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Streszczenie: Alternatywne sk³adanie RNA jest procesem zwiêkszaj¹cym ró¿norodno�æ powstaj¹cych
transkryptów  RNA  i  w konsekwencji równie¿ bia³ek. Szacuje siê, ¿e zjawisko to wystêpuje w oko³o
5�30% ludzkich genów. Jest to bardzo z³o¿ony proces regulowany przez liczne czynniki wzmacniaj¹ce
lub wyciszaj¹ce, ró¿ne w zale¿no�ci od lokalizacji tkankowej, wp³ywaj¹ce na ostateczny poziom alter-
natywnego transkryptu. Znane s¹ liczne przyk³ady bia³ek tworzonych na alternatywnych matrycach, np.
ezymów 15-LOb i COX. Alternatywne warianty bia³ek mog¹ spe³niaæ odmienne funkcje jak w przy-
padku IL-4. Poznanie mechanizmów alternatywnego sk³adania RNA i ich regulacji budzi nadzieje na
wykorzystanie tego procesu do diagnostyki, detekcji predyspozycji genetycznych lub jako celu dla po-
tencjalnej terapii.

S³owa kluczowe: alternatywne sk³adanie 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.
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WSTÊP

Genom cz³owieka zawiera kilkadziesi¹t tysiêcy genów, czyli jest ich tylko dwukrotnie
wiêcej ni¿ u robaków czy owadów [8]. Stosunkowo ma³a liczba genów w genomach
Eukariota nasuwa pytanie, co stanowi �ród³o tak olbrzymiej ich ró¿norodno�ci [14].
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Do mechanizmów, które zwiêkszaj¹ liczbê powstaj¹cych izoform bia³ka nale¿y miêdzy innymi
alternatywne sk³adanie genu [5]. Mo¿e ponadto dochodziæ do pobudzenia nieaktywnych
wcze�niej miejsc pocz¹tku transkrypcji, ró¿nych promotorów dla tego samego RNA,
pozostawienia pewnych intronów lub usuniêcia b¹d� pozostawienia okre�lonych eksonów.
Poliadenylacja zachodz¹ca w ró¿nych miejscach oraz wcze�niejsze zakoñczenie pre-mRNA
tak¿e przyczyniaj¹ siê do zwiêkszenia liczby izoform bia³ka [8]. �ród³em zmienno�ci w populacji
s¹ ponadto polimorfizmy w obrêbie pojedynczego genu (ang. Single Nuclear Polimorphism
� SNP), zwiêkszaj¹ce równie¿ liczbê powstaj¹cych form bia³ka. Do tej pory zidentyfikowano
ponad 1,4 miliona SNP i zestawiono w odpowiedniej bazie danych  [14].

Zmiany zachodz¹ce w pre-mRNA obejmuj¹ dojrzewanie koñca 5`, ciêcie i
poliadenylacjê koñca 3�, metylacjê oraz sk³adanie RNA (splicing). Sk³adanie RNA
polega na wycinaniu z pierwotnego transkryptu prekursorowego mRNA sekwencji
niekoduj¹cych (intronów) i ³¹czeniu fragmentów koduj¹cych � eksonów [53]. W wyniku
alternatywnego sk³adania z jednego genu mo¿e powstaæ jedna lub kilka ró¿nych
cz¹steczek mRNA. Obecnie szacuje siê, ¿e 5 do 30%, a nawet 40% ludzkich genów
ulega temu procesowi, którego regulacja zale¿eæ mo¿e od stadium rozwoju, stanu
fizjologicznego tkanki lub tocz¹cego siê procesu patologicznego [6, 49].

Zjawisko alternatywnego sk³adania RNA budzi szerokie zainteresowanie w�ród
badaczy. Wed³ug bazy Medline  ka¿dego dnia pojawiaj¹ siê dwa nowe doniesienia na
temat alternatywnego sk³adania genów [6]. Wzrastaj¹ca ilo�æ badañ w obszarze tego
zagadnienia �wiadczy o wielu wci¹¿ niepoznanych mechanizmach ekspresji genów.

MECHANIZM SK£ADANIA RNA

Sekwencje kluczowe w procesie sk³adania RNA
Sk³adanie pierwotnego transkryptu odbywa siê w j¹drze komórkowym i poprzedza

transport dojrza³ego mRNA do cytoplazmy (ryc. 1). W obrêbie pre-mRNA istniej¹ trzy
sekwencje kluczowe dla procesu sk³adania genu, warunkuj¹ce dok³adno�æ i efektywno�æ
procesu. Pierwsz¹ z nich stanowi¹ �miejsca splicingowe�, czyli miejsca, w których dochodzi
do wycinania intronów. W górnej czê�ci intronu le¿y miejsce sk³adania 5� zwane równie¿
miejscem donorowym, a doln¹ czê�æ ogranicza miejsce sk³adania 3�, czyli akceptor. Ka¿dy
intron rozpoczyna siê sekwencj¹ GURAGU (R jest puryn¹), a koñczy dwoma nukleotydami
� AG [8,14]. Drug¹ wa¿n¹ sekwencj¹ jest trakt polipirymidynowy, znajduj¹cy siê na
koñcu 3�, kilkana�cie zasad przed AG, bêd¹cy sekwencj¹ bogat¹ w cytydynê i  urydynê,
a ostatni¹ sekwencjê stanowi¹ miejsca rozga³êzienia [4].

