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WSPOLCZESNE SPOJRZENIE NA PROCES SPLICINGU ORAZ MECHANIZMY JEGO
REGULAC]I

WSTEP

Jadro komorkowe jest struktura dobrze
zorganizowana. W nukleoplazmie wystepu-
ja liczne jadrowe kompartmenty i domeny,
ktore wyspecjalizowane sa w petnieniu okre-
Slonych funkcji. W przeciwienstwie do pro-
kariontow, geny komorek eukariotycznych
transkrybowane sa w postaci prekursoro-
wego mMRNA (pre-mRNA), ktore sklada sie z
eksonow, czyli sekwencji kodujacych kolejne
aminokwasy w biatku, oraz intronéw, ktore
nie koduja sekwencji polipeptydu. Ze wzgle-
du na obecnos¢ sekwencji niekodujacych,
matryca pre-mRNA nie moze by¢ bezposred-
nio wykorzystana w procesie translacji, ale
wymaga modyfikacji  potranskrypcyjnych.
Wycinanie introné6w ma miejsce w procesie
splicingowym, nazywanym takze skladaniem
mRNA lub dojrzewaniem pre-mRNA. Jest to
proces wieloetapowy, katalizowany przez
wielofunkcjonalny kompleks zwany splice-
osomem, w sklad ktérego wchodza biatka
i kwasy nukleinowe. U drozdzy spliceosom
sktada sie z pieciu UsnRNA (U1, U2, U4/
U6*U5) oraz okolo 100 réznych polipepty-
dow. W komorkach czlowieka liczba aso-
cjujacych biatek wynosi okoto 300 (HOSKINS
i MOORE 2009). Komorki eukariotyczne, w
przeciwienstwie do prokariontow, wyposa-
zone sa takze w ,maly” spliceosom, w sktad
ktorego wchodza Ull, Ul2, U4atac, U5,
UbGatac snRNA (STEITZ i wspotaut. 2008).

Mechanizm wycinania intronéw opar-
ty jest na reakcjach ciecia hydrolitycznego
na granicy ekson-intron, w efekcie ktorych

nast¢puje wyciecie intronu i potaczenie ze
soba wolnych koncow eksonow. Jest to pro-
ces wieloetapowy, w trakcie ktorego for-
muja si¢ kolejne kompleksy spliceosomalne
(E, A, B, C©) w wyniku asocjacji czynnikow
splicingowych snRNP z pre-mRNA. Energia
potrzebna do przeprowadzenia zmian kon-
formacyjnych pochodzi z hydrolizy ATP. Spli-
cing rozpoczyna si¢ od rozpoznania miejsca
5 splicingowego intronu przez UlsnRNP.
Powstaje wowczas kompleks E. Przylaczenie
U2snRNP do punktu rozgalezienia intronu
przeksztatca kompleks E w kompleks A. W
dalszym etapie z pre-mRNA asocjuje triplet
U4/U6-U5snRNP tworzac kompleks B, w kto-
rym zmiany strukturalne prowadza do dy-
socjacji Ul i U4snRNP oraz translokacji U4,
U6 i U2snRNP, wchodzacych w bezposredni
kontakt (Ryc. 1). Usuniecie intronéow odby-
wa sie na drodze dwoch cie¢ w miejscach
splicingowych. Pierwsze cigcie nastepuje w
miejscu 5, natomiast drugie w miejscu 3’
splicingowym. W efekcie intron zostaje wy-
ciety, a wolne kofice eksondéw potlaczone ze
soba (SMOLINSKI i wspotaut. 2003). Splicing
prowadzi zatem do powstania kompletnej
matrycy, wykorzystywanej nastepnie w pro-
cesie translacji.

Jeszcze kilkanaScie lat temu w biologii
molekularnej panowalo przekonanie, ze je-
den gen umozliwia powstanie jednego bial-
ka. Wspotczesna wiedza, zar6wno z zakresu
cytologii, jak i genetyki, pozwala odrzucic¢ to
zatozenie i spojrze¢ na proces ekspresji ge-



22 TOMASZ GULANICZ

5'88 intron 3'S8
ekson ekson
lomulals C kompleks A
omp
— — W@ 5y
e |

kompleks B

X e v

Ryc. 1. Powstawanie kompleksow katalitycz-
nych w procesie splicingowym.

noéw z zupelnie nowej perspektywy. W pro-
cesie splicingowym niektore introny moga
zosta¢ zachowane (retencja intronu). Jest to
L2alternatywny splicing”. W rezultacie trans-
krypcja jednego genu umozliwia powstanie
roznych mRNA kodujacych biatka. Ma to ko-
losalne znaczenie dla funkcjonowania komor-
ki, ktora jest w stanie syntetyzowac¢ ogromna
liczbe réznorodnych biatek, bez konieczno-
Sci zwielokrotnienia genéw, co wiazataby sie
ze zwiekszeniem iloS¢ DNA w jadrze komor-
kowym.

Proces splicingowy (Ryc. 1), pomimo ko-
rzySci jakie niesie, wymaga precyzyjnego kon-
trolowania. Pozostawienie intronu w mRNA
z jednej strony umozliwia powstanie réznych
biatek z jednego genu, jednak w niektorych
przypadkach moze stanowic¢ takze powazne
zagrozenie dla prawidlowego funkcjonowa-
nia komorki. Bledy w trakcie procesu spli-
cingowego prowadza do powstania mRNA,

regulacja splicingn

7N

hezposrednia posrednia
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Ryc. 2. Sposoby regulacji procesu splicingowe-
go.

ktore zawiera w swojej sekwencji dodatko-
we nukleotydy lub jest krotsze, w porowna-
niu z mRNA prawidlowym. W efekcie naste-
puje przesuni¢cie ramki odczytu w procesie
translacji, ktore moze powodowac zmiane se-
kwencji aminokwasowej w biatku lub przed-
wczesne wystapienie kodonu STOP. W takiej
sytuacji powstajace biatko jest niefunkcjonal-
ne, a w niektorych przypadkach moze takze
powaznie uposledza¢ metabolizm komorki
lub indukowa¢ procesy nowotworzenia.

