subvienety
(atitinkamai  U2AF® ir U2AF®). U2AF heterodimeras dalyvauja ankstyvojo
splaisosomos ~ komplekso ~ susidarymo  procese: U2AF®  saveikauja su
polipirimidinine seka, 0 U2AF* — su 3’ splaisingo taikinio sekos AG dinukleotidu ir
padeda stabilizuoti U2AF® saveika su polipirimidinine seka.

2. Splaisingo veiksnys SF1 jungiasi prie Sakojimosi tasko sekos, saveikauja
su U2AF® ir stabilizuoja didziojo U2AF subvieneto saveika su polipirimidinine
seka. SF1 ir U2AF® lemia tikslia U2 snRNP saveika su 3akojimosi tasko seka
(Zhang et al, 2013).

3. Heterogeninés branduolio ribonukleobaltyminés hnRNP dalelés jungiasi
prie ESS/ ISS seky ir reguliuoja splaisingo taikiniy pasirinkimg. Taip pat hnRNP
dalyvauja iRNR pernesimo | transliacijos vietas, IRNR transliacijos ir stabilumo
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reguliacijos procesuose. Siuo metu yra zinoma maziausiai 20 $ios §eimos baltymy
(Geuens et al, 2016).

4. Pre-iRNR splaisingo procese dalyvauja viena svarbiausiy trans splaisingo
veiksniy grupé — SR baltymy Seima, kuri randama visuose eukariotiniuose
organizmuose, i$skyrus Saccharomyces cerevisiae. Siuo metu zmogaus lasteléje
nustatyta 12 SR $eimai priklausanéiy baltymy: SFRS1 (ASF / SF2, SRp30a), SFRS2
(SC35, SRp30b), SFRS3 (SRp20), SFRS4 (SRp75), SFRS5 (SRp40), SFRS6
(SRp55), SFRS7 (9G8), SFRS8 (zmogaus SRp46), SFRS9 (SRp30c), SFRS10
(SRp38, SRrp40, TASR1), SFRS11 (SRp54, p54) ir SFRS12 (SRrp35). Visiems SR
Seimos baltymams budinga pana$i struktira (1.2 pav.). N-galingje aminortgsciy
lickany sekoje Sie baltymai turi vieng ar du RNR atpazinimo motyvus (angl. RNA
recognition motif — RRM ir RRM homology — RRMH), reikalingus sgveikai su pre-
iIRNR. C-galinéje Siy baltymy srityje yra i§ pasikartojanciy arginino (R) ir serino (S)
aminortgséiy liekany sudarytas Kintamo ilgio RS motyvas, per kurj vyksta sgveika
su kitais splaisingo veiksniais (Manley, Krainer, 2010).

Geny Kiti Struktira
pavadinimai pavadinimai

SF2/ASF

SFRS1 SRp30a [ RRM [RRMH] RS |
SC35

SFRS2 PR264
SRp30b

SFRS3 SRp20

SFRS4 SRp75 | RRM |RRMH] RS
SRp40

SFRS5 HRS [ RRM |[RRMH| RS |
SRp55

SFRS6 B5s [RRM [RRMH] RS |

SFRS7 9G8 [RRM ZnF[ RS |

SFRS8 SRp46 [RRM|[ RS |

SFRS9 SRp30c [ RRM [RRMH
SRp38

SFRS10  SRrp40 |RRM| RS |
e

SFRST1 oy [RRM] Rs |

SFRS12  SRp35 [RRM] RS |

1.2 pav. SR baltymy Seimos strukttira. RS — daug arginino / serino aminoriigsciy
liekany turinti baltymo sritis; RRM — RNR atpazinimo motyvas; RRMH — RRM homologas;
ZnF — cinko pirsty (angl. zinc finger) motyvas, reikalingas saveikai su RNR
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SR Seimos baltymai atlieka jvairias funkcijas konstitutyviojo ir alternatyviojo
pre-iRNR splaisingo procese (Graveley, 2000):

= sgveikauja su ESE/ISE sekomis, padeda mazai branduolio
ribonukleobaltyminei U1l snRNP dalelei prisijungti prie 5’ splaisingo taikinio sekos
ir stabilizuoja sig saveika aktyvindami pre-iRNR splaisinga;

= sgveikauja su U2AF 35 kDa subvienetu pritraukdami U2AF 65 kDa
subvienetg prie polipirimidininés sekos ir stabilizuoja §ig sgveika palengvindami
splaisosomos susirinkima;

= suartina 5" ir 3’ splaisingo taikiniy sekas;

= padeda U5/ U4/ U6 tri-snRNP dalelei prisijungti prie pre-iRNR;

= konkuruoja su hnRNP daleléemis dél saveikos su pre-iRNR, taip
regulivodami splaisingo taikiniy pasirinkimg (Anko, 2014);

= sgveikauja su ISS sekomis ir trukdo formuotis splaisosomos kompleksui,
taip slopindami iRNR susidaryma (Shepard, Hertel, 2009);

= dalyvauja iRNR pernasos i§ branduolio procese (SFRS1, SFRS3 ir
SFRS7);

= SFRS1, SFRS3 ir SFRS7 nustatyti transliacijos komplekso sudétyje, taciau
konkreti jy funkcija transliacijos procese néra aiski;

= SFRSI1, SFRS2, SFRSS5 ir SFRS6 dalyvauja beprasmés (angl. non-sense)
RNR degradacijos procese (Long, Caceres, 2009).

SR $eimos baltymy, kontroliuojanéiy konstitutyvyjj ir alternatyvyjj pre-iRNR
splaisingg lastelése, aktyvumas yra reguliuojamas priklausomai nuo RS motyve
esanciy serino aminoriigsciy liekany fosforilinimo lygio. RS motyvo fosforilinimo
lygis priklauso nuo lgsteliy ciklo ir aplinkos salygy (Anko, 2014).

SR $eimos baltymy RS motyvo fosforilinimas yra svarbus veiksnys baltymo ir
baltymo, baltymo ir RNR saveikoms, SR $eimos baltymy lokalizacijai lastelgje ir
iIRNR pernasai. SR Seimos baltymy RS motyvo fosforilinimas stimuliuoja
ankstyvojo splaisosomos komplekso susirinkimg, 0 $io motyvo defosforilinimas
reikalingas  splaisingo reakcijos Kkatalizei. Dinamiskas fosforilinimo ir
defosforilinimo ciklas reguliuoja SR baltymy funkcijas, nuo kuriy priklauso
aktyviosios splaisosomos susidarymas, lemiantis pre-iRNR splaisingo eiga (Howard,
Sanford, 2015; Thapar, 2015). Nustatyta, kad alternatyviojo pre-iRNR splaisingo
metu SR baltymy RS motyve esanciy serino aminortigsciy liekany fosforilinimo
lygis daro jtaka alternatyviy 3’ ir 5’ taikinio seky pasirinkimui (Lee, Rio, 2015; Pal et
al, 2012).

Eukariotinéje 1asteléje SR Seimos baltymy fosforilinimg katalizuoja specifinés
baltymy kinazés, kurios kontroliuoja SR Seimos baltymy lokalizacija ir aktyvuma.
Skiriamos dvi specifinés kinaziy Seimos, fosforilinancios serino aminoriagsciy
lieckanas RS motyve (Naro, Sette, 2013):

1. SR seimos baltymy kinazés (angl. serine-arginine protein kinases —
SRPK): SRPK1, SRPK2 ir SRPK3, randamos visose eukariotinése lastelése, taip pat
augaluose. SRPK1 yra nuolat sintetinamas lgsteléje, 0 jo homologai SRPK2 ir
SRPK3 daugiausia randami atitinkamai nervy sistemos ir raumeny lgstelése. Tai
parodo, kad atskiri SRPK S$eimos nariai skirtingy tipy lastelése turi unikalias
funkcijas.
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2. CLK/STY seimos kinazés (angl. cell division cycle (CDC) like kinases —
CLK): CLK1, CLK2, CLK3 ir CLK4, kuriy raiska panasi visose eukariotinése
lastelése.

Pagrindinis skirtumas tarp SRPK ir CLK kinaziy Seimy yra jy lokalizacija
lasteléje: SRPK Seimos nariy randama citoplazmoje ir branduolyje, o CLK — tik
branduolyje. Skirtinga lokalizacija rodo, kad viena kita pakeisdamos abi kinaziy
Seimos dalyvauja fosforilinant SR baltymy RS motyvus, t.y. SRPK kinazés
fosforilina serino aminortgséiy liekanas citoplazmoje, o CLK tgsia fosforilinimo
procesg branduolyje (Zhou, Fu, 2013). Pavyzdziui, SRPK1 kinazé fosforilina SFRS1
baltymo C-galinéje sekoje esantj RS motyva ir tai palengvina §io baltymo pernasa i
branduolj. Branduolyje CLK $eimos kinazés toliau fosforilina SFRS1 baltymo RS
motyva. Taip pat yra zinoma, kad SR Seimos baltymy lokalizacija kinta
priklausomai nuo lgstelés ciklo. Pavyzdziui, lastelés interfazés metu SR baltymai
kaupiasi branduolio taskeliuose (angl. nuclear speckles), jai pasibaigus, Sie baltymai
pritraukiami j aktyvias transkripcijos vietas — jose vyksta pre-iRNR splaisingas.

Nustatyta, kad SRPK ir CLK kinaziy $eimos turi skirtingus specifiskumus
substratui. SRPK kinazés fosforilina baltymo RS motyve esanéias serino
aminortgséiy liekanas, o CLK kinazés turi platesnj specifiskuma: fosforilina serino /
lizino arba serino / prolino aminortigs¢iy liekanas.

RS domeno fosforilinimo lygis yra svarbus veiksnys pre-iRNR splaisingo
reguliacijai. Parodyta, kad atskirai Sios kinazés gali skirtingai reguliuoti splaisingg.
Pavyzdziui, kraujagysliy endotelio augimo veiksnys VEGFA, stimuliuojantis
kraujagysliy augimg ir angiogeneze, turi dvi alternatyvias 8-0 egzono 3’ taikiniy
sekas ir skirtingas $iy seky panaudojimas lemia skirtingy VEGFA izoformy
susidarymg: artimesnés 3’ taikinio sekos pasirinkimas sudaro proangiogening
VEGFA izoformg, o tolimesnés 3' taikinio sekos pasirinkimas sudaro
antiangiogening VEGFA ., izoforma. Siy skirtingy izofomy susidarymas priklauso
nuo SRPK ir CLK kinaziy. SRPK kinazés raiskos lasteléje padidéjimas lemia
angiogeneze skatinan¢ios VEGFAy iIRNR izoformos susidarymg, 0 CLK raiskos
padidéjimas skatina angiogeneze slopinancios VEGFA,, IRNR izoformos
formavimasi (Nowak et al, 2008; Oltean et al, 2012).

Pre-iRNR splaisingg reguliuojanciy specifiniy SR Seimos baltymy kinaziy
aktyvumo, SR Seimos baltymy RS motyvo fosforilinimo ir raiskos pokyciai
stimuliuoja lastelés atsparuma apoptozei, lastelés proliferacijai ir migracijai, o tai
siejama su onkologiniy ir jvairiy kity ligy atsiradimu ir vystymusi Zzmogaus
organizme. Padidéjusi SRPK1 ir SRPK2 raiSka randama jvairiuose vézio tipuose,
pvz., kriities, zarnos, kasos, leukemijos ir plauc¢iy karcinomose, o padidéjusi SRPK1
raiska kriities ir zarnos vézio atveju koreliuoja su naviko stadijomis (Da Silva et al,
2015). SR baltymy sgveikos su RNR pokyciai susidarant pakitusioms iRNR
izoformoms gali biiti labai svarbiis veiksniai reguliuojant onkogeny ar vézio
supresoriniy geny raiska (Naro, Sette, 2013).

SR Seimos baltymy aktyvumai reguliuojami ne tik fosforilinimu, bet ir kitomis
potransliacinémis modifikacijomis: metilinimu ir acetilinimu. Siy modifikacijy jtaka
pre-iRNR splaisingui néra itin gerai iStyrinéta. PavyzdZziui, nustatyta, kad SFRSI
baltymo trys arginino aminortigs¢iy lickanos metilinamos ir §i modifikacija
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kontroliuoja baltymo lokalizacija lasteléje: metilintas SFRS1 dalyvauja pernaSos j
branduolj procese; slopinant metilinimg sumazéja Sio baltymo kiekis branduolyje;
padidéjes SFRS1 kiekis citoplazmoje stimuliuoja transliacijg (Sinha et al, 2010).
Kitas pavyzdys — SFRS2 baltymo vienos lizino aminortig§¢iy lickanos acetilinimas,
skatinantis SFRS2 baltymo degradacija (Edmond et al, 2011).

1.1.4. Pre-iRNR splaisingo mechanizmas

Intronai i§ pre-iRNR pasalinami vykstant dviejy stadijy transesterifikacijos
reakcijoms (1.3 pav.):

1. Pirmosios reakcijos metu introne esancio Sakojimosi sekos adenozino
nukleotido ribozés 2'-OH grupé veikia kaip nukleofilas ir atakuoja tarp pirmojo
egzono ir introno esancig 5’ taikinio sekos fosfating grupe. 3',5'-fosfodiesterinis
rySys tarp egzono 3'-galinés sekos ir introno 5’-galinés sekos nutriiksta susidarant 5’
egzonui su 3'-galinéje sekoje esanéia guanozino nukleotido laisva ribozés 3'-OH
grupe ir tarpinei kilpos formos struktiirai — 3’ egzonui su prijungta intronine seka,
kurios 5’-galiné seka 5’,2'-fosfodiesteriniu rySiu sujungta su Sakojimosi sekoje
esanc¢iu adenozinu.

2. Antrosios transesterifikacijos reakcijos metu pirmojo 5’ egzono 3'-galinéje
sekoje esan¢io guanozino nukleotido ribozés 3'-OH grupé atakuoja tarp introno ir
antrojo egzono esancig 3’ taikinio sekos fosfating grupe. Nutrikus 3',5'-
fosfodiesteriniam rysSiui tarp antrojo egzono 5'-galinés sekos ir introno 3’-galinés
sekos, susidaro sujungti 5’ ir 3' egzonai — susiformavusi iRNR, o kilpos formos
intronas su 3'-OH grupe atpalaiduojamas (Wimalasena, 2011).

4 \
{ QH
l Sakojimosi T
ki
5' taikinio seka sexa 3' taikinio seka

pirma transesterifikacijos
reakcija

U
5
o [T Jow Sy
\ A
ra
4

antra transesterifikacijos
reakcija

U
5'—| 1 egzonas Ipl 2 egzonas |—3' + (g’

iRNR A——AG—0H

kilpos formos intronas

1.3 pav. Pre-iRNR splaisingo mechanizmas. Linija Zymi introning seka; p — fosfatiné grupé
5"ir 3' taikinio sekose
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1.1.5. Splaisosomos U2 ir U12

Eukariotinés lastelés branduolyje introny pasalinimas katalizuojamas didelio ir
dinamisko ribonukleobaltyminio komplekso — splaisosomos (Wahl et al, 2009) bei
papildomy baltymy, kurie, priklausomai nuo splaisosomos formavimosi etapy,
varijuoja nuo 150 iki 300 (Rappsilber et al, 2002).

Daugumoje eukarioty koegzistuoja dviejy tipy unikalios splaisosomos — U2 ir
Ul2. U2 yra vadinama pagrindine splaisosoma ir katalizuoja didziosios daugumos
eukariotiniy organizmy U2 tipo introny pasalinimg. O U12 splaisosoma katalizuoja
rety nekoduojanciy seky — UI2 tipo introny, kurie sudaro maziau nei 0,5 % visy
introny eukariotuose, pasalinima. Sios splaisosomos tarpusavyje skiriasi sudétimi,
atpazjstamomis sekomis ir iSkerpamo introno forma (Sharp, Burge, 1997; Singh,
Cooper, 2012).

1.1.5.1. U2 tipo splaisosomos komplekso struktiira ir funkcijos

Pagrinding U2 tipo splaisosomg sudaro penkios mazos branduolio
ribonukleobaltyminés dalelés (snRNP): U1, U2, U4, US ir U6. snRNP sudétyje yra
daug uridino turinios mazos branduolio RNR (U1, U2, U4, U5 ir U6), septyni
kiekvienai dalelei bendri Sm (B/B’, D3, D2, D1, E, F ir G) baltymai,
suformuojantys ziedinj kompleksa — snRNP Serdj, ir keletas unikaliy baltymy
(Vaughan, Foster, 2013). Sis snRNR ir baltymy kompleksas katalizuoja ~99 %
introniniy seky pasalinimg Zzmogaus lastelése (Chen, Moore, 2014).

Eukariotinéje lasteléje U2 tipo splaisosoma (1.4 pav.) formuojasi susidarant
tarpiniams E, A, B, B*, B* kompleksams ir aktyviajam C kompleksui.

5' taikinio 3' taikinio
seka Sakojimosi Seka )
seka | intronas [T JirNR
— e A—nG[—]

E kompleksas | @—| | .

Presplaisosoma
(A kompleksas)

Prekatalitine
splaisosoma
(B kompleksas)

(C kompleksas)

/1 -0ji reakcija

gact (aktyvuota) B* (katalitiSkai aktyvuota)

1.4 pav. U2 splaisosomos komplekso formavimosi etapai (Will, Luhrmann, 2011). U1, U2,
U4, U5, U6 — mazos branduolio ribonukleobaltyminés dalelés
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Nuo ATP nepriklausomas ankstyvasis splaisosomos kompleksas E (angl.
early) susidaro SR baltymams jungiantis prie pre-iRNR egzoninés 5’ taikinio sekos;
Sie baltymai pritraukia Ul snRNP dalele. Ul snRNR sgveikauja su 5’ taikinio sekoje
esancia konservatyviaja GU baziy pora. Papildomas splaisingo veiksnys SF1/mBBP
(angl. branchpoint binding protein, su Sakojimosi seka besiriSantis baltymas)
jungiasi prie $akojimosi sekos adenozino, o heterodimerinio U2 pagalbinio veiksnio
65 kDa ir 35 kDa subvienetai — atitinkamai prie polipirimidininés sekos ir 3’ taikinio
sekos AG nukleotidy. Siame etape labai svarbi yra SR $eimos baltymy saveika su
egzoninémis 5’ ir 3’ splaisingo taikinio sekomis, padedanciomis stabilizuoti U2AF ir
Ul snRNP sgveikas su RNR (Ritchie et al, 2009).

U2 snRNP dalelei prisijungus prie pre-iRNR $akojimosi tasko sekos
susiformuoja vadinamasis A splaisosomos kompleksas (presplaisosoma). Siai
sgveikai reikiama energija gaunama ATP hidrolizés metu. SF1/mBBP disocijuoja, o
U2 snRNR saveikaujant su Sakojimosi tasko seka susidaro RNR/RNR dupleksas,
kur Sakojimosi sekos adenozinas iSsikiSa ir sudaro palankias sglygas tolesnei
nukleofilinei atakai, nukreiptai j 5’ splaisingo taikinio sekg (Fredericks et al, 2015).

Prie splaisosomos A komplekso prisijungus trinariam snRNP daleliy
kompleksui, susiformuoja nuo ATP priklausomas prekatalitinis B kompleksas.
snRNP daleliy kompleksa sudaro trys U5 ir U4/U6 snRNP dalelés, kur U4/U6
snRNR dél didelio komplementarumo saveikauja tarpusavyje. Sio proceso metu
vyksta splaisosomos konformaciniai poky¢iai, suartinantys 5’ ir 3’ taikinio sekas.
Identifikavus Zmogaus prekatalitinij B kompleksa nustatyta, kad jis turi visas U
snRNR ir daugiau nei 110 papildomy baltymy. Sio ir kity kompleksy susidarymo
procese yra reikalingi DEXD/H-box $eimos baltymai, pvz., Prp5, UAP56, Prp2,
Prpl6, Prp22, Prp43, turintys ATPazinius aktyvumus, kurie rodo, kad tolesniuose
splaisosomos formavimosi etapuose reikia energijos (Wahl et al, 2009).

Susidarant aktyviajam B** kompleksui vyksta struktiiriniai RNR/RNR ir
RNR/baltymo saveiky poky¢iai. Siame etape suardomi U4/U6 snRNR komplekso
vandeniliniai rySiai ir U1 bei U4 snRNP atpalaiduojamos. Formuojasi sgveikos tarp
U6 snRNP su 5’ taikinio seka ir U2 snRNP, o U5 snRNP sgveikauja su 5’ ir 3’
splaisingo taikiniy sekomis. Sie persitvarkymai padeda tiksliai atpazinti 5' taikinio
seka ir sustiprina sgveika su Sakojimosi seka (Karijolich, Yu, 2010).

Formuojantis katalitiskai aktyviam B* kompleksui, katalizuojama pirmoji pre-
iRNR splaisingo transesterifikacijos reakcija. Susidaro laisvas 5’ egzonas ir 3'
egzonas su prijungta kilpos formos intronine seka.

Jvykus konformaciniams persitvarkymams, susiformuoja C kompleksas —
aktyvioji  splaisosoma, kuri katalizuoja antraja  pre-IRNR  splaisingo
transesterifikacijos reakcija. Formuojantis C kompleksui introno 3'-galingje sekoje
esantis A nukleotidas ir introno 5’-galinéje sekoje esantis G nukleotidas atsiduria arti
vienas kito ir susijungia. Gaunama kilpos formos introniné seka, susijungusi su U2,
U5, U6 snRNP dalelémis, ir susidariusi iIRNR (posplaisosominis kompleksas).
snRNP dalelés disocijuoja ir vél dalyvauja formuojantis Kitai splaisosomai. Procesas
kartojasi (Will, Luhrmann, 2011).
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1.1.5.2. U12 tipo splaisosomos struktiira ir funkcijos

Eukariotinéje 1gsteléje kartu su pagrindine U2 tipo splaisosoma egzistuoja ir
U12 tipo splaisosoma, katalizuojanti rety U12 tipo introny, kuriy randama svarbias
funkcijas (pvz., DNR replikacija, transkripcija, RNR brendimas ir transliacija)
lasteléje atliekanciuose genuose, pasalinimg. Ul2 tipo intronai yra iSkerpami ir
sujungiami tris—penkis kartus léciau, palyginti su pagrindiniu U2 tipo introny
pasalinimo mechanizmu, 0 tai apriboja geny, turiniy tokius intronus, raisSka
(Turunen et al, 2013).

U12 tipo splaisosoma sudaro keturios unikalios snRNP dalelés, turin¢ios Ul1,
Ul12, Udatac bei Ubatac ir papildomy baltymy. O U5 snRNP randama abiejose
splaisosomose (Lim et al, 2015). Nepaisant abiejy tipy splaisosomy formavimosi
stadijy bei funkcijy panasumo (Shen et al, 2004), nustatyta ir keletas skirtumy: U12
splaisosomoje 5' splaisingo taikinio sekg ir $akojimosi sekg vienu metu atpazjsta
U11-U12 di-snRNP kompleksas.

U12 tipo intronai turi AT/AC dinukleotidais apibréztas 5’ ir 3’ intronines
taikiniy sekas, itin konservatyvias 5’ splaisingo taikinio ir $akojimosi tasko sekas,
taCiau neturi polipirimidininés sekos. Ul2 tipo intronams biidingas daznas AC
nukleotidy pasikartojimas introno 3’ taikinio sekoje, o atstumas nuo Sakojimosi
tasko iki 3’ taikinio seky yra trumpas (11-13 nt) (Sharp, Burge, 1997). Lyginant abi
splaisosomas buvo pastebéta, kad nors U12 ir U2 tipo intronai yra panasaus ilgio
(vidurkiai: U12 — 3600 nt, U2 — 4130 nt), ta¢iau U12 nerasta trumpy (apie 100 nt ir
maziau) iSkerpamy introny.

U12 splaisosomos reikSmé néra iki galo aiski, bet jos egzistavimas kartu su U2
splaisosoma rodo, kad ji turi unikaliy funkcijy aukstesniuosiuose eukariotuose ir yra
svarbi reguliuojant specifiniy geny raiska. Nustatyta keletas ligy, kurios susijusios su
U12 tipo introny pasalinimo sutrikimais. Tai mutacijos U12 tipo 5’ taikinio sekoje
LKB1 ir SEDL genuose, kurios atitinkamai sukelia Peutzo ir Jegherso sindroma ir
spondiloepifizing displazija (Launonen, 2005; Shaw et al, 2003)

1.1.6. Alternatyvusis pre-iRNR splaisingas

Alternatyvusis pre-iRNR splaisingas yra vienas i§ geny raiSkos reguliavimo
mechanizmy, lemian¢iy baltymy jvairove aukStesniuosiuose eukariotuose.
Alternatyviojo pre-iRNR splaisingo metu skirtingai sujungiant 5" ir 3’ taikiniy sekas,
jungiant ar praleidziant koduojancias sekas, i§ vienos pre-IRNR gaunamos
skirtingos iIRNR izoformos. Puikus alternatyviojo splaisingo pavyzdys yra gerai
iSanalizuotas Drosophila Down syndrome cell adhesion molecule (Dscam) genas,
kuris alternatyviojo splaisingo budu gali sukurti 38 016 izoformy i§ 95 egzony
(Wojtowicz et al, 2004). Alternatyvusis splaisingas leidzia paaiskinti, kaip lastel¢je
pasickiama baltymy jvairové esant ribotam aukstesniuosiuose eukariotuose randamy
geny skaiciui.

Nustatyti septyni alternatyviojo pre-iRNR splaisingo variantai (1.5 pav)
(Wang, Burge, 2008): egzono praleidimas arba jterpimas — 38,4 %; alternatyviy 5’
arba 3' taikinio seky panaudojimas — atitinkamai 7,9 % ir 18,4 %; introno
i$saugojimas — 2,8 %; vieno i8 dviejy egzony pasirinkimas, alternatyviy
promotoriaus ir poliadenilinimo seky panaudojimas — 32,4 % (Le et al, 2015).
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Vykstant alternatyviajam pre-iRNR splaisingui gali biti tarpusavyje derinami keli
paminéti variantai.

