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Streszczenie

Pierwotny transkrypt genu eukariotycznego (pre-mRNA) sktada si¢ z regionéw kodujacych —
eksondéw, poprzedzielanych sekwencjami niekodujacymi intronami, ktére usuwane sa w proce-
sie sktadania RNA, co prowadzi do powstania dojrzatego transkryptu. Alternatywne sktadanie
pre-mRNA, do niedawna uwazane za szczegélny wyraz metabolizmu kwaséw nukleinowych,
odpowiada za duza réznorodnos¢ komoérkowego proteomu i stuzy efektywnemu wykorzystaniu
informacji zawartej w genomie. Pelni istotne role w regulacji tak waznych proceséw w organi-
zmie, jak regulacja apoptozy, czy rozwdj i plastycznos$¢ uktadu nerwowego. Zadaniem alterna-
tywnego sktadania jest réznicowe, zalezne od warunkéw i typu komorki sktadanie mRNA, co
w rezultacie daje rézniace si¢ struktura transkrypty tego samego genu, a po translacji ré6zniace
si¢ migdzy sobg izoformy biatka. Ze wzgledu na ztozonos¢ tego mechanizmu alternatywne skta-
danie jest szczegdlnie podatne na zaburzenia. Niebezpieczne sa zwlaszcza zaburzenia wynika-
jace z mutacji w sekwencjach kluczowych dla regulacji alternatywnego sktadania. Patogeneza
wielu schorzen wynika z zaburzert w alternatywnym sktadaniu, a dotyczy to tak réznych stanéw
chorobowych, jak nowotwory czy choroby neurodegeneracyjne. Z powodu genetycznych korze-
ni tych schorzen, ich terapia jest problematyczna. Obecnie duze nadzieje w terapii tych schorzen
wiaze si¢ z zastosowaniem interferencji RNA. Interferencja RNA jest powszechnym u eukarion-
téw mechanizmem wyciszania gendw, a zakonczone sukcesem préby wyciszania produkcji trans-
kryptéw kodujacych wadliwe izoformy biatek daja nadziej¢ na opracowanie nowych, skutecznych
metod korekcji zaburzen alternatywnego sktadania.

skiadanie RNA ¢ skiadanie alternatywne ¢ interferencja RNA

Summary

The primary transcript of an eukaryotic gene (pre-mRNA) is composed of coding regions — exons
intervened by non-coding introns — which are removed in the RNA splicing process, leading to
the formation of mature, intron-free mRNA. Alternative splicing of pre-mRNA is responsible
for high complexity of the cellular proteome and expresses effective use of genetic information
contained in genomic DNA. Alternative splicing plays important roles in the organism, inclu-
ding apoptosis regulation or development and plasticity of the nervous system. The main role of
alternative splicing is differential, dependent on conditions and the cell type, splicing of mRNA,
generating diverse transcripts from one gene, and, after the translation, different isoforms of
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a particular protein. Because of the high complexity of this mechanism, alternative splicing is
particularly prone to errors. The perturbations resulting from mutations in the key sequences for
splicing regulations are especially harmful. The pathogenesis of numerous diseases results from
disturbed alternative RNA splicing, and those include cancers and neurodegenerative disorders.
The treatment of these conditions is problematic due to their genetic background and currently
RNA interference, which is a common mechanism of eukaryotic gene regulation, is being stu-
died. Initial successes in the attempts of silencing the expression of faulty protein isoforms sup-
port the idea of using RNA interference in targeting disease related to disturbances in alternati-

ve splicing of RNA.
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SkrADANIE PRE-MRNA

Droga od genu do biatka jest wieloetapowa. Podczas trans-
krypcji genu kodujacego biatko u organizméw eukario-
tycznych powstaje transkrypt pierwotny — pre-mRNA,
ktéry zanim bedzie gotowy do transportu poza jadro ko-
morki i weZzmie udzial w wytwarzaniu biatka w procesie
translacji, poddany musi zosta¢ wielu modyfikacjom [30].
Pierwotny produkt transkrypcji kodujacy biatko u organi-
zmow wyzszych sktada si¢ z eksonéw — sekwencji ko-
dujacych, poprzedzielanych sekwencjami niekodujacy-
mi — intronami. Introny ulegaja wycinaniu z pre-mRNA
w procesie sktadania mRNA [100]. Poza usunigciem in-
tronéw pre-mRNA poddawany jest tez modyfikacjom na
obu swoich konicach. Na koricu 5’ takiego transkryptu za-
chodzi proces ,,czapeczkowania” (capping) — dotaczenie
guanozyny wigzaniem 5°,5’-trifosforanowym oraz jej me-
tylacja w pozycji 7. Czapeczka 5’ (7-mG) zabezpiecza trans-
krypt przed enzymatyczng degradacja przez egzonukleazy
5’-3’, a takze jest niezbgdna dla transportu mRNA do cy-
toplazmy i inicjacji procesu translacji [30,100]. Koniec 3’
czasteczki RNA podlega natomiast cigciu w miejscu po-
przedzonym o 10-30 nukleotydéw przez sekwencje sygna-
towa (AAUAAA u ssakéw), a nastgpnie ulega poliadenyla-
cji w procesie, w ktérym polimeraza poliA (PAP) dotacza
adenozyny na koricu 3’ czasteczki, tworzac ,,ogon poliA”
[30,75]. Oba te procesy sa konieczne do prawidtowego
eksportu mRNA do cytoplazmy oraz efektywnej trans-
lacji [103]. W procesie wycinania intronéw bierze udziat
zlozona struktura nazywana spliceosomem (spliceosome).
Szacuje sig, ze spliceosom, jako zwarta struktura, zawiera
ponad 200 biatek i 5 czasteczek krétkiego (matego) jadro-
wego RNA (snRNA — small nuclear RNA) [84,91], bio-
racych udziat w sktadaniu mRNA. Jest to zorganizowany,
a zarazem dynamiczny zbidr czasteczek, w ktorym wy-
stgpuja oddzialtywania biatko-biatko, biatko-RNA i RNA-
RNA [62]. Wsrdd sktadnikéw spliceosomu zasadnicza role
W procesie wycinania intronéw pelni pi¢¢ matych jadro-
wych rybonukleoprotein snRNP — U1, U2, U4, U5 i U6,
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sktadajacych si¢ z snRNA oraz stowarzyszonych z nimi
biatek [78,91]. Proces biogenezy czasteczek UsnRNP jest
réwniez procesem ztozonym i przebiega wieloetapowo za-
rowno w jadrze, jak i cytoplazmie, z udzialem domen ja-
drowych — ciat Cajala [90,94,113]. Mechanizm wycinania
intronéw przebiega w kilku etapach, ktérym towarzyszy
wiele rearanzacji w obrebie spliceosomu oraz zmian kon-
formacyjnych czynnikéw bioracych udziat w tym proce-
sie. Pierwszym etapem sktadania jest rozpoznanie korica
5’ intronu i miejsca rozgatezienia (branch point) w intro-
nie, charakteryzujacego si¢ zazwyczaj obecnoscia adeni-
ny, przez czynniki U1 i U2 snRNP. Powstaje w ten spos6b
kompleks A. Kompleks B powstaje przez dotaczenie kom-
pleksu U4eU6/U5 tri-snRNP. Ostatecznie, w wyniku re-
aranzacji uwalniajacej czynniki U1 i U4 snRNP powstaje
katalitycznie aktywny kompleks C [91]. W pierwszym eta-
pie wycinania intronu grupa 2’-OH nukleozydu w miejscu
rozgatezienia przeprowadza nukleofilowy atak na wigza-
nie fosfodiestrowe ostatniego nukleotydu (w eksonie) po
stronie 5’ intronu, w wyniku czego powstaje struktura pe-
tli. Nastgpnie grupa 3’-OH wolnego konca eksonu ataku-
je ostatni nukleotyd intronu po stronie 3’, intron wypetla
si¢ tworzac strukturg przypominajaca lasso, po czym wol-
ne konce eksonow ulegaja potaczeniu [83,91,102]. Warto
odnotowad, iz elementami spliceosomu uczestniczacymi
bezposrednio w katalizie wycinania intronu sa czasteczki
RNA. Podobnie jak w szczeg6lnym przypadku autokatali-
tycznych, samowycinajacych si¢ intronéw, tak i w klasycz-
nym sktadaniu transkryptéw RNA odpowiada za katali-
z¢ reakcji chemicznej, dziatajac jako rybozym [37,101].
Liczne dane dowodza scistego zwiazku migdzy sktada-
niem pre-mRNA a transkrypcja. Proces sktadania zacho-
dzi zaréwno kotranskrypcyjnie, jak i posttranskrypcyj-
nie. Ma to szczegdélne znaczenie w przypadku syntezy
i obrébki bardzo dtugich transkryptéw, np. w przypadku
genu dystrofiny (2,4 mln par zasad) [39]. Zaznaczy¢ na-
lezy jednak, ze sktadanie kotranskrypcyjne nie jest regu-
a. Nie wyjasniono dotad mechanizmu, ktéry decydowat-
by o tym, ktére introny sa wycinane kotranskrypcyjnie,
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Ryc. 1. Uproszczony schemat kanonicznego sktadania
RNA. Fragment pierwotnego transkryptu
(pre-mRNA) zawierajacy intron jest celem
dla kompleksu sktadajacego (spliceosomu).
Sktadniki spliceosomu formujg aktywny
kompleks na pre-mRNA, nastepuje wyciecie
intronu — powstanie struktury ,lassa’, po czym
skfadniki spliceosomu oddysocjowuja od mRNA.
U1, U2, U4, U5, U6 — rybonukleoproteiny,
sktadniki kompleksu sktadania RNA