W komorce wiele biatek wystepuje w po-
staci roznych izoform. Proces alternatywnego
splicingu, w trakcie ktorego czeS¢ intronow
pozostaje w mRNA, prowadzi do powstania
biatlek rézniacych sie zarowno sekwencja
aminokwasowa, jak i wlaSciwoSciami. Jako
przyktad moze postuzy¢ gen BCL-x, z ktoOre-
g0 moga powsta¢ dwie izoformy biatka: BCL-
x(L), posiadajace wlaSciwosSci antyapopto-
tyczne, oraz BCL-x(S), ktore indukuje proces
apoptozy. W komorce obie formy biatka wy-
stepuja w stanie rownowagi. Btedy w proce-
sie splicingowym moga jednak spowodowac
przesuni¢cie wzajemnej rownowagi i wzrost
ilosci izoformy BCL-x(L). W takiej sytuacji
komorka staje sie niewrazliwa na sygnaly in-
dukujace apoptoze (MINN i wspotaut. 1996).

Podobna sytuacja ma miejsce w przypad-
ku biatka kaspazy-2. NajczeSciej wystepuje
ona w formie dlugiej [kaspaza-2(L)], posiada-
jacej wlaSciwosci proapoptotyczne. W mozgu
i mieSniach szkieletowych kaspaza-2 mRNA
ma dodatkowy, 61-nukleotydowy ekson, kto-
ry powoduje przesuniecie ramki odczytu w
trakcie translacji i przedwczesne wystapienie
kodonu STOP. W rezultacie pojawia si¢ krot-
ka forma kaspazy, ktora szybko ulega rozpa-
dowi dzicki procesowi kontroli (ang. non-
sense-mediated decay, NMD) (SOLIER i wspot-
aut. 2005). Rola krotkiej izoformy nie zostata
doktadnie poznana. W niektorych sytuacjach
kaspaza-2(S) mRNA jest stabilizowane i ulega
translacji. Zaprezentowane przyklady przema-
wiaja za tym, ze btedy powstajace w procesie
splicingowym, np. poprzez niewlasciwy wy-
bor miejsca splicingowego, maja bezposredni
wpltyw na funkcjonowanie komorki. Oczywi-
Scie, konsekwencje wspomnianych btedow
nie ograniczaja si¢ tylko do apoptozy. Biatka
uczestnicza w wielu procesach metabolicz-
nych, zarowno w roli biatek enzymatycz-
nych, jak i czynnikéw regulatorowych. Doj-
rzewanie pre-mRNA musi by¢ zatem SciSle
kontrolowane (Ryc. 2), aby nie doprowadzi¢
do pojawienia si¢ stanow patologicznych. Re-
gulacja procesu splicingowego odbywa si¢ w
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sposob bezposredni i poSredni. BezpoSrednia
kontrola oparta jest na regulacji aktywno-
Sci bialek regulatorowych, takich jak biatka
SR i biatka heterogenicznego RNA (hnRNP),
oraz ilosci ATP, ktorego hydroliza dostarcza
energii potrzebnej do zainicjowania zmian
konformacyjnych w kolejnych kompleksach

spliceosomalnych. Mechanizm posredniej re-
gulacji oparty jest na kontroli kolejnych eta-
pOw biosyntezy czasteczek UsnRNP, ktore
odpowiedzialne sa za wycinanie intronéw i
laczenie eksonow oraz cial jadrowych (ciata
Cajala), w ktorych zachodzi ich dojrzewanie-
(patrz Ryc. 4).

WPLYW FOSFORYLACJI/DEFOSFORYLACJI BIALEK NA BIOSYNTEZE SNRNP

Biosynteza U-snRNP jest procesem wie-
loetapowym, ktory odbywa si¢ zarowno w
nukleoplazmie, jak i w cytoplazmie. Geny
Ul, U2, U4 i U5 snRNA transkrybowane sa
przez polimeraze II. Nastepnie transkrypty
transportowane sa za posrednictwem eks-
portera CRM1 do cytoplazmy, gdzie asocjuja
z kompleksem SMN i biatkami rdzeniowy-
mi Sm (B/B”, D1, D2, D3, E, F, G) tworzac
czasteczki UsnRNP. Powstale w cytoplazmie
czasteczki UsnRNP podlegaja transportowi
zwrotnemu do nukleoplazmy, gdzie akumu-
luja sie w ciatach Cajala (CB), w ktorych od-
bywa si¢ ich dojrzewanie oparte na metylacji
i pseudourydylacji nukleotydow w UsnRNA
za posrednictwem scaRNA (ang. specific Ca-
jal bodies RNA). Ze wzgledu na to, ze doj-
rzewanie czasteczek UsnRNP jest konieczne
dla ich katalitycznych wlaSciwosci, zmiany
strukturalne i funkcjonalne w ciatach Caja-
la moga posSrednio wplywaé na proces spli-
cingowy poprzez regulowanie iloSci dostep-
nych ,czasteczek efektorowych”, bez ktorych
wycinanie intronéw nie byloby mozliwe. W
tym miejscu warto wiec poswieci¢ troche
uwagi wspomnianym cialom jadrowym, kto6-
re sa nie tylko miejscem dojrzewania czaste-
czek UsnRNP, ale takze akumulacji licznych
czynnikow splicingowych. Ciata Cajala (CB)
sa strukturami jadrowymi obecnymi w ko-
morkach roslinnych i zwierzecych (DUNDR
i MisteLr 2010). NajczeSciej zlokalizowane
sa w poblizu jaderka. Ich biatkiem struktu-
ralnym jest koilina, czesto wykorzystywana
jako molekularny marker cial Cajala. Jest to
biatko domenowe, zdolne do interakcji z
kompleksem SMN i biatkami Sm (MAKAROV
i wspotaut. 2013). W strukturze koiliny wy-
odrebniono cztery domeny: sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS) i jaderkowej (NoLS), domen¢
bogata w reszty argininowe i glicynowe (RG
box), domene Tudor oraz C-koniec (koniec
karboksylowy) zawierajacy liczne reszty sery-
nowe. Obecnos¢ domeny NLS i NoLS umozli-
wia akumulacje biatka zaro6wno w nukleopla-
zmie jak i w jaderku. AktywnoS¢ biologiczna

