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Streszczenie: Alternatywny splicing to proces, w ktorym z jednego pre-mRNA powstaje wigcej niz jedna
izoforma mRNA. Rodzaj powstajacej izoformy mRNA jest wynikiem dziatania do$¢ skomplikowanych
mechanizmow regulacyjnych, ktére pozwalaja na uzyskanie na przyktad tkankowo-specyticznego wzoru
splicingu badz zmian komorkowego profilu splicingu na r6znych etapach rozwoju. Jest to mozliwe dzig-
ki wspotdziataniu szeregu elementdw, sposrod ktorych nalezy wymieni¢: sekwencje nukleotydowa oraz
strukture drugorzedowa pre-mRNA, czynniki splicingowe oraz dodatkowe czynniki biatkowe i niebiat-
kowe. Oprdcz podstawowych sygnatdw splicingowych (miejsca splicingowe, miejsce rozgat¢zienia, trakt
polipirymidynowy), w pre-mRNA ulegajacym alternatywnemu splicingowi znajduja si¢ elementy regu-
latorowe. Naleza tutaj intronowe sekwencje wzmacniajace (ISE) i wyciszajace (ISS) oraz egzonowe
sekwencje wzmacniajace (ESE) i wyciszajace (ESS). Ich funkcja w regulacji alternatywnego splicingu
najogolniej polega na wigzaniu odpowiednich czynnikdéw dziatajacych w trans, ktére z kolei wptywaja
na wybodr miejsca splicingowego przez spliceosom. Struktura drugorzgdowa pre-mRNA wplywa na al-
ternatywny splicing, decydujac o dostgpnosci czasteczki dla czynnikoéw splicingowych. Po pierwsze,
utworzenie struktury drugorzedowej wiaze si¢ z powstaniem dwuniciowych fragmentéw RNA, ktore sa
rozpoznawane przez niektore czynniki dziatajgce w trans. Poza tym struktura drugorz¢gdowa zmienia
wzajemne utozenie elementdw cis w przestrzeni, co stwarza dodatkowe mozliwosci regulatorowe. Pod-
stawowg rol¢ w regulacji alternatywnego splicingu spetniaja jednak czynniki dziatajace w trans. Naleza
do nich migdzy innymi biatka SR i hnRNP. Bialka SR przylaczajq si¢ przewaznie do sekwencji wzmac-
niajacych, petniac rolg aktywatorow splicingu. Stopien fosforylacji tych bialek zmienia si¢ wraz z prze-
biegiem splicingu i jest przedmiotem ztozonej regulacji. Biatka hnRNP przylaczajq si¢ do sekwencji
wyciszajacych i sg inhibitorami splicingu. Ich najlepiej scharakteryzowanym przedstawicielem jest bial-
ko PTB, ktore — jako inhibitor splicingu — uczestniczy przede wszystkim w splicingu tkankowo-specy-
ficznym. W rzeczywistosci biatka aktywatorowe i inhibitorowe splicingu dziataja jednoczesnie, a osta-
tecznie o wzorze splicingu decyduje rodzaj zwigzanych biatek, ich zdolnos¢ do oddziatywania z innymi
biatkami (w tym ze sktadnikami spliceosomu), jak rdwniez czynniki pozasplicingowe. Transkrypcja jest
procesem dos¢ silnie sprz¢zonym z alternatywnym splicingiem. Glowna rol¢ odgrywa tutaj polimeraza
RNA 11, a zwlaszcza jej domena C-koficowa: CTD. Domena ta jest odpowiedzialna m.in. za rozmiesz-
czenie czynnikow splicingowych i transkrypcyjnych w jadrze. Poznano szereg czynnikéw biatkowych
sprzggajacych splicing i transkrypcj¢ poprzez regulowanie stopnia ufosforylowania domeny CTD. Funk-
cje polimerazy RNA II w splicingu zaleza ponadto od rozpoznanego przez nig promotora transkrybowa-
nego genu. Promotor moze bowiem decydowac o zdolnosci biatek SR do wiazania domeny CTD lub o



