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SANTRUMPOS

4E-BP1 — su eukariotiniu iniciacijos faktoriumi 4E sgveikaujantis
baltymas 1.

4E-BP2 — su eukariotiniu iniciacijos faktoriumi 4E sgveikaujantis
baltymas 2.

AGC - baltymy kinaziy A, G ir C Seimos (angl. protein kinase A, G, and
C families).

AMPK — adenozino monofosfato aktyvuojama baltymy kinazé (angl. 5'
adenosine monophosphate-activated protein kinase).

ATF4 — aktyvuojantis transkripcijos veiksnys 4 (angl. activating
transcription factor 4).

ATF6 - aktyvuojantis transkripcijos veiksnys 6 (angl. activating
transcription factor 6).

Atg5 — autofagijos baltymas 5 (angl. autophagy protein 5).

AT-PGR — atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija.

bHLH — bazinis spiralés-kilpos-spiralés domenas (angl. basic helix-loop-
helix domain).

BNIP3 — su BCL2 sagveikaujantis baltymas (angl. BCL2 / adenovirus E1B
19-kD protein-interactin protein 3).

CaM — Nuo kalcio jony (kalmodulino) priklausoma baltymy kinazé (angl.
Ca?*/calmodulin-dependent protein kinas).

CBP — su CREB saveikaujantis baltymas (angl. CREB-binding protein).

CHOP — angl. C/EBP-homologous protein.

DEPTOR — su mTOR saveikaujantis baltymas, turintis DEP, (angl. DEP
domain containing mTOR-interacting protein).

EIF2a — eukariotinis transliacijos iniciacijos wveiksnys 2A (angl.
eukaryotic translation initiation factor 2A).

elF20 — eukariotinio transliacijos iniciacijos 2 veiksnio 1 subvienetas
(angl. eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1).

elFAE — eukariotinis transliacijos iniciacijos veiksnys 4E (angl.
eukaryotic translation initiation factor 4E).

ERAD - su endoplazminiu tinklu susijusiy baltymy degradacija (angl.
endoplasmic-reticulum-associated protein degradation).

FIH-1 — veiksnys, inhibuojantis HIF-1 (angl. factor inhibiting HIF-1).

GADD34 — augimo stabdymo ir DNR pazaidy indukuojamas baltymas
(angl. growth arrest and DNA damage-inducible protein).

HIF — hipoksijos indukuojamas veiksnys (angl. hypoxia inducable
factor).
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HRE — atsako j hipoksija sritis (angl. hypoxia response element).

IRE1 — nuo inozitolo priklausomas fermentas lo (angl. inositol-requiring
enzyme 1a).

KDNR — kopijiné DNR.

LC3 — su mikrovamzdeliais susijusio baltymo 1A/1B lengvoji grandiné
(angl. microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3).

MAX — su MYC susijg¢s veiksnys X (angl. MYC Associated Factor X).

MYC — MY C proto-onkogenas (angl. MYC Proto-Oncogene).

mLST8 — angl. mammalian lethal with SEC13 protein 8.

mSinl — su zinduoliy streso aktyvuojama baltymy kinaze sgveikaujantis
baltymas (angl. mammalian stress-activated protein kinase-interacting
protein 1).

MTOR — kinazé; rapamicino taikinys zinduoliy organizmuose (angl.
mamallian target of Rapamycin).

MTORC1 — mTOR 1 kompleksas.

MTORC2 — mTOR 2 kompleksas.

MXI1 — su MAX sgveikaujantis baltymas 1 (angl. MAX Interactor 1).

NADPH — nikotinamido dinukleotidfosfatas.

ODD - nuo deguonies priklausomas domenas (angl. oxygen dependant
domain).

p300 — su E1A sgveikaujantis baltymas p300 (angl. E1A binding protein
p300).

PAS — Per-Arnt-Sim domenas.

PERK — endoplazminio tinklo transmembraniné kinazé (angl. protein
kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase).

PHD — prolil-hidroksilazé (angl. prolyl hydroxylase domain proteins).

PML — angl. promyekicytic leukaemia tumor suppressor.

PRAS40 — angl. proline-rich Akt substrate of 40 kad.

Protors-1 — angl. protein observed with Rictors-1.

Protors-2 — angl. protein observed with Rictors-2.

pVHL — von Hippel-Lindau ubikvitino ligazé.

Raptor — mTOR susijgs reguliacinis baltymas (angl. regulatory-
associated protein of mTOR).

REDDL1 - angl. regulated in development and DNA damage responses 1.

RHEB — angl. Ras homolog enriched in brain.

Rictor — angl. rapamycin-insensitive companion of mTOR.

ROS — aktyvios deguonies formos (angl. reactive oxygen species).

S6K1 — ribosomos S6 1 kinazé.

S6K?2 — ribosomos S6 2 kinazé.
10



siRNR — maza interferuojanti RNR (angl. small interfering RNA).

SNRNP — mazi branduoliuo ribonukleobaltymai (angl. small nuclear
ribonucleoproteins).

SNRNR — mazos branduolio RNR (angl. small nuclear RNA).

TAD-C - C-galinis transkripcijos aktyvacijos domenas (angl.
transcription activation domain).
TAD-N - N-galinis transkripcijos aktyvacijos domenas (angl.

transcription activation domain).

TSC —angl. tuberous sclerosis complex.

ULK1 — i Unc-51 panasi autofagija aktyvuojanti kinazé 1 (angl. Unc-51
like autophagy activating kinase 1).

UPR — nesulankstyty baltymy atsakas (angl. unfolded protein response).

XBP1 — su X dézute sgveikaujantis baltymas 1 (angl. X-box binding
protein 1).
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IVADAS

Hipoksija — terminas, apibdinantis sumazéjusj deguonies kiekj Igstelés
mikroaplinkoje, kuomet jo nebepakanka normalioms lastelés funkcijoms
palaikyti. Hipoksija gali buti susijusi su fiziologinémis salygomis (pvz.,
intensyviai sportuojant, kalnuose ir pan.), bet dazniausiai yra patologiné
busena, pasireiskianti sergant iSeminémis ligomis (infarktas, insultas) bei
véziu. Augant navikui, jj sudarancios lastelés atitolsta nuo kraujagysliy ir
susidaro hipoksinés sritys, jose esancios lastelés tampa atsparios gydymui
chemoterapija ar radioterapija, kurios remiasi reaktyviy deguonies formy
sukeliamy pazaidy skatinimu. Hipoksija turi jtakos neurodegeneraciniy ligy,
tokiy kaip Alzheimerio liga, Parkinsono liga ir kt., progresavimui. Vienas i$
atsako ] hipoksija keliy yra pakitusi baltymy izoformy, susidaranciy
alternatyvaus pre-iRNR splaisingo budu, raiska.

iRNR brendimas — vienas esminiy lastelés procesy, kai nuo gena
koduojancios DNR susintetinama iRNR, nuo kurios gali vykti baltymo
sintezé. iRNR brendimg sudaro keli etapai: transkripcija, splaisingas,
poliadenilinimas, 5°-kepurés (angl. cap) prijungimas ir iRNR pernasa i$
branduolio. Pre-iRNR splaisingas yra vienas i§ iRNR brendimo etapy,
kuriame i§ pre-iRNR pasalinamos baltymo nekoduojanéios sekos (intronai)
ir sujungiamos baltyma koduojandios sekos (egzonai). Sj procesa
aukstesniuosiuose eukariotuose katalizuoja daugiabaltyminis kompleksas
splaisosoma, sudarytas i§ daugiau nei 100 jvairiy baltymy bei reguliaciniy
elementy. Alternatyvusis splaisingas — tai procesas, kuomet i§ vienos pre-
iRNR gali susidaryti skirtingas ar net prieSingas funkcijas atliekantys
baltymai. Alternatyvusis splaisingas sukuria baltymy jvairove, taciau
poky¢iai splaisinge taip pat gali nulemti ir tokiy ligy kaip pigmentinis
retinitas ir kt. atsiradima. Zinoma, kad alternatyvaus splaisingo poky¢iai gali
lemti ir neurodegeneraciniy ligy atsiradima bei vystymasi.

Esant hipoksijai kinta kai kuriy pre-iRNR splaisingo profilis ir susidaro
baltymy izoformos, padedancios lgstelei iSgyventi nepalankiomis sglygomis.
Nors S§iy pokyCiy pasekmes placiai tyrin¢jamos, tikslus reguliacijos
mechanizmas vis dar lieka neaiSkus.

Sio darbo tikslas — nustatyti splaisingo veiksnius, reguliuojanéius nuo
hipoksinés lastelés mikroaplinkos priklausoma alternatyvyji pre-iRNR
splaisinga.
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Darbo uzdaviniai:

1. nustatyti  hipoksinés  lasteliy = mikroaplinkos  jtaka  su
neurodegeneracinémis ligomis siejamy TAU ir APP iRNR izoformy
susidarymui;

2. nustatyti splaisingo veiksniy SRSF1 ir SRSF5 jtaka TAU 3R/4R iRNR
izoformy susidarymui;

3. nustatyti splaisingo veiksnio U2AF individualiy subvienety jtaka nuo
hipoksijos priklausomam FAS/SFAS iRNR izoformy susidarymui lastelése;

4. nustatyti splaisingo veiksnio U2AF atskiry subvienety aktyvumo
pokycius bei Siuos pakitimus sukelianéias priezastis, lemiancias pre-iRNR
splaisingo pakitimus hipoksinése lastelése.

Darbo mokslinis naujumas ir praktiné verté

Pre-iRNR splaisingo reguliacija yra itin kompleksiSkas ir sudétingas
procesas. Nustatyta daugybé veiksniy, daranciy jtakg jvairiy iRNR
alternatyviy izoformy susidarymui, esant normalioms deguonies salygoms,
tadiau néra zinoma, kaip splaisingas reguliuojamas esant hipoksinéms
saglygoms. Hipoksija — svarbus veiksnys vystantis neurodegeneracinéms,
onkologinéms bei kitoms ligoms, tac¢iau hipoksinés mikroaplinkos jtaka
lasteliy procesams mazai istirta.

Siame darbe istirtas su neurodegeneracinémis ligomis siejamy geny APP
ir TAU alternatyvusis pre-iRNR splaisingas bei jo priklausomybé nuo
hipoksinés lastelés mikroaplinkos. Pirma karta nustatyta, kad hipoksija
skatina TAU 4R iRNR izoformos susidaryma (10 egzono jtraukimg), kas
pakei¢ia 3R/4R izoformy santykj lgsteléje, o tai yra svarbus veiksnys
vystantis neurodegeneracinéms ligoms. APP geno pre-iRNR splaisingas
nepriklauso nuo hipoksinés mikroaplinkos.

Taip pat siame darbe parodoma, kad splaisingo veiksnys SRSF1 yra
svarbus reguliuojant TAU 3R/4R izoformy susidaryma. Sio veiksnio raiskos
pokytis daro jtaka TAU 3R/4R izoformy santykiui lgstelése, kultivuotose tiek
normaliomis deguonies, tiek ir hipoksinémis salygomis. Splaisingo veiksnio
SRSF5 padidinta ir sumazinta raiska jtakos TAU alternatyviam splaisingui
neturi.

Antrame Sio darbo etape pirmg karta parodoma, kad ne tik splaisingo
veiksniy raiskos pokyciai reguliuoja nuo hipoksijos priklausomg FAS geno 6
egzono jtraukimg ar praleidimg j brestancig iRNR. Gauti rezultatai parode,

kad labai svarby vaidmenj alternatyvaus splaisingo reguliacijoje turi ir
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splaisingo veiksniy modifikacijos lygis. U2AF subvienety modifikacijos
pokyc¢iai svarbiis reguliuojant nuo hipoksijos priklausomg pre-iRNR
splaisinga, nors Sio veiksnio subvienety raiska nesikeicia lyginant normalias
deguonies ir hipoksines salygas. Rezultatai rodo, kad pakites modifikacijos
lygis keicia U2AF saveikos su RNR efektyvuma, o tai daro jtakg nuo
hipoksijos priklausomy iRNR izoformy susidarymui. Siame darbe
aptariamas atrastas nuo hipoksijos priklausomo pre-iRNR splaisingo
reguliavimo mechanizmas, kuris gali bati vienas i§ pagrindiniy,
reguliuojanciy §j procesa.

Tokie nuo hipoksijos priklausomy iRNR izoformy susidarymo tyrimai
padeda suprasti neurodegeneraciniy, onkologiniy ir kity su hipoksine lastelés
mikroaplinka susijusiy ligy patogenezés mechanizmus. Nustacius tiksly
mechanizma, reguliuojantj alternatyvy splaisingg hipoksinémis salygomis,
bus galima atrasti specifinius taikinius ligoms gydyti ir prevencijai.

Ginamieji teiginiai:

1. hipoksiné lasteliy mikroaplinka kei¢ia TAU 4R/3R iRNR izoformy
susidarymo santykj, ta¢iau APP iRNR izoformy raiSka nuo hipoksijos
nepriklauso;

2. SRSF1 raiskos pokyciai lgstelése lemia TAU 4R/3R iRNR izoformy
susidaryma,

3. SRSF5 nedalyvauja alternatyviojo TAU 4R/3R pre-iRNR splaisingo
reguliacijoje;

4. heterodimerinis splaisingo veiksnys U2AF reguliuoja alternatyvyjj
FAS/sFAS splaisingg hipoksinése lgstelése;

5. pakitgs abiejy U2AF veiksnio subvienety modifikacijos lygis
hipoksinése lastelése lemia FAS/sFAS iRNR izoformy susidarymo pokycius.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hipoksija

Aerobiniy organizmy gyvybinei veiklai deguonis yra bitinas elementas,
nes jis yra galutinis elektrony akceptorius mitochondrijy kvépavimo
grandingje. Tai leidzia vykti oksidaciniam fosforilinimui, t. y. ATP sintezei.
Normaliomis deguonies salygomis (21 % O,) lastelés palaiko pastovy auksta
ATP/ADP santykj, buting joms iSgyventi. Deguonies sumazéjimas, net
trumpalaikis ir lokalizuotas, sukelia negrjztamus lasteliy pazeidimus (Lopez-
Barneo, Pardal ir Ortega-Saenz, 2001). Hipoksija atsiranda ne tik esant
skirtingiems patofiziologiniams sutrikimams, tokiems kaip aterosklerozé,
miego apnéja, iSemingés ir neurodegeneracinés ligos bei vézZys, bet taip pat ir
vykstant fiziologiniams procesams, tokiems kaip embriono vystymasis
(Brahimi-Horn ir Pouysségur, 2007). Daugumoje naviky yra hipoksinés
sritys, kurios susidaro dél stipriy strukttriniy pakitimy auglio audiniuose bei
silpnai i$sivysciusio kapiliary tinklo (Koh ir Powis, 2012). Pastaruoju metu
nustatyta, kad neurodegeneraciniy ligy vystymasis taip pat siejamas su
hipoksine lgstelés mikroaplinka. Keletas tyrimy parodé svarby hipoksijos
vaidmenj neurony degeneracijos procesuose, kur hipoksija skatina amiloido
B peptido sinteze skirtingy tipy lastelése (Salminen, Kauppinen ir
Kaarniranta, 2017).

Hipoksija literatiiroje apibiidinama kaip deguonies tiekimo sumazéjimas
iki lygio, kurio nebepakanka palaikyti Igsteliy funkcijoms. Apriipinimo
deguonimi matavimai jvairiuose organuose rodo, kad normalus deguonies
kiekis audiniuose svyruoja nuo 7,5% iki 4% (nuo 100 mmHg ki
30 mmHg), todél hipoksinés lgstelés mikroaplinkos susidarymo riba
skirtinguose audiniuose yra skirtinga (Carreau ir kt., 2011). Sitloma
hipoksija skirstyti j du tipus: fiziologiné hipoksija — kuomet vyksta atsakas
audiniuose, kad buty palaikomas reikalingas deguonies kiekis (26 %
deguonies), ir patologing hipoksija — kai deguonies kiekis yra mazesnis nei
2 % (dazniausiai augliuose, iSeminiy ligy ir insulto, infarkto atveju) (Hockel
ir Vaupel, 2001; McKeown, 2014).

1.1.1.Hipoksija organizmo ir organy lygmeniu

Zinduoliy organizme pirmas fiziologinis atsakas j sumaz¢éjusj atmosferoje
deguonies kiekj (pvz., kalnuose) yra padaznéjes kvépavimas. ] Zema
deguonies kiekj arteriniame kraujyje reaguoja miego arterijos kiinelis (angl.
carotid body) (zmogaus miego arterijos kiinelis uzima mazdaug 20 mm?
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plota ir yra netoli miego arterijos iSsiSakojimo (1.1 pav.)). Kinelio lastelés
perduoda signalg smegeny neuronams ir taip stimuliuoja kvépavima.

—> Nucleus tractus solitarii

— Liezuvinis ryklés nervas IX
— Vidiné miego arterija

— Miego arterijos sinuso nervas

— Miego arterijos sinusas su
baroreceptoriais

I~ Miego arterijos kinelis

— Miego arterija

1.1 pav. Miego arterijos sinusas ir miego arterijos  kanelis
(Groenland ir Spiering, 2020)

Be to, hipoksija padidina katecholaminy (pvz., epinefrino, norepinefrino,
dopamino ir kt.), kurie irgi skatina kvépavimg, sekrecija. Esant deguonies
trokumui atpalaiduojami kai kurie lygieji raumenys ir taip sumazinamas
pasipriesinimas oro tékmei j alveoles (Lutz ir Storey, 2011; Michiels, 2004;
Lumb, 2017a; Easton, Slykerman ir Anthonisen, 1986). Deguonies kiekio
sumazé¢jimas aplinkoje tiesiogiai stimuliuoja cirkuliacing sistema
padidindamas simpatetiniy vasomotoriniy, Sirdies ir kraujagysliy nervy
aktyvuma, kartu padidindamas pulsa bei spaudima.

Anaerobinio metabolizmo metu susidaro tik viena devynioliktoji ATP
dalis i§ vieno molio gliukozés lyginant su aerobiniu metabolizmu. Zinduoliy
organuose, turin¢iuose didelius metabolinius poreikius, kaip, pvz.,
smegenys, nejmanoma tiek padidinti gliukozés pernasa, kad jos pakakty
ATP gamybai. Dél Sios priezasties ATP/ADP santykis hipoksija patirianciy
organy lgstelése smarkiai sumazéja ir taip pat mazéja visy daug energijos
turin¢iy molekuliy (Lumb, 2017b; Martin, Lloyd ir Cowan, 1994).

1.1.2.Lastelés atsakas j hipoksija

Be fiziologiniy pasekmiy, hipoksijos jtaka jauciama ir audiniy lgsteliy
lygmeniu. Pirmiausia dél ATP stokos | lastelés mikroaplinkos pasikeitima
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sureaguoja lasteliy membranos, pasikeiCiant jy poliarizacijai aktyvuojami
jony kanalai (Lumb, 2017b). Véliau jsijungia hipoksijos indukuojamy
veiksniy (HIF, angl. hipoxia inducable factor) o subvienety stabilizavimas,
mTOR kinazés slopinimas, nesulankstyty baltymy atsakas (UPR, angl.
unfolded protein response) bei aktyviy deguonies formy (ROS, angl.
reactive oxygen species) susidarymas (Koh ir Powis, 2012; Bartoszewska ir
Collawn, 2020; Wouters ir Koritzinsky, 2008; Blasiak ir kt., 2014).

1.1.2.1. Kalio ir natrio jony judéjimas

Lasteléms patekus j hipoksines ar anoksines salygas jy membrana tampa
hiperpoliaziruota arba depoliarizuota (priklausomai nuo lasteliy tipo). Toliau
vyksta pastovus membranos potencialo mazéjimas, kol pasiekiama
slenksting verté ir jvyksta savaiminé depoliarizacija. Sioje stadijoje sutrinka
jony kanaly funkcija ir normaliis vidulasteliniai ir iSoriniai jony gradientai
iSnyksta, lastelés ziiva (Lumb, 2017b).

Hipoksija tiesiogiai veikia kalio kanalus — padidina transmembraninj
pralaiduma kalio jonams, taip sukeldama hiperpoliarizacija. Véliau kalis
pradeda judéti i$ lastelés, padidindamas kalio koncentracija lastelés iSoréje ir
taip sukeldamas depoliarizacijg. Kalio nuotékis ir natrio patekimas j Igstele
pagreitinami, kai dél ATP trikumo sutrinka Na/K nuo ATP priklausomi
siurbliai. Esant staigiai depoliarizacijai, manoma, kad natrio ir kalio kanalai
lieka atviri, taip leidziama jonams judéti nekontroliuojamai ir sukeliama
lastelés zatis (Lumb, 2017b).

1.1.2.2. Kalcis

Vidulasteliné kalcio koncentracija hipoksijos metu padidéja. Nuo
transmembraninio potencialo jtampos priklausomi kalcio kanalai, kaip
atsakas ] membranos depoliarizacija, atidaromi ir didéjantis vidulgstelinis
natrio kiekis skatina membraning Na*/Ca”" prie$nasa pradéti veikti priesinga
kryptimi. | pakitusj lgstelés membranos potencialg reaguoja lastelés viduje
esantys ryanodino receptoriai, aktyvinantys kalcio jony paleidima i$
endoplazminio tinklo ir mitochondrijy i citoplazmg. Visas Sis vidulastelinio
kalcio jony padidéjimas yra Zzalingas lastelei, nes aktyvina ATP, kaip
energijos Saltinj naudojancius fermentus (kai ir Siaip ATP kiekis yra mazas),
aktyvina proteazes, kurios suardo sarkolema ir citoskeleta (Lumb, 2017b;
Seta ir kt., 2004; Yamaji ir kt., 2003). Manoma, kad jungtis tarp staigios ir
chronigkos hipoksijos yra biitent Ca** jony koncentracijos padidéjimas. Ca**
jungiasi prie kalmodulino, $is aktyvina CaM kinaze II, fosforilinan¢ig HIF-1
transkripcijos komplekso ko-aktyvatoriy p300 (Semenza, Shimoda ir
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Prabhakar, 2006). p300 kartu su CBP (angl. CREB-binding protein) turi
histony acetiltransferazinj aktyvumg ir taip pat veikia kaip jungtis kitiems
transkripcijos koaktyvatoriams (Lendahl ir kt., 2009).

1.1.2.3. Hipoksijos indukuojami faktoriai (HIF)

Vieni i§ pagrindiniy lgstelés atsako j hipoksija veiksniy yra hipoksijos
indukuojami transkripcijos veiksniai (HIF), aktyvinantys daugybés geny,
susijusiy su angiogenezés skatinimu, anaerobiniu metabolizmu, atsparumu
apoptozei ir kity, transkripcija. HIF‘ai — heterodimeriniai baltymai, kuriy
sudétyje yra vienas i$ trijy nuo deguonies priklausomy alfa subvienety (HIF-
lo, HIF-20, HIF-3a) ir pastoviai lasteléje sintetinamas HIF-1p subvienetas
(dar Zinomas kaip ARNT (angl. aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator)).

HIF-a subvienetai N-galingje dalyje turi PAS ir bHLH domenus, kurie
atitinkamai reikalingi dimerizacijai su HIF-f bei saveikai su trumpa DNR
seka, vadinama atsako j hipoksijg seka arba HRE (angl. hypoxia response
element) sritimi (5°-RCGTG-3°), esancia geny promotorinése sekose. C-
galingje baltymo dalyje yra ODD (angl. oxygen dependant domain)
domenas, kuris dalyvauja nuo deguonies priklausomoje HIF-o degradacijoje
(1.2 pav.). HIF-1a ir HIF-20 subvienetai C-galinéje dalyje taip pat turi du
transkripcijos aktyvinimo domenus - TAD-N ir TAD-C transkripcijos
aktyvinimo domenai (angl. transcription activation domain). HIF-3a turi tik
vieng transkripcijos aktyvinimo domeng (TAD-N), todél su juo sudaromas
HIF-3 kompleksas pasizymi tik silpnu transkripcijos aktyvinimu (Koh ir
Powis, 2012; Lee ir kt., 2004).

