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Streszczenie: Alternatywne sktadanie RNA jest procesem zwigkszajacym réznorodno$é powstajacych
transkryptow RNA i w konsekwencji rowniez bialek. Szacuje sig, ze zjawisko to wystgpuje w okoto
5-30% ludzkich genéw. Jest to bardzo ztozony proces regulowany przez liczne czynniki wzmacniajace
Iub wyciszajace, r6zne w zaleznosci od lokalizacji tkankowej, wptywajace na ostateczny poziom alter-
natywnego transkryptu. Znane sa liczne przyktady biatek tworzonych na alternatywnych matrycach, np.
ezyméw 15-LOb i COX. Alternatywne warianty biatek moga spetnia¢ odmienne funkcje jak w przy-
padku IL-4. Poznanie mechanizméw alternatywnego sktadania RNA i ich regulacji budzi nadzieje na
wykorzystanie tego procesu do diagnostyki, detekcji predyspozycji genetycznych lub jako celu dla po-
tencjalnej terapii.

Stowa kluczowe: alternatywne sktadanie RNA, gen, regulacja, funkcja.

Summary: Alternative splicing is defined as a process that increases the diversity of transcripts and
protein variety. It is estimated that 5-30% of human genes express alternative variants. Alternative
splicing is regulated by different, tissue-specific splicing enhancers and silencers. Numerous proteins
are the products of this process, as for example 15-lipoxygenase-b and cyclooxygenase. Alternative
variants of proteins may have different functions like for example IL-4. Understanding the mechanism
of alternative splicing and its regulation will allow to use this process for diagnosis, genetic predispo-
sition detection or as a target for therapy.

Key words: alternative splicing, gene regulation, protein isoforms.

WSTEP

Genom cztowieka zawiera kilkadziesiat tysigcy genow, czyli jest ich tylko dwukrotnie
wigcej niz u robakow czy owadow [8]. Stosunkowo mata liczba gendéw w genomach
Eukariota nasuwa pytanie, co stanowi zrodto tak olbrzymiej ich roznorodnosci [14].
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Do mechanizmow, ktore zwigkszaja liczbg powstajacych izoform biatka nalezy migdzy innymi
alternatywne skladanie genu [5]. Moze ponadto dochodzi¢ do pobudzenia nieaktywnych
wezesniej miejsc poczatku transkrypcji, réznych promotoréow dla tego samego RNA,
pozostawienia pewnych intronéw lub usunigcia badz pozostawienia okreslonych eksonow.
Poliadenylacja zachodzaca w r6znych miejscach oraz wezesniejsze zakonczenie pre-mRNA
takze przyczyniaja si¢ do zwigkszenia liczby izoform biatka [8]. Zrodtem zmiennosci w populacji
sa ponadto polimorfizmy w obregbie pojedynczego genu (ang. Single Nuclear Polimorphism
—SNP), zwigkszajace rowniez liczbe powstajacych form biatka. Do tej pory zidentyfikowano
ponad 1,4 miliona SNP i zestawiono w odpowiedniej bazie danych [14].

Zmiany zachodzace w pre-mRNA obejmuja dojrzewanie konca 5°, cigcie i
poliadenylacje konca 3°, metylacje oraz skladanie RNA (splicing). Sktadanie RNA
polega na wycinaniu z pierwotnego transkryptu prekursorowego mRNA sekwencji
niekodujacych (intronéw) i taczeniu fragmentow kodujacych — eksonow [53]. W wyniku
alternatywnego sktadania z jednego genu moze powstac jedna lub kilka r6znych
czasteczek mRNA. Obecnie szacuje sig, ze 5 do 30%, a nawet 40% ludzkich genow
ulega temu procesowi, ktdrego regulacja zaleze¢ moze od stadium rozwoju, stanu
fizjologicznego tkanki lub toczacego si¢ procesu patologicznego [6, 49].

Zjawisko alternatywnego sktadania RNA budzi szerokie zainteresowanie wsrod
badaczy. Wedtug bazy Medline kazdego dnia pojawiaja si¢ dwa nowe doniesienia na
temat alternatywnego sktadania genoéw [6]. Wzrastajaca ilos¢ badan w obszarze tego
zagadnienia §wiadczy o wielu wciaz niepoznanych mechanizmach ekspresji genow.

MECHANIZM SKEADANIA RNA

Sekwencje kluczowe w procesie sktadania RNA

Sktadanie pierwotnego transkryptu odbywa si¢ w jadrze komorkowym i poprzedza
transport dojrzatlego mRNA do cytoplazmy (ryc. 1). W obrebie pre-mRNA istnieja trzy
sekwencje kluczowe dla procesu sktadania genu, warunkujace doktadnos¢ i efektywnosé¢
procesu. Pierwsza z nich stanowia ,,miejsca splicingowe”, czyli miejsca, w ktorych dochodzi
do wycinania intronéw. W gornej czgsci intronu lezy miejsce sktadania 5° zwane rowniez
miejscem donorowym, a dolna czg$¢ ogranicza miejsce sktadania 3°, czyli akceptor. Kazdy
intron rozpoczyna si¢ sekwencja GURAGU (R jest puryna), a konczy dwoma nukleotydami
— AG [8,14]. Druga wazna sekwencja jest trakt polipirymidynowy, znajdujacy si¢ na
koncu 3’, kilkanascie zasad przed AG, bedacy sekwencja bogata w cytydyne i urydyne,
a ostatnia sekwencje stanowia miejsca rozgalezienia [4].

