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Streszczenie: Istotnym etapem ekspresji gendw eukariotycznych jest ich sktadanie — inaczej splicing.
Proces sktadania genéw polega na usunigciu z prekursorowego mRNA introndéw i potaczeniu eksonéw
w dojrzaly mRNA, ktory bedzie stanowi¢ matrycg do syntezy biatka. Alternatywny splicing prowadzi
do wiaczenia lub wylaczenia réznych fragmentoéw z pierwotnego transkryptu i powstania wielu izoform
mRNA a w konsekwencji roznych biatek, wigc jest glownym czynnikiem wplywajacym na zréznicow-
anie proteomu. Precyzyjna regulacja splicingu wymaga wspoldziatania elementow sekwencji prekurso-
rowego mRNA oraz licznych czynnikdéw regulatorowych. Poniewaz proces sktadania genéw zachodzi
gltéwnie kotranskrypcyjnie, duzy wplyw na przebieg splicingu ma struktura chromatyny.

W niniejszej pracy zebrano informacje na temat roli podstawowych elementéw struktury chromatyny
w regulacji splicingu. Omoéwiono wplyw rozmieszczenia nukleosomow, wariantow histondw oraz mody-
fikacji potranslacyjnych na tempo elongacji polimerazy RNAII czy rekrutacj¢ czynnikow splicingowych.

Stowa kluczowe: splicing, chromatyna, modyfikacje histonow, nukleosomy, polimeraza RNA II

Summary: Splicing is an essential step in eukaryotic gene expression. It consists of removing introns
from the precursor mRNA and connecting exons into mature mRNA, which will constitute the tem-
plate for protein synthesis. Alternative splicing leads to the inclusion or exclusion of different frag-
ments from the primary transcript and the formation of multiple mRNA isoforms resulting in different
proteins, so it is a major factor in proteome diversity.

Precise regulation of splicing requires the interplay of precursor mRNA sequence elements and numer-
ous regulatory factors. Since splicing occurs mainly co-transcriptionally, chromatin structure strongly
affects this process.

This study presents the role of basic chromatin structure elements in the regulation of splicing. The
influence of nucleosome positioning, histone variants and posttranslational modifications on the RNA
polymerase I elongation rate or splicing factors recruitment is also reviewed.
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WSTEP

Geny eukariontdow sa nieciagle: eksony, czyli sekwencje kodujace, moga by¢
rozdzielone intronami — sekwencjami niekodujacymi, dlatego etap sktadania genow,
inaczej splicing — jest kluczowy w procesie w ekspresji genow eukariotycznych.
W czasie tego etapu z prekursorowego m+RNA (pre-mRNA) usuwane sg fragmen-
ty niekodujace a eksony sg tgczone w jedng ni¢, ktora bedzie stanowi¢ matryce do
syntezy bialka. Proces sktadania genoéw jest gtdwnym czynnikiem wptywajacym na
zrdznicowanie proteomu, poniewaz czesto prowadzi do powstania réznych czaste-
czek mRNA z pojedynczego pre-mRNA mowimy wtedy o alternatywnym splicin-
gu. Kazda z izoform mRNA moze by¢ przepisywana na biatka o odmiennej roli dla
funkcjonowania komorki, tkanki i organizmu. W wyniku alternatywnego splicingu
z okoto 20 000 genow cztowieka powstaje ponad 100 000 r6znych biatek [86]. Re-
gulacja splicingu musi by¢ wiec jednocze$nie elastyczna i bardzo precyzyjna, aby
zapewni¢ specyficzng dla tkanek ré6znorodnos¢ izoform mRNA oraz dynamiczng
zmian¢ wzoru splicingu w odpowiedzi na bodzce. Aby doszto do poprawnego
zdefiniowania, jaka sekwencja, w danych warunkach, powinna zosta¢ wtaczona
do dojrzatego mRNA, niezbedne jest wspotdziatanie czynnikdéw cis zawartych
w sekwencji pre-mRNA oraz licznych czynnikow regulatorowych dzialajacych
w uktadzie trans.

W komorkach eukariotycznych material genetyczny jest silnie upakowany
w jadrze w postaci kompleksu nukleoproteinowego zwanego chromatyng. Wie-
le badan dowodzi, ze proces sktadania genow zachodzi ko-transkrypcyjnie [63]
i podobnie jak dla regulacji transkrypcji, tak i dla wlasciwego zarzadzania splicin-
giem kluczowym elementem jest wtasnie struktura chromatyny.

STRUKTURA CHROMATYNY

Podstawowa, powtarzajacg si¢ jednostkg chromatyny jest nukleosom, ktorego
rdzen stanowi osiem biatek histonowych niemal dwukrotnie owinigtych przez he-
lis¢ DNA o dtugosci 146 par zasad [52]. Mozna wyrdzni¢ pig¢ klas biatek histo-
nowych, cztery histony rdzeniowe (H2A, H2B, H3 i H4) oraz histon tacznikowy
(H1/HS5). Oktameryczna struktura rdzenia nukleosomu zbudowana jest z tetrame-
ru utworzonego z dwoch dimeréw H3-H4 i przytaczonych do nich dwoch dime-
row H2A-H2B [52]. Sasiadujace nukleosomy taczy odcinek DNA, ktéry moze
mie¢ dtugos¢ miedzy 20, a 90 pz. zaleznie od miejsca w genomie, typu komorki
czy organizmu [81]. Z nukleosomem, poza jego rdzeniem, oddzialuje wspomnia-
ny juz histon lacznikowy H1, tworzac chromatosom konieczny do powstawania
in vivo wyzszych struktur chromatyny [2]. Podstawowym zadaniem, jakie spet-
niajg biatka histonowe, jest tworzenie rusztowania, ktore zapewnia organizacje,
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kondensacj¢ DNA oraz odpowiednig regulacj¢ proceséw zwigzanych z jadrowym
DNA wewnatrz jadra komdrkowego.

Histony rdzeniowe zbudowane sa z centralnej domeny globularnej zwane;j
zwinigciem histonowym (ang. histone fold), dzigki ktorej moga ze sobg oddziaty-
wag, oraz nieustrukturyzowanej domeny koncowej, zwanej ogonem histonowym
(ang. histone tail) zlokalizowanej na aminowym koncu biatka. Histon H2A do-
datkowo posiada takg domene na koncu karboksylowym [9]. Histony sg biatkami
silnie zasadowymi i bogate w grupy o dodatnim tadunku, ktore niekowalencyjnie
oddzialujg z ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi w DNA, co stabili-
zuje nukleosom. Ogony histonowe sa wysunigte poza nukleosom i dzigki duzej
zawartosci glicyny sa elastyczne, dlatego tatwo zmieniajg ulozenie przestrzenne,
przez co wptywaja na oddzialywania histonow z DNA 1 innymi biatkami [8].