I |

1.5 pav. Lastelése randami alternatyviojo pre-iRNR splaisingo variantai: A — egzono
praleidimas arba jterpimas; B — vieno i$ dviejy egzony pasirinkimas; C — alternatyvios 5’
taikinio sekos panaudojimas; D — alternatyvios 3' taikinio sekos panaudojimas; E — introno
i§saugojimas, F — alternatyviy promotoriaus seky pasirinkimas; G — alternatyviy
poliadenilinimo seky panaudojimas. Keturkampiai ir linijos Zymi atitinkamai egzonines ir
intronines sekas

Alternatyviojo pre-iRNR splaisingo varianty pasirinkimas priklauso nuo cis ir
trans elementy, kurie yra svarbiis splaisingo taikiniy sekoms atpazinti ir tinkamai
splaisingo eigai. Pastebéta, kad alternatyvieji splaisingo taikiniai dazniausiai turi
skirtingo stiprumo taikiniy sekas ir dél Sios prieZasties jas ne taip greitai atpaZjsta,
palyginti su reguliariosiomis taikiniy sekomis. Silpny splaisingo taikiniy seky
polipirimidininéje sekoje tarp pirimidino baziy daznai biina jsiterpusiy
pasikartojan¢iy purino baziy, todél U2AF splaisingo veiksnys su jomis sgveikauja
silpnai, o $akojimosi tasko sekos nukleotidy konservatyvumas, palyginti su kanonine
seka, yra nedidelis. Todél $ie taikiniai naudojami labai neefektyviai arba tik tam
tikrais atvejais, pvz., esant pakitusioms lasteliy aplinkos sglygoms. Silpnos taikiniy
sekos yra viena pagrindiniy alternatyviojo splaisingo varianty pasirinkimo priezasciy
(Fu, Ares, 2014; Srebrow, Kornblihtt, 2006). Be to, alternatyviy splaisingo taikiniy
pasirinkimui jtaka gali daryti chromatino strukttira ir pacios transkripcijos eiga.
Literatiiroje aprasomos dvi skirtingos idéjos, kaip alternatyvusis splaisingas gali
vykti kotranskripciskai:

1. Teigiama, kad vienas ar keli splaisingo veiksniai saveikauja su
transkripcijos aktyvikliais, koaktyvikliais ar RNR polimerazés 11 C-galine sritimi
(angl. carboxy terminal domain — CTD), o tai nulemia splaisingo taikiniy
pasirinkimg (Kornblihtt et al, 2013).

2. Teigiama, kad RNR polimerazés II elongacijos greitis reguliuoja splaisingo
taikiniy atpazinimg ir nulemia splaisingo efektyvumg. Kai RNR polimerazés 11
elongacijos greitis mazinamas, j susidariusia iRNR jterpiami silpnus splaisingo
taikinius turintys alternatyviis egzonai. Kai RNR polimerazés II elongacijos greitis
spartesnis, yra pasirenkama stipresné 3’ splaisingo taikinio seka, o tai padidina
alternatyviy egzony praSokimg. Sumazéjes RNR polimerazés II elongacijos greitis
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didina bendrajj pre-iRNR splaisingo efektyvuma, ir atvirksciai (Ip et al, 2011,
Moehle et al, 2014).

1.1.7. Alternatyvusis pre-iRNR splaisingas ir su juo susijusios ligos

Literattiroje teigiama, kad ~95 % Zzmogaus geny yra alternatyviai splaisinami,
nuo tos pacios pre-iIRNR susidarant dviem ar daugiau iRNR izoformoms (Khan et
al, 2012). Todél nekeista, kad alternatyviojo splaisingo poky¢iai gali keisti baltymo
funkcines savybes ir netgi pakeisti geno vaidmenj lasteliy procesuose.
Alternatyvusis pre-iRNR splaisingas kinta pakitus aplinkos sglygoms ar atsiradus
poky¢iy cis ir trans elementuose, o tai lemia jvairiy ligy vystymasi Zzmogaus
organizme (Cieply, Carstens, 2015).

Aplinkos pokyc¢iai lasteléje, lemiantys alternatyviojo pre-iRNR splaisingo
pakitimus, ypa¢ daznai siejami su onkologiniy ligy atsiradimu ir progresavimu.
Pavyzdziui, apoptozés reguliacijos procese dalyvaujantis FAS (Apo-1/CD-95) genas
alternatyviojo splaisingo biidu i§ penkiolikos pre-iRNR egzony sudaro dvi izoformas
su skirtingomis funkcijomis. Viena — proapoptotiné (Fas) — izoforma gaunama
sujungiant 5, 6, 7 egzonus j subrendusig iRNR, kita — antiapoptotiné (sFas)—
izoforma, neturinti 6-0 egzono, koduojan¢io baltymo transmembraninj motyva,
slopina lastelés zitj ir sudaro sglygas vézinei lgstelei iSgyventi (lzquierdo et al,
2005). Taip pat nustatyti kity onkologiniuose procesuose dalyvaujanéiy geny —
VEGF, BCL-X, CYR61, CIAX — alternatyviojo splaisingo pokyc¢iai, koduojantys
skirtingas funkcijas turinCius baltymus, inicijuojanc¢ius naviko atsiradimg ir
vystymasi. Pavyzdziui, uz kraujagysliy augimg ir angiogenezg atsakingas VEGFA
genas alternatyviojo splaisingo metu i§ aStuoniy pre-iRNR egzony sudaro
antiangiogenines (VEGF,,,) ir proangiogenines (VEGF,,,) izoformas. Nustatyta,
kad VEGFA izoformos skatina angiogeneze ir jy raiSka navikuose padidéjusi
(Arcondeguy et al, 2013).

Mutacijos cis elementuose yra aptinkamos, kai sergama neurologinémis ir
raumeny degeneracijos ligomis, pvz., Sonine amiotrofine skleroze, frontotemporaline
demencija, Parkinsono, Alzheimerio ir Huntingtono ligomis (angl. tauopathies). Cis
elementy mutacijos taip pat nustatytos augimo hormono nepakankamumo (IGHD
I1), Freizerio (Frasier) sindromo, cistinés fibrozés (Faustino, Cooper, 2003) ir kai
kuriy onkologiniy ligy atvejais (Grabowski, Black, 2001). Literattiroje paskelbta,
kad taSkiné mutacija, pasitaikanti cis elementy — 5’ ir 3’ taikiniy, $akojimosi tasko ir
polipirimidininéje sekose, sukelia apie 10 % genetiniy ligy (Cooper et al, 2009).
Pavyzdziui, autonoming nervy sistemos ligg — disautonomija sukelia mutacija
IKBKAP geno 20-0 egzono 5’ taikinio sekoje, kuri suardo saveika su Ul dalele, taip
skatindama Sio egzono praleidima (Douglas, Wood, 2011). Taip pat mutacijos
egzoninése / introninése splaisingo efektyvuma stimuliuojanciose ir slopinanciose
sekose pakeicia jprasty splaisingo taikiniy panaudojima, ir susidaro pakitusios iRNR
izoformos. Mutacija 1SS/ ESS sekoje lemia, kad paprastai | susidaran¢ig iRNR
nejungiamas egzonas yra jterpiamas, o mutacija ESE / ISE sekoje lemia egzono
praleidimg (Singh, Cooper, 2012). Pavyzdziui, lastelés apoptozés reguliacijos
procese dalyvaujan¢io BRCAL geno 18-0 egzono ESE sekoje esanti mutacija (prie
kurios jungiasi SFRS1 veiksnys) skatina §io egzono pasalinima, kuris lemia BRCAL
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funkcijy pasikeitimg krities ir kiauSidziy vézio atvejais. Cis elementuose esantys
polimorfizmai taip pat turi jtakos alternatyviajam pre-iRNR splaisingui, pavyzdziui,
cistiné fibrozé siejama su CFTR geno 8-o introno sekoje esanciais keliais
polimorfizmais, kurie skatina 9-o egzono praleidimg susidarant nefunkcionaliam
baltymui (Faustino, Cooper, 2003).

Mutacijos trans elementuose sukelia pigmentinj retining, stuburo raumeny
atrofija, miotoning distrofija (Faustino, Cooper, 2003), autizma, amiotrofing
lateraling skleroze ir yra ypa¢ daznos jvairiy véZiniy ligy atvejais (Singh, Cooper,
2012). Pavyzdziui, miotoninés distrofijos DM2 ligos atveju ZNF9 geno 1-ame
introne nustatyta mutacija— CCTG nukleotidy pasikartojimai, pakeiiantys
splaisingo veiksniy saveika su RNR ir lemiantys alternatyviojo pre-iRNR splaisingo
poky¢ius.

Kaip jau buvo minéta, vieni svarbiausiy trans veiksniy alternatyviojo
splaisingo procese yra SR ir hnRNP $eimy baltymai, kurie, priklausomai nuo jy
sgveikos su RNR, veikia kaip teigiami (skatina egzony jterpimg) arba neigiami
(skatina egzony praleidimg) splaisingo reguliatoriai (Busch, Hertel, 2012).
Pavyzdziui, lastelés apoptozéje dalyvaujantis CASP-9 genas alternatyviojo
splaisingo btidu i$ vienuolikos pre-iRNR egzony sudaro dvi izoformas. Kai prie 3-i0
egzono ESS sekos jungiasi hnRNP L baltymas, skatinantis 3, 4, 5 ir 6 egzony
praleidimg, gaunama Caspase-9b (antiapoptotin¢) izoforma. PrieSingai veikia
SRSF1 baltymas, skatinantis Siy keturiy egzony jterpimg i RNR sudétj sudarant
Caspase-9a (proapoptotine) izoformg (Liu, Cheng, 2013). Alternatyvusis pre-iRNR
splaisingas Kinta ne tik atsiradus trans splaisingo elementy mutacijoms, bet ir
pakitus trans splaisingo veiksniy raiskai, lokalizacijai ir (ar) aktyvumui, o tai
pakeicia taikinio seky atpazinima ir sukelia jvairiy organizmo sutrikimy (Pedrotti,
Cooper, 2014). Pavyzdziui, padidéjusi veiksnio SFRS1 raiSka skatina tirozino
kinazés receptoriaus Ron alternatyvyjj splaisingg, kurio metu susidaro 11-0 egzono
neturinti Ron izoforma su pasikeitusiomis receptoriaus funkcinémis savybémis —
aktyvinamas Igsteliy judéjimas ir invazija. Padidéje 11-0 egzono neturin¢ios Ron
iRNR izoformos kiekiai randami daugelyje naviky ir siejami su metastaziy
formavimusi (Zhang, Manley, 2013). Kitas pavyzdys kai kuriais véziniy ligy
atvejais rodo, kad sumazéjus SR baltymy fosforilinimo lygiui, lemian¢iam Siy
baltymy aktyvuma, keiciasi apoptoze reguliuojancio BCL-X alternatyvusis pre-iRNR
splaisingas: sumazg€ja proapoptotinés (BCL-Xs) izoformos ir padaugéja
antiapoptotinés (BCL-X) izoformos.

Nors minétos ligos priskiriamos Cis bei trans mutacijas turintiems elementams,
taciau daugumos jy atveju randama abiejy splaisingo elementy poky¢iy. Pavyzdziui,
neurodegeneraciniuose procesuose dalyvaujan¢io MAPT (angl. microtubule-
associated protein tau) geno alternatyvusis splaisingas sutrinka pakitus abiem (cis ir
trans) elementams. Esant mutacijy 10-o0 egzono ESS ir (ar) greta esancio 10-0
introno 1SS sekose, | susidaran¢ia MAPT iRNR yra jterpiamas 10 egzonas, 0 to
paties geno ESE sekoje aptinkama viena mutacija skatina 10-0 egzono praleidima.
Trans elementy mutacijos kei¢ia splaisingo veiksniy SRSF11, Tra-2B, SRSFI,
SRSF9, SRSF6 sgveikas su RNR. Abiem atvejais Sie pokyciai nulemia skirtingy
iRNR izoformy susidaryma, pakeiciantj tau baltymo funkcijas (Qian, Liu, 2014).
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Taigi alternatyvusis pre-iRNR splaisingas yra vienas esminiy procesy,
regulivojan¢iy geny raiSska eukariotinése lastelése, kurio metu kintant jprastai
susidaran¢iy baltymy raiSkai sukuriami funkciSkai pakite baltymai. Nustacius
Iasteléje vykstanciy alternatyviojo pre-iRNR splaisingo poky¢iy priezastis, bty
galima kontroliuoti pakitusiy iRNR susidaryma ir jvairiy ligy analizei sukurti naujus
ligy Zymenis ar gydymo metodus.

1.2. Zmogaus monoaminooksidazé B ir jos jtaka Parkinsono ligai
1.2.1. Monoaminooksidazés ir jy reikSmé

Monoaminooksidazés (MAO) yra fermentai, katalizuojantys biogeniniy ir
ksenobiotiniy aminy oksidacinj deamininimg. Eukariotuose randamos dvi
monoaminooksidaziy izoformos: MAO-A ir MAO-B. Zmogaus X chromosomoje
esantys MAO-A ir MAO-B genai sudaryti i§ identiSkos egzoninés-introninés
struktiiros, jy seky panaSumai siekia iki 70 %. Lyginant abi MAO baltymo
izoformas buvo nustatyta, kad skiriasi jy substratai ir inhibitoriai. MAO-A fermentas
katalizuoja biogeniniy aminy, pvz., serotonino, noradrenalino, oksidacinj
deamininimg ir yra inaktyvinamas inhibitoriaus chlorgilino. MAO-B efektyviau
veikia vykstant feniletilamino bei benzilamino metabolizmui, o inaktyvinamas
deprenilo. Dopaminas, tiraminas, triptaminas, oktopaminas yra galimi abiejy
izoformy substratai ir inhibuojami pargilino. Jeigu vienos MAO izoformos Igsteléje
triksta, tada ji pakei¢iama kita izoforma (Bortolato, Shih, 2011).

Abiejy MAO-A ir MAO-B fermenty randama iSorinéje mitochodrijy
membranoje, 0 jy raiSska randama jvairiuose zmogaus audiniuose. DidZiausia abiejy
fermenty raiska nustatyta kepenyse ir smegenyse. Centrin¢je nervy sistemoje MAO-
A lokalizuojasi katecholaminerginiuose (noradrenerginiuose ir dopaminerginiuose)
neuronuose, 0 MAO-B — serotoninerginiuose, histaminerginiuose neuronuose ir
glijos lastelése. Taciau kai kuriuose periferiniuose audiniuose randama tik vieno
MAO tipo raiSka, pavyzdziui, placentos lgstelése randama tik MAO-A, 0
trombocituose ir limfocituose — tik MAO-B raiska (Kaludercic et al, 2014). Atrasta,
kad MAO-B iRNR raiSka didesné suaugusio zmogaus smegenyse nei embriono
smegenyse. Tai rodo Sio fermento raiSkos pasikeitimus bégant metams. Taip pat
nustatyta, kad zmogui senstant didéja MAO-B fermento aktyvumas smegenyse.
Manoma, kad tai priklauso nuo glijos lasteliy padaugéjimo senéjimo metu (Nagatsu,
2004).

Monoaminooksidazés yra labai svarbios biogeniniy aminy metabolizmui, ir bet
kokie jy aktyvumo ar raiSkos pokyéiai yra susij¢ su jvairiomis Zmogaus ligomis.
Padidéjes MAO-A fermento aktyvumas sukelia psichikos sutrikimy, pvz., depresija
ir Sizofrenija, o padid¢jgs MAO-B  aktyvumas nustatytas  sergant
neurodegeneracinémis, pvz., Parkinsono, Alzheimerio ir Huntingtono, ligomis.
Sumazéjus MAO-B fermento aktyvumui susergama Norrie liga, kurios pozymiai —
aklumas, kurtumas ir protinis atsilikimas (Shih, Thompson, 1999). Be to, MAO-B
fermento aktyvumo sumaZzéjimas siejamas su elgsenos pasikeitimais: polinkiu |
agresija, alkoholizma ir savizudybe.

Nustatyta, kad daugelis medicinoje naudojamy farmaciniy preparaty, skirty
psichikos ligoms gydyti ir Parkinsono, Alzheimerio, Huntingtono ligy
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progresavimui létinti, yra MAO-A ir MAO-B fermenty inhibitoriai (Bortolato et al,
2008). MAO-B inhibitoriai, pvz., deprenilas, rasagilinas ir kt., slopina dopamino
metabolizmg ir taip palengvina Parkinsono ligos motorinius simptomus (Fernandez,
Chen, 2007).

1.2.2. Monoaminooksidazés B struktiira

Zmogaus MAO-B genas sudarytas i§ 15 egzony, kur 12 egzonas koduoja
kofaktoriaus FAD, flavinadenindinukleotido, saveikos vieta (Nagatsu, Sawada,
2006). Zmogaus MAO-B fermento struktiira salygiskai suskirstyta j tris motyvus
(1.6 pav.): saveikos su kofaktoriumi FAD, saveikos su substratu ir sgveikos Su
iSorine mitochondrijy membrana motyvus. Fermento N-galin¢je aminortig$ciy
sekoje yra sgveikos su kofaktoriumi FAD motyvas, kovalentiskai besijungiantis prie
cisteino liekanos, kurio butinai reikia funkciskai aktyviam fermentui susidaryti ir
tolesnei neuromediatoriy katalizés eigai. C-galingje aminoruigs¢iy sekoje yra
transmembraninis hidrofobinis fragmentas, kurio reikia sgveikai su iSorine
mitochondrijy membrana (Edmondson et al, 2004; Edmondson et al, 2007).
Nustatyta, kad su iSorine mitochondrijy membrana MAO-B fermentas sgveikauja
kaip homodimeras. Manoma, kad dimerizacija reikalinga tinkamai baltymo dipolio
momento orientacijai membranos pavirSiuje (Binda et al, 2011). Kitas C-galinéje
baltymo srityje esantis sgveikos su substratu ar inhibitoriumi motyvas turi didelg
reikme MAO-B katalizés mechanizmui (Gaweska, Fitzpatrick, 2011). Sis motyvas
dazniausiai yra hidrofobinis ir specifiSkas skirtingam substratui ar inhibitoriui
(Edmondson et al, 2009).

sgveikos su kofaktoriumi sgveikos su
FAD motyvas substratu motyvas
X 1
MAO-B | [l s20ar
\

sgveikos su mitochondrijy
membrana motyvas

1.6 pav. Zmogaus MAO-B struktiiros schema

Besiformuojanti monoaminooksidazés polipeptidiné grandiné patiria kitas
posttransliacines modifikacijas. Nustatyta, kad MAO-B atveju N-galingje
aminoriigs¢iy sekoje vyksta metionino paSalinimas (Met 1) ir serino liekanos (Ser 2)
acetilinimas. Taip pat nustatytos kelios tam tikram audiniui biidingos modifikacijos:
N-galin¢je sekoje esancios aminortigsties lizino liekanos (Lys 52) acetilinimas ir
galimas serino liekany fosforilinimas, kuriy poveikis MAO-B fermento funkcijoms
vis dar néra aiSkus (Kaludercic et al, 2014).

1.2.3. Biogeniniy aminy metabolizmas

MAO-B fermento funkcija yra Kkatalizuoti daugybés biogeniniy ir
ksenobiotiniy aminy oksidacinj deamininimg zmogaus centrinéje nervy sistemoje ir
periferiniuose audiniuose. Pagrindiniai MAO-B substratai yra dopaminas,
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noradrenalinas ir adrenalinas, dalyvaujantys informacijos perdavimo nervy sistemoje
procese (Ramsay, 2016).

1.2.3.1. Dopamino biosintezé ir metabolizmo kelias nervinése Igstelése

Dopamino biosintezé nerviniy lasteliy citoplazmoje vyksta dviem etapais (1.7
pav.). Pirmiausia tirozino aminortgstis hidroksilinama dalyvaujant tirozino
hidroksilazés fermentui (TH) ir susidaro L-3,4-dihidroksifenilalaninas (L-DOPA).
Antrame etape L-DOPA yra dekarboksilinamas, dalyvaujant piridoksalfosfatui
(aktyviajai vitamino B6 formai) ir fermentui L-DOPA dekarboksilazei (LDD), ir
susidaro dopaminas (DA). DA yra tolesnés reakcijos substratas, i§ kurio gaunamas
noradrenalinas ir adrenalinas (Meiser et al, 2013; Munoz et al, 2012).

Sinapsiné
ertmé

Presinapsinis
neuronas DOPAC

MA O-B/f

-

o TH D
Tirozinas — L-DOPA — DA =

Posinapsinis
neuronas

DA
receptoriai

1.7 pav. Dopamino biosintezé nervinése lastelése ir jo metabolizmas dalyvaujant MAO-B
(Eisenhofer, Kopin et al., 2004). TH — tirozino hidroksilazé; L-DOPA — L-3,4-
dihidroksifenilalaninas; LDD — L-DOPA dekarboksilazé; DA — dopaminas; MAO-B —
monoaminooksidazé B; DOPAC — 3,4-dihidroksifenilacto riigstis; VMAT2 — vezikulés
monoamino nesiklis 2; DAT — dopamino nesiklis

Susintetinti dopaminai lokalizuojasi vezikulése, kurios perneSamos j sinapsine
ertme (1.7 pav.). Siame procese labai svarbia funkcija atlicka vezikulés monoamino
nesiklis 2 (VMAT?2), nuo kurio raiskos priklauso dopaminy lokalizacija, apsauga
nuo oksidacijos vezikulése ir jy pernasa j sinapse (Wimalasena, 2011). Nustatyta,
kad sumazéjus VMAT? raiskai vyksta dopaminy homeostazés pokyciai, sukeliantys
lastelés pazeidimus Parkinsono ligos atveju (Caudle et al, 2007).

Sinapsinéje ertméje dopaminai atpalaiduojami ir sgveikauja su receptoriais,
taip perduodami signalg kitam neuronui (1.7 pav.). Nedidelé dalis dopamino
molekuliy disocijuoja nuo receptoriaus ir vyksta jy reabsorbcija dalyvaujant
dopamino nesikliui (DAT). DAT yra svarbus dopaminy koncentracijai reguliuoti ir
jiems pernesti per membrang. Sis nesiklis pasizymi dideliu giminingumu jvairiems
monoaminams, pvz., amfetaminui ir kitiems neurotoksinams, kuriuos gali pernesti
vietoje dopamino, tokiu biidu sukeldamas dopamino homeostaze, nulemiancia
dopaminerginiy neurony funkcijy sutrikimus (Vaughan, Foster, 2013). Aktyvis
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farmaciniai preparatai, pvz., antidepresantai, gali sgveikauti su DAT ir blokuoti
dopamino pernasa (Chen, Reith, 2000).

Nerviniy lasteliy citoplazmoje MAO-B fermentas katalizuoja i§ vezikuliy
nutekéjusiy (apie 1/10) dopaminy oksidacinj deamininima. Susidaro tarpiniai
produktai: 3,4-dihidroksifenilacetaldehidas, amoniakas ir vandenilio peroksidas,
kurie yra toksiSki lgstelei. Todél bet kokie MAO-B fermento raiskos ar aktyvumo
pokyciai lastelei yra Zalingi. Gautas tarpinis 3,4-dihidroksifenilacetaldehidas, toliau
katalizuojamas aldehido dehidrogenazés (AD), sudaro 3,4-dihidroksifenilacto riigstj
(DOPAC) (1.8 pav.) (Eisenhofer et al, 2004).

HO NH; MAO-B HO H AD HO OH
_— 0 - Ij/\'b
HO /\ HO HO
H,0+0, NH;+ H,0,

1.8 pav. Dopamino oksidacinio deamininimo, katalizuojamo MAO-B fermento, reakcija
(Youdim, Bakhle, 2006). MAO-B — monoaminooksidazé B; AD — aldehido dehidrogenazé

1.2.3.2. Monoaminooksidazés B rySys su Parkinsono liga

MAO-B fermento aktyvumo ar baltymo raiSkos pokyciai sukelia visy
biogeniniy aminy metabolizm0 metu susidaranciy reakcijos produkty pusiausvyros
sutrikimus, o Sie pazeidzia neuronus ir glijos lasteles centringje nervy sistemoje ir
periferiniuose audiniuose ir lemia jvairiy zmogaus neurologiniy ligy bei kity
sutrikimy, pvz., obstrukcinés miego apnéjos, diabeto, Sirdies ir kraujagysliy ligy,
vystymasi ir eiga (Bisogni et al, 2016; Kaludercic et al, 2014). Literattroje
nurodoma, kad Parkinsono ligos atveju randamas padidéjes MAO-B fermento
aktyvumas ir jo raiska (Bonuccelli et al, 1990; Ramsay, 2016). Nustatytos kelios
Sios ligos vystymosi priezastys:

1. Padidéjus MAO-B aktyvumui, vyksta dopamino metabolizmo poky¢iai, 0
dél jy susidaro daugiau tarpiniy produkty, t. y. 3,4-dihidroksifenilacetaldehido,
amoniako ir vandenilio peroksido. Glutationo peroksidazés (GPO) fermentas skaido
vandenilio peroksida j vanden] ir deguonj, taciau, susidarius didesniam produkto
kiekiui, Sis fermentas nebesugeba jo viso suardyti (1.9 pav.). Tuomet, katalizuojant
neuromelaninui ir gelezies(Il) jonui, i§ vandenilio peroksido susidaro hidroksilo
jonas ir toksiSkas hidroksilo laisvasis radikalas. Padidéjes reaktyviojo hidroksilo
radikalo susidarymas sukelia oksidacinj stresa, ardantj dopaminerginius neuronus
(Dorszewska et al, 2013; Shih et al, 1999).