pre-mRNA

a ktoére posttranskrypcyjnie, jednak dane na ten temat po-
zwalaja sadzid, iz nie jest to proces przypadkowy i istnie-
je tu swoista regulacja [39]. Ponadto, wiele danych wska-
zuje na $cisty funkcjonalny zwiazek migdzy transkrypcja
i sktadaniem pierwotnego transkryptu. Gtéwna rolg¢ moze
tu odgrywac C-konicowa domena polimerazy II RNA — do-
mena CTD (C-terminal domain). Brak funkcjonalnej do-
meny CTD skutkuje silnym zaburzeniem procesu sktadania
RNA i obrébki na obu koricach pierwotnego transkryptu
(czapeczkowanie korica 5°, trawienie i poliadenylacja kon-
ca 3’) [52,56]. Efekt ten zalezny jest w znacznej mierze
od stanu fosforylacji domeny CTD. Prawidtowy wzorzec
fosforylacji domeny CTD jest niezbedny do prawidtowe-
go przebiegu zarowno wycinania intronéw, jak i obréobki
obu koricow transkryptu. Natura tej regulacji nie zostata
ostatecznie wyjasniona, jednak wiadomo, ze wiele czyn-
nikéw zaangazowanych w proces dojrzewania transkryptu
moze bezposrednio oddziatywac z domena CTD polime-
razy II RNA, co prawdopodobnie jest Scisle kontrolowane
przez posttranslacyjne modyfikacje domeny CTD [30,71].

SKLADANIE ALTERNATYWNE | JEGO REGULACJA

Przez diugi czas uwazano, ze ztozonos¢ fenotypowa orga-
nizmu warunkowana jest liczbg gendw w genomie tego or-
ganizmu. W trakcie poznawania genomu cztowieka oraz
genoméw innych organizméw watpliwosci budzit brak
bezposredniej zaleznosci migdzy ztozono$cia organizmu
a liczba genéw w jego genomie [41,95]. Intrygujacym byto
zwlaszcza to, iz szacowana liczba genéw u cztowieka (okoto

30 000) jest znacznie nizsza od szacowane]j liczby biatek.
[79,95]. Doprowadzito to do odkrycia w 1980 r. mecha-
nizmu alternatywnego sktadania pre-mRNA, kiedy zaob-
serwowano, ze dwa rézne biatka — jedno zwiazane z blona
komoérkowa i drugie wydzielane z komérki, sa kodowa-
ne przez jeden gen [1]. Bylo to poczatkiem trwajacych do
dzi$ badan nad kolejnym poziomem ztozonosci genomu.
Nieprzerwanie identyfikowane sa kolejne izoformy zna-
nych bialek, a frakcja genéw o wigcej niz jednym eksonie
ulegajacych alternatywnemu sktadaniu w ciagu kilku lat
wzrosta prawie z 50 do 95-100% [27,64,87].

Alternatywne sktadanie prowadzi do generowania kilku bia-
ek rézniacych sig struktura. Jest to proces ztozony i jed-
nostkowo dzieli si¢ na kilka zasadniczych typow. Wsréd
nich wyréznia si¢ pominigcie/wycigcie eksonu (exon skip-
ping); ekson zostaje wykluczony z mRNA, zachowanie in-
tronu (intron retention) — intron nie zostaje wycigty z pre-
-mRNA, alternatywne miejsce 3’ sktadaniai 5’ sktadania
— alternatywne miejsca wycigcia intronu, przez co pozosta-
ty odcinek — ekson, moze mie¢ r6zna dtugos¢, eksony wza-
jemnie wykluczajace si¢ (mutually exclusive exons) eksony
takie nigdy nie wystgpuja w dojrzatym transkrypcie razem
(zachowany zostaje jeden) [64,79,38]. Zidentyfikowano
rowniez alternatywne miejsca startu transkrypcji, alterna-
tywne miejsca poliadenylacji [49], a takze alternatywne re-
giony nieulegajace translacji (regiony UTR — untranslated
region) [32]. W niektérych przypadkach proces alterna-
tywnego sktadania moze generowac eksony o niepodziel-
nej przez 3 liczbie par zasad (eksony niesymetryczne),
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A. Wykluczenie eksonu
Q ekson 2 zostaje usuniety zmRNA

I*'

B. Zachowanie eksonu

(. Eksony wzajemnie wykluczajace sie

intron 2 zostaje zachowany w mRNA

ekson 2 lub 3 zostaje zachowany w mRNA

Ryc. 2.Wybrane mechanizmy niekanonicznego
sktadania RNA — skfadania alternatywnego
(dokfadny opis w tekscie)

co powoduje przesunigcie ramki odczytu i w konsekwen-
cji zmienia wtasciwosci catej dalszej czesci transkryptu
[77]. W jednym genie moze zachodzi¢ jeden wariant al-
ternatywnego sktadania lub tez kilka réznych jego typéw
jednoczesnie, dajac duza réznorodnos¢ form biatka kodo-
wanego przez ten gen [79].