Powstawanie spliceosomu

Proces sk³adania genu przebiega w spliceosomie, bêd¹cym kompleksem piêciu
snRNP (small nuclear � ma³ych j¹drowych RNP, powsta³ych przez po³¹czenie snRNA
ze specyficznymi bia³kami) i bardzo wielu innych bia³ek pomocniczych (np. U2AF,
pPTB, IBP) [18]. Ma³e j¹drowe RNA (snRNA � U1, U2, U4, U5, U6) wystêpuj¹ we
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wszystkich typach komórek, ale stanowi¹ nie wiêcej ni¿ 1% komórkowego RNA.
Odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w rozpoznawaniu intronów, okre�laniu miejsc sk³adania i w
katalitycznych reakcjach w obrêbie spliceosomu.

Powstanie spliceosomu jest procesem o du¿ej dynamice, który ma na celu umieszcze-
nie koñców 5� i 3� intronu obok siebie. W momencie, gdy znajd¹ siê one w centrum
katalitycznym spliceosomu, dochodzi do wyciêcia intronu i po³¹czenia s¹siaduj¹cych ze
sob¹ eksonów [8]. W pierwszym etapie U1-snRNA rozpoznaje komplementarn¹
sekwencjê  koñca  5�  intronu  [22].  W kolejnym etapie kompleks U4-U5-U6-snRNA
wraz z bia³kami pomocniczymi przy³¹cza siê do koñca 3� miejsca sk³adania. U5-snRNP
lokuje siê w miejscu U1-snRNP, a rozerwanie wi¹zañ wodorowych miêdzy U4-snRNP
i U6-snRNP wyzwala pe³n¹ aktywno�æ katalityczn¹ U6-snRNP. Sekwencja intronowa
tworzy strukturê pêtli powsta³ej z udzia³em U2-, U5- i U6-snRNA. Do wyciêcia intronu
prowadz¹ dwie reakcje transestryfikacji. Po uwolnieniu intron ulega degradacji [10, 13].

Rola U5snRNP

Uwa¿a siê, ¿e czynnik U5 snRNP odgrywa istotn¹ rolê w modulowaniu i stabilizacji
interakcji na poziomie RNA, gdy¿ jego nieobecno�æ blokuje spliceosom, a w
konsekwencji proces sk³adania genu (tab. 1). Czynnik ten zapobiega ewentualnemu
od³¹czeniu siê eksonu 5� (powstaj¹cego po pierwszej transestryfikacji) od miejsca
aktywnego spliceosomu, a nastêpnie w drugim etapie katalitycznym bierze udzia³ w
³¹czeniu siê koñców eksonów 3� i 5� [22, 47, 48].

RYCINA 1. Kluczowe sekwencje sk³adania RNA

Ekson Sekwencja intronowa    Ekson

5’     3'

  GURAGU AG

       BP    poly (Py)

 miejsce sk³adania 5�            miejsce sk³adania 3�

BP � sekwencja  rozga³êziaj¹ca
poly (Py) � szlak polipirymidynowy
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REGULACJA PROCESU ALTERNATYWNEGO SK£ADANIA
GENU

Procesy fizjologiczne wymagaj¹ niezwykle precyzyjnych mechanizmów regulacji,
ró¿nych w zale¿no�ci od np. lokalizacji tkankowej [24]. Istnieje du¿a grupa bia³ek
pe³ni¹cych tê funkcjê, których cech¹ charakterystyczn¹ jest fakt posiadania dwóch domen
� domeny ³¹cz¹cej siê z RNA i ³¹cz¹cej siê z bia³kami [7].

Eksonowe i intronowe elementy wzmacniaj¹ce i hamuj¹ce sk³adanie RNA

Alternatywne sk³adanie RNA jest bardzo z³o¿onym systemem z licznymi czynnikami
wzmacniaj¹cymi lub wyciszaj¹cymi i w konsekwencji wp³ywaj¹cymi na ostateczny
poziom alternatywnego transkryptu [10]. W zale¿no�ci od lokalizacji i funkcji
wyró¿niamy: eksonowe elementy wzmacniaj¹ce � ESEs (ang. exonic splicing
enhancers), intronowe elementy wzmacniaj¹ce � ISEs (ang. intronic splicing
enhancers) oraz analogicznie elementy hamuj¹ce � ESSs (ang. exonic splicing
silencer) i ISSs (ang. intronic splicing silencer) [8,17,22,26]. Pojedynczy element
wzmacniaj¹cy ESE przyczynia siê do rozpoznania kilku miejsc sk³adania podczas tego
samego etapu tworzenia siê spliceosomu. Wzmacniacze sk³adania genu � ESE,
znajduj¹ce siê na ró¿nych eksonach, dzia³aj¹ synergistycznie w procesie aktywacji
miejsc sk³adania [8, 17]. Jednocze�nie liczne nieaktywne miejsca sk³adania w intronach
mog¹ byæ hamowane przez intronowe elementy hamuj¹ce proces sk³adania genu �
ISSs.

Rola bia³ek z rodziny SR i ich antagoni�ci

Bia³ka SR nale¿¹ do rodziny wysoce konserwatywnych czynników reguluj¹cych
proces sk³adania genu [8,17,41]. Zbudowane s¹ z domen RRM (ang. RNA recognition
element) odpowiadaj¹cych za specyficzne przy³¹czanie siê do RNA i domeny SR

ALEBAT ]42[ANRainada³kseisecorpwnaimzyda³kyzrP.1

anaimZ naimziktukS

A eicêzcopzorenwytanretl y³atsozainatswopogejodydg,êisin¿órak³aibceinok-N
)%81('5unoskeejsrewen¿órenatsyzrokyw

A einezcñokazenwytanretl )%31(utyzcdoêkmar¹n¿óranigawuzêisin¿órak³aibceinok-C

W )'3bul'5(unoskeeine¿u³dy ijcnewkesnokw'3bul'5uknureikwuine¿u³dywcelue¿omnoske
)%6(ainada³kscsjeimeinlamron¿inhcynniainatsyzrokyw