koiliny regulowana jest na drodze fosforyla-
cji i symetrycznej dimetylacji argininy. Fos-
forylacja jest mozliwa w przynajmniej 17
miejscach. Jest to stan dynamiczny, zalezny
od cyklu komoérkowego (CARRERO i wspolaut.
2011). W jadrze komorkowym koilina, kom-
pleks SMN i biatka Sm kolokalizuja ze soba
w ciatach Cajala. Zmiana stopnia fosforylacji
bialek moze jednak modyfikowa¢ wzajem-
ne interakcje pomiedzy nimi. Fosforylacja
domeny Tudor w poczatkowych stadiach
mitozy hamuje zdolnoS¢ czasteczek koiliny
do wzajemnego sieciowania, prowadzac do
rozpadu cial Cajala w czasie podziatu jadra
komorkowego. Trwata defosforylacja seryny
w pozycji 571 oraz tyrozyny w pozycji 572
w obrebie C-kofica zwicksza natomiast ilos¢
powstajacych kompleksow koilina-SMN, przy
jednoczesnym spadku iloSci powstatych kom-
pleksow koilina-biatka Sm. Intensywnos¢ wia-
zania biatek Sm wzrasta, gdy koilina utrzymy-
wana jest w stanie niskiej fosforylacji (Toyo-
TA i wspolaut. 2010). W przeciwienstwie do
pojedynczych fosforylacji/defosforylacji, kto-
re modyfikuja wzajemne interakcje pomiedzy
biatkami, trwala fosforylacja wszystkich reszt
serynowych obecnych w taincuchu polipep-
tydowym koiliny prowadzi do calkowitej su-
presji powstawania komplekséw SMN-koili-
na. Zmiana stopnia fosforylacji nie tylko de-
terminuje zatem intensywnoS¢ oddzialywan
pomiedzy koilina i kompleksem SMN, ale
takze moze je calkowicie hamowac. W takiej
sytuacji koilina wystepuje w stanie rozpro-
szonym na terenie nukleoplazmy, natomiast
kompleks SMN tworzy struktury nazywane
Gem’s, ktore sa cialami jadrowymi zawieraja-
cymi kompleks SMN i czasteczki UsnRNP, ale
pozbawione koiliny. Brak koiliny stanowi ce-
che odrozniajaca ciala Gem’s od cial Cajala.
Podobny obraz fenotypowy pojawia w przy-
padku obecnosci reszt fosforanowych w po-
zycjach 271 i 272, co sugeruje, ze wspomnia-
ne reszty serynowe petnia kluczowa role w
interakcji koiliny z kompleksem SMN. Intere-
sujace zmiany w lokalizacji koiliny pojawiaja
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Ryc. 3. Regulacja intensywnoSci wiazania kompleksu SMN i biatek
Sm przez koiline na drodze fosforylacji/defosforylacji C-konca ko-

iliny.

si¢ takze w przypadku pojedynczej fosforyla-
cji w pozycji 489, ktora prowadzi do akumu-
lacji koiliny w jaderku (CARRERO i wspoOlaut.
2011), redukuje jej wlasciwosci nukleolitycz-
ne oraz ostabia sile wigzania kwaséw nukle-
inowych takich jak Ul i U2snRNA, scaRNA,
hTR (RNA ludzkiej telomerazy), 47/45S rRNA
oraz 5,85 rRNA (BROOME i wspoétaut. 2013).
Warto rowniez wspomnied, ze mitotyczna
koilina ma stabsza aktywnoS¢ RNA-zowa w
porownaniu z koilina interfazowa. Mecha-
nizm powstawania kompleksu SMN-koilina-
-Sm oparty jest wiec na regule wzajemnego
wykluczania sie, zgodnie z ktora kompleks
SMN preferuje stan niskiej fosforylacji koili-
ny, podczas gdy biatka Sm silniej wiaza sie
z koilina w stanie jej wysokiej fosforylacji
(ToyoTA i wspotaut. 2010). Ostabienie inte-

[PRAX | —>

defosforylacja

[PHAX P>
s CBPY 3

— [PHAX ]

fufon'lacjll T defosforvlacja

zatem intensywnoS¢ kra-
zenia kompleksu SMN i
bialek Sm miedzy cytopla-
zma i nukleoplazma, po-
srednio wplywajac na ich
dostepnos¢ w procesie skladania czasteczek
UsnRNP w cytoplazmie (Ryc. 3).

Zmiana stopnia fosforylacji nie tylko mo-
dyfikuje wzajemne interakcje zachodzace
pomiedzy elementami odpowiedzialnymi za
utrzymanie integralnoSci i funkcjonalnosci
cial Cajala, ale takze stanowi mechanizm re-
gulujacy transport UsnRNA z jadra komorko-
wego do cytoplazmy. Eksport powstalego w
procesie transkrypcji UsnRNA do cytoplazmy,
gdzie nastepuje skladanie spliceosomu, wy-
maga obecnosci sekwencji eksportu jadrowe-
go (NES) bogatej w reszty leucynowe oraz
monometylacji konca 5’. Transport odbywa
sic z udzialem eksportera CRM-1 z wykorzy-
staniem energii pochodzacej z hydrolizy Ran-
-GTP. SnRNA nie laczy sie jednak bezposred-
nio z CRM-1, ale wymaga obecnosci dwoch
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Ryc. 4. Regulacja biosyntezy snRNP na drodze fosforylacji/defosforylacji biatek.
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bialek adaptorowych: CBP i PHAX. Biatko
CBP (ang. cap binding protein) jest jadrowym
kompleksem zbudowanym z dwoch podjed-
nostek CBP80 i CBP20, ktory wiaze czapeczke
monometylowa na koficu 5° UsnRNA (OHNO i
wspotaut. 1990, IZAURRALDE i wspotaut. 1995),
natomiast PHAX jest fosforylowanym adapto-
rem dla eksportu RNA (ang. phosphorylated
adaptor for RNA export). Transport komplek-
su snRNA-CBP-PHAX z nukleoplazmy do cy-
toplazmy regulowany jest na drodze fosfory-
lacji PHAX i hydrolizy Ran-GTP do Ran-GDP
(OHNO i wspotaut. 2000). W jadrze komorko-
wym PHAX ulega aktywacji w wyniku dola-
czenia reszt fosforanowych przez kinaze CK2
(ang. casein kinase 2). Nastepnie laczy sie z
CBP i UsnRNA tworzac trimeryczny pre-kom-
pleks, ktory wiaze sie z eksporterem CRM-1 i
Ran-GTP. Po przetransportowaniu kompleksu
do cytoplazmy nastepuje hydroliza Ran-GTP
do Ran-GDP oraz defosforylacja PHAX za po-
Srednictwem bialkowej fosfatazy 2A (ang.
protein phosphatase 2A, PP2A), prowadzac
do rozpadu kompleksu i uwolnienia snRNA.
W cytoplazmie rozpoczyna sie¢ skltadanie cza-
steczek UsnRNP poprzez asocjacje snRNA z