Zidentyfikowano wiele genéw o bardzo duzym bogactwie
biatkowych izoform. Przyktadem takiego genu jest Dscam
u muszki owocowej Drosophila melanogaster. W sktad
dojrzatego transkryptu tego genu wchodza 24 eksony. Gen
Dscam zawiera jednak 115 eksonéw, z czego 95 pogrupowa-
nych w 4 kasety stanowia warianty alternatywne. Tylko jeden
ekson z kazdej kasety wchodzi w skiad koricowego mRNA
[72, 85]. Taka ztozono$¢ genu daje 38 016 potencjalnie mozli-
wych izoform biatka — dwa razy wigcej niz liczba wszystkich
genéw. Produkty genu Dscam petnia istotne role w osrodko-
wym ukladzie nerwowym, m.in. w morfogenezie komodrek
nerwowych i tworzeniu synaps w mézgu [20,25]. Na obec-
nym poziomie wiedzy wydaje si¢, ze uktad nerwowy charak-
teryzuje si¢ szczegdlnie wysokim poziomem alternatywne-
go skladania, co sklania¢ moze do wniosku, iz po czgsci to
ten mechanizm jest odpowiedzialny za wyjatkowa ztozonos¢
i zarazem plastycznos¢ i dynamiczng naturg mézgu [109].

Ludzki gen KCNMA 1, kodujacy podjednostke kanatu po-
tasowego zaleznego od wapnia, jest kolejnym przyktadem

genu generujacego duza liczbe izoform biatkowych.
Transkrypt tego genu moze podlegaé alternatywnemu
sktadaniu na kilka sposobéw obejmujacych alternatywne
miejsca sktadania 3’ i 5’ i wykluczenie eksonu, generujac
facznie ponad 500 izoform biatka [61,82]. Nieco innym pro-
cesem, znacznie mniej poznanym, ale o potencjalnie duzym
znaczeniu jest zjawisko transsktadania mRNA (trans-spli-
cing). W tym mechanizmie dojrzate transkrypty sa skta-
dane z eksonéw pochodzacych z wigcej niz jednego pre-
-mRNA [28]. Jak dotad brak jest precyzyjnych danych na
temat czgstosci tego zjawiska, wiadomo natomiast, ze jest
to proces powszechny wsréd organizméw eukariotycznych,
takze u cztowieka [22,26].

Izoformy biatek generowane w wyniku alternatywne-
go sktadania transkryptu r6znia si¢ od siebie struktura
w mniejszym lub wigkszym stopniu. Z réznic ich struktu-
ry wynika duza r6znorodnos¢ funkcjonalna, dzigki czemu
izoformy takie petni¢ moga wiele funkcji, odpowiadajac
za dyskretne réznice w metabolizmie komérki w zalezno-
Sci od jej typu, fazy zyciowej czy chwilowych warunkow.
Oszacowano, ze prawie 75% przypadkéw alternatywnego
sktadania pre-mRNA dotyczy réznic w regionie ulegaja-
cym translacji, ma wiec bezposredni wptyw na strukture
biatka [67]. Zmiana wiasciwosci jednej izoformy biatka
wzgledem drugiej moze przyjmowac najrézniejsze posta-
ci, zaleznie od typu i skali alternatywnego sktadania, jakie
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w danym wypadku wystapity. W skrajnych przypadkach,
przy znacznym skréceniu transkryptu wynikajacym z wpro-
wadzenia przedwczesnego kodonu stop lub przesunigciu
ramki odczytu, transkrypt taki ulega degradacji w procesie
NMD (nonsense-mediated decay), a jak wykazano, proces
taki zachodzi w komérce w wyniku alternatywnego skta-
dania [44] i uwaza si¢ ten proces za element mechanizmu
regulacji ekspresji genéw [2,14]. Zmiana w strukturze izo-
formy biatka moze mie¢ wplyw na jego zdolnos¢ oddzia-
tywania z innymi czasteczkami, w tym z innymi biatkami
i kwasami nukleinowymi. Dana izoforma moze nie zawie-
ra¢ domeny odpowiedzialnej za wiazanie innej czastki (np.
przez wykluczenie eksonu), czego przyktadem moze by¢
receptor kwasu retinowego hRXR beta3. Dochodzi tam
do utraty zdolnosSci wiazania liganda — kwasu retinowego
[51], co jest regulacja negatywna. Wazna jest rola regula-
cji zdolnos$ci oddziatywania z DNA czynnikéw transkryp-
cyjnych, przez co alternatywne sktadanie przyczynia si¢
do regulacji ekspresji genéw [86]. Zaleznie od obecnosci
domeny transbtonowej dana izoforma moze by¢ biatkiem
btonowym lub np. cytoplazmatycznym [1], a brak domen
zawierajacych odpowiednie sygnaty lokalizacji w komor-
ce moze warunkowac ich wewnatrzkomoérkowa lokalizacje,
jak w przypadku receptora dopaminy D2 (retencja w reti-
kulum endoplazmatycznym) [74], czy receptora estroge-
nowego (jadro/cytoplazma) [73]. Takze aktywnos$¢ i inne
wiasciwosci enzymoéw, takie jak powinowactwo, swoistos¢
substratowa czy sposéb regulacji moga si¢ znacznie r6znié
migdzy izoformami [5]. Nieco innym nastgpstwem alter-
natywnego sktadania jest r6zna stabilno$¢ produktu biat-
kowego — czas poéitrwania biatka moze si¢ znacznie réz-
ni¢ dla poszczegdlnych izoform, np. przez wprowadzenie
miejsc trawienia biatka [50,76]. Ostatecznie alternatywne
sktadanie w regionach 3’-1 5’ — UTR moze wptywac¢ na
stabilnos¢ mRNA [96].

Efekt fenotypowy alternatywnego sktadania moze sig prze-
jawia¢ na rézne sposoby. Mechanizm ten, przez genero-
wanie wysokiego zréznicowania proteomicznego i §ci-
sta koordynacje alternatywnego sktadania, zaréwno co
do miejsca jak i czasu, pozwala na niezwykle precyzyjna
regulacjg proceséw komérkowych w zaleznosci od wielu
czynnikéw. Przede wszystkim alternatywne sktadanie ma
charakter tkankowoswoisty [16,97]. Oznacza to, ze rézne
izoformy biatka moga by¢ wytwarzane w réznych tkan-
kach w istotnie r6znigcych sie proporcjach [11]. Na tym
tle wyr6zni¢ nalezatoby komérki osrodkowego uktadu ner-
wowego charakteryzujace si¢ szczegdlnie wyspecjalizowa-
nym zestawem izoform biatkowych [20,25]. Innym czyn-
nikiem réznicujacym proteom komorki jest zaleznos$¢ od
fazy rozwojowej oraz etapu réznicowania komorki [64].
Zidentyfikowano wiele wewnetrznych i zewnetrznych czyn-
nikéw modulujacych alternatywne sktadanie mRNA. Sa
wsrdd nich zaréwno procesy fizjologiczne, jak aktywacja
komérkowego receptora czy zmiany aktywnosci neuro-
néw, a takze procesy bedace odpowiedzia na zewngtrzny
czynnik, np. zmiana pH, promieniowanie UV lub zmiany
warunkéw osmotycznych [62,93].