Powstawanie spliceosomu

Proces sktadania genu przebiega w spliceosomie, bedacym kompleksem pigciu
snRNP (small nuclear — matych jadrowych RNP, powstatych przez potaczenie snRNA
ze specyficznymi biatkami) i bardzo wielu innych bialek pomocniczych (np. U2AF,
pPTB, IBP) [18]. Male jadrowe RNA (snRNA — U1, U2, U4, U5, U6) wystepuja we
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RYCINA 1. Kluczowe sekwencje sktadania RNA

wszystkich typach komorek, ale stanowia nie wigcej niz 1% komodrkowego RNA.
Odgrywaja wazna role¢ w rozpoznawaniu introndw, okreslaniu miejsc sktadania i w
katalitycznych reakcjach w obrebie spliceosomu.

Powstanie spliceosomu jest procesem o duzej dynamice, ktéry ma na celu umieszcze-
nie koncoéw 5° 1 3” intronu obok siebie. W momencie, gdy znajda si¢ one w centrum
katalitycznym spliceosomu, dochodzi do wycigcia intronu i potaczenia sasiadujacych ze
soba eksonoéw [8]. W pierwszym etapie Ul-snRNA rozpoznaje komplementarna
sekwencj¢ konca 5’ intronu [22]. W kolejnym etapie kompleks U4-U5-U6-snRNA
wraz z biatkami pomocniczymi przytacza sig¢ do konca 3’ miejsca sktadania. US-snRNP
lokuje si¢ w miejscu U1-snRNP, a rozerwanie wigzan wodorowych migdzy U4-snRNP
1 U6-snRNP wyzwala petlna aktywnosc¢ katalityczng U6-snRNP. Sekwencja intronowa
tworzy struktureg petli powstatej z udziatem U2-, US- 1 U6-snRNA. Do wycigcia intronu
prowadza dwie reakcje transestryfikacji. Po uwolnieniu intron ulega degradacji[10, 13].

Rola U5snRNP

Uwaza sig, ze czynnik U5 snRNP odgrywa istotng rolg w modulowaniu i stabilizacji
interakcji na poziomie RNA, gdyz jego nieobecnos$¢ blokuje spliceosom, a w
konsekwencji proces sktadania genu (tab. 1). Czynnik ten zapobiega ewentualnemu
odtaczeniu si¢ eksonu 5’ (powstajacego po pierwszej transestryfikacji) od miejsca
aktywnego spliceosomu, a nastepnie w drugim etapie katalitycznym bierze udziat w
faczeniu si¢ koncow eksonow 3°15° [22, 47, 48].
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TABELA 1. Przyklady zmian w procesie skladania RNA [24]

Zmiana Skutki zmian

Alternatywne rozpoczgcie N-koniec bialka rozni sig, gdy do jego powstania zostaly
wykorzystane rozne wersje eksonu 5' (18%)

Alternatywne zakonczenie C-koniec bialka r6zni sig z uwagi na rézna ramke¢ odczytu (13%)

Wydluzenie eksonu (5' lub 3') | ekson moze ulec wydiuzeniu w kierunku 5' lub 3' w konsekwencji
wykorzystania innych niz normalnie miejsc skladania (6%)

Skrécenie eksonu podobny mechanizm jw. (23%)
Ominigcie eksonu rozpoznanie nowych miejsc skladania 5' lub 3' (40%)
lub wilaczenie ukrytego

REGULACJA PROCESU ALTERNATYWNEGO SKEADANIA
GENU

Procesy fizjologiczne wymagaja niezwykle precyzyjnych mechanizmow regulacji,
roznych w zaleznos$ci od np. lokalizacji tkankowej [24]. Istnieje duza grupa bialek
pehiacych te funkcje, ktorych cecha charakterystyczna jest fakt posiadania dwoch domen
— domeny taczacej si¢ z RNA i taczacej sig z biatkami [7].

Eksonowe i intronowe elementy wzmacniajace i hamujace sktadanie RNA

Alternatywne sktadanie RNA jest bardzo ztozonym systemem z licznymi czynnikami
wzmacniajacymi lub wyciszajacymi i w konsekwencji wptywajacymi na ostateczny
poziom alternatywnego transkryptu [10]. W zaleznosci od lokalizacji i funkcji
wyrézniamy: eksonowe elementy wzmacniajace — ESEs (ang. exonic splicing
enhancers), intronowe elementy wzmacniajace — ISEs (ang. intronic splicing
enhancers) oraz analogicznie elementy hamujace — ESSs (ang. exonic splicing
silencer) 1 ISSs (ang. intronic splicing silencer) [8,17,22,26]. Pojedynczy element
wzmacniajacy ESE przyczynia si¢ do rozpoznania kilku miejsc sktadania podczas tego
samego etapu tworzenia si¢ spliceosomu. Wzmacniacze sktadania genu — ESE,
znajdujace si¢ na réoznych eksonach, dziataja synergistycznie w procesie aktywacji
miejsc sktadania [8, 17]. Jednoczes$nie liczne nieaktywne miejsca sktadania w intronach
moga by¢ hamowane przez intronowe elementy hamujace proces sktadania genu —
ISSs.