24 M. SZCZESNIAK, Z. SZWEYKOWSKA-KULINSKA

procesywnosci polimerazy RNA II (procesywnos¢ polimerazy niekiedy wptywa na przebieg splicingu).
Wzajemna regulacja splicingu i transkrypcji jest mozliwa dzigki czasowemu i przestrzennemu sprz¢ze-
niu obu procesow. Splicing zostaje zahamowany podczas mitozy; efekt ten jest w gtownej mierze skut-
kiem zmian stopnia ufosforylowania niektorych czynnikow splicingowych. Na przyktad biatko SRp38
ulega defosforylacji wraz z poczatkiem mitozy i w tej postaci zaktoca funkcje bialek SR na wezesnym
etapie splicingu. Fosforylacja tego czynnika juz po zakonczeniu mitozy, przywraca komorce zdolnos¢
do przeprowadzania splicingu. Splicing jest regulowany przez jeszcze inne procesy w komorce. Na przy-
ktad niektdre czynniki splicingowe wykorzystuja proces degradacji mRNA niosacych przedwczesny ko-
don stop do regulacji poziomu swojej ekspresji, jak ma to miejsce w przypadku biatka PTB. Na komorke
dzialajgq réznego rodzaju bodzce zewnatrzkomorkowe, jak na przyktad czynniki wzrostu, hormony i
czynniki wywolujace depolaryzacj¢ btony komdrkowej. Jedna z odpowiedzi komorki na te bodzce jest
zmiana profilu splicingu alternatywnego. Angazowane sg tutaj szlaki przekazywania sygnatow, ktore
zmieniaja stopien ufosforylowania odpowiednich czynnikow dziatajacych w trans (gtownie biatek SR).
Splicing mozna regulowac¢ poprzez wprowadzanie do komdrki pewnych zwigzkdéw chemicznych. Naleza
tutaj niskoczasteczkowe inhibitory splicingu — zwiazki te hamujq splicing na réznych jego etapach i
pewne nadzieje wiaze si¢ z wykorzystaniem ich w leczeniu schorzen wywolanych nieprawidlowym spli-
cingiem.

Stowa kluczowe: alternatywny splicing, biatka SR, hnRNP, transkrypcja.

Summary: Alternative splicing is a process in which more than one isoform of mRNA can be produced
from one pre-mRNA. Quite complex regulatory mechanisms decide which isoform is produced in a
given case. These mechanisms lead e.g. to a tissue-specific or stadium-dependent splicing, which is
possible due to cooperation of regulatory factors. These factors can be considered (though somewhat
artificially) at several levels: pre-mRNA sequence, secondary structure of pre-mRNA, trans-acting fac-
tors and additional protein and non-protein factors. The pre-mRNA molecule apart from such splicing
signals as splicing sites, branch site or polypyrimidine tract, contains cis-acting regulatory elements.
These include Intron Splicing Enhancers (ISE), Intron Splicing Silencers (ISS), Exon Splicing Enhan-
cers (ESE) and Exon Splicing Silencers (ESS). In the splicing regulation they are bound by the trans-
acting factors, which in turn affect the splice site recognition by the spliceosom. The role of the seconda-
ry stucture of pre-mRNA in the regulation of alternative splicing is that it modulates the accessibility of
cis-acting elements for trans-acting factors. Firstly, some RNA-binding factors recognize only double-
stranded fragments of RNA and changes of the secondary structure modulate their function. Secondly,
the secondary structure changes the localization of cis-acting elements in space which is another possibi-
lity for splicing regulation. However, trans-acting factors play a central role in alternative splicing. They
include among others SR and hnRNP proteins. SR proteins usually bind to enhancers, being splicing
activators. Phosphorylation state of SR proteins changes throughout the splicing process and is subject to
a complex modulation. hnRNP proteins bind to silencers, playing a role of splicing inhibitors. Their best
known member is probably PTB (Polypyrimidine Tract Binding protein), a splicing inhibitor that is
engaged mainly in tissue-specific splicing. In fact splicing activators and inhibitors act together in spli-
cing regulation and the final effect depends on the amounts of these factors, their ability to interact with
other proteins (including the components of spliceosom) and even proteins engaged in other cellular
processes. Transcription is quite tightly coupled with alternative splicing. RNA Pol II plays a central role
there, especially its C-Terminal Domain (CTD). CTD is responsible for the nuclear localization of spli-
cing and transcription factors. Multiple factors coupling splicing and transcription are known — they
usually phosphorylate or dephosphorylate the CTD domain. The function of RNA Pol II in splicing
depends also on the promoter it recognizes. The promoter may decide about the ability of SR proteins to
bind to CTD or about the processivity of polymerase (that in some cases affects splicing as well). Such a
co-regulation of splicing and transcription is possible due to spatial and temporal coupling of the proces-
ses. Splicing is inhibited during mitosis; this effect is achieved mainly through changes in phosphoryla-
tion state of some splicing factors. For example SRp38 protein is dephosphorylated at the beginning of
mitosis and in this form (as dSRp38) it can affect proper function of SR proteins at an early stage of
splicing. Phosphorylation of dSRp38 after mitosis makes a cell able to conduct splicing again. Splicing
is modulated by even more cellular processes. For example Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) is
a way of degradation of alternative splicing products that contain Premature Termination Codon (PTC).
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Some splicing factors use NMD to regulate the level of its own expression, e.g. PTB. The cell is affected
by extracellular stimuli, such as growth factors, hormones and factors leading to the depolarisation of a
cell membrane. The modulation of alternative splicing is one of the ways a cell can use to respond to
these factors. Signal transduction pathways are engaged in this process, changing the phosphorylation
state of trans-acting factors (mainly SR proteins). Splicing can also be regulated artificially through the
introduction of chemical compounds to the cell. These factors include low molecular weight splicing
inhibitors that affect splicing at diferent stages of the process. Such inhibitors seem to be promising in
treatment of diseases caused by abnormal splicing.