Regulacja alternatywnego sktadania na poziomie moleku-
larnym wydaje si¢ procesem bardzo ztozonym, sktadajacym
si¢ z wielu wspotdziatajacych mechanizméw w znacznej
mierze jeszcze niepoznanych. Klasyczny, najlepiej poznany
mechanizm regulacji alternatywnego sktadania obejmuje

wzajemne oddziatywanie elementéw cis, na ktére sktada-
ja sie swoiste sekwencje w mRNA, z elementami trans —
grupa biatkowych czynnikéw rozpoznajacych odpowied-
nie sekwencje w transkrypcie [30]. Elementy cis dzieli si¢
na sekwencje wzmacniajace, promujace wycinanie (enhan-
cers) oraz elementy wyciszajace, hamujace wycinanie (si-
lencers). Obie te grupy dzieli si¢ z kolei ze wzgledu na lo-
kalizacj¢ na intronowe i eksonowe — najlepiej poznane sa
eksonowe wzmacniacze sktadania (ESEs — exonic splicing
enhancers), wigzace elementy trans — biatka bogate w sery-
ne i argining SR (serine/arginine-rich) [30]. Eksonowe wy-
gaszacze sktadania (ESSs — exonic splicing silencers) wia-
73 biatka z rodziny hnRNP — biatek wchodzacych w sktad
heterogennych rybonukleoprotein, ktére przyjmuja zazwy-
czaj role elementéw hamujacych trans. Prawdopodobnie
czynniki te wiazac si¢ z sekwencja w eksonie dziataja bez-
posrednio przez wspétzawodniczenie z czynnikami sktada-
nia U1 1 U2snRNP, aczkolwiek szczegdty tego mechanizmu
nie zostaly ostatecznie wyjasnione [30,64]. Rozpatrywane
sg rozne sposoby regulacji, takie jak bezposrednie bloko-
wanie steryczne elementéw sktadania mRNA, rekrutacja
pozytywna, polegajaca na promowaniu przyltaczania czyn-
nikéw sktadania w danym miejscu mRNA, czy oddziaty-
wanie z tymi czynnikami i modulowanie ich wiasciwosci
[64]. Stwierdzono, ze czynniki hnRNP moga oligomery-
zowac¢ na nici mRNA i w ten sposéb oddziatywac na bar-
dziej odlegte fragmenty transkryptu. Uwaza si¢ tez, ze
moga dziata¢ przez wypetlanie eksonu, przez co jest on
niedostepny dla elementéw kompleksu sktadajacego [105].
Elementy intronowe — ISS (intronic splicing silencers) oraz
ISE (intronic splicing enhancers) sa réwniez obecne, ale sa
o wiele stabiej poznane [33]. Wsréd ISE stosunkowo do-
brze scharakteryzowano tzw. tryplety G lub trakt G — po-
wszechne w intronach bogatych w guaning, a takze spo-
tykane w intronach powtérzenia CA, mogace pehnic role
ISE [105]. Obecnos¢ powszechnych elementéw cis i re-
gulatoréw trans nie thumaczy w petni ztozonosci regulacji
alternatywnego sktadania. Odkrywane sa nowe, bardziej
swoiste mechanizmy regulacji. Sekwencje cis sa w pew-
nym stopniu zdegenerowane, co przektada¢ si¢ moze na
zréznicowane powinowactwo do elementéw trans [33].
Zaproponowano model ,.ying-yang”, w ktérym wystgpu-
je dynamiczna réwnowaga mig¢dzy oddziatywaniem ele-
mentéw promujacych i hamujacych wycinanie, a niewiel-
ka przewaga jednego z nich decyduje o tym, czy dany
fragment mRNA pozostanie, czy zostanie wycigty [19].
Zidentyfikowane tez zostaty regulatory tkankowoswoiste,
np. NOVA, nPTB, FOX1/2, ESRP1/2 w uktadzie nerwo-
wym [64,93]. Regulatory takie moga ulega¢ modyfikacjom
potranslacyjnym, takze jako elementy efektorowe drog sy-
gnalizacji wewnatrzkomoérkowej (np. Ras/Raf/MEK/ERK,
czy Ca*/kalmodulina/CamkIV) [33]. Wazna jest tez loka-
lizacja danej sekwencji [105], wzajemne polozenie jedne;j
sekwencji wzgledem innych i liczba powtérzen motywu,
co stanowi o sile jej oddzialywania [110]. Interesujacym,
a zarazem znaczacym w kontekscie regulacji alternatyw-
nego skladania wydaje si¢ sprz¢zenie sktadania mRNA
z transkrypcja, ,.transcriptional coupling”. Sktadanie od-
bywa si¢ czgsto (zwlaszcza w przypadku diuzszych trans-
kryptéw) kotranskrypcyjnie [70] i jak sie uwaza, tempo
transkrypcji ma wptyw na wzorzec skladania transkryp-
tu [48]. Najnowsze informacje wskazuja tez na udziat do-
meny CTD polimerazy II RNA w modulacji alternatyw-
nego sktadania [58].
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Ryc. 3. Kontrola alternatywnego sktadania RNA
przez elementy pozytywne i negatywne (na
podstawie [105] zmodyfikowano). Wzajemne
oddziatywanie elementow trans — biatek
SR i hnRNP z eksonowymi i intronowymi
elementami cis decyduje o wyborze miejsca
sktadania. U1 i U2 — rybonukleoproteiny,
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SCHORZENIA ZWIAZANE Z ZABURZENIAMI SKLADANIA
ALTERNATYWNEGO

Bardzo duza ztozono$¢ mechanizmu alternatywnego skta-
dania pre-mRNA, a zwlaszcza wielopoziomowego syste-
mu jego regulacji pozwala przypuszczad, ze jest on bardzo
wrazliwy na zaburzenia. Co wigcej, zaburzenia alternatyw-
nego sktadania moga wywotywacé wiele, czg¢sto trudnych
do przewidzenia konsekwencji i prowadzi¢ do rozwoju sta-
néw patologicznych, nierzadko o powaznych nastgpstwach
dla catego organizmu. Mnogos¢ nie w petni jeszcze pozna-
nych sekwencji regulatorowych stanowi¢ moze przeszkode
w ustalaniu zwiazku migdzy stanem patologicznym a za-
burzeniem w alternatywnym sktadaniu transkryptu. Mimo
to, zidentyfikowano wiele schorzen o dobrze udokumen-
towanym zwigzku z procesem alternatywnego sktadania.
Innym stanom chorobowym towarzysza zmiany wzorca al-
ternatywnego sktadania wielu genéw, trudno jednak jed-
noznacznie okresli¢, czy jest to nastgpstwem, czy przyczy-
na procesu chorobowego. Przyczyna stanu patologicznego
moze by¢ mutacja w genie, ktérego etiologicznie stan ten
dotyczy lub w innym miejscu w genomie, przez co wpltyw
ten moze by¢ posredni [93]. Proces chorobowy moze by¢
nastgpstwem zaréwno mutacji w sekwencjach sygnato-
wych sktadania, sekwencjach regulatorowych cis, jak tez
w sekwencjach genéw czynnikéw biatkowych trans, bio-
racych udziat w regulacji sktadania alternatywnego [93].
Najprostszym i najbardziej oczywistym przyktadem moga
by¢ mutacje umiejscowione w trzech podstawowych dla
sktadania sekwencjach najwyzszej zgodnosci — miejsc
sktadania 3’ i 5° oraz miejsca rozgalgzienia. Takie muta-
cje w oczywisty sposob zaburzaja sktadanie znoszac od-
dziatywanie pre-mRNA z czynnikami U1 i U2snRNP. Jak
oszacowano, okoto 9-10% schorzenl genetycznych zwia-
zanych z mutacjami punktowymi to wynik mutacji w tych
trzech sekwencjach [104]. Prawie 15% mutacji punktowych
zwigzanych z genetycznymi schorzeniami czlowieka doty-
czy sktadania pre-mRNA [33], a 60% z nich zwiazane jest
z mutacjami w obszarach koncowych eksonéw 3’ i 5’, co
moze utrudniac ich rozpoznanie [65]. Poza wymienionymi
sekwencjami najwyzszej zgodnosci eksony zawiera¢ moga
bardzo réznorodne sekwencje regulatorowe o charakterze
wzmacniajacym lub wyciszajacym sktadanie. Jak sig oce-
nia, prawie 25% mutacji synonimicznych w eksonach istot-
nie wptywa na proces sktadania, zaburzajac jego prawidto-
wy wzorzec [69]. Dla niektérych genéw nawet ponad 50%
mutacji punktowych w ich eksonach moze istotnie zaburzaé
prawidtowe sktadanie [46]. Czasteczki mRNA generowa-
ne w wyniku prawidtowego alternatywnego sktadania ule-
gaja procesowi translacji dajac w pelni funkcjonalne biat-
ko. Takze czgs¢ izoform nieprawidtowych, generowanych