Rola biatek z rodziny SR 1 ich antagonisci

Biatka SR naleza do rodziny wysoce konserwatywnych czynnikow regulujacych
proces sktadania genu [8,17,41]. Zbudowane sa zdomen RRM (ang. RNA recognition
element) odpowiadajacych za specyficzne przylaczanie si¢ do RNA i domeny SR
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oddziatujacej pomigdzy biatkami [8,18,29]. Bialka SR moga przytacza¢ si¢ do elementow
wzmacniajacych w obrgbie eksondow i poprzez bezposrednia interakcje z U2AF i
U1snRNP stymulowac¢ spliceosom do potaczenia sasiadujacych ze soba miejsc sktadania
[10,18]. Biora rowniez udzial w poézniejszych etapach sktadania genu poprzez rekrutacje
kompleksu czynnikow: U4/U6,U5 [28, 29].

Istnieja rodziny biatek dzialajacych antagonistycznie w stosunku do biatek SR. Znane
sa biatka hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) rozpoznajace ESS i ISS,
niezawierajace domeny RS [18]. Znajduja si¢ one w duzych ilosciach w obrebie jadra
komoérkowego 1 w okolicy jaderkowych ziarnistosci [8,30]. Istnieje tez grupa biatek
podobnych do SR zwanych SRrps (SR-related proteins) majacych domeny RRM.

Biatka SR przyczyniaja si¢ do wyboru blizszego intronowi miejsca sktadania 5°,
jezeli istnieje wigcej niz jedno takie miejsce. Przeciwnie, nadmiar hnRNP A/B promuje
wybor dystalnego miejsca sktadania 5°. Funkcjonalny antagonizm pomigdzy SF2/ASF
— biatkiem nalezacym do rodziny SR a hnRNP dotyczacy miejsc sktadania jest oparty
na kompetycyjnym taczeniu si¢ tych biatek z pre-mRNA [18, 30].

Biatko U2AF a dwie klasy intronéw

U2AF jest biatkiem odgrywajacym kluczowa role¢ w zainicjowaniu rozpoznania
miejsca sktadania 3’ oraz regionu rozgateziajacego [38]. Zbudowane jest ono z dwoch
podjednostek — duzej U2AF65 i matej U2AF35. Podjednostka U2AF65 taczy sie
bezposrednio z traktem polipirymidynowym i z sekwencja rozgalteziajaca. U2AF35 ma
natomiast zdolno$¢ rozpoznawania polaczenia AG/G w miejscu sktadania 3’ i utatwia
oddzialywanie U2snRNP z miejscem rozgatezienia [13,39].

Rola U2AF jest nieco odmienna w zaleznosci od klasy intronéw bioracych udziat w
sktadaniu genu. Pierwsza grupa introndw obejmuje tzw. AG-niezalezne, ktore maja silny
trakt polipirymidynowy. W ich przypadku pierwszy etap sktadania RNA zachodzi, nawet
gdy jest mutacja w obrgbie sekwencji AG. Czynnik U2AF taczy si¢ z intronem efektywnie
poprzez swoja wicksza podjednostke i nie potrzebuje mniejszej podjednostki ani sekwencji
AG. Konserwatywny dwunukleotyd AG potrzebny jest dopiero w drugim etapie procesu.

Sytuacja wyglada inaczej w przypadku tzw. intronow AG-zaleznych, gdzie sekwencja
AG odgrywa istotng rol¢ rowniez w pierwszym etapie. Introny zalezne od AG maja
krotszy, a tym samym stabszy szlak polipirymidynowy. Podjednostka wigksza U2 AF65
przyltacza si¢ do tych introndw ze znacznie mniejsza sita i aby potaczenie to byto
efektywne, potrzebuje dodatkowo potaczenia pomiedzy AG a podjednostka mniejsza
U2AF35. Gdy jest mutacja w obrebie AG, proces sktadania RNA nie zachodzi [9,40,50].

Czynnik hSlu7 a wybor dwunukleotydu AG

W sytuacji, gdy istnieje wigcej niz jeden dinukleotyd AG, omijana jest para blizsza
sekwencji rozgalgziajacej 1 wybierana ta potozona dalej od niej. Mozliwo$¢ wymiennego
wyboru AG dotyczy dwunukleotydéw znajdujacych si¢ w odleglosci nie wigkszej niz
30 nt od sekwencji rozgal¢ziajacej. Duze zainteresowanie budzi czynnik hSIu7, pod
nieobecnos¢ ktorego dochodzi do aktywacji alternatywnych par AG zamiast
prawidtowych. Uwaza sig, ze czynnik hSlu7 odpowiada za silne przytaczenie pierwszego
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TABELA 2. Przyklady czynnikow regulacyjnych wystepujacych w roznych tkankach [18, 30,49]

Biatko Charakterystyka

PTB laczy sig z RNA, rozpoznaje szlak polipirymidynowy poprzedzajacy miejsce
Polypirimidine skladania 3' i dziala jako negatywny regulator w genie dla O-tropomiozyny
tract binding lub a-aktyniny; przypuszcza sig, ze PTB i U2AF dzialaja kompetycyjnie
protein

CELF nalezace do tej rodziny CELF3 i CELF5 znajdowano tylko w mozgu, ale
CUG-BP, ETR-3 i CELF4 sg rozpowszechnione znacznie szerzej; bialkka CELF
przylaczaja si¢ do wzmacniaczy skladania genu sercowej troponiny T (cTNT)

i powoduja wlaczenie eksonu 5

Sam68 wystgpuje w fibroblastach i limfocytach, gdzie faczy si¢ z fosfolipaza Cy i kinaza

(z rodziny fosfatydyloinozytolowa p85 zaangazowanymi w transdukcj¢ sygnalu; oddziatuje z