MAO-B

J’ Fe?*

H,0, — - OH + OH"
{GPO
H.0 + O,

1.9 pav. Neurotoksinio mechanizmo lasteléje schema (Youdim, Bakhle, 2006). GPO —
glutationo peroksidazé; -OH — hidroksilo radikalas; OH™ — hidroksilo jonas
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2. Didele jtaka Parkinsono ligos sindromy atsiradimui turi j organizmg
patekusios cheminés medziagos, pvz., ksenobiotikai, metalai ir kt. Nustatyta, kad
MAO-B Kkatalizuoja j smegenis patekusj ksenobiotikg 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-
tetrahidropiriding (MPTP) | aktyvyjj neurotoksing — 1-metil-4-fenil-1,2,5,6-
tetrahidropiridino  katijoninj  junginj (MPP+) ne dopaminerginiuose, 0
serotogeniniuose neuronuose bei glijos lastelése (1.10 pav.). Susidares MPP+ yra
kaip substratas DAT nesikliui, kuris jj pernesa j dopaminerginius neuronus vietoje
dopamino. Tuomet mitochondrijose slopinamas oksidacinis fosforilinimas — tai
inicijuoja  reaktyvaus  hidroksilo  radikalo, kuris sukelia  pazeidimus
dopaminerginiuose neuronuose bei glijos lastelése, susidaryma (Dauer, Przedborski,

2003).
MAO-B @
\ N O O H=CH,

1.10 pav. 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinas MAO-B katalizuojamas j 1-metil-4-
fenil-1,2,5,6-tetrahidropiridino katijoninj junginj (Fahn, Sulzer, 2004)

1.2.4. Monoaminooksidazés B polimorfizmai ir Parkinsono liga

Parkinsono liga yra vienas dazniausiy neurodegeneraciniy sutrikimy. Ji
vargina apie 2 % vyresniy nei 60 mety Zmoniy, o pasaulyje Suskaiciuojama 6,3 mlin.
Sios ligos atvejy. Sergant Sia liga, galvos viduriniy smegeny juodojoje medziagoje
(substantia nigra) nyksta nervinés lgstelés, dalyvaujanc¢ios motorikos kontrolés
procese, todé¢l sulétéja ir pasunkéja judesiai. Yra Zinoma, kad Sios ligos pagrinda
sudaro dopamino kiekio sumazéjimas nervy sistemoje, lemiantis dopaminerginiy
neurony netekimg, dél kurio nebeuZztikrinama jprasta zmogaus judesiy kontrolé
(Dorszewska et al, 2013).

Literatiiroje aprasoma, kad viena i§ galimy Parkinsono ligos priezas¢iy yra
MAO-B gene aptinkami DNR polimorfizmai (Andreou et al, 2014). Ivairiy Zzmoniy
populiacijose MAO-B gene randama skirtingy DNR polimorfizmy (1.1 lent.).
Daugiausia nustatyta vieno nukleotido polimorfizmy (SNP), ir tik tam tikrose
populiacijose: 7 i§ 10 SNP aptinkami juodaodziy amerikieCiy ir indény
paplitusiy polimorfizmy jvairiy Zmoniy populiacijose yra kintamo skaiciaus (GT),
nukleotidy pasikartojimai, aptinkami 2-ame introne.

Tik vienas polimorfizmas — G nukleotido pakeitimas j A nukleotida MAO-B
geno 13-0 introno sekoje — aptinkamas visose zmoniy populiacijose. Kadangi Sis
vieno nukleotido pokytis randamas nekoduojancioje sekoje, todél literatliroje esama
prieStaringy nuomoniy: vieni tvirtina, kad $is pokytis neturi jtakos MAO-B baltymo
raiskai (Costa-Mallen et al, 2004), o kiti teigia, kad G/A polimorfizmas yra susijes
su MAO-B fermento aktyvumo ir baltymo raiskos Zzmogaus smegenyse pakitimu,
kuris nulemia neurodegeneracinius ir psichinius sutrikimus (Balciuniene et al, 2002;
Bialecka et al, 2007). Literatiiros $altiniuose teigiama, kad $is 13-ame introne esantis
G/A polimorfizmas koreliuoja su MAO-B fermento aktyvumu ir baltymo raiska
zmogaus smegeny nervinése lgstelése bei trombocituose. Neuropsichiatriniy ligy
tyrimai atskleidé, kad tiek neuronai, tieck trombocitai turi panasius biocheminius ir
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farmakologinius procesus, todél daugeliu atvejy trombocitus galima naudoti kaip
modeline sistemg neurobiologiniuose tyrimuose (Bortolato, Shih, 2011; Nikolac
Perkovic et al, 2016a)

1.1 lentelé. MAO-B gene aptinkami polimorfizmai. Lenteléje naudoti
J. Bal¢itinienés ir bendraautoriy (Balciuniene et al, 2001) duomenys

Polimorfizmas Lokalizacija Populiacija

(GT), pasikartojimai 2 intronas placiai paplites jvairiose populiacijose
A—-G 5 egzonas indénai

A—-G 6 egzonas juodaodziai amerikieciai

C-T 6 intronas juodaodziai amerikieciai

A—-G 10 egzonas juodaodziai amerikieciai

7-1y C pasalinimas 10 intronas juodaodziai amerikieciai

A—G 10 intronas Svedai

T—C 10 intronas juodaodziai amerikie¢iai

A—-G 13 intronas azijieciai, baltaodziai, juodaodziai
T—-C 14 intronas juodaodziai amerikieciai, indénai
C-T 15 egzonas skirtingos

Literataroje yra duomeny, rodanciy, kad MAO-B ,,A* alelis du kartus padidina
rizikg susirgti Parkinsono liga (Ho et al, 1995). Jdomu tai, kad moterims ir vyrams §i
rizika skiriasi (moterims ji yra didesné) dél juos skirtingai veikianciy biologiniy ir
aplinkos veiksniy, pvz., hormony ir rikymo (Kang et al, 2006). Sie duomenys
leidzia dar kartg patvirtinti, kad vieno nukleotido polimorfizmas yra svarbus
Parkinsono ligos patogenezéje.

1.3. Hipoksija: hipoksijos indukuojami veiksniai (HIF) ir jy sasajos su ligomis
Zmogaus organizme

1.3.1. Hipoksija ir jos reik§mé

Deguonis yra treCias pagal svarbg elementas (po vandenilio ir helio) visatoje.
Jis sudaro 20,8 % oro. Tai — vienas pagrindiniy, visy stuburiniy organizmy
gyvybinei veiklai batiny elementy. Deguonis — galutinis elektrony akceptorius
oksidacinio fosforilinimo grandinéje mitochondrijose, kurio biitinai reikia lastelés
energijos (ATP) gamybos procesui. Jis taip pat dalyvauja jvairiy junginiy
metabolizmo ir svarbiy baltymy, pvz., kolageno, sintezés procesuose. Lasteléje ar
audinyje pasireiSkes deguonies triikumas vadinamas hipoksija (1-5 %). Hipoksijos
metu lgsteléje vyksta daugybés fiziologiniy procesy, pvz., jony homeostazes,
eritropoezes, angiogenezes, apoptozeés ir kt., pakitimai. Su hipoksija siejamos
jvairios $irdies, kraujagysliy, plauciy ir onkologinés ligos (Biddlestone et al, 2015).

Kiekviena zinduoliy lastelé reaguoja | deguonies koncentracijos poky¢ius.
Pirmiausia j tai reaguoja karotidinio ir neuroepitelinio audinio chemoreceptoriai. Jie
perduoda signalus i centring nervy sistemg ir aktyvuoja neuronus, darancius jtaka
kraujagysliy vaskuliarizacijos ir kvépavimo sistemos poky¢iams (Semenza, 1999).
Manoma, kad yra keli mechanizmai, kaip 1gstelé jaucia deguonies trikumg. Vienas —
per hemo grupg¢ turinéius baltymus, gebancius prisijungti deguonj. Kai deguonis
prisijungia kitoje baltymo vietoje nei hemo grupé, sukeliami alosteriniai baltymo
poky¢iai: i§ aktyviosios (oksi) formos pakei¢iami j neaktyviaja (deoksi); pastarosios
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padaugéjus organizmas pradeda reaguoti | hipoksijg. Kitas mechanizmas —
membranos jony laidumas, susijes su deguonies koncentracijai jautriais jony kanaly
veiklos pasikeitimais (K*, Ca**, Na*). Vykstant jony homeostazés poky&iams lastelés
viduje sumazéja K* ir padaugéja Na® ir Ca®* jony, 0 tai sutrikdo mitochondrijy
metabolizma, aktyvuoja tam tikras lipazes, proteazes ir reaktyviojo deguonies (angl.
reactive oxygen species — ROS) sinteze (Taylor, 2008; Wenger, 2000).

Priklausomai nuo laiko, lastelés atsakas j hipoksija gali bati amus (sekundés,
minutés) ir létinis (valandos, dienos) (Lopez-Barneo et al, 2001; Prabhakar,
Semenza, 2012). Umus atsakas j deguonies triikumg siejamas su jony kanaly
homeostazés poky¢iais (K*, Ca®*, Na*) ir hipoksijos indukuojamy veiksniy (angl.
hypoxia inducible factors — HIF) stabilizacija. Létinio atsako j hipoksijg metu vyksta
geny raiskos poky¢iai; Sie lemia naujy baltymy, padedanciy lastelei iSgyventi,
sinteze (Lahiri et al, 2006; Semenza, 1999).

Hipoksijos metu lasteléje stabilizuojami hipoksijos indukuojami transkripcijos
veiksniai (HIF), aktyvuojantys geny, reikalingy Iastelei iSgyventi sumazéjus
deguonies kiekiui aplinkoje, raiska. Geny raiskos pokyciai lasteléje lemia daugybés
ligy atsiradimg ir vystymasi zmogaus organizme (Palmer, Clegg, 2014; Ruan et al,
2009; Wenger, 2002).

1.3.2. Hipoksijos indukuojami veiksniai (HIF)

Hipoksijos indukuojami veiksniai — heterodimeriniai kompleksai, sudaryti i$
spiralés-kilpos-spiralés ir Per-ARNT-Sim (bHLH/PAS) transkripcijos veiksniy
Seimai priklausanc¢iy a ir B subvienety (Wang et al, 1995; Wang, Semenza, 1995).
PAS motyvas pavadintas pagal tris tokj motyva turinCius pirmuosius atrastus
baltymus Drosophila melanogaster museléje: Per — paros ritmo reguliacinis
baltymas (angl. period circadian protein), ARNT — aromatiniy angliavandeniliniy
junginiy receptoriaus branduolio translokacinis baltymas (angl. aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator), Sim — neurony vystymosi baltymas (angl. single-
minded protein). PAS motyva turinéiy baltymy randama bakterijose, archéjose bei
eukariotuose — S8ie baltymai dalyvauja vystymosi bei deguonies homeostazés
procesuose. HIF-B subvienetas identifikuotas kaip aromatiniy angliavandeniliniy
junginiy receptoriaus branduolio translokacinis baltymas (ARNT), kuris yra nuolat
sintetinamas lgsteléje. O o subvienetas yra specifiskas atsakui j deguonies triikumg ir
lasteléje funkcionuoja kaip deguonies jutiklis (Hirota, Semenza, 2005; Rocha,
2007).

Aukstesniyjy eukarioty Igstelése identifikuoti trys hipoksijos indukuojamy
veiksniy o subvienetai: HIF-1a, HIF-2a (EPAS1) ir HIF-3a (Ratcliffe, 2013; Wang,
Semenza, 1995).

1.3.2.1. HIF-a struktiira ir funkcijos

Transkripcijos veiksnys HIF-1 yra vienas i§ pagrindiniy Zinduoliy lasteliy
atsako ] deguonies trikumg reguliatoriy. Jis aktyvuoja daugybés su hipoksija
siejamy geny transkripcija (1.2 lent.) (Semenza, 2009a; Semenza, 2009b).

Geriausiai iSnagrinétas HIF-1 veiksnio o subvienetas savo N-galinéje
aminorigsciy sekoje turi bHLH ir PAS motyvus, pastarasis dar skirstomas j PAS-A
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ir PAS-B sritis (1.11 pav.). Sios sritys yra reikalingos HIF veiksnio a ir p subvienety
dimerizacijai ir saveikai su DNR, atsako ] hipoksija (angl. hypoxia response element
— HRE) konservatyvigja 5-RCGTG-3" (kur R yra A arba G) seka, esanéia geny
promotoriaus regione. C-galingje dalyje HIF-a baltymas turi du transkripcijos
aktyvacijos motyvus: N-TAD ir C-TAD (angl. transcription activation domain),
kurie pritraukia transkripcijos koaktyviklius, pvz., p300/CBP, SRC-1, TIF2, ir
aktyvina geny transkripcijg. Taip pat C-galinéje HIF-1a baltymo sekoje yra nuo
deguonies koncentracijos priklausomas degradacijos motyvas ODD (angl. oxygen
dependent domain), reguliuojantis subvieneto stabilumg (Ke, Costa, 2006; Semenza,
2014).

P402  P564 N803
HIF-1a | [bHLH||PAS-AllPAS-B] Ilonaml |C—'IJ'AD| 826 a.r.
P405 P530 N851
HIF-2a | |bHLH|[PAS-A[[PAS-B| |600m |C-TIAD| 874 ar.
P492
HIF-3a | [bHLH][PAS-A]PAS-§] IODDW | 667 a.r.
m;}s‘% [ [bHLH][PAS-AllPAS-B] [a ] 789 ar.

1.11 pav. Zmogaus HIF-o (HIF-10, HIF-20, HIF-3a) ir HIF-B, priklausanéiy bHLH/PAS
transkripcijos veiksniy Seimai, struktiiros schema. bHLH — spiralés-Kilpos-spiralés motyvas;
PAS — Per-ARNT-Sim motyvas; ODD — nuo deguonies priklausomas degradacijos motyvas;

N-TAD ir C-TAD — C-galinéje dalyje esantys transkripcijos aktyvacijos motyvai; Q — daug

C-galinés dalies glutamino turintis transkripcijos aktyvacijos motyvas; P ir N atitinkamai

zymi modifikuojamas prolino ir asparagino aminoriigs¢iy lickanas

Zmogaus HIF-lo. iRNR sudaryta i§ 15 egzony. Jdomu tai, kad Zmogaus
lastelése nustatytos 8 HIF-la iRNR izoformos, susidaranéios alternatyviojo
splaisingo budu: HIF-1¢®', HIF-1a"*®, HIF-1a®', HIF-10"°, HIF-1a"®, HIF-10*",
HIF-1a"", HIF-10"* (1.12 pav.). Analizuojant $iuos splaisingo variantus nustatyta,
kad: HIF-1a*" atveju jterpiami trys papildomi TAG nukleotidai (1 a. r. liekana,
nekeicianti nuskaitymo rémelio) 1-0 ir 2-0 egzony sandiroje; HIF-1a"®
praleidziamas 11 egzonas; HIF-10* jterpiami papildomi TAG nukleotidai 1-0 ir 2-0
egzony sandiiroje ir praleidziamas 14 egzonas; HIF-1a>' praleidziamas 12 egzonas;
HIF-1¢°" praleidziami 11 ir 12 egzonai; HIF-1a""" praleidziamas 10 egzonas. HIF-
1a'® ir HIF-10"? splaisingo variantai yra panasiis j laukinio tipo HIF-1o, tik skiriasi
naudojamomis alternatyviomis promotoriaus sekomis (1.12 pav. neparodyti). Visi
HIF-1a splaisingo variantai, i$skyrus HIF-1¢>°, dimerizuojasi su HIF-1f ir
inicijuoja geny transkripcijg (Kaur et al, 2005; Lee et al, 2004). Pastebéta, kad HIF-
1™ pasizymi kaip neigiamas HIF-1a reguliatorius in vitro. Jis saveikauja su HIF-
la neleisdamas dimerizuotis su HIF-f ir tokiu biidu slopindamas HIF-1 komplekso
susidaryma bei geny, kuriy produktai reikalingi lgstelei iSgyventi, transkripcijg. Taip
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pat nustatyta, kad HIF-1a"® izoforma yra specifiné krities naviky lastelems (Chun
et al, 2002; Dales et al, 2010).

HIF-1a | [bHLH|[PAS-AllPAS-B] |ODD[N-TAD | [C-TAD]  826ar.
HIF-1a®’ | |bHLH||PAS-AllPAS-B]  |ODD[N-TAD | [c-TAD|  827ar.
TAG
A
HIF-1a7% | [bHLH||PAS-AlPAS-B] _|oDD| [NTAD | [c-TAD]  785ar.
HIF-1a"* [ ToHLH[[PAS-AJPAS-B]  [ODD[N-TAD | | 736 a.r.
AN
TAG
HIF-1a% [ [oHLH]|PAS-AllPAS-B]  |ODD[N-TAD| 557 a.r.
HIF-1a®" [ ToHLH[[PAS-AllPAS-B]  [0DD] 516 a.r.
HIF-1a*'" [ ToHLH[[PAS-AllPAS-B] | 417 ar.

1.12 pav. Zmogaus HIF-1a baltymy, susidarangiy nuo alternatyviojo pre-iRNR splaisingo
budu sintetinamy iRNR izoformy (HIF-10%%’, HIF-1a"®, HIF-1a", HIF-1®%, HIF-10°",
HIF-10*""), struktiiros. bBHLH — spiralés-kilpos-spiralés motyvas; PAS — Per-ARNT-Sim
motyvas; ODD — nuo deguonies priklausomas degradacijos motyvas; N-TAD ir C-TAD - C-
galinéje dalyje esantys transkripcijos aktyvacijos motyvai

HIF-2a aminortigs¢iy sekos homologiskumas siekia 48 %, palyginti su HIF-1a
subvienetu. Abu o subvienetai yra struktiriS$kai bei funkciSkai panasas (1.11 pav.)
(Koh, Powis, 2012). Lyginant HIF-1 ir HIF-2 raiska zinduoliuose, nustatyta, kad
HIF-1 raiSka randama visy audiniy ir Igsteliy tipuose, 0 HIF-2 veiksnio raiska —
specifiniuose Iasteliy tipuose: plauciy, Sirdies, inksty, plonosios zarnos organuose ir
smegeny endotelio lastelése (Rankin, Giaccia, 2008). Skirtingose lasteliy linijose
hipoksijos indukuojami veiksniai veikia individualiai: HIF-1 veikia kaip greitas
atsakas j Umig hipoksija (<24 val.), 0 HIF-2 kontroliuoja atsaka létinés hipoksijos
metu (>24 val.).

HIF-3a, kaip HIF-1 ir HIF-2 a subvienetai, N-galinéje aminoriig§éiy liekany
sekoje turi bHLH ir PAS (PAS-A ir PAS-B) motyvus (1.11 pav.), taciau neturi C-
galingje dalyje esancio transkripcijos aktyvacijos motyvo (C-TAD). Kadangi HIF-3a
baltymas turi tik vieng transkripcijos aktyvacijos motyva (N-TAD), todél negali
sgveikauti su koaktyvikliu p300/CBP ir tai lemia, kad HIF-3, palyginti su HIF-1 ir
HIF-2 veiksniais, yra silpnas transkripcijos aktyviklis (Pasanen et al, 2010). HIF-3a
raiSka aptinkama jvairiuose audiniuose, pavyzdziui, plau¢iuose, smegenyse, Sirdyje,
inkstuose, kepenyse, akyse.
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HIF-3a1 [ [bHLH[[PAS-A]PAS-B] [ODD[N-TAD] | 667 a.r.

HIF-3a2 [ JbHLH][PAS-AJPAS-B] [ODD[NTAD] | 632a.r.
HIF-3a3 [|PAs-AlPAsS-B[ |oDD[NTAD| | 648 a.r.
HIF-3a4 | |bHLH||PAS-AllPAS-B[ | 363 ar.
HIF-3a5 [[PAs-AllPAS-B| | 450 a.r.
HIF-3a6 | |PAs-B| | 237 ar.
HIF-3a7 [|PAs-allPas-B]  |oDD[NTAD]| 607 ar.
HIF-308 [IPAs-AllPAs-B]  [oDD[N-TAD] | 613 ar.
HIF-3a9 | [bHLH|[PAS-AllPAS-B] |ODDNTAD] | 669 a.r.
HIF-3a10 7ar.

1.13 pav. Zmogaus HIF-3a (HIF-3al, HIF-3a2, HIF-3a3, HIF-3a4, HIF-3a5, HIF-3a6, HIF-
307, HIF-3a8, HIF-309, HIF-3a.10) baltymy, susidaran¢iy nuo alternatyviojo pre-iRNR
splaisingo budu susintetinty iRNR izoformy, struktaros. bHLH — spiralés-Kilpos-spiralés

motyvas; PAS — Per-ARNT-Sim motyvas; ODD — nuo deguonies priklausomas degradacijos

motyvas; N-TAD — C-galinéje dalyje esantis transkripcijos aktyvacijos motyvas

Siuo metu nustatyta, kad mogaus HIF-3a sudarytas i§ 17 egzony. Zmogaus
lastelése alternatyviojo splaisingo biidu susidaro 10 HIF-3a iRNR izoformy: HIF-
3al, HIF-302, HIF-3a3, HIF-3a4, HIF-3a5, HIF-3a6, HIF-3a7, HIF-3a8, HIF-309
ir HIF-3a10 (Heikkila et al, 2011; Maynard et al, 2003). Visos §ios iRNR izoformos
turi tris alternatyvias transkripcijos pradzios sekas unikaliuose la, 1b, 1c egzonuose,
taip pat 13 ir 14 egzonai turi atitinkamai dvi ir tris alternatyvias formas, nuo kuriy
sintetinami skirtingy funkcijy baltymai (1.13 pav.). Esant deguonies trikumui, visos
zmogaus HIF-3a izoformos lokalizuojasi branduolyje ir tik HIF-304 — citoplazmoje.
Visi HIF-3a splaisingo variantai gali sagveikauti su HIF-f. I§ $iy izoformy issiskiria
zmogaus HIF-304, kuris nesgveikauja su B subvienetu, bet sgveikauja su HIF-1a
baltymu ir slopina HIF-1 transkripcinj aktyvuma (Maynard et al, 2005). Literatiiroje
parodyta, kad padidinta HIF-304 izoformos raiska slopina meningiomos lasteliy
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proliferacija ir sumaZzina neovaskuliarizacija bei gliukozés metabolizma
meningiomos atveju (Ando et al, 2013).

Pelés HIF-3a iRNR sudaryta i§ 15 egzony. Nustatytos dvi HIF-3a iRNR
izoformos, susidarancios alternatyviojo splaisingo biidu: IPAS (angl. inhibitory PAS
protein) ir NEPAS (angl. neonatal and embryonic PAS protein) (Heikkila et al,
2011). IPAS baltymo raiska buidinga tik hipoksinéms lasteléms (Makino et al, 2002).
Lyginant pelés HIF-3a ir IPAS baltymy struktiras nustatyta, kad pastarasis C-
galingje aminoriig§¢iy liekany sekoje neturi abiejy transkripcijos aktyvacijos (N-
TAD ir C-TAD) motyvy ir nuo deguonies priklausomo degradacijos ODD motyvo
(1.14 pav.). Palyginus HIF-3a ir IPAS iRNR sekas nustatyta, kad IPAS turi tris
unikalius la, 4a, 16 egzonus, taip pat du trumpesnius egzonus: 3-i0 egzono 3’
taikinio sekoje triiksta 14 nt, o 6-0 egzono 5’ taikinio seka trumpesné 87 nt, palyginti
su HIF-3a seka. IPAS iRNR brendimo metu tarp 3-io ir 4-o0 egzony jterpiamas
papildomas 4a egzonas, kuris HIF-3a iRNR sintezés atveju praleidziamas, ir
jjungiamas papildomas 16 egzonas (3.10 pav., A). Sie skirtumai nulemia unikalias
IPAS baltymo funkcijas (Makino et al, 2002).

IPAS | [bHLH||PAS-A]|PAS-B] | 307 aur.
NEPAS [ [bHLH|[PAS-AllPAS-B] [ODDINTAD] | 664 a.r.
HIF-3a [ |bHLH||PAS-AlPAS-B] [ODDIN-TAD] | 662 a.r.

1.14 pav. Pelés IPAS, NEPAS ir HIF-3a baltymy struktiiros schema. bHLH — spiralés-
kilpos-spiralés motyvas; PAS — Per-ARNT-Sim motyvas; ODD — nuo deguonies
priklausomas degradacijos motyvas; N-TAD — C-galinéje dalyje esantis transkripcijos
aktyvacijos motyvas

IPAS nesudaro heterodimero su HIF-B subvienetu ir formuoja neaktyvius
kompleksus su HIF-a baltymu — tai trukdo HIF a ir B subvienety sgveikai. Susidares
IPAS-HIF-a kompleksas nesgveikauja su DNR HRE seka, dé¢l to nevyksta nuo HIF
veiksnio priklausomas geny transkripcijos aktyvinimas. Peliy smegeny Purkinjé
lastelése bei akies ragenos epitelio 1gstelése rasta didziausia IPAS baltymo raiska ir
sumazéjusi nuo hipoksijos priklausomo kraujagysliy endotelio augimo veiksnio
VEGF (angl. vascular endothelial growth factor) raiska. Tai rodo, kad IPAS
inhibuoja nuo hipoksijos priklausomy geny transkripcinj aktyvuma, ir leidzia
nustatyti IPAS neigiama funkcija HIF-1 reguliavimo procese (Makino et al, 2007).
Todél §is baltymas ir buvo pavadintas inhibitoriniu PAS motyva turin¢iu baltymu
(IPAS).

Kitas alternatyviojo HIF-30 splaisingo variantas — NEPAS, rastas pelés
embriono ir naujagimiy plauciy ir Sirdies kraujagysliy endotelio lgsteléese. HIF-3a
retai aptinkamas peliy embriono vystymosi metu ir naujagimiuose. Tyrimai
atskleidé, kad NEPAS yra svarbus plau¢iy formavimuisi ir $irdies vystymuisi.
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Lyginant HIF-3a ir NEPAS iRNR izoformy sekas nustatyta, kad NEPAS baltymo
pirmos 8 a. r. yra koduojamos IPAS 1a egzono, 0 nuo 2-0 egzono iki 15-0 — HIF-3a
(1.14 pav.). Literatiroje parodyta, kad NEPAS, kaip ir HIF-3a, dimerizuojasi su
HIF-B subvienetu ir veikia kaip silpnas transkripcijos aktyviklis (10 karty silpniau
nei HIF-1/2a)) (Yamashita et al, 2008).