w wyniku zaburzend w sktadaniu pre-mRNA moze ulegac¢
translacji do biatka o mniej lub bardziej zmienionej funk-
cji wzgledem biatka prawidlowego. Pozostate, nieprawi-
dtowe transkrypty majace przedwczesny kodon stop, ule-
ga¢ moga procesowi degradacji przez mechanizm NMD
(nonsense-mediated decay), inne niezawierajace kodonu
stop — procesowi NSD (nonstop mRNA decay) lub NGD
(no-go decay), jesli z powodu bigdnej budowy powoduja
zatrzymanie procesu translacji [31,34]. Rodzinna dysauto-
nomia, FD (familial dysautonomia) jest przyktadem scho-
rzenia zwiazanego z wprowadzeniem przez alternatywne
sktadanie przedwczesnego kodonu STOP. Jest to neuropa-
tia czuciowa dziedziczona recesywnie spowodowana mu-
tacja w genie IKBKAP, ktérego produkt funkcjonuje jako
czynnik transkrypcyjny [106]. Synonimiczna tranzycja T>C
w ostatnim nukleotydzie 20 intronu po stronie 5’ miejsca
wycinania powoduje pominigcie 20 eksonu, co przesuwa
ramke odczytu za tym miejscem i wprowadza przedwcze-
sny kodon STOP. Taki skrécony wariant biatka czgSciowo
ulega degradacji w procesie NMD, przez co zostaje ogra-
niczona pula tego biatka w komérce [106].

Innym, charakterystycznym przyktadem zespotu genetycz-
nego powigzanego z zaburzeniami w alternatywnym skta-
daniu jest dystrofia migsSniowa Duchenne’a — najczesciej
wystepujaca postaé dystrofii migSniowej sprzezona z plcia
[66]. Jest to schorzenie o zréznicowanej patogenezie mo-
lekularnej i cho¢ wigkszos$¢ przypadkéw choroby wia-
ze si¢ z delecja w genie dystrofiny, sktadajacego si¢ z 79
eksondw, to rowniez znaczna czeS¢ przypadkéw choroby
wiaze si¢ z wystgpowaniem punktowych mutacji zaréw-
no w eksonach jak i intronach, w wyniku czego zaburzo-
ne zostaje skladanie [66]. Przyktadem takiej mutacji jest
zmiana T>A w eksonie 31, wprowadzajaca przedwczesny
kodon STOP, ale jednoczesnie wprowadza nowe miejsce
ESS wiazace negatywny cis-regulator hnRNPA1, przez
co ekson ten jest czgSciowo pomijany [13]. Takie biatko
zachowuje czgsciowa funkcjonalnosé, dajac tagodniejszy
w przebiegu obraz choroby [13].

Zaburzenie alternatywnego sktadania moze mie¢ wymiar
iloSciowy. R6zne mutacje w DNA moga prowadzi¢ do ta-
kiego samego lub tez podobnego efektu — moga zmieniac
proporcje izoform prawidtowych i nieprawidtowych, lecz
w réznym stopniu. Na przyktad mutacja G>A pierwszego
nukleotydu eksonu 6 w genie ATP7A — biatka uczestnicza-
cego w metabolizmie miedzi w organizmie cztowieka, pro-
wadzi do pominigcia tego eksonu, czego nastgpstwem jest
ostra posta¢ schorzenia neurodegeneracyjnego zwiazane-
go z uposledzona zdolnoscia asymilacji miedzi — choro-
by Menkesa [7]. Jednoczesnie inna mutacja, podstawienie

688



Wysokifiski D. i Btasiak J. - Perspektywy wykorzystania interferencji RNA...

U>A w pozycji +6 eskonu 6 skutkuje czgsciowym tylko
wykluczeniem prawidtowej izoformy produktu ATP7A,
a to w konsekwencji prowadzi do schorzenia o tagodniej-
szym przebiegu — tzw. zespolu rogu potylicznego (occi-
pital horn syndrome), charakteryzujacego si¢ gtéwnie ist-
nieniem zmian kostnych [57].

Tauopatie, to grupa schorzen o charakterze neurodegene-
racyjnym, zwiazana z defektami w alternatywnym sktada-
niu biatka tau. Rola tego biatka ograniczona jest w znacz-
nej mierze do komérek uktadu nerwowego, jest kodowane
przez gen MAPT (microtubule associated protein tau) i na
skutek alternatywnego sktadania generowanych jest wiele
jego izoform — 8 z 16 jego eksondéw ulega alternatywnemu
sktadaniu [98]. Dodatkowo, alternatywne sktadanie tego
biatka jest $cisle zalezne zaréwno od fazy rozwoju osob-
niczego, jak tez od $cisle zdefiniowanego umiejscowienia
komorek w obrgbie mézgu. Biatko tau wigze mikrotubule
dzigki obecnosci powtdrzen regionéw wiazania tych bia-
tek. Zidentyfikowano wiele mutacji wptywajacych na alter-
natywne sktadanie tego biatka i jednoczesnie ich zwiazek
z wystgpowaniem takich schorzen, jak choroba Alzheimera
czy otepienie skroniowo-czotowe [98]. Mutacje dotyczace
otegpienia skroniowo-czotowego (zidentyfikowano 42 takie
mutacje) dotycza w gtéwnej mierze eksonu 10. Bardziej
szczegbtowe badania sugeruja, ze proces chorobowy moze
by¢ w tym przypadku wynikiem zmian wzajemnych pro-
porcji poszczegdlnych izoform biatka tau w wyniku zabu-
rzajacych alternatywne sktadanie mutacji, a nie zmiany,
czy utraty funkcji przez te izoformy [12,98].