Key words: alternative splicing, SR proteins, hnRNP, transcription.

Wykaz skrotow: ASFISF2 (Alternative Splicing Factor/Splicing Factor 2) — czynnik splicingowy;
Clk (CDC-like kinase)— kinaza Clk; DCL1 (Dicer-Like 1) — rybonukleaza DCL 1; DSCAM (Down
Syndrome Cell Adhesion Molecule) — receptor DSCAM; FGF (Fibroblast Growth Factor)— czynnik
wzrostu fibroblastoéw; hnRNP  (heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein) — heterogeniczna jadrowa
rybonukleoproteina; HYL1 (HYponastic Leaves 1) — bialko HYL 1; snRNP  (small nuclear Ribonuc-
leoprotein) — mala jadrowa rybonukleoproteina.

WSTEP

Splicing pre-mRNA, jest jednym z etapow ekspresji genow. Zachodzi w jadrze
i wystepuje prawopodobnie u wszystkich Eukaryota. Polega na wycinaniu odpowied-
nich fragmentéow pre-mRNA i laczeniu pozostalych elementéw z utworzeniem
czasteczki mRNA. W przypadku tzw. konstytutywnego splicingu, elementami
wycinanymi sg zawsze introny, za§ mRNA jest sktadany z egzonow. Podstawowe
informacje na temat budowania kompleksu splicingowego i przebiegu reakcji
splicingowych mozna znalez¢ w podrecznikach biochemii [30].

Alternatywny splicing, w odroznieniu od konstytutywnego, moze generowac rozne
izoformy mRNA z tego samego pre-mRNA. Wyro6znia si¢ nastepujace rodzaje
alternatywnego splicingu:

e zachowanie intronu lub wycigcie egzonu;

* alternatywne miejsce splicingowe 5' lub 3';

* alternatywny egzon pierwszy (alternatywne miejsce inicjacji transkrypcji);
e alternatywny egzon terminalny (alternatywne miejsce poliadenylacji).

Ocenia si¢, ze pre-mRNA 20-30% genéw u roslin, a ponad 60% u czlowieka,
podlega alternatywnemu splicingowi [11, 26, 29, 32]. Proces ten odgrywa wazna role
w regulacji ekspresji gendw: wplywa na jakosciowy i iloSciowy profil biatek.
Jednoczesnie sam alternatywny splicing jest przedmiotem wieloczynnikowej regulacji,
ktora moze zachodzi¢ na roznych etapach procesu. Zasadniczo splicing jest regulowany
przez czynniki dziatajace w trans, ktore wiaza si¢ z substratowym pre-mRNA i
zmieniaja zdolnos$¢ spliceosomu do rozpoznawania odpowiednich miejsc cigcia.

Funkcje czasteczki pre-mRNA i czynnikdw splicingowych w regulacji alternatyw-
nego splicingu sa modyfikowane przez dodatkowe czynniki sprzggajace splicing z
innymi procesami komérkowymi i reakcja na dziatanie bodzcow zewnatrzkomor-
kowych.
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STRUKTURA pre-mRNA A ALTERNATYWNY SPLICING

Czasteczka pre-mRNA zawiera szereg motywow sekwencyjnych i strukturalnych,
ktére sa nicodzowne w przebiegu splicingu tak konstytutywnego, jak i alternatyw-
nego. Motywy te sa zlokalizowane w intronach i w egzonach. Naleza tutaj przede
wszystkim miejsca splicingowe po stronie 5' intronu (5' ss) oraz po jego stronie
3' (3' ss), miejsce rozgalgzienia czy tez trakt polipirymidynowy. Istota alternatywnego
splicingu jest wykorzystywanie konkurujacych miejsc splicingowych. W wyborze
tych miejsc uczestnicza obecne w intronach i egzonach czynniki dziatajace w cis,
okreslane mianem SRE (ang. Splicing Regulatory Elements). Moduluja one przebieg
splicingu, oddzialujac z odpowiednimi czynnikami dziatajacymi w trans (m.in. biatka
SR i hnRNP). Do elementow SRE zalicza sie:

* ISE (ang. Intron Splicing Enhancer) i ESE (ang. Exon Splicing Enhancer),
stanowiace odpowiednio sekwencje wzmacniajace obecne w intronach (ISE) i
egzonach (ESE);

* intronowy element ISS (ang. Intron Splicing Silencer) oraz egzonowy element
ESS (ang. Exon Splicing Silencer), pelniace funkcje sekwencji wyciszajacych (ryc.
1) [1, 29, 32, 35].