S unoskeeinecórk )%32(.wjmzinahcemynbodop

O unoskeeicêinim
ogetyrkueinezc¹³wbul

)%04('3bul'5ainada³kscsjeimhcywoneinanzopzor



                                                          621SK£ADANIE RNA � FORMY ALTERNATYWNE, REGULACJA I FUNKCJE

oddzia³uj¹cej pomiêdzy bia³kami [8,18,29]. Bia³ka SR mog¹ przy³¹czaæ siê do elementów
wzmacniaj¹cych w obrêbie eksonów i poprzez bezpo�redni¹ interakcjê z U2AF i
U1snRNP stymulowaæ spliceosom do po³¹czenia s¹siaduj¹cych ze sob¹ miejsc sk³adania
[10,18]. Bior¹ równie¿ udzia³ w pó�niejszych etapach sk³adania genu poprzez rekrutacjê
kompleksu czynników: U4/U6,U5 [28, 29].

Istniej¹ rodziny bia³ek dzia³aj¹cych antagonistycznie w stosunku do bia³ek SR. Znane
s¹ bia³ka hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) rozpoznaj¹ce ESS i ISS,
niezawieraj¹ce domeny RS [18]. Znajduj¹ siê one w du¿ych ilo�ciach w obrêbie j¹dra
komórkowego i w okolicy j¹derkowych ziarnisto�ci [8,30]. Istnieje te¿ grupa bia³ek
podobnych do SR zwanych SRrps (SR-related proteins) maj¹cych domeny RRM.

Bia³ka SR przyczyniaj¹ siê do wyboru bli¿szego intronowi  miejsca sk³adania 5�,
je¿eli istnieje wiêcej ni¿ jedno takie miejsce. Przeciwnie, nadmiar hnRNP A/B promuje
wybór dystalnego miejsca sk³adania 5�. Funkcjonalny antagonizm pomiêdzy SF2/ASF
� bia³kiem nale¿¹cym do rodziny SR a hnRNP dotycz¹cy miejsc sk³adania jest oparty
na kompetycyjnym ³¹czeniu siê tych bia³ek z pre-mRNA [18, 30].

Bia³ko U2AF a dwie klasy intronów

U2AF jest bia³kiem odgrywaj¹cym kluczow¹ rolê w zainicjowaniu rozpoznania
miejsca sk³adania 3� oraz regionu rozga³êziaj¹cego [38].  Zbudowane jest ono z dwóch
podjednostek � du¿ej U2AF65 i ma³ej U2AF35. Podjednostka U2AF65 ³¹czy siê
bezpo�rednio z traktem polipirymidynowym i z sekwencj¹ rozga³êziaj¹c¹. U2AF35 ma
natomiast zdolno�æ rozpoznawania po³¹czenia AG/G w  miejscu sk³adania 3� i u³atwia
oddzia³ywanie U2snRNP z miejscem rozga³êzienia [13,39].

Rola U2AF jest nieco odmienna w zale¿no�ci od klasy intronów bior¹cych udzia³ w
sk³adaniu genu. Pierwsza grupa intronów obejmuje  tzw. AG-niezale¿ne, które maj¹ silny
trakt polipirymidynowy. W ich przypadku pierwszy etap sk³adania RNA zachodzi, nawet
gdy jest mutacja w obrêbie sekwencji AG. Czynnik U2AF ³¹czy siê z intronem efektywnie
poprzez swoj¹ wiêksz¹ podjednostkê i nie potrzebuje mniejszej podjednostki ani sekwencji
AG. Konserwatywny dwunukleotyd AG potrzebny jest dopiero w drugim etapie procesu.

Sytuacja wygl¹da inaczej w przypadku tzw. intronów AG-zale¿nych, gdzie sekwencja
AG odgrywa istotn¹ rolê równie¿ w pierwszym etapie. Introny zale¿ne od AG maj¹
krótszy, a tym samym s³abszy szlak polipirymidynowy. Podjednostka wiêksza U2AF65
przy³¹cza siê do tych intronów ze znacznie mniejsz¹ si³¹ i aby po³¹czenie to by³o
efektywne, potrzebuje dodatkowo po³¹czenia pomiêdzy AG a podjednostk¹ mniejsz¹
U2AF35. Gdy jest mutacja w obrêbie AG, proces sk³adania RNA nie zachodzi [9,40,50].

Czynnik hSlu7 a wybór dwunukleotydu AG

W sytuacji, gdy istnieje wiêcej ni¿ jeden dinukleotyd AG, omijana jest para bli¿sza
sekwencji rozga³êziaj¹cej i wybierana ta po³o¿ona dalej od niej. Mo¿liwo�æ wymiennego
wyboru AG dotyczy dwunukleotydów  znajduj¹cych siê w odleg³o�ci nie wiêkszej ni¿
30 nt od sekwencji rozga³êziaj¹cej. Du¿e zainteresowanie budzi czynnik hSlu7, pod
nieobecno�æ którego dochodzi do aktywacji alternatywnych par AG zamiast
prawid³owych. Uwa¿a  siê, ¿e czynnik hSlu7 odpowiada za silne przy³¹czenie pierwszego
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eksonu w obrêbie spliceosomu [6,21].  Gdy nie ma czynnika hSlu7, ekson ten przy³¹czony
jest lu�no i w konsekwencji nie ma mo¿liwo�ci dotarcia do prawid³owego dwunukleotydu
(AG), mo¿e jednak atakowaæ pozosta³e dwunukleotydy AG (tab. 2).