Osobna grupa schorzen o potwierdzonym zwiazku z zabu-
rzeniami w alternatywnym sktadaniu transkryptu sa nowo-
twory ztosliwe. Mutacje w genach prowadzace do zmian
we wzorcu alternatywnego sktadania moga by¢ zwigzane
z transformacja nowotworowa. Jednym z przyktadéw moze
by¢ gen LKBI, supresor nowotworowy, kodujacy kinaze
serynowo-treoninowa bioraca udziat w kontroli apoptozy
i cyklu komérkowego. Mutacja w tym genie zwigzana jest
z syndromem Peutza-Jeghersa, objawiajacego si¢ polipowa-
toscia jelita i duza predyspozycja do nowotworéw. W wy-
niku mutacji powstaje alternatywne miejsce sktadania 3’,
a w konsekwencji dochodzi do przesunigcia ramki odczy-
tu i wprowadzenia przedwczesnego kodonu STOP [24].
Innym przyktadem moze by¢ gen BRCAI — dobrze pozna-
ny supresor nowotworowy, ktérego mutacje zwigzane sa
z duzym ryzykiem raka piersi. Jedna z mutacji w tym genie
— mutacja nonsensowa w eksonie 18 — wplywa na zaburze-
nie alternatywnego sktadania przez zniesienie miejsca ESE
(dotad zidentyfikowano 23 sekwencje ESE w tym genie)
i powoduje pominigcie eksonu 18 [92]. Ponadto w wielu
nowotworach wykryto istotne zmiany we wzorcu alterna-
tywnego sktadania wielu genéw, a nie zostaty znalezione
mutacje w ich sekwencji mogace leze¢ u podstaw takich
zmian. Poza tym, niektdre izoformy produktéw tych genéw
ulegaja kumulacji w rozwoju guza, a potwierdzono tez, ze
sztuczna nadekspresja tych wariantéw moze powodowaé
transformacje nowotworowa komorki [88,92]. Pozwala to
przypuszczaé, ze mutacje te moga dotyczy¢ genéw kodu-
jacych elementy regulatorowe trans [92]. Za ciekawy przy-
ktad moze tu postuzy¢ dobrze poznany supresor nowotwo-
rowy pS53. Bialko to moze wystgpowac pod postacia kilku
izoform [68], a ich wystgpowanie jest tkankowoswoiste,
a takze proporcje ich sa zaburzone w nowotworze piersi

[9]. Alternatywnemu sktadaniu ulegaja tez gtéwne regu-
latory biatka pS3, w tym MDM2. Zidentyfikowano ponad
40 alternatywnych transkryptéw tego biatka, z czego czes¢
uwaza si¢ za czasteczki nieprawidtowe, zwiazane z nowo-
tworzeniem [92]. Podkresla to role, jaka w procesie nowo-
tworzenia odgrywaé moze alternatywne skladanie trans-
kryptéw i wskazuje na wazny kierunek badan nad biologia
molekularng nowotworéw, a jednoczesnie otwiera droge
do nowych potencjalnych terapii chor6b nowotworowych.

INTERFERENCJA RNA W TERAPII CHOROB ZWIAZANYCH
Z ALTERNATYWNYM SKEADANIEM

Schorzenia bgdace wynikiem blednego alternatywnego
sktadania maja przewaznie cigzki przebieg, co wigcej le-
czenie tych schorzer tradycyjnymi metodami jest proble-
matyczne, a w wielu przypadkach niemozliwe, co nadaje
im status nieuleczalnych i czgsto prowadza do $mierci cho-
rego. Z tego powodu poszukiwanie nowych, skutecznych
metod terapii takich schorzen znajduje si¢ w centrum za-
interesowania wielu grup badawczych. Interferencja RNA
(RNAi — RNA interference) jest zachowanym ewolucyj-
nie mechanizmem regulacji ekspresji genéw u eukarion-
tow. Nalezy do grupy zaleznych od RNA mechanizméw
wyciszania genéw. Umozliwia degradacje swoistych cza-
steczek mRNA, badz tez zablokowanie translacji, zalez-
nie od ich sekwencji [81]. Najlepiej i najwczesniej pozna-
nym jest udziat w interferencji czasteczek siRNA (short
interferring RNA). Powstaja one z dtuzszych, dwunicio-
wych czasteczek prekursorowych, ulegajacych cigciu przez
rybonukleaze 111, Dicer, do 21-25-nukleotydowych dwu-
niciowych czasteczek, ktére wchodza nastgpnie w sktad
duzych rybonukleoproteinowych komplekséw RISC (RNA-
induced silencing complex), gdzie zostaja rozwinigte do
form jednoniciowych [81]. Jako sktadnik kompleksu RISC
siRNA uczestnicza w rozpoznawaniu i degradacji kom-
plementarnych do nich czasteczek mRNA. Za degrada-
cj¢ docelowych mRNA odpowiada obecna w kompleksie
RISC endonukleaza Argonaute 2 (Ago-2) z rodziny bia-
fek Argonaute [45]. Nieco odmiennym typem czasteczek
RNA bioragcym udzial w interferencji jest miRNA (mi-
croRNA). Wyciszanie genéw zalezne od miRNA moze
si¢ odbywac zaréwno przez degradacje¢ docelowych RNA
(podobnie jak siRNA), jak tez przez zablokowanie trans-
lacji mRNA (czesciej) [3]. Podobnie jak siRNA, miRNA
powstaja z wigkszych prekursoréw poprzez dziatanie ry-
bonukleazy Dicer [99]. Biogeneza miRNA jest procesem
wieloetapowym. Pierwotne prekursory — pri-miRNA, czg-
sto pochodzace z intronéw gendéw transkrybowanych przez
polimerazg¢ RNA II, podlegaja obrébce przez rybonukle-
azg Drosha. Daje to ~70-nukleotydowy produkt posredni
o strukturze szpilki do wtoséw [42], ktdry jest nastgpnie
transportowany do cytoplazmy, gdzie po ostatecznej obrob-
ce przez biatko Dicer powstaje gotowy produkt — miRNA.
Dojrzate czasteczki miRNA wchodza w skiad komplek-
sow rybonukleoproteinowych miRNP i na tym etapie moga
uczestniczy¢ w interferencji RNA [6].