kompleksem SMN i biatkami rdzeniowymi Sm
(D1, D2, D3, E, F, G). Koniec 5 snRNA ule-
ga takze dalszej metylacji do postaci czapeczki
trimetyloguanozyny (TMG cap), ktora jest cze-
Scia sygnalu importu jadrowego. W nukleopla-
zmie nastepuje ponowna fosforylacja PHAX
do postaci aktywnej (KITAO i wspotaut. 2008).
Transport UsnRNA z jadra do cytoplazmy re-
gulowany jest takze z udzialem kompleksu
biatlkowego zwanego integratorem, ktory za-
angazowany jest w potranskrypcyjna modyfi-
kacje konca 3’ snRNA. Zablokowanie ekspre-
sji INTS4, jednej z podjednostek integratora,
prowadzi do pojawienia si¢ cial cytoplazma-
tycznych skltadajacych sie z biatek Sm i kom-
pleksu SMN, natomiast snRNA akumuluje si¢
w jadrze komorkowym, jednak bez kolokali-
zacji z koiling. Powstate w wyniku zablokowa-
nia ekspresji INTS4 ciala jadrowe, ze wzgledu
na brak obecnoSci koiliny, nie sa odpowied-
nikiem cial Cajala. Podobny fenotyp pojawia
sic w przypadku zastosowania leptomycyny
B, ktora jest inhibitorem transportu jadrowe-
go za posrednictwem eksportera CRM-1 oraz
siRNA wyciszajacego ekspresje PHAX (TAKATA
i wspotaut. 2011) (Ryc. 4).

REGULACJA BIOSYNTEZY SNRNP NA DRODZE SYMETRYCZNEJ DIMETYLACJI ARGININY

Drugim mechanizmem regulujacym bio-
synteze UsnRNP oraz wzajemne interakcje
pomiedzy koilina, kompleksem SMN i bial-
kami Sm jest symetryczna dimetylacja argini-
ny. Jest to modyfikacja potranslacyjna, kata-
lizowana przez biatkowy kompleks nazywa-
ny metylosomem, w sklad ktorego wchodzi
bialkowa metylotransferaza argininowa (ang.
protein arginine methylotransferase, PRMT)
i bialko metylosomu 50 (MEP50) (FRIESEN i
wspotaut. 2002). Metylotransferazy arginino-
we (PRMTs) sa enzymami odpowiedzialny-
mi za tworzenie asymetrycznej (typ I PRMT)
lub symetrycznej (typ II PRMT) dimetylacji
argininy. Roznica pomi¢dzy symetryczna lub
asymetryczna dimetylacja dotyczy lokalizacji
grupy metylowej w stosunku do grupy gu-
anidynowej argininy. Jako donor grup me-
tylowych wykorzystywana jest S-adenozyno-
-L-metionina (ang. S$-adenosyl-L-methionine,
AdoMet). Symetryczna metylacja katalizowa-
na jest przez metylotransferaze¢ PRMT 5 i 7,
podczas gdy asymetryczna przez PRMT 1, 2,
3,4, 618 (Yu 2011). Wsrod czasteczek bu-
dujacych rdzen UsnRNP symetrycznej dime-
tylacji ulega kompleks SMN i bialka rdzenio-

we D1, SmB/B’ i Lsm4 (ang. Sm-like protein
4), wchodzacy w sklad czasteczki U6snRNP.
Grupy metylowe dotaczane sa do argininy i
glicyny w obrebie domeny RG. Wzajemna in-
terakcja pomiedzy MEP50 i SmD2, ktory nie
jest specyficznym substratem dla symetrycz-
nej dimetylacji (FRIESEN i wspotaut. 2002) su-
geruje, ze komponenty metylosomu, inne niz
metylotransferazy, moga petni¢ funkcje¢ regu-
lacyjna przysSpieszajac lub spowalniajac mety-
lacje, ktora niezbedna jest dla asocjacji bialek
Sm z kompleksem SMN w trakcie biosyntezy
UssnRNP w cytoplazmie. Poza kompleksem
SMN i biatkami Sm, takze koilina ulega dime-
tylacji w pozycji 397, 410, 413, 415 w regio-
nie bogatym w reszty glicynowe i arginino-
we (region GAR) (ang. Gly/Arg-rich) (GARY i
CLARKE 1998). Poziom metylacji koiliny praw-
dopodobnie skorelowany jest z metylacja bia-
tek Sm. Obecno$¢ sDRM (ang. symmetrical
diarginine methylation) jest niezb¢dna takze
dla interakcji koiliny z kompleksem SMN. W
zywych komorkach kompleks SMN i koilina
kolokalizuja ze soba w CB. Potraktowanie ko-
morek HeLa inhibitorem metylacji MTA (ang.
methylation inhibitor 5-deoxy-5-methylthio-
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adenosine) powoduje akumulacje kompleksu
SMN w Gem’s, podczas gdy koilina pozostaje
w ciatach Cajala (BOISVERT i wspotaut. 2002).
Akumulacja kompleksu SMN w postaci Gem’s
moze wskazywacé zatem na spadek intensyw-
nosSci procesu metylacji w zywych komor-
kach. Podobne zmiany w fenotypie pojawiaja
si¢ takze po zastosowaniu siRNA blokujacego
ekspresje PRMT5, PRMT7 oraz MEP50. Wyci-
szenie ekspresji genow kodujacych PRMTS5
i PRMT7 przerywa proces skladania rdzenia
snRNP, spadek dynamiki formowania si¢ ciat
Cajala i zwicksza lokalizacje koiliny w czeSci
peryferycznej jaderka. Symetryczna dimetyla-
cja argininy nie wplywa jednak na transport
jadrowy. W przypadku traktowania komorek
HeLa inhibitorem MTA nadal obserwuje si¢
obecnos¢ bialek Sm oraz kompleksu SMN