IS visy trijy hipoksijos indukuojamy veiksniy geriausiai iStyrinétas HIF-1.
Organizmo lgstelése nuolat vyksta §io komplekso subvienety sintezé.
Aerobinémis sglygomis HIF-la yra hidroksilinamas specifiniy prolil-
hidroksilaziy (PHD) dviejose konservatyviose amino rugsties prolino
liekanose, esan¢iose ODD domene. Hidroksilintg HIF-1a baltyma atpazjsta
von Hippel-Lindau (pVHL) baltymas, kuris yra E3 ubikvitino ligazé. pVHL
baltymas ubikvitilina HIF-1a ir $is nukreipiamas degradacijai proteosomose
(Koh ir Powis, 2012; Jaakkola ir kt., 2001). Lastelei patekus j hipoksing
mikroaplinka, prolino liekanos, esanc¢ios HIF-1a ODD, nehidroksilinamos,
todél Sis baltymas stabilizuojasi ir keliauja ] lastelés branduolj, kur
dimerizuojasi su HIF-B subvienetu. Susidargs heterodimerinis HIF-1
kompleksas jungiasi prie HRE seky ir aktyvina geny, reikalingy lgsteléms
iSgyventi nepalankiomis salygomis, transkripcija (Semenza, 2014; Koh ir
Powis, 2012).
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Esant normalioms deguonies salygoms, HIF-1 baltymo gebéjimas
aktyvinti transkripcijg reguliuojamas dar ir kito nuo deguonies priklausomo
fermento — veiksnio, inhibuojan¢io HIF-1 (FIH-1) (angl. factor inhibiting
HIF-1). FIH-1 hidroksilina asparagino lickana, esan¢ig HIF-lo baltymo
TAD-C, blokuoja HIF sgveika su transkripcijos ko-aktyvatoriais p300/CBP
(angl. E1A binding protein p300 / CREB binding protein) ir taip slopinamas
HIF transkripcinis aktyvumas (Mahon, Hirota ir Semenza, 2001).
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. HIF-a stabilizavimas

Degradavimas proteosomoje Transkripcijos aktyvacija

1.2 pav. Hipoksijos indukuojamy veiksniy struktiira ir reguliacijos elementai
(Martin ir kt., 2011)

HIF-1 ir HIF-2 veiksniy strukttiros ir reguliacijos mechanizmai panasus,
tac¢iau HIF-1 yra aktyviausias trumpalaikés (2-24 h) hipoksijos metu —
atsako j iming hipoksijg, o HIF-2 yra vélyvojo atsako (48-72 h), t. y. atsako
1 leting hipoksija (Keith, Johnson ir Simon, 2012; Chen ir kt., 2018). HIF-3
veiksnys kol kas néra gerai istyrinétas, todél jo funkcija néra visiSkai
apibrézta. Vieni tyrimai rodo, kad HIF-3a veikia regulivodamas kity HIF
aktyvuma: gali jungtis prie HIF-1a ir HIF-2a bei juos slopinti, taip pat
prisijungdamas prie HIF-B neleidzia prie jo prisijungti HIF-1o ir HIF-2a
(Hara ir kt., 2001; Heikkild ir kt., 2011). Taciau kituose Saltiniuose
nurodoma, jog HIF-3 pasizymi transkripcijos aktyvinimu. Literattros
duomenys apie Sio veiksnio funkcijas yra priestaringi.
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HIF-1a raiSka nustatyta visy audiniy ir lgsteliy tipuose, HIF-2a raiska yra
specifiné endotelio, inksty, kasos, kepeny, Sirdies, plauiy, Zarnyno ir
smegeny lasteléems (Lee ir kt., 2004; Leu ir kt., 2019). HIF-3a raiska
aptinkama inksty, plauciy epitelio, skydliaukés ir Sirdies Igstelése (Ostrowski
ir Zhang, 2020).

1.1.2.4. HIF ir MYC saveika

Hipoksinémis salygomis dél deguonies trikumo prolil-hidroksilaziy
aktyvumas mazéja, HIFa subvienetas stabilizuojamas. Taip pat hidroksilaziy
aktyvumg slopina ir ROS, susidarantys mazéjant mitochondrijy kvépavimo
efektyvumui (Brunelle ir kt., 2005). ROS oksiduoja geleZies jona, esantj
PHD aktyviajame centre ir taip inaktyvina §j fermentg (Lu ir kt., 2005).

1.3 pav. HIF-1, HIF-2 ir MYC baltymo-baltymo saveikos jtaka transkripcijai
(Dang ir kt., 2008)

Padidéjusi MYC onkogeno, kuris yra transkripcijos veiksnys, raiska
aptinkama ~70 % zmogaus vézio atvejy. Normaliomis fiziologinémis
sglygomis HIF-1 veiksnio atsakas ] pasikeitusias lgstelés mikroaplinkos
salygas (pvz., hipoksija) slopina MYC aktyvumag. Taciau padidéjus MYC
baltymo sintezei, HIF gali bendradarbiauti su MYC ir taip skatinti auglio
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anaerobinés glikolizés fenotipa net ir normaliomis deguonies salygomis
(Warburgo efekta) (Gordan, Thompson ir Simon, 2007).

Kaip ir MYC, HIF-1 veiksnys aktyvina visy geny, reikalingy glikolizei,
raiSka, taCiau skirtumas tas, jog HIF-1 aktyviai slopina mitochondrinj
kvépavima. Manoma, kad tokio inaktyvinimo privalumas tas, kad nevykstant
mitochondriniam kvépavimui sumazéja ROS (Zhang ir kt., 2007; Shchors ir
Evan, 2007).

Fiziologinémis salygomis HIF-1 indukuoja MXI1 (angl. MAX
Interactor 1) geno, kuris konkuruoja su MYC ir prisijungia MAX (angl.
MYC Associated Factor X) baltymg, sudarydamas transkripcijos
neaktyvinant] kompleksa, transkripcijg. Taip pat nustatyta, kad HIF-1 o
tiesiogiai jungiasi su MAX, taip i§stumdamas MYC (1.3 pav.) (Dang ir kt.,
2008).

PrieSingai nei HIF-1a, HIF-2a jungiasi prie MYC-MAX komplekso ir ji
stabilizuoja taip jgalindamas Iasteles dalytis hipoksinémis salygomis
(1.3 pav.) (Dang ir kt., 2008).

Dauguma augliy turi padidéjusia MYC raiska. Nedidelis MYC raiSkos
padidéjimas siejamas su apoptoze, ypac esant stresinéms salygoms, tokioms
kaip hipoksija (nebent yra papildomy mutacijy augli slopinanciuose
genuose). Taciau kai MYC raiska yra stipriai padidéjusi, jis nukonkuruoja
HIF-1oo MAX prisijungimui ir aktyvina geny transkripcija ir taip kartu su
HIF-1 keicia lastelés metabolizma anaerobinés glikolizés linkme ir padidina
laktato susidarymg (Dang ir kt., 2008).

1.1.2.5. mTOR kinazés slopinimas

Kitas svarbus atsako j deguonies pokycCius kelias yra per mTOR kinazés
kompleksa.

mTOR buvo pavadintas rapamicino taikiniu zinduoliy organizmuose
(angl. mamallian target of Rapamycin). Zmogaus lastelése randami mTOR 1
kompleksas (mTORC1) ir 2 kompleksas (mMTORC2). Nors abu mTOR
kompleksai turi tris bendrus subvienetus (mMTOR, mLST8 ir DEPTOR, taip
pat turi ir kompleksams specifiSkus komponentus. mTORCI1 sudaro Raptor
ir PRAS40, o mTORC2 — Rictor ir mSinl bei Protors-1 ir Protors-2
(1.4 pav.) (Luo ir kt., 2018).

Kadangi visoms lasteléms ir organizmams reikia koordinuoti Savo
metabolinj aktyvuma su pasikeitimais jy mitybos aplinkoje, lasteléje yra
signaliniai tinklai, kurie susieja maisto medziagy ir energijos jutimg su
metabolizmo reguliatoriais, kontroliuojanciais anabolinius ir katabolinius
procesus. Vienas i§ pagrindiniy $io tinklo reguliatoriy ir yra mTORCI1
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kompleksas, kurio aktyvumas ar ji sudaranciy baltymy raiska daznai btina
pakitusi vézio atveju (Yang ir kt., 2013). Neseniai nustatyta, jog mTORC2
taip pat dalyvauja lastelés gliukozés ir lipidy metabolizmo reguliacijoje
(Gaubitz ir kt., 2016).

Amino
Gliukoze ragstys
Energija

Deguonis
Chroniskas poveikis
\ \/ rapamicinu

e . Augimo veiksniai
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1.4 pav. mTORCI1 ir 2 kompleksy schema, rodanti pagrindinius jy sandaros
elementus ir jy reguliuojamus procesus (Luo ir kt., 2018)

mTORCI1 komplekso viena i§ pagrindiniy funkcijy yra Igstelés baltymy
sintezés skatinimas. Jis pasizymi serino ar treonino kinaziniu aktyvumu
(Guertin ir Sabatini, 2007; Dibble ir Manning, 2013). Sis kompleksas
regulivoja nuo 5‘-kepurés priklausomg iRNR transliacija per du tiesioginius
pasrovinius (angl. downstream) taikinius: su eukariotiniu iniciacijos
faktoriumi 4E (elF4E) sgveikaujanéius 1 ir 2 baltymus (4E-BP1 ir 2) ir
ribosomos S6 1 ir 2 kinazes (S6K1 ir 2). DidZiausia jtaka iRNR transliacijai
stebima, kai E4-BP baltymai, prisijungdami prie iniciacijos veiksnio elF4E ir
S5¢-kepurés komplekso, neleidzia susidaryti transliacijos iniciacijos
kompleksui. Veiksnio E4-BP fosforilinimas atpalaiduoja juos nuo elF4E,
taip leisdamas vykti transliacijos iniciacijai (Dibble ir Manning, 2013). Sis
mechanizmas ypac¢ svarbus inicijuojant transliacijg iRNR molekuliy, turinCiy
5¢-terminaling oligopirimidino (5‘-TOP), arba j 5‘-TOP panasia sekg. iRNR
molekulés, turin¢ios 5°-TOP sekas, lgstelése koduoja ribosominius baltymus
ir transliacijos veiksnius. Taigi staigus Sios klasés iRNR transliacijos
aktyvinimas padidina lgstelés baltymy sintezés pajégumus (ladevaia ir kt.,
2012; Jefferies ir kt., 1994).
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1.5 pav. mTORCI1 signalinio kelio sagsajos (Dibble ir Manning, 2013)

mTORCI signalinis kelias taip pat skatina lipidy bei nukleoriigsciy
sintezg, stimuliuoja gliukozés pasisavinimg ir NADPH susidarymag.
mTORCI1 kompleksas taip pat didina ir HIFla iRNR transliacija, o HIF1
veiksnys indukuoja gliukozés nesikliy ir glikoliziniy fermenty raiska ir taip
skatina Igstelés peréjimg nuo mitochondrijy aerobinés apykaitos prie
anaerobinés glikolizés. Taip pat nustatyta, kad aminoriig§¢iy trukumas
aktyvina. mTORC1 kompleksa per Rag (angl. recombination-activating
genes) seimos GTPazes (Diivel ir kt., 2010; Dibble ir Manning, 2013).

mTORCI1 taip pat galimai slopina autofagija. Autofagija tai
daugiapakopis procesas, kurio metu membraninés struktiiros, vadinamos
autofagosomomis, apgaubia citozolio organeles ar makromolekules ir
susiliedamos su lizosomomis jas suskaido iki pirminiy mitybiniy medziagy
(aminortigd¢iy, nukleotidy ir pan.). Manoma, kad mTORCI slopina
autofagija tiesiogiai slopindamas ULKI1 (angl. Unc-51 like autophagy
activating kinase 1) — baltymy kinaze, reguliuojancia autofagosomos
susidarymo pradzig. Maisto medziagy sumaz¢jimas lastelése slopina
mTORCI1 aktyvumg ir Sis aktyvina autofagijos slopinimg (Ganley ir kt.,
2009; Dibble ir Manning, 2013).

mTORC?2 komplekso reikSmé maziau iStyrinéta nei mTORCI1. Nustatyta,
kad mTORC2 turi pleotropinj poveikj aktyvindamas savo fosforilinimo
taikinius: AGC $eimos kinazés (Saxton ir Sabatini, 2017). Sios kinazés
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reguliuoja savo taikinius ir taip prasideda reguliacin¢ kaskada, svarbi lastelés
elgesiui ir funkcijoms (Luo ir kt., 2018).
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1.6 pav. Hipoksijos sukeltas mTOR signalinio kelio slopinimas
(Wouters ir Koritzinsky, 2008)

mTOR aktyvuma veikia daug teigiamy (paveikslélyje zali) ir neigiamy
(paveikslélyje oranziniai) veiksniy (1.6 pav.). Jo aktyvumas priklauso nuo
susijungusio su GTP suleisto RHEB (angl. Ras homolog enriched in brain)
baltymo. Duomenys rodo, kad $i saveika gali baiti slopinama BNIP3 baltymo
(angl. BCL2 / adenovirus E1B 19-kD protein-interactin protein 3), kuris
saveikauja su Bcl-2 ir taip apsaugo nuo apoptozés ir (ar) PML augliy
slopiklio (angl. promyekicytic leukaemia tumor suppressor) (Wouters ir
Koritzinsky, 2008). PML baltymas yra lokalizuotas branduolio kineliuose
(angl. nuclear bodies), kur veikia kaip transkripcijos veiksnys. Sio baltymo
netekimas skatina auglio progresavima ir neoangiogeneze. PML raiska
priklauso nuo lgstelés ciklo ir jis reguliuoja p53 atsaka i onkogeninius
signalus (Bernardi ir kt., 2006).
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Hipoksija taip pat slopina mTOR per 5° AMP aktyvinama baltymy kinazg
AMPK (angl. 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase) ir
REDD1-priklausomg (angl. regulated in development and DNA damage
responses 1) TSC1-TSC2 komplekso reguliacija (TSC1 ir TSC2 yra naviko
slopikliy genai, kurie biina mutave esant naviko TSC (angl. tuberous
sclerosis complex) sindromui). REDD1 yra streso atsako komponentas
(Katiyar ir kt., 2009). TSC1-TSC2 kompleksas pasizymi GTPazes-
aktyvinan¢io baltymo veikimu pries RHEB, dél to mTOR slopinamas
(Woulters ir Koritzinsky, 2008).

Galiausiai hipoksija taip pat gali tiesiogiai daryti jtaka baltymy
transliacijos iniciacijos procesui atskirdama EIFAE ir jo branduolio importo
veiksnj 4E-T | branduolj ir citoplazminio apdorojimo kiinelius
(angl. P-bodies) (1.6 pav.) (Wouters ir Koritzinsky, 2008).

1.1.2.6. Nesulankstyty baltymy atsakas (UPR)

UPR (angl. unfolded protein response), arba nesulankstyty baltymy,
atsakas — lastelinio streso atsakas, susietas su endoplazminiu tinklu (ET),
kuris yra konservatyvus visy Zinduoliy organizmuose, taip pat mielése ir
kirmélése. UPR aktyvinamas, kai endoplazminio tinklo liumene susikaupia
nesulankstyti arba neteisingai sulankstyti baltymai.

degradacija

iRNR
procesingasl l
a Sumazgjusi ET
baltymy lankstymo
apkrova

[ 1 [ ]

XBPI iRNR ¢ A
Ligavimas
[T
)Transliadja
< Saperonai

Lipidy sintezé
ERAD baltymai

1.7 pav. IRE1 nesulankstyty baltymy atsako kelias (Walter ir Ron, 2011)
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Sis atsakas turi du tikslus — arba atstatyti normalig funkcijg stabdant
baltymy sinteze ir inicijuojant signalinius kelius, kurie padidina molekuliniy
Saperony sintezg, arba sukeliant apoptoze (Wouters ir Koritzinsky, 2008).

Zinomi trys pagrindiniai UPR atsako keliai, reaguojantys j baltymy
sulankstymo biikle endoplazminiame tinkle — ATF6, PERK ir IREL.

YlTlflml‘ ‘mmmmmhmmhm:
) ‘ Citc;zolig
Vezikulinis
transportas

j Goldzio
ompleksg

J Goldzio
kompleksas

S1P

P
Proteolizé

ke
;;;2 ranskpeia

1.8 pav. ATF6 nesulankstyty baltymy atsako kelias (Walter ir Ron, 2011)

IREL (angl. inositol-requiring enzyme 1a) kelias yra konservatyviausias,
ir vienintelis UPR atsako reguliatorius Zemesniuosiuose eukariotuose (Mori,
2009). IRE1 yra dvifunkcé transmembraniné kinazé ar endoribonukleazé,
naudojanti unikaly mechanizmg nekonvenciniam iRNR splaisingui, kad
perduoty UPR signala. Sio baltymo aktyvinimas sukelia endoribonukleazinj
aktyvumg pries XBP1 (angl. X-box binding protein 1) pre-iRNR,
koduojancig specifinj UPR transkripcijos veiksnj. ISkerpamas sekoje esantis
intronas, o likusi iIRNR sujungiama. Nuo gautos iRNR transliuojamas
baltymas XBP1°, aktyvinantis specifiniy ERAD (angl. endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation) geny, koduojanciy neteisingai
sulankstytus baltymus degraduojancius fermentus, transkripcija, molekuliniy
Saperony ir lipidy sintezg. Taip pat IRE1 degraduoja prie endoplazminio
tinklo prisijungusig iRNR ir taip irgi sumazina ET apkrova (1.7 pav.)
(Reimold ir kt., 2001; Walter ir Ron, 2011).
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ATF®6 yra transkripcijos veiksnys, kuris sintetinamas kaip endoplazminio
tinklo membraninis baltymas, turintis didelj ET-liuminarinj domena.
Endoplazminiame tinkle susikaupus nesulankstytiems baltymams, jie kartu
su membraniniu ATF6 patenka j Goldzio aparata, kuriame yra nukerpamas
liuminarinis ir transmembraninis domenai (Schindler ir Schekman, 2009;
Haze ir kt., 1999). Laisvas citozolinis N-galinis domenas (ATF6 (N))
keliauja j branduolj, kur aktyvina UPR geny transkripcija (1.8 pav.) (Walter
ir Ron, 2011).

1.9 pav. PERK nesulankstyty baltymy atsako kelias (Walter ir Ron, 2011)

PERK yra endoplazminio tinklo transmembraniné kinazé. Esant ET
stresui, ji aktyvinasi, oligomerizuojasi ir autofosforilina save bei transliacijos
iniciacijos veiksnj elF2a, taip netiesiogiai slopindama elF2 veikima, kas
sukelia visos iRNR transliacijos sustabdyma. Tokiu budu PERK sumaZina
baltymy, patenkanc¢iy i ET, kiekj ir mazina ET stresa. Taciau kai kurios
iRNR, turinCios trumpus atviro skaitymo rémelius 5 netransliuojamose
srityse, transliuojamos pirmiau, butent, kai elF2 yra ribojamas. Viena i§
tokiy iRNR koduoja transkripcijos faktoriy ATF4, kuris padidina GADD34
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(angl. growth arrest and DNA damage-inducible protein) baltymo,
reguliuojanéio fosfatazinj aktyvuma pries EIF2a (angl. eukaryotic
translation initiation factor 2A) ir CHOP (angl. C/EBP-homologous protein)
(transkripcijos veiksnys, aktyvinantis su apoptoze siejamus genus),
transliacija.

Taigi PERK reguliacijos kelias apsaugo ET nuo apkrovos esant
vidutiniam stresui, bet gali prisidéti ir prie lastelés apoptozés aktyvinimo
(1.9 pav.) (Tsaytler ir kt., 2011; Walter ir Ron, 2011).

1.1.2.7. Aktyvios deguonies formos (ROS)

ROS (angl. reactive oxygen species) — tai chemiskai aktyviis deguonies
junginiai, turintys nesuporuotg elektrong iSoringje orbitaléje. ROS gali
egzistuoti dviem formomis: arba kaip laisvas deguonis (superoksidas,
nitrooksidas, hidroksilo radikalas ir t. t.), arba kaip neradikalinis elementas
(singuletinis deguonis, ozonas, vandenilio peroksidas ir t. t.) (Chatterjee ir
Chatterjee, 2020). Pagrindinis jy Saltinis Igsteléje yra mitochondrijos. ROS
lasteléje pazeidzia visas pagrindines makromolekules — lipidus, baltymus,
nukleortigstis.

ROS taip pat veikia ir kaip signalinés molekulés, taciau jy atpaZinimas
vyksta ne makromolekuliniu, bet atominiu lygmeniu. ROS signaliniai keliai
lastelése naudoja ROS sensorius, nustatanCius vidulasteling ROS
koncentracijg redukcija-oksidacija (angl. redox) paremtu mechanizmu ir
proporcingai reguliuojancius ROS specifiniy molekuliniy gaudykliy (angl.
scavengers) raiska taip palaikydami ROS koncentracija Zemiau toksiSkumo
ribos.

ROS, kurie susidaro esant maisto medziagy trikumui arba hipoksijai,
stimuliuoja autofagija (1.10 pav.). Autofagijai stimuliuoti naudojami keli
signaliniai keliai. Dél ROS sukeltos oksidacijos ir Atg4A (angl. Cysteine
protease ATG4A) cisteino proteazés inaktyvinimo susikaupia su
fosfatidiletanolaminu konjuguoto LC3 (angl. microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3) baltymo, skatinancio autofagija (Scherz-Shouval ir kt.,
2007).

Autofagijos skatinimas hipoksijos metu taip pat sukeliamas per mTOR
slopinimg. ROS slopina mTOR aktyvindamos TSC2 (angl. tuberous
sclerosis complex-2) per ATM (angl. ataxia telangiectasia mutated) bei
REDDL1 per HIF-1a, turintj svarby vaidmenj slopinant mTORCI signalinj
kelig hipoksinio streso metu (Eng ir Abraham, 2011).

HIF-1a stabilizavimas skatina mitochondrijy autofagija — indukuojama
BNIP3/BNIP3L (angl. BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting
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protein 3) transkripcija ir baltymo sintezé, kurios produktas saveikauja su
Bcl-2 (angl. apoptosis regulator Bcl-2), nebegalinCiu susijungti ir slopinti
Benclin-1, o §is baltymas dalyvauja formuojantis autofagosomoms (Eng ir

Abraham, 2011).

< /ﬁf

8
l
l

1.10 pav. ROS ir hipoksijos sukelta autofaguos aktyvinimas
(Eng ir Abraham, 2011)

Galiausiai hipoksija skatina autofagija ir per HIF-1 nepriklausomg kelia,
kuomet nuo PERK priklausomi transkripcijos faktoriai ATF4 ir CHOP, kurie
svarblis autofagosomy formavimuisi (Eng ir Abraham, 2011), indukuoja
Atg5 (angl. autophagy protein 5) ir LC3 transkripcija.

Autofagijos aktyvinimas, sukeltas hipoksijos ir ROS, gauna kontrolinj
atgalinj ry$j, kuomet paSalinamos pazeistos mitochondrijos ir taip
sumazinamas ROS kiekis (Eng ir Abraham, 2011).

1.2. Eukariotinés RNR susidarymas

Eukariotiniy Igsteliy geny rai$ka labiausiai reguliuojama transkripcinés ir
potranskripcinés kontrolés metu. Daugumos geny raiska reguliuojama
transkripcijos iniciacijos metu, taciau transkribuota RNR molekulé dar turi
pereiti tris brendimo stadijas, kad buty gauta funkcionali, subrendusi
informacinés RNR (iRNR) molekulé.

Pirma brendimo stadija prasideda, kai RNR polimerazé II nuo genominés
DNR nuskaito apie 30 nukleotidy. Tuomet prie pre-iRNR (nesubrendusi
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iRNR molekulé) 5¢ galo prijungiamas 7-metilguanozino trifosfatas (kepure,
angl. cap). Kepurés prijungimas svarbus apsaugant sintetinamg pre-iRNR
molekule nuo degradacijos ribonukleazémis (RNazémis) ir efektyviai
baltymo sintezés iniciacijai. Antra brendimo stadija laikoma poliadenilinés
uodegos prijungimas. Tai seka, susidedanti i§ 20-250 adenino liekany. Ji
jungiama prie daugumos eukarioty geny transkripty, iSskyrus kai kuriy
histony ir U7 snRNP sudaran¢iy iRNR. Poliadeniliné uodega prijungiama
pabaigus pre-iRNR transkripcijg 3¢ gale, palaiko pre-iRNR stabilumg, yra
reikalinga iRNR pernasai i§ branduolio j citoplazmg bei iRNR transliacijai.
TreCia eukarioty iRNR molekuliy brendimo stadija yra pre-iRNR
splaisingas. Dauguma eukarioty geny yra sudaryti i§ koduojanciy seky —
egzony ir tarp jy jsiterpusiy nekoduojanciy seky — introny. Splaisingo metu
intronai yra pasalinami, o egzonai sujungiami. Splaisingas yra labai tikslus
procesas, nes jvykus net menkiausiam pokycCiui gali susidaryti
nefunkcionalis baltymai (Lodish, 2000; Matlin, Clark ir Smith, 2005).

Toks sudétingo geny raiSkos mechanizmo susiformavimas suteikia
eukariotams privalumy: splaisingo metu, kombinuojant jvairig to paties geno
koduojamg informacija, sukuriamos skirtingos baltymo izoformos. Tai
leidzia eukariotams sékmingai evoliucionuoti net turint Zymiai mazesnj
dauginimosi greit] nei prokariotai. Taip pat introny buvimas geno viduryje
sumazina galimybe pasaliniams elementams jsiterpti j koduojancia geno dalj,
padidina atstumg tarp egzony, o tai sumazina tikimybe, jog tarpegzoniné
rekombinacija pakeis skaitymo rémelj.

1.3. pre-iRNR splaisingas

RNR splaisingas yra sudétingas reguliuojamas procesas, kuris yra
svarbus reguliuojant geny raiska ir baltymy jvairovei. Splaisingas vyksta ko-
transkripciskai, t. y. kol pre-iRNR yra prisijungusi prie chromatino per RNR
polimeraze II (Brody ir Shav-Tal ir kt.; Khan, Jahan ir Davie, 2012).
Zmogaus lastelése apytiksliai 95 % multiegzoniniy geny turi alternatyviai
splaisinguojamus variantus (Hnilicova ir kt., 2011). Pasitlyti du pagrindiniai
modeliai, kaip transkripcija veikia splaisingg: kinetinis modelis ir
pritraukimo (angl. recruitment) modelis (Muiioz, de la Mata ir Kornblihtt,
2010). Pagal kinetinj modelj, RNR polimerazés elongacijos greicio kitimas
moduliuoja splaisingo taikiniy atpazinimo efektyvumag ir taip nulemia
alternatyviy egzony jjungimag ar praleidima (de la Mata ir kt.,, 2003).
Pritraukimo modelis teigia, kad splaisingas ir transkripcija yra susije fizine
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bei funkcine sgveika tarp RNR polimerazés II CTD ir pre-iRNR splaisingo
veiksniy (Kornblihtt ir kt., 2004; Khan, Jahan, ir Davie, 2012).