Ogony histonéw rdzeniowych moga by¢ modyfikowane poprzez kowalencyjne
przylaczenie réznego typu grup chemicznych, jak np. grupa acetylowa, metylowa
i fosforanowa, co prowadzi do zmian wiasciwosci fizykochemicznych biatek histo-
nowych [3]. Modyfikacje potranslacyjne histonow wptywaja na strukture chroma-
tyny, dlatego sg jednym z kluczowych mechanizméw regulujacych wiele proceséw
zaleznych od jadrowego DNA. Odpowiadajg mi¢dzy innymi za rekrutacj¢ wybranych
bialek niehistonowych do chromatyny, ktore z kolei petnig role w regulacji licznych
procesow biologicznych. Poznano wiele tego typu biatek efektorowych, ktore roz-
poznaja modyfikacje histonowe zaleznie od typu modyfikacji, miejsca wprowadze-
nia w biatku histonowym oraz liczby modyfikacji [6, 51, 64]. Czasami modyfika-
cje potranslacyjne histonéw maja odwrotny skutek — konkretne wzory modyfikacji
moga uniemozliwi¢ biatkom przylaczenie si¢ [45]. Te obserwacje przyczynity si¢ do
stworzenia, obecnie juz do$¢ dobrze udokumentowanej, hipotezy ,.kodu histonowe-
go” [77], ktéra moéwi, ze kombinacje modyfikacji histon6w moga nies¢ informacje
umozliwiajace precyzyjng regulacje DNA-zaleznych procesow. Modyfikacje te sg
nanoszone i usuwane przez szereg wyspecjalizowanych enzyméow okreslanych odpo-
wiednio jako ,,writers” i ,,erasers”, natomiast interpretacja kodu histonowego zajmuja
si¢ biatka lub kompleksy biatek efektorowych zwane ,,readers” [26, 77]. Kod histo-
nowy jest czescia kodu epigenetycznego jednak nie jest jednoznaczny ani konserwo-
wany mig¢dzy gatunkami. Jak do tej pory poznano ponad 20 rodzajow potranslacyj-
nych modyfikacji histonéw [47], a liczba miejsc w ludzkich histonach, ktére moga
podlega¢ modyfikacjom, jest szacowana na ponad 130 [66], stad liczba mozliwych
kombinacji tego typu modyfikacji daje potencjalnie ogromng ,,pojemno$¢” kodu hi-
stonowego. Dodatkowo, niektore modyfikacje moga by¢ wprowadzane lub usuwane
bardzo szybko. Te wszystkie cechy utrudniaja jednoznaczne okreslenie funkcji kon-
kretnych modyfikacji lub ich kombinacji, co powoduje, Ze nasza wiedza na temat roli
potranslacyjnych modyfikacji histonowych jest nadal zdecydowanie niepelna. Mimo
to, bazujac na dotychczasowych danych, mozna stwierdzi¢, ze modyfikacje histondw
reguluja niemal wszystkie procesy zalezne od jadrowego DNA.
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SKEADANIE GENOW - SPLICING

Kluczowym dla funkcjonowania komoérki procesem zachodzacym w $rodo-
wisku chromatyny jest transkrypcja i bezposrednio z nig zwigzany etap sktada-
nia mRNA. W wickszosci przypadkow splicing przeprowadzany jest przez duzy
kompleks rybonukleoproteinowy, zwany spliceosomem [50], ktory w trakcie ob-
robki pre-mRNA bardzo dynamicznie zmienia swoja konformacje i sktad podjed-
nostkowy. W komoérkach wiekszosci eukariontow wspoétistnieja dwa kompleksy
spliceosomowe, glowny U2-zalezny, ktory odpowiada za katalize intronow typu
U2 oraz zdecydowanie mniej liczny Ul12-zalezny, kluczowy dla usuwania intro-
néw typu U2, ktore stanowig mniej niz 0,5% wszystkich intronéw w danym ge-
nomie [80]. Podstawowe sktadniki klasycznego spliceosomu to pi¢¢ komplekséw
nukleoproteidowych tzw. matych jadrowych nukleoprotein (ang. small nuclear
ribonucleoproteins, snRNPs): U1, U2, U4, US oraz U6 powstajacych z polacze-
nia malych jadrowych RNA (ang. small nuclear RNA, snRNA) z biatkami Sm
lub LSm. Dodatkowo na réznych etapach skladania genoéw w sktad spliceoso-
mu wchodzg liczne towarzyszace czynniki biatkowe [89]. Sktad biatkowy spli-
ceosomu bardzo dynamicznie si¢ zmienia, u cztowieka zidentyfikowano ponad
200 ro6znych biatek budujacych ten skomplikowany kompleks na réznych etapach
jego aktywnosci [18].

Doktadne miejsce, w ktorym ma zajs$¢ cigcie pre-mRNA, jest wyznaczone
przez sekwencje na obu koncach introndéw zwane miejscami splicingowymi (ang.
Splicing Sites). W przewazajacej wigkszosci intronéw na koncu 5’ znajduje si¢
sekwencja GU, a na koncu 3’ — sekwencja AG, rzadziej wystepujg introny z se-
kwencjami AU i AC, a poznanych jest wigcej kombinacji [65]. Oprocz miejsc
splicingowych do elementéw waznych dla przebiegu wycinania introndw nalezg
takze tzw. miejsce rozgalezienia oraz trakt polipirymidynowy, oba znajdujace si¢
niedaleko konca 3’ intronu.

Na kazdy cykl wycinania intronu sktadajg si¢ cztery kolejne etapy: ztoze-
nie spliceosomu, jego aktywacja, przeprowadzenie reakcji i rozpad kompleksu.
Dekady badan biochemicznych, genetycznych a ostatnio takze strukturalnych
z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowej pozwolity szczegdélowo opisac
konformacje, jakie w tym czasie przyjmuje kompleks spliceosomu [24, 84, 88,
89]. W uproszczeniu proces ten mozna opisa¢ nastepujaco. Splicing rozpoczyna
si¢ od utworzenia kompleksu spliceosomalnego E. W jego sktad wchodza: Ul
snRNP, ktory taczy sie do miejsca splicingowego 5’ intronu, dwa czynniki pomoc-
nicze U2AF65 i U2AF35 (ang. U2 Auxiliary factor), ktore wiaza si¢ odpowiednio
z traktem polipirymidynowym i miejscem splicingowym 3’ a takze czynnik spli-
cingowy 1 (ang. Splicing Factor 1, SF1) przytaczajacy si¢ do miejsca rozgatezie-
nia intronu. W wyniku zastgpienia SF1 przez U2 snRNP powstaje kompleks A.
Kolejna zmiana konformacji, prowadzaca do powstania kompleksu B, polega na
przylaczeniu wezesniej uformowanej podjednostki sktadajacej sie trzech snRNP
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U4/U6.U5. Ostatnim etapem jest odtgczenie sie Ul 1 U4, dzigki czemu U2 i U6
snRNP uzyskuja aktywnos$¢ katalityczna.