w nukleoplazmie i cytoplazmie (GONSALVEZ
i wspotaut. 2007). Symetryczna dimetylacja
argininy, podobnie jak fosforylacja, wplywa
na stabilnos¢, strukture i funkcjonalnoS¢ ciat
Cajala oraz bezposrednio modyfikuje biosyn-
tez¢ UsnRNP poprzez zmian¢ wzajemnych
oddzialywan pomiedzy koilina, kompleksem
SMN i biatkami Sm. W przeciwienstwie do sy-
metrycznej metylacji, asymetryczna metylacja
(aDRM) jest obecna w biatkach Sm selektyw-
nie. Prawdopodobnie nie jest wymagana dla
asocjacji biatek Sm z kompleksem SMN oraz
ich transportu jadrowego. Ten rodzaj potran-
slacyjnej modyfikacji moze jednak odgrywac
role w lokalizacji biatek Sm w obrebie jadra
komorkowego lub regulowac splicing pre-
-mRNA (GONSALVEZ i wspotaut. 2007).

REGULACJA AKTYWNOSCI BIALEK SR I HNRNP

Fosforylacja/defosforylacja nie tylko de-
terminuje wzajemne interakcje pomiedzy ko-
iling, biatkami Sm, kompleksem SMN i PHAX,
regulujac tym samym biosyntez¢ czasteczek
snRNP, ale modyfikuje takze aktywnoS¢ bio-
logiczna bialek posiadajacych zdolnos¢ wia-
zania RNA (ang. RNA binding protein, RBP),
ktore pelnia role czynnikéw regulatorowych
oraz determinuja wybor miejsca splicingo-
wego przez spliceosom. Do rodziny biatek
RBA zaliczamy miedzy innymi biatka SR oraz
bialka heterogenicznego RNA (ang. hetero-
genous nuclear ribonucleoprotein, hnRNP).
Biatka SR charakteryzuja si¢ obecnoScia do-
meny rozpoznajacej RNA (ang. RNA recogni-
tion motif, RRM) na N-koncu oraz domeny
bogatej w reszty serynowe i argininowe (RS
domain) na C-koncu. Fosforylacja domeny RS
modyfikuje zdolnoS¢ rozpoznawania mRNA
przez biatka SR (SANFORD i wspotaut. 2005),
asocjacje z innymi biatkami oraz determinuje
ich wewnatrzkomorkowa lokalizacje. Klasycz-
nym przykladem, ktoéry pozwoli zilustrowac,
w jaki sposob fosforylacja wplywa na proces
splicingowy, jest biatko SRSF10. W postaci
ufosforylowanej pelni ono funkcje specyficz-
nego aktywatora splicingu, ulatwiajac przyla-
czenie Ul i U2snRNA do ich miejsc docelo-
wych na pre-mRNA w poblizu sekwencji ESE
(ang. exonic splicing enhancer) zaleznych
od SRSF10 (FENG i wspotaut. 2008). Defos-
forylacja SRSF10 przez fosfataze¢ PP1, ktora
pojawia siec w wyniku szoku cieplnego, akty-
wuje funkcje represorowe SRSF10. W takiej
formie SRSF10 nadal wigze sie z UlsnRNP,

jednak hamuje jego asocjacj¢ z miejscem 5’
splicingowym. Podobny mechanizm wyste-
puje w przypadku biatlek SF1 i SRSF1. Fos-
forylacja stymuluje ich asocjacj¢ z U2AF65
i UlsnRNP, tym samym modyfikujac tempo
sktadania spliceosomu (MANCEAU i wspolaut.
2000). Poza modyfikacja aktywnoSci bialek
SR, fosforylacja/defosforylacja domeny RS
determinuje takze ich lokalizacje w jadrze
komorkowym oraz reguluje transfer bialek
SR z nukleoplazmy do cytoplazmy. W trak-
cie interfazy biatka SR akumuluja si¢ glownie
w skupiskach jadrowych (ang. nuclear spec-
kles) razem z czynnikami splicingowymi oraz
bialkami zaangazowanymi w transport RNA.
W warunkach in vivo fosforylacja stymuluje
rekrutacje bialek SR ze skupisk jadrowych do
miejsc splicingowych pre-mRNA (MISTELI i
wspotaut. 1998), natomiast defosforylacja do-
meny RS odpowiedzialna jest za ich translo-
kacje do cytoplazmy (LAl i wspolaut. 2001).
Dotaczenie reszty fosforanowej w cytopla-
zmie indukuje powrot biatek SR do jadra ko-
morkowego, regulujac tym samym cyrkulacje
bialek SR pomiedzy nukleoplazma a cytopla-
zma. Defosforylacja zwicksza takze powino-
wactwo biatek SRSF1 i SRSF7 wzgledem bial-
ka transportowego TAP, ktory zaangazowany
jest w eksport mRNA (HUANG i wspotaut.
2004).