1.3.2.2. HIF-p struktiira ir funkcijos

HIF-B, kaip ir a subvieneto, N-galingje aminoriig§¢iy sekoje yra bHLH ir PAS
motyvai, 0 C-galinéje sekoje ARNT turi daug glutamino (Q) turintj transkripcijos
aktyvacijos motyva (1.11 pav.). Taip pat yra identifikuotas dar vienas HIF [
subvienetas — ARNT2. Palyginus ARNT2 ir ARNT aminortigs¢iy sekas, nustatytas
63 % identiSkumas. O jy raiska skirtingy Zzmogaus organy lastelése skiriasi: ARNT
raiSka pastovi visy tipy lastelése, 0 ARNT2 raiSka randama tik centrinés nervy
sistemos ir inksty lastelése. Abu [ subvienetai dimerizuojasi su visais bHLH/PAS
Seimos nariais ir sudaro transkripciskai aktyvius heterodimerinius kompleksus
(Aitola, Pelto-Huikko, 2003; Dougherty, Pollenz, 2008).

1.3.3. Hipoksijos indukuojamo veiksnio 1 (HIF-1) reguliacija lasteléje

HIF-1a subvieneto kiekis Igsteléje priklauso nuo deguonies koncentracijos
aplinkoje. Esant normalioms deguonies salygoms, HIF-lo subvienetas nuolat
sintetinamas, hidroksilinamas ir degraduojamas proteosomoje (gyvavimo
pusperiodis ~5 min.). Fermentai prolilhidroksilazés (angl. prolyl hydroxylase
domain containing proteins — PHD) katalizuoja prolino aminortgséiy liekany,
esanCiy HIF-a baltymo ODD motyve, hidroksilinimg (HIF-lo atveju yra
hidroksilinamos Pro402 ir (arba) Pro564, HIF-2a — Pro405 ir (arba) Pro531, HIF-
30— Pro492 aminoriigiciy liekanos). Siuo metu eukariotinése lastelése rastos 3
prolilhidroksilazés (PHD1, PHD2, PHD3), priklausancios Fe(Il) ir 2-oksoglutarato
oksigenaziy S$eimai. Siy fermenty aktyvumas priklauso nuo deguonies
koncentracijos. Hidroksilinta o subvienetg atpaZjsta von Hippelio-Lindau (pVHL)
baltymas, pasizymintis E3 ubikvitino ligazés aktyvumu. pVHL baltymas prisijungia
prie HIF-1a subvieneto ir jj ubikvitilina, yra nukreipiamas j 26S proteasomg ir ten
degraduojamas (1.15 pav., A) (Ruas, Poellinger, 2005; Zimna, Kurpisz, 2015).

HIF-o subvienety aktyvumo reguliacijos procese taip pat dalyvauja deguoniui
jautrus fermentas FIH-1 (angl. factor inhibiting HIF), priklausantis oksigenaziy
Seimai, kaip PHD hidroksilazés. FIH-1 hidroksilina asparagino 803 aminoragsties
lickang, esan¢ia HIF-loo baltymo C-TAD motyve. Hidroksilintas HIF-1a
nesgveikauja su p300/CBP, ir tokiu biidu slopinamas HIF-1 aktyvumas (Mahon et
al, 2001).

PHD Seimos baltymai ir FIH-1 katalizuoja dioksigenazés reakcijas; Kaip
substratas naudojamas deguonis, a-ketoglutaratas ir kofaktorius Fe(ll), kur vienas
deguonies atomas prijungiamas prie HIF-a prolino/ asparagino aminortgsties
liekanos, o kitas deguonies atomas — prie a-ketoglutarato, suformuojant sukcinatg ir
CO, (Chowdhury et al, 2008).
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1.15 pav. HIF-1a reguliacijos normaliomis ir hipoksinémis salygomis schema (Zimna,
Kurpisz, 2015). A — normaliomis deguonies salygomis HIF-1a hidroksilinamas,
ubikvitilinamas ir degraduojamas proteosomoje; B — hipoksinémis salygomis HIF-1a
subvienetas stabilizuojamas, pernesamas j 1gstelés branduolj ir jame dimerizuojasi su B
subvienetu, sudaro aktyvyjj transkripcijos HIF-1 veiksnj

Kitos HIF-1a aktyvumui ir stabilumui svarbios modifikacijos yra:
aminortigsties lizino 532 liekanos acetilinimas, kuris sustiprina sgveikg su pVHL
baltymu ir taip skatina HIF-la baltymo degradacija (Jeong et al, 2002);
aminortgsties lizino 391 ir 477 sumoilinimas, kuris inhibuoja jo degradacijg ir
padidina HIF-1 transkripcinj aktyvuma (Shao et al, 2004).

Deguonies trikumo salygomis HIF-1a baltymo ODD motyve esancios prolino
aminoriig§¢iy liekanos nehidroksilinamos, dél to su juo nesgveikauja E3 ubikvitino
ligazés aktyvumu pasizymintis pVHL baltymas ir todél HIF-lo. subvienetas
stabilizuojamas (1.15 pav., B). HIF-la perneSamas j lgstelés branduolj, jame
dimerizuojasi su HIF-1p baltymu dalyvaujant transkripcijos koaktyvikliui p300/CBP
ir inicijuojama transkripcijos aktyvacija. Susidargs transkripci§$kai aktyvus HIF-1
baltymo kompleksas jungiasi prie DNR HRE sekos ir inicijuoja geny, padedanciy
lasteléms iSgyventi sumazéjusios deguonies koncentracijos aplinkoje salygomis,
transkripcija. Nustatyta, kad zmogaus lgstelese HIF-1 aktyvuoja apie 150 jvairiy
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geny transkripcija (1.2 lent.). Sis sgrasas nuolat ilgéja — tai jrodo, kad HIF-1 yra
svarbus veiksnys patofiziologiniuose procesuose (Kaelin, Ratcliffe, 2008).

1.2 lentelé. HIF-1 aktyvuojami genai (Lee et al, 2004; Semenza, 2003)

Funkcijos

Genai

Lastelés proliferacija

Lastelés iSgyvenimas

Apoptozé

Judéjimas

Citoskeleto struktiira
Lasteliy adhezija
Eritropoezé
Angiogeneze

pH reguliacija
Kraujagysliy tonusas

ciklinas G2; p53 inhibuojantis baltymas (WAF-1); augima
transformuojantys veiksniai (TGT-a, TGTB3); insulinoidinis augimo
veiksnys IGF-2; insulinoidinj augimo veiksnj jungiantys baltymai
(IGF-BP1, IGF-BP2, IGF-BP3);

adrenomedulinas (ADM); eritropoetinas (EPO); azoto monoksido
sintaz¢ (NOS2); insulinoidinis augimo veiksnys (IGF-2); insulinoidinj
augimo veiksnj jungiantys baltymai (IGF-BP1, IGF-BP2, IGF-BP3);
augima transformuojantis veiksnys (TGF-a); kraujagysliy endotelio
augimo veiksnys (VEGF);

proapoptotiniai baltymai (NIP3, NIX); nuo streso priklausomas
baltymas (RTP801);

gliukozés fosfato izomerazé (AMF/GPI); hepatocity augimo veiksnio
receptorius (c-MET); su LDL receptoriumi susijes baltymas (LRP1);
augima transformuojantis veiksnys (TGF-a);

vimitinas (VIM); keratinai (KRT14, KRT18, KRT19);
glikoproteinas (MIC2);

eritropoetinas (EPO);

endokrininiy liauky VEGF (EG-VEGF); endolginas (ENG); leptinas
(LEP); su LDL receptoriumi susij¢s baltymas (LRP1); augima
transformuojantis veiksnys (TGF-f3); kraujagysliy endotelio augimo
veiksnys (VEGF);

karboanhidrazé IX (CAIX);

adrenomedulinas (ADM); endotelinas (ET1); azoto monoksido sintazé
(NOS2); hemo oksigenazé 1; o1 B-adrenerginis receptorius;

adenilato kinazé 3; ekto-5"-nukleotidazé;

transferinas; transferino receptorius; ceruloplazminas;

heksokinazés (HK 1, HK?2); gliukozés fosfato izomerazé (AMF/GPI);
enolazé (ENOL1); fosfofruktokinazé PFKL; gliukoze perneSantis
baltymas (GLUT1); gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenazé GAPDH;
laktato dehidrogenazé LDHA; fosfoglicerato kinazé (PGK1);
piruvatkinazé (PKM); trioziy fosfaty izomerazé (TPI); aldolazés
(ALDA, ALDC);

leptinas (LEP);

katepsinas (CATHD); V tipo kolagenas (a1); fibronektinas (FN1);
metaloproteinazé (MMP2); prolil-4-hidroksilazé a(1); plazminogeno
aktyviklio inhibitorius (PAI1); urokinazés plazminogeno aktyvinimo
receptorius (UPAR);

Aminortigs¢iy metabolizmas  transglutaminazé 2

Atsparumas vaistiniams ksenobiotiky kiekj maZinantis glikoproteinas (MDR1)

preparatams

Epiteliné homeostazé
Transkripcijos reguliacija

Nukleotidy metabolizmas
Gelezies metabolizmas
Gliukozés metabolizmas

Energijos metabolizmas
Tarplastelinio uzpilo
metabolizmas

zarny treofilinis veiksnys

diferencijuoty chondrocity baltymai (DEC1, DEC2); Iastelés
branduolio receptorius (NUR77);

HIF-1 aktyvumo reguliacija su p300/CBP saveikaujantis baltymas p53 (P35srj).

1.3.4. Hipoksijos veikiama geny raiSka, pre-iRNR splaisingas ir ligos

Organizme vykstantys fiziologiniai ir patologiniai procesai, susij¢ su
deguonies homeostaze, yra reguliuojami hipoksijos indukuojamy veiksniy.
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Susidarius hipoksinéms salygoms, HIF-1 veiksnys aktyvuoja daugybés geny
transkripcija, susijusia su jvairiy ligy, pvz., infarkto, iSeminés Sirdies ligos,
periferiniy ir koronariniy arterijy ligy, Sirdies nepakankamumo, anemijos, plauéiy
arterijos hipertenzijos, obstrukcinés miego apnéjos, eritrocitozés, onkologiniy ligy,
atsiradimu ir vystymusi. Nustatyta, kad deguonies trikumo zonos ypa¢ budingos
navikams. Atlikus imunohistocheminius Zmogaus naviko biopsijos analizés tyrimus
nustatytas HIF-1a ir (arba) HIF-2a baltymy kiekio padidéjimas daugelyje naviky,
palyginti su sveikais audiniais. Tai skatina lasteliy iSgyvenamuma ir kartu naviko
progresavima onkologiniy ligy, pvz., Slapimo piislés, smegeny, krities, gaubtinés
zarnos, stemplés, galvos ar kaklo, kepeny, plauciy, kasos, odos, skrandzio, gimdos,
taip pat Gmios limfocitinés bei mieloidinés leukemijos atvejais (Semenza, 2014).
Pastebéta, kad padidéjes HIF-1a raiskos lygis koreliuoja su blogesne ligos prognoze
ir yra susij¢s su maziau efektyviu gydymu ir didesniu mirtingumu. Nustatyta, kad
slopinant HIF-1 aktyvumg sumazéja naviko augimas, vaskuliarizacija ir energijos
metabolizmas. D¢l Sios priezasties HIF-1 inhibicija gali buti taikoma véziniy ligy
terapijoje (Masoud, Li, 2015; Semenza, 1999; Semenza, 2002).

Kaip minéta, lgsteléms prisitaikant prie deguonies trilkumo salygy, jose
pradeda keistis geny, reguliuojanciy Iastelei iSgyventi reikalingus biologinius
procesus, pvz., gliukozés metabolizmg, Iagstelés proliferacija, migracija bei
angiogeneze ir kt. (1.2 lentelé), raiska. Be geny transkripcijos pokyc¢iy, vyksta ir
alternatyviojo pre-iRNR splaisingo pakitimai. Nuo susidariusiy pakitusiy iRNR
izoformy sintetinami baltymai, reikalingi lastelei iSgyventi hipoksinémis salygomis,
skiriasi savo aktyvumu ir funkcijomis. Pavyzdziui, sudarius hipoksija imituojancias
(CoCl,, 24 val.) salygas, zmogaus virkStelés venos endotelio lastelese (HUVEC)
nustatyti 1583 genai, kuriy raiska pakitusi: 300 geny raiska padidéjo ir 1283 geny —
sumazéjo. Detektuoti 342 alternatyviojo splaisingo variantai, priklause 293
transkriptams, lemiantys geny raiskos poky¢ius (Hang et al, 2009). Tiriant geny
raiSkos poky¢ius HUVEC lastelése, inkubuotose hipoksinémis salygomis (1% O, 48
val.), rasti 294 genai, i$ kuriy 61 vyksta alternatyvusis splaisingas, ir pakitusi raiska:
86 su angiogeneze ir gliukozés metabolizmu susijusiy geny raiska padidéjo, 0 208 uz
lastelés cikla ir DNR pazaidy taisyma atsakingy geny raiska sumazéjo (Weigand et
al, 2012).

Nustatyta, kad hipoksinémis salygomis Zzmogaus kepeny vézinése Hep3B
lastelése 2005 genai sudaro 3059 alternatyviojo splaisingo variantus: egzono
praleidimas arba jterpimas sudaro 51 %, alternatyvus 5’ taikinio sekos panaudojimas
— 16 %, alternatyvus 3’ taikinio sekos panaudojimas — 14 %, introno i$saugojimas —
11 %, vieno i§ dviejy egzony pasirinkimas — 4 % visy splaisingo varianty. Egzono
praleidimas arba jterpimas Yyra hipoksinése lastelése dazniausiai pasitaikantis
alternatyviojo splaisingo variantas (Sena et al, 2014).

Neseniai literatiiroje buvo parodyta, kad HIF-1 stabilizacija ir transkripcijos
aktyvacija esant tmiai hipoksijai daro jtaka neurodegeneracinéms (Alzheimerio,
Parkinsono ir Huntingtono) ligoms (Correia, Moreira, 2010). Zinoma, kad ypag
jautriai j deguonies koncentracijos poky¢ius aplinkoje reaguoja smegenys. Nervinése
lastelése prasideda patologiniai procesai, pvz., apripinimo deguonimi ir gliukoze
sutrikimas, geleZies homeostazé, budingi visoms neurodegeneracinéms ligoms.
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Atlikus tyrimus su pelémis nustatyta, kad hipoksinémis salygomis aktyvaus HIF-1a
baltymo susidarymas gali apsaugoti neuronus nuo pazeidimy, nes inicijuoja geny,
pvz., gliukozés nesiklio (GLUT) ir angiogenezés veiksnio (VEGF), kurie padeda
aprapinti gliukoze ir deguonimi nervines lasteles, raiSkos padidéjimg. Parkinsono
ligos atveju HIF-1 aktyvuoja dopamino sinteze ir skatina dopaminerginiy neurony
augimg. Sie tyrimai rodo, kad trumpos ir §velnios hipoksijos salygomis HIF-1
aktyvumo padidéjimas neurodegeneraciniy ligy atvejais gali turéti apsauginj poveikij
nervinéms lasteléms (Zhang et al, 2011). Taciau létinio atsako j hipoksija metu
sukeliami neurony funkcijy pazeidimai, lemiantys jy zat;.

Pazymétina, kad nuo hipoksijos priklausomy geny raiskos ir alternatyviojo
pre-iRNR splaisingo tyrimai yra svarbiis pleciant Zinias apie hipoksinéje lasteléje
vykstancius procesus, todél reguliuojanéiyjy veiksniy nustatymas gali padéti uzkirsti
kelig minéty ligy vystymuisi bei progresavimui ir atrasti naujus ligy Zymenis.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

Agaroze; bromfenolio mélis; etilendiamintetraacto riigstis (EDTA); glicerolis;
natrio hidrofosfatas; tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris), Tween-20; mieliy
ekstraktas; triptono peptono misinys; 4-(2-hidroksietil)-1piperazin-etansulfonraigstis
(HEPES); chloroformas; fenolis; glicinas; pieno milteliai; Kumasio briliantinio
mélio dazas R-250; hidrochinonas; izopropilo alkoholis; natrio tiosulfatas;
karbamidas (UREA); Tween-20 (Roth, Vokietija).

Fetalinis verSiuko serumas (FBS); L-glutaminas; penicilinas / streptomicinas;
tripsinas / EDTA (Biochrom, Vokietija).

Acto rugstis; 2-merkaptoetanolis (Merck, VVokietija).

Chromatografinis popierius; nitroceliulioziné baltymy pernesimo membrana
(Whatman, Schleicher & Schuell, Vokietija).

Biotin-16-UTP, 1 x proteaziy inhibitorius (Roche Diagnostics, Vokietija).

Roswell Park memorialinio instituto terpé (RPMI 1640); Dulbecco
modifikuota Eagle terpé (DMEM) (Lonza, Sveicarija).

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiaminas (TEMED); akrilamidas; bisakrilamidas;
amonio peroksodisulfatas (APS); fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF); betainas; kalio
fluoridas; ksilencianolis; natrio bikarbonatas; guanidino hidrochloridas (Fluka,
Sveicarija).

Cap nukleotidas (m'G°pppG®), TMB reagentas; Repel-Silan tirpalas
(Amersham Pharmacia Biotech, Didzioji Britanija).

Boro riigstis; jaucio serumo albuminas (BSA); etidZzio bromidas; kalio
chloridas; kalio dihidrofosfatas; kalio bromidas; kalio hidroksidas; kalio fosfatas;
natrio chloridas; natrio hidroksidas; natrio acetatas; natrio karbonatas; natrio azidas;
natrio sulfitas; natrio dodecilsulfatas (SDS); ditiotreitolis (DTT); metilo alkoholis;
magnio chloridas; amonio acetatas; amonio sulfatas; amonio chloridas; kalcio
chloridas; kreatinfosfatas; li¢io chloridas; metolis; polivinilo alkoholis (PVA);
tRNR; ampicilinas; ficolio reagentas; tripano mélis; izopentilo alkoholis (Sigma,
JAV).

[y-P*]-ATP; [0-P*]-CTP (PerkinElmer Life Sciences, JAV).

Streptavidinagarozé (Novagen, JAV).

dNTP; NTP; formamidas; Bradfordo reagentas (Coomassie Plus);
Lipofectamine  RNAIMAX transfekcijos reagentas; Ponceau S; LMP agarozg;
dimetilsulfoksidas (DMSO), baltymo-G dalelé (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Natrio heparinas (AppliChem, JAV).

Druskos rugstis (Chempur, Lenkija).

Etilo alkoholis (Vilniaus degtine, Lietuva).

Skystas azotas (Achema, Lietuva).
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2.1.2. Tirpalai

DNR elektroforezei:

1 x Tris — acetatinis buferinis tirpalas (TAE) (pH 7,2): 40 mM Tris, 20 mM
CH3;COOH, 1 mM EDTA (pH 8,0).

Agarozés gelio tirpalai: 1 %, 1,5 % agarozés 1 x TAE buferiniame tirpale.

1 x Tris — boratinis buferinis tirpalas (TBE) (pH 8,0): 45 mM Tris, 45 mM
H;BO3;, 1 mM EDTA.

Etidzio bromido tirpalas: 0,5 pg/ml etidzio bromidas.

In vitro transkripcijai:

40 % Maxam gelio tirpalas (AA:bis-AA = 29:1): 29 dalys akrilamido, 1 dalis
bisakrilamido.

4 % Maxam poliakrilamidinis gelis: 4 % akrilamido tirpalas (gaunamas i$ 40
% Maxam gelio tirpalo (29:1)), 1 x TBE buferinis tirpalas, 7 M karbamidas, 0,06 %
amonio peroksosulfatas, 0,03 % TEMED.

RNR meéginiy elektroforezés poliakrilamidiniam geliui dazas: 80 %
formamidas, 0,5 M Tris-HCI (pH 7,9), 0,1 M EDTA (pH 8,0), 0,3 % bromfenolio
mélis, 0,3 % ksileno cianolas.

RNR eliucijos buferinis tirpalas: 0,75 M amonio acetatas, 0,1 % SDS, 10 mM
magnio acetatas, 0,1 mM EDTA (pH 8,0).

Fenolio, chloroformo ir izopentilo alkoholio misinys: 25 dalys fenolio, 24
dalys chloroformo, 1 dalis izopentilo alkoholio.

Chloroformo ir izopentilo alkoholio miSinys: 24 dalys chloroformo, 1 dalis
izopentilo alkoholio.

70 % etilo alkoholio tirpalas: 70 % etilo alkoholis (v/v).

Pre-iRNR splaisingui in vitro:

40 % Sanger gelio tirpalas (AA:bis-AA = 19:1): 38 % akrilamidas, 2 %
bisakrilamidas.

6 % Sanger poliakrilamidinis gelis: 6 % akrilamido tirpalas (gaunamas i$ 40 %
Sanger gelio tirpalo (19:1)), 1 x TBE buferinis tirpalas, 7 M karbamidas, 0,06 %
amonio peroksosulfatas, 0,03 % TEMED.

Poliakrilamidinio gelio fiksavimo tirpalas: 10 % etanolis, 10 % acto rugstis.

8 % Sanger poliakrilamidinis gelis: 8 % akrilamido tirpalas (gaunamas i$ 40 %
Sanger gelio tirpalo (19:1)), 1 x TBE buferinis tirpalas, 7 M karbamidas, 0,06 %
amonio peroksosulfatas, 0,03 % TEMED.

Buferinis D tirpalas: 20 mM HEPES (pH 7,9), 20 % glicerolis 0,1 M KCl, 0,2
mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM DTT.

Proteinazés K buferinis tirpalas: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH
8,0), 0,5 % SDS.

Baltymy elektroforezei:

1 x baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: 25 mM Tris, 250 mM glicinas,
0,1 % SDS.

2 x baltymo méginio dazas: 0,12 M Tris (pH 6,8), 4 % SDS, 20 % glicerolis,
25 mM EDTA (pH 8,0), 20 % bromfenolio mélis, 2 % 2-merkaptoetanolis.
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Akrilamido ir bisakrilamido tirpalas: 30 % akrilamidas, 0,8 % bisakrilamidas.

Amonio peroksosulfato tirpalas: 10 % amonio peroksosulfatas.

SDS tirpalas: 10 % SDS.

1,5 M Tris tirpalas: 1,5 M Tris (pH 8,8).

1 M Tris tirpalas: 1 M Tris (pH 6,8).

Kumasio briliantinio mélio dazas: 40 % etanolis, 10 % acto ragstis, 0,1 %
Kumasio briliantinio mélio R-250 dazas.

Plovimo tirpalas: 30 % etanolis, 10 % acto rugstis.

Imunohibridizacijai Western blot metodu:

1 x baltymy pernesimo buferinis tirpalas: 26 mM Tris, 108 mM glicinas, 20 %
metanolis.

1 x PBS buferinis tirpalas: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO4x2H,0, 1,8 mM KH,PO,.

1 x TBST buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl, 0,5 M
EDTA tirpalas (pH 8,0), 0,05 % Tween-20.

Blokavimo buferinis tirpalas: 5 % pieno milteliai 1 x TBST buferiniame
tirpale.

Ryskinimo tirpalai:

Ryskalas: 0,022 M metolis, 0,57 M Na,SOs;, 0,08 M CgH4(OH),, 0,45 M
Na,COs, 0,034 M KBr.

Fiksazas: 1 M Na28203, 0,6 M (NH4)2802

Mitybinés terpés:

HeLa lasteliy auginimo terpé: DMEM terpé, 10 % FBS, 2 mM L-glutaminas,
100 U penicilino ir 0,1 mg/ml streptomicino misinys.

LB terpé E. coli auginti: 1 % triptono ir peptono misinys, 0,5 % mieliy
ekstraktas, 0,5 % NaCl.

Agarizuota LB terpé: 1,5 % agaro LB terpéje.

Saldymo terpé: 10 % DMSO fetaliniame versiuko serume.

Kompetentiniy E. coli lasteliy paruo§imas:
MgCl, tirpalas: 0,1 M MgCl,.

CacCl, tirpalas: 0,1 M CaCl,.

Laikymo tirpalas: 0,1 M CaCl,, 12 % glicerolis.

RNR ir baltymy kompleksy skyrimo tirpalai:

10 x heparino dazas (ruosiamas 1 x TBE buferiniame tirpale): 6,5 mg/ml
heparino sulfatas, 40 % glicerolis, 0,5 % bromfenolio mélis, 0,5 % ksileno cianolas.

Agarozinio gelio fiksavimo tirpalas: 10 % acto ragstis, 10 % metanolis.

1,5 % LMP agarozés tirpalas: 1,5 % LMP agarozé 0,5 x TBE buferiniame
tirpale.

Plazmidinés DNR skyrimo tirpalai:

TE buferinis tirpalas: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0).
NaOH-SDS tirpalas: 1 % SDS, 0,1 M NaOH.
Natrio acetato tirpalas (pH 4,8): 3 M CH;COONa.
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LiCl tirpalas: 10 M LiCl.
TER buferinis tirpalas: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8,0), 20
pg/ml RNazé.

Branduoliy ekstrakto skyrimo tirpalai:

Buferinis tirpalas A: 10 mM HEPES (pH 7,9), 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,,
0,5mM DTT.

Buferinis tirpalas C: 20 mM HEPES (pH 7,9), 25 % glicerolis, 0,6 M KCI, 0,2
mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM DTT.

Dializés buferinis tirpalas: 20 mM HEPES (pH 7,9), 20 % glicerolis, 0,1 M
KCI, 0,2 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM DTT.

Tripano mélio dazas: 0,4 % tripano mélis.

SR baltymy skyrimo tirpalai:

Izoliacinis buferinis tirpalas: 65 mM KCI, 15 mM NaCl, 10 mM HEPES (pH
7,6), 10 mM EDTA (pH 8,0), 10 mM DTT, 5 mM KF, 5SmM p-glicerolfosfatas, 0,2
mM PMSF, 2 pg/ml aprotininas.

Dializés buferinis tirpalas: 65 mM KCI, 15 mM NaCl, 10 mM HEPES (pH
7,6), | mM EDTA (pH 8,0), 2 mM DTT, 5 mM KF, 5 mM B-glicerolfosfatas, 0,2
mM PMSF.