Ten cykl zmian konformacyjnych ma na celu zblizenie do siebie miejsc spli-
cingowych iumozliwienie aktywnym katalitycznie podjednostkom przeprowa-
dzenie usunigcia intronu i kowalencyjnego potaczenia eksonow. Dzieje si¢ to
w wyniku dwoch, nastgpujacych po sobie reakcji tarnsestryfikacji, po ktorych
nastgpuje demontaz kompleksu. [24, 84, 88, 89].

Oprdécz wymienianych wyzej podstawowych elementow, do prawidtowego
formowania si¢ kolejnych kompleksow spliceosomowych niezbg¢dna jest energia
pochodzgca z hydrolizy ATP oraz zaangazowanie ogromnej liczby dodatkowych
biatek [18, 89]. Dla kazdego intronu, ktory ma zosta¢ wycigty, spliceosom musi
zosta¢ ztozony od nowa z podstawowych elementdw, co czyni ze splicingu bardzo
skomplikowany i kosztowny energetycznie proces.

ALTERNATYWNY SPLICING

Dojrzate transkrypty jednego genu mogg si¢ od siebie znaczaco roznic, jesli
na etapie splicingu dojdzie do wyboru ré6znych kombinacji miejsc splicingowych.
Prowadzi to do wiaczenia lub wylaczenia réznych fragmentdéw z pierwotnego
transkryptu i powstania wielu izoform mRNA, a nastgpnie ré6znych biatek. Ten
proces zwany alternatywnym splicingiem umozliwia osiggnigcie ogromnej roz-
norodnosci proteomu przy ograniczonej liczbie genow.

Alternatywnemu sktadaniu ulega okoto 95% wieloeksonowych genéw u czlo-
wieka [62] 1 ponad 60% u A. thaliana [53]. Proces ten odgrywa kluczowa rol¢ na
etapie roznicowania si¢ komorek, kiedy na ré6znych poziomach rozwoju organi-
zmu ekspresji ulegaja inne izoformy mRNA a takze w zapewnieniu specyficzne-
go dla tkanek zestawu transkryptow a dalej biatek.

REGULACJA SPLICINGU

Regulacja splicingu odbywa si¢ na wielu poziomach. Jednym z najlepiej zba-
danych jest regulacja przez bialka, ktére przytaczaja si¢ do réoznych sekwencji
w pre-mRNA i dzialaja, jako represory lub aktywatory formowania si¢ spliceoso-
mu lub determinujag wybor miejsc splicingowych [21]. Ogolnie mozna wyr6znic¢
trzy glowne grupy czynnikéw splicingowych: biatka SR (ang. serine- and ar-
ginine-rich proteins), zazwyczaj dziatajace, jako aktywatory splicingu poprzez
rekrutacje spliceosomu do miejsc splicingowych; biatka hnRNP — represory spli-
cingu, ktére uniemozliwiajga rozpoznanie miejsc splicingowych, oraz tkankowo-
specyficzne czynniki splicingowe [15, 21]. Motywy rozpoznawane przez biatka
regulatorowe dziatajace w ukladzie trans zwane sg rejonami regulujacymi spli-
cing SRE (ang. splicing regulatory elements) 1 wystgpuja zarbwno w intronach
jak i eksonach. Czynniki splicingowe wigzace si¢ do SRE mogg oddziatywaé¢ m.
in z snRNP i promowa¢ lub hamowa¢ wybor miejsca splicingowego przez kom-
pleks spliceosomu [13].
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REGULACJA SPLICINGU PRZEZ SRODOWISKO CHROMATYNY

Pre-mRNA moze podlega¢ dojrzewaniu po zakonczeniu transkrypcji w tzw.
skupiskach jadrowych [28], jednak w wiekszosci przypadkow splicing zachodzi
rownolegle z syntezg pre-mRNA czyli ko-transkrypcyjnie (ang. co-transcriptio-
nal splicing) [63]. Kompleks spliceosomu tgczy si¢ z pre-mRNA i wybiera miej-
sca splicingowe jeszcze gdy transkrypt jest zwigzany z polimerazg RNA II (RNA
Pol II). Uznano wigc, ze kompleks polimerazy II RNA takze moze wptywac na
przebieg splicingu.

W jadrze komorki eukariotycznej kompleks polimerazy RNA II odpowiada
za syntez¢ mRNA i niektorych niekodujacych RNA. Wiadomo, Ze struktura chro-
matyny jest jednym z podstawowych elementow wplywajacych na aktywnosé
kompleksu Pol IT RNA, ktory poza transkrypcja zaangazowany jest w regulacje
kolejnego waznego etapu ekspresji genow — sktadania genow. Opisano dwa mo-

¢ Transkrypcja

—
¢ Splicing

RYCINA 1. Schemat przedstawia wpltyw modyfikacji epigenetycznych: réznego rozmieszczenia nu-
kleosoméw na DNA, wariantow histonow, acetylacji i metylacji histonéw na przebieg splicingu
FIGURE 1. The scheme illustrates the effect of epigenetic modifications: different distribution of
nucleosomes on DNA, histone variants, histones acetylation and methylation on splicing
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dele wyjasniajace wptyw tej polimerazy na przebieg splicingu: rekrutacyjny (ang.
recruitment coupling), oraz kinetyczny (ang. kinetic coupling) [30]. Pierwszy
zaklada, ze C-koncowa domena RNA Pol II — domena CTD stanowi platforme
rekrutujaca czynniki splicingowe, ktore odpowiadajg za wybor miejsc splicingo-
wych [19]. W modelu kinetycznym, kluczowym czynnikiem decydujacym o wy-
korzystaniu konkurujacych ze sobg miejsc splicingowych jest tempo elongacji
transkrypcji. Ogolnie rzecz biorac, wolniejsze tempo elongacji RNAPII zwigksza
efektywnos$¢ w rozpoznawaniu stabych miejsc splicingowych, co prowadzi do
wlaczenia do mRNA alternatywnych eksondéw [30, 55]. Z drugiej strony, dtuzej
trwajaca elongacja umozliwia przylgczenie si¢ negatywnych czynnikéw splicin-
gowych i w ten sposob pominigcie pewnych miejsc splicingowych [20].