Mimo iz proces interferencji RNA odkryto stosunkowo
niedawno [18], zaproponowano wiele jego potencjalnych
zastosowan, a wiele jest obecnie w powszechnym uzy-
ciu, zaréwno jako narz¢dzie terapeutyczne, jak i badaw-
cze. Rutynowo stosuje sie je w badaniach nad funkcja ge-
néw, poprzez kontrolowane ich wyciszanie [47]. Koncepcje
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Ryc. 4. Mechanizm interferencji RNA z udziatem siRNA.
Prekursor siRNA (dsRNA) podlega cieciu przez
kompleks DICER, generujac dwuniciowe
SiRNA. SiRNA wchodzi w sktad kompleksu
RISC, w wyniku rozplatania siRNA do postaci
jednoniciowej nastepuje aktywacja RISC.
Aktywny kompleks RISK rozpoznaje docelowa
czasteczke mRNA indukujac jej degradacje

zastosowania interferencji RNA do korekty zaburzen al-
ternatywnego skladania mozna uznaé za wzglednie nowy
punkt widzenia, z czego wynika niewielka, jak dotad liczba
spektakularnych sukceséw. Jednak wiele opublikowanych
wynikéw pozwala optymistycznie ocenia¢ rozwdj badan
w tym kierunku i potwierdza stuszno$¢ rozwijania me-
tod opierajacych si¢ na interferencji RNA. Przede wszyst-
kim jednak podejscie to daje nadzieje na eliminacjg wie-
lu probleméw spotykanych przy rozwoju wczesniejszych,
standardowych technik molekularno-genetycznych opie-
rajacych si¢ na terapii genowej, takie jak niewielka efek-
tywnos¢ transferu genu, znaczne ograniczenie w wielko-
Sci wprowadzanego fragmentu genu, negatywne efekty
zalezne od miejsca wprowadzenia transgenu, czy reakcja
obronna komérki i organizmu zwigzana z procesem trans-
fekcji [108]. Podjeto juz pierwsze proby zastosowania in-
terferencji RNA zaréwno w badaniach na komérkach, jak
rowniez w leczeniu schorzen u cztowieka. Osiagnigto tez
pierwsze sukcesy, czego przyktadem moze by¢ préba za-
stosowania interferencji RNA w leczeniu wysigkowej po-
staci zwyrodnienia plamki zwiagzanego z wiekiem (AMD
— age-related macular degeneration), z zastosowaniem siR-
NA w celu wyciszenia genu receptora Srodbtonkowego

czynnika wzrostu naczyn, (VEGFRI — vascular endothe-
lial growth factor receptor 1) [54], jednego z czynnikéw
odpowiedzialnych za patologiczny rozrost choriokapilar
w siatkéwce w wysigkowej postaci AMD. Inny zespot ra-
portowal, ze w pierwszej fazie badan klinicznych iniekcja
do gatki ocznej siRNA komplementarnego do transkryp-
tu genu VEGFRI (Sirna-027) skutkowalo zatrzymaniem
progresji choroby, a czgsto takze poprawa ostrosci widze-
nia w grupie badanej. Nie obserwowano réwniez dziata-
nia toksycznego podanej substancji [34].

Projektuje si¢ czasteczki siRNA swoiste dla okreslonych,
wytwarzanych w komorce transkryptéw, wyciszajac w ten
sposéb okreslone geny, ktérych zaburzona ekspresja jest
czgsto charakterystycznym symptomem w stanach choro-
bowych [23]. Liczne préby podjeto w terapii nowotwordw,
ze wzgledu na nie tylko opornos¢ na tradycyjne schema-
ty terapeutyczne i duza Smiertelnos¢, ale i ze wzgledu na
swoiste, odmienne od stanu prawidtowego, wzorce ekspre-
sji wielu genéw w nowotworach, z obnizonym poziomem
ekspresji grupy genéw przy jednoczesnej nadekspresji in-
nych [3]. Dotyczy to zwtaszcza genéw zwigzanych z re-
gulacja takich proceséw jak apoptoza, neowaskularyzacja,
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Ryc. 5. Korekta alternatywnego sktadania przez
interferencje RNA, powstaja dwa transkrypty
rézniace sie fragmentem (prawidtowy —
zielona wstawka i nieprawidtowy — czerwona
wstawka). Wprowadzone do komarki siRNA
wspottworzy aktywny kompleks RISC,
rozpoznaje nieprawidtowy wariant i go
degraduje. Prawidtowy wariant nie zostaje
rozpoznany i nie ulega degradacji

czy podziaty komoérki. Ponadto u podstaw procesu nowo-
tworzenia leza kaskady nastgpujacych po sobie mutacji
w obrebie gtéwnych gendéw [3], a przez to genéw wydaja-
cych si¢ wlasciwym celem terapii z uzyciem interferuja-
cego RNA. Liczne préby zastosowania interferencji RNA
w terapii zwiazane byty ze swoistg dla odpowiedzi na infek-
cje wirusowe reakcja przeciw wprowadzanym do komorki
syntetycznym dwuniciowym RNA. W tym celu stosowano
transfekcje komorek krétkimi jednoniciowymi czasteczka-
mi RNA zawierajacymi dwunukleotydowe jednoniciowe
korice 3’, co znosito negatywne dziatanie zwiazane z re-
akcja obronna komorki [15]. Wkrétce tez uzyskano eks-
presje czasteczki zawierajacej promotor polimerazy RNA
IIT krétkich czasteczek RNA o strukturze szpilki do wio-
sow — shRNA (short hairspin RNA), nasladujacych miR-
NA [21]. Takie czasteczki shRNA ulegajq nastepnie obréob-
ce w komorce przez RNAzg 111, po czym zostaja wlaczone
w sktad kompleksu RISC [53].

Wraz z rozwojem technik opartych na interferencji RNA,
jak i prébami ich zastosowan klinicznych rozwinat sig kie-
runek badan w biologii molekularnej, o znacznym poten-
cjale i duzej precyzji w kontroli ekspresji genéw. O ile
jednak zablokowanie funkcji poszczegdlnych genéw nie
stanowi obecnie duzego wyzwania, to proby wyciszenia
poszczegdblnych alleli czy izoform jest podejsciem o wie-
le bardziej problematycznym. Wyciszenie izoformy wy-
rézniajacej si¢ obecnoscia lub brakiem pojedynczego
eksonu, badz tez zawierajacej skrécony/wydtuzony ekson
w stosunku do izoformy prawidlowej stanowi techniczny
problem ze wzgledu na duze podobienistwo w sekwencji
izoform i duze ryzyko ich jednoczesnego wyciszenia. Co
wigcej, o ile wzglednie tatwym zadaniem jest ukierunko-
wanie interferencji RNA na alternatywny ekson, znacznie
trudniejszym zadaniem jest zorientowanie interferujacego

RNA na granicg ekson-intron. Problemem jest tu znacz-
ne podobienstwo sekwencji w Scisle okreslonym miejscu
stanowiacym zarazem granicg mi¢dzy eksonem i intro-
nem [21]. Niedostateczna precyzja w wyciszaniu izofor-
my biatka moze spowodowac catkowite zahamowanie eks-
presji genu (wyeliminowanie takze innych, poza docelowa,
prawidtowych izoform biatka), a taka ingerencja moze za-
koniczy¢ si¢ $§miercig komoérki [21].