STAR) intronowym regulatorem RNA i biatkiem FBP21 zwiazanym ze spliceosomem,
fosforylacja SAM68 zmienia jego zdolno$ci faczenia si¢ z innymi biatkami

rSLM-2 laczy sig bezposrednio z regionami RNA bogatymi w puryny i prawdopodobnie

(z rodziny reguluje wybor miejsc skladania; taczy si¢ tez z czynnikami regulacyjnymi SRp30c,

STAR) ASF/SF2, htra2—B1 i jednoczesnie z koncem karboksylowym najwiekszej pod-

jednostki polimerazy RNA 1, przez co nasila proces skladania genu; w biakkach
neurofilamentu powoduje wlaczenie eksonu 3, a w czasteczkach CD44 eksonu 5

eksonu w obrebie spliceosomu [6,21]. Gdy nie ma czynnika hSlu7, ekson ten przylaczony
jest luzno i w konsekwencji nie ma mozliwosci dotarcia do prawidtowego dwunukleotydu
(AG), moze jednak atakowa¢ pozostate dwunukleotydy AG (tab. 2).

SKEADANIE GENU A FAZY CYKLU KOMORKOWEGO

Uwaza sig, ze biatko SRrp38 ma dziatanie hamujace proces sktadania genu. Biatko to
jestsilnie aktywowane w wyniku defosforylacji, do ktorej dochodzi podczas fazy M cyklu
komdrkowego. Aktywacja regulatoréw mitozy przez ich defosforylacje jest zjawiskiem
stosunkowo rzadkim, z reguty to fosforylacja prowadzi do aktywacji procesu [11,28,32].

TRANSKRYPCJA A SKEADANIE GENU

Transkrypcja i dojrzewanie pre-mRNA nie sg zjawiskami zupetnie od siebie
niezaleznymi. Istnieje silny zwiazek czasowy i przestrzenny pomigdzy reakcjami
tworzenia czapeczki, sktadania RNA a wydluzaniem RNA z udziatem polimerazy RNA
IT (pol II) [18,44,45]. Postuluje sig istnienie wielkiej jednostki dla catego procesu
powstawania RNA, tj. kompleksu, ktéry moze si¢ przytacza¢ do chromatyny, ztozonego
z RNA polimerazy Il i czynnikow transkrypcyjnych [30].
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W procesie alternatywnego sktadania RNA wazna jest struktura promotora. W
rzeczywistosci wigkszo$¢ gendw ma tylko jeden promotor, wigc kontrola odbywa si¢ przez
szereg regulujacych czynnikoéw transkrypcyjnych, ktorych roznorodnos¢ zwiazana jest z
lokalizacja tkankowa. Biatka te moga tez mie¢ rzne funkcje w kazdym z procesow [33, 27].

Biorac pod uwage zdolnos¢ stymulacji okreslonych etapow transkrypcji wyrdézniono
trzy klasy transkrypcyjnych domen aktywujacych:

1) aktywatory klasy I stymulujace inicjacjg, np. Spl, CTF/NF1,

2) aktywatory klasy II stymulujace wydtuzanie, np. HIV-1, Tat,

3) aktywatory klasy III pobudzajace oba etapy dziatania polimerazy II, np. VP16,
p53, E2F1 [27].

TRANS-SPLICING

Proces skfadania RNA moze przebiega¢ w dwdch formach przestrzennych. U wigkszosci
znanych organizmow zachodzi w uktadzie cis, ale u niektorych, takich jak na przyktad
trypanosomy lub pewne gatunki nicieni, mamy do czynienia z uktadem trans [35,44,45,46].

W procesie sktadania RNA w uktadzie trans (analogicznie jak w uktadzie cis) w
drodze etapowej transestryfikacji dochodzi do przylaczenia tzw. SL (spliced leader
sequence) powstajacej ze specyficznych dla procesu zachodzacego w uktadzie trans
snRNP (SL RNP) i kofaktorow U2, U4 1 U6 snRNP. U organizmow, u ktorych sktadanie
RNA zachodzi w uktadzie trans, obecny jest czynnik podobny do U5 snRNP, nazwany
SLLA2 RNA (zwiazany z SL RNA) [22].

METODY ANALIZY ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA

EST — alternatywne sktadanie RNA moze by¢ badane przez sekwencjonowanie
fragmentow genomu, tworzenie baz EST (ang. expressed sequence tag)[2,3,12,15,25,
36,42,43,51,52]. W 1990 roku rozpocze¢to w Stanach Zjednoczonych zgtoszony w 1985
roku projekt sekwencjonowania calego genomu ludzkiego — Human Genome Project
(HGP) pod kierownictwem Narodowego Instytutu Zdrowia i Departamentu Energii
Stanow Zjednoczonych, przewidujacy skompletowanie catej sekwencji w ciagu 15 lat.
Projekt ten ukonczono w 2003 r. oglaszajac prawie catkowita sekwencje genomu
ludzkiego [1].