Wiadomo tez, ze zmniejszenie tempa elongacji RNA Pol II jest istotnym czyn-
nikiem determinujacym splicing, szczegdlnie w przypadku wycinania intronéw
o niekanonicznej sekwencji miejsc splicingowych [5]. Zmiany w og6lnym tempie
transkrypcji maja szeroki wplyw na wydajnos¢ splicingu, wskazujac na Scisty
zwigzek 1 wzajemne zalezno$ci migdzy synteza mRNA i sktadaniem genow [11].

Aktywno$¢ polimerazy RNA II jest bez watpienia kluczowa dla przebiegu
procesu dojrzewania RNA, a czynniki, ktdre na nig wptywaja stanowia kolejny
wazny poziom regulujacy przebieg splicingu. Do takich czynnikéw z pewnoscia
zaliczaja si¢ histony budujace podstawowe elementy struktury chromatyny — nu-
kleosomy (Rye. 1.), ktorych rola zostata opisana ponizej oraz metylacja DNA.
Omoéwienie wpltywu tej ostatniej modyfikacji epigenetycznej na ekspresje genow
i dojrzewania mRNA wymagaloby osobnej pracy przegladowe;.

WPLYW NUKLEOSOMOW NA SPLICING

Nukleosomy nie sg roztozone réwnomiernie w genomie i cho¢ zajmuja jego
wieksza czes¢, istnieja regiony, w ktorych nukleosomy wystepuja mniej licznie
lub wrecz wcale [78]. Nie sa tez rozmieszczone losowo. Poniewaz nukleososmy
stanowig przeszkode dla innych biatek wigzacych si¢ do DNA, ich zubozenie
w miejscach odpowiadajacym regulatorowym sekwencjom DNA (promotory, en-
hancery i terminatory genow) umozliwia wigzanie si¢ rozmaitym biatkom regula-
torowym z miejscami docelowymi [78].

O tym, jak na nici genomowego DNA rozlozone sa nukleosomy, decyduje
kilka czynnikow. Jednym z nich jest podatno$¢ helisy na owijanie si¢ wokot ok-
tameu histonowego, o czym w duzej mierze decyduje sekwencja DNA. Na pozy-
cje nukleosomoéw na nici DNA ma wplyw takze obecnos¢ wariantow histonowych
oraz ich modyfikacje, metylacja DNA, a takze przylaczenie si¢ biatek niehistono-
wych [16]. Do tej grupy naleza ATP-zalezne kompleksy remodelujace chroma-
tyne, ktorych rola jest sktadanie i wymiana elementow rdzenia nukleosomu oraz
przesuwanie nukleosomow wzdtuz nici DNA.
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Definiowanie eksonéw przez nukleosomy

Powstanie dojrzatego transkryptu zalezy w duzej mierze od poprawnego rozpo-
znania przez spliceosom, ktory fragment pre-mRNA ma zosta¢ do niego wiaczony.
Jednym z elementéw chromatyny odgrywajacych role w definiowaniu eksonow sa
nukleosomy, ktére znacznie cz¢sciej zlokalizowane sg w obszarach eksonéw niz
intronéw [70, 79]. To zjawisko, podobnie jak struktura oktameru histonowego bu-
dujacego nukleosom, jest konserwowane ewolucyjnie [58].

Wykazano takze, ze zwigkszona czg¢stos¢ wystgpowania nukleosomow w eks-
onach, ktérych sekwencje miejsc splicingowych sa klasyfikowane jako stabe, pro-
wadzi do czestszego ich wlaczania do mRNA [79]. Co wigcej, nukleosomy cze-
sciej znajduja si¢ na eksonach konstytutywnych — czyli takich, ktore wystepuja we
wszystkich izoformach mRNA powstatych z jednego genu, niz na alternatywnych.
Stad wniosek, ze specyficzne pozycjonowanie nukleosomow w eksonach definiuje
je i pomaga w rozpoznaniu przez spleceosom [70, 79].

Zaobserwowano, ze w komorkach réznych organizméw w odpowiedzi na roz-
maite bodzce nastgpujg zmiany w rozmieszczeniu nukleosomow, ktore korelujg nie
tylko ze zmianami w intensywnosci ekspresji genow, ale takze z odmiennym wzo-
rem splicingu [14, 39, 40, 96]. Taki efekt zauwazono np. po stymulacji komoérek
raka piersi progesteronem, ktory powodowat zmiang gestosci nukleosomoéw wokot
alternatywnych eksonow oraz modyfikacj¢ splicingu prawie 250 eksondéw [39]. In-
dukowany hormonalnie wzrost gestosci nukleosoméw w eksonie korelowat z jego
czestszym wiaczaniem do mRNA. Natomiast eksony, ktore czgéciej byty pomijane
po stymulacji, charakteryzowaty si¢ mata gestoscig nukleosoméw nawet przed za-
stosowaniem hormonu [39].

Zmiany w rozmieszczeniu nukleosoméw stanowig bardzo istotny element regu-
lacyjny splicingu, takze w komoérkach roslinnych, czego dowodem moga by¢ wyni-
ki badan prowadzonych na Arabidopsis, ktore wskazuja, ze obserwowane w odpo-
wiedzi na dziatanie chlodu zmiany rozmieszczenia nukleosomow modyfikujg wzor
splicingu r6znych genoéw, w tym regulujacych odpowiedz na chtod [14, 40].

Powyzsze przyklady dowodza, ze przesunigcie nukleosoméw moze zmieniac
uktad granic intron/ekson i stanowi dodatkowy poziom kontroli nad tym, jaki ze-
staw miejsc splicingowych zostanie wykorzystany w okreslonych warunkach,
aw efekcie jakie powstang izoformy mRNA i biatka umozliwiajagce komorkom
wlasciwg reakcje na bodzce.