SK£ADANIE GENU A FAZY CYKLU KOMÓRKOWEGO

Uwa¿a siê, ¿e bia³ko SRrp38 ma dzia³anie hamuj¹ce proces sk³adania genu. Bia³ko to
jest silnie aktywowane w wyniku defosforylacji, do której dochodzi podczas fazy M cyklu
komórkowego. Aktywacja regulatorów mitozy przez ich defosforylacjê jest zjawiskiem
stosunkowo rzadkim, z regu³y to fosforylacja prowadzi do aktywacji procesu [11,28,32].

TRANSKRYPCJA A SK£ADANIE GENU

Transkrypcja i dojrzewanie pre-mRNA nie s¹ zjawiskami zupe³nie od siebie
niezale¿nymi. Istnieje silny zwi¹zek czasowy i przestrzenny pomiêdzy reakcjami
tworzenia czapeczki, sk³adania RNA a wyd³u¿aniem RNA z udzia³em polimerazy RNA
II (pol II) [18,44,45]. Postuluje siê istnienie wielkiej jednostki dla ca³ego procesu
powstawania RNA, tj. kompleksu, który mo¿e siê przy³¹czaæ do chromatyny, z³o¿onego
z RNA polimerazy II i czynników transkrypcyjnych [30].
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W procesie alternatywnego sk³adania RNA wa¿na jest struktura promotora. W
rzeczywisto�ci wiêkszo�æ genów ma tylko jeden promotor, wiêc kontrola odbywa siê przez
szereg reguluj¹cych czynników transkrypcyjnych, których ró¿norodno�æ zwi¹zana jest  z
lokalizacj¹ tkankow¹. Bia³ka te mog¹ te¿ mieæ ró¿ne funkcje w ka¿dym z procesów [33, 27].

Bior¹c pod uwagê zdolno�æ stymulacji okre�lonych etapów transkrypcji wyró¿niono
trzy klasy transkrypcyjnych domen aktywuj¹cych:

1) aktywatory klasy I stymuluj¹ce inicjacjê, np. Sp1, CTF/NF1,
2) aktywatory klasy II stymuluj¹ce wyd³u¿anie, np. HIV-1, Tat,
3) aktywatory klasy III pobudzaj¹ce oba etapy dzia³ania polimerazy II, np. VP16,

p53, E2F1 [27].

TRANS-SPLICING

Proces sk³adania RNA mo¿e przebiegaæ w dwóch formach przestrzennych. U wiêkszo�ci
znanych organizmów zachodzi w uk³adzie cis, ale u niektórych, takich jak na przyk³ad
trypanosomy lub pewne gatunki nicieni, mamy do czynienia z uk³adem trans [35,44,45,46].

W procesie sk³adania RNA  w uk³adzie trans (analogicznie jak w uk³adzie cis) w
drodze etapowej transestryfikacji dochodzi do przy³¹czenia tzw. SL (spliced leader
sequence) powstaj¹cej ze specyficznych dla procesu zachodz¹cego w uk³adzie trans
snRNP (SL RNP) i kofaktorów U2, U4 i U6 snRNP. U organizmów, u których sk³adanie
RNA zachodzi w uk³adzie trans, obecny jest czynnik podobny do U5 snRNP, nazwany
SLA2 RNA (zwi¹zany z SL RNA) [22].

METODY ANALIZY ALTERNATYWNEGO SK£ADANIA RNA

EST � alternatywne sk³adanie RNA mo¿e  byæ  badane przez sekwencjonowanie
fragmentów genomu, tworzenie baz EST (ang. expressed sequence tag) [2,3,12,15,25,-
36,42,43,51,52]. W 1990 roku rozpoczêto w Stanach Zjednoczonych zg³oszony w 1985
roku projekt sekwencjonowania ca³ego genomu ludzkiego � Human Genome Project
(HGP) pod kierownictwem Narodowego Instytutu Zdrowia i Departamentu Energii
Stanów Zjednoczonych, przewiduj¹cy skompletowanie ca³ej sekwencji w ci¹gu 15 lat.
Projekt ten ukoñczono w 2003 r. og³aszaj¹c prawie ca³kowit¹ sekwencjê genomu
ludzkiego [1].

EST otrzymywane s¹ przy wykorzystaniu  metody PCR z ró¿nych komórek i tkanek,
z ca³kowicie przetworzonego mRNA, po zakoñczonym procesie sk³adania, poliadenylacji
i dojrzewania koñca 5� [24]. W kolejnym etapie stworzono bazê EST pozwalaj¹c¹ na
szybk¹ identyfikacjê genów i tworzenie mapy genomu cz³owieka [1]. Korzystaj¹c z
bazy zawieraj¹cej obecnie ponad 3,1 miliona sekwencji EST mo¿na równie¿ porównywaæ
sekwencje wariantów mRNA ze znan¹ sekwencj¹ genu. Na tej podstawie powsta³a
nowa ga³¹� nauki � bioinformatyka [7].
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ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SK£ADANIA RNA

Uwa¿a siê, ¿e 10�20 tys. ludzkich genów wykazuje alternatywne sk³adanie RNA, z
czego prawie 1000 skatalogowanych jest w bazie alternatywnie sk³adanych wariantów
wystêpuj¹cych u ssaków AsMamDB (Alternative Splicing Database of Mammals) [15].

Badania na podstawie EST

Wykazano, i¿ prawie po³owa ludzkich genów ma przynajmniej dwie formy utworzone
poprzez alternatywne sk³adanie. Przypuszcza siê, ¿e te dane liczbowe mog¹ byæ zani¿one z
uwagi na zbyt jeszcze w¹sk¹ bazê EST nieuwzglêdniaj¹c¹ rozmieszczenia poszczególnych
izoform w ró¿nych tkankach i w zale¿no�ci od stadium rozwoju poszczególnych tkanek [6,7].