W przypadku biatek hnRNP, wptyw fos-
forylacji/defosforylacji na proces splicingo-
wy moze zosta¢ zobrazowany na przyktadzie
biatka SAMG6S, ktore nalezy do rodziny bia-
lek STAR (ang. signal transduction and acti-



Splicing oraz mechanizmy jego regulacji 27

vation of RNA). Fosforylacja tyrozyny przez
kinaze¢ SRK powoduje jego akumulacje w
cialach jadrowych nazywanych SNB (ang.
SAMG68 nuclear bodies) (LUKONG i wspol-
aut. 2005, PARONETTO i wspolaut. 2007) oraz
negatywnie wplywa na zdolnos¢ interakcji
SAMG8 z hnRNP Al i BCL-X mRNA. Ostabie-
nie interakcji SAM68 z mRNA hamuje zatem
aktywnos¢ splicingowa wzgledem docelo-
wych genéw (PARONETTO i wspoétaut. 2007).
Odmienny mechanizm regulacyjny zachodzi
w przypadku hnRNP Al, gdzie fosforylacja
przez kinaze MAPK p39 (ang. mitogen-activa-

ted protein kinase) w warunkach stresowych
szoku cieplnego nie powoduje akumulacji
biatka w postaci ciat jadrowych, jak w przy-
padku SAMGS, ale jego translokacje do cyto-
plazmy, gdzie hnRNP Al wplywa na etapy
procesu splicingowego zalezne od hnRNP Al
(VAN OORDT i wspotaut. 2000, GUIL i wspot-
aut. 20006). Tak wiec, mechanizm regulacyjny
oparty na fosforylacji i defosforylacji, w przy-
padku biatek hnRNP i SR, nie jest systemem
jednorodnym, ale moze wywiera¢ réznorod-
ny efekt na aktywnosSc¢ bialek, zaleznie od ro-
dzaju i miejsca fosforylacji.

ROLA ATP-AZ W REGULACJI PROCESU SPLICINGOWEGO

Kolejne kompleksy katalityczne, w kto-
rych odbywa si¢ wycinanie intronow, nie
powstaja de novo, ale w wyniki zmian kon-
formacyjnych, ktore prowadza do przeksztal-
cenia jednego kompleksu w kolejny. Energia
potrzebna do przeprowadzenia tych zmian
pochodzi z hydrolizy ATP. W takim kontek-
Scie czynnikami regulujacymi proces splicin-
gowy moze by¢ odpowiednia ilos¢ ATP, wy-
starczajaca na pokrycie potrzeb energetycz-
nych, oraz obecnos¢ specyficznych ATPaz. W
procesie dojrzewania mRNA biora udziat AT-
Pazy nalezace do rodziny biatek DExD/H-box
Prp, ktorych obecnoS¢ jest niezbedna dla
kontynuacji splicingu. Termiczna inaktywacja
ATPazy Prp2 u drozdzy zatrzymuje splicing
na poziomie kompleksu B (YEAN i wspotaut.
1991). Przeprowadzenie ciecia w miejscu
5" splicingowym i ligacja eksonow wymaga
takze obecnosSci przynajmniej szeSciu czyn-
nikow splicingowych: Spp2, Cwc25, Prp 106,
Prp18, Prp22 i Slu7 oraz odpowiedniego ste-
zenia ATP (HOSKINS i MOORE 2009).

Wspolczesne spojrzenie na mechanizm
regulacji splicingu zaktada kinetyczna rywa-
lizacje pomi¢dzy dwoma mozliwymi scena-
riuszami: powstaniem kolejnego kompleksu
spliceosomalnego lub otwarciem przez ATPa-

zy szlakow prowadzacych do rozpadu splice-
osomu (ang. discard pathways). Przyktadem
ATPazy, ktora powoduje rozpad kompleksu
C, jest Prpl16. W warunkach in vitro jest to
proces odwracalny. Splicecosomy moga wielo-
krotnie wchodzi¢ i wychodzi¢ z drogi rozpa-
du indukowanej przez Prpl6 (KOODATHINGAL
i wspotaut. 2010). Podobna role petni Prp22.
Jesli jest to proces odwracalny, to nasuwa si¢
pytanie, dlaczego spliceosomy, ktore weszly
na droge rozpadu, w wickszosci przypadkow
nie kontynuuja juz procesu splicingowego.
Staley i jego wspolpracownicy wykazali, ze
nieodwracalnoS¢ tego procesu uwarunkowa-
na jest przez obecno$¢ ATPazy Prp43, dla
ktorej substratem sa kompleksy spliceosomal-
ne biorace udzial w ci¢ciu 5SS oraz ligacji
eksonow (KOODATHINGAL i wspotaut. 2010,
MAYAS i wspotaut. 2010). ATPaza Prp43 po-
woduje destrukcje splicecosomu w warun-
kach niedoboru Prpl6, uniemozliwiajac tym
samym wycofanie si¢ spliccosomow z drogi
rozpadu. Splicing moze byC zatem regulowa-
ny zarOwno na poziomie powstawania kolej-
nych kompleksow katalitycznych przy udzia-
le specyficznych ATPaz, jak rOwniez poprzez
odwracalnos¢/nieodwracalnoS¢  wejscia na
szlak rozpadu.

PODSUMOWANIE

Regulacja procesu splicingowego odbywa
si¢ na réznych poziomach procesu dojrzewa-
nia mRNA. Jednym z mechanizméw kontro-
Inych jest modyfikacja biosyntezy czasteczek
UsnRNP, ktore bezposrednio zaangazowane
sa w wycinanie sekwencji intronowych i a-
czenie wolnych koincow eksonow. Biosynte-
za UsnRNP jest procesem wieloetapowym i

obejmuje faze jadrowa, gdzie geny Ul, U2,
U4 i USsnRNA podlegaja transkrypcji przez
polimeraze II oraz faze cytozolowa, w Kkto-
rej nastepuje formowanie si¢ czasteczek
UsnRNP poprzez asocjacje UsnRNA z kom-
pleksem SMN i biatkami rdzeniowymi Sm.
Dalsze etapy dojrzewania UsnRNP odbywaja
si¢ w cialach Cajala, dla ktorych koilina jest
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biatkiem strukturalnym. Zmiana wzajemnych
oddzialywan w ukladzie SMN-Sm-koilina po-
przez fosforylacje i symetryczna dimetylacje
argininy wplywa na tempo skladania snRNP,
regulujac tym samym iloS¢ ,czasteczek efek-
torowych”. Proces spliceosomalny kontro-
lowany jest takze na etapie formowania si¢
kompleksow katalitycznych, ktore dla swojej
aktywnoSci wymagaja energii pochodzacej
z hydrolizy ATP i specyficznych ATPaz Prp.