Nekoduojanciy introniniy seky pasalinimas i$ pre-iRNR eukariotuose yra
dvipakopis procesas. Jis vyksta dviem, viena po kitos vykstan¢iomis,
transesterifikacijos reakcijomis. Yra iSskiriami du splaisingo budai:
savaiminis ir reguliuojamas (Lodish, 2000). Savaiminio splaisingo metu
introny i8kirpima katalizuoja pacios RNR molekulés, o reguliuojamos abi
reakcijos yra katalizuojamos splaisosomos — didelio (~ 60S)
ribonukleobaltyminio  (RNP, angl. ribonucleoprotein)  komplekso.
Splaisosomos susirinkimas ant pre-iRNR vyksta susidarant keliems
kompleksams ir yra reguliuojamas labai konservatyviy seky — 5° ir
3¢ splaisingo taikiniy bei kity seky, esanéiy pre-iRNR (Black, 2000;
Maniatis ir Tasic, 2002; Kent ir kt., 2003). Savaiminis splaisingas yra
budingas eubakterijoms, archéjoms, zemesniyjy eukarioty branduoliui ir
organeléms bei aukStesniyjy eukarioty organeléms, o reguliuojamas
splaisingas vyksta eukariotiniy Igsteliy branduolyje.

1.3.1.Savaiminis pre-iRNR splaisingas

Savaiminiame splaisinge dalyvaujancios introninés sekos skirstomos j
keturias grupes: I, Il ir Il grupés intronus ir tRNR splaisingg (Sharp, 1985;
Lodish, 2000). T grupés intronai randami eubakterijy, archéjy, Zemesniyjy
eukarioty branduolio ir organeliy bei aukstesniyjy eukarioty organeliy pre-
iRNR molekulése (Sharp, 1985). T grupés intronams iskirpti reikalingas
egzogeninis guanozino nukleotidas ir metaly jonai. Savaiminio splaisingo
reakcijg inicijuoja nukleotido ribozés 3‘-OH grupé, kuri nutraukia ry$j tarp
pirmojo egzono ir introno fosfatinés grupés.

Guanozinas sujungiamas su intronu, 0 pirmojo egzono gale lieka laisva
ribozés 3°-OH grupé, kuri suardo rysj tarp introno ir antrojo egzono. Intronas
atpalaiduojamas, o egzonai susijungia 3‘—5° fosfodiesteriniu rysiu (1.11 pav.
A) (Lodish, 2000).

I grupés intronai atrasti eugleniniy protisty chloroplastuose. Jy
splaisingas taip pat vyksta dviem transesterifikacijos reakcijomis, taiau
mazai Zinoma apie jy veikimo mechanizmg (Hong ir Hallick, 1994).

II grupés intronai randami prokarioty, gryby ir augaly mitochondrijose
bei chloroplastuose ir turi konservatyvig struktirg Jy splaisingg inicijuoja
adenozino nukleotido, esancio Sakojimosi taske, ribozés 2‘-OH grupé, kuri
suardo tarp pirmojo egzono ir introno esant] 3‘—5° fosfodiesterinj rysj.
Susidaro kilpiné tarpiné introno — egzono struktiira. Likusi laisva pirmojo
egzono 3‘-OH galiné seka suardo 3°-5° fosfodiesterinj rysj tarp introno ir
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antro egzono. Abu egzonai susijungia, ir atpalaiduojama kilpinés formos
introno struktira (1.11 pav B) (Lodish, 2000).

intronas intronas
A B o
OH
pre-iRNR
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1.11 pav. I (A) ir IT (B) grupés introny iskirpimo schema (Biosciences Virtual
Libruary)

tRNR splaisingas vyksta bakterijose, archéjose ir eukariotuose.
Bakterijose tRNR intronai pasalinami savaiminio splaisingo biidu. Archéjose
ir eukariotuose jis yra katalizuojamas trijy fermenty ir jam vykti reikalinga
ATP hidrolizé. Mielése S. Cerevisiae tRNR splaisingas vyksta trimis etapais:
pirmiausia endonukleazé perkerpa pre-tRNR per dvi splaisingo taikinio
vietas. Sios reakcijos produktai yra dvi pusinés RNR molekulés ir linijinis
intronas. Dvi pusinés RNR molekulés sujungiamos katalizuojant 90-kDa
ligazei ir sunaudojama viena ATP molekulé. Splaisingo vietoje lieka
prijungtas 2°-PO,, kurj pasalina treciasis fermentas — (NAD) priklausoma
fosfotransferazé (Abelson, Trotta ir Li, 1998).

1.3.2.Reguliuojamas splaisingas

Reguliuojamas pre-iRNR splaisingas katalizuojamas ribonukleo-
baltyminio komplekso — splaisosomos. Siuo metu apradytos dvi
splaisosomos: U2 ir U12.

1.3.3.U2 splaisosomos kompleksas

U2 splaisosoma randama visose eukarioty lgstelése ir laikoma pagrindine
pasalinant introny sekas. Si splaisosoma susideda i§ daug uridino turingiy
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mazy branduolio ribonukleobaltyminiy daleliy (SNRNP) (angl. small nuclear
ribonucleoprotein) (U1, U2, U4, U5 ir U6) ir daugiau nei 100 pagalbiniy
baltymy (Wahl, Will ir Lithrmann, 2009). Kiekvieng i§ snRNP daleliy sudaro
unikalios, apie 150 nukleotidy ilgio mazosios branduolio RNR (snRNR)
(angl. small nuclear RNA), septyni bendri sSnRNP formuojantys baltymai ir
keletas papildomy kiekvienai dalelei budingy baltymy (Azubel ir kt., 2004).

Vieni i§ papildomy baltymy yra SR (angl. serine / arginine rich proteins),
U2AF® ir U2AF® (angl. U2 auxiliary factor), SF1 (angl. splicing factor 1) ir
kiti (Maniatis ir Tasic, 2002).

Splaisosomos komponentai atpazjsta trumpas konservatyvias 5° ir
3¢ taikiniy sekas egzonuose ir intronuose bei Sakojimosi tasko sekas ir
polipirimidinines sekas intronuose. Nustatyta, kad konsensiné 5° splaisingo
taikinio seka zinduoliy organizmuose yra AG/GURAGU (R — purino
nukleotidas, / — taikinio vieta (egzono — introno riba)). Sakojimosi tagko
konsensiné seka yra YNYURAC (Y — pirimidino nukleotidas, R — purino
nukleotidas, N — bet koks nukleotidas, A — Sakojimosi taSke esantis
adeninas) (1.12 pav.). Tafiau Kkartais Sios sekos labai skiriasi nuo
konsensuso. Nors nukleotidai, esantys prie splaisingo taikiniy, pasiskirsto
didesniu nei atsitiktiniu dazniu, beveik nekintami yra tik introny 5° GU ir
3° AG nukleotidai. Aukstesniyjy eukarioty intronuose, tarp splaisingo
Sakojimosi tasko ir 3¢, taip pat budingas svarbus elementas —
polipirimidininé seka, sudaryta i§ pasikartojanciy pirimidino nukleotidy,
kurios neturi Zemesnieji eukariotai (pvz., mielés) (1.12 pav.).

Sakojimosi a&(‘b
— o taskas <o - -
5' splaisingo taikinys l Qé\"«‘ & 3' splaisingo taikinys

Gyvanai| Egzonas |GURAGU—————— YNYURAY Y10-12 YAG| |

Mielés [ Egzonas |GUAAGU—————UACUAAC ac| Eg

1.12 pav. U2 introny signalinés splaisingo sekos gyviiny ir mieliy
pre-iRNR molekulése (Wahl, Will ir Lithrmann, 2009)

Be Siy elementy (Sakojimosi tasko, polipirimidininés sekos), taip pat
reikalingi cis- (esantys RNR sekoje) ir trans- (lasteliniai veiksniai, baltymai
ir RNR) reguliaciniai elementai (Wahl, Will ir Lithrmann, 2009).
Cis- veikiantys elementai, dar zinomi kaip splaisingo stiprikliai (angl.
enhancers) ir slopikliai (angl. silencers), vaidina svarby vaidmen;j
susirenkant splaisosomos kompleksg ir pasirenkant splaisingo taikinj. Jie
dalyvauja tiek pastovaus, tiek alternatyvaus splaisingo mechanizmuose.
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Trans- veikiantys veiksniai, tokie kaip daug serino ar arginino turintys (SR)
baltymai arba hnRNP (angl. heterogenous nuclear ribonucleoproteins), U2
pagalbinis veiksnys (angl. U2 auxiliary factor, U2AF) gali sgveikauti su
splaisosomos kompleksu, cis- veikianciais elementais arba baltymais,
prisijungusiais prie cis- veikian¢iy elementy, ir taip kontroliuoti splaisingo
rezultatg (Black, 2003; Ule ir Blencowe, 2019; Biamonti ir kt., 2019).
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1.13 pav. Pre-iRNR splaisingo mechanizmo schema (Lodish, 2000)

Intronai i§ pre-iRNR paSalinami vykstant dviem nuoseklioms
transesterifikacijos reakcijoms (1.13 pav.). Pirmos splaisingo stadijos metu
Sakojimosi sekoje esancio adenozino ribozés 2°-OH grupé atakuoja tarp
pirmo egzono ir introno esanciag 3‘,5‘-fosfodiesterinio rysio fosfating grupeg.
RySys nutriiksta ir susidaro 5° egzonas su laisva 3‘-gale esan¢io guanozino
ribozés 3°-OH grupe ir tarpiné struktiira — 3 egzonas su prijungta kilpos
formos intronine seka, kurios 5°-galas sujungtas su S$akojimosi sekoje
esanCiu adenozinu. Antros splaisingo stadijos metu pirmojo 5° egzono 3°-
gale esanCio guanozino nukleotido ribozés 3‘-OH grupé atakuoja
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fosfodiesterinio rysio tarp introno ir antrojo egzono fosfating grupe. RysSys
tarp introno ir antrojo egzono nutruksta, ir egzonai sujungiami
3°5°-fosfodiesteriniu rySiu, o kilpos formos intronas atpalaiduojamas
(Lodish, 2000; Gesteland, Cech ir Atkins, 2006; Izquierdo ir Valcarcel,
2006; Rymond, 2007).

1.3.3.1. U2 splaisosomos komplekso susirinkimas

Splaisosoma atlieka dvi pagrindines funkcijas — atpaZjsta 5° ir 3° taikiniy
sritis bei katalizuoja reakcijas, kuriy metu intronai paSalinami, o egzonai
sujungiami. Splaisosomg sudaro penkios snRNP (U1, U2, U4, U5, U6) ir
papildomi baltymai. Splaisosomos susirinkimo pradzioje prie 5° egzono
sekos jungiasi SR baltymai, kurie pritraukia Ul snRNP prie 5° taikinio sekos
(1.14 pav.). Su Sakojimosi tasko seka sgveikauja splaisingo faktorius
SF1/BBP (angl. splicing factor 1/branching point binding protein). Prie
polipirimidininés sekos ir 3° taikinio sekos prisijungus heterodimeriniam
baltymui U2AF, susiformuoja ankstyvasis splaisosomos kompleksas, dar
vadinamas E (angl. early) kompleksu. E kompleksui susidaryti nereikalinga
energija — tai nuo ATP hidrolizés nepriklausomas procesas.
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1.14 pav. U2 splaisosomos susirinkimo ir iSsirinkimo  modelis
(Sufié-Pou ir kt., 2017)
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U2 snRNP stabiliai prisijungus prie Sakojimosi vietos, E kompleksas
virsta A kompleksu. Sis procesas daug greitesnis ir jam jau reikalinga
energija, gaunama ATP hidrolizés metu. Komplementari baziy saveika tarp
U2 snRNR ir Sakojimosi tasko lemia RNR/RNR duplekso susidaryma,
kuriame $akojimosi sekoje esantis adenozinas neturi jam komplementaraus
nukleotido ir yra i§stumiamas. Po iSstimimo susidariusi sgveika daro jtaka
adenozinui tapti nukleofilu 5¢ kerpant taikinio sekg. Toliau j splaisosomos
kompleksa jsijungia dalelé, sudaryta i§ trijy snRNP (U4/U6 ir US). Dél
stipraus komplementarumo U4 ir U6 dalelés saveikauja tarpusavyje.
Splaisosomos komplekse jvyksta struktiriniai persitvarkymai, kuriy metu
atpalaiduojami U1l snRNP ir U2AF baltymas, ir kompleksas A virsta
kompleksu B. Tai taip pat nuo ATP hidrolizés priklausomi procesai. Toliau
RNR/RNR dupleksas tarp U4 ir U6 snRNP disocijuoja, U4 snRNP
atpalaiduojama, U6 snRNP per U6 snRNR saveikauja su U2 snRNP. U5
snRNP saveikauja su 5° ir 3° splaisingo taikiniy sekomis. [vyksta
konformaciniai pokyc¢iai, susiformuoja C kompleksas — aktyvi splaisosoma.
Po to, kai intronas iSkerpamas, splaisosoma disocijuoja ir snRNP dalelés
isijungia j kitus splaisosomos kompleksus (Lodish, 2000; Maniatis ir Tasic,
2002; Gesteland, Cech ir Atkins, 2006).

1.3.4.U12 splaisosomos kompleksas

Be splaisosomos, priklausomos nuo U2 snRNP, atrasta ir kita, nuo U12
snRNP priklausoma (arba minoriné) splaisosoma (1.15 pav.). U12 tipo
intronai néra randami Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisae,
Schizosaccharomyces pombe ir protistuose.

Zmogaus lastelése UlI2 tipo introny yra maziau nei 1 % i§ visy
egzistuojaniy introny, tadiau jie randami genuose, kurie atsakingi uz
gyvybisSkai svarbias lgstelés funkcijas: DNR replikacija ir reparacija,
transkripcija, RNR apdorojimg ir transliacija (Will ir Lithrmann, 2005).
Vienas i§ pavyzdziy yra natrio kanalo o subvieneto genas, randamas
Zmogaus organizme ir mediizose, organizmuose, kurie evoliuciskai iSsiskyré
daugiau nei prie$ 600 milijony mety (Patel, McCarthy ir Steitz, 2002).

Dauguma Ul2 tipo introny charakterizuoja maziau kintancios introny
atpazinimo sekos 5° gale ir Sakojimosi taske bei polipirimidininés introno
sekos nebuvimas. Kadangi pirmiau buvo atrasti AT-AC introng galinése
sekose ribojantys nukleotidai, $i splaisosoma anks¢iau buvo vadinama atac
splaisosoma. Vélesni tyrimai vis délto parodé, jog tokie nukleotidai (nors ir
labai retai) buna ir U2 tipo intronuose. Bitent todél pasirinktas U12
nomenklatiirinis pavadinimas (Patel ir Steitz, 2003).
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U12 splaisosoma susideda i§ U11, U12, US ir U4atac/U6atac snRNP bei
i§ nezinomo skaic¢iaus ne snRNP baltymy (Hall ir Padgett, 1996). Taigi i$
visy splaisosominiy subvienety tik U5 yra bendras abiem splaisosomoms.
U2 ir U12 splaisosomy susirinkimo keliai yra mechaniskai labai panasis, o
pagrindiniai skirtumai matomi per ankstyvaji splaisosomos susidarymo
etapa — U12 splaisosoma nesudaro E komplekso (1.15 pav.).

U2 splaisosoma Ul2 splaisosoma
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1.15 pav. U2 ir Ul2 splaisosomy susirinkimo ir katalizés keliai (Patel ir Steitz,
2003). Dvi transesterifikacijos reakcijas zymi mélynos rodyklés; polipirimidininé
sritis pazymeéta geltonai.
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1.3.5.Alternatyvusis splaisingas

Zmogaus organizme daugiau nei 95 % pre-iRNR vyksta alternatyvusis
splaisingas. Alternatyviojo splaisingo metu kai kurie egzonai biina arba
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praleidziami, arba jjungiami i RNR seka, taip susidarant skirtingoms
subrendusioms iRNR. Nustatyta keletas skirtingy alternatyviojo splaisingo
budy: egzony praleidimas arba jtraukimas, alternatyviis promotoriai,
alternatyvios 5° arba 3° splaisingo taikiniy vietos, priklausomai praleidziami
egzonai, introno palikimas ir alternatyvios poliadenilinimo sekos (1.16 pav.)
(Nakayama ir Kataoka, 2019; Wang ir kt., 2015).
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1.16 pav. Alternatyvaus splaisingo rusys (Wang ir kt., 2015). Ivairios egzony
kombinacijos gali sudaryti jvairias iRNR ir baltymus. Kvadratais zymimos
egzonings sekos, briikSniais introninés. Baltos spalvos kvadratai Zymi pastovius
egzonus, pilkos — alternatyvius.

Alternatyvaus splaisingo reguliacija — kompleksiSkas procesas, kuriame
dalyvauja cis ir trans veiksniai. Jvairts veiksniai, tokie kaip SR baltymai ar
hnRNP, reguliuoja introny paSalinimg ar palikima, sgveikaudami su
introninémis ar egzoninémis splaisingo slopikliy ar stiprikliy sekomis (Kim
ir kt., 2018). Smegeny lastelés turi nejprastai didele dalj alternatyviame
splaisinge dalyvaujanciy geny, todél smegeny lastelése susidaro didesné



baltymy jvairové lyginant su kitais audiniais (Porter, Jaamour ir Iwase,
2018).

1.3.6.FAS alternatyvaus splaisingo reguliacija

FAS (angl. tumor necrosis factor receptor superfamily member 6, CD95)
baltymas yra lastelés pavirSiaus receptorius, gebantis jungtis su FASL
ligandu ir inicijuoti apoptoze lgstelése (Bouillet ir O’Reilly, 2009). Sis
baltymas yra koduojamas FAS geno, sudaryto i§ 9 egzony. I§ FAS per-iRNR
alternatyviojo splaisingo biidu susidaro 4  baltymus transliuojamos iRNR, i§
Kuriy pagrindinés yra pilno ilgio (FAS) izoforma ir trumpesné, neturinti 6
egzono, koduojan¢io transmembraninj domeng, SFAS izoforma. sFAS
baltymas yra sekretuojamas uz lastelés riby, kur taip pat prisijungia FASL
liganda, taciau negali aktyvinti apoptozés kelio ir taip prisideda prie lastelés
iSgyvenamumo nepalankiomis mikroaplinkos salygomis (Cascino ir kt.,
1995; Cheng ir kt., 1994; Sheen-Chen ir kt., 2003). Kadangi navikuose
aptinkama padidéjus SFAS raiska, FAS alternatyvusis splaisingas
potencialiai vaidina svarby vaidmenj véziniy lasteliy iSgyvenamumui. Todél
jo reguliacija iS§samiai tyrinéjama. Nustatyta keletas veiksniy, galiniy turéti
jtakos FAS alternatyvaus splaisingo reguliacijai normaliomis deguonies
salygomis Kultivuotose Iastelése: HUR, TIA-1, PTB, RBM 10 ir RBM 5.

HuR (angl. hu-antigen R, ELAVL1) — skatina FAS 6 egzono i$metima
jungdamas prie egzoninio splaisingo slopiklio (Izquierdo, 2008).

TIA-1 (angl. nucleolysin TIA-1 isoform p40) yra su RNR besijungiantis
baltymas, turintis tris RNR atpazinimo motyvus (angl. RNA recognition
motif, RRM). Branduolyje TIA-1 veikia kaip splaisingo reguliatorius. Jis
skatina Ul snRNP prisijungimg prie silpny 5° splaisingo taikinio seky, taip
pat skatina U2AF prisijungimag prie 3¢ splaisingo taikinio sekos (Izquierdo ir
kt., 2005).

PTB (angl. polypyrimidine tract binding protein) saveikauja su
polipirimidinine seka, todél dél sgveikos su RNR konkuruoja su U2AF65.

RBM10 (angl. RNA-binding protein 10) ir jo artimas homologas RBM5
(angl. RNA-binding protein 5) — branduoliniai prie RNR besijungiantys
baltymai. Tiek RBMS, tieck RBM10 padidinta raiska skatina 6 egzono
praleidima FAS pre-iRNR (Inoue ir kt., 2014).
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1.3.7.TAU alternatyvaus splaisingo reguliacija ir neurodegeneracinés
ligos

Pre-iRNR splaisingas daugelyje neurodegenaratyviniy ligy, tokiy kaip
Alzheimerio ir Parkinsono, yra pakitgs. Sveiky ir serganéiy Zmoniy
transkriptomo palyginimas leido nustatyti Sioms ligoms specifinius
splaisingo pakitimus (Ray ir kt., 2018; Tollervey ir kt., 2011).
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Mikrovamzdelis

1.17 pav. TAU alternatyvaus splaisingo schema ir sgveika su mikrovamzdeliais
(Vingtdeux, Sergeant ir Buee, 2012)

Zmogaus TAU baltymas (arba T baltymas (pagal graikiskos raidés ,,tau”
pavadinima); angl. neurofibrillary tangle protein), koduojamas MAPT (angl.
microtubule-associated protein TAU) geno, esancio 17-toje chromosomoje.
MAPT geng sudaro 16 egzony. 2, 3 ir 10 egzony alternatyvus splaisingas
lemia Sesiy skirtingy TAU iRNR izoformy susidaryma, kuriy raiska vyksta
suaugusio zmogaus smegenyse (Park, Ahn ir Gallo, 2016). TAU baltymas
jungiasi prie mikrovamzdeliy per mikrovamzdeliy jungimosi domena,
susidedantj] 1§ mikrovamzdeliy prijungimo domeno pasikartojimy.
10 egzonas koduoja antrg mikrovamzdeliy prisijungimo pasikartojantj
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domeng, ir taip alternatyviojo splaisingo biidu susidaro TAU izoformos,
turinios tris (3R) arba keturis (4R) domenus, prijungiancius
mikrovamzdelius (1.17 pav.). TAU 4R izoforma turi didesnj giminingumg
mikrovamzdeliy sarankai nei TAU 3R izoforma (Goode ir kt., 2000).

Nustatyta, kad normaliomis fiziologinémis saglygomis suaugusio zmogaus
smegenyse sintetinami vidutiniskai vienodi TAU 4R ir 3R izoformy kiekiai,
ir tokia pusiausvyra labai svarbi neurony funkcijoms palaikyti. Sios
pusiausvyros sutrikdymas yra pakankamas sukelti neurodegeneracijg
(Andreadis, 2005; D’Souza ir Schellenberg, 2005; Liu ir Gong, 2008;
Niblock ir Gallo, 2012).

Literatiroje raSoma, kad SR Seimos baltymai dalyvauja alternatyviojo
TAU 10 egzono splaisingo reguliacijoje. Kiekvienas SR baltymas veikia
TAU alternatyvyjj splaisingg skirtingai: SRSF1, SRSF2, STSF6 ir SRSF9
skatina 10 egzono jtraukima, o SRSF3, SRSF4, SRSF7 ir SRSF11 — slopina
(Qian ir Liu, 2014).

1.3.8.U2AF

U2AF yra vienas i$ splaisingo veiksniy, dalyvaujanciy ankstyvajame
splaisosomos susirinkimo etape. U2 pagalbinis veiksnys (angl. U2 auxiliary
factor) atpazjsta pre-iRNR 3° splaisingo taikinio sekg ir koordinuoja
pradinius splaisosomos susirinkimo etapus (Sickmier ir kt., 2006). Tikslus
3¢ splaisingo taikinio atpazinimas kritiSkai svarbus iRNR splaisingui.
Nustatyta, kad pusé zmogaus genetiniy ligy yra klaidingai atpazjstamy
splaisingo taikiniy pasekmé (Garcia-Blanco, Baraniak ir Lasda, 2004).

U2AF — heterodimerinis baltymas, sudarytas i§ dviejy subvienety,
didziojo 65 kDa ir mazojo 35 kDa. Didysis subvienetas (U2AF65) atpazjsta
svarbig polipirimidining sritj, esancig pre-iRNR grandinéje.

Mazasis subvienetas (U2AF35) per savo RS domeng jungiasi prie
regiono, esancio prie U2AF65 N-galinio RS domeno, ir per savo RRM
domenag prie AG dinukleotido, esancio introno — egzono 3° taikinio sekoje
(Merendino ir kt., 1999; Zorio ir Blumenthal, 1999; Garcia-Blanco, Baraniak
ir Lasda, 2004). U2AF65 saveikauja su prie $akojimosi tasko prisijungianciu
baltymu SF1 per RRM3 domeng bei su introne esancia polipirimidinine seka
per RRM1 ir RRM 2 domenus ir iSlenkia RNR taip, kad Sakojimosi taSko
nukleotidas atsiduria priesais 3° splaisingo taikinio sekg. Taip introno 3°
splaisingo taikinio sritis jgauna struktiira, panaSiag ] pre-Splaisosomos
E komplekso (1.18 pav.) (Kent ir kt., 2003).

Tuo pat metu, kai prie RNR prisijungia U2AF-SF1 kompleksas, U1
snRNP prisijungia prie 5¢ splaisingo taikinio. Sio ankstyvojo komplekso
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susiformavimas i§désto Sakojimosi tasko seka, 5¢ ir 3¢ splaisingo taikinius }
struktiirine konformacija, leidziancig vykti kitiems splaisingo etapams (Kent
ir kt., 2003; Sickmier ir kt., 2006).

Toliau U2 snRNP su $akojimosi taSko seka ir U2AF suformuoja nuo ATP
priklausoma kompleksg, o SF1 atsijungia. Stabiliam U2 prisijungimui
reikalingas U2AF65 N-galinis RS domenas ir RNP-issukikliai tokie kaip su
U2AF susietas 56kDa baltymas (UAP56, angl. U2AF associated protein 56
kDa). Galiausiai U2AF atpalaiduojamas nuo pre-iRNR prie§ aktyvios
splaisosomos katalizuojama splaisingo reakcija (Fleckner ir kt., 1997; Shen,
Kan ir Green, 2004; Sickmier ir kt., 2006).

1.18 pav. 3¢ splaisingo taikinio struktfiriné schema (Kent ir kt., 2003). RRM —
RNR atpazinimo motyvai, RS — serino-arginino dipeptidy turintys domenai, PPT —
polipirimidininé seka.

U2AF65 po transliacijos yra modifikuojamas. Viena i§ modifikacijy —
lizino hidroksilinimas, kurj vykdo Jmjd6 baltymas (angl. Fe(ll) and
2-oxoglutarate-dependent  dioxygenase Jumonji domain-6  protein).
Literatiroje teigiama, kad Jmjd6 daro jtaka alternatyviam a-tropomiozino ir
endogeninio auglio antigeno MGEAG6 (angl. melanoma inhibitory activity
protein 2) RNR splaisingui (Webby ir kt., 2009).

