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Streszczenie: Istotnym etapem ekspresji genów eukariotycznych jest ich składanie – inaczej splicing. 
Proces składania genów polega na usunięciu z prekursorowego mRNA intronów i połączeniu eksonów 
w dojrzały mRNA, który będzie stanowić matrycę do syntezy białka. Alternatywny splicing prowadzi 
do włączenia lub wyłączenia różnych fragmentów z pierwotnego transkryptu i powstania wielu izoform 
mRNA a w konsekwencji rożnych białek, więc jest głównym czynnikiem wpływającym na zróżnicow-
anie proteomu. Precyzyjna regulacja splicingu wymaga współdziałania elementów sekwencji prekurso-
rowego mRNA oraz licznych czynników regulatorowych. Ponieważ proces składania genów zachodzi 
głównie kotranskrypcyjnie, duży wpływ na przebieg splicingu ma struktura chromatyny. 
W niniejszej pracy zebrano informacje na temat roli podstawowych elementów struktury chromatyny 
w regulacji splicingu. Omówiono wpływ rozmieszczenia nukleosomów, wariantów histonów oraz mody-
fikacji potranslacyjnych na tempo elongacji polimerazy RNA II czy rekrutację czynników splicingowych.

Słowa kluczowe: splicing, chromatyna, modyfikacje histonów, 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 II elongation rate or splicing factors recruitment is also reviewed.
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WSTĘP

Geny eukariontów są nieciągłe: eksony, czyli sekwencje kodujące, mogą być 
rozdzielone intronami – sekwencjami niekodującymi, dlatego etap składania genów, 
inaczej splicing – jest kluczowy w procesie w ekspresji genów eukariotycznych. 
W czasie tego etapu z prekursorowego m+RNA (pre-mRNA) usuwane są fragmen-
ty niekodujące a eksony są łączone w jedną nić, która będzie stanowić matrycę do 
syntezy białka. Proces składania genów jest głównym czynnikiem wpływającym na 
zróżnicowanie proteomu, ponieważ często prowadzi do powstania różnych cząste-
czek mRNA z pojedynczego pre-mRNA mówimy wtedy o alternatywnym splicin-
gu. Każda z izoform mRNA może być przepisywana na białka o odmiennej roli dla 
funkcjonowania komórki, tkanki i organizmu. W wyniku alternatywnego splicingu 
z około 20 000 genów człowieka powstaje ponad 100 000 różnych białek [86]. Re-
gulacja splicingu musi być więc jednocześnie elastyczna i bardzo precyzyjna, aby 
zapewnić specyficzną dla tkanek różnorodność izoform mRNA oraz dynamiczną 
zmianę wzoru splicingu w odpowiedzi na bodźce. Aby doszło do poprawnego 
zdefiniowania, jaka sekwencja, w danych warunkach, powinna zostać włączona 
do dojrzałego mRNA, niezbędne jest współdziałanie czynników cis zawartych 
w sekwencji pre-mRNA oraz licznych czynników regulatorowych działających 
w układzie trans.

 W komórkach eukariotycznych materiał genetyczny jest silnie upakowany 
w jądrze w postaci kompleksu nukleoproteinowego zwanego chromatyną. Wie-
le badań dowodzi, że proces składania genów zachodzi ko-transkrypcyjnie [63] 
i podobnie jak dla regulacji transkrypcji, tak i dla właściwego zarządzania splicin-
giem kluczowym elementem jest właśnie struktura chromatyny. 

STRUKTURA CHROMATYNY

Podstawową, powtarzającą się jednostką chromatyny jest nukleosom, którego 
rdzeń stanowi osiem białek histonowych niemal dwukrotnie owiniętych przez he-
lisę DNA o długości 146 par zasad [52]. Można wyróżnić pięć klas białek histo-
nowych, cztery histony rdzeniowe (H2A, H2B, H3 i H4) oraz histon łącznikowy 
(H1/H5). Oktameryczna struktura rdzenia nukleosomu zbudowana jest z tetrame-
ru utworzonego z dwóch dimerów H3-H4 i przyłączonych do nich dwóch dime-
rów H2A-H2B [52]. Sąsiadujące nukleosomy łączy odcinek DNA, który może 
mieć długość między 20, a 90 pz. zależnie od miejsca w genomie, typu komórki 
czy organizmu [81]. Z nukleosomem, poza jego rdzeniem, oddziałuje wspomnia-
ny już histon łącznikowy H1, tworząc chromatosom konieczny do powstawania 
in vivo wyższych struktur chromatyny [2]. Podstawowym zadaniem, jakie speł-
niają białka histonowe, jest tworzenie rusztowania, które zapewnia organizację, 
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kondensację DNA oraz odpowiednią regulację procesów związanych z jądrowym 
DNA wewnątrz jądra komórkowego. 