5 % glicerolio buferinis D tirpalas: 20 mM HEPES (pH 7,9), 5 % glicerolis,
0,1 M KCI, 0,2 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF.

90 % amonio sulfato jsotintas izoliacinis buferinis tirpalas: 90 % amonio
sulfato izoliaciniame buferiniame tirpale.

Dvieju dimensijuy gelio analizés tirpalai:

1 x 2D elektroforezés rehidratacijos méginio buferinis tirpalas: 7 M
karbamidas, 2 % CHAPS detergentas, 0,5 % amfolitai (pH 3-10), 0,002 %
bromfenolio mélis, 0,05 M DTT.

1 x 2D elektroforezés buferinis tirpalas: 0,3 % Tris, 1,44 % glicinas, 0,1 %
SDS.

1 x 2D elektroforezés méginio dazas: 50 mM Tris-HCI (pH 8,8), 6 M
karbamidas, 30 % glicerolis, 2 % SDS, 0,002 % bromfenolio mélis.

1,5 M DTT tirpalas: 1,5 M DTT.

Tirpalai chromatino imunoprecipitacijai:

Formaldehido tirpalas: 1 % formaldehido tirpalas.

Buferinis tirpalas I: 0,25 % Triton-X100, 10 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10
mM HEPES (pH 6,5).

Buferinis tirpalas 1I: 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 10 mM
HEPES (pH 6,5).

Lizés buferinis tirpalas: 1 % SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
1 x proteaziy inhibitorius.

Skiedimo buferinis tirpalas: 1 % Triton-X100, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl,
20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 x proteaziy inhibitorius.

TSE | buferinis tirpalais: 0,1 % SDS, 1 % Triton-X100, 2 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,1), 150 mM NacCl.
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TSE Il buferinis tirpalais: 0,1 % SDS, 1 % Triton-X100, 2 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,1), 500 mM NaCl.

TSE HI buferinis tirpalais: 0,25 M LiCl, 1 % natrio dezoksicholatas, 1 mM
EDTA, 1 % NP-40 detergentas, 10 mM Tris-HCI (pH 8,1).

Eliucijos buferinis tirpalas: 1 % SDS, 0,1 M NaHCO;.

2.1.3. Rinkiniai

DNR skyrimo i3 agarozés gelio rinkinys GeneJET™ Gel Extraction Kit, DNR
gryninimo rinkinys GeneJet PCR Purification Kit, atvirkstinés transkripcijos
rinkinys RevertAid "RT Kit, realaus laiko PGR rinkinys Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix, citoplazminio ir branduoliy ekstrakto skyrimo rinkinys NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific, JAV) ir
RNR skyrimo i§ eukariotiniy lasteliy rinkinys Quick-RNA™ Miniprep Kit (Zymo
Research).

2.1.4. Plazmidiné DNR ir oligonukleotidai DNR amplifikacijai PGR metodu

PGR fragmentams klonuoti naudota pBluescript Il KS (+) plazmidiné DNR
(Thermo Fisher Scientific, JAV).

Oligonukleotidai PGR amplifikacijos reakcijoms buvo gauti i§ Metabion
(Vokietija) (2.1 lent.).

2.1 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai (pradmenys)

Pavadi- Nr. Pradmeny sekos

nimas

MAO-B, P1/P2 (5"-d(AAGGAGAGCTCGGATTTACTTTGCAGGCACC)-3))/
(5"-d(TTCCTAAGCTTCTGGAGAGTTGGTCTCCAGG)-3")

MAO-B, P3/P4 (5"-d(AAGGAAAGCTTTTATZCCACAGGAGAAAGACC)-3)/
(5"-d(TTCCTCTCGAGCAGACTCTGGTTCTGACTGC)-3)

B-globin P5/P6 (5-d(AAGGAGAGCTCGAATACAAGCTTGGGCTG)-3")/
(5"-d(TTCCTCTGCAGGGCGACTACTCTGTTTCTAC)-3)

B-globin- P7/P8 (5"-d(AAGGACTGCAGTTTAGGGAGCAGATTAGAAG)-3"/

MAO-B (5"-d(TGGGTAGACAACCAGCCTGAAATGAAAGAACACACTGG)-3)

HIF-30 PO/P10  (5-d(AAGGATCTAGAAGAGCCACTGGACGCCTGC)-3")/
(5"-d(TTCCTAAGCTTCCATCACCAGTGGGGGTGTG)-3')
P1L/P12  (5-d(AAGGAAAGCTTGAGAGCAGACATATGACTGCTG)-3)/
(5"-d(TTCCTCTCGAGTCTTTGACAGGTTCGGCCTGG)-3")

IPAS PO/P10
P13/P14  (5-d(AAGGAAAGCTTGATCAGCAGGGAGTGGACAC)-3")/
(5-d(TTCCTCTCGAGAGAGAAATTGGTACCA GGAGTG)-3")

B-globin  P15/P16  (5-d(ATTAATACGACTCACTATAGAATACAAGCTTGGGCTG)-3')/
(5-d(GAGGACAGGTCCCCAAAG)-3)

CLK1 P17/P18  (5-d(ATTTTGTTGTTGGTGCGCGA)-3")/
(5-d(TCCTTCGGTGACTCTTCCCA)-3)
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SRPK1 P19/P20  (5'-d(GGACAAAGCCCAAAGGAAATCT)-3)/
(5'-d(GCAGTGGAAGCCCCTGATAA)-3))

SRPK2 P21/P22  (5-d(GGAATGAGCTCCCGGAAAGT)-3)/
(5-d(ATCTTTTCCCCTGCATATCCCA)-3))
18S P23/P24  (5-d(AACTCACTGAAGATGAGGTG)-3')/
(5-d(CAGACAAGGCCTACAGACTT)-3)
CLK1- P25/P26  (5'-d(CGTACAGGTCTGCAGCAACCTC)-3')/
HRE (5-d(GCCTCACCCTCTCCT TCTGC)-3))

FLCAIX  P27/P28  (5-d(TATCTGCACTCCTGCCCTCTG)-3')/
(5'-d(CACAGGGTGTCAGAGAGGGTGT)-3))

ASCAIX  P29/P30  (5-d(TATCTGCACTCCTGCCCTCTG)-3")/
(5"-d(CTAGGATGTCACCTGCTTAGCACTC)-3))

Cyré1 P31/P32  (5'-d(GGCAGACCCTGTGAATATAA-3)/
(5'-d(CAGGGTTGTCATTGGTAACT)-3))

2.1.5. Monokloniniai ir polikloniniai antikiinai

Darbe buvo naudojami:

1. Pirminiai antikinai:

e monokloniniai pirminiai antikiinai: pelés anti-f-aktinas, triusio anti-SRPK1
(Abcam, Didzioji Britanija); pelés anti-HIF-1a (BD Biosciences, JAV); pelés anti-
SR (LifeSpan Biosciences, JAV). Anti-fosfo-SR pelés monokloniniai antikiinai
(mAB104) buvo gauti i§ Nacionalinio sveikatos ir medicinos moksliniy tyrimo
instituto (National Institute of Health and Medical Research) Pranctzijoje.

e polikloniniai pirminiai antikiinai: pelés anti-SRPK2; triusio anti-CLK1
(Abcam, Didzioji Britanija); ozkos anti-MAQO-B (Santa Cruz Biotechnology, JAV).

2. Polikloniniai ozkos antriniai antik@inai prie$ triusio ir pelés IgG, konjuguoti
su krieny peroksidaze (DakoCytomation, Danija).

2.1.6. Lasteliy linijos ir mikroorganizmy kamienai

Branduoliy ekstraktams skirti naudota i§ Svedijos gauta HeLa (gimdos
kaklelio adenokarcinomos) Iasteliy linija.

E. coli DHS5a kamienas buvo naudojamas plazmidiniy DNR transformacijai
(Thermo Fisher Scientific, JAV).

Sveiky ir Parkinsono liga sergan¢iy asmeny kraujas buvo gautas i§ Kauno
Kalnieciy poliklinikos.

2.1.7. Molekulinés masés standartai

DNR fragmentams agaroziniame gelyje atpazinti naudotas GeneRuler™ DNR
Ladder Mix molekulinés masés standartas ir 6 X DNR Loading Dye méginiy dazas
(Thermo Fisher Scientific, JAV).
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Naudotas PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder baltymy molekuliniy
masiy standartas (Thermo Fisher Scientific, JAV) ir paciy padarytas baltymy
méginiy dazas.

2.1.8. Fermentai

Tag DNR polimeraze; Pfu:Tag DNR polimeraziy miSinys (1:10); T7 RNR
polimeraze; ribonukleaziy inhibitorius RNasinas; T4 DNR ligazé; DNazé; RNazés
A/T1; proteinazé K; atvirkStiné transkriptazé RevertAid H Minus M-MuLV,

restrikcijos endonukleazés: Sacl, Pstl, Xhol, Xmil (Accl), Xbal, Hindlll (Thermo
Fisher Scientific, JAV).

2.1.9. Bioinformatiné programa

MAO-B geno 13-o introno sekos analizé atlikta naudojant Human Splicing
Finder (HSF) programg (http://www.umd.be/HSF/).

2.2. Metodai
2.2.1. DNR ir RNR tyrimo metodai

2.2.1.1. DNR fragmento amplifikacija polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu

Misinio sudétis vienam méginiui: 1 x Taq buferinis tirpalas su (NH,4),SO,, 0,2
mM dNTP miSinys, 50 pmol tiesioginis pradmuo, 50 pmol atvirkstinis pradmuo, 2
mM MgCl,, 1 vnt. Taqg DNR polimerazes, 0,5-1 pg DNR, H,O iki 20 pl. Reakcija
vykdoma termocikleryje naudojant 2.1 lenteléje pateiktus pradmenis pagal
rekomenduojamas salygas (2.2 lent.):

2.2 lentelé. Reakcijos taikant PGR metoda
salygos. Tp- — pradmeny lydymosi temperattira

1. 95 °C 5 min. 1 ciklas

2. 95 °C 1 min.

3. Tn-5°C 1 min.

4, 72 °C 1 kb/min. 23-40 cikly
5. 72 °C 5 min. 1 ciklas

2.2.1.2. DNR elektroforezé. DNR fragmento skyrimas agarozés gelyje

ParuosSiamas atitinkamos koncentracijos agarozés gelis (1-1,5 %), méginys
sumai$omas su 1 X DNR Loading Dye méginiy dazu ir vykdoma DNR elektroforezé
1 x TAE buferiniame tirpale esant 10 V/cm jtampai. Po elektroforezés gelis 10 min.
dazomas etidZio bromido tirpalu ir DNR fragmentai vizualizuojami UV §viesoje.

Reikiamo dydzio DNR fragmentas iSpjaunamas UV $viesoje ir i§ agarozés gelio
isskiriamas naudojant GeneJet™ Gel Extraction Kit rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas.
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2.2.1.3. Koncentracijos nustatymas

Nukleortigs¢iy koncentracija nustatoma spektrofotometriniu btidu, matuojant
Sviesos sugertis, Kai bangos ilgis yra 260 ir 280 nm. Axs/Asgo Santykis parodo
méginio Svaruma.

Baltymy koncentracija nustatoma kolorimetriniu btidu, naudojant Bradfordo
reagentg. Kalibracinei kreivei sudaryti paruoSiami skirtingos koncentracijos BSA
tirpalai. Tiriamo méginio absorbcija matuojama esant 595 nm bangos ilgiui, ir pagal
sudarytg kalibracing kreive nustatoma baltymy koncentracija.

2.2.1.4. DNR skaldymas restrikcijos endonukleazémis

Restrikcijos reakcijos miSinio sudétis: apie 1 pg plazmidinés DNR arba 0,2 ug
PGR fragmento, 1 x restricijos endonukleaziy veikimo buferinis tirpalas, 10 vnt.
atitinkamy restrikcijos endonukleaziy, H,O iki 10 pl. Misinio inkubacijos laikas,
temperatara ir buferiniai tirpalai parenkami pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.1.5. DNR fragmento jjungimas j plazmidin¢ DNR (ligavimas)

Ligavimo reakcijos sudétis: 100 ng restrikcijos endonukleaziy paveikta
plazmidiné DNR, 50 ng restrikcijos endonukleaziy paveiktas PGR fragmentas, 1 x
T4 ligazés veikimo buferinis tirpalas, 5 vnt. T4 DNR ligazés, H,O iki 10 pl.
Ligavimo miS$inys inkubuojamas 3 val. kambario temperatiiroje.

2.2.1.6. Kompetentiniy E. coli 1asteliy paruosimas

E. coli DH5a lastelés 16 val. auginamos 5 ml LB terpéje kratytuve 37 °C
temperatiiroje, kol suspensijos optinis tankis 600 nm bangos ilgio §viesoje pasiekia
0,5. Lastelés surenkamos, at§aldomos ledo vonioje ir 15 min. centrifuguojamos 4 °C
temperatiiroje esant 1280 x g. Supernatantas nupilamas ir Igstelés suspenduojamos
25 ml atsaldyto 0,1 M MgCl, tirpalo, 15 min. centrifuguojamos 4 °C temperattiroje
esant 1280 x g. Nupylus supernatanta, 1gstelés suspenduojamos 25 ml atsaldyto 0,1
M CaCl, tirpalo. Suspensija 20 min. inkubuojama ledo vonioje ir 10 min.
centrifuguojama 4 °C temperatiiroje esant 1280 x g. Supernatantas nupilamas,
lgstelés suspenduojamos laikymo tirpale, iSskirstomos j mégintuvélius, uzSaldomos
skystame azote ir saugomos —70 °C temperatiroje. JoS nepraranda kompetentiskumo
iki 6 mén.
2.2.1.7. Plazmidinés DNR jterpimas j kompetentines E. coli 1asteles
(transformacija)

Atliekant transformacija, norima padauginti plazmidiné DNR ar ligavimo
miSinys sumaiSomas su 100 pl kompetentiniy E. coli Iasteliy vienam méginiui.
Misinys 0,5-1 val. inkubuojamas ledo vonioje, po to sukeliamas lasteliy
temperattrinis Sokas — méginys 2 min. perkeliamas j 42 °C temperatiirg ir vél
atSaldomas. Reakcijos miSinys uzpilamas 1 ml LB terpés, 1 val. inkubuojamas 37 °C
temperatiiroje ir 1 min. centrifuguojamas esant 1280 x g. Sterilioje aplinkoje
supernatantas nupilamas, paliekant apie 100 pl, ir Iastelés suspenduojamos.
Suspenduotos lastelés uzséjamos ant kietos agarizuotos LB terpés su reikiamu kiekiu
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antibiotiko (antibiotiko koncentracija 100 pg/ml) Petri léksteléje, 16 val.
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje oro termostate.

2.2.1.8. Transformacijos bakterijuy kolonijose tikrinimas

E. coli kolonija uzséjama | 5 ml LB terpés su reikiamu kiekiu antibiotiko
(antibiotiko koncentracija 100 pg/ml) ir 16 val. auginamos kratytuve 37 °C
temperatiiroje. Paimama 0,6 ml lasteliy kulttros ir lygiu triu sumaiSoma su fenolio,
chloroformo, izopentilo alkoholio miSiniu, 2 min. purtoma purtykléje didziausiu
greiiu, po to 5 min. centrifuguojama esant 16 000 x g. Vandeninis sluoksnis
surenkamas ir lygiu tdriu sumaiSomas su izopropilo alkoholiu. Misinys 5 min.
centrifuguojamas esant 16000 x g. Supernatantas nupilamas, nuosédos du kartus
praplaunamos 70 % etanoliu ir suspenduojamos 50 ul TER buferinio tirpalo.
Matuojama isskirtos plazmidinés DNR koncentracija, ir reikiamo fragmento
jterpimas j plazmiding DNR tikrinamas PGR metodu.

2.2.1.9. Plazmidinés DNR iS§skyrimas

E. coli kolonija, turinti plazmiding DNR su jterptu fragmentu, uzs¢jama j 100
ml LB terpés su reikiamu kiekiu antibiotiko (antibiotiko koncentracija 100 pug/ml) ir
16 val. auginama kratytuve 37 °C temperatiiroje. Po auginimo E. coli lastelés
atS8aldomos ledo vonioje ir 20 min. centrifuguojamos 0 °C temperatiroje esant
3500 x g. Terpé nupilama, lastelés suspenduojamos penkis kartus mazesnio tiirio nei
pradinis turis TE buferiniame tirpale. ] lasteliy suspensijg pridedama 2 tiriai NaOH-
SDS tirpalo, ir miSinys 5 min. inkubuojamas kambario temperatiroje. Po to
pridedama 0,5 tario atSaldyto 3 M natrio acetato tirpalo, 10 min. inkubuojama ledo
vonioje ir 15 min. centrifuguojama 0 °C temperatiiroje esant 3500 x g. Plazmidiné
DNR i§ supernatanto i$sodinama pridéjus 0,7-0,8 tario izopropilo alkoholio ir 15
min. centrifuguojama kambario temperatiroje esant 3500 x g. Gautos nuosédos
suspenduojamos du kartus mazesnio tario nei pradinis taris TE buferiniame tirpale,
ir vél visa procediira pakartojama, kol gaunamos nuosédos. Gautos nuosédos
tirpinamos penkis kartus mazesnio tiirio nei pradinis turis TE buferiniame tirpale.
Meéginys sumaiSomas lygiu tariu su 10 M LiCl tirpalo, 5 min. inkubuojamas
kambario temperattiroje ir 20 min. centrifuguojamas 0 °C temperatiiroje esant
20000 x g. Supernatantas surenkamas, pridedama 0,7-0,8 turio izopropilo
alkoholio, 30 min. centrifuguojama kambario temperatiroje esant 20 000 x g.
Nuosédos suspenduojamos 0,5 ml TE buferinio tirpalo ir 1 val. inkubuojama 37 °C
temperatiiroje su 10 pg/ul ribonukleazés A/T1 misiniu. Plazmidiné DNR gryninama.

2.2.1.10. Nukleoriig§¢iy gryninimas

Meéginys lygiu tiiriu sumaisomas su fenolio, chloroformo, izopentilo alkoholio
misiniu, 2 min. purtomas purtykléje didziausiu greiciu ir 5 min. centrifuguojamas
4 °C temperatiiroje esant 16000 x g. Vandeninis sluoksnis surenkamas ir lygiu tiiriu
maiSomas su chloroformo ir izopentilo alkoholio mi$iniu, 2 min. intensyviai
purtomas purtykléje ir 5 min. centrifuguojamas 4 °C temperatiroje esant 16000 x g.
Vandeninis sluoksnis surenkamas, j ji pridedama 2,5 tiirio 95 % etilo alkoholio ir 3
M natrio acetato tirpalo iki galutinés 0,3 M tirpalo koncentracijos, apie 16 val.
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inkubuojamas —20 °C temperatiiroje. Nuosédos surenkamos 30 min. centrifuguojant
4 °C temperatiiroje esant 16000 x g, praplaunamos 70 % etilo alkoholio tirpalu ir
tirpinamos TE buferiniame tirpale arba steriliame vandenyje.

2.2.1.11. DNR konstruktai pre-iRNR splaisingo tyrimams

DNR konstruktai padauginti PGR metodu, naudojant 2.1 lentel¢je pateiktas
pradmeny poras su 3’ galinéje sekoje esanciomis restrikcijos endonukleaziy taikiniy
sekomis, per kurias jterpiami j pBluescript I KS (+) plazmiding DNR.

MAO-B, ir MAO-B, DNR konstruktai gauti naudojant P1/P2 ir P3/P4
pradmeny poras atitinkamai su Sacl/Hindlll ir Hindlll/Xhol restrikcijos
endonukleaziy taikiniy sekomis. B-globino DNR konstruktas padarytas naudojant
P5/P6 pradmeny porag su Sacl/Pstl ir Pstl/Xhol restrikcijos endonukleaziy taikiniais. |
B-globino konstrukta jterpiant laukinio tipo (MAO-By) ir mutacija turinc¢ia (MAO-B,)
seka, panaudojus P7/P8 pradmeny poras su Pstl/Xmil(Accl) restrikcijos
endonukleaziy taikiniy sekomis, gauti B-globino-MAO-B, ir B-globino-MAO-B,
DNR konstruktai.

HIF-3a DNR konstruktui padaryti naudotos P9/P10 ir P11/P12 pradmeny poros
su restrikcijos endonukleaziy Xbal/Hindlll taikiniy sekomis, TPAS konstruktui —
P13/P14 ir P15/P16 pradmeny poros su restrikcijos endonukleaziy Hindlll/Xhol
taikiniais, o p-globino atveju — P17/P18 pradmeny poros su restrikcijos
endonukleaziy Sacl/Pstl ir Pstl/Xhol taikiniais.

Plazmidines DNR, turin¢ias reikiamus fragmentus, panaudojus in Vvitro
transkripcijos reakcijoje, buvo gautos pre-iRNR. Su jomis toliau buvo atliekami pre-
iRNR splaisingo reakcijos tyrimai in vitro HeLa lasteliy branduoliy ekstraktuose.

2.2.1.12. Radioaktyviaja Zyme Zymétos pre-iRNR sintezé (transkripcija) in vitro

Transkripcijos reakcijos misinio sudétis: 1 x transkripcijos buferinis tirpalas,
NTP miSinys (5 mM ATP, 5 mM UTP, | mM GTP ir 0,5 mM CTP arba 5 mM ATP,
1 mM UTP, 1 mM GTP ir 0,5 mM CTP, jei pre-iRNR zyméta ir radioaktyvigja
7yme, ir biotin-16-UTP), 0,5 ug DNR, 0,5 mM cap nukleotidas (m’G’pppG°), 20
vnt. RNazino, 10 mM ditiotreitolio, 0,075 mCi (2,8 MBq) [a-P*]-CTP, 30 vnt. T7
RNR polimerazés, H,O iki 25 pl. Reakcija vykdoma 2 val. 37 °C temperatiroje. Po
to, pridéjus 1 vnt. DNazés ir 30 min. painkubavus 37 °C temperatiroje, méginys
gryninamas.

2.2.1.13. Radioaktyviaja Zyme Zymétos pre-iRNR gryninimas 4 % Maxam
poliakrilamidiniame gelyje

Po gryninimo gautas tirpalas 30 min. centrifuguojamas 4 °C temperatiiroje
esant 16000 x g. ISkritusios pre-iRNR nuosédos suspenduojamos 20 pl RNR
méginiy elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje dazo. Méginys 5 min.
denatiiruojamas 100 °C temperatiiroje ir frakcionuojamas vykdant vertikaligja
elektroforez¢ denatfiruojan¢iame 4 % Maxam poliakrilamidiniame gelyje 1 x TBE
buferiniame tirpale, esant 50 W nuolatinés srovés galingumui. Pasibaigus
elektroforezei, vienas 1§ stikly nuimamas, o prie kito stiklo prilipes gelis
uzdengiamas plévele. Pre-iRNR vizualizuojama naudojant autoradiografing juosta.
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Radioaktyviosios pre-iRNR antspaudas ant juostos leidzia tiksliai nustatyti jos
padéti ir i$pjauti i§ poliakrilamidinio gelio. ISpjovus pre-iRNR, vykdoma eliucija:
ant gelio uZpilama RNR eliucijos buferinio tirpalo, apie 16 val. inkubuojama
kambario temperattroje nuolat vartant. Eliuatas surenkamas ir gryninama pre-iRNR.
Zymétojo nukleotido jjungimo efektyvumas nustatomas scintiliaciniu skaitikliu
matuojant gautos pre-iRNR radioaktyvuma.

2.2.1.14. Pre-iRNR splaisingo reakcija in vitro

Reakcijos miSinio sudétis: HelLa Iasteliy branduoliy ekstraktas, kuriame
bendras baltymy kiekis 100 pg, 2,6 % (w/v) polivinilo alkoholio, 3,2 mM MgClI,, 20
mM kreatinfosfato, 2 mM ATP, 20 vnt. RNazino, ~20 fmol (100 000 cpm) [a-P*]-
CTP zymétos pre-iRNR, iki 25 pul buferinio D tirpalo. Reakcija vykdoma 30 °C
temperatiiroje 2 val. Po inkubacijos j reakcijos miSinj pridedama: 75 ul sterilaus
H,0, lygus turis 2 x proteinazés K buferinio tirpalo, 0,2 pg/pl proteinazés K,
0,1 ug/ul tRNR. Misinys 30 min. inkubuojamas 37 °C temperattroje, o pasibaigus
inkubacijai — gryninamas. Pre-iRNR splaisingo reakcijos produktai suspenduojami
kartu su 5 ul RNR elektroforezés dazo, 5 min. denattruojami 100 °C temperatiiroje
ir frakcionuojami 8 % Sanger poliakrilamidiniame gelyje. Pasibaigus elektroforezei
stiklai atskiriami, gelis perkeliamas ant chromatografinio popieriaus, uzdengiamas
plévele ir dZziovinamas vakuuminiame geliy dziovintuve esant 60 °C temperatirai.
Pre-iRNR splaisingo produktai vizualizuojami naudojant autoradiografine juosta.

2.2.2. Baltymy tyrimo metodai

2.2.2.1. Stabilusis baltymy prijungimas prie RNR naudojant ultravioletinius
spindulius ir §iy kompleksuy atskyrimas pagal afiniSkumg

Reakcijos miSinio sudétis: HelLa Igsteliy branduoliy ekstraktas, kuriame
bendras baltymy kiekis 90 pg (arba 5 ug SR baltymy), ~40 fmol (200 000 cpm) [a-
P*]-CTP ir biotin-16-UTP Zymétos pre-iRNR, iki 10 pl buferinio D tirpalo.
Reakcijos misinys 10 min. inkubuojamas ledo vonioje, po to 1 val. inkubuojamas
Svitinant ultravioletiniais spinduliais. ParuoSiama streptavidinagarozé: 100 pl daleliy
suspensijos vienam méginiui praplaunama du kartus 5 min. centrifuguojant 4 °C
temperatiroje esant 5000 x g ir resuspenduojama buferiniu D tirpalu. Paruosta
streptavidinagarozé dedama j reakcijos misinj ir 2 val. inkubuojama létai vartant
4 °C temperatiroje. Po inkubacijos miSinys tris kartus praplaunamas buferiniu D
tirpalu, 5 min. centrifuguojama 4 °C temperatiiroje esant 5000 x g. Nuosédos
resuspenduojamos buferiniame D tirpale ir pridedama 10 pg RNazés A/T1 miSinio,
méginys 30 min. inkubuojamas 37 °C temperatiiroje. RNR ir baltymy kompleksai
frakcionuojami vykdant baltymy elektroforeze 12 % poliakrilamidiniame gelyje, kai
1 paruosto poliakrilamidinio gelio takelj uzneSamas tiriamas méginys yra sumaisytas
su RNR méginiy elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje dazu ir 5 min.
denatiiruotas 100 °C temperatiroje. Po elektroforezés baltymai 1 val. pernesami i§
gelio ant membranos esant 100 V jtampai, ir atlickama baltymy analizé Western blot
imunohibridizacijos metodu, arba gelis 1 val. dziovinamas vakuuminiame geliy
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dziovintuve 80 °C temperataroje ir RNR ir baltymy kompleksai vizualizuojami
naudojant autoradiografing juosta.