W regulacji alternatywnego splicingu sekwencje wzmacniajace oddziatuja gtow-
nie z biatkami SR, za$ sekwencje wyciszajace z biatkami hnRNP. Sytuacja moze
nie by¢ tak jednoznaczna, gdyz na przyktad niektoére biatka SR wiaza si¢ do sek-
wencji wyciszajacych [32]. Oprocz tego udowodniono, ze na rdéznych etapach
splicingu powinowactwo bialek do elementéw SRE moze ulega¢ zmianie (wskutek
np. wzajemnego oddziatywania czynnikdw splicingowych dziatajacych w trans) [32].
Funkcje elementdow SRE w regulacji alternatywnego splicingu zalezag w réznym
stopniu réwniez od innych proceséow komodrkowych oraz od reakcji na dziatanie
bodzcow zewnatrzkomdrkowych.

W przypadku alternatywnego splicingu polegajacego na wycinaniu egzondéw lub
zatrzymywaniu introndw w transkrypcie, kluczowa rolg spetnia definiowanie
fragmentow sekwencji pre-mRNA jako introny lub egzony. U ssakéw, gdzie egzony
sa z reguly znacznie krotsze niz introny, przewaza definiowanie tych pierwszych i
obserwuje sie czestsze przypadki usuwania z transkryptu egzonu niz zachowywania
intronu. U wigkszosci pozostalych Metazoa, w tym u roslin, przewaza natomiast
definiowanie intronow, a alternatywny splicing polega czgsciej na zatrzymywaniu
intronu w mRNA [31, 32].

Czasteczka pre-mRNA moduluje przebieg alternatywnego splicingu w jeszcze
jeden sposdb — poprzez zmiany konformacyjne [14, 24, 26]. Istnieje kilka mechaniz-
mow wyjasniajacych to zjawisko. Zgodnie z pierwszym mechanizmem, struktura
drugorzedowa pre-mRNA wplywa na dostepnos¢ miejsc splicingowych oraz elemen-
tow dziatajacych w cis dla czynnikow splicingowych i dla samego spliceosomu.
Wykazano wptyw struktury drugorzedowej pre-mRNA na wiazanie czynnikdéw
regulujacych alternatywny splicing (B52, SRp55, NOVA-1) [4]. Niektore sekwencje
wyciszajace tworzg strukture drugorzedowa pre-mRNA, ktora utrudnia rozpoznanie
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RYCINA 1. Elementy dziatajace w cis obecne w pre-mRNA i istotne z punktu widzenia alternatywnego
splicingu [1]. W splicingu intron6w moga uczestniczy¢ dwa rdézne spliceosomy: spliceosom typu U2 i
typu U12; introny typu U12 stanowia mniej niz 0,4% wszystkich introndw i sq stabiej scharakteryzowane
niz introny typu U2 [13] (wg [1], zmodyfikowane)

FIGURE 1. Cis-elements present in pre-mRNA, crucial in alternative splicing regulation [1]. Two types
of spliceosomes can participate in intron splicing - type U2 and U12. The latter is much less prevalent
and participates in less than 0.4% of all splicing events [13] (according to [1], changed)

sasiednich sekwencji wzmacniajacych przez biatka SR [29]. Inny mechanizm zaklada
natomiast, ze poprzez przyjecie przez pre-mRNA odpowiedniej struktury drugorze-
dowej, elementy dziatajace w cis, polozone stosunkowo daleko na nici pre-mRNA
moga zosta¢ przyblizone do kompleksu splicingowego, co umozliwia im petnienie
odpowiednich funkcji w regulacji splicingu [21].