Histony rdzeniowe zbudowane są z centralnej domeny globularnej zwanej 
zwinięciem histonowym (ang. histone fold), dzięki której mogą ze sobą oddziały-
wać, oraz nieustrukturyzowanej domeny końcowej, zwanej ogonem histonowym 
(ang. histone tail) zlokalizowanej na aminowym końcu białka. Histon H2A do-
datkowo posiada taką domenę na końcu karboksylowym [9]. Histony są białkami 
silnie zasadowymi i bogate w grupy o dodatnim ładunku, które niekowalencyjnie 
oddziałują z ujemnie naładowanymi resztami fosforanowymi w DNA, co stabili-
zuje nukleosom. Ogony histonowe są wysunięte poza nukleosom i dzięki dużej 
zawartości glicyny są elastyczne, dlatego łatwo zmieniają ułożenie przestrzenne, 
przez co wpływają na oddziaływania histonów z DNA i innymi białkami [8]. 

Ogony histonów rdzeniowych mogą być modyfikowane poprzez kowalencyjne 
przyłączenie różnego typu grup chemicznych, jak np. grupa acetylowa, metylowa 
i fosforanowa, co prowadzi do zmian właściwości fizykochemicznych białek histo-
nowych [3]. Modyfikacje potranslacyjne histonów wpływają na strukturę chroma-
tyny, dlatego są jednym z kluczowych mechanizmów regulujących wiele procesów 
zależnych od jądrowego DNA. Odpowiadają między innymi za rekrutację wybranych 
białek niehistonowych do chromatyny, które z kolei pełnią rolę w regulacji licznych 
procesów biologicznych. Poznano wiele tego typu białek efektorowych, które roz-
poznają modyfikacje histonowe zależnie od typu modyfikacji, miejsca wprowadze-
nia w białku histonowym oraz liczby modyfikacji [6, 51, 64]. Czasami modyfika-
cje potranslacyjne histonów mają odwrotny skutek – konkretne wzory modyfikacji 
mogą uniemożliwić białkom przyłączenie się [45]. Te obserwacje przyczyniły się do 
stworzenia, obecnie już dość dobrze udokumentowanej, hipotezy „kodu histonowe-
go” [77], która mówi, że kombinacje modyfikacji histonów mogą nieść informacje 
umożliwiające precyzyjną regulację DNA-zależnych procesów. Modyfikacje te są 
nanoszone i usuwane przez szereg wyspecjalizowanych enzymów określanych odpo-
wiednio jako „writers” i „erasers”, natomiast interpretacją kodu histonowego zajmują 
się białka lub kompleksy białek efektorowych zwane „readers” [26, 77]. Kod histo-
nowy jest częścią kodu epigenetycznego jednak nie jest jednoznaczny ani konserwo-
wany między gatunkami. Jak do tej pory poznano ponad 20 rodzajów potranslacyj-
nych modyfikacji histonów [47], a liczba miejsc w ludzkich histonach, które mogą 
podlegać modyfikacjom, jest szacowana na ponad 130 [66], stąd liczba możliwych 
kombinacji tego typu modyfikacji daje potencjalnie ogromną „pojemność” kodu hi-
stonowego. Dodatkowo, niektóre modyfikacje mogą być wprowadzane lub usuwane 
bardzo szybko. Te wszystkie cechy utrudniają jednoznaczne określenie funkcji kon-
kretnych modyfikacji lub ich kombinacji, co powoduje, że nasza wiedza na temat roli 
potranslacyjnych modyfikacji histonowych jest nadal zdecydowanie niepełna. Mimo 
to, bazując na dotychczasowych danych, można stwierdzić, że modyfikacje histonów 
regulują niemal wszystkie procesy zależne od jądrowego DNA.
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SKŁADANIE GENÓW – SPLICING