2.2.2.2. Splaisosomos kompleksy atskyrimas agarozés gelyje

Reakcijos miSinys: HeLa lasteliy branduoliy ekstraktas, kuriame bendras
baltymy kiekis yra 100 pg (arba 100 pg HeLa branduoliy ekstrakto kartu su 0,5 pg
SR baltymy), 2,6 % (w/v) polivinilo alkoholis, 3,2 mM MgCl,, 20 mM
kreatinfosfato, ~20 fmol (100 000 cpm) [a-**P]-CTP zymétos pre-iRNR, 2 mM
ATP, buferinio D tirpalo iki 25 ul. Po 25 min. inkubacijos 30 °C temperatiroje |
misinj pridedama 10 x heparino dazo ir atSaldoma ledo vonioje. Méginys
frakcionuojamas vykdant elektroforeze 1,5 % LMP agarozés gelyje 4°C
temperatiroje esant 70 V jtampai. Po elektroforezés gelis 15 min. inkubuojamas
agarozinio gelio fiksavimo tirpale, 1 val. dziovinamas vakuuminiame geliy
dziovintuve esant 80 °C temperatiirai. RNR ir baltymy kompleksai vizualizuojami
naudojant autoradiografing juosta.

2.2.2.3. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Baltymy elektroforezé atlickama denattiracijos salygomis poliakrilamidiniame
gelyje baltymy elektroforezés buferiniame tirpale esant 120 V jtampai.
Poliakrilamidinis gelis sudarytas i§ koncentruojancios (4 % poliakrilamido) ir
frakcionuojancios (12 % poliakrilamido) daliy. Méginys sumaiSomas su 2 x baltymy
méginiy dazu, 5 min. denatiruojamas 100 °C temperatiiroje ir pernesamas j
poliakrilamidinj gelj. Po elektroforezés arba gelis apie 16 val. dazomas Kumasio
briliantinio mélio dazu, atplaunamas plovimo tirpalu ir dziovinamas 80 °C
temperattiroje, arba Western blot imunohibridizacijos metodu atlieckama baltymy
analize.

2.2.2.4. Baltymy analizé Western blot imunohibridizacijos metodu

Po celektroforezés baltymai perneSami i§ poliakrilamidinio gelio ant
nitroceliuliozinés membranos. PerneSimas vykdomas Saltame baltymy pernesimo
buferiniame tirpale 1 val. leidziant 2 mA srove 1 cm” membranos ploto. Po baltymy
pernesimo membrana 2 val. blokuojama blokavimo buferiniu tirpalu kambario
temperatiiroje, o po to 16 val. inkubuojama su pirminiais antikinais 4 °C
temperattroje (pirminiai antikiinai skiedziami pagal gamintojo rekomendacijas 1 x
TBST buferiniame tirpale). Toliau membrana praplaunama du kartus po 10 min. 1 x
TBST buferiniu tirpalu ir 2 val. inkubuojama su antriniais antikiinais kambario
temperattroje (antriniai antiktinai skiedziami pagal gamintojo rekomendacijas 1 x
TBST buferiniame tirpale). Po to membrana praplaunama du kartus po 10 min. 1 x
TBST buferiniu tirpalu ir naudojant TMB reagentg vykdoma baltymy detekcija.

2.2.2.5. Dviejy dimensijy baltymy elektroforezé

Dviejy dimensijy elektroforezés metu buvo isskirstyti SR baltymai, gauti i$
normaliomis ir hipoksinémis sglygomis auginty HeLa lasteliy. Méginys paruostas
naudojant 50 pg SR baltymy, sumaisyty su 2D elektroforezés rehidratacijos méginiy
dazu, uznestas ant IPG geliy juosteliy (pH 3—10) ir jstumtas j kasetés kanalg. Po IPG
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juostelés rehidratacijos kambario temperatiiroje ~16 val. atliekamas izoelektrinis
fokusavimas palaipsniui didinant jtampa (20 min. — 200 V, 10 min. — 350 V, 4
val. =500 V, 2 val. — 2000 V). Toliau atlickamas IPG juosteliy pusiausvyrinimas: 15
min. kambario temperatiiroje inkubuojama su 1 x 2D elektroforezés méginio dazu, |
kurj pridéta DTT tirpalo iki galutinés 75 mM koncentracijos, ji pasalinus pridedama
1x 2D elektroforezés méginio dazo su jodoacetamidu iki galutinés 125 mM
koncentracijos, 15 min. inkubuojama kambario temperattroje. Atlikus IPG juosteliy
pusiausvyrinimag vykdoma antros krypties baltymy elektroforezeé 12 %
poliakrilamidiniame gelyje 1 x 2D elektroforezés buferiniame tirpale ir baltymy
analizé Western blot imunohibridizacijos metodu naudojant anti-SR antikiinus.

2.2.2.6. Chromatino imunoprecipitacija (ChlP)

HeLa lgstelées 10 min. fiksuojamos 1 % formaldehido tirpale kambario
temperatiiroje, po to surenkamos Saltame 1 x PBS buferiniame tirpale, praplaunamos
I buferiniu tirpalu ir 1l buferiniu tirpalu. Lastelés suardomos naudojant lizés buferinj
tirpalg (Roche) ir veikiant ultragarsu, centrifuguojama 4°C temperatiroje esant
6000 x g. Supernatantas sumaiSomas su skiedimo buferiniu tirpalu santykiu 1:10, 16
val. inkubuojama vartant 4 °C temperatiiroje. ParuoSiamos baltymo-G dalelés:
praplaunamos I ir Il buferiniais tirpalais. Lasteliy lizatai, triusio anti-IgG antikiinai ir
baltymo-G dalelés (50 %) sumaiSomos, 2 val. inkubuojamos vartant 4°C
temperatiroje. Supernatantas 16 val. inkubuojamas vartant su anti-HIF-1 antiktinu
4 °C temperatiiroje. Antikiinai-DNR-baltymo-G dalelés praplaunamos TSE |, TSE
I, TSE HI buferiniais tirpalais, TE buferiniu tirpalu ir tris kartus eliuuojamos
eliucijos buferiniame tirpale. Eliuatas 16 val. inkubuojamas 65 °C temperatiiroje.
DNR fragmentai gryninami naudojant GeneJet PCR Purification Kit rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas. Vykdoma realaus laiko PGR (angl. quantitative real-
time PCR) reakcija su specifiniais CLK1 geno promotoriaus sekos P17/P18
pradmenimis (2.1 lentelé, CLKI1-HRE), naudojant Maxima SYBR Green gqPCR
Master Mix rinkinj, remiantis gamintojo rekomendacijomis.

2.2.3. Eukariotiniy lasteliy kultivavimas ir tyrimo metodai

2.2.3.1. HeL a lasteliy linijos kultivavimas in vitro

HeLa lgstelés auginamos DMEM mitybinéje terpéje (sterilioje aplinkoje)
pridéjus 10 % FBS, 2 mM glutamino ir 100 U penicilino ir 0,1 mg/ml streptomicino
misinio. Normaliomis salygomis Iasteliy kultira auginama reikiamos talpos
auginimo induose CO, inkubatoriuje, esant 21 % O,, 5 % CO,, 37 °C temperatirai ir
95 % drégmei, kol adhezinémis HeLa lgstelémis pasidengia apie 80-90 % auginimo
indo pavirSiaus ploto. Dalijant lasteles pasalinama terpé, lastelés praplaunamos
kambario temperatiiros 1 x PBS buferiniu tirpalu, pridedama tripsino tirpalo ir
5 min. inkubuojama 37 °C temperatiiroje. Lasteléms atsikabinus nuo auginimo indo
pagrindo, jos padalijamos santykiu 1:2-1:5 j naujus indus, pridedama mitybinés
terpés ir inkubuojama CO, inkubatoriuje iki kito dalijimo.
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Kultivuojant HeLa lasteles hipoksinémis salygomis, i§ pradziy jos auginamos
normaliomis saglygomis (21 % O,), 0 kai pasiekia 80-90 % auginimo indo pavirSiaus
plota, 16 val. jdedamos j hipoksijos kamera, kurioje yra 1 % O».

Dirbama steriliomis saglygomis vertikalaus srauto laminare, naudojamos tik
sterilios darbo priemonés.

2.2.3.2. Lasteliy Saldymas ir atSildymas

Nuo lgsteliy kultiros pasalinama terpé, lastelés praplaunamos kambario
temperatiros 1 x PBS buferiniu tirpalu, pridedama tripsino tirpalo ir 5 min.
inkubuojama 37 °C temperatiroje. Nuo auginimo indo pagrindo atsikabinusios
lastelés surenkamos 5 min. centrifuguojant 1000 X g greiCiu. Supernatantas
nupilamas, o lgstelés suspenduojamos Saldymo terpéje (lasteliy koncentracija
viename mililitre turi bati 10°~10"), isdalijamos j $aldymo ampules ir dedamos j
specialig dézelg, kuri patalpinta j —70 °C temperatiros Saldiklj atSala 1 °C/min.
greiciu. llgai saugoti lastelés perkeliamos j skystg azota.

Lasteles atSildant, Saldymo ampulé 1 min. jdedama j 37 °C temperatiiros
vandens vonig, atSildoma, ir kaip galima greiciau lastelés uzsé¢jamos j reikiamos
talpos sterily auginimo inda su paruosta mitybine terpe. Auginama CO,
inkubatoriuje esant 5 % CO,, 37 °C temperatirai ir 95 % drégmei.

2.2.3.3. Lasteliu branduoliy ekstrakty paruosimas

Branduoliy ekstraktai buvo ruosiami i§ HeLa lasteliy, auginty normaliomis ir
hipoksinémis sglygomis. Lastelés, pasiekusios 80-90 % konfluentiSkuma,
surenkamos 5 min. centrifuguojant 4 °C temperatiroje esant 1000 x g.
Supernatantas nupilamas, lastelés praplaunamos $altu 1 x PBS buferiniu tirpalu, 5
min. centrifuguojama 4 °C temperatiiroje esant 1000 x g. Supernatantas nupilamas,
pamatuojamas nuosédy turis, ir ant jy pridedamas lygus tiiris buferinio tirpalo A, 15
min. inkubuojama ledo vonioje. Naudojant specialy homogenizatoriy ar $virksta su
adata, suardoma lgsteliy iSoriné membrana. Lasteliy lizé tikrinama mikroskopu su
tripano mélio dazu (lizés lygis turi siekti 80-90 %). Lastelés 20 sek.
centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje esant 12 000 x g, supernatantas nupilamas, o
ant nuosédy pridedama % tiirio buferinio tirpalo C, palyginti su pradiniu pamatuotu
nuosédy tariu, 30 min. inkubuojama silpnai purtant 4 °C temperatiroje. 15 min.
centrifuguojama maksimaliu grei¢iu 4 °C temperatiiroje. Supernatantas surenkamas
ir ~16 val. 4 °C temperatiiroje atlickama dializé (naudojant MWCO 12-14 kDa
dializés maiselj) tris kartus keiCiant dializés buferin tirpalg (dializés buferinio
tirpalo ir dializuojamo tirpalo tiriy santykis yra 1:100). Branduoliy ekstraktas
surenkamas 15 min. centrifuguojant maksimaliu greic¢iu 4 °C temperatiiroje,
uzSaldomas skystame azote ir laikomas —70 °C temperatiiros Saldiklyje.

2.2.3.4. SR baltymy skyrimas

SR baltymai buvo isskirti i§ HeLa lasteliy, auginty normaliomis ir
hipoksinémis sglygomis. Lastelés, pasiekusios 80-90 % konfluentiskuma,
surenkamos 5 min. centrifuguojant 4 °C temperataroje esant 1000 x g.
Supernatantas nupilamas, lgstelés praplaunamos $altu 1 x PBS buferiniu tirpalu, 5
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min. centrifuguojama 4 °C temperatiiroje esant 1000 x g. Supernatantas nupilamas,
nuosédos pasveriamos. SuskaiCiavus, kiek lasteliy yra sausoje maséje (1 g yra
2,5:10% lasteliy), ant lasteliy pridedama izoliacinio buferinio tirpalo (350 ml
izoliacinio buferinio tirpalo 1-10™ Iasteliy). Lastelés suardomos veikiant ultragarsu
10 karty po 20 sek., esant 50 W galiai ir 4 °C temperatirai, ir 20 min.
centrifuguojamos 4 °C temperatiiroje esant 8000 x g. Supernatantas surenkamas,
pamatuojamas jo turis, ir pridedama amonio sulfato iki 65 % prisotinimo (1 ml
ekstrakto reikia 0,398 g amonio sulfato). Po 2 val. mai§ymosi 4 °C temperatiiroje
ekstraktas 20 min. centrifuguojamas toje pacioje temperatiiroje esant 8000 x g.
Supernatantas surenkamas, pamatuojamas tiris, ir pridedama amonio sulfato iki 90
% prisotinimo (1 ml ekstrakto reikia 0,168 g amonio sulfato). Ekstraktas apie 12 val.
maiSomas 4 °C temperatiiroje, po to surenkamas ir 1 val. ultracentrifuguojamas 4 °C
temperattiroje esant 85000 x g. Supernatantas paSalinamas, nuosédos praplaunamos
su 90 % amonio sulfato jsotintu izoliaciniu buferiniu tirpalu. Nuosédos
resuspenduojamos dializés buferiniame tirpale (35 kartus maZesnio tiirio nei pradinis
izoliacinio Dbuferinio tirpalo turis). Apie 16 val. buferiniame tirpale 4°C
temperatiroje atliekama dializé (naudojant MWCO 12-14 kDa dializés maisel;j).
Dializuojama tris kartus kei¢iant 100 karty didesniu dializés buferinio tirpalo tiriu,
palyginti su dializuojamo tirpalo tariu. Po 15 min. centrifugavimo 4 °C
temperatiroje 13000 x g grei¢iu supernatantas surenkamas, pamatuojamas taris, ir
pridedama magnio chlorido tirpalo iki galutinés 20 mM Kkoncentracijos. 1 val.
inkubuojama ledo vonioje, 30 min. centrifuguojama 4 °C temperatiiroje esant
13000 x g. Supernatantas pasalinamas, nuosédos praplaunamos su 20 mM magnio
chlorido turin¢iu dializés buferiniu tirpalu (200 pl buferinio tirpalo 1 ml
supernatanto) ir resuspenduojamos 5 % glicerolio buferiniame D tirpale (20 pl/ml
supernatanto). Baltymy tirpalas i$dalijamas j keleta mégintuvéliy, uzSaldomas
skystame azote ir saugomas —70 °C saldiklyje.

2.2.3.5. Kraujo méginiy paruoSimas

IS gauty sveiky ir Parkinsono liga sergan¢iy asmeny kraujo méginiy buvo
i§skirti trombocitai ir kraujo plazma. Pamatavus gauto kraujo turj, 15 min.
centrifuguojama kambario temperatiroje esant 1000 X g. Nucentrifugavus
surenkama kraujo plazma. Ant nuosédy nuimtam kiekiui lygiu tiriu uzpilama RPMI
1640 mitybinés terpés, sumaiSoma, ir $iS misinys i§ 1éto pilamas j '% turio, palyginti
su pradiniu kraujo tdriu, ficolio reagenta. Po 25 min. centrifugavimo kambario
temperatiiroje esant 2000 x g gaunamos trys fazés; i jy surenkama viduriné fazé —
trombocitai. Méginys uzsaldomas ir saugomas —20 °C temperatiiroje.

2.2.3.6. CLK1 siRNR transfekcija. Lasteliy veikimas CLK kinaziy
inhibitoriumi

HeLa lastelés yra auginamos iki ~50 % auginimo indo pavirSiaus ploto.
ParuoSiamas transfekcijos reagentas ir reikiamas kiekis SIRNR (50 nM)—

praskiedziami DMEM mitybine terpe be antibiotiky ir FBS. Abu miSiniai
sumai$omi, 5 min. inkubuojami kambario temperatiiroje ir sulaSinami ant mitybinéje

52



terpéje auganciy lasteliy, Svelniai sumaiSoma. 18 val. auginama CO, inkubatoriuje,
po to 24 val. inkubuojama normaliomis ir hipoksinémis sglygomis.

CLK kinaziy inhibitorius TGO003, kuris iStirpintas DMSO, dedamas |
mitybinéje terpéje augancias HelLa lasteles iki 10 UM galutinés koncentracijos.
Lastelés 24 val. auginamos normaliomis ir hipoksinémis sglygomis.

2.2.3.7. RNR skyrimas i§ eukariotiniy Iasteliy. KDNR sintezé

RNR isskirta i§ HeLa Igsteliy, auginty normaliomis ir hipoksinémis salygomis,
naudojant Quick-RNA Miniprep Kit rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. kDNR
sintetinama  naudojant RevertAid "RT  Kit rinkinj ir laikantis gamintojo
rekomendacijy. Po to atliekama kDNR amplifikacija PGR metodu, naudojant
specifines CLK1 ir P19/P20, SRPK1 ir P21/P22, SRPK2 ir P23/P24 bei 18S ir
P25/P26 pradmeny poras. FL CAIX, AS CAIX, Cyr61 atvejais naudoti specifiniai
atitinkamai P29/P30, P31/P32 ir P33/P34 pradmenys (2.1 lentelé). Gauti produktai
analizuojami atliekant elektroforeze.
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. Trumpas mokslinio darbo apibiidinimas

Pre-iRNR splaisingas yra svarbus procesas geny raiSkos reguliacijai zinduoliy
lastelése. Ivyke pre-iRNR splaisingo pokyciai lemia pakitusiy iRNR izoformy
susidaryma. Nuo jy susintetinami baltymai, pasizymintys skirtingomis savybémis.
Pakitusiy baltymy sintezé lgstelése lemia jvairiy ligy vystymasi Zmogaus organizme.

Disertacinio darbo tyrimai parodé¢, kad net vieno nukleotido pasikeitimas geno
nekoduojancioje sekoje nulemia baltymo raiskos lygio pakitima. Tokie pokyciai
lastelése yra siejami su neurodegeneraciniy ligy atsiradimu ir vystymusi.

Alternatyvusis pre-iRNR splaisingas yra itin svarbus eukarioty geny raiskai.
Sis procesas padeda lastelei prisitaikyti prie pakitusiy aplinkos salygy. Deguonies
trakumas (hipoksija) inicijuoja jvairly zmogaus organizmo sutrikimy, pvz.,
smegeny, Sirdies iSeminés ir onkologiniy ligy, atsiradimg ir vystymasi.
Hipoksinémis salygomis lastelése vyksta ne tik geny raiSkos pakitimai, bet ir
alternatyviojo pre-iRNR splaisingo poky¢iai susidarant iRNR izoformoms,
koduojanc¢ioms baltymus, kuriy reikia Igsteléms iSgyventi.

Darbas buvo atliekamas Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto
Imunologijos ir 1gstelés biologijos skyriuje.

3.2. Vieno nukleotido polimorfizmo, esancio MAO-B geno nekoduojancioje
sekoje, jtaka pre-iRNR splaisingui

Pre-iRNR splaisingo pokyc¢iai lasteléje aptinkami sergant neurologinémis ir
raumeny degeneracinémis ligomis (Faustino, Cooper, 2003; La Cognata et al, 2015).
Literatiroje rasoma, kad vienas labiausiai paplitusiy neurodegeneraciniy sutrikimy
yra Parkinsono liga, kuria sergant nustatomas padidéjes MAO-B fermento
aktyvumas. MAO-B geno polimorfizmo tyrimai parodé, kad daugelis polimorfizmy
MAO-B gene aptinkami tam tikrose Zzmoniy populiacijose ir tik vienas
polimorfizmas, esantis $io geno 13-0 introno sekoje, randamas visose Zmoniy
populiacijose. Sis polimorfizmas, kai G nukleotidas pakei¢iamas j A, randamas
nekoduojancioje sekoje, todél literatiiroje esama prieStaringy nuomoniy: Vvieni
tvirtina, kad $is pokytis neturi jtakos MAO-B baltymo raiskai (Costa-Mallen et al,
2004), o kiti teigia, kad G/A dimorfizmas nekoduojancioje sekoje yra svarbus ir
koreliuoja su Parkinsono ligos vystymusi Zzmogaus organizme (Balciuniene et al,
2002).

Sio darbo tikslas buvo istirti G/A polimorfizmo, esan¢io MAO-B geno 13-0
introno sekoje, jtaka pre-iRNR splaisingui, nustatyti dalyvaujanéius splaisingo
veiksnius ir MAO-B baltymo raiSkos lygio pokyc¢ius Parkinsono liga serganciy ir
sveiky asmeny kraujo trombocity frakcijoje.

Literatiiroje apraSoma, kad kraujo trombocity frakcija gali bati pasitelkiama
neurobiologiniuose tyrimuose, nes tiek trombocitai, tiek neuronai pasizymi panasiais
patologiniais procesais sergant daugeliu neuropsichiatriniy ligy (Nikolac Perkovic et
al, 2016b). Kiti jy panasumai: 1) didelis bioaminerginiy neuromediatoriy (pvz.,
serotonino, dopamino) kiekis, jy atpalaidavimas, pernasa ir metabolizmas; 2)
randama MAO-B raiska (Asor, Ben-Shachar, 2012). Todél trombocity frakcija, kurig
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lengva gauti, gali buti puikiai panaudojama neurony funkcijy ir neuromediatoriy
sutrikimy smegenyse tyrimams. Nors atliekama daug moksliniy tyrimy pasitelkus
trombocitus, iki $iol néra nustatytas patikimas Zymuo Parkinsono ligai diagnozuoti,
ypac ankstyvojoje jos vystymosi stadijoje.

3.2.1. MAO-B geno 13-ame introne esancio vieno nukleotido polimorfizmo
jtakos pre-iRNR splaisingui tyrimai

Nustatyta, kad kraujo trombocity frakcijoje randama tik MAO-B raiska (Shih
et al, 1990), todél kyla klausimas, ar ji gali biiti naudojama kaip Zymuo
diagnozuojant Parkinsono ligg. D¢l Sios priezasties pirmiausia buvo siekiama
nustatyti MAO-B baltymo raiska kraujo méginiy, gauty i§ Parkinsono liga (PL)
serganciy ir sveiky (S) asmeny, trombocity frakcijoje. IS sveiky ir PL serganciy
asmeny (n=28) kraujo buvo isskirta trombocity frakcija ir Western blot
imunohibridizacijos metodu nustatyta MAO-B raiska. Tyrimas parod¢, kad MAO-B
baltymo raiska PL serganciy zmoniy trombocity frakcijoje yra didesné nei sveiky
(3.1 pav., A ir B). Isskyrus DNR i§ sveiky ir PL serganciy asmeny trombocity
frakcijos ir palyginus MAO-B geno 13-0 introno srities pirming DNR struktiira,
nustatyta, kad zmogui sergant Parkinsono liga dominuoja ,,A* alelis, o kai Zmogus
sveikas —,,G* alelis.

MAO-B geno 13-0 introno sekos analizé parodé, kad G/A dimorfizmo vieta yra
36 bp nutolusi nuo 13-o introno ir 14-0 egzono 3’ taikinio srities, mazdaug viduryje
tarp Sakojimosi tasko ir 13-0 introno 3’ taikinio sekos.

A B .
g
2 104 25
MAO-B £ 08-
YY1 S 06+
s PL o 0.4+
<
> 02-
S PL

3.1 pav. MAO-B baltymo raiska. A— MAO-B baltymo raikos sveiky (S) ir Parkinsono liga
(PL) serganciy asmeny trombocity frakcijoje palyginimas; YY1 — méginio uzne§imo
kontrolinis méginys; B — MAO-B baltymo raiskos PL ir S asmeny trombocity frakcijoje
(n = 8) jvertinimas naudojant kompiutering MultiGauge programa (p < 0,01)

Norint nustatyti, ar vieno nukleotido polimorfizmas, esantis zmogaus MAO-B
geno 13-o introno sekoje, gali daryti jtaka pre-iRNR splaisingui ir MAO-B raiskai,
buvo padaryti du DNR konstruktai, turintys splaisingui svarbias 5’ taikinio,
Sakojimosi tasko, polipirimidining ir 3 taikinio sekas. DNR konstruktai turi bendra
13-0 egzono 5’ taikinio seka, laukinio (,,G* alelis) arba taSking mutacijg turinéio
(,,A“ alelis) MAO-B geno 13-0 introno 3’ taikinio sekos dalj ir bendrg 14-0 egzono 3’
taikinio seka (3.2 pav.). Laukinio tipo (MAO-By) ir taSking mutacija (MAO-B,)
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turincias plazmidines DNR panaudojus transkripcijos reakcijoje in vitro buvo gautos
MAO-B, ir MAO-B, pre-iRNR. Jos toliau buvo naudojamos pre-iRNR splaisingo
tyrimams in vitro HeLa lgsteliy branduoliy ekstraktuose.

ctttagggagcagattagaagaaagatggtgtcgcttitgctatttgccagtgtgttctttcatttcag

MAO-B, L

3.2 pav. MAO-By ir MAO-B, pre-iRNR konstrukty schema. ISplétimas rodo nukleotidy seka,
kurioje aptinkamas g nukleotido pasikeitimas j a; Sakojimosi taskas pazymétas (*)

Gauti pre-iRNR splaisingo rezultatai parodé, kad mutacijg turinti 13-0 introno
seka (MAO-B, pre-iRNR) yra pasalinama efektyviau nei laukinio tipo introniné seka
(MAO-By pre-iRNR). Jau po 1 val. inkubacijos yra detektuojamas mazdaug tris
kartus efektyvesnis MAO-B, iIRNR formavimasis, palyginti su MAO-B, (3.3 pav., A
ir B). Tai rodo, kad introniné seka, turinti ,,A* alelj, i§ pre-iRNR yra pasalinama kur
kas efektyviau, palyginti su,,G* alelj turinCia seka.