CZYNNIKI DZIALAJACE W TRANS W REGULACJI
ALTERNATYWNEGO SPLICINGU

Podstawowymi czynnikami dziatajacymi w trans w regulacji alternatywnego
splicingu sg biatka SR oraz biatka hnRNP. U podstaw ich funkcji lezy oddzialywanie
z elementami dzialajacymi w cis. Bialka SR uczestnicza zarowno w konstytutywnym,
jak i alternatywnym splicingu. U A. thaliana zidentyfikowano 19 biatek SR, prawie
dwukrotnie wiecej niz u czlowieka [26, 31, 36]. Oddzialujac z elementami ISE i ESE
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petnia one funkcje aktywatoréw splicingu. Uczestnicza przy tym na roznych etapach
formowania spliceosomu, jak réwniez w samych reakcjach splicingowych. Bialka SR
promuja powstanie tzw. kompleksu E (ang. Early complex), zawierajacego U1 snRNP
oraz biatko wigzace si¢ z traktem polipirymidynowym — U2AF (ang. U2 snRNP Auxiliary
Factor). Poprzez stymulacje przylaczania U1 snRNP, biatka te wptywaja na wybdr miejsca
splicingowego 5'. Natomiast promujac wigzanie U2AF, uczestnicza w wyborze 3' ss [15,
21, 28]. Dodatkowo bialka SR przylaczone do egzonowych sekwencji wzmacniajacych
wplywaja na interakcje U2 snRNP z miejscem rozgalezienia [25]. Biatka SR uczestnicza
takze w przylaczaniu U4/U6/US snRNP do pre-mRNA, czemu towarzyszy przejscie pre-
spliceosomu w spliceosom (w tych oddziatywaniach, jak i wielu innych z udziatlem biatek
SR, posredniczy obecna w tych biatkach domena RS bogata w powtdrzenia serynowo-
argininowe) [15]. Decydujace znaczenie dla funkcji bialek SR ma ich stopien
ufosforylowania. Fosforylacja tych bialek zachodzi gléwnie w obrebie reszt seryny, w
domenie RS; zmienia ona charakter oddziatywan typu bialko-biatko i biatko-RNA, jak
réwniez rozmieszczenie bialek SR w komorcee, czego konsekwencja jest odpowiednia
zmiana przebiegu alternatywnego splicingu [29]. Kolejne zmiany stanu ufosforylowania
poszczegdlnych bialek SR warunkuja przejscie z jednego etapu splicingu do drugiego. O
ile ufosforylowane biatka SR zapewniaja prawidlowy charakter oddzialywan miedzy
biatkami na wczesnym etapie splicingu, to gdy funkcjonalny spliceosom jest juz
uformowany, zachodzi defosforylacja wigkszosci biatek SR [10].

Biatka hnRNP sa czynnikami dzialajacymi w trans, zwigzanymi z sekwencjami
wyciszajacymi. Stanowia dos¢ duza grupe regulatoréw splicingu i charakteryzuja si¢
zroznicowanym sposobem dziatania. Czesto obserwuje si¢ oddzialywanie bialek hnRNP
(zwykle o charakterze antagonistycznym) z innymi czynnikami splicingowymi, takimi jak:
SC35 i ASF/SF2 u czlowieka [21].

Najlepiej poznanym przedstawicielem biatek hnRNP jest biatko PTB (ang.
Polypyrimidine Tract Binding protein), zwane réwniez hnRNP 1. PTB jest
represorem splicingu. Przylacza si¢ do fragmentéw pre-mRNA bogatych w reszty
C i U (np. UUCU i UCUCU). Lokalizacja tych bogatych w zasady pirymidynowe
elementow w pre-mRNA ma wplyw na przebieg splicingu. Przykfadowo funkcja
PTB jako represora splicingu jest staba, jesli miejsce wigzania dla PTB znajduje
si¢ przy koncu 3' alternatywnie wycinanego egzonu [2]. Skuteczne hamowanie
splicingu przez PTB wymaga czasami obecnosci drugiego miejsca wiazania, na
przyktad w obregbie regulowanego egzonu. To drugie miejsce, nawet jesli PTB nie
ma do niego wysokiego powinowactwa, moze zainicjowaé¢ powstanie kompleksu
wielu czasteczek PTB, ktory skuteczniej hamuje splicing. Z drugiej strony, dla
egzondéw podlegajacych mato wydajnemu splicingowi, represja splicingu za posred-
nictwem PTB moze mie¢ miejsce juz w obecnosci pojedynczego miejsca wiazacego
to biatko [2].

U ssakdéw znanych jest wiele egzondw, ktorych obecnos¢ w dojrzalym mRNA
jest kontrolowana dziataniem PTB, m.in. w przypadku pre-mRNA aktyniny,
tropomiozyny, troponiny, c-src, receptoréw FGF1 i 2 oraz IgM [2]. W przypadku
pre-mRNA c-src regulacji przez PTB ulega egzon N1. W komorkach innych niz
nerwowe, wycigciu egzonu N1 z transkryptu zapobiega biatko PTB. W komérkach
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nerwowych natomiast, gdzie egzon N1 jest tracony, zlokalizowano biatko nPTB
(neuronowe PTB) o dziataniu przeciwnym do PTB [2, 34].