Utrzymanie wlasciwej rOwnowagi pomiedzy
ATP i ATPazami Prp decyduje o kontynuacji
procesu splicingowego lub skierowaniu spli-
ceosomOw na droge rozpadu. Fosforylacja/
defosforylacja wplywa takzie na aktywnoSc
biatek SR i hnRNP, ktére moga regulowacd
zdolnoS§¢ rozpoznawania miejsc splicingo-
wych przez UsnRNP lub petlni¢ funkcje in-
duktoréw oraz represorow.

WSPOLCZESNE SPOJRZENIE NA PROCES SPLICINGOWY ORAZ MECHANIZMY JEGO REGULACJI

Streszczenie

W  komorkach eukariotycznych wiele genow
transkrybowanych jest w postaci prekursorowego
mRNA zawierajacego sekwencje kodujace (eksony) i
niekodujace (introny), ktore zostaja wyci¢te w pro-
cesie splicingowym, dostarczajac kompletnej matry-
cy do syntezy biatka. Komorka dysponuje dwoma ro-
dzajami splicingu: konstytutywnym oraz alternatyw-
nym, w trakcie ktorego czeS¢ introndéw pozostaje w
mRNA. Splicing umozliwia zatem otrzymanie wielu
mRNA z jednego genu. Proces splicingowy jest wie-
loetapowy i pelni w komorce liczne funkcje. Z tego
powodu musi by¢ SciSle kontrolowany. Bledy poja-
wiajace si¢ w czasie splicingu moga wptywac¢ w ne-
gatywny sposOb na metabolizm komorki, apoptoze i
cykl komorkowy, w niektorych przypadkach induku-

jac takze proces nowotworzenia. Regulacja splicingu
odbywa si¢ w sposOb bezposredni poprzez modyfi-
kacje aktywnosSci katalitycznej bialek regulatorowych
z rodziny biatek Sr i hnRNP na drodze fosforylacji/
defosforylacji oraz zmiane¢ st¢zenia ATP i ATPaz Prp,
ktore niezbedne sa dla powstania zmian konforma-
cyjnych w kompleksach spliceosomalnych. Regula-
cja posrednia oparta jest na dostepnosci czasteczek
snRNP oraz utrzymaniu integralnoSci oraz funkcjo-
nalnoSci ciat Cajala, ktore biora udziat w biosyntezie
snRNP. Wtasciwa integralnoS¢ cial Cajala utrzymy-
wana jest poprzez wzajemne interakcje pomiedzy
koiling, biatkami rdzeniowymi Sm oraz kompleksem
SMN, ktorych aktywnos¢ modyfikowana jest na dro-
dze fosforylacji i symetrycznej dimetylacji argininy.

NEW INSIGHT INTO THE SPLICING PROCESS AND MECHANISM OF ITS REGULATION

Summary

In eukaryotic cells many gens are transcribed in
the form of pre-mRNA containing coding (exon)
and non-coding (intron) sequences. In the splicing
process, introns are removed and exons ligated pro-
viding thus complete template for protein transla-
tion. Despite constitutive splicing there occurs also
an alternative splicing within which not all introns
are taken out. Splicing leads thus to production of
multiple copies of mRNA from a single gene. The
splicing as a multi-functional and step-wise process
needs to be tightly regulated. Many cellular malfunc-
tion are effected by errors occurring during consti-
tutive and alternative splicing. These malfunctions
encompass metabolism, apoptosis and cell cycle con-
trol; in some cases they may lead to cancerogenesis.

Splicing could be regulated directly by modifying
activity of splicing factors such as SR proteins and
RNA-binding proteins (RBPs) by phosphorylation/
dephosphorylation and changes in concentration of
ATP and ATP-ases Prp involved into conformational
changes in of spliceosomal complexes. Indirect path-
way of splicing regulation is based on accessibility
of snRNP particles and control of the integrity and
functionality of Cajal bodies (CB) participating in
snRNP biogenesis. The integrity of CB is maintained
by mutual interactions between SMN complex,
coilin protein and core proteins Sm, the activity of
whitch activity is regulated by phosphorylation and
symmetrical arginine dimethylation.

LITERATURA

BOISVERT F. M., COTE J., BOULANGER CH. M., CLEROUX
P., BACHAND F., AUTEXIER CH., RICHARD S., 2002.
Symmetrical dimethylarginine methylation is
required for the localization of SMN in Cajal
bodies and pre-mRNA splicing. J. Cell Biol. 159,
957-9069.

BROOME H. J., ZUNAMYS I. CARRERO, DOUGLAS H. E.
HEBERT M. D., 2013. Phosphorylation regulates
coilin activity and RNA association. Biolo. Open
2, 407-415.

CARRERO Z. I, VENKATRAMREDDY V., DouGLAS H. E.,
HEBERT M. D., 2011. Coilin phosphomutants di-
srupt Cajal body formation, reduce cell prolife-
ration and produce a distinct coilin degrada-
tion product. Public Library Sci. 6, €25743.

DUNDR M., MISTELI T., 2010. Biogenesis of Nuclear
Bodies. Cold Spring Harbor Perspect. Biol. 2,
a000711.

FENG Y., CHEN M., MANLEY ]. L., 2008. Phosphory-
lation switches the general splicing repressor



Splicing oraz mechanizmy jego regulacji 29

SRp38 to a sequence-specific activator. Nat.
Struct. Mol. Biol. 15, 1040-1048.

FRIESEN W. J., WYCE A., PAUSHKIN S., ABEL L., RAPPSIL-
BER J., MANN M., DREYFUSS G., 2002. A novel WD
repeat protein component of the methylosome
bﬂids Sm proteins. J. Biol. Chem. 277, 8243-
8247.

GARY J. D, CLARKE S., 1998. RNA and protein inter-
action modulated by protein arginine methyl-
ation. Molecular Biology Instutute and Depart-
ment of Chemistry and Biochemistry, University
of California, Los Angeles.