Szacuje siê, ¿e wiêkszo�æ alternatywnych form sk³adania RNA pojawia siê w regionie
5� nieulegaj¹cym translacji (5�UTR). Oko³o 70�88% modyfikacji prowadzi do zmiany
struktury bia³ka, z czego 19% wynika ze zmiany ramki odczytu i prowadzi do syntezy
krótszego bia³ka powstaj¹cego na matrycy utworzonej przez alternatywne sk³adanie
[7,14,15]. Modrek i wsp. zaobserwowali, ¿e w 46% dochodzi do zmiany koñca karbo-
ksylowego, 37% stanowi¹ wewnêtrzne delecje, insercje i substytucje, a w 17% zmiany
s¹ w N-koñcu [15]. Badania na podstawie EST wykaza³y ponadto, ¿e 25% genów ma
odmienne alternatywne formy poliadenylacji [7,14].

Bia³ka powsta³e w wyniku alternatywnego sk³adania RNA maj¹ bardzo ró¿n¹
lokalizacjê w komórce. Najwiêksz¹ pulê stanowi¹ bia³ka j¹dra (35%), nastêpnie
cytoplazmy (29%), macierzy zewn¹trzkomórkowej (19%), b³on (13%) i mitochondrium
(4%). Niektóre bia³ka mog¹ mieæ wiêcej ni¿ jedn¹ lokalizacjê, a ponadto poszczególne
izoformy mog¹ wystêpowaæ w ró¿nych przedzia³ach komórkowych, np. β-receptor
kwasu retinowego wystêpuje w j¹drze jako bia³ka β-1 i β-2 oraz jako zlokalizowane w
cytoplazmie bia³ko β-3 [24].

Kolejnym zadaniem, jakie zosta³o postawione w czasie teoretycznych rozwa¿añ na
podstawie EST, by³a próba oszacowania, jakich komórek i uk³adów w szczególno�ci
dotyczy omawiane zjawisko. Wykazano, i¿ 29% genów, w których stwierdzono
alternatywne sk³adanie RNA, zwi¹zanych jest z uk³adem immunologicznym, a 12%
dotyczy uk³adu nerwowego. Uzasadnieniem takich wyników wydaje siê fakt, ¿e oba te
systemy wymagaj¹ niezwykle precyzyjnej kontroli w zakresie ró¿nicowania komórko-
wego i aktywacji. Pozwala to na przetworzenie olbrzymiej ilo�ci informacji.

Proces alternatywnego sk³adania RNA dotyczy g³ównie genów koduj¹cych bia³ka b³on
komórkowych (29%), 14% dotyczy bia³ek sekrecyjnych, a 9% genów koduj¹cych cz¹steczki
przekazuj¹ce sygna³. Kolejnymi du¿ymi grupami s¹ czynniki reguluj¹ce transkrypcjê (14%)
i bior¹ce udzia³ w apoptozie (11%). Ogó³em 75% alternatywnie powstaj¹cych transkryptów
odpowiada za funkcje zwi¹zane z transdukcj¹ sygna³u w komórce [15].

Brett i wsp. [5] zbadali wystêpowanie prawdopodobnych form alternatywnego sk³adania
RNA u siedmiu eukariotycznych organizmów poprzez porównanie ESTs z sekwencj¹ ich
mRNA wykorzystuj¹c do tego celu program BLAST. Oceniano ilo�æ genów ulegaj¹cych
alternatywnemu sk³adaniu i ilo�æ transkryptów przypadaj¹cych na jeden gen. U wszystkich
badanych krêgowców i bezkrêgowców wykazano podobn¹ czêstotliwo�æ wystêpowania
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tego procesu. Alternatywne sk³adanie RNA zwiêksza mo¿liwo�ci kodowania genów, ale
podobny jego poziom u ró¿nych gatunków przeczy za³o¿eniu, i¿ proces ten stanowi istotne
�ród³o z³o¿ono�ci genomu u wy¿szych organizmów [5].

Baza danych ISIS

Odmienn¹ metod¹ pos³u¿yli siê Croft i wsp. [16] stwarzaj¹c w³asn¹ bazê 170 000
sekwencji intronowych, po�ród których szukali ³¹cz¹cych siê z nimi sekwencji EST.
Po³¹czenia z intronami znale�li w 582 genach. Po³¹czenia EST w obrêbie sekwencji
uznanych za intronowe wskazuj¹ na istnienie niewykrytych wcze�niej, alternatywnie
wycinanych eksonów. Na tej podstawie stworzono system do badania procesu ewolucji
i funkcji intronów u eukariontów. Korzystaj¹c z bazy ISIS (ang. Intron Sequence
Information System) mo¿na zapoznaæ siê ze struktur¹ genów, gdy¿ przedstawiono w
niej graficznie alternatywne regiony koduj¹ce, miejsca po³¹czeñ z EST i sekwencje
powtarzaj¹ce siê [16].

Baza danych ASAP

Informacje zgromadzone w bazie danych ASAP  (ang. Alternative Splicing
Annotation Project) obejmuj¹ dok³adn¹ strukturê po³¹czeñ ekson � intron, specyficzn¹
lokalizacjê tkankow¹ oraz izoformy bia³ek powstaj¹cych w wyniku alternatywnych
form sk³adania jednego RNA. Obecnie w bazie tej znajduj¹ siê informacje dotycz¹ce
18 173 genów, zawieraj¹cych wiêcej ni¿ jeden ekson, z czego alternatywny proces
sk³adania RNA wykryto w 7991 spo�ród nich i opisano 30 793 zale¿no�ci o podobnym
charakterze. Opisano 667 alternatywnie powstaj¹cych form zwi¹zanych z okre�lon¹
dystrybucj¹ w tkankach. Najbardziej specyficznymi lokalizacjami wydaj¹ siê byæ mózg,
j¹dra, skóra i wêz³y ch³onne. Formy wykazuj¹ce siln¹ specyficzno�æ tkankow¹ nazwano
wiêkszymi, a te, które nie wykazuj¹ takiej specyficzno�ci, mniejszymi [23]. Skutki
alternatywnego sk³adania RNA przek³adaj¹ siê oczywi�cie na zmiany w drugo- i
trzeciorzêdowej strukturze bia³ka [24].