Abu U2AF subvienetai priklauso RS domeng turin¢iy baltymy Seimai.
Literatiroje teigiama, kad RS domenas butinas U2AF saveikai su
polipirimidinine seka (Rudner ir kt., 1998). Taip pat nustatyta, kad SR
baltymy kinazés SRPK1 ir Clk/Sty gali fosforilinti U2AF RS domeng in
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vitro ir taip reguliuoti jo sgveika su RNR bei kitais splaisingo veiksniais
(Colwill ir kt., 1996; Vilys, 2021).

1.3.9.Alternatyvusis splaisingas ir hipoksija

Alternatyvusis splaisingas lasteléje turi reguliacing funkcija, leidziancia
palaikyti audiniams specifing geny raiska, ir labai padidina genominj
kompleksiskuma. Hipoksinése lastelése pre-iRNR splaisingas yra svarbus
audiniams prisitaikant prie hipoksinés lastelés mikroaplinkos (David ir
Manley, 2010).

Pirmasis nuo hipoksijos priklausomo splaisingo atvejis atrastas pelés
akies ragenos epitelio lastelése, kur i§ HIF-30 pre-iRNR alternatyvaus
splaisingo biidu susidaro inhibitorinj PAS domena turin¢io baltymo (IPAS)
iIRNR. IPAS baltymas nesgveikauja su HIF-p subvienetu, taiau jungiasi prie
HIF-1o. subvieneto ir taip slopina komplekso aktyvinama transkripcija
(Makino ir kt., 2002; 2001). Véliau rastas dar vienas hipoksijos
indukuojamas pelés HIF-30 geno splaisingo variantas — NEPAS (angl.
neonatal and embryonic PAS), kurio raiska i§ esmés vyksta embrioninése
stadijose. Sio splaisingo varianto pirmasis HIF-3a pre-iRNR egzonas
pakeic¢iamas IPAS pirmuoju egzonu (Yamashita ir kt., 2008).

Pastaruoju metu Zmogaus lgstelése taip pat nustatomi hipoksijos
indukuojamo alternatyvaus splaisingo atvejai. Hipoksija mimikuojan¢iomis
salygomis (naudojant CoCl;) zmogaus virkstelés venos endotelio lastelése
(HUVEC) naudojant egzony mikrogardele nustatyti 342 egzonai,
dalyvaujantys alternatyviame splaisinge (Hang ir kt., 2009). Kita
mokslininky grupé, naudodama panasig sistemg zmogaus kepeny lasteliy
linijoje, nustaté, jog hipoksiné lastelés mikroaplinka sukelia 3 059
alternatyvaus splaisingo jvykius 2 005 genuose (Sena ir kt., 2014).

Be to, kad HIF-1 yra svarbus lastelés atsake j hipoksija, nustatyta, jog
HIF-1a ir HIF-3a pre-IRNR vyksta ir alternatyvus splaisingas, kurio metu
kai kurie susidar¢ transkriptai koduoja prieSingg funkcijg atliekancius
baltymus (Dales ir kt., 2010; Heikkilé ir kt., 2011).

Karboanhidrazé IX (CA-1X, angl. carbonic anhydrase 1X) yra viena i§ 12
aktyviy karboanhidrazés formy, sintetinamy zmogaus organizme. Dauguma
ju randamos diferencijuotose normaliy audiniy lastelése, o vieninteliai
audiniai, kurie pasizymi CA-IX raiska, priklauso virS§kinimo traktui ir sudaro
skrandzio liauky epitelj. Vézio biologijoje CA-IX siejama su hipoksiniais
augliais, kilusiais i§ Iasteliy, kurios normaliai neturi CA-IX raiskos
(Barathova ir kt., 2008; Pastorekova ir kt., 1997).
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Su augliais susieta CA-IX raiska i§ esmés nulemiama stipraus CA9 geno
aktyvinimo veikiant HIF-1 kompleksui. CA-IX palaiko auglio lasteliy
vidulastelinj pH ir taip pat turi jtakos lasteliy adhezijai. Aptiktos dvi
zmogaus CA-IX baltymo izoformos: mazesniais kiekiais sintetinama AS
(angl. alternatively spliced) ir FL (angl. full length). FL izoforma aptinkama
tik hipoksiniuose augliuose, o AS, nors ir sintetinama Zymiai mazesniais
kiekiais, aptinkama ir normaliuose audiniuose normaliomis deguonies
salygomis. AS izoforma neturi 8—9 egzony ir todél neturi transmembraninio
domeno. D¢l Sios priezasties ji nejsitvirtina membranoje, o yra iSskiriama |
tarplasteling erdve, kur, nors ir pasizymédama mazesniu katalitiniu
efektyvumu, mazina hipoksijos sukeliamg aplinkos riig§té¢jima (Barathova ir
kt., 2008).

Atrasta ir keletas geny, kuriy koduojami baltymai gali sukelti arba
slopinti apoptoze, priklausomai nuo susidaranciy alternatyviy izoformy.
Vienas i§ tokiy baltymy yra BCL-X, protoonkogeny BCL-2 Seimos narys.
Nuo Sio geno alternatyviojo splaisingo budu susidaro dvi prieSingg poveikj
turin¢ios izoformos — BCL-XL, pasizyminti antiapoptotiniu poveikiu, ir
BCL-XS, kuri skatina apoptozg (Xiao ir kt., 2012).

Kitas Sios Seimos baltymas, BNIP3, kurio raiSka padidéjusi hipoksinémis
saglygomis, yra atsakingas uz mitochondrijy paZeidimg ir lgstelés zities
sukélimg reaguojant j biologinj stresg (Vande Velde ir kt., 2000; Gang ir kt.,
2011). Hipoksijos indukuoto alternatyviojo splaisingo budu susidaro
trumpesné BNIP3  izoforma, neturinti 3 egzono, koduojancio
transmembraninj domena, reikalinga prisijungti prie mitochondrijy. Si
izoforma skatina lasteliy iSgyvenimg apsaugodama mitochondrijas nuo
pazaidas sukelianéio pilno ilgio baltymo. Tai yra dar vienas pavyzdys, kai to
paties geno koduojamo baltymo izoformos turi antagonistines funkcijas
(Dorn ir Kirshenbaum, 2008).

Baltymas CYR61 dalyvauja svarbiuose fiziologiniuose ir patologiniuose
procesuose: organizmui vystantis, zaizdoms gyjant, esant angiogenezei,
uzdegiminiams procesams, lasteléms iSgyvenant, esant kraujagysliy ligoms
ir endometriozei (Leask ir Abraham, 2006). Leiomyomos ir prostatos vézio
atveju nustatyta sumazéjusi Sio baltymo raiska (Pilarsky ir kt., 1998;
Sampath ir kt., 2001). Toks faktas parodo, kad kai kuriose situacijose
CYRG61 gali veikti kaip naviko slopiklis. Atrasta, kad kriities vézio lastelése
alternatyviojo splaisingo biidu nuo $io geno susidaro dvi skirtingos
izoformos: visus 4 teisingai sujungtus egzonus turinti IS (angl. intron
skipping) ir hipoksijos indukuojama IR (angl. intron retaining) izoforma,

kurioje nepasalinamas intronas tarp 3 ir 4 egzono. Sio introno palikimas
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sukuria 2 STOP kodonus (Hirschfeld ir kt., 2009). Kol kas nezinoma, ar nuo
Sios trumpesnés izoformos yra sintetinamas baltymas ir ar jis turi funkcija
vézio biologijoje (Perbal, 2009).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1.Reagentai

2-merkaptoetanolis
Acto rugstis (Lediné)
Agaroze
Akrilamidas
Amonio peroksisulfatas (APS)
Ampicilinas
Bisakrilamidas
Boro rugstis
Bradfordo reagentas
Bromfenolio mélis
CA-630
di-Natrio hidrofosfato dihidratas
Ditiotreitolis (DTT)
Druskos rugstis
Etanolis
EtidZio bromidas
Etilendiamintetraacto rugstis (EDTA)
Fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF)
Glicinas
Izopropanolis
Jaucio serumo albuminas (BSA, angl. bovine serum albumine)
Kalcio chloridas
Kalio chloridas
Kalio di-hidrofosfatas
Kalio fluoridas
Magnio chloridas
Metanolis
Mieliy ekstraktas
N,N,N,N-tetrametiletilendiamidas (TEMED)
Natrio azidas
Natrio chloridas
Natrio deoksicholiatas
Natrio dodecilsulfatas (SDS)
Natrio hidroksidas
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Penicilinas ir streptomicinas
Pieno milteliai

Ponceau S

Proteaziy inhibitoriaus miSinys
Puromicinas

Skystas azotas

Tripsinas

Triptono ir peptono misinys
Tris(hidroksimetil)aminometanas (Tris)
Tween-20

Versiuko vaisiaus serumas (FBS)

2.1.2.Tirpalai

0,5 M EDTA tirpalas, pH = 8,0.

Baltymy pernesSimo buferinis tirpalas: 26 mM Tris, 108 mM glicino,
20 % metanolio, pH = 8,4.

4 x Tris-CIl/SDS buferinis tirpalas, pH = 6,8 (0,5 M Tris, 0,4 % SDS)

4 x Tris-CIl/SDS buferinis tirpalas, pH = 8,8 (1,5 M Tris, 0,4 % SDS)

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

PBS buferinis tirpalas: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO, x
2H20, 1,8 MM KH,PO,, pH =7 4.

RIPA tirpalas: 100 mM TRIS-HCI (pH = 7,4), 300 mM NacCl, 1 % CA-
630, 0,25 % Na-deoksicholiatas, 1 tabl. proteaziy inhibitoriaus (,,Roche®),
1 mM PMSF.

TAE buferinis tirpalas: 40 mM Tris, 20 mM ledinés acto rigsties, 1 mM
EDTA (pH = 8,0).

TBE buferinis tirpalas: 45 mM Tris, 45 mM Boro rigsties, | mM EDTA
(pH = 8,0).

TBST buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH = 7,5), 150 mM NacCl,
0,05 % Tween 20.

LB terpé: 1 % triptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5 % NaCl.

Agarizuota LB terpé: LB terpé, 2 % Bacto-agaro.

NaOH-SDS: 1 % SDS, 0,1 M NaOH.

TE buferinis tirpalas: 50 mM Tris-HCL (pH = 8,0), 10 mM EDTA.

Buferis A: 10 mM HEPES (pH = 7,9 esant 4°C), 1,5 mM MgCl,, 10 mM
KCI, 0,5 mM DTT.

Buferis C: 20 MM HEPES (pH = 7,9 esant 4°C), 25 % (v/v) glicerolio,
0,6 M KCl, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT.
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Buferis D: 20 mM HEPES (pH = 7,9 esant 4°C), 20 % (v/v) glicerolio,
0,1 M KCI, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT.

2 x baltymy suleidimo buferinis tirpalas: 125 mM Tris-HCL (pH = 6,8),
20 % glicerolio, 4,1 % SDS, 0,2 % 2-merkapto etanolio, 0,001 %
Bromfenolio mélio.

0,5 x lizés buferis: 5 mM Tris-Cl (pH = 6,8), 100 mM EDTA, 100 mM
NaCl ir 1 % SDS.

2.1.3.Rinkiniai

Genelet Gel extraction kit (,,Thermo Fisher Scientific*)
QuickRNA purification Kit (,,Zymo Research®)

RevertAid Reverse transcription Kit (,,Thermo Fisher Scientific®)
Zyppy Plasmid Miniprep Kir (,,Zymo Research*)

ZymoPURE 11 Plasmid Midiprep Kit (,,Zymo Research®)

2.1.4.0ligonukleotidai

Pavadinimas | Seka Apibtudinimas

S1elR1 Dir 5‘-CACCGAAAAGCGCGGACTCGAGAAC- | Tiesioginis

3 pradmuo,
koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF1 genui

S1lelR1 Rev 5‘-AAACGTTCTCGAGTCCGCGCTTTTC-3¢ | Atvirkstinis
pradmuo,
koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF1 genui

S1elR2 Dir 5‘-CACCGAACGATTGCCGCATCTACGT-3¢ | Tiesioginis
pradmuo,
koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF1 genui

S1elR2 Rev 5‘-AAACACGTAGATGCGGCAATCGTTC- Atvirkstinis

3 pradmuo,
koduojantis
SgRNR
atpazinimo seka
SRSF1 genui
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S5e2R1 Dir 5‘-CACCGTACTAGCCGGACATCATGAG- Tiesioginis
3¢ pradmuo,

koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF5 genui

S5e2R1 Rev 5-AAACCTCATGATGTCCGGCTAGTAC-3¢ | Atvirkstinis
pradmuo,
koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF5 genui

S5e2R2 Dir 5‘-CACCGGTGGCTGTCGGGTATTCATC-3¢ | Tiesioginis
pradmuo,
koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF5 genui

S5e2R2 Rev 5-AAACGATGAATACCCGACAGCCACC- | Atvirkstinis

3¢ pradmuo,

koduojantis
sgRNR
atpazinimo seka
SRSF5 genui

SRSF1 Dir AAGCTTATGTCGGGAGGTGGTGTGATT Klonavimui

(HindlIlI)

SRSF1 Rev GGATCCTTATGTACGAGAGCGAGA Klonavimui

(BamHI)

SRSF5 AAGCTTTACTAGCCGGACATCATGAGTG | Klonavimui

Hindlll Dir G

SRSF5 EcoRIl | GAATTCGGCAAGTTATTTACAGTTTAATT | Klonavimui

Rev GC

U2AF35 Dir AAGCTTATGGCGGAGTATCTGGCCT Klonavimui

(HindlI1I)

U2AF35 Rev | GGATCCTCAGAATCGCCCAGATCTTTC Klonavimui

(BamHlI)

U2AF65 AAGCTTATGTCGGACTTCGACGAGTTCG Klonavimui

Hindlll Dir AG

U2AF65 GGATCCTACCAGAAGTCCCGGCGGTGAT | Klonavimui

BamHI Rev A

FAS Dir GTGAACACTGTGACCCTTGC Splaisingo izof.

FAS Rev CCTTGGTTTTCCTTTCTGTGC Splaisingo izof.
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FAS (Total) TGAGGGAAGCGGTTTACGAG Raiskos

Dir

FAS (Total) TGAAAGAGCTTCCCCAACTCC Raiskos

Rev

18S Dir AACTCACTGAAGATGAGGTG Raiskos

18S Rev CAGACAAGGCCTACAGACTT Raiskos
SRSF1 Dir ATGTCGGGAGGTGGTGTGATT Raiskos
SRSF1 Rev TTATGTACGAGAGCGAGA Raiskos
U2AF35 Dir | ATGGCGGAGTATCTGGCCT Raiskos
U2AF35 Rev | TCAGAATCGCCCAGATCTTTC Raiskos

SRSF5 Dir TACTAGCCGGACATCATGAGTGG Raiskos
SRSF5 Rev GGCAAGTTATTTACAGTTTAATTGC Raiskos
U2AF65 Dir | AGCCAGATGACCAGACAAGC Raiskos
U2AF65 Rev | CATACTCCTCGTCGTCCAGC Raiskos

TAU Dir CAAGATCGGCTCCACTGAGAA Splaisingo izof.
TAU Rev GGCGAGTCTACCATGTCGAT Splaisingo izof.
APP Dir CGAGGACGATGAGGATGGTG Splaisingo izof.
APP Rev TGGCCTCAAGCCTCTCTTTG Splaisingo izof.
CLK1 Dir ATTTTGTTGTTGGTGCGCGA Raiskos
CLK1 Rev TCCTTCGGTGACTCTTCCCA Raiskos

CLK2 Dir CCATGTCCGTTCTCGAAGCA Raiskos

CLK2 Rev TGGACACAGAGGTTCTTGTTGT Raiskos

CLK3 Dir CTCCTGGGCAAGAACACCTT Raiskos

CLK3 Rev TCTCGGTTTTCGTGGGTCTG Raiskos

CLK4 Dir AGCACACAAGAGAACAGGCA Raiskos

CLK4 Rev TCTGGACACATCGGAAGACAC Raiskos
SRSF1-ex1 TACCAAACGGCTGGTCACTC PGR nuo

Dir gDNR
SRSF1-ex1 TCGAACTCAACGAAGGCGAA PGR nuo

Rev gDNR
SRSF5-ex2 GCACTTCTCGGCCTTTCCTA PGR nuo

Dir gDNR
SRSF5-ex2 CACCCGGACTCAAGATCGAAA PGR nuo

Rev gDNR
FAS-ex6 T7 TAATACGACTCACTATAGGGGTCCAATG | Konstruktai
Dir TTCCAACCTACAGGATCCAGAT

FAS-ex6 T7 ATCTGGATCCTGTAGGTTGGAACATTGG | Konstruktai
Rev ACCCCTATAGTGAGTCGTATTA

FAS-ex7 T7 TAATACGACTCACTATAGGGGACCTGAG | Konstruktai
Dir TTGATAAAATTTCTTTGTTCTTTCAGTGA

AGAGAA
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FAS-ex7 T7 TTCTCTTCACTGAAAGAACAAAGAAATT | Konstruktai
Rev TTATCAACTCAGGTCCCCTATAGTGAGT
CGTATTA
LKO.1 5¢ GACTATCATATGCTTACCGT Plazmidéms
sekvenuoti
T7 promoter TAATACGACTCACTATAGGG Plazmidéms
sekvenuoti
BGH Rev TAGAAGGCACAGTCGAGG Plazmidéms
sekvenuoti
pJetl.2 Dir CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Plazmidéms
sekvenuoti
pJetl.2 Rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG Plazmidéms
sekvenuoti
2.1.5.siRNR
Pavadinimas Seka
U2AF1 GAAUAACCGUUGGUUUAAUTT 514553
U2AF2 CCAACUACCUGAACGAUGATT 522364
2.1.6.Antikainai
Antik@inai Katalogo nr. Kilmé Gamintojas
Anti-U2AF65 ab37530 rabbit polyclonal Abcam
1gG
Anti-U2AF35 ab172614 rabbit polyclonal Abcam
19G
Actin ab3280 mouse monoclonal | Abcam
19G
Anti-Rabbit 1gG ab6721 goat polyclonal Abcam
(HRP) IgG
Anti-mouse IgG R-05071-500 Goat polyclonal Advansta
(HRP) 1gG (H+L),

2.1.7.Lasteliy linijos, mikroorganizmy kamienai

Organas Pavadinimas Apibtdinimas

Smegenys u-87 Zmogaus glioblastomos
lasteliy linija

Smegenys SK-N-BE(2) Zmogaus neuroblastomos
Iasteliy linija
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Storoji zarna HCT116 Zmogaus storosios zarnos
lasteliy linija
2.1.8.Plazmidinés DNR
Pavadinimas Gamintojas Apibiudinimas
pcDNA3 ,,Thermo Fisher Plazmidiné DNR, skirta
Scientific* baltymy raiskai
eukariotinése lastelése
pcDNA3-SRSF1 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SRSF1 baltyma
pcDNA3-SRSF5 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SRSFS5 baltyma
pcDNA3-U2AF65 | Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje U2AF65 baltyma
pcDNA3-U2AF35 | Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje U2AF35 baltyma
px459 Addgene Plazmidiné DNR, skirta
SpCas9 baltymo ir sgRNR
raiskai eukariotinése
lastelése
px459-SlelR1 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SpCas9 baltyma ir sgRNR,
atpazistancig SRSF1 pirmo
egzono seka genome
px459-S1elR2 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SpCas9 baltymg ir sgRNR,
atpazjstan¢ig SRSF1 pirmo
egzono seka genome
px459-S5e2R1 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SpCas9 baltyma ir sgRNR,
atpazjstan¢iag SRSF5 pirmo
egzono seka genome
px459-S5e2R2 Sukonstruota Plazmidiné DNR, koduojanti
laboratorijoje SpCas9 baltyma ir sgRNR,

atpaZjstan¢ig SRSF5 pirmo
egzono sekg genome
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2.2. Tyrimo metodai

2.2.1.Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR reakcijoms naudojama ,,DreamTag“ DNR polimerazé (,,Thermo
Fisher Scientific). Reakcijos miSinys sumaiSomas pagal gamintojo
rekomendacijas. Reakcijos misinio sudétis vienai reakcijai: 1 x ,,DreamTaq*
buferinis tirpalas, 0,2 mM dNTP misinys, po 0,4 uM tiesioginio ir
atvirkstinio pradmens, 1,25 vnt. ,,DreamTaq“ DNR polimerazés, 1 uL KDNR
(KDNR sintezés reakcijoje naudojamas 1 pg RNR).

Reakcijos vykdomos termocikleryje: 1 ciklas 95°C 5 min; 25-35 ciklai:
95°C 30's, Tm°C 30's, 72°C 1 min; 1 ciklas 72°C 5 min.

Meéginiai laikomi -20°C iki tolesnio panaudojimo.

2.2.2.RNR gryninimas i§ eukariotiniy lgsteliy

RNR i8skirti naudotas rinkinys ,,Quick-RNA MiniprepKit* (,,Zymo
Research®). Lastelés surenkamos nugramdant, centrifuguojamos 500 x g
10 min +4°C, ant jy uzpilamas lizés buferinis tirpalas (,,Zymo Research®)
lasteléms suardyti. RNR skiriama pagal gamintojo pateikiamg protokola.
Isskirtos RNR koncentracija ir grynumas nustatomas su spektrofotometru
,»NanoDrop 2000 (,,Thermo Fisher Scientific*) pamatuojant $viesos sugertj
bei A260 ir A280 santykj. Mégintuvéliai su RNR laikomi -70°C
temperatiroje.

2.2.3.kDNR sintezé

KDNR sintezei naudotas ,,RevertAid H Minus First Strand c¢cDNA
Synthesis Kit“ (,,Thermo Fisher Scientific) rinkinys pagal gamintojo
rekomendacijas. Reakcijos misinio sudétis vienai reakcijai: 1 pg RNR, 1 x
reakcijos buferis, 20 vnt. ,,RiboLock” RNaziy slopiklio, 1 mM dNTP
misinio, 0,2 pg atsitiktiniy heksameriniy pradmeny, 200 vnt. ,,RevertAid H
Minus M-MuLV* atvirkStinés transkriptazés. Reakcija vykdoma
termocikleryje: 25°C 5 min, 42°C 60 min, stabdoma 70°C 10 min. Méginiai
su gauta KDNR laikomi -20°C iki tolesnio panaudojimo.

2.2.4.DNR elektroforezé agaroziniame gelyje

Elektroforezei agaroziniame gelyje reikiamas kiekis agarozés (1 %,
1,5 %) istirpinamas Kaitinant 1 x TBE arba 1 x TAE buferiniame tirpale. Dar
Siltas gelio tirpalas pilamas i lovelj su jstatytomis Sukutémis, palaukiama, kol
gelis sustings. Gelis perkeliamas | horizontalios elektroforezés vonele su
atitinkamu buferiniu tirpalu.
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] DNR méginj pridedama /¢ méginio tirio 6 x DNR dazo (,,Thermo
Fisher Scientific*) ir miSinys suleidZiamas j agarozinio gelio Sulinélj.

Elektroforezé vykdoma buferiniame tirpale, esant 130 V jtampai. Po
elektroforezés gelis dazomas 10 min 0,5 pg/ml etidZzio bromido tirpale.
AT-PGR susidar¢ DNR produktai stebimi UV S$viesoje. Gelio juosteliy
kiekybinis jvertinimas atliktas su ,,Multi Gauge* programa (,,Fujifilm®).

2.2.5.DNR ar RNR koncentracijos nustatymas

DNR ar RNR koncentracija nustatoma matuojant tirpalo Sviesos sugertj
esant 260 nm bangos ilgiui naudojant ,,Nanodrop 2000 (,,Thermo Fisher
Scientific*) spektrofotometrg.

2.2.6.Plazmidinés DNR gryninimas i$ E. coli

E. coli kolonija sé¢jama j 50-1 000 ml skystos LB terpés ir auginama 16—
20 h intensyviai maiSant optimalioje temperatiiroje.

Lastelés surenkamos centrifuguojant ir suspenduojamos 5 X mazesniame
nei pradinis tiris kiekyje TE buferio.

I lasteliy suspensijg pridedami 2 tariai NaOH-SDS tirpalo ir miSinys
Svelniai sumaiSomas, palaikomas 5 min kambario temperatiroje ir i ji
pridedama 0,5 tiirio 3M natrio acetato (pH = 4,8) tirpalo.

Atsargiai suplakama ir centrifuguojama 15 min 5 500 x g +4°C.

DNR i§ supernatanto nusodinama pridedant izopropanolio (0,8-0,7
supernatanto tiirio) ir surenkama centrifuguojant 15 min 5 500 x g kambario
temperatiiroje.

Visa procediira pakartojama. Lastelés suspenduojamos 2 x mazesniame
(lyginant su pradiniu) TE turyje.

I lasteliy suspensija pridedama 2 tariai NaOH-SDS tirpalo ir miSinys
Svelniai sumaiSomas, palaikomas 5 min kambario temperatiroje ir j ji
pridedama 0,5 tario 3M natrio acetato (pH = 4,8) tirpalo.

Atsargiai suplakama ir centrifuguojama 15 min 5500 x g +4°C.

DNR i§ supernatanto iSsodinama pridedant izopropanolio (0,7
supernatanto tairio) ir surenkama centrifuguojant 15 min 5 500 x g kambario
temperatiiroje.

Nuosédos istirpinamos 5 kartus mazesniame TE tiryje.

Pasalinama didelio molekulinio svorio RNR pridedant lygy turj 10 M
LiCl tirpalo. MiSinys suplakamas ir palaikomas 5 min kambario
temperatiiroje, paskui nucentrifuguojamas 15 min 48 000 x g +4°C.
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Plazmidiné DNR i§ supernatanto nusodinama izopropanoliu (0,7
supernatanto tario). DNR precipitatas iStirpinamas 0,5 ml TE buferinio
tirpalo.