EST otrzymywane sa przy wykorzystaniu metody PCR z r6znych komorek i tkanek,
z calkowicie przetworzonego mRNA, po zakonczonym procesie sktadania, poliadenylacji
i dojrzewania konca 5’ [24]. W kolejnym etapie stworzono baz¢ EST pozwalajaca na
szybka identyfikacje genoéw i tworzenie mapy genomu czlowieka [1]. Korzystajac z
bazy zawierajacej obecnie ponad 3,1 miliona sekwencji EST mozna rowniez porownywac
sekwencje wariantow mRNA ze znang sekwencja genu. Na tej podstawie powstata
nowa gataz nauki — bioinformatyka [7].
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ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA

Uwaza sig, ze 10-20 tys. ludzkich genéw wykazuje alternatywne sktadanie RNA, z
czego prawie 1000 skatalogowanych jest w bazie alternatywnie sktadanych wariantow
wystepujacych u ssakow AsMamDB (Alternative Splicing Database of Mammals) [15].

Badania na podstawie EST

Wykazano, iz prawie potowa ludzkich gend6w ma przynajmniej dwie formy utworzone
poprzez alternatywne sktadanie. Przypuszcza sig, ze te dane liczbowe moga by¢ zanizone z
uwagi na zbyt jeszcze waska baze EST nieuwzgledniajaca rozmieszczenia poszczegdlnych
izoform w r6znych tkankach i w zaleznosci od stadium rozwoju poszczegolnych tkanek [6,7].

Szacuje sig, ze wigkszo$¢ alternatywnych form sktadania RNA pojawia si¢ w regionie
5’ nieulegajacym translacji (5’UTR). Okoto 70—88% modyfikacji prowadzi do zmiany
struktury biatka, z czego 19% wynika ze zmiany ramki odczytu i prowadzi do syntezy
krotszego biatka powstajacego na matrycy utworzonej przez alternatywne sktadanie
[7,14,15]. Modrek i wsp. zaobserwowali, ze w 46% dochodzi do zmiany konca karbo-
ksylowego, 37% stanowia wewngtrzne delecje, insercje i substytucje, a w 17% zmiany
sa w N-koncu [15]. Badania na podstawie EST wykazaty ponadto, ze 25% genéw ma
odmienne alternatywne formy poliadenylacji[7,14].

Biatka powstate w wyniku alternatywnego sktadania RNA maja bardzo r6ézna
lokalizacje w komorce. Najwicksza pulg stanowia biatka jadra (35%), nastepnie
cytoplazmy (29%), macierzy zewnatrzkomorkowej (19%), bton (13%) i mitochondrium
(4%). Niektore biatka moga mie¢ wigcej niz jedna lokalizacjg, a ponadto poszczegdlne
izoformy moga wystgpowaé w réznych przedziatach komorkowych, np. B-receptor
kwasu retinowego wystepuje w jadrze jako biatka 3-1 1 [3-2 oraz jako zlokalizowane w
cytoplazmie biatko (3-3 [24].

Kolejnym zadaniem, jakie zostalo postawione w czasie teoretycznych rozwazan na
podstawie EST, byta proba oszacowania, jakich komorek 1 uktadow w szczegolnosci
dotyczy omawiane zjawisko. Wykazano, iz 29% gendw, w ktorych stwierdzono
alternatywne sktadanie RNA, zwigzanych jest z ukladem immunologicznym, a 12%
dotyczy uktadu nerwowego. Uzasadnieniem takich wynikow wydaje sig fakt, ze oba te
systemy wymagaja niezwykle precyzyjnej kontroli w zakresie roznicowania komorko-
wego i aktywacji. Pozwala to na przetworzenie olbrzymiej ilo$ci informacji.

Proces alternatywnego sktadania RNA dotyczy gtownie gendw kodujacych biatka bton
komdrkowych (29%), 14% dotyczy biatek sekrecyjnych, a 9% genow kodujacych czasteczki
przekazujace sygnat. Kolejnymi duzymi grupami sa czynniki regulujace transkrypcjg (14%)
ibiorace udziat w apoptozie (11%). Ogotem 75% alternatywnie powstajacych transkryptow
odpowiada za funkcje zwiazane z transdukcja sygnalu w komorce [15].

Brettiwsp. [5] zbadali wystgpowanie prawdopodobnych form alternatywnego sktadania
RNA u siedmiu eukariotycznych organizméw poprzez poréwnanie ESTs z sekwencja ich
mRNA wykorzystujac do tego celu program BLAST. Oceniano ilo§¢ genow ulegajacych
alternatywnemu sktadaniu i ilo§¢ transkryptéw przypadajacych na jeden gen. U wszystkich
badanych krggowcow i bezkregowcdw wykazano podobna czgstotliwos¢ wystgpowania
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tego procesu. Alternatywne sktadanie RNA zwigksza mozliwosci kodowania genow, ale
podobny jego poziom u réznych gatunkow przeczy zatozeniu, iz proces ten stanowi istotne
zrédlo ztozonosci genomu u wyzszych organizmow [5].

Baza danych ISIS

Odmienna metoda postuzyli sig¢ Croft i wsp. [16] stwarzajac wtasna bazg 170 000
sekwencji intronowych, posrod ktorych szukali taczacych si¢ z nimi sekwencji EST.
Potaczenia z intronami znalezli w 582 genach. Potaczenia EST w obregbie sekwencji
uznanych za intronowe wskazuja na istnienie niewykrytych wczesniej, alternatywnie
wycinanych eksonoéw. Na tej podstawie stworzono system do badania procesu ewolucji
i funkcji introndéw u eukariontéw. Korzystajac z bazy ISIS (ang. Intron Sequence
Information System) mozna zapoznac sig ze struktura genow, gdyz przedstawiono w
niej graficznie alternatywne regiony kodujace, miejsca polaczen z EST i sekwencje
powtarzajace si¢ [16].