Znaczenie mutacji dla procesu alternatywnego sk³adania RNA

Mutacje w obrêbie regionów niekoduj¹cych, takich jak miejsca sk³adania 3� lub 5�,
w obrêbie sekwencji rozga³êziaj¹cej oraz mutacje wp³ywaj¹ce na poliadenylacjê czêsto
powoduj¹ wrodzone zaburzenia [18]. U ludzi oko³o 15% chorób o pod³o¿u genetycznym
powsta³ych w wyniku mutacji punktowych zwi¹zanych jest z zaburzeniami w procesie
sk³adania RNA [8]. Mog¹ one obejmowaæ nieaktywne miejsca sk³adania lub powodowaæ
powstawanie nowych, mog¹ prowadziæ do zmiany przy³¹czania siê bia³ek SR i w
konsekwencji do wyciêcia jakiego� eksonu w dojrza³ym RNA (50% zbadanych mutacji
dotyczy³o bia³ek SR, takich jak: SF2/ASF, SRp40, SRp55, SC35) [8,18]. Wydaje siê, ¿e
g³ówn¹ przyczyn¹ omijania eksonów s¹ pojedyncze zmiany nukleotydów w eksonowych
sekwencjach wzmacniaj¹cych.

Zmiana drugorzêdowej struktury pre-mRNA mo¿e wp³ywaæ na wybór miejsc
sk³adania, a tym samym na prawid³owe ³¹czenie eksonów. Podobne skutki maj¹ mutacje
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nonsensowne oraz delecje i insercje w obrêbie eksonów [31,34]. Mog¹ one powodowaæ
przedwczesne pojawienie siê kodonów terminuj¹cych i prowadziæ do syntezy krótszych,
niefunkcjonalnych bia³ek [18]. Mutacje w sekwencjach eksonowych niszcz¹ z regu³y motywy
ESE i ESS. Mog¹ powodowaæ usuniêcie jednego lub kilku eksonów, ale nieraz eliminowana
jest jednocze�nie nonsensowna mutacja i zachowana zostaje translacyjna ramka odczytu [19].
Istniej¹ te¿ tak zwane ciche mutacje, niezmieniaj¹ce sekwencji aminokwasów, które równie¿
mog¹ wp³ywaæ na ESE i ESS i powodowaæ zmiany w procesie sk³adania RNA.

Mutacje dotycz¹ce sk³adania RNA mo¿na podzieliæ na podklasy. Podklasa I stanowi
oko³o 60% i dotyczy mutacji w niezmiennych sekwencjach miejsc sk³adania, w wyniku
czego eksony przestaj¹ byæ rozpoznawane. Mutacje I podklasy powoduj¹ ciê¿kie choroby,
gdy¿ w ich wyniku nie dochodzi do powstawania prawid³owego transkryptu [19].

 Podklasa II to mutacje w obrêbie motywów zmiennych, prowadz¹ce do powstawania
jednocze�nie transkryptów prawid³owego i alternatywnego poprzez wzmacnianie lub
os³abianie motywów rozpoznaj¹cych ekson. W tej podklasie znajduj¹ siê mutacje w
intronach, które to generuj¹ ukryte miejsca donorowe lub akceptorowe i mog¹ prowadziæ
do czê�ciowego w³¹czenia sekwencji intronowych. Skutki mutacji podklasy II s¹
³agodniejsze, poniewa¿ powstaje transkrypt prawid³owy [19].

W niektórych przypadkach mutacja mo¿e mieæ wp³yw pozytywny. Dystrofia
miê�niowa Duchenne�a jest ciê¿k¹, postêpuj¹c¹ chorob¹ degeneracyjn¹ miê�ni
spowodowan¹ mutacj¹ w genie dystrofiny. Nonsensowne mutacje w tym genie prowadz¹
z regu³y do wcze�niejszego zakoñczenia syntezy i powstania w wyniku tego krótszego
bia³ka. Jednak¿e mutacja E1211X w sekwencji ESE prowadzi do ominiêcia eksonu 27
i tylko czê�ciowej zmiany ramki odczytu, a w konsekwencji do znacznie ³agodniejszej
formy klinicznej choroby nazwanej Dystrofi¹ miê�niow¹ Beckera [20].

ZNACZENIE ALTERNATYWNEGO SK£ADANIA RNA
W PATOLOGII CHORÓB

Kalcytonina/CGRP
Klasyczny przyk³ad alternatywnego sk³adania RNA stanowi gen dla kalcytoniny (ryc.

2), na którego matrycy  powstaj¹ dwa ró¿ne bia³ka o odmiennej lokalizacji tkankowej. W
tarczycy dochodzi do ekspresji kalcytoniny, powsta³ej w wyniku po³¹czenia czterech
pierwszych eksonów. W neuronach powstaje natomiast CGRP � bia³ko bêd¹ce produktem
genu dla kalcytoniny po z³o¿eniu eksonów 1, 2, 3, 5 i 6.