2.2.7.Plazmidinés DNR jterpimas j E. coli (transformacija)

Uzsaldytos kompetentinés lastelés atSildomos ledo vonioje. Ligavimo
misinys (5 pl) ar norima padauginti plazmidiné DNR (0,1-0,2 ng) maisoma
su 50-100 pl kompetentiniy Igsteliy. Inkubuojama leduose 15 min.

Po inkubacijos plazmidinés DNR jterpimo ] Iasteles efektyvumui
padidinti vykdomas termoSokas — miSinys 2 min perkeliamas j 42°C
temperatiirag. Paskui misinys vél trumpam atSaldomas leduose.

I lasteliy suspensija pridedama 1 ml LB terpés. Gauta suspensija
inkubuojama 1 h 37°C temperatiiroje.

Lasteliy suspensija centrifuguojama 3—5 min 5 500 x g.

Sterilioje aplinkoje dalis terpés nupilama, paliekant jos apie 100150 pl,
kurioje Iastelés suspenduojamos. Suspenduotos lastelés suleidziamos j Petri
lekstele su kieta agarizuota LB terpe, turinia reikiamg kiekj tinkamo
antibiotiko, ir tolygiai paskirstomos.

2.2.8.Plazmidinés DNR jterpimas j eukariotines Iasteles
(transfekcija)

Plazmidinés DNR transfekcija atlikta naudojant ,,Lipofectamine LTX* ir
»Plus“ reagentus (,,Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas ir parinktas optimalias salygas. Lasteliy auginimo terpéje be
priedy terpéje 3 pg plazmidés sumaiSoma su ,,Plus® reagentu santykiu 1:1
pagal kiekj. Atskirame mégintuvélyje atitinkamas Kiekis ,,Lipofectamine
LTX“ reagento (0,52 pl/cm® lékstelés plotui) praskiedziamas lasteliy
auginimo terpéje be priedy. Tirpalas su plazmide sumaiSomas su reagento
tirpalu (1:1), inkubuojama kambario temperatiroje (~+22°C) 5 min.
Transfekcijos misinys uzlaSinamas ant Igsteliy, auginamy kultivavimo
terpéje 60 mm skersmens léksteléje. Po lasteliy kultivavimo 24 h pakei¢iama

terpe.
2.2.9.Baltymy raiSkos sumazinimas eukariotinése lgstelése
naudojant siRNR

Lasteliy transfekcija siRNR atlikta naudojant reagenta ,,Lipofectamine
RNAIMAX* (,,Thermo Fisher Scientific*), pagal gamintojo rekomendacijas
ir parinktas optimalias salygas. Atitinkamas kiekis transfekcijos reagento
(0,71 pl/lem? léksteles plotui) ir siRNR (25 nM galutiniame kultivavimo
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terpés tlryje) praskiedziami lgsteliy auginimo terpéje be priedy atskiruose
mégintuvéliuose. Tirpalas su siRNR sumaiSomas su reagento tirpalu (1:1),
inkubuojama kambario temperatiiroje (~+22°C) 5 min. Transfekcijos
miSinys uZzlaSinamas ant lasteliy, auginamy kultivavimo terpéje 60 mm
skersmens 1éksteléje. Po lasteliy kultivavimo 24 h pakei¢iama terpé.

2.2.10.In vitro RNR transkripcija

Transkripcijos reakcijos miSinys:

1 x transkripcijos buferinis tirpalas (pH = 7,9) (,,Thermo Fisher
Scientific*), 0,5 mM ATP, 0,5 mM GTP, 0,012 mM CTP, 0,012 mM UTP,
0,488 mM [a32]-CTP, 0,488 mM [a32]-UTP, 24 pmol DNR matricos,
»RiboLock® (,,Thermo Fisher Scientific*), T7 RNR polimerazés (,,Thermo
Fisher Scientific*). 20 pL taris pasiekiamas jpilant vandens.

Reakcija vykdoma +37°C 3 h.

Reakcijos miSinys veikiamas 1U DNase |, kad buty paSalinta DNR
matrica.

Reakcijos miSinys iS§valomas nuo baltymy ir nukleotidy priemaisy
naudojant ,,RNA Clean & Concentrator-5“ (,,Zymo Research®) rinkinj.

2.2.11. Baltymy lizaty paruoSimas

Lastelés surenkamos naudojant tripsino-EDTA tirpalg arba gramdant,
plaunamos PBS tirpalu, centrifuguojamos 10 min 500 x g. Nupilamas
supernatantas ir pagal lgsteliy kiekj uzpilama 25-100 uL. RIPA tirpalo.
Lastelés vorteksuojamos 10 min, tada 10 min palaikomos leduose.
Kartojama 3 Kartus. Paskui méginiai centrifuguojami 16 000 x g,
supernatantas surenkamas, nuosédos iSmetamos.

2.2.12. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
denatiiruojanciomis salygomis

Lastelés surenkamos nugramdant, perkeliamos | mégintuvelj,
centrifuguojamos 500 x g 10 min +4°C temperatiiroje, plaunamos PBS
buferiniu tirpalu. Centrifuguojamos 500 x g 10 min +4°C temperatiiroje. Ant
lasteliy uzpilama RIPA buferinio tirpalo (20 pl ant '/ lasteliy tiirio, surinkto
i§ 60 mm 1ékstelés), trumpai sumaiSoma ir inkubuojama ledo vonioje
15 min. Po inkubacijos méginiai sumaiSomi ir centrifuguojami 10 min. 16
000 x g +4°C temperatiiroje.

Baltymy koncentracija nustatoma Bradfordo metodu (2.2.24). Méginiy
kiekiai sulyginami juos atitinkamai skiedziant RIPA buferiniu tirpalu ir
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sumai$omi su lygiu ttriu 2 x baltymy suleidimo buferinio tirpalo. Baltymai
denattruojami 10 min esant 100°C temperatdrai.

SDS-PAGE elektroforezé: baltymy elektroforezés méginiai leidziami
4 % koncentruojamame ir 12 % skirstomajame akrilamido gelyje. | tam
skirta rémelj pilamas paruostas skirstomasis gelis (12 % akrilamido-
bisakrilamido tirpalo, 0,375 M Tris (pH = 8,8), 0,1 % SDS, 0,1 % APS,
0,01 % TEMED). Ant virSaus uzpilama 0,5-1 ml izopropanolio. Sustingus
skiriamajam geliui, nupilamas izopropanolis, gelio pavirSius nuplaunamas
distiliuotu vandeniu ir nusausinamas filtriniu popieriumi. Ant virSaus
pilamas koncentruojamasis gelis (4 % akrilamido-bisakrilamido tirpalo,
0,125M Tris (pH = 6,8), 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,01% TEMED).
Idedamos Sukos Sulin¢liams susiformuoti. Sustingus geliui, jis istatomas |
elektroforezés aparata, iStraukiamos Sukos, Sulinéliai plaunami SDS
elektroforezés buferiniu tirpalu ir suleidziami paruosti baltymy méginiai.
Elektroforez¢ vykdoma denattiruojanciomis salygomis SDS elektroforezés
buferyje esant 120 V jtampai apie 1,5 h.

2.2.13. Dvikrypteé baltymy elektroforezé

Pirmoji NEPHAGE kryptis buvo vykdoma pagal gamintojo protokola,
naudojant standartizuotas medziagas (,WITA Gmbh*). NEPHAGE
leidziamas pH 3-10 nelinijiniame gradiente, suformuotame amfolity
nesikliy. Amfolity neSikliy tirpalas ir IEF gelio tirpalas pagaminti pagal
Klose ir Kobalz, 1995.

Du geliai buvo uzpilti vertikaliame prietaise ruoSiant dviejy sluoksniy
geliy stulpelius pirmajai krypciai. Kad jvykty pilna polimerizacija, pirmos
krypties geliai buvo inkubuojami 30 min kambario temperattroje ir paskui
laikomi drégnoje talpykloje 72 h. Pirmos krypties baltymy atskyrimas
atlickamas naudojant vertikalios elektroforezés prietaisa pagal gamintojo
instrukcijas (,,Vitavision).

Apatiné prietaiso talpa buvo uzpildyta katodo buferiniu tirpalu (0,54M
glicerinas, 9M uréja, 075M etilendiaminas). Po geliy stulpeliy fiksacijos
méginio tirpalai, turintys 70-80 ug baltymy, i§ branduoliy ekstrakty
amfolitiniame fosfato buferiniame tirpale su agaroze suleisti gelio anodinéje
pus¢je ir likes gelio kapiliaro talpos tiiris uzpildytas stabilizuojanciu tirpalu
(,,Vitavision©). Tada virSutiné geliy aparato talpa uzpildyta anodiniu
buferiniu tirpalu (3M urea, 0,75M fosforo rugstis). Elektroforetinis pirmos
krypties atskyrimas vykdomas tokia seka: 100 V 1 h; 200 V 1 h; 400 V 17,5
h; 600 V 1 h; 1 000 VV 30 min; 1 500 V 10 min; 2 000 V 5 min. Atlikus
elektroforezg geliai atsargiai iSimti i§ kapiliary. Pusiausvyrinimas antrajai

57



kryp¢iai buvo vykdomas palaipsniui 3 kartus naudojant atitinkama
pusiausvyrinimo buferinj tirpala, turintj 75 mM DTT, po to naudojant tg patj
pusiausvyrinimo buferinj tirpalg su 125 mM 2-iodoacetamido. Pusiausvyrinti
gelio stulpeliai buvo laikomi esant -80°C temperatarai pries leidZiant antraja
kryptj.

Antrosios krypties atskyrimas buvo vykdomas naudojant standartinj
SDS-PAGE 12 9% poliakrilamidinj gelj, naudojant ,,Minigel-Twin*
(,,Biometra“) elektroforezés sistema. Pirmosios Krypties geliy stulpeliai buvo
perkelti ant akrilamidiniy geliy ir prifiksuoti 0,5 % agarozés tirpalu.
Elektroforezé buvo vykdoma tokiomis salygomis: 15 mA geliui (~100 V) 15
min (kol bromfenolio dazas pasiekia skiriamajj gelj), paskui 30 mA geliui
(200 V riba) 1 H (kol bromfenolio dazas pasiekia gelio apacia).

Po antrosios krypties atskyrimo baltymai buvo perkeliami ant
nitroceliuliozinés membranos pagal metoda, apraSyta 2.2.14 poskyryje.

2.2.14.Baltymy analizé ,,Western blot* imunohibridizacijos metodu

Baltymai i§ poliakrilamidinio gelio perkeliami ant nitroceliuliozés
membranos. Voneléje su perkélimo buferiu surenkami perkéelimo sluoksniai:
ant porolono kempinés dedami du sluoksniai chromatografinio popieriaus,
poliakrilamidinis gelis, nitroceliulioziné membrana, vél du sluoksniai
chromatografinio popieriaus ir porolono kempiné. Visa tai jstatoma j aparatg
su perkélimo buferiu. Perkélimas vykdomas $aldant esant 100 V jtampai apie
1h. Perkélus membrana plaunama TBST buferiniu tirpalu ir daZoma
Ponceau dazu, nes reikia patikrinti, kaip persikélé baltymai. Po to membrana
nuo dazo plaunama du kartus po 10 min TBST buferiniu tirpalu ir
blokuojama 1 h blokavimo buferiniu tirpalu (5% pieno milteliy TBST
buferiniame tirpale). Membrana plaunama du kartus po 10 min TBST
buferiniu tirpalu ir inkubuojama su pirminiais antiklinais prie§ tiriamajj
baltyma apie 16 h esant +4°C temperatirai. Kita dieng membrana plaunama
du kartus po 10 min TBST buferiniu tirpalu ir inkubuojama 2h su
atitinkamais antriniais antikiinais esant kambario temperatirai. Membrana
vél plaunama ir baltymai vizualizuojami chemiliuminescenciniu metodu.
ECL (angl. enhanced chemiluminescent) reagentai sumaiSomi santykiu 1:1,
misinys uzpilamas ant membranos ir inkubuojama 2 min. Signalas
fiksuojamas ,,Azure 280 aparatu (,,Azure Biosystems®). Membranos
juosteliy  kiekybinis jvertinimas atliktas ,,Multi Gauge* programa
(,,Fujifilm®).
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2.2.15. Branduoliy ekstrakty paruosimas

Lastelés surenkamos i$ terpés centrifuguojant 10 min 1 000 x g.

Nupilamas supernatantas, lastelés suspenduojamos 5 turiuose 4°C PBS,
centrifuguojamos 10 min 1 000 x g.

Kiti zingsniai atlickami esant 4°C.

Lastelés suspenduojamos 5 nusédusiy lasteliy tiriuose buferio A ir
palaikomos 10 min.

Centrifuguojamos 10 min 1 000 x g. Nuosédos suspenduojamos 2 prie$
tai buvusiy lasteliy tiiriuose buferio A ir lizuojamos 10 karty ,,Dounce
stikliniu homogenizatoriumi.

Branduoliai nusodinami centrifuguojat 10 min 1 000 x g. PaSalinamas
supernatantas.

Branduoliy nuosédos dar kartg centrifuguojamos 20 min 1 000 x g
pasalinti likusiai citoplazminei medziagai.

Nuosédos resuspenduojamos 3 ml/10° (%/>-1 pcv) (angl. packed cell
volume) lgsteliy buferio C ,,Dounce* stikliniu homogenizatoriumi (10 karty).

Suspensija $velniai maiSoma ant magnetinés maiSyklés 30 min ir tada
centrifuguojama 30 min 25 000 x g.

Supernatantas dializuojamas prie§ 50 turiy buferio D 5 h.

Dializatas centrifuguojamas 20 min 25 000 x ¢@. Supernatantas
surenkamas ir matuojama baltymy koncentracija.

2.2.16. Stabilus RNR prijungimas prie baltymo naudojant UV

Nusodinamas 200,000 cpm atitinkantis kiekis P[32] Zymétos RNR
(vienai reakcijai).

Nuosédos nusausinamos, pridedamas 30 ug branduoliy ekstrakty.

Ttris iSlyginamas iki 10 uL su buferiu D.

Inkubuojama leduose 10 min.

AtkimSus dangtelj apSvieciama UV (254 nm), lempg laikant 1-2 cm nuo
dangtelio 1 h.

Pridedama 5 U RNase A/T1. Inkubuojame 37°C 30 min.

Pridedamas lygus taris 2 x baltymy perkélimo buferinio tirpalo.
Pakaitinama 100°C 5 min.

Leidziamas 10 % akrilamidinis gelis (2.2.12). Perkeliama ant
nitroceliuliozinés membranos (2.2.14).

Membrana dedama j kasete su rentgeno juosta ir laikome -70°C 24 h.

Juosta iSrySkinama ir membrana naudojama ,Western blot“ (2.2.14)
analizei.
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2.2.17. Eukariotiniy lasteliy linijy kultivavimas

Lastelés kultivuojamos 75 cm? auginimo induose inkubatoriuje, esant
37°C temperatirai ir 21% O,, 5% CO, atmosferoje. U-87 MG lastelés
auginamos MEM terpéje su 10 % FBS ir 1 % penicilino ar streptomicino
(PS). SK-N-BE(2) auginamos MEM:F-12 terpiy miSinyje (santykiu 1:1), su
10 % FBS ir 1% PS, HCT116 auginamos McCoy*s 5A terpéje, su 10 % FBS
ir 1% PS. Terpé keiCiama kas tris dienas. Lasteléms pasiekus 70-100 %
konfluentiskuma, jos pakeliamos pridéjus 0,5 % Tripsino-EDTA tirpalo.
Atkibusios lastelés padalijamos: U-87 MG po 5,6 x 10* lasteliy/cm? SK-N-
BE(2) po 3,9 x 10*lasteliy/em® HCT116 po 14,15 x 10* Iasteliy/cm?.
Lastelés paséjamos | 60 mm skersmens léksteles transfekcijai, kita dalis
lasteliy paliekama augti tolesniems eksperimentams.

Lasteliy auginimas hipoksinémis salygomis: lastelés kultivuojamos
inkubatoriuje, esant 37°C, 5 % CO,, kuriame palaikomos hipoksinés salygos
— 1% O,. Lastelés inkubuojamos hipoksinémis salygomis 24 h, paskui
surenkamos tolesniems eksperimentams.

2.2.18.DNR iterpimas j plazmiding DNR (ligavimas)

Ligavimo reakcija (10 pl):

0,05 pmol galy restrikcijos endonukleazémis paveiktos plazmidinés DNR
(vektoriaus);

0,15 pmol restrikcijos endonukleazémis paveikto PGR produkto arba
DNR fragmento, iskirpto i$ kitos plazmidinés DNR,;

T4 ligazés veikimo buferinis tirpalas;

5 U T4 DNR ligazés;

Ligavimo miSinys inkubuojamas 1 h esant kambario temperattrai.

2.2.19. Kompetentiniy E. coli paruoSimas

E. coli bakterijos auginamos LB terpéje, kol pasiekiamas optinis tankis
ODgyy = 0,5. Pasiekus reikiamg tankj, bakterijos atSaldomos lede ir
centrifuguojamos 5 500x g 10 min. Nuosédos resuspenduojamos
atSaldytame 0,1 M MgCI, tirpale. Centrifuguojama 5 500 x g 10 min.
Nuosédos resuspenduojamos atSaldytame 0,1 M CaCl, tirpale. Laikoma
leduose 20 min.

Centrifuguojama 5 500 x g 10 min. Nuosédos resuspenduojamos 0,1 M
CaCl, ir 14 % glicerolio atSaldytame tirpale.

Lastelés iSskirstomos j atSaldytus meégintuvélius. Mégintuvéliai jdedami j
termosg su skystu azotu. Po 5 min mégintuvéliai perkeliami j -70°C Saldikl;.
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2.2.20.E. coli kolonijy tikrinimas PGR metodu

ParuoSiamas PGR reakcijos miSinys (2.2.1) su tiesioginiu genui
specifiniu ir atvirkstiniu plazmidinei DNR specifiniu pradmenimis.

Sterilioje aplinkoje inokuliacine Kilpele paimama viena kolonija ir
iSmaiSoma PGR mégintuvélyje su reakcijos miSiniu, paskui ta pacia kilpele
perbraukiama naujoje 1éksteléje su LB agaru i§ anksto pazymétame
langelyje. Vykdoma PGR reakcija (2.2.1). Po reakcijos méginiai
analizuojami agaroziniame gelyje (2.2.4). Pagal gauty DNR fragmenty ilgj
sprendziama, ar tinkamai jvyko ligavimo ir transformacijos reakcijos.

2.2.21. Plazmidiniy DNR paruo$imas genomui redaguoti

sgRNR ir Cas9 raiskai buvo naudojama pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)
V2.0 plazmidiné DNR. sgRNR taikinio sekai parinkti buvo naudojama
programa ,,RGEN Tools“ (http://www.rgenome.net/). Pagal parinktas
sekas susintetinti oligonukleotidai, turintys BbsI restrikcijos endonukleazés
atpazinimo sekas (2.1 pav.).

5" - CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN -3
3 - CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA - 57
2.1 pav. Oligonukleotidy struktiira klonavimui

(N — sgRNR atpazinimo sekos)

Plazmidiné DNR buvo veikiama Bbsl restrikcijos nukleaze (,,Thermo
Fisher Scientific®) bei FastAP fosfataze (,,Thermo Fisher Scientific*) pagal
gamintojo rekomendacijas. Linearizuota plazmidiné DNR nuo priemaisy
iSvalyta naudojant ,,Zymoclean Gel DNA recovery kit“ (,,Zymo Research®)
pagal gamintojo protokola.

Norint sulydyti pradmenis j dvigrandés DNR fragmenta, oligonikleotidy
(po 0,1 nmol kiekvieno), 5 U T4 PNK (,,Thermo Fisher Scientific*) ir T4
ligazés buferinio tirpalo (,,Thermo Fisher Scientific) misinys buvo
inkubuojamas termocikleryje: 37°C 30 min, 95°C 5 min ir vésinama iki
25°C 5°C/min greiciu. Toliau buvo vykdoma ligavimo reakcija naudojant
5U T4 DNR ligazeés (,,Thermo Fisher Scientific*), po 1 pL 1:200 santykiu
skiesto oligonukleotidy duplekso reakcijos miSinio ir 50 ng linearizuotos
plazmidinés DNR. Toliau buvo atlickama transformacija pagal metoda,
aprasyta 2.2.7 poskyryje, kolonijy tikrinimas pagal 2.2.20 metoda bei
vykdoma sekoskaita.
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2.2.22.Genomo redagavimas naudojant CRISPR/Cas9 metoda

I pasétas lasteles transfekuojama plazmidiné DNR, koduojanti Cas9
baltyma, gRNR ir atsparumo puromicinui geng pagal 2.2.8 metoda. Lasteliy
selekcijai naudojamas puromicinas. ParuoSiama Iasteliy augimo terpe,
kurioje bty 0,5-10 ug/ml puromicino. Daugumos lasteliy linijy selekcija
optimaliai vyksta esant 1,5-2,0 ng/ml puromicino koncentracijai. Selekcija
vykdoma 72 h.

2.2.23. Eukariotiniy lgsteliy klony tikrinimas po genomo redagavimo

Po transfekcijos ir atrankos antibiotiku, paimama 5 pL Igsteliy
suspensijos ir sumaiSoma su dviem tariais 0,5 x lizés buferinio tirpalo.
Termocikleryje vykdoma reakcija: 65 °C 30 s; 8 °C 30 s; 65 °C 1,5 min;
97 °C 3 min; 8 °C 1 min; 65 °C 3 min; 97 °C 1 min; 65 °C 1 min; 80 °C
10 min.

Paruosiamas PGR reakcijos misinys: po 0,5 mM pradmeny; po 0,2 mM
dNTP; ,,SuperFi buferinis tirpalas (,,Thermo Fisher Scientific*); 0,5 U
,Platinum SuperFi“ DNR polimerazé (,,Thermo Fisher Scientific), 1 uL
(0,1-250 ng) lasteliy lizato; H,O iki 50 uL. Vykdoma PGR reakcija: 98 °C
30 s; 98 °C 5-10 s; Tm °C 30 s; 75 °C 30-60 s/kb; 72 °C 5 min. Cikly
skaicius 25-30.

ParuoSiamas 15 % nedenatiiruojantis poliakrilamido gelis (akrilamido-
bisakriamidas 29:1), Tris-boro-EDTA (TBE), amonio persulfatas ir TEMED.

PGR produktai pakaitinami 10 min esant 100 °C temperatarai ir
suleidziami | poliakrilamidinj gelj. Elektroforezé atlickama vertikalios
elektroforezés aparate (,,BioRad*), esant 40 mA srovei.

Hibridizacijos tyrimas parodo apie genomingje DNR esancias pazaidas.
Esant trokiui, jterpiami arba paSalinami papildomi nukleotidai, dél to
dvigrandé¢je DNR grandingje atsiranda nekomplementarumas, dél kuriy
hibridizacijos gelyje matomas ne vienas DNR fragmentas, o du ir daugiau.

2.2.24. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Baltymy koncentracija tirpaluose nustatomos naudojantis Bradfordo
metodu. Kalibracinei kreivei sudaryti paruoSiami zinomos BSA (angl.
bovine serum albumine) koncentracijos (0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml,
0,4 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,7 mg/ml, 0,8 mg/ml, 0,9 mg/ml ir 1
mg/ml BSA) tirpalai. 10 ul kiekvieno tirpalo (kontrolinis tirpalas — 10 pul
vandens) sumaiSoma su 200 pl Bradfordo reagento, gerai iSmaiSoma,
laikoma 5 min tamsoje ir matuojama kiekvieno méginio §viesos sugertis 595
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nm bangoje. I§ gauty duomeny sudaroma kalibraciné kreivé — sugerties
priklausomybé nuo baltymo koncentracijos. ISmatavus atitinkamai paruosto
tiriamojo tirpalo sugertj, pagal sudaryta kalibracing kreive nustatoma
baltymy koncentracija.

2.2.25. Eukariotiniy lasteliy Saldymas ir atSildymas
I skysto azoto diuaro iSimama ampulé su Saldytomis lgstelémis. Lasteliy
misinys atitirpinamas jas suspenduojant ampuléje su paSildyta (apie 37°C)
atitinkama mitybine terpe. Lasteliy suspensija paskleidziama 75 cm? flakone.

Lastelés inkubuojamos esant 37°C temperatarai ir 21 % O, 5% CO,
atmosferoje. Po 24 h pakei¢iama mitybiné terpé.

2.2.26. Lasteliy skai¢iavimas

Eukariotinés lgstelés skai¢iuojamos naudojant ,,Cedex“ (,,Roche®)
prietaisg. Vertinama lgsteliy koncentracja bei jy gyvybingumas (procentais).

2.2.27. Statistiné analizé

Statistinis eksperimenty patikimumas skaiciuotas pagal Mann-Whitney U
neparametrinj testa naudojant R statisting programing jrangg. Naudoti
duomenys gauti i§ ne maziau nei trijy nepriklausomy eksperimenty.
StatistiSkai patikima laikoma, kai *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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3. REZULTATAI

3.1. Hipoksinés mikroaplinkos jtaka iRNR izoformy susidarymui

3.1.1.Hipoksinés mikroaplinkos jtaka TAU ir APP pre-iRNR
splaisingui

Endogeniniy TAU ir APP geny pre-IRNR splaisingo tyrimams buvo
naudojamos Zmogaus glioblastomos (U-87) ir neuroblastomos (SK-N-
BE(2)) lastelés, kultivuotos normaliomis deguonies (21 % O,) (toliau tekste
vadinama normaliomis salygomis) ir hipoksinémis salygomis (1 % O,) (3.1
pav. A ir 3.2 pav. A).