Wplyw nukleosomow na procesywnos¢ polimerazy RNA 11
Rola nukleosomow w regulacji splicingu moze wynikac z faktu, ze stanowia
one barier¢ dla polimerazy RNA II, wigc ich rozmieszczenie wptywa na tempo
elongacji [34] (Ryc. 2).
Opisane wyzej znakowanie eksondéw przez nukleosomy, moze ttumaczy¢ za-
obserwowane w komorkach ludzkich niejednorodne tempo elongacji RNA Pol II
wzdtuz gendw, szybsze w obrebie intronow i wolniejsze wzdtuz eksonow [82].
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RYCINA 2. Schemat przedstawia wplyw rozmieszczenia nukleosomow na DNA oraz acetylacji hi-
stonow rdzeniowych na tempo transkrypcji polimerazy RNA II i splicing. A. Deacetylowane histony
rdzeniowe oraz gesciej rozmieszczone nukleosomy sprzyjaja bardziej zwartej strukturze chromatyny
co przyczynia si¢ do wolniejszego tempa elongacji transkrypcji. Wynikiem tego spowolnienia polime-
razy RNA II jest czas na rozpoznanie przez spliceosom stabiej zdefiniowanych miejsc splicingowych
i wlaczenie alternatywnego eksonu 2 do mRNA. B. Rzadziej rozmieszczone nukleosomy oraz acetyla-
cja histondw rdzeniowych charakteryzuja otwartg chromatyng, ktéra pozwala na szybsze tempo elon-
gacji transkrypcji. spliceosom rozpoznaje wtedy przede wszystkim konsensusowe sekwencje miejsc
splicingowych, skutkiem tego jest wykluczenie alternatywnego eksonu 2

FIGURE 2. The scheme illustrates the effect of nucleosome positioning on DNA and acetylation of core
histones on RNA polymerase II transcription rate and splicing. A. Deacetylated core histones and more
densely positioned nucleosomes contributes to more compact chromatin structure which causes a slower
rate of transcription elongation. As a result of slowing down RNA polymerase Il, the spliceosome has
more time to recognize weak splicing sites and incorporate alternative exon 2 into the mRNA. B. Less
frequently positioned nucleosomes and acetylation of core histones are typical for open chromatin, which
allows for a higher rate of transcription elongation. The spliceosome then primarily recognizes consensus
sequences of splicing sites, resulting in the exclusion of alternative exon 2

Nukleosomy wiazg czynniki zaangazowane w splicing

Ko-transkrypcyjny przebieg splicingu sprawia, ze spliceosom sktadany jest
i dziala w bliskim sgsiedztwie chromatyny. Niektore sktadniki spliceosomu sg
silnie wigzane przez nukleosomy, dzicki temu sg tatwo dostepne, gdy zachodzi
potrzeba przeprowadzenia wycigcia intronu [43].

Oddziatywanie czynnikow splicingowych i elementéw podjednostek splice-
osomu z chromatyna [73] i w wyniku tego ich obecno$¢ w bezposredniej bliskosci
miejsca powstawania pre-mRNA utatwia im szybkie przemieszczenie i oddziaty-
wanie z nowo syntetyzowang czasteczkag RNA i niemal natychmiastowy splicing.
Przyktadem takiego dziatania moze by¢ czynnik splicingowy SF3B1, istotny ele-
ment kompleksu U2 snRNP, ktory wigze si¢ z nukleosomami zlokalizowanymi
zwlaszcza w krotkich eksonach, otoczonych dilugimi intronami. A zaburzenie
tego oddziatywania ma podobny wptyw na splicing krotkich eksondw, co utra-
ta samego czynnika splicingowego [43]. Stad wniosek, ze specyficzne wigzanie
SF3B1- nukleosom stanowi nie tylko informacj¢ wazna dla rozpoznania miejsc
splicingowych, ale takze umozliwia efektywne przeprowadzenia splicingu.



318 H. KOSSOWSKA

WPLYW HISTONOW NA SPLICING
Role regulacyjng mozna przypisa¢ nie tylko pozycji nukleosoméw na nici
DNA ale takze temu, z jakich wariantow histonowych zbudowana jest ta pod-
stawowa jednostka chromatyny oraz czy histony zostaty poddane modyfikacjom
potranslacyjnym.

Warianty histonowe

W sktad nukleosomu zazwyczaj wchodza histony nazywane kanonicznymi,
ktore powstajg podczas fazy S cyklu komorkowego i tacza si¢ do DNA po jego re-
plikacji. Natomiast histony niekanoniczne, zwane tez wariantami histonow rdzenio-
wych, syntetyzowane sg w dowolnej fazie cyklu, niezaleznie od replikacji i moga
zastepowac kanoniczne biatka. Warianty histondw r6znia si¢ od ich kanonicznych
form pod wzgledem sekwencji aminokwasowej. Wykorzystanie réznorodnych
elementow do budowy chromatyny daje mozliwo$¢ nadania specyficznych wia-
sciwosci wybranym obszarom i wptywa na jej dynamike [10]. Wiadomo juz, ze
modyfikowanie wlasnosci chromatyny przez wiaczenie odpowiedniego wariantu
histonowego do nukleosomu moze regulowa¢ procesy zachodzace w srodowisku
chromatyny, w tym przebiegajacy kotranskrypcyjnie splicing (Rye. 1). Do tej pory
wykazano zwigzek wariantow rdzeniowego histonu H2A, oraz histonu tacznikowe-
go H1 z regulacja tego procesu.

Najwigksza liczba wariantow histonowych nalezy do klasy H2A, a rola kilku
z nich w regulacji przebiegu sktadania gendéw zostata dobrze udokumentowana.

Badania z wykorzystaniem drozdzy wskazuja, ze obecno$¢ wariantu H2A.Z jest
wymagana do efektywnego sktadania mRNA, szczegodlnie dla wycinania intronow
z nickonsensusowg sekwencjg miejsc splicingowych i miejsca rozgatezienia [59].
Histon H2A.Z promuje reorganizacje spliceosomu z udziatem podjednostki U2 sn-
RNP. Jego utrata powoduje trwalsze wigzanie U2 snRNP 1 hamuje rekrutacje kolej-
nych snRNPs do powstajacego RNA, co zaburza splicing [57, 59].