Regulacja tego procesu wydaje siê byæ zale¿na od istniej¹cego w eksonie 4-eksonowego
elementu wzmacniaj¹cego, do którego przy³¹cza siê SRp55. Ró¿na ilo�æ bia³ka SRp55 w
ró¿nych tkankach mo¿e odpowiadaæ za regulacjê alternatywnego sk³adania genu. Istotny
jest tak¿e udzia³ hormonów. W badaniu obejmuj¹cym pacjentów poddanych leczeniu
deksametazonem z powodu nowotworu wywodz¹cego siê z komórek rdzenia tarczycy
stwierdzono wzrost mRNA dla kalcytoniny i  jednoczesny spadek mRNA dla CGRP [37].
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IL-4 i jej forma alternatywna IL-4δ2
Il-4 jest kluczow¹ cytokin¹ bior¹c¹ udzia³ w powstawaniu odpowiedzi IgE-zale¿nej

i w rozwoju zapalenia alergicznego. Ró¿nicuje ona dojrzewaj¹ce limfocyty T w kierunku
Th2 i prowadzi do uwalniania przez nie odpowiednich cytokin (IL-4,5,9,13), indukuje
prze³¹czenie immunoglobulin w kierunku izotypu IgE oraz nasila IgE-zale¿n¹ aktywacjê
komórek tucznych. Wp³ywa ponadto na ekspresjê cz¹steczki adhezyjnej VCAM-1,
zwiêksza liczbê receptorów obecnych na powierzchni komórki i nasila sekrecjê �luzu.

Gen dla interleukiny 4 znajduje siê na chromosomie 5 w obszarze q23-31 i sk³ada
siê z czterech eksonów. W wyniku jego ekspresji powstaj¹ dwa produkty: prawid³owa
IL-4 oraz IL-4δ2 (alternatywna forma sk³adania RNA z wyciêciem eksonu 2), bêd¹ca
swoistym inhibitorem dla receptora IL-4. IL-4δ2 hamuje stymulacjê limfocytów T,
sekrecjê PGE

2 
przez monocyty, syntezê IgE przez limfocyty B i ekspresjê CD23.

W niestymulowanych komórkach krwi obwodowej stwierdzono wiêksz¹ ilo�æ
produktu prawid³owego w stosunku do alternatywnego u pacjentów z astm¹ atopow¹
w porównaniu z osobami chorymi na gru�licê i grup¹ kontroln¹ [55]. W komórkach
pobranych podczas biopsji z drzewa oskrzelowego stwierdzono natomiast, ¿e osoby z
astm¹ maj¹ wy¿sz¹ ekspresjê IL-4δ2 ni¿ osoby zdrowe [54]. Sugeruje siê, ¿e równowaga
pomiêdzy IL-4 a IL-4δ2 mo¿e regulowaæ przebieg procesu zapalnego w astmie. Nasze
obserwacje obejmuj¹ce 18 pacjentów z astm¹ atopow¹ i 14 osób zdrowych wykaza³y
obecno�æ produktu alternatywnego sk³adania genu IL-4. U wszystkich badanych istnieje
wy¿sza ekspresja formy prawid³owej genu dla IL-4 w stosunku do izoformy IL-4δ2.
Nie stwierdzili�my natomiast ró¿nicy w nasileniu procesu alternatywnego sk³adania
RNA miêdzy osobami zdrowymi a chorymi z astm¹ atopow¹. Poziom ekspresji zarówno
konstytutywnej, jak i alternatywnej formy sk³adania genu dla IL-4 nie ulega zmianie w
zale¿no�ci od nasilenia procesu chorobowego w astmie [56].

Tarczyca Neurony

RYCINA  2. Alternatywne sk³adanie genu CGRP

P(A)P(A)
 

  61  23  4 5 2 31

  61  2 3  4 5
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IL-2 i jej izoformy alternatywne

Kolejn¹ cytokin¹, której izoformy s¹ kompetycyjnymi inhibitorami dla wariantu
prawid³owego, jest interleukina 2. Cytokina ta spe³nia rozmaite funkcje, miêdzy innymi
bierze udzia³ w ró¿nicowaniu limfocytów B i sekrecji immunoglobulin. Wzmacnia
cytotoksyczno�æ monocytów, nasila fagocytozê i proliferacjê makrofagów, stymuluje
proliferacjê komórek NK i ich aktywno�æ cytologiczn¹. Wykryto dwa produkty bêd¹ce
wynikiem alternatywnego sk³adania RNA dla IL-2: IL-2δ2 powstaj¹c¹ z ominiêciem
eksonu 2 i IL-2δ3 bez eksonu 3. W przeciwieñstwie do formy prawid³owej izoformy
sk³adania alternatywnego nie stymuluj¹ proliferacji limfocytów T i hamuj¹ przy³¹czanie
rhIL-2 do receptorów dla IL-2 [62].

15-LOb i jej izoformy

15-lipoksygenaza (15-LO) nale¿y do grupy enzymów katalizuj¹cych przekszta³cenie
wielonienasyconych kwasów t³uszczowych do lipoksyn. U ludzi opisano kilka jej rodzajów:
5-LO, 12-LO, 12R-LO, 15-LOa, 15-LOb. 15-LOb powoduje hydroksylacjê  kwasu
arachidonowego w pozycji 5 lub 15 w konfiguracji S. Prowadzi to do powstania pochodnej
15-HETE kwasu arachidonowego, a w konsekwencji równie¿ lipoksyn, substancji o
potencjalnie moduluj¹cym wp³ywie na stany zapalne. Gen dla 15-LOb znajduje siê na
chromosomie 17 i zawiera 14 eksonów. W procesie sk³adania RNA, na skutek usuniêcia
eksonu 9 powstaje izoforma 15-LOb2 (15-LOXb sv-a) . Nowo powsta³y enzym wykazuje
odmienn¹ od swego prekursora aktywno�æ katalityczn¹. Ulega on inaktywacji przez
powstaj¹ce produkty ju¿ po 1�2 minutach, a nie po 30 minutach jak w przypadku 15-
LOb. Istniej¹ ponadto: 15-LOXb sv-b, która powstaje w wyniku wyciêcia eksonu 9. czê�ci
eksonu 10. i ca³ego eksonu 11., na skutek czego enzym staje siê nieaktywny oraz 15-
LOXb sv-c bêd¹ca wynikiem pozostawienia intronu 12., co prowadzi do zmiany ramki
odczytu i wcze�niejszego wyst¹pienia kodonu stopu. Produkt powstaj¹cy na tej matrycy
jest nieaktywny, poniewa¿ w wyniku sk³adania mRNA w koñcu karboksylowym usuniêta
zostaje izoleucyna, potrzebna do regulacji katalitycznego ¿elaza [63].