A ,"‘\l ."“\ 11 4R
TAU pre-iRNR -|:

*
—

M- 4R
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80% |- R
SK-N-Be(2) 29 0-3r
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7 2 g = 20%
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3.1 pav. TAU pre-iRNR alternatyvusis splaisingas. (A) Splaisingo schema ir
susidarancios izoformos. AT-PGR gauti, iRNR izoformy 4R ir 3R izoformy iRNR
profiliai U-87 (B) ir SK-N-BE(2) (D) lastelése, kultivuotose normaliomis (N) ir
hipoksinémis (H) salygomis. 4R ir 3R izoformy kiekybinis santykis U-87 (C) ir SK-
N-BE(2) (E) lastelése, kultivuotose normaliomis deguonies ir hipoksinémis
salygomis. Visas TAU (4R + 3R) iRNR kiekis yra 100 %. Kontrolé (angl. loading
control) — 18S RNR. Reik8miy vidurkis =SN apskai¢iuotas i§ penkiy nepriklausomy
eksperimenty (n = 5), **p < 0,01; *p < 0,05.
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Lastelés buvo kultivuojamos normaliomis ir hipoksinémis sglygomis.
Pirmiausia, lastelése, kultivuotose hipoksinémis sglygomis, analizuotas 10
egzono jjungimas (4R izoforma) arba prasokimas (3R izoforma) j bregstancia
TAU iRNR. AT-PGR analizé¢ parodo 4R iRNR izoformos susidarymo
padidéjimg abicjose tirtose lasteliy linijose, kultivuotose hipoksinémis
salygomis, lyginant su TAU 4R izoformos susidarymu lastelése, kultivuotose
normaliomis deguonies salygomis (3.1 pav. B ir D). 10 egzono jtraukimas j
besiformuojancia pre-iRNR padidéja apie 2 kartus hipoksinémis sglygomis
kultivuotose lastelése lyginant su normaliomis deguonies salygomis
kultivuotomis lgstelémis.

A JHE LT T80 b/ appr70
APPpreiRNR /6 e T e 8 6 b/ JHE T H) aperst
>F APPES5

o
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ggﬁgﬁ == == [ app75i, §§5M
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8%,
T2 =
N R
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SK-N-Be(2) ] 3 80%] O - APPTS1
— e O - APP695
J pE— - A @ o/
S00Rp |~ mmm e ARRTRY 3 B 60%
300 bp - .APPe9s[Y  EQ
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3.2 pav. APP pre-iRNR alternatyvusis splaisingas. (A) splaisingo schema ir
susidarancios izoformos. Gauti AT-PGR, iRNR izoformy APP770, APP751 ir
APP695 profiliai U-87 (B) ir SK-N-BE(2) (D) lastelése, kultivuotose normaliomis
(N) ir hipoksinémis (H) salygomis. APP770, APP751 ir APP695 izoformy
kiekybinis santykis U-87 (C) ir SK-N-BE(2) (E) lastelése, kultivuotose normaliomis
deguonies ir hipoksinémis salygomis. Visas APP (APP770 + APP751 + APP695)
iRNR kiekis yra 100 %. Kontrolé¢ (angl. loading control) — 18S RNR. Reik$miy
vidurkis +£SN apskaiciuotas i§ penkiy nepriklausomy eksperimenty (n = 5).
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Palygintas trijy pagrindiniy su neurodegeneracinémis ligomis susijusiy
APP iRNR splaisingo varianty susidarymas U-87 ir SK-N-BE(2) lastelése,
kultivuotose normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis. Rezultatai
parodo, jog hipoksiné¢ mikroaplinka neturi jtakos APP770, APP751 bei
APP695 iRNR splaisingo varianty susidarymui analizuotose lasteliy linijose
(3.2 pav. B-E).

Be to, U-87 ir SK-N-BE(2) lgstelése TAU 4R izoformos susidarymas yra
reguliuojamas hipoksinés mikroaplinkos, priesingai nei APP iRNR izoformy
susidarymas. Taigi, tolesniems tyrimams, siekiant iSsiaiSkinti individualiy
splaisingo veiksniy vaidmenj, buvo analizuojamas hipoksijos reguliuojamas
TAU alternatyvusis splaisingas.

3.1.2.Padidintos splaisingo veiksniy SRSF1 arba SRSFS5 raiskos
jtaka TAU 10 egzono jtraukimui ar praleidimui j iRNR
normaliomis deguonies ir hipoksinémis salygomis

Splaisingo veiksnys SRSF1 buvo nustatytas kaip TAU 10 egzono
jtraukimo ar praleidimo reguliatorius, skatinantis 10 egzono jtraukima,
normaliomis salygomis nervinés ir ne nervinés kilmes lastelése (D’Souza ir
Schellenberg, 2006). Duomeny apie SRSF5 vaidmenj TAU splaisingo
reguliacijai smegeny lgstelése nebuvo, todél naudojant abi smegeny lgsteliy
linijas tirta, ar splaisingo veiksniai SRSF1 ir SRSF5 gali paveikti TAU 10
egzono jtraukimg ar praleidimg j besiformuojanc¢iag iRNR hipoksinémis
salygomis.

Padidinta SRSF1 raiska U-87 ir SK-N-BE(2) lastelése, kultivuotose
normaliomis ir hipoksinémis salygomis, paskatina TAU 4R iRNR splaisingo
varianto susidaryma (3.3 pav. A-D, 2 takelis). Duomenys parodo, kad
padidinta SRSF1 baltymo raiska apie 1,5 karto padidina 10 egzono jtraukima
1 TAU 4R iRNR splaisingo varianta lyginant su kontrole (lastelés
transfekuotos baltymo nekoduojancia plazmidine DNR) (3.3 pav. A-D, 1, 2
takeliai) normaliomis saglygomis kultivuotose lastelése.

Padidinta splaisingo veiksnio SRSF1 raiska abiejy linijy lastelése,
kultivuotose hipoksinémis sglygomis, taip pat apie 1,5 karto padidina 10
egzono jtraukimg j TAU 4R iRNR splaisingo variantg (3.3 pav. A-D, 4, 5
takeliai).

Padidinta splaisingo veiksnio SRSFS5 raiska neparodo jokios zenklios
itakos alternatyviam TAU pre-iRNR splaisingui nei U-87, nei SK-N-BE (2)
lastelése, kultivuotose tiek normaliomis, tiek ir hipoksinémis sglygomis (3.3
pav. A-D, 1, 3, 4, 6 takeliai).
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3.3 pav. Padidintos splaisingo veiksniy SRSF1 ir SRSF5 raiskos jtaka TAU 4R ir
3R iRNR izoformy varianty susidarymo profiliui. (A) U-87 ir (C) SK-N-BE (2)
lastelése, kultivuotose normaliomis deguonies (N) ir hipoksinémis (H) salygomis.
4R ir 3R iRNR izoformy kiekybinis santykis U-87 (B) ir SK-N-BE(2) (D) lastelése,
kultivuotose normaliomis ir hipoksinémis salygomis. Visas TAU (4R + 3R) iRNR
kiekis yra 100 %. 1, 4 takeliai — kontrolés, 2, 5 takeliai — padidinta SRSF1 raiska, 3,
6 takeliai — padidinta SRSF5 raiska. Kontrolé (angl. loading control) — 18S RNR.
ReikSmiy vidurkis +SN apskaiciuotas i§ trijy nepriklausomy eksperimenty (n = 3),
*p <0,05.

SRSF1 ir SRSF5 baltymy raiskos palyginimas parodo panasius abiejy
baltymy kiekius normalioje deguonies ir hipoksinéje mikroaplinkoje
kultivuotose lastelése.

Siame tyrime nustatyta, kad padidinta SRSF1, bet ne SRSF5 veiksnio
raiska skatina TAU 4R iRNR varianto formavimasi hipoksinése U-87 ir SK-
N-BE (2) lastelése. Hipoksiné mikroaplinka neturi jtakos nei SRSFI1, nei
SRSF5 baltymy kiekiui.

3.1.3.Sumazintos SRSF1 ir SRSFS5 veiksniy raiskos poveikis TAU
10 egzono jtraukimui ar praleidimui j iRNR normaliomis
deguonies ir hipoksinémis salygomis

Toliau analizuota, ar sumazinta SRSF1 arba SRSFS5 raiska turi poveikj
TAU pre-iRNR alternatyviam 10 egzono splaisingui smegeny lastelése,
kultivuotose  normaliomis  deguonies ir hipoksinémis sglygomis.
Endogeniniam SRSF1 ir SRSF5 kiekiui sumazinti U-87 ir SK-N-BE(2)
lastelése buvo naudojama CRISPR/Cas9 sistema (2.2.22).
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SRSF1 baltymo raiskos sumazinimas abiejose lasteliy linijose sukelia
apie dvigubg TAU 4R iRNR splaisingo varianto sumazéjimg (3.4 pav. A-D,
1, 2 takeliai). Hipoksinémis salygomis SRSF1 raiskos sumazinimas abiejose
lasteliy linijose parodo tik nedidelj 4R TAU iRNR izoformos susidarymo
sumaz¢jima (3.4 pav. A-D, 4, 5 takeliai). Sis pokytis svarbus, nes hipoksija
savaime padidina 4R iRNR splaisingo varianto formavimasi.
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3.4 pav. Sumazintos splaisingo veiksniy SRSF1 ir SRSF5 raiskos jtaka TAU
iRNR wvarianty susidarymo profiliui. (A) U-87 ir (C) SK-N-BE (2) lastelése,
kultivuotose normaliomis deguonies (N) ir hipoksinémis (H) salygomis. 4R ir 3R
iRNR izoformy kiekybinis santykis U-87 (B) ir SK-N-BE(2) (D) lastelése,
kultivuotose normaliomis ir hipoksinémis salygomis. Visas TAU (4R + 3R) iRNR
kiekis yra 100 %. 1, 4 takeliai — kontrolés, 2, 5 takeliai — sumazinta SRSF1 raiska, 3,
6 takeliai — sumazinta SRSF5 raiska. Kontrolé (angl. loading control) — 18S RNR.
ReikSmiy vidurkis +SN apskaiciuotas i§ trijy nepriklausomy eksperimenty (n = 3),
*p <0,05.

Splaisingo veiksnio SRSFS5 raiskos sumazinimas neturi jokio Zenklaus
poveikio TAU 3R/4R santykiui abiejose lasteliy linijose tiek normaliomis,
tiek hipoksinémis salygomis (3.4 pav. A-D, 3, 6 takeliai). Galima teigti, kad
veiksnys SRSF5 nedalyvauja TAU iRNR 10 egzono jtraukimo ar praleidimo
reguliacijoje.

Nustatyta, kad hipoksinémis sglygomis SRSF1 raiSkos sumazinimas turi
tik nedidelj poveiki, koks TAU 4R/3R iRNR santykis susidarys tiek U-87,
tiek SK-N-BE(2) lasteliy linijose. Taip pat nenustatyta jokia SRSFS5 jtaka
TAU 10 egzono jtraukimui ar praleidimui j besiformuojancig iRNR tirtose

68



lasteliy linijose. Atsako j hipoksijg kompleksisSkumas leidzia daryti prielaida,
kad TAU 10 egzono splaisingas gali biiti reguliuojamas SRSF1 kartu su dar
nenustatytais veiksniais.

3.1.4.Hipoksijos jtaka CLK Seimos kinaziy raiskai

Ankstesniuose tyrimuose parodyta, kad SR baltymy kinaziy (CLKI,
SRPK1 ir SRPK2) raiska yra padidéjusi gimdos kaklelio ir prostatos
vézinése lasteliy  linijjose, kultivuotose  hipoksinémis salygomis
(Jakubauskieng ir kt., 2015; Bowler ir kt., 2018).
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3.5 pav. Hipoksija sukelia CLK $eimos kinaziy rai§kos poky¢ius. (A) U-87 ir (C)
SK-N-BE (2) Iastelése, kultivuotose normaliomis deguonies (N) ir hipoksinémis (H)
salygomis. Kontrolé¢ (angl. loading control) — 185 RNR. (D) Kiekybiniai CLK
seimos kinaziy iRNR pokyciai hipoksinémis salygomis. Visy kinaziy RNR raiska
normaliomis deguonies salygomis augintose lastelése laikoma 1 (kontrolé) ir
diagramoje Zymima vienu stulpeliu dél paprastumo. 2, 3, 4 ir 5 stulpeliai atitinkamai
vaizduoja CLK1, CLK2, CLK3 ir CLK4 iRNR raiskos poky¢ius U-87 (B) ir SK-N-
BE (2) (D) lastelése, kultivuotose hipoksinémis (H) salygomis. ReikSmiy vidurkis
+SN apskai¢iuotas i$ penkiy nepriklausomy eksperimenty (n = 5), *p < 0,05.
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Taip pat patikrinta keturiy CLK kinaziy $eimos baltymy (CLK 1-4) raiska
hipoksinése SK-N-BE(2) ir U-87 lastelése. Nustatyta, jog visy $iy kinaziy
iRNR raiska yra padidéjusi hipoksinémis sglygomis kultivuotose Igstelése.

3.2. U2AF — nuo hipoksijos priklausomas alternatyvaus splaisingo
reguliatorius

Pastaruoju metu nustatyta, kad Iasteliy linijose, kultivuotose
hipoksinémis salygomis, FAS pre-iRNR splaisingas keiCiasi i§ pro-
apoptotinés (FAS) j anti-apoptoting (SFAS) iRNR izoforma, neturin¢ig 6-t0jo
egzono sekos, koduojancios transmembraninj domeng (Peciuliené ir kt.,
2019). Padidéjes SFAS susidarymas nustatytas ir daugelio naviky atvejy.
Sioje tyrimy dalyje kaip modeliné sistema buvo naudojama endogeniné FAS
pre-iRNR Zmogaus tiesiosios zarnos vézio (HCT116) Igstelése, kultivuotose
normaliomis ir hipoksinémis saglygomis.

3.2.1.U2AF65 subvieneto raiSkos jtaka FAS pre-iRNR splaisingui

U2AF yra heterodimerinis splaisingo veiksnys, sudarytas i§ 65 kDa ir 35
kDa subvienety. Pirmiausia patikrinta 65 kDa U2AF subvieneto kiekio jtaka
nuo hipoksijos priklausomam alternatyviam FAS splaisingui. Rezultatai
parodo, kad lastelése, kultivuotose 24 h hipoksinémis salygomis, buvo
skatinamas anti-apoptotinés SFAS iRNR izoformos susidarymas ir
slopinamas pro-apoptotinés FAS iRNR izoformos susidarymas (3.6 pav. 1, 4
takeliai). U2AF65 raiskos padidinimas, lyginant su kontrole (lastelés
transfekuotos baltymo nekoduojanéia plazmidine DNR), sukelia FAS iRNR
izoformos susidarymo padidéjima lastelése, kultivuotose hipoksinémis
salygomis (3.6 pav. 4, 5 takeliai).

Sumazinta U2AF65 raiska nezymiai padidina SFAS iRNR izoformos
susidaryma normaliomis deguonies sglygomis kultivuotose lastelése (3.6
pav. 1, 3 takeliai) ir padidina Sios izoformos susidarymg hipoksinémis
saglygomis (3.6 pav. 4, 6 takeliai), lyginant su kontrole. Sumazinta U2AF65
raiSka sumazina FAS iRNR izoformos susidarymg tiek normaliomis
deguonies, tiek hipoksinémis sglygomis kultivuotose lastelése (3.6 pav. 3, 6
takeliai).

Gauti rezultatai rodo, kad padidinta arba sumazinta U2AF65 baltymo
raiSka hipoksinése lastelése labiausiai veikia FAS iRNR susidarymg ir turi
tik nedideli poveikj SFAS iRNR susidarymui.
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3.6 pav. Splaisingo veiksnio U2AF65 raiskos jtaka FAS ir SFAS iRNR izoformy
profilio susidarymui. (A) HCT116 lastelése, kultivuotose normaliomis deguonies
(N) ir hipoksinémis (H) salygomis. 1, 4 takeliai — kontrolé, 2, 5 takeliai — padidinta
U2AF65 raiska, 3, 6 takeliai — sumazinta U2AF65 raiska. WB — ,Western blot*“
immunohibridizacija. Kontrolés (angl. loading control) — 185 RNR (AT-PGR), B-
aktinas (WB). FAS ir sFAS izoformy kiekybinis santykis HCT116 lastelése (B),
kultivuotose normaliomis ir hipoksinémis salygomis. Visas FAS (FAS + sFAS)
iRNR kiekis yra 100 %. ReikSmiy vidurkis £SN apskaidiuotas i§ penkiy
nepriklausomy eksperimenty (n = 5), *p < 0,05.

3.2.2.U2AF35 subvieneto raiskos jtaka FAS pre-iRNR splaisingui

Taip pat tikrintas U2AF 35 kDa subvieneto vaidmuo nuo hipoksijos
priklausomam splaisingui.

Padidinta U2AF35 lasteliné raiska Siek tiek sumazina SFAS iRNR
susidaryma normaliomis sglygomis (3.7 pav. 1 ir 2 takeliai) ir padidina FAS
izoformos susidaryma lastelése, kultivuotose hipoksinémis sglygomis (3.7
pav. 4 ir 5 takeliai).
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3.7 pav. Splaisingo veiksnio U2AF35 raiskos jtaka FAS ir SFAS iRNR izoformy
profilio susidarymui. (A) HCT116 Iastelése, kultivuotose normaliomis deguonies
(N) ir hipoksinémis (H) salygomis. 1, 4 takeliai — kontrolé¢, 2, 5 takeliai — padidinta
U2AF35 raiSka, 3, 6 takeliai — sumazinta U2AF35 raiSka. FAS ir sFAS izoformy
kiekybinis santykis HCT116 lastelése (B), kultivuotose normaliomis ir hipoksinémis
salygomis. Visas FAS (FAS + sFAS) iRNR kiekis yra 100 %. WB — ,,Western blot*
immunohibridizacija. Kontrolés (angl. loading control) — 18S (AT-PGR), B-aktinas
(WB). Reiksmiy vidurkis +SN apskaiciuotas i§ penkiy nepriklausomy eksperimenty
(n=5), *p <0,05.

Sumazinta U2AF35 raiSka, naudojant siRNR (2.2.9), normaliomis
salygomis kultivuotose HCT116 Iastelése parodo hipoksinéms lgsteléms
biidingg iRNR susidarymo profilj (3.7 pav. 1, 3 ir 4 takeliai) lastelése.
Hipoksinémis sglygomis kultivuotose HCT116 lastelése U2AF35 raiskos
sumazinimas dar labiau padidina SFAS izoformos susidaryma lyginant su
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kontrole (3.7 pav. 4 ir 6 takeliai). Galima teigti, kad U2AF35 turi poveikj
FAS iRNR susidarymui hipoksinése HCT116 lgstelése.

3.2.3.Hipoksinése lastelése U2AF subvienety sgveika su RNR yra
silpnesné

Tirta, kaip wveiksnys U2AF dalyvauja FAS splaisingo reguliacijoje.
Reiksmingy U2AF subvienety raiskos pokyciy, lyginant normaliomis ir
hipoksinémis salygomis kultivuotas lasteles, nenustatyta (3.8 pav. A). Taip
pat nenustatyta bendros FAS iRNR raiskos pokyCiy tarp normaliomis
deguonies ir hipoksinémis salygomis kultivuoty lgsteliy; hipoksija neturi
poveikio bendrai FAS iRNR raiskai (3.8 pav. B).
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3.8 pav. U2AF subvienety sgveikos su RNR pokyciai hipoksinémis sglygomis.
U2AF subvienety raiska HCT116 Iastelése, kultivuotose normaliomis (N) ir
hipoksinémis (H) salygomis (A). FAS (FAS + sFAS) iRNR raiska HCT116 lastelése,
kultyvuotose normaliomis deguonies (N) ir hipoksinémis (H) salygomis (B). FAS 6
introno — 7 egzono RNR sekos, naudotos RNR — baltymy sgveikos eksperimentams
(C). FAS 5 introno — 5 egzono RNR sekos, naudotos RNR — baltymy sgveikos
eksperimentams (D). U2AF65 saveika su [*2P] zyméta FAS 6 introno — 7 egzono
RNR (E), U2AF35 sgveika su [*P] zyméta FAS 5 introno — 6 egzono RNR. Raiska
normaliomis deguonies salygomis yra 1. Reik§miy vidurkis =SN apskai¢iuotas i§
trijy nepriklausomy eksperimenty (n = 3).
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Taigi, tirtas atskiry U2AF subvienety saveikos su RNR efektyvumas
normaliose ir hipoksinése lgstelése, naudojant stabilaus RNR prijungimo prie
baltymo metoda (2.2.16).

Siame tyrime naudoti du trumpi RNR konstruktai, apimantys 5 arba 6
introno 3° galing seka ir 2 nt 6 arba 7 egzono (3.8 pav. C ir D).

Abiejy FAS iRNR izoformy susidarymas yra skirtingas hipoksinése
lastelése: FAS iRNR susidarymas sumazinamas ir SFAS iRNR padidinamas.
U2AF65 subvieneto sgveikos tyrimams naudota 6 introno seka, nes pries 3°
splaisingo taikinio vieta yra ilga polipirimidininé seka. Tyrimo rezultatai
daug aiSkesni, lyginant su rezultatais, gautais naudojant 5 introno seka, kuri
turi silpng polipirimidining sekg. U2AF35 sgveikos su RNR tyrimams
naudota 5 introno seka, nes prieSingai nei ankstesniame tyrime, rezultatas
zymiai aiSkesnis. Taigi, jmanoma, jog 5 introno splaisingas yra priklausomas
nuo 3° splaisingo taikinio sekoje esanciy AG nukleotidy, o 6 introno
pasSalinimas yra maziau priklausomas nuo $iy nukleotidy.

Pirmiausia analizuota RNR ir U2AF65 saveika. U2AF65 stabilaus
prijungimo prie RNR tyrimas parodo, kad U2AF65 baltymas hipoksinése
lastelése su RNR sgveikauja silpniau nei normaliomis salygomis
kultivuotose lastelése (3.8 pav. E).

Analogiski eksperimentai taip pat parodo sumazejusj U2AF35 subvieneto
saveikos su RNR efektyvuma hipoksinése Iastelése (3.8 pav. F).

Rezultatai parodo, kad hipoksinése lgstelése U2AF-RNR sgveikos
efektyvumas abiem subvienetams yra mazesnis, lyginant su nomaliomis
deguonies sglygomis kultivuotomis Igstelémis.

3.2.4.Hipoksinése lastelése pasikeicia abiejy U2AF subvienety
modifikacijos lygis

Palyginus abiejy U2AF subvienety raiska normaliomis ir hipoksinémis
salygomis kultivuotose lastelése pokycCiy nenustatyta, taciau aptikta, kad jy
sgveikos su RNR efektyvumas sumazéjes.

Zinoma, kad hipoksinése lastelése SR baltymy kinaziy SRPK ir CLK
raiSka yra padidéjusi (Jakubauskiené ir kt., 2015). Abu U2AF subvienetai
turi trumpas RS sritis (Zamore, Patton ir Green, 1992). Sios U2AF
subvienety sritys gali buti fosforilinamos tiek SRPK, tiek CLK kinaziy
(Colwill ir kt., 1996). Todél toliau tirta, ar U2AF subvienetai skirtingai
modifikuojami hipoksinése lastelése.

Branduolio ekstrakty, i$skirty i§ normaliomis ir hipoksinémis salygomis
kultivuoty lasteliy, analizé dvikryptés elektroforezés (2.2.13) ir ,,Western
blot“ (2.2.14) metodais parodo, kad abiejy U2AF subvienety mobilumas
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hipoksiniuose ekstraktuose Siek tiek pasislinkes j riigsting pus¢ (3.9 pav.).
Tai parodo skirtingus $iy baltymy modifikacijos lygius normaliose ir
hipoksinése Igstelése. Panasu, kad §is pokytis turi jtakos jy sgveikos su RNR
efektyvumui.
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3.9 pav. Hipoksija indukuoja abiejy U2AF subvienety modifikacijas. Lasteliy
HCT116, auginty normaliomis ir hipoksinémis salygomis, branduoliy ekstraktai
analizuoti dvikrypte elektroforeze. U2AF35 (A) ir U2AF65 (B) aptikti ,,Western
blot* imunohibridizacija. Kontrolé (angl. loading control) — p-aktinas. Rezultatai
vaizduoja duomenis i$ 3 nepriklausomy eksperimenty.

Gauti rezultatai rodo, kad skirtinga U2AF subvienety saveika su RNR
hipoksinése lastelése gali buti nulemta padidéjusio 35 kDa ir 65 kDa
subvienety modifikacijos lygio.
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4. DISKUSUA

Neurodegeneracinés ligos siejamos su hipoksija ir daznai yra susijusios
su §irdies ligomis (Firoz ir kt., 2015). Sirdziai ir smegenims funkcionuoti
butini dideli energiniai poreikiai. Kraujotakos sutrikimai lemia hipoksijos
epizodus, o tai prisideda prie neurodegeneraciniy poky¢iy progresavimo
(Firoz ir kt., 2015). Siame darbe sickiama atrasti naujus genus, kuriy pre-
iRNR splaisingo pokyciai priklauso nuo hipoksinés lasteliy mikroaplinkos.
Taip pat naudojant naujai nustatytus ir jau ankséiau laboratorijoje atrastg
FAS geno nuo hipoksijos priklausomg 6 egzono jjungima ar praleidima
nustatyti §j procesg reguliuojancius veiksnius.

Su neurodegeneracinémis ligomis siejami APP ir MAPT genai pasirinkti
tyrimo objektais, nes nuo $iy geny transkripty alternatyvaus splaisingo budu
susidaro keletas iRNR izoformy. Dél skirtingy morfologiniy savybiy
skirtingy audiniy Igstelés reaguoja j hipoksija skirtingai (Chi ir kt., 2006),
todél Siame darbe naudotos dvi Igsteliy linijos, kilusios i§ skirtingy smegeny
lasteliy tipy (glijos ir neuroninio audinio).