Baza danych ASAP

Informacje zgromadzone w bazie danych ASAP (ang. Alternative Splicing
Annotation Project) obejmujq doktadng strukture potaczen ekson — intron, specyficzna
lokalizacje tkankowa oraz izoformy biatek powstajacych w wyniku alternatywnych
form sktadania jednego RNA. Obecnie w bazie tej znajduja si¢ informacje dotyczace
18 173 gendw, zawierajacych wigcej niz jeden ekson, z czego alternatywny proces
sktadania RNA wykryto w 7991 sposrdd nich i opisano 30 793 zaleznosci o podobnym
charakterze. Opisano 667 alternatywnie powstajacych form zwiazanych z okreslona
dystrybucja w tkankach. Najbardziej specyficznymi lokalizacjami wydaja si¢ by¢ mozg,
jadra, skora i wezty chtonne. Formy wykazujace silna specyficznos¢ tkankowa nazwano
wigkszymi, a te, ktore nie wykazuja takiej specyficznosci, mniejszymi [23]. Skutki
alternatywnego sktadania RNA przektadaja si¢ oczywiscie na zmiany w drugo- i
trzeciorzedowej strukturze biatka [24].

Znaczenie mutacji dla procesu alternatywnego sktadania RNA

Mutacje w obrebie regionow niekodujacych, takich jak miejsca sktadania 3° lub 5°,
w obrebie sekwencji rozgaleziajacej oraz mutacje wptywajace na poliadenylacje czesto
powoduja wrodzone zaburzenia [18]. U ludzi okoto 15% choréb o podlozu genetycznym
powstalych w wyniku mutacji punktowych zwiazanych jest z zaburzeniami w procesie
sktadania RNA [8]. Moga one obejmowac nicaktywne miejsca sktadania lub powodowaé
powstawanie nowych, moga prowadzi¢ do zmiany przylaczania si¢ biatek SR i w
konsekwencji do wycigcia jakiego$ eksonu w dojrzatym RNA (50% zbadanych mutacji
dotyczylo biatek SR, takich jak: SF2/ASF, SRp40, SRp55, SC35) [8,18]. Wydaje sig, ze
glowna przyczyna omijania eksondow sa pojedyncze zmiany nukleotydéw w eksonowych
sekwencjach wzmacniajacych.

Zmiana drugorz¢dowej struktury pre-mRNA moze wpltywac¢ na wyboér miejsc
sktadania, a tym samym na prawidtowe taczenie eksondéw. Podobne skutki maja mutacje
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nonsensowne oraz delecje i insercje w obrebie eksonow [31,34]. Moga one powodowac
przedwczesne pojawienie si¢ kodonow terminujacych i prowadzi¢ do syntezy krotszych,
niefunkcjonalnych biatek [ 18]. Mutacje w sekwencjach eksonowych niszcza z reguty motywy
ESEiESS. Moga powodowac usunigcie jednego lub kilku eksondw, ale nieraz eliminowana
jestjednoczesnie nonsensowna mutacja i zachowana zostaje translacyjna ramka odczytu [ 19].
Istnieja tez tak zwane ciche mutacje, niezmieniajace sekwencji aminokwasow, ktore rowniez
moga wplywac na ESE i ESS i powodowa¢ zmiany w procesie sktadania RNA.

Mutacje dotyczace sktadania RNA mozna podzieli¢ na podklasy. Podklasa I stanowi
okoto 60% i dotyczy mutacji w niezmiennych sekwencjach miejsc sktadania, w wyniku
czego eksony przestaja by¢ rozpoznawane. Mutacje I podklasy powoduja cigzkie choroby,
gdyz w ich wyniku nie dochodzi do powstawania prawidlowego transkryptu [19].

Podklasa II to mutacje w obrgbie motywow zmiennych, prowadzace do powstawania
jednoczesnie transkryptow prawidlowego i alternatywnego poprzez wzmacnianie lub
ostabianie motywow rozpoznajacych ekson. W tej podklasie znajduja si¢ mutacje w
intronach, ktdre to generuja ukryte miejsca donorowe lub akceptorowe i moga prowadzié
do czesciowego wiaczenia sekwencji intronowych. Skutki mutacji podklasy II sa
tagodniejsze, poniewaz powstaje transkrypt prawidtowy [19].

W niektorych przypadkach mutacja moze mie¢ wptyw pozytywny. Dystrofia
migéniowa Duchenne’a jest cigzka, postepujaca choroba degeneracyjna migsni
spowodowana mutacja w genie dystrofiny. Nonsensowne mutacje w tym genie prowadza
zreguly do wczesniejszego zakonczenia syntezy i powstania w wyniku tego krotszego
biatka. Jednakze mutacja E1211X w sekwencji ESE prowadzi do ominigcia eksonu 27
itylko czg$ciowej zmiany ramki odczytu, a w konsekwencji do znacznie tagodniejsze;j
formy klinicznej choroby nazwanej Dystrofig migsniowa Beckera [20].

ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SKEADANIA RNA
W PATOLOGII CHOROB

Kalcytonina/CGRP

Klasyczny przyktad alternatywnego sktadania RNA stanowi gen dla kalcytoniny (ryc.
2), na ktérego matrycy powstaja dwa rdzne biatka o odmiennej lokalizacji tkankowej. W
tarczycy dochodzi do ekspresji kalcytoniny, powstatej] w wyniku potaczenia czterech
pierwszych eksondw. W neuronach powstaje natomiast CGRP — biatko bedace produktem
genu dla kalcytoniny po ztoZeniu eksonow 1,2, 3,516.