COX-1 i jej izoformy

Cyklooksygenazy s¹ grup¹ enzymów odgrywaj¹cych istotn¹ rolê w procesie
zapalnym. Bia³ka te katalizuj¹ transformacjê kwasu arachidonowego, bêd¹cego
sk³adnikiem b³on lipidowych prowadz¹c do powstania prostaglandyn, tromboksanów i
prostacyklin. Istniej¹ dwie izoformy enzymu COX-1 � wystêpuj¹ca konstytutywnie  i
forma indukowana COX-2. Gen dla COX-1 znajduje siê na chromosomie 9q32-33.3, a
dla COX-2 na chromosomie 1q25.2-q25.3.

Znane s¹ alternatywne warianty sk³adania RNA dla COX-1. Istnieje forma
transkryptu opisywana jako COX-3, gdy nie dochodzi do wyciêcia intronu 1 oraz
warianty sk³adania genu prowadz¹ce w konsekwencji do powstania bia³ek krótszych.
S¹ to PCOX-1a i PCOX-1b powsta³e w wyniku usuniêcia eksonów od 5 do 8, przy
czym w przypadku PCOX-1 podobnie jak w COX-3 pozostaje intron 1. COX-3 ma
aktywno�æ enzymatyczn¹ odmienn¹ od COX-1, zale¿n¹ od procesów glikozylacji. COX-
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3 jest hamowana swoi�cie (w porównaniu z COX-1 i COX-2) przez niesteroidowe leki
przeciwzapalne, takie jak acetaminofen, fenacetyna [59].

Prowadzone s¹ równie¿ ciekawe badania dotycz¹ce alternatywnej formy sk³adania,
opisywanej jako COX-1SV, powstaj¹cej na matrycy RNA COX-1, ale krótszej o pierwsze
150 nt. Wiadomo, ¿e prostaglandyny bêd¹ce produktami metabolizmu cyklo-oksygenaz
odgrywaj¹ istotn¹ rolê w obronie �luzówki ¿o³¹dka. Wykazano zmiany w ekspresji obu
wariantów COX-1 w zale¿no�ci od wieku pacjentów. U osób starszych dominowa³a izoforma
COX-1SV, co mo¿e mieæ istotny zwi¹zek z malej¹c¹ z wiekiem protekcj¹ �luzówki [60].

Stwierdzono tak¿e, ¿e COX-1SV stanowi 2% ekspresji ca³kowitego mRNA bia³ka
COX-1 w komórkach raka jelita grubego. Poziom COX-1SV wzrasta³ w przypadku guzów
jelita grubego i odbytnicy, a nastêpnie ulega³ obni¿eniu, po zastosowaniu niesteroidowych
leków przeciwzapalnych, do warto�ci wykrywanych w �luzówce osób zdrowych [61].

Uwa¿a siê, ¿e produkty transformacji kwasu arachidonowego powstaj¹ce na szlaku
cyklooksygenazowym s¹ zaanga¿owane w patomechanizm astmy. Prowadz¹c badania
nad ekspresj¹ cyklooksygenaz stwierdzili�my, ¿e w ludzkich leukocytach obecny jest
jeszcze jeden produkt alternatywnego sk³adania genu COX-1. Bia³ko to powstaje na
skutek delecji fragmentu mRNA o d³ugo�ci 111 nukleotydów, stanowi¹cych ekson 9.
Stwierdzili�my, ¿e u osób z astm¹ istnieje wy¿sza ekspresja formy prawid³owej w
stosunku do izoformy alternatywnej w porównaniu z grup¹ kontroln¹. Czynno�ciowe
znaczenie tego zjawiska nie zosta³o jak dot¹d poznane. Nie wykazali�my istotnych
statystycznie ró¿nic w ekspresji obu izoform bia³ka COX-1 pomiêdzy pacjentami z
astm¹ oskrzelow¹ toleruj¹cymi aspirynê a osobami choruj¹cymi na astmê z nadwra¿-
liwo�ci¹ na aspirynê, u których zaburzenia syntezy PGE

2
 uznane s¹ za kluczowy element

patomechanizmu nadwra¿liwo�ci [57,58].

PODSUMOWANIE

Alternatywne sk³adanie RNA odgrywa istotn¹ rolê w tworzeniu zró¿nicowanych
sekwencyjnie matryc translacyjnych, powstaj¹cych z  tego samego genu, a w konsekwencji
prowadzi do powstania olbrzymiej puli bia³ek o ró¿norodnych funkcjach. Istnienie tego
zjawiska mo¿e stanowiæ pod³o¿e powstania pewnych chorób. Wa¿ne jest dok³adne poznanie
mechanizmów regulacji ekspresji genów i syntezy bia³ek oraz wzajemne relacje pomiêdzy
tymi procesami. Znaczenie alternatywnego sk³adania RNA i mechanizmów jego regulacji
wydaje siê niezwykle istotne, budzi nadzieje na mo¿liwo�æ wykorzystania w przysz³o�ci w
celu lepszego wykrywania chorób, wcze�niejszej detekcji predyspozycji genetycznych do
pojawienia siê choroby lub jako celu  dla potencjalnej terapii.
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