Oproécz biatek SR i hnRNP zidentyfikowano szereg dodatkowych czynnikow
dziatajacych w trans i uczestniczacych w regulacji alternatywnego splicingu, np.
biatka z rodziny CELF (ang. CUG-BP and ETR-3 Like Factors) u zwierzat. Biatka
CELF, zwane rowniez biatkami Brunopodobnymi (ang. Bruno-like proteins) moga
petnié¢ funkcje represorow badz aktywatorow splicingu — podobna prawidlowos$é
dotyczy, w mniejszym lub wigkszym stopniu, takze innych czynnikdéw dziatajacych
w trans. U podstaw antagonistycznej funkcji czynnikow splicingowych stoi konku-
rowanie o miejsce wigzania w obrebie pre-mRNA. Przyktadem jest interakcja bialek
ASF/SF2 i hnRNP A1l. ASF/SF2 zwigksza powinowactwo Ul snRNP do 5' ss. Pod
nieobecno$¢ hnRNP A1, Ul snRNP przylacza si¢ do obu alternatywnych 5' ss
intronu. W tej sytuacji splicing zachodzi w tym 5' ss, ktére generuje krotszy intron.
Obecnos¢ hnRNP Al przewaznie przeszkadza w wigzaniu Ul snRNP i wowczas
dochodzi do wyboru drugiego miejsca splicingowego 5' [37].

Prawidlowy przebieg alternatywnego splicingu wymaga precyzyjnej wspolpracy wielu
czynnikéw splicingowych; wspdtpraca ta jest zaburzona w przypadku niektérych choréb
genetycznych czlowieka. Przykladem jest dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1). U
chorych na DM1 obserwuje si¢ mutacje w genie biatka DMPK (ang. Dystrophia
Myotonica-Protein Kinase), polegajaca na pojawieniu si¢ wielokrotnie powtorzonego
elementu CTG w 3' UTR tego genu [20,27]. Transkrypty zmutowanego genu kumuluja
si¢ w jadrze, zamiast by¢ transportowane do cytoplazmy. Wowczas czynniki splicingowe,
ktore wykazuja powinowactwo do powtorzen CUG (np. biatka z rodziny MBNL),
przylaczaja si¢ do zmutowanego RNA zamiast do swojego substratowego pre-mRNA.
Skutkuje to zmiang we wzorze splicingu kilkudziesigciu do kilkuset pre-mRNA i
produkcja biatek, ktore normalnie nie wystepuja w danym typie tkanki [27]. W
konsekwencji pojawiaja si¢ u chorego takie objawy, jak: zanik migsni, powstawanie
katarakty czy opornos¢ na insuling. W powyzszym przykladzie zwraca uwage fakt, ze
biatkiem, ktorego dysfunkcja tak znaczaco zmienia komodrkowy profil splicingu jest
kinaza bialkowa (DMPK), a nie czynnik splicingowy.

MODULOWANIE PRZEBIEGU ALTERNATYWNEGO
SPLICINGU PRZEZ PROCESY WEWNATRZKOMORKOWE

Podstawowe znaczenie w przebiegu alternatywnego splicingu ma sekwencja
nukleotydowa substratowego pre-mRNA (obecnos$é miejsc wigzania dla czynnikow
splicingowych czy struktura drugorzgdowa) oraz funkcje czynnikdéw splicingowych
dziatajacych w trans. Nie sg to jednak jedyni gracze w regulacji splicingu — coraz
wigcej dowoddw swiadczy o tym, ze alternatywny splicing jest silnie sprzezony z
ré6znymi procesami komorkowymi, takimi jak: transkrypcja, mitoza i degradacja
mRNA, niosacymi przedwczesny kodon stop.
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RYCINA 2. Dwa modele regulowania alternatywnego splicingu przez polimeraz¢ RNA II. Pierwszy (a)
zaktada, ze wybdr jednego z alternatywnych promotoréw decyduje o przylaczaniu biatek SR. W drugim
(b) wybor jednego z alternatywnych promotordw decyduje o szybkosci i procesywnosci polimerazy RNA
II (wg [14], zmodyfikowane)

FIGURE 2. Two models for regulation of alternative splicing by RNA Polymerase II. In the first one (a),
alternative promoters have different effect on ability of SR proteins to bind to pre-mRNA molecule.
According to the second model (b), chosen promoter decides about processivity of RNA Pol II (accord-
ing to [14], changed)
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Gloéwna role w sprzezeniu alternatywnego splicingu i transkrypcji pelni stopien
ufosforylowania domeny C-koncowej — CTD (ang. C-Terminal Domain) polimerazy
RNA II. W sprzezeniu tym uczestniczy szereg bialek, z kinazami na czele (np. kinazy
KIN28, CTK1, BURI i SRBI10 u S. cerevisiae) [33]. Domena CTD ma wplyw
przede wszystkim na rozmieszczenie czynnikdw splicingowych i transkrypcyjnych
w jadrze. Inicjacja transkrypcji z udziatem polimerazy RNA Il powoduje nagroma-
dzenie czynnikdw splicingowych (m.in. biatek SR) w miejscach, w ktdérych zachodzi
transkrypcja. Podobnego przemieszczenia czynnikow splicingowych nie obserwuje
si¢ po usunigciu badz skroceniu domeny CTD, ma woéwczas miejsce znaczne
ograniczenie wydajnosci splicingu. Poza tym, przeciwciala skierowane przeciwko
Pol RNA 1II badz samej domenie CTD powoduja koimmunoprecypitacje biatek SR,
hamujac splicing [5, 11].