W terapiach antynowotworowych jednym z gtéwnych
i oczywistych potencjalnych celéw interferencji RNA wy-
daja si¢ geny biorace udzial w regulacji procesu apoptozy.
W komérkach nowotworowych zachodzi wiele zmian we
wzorcu ekspresji genéw, w tym gendéw zwigzanych z regu-
lacja apoptozy, wzrostu i réznicowania komorek. Dotyczy
to zaréwno poziomu ekspresji tych gendw, jak i wzgled-
nych pozioméw poszczeg6lnych ich izoform. Alternatywne
sktadanie mRNA jest waznym punktem w regulacji eks-
presji tych genéw, ich ekspresja wykazuje w wielu przy-
padkach silny swoisty tkankowo charakter i jak wiadomo,
wiaze si¢ z wystgpowaniem poszczegdlnych typéw no-
wotworéw [21]. Wsréd biatek z rodziny Bcel-2, o waznej
funkcji w regulacji apoptozy, produkt genu Bcl-x ulega al-
ternatywnemu sktadaniu, w wyniku czego powstaja dwie
izoformy o przeciwstawnym dziataniu — Bcl-xL o wiasci-
wosciach antyapoptotycznych oraz Bcl-xS, ktérego przewa-
ga w komérce promuje apoptoze [8]. Wyciszenie izoformy
Bcl-xL uwrazliwia komoérki nowotworowe na indukowana
chemioterapeutykami apoptoze [111,112]. Podobnie bto-
nowy receptor Fas jest pozytywnym elementem sygnali-
zacji w apoptozie, jednakze wystepujaca w mniejszosci
izoforma tego biatka, pochodzaca z transkryptu pozba-
wionego eksonu 6, bedaca cytoplazmatycznym warian-
tem receptora Fas nie ma zdolnosci indukowania apoptozy
[107]. Inaktywacja tej izoformy receptora Fas moze zatem
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Ryc. 6. Zastosowanie interferencji RNA w wyciszaniu
VEGF189 VEGF165 izoformy biatka VEGF jako celu terapii
112 6|7]|8 112 7|8 nowotworéw (na podstawie [108]
zmodyfikowano). Izoforma VEGF165 nie
ma eksonu 6 i ulega wyciszaniu w procesie
— interferencji RNA. VEGF189 — prawidfowa
. T BT czasteczka mRNA, VEGF165 — mRNA
f;g}[\:)ﬁr;pe\/c%’gﬁgg dia a2 zbrakujacym eksonem 6; kolorowe prostokaty
y S odpowiadaja poszczegdlnym eksonom mRNA
VEGF189 VEGF165
[ ]2
Kompleks RISC nie rozpoznaje @
prawidtowego trankryptu
degradagja

zwigkszaé wrazliwos¢ komorki na sygnaty proapoptotyczne
[21]. Nieco innym przyktadem jest supresor nowotworowy
— biatko KLF6, wykazujacy dysfunkcje w nowotworze pro-
staty [10]. Zwigzana z tym nowotworem mutacja [IVSAA
w genie KLF6 skutkuje nadmiernym wytwarzaniem izo-
formy SV1 wzgledem pozostatych izoform — SV2 1 SV3.
Izoformy SV2 i SV3 dzialaja antyproliferacyjnie, z kolei
izoforma SV1 stymuluje podzialy komérkowe [59]. SIRNA
skierowane przeciwko izoformie SV1 produktu genu KLF6
ograniczalo wzrost guza o 50% i dodatkowo powodowa-
to spadek ekspresji innych, zwiazanych ze wzrostem guza
i angiogeneza genéw [60], okazujac si¢ przez to obiecuja-
ca metoda w terapii nowotworu prostaty.

Prawie 30% przypadkéw nowotwordéw piersi i jajnika jest
zwiazanych z nadekspresja receptora estrogenowego HER-2,
co oznacza gorsze rokowania dla pacjenta [89]. Wyciszanie
genu HER-2 za pomoca interferencji RNA w przypadkach
HER-2-zaleznych nowotworéw wyraznie ogranicza proli-
feracje komérek guza i promuje ich apoptoze [17]. Co wig-
cej, produkt genu HER-2 ulega alternatywnemu sktadaniu,
a obecnos¢ niedawno zidentyfikowanej izoformy AHER-2
moze si¢ wigzaé z wigksza aktywnoscia transformacyjna
komorek, a przez to wydaje si¢ potencjalnie wartoSciowym
celem terapii za pomocy interferencji RNA ukierunkowa-
nej na konkretng izoforme biatka [40].

Trwaja takze intensywne prace nad zastosowaniem interfe-
rencji RNA w schorzeniach neurodegeneracyjnych. Dobrze
scharakteryzowana zostala grupa mutacji w genie tau, leza-
ca u podstaw wielu schorzeni w obrebie uktadu nerwowego,
w tym demencja czotowo-skroniowa i parkinsonizm, czy
postepujace porazenie nadjadrowe [29]. Mutacja V337M
wewnatrz eksonu 12 zwigzana jest z demencja czotowo-
-skroniowa. Poniewaz jest to mutacja punktowa, duzym

wyzwaniem byto skonstruowanie takiej czasteczki siR-
NA, ktéra charakteryzowataby si¢ selektywnoscia w sto-
sunku do wadliwego wariantu, nie wptywajac na ekspre-
sje wariantu prawidlowego [55].

Szczegdlnie istotne z punktu widzenia terapii skierowa-
nej na proces alternatywnego sktadania RNA sg zaburze-
nia zwiazane z mutacjami w genach czynnikéw uczestni-
czacych w samym procesie sktadania mRNA. Klasycznym
tego przykladem sa mutacje w genach SMN1 i SMN2, kt6-
re leza u podstaw rdzeniowej atrofii migsni (SMA — spinal
muscular athrophy) [80]. Produkty tych genéw ulegaja kon-
stytutywnej ekspresji w réznego rodzaju tkankach i petnia
istotne funkcje na etapie montazu kompleksu rybonukle-
oproteinowego sktadania mRNA [4]. W nastgpstwie sub-
stytucji C>T w pozycji 6 eksonu 7 genu SMN2 dochodzi
do nieprawidtowego alternatywnego skladania transkryptu,
w wyniku czego w komoérce pojawia si¢ przewaga niepra-
widlowej izoformy pozbawionej 7 eksonu [43]. Wigkszos¢
typéw komorek jest w stanie skompensowac lub tolerowac
ten defekt, jednakze w przypadku motoneuronéw dochodzi
do ich obumierania [4]. Molekularno-genetyczny mecha-
nizm tego zjawiska nie zostal jeszcze wyjasniony, a roz-
wazane sa dwa modele ttumaczace to schorzenie. Pierwszy
model zaktada istnienie eksonowego wzmacniacza skta-
dania w eksonie 7, a mutacja w jego obrebie znosi skut-
ki wzmacniania [36]. W alternatywnym modelu mutacja
w eksonie 7 powoduje powstanie eksonowego wygaszacza
sktadania, ktory przez przytaczenie czasteczki hnRNP Al
promuje usuwanie tego eksonu [36]. Przeprowadzono prébg
korekcji polegajaca na wyciszeniu genu czynnika hnRNP
Al (atakze pokrewnego mu czynnika hnRNP A2), za po-
mocy interferencji RNA. W wyniku takiego dziatania uda-
to sig przywrdéci¢ prawidlowy fenotyp, a ekspresja wadli-
wej izoformy SMN2 zostala wygaszona na rzecz petnego,
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funkcjonalnego biatka, zawierajacego domeng kodowana
w eksonie 7 [36].

Przedstawione informacje maja na celu przedstawienie
obecnego stanu wiedzy i rozwoju metod terapeutycznych
z uzyciem procesu interferencji RNA. Dzigki intensywnym
prébom nad stosowaniem interferencji RNA w terapii, me-
toda ta jest na etapie dynamicznego rozwoju, obejmujac
coraz liczniejsza grupe schorzen, jako potencjalnych ce-
16w w terapii. Nie jest wykluczone, ze udzial alternatyw-
nego sktadania w patogenezie okaze si¢ istotnym elemen-
tem wigkszej liczby choréb, w ktdérych aspekt ten nie zostat
jeszcze zbadany. W tym kontekscie wyciszanie wadliwych
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