Regulacja tego procesu wydaje sig¢ by¢ zalezna od istniejacego w eksonie 4-eksonowego
elementu wzmacniajacego, do ktorego przylacza sig SRp55. Rozna ilos¢ biatka SRpS5 w
réznych tkankach moze odpowiada¢ za regulacje alternatywnego sktadania genu. Istotny
jest takze udziat hormondéw. W badaniu obejmujacym pacjentéw poddanych leczeniu
deksametazonem z powodu nowotworu wywodzacego si¢ z komorek rdzenia tarczycy
stwierdzono wzrost mRNA dla kalcytoniny i jednoczesny spadek mRNA dla CGRP [37].
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RYCINA 2. Alternatywne sktadanie genu CGRP

IL-4 1 jej forma alternatywna IL-402

11-4 jest kluczowa cytokina bioraca udziat w powstawaniu odpowiedzi IgE-zalezne;j
1w rozwoju zapalenia alergicznego. R6znicuje ona dojrzewajace limfocyty T w kierunku
Th2 i prowadzi do uwalniania przez nie odpowiednich cytokin (IL-4,5,9,13), indukuje
przetaczenie immunoglobulin w kierunku izotypu IgE oraz nasila IgE-zalezna aktywacje
komorek tucznych. Wptywa ponadto na ekspresje czasteczki adhezyjnej VCAM-1,
zwigksza liczbg receptoréw obecnych na powierzchni komorki i nasila sekrecjg sluzu.

Gen dla interleukiny 4 znajduje si¢ na chromosomie 5 w obszarze q23-31 i sktada
si¢ z czterech eksonow. W wyniku jego ekspresji powstaja dwa produkty: prawidtowa
IL-4 oraz IL-482 (alternatywna forma sktadania RNA z wycieciem eksonu 2), bedaca
swoistym inhibitorem dla receptora IL-4. IL-432 hamuje stymulacj¢ limfocytow T,
sekrecjg PGE, przez monocyty, syntezg IgE przez limfocyty B i ekspresjg CD23.

W niestymulowanych komoérkach krwi obwodowej stwierdzono wigksza ilos¢
produktu prawidtowego w stosunku do alternatywnego u pacjentow z astma atopowa
w poréwnaniu z osobami chorymi na gruzlicg i grupa kontrolna [55]. W komérkach
pobranych podczas biopsji z drzewa oskrzelowego stwierdzono natomiast, ze osoby z
astma maja wyzsza ekspresje [L-402 niz osoby zdrowe [54]. Sugeruje si¢, ze rtOwnowaga
pomigdzy IL-4 a IL-402 moze regulowac przebieg procesu zapalnego w astmie. Nasze
obserwacje obejmujace 18 pacjentow z astma atopowa i 14 0s6b zdrowych wykazaty
obecno$¢ produktu alternatywnego sktadania genu IL-4. U wszystkich badanych istnieje
wyzsza ekspresja formy prawidtowej genu dla IL-4 w stosunku do izoformy IL-402.
Nie stwierdziliSmy natomiast r6znicy w nasileniu procesu alternatywnego sktadania
RNA migdzy osobami zdrowymi a chorymi z astma atopowa. Poziom ekspresji zarowno
konstytutywnej, jak i alternatywnej formy sktadania genu dla IL-4 nie ulega zmianie w
zaleznosci od nasilenia procesu chorobowego w astmie [56].
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IL-2 i jej izoformy alternatywne

Kolejna cytokina, ktorej izoformy sa kompetycyjnymi inhibitorami dla wariantu
prawidtowego, jest interleukina 2. Cytokina ta spelnia rozmaite funkcje, migdzy innymi
bierze udzial w réznicowaniu limfocytow B i sekrecji immunoglobulin. Wzmacnia
cytotoksycznos$¢ monocytow, nasila fagocytoze i proliferacje makrofagow, stymuluje
proliferacj¢ komoérek NK i ich aktywnosc¢ cytologiczna. Wykryto dwa produkty bedace
wynikiem alternatywnego sktadania RNA dla IL-2: IL-232 powstajaca z ominigciem
eksonu 2 i [L-283 bez eksonu 3. W przeciwienstwie do formy prawidtowej izoformy
sktadania alternatywnego nie stymuluja proliferacji limfocytow T i hamuja przytaczanie
rhIL-2 do receptorow dla IL-2 [62].

15-LOb i jej izoformy

15-lipoksygenaza (15-LO) nalezy do grupy enzymow katalizujacych przeksztatcenie
wielonienasyconych kwasow tluszczowych do lipoksyn. U ludzi opisano kilka jej rodzajow:
5-LO, 12-LO, 12R-LO, 15-LOa, 15-LOb. 15-LOb powoduje hydroksylacje¢ kwasu
arachidonowego w pozycji 5 lub 15 w konfiguracji S. Prowadzi to do powstania pochodnej
15-HETE kwasu arachidonowego, a w konsekwencji rowniez lipoksyn, substancji o
potencjalnie modulujacym wptywie na stany zapalne. Gen dla 15-LOb znajduje si¢ na
chromosomie 17 i zawiera 14 eksondw. W procesie sktadania RNA, na skutek usunigcia
eksonu 9 powstaje izoforma 15-LOb2 (15-LOXb sv-a) . Nowo powstaly enzym wykazuje
odmienng od swego prekursora aktywnos¢ katalityczna. Ulega on inaktywacji przez
powstajace produkty juz po 1-2 minutach, a nie po 30 minutach jak w przypadku 15-
LOBb. Istnieja ponadto: 15-LOXb sv-b, ktora powstaje w wyniku wycigcia eksonu 9. czgsci
eksonu 10. i calego eksonu 11., na skutek czego enzym staje si¢ nieaktywny oraz 15-
LOXb sv-c bedaca wynikiem pozostawienia intronu 12., co prowadzi do zmiany ramki
odczytu i wezesniejszego wystapienia kodonu stopu. Produkt powstajacy na tej matrycy
jest nieaktywny, poniewaz w wyniku sktadania mRNA w koncu karboksylowym usunigta
zostaje izoleucyna, potrzebna do regulacji katalitycznego zelaza [63].