Funkcje polimerazy RNA Il w regulacji alternatywnego splicingu nalezy rozpatry-
wac rowniez w kontekscie alternatywnych promotorow transkrypcji. Znane sa tu
przynajmniej dwa modele. W pierwszym modelu przyjmuje sig, ze wybor danego
promotora decyduje o zdolnosci biatek SR do wiazania si¢ z domena CTD poli-
merazy RNA II (ryc. 2a). Drugi model zaklada zas zréznicowana procesywnosé
polimerazy: jesli wybrany promotor powoduje mata procesywnos$¢ enzymu, to
czestszym efektem moze by¢ usuwanie alternatywnego intronu, z jednoczesnym
zachowaniem alternatywnego egzonu. W przeciwnym wypadku wydajne miejsce
3' ss intronu potozonego ponizej skutecznie konkuruje z mato wydajnym miejscem
3' ss intronu lezacego powyzej, co skutkuje usunigciem alternatywnego egzonu (ryc.
2b) [14]. Oba te modele nie wykluczajq si¢ wzajemnie. Mozliwe ze w niektorych
przypadkach uwzglednienie ich obu okaze si¢ kluczowe w zrozumieniu mechanizmu
regulacji alternatywnego splicingu.

Splicing podlega réwniez regulacji zwiazanej z przebiegiem cyklu komorkowego.
Nalezy tu przede wszystkim mitotyczna inhibicja splicingu, z ktéra u cztowieka
wiaze si¢ defosforylacja biatka SRp38 — czynnika splicingowego z rodziny biatek
SR [3]. SRp38 jest nietypowym przedstawicielem rodziny bialek SR — w stanie
nieufosforylowanym jest inhibitorem splicingu. Na wczesnym etapie mitozy SRp38
ulega defosforylacji (powstaje dSRp38). dSRp38 wchodzi w stabe oddziatywania
z innymi biatkami SR, zaklocajac ich funkcje na wczesnym etapie splicingu.
Wskutek tego nie powstaje kompleks prespliceosomowy i dochodzi do blokady
splicingu. Dopiero zadziatanie odpowiedniej kinazy po zakonczeniu mitozy,
fosforylujacej dSRp38, moze przywroci¢ komorce zdolnos¢ do przeprowadzania
reakcji splicingowych [3].

Przypuszcza sig, ze niektore z pozostatych bialek SR, ktérych stan ufosforylo-
wania zmienia si¢ podczas mitozy, moga petni¢ podobna funkcje. Co wigcej, SRp38
nie jest biatkiem powszechnie wystepujacym u organizmdw, co sugeruje istnienie
innych czynnikow hamujacych splicing podczas mitozy.

Splicing jest powiazany z procesem degradacji mRNA niosacych przedwczesny
kodon stop — NMD (ang. Nonsense-Mediated Decay) [6, 7, 17]. W procesie tym
degradacji ulegaja nieprawidtowe izoformy mRNA. Niektdre czynniki splicingowe
wykorzystuja NMD do regulowania poziomu swojej ekspresji np. biatko PTB (ryc.
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RYCINA 3. Autoregulacja alternatywnego splicingu na przyktadzie biatka PTB
FIGURE 3. PTB protein — an example of splicing autoregulation

3) [25]. Wykazano réwniez zwiazek miedzy (alternatywnym) splicingiem a
kompleksem biatek wiazacych si¢ z Cap — CBC (ang. Cap-Binding Complex), ktory
stanowi rusztowanie, ulatwiajace formowanie spliceosomu. CBC uczestniczy na
przyktad w rozpoznawaniu miejsc 5' ss przez Ul snRNP podczas formowania
spliceosomowego kompleksu E [12]. Ponadto u A4. thaliana dostrzezono wplyw
biatka SE (SERRATE) na splicing — czynnika uczestniczacego ponadto w obrdbce
pri-miRNA, obok DCLI1 i HYL1 [12]. Powyzsze wybrane przyklady obrazuja jak
bardzo przebieg splicingu zalezy od innych proceséw — w ten sposéb komorka
sprawniej dostosowuje wzor splicingu do biezacych potrzeb.