Kluczowym dla funkcjonowania komórki procesem zachodzącym w środo-
wisku chromatyny jest transkrypcja i bezpośrednio z nią związany etap składa-
nia mRNA. W większości przypadków splicing przeprowadzany jest przez duży 
kompleks rybonukleoproteinowy, zwany spliceosomem [50], który w trakcie ob-
róbki pre-mRNA bardzo dynamicznie zmienia swoją konformację i skład podjed-
nostkowy. W komórkach większości eukariontów współistnieją dwa kompleksy 
spliceosomowe, główny U2-zależny, który odpowiada za katalizę intronów typu 
U2 oraz zdecydowanie mniej liczny U12-zależny, kluczowy dla usuwania intro-
nów typu U12, które stanowią mniej niż 0,5% wszystkich intronów w danym ge-
nomie [80]. Podstawowe składniki klasycznego spliceosomu to pięć kompleksów 
nukleoproteidowych tzw. małych jądrowych nukleoprotein (ang. small nuclear 
ribonucleoproteins, snRNPs): U1, U2, U4, U5 oraz U6 powstających z połącze-
nia małych jądrowych RNA (ang. small nuclear RNA, snRNA) z białkami Sm 
lub LSm. Dodatkowo na różnych etapach składania genów w skład spliceoso-
mu wchodzą liczne towarzyszące czynniki białkowe [89]. Skład białkowy spli-
ceosomu bardzo dynamicznie się zmienia, u człowieka zidentyfikowano ponad 
200 różnych białek budujących ten skomplikowany kompleks na różnych etapach 
jego aktywności [18]. 

Dokładne miejsce, w którym ma zajść cięcie pre-mRNA, jest wyznaczone 
przez sekwencje na obu końcach intronów zwane miejscami splicingowymi (ang. 
Splicing Sites). W przeważającej większości intronów na końcu 5’ znajduje się 
sekwencja GU, a na końcu 3’ – sekwencja AG, rzadziej występują introny z se-
kwencjami AU i AC, a poznanych jest więcej kombinacji [65]. Oprócz miejsc 
splicingowych do elementów ważnych dla przebiegu wycinania intronów należą 
także tzw. miejsce rozgałęzienia oraz trakt polipirymidynowy, oba znajdujące się 
niedaleko końca 3’ intronu. 

Na każdy cykl wycinania intronu składają się cztery kolejne etapy: złoże-
nie spliceosomu, jego aktywacja, przeprowadzenie reakcji i rozpad kompleksu. 
Dekady badań biochemicznych, genetycznych a ostatnio także strukturalnych 
z wykorzystaniem mikroskopii krioelektronowej pozwoliły szczegółowo opisać 
konformacje, jakie w tym czasie przyjmuje kompleks spliceosomu [24, 84, 88, 
89]. W uproszczeniu proces ten można opisać następująco. Splicing rozpoczyna 
się od utworzenia kompleksu spliceosomalnego E. W jego skład wchodzą: U1 
snRNP, który łączy się do miejsca splicingowego 5’ intronu, dwa czynniki pomoc-
nicze U2AF65 i U2AF35 (ang. U2 Auxiliary factor), które wiążą się odpowiednio 
z traktem polipirymidynowym i miejscem splicingowym 3’ a także czynnik spli-
cingowy 1 (ang. Splicing Factor 1, SF1) przyłączający się do miejsca rozgałęzie-
nia intronu. W wyniku zastąpienia SF1 przez U2 snRNP powstaje kompleks A. 
Kolejna zmiana konformacji, prowadząca do powstania kompleksu B, polega na 
przyłączeniu wcześniej uformowanej podjednostki składającej się trzech snRNP 
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U4/U6.U5. Ostatnim etapem jest odłączenie się U1 i U4, dzięki czemu U2 i U6 
snRNP uzyskują aktywność katalityczną. 