A
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3.3 pav. Laukinio ir tasking mutacijg turin¢io MAO-B pre-iRNR splaisingas in vitro. A —
MAO-B, ir MAO-B, iRNR susidarymas priklausomai nuo reakcijos laiko (0-2 val.); B —
MAO-B, ir MAO-By splaisingo produkty susidarymo efektyvumo jvertinimas. Skai¢inojama
buvo kompiuterine MultiGauge programa naudojant trijy atskiry eksperimenty duomenis (p
<0,05)
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Siekiant issiaiskinti, ar vieno nukleotido pasikeitimas introninéje sekoje,
padidinantis nekoduojancios sekos pasalinimo efektyvuma, yra specifinis tik MAO-
B pre-iRNR, ar budingas visoms pre-iRNR, buvo padaryti du chimeriniai DNR
konstruktai. Tam tikslui buvo pasirinktas triusio S-globino genas, kuris yra placiai
naudojamas pre-iRNR splaisingo tyrimuose dél keliy priezas¢iy: 1) §io geno 1-ame
introne esanti sakojimosi tasko seka yra identiska konservatyviajai $akojimosi tasko
sekai (CUGAC); 2) pries 3' taikinio seka yra ilga polipirimidininé seka, su kuria
efektyviai sgveikauja splaisingo veiksniai. Taigi buvo sukurti DNR konstruktai, kur
dalis triusio fS-globino geno 1-o introno 3' taikinio sekos pakeista laukinio arba
mutacija turin¢io MAO-B geno 13-0 introno 3’ taikinio sekomis. Plazmidines DNR,
turincias reikiamus fragmentus, panaudojus transkripcijos reakcijoje in vitro buvo
gautos p-globino-MAO-B, ir P-globino-MAO-B, pre-iRNR. Jos toliau buvo
naudojamos pre-iRNR splaisingo tyrimams in vitro branduoliy ekstraktuose,
paruostuose i§ HeLa lIgsteliy (3.4 pav.).

f-globin el 7
g

B-oHMAC B,
a

B-gHMAO-B, :

3.4 pav. B-globino, chimerinés B-globino-MAO-By ir B-globino-MAO-B, pre-iRNR
konstrukty schemos. Pazyméti g ir a nukleotidai, esantys atitinkamai p-globino-MAO-By ir
B-globino-MAO-B, konstrukty introninéje sekoje. Sakojimosi taskas pazymétas (*)

Splaisingo tyrimai rodo, kad i§ chimeriniy pre-iRNR ,,A* alelj turinti introniné
seka (B-globino-MAO-B, pre-iRNR) yra pasalinama kur kas efektyviau, palyginti su
,,G* alelj turincia intronine seka (B-globino-MAO-B, pre-iRNR) (1,5 k.). Tai leidzia
patvirtinti, kad $io polimorfizmo jtaka nekoduojancios sekos pasalinimo efektyvumo
padidéjimui néra specifiné tik MAO-B pre-iRNR ir gali bati budinga ir kitoms pre-
iRNR (3.5 pav., A ir B).

I$ literatiros yra zinoma, kad G/A dimorfizmas MAO-B geno 13-ame introne
yra aptinkamas netoli Sakojimosi tasko sekos (Balciuniene et al, 2002). Taciau, G
nukleotidui pasikeitus j A, Sakojimosi taskas gali pasislinkti (De Klein et al, 1998).
Todél norint nustatyti, ar $is polimorfizmas lemia Sakojimosi tasko pasislinkima,
buvo atlikta bioinformatiné MAO-B geno 13-o introno sekos analizé. Ji parodé, kad
MAO-B geno 13-ame introne esanti mutacija $akojimosi tasko nepakeicia (3.6 pav.,
Air B).

Nustacius, kad ,,A* alelj turinti introniné seka i§ pre-iIRNR yra paSalinama
daug efektyviau nei ,,G* alelj turinti seka, ir patvirtinus, jog tai vyksta ne dél
Sakojimosi tasko vietos pasikeitimo, buvo iskelta prielaida, kad galbit tam jtakos
turi skirtingas splaisosomos komplekso formavimasis ant MAO-Bg ir MAO-B, pre-
IRNR. Agarozés gelyje nedenatliruojanciomis salygomis atlikta splaisosomos
kompleksy susidarymo ant $iy RNR analizé parodé, kad, priklausomai nuo laiko,
ankstyvasis splaisosomos kompleksas su MAO-B, pre-iRNR formuojasi daug
efektyviau, palyginti su MAO-By pre-iRNR (1,8 k.) (3.7 pav., A ir B). Tai parodo,
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kad net vieno nukleotido pasikeitimas nekoduojancioje sekoje daro jtaka
splaisosomos formavimosi efektyvumui.

A B
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3.5 pav. B-globino, -globino-MAO-By ir f-globino-MAO-B, pre-iRNR splaisingas in
vitro. A — p-globino (1 takelis), B-globino-MAO-B, (2-5 takeliai) ir f-globino-MAO-B, (6-9
takeliai) iRNR susidarymas priklausomai nuo reakcijos laiko. 1 takelis — p-globino
splaisingo reakcijos trukmé 2 val.; 2 ir 6 takeliai — inkubacija 0 val.; 3 ir 7 takeliai — 0,5 val.;
4 ir 8 takeliai — 1 val.; 5 ir 9 takeliai — 2 val. B — splaisingo produkty formavimosi
efektyvumo skai¢iavimas. Skai¢iuojama buvo kompiuterine MultiGauge programa naudojant
trijy atskiry eksperimenty duomenis (p < 0,05)

Kadangi splaisosomos kompleksas su mutacijg turin¢ia pre-iRNR seka
susidaro efektyviau, galima tikétis, kad tai lemia skirtinga splaisingo veiksniy
sgveika su RNR. Splaisingo veiksniy ir RNR sgveikai tirti buvo taikomas stabiliojo
baltymy prijungimo prie RNR naudojant ultravioletinius spindulius (angl. UV cross-
linking) metodas ir HeLa lasteliy branduoliy ekstraktas. Gauti rezultatai parode, kad
branduoliy ekstrakte esantys baltymai su RNR saveikauja skirtingai: su MAO-B,
pre-iRNR saveikauja daug efektyviau nei su MAO-B, pre-iRNR (3.8 pav., A).

Norint nustatyti skirtingai su pre-iRNR sgveikaujanéius baltymus buvo
pritaikytas stabiliojo baltymy prijungimo prie RNR naudojant ultravioletinius
spindulius metodas. RNR buvo pazyméta biotinu, o susidare RNR ir baltymy
kompleksai i§ HeLa lgsteliy branduoliy ekstrakto iStraukti (angl. fish out) su
streptavidinagaroze. Skirtingai su RNR saveikaujantys baltymai buvo nustatomi
Western blot imunohibridizacijos metodu, naudojant antikiinus, atpazjstancius
jvairius splaisingo veiksnius. Tyrimai naudojant anti-SR antikinus parodé, kad
skirtingai su RNR sagveikauja SR $eimos baltymai. Mutacija turinti MAO-B geno 13-
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o introno seka sgveikauja su SR Seimos baltymais kur kas efektyviau nei laukinio
tipo MAO-B geno 13-o introno seka (3.8 pav., B). Kadangi SR $eimos baltymai,
formuojantis ankstyvajam splaisosomos kompleksui, geba pritraukti kitus splaisingo
veiksnius, tai lemia greitesnj splaisosomos komplekso susidaryma.

=100 -90 -80 =70 =60 =50 -40 -30 -20

3.6 pav. MAO-B pre-iRNR §akojimosi tasko bioinformatiné analizé. A — MAO-Bg pre-iRNR
Sakojimosi tasko nustatymas; B — MAO-B, pre-iRNR $akojimosi tasko nustatymas. Skirtingy
spalvy rutuliukai Zymi atitinkamo nukleotido (raudonas — T, juodas — G, zalias — A,
mélynas — C) tikimybe. Rezultatas laikomas patikimu, kai p > 0,7. Sakojimosi taskas
apibréztas istisine, mutacijos vieta — punktyrine linija
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3.7 pav. MAO-B, ir MAO-B, ankstyvojo splaisosomos kompleksy susidarymas Hela
1gsteliy branduoliy ekstrakte. A — MAO-Bg4 ir MAO-B, ankstyvojo splaisosomos kompleksy
formavimasis priklausomai nuo inkubacijos trukmés (0 ir 20 min.); B — kompleksy
formavimosi efektyvumo apskai¢iavimas kompiuterine MultiGauge programa naudojant trijy
atskiry eksperimenty duomenis (p < 0,03). A —ankstyvasis splaisosomos kompleksas, H —
nespecifinis splaisosomos kompleksas
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3.8 pav. Baltymy i HeLa Iasteliy branduoliy ekstrakto sgveika su laukinio ir tasking
mutacijg turin¢io MAO-B pre-iRNR. A — naudojant ultravioletinius spindulius prie [o-P¥]-
CTP zymétos MAO-Bg ir MAO-B, pre-iRNR stabiliai prijungty baltymy radiograma; B —
baltymy, stabiliai prijungty prie MAO-Bg ir MAO-B, pre-iRNR ir iStraukty i§ HeLa lgsteliy
branduoliy ekstrakto, vizualizacija Western blot imunohibridizacijos metodu panaudojus
anti-SR antikiinus; B-actin — méginio uznesimo kontrolinis méginys

Norint jsitikinti, ar SR $eimos baltymy sgveikos su RNR pokyc¢iai daro jtaka
13-0 introno pasalinimo efektyvumui, atliktos pre-iRNR splaisingo reakcijos in
vitro; i jas papildomai buvo pridedamas skirtingas kiekis SR Seimos baltymy, i$
dalies isgryninty i§ HeLa lasteliy (3.9 pav., B). Analizuojant gautus rezultatus
pastebéta, kad G nukleotidg turinio 13-0 introno paSalinimo i§ pre-iRNR
aktyvacijai reikalingi didesni SR Seimos baltymy kiekiai, palyginti su A nukleotida
turinciu intronu (nuo 2 iki 1,2 k., priklausomai nuo SR baltymy kiekio) (3.9 pav., A
ir C). Sie rezultatai parodo, kad SR baltymai stipriau saveikaudami su mutacija
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turin€ia intronine seka pagreitina splaisosomos formavimasi su MAO-B, pre-iRNR,
todél nekoduojanti seka is pre-iRNR pasalinama greiciau.
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3.9 pav. SR seimos baltymy jtaka laukinio ir tasking mutacija turinéio MAO-B pre-iRNR
splaisingui in vitro. A — MAO-B, (1-3 takeliai) ir MAO-B, (46 takeliai) pre-iRNR
splaisingas pridéjus skirtingus (0,25 ir 0,5ug) SR baltymy (atitinkamai 2, 3 ir 5, 6 takeliai)
kiekius; B — SR $eimos baltymy, i$skirty i§ HeLa lasteliy, elektroforezé poliakrilamidiniame
gelyje; C — MAO-Bg ir MAO-B, iRNR formavimosi efektyvumo apskai¢iavimas
kompiuterine MultiGauge programa naudojant trijy atskiry eksperimenty duomenis (p <
0,05)

3.2.2. Rezultaty, gauty tiriant vieno nukleotido polimorfizmo jtaka pre-iRNR
splaisingui, apibendrinimas

Apibendrinant tyrimy rezultatus galima teigti, kad G/A polimorfizmas MAO-B
geno 13-o introno sekoje lemia $ios nekoduojanéios sekos pasalinimo efektyvuma.
Kadangi kiekviena nekoduojanti seka i pre-iRNR pasalinama skirtingu efektyvumu,
vadinasi, introninés sekos pasalinimas i§ pre-IRNR lemia individualios iRNR
susidarymo greitj lgsteléje. Padidéjes vieno introno pasalinimo greitis daro jtaka
IRNR susidarymo greiciui, kartu lemdamas susidariusios iRNR kieki ir baltymo
raiska. Palyginus sveiky ir PL sergan¢iy asmeny MAO-B geno 13-0 introno srities
pirming DNR strukttira, buvo nustatyta, kad PL sergan¢iy asmeny DNR sekoje
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vyrauja ,,A* alelis, o sveiky asmeny DNR sekoje — ,,G* alelis. Randama padidéjusi
,»A“ alelj turinti MAO-B raiska, kurig galima paaiskinti pakitusiu 13-o introno sekos
pasalinimo i$ pre-iRNR efektyvumu. Gauti rezultatai leidzia patvirtinti, kad MAO-B
baltymo raiskos lygio pokytis PL serganciy ir sveiky asmeny kraujyje gali biti
naudojamas kaip Parkinsono ligos zymuo.

Atliktuose tyrimuose pirmg karta parodyta pre-iRNR splaisingo sasaja su
neurodegeneracine Parkinsono liga ir Sio proceso jtaka ligos vystymuisi. Literattiroje
duomeny apie tai iki $iol nebuvo.

3.3. Nuo hipoksijos priklausomas alternatyvusis HIF-3 pre-iRNR splaisingas ir
jo reguliacija eukariotinése Igstelése

Vienas i§ $io darbo tiksly buvo nustatyti veiksnius, reguliuojancius nuo
deguonies koncentracijos aplinkoje priklausoma alternatyvyji pre-iRNR splaisinga,
ir rasti budus kontroliuoti nuo hipoksijos priklausomy alternatyviy pre-iRNR
splaisingo taikiniy pasirinkima.

Iskeltam tikslui pasiekti kaip modeliné sistema buvo naudojama pelés HIF-3
pre-iRNR. Priklausomai nuo deguonies kiekio aplinkoje HIF-30 pre-iRNR
alternatyviojo splaisingo buidu sudaro skirtingas iRNR: HIF-3a (normaliomis
deguonies ir hipoksinémis salygomis) ir IPAS (tik hipoksinémis salygomis) (3.10
pav.) (Makino et al, 2002).

IPAS

HIF-3a

3.10 pav. Pelés HIF-3a pre-iRNR

3.3.1. Deguonies kiekio aplinkoje reguliuojamo alternatyviojo pre-iRNR
splaisingo tyrimai

Alternatyviojo pre-iRNR splaisingo tyrimams atlikti buvo padaryti du DNR
konstruktai (HIF-3a ir IPAS), turintys splaisingui svarbias 5’ taikinio, Sakojimosi
tasko, polipirimidinine ir 3' taikinio sekas. DNR konstruktai apima bendra 3-io
egzono 5' taikinio seka, dalj 3-io introno sekos ir dvi skirtingas 3’ taikinio sekas: 4a
egzono (IPAS) ir 4-o0 egzono (HIF-3a) (3.11 pav.). Taip pat buvo padaryti tokie
patys DNR konstruktai, kurie turi papildoma splaisingo efektyvuma stimuliuojancia
sekg (5'-GGGGTGAGTAC-3') 4a egzono (IPAS-U1) ir 4-0 egzono (HIF-3a-Ul) 3’
taikinio sekoje (3.11 pav.). Kaip pre-iRNR splaisingo kontrolinis méginys buvo
naudojamas gerai iSanalizuotas triusio f-globino konstruktas, apimantis 1-o egzono,
1-0 introno ir 2-0 egzono sekas (3.11 pav.).
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3.11 pav. HIF-3a, IPAS ir B-globino pre-iRNR konstrukty schemos. Zvaigzdute (*)
pazymeétas Sakojimosi taskas. Juodas keturkampis — papildoma splaisingo efektyvuma
stimuliuojanti seka (HIF-3a-U1 ir IPAS-U1)

. B

off of
£
¥ Q1]
s H=1
GHE . .
w.30- O be U1
£
25 =
=5
>
2 20 J_E J_&
°
o 15+
(@)
(s [ £10-
- 21 | A
.
1 2 3 4
IPAS  HIF-3a

E] o= 5— [3]
12 3 4
3.12 pav. HIF-3a ir IPAS pre-iRNR splaisingas in vitro HeLa lgsteliy, auginty normaliomis
deguonies salygomis, branduoliy ekstraktuose. A — HIF-3a ir IPAS pre-iRNR, kurios turi (3 ir
1 takeliai) splaisingo efektyvuma stimuliuojancias sekas ir kurios jy neturi (4 ir 2 takeliai),
splaisingas normaliomis deguonies salygomis paruostuose branduoliy ekstraktuose; B — HIF-
3o ir IPAS splaisingo reakcijos efektyvumo apskaiciavimas (naudojant trijy atskiry
eksperimenty duomenis, p < 0,05) kompiuterine MultiGauge programa
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HIF-3a ir IPAS pre-iRNR splaisingo in vitro tyrimai branduoliy ekstraktuose,
paruostuose i§ normaliomis deguonies salygomis auginty HeLa lasteliy (NE,),
parodé, kad IPAS iRNR susidaro labai neefektyviai (3.12 pav., A ir B, 2 takelis),
palyginti su HIF-3a iRNR (3.12 pav., A ir B, 4 takelis). Kadangi IPAS iRNR
susidarymas buvo labai neefektyvus, todél splaisingo reakcijoje buvo panaudoti pre-
iRNR konstruktai, turintys splaisingo efektyvuma stimuliuojancias sekas: [IPAS-U1
ir HIF-3a-U1. Abiejy konstrukty splaisingas vyko per daug efektyviai (3.12 pav., A
ir B, 1 ir 3 takeliai), todél tapo sunku jvertinti reakcijos pokyc¢ius. Dél S§ios
priezasties nuspregsta jy nebenaudoti tolesniuose tyrimuose. Nors ir nuspresta
nenaudoti IPAS-U1 ir HIF-3a-U1 konstrukty, tadiau Sie tyrimo NE, ekstraktuose
rezultatai parodé, kad tik jterpus splaisingg stimuliuojanciag seka IPAS iRNR
susidarymas i§ labai neefektyvaus buvo paveréiamas j labai efektyvy (5 k.). Sie
duomenys netiesiogiai suteiké informacijos, kad IPAS IRNR efektyviam
susidarymui reikalinga pakitusi splaisingo veiksniy saveika su RNR. Tolesniuose
pre-iRNR splaisingo tyrimuose buvo naudojami konstruktai be splaisingo
efektyvuma stimuliuojanciy seky.

HIF-3a ir IPAS pre-iRNR splaisingo tyrimas in vitro hipoksinémis salygomis
auginty HeLa lasteliy branduoliy ekstraktuose (NEpp) parodé, kad HIF-3a iRNR
susidarymas buvo vos pastebimas (3.13 pav., A ir D, 2-4 takeliai). O IPAS iRNR
susidarymas buvo stebimas po 2 val. (25 k.) (3.13 pav., B ir E, 2-4 takeliai). Be to,
gelyje matomas laisvas 3-ias egzonas ir kilpos formos introniné dalis, susijungusi su
4a egzonu, vadinasi, jau po 1 val. ima susidaryti splaisingo reakcijos pirmosios
stadijos produktai (3.13 pav., B ir E, 3 takeliai). Kaip splaisingo tyrimo kontrolinis
méginys buvo naudojama f-globino pre-iRNR. Ji parodé, kad normaliomis
salygomis auginty HeLa lgsteliy branduoliy ekstraktuose pre-iRNR splaisingas vyko
dvigubai efektyviau, palyginti su ekstraktais, paruostais i§ hipoksinémis sglygomis
auginty HeLa lgsteliy (3.13 pav., C ir F, 1 ir 2 takeliai). Vadinasi, hipoksinémis
saglygomis augintose lastelése vyksta efektyvesnis silpny splaisingo taikiniy
panaudojimas ir maziau efektyvus stipriy splaisingo taikiniy pasirinkimas.

Nustacius, kad skirtingy iRNR susidarymas hipoksinémis salygomis auginty
HeLa lasteliy branduoliy ekstraktuose vyksta nevienodu efektyvumu, toliau buvo
siekiama iSsiaiskinti, ar splaisingo efektyvumo pokycius lemia skirtinga baltymy
saveika su RNR. Siam tikslui pasiekti buvo naudojama HIF-3a pre-iRNR ir
taikomas stabiliojo baltymy prijungimo prie RNR naudojant UV spindulius metodas
(angl. UV cross-linking). Rezultatai parodé, kad normaliomis ir hipoksinémis
salygomis auginty HeLa Iasteliy branduoliy ekstrakty baltymai su RNR saveikauja
skirtingai: baltymai i§ NEp, su RNR saveikauja kur kas efektyviau nei NE
baltymai (3.14 pav., A). Skirtingai su pre-iRNR saveikaujantiems baltymams,
esantiems NE,, ir NEy, ekstraktuose, nustatyti taikytas stabiliojo baltymy
prijungimo prie biotinu Zymétos RNR naudojant ultravioletinius spindulius metodas.
Susidare RNR-baltymy kompleksai i§ NEn, ir NEp,y ekstrakty istraukti su
streptavidinagaroze. Skirtingai su RNR sgveikaujantys baltymai nustatyti Western
blot imunohibridizacijos metodu, naudojant antikiinus, atpaZjstancius jvairius
splaisingo veiksnius. Naudojant anti-SR antikiinus atlikti tyrimai parodé, kad
normaliomis deguonies ir hipoksinémis salygomis paruos$ty lgsteliy branduoliy
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ekstraktuose skirtingai su RNR saveikauja SR Seimos baltymai (3.14 pav., B, 3 ir 4
takeliai).
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3.13 pav. HIF-3a ir IPAS pre-iRNR splaisingo reakcija in vitro branduoliy ekstraktuose,
paruostuose i§ hipoksinémis sglygomis auginty HeLa lasteliy. A — HIF-3a iRNR susidarymas
priklausomai nuo laiko: 1 takelis — kontrolinis méginys (2 val., NE,); 2, 3, 4 takeliai —
inkubacija NEy ekstraktuose, atitinkamai 0, 1 ir 2 val. B — IPAS pre-iRNR splaisingo (1-3
takeliai) priklausomybé nuo inkubacijos laiko: 1 takelis — kontrolinis méginys (2 val., NE,);
2, 3, 4 takeliai — inkubacija NEy,, ekstraktuose, atitinkamai 0, 1 ir 2 val. C — B-globino pre-
iRNR splaisingas: 1 takelis — kontrolinis méginys (2 val., NEy); 2 takelis — 2 val., NEpp.
D — HIF-3a, E — IPAS, F — B-globino iRNR susidarymo efektyvumo jvertinimas. Splaisingo
reakcijos efektyvumas buvo skai¢iuojamas kompiuterine MultiGauge programa naudojant
trijy atskiry eksperimenty duomenis (p < 0,05)
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3.14 pav. Baltymy, esan¢iy normaliomis deguonies ir hipoksinémis saglygomis auginty HelLa
lgsteliy branduoliy ekstraktuose, saveikos su HIF-3a pre-iRNR. A — baltymy, stabiliai
prijungty prie [a-P*]-CTP Zymétos HIF-3a pre-iRNR naudojant UV, radiograma: 1 takelis —
NEor; 2 takelis — NEp,,. B — baltymy, stabiliai prijungty prie biotinu Zymétos HIF-3a pre-
iIRNR ir naudojant streptaviding iStraukty i§ NEn, ir NEp,, ekstrakty, vizualizacija Western
blot imunohibridizacijos metodu panaudojus anti-SR antikiinus: 1 takelis — kontrolinis
meéginys (biotinu nezyméta RNR) NE,;; 2 takelis — kontrolinis méginys (biotinu nezyméta
RNR) NEj,,; 3 takelis — is NE, ekstrakty iStraukti baltymai; 4 — i§ NEj, ekstrakty istraukti
baltymai; B-actin — méginio uznesimo kontrolinis méginys

Priklausomai nuo deguonies kiekio aplinkoje, skirtingas sgveikas su RNR
sudarantys SR Seimos baltymai buvo i§ dalies iSgryninti i§ HeLa lasteliy (Wu,
Green, 1997), auginty normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis
(atitinkamai SRpr i SRipx) (3.18 pav., A). Sie isgryninti SRy, i SRypx baltymai buvo
panaudoti tolesniuose nuo deguonies kiekio aplinkoje priklausomo pre-iRNR
splaisingo tyrimuose in vitro, papildomai jy pridedant j pre-iRNR splaisingo
reakcijas.