CZYNNIKI POZAKOMORKOWE WPLYWAJACE
NA PRZEBIEG ALTERNATYWNEGO SPLICINGU

Alternatywny splicing moze by¢ modulowany przez réznorodne czynniki
zewnetrzne, takie jak: hormony, czynniki wzrostu, odpowiedz immunologiczna,
czynniki wywotujace depolaryzacje blony komoérkowej czy stres komdrkowy.
Zachodzi to poprzez zmiany w syntezie i degradacji biatek regulatorowych splicingu,
ich komoérkowej lokalizacji, jak réwniez zdolnosci do tworzenia funkcjonalnych
kompleksow [11, 23].

Jednym z najlepiej poznanych przyktadow jest wpltyw insuliny na alternatywny
splicing pre-mRNA kinazy bialkowej C — PKC (ang. Protein Kinase C) u ssakow.
Biatlka PKCBI i PKCPBIl sa produktami jednego genu i rdznig sig 50-52
C-koncowymi aminokwasami. Aktywacja receptora insuliny przez insuling indukuje
u szczura fosforylacje biatka SRp40. Biatko to przylacza si¢ wowczas do pre-mRNA
kinazy PKC ponizej regulowanego egzonu i egzon ten zostaje wyciety z transkryptu:
powstaje PKCPAI [9]. W przeciwnym wypadku, gdy nie dochodzi do aktywacji
receptora insuliny, ma miejsce zatrzymanie egzonu i powstaje mRNA kodujacy
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C-koncowy fragment PKCPII (ktéry decyduje o lokalizacji komoérkowej i specyficz-
no$ci substratowej biatka) [22].

Udaje si¢ rowniez zmienia¢ wzor alternatywnego splicingu, wprowadzajac do
komorki niskoczasteczkowe inhibitory kinaz biatkowych i innych regulatoréw spli-
cingu. Przykladowo, oparty na benzotiazolu zwiazek o numerze katalogowym TG003
jest inhibitorem kinazy Clk1, przez co hamuje zalezny od Clk1 splicing w komor-
kach ssakow. Poza tym zwigzek ten zatrzymuje fosforylacje biatek SR. Stwierdzono,
ze TGO03 obniza procesy fosforylacji zachodzace z udzialem kinaz Clk u zab z
rodzaju Xenopus. Stwarza to szans¢ na ewentualne wykorzystanie tego zwiazku w
terapii niektorych schorzen czlowieka, u ktorych podstaw stoi nieprawidlowy
splicing z udziatem kinaz Clk [9].

Dla kinaz SRPK (ang. SR Protein Kinase) zidentyfikowano natomiast inhibitor
o nazwie SRPIN340, zas NB-506 (pochodna indolokarbazolu) jest inhibitorem
topoizomerazy DNA I i hamuje fosforylacj¢ czynnika splicingowego ASF/SF2.
Traktowanie komorek mysiej linii komorkowej p388 zwiazkiem NB-506 zmienia
wzor splicingu pre-mRNA wielu bialek [9]. Co wigcej mozliwa jest regulacja spli-
cingu z uzyciem syntetycznych oligonukleotydow RNA. Takie oligonukleotydy
przylaczaja si¢ do miejsc zawierajacych miejsca splicingowe na pre-mRNA i
specyficznie hamuja alternatywny splicing. By¢ moze podobny mechanizm wyste-
puje w naturze — taka obserwacja moglaby pomdc w lepszym zrozumieniu regulacji
alternatywnego splicingu, jako ze obecna wiedza zdaje si¢ nie wyjasniac calej ztozo-
nosci procesu wyboru miejsc splicingowych [8, 16].

PODSUMOWANIE

Splicing jest procesem regulowanym w sposob niezwykle ztozony — angazowane
sa tutaj roznorodne czynniki, powiazane czestokro¢ siecia wzajemnych oddzialywan.
Pozwala to na precyzyjne dostosowanie profilu powstajacych czasteczek mRNA
do biezacych potrzeb komorki. Wiaze si¢ to z wyborem jednej lub kilku form
splicingowych, a bywa, ze liczba przewidzianych bioinformatycznie izoform mRNA
(uzyskiwanych z jednego pre-mRNA) sigga dziesiatek, a nawet tysigcy. Klasycznym
przyktadem jest tutaj pre-mRNA biatka DSCAM u D. melanogaster, gdzie liczba
potencjalnych izoform mRNA siega 38 000 [10, 11]. W przypadku bledow w
regulacji alternatywnego splicingu (spowodowanych np. mutacjami punktowymi w
elementach SRE) moga powstawaé bialka niefunkcjonalne, biatka o funkcji
zmienionej badz wrecz przeciwnej. U czlowieka nieprawidlowy splicing prowadzi
do szeregu chorob, wlaczajac nowotwory [10, 18, 19, 20, 27, 29]. Dobre
zrozumienie regulacji alternatywnego splicingu by¢ moze pozwoli na szerokie
wykorzystanie tego procesu w medycynie i biotechnologii.
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