Wyniki innych badan dowodza, ze w regulacji splicingu istotng role spetniaja
takze warianty H2A pozbawione ogona na C-koncu, zwane krotkimi wariantami
H2A (sH2A), takie jak H2A.B, H2A.L, H2A.P i H2A.Q [41, 75]. Te warianty po-
jawity sie p6zno w ewolucji i wystepuja wytacznie u ssakow tozyskowych, u kto-
rych biorg udzial przede wszystkim w spermatogenezie. Histon H2A.B ulega eks-
presji na znacznym poziomie w jadrach i mézgu ssakow, gdzie moze zastepowad
histon H2A.Z w obrebie aktywnych gendéw. H2A.B moze wigza¢ liczne czynniki
biatkowe zaangazowane w syntez¢ i dojrzewanie RNA (np. czynniki splicingowe,
sktadniki spliceosomu i RNA Pol II) albo konkurujgce z nimi RNA [75]. Model
opisujacy role tego wariantu histonowego w splicingu zaktada, ze po wprowadze-
niu do nukleosomu H2A.B rozpoczyna si¢ bezposrednia rekrutacja czynnikow
zwigzanych z obrobka RNA, a nastepnie, gdy zajdzie synteza pre-mRNA, H2A.B
wigze transkrypt co uwalnia czynniki splicingowe i utatwia wtasciwe sktadanie
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genu [41]. Ponadto ten wariant histonu moze wiaza¢ si¢ na granicach intron-ek-
son 1 zwigksza¢ czesto$¢ wlaczania danego eksonu do mRNA [75]. Brak H2A.B
u myszy powodowat zmiany w lokalizacji RNA Pol II w jadrze komoérkowym.
W nieobecnosci tego wariantu histonowego rozmieszczenie RNA Pol II byto roz-
proszone, a nie skoncentrowane w ciatkach jadrowych odpowiedzialnych za spli-
cing. Obserwowano takze znaczace zmiany we wzorze splicingu oraz obnizong
ptodnos¢ zwierzat [4]. By¢ moze wigc wariant H2A.B odpowiada za rekrutacje
RNA Pol II w obszary aktywnej transkrypcji i sktadania genow.

Zauwazono takze ze zwigkszenie wystgpowania wariantow sH2A w chro-
matynie powoduje destabilizacje nukleosomow izmiany we wzorze splicingu
w licznych nowotworach, dlatego tez niektorzy autorzy nazywaja te nickanonicz-
ne histony onkohistonami [17].

Takze warianty histonu tacznikowego moga zmieniaé przebieg zdarzen spli-
cingowych. Z badan prowadzonych na ludzkich fibroblastach wynika, ze obec-
no$¢ somatycznego wariantu H1.5 syntetyzowanego zaleznie od replikacji w ob-
rebie krotkich eksonéw spowalnia polimeraze RNA 11 co sprzyja wlaczaniu tych
alternatywnych eksonow do mRNA [29]. Takze jeden z wariantow niezaleznych
od replikacji — H1X wydaje si¢ mie¢ zwiazek z regulacjg splicingu, poniewaz,
jak zaobserwowano w ludzkich komdrkach nowotworu sutka, wystepuje czesciej
w rejonach wiaczanych do mRNA to jest w konstytutywnych eksonach lub alter-
natywnie wlgczonych eksonach i zachowanych intronach [56].

Wykazano takze, ze inny wariant histonu tacznikowego H1.0 oddziatuje
z licznymi czynnikami regulujacymi splicing w tym biatkami SR i hnRNPs, co
wskakuje na zaangazowanie tego histonu w splicing pre-mRNA [42].

Modyfikacje potranslacyjne histonow

Modyfikacje potranslacyjne histondéw zmieniajg fizykochemiczne wtasnosci
chromatyny, przez co sa waznymi czynnikami regulujacymi jej strukture i wply-
wajacymi na przebieg procesow zachodzacych na matrycy DNA. Jak dotad naj-
wigcej wiemy o metylacji i acetylacji histondéw i by¢ moze dlatego im przypisuje-
my najwigksza role. Histony sa metylowane przez metylotransferazy histonowe,
ktore katalizuja dodanie od jednej do trzech grup metylowych do reszt lizyny
ijednej lub dwoch do argininy [71]. Reakcje usunigcia tej modyfikacji katalizuja
demetylazy histonowe [60]. Acetylacja natomiast jest chemiczng modyfikacja po-
legajaca na przytaczeniu grupy acetylowej do lizyny znajdujacej si¢ w obrgbie do-
meny globularnej lub ogona histonu. Acetylacja histonow jest regulowana przez
acetylotransferazy i deacetylotransferazy histonowe.

Znaczenie obu modyfikacji w regulacji splicingu potwierdzaja liczne publi-
kacje, w ktorych zaprezentowano wplyw zmian aktywnos$ci usuwajacych je en-
zymoOw na procesy regulacji ekspresji genow. | tak zmniejszenie aktywnosci en-
zymu KDMS5B, ktory katalizuje demetylacje H3K4me3, prowadzito do zmian we
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wzorze splicingu prawie 600 alternatywnych eksonow [32]. Z kolei inhibicja de-
acetylazy histonow skutkowata zmiana wzorca splicingu okoto 700 gendéw [33].

Wiadomo juz, ze zarowno metylacja, jak i acetylacja histonow sa wazne dla prze-
biegu sktadania mRNA u ssakéw w czasie réznicowania komorek macierzystych [91]
i rozwoju tkankowym [36], w prawidlowej odpowiedzi komoérek na bodzce czy sta-
rzenia si¢ tkanek [95]. Przyblizono takze, role tych modyfikacji w splicingu w choro-
bach serca [27, 48, 95] i w komdrkach nowotworowych [31, 54, 47].

Zwiazek modyfikacji histonéw ze zmianami we wzorze splicingu zostat takze
zaobserwowany u wielu innych organizméw eukariotycznych, zardowno u jednoko-
morkowych drozdzy [76], jak i ztozonych organizméw, w tym roslin [61].

Analiza wynikow obejmujacych calogenomowe badania lokalizacji modyfika-
¢ji histonowych w chromatynie réznych ssaczych linii komérkowych wskazata, ze
rejony zawierajace alternatywne eksony czesciej wlgczane do mRNA byly wzboga-
cone w H3K36me3, H3K9me3, H4K20mel i H3K27me3 [22, 38, 44, 49, 72].

W innym badaniu stwierdzono, ze zwigkszona czgstos¢ wystgpowania w chro-
matynie H3K4me3, H2BK12ac, H4K5ac wokot granicy intron-ekson silnie ko-
relowata z procesem pomijania eksondéw [72]. Jednak badania skoncentrowane
na analizie dojrzewania transkryptéw wybranego genu, przynosza nierzadko
odmienne wnioski. Takim przyktadem moze by¢ sktadanie genu FGFR2, w kto-
rym zaobserwowano korelacje wystgpowania H3K36me3 i H3K4mel z rzadsza
inkorporacjag do mRNA wzbogaconych w te modyfikacje eksonow[51]. Badacze
powiazali natomiast zwigkszong ilos¢ H3K4me3 z czestszym wlaczaniem alter-
natywnych eksonow genu FGFR2 [51].

Przedstawione powyzej przyktady wptywu modyfikacji histonowych na proces
sktadania gendéw nie sg jednoznaczne i nie wyczerpuja tematu definiowania ekso-
now. Wydaje sig, ze to jak dana modyfikacja begdzie interpretowana zalezy od kon-
tekstu, jakim moze by¢ np. typ komorki lub tkanki czy rodzaj bodzca wymuszajacy
zmiany. Ponadto badania prowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem nowo-
czesnych technik bioinformatycznych wskazuja, ze analiza pojedynczych modyfi-
kacji nie jest wystarczajaca, by przewidzie¢ wzor splicingu. To raczej kombinacje
kilku modyfikacji definiuja eksony i wskazuja, jak czesto dany fragment pre-mR-
NA powinien zosta¢ wlaczony do dojrzatego transkryptu.