Papildomai pridéjus SRy, baltymy j NE.. ekstraktus, aktyvintas p-globino
(1,25 k.) ir HIF-3a (2,5 k.) pre-iRNR splaisingas (3.15 pav., atitinkamai A ir D, 1-3
ir 8-11 takeliai), taciau tai nedaré jokios jtakos IPAS konstrukto splaisingui (3.15
pav., A ir D, 4-7 takeliai). Papildomai pridéjus SRy« baltymy j NE,, ekstraktus,
aktyvintas visy trijy konstrukty (2 k. p-globino, 1,7 k. HIF-3a ir 7 k. IPAS) pre-
iRNR splaisingas (3.15 pav., B, E ir C, F). Sis tyrimas parodé, kad i3 hipoksinémis
salygomis auginty lasteliy iSgryninti SR Seimos baltymai pasizymi skirtingomis
splaisingo aktyvinimo savybémis.
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3.15 pav. SRy if SRy« Seimos baltymy jtaka HIF-3a, IPAS ir f-globino pre-iRNR
splaisingui in vitro branduoliy ekstraktuose, paruostuose i§ normaliomis deguonies
salygomis auginty HeLa lasteliy. A — B-globino, IPAS ir HIF-3a pre-iRNR splaisingas NE,
(atitinkamai 1, 4 ir 8 takeliai) ir pridéjus skirtinga kiekj (0,25-0,75 pug) SRy, baltymy
(atitinkamai 2, 3 (B-globino), 5-7 (IPAS) ir 9-11 (HIF-3a) takeliai). B — IPAS ir HIF-3a
pre-iRNR splaisingas NE, (1 ir 3 takeliai) ir pridéjus skirtingg kiekj (0,25— 0,75 pg) SRy
baltymy (atitinkamai 2—4 (IPAS) ir 6-8 (HIF-3a) takeliai). C — B-globino pre-iRNR
splaisingas NE, (1 takelis) ir pridéjus skirtingg kiekj (0,25-0, 5 ug) SRy baltymy (2 ir 3
takeliai). D — B-globino (1-4 takeliai), IPAS (47 takeliai) ir HIF-3a (8-11 takeliai) iRNR
susidarymo efektyvumo skaiciavimas reakcijoje esant skirtingam SR, baltymy Kiekiui. E —
IPAS ir HIF-3a (atitinkamai 1-4 ir 5-8 takeliai) iRNR susidarymo efektyvumo skaiciavimas
reakcijoje esant skirtingam SRy, baltymy kiekiui. F — -globino iRNR susidarymo
efektyvumo skaiciavimas (1-3 takeliai) esant skirtingam SRy, baltymy Kiekiui. Splaisingo
reakcijos efektyvumas buvo skai¢iuojamas kompiuterine MultiGauge programa naudojant
trijy atskiry eksperimenty duomenis (p < 0,05)
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3.16 pav. SRy it SRppx Seimos baltymy jtaka HIF-3a, IPAS ir f-globino pre-iRNR
splaisingui in vitro branduoliy ekstraktuose, paruoStuose i$ hipoksinémis sglygomis auginty
HeLa lasteliy. A — HIF-3a pre-iRNR splaisingas pridéjus skirtinga kiekj SRnor bei SRypx
baltymy: 1 takelis — kontrolinis méginys (NE,), 2 takelis — kontrolinis méginys (NEpy), 3 ir
4 takeliai — pridéta atitinkamai 0,25 ir 0,5 pg SRnor; 5 ir 6 takeliai — pridéta atitinkamai 0,25
ir 0,5 pug SRy« B — IPAS pre-iRNR splaisingas pridéjus skirtingg kiekj SRpor bei SRy
baltymuy: 1 takelis — kontrolinis meéginys (NEyy), 2 ir 3 takeliai — pridéta atitinkamai 0,25 ir
0,5 pg SRyor 4 ir 5 takeliai — pridéta atitinkamai 0,25 ir 0,5 pg SRy C — B-globino pre-
iRNR splaisingas pridéjus skirtingg kiekj SRqr bei SRy« baltymuy: 1 takelis — kontrolinis
méginys (NE,), 2 takelis — kontrolinis méginys (NEpy), 3-5 takeliai — pridéta atitinkamai
0,25, 0,5ir 0,75 pg SR,; 6-8 takeliai — pridéta atitinkamai 0,25, 0,5 ir 0,75 pg SRppx. D —
HIF-3a, (E) IPAS ir (F) B-globino iRNR susidarymo efektyvumo jvertinimas esant
skirtingam SRy bei SRy Seimos baltymy Kiekiui. Splaisingo reakcijos efektyvumas
skaiGiuotas kompiuterine MultiGauge programa naudojant trijy atskiry eksperimenty
duomenis (p < 0,05)
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Tolesniuose eksperimentuose buvo panaudotas branduoliy ekstraktas,
paruostas i$ hipoksinémis salygomis kultivuoty HeLa lasteliy. Papildomai pridéjus
SRpor ar SRy baltymy j NEp, ekstraktus, HIF-3a (1,1 k.) (3.16 pav., A ir D) ir IPAS
(2 k.) splaisingas (3.16 pav., B ir E) aktyvintas nedaug ir tai i§ esmés neturéjo jtakos
B-globino konstrukto splaisingo efektyvumui (3.16 pav., C ir F). Apibendrinant SR
Seimos baltymy daromg jtaka pre-iRNR splaisingui, galima teigti, kad i$ hipoksiniy
lasteliy iSskirti SR baltymai (SRppy) pasizymi skirtingu aktyvumu, palyginti su SR
baltymais, i$skirtais i§ normaliomis deguonies salygomis auginty lasteliy (SRpor).

B
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3.17 pav. SR, Seimos baltymy preinkubacijos poveikis HIF-3a pre-iRNR splaisingui
normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis paruostuose branduoliy ekstraktuose. A —
HIF-3a pre-iRNR splaisingas NE,q (1, 2, 5, 6 takeliai) ir NEq (3, 4, 7, 8 takeliai)
ekstraktuose. Reakcijos, j kurias jdéta 0,5 ug SR, baltymy (2, 4, 6, 8 takeliai), vykdytos
tiesiogiai (1-4 takeliai) ir 20 min. atliekant SRy, baltymy preinkubacija 30 °C temperatiiroje
NEnor ir NEp ekstraktuose, po to pridedant RNR (5-8 takeliai). B — iRNR susidarymo
efektyvumo skaic¢iavimas (naudojant trijy atskiry eksperimenty duomenis, p < 0,05)
kompiuterine MultiGauge programa

Zinoma, jog SR $eimos baltymy RS motyvas yra fosforilinamas (Howard,
Sanford, 2015) ir nuo 8io motyvo fosforilinimo lygio priklauso SR baltymy
aktyvumai. Kyla klausimas: ar SR ir SRppx baltymy skirtinga gebéjima aktyvinti
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splaisingg lemia nevienodas $iy baltymy fosforilinimas? Norint tai i$siaiskinti, buvo
atlikti eksperimentai: j HIF-3o pre-IRNR splaisingo reakcijas NEn, ir NEpp
ekstraktuose buvo skirtingai pridétas papildomas kiekis SRy baltymy: vienu atveju
visi reakcijos komponentai buvo sudéti i§ karto ir leista vykti splaisingo reakcijai
(3.17 pav., A ir B, 1-4 takeliai), o Kkitu atveju SR, baltymai su NEg, ir NEqx
ekstraktais pradzioje buvo 20 min. inkubuojami 30 °C temperatiiroje, po to jdéta pre-
iRNR ir leista vykti splaisingo reakcijai in vitro. Preinkubacija buvo atlikta manant,
kad jeigu Sie baltymai hipoksinémis ir normaliomis deguonies salygomis
paruoStuose ekstraktuose yra modifikuoti skirtingai, tai ekstraktuose esantys
specifiniai fermentai modifikuos SR baltymus ir jie pradés veikti skirtingai (3.17
pav., A ir B, 5-8 takeliai). Gauti rezultatai parodé, kad SRy, baltymai, j reakcijos
misinj jdéti tiesiogiai ar jvykdzius preinkubacija, geba aktyvinti HIF-3a pre-iRNR
splaisingg NE,, ekstraktuose (1,4 k.) (3.17 pav., A ir B, 1, 2 ir 5, 6 takeliai).
Tiesiogiai pridéjus SRpo baltymy j NEj,, ekstraktus HIF-3a pre-iRNR splaisingas
buvo aktyvintas apie tris kartus (3.17 pav., A ir B, 3 ir 4 takeliai), o po
preinkubacijos NE, ekstrakte SR, baltymai prarado savo gebéjima aktyvinti HIF-
3a pre-iRNR splaisingg (3.17 pav., A ir B, 7 ir 8 takeliai). Apibendrinant rezultatus,
galima daryti iSvada, kad SR, baltymy preinkubacija hipoksinémis salygomis
auginty HelLa lasteliy ekstrakte splaisingg aktyvuojancius baltymus paveréia j
splaisinga slopinanéius baltymus. Sj SR $eimos baltymy gebéjimo aktyvinti pre-
iRNR splaisingg praradima galima paaiskinti pakitusiu $iy baltymy fosforilinimo
lygiu.

Siekiant jsitikinti iSkeltos prielaidos pagristumu, buvo atlikta SR baltymy
analizé Western blot imunohibridizacijos metodu naudojant mAb104 antikiing. Sis
antik@inas sgveikauja su SR baltymy RS motyvu ir Sios sgveikos stiprumas priklauso
nuo RS motyvo modifikacijos lygio (Shepard, Hertel, 2009). Palyginus vienodus
SRpor ir SRyex baltymy kiekius (3.18 pav., A), paaiskéjo, kad Sis antikiinas SRppx
baltymus atpaZjsta daug silpniau nei SR, baltymus (3.18 pav., B); tai rodo skirtingg
$iy baltymy modifikacijos lygj. Siai prielaidai patvirtinti SRy ir SRy, baltymai
buvo isfrakcionuoti taikant dviejy dimensijy baltymy elektroforezés metoda.
Duomeny analiz¢ Western blot imunohibridizacijos metodu naudojant nuo
modifikacijos lygio nepriklausoma anti-SR antikiing parode, kad SRy, baltymai yra
pasislinkg i rugsting pusg. Tai jrodo, kad SRy, baltymy fosforilinimo lygis yra daug
didesnis nei SRy, baltymy. Kaip jau literatiiros apzvalgoje minéta, SR baltymy
fosforilinimo lygis yra svarbus veiksnys, lemiantis $iy baltymy aktyvumus
(Graveley, 2000). Galima teigti, kad nevienodi SRp,r i SRpex Seimos baltymy
modifikacijos lygiai lemia skirtingus jy aktyvumus (3.18 pav., C).

Literatiiroje paskelbta, kad SR Seimos baltymy RS motyve esancios serino
aminoriig§¢iy liekanos yra fosforilinamos naudojant specifines SR Seimos baltymy
kinazes (CLK1, SRPK1 ir SRPK2) (Ghosh, Adams, 2011). Tolesniuose
eksperimentuose buvo palyginta $iy specifiniy SR Seimos baltymy kinaziy raiska
normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis augintose HeLa lgstelése RNR ir
baltymo lygmenyse.
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3.18 pav. SR Seimos baltymy, i§skirty i§ normaliomis ir hipoksinémis saglygomis auginty
Hel a lasteliy, modifikacijos skirtumai. A — SRy if SRyp« baltymy elektroforezé
poliakrilamidiniame gelyje; B — SRy it SRypx baltymy analize Western blot
imunohibridizacijos metodu naudojant mAb104 antikiing; C — SRy, ir SRypx baltymy dviejy
dimensijy elektroforezés analizé Western blot imunohibridizacijos metodu naudojant anti-SR
antiking

Palyginus CLK1, SRPK1 ir SRPK2 iRNR raiska normaliomis ir hipoksinémis
salygomis kultivuotose lastelése pastebéta, kad hipoksinése Igstelése ypac padidéjusi
visy trijy kinaziy raiska (3.19 pav., A). Tiriant CLK1, SRPK1 ir SRPK2 baltymy
raiSka hipoksinémis salygomis augintose lgstelése, taip pat nustatyta padidéjusi jy
raiSka, palyginti su normaliomis deguonies sglygomis augusiose lgstelése.
Hipoksinése lastelése rasta gerokai padidéjusi CLK1 ir SRPK1 baltymo raiska, o
SRPK2 baltymo raiska buvo padidéjusi tik truputj (3.19 pav., B). Paminétina, kad
CLKI1 baltymo raiska buvo tiriama branduoliy ekstraktuose, paruostuose i$
normaliomis deguonies ir hipoksinémis salygomis Kultivuoty HeLa lasteliy, nes si
kinazé randama tik branduolyje. SRPK1 ir SRPK?2 kinaziy yra lgsteliy citoplazmoje
ir branduolyje, todél jy baltymy raiskos tyrimai buvo atliekami normaliomis
deguonies ir hipoksinémis sglygomis auginty HeLa lasteliy lizatuose (Zhou, Fu,
2013).
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Nustacius, kad hipoksinése lastelése yra padidéjusi CLK1, SRPK1 ir SRPK2
kinaziy raiska, iSkilo klausimas, ar HIF-1 transkripcijos veiksnys daro jtaka
specifiniy SR baltymy kinaziy raiSkos padidéjimui. Siekiant tai iSsiaiskinti, buvo
atlikta CLK1, SRPK1 ir SRPK2 kinaziy geny promotoriaus sekos bioinformatiné
analizé. Nustatyta, kad CLK1 geno promotoriaus dalyje yra penkios galimos
hipoksijos indukuojamo veiksnio (HIF-1) saveikos su DNR vietos (5‘-d(RCGTG)-
3’, kur R yra A arba G), o SRPK1 ir SRPK2 genuose HIF-1 veiksnio sgveikos su
promotoriaus seka viety nenustatyta. Tai leidzia daryti prielaida, kad padidéjusia
CLK1 geno raiska hipoksinése lastelése gali lemti HIF-1 veiksnys. Siai prielaidai
patvirtinti buvo atlikta chromatino imunoprecipitacija naudojant anti-HIF-1
antiking, po to vykdyta realaus laiko PGR (qPGR) reakcija. Tyrimo duomenys
parodé, kad HIF-1 tris kartus stipriau sgveikauja su CLKI1 promotoriaus seka
hipoksinémis saglygomis augusiose lastelése, palyginti su normaliomis deguonies
salygomis augusiomis Igstelemis (3.19 pav., C). Remiantis tyrimu, galima teigti, kad
CLKI1 raiskos padidé¢jima lastelése, kultivuotose hipoksinémis salygomis, lemia
hipoksijos indukuojamas transkripcijos veiksnys HIF-1.

A B C

Nor Hpx % 019G
or Hor e 3 ’ o m HIF-1a
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3.19 pav. Specifiniy SR Seimos baltymy kinaziy raiska normaliomis ir hipoksinémis
salygomis augintose lastelése. A — CLK1, SRPK1 ir SRPK2 iRNR raiska normaliomis ir
hipoksinémis salygomis augintose lastelése; B — CLK1, SRPK1 ir SRPK2 baltymy raiska

normaliomis ir hipoksinémis sglygomis augintose lgstelése; C — HIF-1 veiksnio jtakos CLK1
geno transkripcijos aktyvinimui matavimas taikant chromatino imunoprecipitacijos metoda.
Potencialios HIF-1 sgveikos su CLK1 promotoriaus seka padaugintos qPGR reakcijoje.
Skaic¢iuota kompiuterine MultiGauge programa naudojant trijy atskiry eksperimenty
duomenis (p < 0,05)

Ivertinus atliktus eksperimentus, buvo nustatyta, kad hipoksijos atveju
lastelése kinta SR Seimos baltymy funkcinis aktyvumas, kurj lemia padidéjes RS
motyvo fosforilinimo lygis, priklausomas nuo padidéjusios SR Seimos baltymy
kinaziy (CLK1 ir SRPK1, SRPK?2) raiskos.

Siekiant patikrinti CLK1 raiskos jtaka nuo hipoksijos priklausomam pre-iRNR
splaisingui, buvo pasirinktos literattiroje aprasytos endogeninés karboanhidrazés IX
(CAIX) ir daug cisteino turin¢io angiogenezés aktyviklio 61 (Cyr61) pre-iRNR,
kuriy alternatyvusis splaisingas kinta priklausomai nuo hipoksijos. CAIX baltymas
yra atsakingas uz lastelés pH kontrolg ir adhezija. IS CAIX pre-iRNR alternatyviojo
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splaisingo btudu sudaromos dvi iIRNR izoformos: ilgoji CAIX iRNR izoforma (FL
CAIX), gauta sujungiant visus 11 egzony, ir trumpoji CAIX iRNR izoforma (AS
CAIX), neturinti 8 ir 9 egzony, koduojanciy baltymo transmembraninj motyva.
Normaliomis deguonies salygomis lgsteléje randami nedideli Kiekiai AS CAIX
IRNR, o FL CAIX susidaro hipoksinémis salygomis ir yra siejama su naviky
atsiradimu ir vystymusi (3.20 pav., A) (Barathova et al, 2008). Cyr61 baltymas yra
svarbus lasteliy adhezijos, migracijos, proliferacijos ir apoptozés procesams.
Literattroje apraSyta, kad sumazéjusi Cyr61 baltymo raiska randama kai kuriuose
navikuose, pvz., prostatos ir gimdos lejomiomose, o padidéjusi Cyr6l baltymo
raiska slopina navikiniy lgsteliy vystymasi (Perbal, 2009). Nuo hipoksijos
priklausomo pre-iRNR alternatyviojo splaisingo metu susidaro dvi Cyr61 iRNR
izoformos: viena izoforma yra gaunama sujungiant visus penkis pre-iRNR
sudarancius egzonus (IS), kitoje izoformoje tarp 3-io ir 4-0 egzony esanti introniné
seka ne iskerpama, o jterpiama j subrendusig iRNR (IR) (3.20 pav., B). Hipoksinése
Igstelése pradeda formuotis Cyr6l IR iRNR izoforma, bet ar nuo $ios izoformos
sintetinamas baltymas, duomeny néra. Aisku viena — kad alternatyvusis pre-iRNR
splaisingas yra svarbus reguliuojant Cyr61 baltymo raiska lasteléje.
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3.20 pav. Nuo hipoksijos priklausomo alternatyviojo CAIX (A) ir Cyr61 (B) pre-iRNR
splaisingo scheminis vaizdas

Norint suzinoti, kaip nuo CKLI1 kiekio Igsteléje priklauso hipoksijos
reguliuojamas alternatyvusis CAIX ir Cyr6l pre-iRNR splaisingas, buvo atlikti
eksperimentai in vivo, normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis augintas
HeLa lasteles veikiant specifine CLK1 sSiRNR (3.21 pav., A). Normaliomis
deguonies salygomis augintas lgsteles paveikus CLK1 siRNR, pastebétas nedidelis
AS CIAX iRNR izoformos sumazéjimas (3.21 pav., A, 2 takelis). O hipoksinése
HeLa lastelése sumazintas CLK1 kiekis turi mazai jtakos AS CAIX izoformos
susidarymui, bet slopina FL. CAIX izoformos susidarymg (3.21 pav., A, 4 takelis).
Analizuojant FL. CAIX baltymo rai$kg (3.21 pav., C) nustatyta, kad sumazintas
CLKI1 kiekis lastelése lemia sumazéjusi CAIX baltymo kieki (3.21 pav., C, 4
takelis).

Sumazintos CLK1 raiskos jtakos Cyr61 pre-iRNR splaisingui tyrimas parodé,
kad normaliomis deguonies ir hipoksinémis salygomis augintose lastelése gerokai
pasikeic¢ia Cyr61 iRNR izoformy santykis (3.21 pav., A ir B, 1 ir 3 takeliai):
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hipoksinémis sglygomis augintose lastelése susidaro daugiau Cyr61 IR iRNR
izoformos (5 k.). Naudojant siRNR sumazinus CLK1 rai$kg gauta, kad normaliomis
deguonies ir hipoksinémis sglygomis augintose lastelése Siek tiek padidéja Cyr61 IS
iRNR izoformos susidarymas (1,2 k.) ir slopinamas Cyr6l IR iRNR izoformos
formavimasis (1,7 k.) (3.21 pav., A ir B, 2 ir 4 takeliai). Taigi gauti rezultatai rodo,
kad CLKI1 raiSkos sumazinimas kei¢ia CAIX ir Cyr61 alternatyvyjj pre-iRNR
splaisinga lasteléje: slopina hipoksinémis salygomis susidaran¢iy iRNR (FL CAIX ir
Cyr61 IR) izoformy formavimasi.
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3.21 pav. Sumazintos CLK1 raiskos lgsteléje jtaka nuo hipoksijos priklausomam
alternatyviajam CAILX ir Cyr61 pre-iRNR splaisingui. A— CLK1 siRNR poveikis CAIX ir
Cyr61 pre-iRNR splaisingui; B — Cyr61 IR ir IS iRNR izoformy santykiy skai¢iavimo
(naudojant trijy atskiry eksperimenty duomenis, p < 0,05) kompiuterine MultiGauge
programa diagrama; C — sumazinto CLK1 baltymo kiekio jtaka CAIX baltymo rai$kai
normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis augintose Igstelése; (—) — kontroline
SiRNR transfekuotos lastelés (1 ir 3 takeliai); (+) — CLK siRNR transfekuotos lastelés (2 ir 4
takeliai); 35c ir 25¢ — PGR cikly skai¢ius; 18S ir B-actin — uznesimo kontrolinis méginys
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3.22 pav. CLK1 aktyvumo sumazinimo specifiniu inhibitoriumi jtaka nuo hipoksijos
priklausomam alternatyviajam CAIX ir Cyr61 pre-iRNR splaisingui. A — specifinio CLK1
kinazés inhibitoriaus TG003 jtaka nuo hipoksijos priklausomam alternatyviajam CAIX ir
Cyr61 pre-iRNR splaisingui; (-) — TG003 neveiktos Igstelés (1 ir 3 takeliai); (+) —TG003

paveiktos lasteles (2 ir 4 takeliai); 35¢ ir 25¢ — PGR cikly skai¢ius; B — Cyr61 IR ir ISiRNR
izoformy santykiy skai¢iavimo diagrama (naudojant trijy atskiry eksperimenty duomenis, p <
0,05); 18S — uznesimo kontrolinis méginys
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Siekiant patvirtinti CLK1 kinazés svarba nuo hipoksijos priklausomo
alternatyviojo splaisingo reguliacijai, buvo atlikti eksperimentai in vivo, panaudojant
specifinj CLK1 kinazés inhibitoriy TGO003 (Muraki et al, 2004). Specifiniu
inhibitoriumi slopinant CLK1 raiska HeLa lastelése, augintose normaliomis
deguonies ir hipoksinémis saglygomis, buvo gauti tokie patys alternatyviojo CAIX ir
Cyr61 pre-iRNR splaisingo rezultatai (Cyr61 IS — 1,2 k., Cyr61 IR — 1,5 k.) (3.22
pav., A ir B, 2 ir 4 takeliai), kaip paveikus lasteles CLK1 siRNR (3.21 pav., Air B, 2
ir 4 takeliai). O tai dar kartg leidzia patvirtinti didele specifiniy SR Seimos baltymy
kinaziy reik§me¢ nuo hipoksijos priklausomo alternatyviojo pre-iRNR splaisingo
reguliavimui.

3.3.2. Rezultaty, gauty tiriant nuo hipoksijos priklausoma alternatyvyjj HIF-3
pre-iRNR splaisinga, apibendrinimas

Apibendrinant nuo hipoksijos priklausomo alternatyviojo HIF-3 ir IPAS pre-
iIRNR splaisingo tyrimy rezultatus, buvo nustatyta, kad vienas pagrindiniy
alternatyvyji splaisinga reguliuojanciy veiksniy yra SR baltymy $eima. Sumazéjus
deguonies kiekiui aplinkoje, lasteléje prasideda poky¢iai, kuriy batinai reikia
iSgyventi pakitusiomis sglygomis. Vienas i$ $iy poky¢iy — specifiniy SR baltymy
kinaziy raiskos padidéjimas, kuris lemia SR Seimos baltymy modifikacijos lygio ir
ju aktyvumo kitimg. Dél Sios priezasties lgstelése pradedami naudoti alternatyvis
splaisingo taikiniai, kurie normaliomis sglygomis néra pasirenkami. Nuo tokiy
pakitusiy iIRNR izoformy susintetinti baltymai padeda Iasteléems isgyventi sumazéjus
deguonies kiekiui aplinkoje.

Siame skyriuje atlikti tyrimai dar karta parodo alternatyviojo pre-iRNR
splaisingo svarba ir jtaka zmogaus ligy vystymosi procese. Pirma kartg nustatyti
veiksniai, reguliuojantys nuo hipoksijos priklausoma pre-iRNR splaisinga, kuriuos
kontroliuojant galima slopinti hipoksinése Iastelése pakitusiy iRNR susidaryma.
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BENDROSIOS ISVADOS

1. Parkinsono ligos atveju padidéjes MAO-B baltymo raiskos lygis (palyginti su
raiska sveikame zmoguje) yra tinkamas naudoti diagnozuojant Parkinsono liga
Zmogaus organizme.

2. ,,A“ alelj turinti nekoduojanti seka padidina introninés sekos pasalinamo
efektyvuma.

3. G/A nukleotido polimorfizmas néra specifinis tik MAO-B geno 13-0 introno
pasalinimo efektyvumui.

4. MAO-B geno 13-o introno sekoje esantis G/A polimorfizmas lemia SR Seimos
baltymy saveikos su pre-iRNR pokyc€ius: A nukleotida turinti introniné seka
pagreitina splaisosomos komplekso susidaryma, 0 tai padidina nekoduojanéios sekos
pasalinimo efektyvuma.

5. SR Seimos baltymai, iSgryninti i§ hipoksinémis salygomis auginty HeLa
lasteliy, pasizymi didesniu gebéjimu aktyvinti pre-iRNR splaisinga nei SR $eimos
baltymai, i$skirti i§ normaliomis deguonies sglygomis kultivuoty HeLa lasteliy.

6. SR Seimos baltymy, iSskirty i§ hipoksinémis salygomis auginty Iasteliy,
fosforilinimo lygis yra didesnis uz SR Seimos baltymy, i$skirty i§ normaliomis
deguonies salygomis auginty lasteliy, fosforilinimo lyg;.

7. Padidéjusj SR seimos baltymy fosforilinimo lygj hipoksinése lastelése lemia
padidéjusi specifiniy SR baltymy kinaziy (CLK1 ir SRPKI1, SRPK2) iRNR ir
baltymo raiska.

8. CLK1 kinazés padidéjusig iRNR ir baltymo raiska hipoksinése lgstelése lemia
hipoksijos indukuojamas transkripcijos veiksnys HIF-1.

9. CLK1 kinazés raiSkos sumazinimas pakeic¢ia karboanhidrazés IX ir daug
cisteino turindio angiogenezés aktyviklio 61 alternatyvyji pre-iRNR splaisinga
lasteléje:  slopinamas hipoksinémis sglygomis susidariusiy iRNR izoformy
formavimasis ir skatinamas normaliomis deguonies sglygomis besiformuojanciy
iRNR izoformy susidarymas.
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Dékoju moksliniam konsultantui ir kartu vadovui dr. A. Kanopkai uz
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,Mutacijos monoaminooksidazés B gene, sicjamame su Parkinsono liga, jtaka pre-
iRNR splaisingui“ (2010-2011 m.).
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