GONSALVEZ G. B., TIAN L., OsPINA J. K., FRANCOIS-MI-
CHEL BOISVERT, LAMOND A I., MATERA A G., 2007.
Two distinct arginine methyltransferases are re-
quired for biogenesis of Sm-class ribonucleopro-
teins. J. Cell Biol. 178, 733-740.

GUIL S., LONG J. C., C"ACERES J. F., 2006. HnRNP Al
relocalization to the stress granules reflects a
role in the stress response. Mol. Cell. Biol. 26,
5744-5758.

HOSKINS A. A., MOORE M. J., 2009. The spliceosome:
a flexible, reversible macromolecular machine.
Trends Biochem. Sci. 37, 179-188.

HUANG Y., YARIO T. A., STEITZ J. A., 2004. A molec-
ular link between SR protein dephosphorylation
and mRNA export. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101, 9666-9670.

IZAURRALDE, E., LEWIS J., GAMBERI C., JARMOLOWSKI A.,
MCGUIGAN C., MATTAJ 1. W., 1995. A cap-binding
protein complex mediating U snRNA export. Na-
ture 376, 709-712.

KITAO S.SEGREF A., KAST J, WiLM M., MATTA] 1. W,
OHNO M., 2008. A compartmentalized phosphor-
ylation/dephosphorylation system that regulates
U snRNA export from the nucleus. Mol. Cell.
Biol. 28, 487-497.

KOODATHINGAL P.; PICCIRILLI J. A., STALEY ]J. P., 2010.
The DEAH box ATPases Prpl16 and Prp43 coop-
erate to proofread 5' splice site cleavage during
pre-mRNA splicing. Mol. Cell 39, 385-395.

LAI M.-C., LIN R-L. , TARN W.-Y., 2001. Transportin-SR-
2mediates nuclear import of phosphorylated SR
proteins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 10154-
10159.

LUKONG K. E., LAROCQUE T., TYNER A. L., RICHARD
S., 2005. Tyrosine phosphorylation of Samo68
by breast tumor Rinase regulates intranuclear
localization and cell cycle progression. ]J. Biol.
Chem. 280, 38639-38647.

MAKAROV V., RAKITINA D., PROTOPOPOVA A., YAMINSKY
I., ARUTIUNIAN A., LOVE A. J., TALIANSKY M., Ka-
LININA N., 2013. Plant Coilin: Structural Char-
acteristics and RNA-Binding Properties. Public
Library Sci. 8, €53571.

MANCEAU V., SWENSON M., LE CAER J. -P., A. KIELKOPF
S. C. L, MAUCUER A., 2006. Major phosphoryla-
tion of SF1 on adjacent Ser-Pro motifs enhances
interaction with U2AFG65. FEBS J. 273, 577-587.

MAYAS R. M., HIROSHI M., STALEY J. P., 2010. Spliceo-
some discards intermediates via the DEAH box

ATPase Prp43p. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 107,
10020-10025.

MINN A. J., BOisE L. H., THOMPSON C. B., 1996. Bclx
Antagonizes the Protective Effects of BCL-x. J.
Biol. Chem. 271, 6306-6312.

MisTELI T., C'ACERES J. F., CLEMENT J. Q., KRAINER A.
R. , WILKINSON M. F., SPECTOR D. L., 1998. Ser-
ine phosphorylation of SR proteins is required
Jor their recruitment to sites of transcription in
vivo. J. Cell Biol. 143, 297-307.

OHNO M., KATAOKA N., SHIMURA Y., 1990. A nuclear
cap binding protein from HeLa cells. Nucl. Acids
Res. 18, 6989-6995.

OHNO M., SEGREF A., BACHI A.,, WILM M., MATTAJ I. W,
2000. PHAX, a mediator of U snRNA nuclear
export whose activity is regulated by phosphor-
ylation. Cell 101, 187-198.

PARONETTO M. P., ACHSEL T., MASSIELLO A., CHALFANT
C. E, SETTE C., 2007. The RNA-binding protein
Sam68 modulates the alternative splicing of
Bclx. ]. Cell Biol. 176, 929-939.

SANFORD J. R., ELLIS J. D., CAZALLA D., C"ACERES J. F,,
2005. Reversible phosphorylation differential-
ly affects nuclear and cytoplasmic functions
of splicing factor 2/alternative splicing factor.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 15042-15047.

SMOLINSKI D. J., WROBEL B., ZIENKIEWICZ K., NIEDOJA-
DO J., 2003. Organizacja systemu splicingowego
w komorkach linii generatywnej. Kosmos 52,
481-492.

SOLIER S., LOGETTE E., DESOCHE L., SOLAR E., CORCOS L.,
2005. Nonsense-mediated mRNA decay among
human caspases: the caspase-2S putative protein
is encoded by an extremely short-lived mRNA.
Cell Death Different. 12, 687-689.

STEITZ J. A., DREYFUSSG., KRAINER A. R., LAMOND A. I,
MATERA A. G., PADGET R. A., 2008. Where in the
cell is the minor spliccosome? Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 105, 8485-84806.

TAKATA H., NISHJIMA H., MAESHIMA K., SHIBAHARA K.,
2011. The integrator complex is required for in-
tegrity of Cajal bodies. J. Cell Sci. 125, 166-175.

ToYyoTA C. G., DAVIS M. D., COSMAN A. M., HEBERT M.
D., 2010. Coilin phosphorylation mediates inter-
action with SMN and SmB'. Chromosoma 119,
205-215.

VAN OORDT W. V. D. H,, DiAZ-MECO M. T., LOZANO ]J.,
KRAINER A. R., MOSCAT J., C’ACERES J. F., 2000.
The MKK(3/6)-p38- signaling cascade alters the
subcellular distribution of hnRNP Al andmodu-
lates alternative splicing regulation. J. Cell Biol.
149, 307-316.

YEAN S. L, LIN R. J,, 1991. U4 small nuclear RNA dis-
sociates from a yeast spliceosome and does not
participate in the subsequent splicing reaction.
Mol Cell Biol. 11, 5571-5577.

YU M. C, 2011. The role of protein arginine meth-
ylation in mRNP dynamics. Mol. Biol. Internat.
2011, 1-10.