APP koduojantis genas siejamas su paveldimos neurodegeneracinés
Alzheimerio ligos vystymusi, tafiau nebuvo nustatyta hipoksinés
mikroaplinkos poveikio §io geno iRNR splaisingo metu susidaranciy
izoformy profiliui. Tai galéty reiksti, kad S$io geno alternatyviajam
splaisingui daugiau jtakos turi mutacijos, o ne hipoksiné mikroaplinka.

Tiriant TAU baltyma koduojanio geno, taip pat siejamo su
neurodegeneraciniy ligy vystymusi, alternatyvyjj pre-iRNR splaisinga, pirma
karta parodyta, kad hipoksiné mikroaplinka kei¢ia TAU 3R/4R iRNR
izoformy santykj. Sis pokytis gali turéti jtakos neurodegeneraciniy ligy
vystymuisi. Zmogaus smegenys sudarytos i3 jvairiy tipy lasteliy, todé¢l Siame
darbe naudotos glijos ir neurony kilmés Iasteliy linijos. Tyrimo rezultatai
parodo, kad hipoksiné mikroaplinka daro jtakg alternatyvaus pre-iRNR
splaisingo pokyc¢iams jvairiy tipy smegeny lastelése.

Alternatyvaus splaisingo reguliacija yra sudétingas procesas, kuriame
dalyvauja egzoninés ar introninés splaisingo slopikliy ir stiprikliy sekos bei
iSoriniai (angl. trans) veiksniai (Wang ir kt., 2015). Vieni i$ iSoriniy veiksniy
yra SR baltymai, kurie turi platy veikimo spektra reguliuojant splaisinga
(Long ir Caceres, 2009; Jeong, 2017). Net nedideli SR baltymo SRSF1
poky¢iai gali paveikti silpny 5° ir 3° splaisingo taikiniy splaisingo
efektyvumag. TAU baltyma koduojancio geno 10 egzonas turi silpnas 5 ir 3¢
splaisingo taikinio sekas, todél SRSF1 raiskos lastelése pokyciai lemia Sio
egzono jtraukimg ar praleidimg neneuroninése HeLa ir neuroninése PC12
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lastelése (D’Souza ir Schellenberg, 2006). Buvo labai mazai zinoma apie SR
baltymo SRSF5 poveikj alternatyviam TAU 4R/3R iRNR izoformy
susidarymui smegeny Igstelése (Qian ir Liu, 2014). Splaisingo veiksniai,
kurie dalyvauja reguliuojant alternatyvyjj splaisinga normaliomis deguonies
salygomis, neveikia ty paciy pre-iIRNR splaisingo hipoksinémis salygomis
(Peciuliené ir kt., 2019). Veiksnys SRSF1, bet ne SRSF5 dalyvauja geno,
koduojan¢io TAU 10 egzono alternatyviajame splaisinge normaliomis
salygomis: padidéjusi SRSF1 raiska skatina, o sumazéjusi slopina Sio egzono
jtraukimg j brestan¢ig iRNR. Nebuvo Zinoma, ar SRSF1 ir SRSF5 vaidmuo
susidarant alternatyviam TAU 4R/3R izoformy pusiausvyrai yra toks pat ir
hipoksinémis sglygomis. Atlikti tyrimai naudojant smegeny Iasteles,
kultivuotas hipoksinémis salygomis, parodo, kad padidinta SRSF1 raiska
skatino TAU 10 egzono jtraukima, o sumazinta raiSka slopino. Pakitusi
SRSF1 raiska taip pat pakei¢ia 3R/4R izoformy raiskos pusiausvyra.
Palyginus SRSF1 baltymo raiska normaliomis sglygomis su hipoksinémis
salygomis kultivuotomis lgstelémis, nenustatytas Zymus $io baltymo raiskos
pokytis.

Parodyta, kad hipoksiné mikroaplinka aktyvuoja SR baltymy kinaziy
raiSka ir tai lemia padidéjusj SR baltymy fosforilinimo lygj (Jakubauskiené
ir kt., 2015). Taigi, atlikti CLK1-4 kinaziy raiskos tyrimai parodo, kad
smegeny lasteliy linijose, kultivuotose hipoksinémis salygomis, jy raiska yra
padidéjusi, lyginant su normaliomis deguonies salygomis Kultivuotomis
lastelémis. Tikétina, kad SRSF1 gebéjimo reguliuoti splaisingg pokyciai yra
dél skirtingos baltymy modifikacijos arba dél kito splaisingo veiksnio
dalyvavimo kartu su SRSF1.

FAS pre-iRNR splaisingas yra reguliuojamas hipoksinés mikroaplinkos:
itraukiamas arba praleidziamas FAS 6 egzonas, koduojantis transmembraninj
domena (Oh ir kt., 2013). Nepaisant to, kad lgsteliy linijos yra kilusios i$
naviky, jy FAS splaisingo profilis panaSesnis j sveiky audiniy nei naviky
(Jakubauskiené ir kt., 2015). Hipoksija lastelése skatina SFAS izoformos
susidaryma (Peciuliené ir kt., 2019).

Darbe parodyta, kad 6 egzono jtraukimas j besiformuojancia iRNR
priklauso nuo abiejy U2AF subvienety raiSkos pokyciy, taciau nenustatyta,
kad hipoksinés salygos turéty jtakos jy raiskai. Siame darbe pirma karta
nustatyta, jog FAS alternatyvusis splaisingas priklauso nuo U2AF saveikos
su RNR efektyvumo, o 6 egzono praleidimas ypac¢ priklauso nuo U2AF35 ir
RNR saveikos efektyvumo. Sumazinus U2AF35 subvieneto kiekj lasteléje
net normaliomis sglygomis gaunamas panasus splaisingo profilis, kaip ir

hipoksinémis sglygomis. Vadinasi, U2AF35 sgveikos efektyvumas su
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3¢-galine splaisingo taikinio seka, kuris susilpninamas hipoksinéje
mikroaplinkoje, yra labai svarbus FAS 6 egzono jtraukimui |
besiformuojancig iRNR.

NORMALIOS DEGUONIES SALYGOS

gg

b =
TCCAATGITCCAACCTACAGIGA @G Z0Nas 6 CCTGAGTTGATARAATTICTTIGTICTITCAGITE @g2Zonas 7

egzonas 5

~
S
e
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HIPOKSIJA
3 Ces_132)
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~
~
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4.1 pav. Splaisingo reguliacijos hipoksijos metu modelio schema. Normaliomis
deguonies salygomis (21 % O,) U2AF-RNR sgveika skatina 6 egzono jtraukimg ir
taip padidinamas FAS iRNR izoformos susidarymas. Hipoksinése lastelése U2AF-
RNR saveika yra silpnesné dél abiejy subvienety modifikacijos, todél sumazéja FAS
ir padaugéja SFAS iRNR izoformos susidarymas. Efektyvi abiejy U2AF subvienety
sgveika su RNR yra svarbi FAS 6 egzono jtraukimui j besiformuojancig iRNR
lasteléje normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis.

Abu U2AF subvienetai priklauso su SR baltymais susijusiy baltymy
klasei ir yra SRPK1 ir CIk/Sty kinaziy substratai in vitro (Rudner ir kt.,
1998; Colwill ir kt., 1996; Graveley, 2000). Skirtingai nuo SR baltymy, jie
turi trumpg RS sritj N-galingje baltymo sekoje. Nestebina, kad abiejy U2AF
subvienety modifikacijos lygis yra padidéjes hipoksinése lastelése, o tai
tikriausiai sukelia sumazéjusj baltymo-RNR sgveikos efektyvumag. Atlikto
tyrimo rezultatai taip pat rodo, kad ne tik baltymy raiskos pokytis, bet ir
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splaisingo veiksniy modifikacijos poky¢iai, lemiantys jy aktyvumo pokycius,
yra svarbis skirtingy iRNR izoformy susidarymui Iasteléje.

Sitlomas nuo hipoksijos priklausomo FAS alternatyviojo splaisingo
modelis pavaizduotas 4.1 pav. Normaliomis sglygomis efektyvi U2AF-RNR
saveika skatina 6 egzono jtraukimg ir taip padidina FAS iRNR kieki.
Hipoksinése lastelése pakinta abiejy U2AF subvienety modifikacijos lygis,
dél to sumazeja jy saveikos su RNR efektyvumas ir pakei¢iamas iRNR
izoformy susidarymo profilis.

Apibendrinant galima teigti, jog Siame darbe parodyta, kad hipoksiné
mikroaplinka kei¢ia MAPT iRNR splaisingo biidu susidaranciy izoformy
profilj, tadiau neturi jtakos APP geno splaisingui. Nustatyta, kad splaisingo
veiksnio SRSF1 raiskos poky¢iai veikia TAU 4R ir 3R izoformy susidarymo
santykj, o splaisingo veiksnio SRSF5 raiskos poky¢iai neturi jokio poveikio
10 TAU egzono jtraukimui ar praleidimui. Taip pat nustatyta, kad CLK1-4
kinaziy raiska yra padidéjusi smegeny Iasteliy linijose hipoksinémis
salygomis.

Siame darbe pirma karta nustatyta, jog pre-iRNR splaisingo poky&ius
lemia ne tik splaisingo veiksniy raiSkos, bet ir jy modifikacijy poky¢iai.
Nustatyta, kad U2AF-RNR saveika yra sumazéjusi hipoksinése lastelése.
Abiejy U2AF subvienety modifikacijos lygis yra padidéjes hipoksinémis
sglygomis, o tai nulemia jy susilpnéjusia sgveikg su RNR. Efektyvi abiejy
U2AF subvienety sagveika su RNR yra svarbu 6 FAS egzono jtraukimui j
besiformuojancig iRNR normaliomis deguonies ir hipoksinémis sglygomis.
Taip pat pirmg kartg pademonstruotas hipoksijos ir hipoksijos indukuojamy
molekuliniy keliy indélis j neurodegeneracijos procesus ir nustatyta, kad
U2AF gali biiti pagrindinis veiksnys reguliuojant hipoksinj splaisinga.
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ISVADOS

1. Hipoksiné mikroaplinka smegeny lastelése skatina TAU 4R iRNR
izoformos susidarymg, bet neturi jtakos APP alternatyviajam pre-iRNR
splaisingui.

2. SRSFI1 splaisingo veiksnio raiSkos pokyciai smegeny lastelése keicia
MAPT pre-iRNR alternatyvyjj splaisingg esant tiek normalioms, tiek
hipoksinéms salygoms: padidinta SRSF1 raiska skatina, o sumazinta slopina
TAU 4R izoformos susidarymg. SRSF5 veiksnio raiskos poky¢iai neturi
itakos TAU 3R/4R iRNR izoformy susidarymui.

3. U2AF65 raiSkos poky¢€iai turi jtakos pro-apoptotinés FAS iRNR
izoformos susidarymui normaliomis deguonies bei hipoksinémis salygomis
kultivuotose HCT116 lastelése.

4. Anti-apoptotinés sFAS iRNR izoformos susidarymui jtakos turi
U2AF35 raiskos pokyciai HCT116 lastelése tick normaliomis deguonies,
tiek hipoksinémis salygomis.

5. Hipoksiné mikroaplinka sumazina abiejy U2AF subvienety sgveikos su
FAS pre-iRNR efektyvuma.

6. Hipoksinés salygos lasteliy mikroaplinkoje keicia U2AF65 ir U2AF35
subvienety modifikacijos lygj.
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INTRODUCTION

Hypoxia is a term used to describe the reduced amount of oxygen in the
cell's microenvironment when it is no longer sufficient to maintain normal
cell functions. Hypoxia can also be associated with physiological conditions
(eg, intense sports, mountain climbing, etc.), but is usually a pathological
condition with ischemic disease (heart attack, stroke) and cancer. As the
tumor grows, its constituent cells move away from the blood vessels and
hypoxic areas are formed, in which cells become resistant to treatment
(chemotherapy, radiotherapy), most of which rely on the promotion of
damage caused by reactive oxygen species. Hypoxia affects the progression
of neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, Parkinson's
disease, and others. One of the pathways for the response to hypoxia is
altered expression of protein isoforms formed by alternative pre-mRNA
splicing.

Maturation of mRNA is one of the key cellular processes in which
MRNA is synthesized from DNA encoding a gene, from which protein
synthesis can occur. The maturation of mRNA consists of several steps:
transcription, splicing, polyadenylation, 5 'cap attachment and transport of
MRNA from the nucleus. Pre-mRNA splicing is one of the steps in mRNA
maturation in which non-protein coding sequences (introns) are removed
from pre-mRNA and protein coding sequences (exons) are joined. This
process in the higher eukaryotes is catalyzed by a multiprotein complex
called the splaisosome, composed of more than 100 different proteins and
regulatory elements. Alternative splicing is a process by which proteins
encoding different or even opposite functions can be formed from a single
pre-mRNA. Alternative splicing increases the variety of proteins, but
changes in splicing can also lead to diseases such as retinitis pigmentosa and
others. It is known that changes in alternative splicing can also lead to the
onset and development of neurodegenerative diseases.

Hypoxia alters the splicing profile of some genes and produces protein
isoforms that help the cell survive under adverse conditions. Although the
consequences of these changes are widely studied, the exact mechanism of
regulation remains unclear.

The aim of this work was to identify splicing factors that regulate
alternative pre-mRNA splicing that is dependent on the hypoxic cell
microenvironment.
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Specific tasks of the dissertation:

1. To determine the influence of hypoxic cell microenvironment on the
formation of mMRNA isoforms of genes associated with neurodegenerative
diseases.

2. To determine the influence of splicing factors SRSF1 and SRSF5 on
the formation of 3R / 4R TAU mRNA isoforms.

3. To determine the influence of individual subunits of the splicing factor
U2AF on the hypoxia-dependent formation of FAS / sFAS mRNA isoforms
in cells.

4. To determine the changes in the activity of individual subunits of the
splice factor U2AF and the causes of these changes, which determine the
changes in pre-mRNA splicing in hypoxic cells.

Scientific novelty and practical importance of the thesis

Regulation of pre-mRNA splicing is an extremely complex and intricate
process. Numerous factors influencing the formation of alternative isoforms
of various genes have been identified under normal oxygen conditions, but it
is not known how splicing is regulated under hypoxic conditions. Hypoxia is
an important factor in the development of neurodegenerative, oncological
and other diseases, but little is known about the influence of hypoxic
microenvironment on cellular processes.

In this work, alternative splicing of APP and TAU genes associated with
neurodegenerative diseases and its dependence on the hypoxic cell
microenvironment were investigated. Hypoxia has been shown for the first
time to induce the formation of the 4R TAU mRNA isoform (inclusion of
exon 10), which alters the ratio of 3R / 4R isoforms in the cell, an important
indicator in the development of neurodegenerative diseases. Pre-mRNA
splicing of the APP gene is independent of the hypoxic microenvironment.
This work also shows that the splicing factor SRSF1 is important in
regulating the formation of TAU 3R / 4R isoforms. The change in the
expression of this factor affects the ratio of TAU 3R / 4R isoforms in both
cells cultured under normal oxygen and hypoxic conditions. The increased or
decreased expression of the splicing factor SRSF5 had no effect on TAU
alternative splicing.

The second part of this work shows, for the first time, that not only
changes in the expression of splicing factors alone regulate the hypoxia-

dependent gene inclusion / skipping of FAS exon 6 in maturing mMRNA. The
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obtained results showed that the level of modification of splicing factors also
plays a very important role in the regulation of alternative splicing. Changes
in modification of U2AF subunits are important for regulation of hypoxia-
dependent pre-mRNA splicing, although the expression of this factor
subunits does not change when comparing normal oxygen and hypoxic
conditions. The results suggest that altered levels of modification change the
efficiency of U2AF interaction with RNA, which influences the formation of
hypoxia-dependent mRNA isoforms. In this work, a mechanism for the
regulation of hypoxia-dependent pre-mRNA splicing has been discovered,
which may be one of the key regulators of this process.

These studies on the formation of hypoxia-dependent mRNA isoforms
contribute to the understanding of the pathogenesis of neurodegenerative,
oncological, and other diseases associated with the hypoxic cellular
microenvironment. Establishing a precise mechanism to regulate alternative
splicing under hypoxic conditions will make it possible to discover specific
targets for the treatment and prevention of diseases.
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MATERIALS AND METHODS

Cell line cultivation

HCT116 cells were cultured in McCoy‘s 5A (Gibco) media, U-87 cells —
in EMEM (Gibco) and SK-N-Be(2) cells — in 1:1 mixture of EMEM:F12
(Gibco), supplemented with 10% FBS (Biochrom) and Penicillin /
Streptomycin (100 U/ml / 100 pg/ml) (Biochrom) under 37°C in either
normoxic at 5 % CO, or hypoxic (24 hat 1 % 02,5 % CO2, and 94 % N2 in
an Invivo200 hypoxic work station (Ruskin Technologies)) conditions.

Reduction of cellular protein levels using CRISPR/Cas9 system

Cas9 expression vector (pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)) was obtained
from Addgene (Addgene no 62988). Synthesized oligos for single guide
RNA (sgRNA) expression were denaturated at 95 °C for 5 min and annealed
at room temperature before being cloned between two Bpil sites of
linearized Cas9-sgDNA expression vector. Specific target sequences for
SRSF1 and SRSF5 genes editing were selected by using RGEN Tool
(http://www.rgenome.net).

All CRISPR/Cas9 targeting experiments were performed in human
glioblastoma U-87 MG and neuroblastoma SK-N-Be (2) cell lines. For
targeting individual genes, cells were seeded at 8 x 10* cells per well of 12-
well plate in complete medium as described earlier and transfected with
constructed Cas9-sgDNA or empty Cas9 plasmid (containing no sgDNA).
Cells were treated with puromycin (2 pug/ml) 72 h post transfection, diluted,
and plated in to 96 well plates (1 cell / well). Cells were incubated for 2-3
weeks. Reduced target protein expression containing single cell colonies
were identified by Western blotting and confirmed by DNA sequence
analysis.

RNA, protein extraction and reverse transcription PCR (RT-PCR)

Cells were harvested by scraping and washed twice with cold PBS. 1/3 of
the cells were used for RNA extraction using Quick RNA extraction Kit
(,,Zymo Research®) following the manufacturer’s instructions. 1 pg of
extracted total RNA was used in a cDNA synthesis reaction using MuLV
Revert Aid reverse transcription kit (,,Thermo Fisher Scientific*) following
the manufacturer’s instructions. All PCR reactions were performed using
DreamTagq DNA polymerase (,,Thermo Fisher Scientific*) following the
manufacturer’s recommendations. PCR products were analyzed on 1,5 %

agarose gel in 1 x TBE (90 mM Tris, 90 mM Boric acid, 2mM EDTA (pH =
99



8) buffer and. Band density was quantified using MultiGauge analysis
software (Fuji).

2/3 of the cells collected were lysed in RIPA (100 mM TRIS-HCI (pH =
7,4), 300 mM NaCl, 1 % CA-630, 0,25 % Na-deoxycholate, Complete
EDTA-free protease inhibitor cocktail (ROCHE), 1 mM PMSF) buffer and
samples were incubated on ice for 10 min following 5 min of vortexing.
Samples were then centrifuged at 16 000 x g to remove the cell debris.
Supernatant was used for protein concentration measurement using Bradford
assay (ROTH).

Immunoblot analysis

35 pg of cell lysate was run on a 12 % Tris-Glycine PAAG at 40 mA per
gel (1,5 mm thickness) and then were transferred onto nitrocellulose
membrane (GE Healthcare).

Membranes were blocked with 5 % milk in TBST (20 mM Tris-HCI (pH
= 7,4), 150 mM NacCl, 0,05 % Tween 20) and, following two 15 min
washing steps, incubated with appropriate primary antibodies overnight at
+4°C. Membranes were then washed twice for 15 min with TBST and
incubated with appropriate secondary antibodies for 2 hours at room
temperature. After two washing steps, membranes were visualised using
TMB (3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine) or ECL reagents (,,Thermo Fisher
Scientific®).

UV crosslinking

RNA was labelled using [0-**P] CTP and [a-**P] UTP during an in vitro
transcription reaction using MEGAshortscript T7 Transcription Kit
(,,Ambion®, ,,Thermo Fisher Scientific*) according to the manufacturer’s
instructions. 100 ng of labelled RNA and 30 pg protein extract were mixed
in Buffer D (20 mM HEPES (pH = 7,9), 20 % (v/v) Glycerol, 0,1 M KClI,
0,2 mM EDTA (pH =8), 0,5 mM DTT) and incubated on ice for 15-30 min.
Samples were exposed to UV light for 30 min. Then the samples were
treated with RNase A/T1 Mix (80 pg/mL/200 U/mL) (,,Thermo Fisher
Scientific™) (30 min incubation at 37°C), mixed with equal volume of 2x
sample buffer (125 mM Tris-HCL (pH = 6,8), 20 % Glycerol, 4 % SDS, 0,2
% 2-Mercaptoethanol, 0,001 % Bromphenol Blue) and incubated at 100°C
for 10 min. The reaction mix was then run on 12 % Tris-Glycine PAAG and
then transferred onto a nitrocellulose membrane. The membrane was
exposed to x-ray film for 14 hours and then used in Western blot analyses.
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Obtained images were overlaid to identify corresponding RNA and protein
bands.

Nuclear extract preparation

HCT 116 cells were harvested by scraping in cold 1 x PBS. Cell nuclei
were separated from the cytoplasmic fraction as described by Dignam et al.,
1983 and then lysed with IEF Buffer (7M Urea, 2M thiourea, 2 % CHAPS, 1
% Ampholytes (pH = 3-10), 0,001 % Bromphenol blue).

2D electrophoresis

First dimension NEPHGE was performed according to the protocol of the
manufacturer, using a set of standardized materials (from WITA Gmbh).
NEPHGE was made with a non-linear pH = 3-10 gradient formed by carrier
ampholytes. The mixture of carrier ampholytes and IEF gel solution
composition was made according to Klose and Kobalz, 1995 [12].

Two gel solutions were cast in succession in a vertical device for
preparation of the two-layered rod gels of the first dimension. For complete
polymerization, the gels of the first dimension were held at room
temperature for 30 min and then kept in a damp chamber for additional 72 h.
The first-dimensional separation of proteins in the rod gels was performed in
a vertical electrophoresis device according to the operating instructions of
the manufacturer (,,Vitavision“). The lower chamber of the device was filled
with degassed cathode buffer (0,54M glycerine, 9M urea, 0,75M
ethylenediamine). Following fixation of the rod gels in the device, the
sample solutions containing 70—80 pg of the protein from nuclear extracts in
agarose-supplemented ampholyte phosphate buffer were applied to the
anodic sides of the capillary gels, and the remaining volumes of the capillary
glass tubes were then covered with a sample stabilizing overlay solution
(,,Vitavision©). Subsequently, degassed anode buffer (3M urea, 0,73M
phosphoric acid) was applied to the upper chamber of the device, and the
electrophoretic separation of the first dimension was started by using the
following sequence of programmed running conditions: 100 V for 1 hr; 200
V for 1 hr; 400 V for 17,5 hr; 600 V for 1 hr; 1 000 V for 30 min; 1 500 V
for 10 min; 2 000 V for 5 min. After the termination of electrophoresis, the
rod gels were carefully pushed out of the glass tubes onto plastic rails, and
adaptation to the conditions of the second dimension was achieved by a
series of three 5-min equilibrations in a corresponding equilibration buffer
containing 75 mM DTT, followed by equilibration in the same buffer with

125 mM 2-iodoacetamyde. The equilibrated rod gels of the first dimension
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were stored at —80°C before application to the second dimension of the 2DE
system.

For separation in the second dimension of 2DE, standard SDS-PAGE was
performed with 12 % (w/v) polyacrylamide gels using a Minigel-Twin units
(,,Biometra“). Rod gels of the first dimension were gently transferred from
equilibration and storage rails to the top of the stacking gel zones and
covered with 0,5 % (w/v) agarose to fix the rod gels. The electrophoresis
running conditions of the second dimension separation were set as follows:
15 mA per gel (~100 V) for ~ 15 min (untill the dye reached resolving gel);
30 mA per gel (voltage gradually rises up to 200 V limit) for about 1 hr, until
the Bromphenol blue front reached the bottom of the gel. After 2DE protein
separation was complete, gels were transferred to Protein Transfer Buffer
(PTB) for Western blotting.

Statistical analysis

Statistical significance of all experiments was tested with a Mann
Whitney U non-parametric test using R statistical software based on a
minimum of 3 independent experiments. A value of *p < 0.05 was
considered statistically significant.
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RESULTS
Influence of hypoxic microenvironment on mRNA isoform formation
Pre-mRNA splicing studies of endogenous TAU and APP genes used
human glioblastoma (U-87) and neuroblastoma (SK-N-BE (2)) cells cultured

under normal oxygen (21 % O,) (hereinafter referred to as normal
conditions) and hypoxic conditions (1 % O,) (Figure 3.1A and Figure 3.2A).
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Fig. 1. TAU pre-mRNA alternative splicing. (A) Splicing scheme and resulting
isoforms. RT-PCR of mRNA isoforms 4R and 3R in U-87 (B) and SK-N-BE (2) (D)
cells cultured under normal (N) and hypoxic (H) conditions. Quantitative ratio of 4R
and 3R isoforms in U-87 (C) and SK-N-BE (2) (E) cells cultured under normal
oxygen and hypoxic conditions. The total amount of TAU (4R + 3R) mRNA is 100
%. Loading control — 18S RNA. Mean + SD values were calculated from five
independent experiments (n = 5),** p < 0.01;* p < 0.05.

First, we analyzed inclusion (isoform 4R) or skipping (isoform 3R) of
exon 10 in maturing TAU mRNA in cells cultured under hypoxic conditions.
RT-PCR analysis showed an increase in 4R mRNA isoform formation in
both cell lines cultured under hypoxic conditions compared to TAU 4R
isoform formation in cells cultured under normal oxygen conditions (Fig. 1
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B and D). Incorporation of exon 10 into the emerging pre-mRNA was
increased approximately 2-fold in cells cultured under hypoxic conditions
compared to cells cultured under normal oxygen conditions.