Ten cykl zmian konformacyjnych ma na celu zbliżenie do siebie miejsc spli-
cingowych i umożliwienie aktywnym katalitycznie podjednostkom przeprowa-
dzenie usunięcia intronu i kowalencyjnego połączenia eksonów. Dzieje się to 
w wyniku dwóch, następujących po sobie reakcji tarnsestryfikacji, po których 
następuje demontaż kompleksu. [24, 84, 88, 89].

Oprócz wymienianych wyżej podstawowych elementów, do prawidłowego 
formowania się kolejnych kompleksów spliceosomowych niezbędna jest energia 
pochodząca z hydrolizy ATP oraz zaangażowanie ogromnej liczby dodatkowych 
białek [18, 89]. Dla każdego intronu, który ma zostać wycięty, spliceosom musi 
zostać złożony od nowa z podstawowych elementów, co czyni ze splicingu bardzo 
skomplikowany i kosztowny energetycznie proces. 

ALTERNATYWNY SPLICING
Dojrzałe transkrypty jednego genu mogą się od siebie znacząco różnić, jeśli 

na etapie splicingu dojdzie do wyboru różnych kombinacji miejsc splicingowych. 
Prowadzi to do włączenia lub wyłączenia różnych fragmentów z pierwotnego 
transkryptu i powstania wielu izoform mRNA, a następnie różnych białek. Ten 
proces zwany alternatywnym splicingiem umożliwia osiągnięcie ogromnej róż-
norodności proteomu przy ograniczonej liczbie genów.

Alternatywnemu składaniu ulega około 95% wieloeksonowych genów u czło-
wieka [62] i ponad 60% u A. thaliana [53]. Proces ten odgrywa kluczową rolę na 
etapie różnicowania się komórek, kiedy na różnych poziomach rozwoju organi-
zmu ekspresji ulegają inne izoformy mRNA a także w zapewnieniu specyficzne-
go dla tkanek zestawu transkryptów a dalej białek. 

REGULACJA SPLICINGU
Regulacja splicingu odbywa się na wielu poziomach. Jednym z najlepiej zba-

danych jest regulacja przez białka, które przyłączają się do różnych sekwencji 
w pre-mRNA i działają, jako represory lub aktywatory formowania się spliceoso-
mu lub determinują wybór miejsc splicingowych [21]. Ogólnie można wyróżnić 
trzy główne grupy czynników splicingowych: białka SR (ang. serine- and ar-
ginine-rich proteins), zazwyczaj działające, jako aktywatory splicingu poprzez 
rekrutację spliceosomu do miejsc splicingowych; białka hnRNP – represory spli-
cingu, które uniemożliwiają rozpoznanie miejsc splicingowych, oraz tkankowo-
specyficzne czynniki splicingowe [15, 21]. Motywy rozpoznawane przez białka 
regulatorowe działające w układzie trans zwane są rejonami regulującymi spli-
cing SRE (ang. splicing regulatory elements) i występują zarówno w intronach 
jak i eksonach. Czynniki splicingowe wiążące się do SRE mogą oddziaływać m. 
in z snRNP i promować lub hamować wybór miejsca splicingowego przez kom-
pleks spliceosomu [13]. 
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REGULACJA SPLICINGU PRZEZ ŚRODOWISKO CHROMATYNY
Pre-mRNA może podlegać dojrzewaniu po zakończeniu transkrypcji w tzw. 

skupiskach jądrowych [28], jednak w większości przypadków splicing zachodzi 
równolegle z syntezą pre-mRNA czyli ko-transkrypcyjnie (ang. co-transcriptio-
nal splicing) [63]. Kompleks spliceosomu łączy się z pre-mRNA i wybiera miej-
sca splicingowe jeszcze gdy transkrypt jest związany z polimerazą RNA II (RNA 
Pol II). Uznano więc, że kompleks polimerazy II RNA także może wpływać na 
przebieg splicingu.