COX-1 1jej izoformy

Cyklooksygenazy sa grupa enzymow odgrywajacych istotng role w procesie
zapalnym. Biatka te katalizuja transformacj¢ kwasu arachidonowego, bedacego
sktadnikiem bton lipidowych prowadzac do powstania prostaglandyn, tromboksandw i
prostacyklin. Istnieja dwie izoformy enzymu COX-1 — wystgpujaca konstytutywnie i
forma indukowana COX-2. Gen dla COX-1 znajduje si¢ na chromosomie 9q32-33.3, a
dla COX-2 na chromosomie 1g25.2-q25.3.

Znane sa alternatywne warianty sktadania RNA dla COX-1. Istnieje forma
transkryptu opisywana jako COX-3, gdy nie dochodzi do wycigcia intronu 1 oraz
warianty sktadania genu prowadzace w konsekwencji do powstania biatek krotszych.
Sa to PCOX-1a i PCOX-1b powstate w wyniku usunigcia eksondw od 5 do 8, przy
czym w przypadku PCOX-1 podobnie jak w COX-3 pozostaje intron 1. COX-3 ma
aktywnosc¢ enzymatyczna odmienna od COX-1, zalezna od procesoéw glikozylacji. COX-
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3 jest hamowana swoiscie (w porownaniu z COX-1 1 COX-2) przez niesteroidowe leki
przeciwzapalne, takie jak acetaminofen, fenacetyna [59].

Prowadzone sa réwniez ciekawe badania dotyczace alternatywnej formy sktadania,
opisywanej jako COX-1SV, powstajacej na matrycy RNA COX-1, ale krotszej o pierwsze
150 nt. Wiadomo, ze prostaglandyny bedace produktami metabolizmu cyklo-oksygenaz
odgrywaja istotng rolg¢ w obronie $luzowki zotadka. Wykazano zmiany w ekspresji obu
wariantow COX-1 w zaleznosci od wieku pacjentow. U 0sob starszych dominowata izoforma
COX-1SV, co moze mie€ istotny zwiazek z malejaca z wiekiem protekcja sluzowki [60].

Stwierdzono takze, ze COX-1SV stanowi 2% ekspresji catkowitego mRNA bialka
COX-1w komorkach raka jelita grubego. Poziom COX-1SV wzrastat w przypadku guzéw
jelita grubego i odbytnicy, a nastepnie ulegat obnizeniu, po zastosowaniu niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych, do wartosci wykrywanych w sluzéwce 0sob zdrowych [61].

Uwaza sig, ze produkty transformacji kwasu arachidonowego powstajace na szlaku
cyklooksygenazowym sa zaangazowane w patomechanizm astmy. Prowadzac badania
nad ekspresja cyklooksygenaz stwierdzilismy, ze w ludzkich leukocytach obecny jest
jeszcze jeden produkt alternatywnego sktadania genu COX-1. Biatko to powstaje na
skutek delecji fragmentu mRNA o dlugosci 111 nukleotyddw, stanowiacych ekson 9.
StwierdziliSmy, ze u 0s6b z astmg istnieje wyzsza ekspresja formy prawidlowej w
stosunku do izoformy alternatywnej w poréwnaniu z grupa kontrolna. Czynno$ciowe
znaczenie tego zjawiska nie zostato jak dotad poznane. Nie wykazaliSmy istotnych
statystycznie rdznic w ekspresji obu izoform biatka COX-1 pomigdzy pacjentami z
astma oskrzelowa tolerujacymi aspiryng a osobami chorujacymi na astme z nadwraz-
liwoscia na aspiryng, u ktorych zaburzenia syntezy PGE, uznane sa za kluczowy element
patomechanizmu nadwrazliwosci [57,58].

PODSUMOWANIE

Alternatywne sktadanie RNA odgrywa istotng rol¢ w tworzeniu zréznicowanych
sekwencyjnie matryc translacyjnych, powstajacych z tego samego genu, a w konsekwencji
prowadzi do powstania olbrzymiej puli biatek o réznorodnych funkcjach. Istnienie tego
zjawiska moze stanowi¢ podtoze powstania pewnych choréb. Wazne jest doktadne poznanie
mechanizméw regulacji ekspresji gendéw i syntezy biatek oraz wzajemne relacje pomiedzy
tymi procesami. Znaczenie alternatywnego skladania RNA i mechanizmow jego regulacji
wydaje si¢ niezwykle istotne, budzi nadzieje na mozliwo$¢ wykorzystania w przysztosci w
celu lepszego wykrywania chordb, wezesniejszej detekcji predyspozycji genetycznych do
pojawienia si¢ choroby lub jako celu dla potencjalnej terapii.
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