Pomimo przytoczonych niezgodno$ci mozna juz teraz powiedzie¢, ze wyni-
ki badan nad kombinatorycznymi wzorcami modyfikacji histonéw rdzeniowych
wskazujg, ze na ich podstawie mozna z duzg doktadnoS$cig przyporzadkowac kazdy
z eksonow do grup nie tylko o niskim lub wysokim poziomie ekspresji [22], ale
takze do grup posrednich [1]. Obecnie zdecydowanie uznaje si¢ zaangazowanie mo-
dyfikacji histonowych w regulacje splicingu pre-mRNA, cho¢ ich rola nadal nie jest
do konca wyjasniona. Zaproponowano dwa modele ttumaczace, jak modyfikacje
histonowe wptywaja na maszyneri¢ splicingowa [94]. Oba zaktadaja, ze modyfika-
cje histonéw sg odczytywane przez odpowiednie biatko, ktore dalej, posrednio lub
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RYCINA 3. Wptyw trimetylacji lizyny 36 histonu H3 na przebieg alternatywnego splicingu. A. Biatko
MRG15 wigze si¢ z H3K36me3 i rekrutuje biatko PTB hamujace splicing, promujac w ten sposob po-
mijanie alternatywnego eksonu 2. B. Biatko Psipl wigzace si¢ z H3K36me3 odpowiada za rekrutacje
czynnika splicingowego SRSF1, co skutkuje wiaczeniem alternatywnego eksonu 2

FIGURE 3. Effect of histone H3 trimethylation at lysine 36 on alternative splicing. A. The MRG15
protein binds to H3K36me3 and recruits the splicing-inhibiting PTB protein, thereby promoting alter-
native exon 2 exclusion. B. The Psipl protein binding to H3K36me3 is responsible for recruiting the
splicing factor SRSF1, resulting in the inclusion of the alternative exon 2

bezposrednio, zmienia przebieg splicingu albo poprzez zmian¢ tempa transkrypcji
albo przez rekrutacje odpowiednich czynnikoéw splicingowych (Ryc. 3).

Ponizej przedstawiono kilka przyktadow wplywu modyfikacji potranslacyj-
nych histondw na przebieg splicingu.

Metylacja histonéw

Przyktadem regulacji splicingu przez zmiang tempa elongacji polimerazy RNA
IT jest oddziatywanie trimetylowanej lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3) z biatkiem
HP-1 (ang. Heterochromatin protein 1) [6], ktore poprzez modyfikacje struktury
chromatyny spowalniajg enzym. W przypadku genu CD44 skutkuje to latwiejsza
rekrutacja czynnikow splicingowych, (m. in U2AF65 i PRPS) do alternatywnych
eksonow, iich wlaczeniem do mRNA [67, 92]. Warto wspomnie¢ o roli metylacji
W procesie réznicowania neuronéw, gdzie H3K9me?2 i H3K27me3 regulujg splicing
genu NCAM (ang. neural cell adhesion molecule). Obecno$¢ tych modyfikacji jest
odpowiedzialna za utrzymywaniu wzorcow splicingu NCAM typowych dla doj-
rzalych neuronéw i koreluje z nizszym tempem elongacji polimerazy Il w regionie
alternatywnego eksonu 18 i wlaczeniem go do dojrzatego transkryptu [69].

Zwiagzanie HP-1 do metylowanych histonow w okolicy alternatywnych eks-
ondéw moze mie¢ takze odwrotny efekt do przedstawionego wyzej, jesli promu-
je rekrutacje czynnika splicingowego SRSF3 (ang. serine/argining-rich splicing
factor 3), ktéry w tym przypadku dziata negatywnie i hamuje wlaczenie alterna-
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tywnych eksondéw przez oddzialywanie z sekwencja wyciszajaca splicing [92].
U ludzi biatko HP-1 ma 3 izoformy, kazda z nich moze rekrutowac rézne czynniki
splicingowe, stad roznice we wzorze splicingu, ktory jest obserwowany mimo, ze
regulacja dotyczy tej samej modyfikacji histonowe;j.

Jako przyktad regulacji splicingu przez zmian¢ w wigzaniu si¢ biatek do chro-
matyny nalezy wymieni¢ trimetylacj¢ lizyny 3 histonu H3 (H3K36me3), ktora
w duzej ilosci wystepuje w ciatach aktywnie transkrybowanych genéw. Zaobser-
wowano, ze zmiana aktywno$ci metylotransferazy, odpowiedzialnej za nanosze-
nie tej modyfikacji skutkowata zmiang niemal 200 zdarzen splicingowych [93].
Poznano sposoby regulacji splicingu przez H3K36me3.

W rekrutacji czynnikéw splicingowych w okolice dojrzewajacego transkryptu
posredniczg biatka bezposrednio oddziatujace wtasnie z H3K36me3. I tak biatko
MRGI15 (ang. MORF-related gene on chromosome 15) odczytujace metylacje li-
zyny 36 histonu H3 rekrutuje regulator splicingu, jakim jest biatko wiazace sig
do traktu polipirymidynowego (ang. polypyrimidine tract-binding, PTB) w intro-
nie pre-mRNA. Utworzenie si¢ oddzialywan H3K36me3-MRG15-PTB promuje
pominigcie alternatywnych eksonow [51] (Rye. 3A). Jednym z gendw, ktorych
sktadanie zalezne jest od opisanego mechanizmu, jest FGFR2, ludzki gen, kto-
ry podlega tkankowo-specyficznemu alternatywnemu splicingowy [12,87] i jest
istotny dla wzrostu i inwazyjnosci nowotworow [38].

Innym czynnikiem splicingowym, ktory jest rekrutowany przez H3K36me3,
jest SRSF1, a posredniczy w tym czynnik biatkowy Psipl (ang. PC4 and SF2
interacting protein 1), ktory bezposrednio wigze si¢ do trimetylowanej lizyny 36
histonu H3 [64]. Krétsza izoforma Psip/p52 oddziatuje i reguluje aktywnos$¢ wia-
$nie SRSF1, przez co moduluje przebieg splicingu (Rye. 3B). Taki mechanizm
zostal zaobserwowany zarowno w mysich fibroblastach [64], jak i ludzkich ko-
morkach macierzystych [91].