W jądrze komórki eukariotycznej kompleks polimerazy RNA II odpowiada 
za syntezę mRNA i niektórych niekodujących RNA. Wiadomo, że struktura chro-
matyny jest jednym z podstawowych elementów wpływających na aktywność 
kompleksu Pol II RNA, który poza transkrypcją zaangażowany jest w regulację 
kolejnego ważnego etapu ekspresji genów – składania genów. Opisano dwa mo-

RYCINA 1. Schemat przedstawia wpływ modyfikacji epigenetycznych: różnego rozmieszczenia nu-
kleosomów na DNA, wariantów histonów, acetylacji i metylacji histonów 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



REGULACJA SPLICINGU PRZEZ WYBRANE ELEMENTY CHROMATYNY 315

dele wyjaśniające wpływ tej polimerazy na przebieg splicingu: rekrutacyjny (ang. 
recruitment coupling), oraz kinetyczny (ang. kinetic coupling) [30]. Pierwszy 
zakłada, że C-końcowa domena RNA Pol II – domena CTD stanowi platformę 
rekrutującą czynniki splicingowe, które odpowiadają za wybór miejsc splicingo-
wych [19]. W modelu kinetycznym, kluczowym czynnikiem decydującym o wy-
korzystaniu konkurujących ze sobą miejsc splicingowych jest tempo elongacji 
transkrypcji. Ogólnie rzecz biorąc, wolniejsze tempo elongacji RNAPII zwiększa 
efektywność w rozpoznawaniu słabych miejsc splicingowych, co prowadzi do 
włączenia do mRNA alternatywnych eksonów [30, 55]. Z drugiej strony, dłużej 
trwająca elongacja umożliwia przyłączenie się negatywnych czynników splicin-
gowych i w ten sposób pominięcie pewnych miejsc splicingowych [20]. 

Wiadomo też, że zmniejszenie tempa elongacji RNA Pol II jest istotnym czyn-
nikiem determinującym splicing, szczególnie w przypadku wycinania intronów 
o niekanonicznej sekwencji miejsc splicingowych [5]. Zmiany w ogólnym tempie 
transkrypcji mają szeroki wpływ na wydajność splicingu, wskazując na ścisły 
związek i wzajemne zależności między syntezą mRNA i składaniem genów [11].

Aktywność polimerazy RNA II jest bez wątpienia kluczowa dla przebiegu 
procesu dojrzewania RNA, a czynniki, które na nią wpływają stanowią kolejny 
ważny poziom regulujący przebieg splicingu. Do takich czynników z pewnością 
zaliczają się histony budujące podstawowe elementy struktury chromatyny – nu-
kleosomy (Ryc. 1.), których rola została opisana poniżej oraz metylacja DNA. 
Omówienie wpływu tej ostatniej modyfikacji epigenetycznej na ekspresję genów 
i dojrzewania mRNA wymagałoby osobnej pracy przeglądowej.

WPŁYW NUKLEOSOMÓW NA SPLICING
Nukleosomy nie są rozłożone równomiernie w genomie i choć zajmują jego 

większą część, istnieją regiony, w których nukleosomy występują mniej licznie 
lub wręcz wcale [78]. Nie są też rozmieszczone losowo. Ponieważ nukleososmy 
stanowią przeszkodę dla innych białek wiążących się do DNA, ich zubożenie 
w miejscach odpowiadającym regulatorowym sekwencjom DNA (promotory, en-
hancery i terminatory genów) umożliwia wiązanie się rozmaitym białkom regula-
torowym z miejscami docelowymi [78]. 

O tym, jak na nici genomowego DNA rozłożone są nukleosomy, decyduje 
kilka czynników. Jednym z nich jest podatność helisy na owijanie się wokół ok-
tameu histonowego, o czym w dużej mierze decyduje sekwencja DNA. Na pozy-
cję nukleosomów na nici DNA ma wpływ także obecność wariantów histonowych 
oraz ich modyfikacje, metylacja DNA, a także przyłączenie się białek niehistono-
wych [16]. Do tej grupy należą ATP-zależne kompleksy remodelujące chroma-
tynę, których rolą jest składanie i wymiana elementów rdzenia nukleosomu oraz 
przesuwanie nukleosomów wzdłuż nici DNA.
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Definiowanie eksonów przez nukleosomy
Powstanie dojrzałego transkryptu zależy w dużej mierze od poprawnego rozpo-

znania przez spliceosom, który fragment pre-mRNA ma zostać do niego włączony. 
Jednym z elementów chromatyny odgrywających rolę w definiowaniu eksonów są 
nukleosomy, które znacznie częściej zlokalizowane są w obszarach eksonów niż 
intronów [70, 79]. To zjawisko, podobnie jak struktura oktameru histonowego bu-
dującego nukleosom, jest konserwowane ewolucyjnie [58]. 