A AA A / APPTT0
APP pre-mRNA APPTS1

7 C APP695
B

M - APP770
U-87 80 1 O - APPT751
e — o
= e [ - APPBY5
e - APP77 T 3 60 1
=, i
P - . i O E3
200 bp - APP695( 5 E 40
F 23
Tz A
N H 2
W - APPTT70
SK-N-Be(2) P 80 1 O - APP751
<
= A 85 ] O - APP695
e ==, i
300 bp - -APPEOs[? 2@
200 bp E 2% 40
a2
c

N H 1 2

N H
Fig. 2. APP pre-mRNA alternative splicing. (A) Splicing scheme and resulting
isoforms. RT-PCR of mRNA isoforms APP770, APP751 and APP695 in U-87 (B)
and SK-N-BE (2) (D) cells cultured under normal (N) and hypoxic (H) conditions.
Quantitative ratio of APP770, APP751, and APP695 isoforms in U-87 (C) and SK-
N-BE (2) (E) cells cultured under normal oxygen and hypoxic conditions. The total
MRNA content of APP (APP770 + APP751 + APP695) is 100 %. Loading control —
18S RNA. Mean + SD values were calculated from five independent experiments (n

=5).

We compared the formation of three main splicing variants associated
with neurodegenerative diseases of APP mRNA in U-87 and SK-N-BE (2)
cells cultured under normal oxygen and hypoxic conditions. The results
showed that the hypoxic microenvironment does not affect the formation of
APP770, APP751, and APP695 mRNA splice variants in the analyzed cell
lines (Fig. 2 B-E).
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In addition, in U-87 and SK-N-BE (2) cells, the formation of the TAU 4R
isoform is regulated by the hypoxic microenvironment, in contrast to the
formation of APP mRNA isoforms. Thus, hypoxia-regulated TAU alternative
splicing was analyzed in further studies to elucidate the role of individual
splicing factors.

Influence of increased expression of splicing factors SRSF1 or SRSF5
to inclusion / skipping of TAU exon 10 to mRNA under normal oxygen
and hypoxic conditions

The splicing factor SRSF1 has been identified as a regulator of TAU exon
10 inclusion / skipping that promotes exon 10 inclusion under normal
conditions in cells of neural and non-neural origin (D’Souza and
Schellenberg 2006). No data were available on the role of SRSF5 in the
regulation of TAU splicing in brain cells, so we investigated whether splicing
factors SRSF1 and SRSF5 could affect TAU exon 10 inclusion / skipping
using both brain cell lines under hypoxic conditions.

Increased expression of SRSF1 in U-87 and SK-N-BE (2) cells cultured
under normal and hypoxic conditions induced the formation of TAU 4R
MRNA (Fig. 3 A-D, lane 2). The data showed that increased SRSF1 protein
expression increased the inclusion of exon 10 in the 4R TAU mRNA splice
variant by approximately 1.5-fold compared to controls (cells transfected
with non-protein-encoding plasmid DNA) (Fig. 3 A — D, lanes 1, 2) in cells
cultured under normal conditions.

Increased expression of the splicing factor SRSF1 in both cell lines
cultured under hypoxic conditions also increased 4R TAU mRNA by
approximately 1,5-fold (Fig. 3 A-D, lanes 4, 5).

Increased expression of the splicing factor SRSF5 did not show any
significant effect on alternative TAU pre-mRNA splicing in either U-87 or
SK-N-BE (2) cells cultured under both normal and hypoxic conditions (Fig.
3 A-D, lanes 1, 3, 4, 6).

Comparison of SRSF1 and SRSF5 protein expression showed similar
levels of both proteins in cells cultured in normal and hypoxic
microenvironment.
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Fig. 3. Influence of increased expression of splicing factors SRSF1 and SRSF5
on the formation profile of TAU 4R and 3R mRNA isoform variants. (A) U-87 and
(C) in SK-N-BE (2) cells cultured under normal oxygen (N) and hypoxic (H)
conditions. Quantitative ratio of 4R and 3R mRNA isoforms in U-87 (B) and SK-N-
BE (2) (D) cells cultured under normal and hypoxic conditions. The total amount of
TAU (4R + 3R) mRNA is 100 %. Lanes 1, 4 — control, lanes 2, 5 — increased SRSF1,
lanes 3, 6 — increased SRSF5. Loading control — 18S RNA. Mean + SD values were
calculated from three independent experiments (n = 3),* p < 0,05.

We have shown that increased expression of the factor SRSF1 but not
SRSF5 promotes the formation of the TAU 4R mRNA variant in hypoxic U-
87 and SK-N-BE (2) cells. Hypoxic microenvironment did not effect neither
SRSF1 nor SRSF5 protein levels.

Effects of reduced expression of SRSF1 and SRSF5 factors to
inclusion / skipping of TAU exon under normal oxygen and hypoxic
conditions

We further analyzed whether reduced expression of SRSF1 or SRSF5
would affect TAU pre-mRNA alternative exon 10 splicing in brain cells
cultured under normal and hypoxic conditions. The CRISPR / Cas9 system
was used to reduce endogenous SRSF1 and SRSF5 in U-87 and SK-N-BE
(2) cells.
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Fig. 4. Influence of reduced expression of splicing factors SRSF1 and SRSF5 on
the formation profile of TAU mRNA variants. (A) U-87 and (C) in SK-N-BE (2)
cells cultured under normal oxygen (N) and hypoxic (H) conditions. Quantitative
ratio of 4R and 3R mRNA isoforms in U-87 (B) and SK-N-BE (2) (D) cells cultured
under normal and hypoxic conditions. The total amount of TAU (4R + 3R) mRNA is
100 %. Lanes 1, 4 — control, lanes 2, 5 — reduced SRSF1, 3, 6 lanes — reduced
SRSF5. Loading control — 18S RNA. Mean + SD values were calculated from three
independent experiments (n = 3),* p < 0,05.

Reduction of SRSF1 protein expression in both cell lines resulted in an
approximately 2-fold decrease in 4R TAU mRNA splice variant (Fig. 4 A-D,
lane 1, 2). Under hypoxic conditions, a decrease in SRSF1 expression in
both cell lines showed only a small decrease in 4R TAU mRNA isoform
formation (Fig. 4 A-D, lanes 4, 5). This change is important because
hypoxia itself increases the formation of a 4R mRNA splice variant.

Reduction in the expression of the splicing factor SRSF5 had no
significant effect on TAU 3R / 4R ratio in both cell lines under neither
normal nor hypoxic conditions (Fig. 4 A-D, lanes 3, 6). We can conclude
that the factor SRSF5 is not involved in the regulation of the inclusion /
skipping of exon 10 in TAU mRNA.

We found that a reduction in SRSF1 expression under hypoxic conditions
has only a small effect on TAU 4R / 3R mRNA ratio in both U-87 and SK-
N-BE (2) cell lines. We also found no effect of SRSF5 on the inclusion /
skipping of TAU exon 10 in the cell lines tested. The complexity of the
response to hypoxia suggests that TAU 10 exon splicing may be regulated by
SRSF1 in combination with yet unidentified factors.
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Influence of hypoxia on the expression of CLK family kinases

Previous studies have shown that the expression of SR protein kinases
(CLK1, SRPK1, and SRPK?2) is increased in cervical and prostate cancer cell
lines cultured under hypoxic conditions (Jakubauskiene et al., 2015; Bowler
et al., 2018). We also examined the expression of four CLK kinase family
proteins (CLK 1-4) in hypoxic SK-N-BE (2) and U-87 cells. We found that
MRNA expression of all these kinases was increased in cells cultured under
hypoxic conditions.
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Fig. 5. Hypoxia causes changes in the expression of kinases in the CLK family.
(A) U-87 and (C) in SK-N-BE (2) cells cultured under normal oxygen (N) and
hypoxic (H) conditions. Loading control - 18S RNA. (D) Quantitative changes in
mRNA of CLK family kinases under hypoxic conditions. The RNA expression of all
kinases in cells grown under normal oxygen conditions is taken as 1 (control) and
plotted in a single column for simplicity. Columns 2, 3, 4, and 5 show changes in
CLK1, CLK2, CLK3, and CLK4 mRNA expression in U-87 (B) and SK-N-BE (2)
(D) cells cultured under hypoxic (H) conditions, respectively. Mean = SD values
were calculated from five independent experiments (n = 5),* p < 0.05.
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U2AF is a hypoxia-dependent regulator of alternative splicing

Recently, in cell lines cultured under hypoxic conditions, FAS pre-
MRNA splicing has been shown to change from a pro-apoptotic (FAS) to an
anti-apoptotic (SFAS) mRNA isoform lacking the exon 6 sequence encoding
the transmembrane domain (Peciuliene et al., 2019). Elevated sFAS
formation has also been reported in many tumors. In this part of the study,
endogenous FAS pre-mRNA in HCT116 cells cultured under normal and
hypoxic conditions was used as a model system.

Influence of U2AF65 subunit expression on FAS pre-mRNA splicing

U2AF is a heterodimeric splicing factor consisting of 65 kDa and 35 kDa
subunits. We first examined the effect of the amount of the 65 kDa U2AF
subunit on hypoxia-dependent alternative FAS splicing. The results showed
that in cells cultured for 24 h under hypoxic conditions, the formation of the
anti-apoptotic SFAS mRNA isoform was promoted and the formation of the
pro-apoptotic FAS mRNA isoform was inhibited (Fig. 6 lanes 1, 4). An
increase in U2AF65 expression compared to controls (cells transfected with
non-protein-encoding plasmid DNA) caused an increase in FAS mRNA
isoform formation in cells cultured under hypoxic conditions (Fig. 6 lanes 4,
5).

Decreased U2AF65 expression slightly increased the formation of sFAS
MRNA isoform under normal oxygen conditions in cultured cells (Fig. 6
lanes 1, 3) and increased the formation of this isoform under hypoxic
conditions (Fig. 6 lanes 4, 6) compared to controls. Reduced U2AF65
expression reduced FAS mRNA isoform formation in cells cultured under
both normal oxygen and hypoxic conditions (Fig. 6 lanes 3, 6).

The results obtained show that increased or decreased expression of
U2AF65 protein in hypoxic cells has the greatest effect on FAS mRNA
formation and has only a small effect on SFAS mRNA formation.
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Fig. 6. Influence of splicing factor U2AF65 expression on FAS and SFAS mRNA
isoform profiling. (A) HCT116 cells cultured under normal oxygen (N) and hypoxic
(H) conditions. Lanes 1, 4 - control, lanes 2, 5 — increased U2AF65 expression, 3, 6
lanes — reduced U2AF65 expression. WB — Western blot immunohybridization.
Loading control — 18S RNA (RT-PCR), B-actin (WB). Quantitative ratio of FAS and
SFAS isoforms in HCT116 cells (B) cultured under normal and hypoxic conditions.
The total amount of FAS (FAS + sFAS) mRNA is 100 %. Mean + SD values were
calculated from five independent experiments (n = 5),* p < 0,05.

Influence of U2AF35 subunit expression on FAS pre-mRNA splicing

We also examined the role of the U2AF 35 kDa subunit in hypoxia-
dependent splicing. Increased U2AF35 cellular expression slightly reduced
sFAS mRNA production under normal conditions (Fig. 7, lanes 1 and 2) and
increased FAS isoform formation in cells cultured under hypoxic conditions
(Fig. 7, lanes 4 and 5).
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Fig. 7. Influence of splicing factor U2AF35 expression on FAS and sSFAS mRNA
isoform profile. (A) HCT116 cells cultured under normal oxygen (N) and hypoxic
(H) conditions. Lanes 1, 4 — control, lanes 2, 5 — increased U2AF35 expression,
lanes 3, 6 — reduced U2AF35 espression. Quantitative ratio of FAS and sFAS
isoforms in HCT116 cells (B) cultured under normal and hypoxic conditions. The
total amount of FAS (FAS + sFAS) mRNA is 100 %. WB — Western blot
immunohybridization. Loading control — 18S (RT-PCR), B-actin (WB). Mean + SD
values were calculated from five independent experiments (n = 5),* p < 0,05.

Reduced expression of U2AF35 in HCT116 cells cultured under normal
conditions showed a mRNA-forming profile characteristic of hypoxic cells
(Fig. 7, lanes 1, 3, and 4). Reduction of U2AF35 expression in HCT116 cells
cultured under hypoxic conditions further increased sFAS isoform formation
compared to controls (Fig. 7 lanes 4 and 6). It can be concluded, that
U2AF35 has an effect on FAS mRNA formation in hypoxic HCT116 cells.
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In hypoxic cells, the interaction between U2AF subunits and RNA is
weaker

We investigated how U2AF is involved in the regulation of FAS splicing.
No significant changes in the expression of U2AF subunits were observed
when comparing cells cultured under normal and hypoxic conditions (Fig. 8
A). We also found no change in total FAS mRNA expression between cells
cultured under normal oxygen and hypoxic conditions; hypoxia had no effect
on overall FAS mRNA expression (Fig. 8 B). Thus, we investigated the
efficiency of interaction of individual U2AF subunits with RNA in normal
and hypoxic cells.
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Fig. 8. Changes in the interaction of U2AF subunits with RNA under hypoxic
conditions. Expression of U2AF subunits in HCT116 cells cultured under normal
(N) and hypoxic (H) conditions (A). FAS (FAS + sFAS) mRNA expression in
HCT116 cells cultured under normal oxygen (N) and hypoxic (H) conditions (B).
FAS intron 6 — exon 7 RNA sequences used in RNA — protein interaction
experiments (C). FAS intron 5 — exon 5 RNA sequences used in RNA — protein
interaction experiments (D). U2AF65 interaction with [32P]-labeled FAS intron 6-
exon 7 RNA (E), U2AF35 interaction with [32P]-labeled FAS intron 5-6 exon RNA.
The expression under normal oxygen conditions is 1. The mean = SD of the values
was calculated from three independent experiments (n = 3).
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In this study, we used two short RNA constructs comprising the 3 ' end
sequence of intron 5 or 6 and 2 nt of exon 6 or 7 (Fig. 8 C and D).

The formation of both FAS mRNA isoforms is different in hypoxic cells:
FAS mRNA formation is reduced and SFAS mRNA is increased.

We first analyzed the interaction between RNA and U2AF65. A study of
stable binding of U2AF65 to RNA showed that the U2AF65 protein interacts
less with RNA in hypoxic cells than in cells cultured under normal
conditions (Fig. 8 E).

Analogous experiments also showed reduced efficiency of U2AF35
subunit interaction with RNA in hypoxic cells (Fig. 8 F).

The results showed that the efficiency of U2AF-RNA interaction in
hypoxic cells is lower for both subunits compared to cells cultured under
normal oxygen conditions.

In hypoxic cells, the level of modification of both U2AF subunits
changes

Comparing the expression of both U2AF subunits in cells cultured under
normal and hypoxic conditions, we found no change in the efficiency of their
interaction with RNA.

The expression of SR protein kinases SRPK and CLK in hypoxic cells is
known to be increased (Jakubauskiene et al., 2015). Both U2AF subunits
have short RS regions (Zamore, Patton and Green, 1992). These regions of
the U2AF subunits can be phosphorylated by both SRPK and CLK kinases
(Colwill et al., 1996). Therefore, we further investigated whether U2AF
subunits are differentially modified in hypoxic cells.

Analysis of nuclear extracts isolated from cells cultured under normal and
hypoxic conditions by 2-dimensional electrophoresis and Western blot
showed that the mobility of both U2AF subunits in hypoxic extracts was
slightly shifted to the acidic side (Figure 9). This indicates different levels of
modification of these proteins in normal and hypoxic cells. This change
appears to effect the efficiency of their interaction with RNA.
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Fig. 9. Hypoxia induces modifications in both U2AF subunits. Nuclear extracts
of HCT116 cells grown under normal and hypoxic conditions were analyzed by two-
dimenssional electrophoresis. U2AF35 (A) and U2AF65 (B) detected by Western
blot immunohybridization. Loading control — B-actin. The results represent data
from three independent experiments.

The results obtained suggest that different interactions of U2AF subunits

with RNA in hypoxic cells may be due to increased levels of modification of
35 kDa and 65 kDa subunits.
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DISCUSSION

Neurodegenerative diseases are often connected with heart diseases
(Firoz et al., 2015). Although heart and brain are made up of different cells,
their common feature is high energy demmand to function. Circulatory
disorders lead to hypoxic episodes, which contribute to the progression of
neurodegeneration (Firoz et al., 2015). The aim of this work is to discover
new genes whose changes in pre-mRNA splicing depend on the hypoxic
microenvironment of cells. Also using newly identified and previously in the
laboratory discovered hypoxia-dependent FAS gene exon 6 inclussion /
skipping to identify the factors regulating this process.

The APP and MAPT genes, associated with neurodegenerative diseases,
have been selected for study because several isoforms are formed from these
genes by alternative splicing. Due to varying morphological properties, cells
of different tissues respond differently to hypoxia (Chi et al., 2006), so two
cell lines derived from different brain tissues (glial and neuronal tissue) were
used in this work.

The gene encoding APP has been implicated in the development of
hereditary neurodegenerative Alzheimer's disease, but no effect of a hypoxic
microenvironment on the profile of isoforms formed during mRNA splicing
of this gene has been identified. This could mean that alternative splicing of
this gene is more affected by mutations than by the hypoxic
microenvironment.

By investigating alternative pre-mRNA splicing of the gene encoding the
TAU protein, which is also involved in the development of
neurodegenerative diseases, we have shown for the first time that the
hypoxic microenvironment alters the ratio of TAU 3R / 4R mRNA isoforms.
This change may effect the development of neurodegenerative diseases. The
human brain is made up of different types of cells, so we used cell lines of
glial and neuronal origin in this work. The results obtained suggest that the
hypoxic microenvironment influences changes in alternative pre-mRNA
splicing in various types of brain cells.

Regulation of alternative splicing is a complex process involving exonic /
intronic sequences of splicing inhibitors and enhancers and external (trans)
factors (Wang et al., 2015). One of the external factors are SR proteins,
which have a broad spectrum of function in regulating splicing (Long and
Caceres, 2009; Jeong, 2017). Even small changes in the SR protein SRSF1
may affect the splicing efficiency of weak 5’ and 3’ splice targets. Exon 10 of
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the gene encoding the TAU protein has weak 5 and 3’ splice target
sequences, so changes in SRSF1 expression in cells result in inclusion /
skipping of this exon in non-neuronal HelLa and neuronal PC12 cells
(D’Souza and Schellenberg, 2006). Very little has been known about the
effect of the SR protein SRSF5 on the alternative formation of TAU 4R / 3R
MRNA isoforms in brain cells (Qian and Liu, 2014). Splicing factors
involved in the regulation of alternative splicing under normal oxygen
conditions do not regulate the same pre-mRNA splicing under hypoxic
conditions (Peciuliene et al., 2019) The factor SRSF1, but not SRSF5, is
involved in the alternative splicing of the gene encoding TAU exon 10 under
normal conditions: increased expression of SRSF1 promotes and decreased
inhibits inclussion of this exon into the maturing mRNA. It was not known
whether SRSF1 and SRSF5 play the same role in the formation of an
alternative TAU 4R / 3R isoform balance under hypoxic conditions. Our
studies using brain cells cultured under hypoxic conditions showed that
increased expression of SRSF1 promoted the inclusion of TAU exon 10,
whereas decreased expression inhibited it. Altered expression of SRSF1 also
alters the expression balance of the 3R / 4R isoforms. Comparison of SRSF1
protein expression under normal conditions with cells cultured under
hypoxic conditions revealed no significant change in the expression of this
protein.

It has been previously shown that the hypoxic microenvironment
activates the expression of SR protein kinases and this results in an increased
level of SR protein phosphorylation (Jakubauskiene et al., 2015). Our CLK1-
4 kinase expression studies have shown that in brain cell lines cultured under
hypoxic conditions, their expression is increased compared to cells cultured
under normal oxygen conditions. Changes in the ability of SRSF1 to regulate
splicing are likely to be due to different protein modification or the
involvement of another splicing factor in combination with SRSF1.

FAS pre-mRNA splicing is regulated by the hypoxic microenvironment:
FAS exon 6, encoding the transmembrane domain is included or skipped (Oh
et al., 2013). Despite the fact that the cell lines are derived from tumors, their
FAS splicing profile is more similar to that of healthy tissues than that of
tumors (Jakubauskiene et al., 2015). Hypoxia in cells promotes the formation
of the sFAS isoform (Peciuliene et al., 2019).
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Fig. 10. Schematic of splicing regulation in hypoxia. Under normal oxygen
conditions (21 % O,), the U2AF-RNA interaction promotes the inclusion of exon 6
and thus increases the formation of the FAS mRNA isoform. In hypoxic cells U2AF-
RNA interactions are weaker due to modification of both subunits, resulting in
decreased FAS and increased sFAS mRNA isoform formation. Efficient interaction
of both U2AF subunits with RNA is important for the incorporation of the FAS exon
6 into mRNA in cells under normal oxygen and hypoxic conditions.

The work shows that the incorporation of exon 6 into mRNA is
dependent on changes in the expression of both U2AF subunits, but it has
not been established that hypoxic conditions affect their expression. In this
work we, for the first time, found that FAS alternative splicing depends on
the efficiency of U2AF interaction with RNA, and the skipping of exon 6 is
particularly dependent on the efficiency of U2AF35 and RNA interaction.
Reducing the amount of U2AF35 subunit in a cell, even under normal
conditions, results in a similar splicing profile as under hypoxic conditions.
Thus, the efficiency of U2AF35 interaction with the 3'-terminal splice target
sequence, which is attenuated in the hypoxic microenvironment, is crucial
for the incorporation of the FAS exon 6 into the mRNA.
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Both U2AF subunits belong to the class of SR protein-associated proteins
and are substrates for SRPK1 and CIk / Sty kinases in vitro (Rudner et al.,
1998; Colwill et al., 1996; Graveley, 2000). Unlike SR proteins, they have a
short RS region in the N-terminal protein sequence. Not surprisingly, the
level of modification of both U2AF subunits is increased in hypoxic cells,
which probably results in decreased efficiency of protein-RNA interactions.
Our results also suggest that not only the change in protein expression but
also the alterations to splicing factor modification that result in changes in
their activity are important for the formation of different mMRNA isoforms in
the cell.

Our proposed hypoxia-dependent FAS alternative splicing model is
shown in Fig. 10. Under normal conditions, efficient U2AF-RNA
interactions promote the inclusion of exon 6 and thus increase the amount of
FAS mRNA. In hypoxic cells, the level of modification of both U2AF
subunits is altered, resulting in a decrease in the efficiency of their
interaction with RNA and a change in the formation profile of mMRNA
isoforms.

In summary, the hypoxic microenvironment has been shown to alter the
profile of MAPT mRNA splicing isoforms, but does not affect APP gene
splicing. We found that changes in the expression of splicing factor SRSF1
effect the formation ratio of TAU 4R and 3R isoforms, and changes in the
expression of splicing factor SRSF5 have no effect on the inclusion /
skipping of TAU exon 10. We also found that CLK1-4 kinase expression is
increased in brain cell lines under hypoxic conditions.

In this work, we have shown for the first time that changes in pre-mRNA
splicing are determined not only by changes in the expression of splicing
factors but also by changes in their modifications. We found that the U2AF-
RNA interaction is reduced in hypoxic cells. The level of modification of
both U2AF subunits is increased under hypoxic conditions, resulting in their
attenuated interaction with RNA. Efficient interaction of both U2AF
subunits with RNA is important for the incorporation of FAS exon 6 into the
MRNA under normal oxygen and hypoxic conditions. The contribution of
hypoxia and hypoxia-induced molecular pathways to neurodegeneration
processes has also been demonstrated for the first time and U2AF may be a
key factor in the regulation of hypoxic splicing, but further studies are
needed.
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CONCLUSIONS

1. Hypoxic microenvironment in brain cells promotes TAU 4R mRNA
isoform formation but does not affect APP alternative pre-mRNA splicing.

2. Changes in SRSF1 splicing factor expression in brain cells alter MAPT
pre-mRNA alternative splicing under both normal and hypoxic conditions:
increased SRSF1 expression promotes and decreased expression inhibits
TAU 4R isoform formation. Changes in SRSF5 factor expression do not
affect the formation of TAU 3R/4R mRNA isoforms.

3. Changes in U2AF65 expression affect pro-apoptotic FAS mRNA
isoform formation in HCT116 cells cultured under normal oxygen and
hypoxic conditions.

4. The formation of the anti-apoptotic SFAS mRNA isoform is affected
by changes in U2AF35 expression in HCT116 cells under both normal
oxygen and hypoxic conditions.

5. Hypoxic microenvironment decreases the efficiency of the interaction
of both U2AF subunits with FAS pre-mRNA.

6. Hypoxic conditions in the cell microenvironment alter the level of
modification of U2AF65 and U2AF35 subunits.
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PADEKA

Dékoju vadovui Arvydui uz skirtg laika, pasitikéjima, palaikymg bei
gyvenimo pamokas. Taip pat dékoju kolegéms Eglei ir Ingai uz visokeriopa
pagalbg ir uz bendravima pastaruosiu 11 mety, tiek, kad net ,,Zinom jau net ir
vienas kity baty dydzius*.

Labai dékoju uz paramg ir palaikyma Zmonai, tévams, sesei, seneliams,
dédéms, tetoms ir visiems kitiems Seimos nariams ir draugams. Acii, kad
nepasidavéte ir neleidote man pasiduoti.

Ir galiausiai dékoju esamiems ir buviems studentams — Kotrynai, Airinai,
Gintarei, Rasai, Aistei, Justui ir Karinai uZ tai, kad turéjau garbés jus kazko

iSmokyti ir daug ko iSmokti i$ jiisy.

L.
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