Acetylacja histonow

Silny wptyw acetylacji histondw na splicing moze wynikaé¢ z faktu, ze mo-
dyfikacja ta prowadzi do rozluznienia struktury chromatyny i wzrostu tempa
elongacji prowadzonej przez polimeraz¢ RNA II [83], co w konsekwencji sprzyja
pominigciu alternatywnych eksonéw (Rye. 2B). Jest to szczegolny przyktad bez-
posredniego wptywu modyfikacji histonéw na tempo transkrypcji, bez zaangazo-
wania dodatkowego biatka odczytujacego acetylacje.

Taki mechanizm regulacji ekspresji wybranych izoform mRNA mozna zaob-
serwowac dla wspomnianego juz genu NCAM (ang. Neural Cell Adhesion Mole-
cule). Istnieje prawie trzydziesci znanych wariantow splicingowych NCAM, jed-
nak dwie gtdéwne izoformy obecnoscia alternatywnego eksonu 18. Depolaryzacja
komorek neuronalnych indukuje hiperacetylacje H3K9 wokoét alternatywnego
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eksonu. Powoduje to otwarcie struktury chromatyny, wzrost szybkos$ci elongacji
RNAPII i pominigcie tego eksonu [68].

Podobne badania przeprowadzono na genie kodujacym neurofibroming 1
(NF1), ktory jest supresorem nowotwordow, zawierajagcym alternatywny ekson
23a. Zaobserwowano, ze lokalna hiperacetylacja histonow wokot alternatyw-
nych eksondéw jest szczegolnie wysoka w komodrkach neuronalnych i prowadzi
do zwigkszenia szybkosci transkrypcji i zmniejszonej czestosci wiaczania alter-
natywnego eksonu [97].

Cho¢ przyktadow regulacji splicingu przez potranslacyjne modyfikacje histo-
néw jest wiecej niz te przytoczone powyzej, nasza wiedza na temat ich roli w skta-
daniu genow jest wcigz daleka od ostatecznej. Z pewnos$cig najblizsze lata przynio-
sg nowe odkrycia dotyczace ich funkcji w tym kluczowym etapie regulacji genow.

PODSUMOWANIE

Badania dowodza, ze epigenetyczne znaczniki nie tylko determinuja ktory
gen 1z jakg intensywnoscig ma by¢ transkrybowany, ale takze okreslajg sposob
sktadania transkryptu (Ryc. 1)

Jednak wcigz w wielu przypadkach mechanizm, w ktorym czynniki zwigzane
z chromatyng wplywaja na maszyneri¢ przetwarzania mRNA pozostaje niejasny.

Aby elementy struktury chromatyny mogty wptywac na przebieg splicingu,
konieczne jest zaangazowanie licznych bialek takich jak polimeraza RNA II,
czynniki wigzace DNA i RNA czy sktadniki spliceosomu, ktérych wspotdziata-
nie prowadzi do zmian w tempie transkrypcji lub rekrutacji czynnikéw splicin-
gowych. Ta skomplikowana sie¢ czynnikoéw odpowiada za wlasciwg regulacje
splicingu w przebiegu wzrostu i rozwoju roslin [85] i zwierzat [36, 91] ale takze
w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne. Chromatyna bierze udziat w integracji r6z-
nego rodzaju sygnatow z regulacjg transkrypcji i splicingu. Odpowiednie modyfi-
kacje struktury chromatyny prowadzace do ekspresji odmiennych izoform mRNA
sg istotnym elementem umozliwiajacym prawidtowa odpowiedz na bodzce fizjo-
logiczne jak depolaryzacja bton neuronow [68].

Wiele danych potwierdza istotng role chromatyny w regulacji genow u roslin
na poziomie dojrzewania mRNA w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne. Rosliny ze
wzgledu na osiadly tryb zycia, muszg ciagle i dynamicznie dostosowywac si¢ do
warunkow srodowiskowych. Okazuje sig, ze istotnym elementem tolerancji roslin
na zmieniajace si¢ warunki, jest wlasnie regulacja genéw na etapie alternatyw-
nego splicingu, ktory z kolei regulowany jest przez epigenetyczne modyfikacje,
wprowadzane do chromatyny w odpowiedzi na stresy biotyczne i abiotyczne [14,
25, 40, 46].
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Obiecujaca wydaje si¢ mozliwo$¢ wptywania na alternatywny splicing tak by
sprzyjal poprawie wydajnosci i jakos$ci plondw roslin uzytkowych co ma kluczo-
we znaczenie dla Swiatowego bezpieczenstwa zywnosciowego [25].

Szeroko omawiane jest takze znaczenie alternatywnego splicingu w choro-
bach, zwlaszcza nowotworach [74]. Wiadomo, ze komorki nowotworowe cha-
rakteryzuja si¢ oprocz rozregulowanego splicingu takze zmianami w strukturze
chromatyny a zaburzenia epigenetyczne moga stanowi¢ cele terapeutyczne w le-
czeniu nowotworow [7]. Znane sa juz terapie taczace rézne leki przeciwnowo-
tworowe z inhibitorami deacetylaz histonowych [35]. Zaawansowane sg takze ba-
dania nad wykorzystaniem metylotransferaz i demetylaz histonowych w leczeniu
nowotworow [47, 90]. Coraz wigcej tez wiadomo o zwigzkach, ktore wptywaja na
odczytywanie modyfikacji histonowych przez biatka efektorowe [98]. By¢ moze
w niedalekiej przysztosci mozliwe bedzie zastosowanie tego typu zwigzkow jako
lekéw w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych [98]. Nalezy takze za-
znaczy¢, ze takze sktadniki samego spliceosomu, sg obecnie rozpatrywane jako
potencjalne cele terapeutyczne [23].

Chromatyna jest bardzo dynamiczng strukturg, w ktorej w odpowiedzi na ro6zne
bodzce niezwykle szybko zachodzi przebudowa nukleosomoéw czy nanoszenie mo-
dyfikacji histonéw. Ta cecha chromatyny jest kluczowa dla regulacji splicingu, gdy
konieczne jest niezwloczne wytworzenie innej izoformy biatka w odpowiedzi na
szybko zmieniajace si¢ warunki. Jednak zwigzek pomiedzy architektura chromaty-
ny a przebiegiem splicingu wcigz pozostaje nie do konca poznanym zagadnieniem.

Szczegdlowe zrozumienie wszystkich elementow zaangazowanych w regu-
lacje¢ sktadania genéw za posrednictwem chromatyny jest zatem konieczne aby
w petni wykorzysta¢ potencjal epigenetyki w medycynie czy rolnictwie.
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