Wykazano także, że zwiększona częstość występowania nukleosomów w eks-
onach, których sekwencje miejsc splicingowych są klasyfikowane jako słabe, pro-
wadzi do częstszego ich włączania do mRNA [79]. Co więcej, nukleosomy czę-
ściej znajdują się na eksonach konstytutywnych – czyli takich, które występują we 
wszystkich izoformach mRNA powstałych z jednego genu, niż na alternatywnych. 
Stąd wniosek, że specyficzne pozycjonowanie nukleosomów w eksonach definiuje 
je i pomaga w rozpoznaniu przez spleceosom [70, 79].

Zaobserwowano, że w komórkach różnych organizmów w odpowiedzi na roz-
maite bodźce następują zmiany w rozmieszczeniu nukleosomów, które korelują nie 
tylko ze zmianami w intensywności ekspresji genów, ale także z odmiennym wzo-
rem splicingu [14, 39, 40, 96]. Taki efekt zauważono np. po stymulacji komórek 
raka piersi progesteronem, który powodował zmianę gęstości nukleosomów wokół 
alternatywnych eksonów oraz modyfikację splicingu prawie 250 eksonów [39]. In-
dukowany hormonalnie wzrost gęstości nukleosomów w eksonie korelował z jego 
częstszym włączaniem do mRNA. Natomiast eksony, które częściej były pomijane 
po stymulacji, charakteryzowały się małą gęstością nukleosomów nawet przed za-
stosowaniem hormonu [39].

Zmiany w rozmieszczeniu nukleosomów stanowią bardzo istotny element regu-
lacyjny splicingu, także w komórkach roślinnych, czego dowodem mogą być wyni-
ki badań prowadzonych na Arabidopsis, które wskazują, że obserwowane w odpo-
wiedzi na działanie chłodu zmiany rozmieszczenia nukleosomów modyfikują wzór 
splicingu różnych genów, w tym regulujących odpowiedź na chłód [14, 40]. 

Powyższe przykłady dowodzą, że przesunięcie nukleosomów może zmieniać 
układ granic intron/ekson i stanowi dodatkowy poziom kontroli nad tym, jaki ze-
staw miejsc splicingowych zostanie wykorzystany w określonych warunkach, 
a w efekcie jakie powstaną izoformy mRNA i białka umożliwiające komórkom 
właściwą reakcję na bodźce.

Wpływ nukleosomów na procesywność polimerazy RNA II
Rola nukleosomów w regulacji splicingu może wynikać z faktu, że stanowią 

one barierę dla polimerazy RNA II, więc ich rozmieszczenie wpływa na tempo 
elongacji [34] (Ryc. 2). 

Opisane wyżej znakowanie eksonów przez nukleosomy, może tłumaczyć za-
obserwowane w komórkach ludzkich niejednorodne tempo elongacji RNA Pol II 
wzdłuż genów, szybsze w obrębie intronów i wolniejsze wzdłuż eksonów [82].
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Nukleosomy wiążą czynniki zaangażowane w splicing
Ko-transkrypcyjny przebieg splicingu sprawia, że spliceosom składany jest 

i działa w bliskim sąsiedztwie chromatyny. Niektóre składniki spliceosomu są 
silnie wiązane przez nukleosomy, dzięki temu są łatwo dostępne, gdy zachodzi 
potrzeba przeprowadzenia wycięcia intronu [43].

Oddziaływanie czynników splicingowych i elementów podjednostek splice-
osomu z chromatyną [73] i w wyniku tego ich obecność w bezpośredniej bliskości 
miejsca powstawania pre-mRNA ułatwia im szybkie przemieszczenie i oddziały-
wanie z nowo syntetyzowaną cząsteczką RNA i niemal natychmiastowy splicing. 
Przykładem takiego działania może być czynnik splicingowy SF3B1, istotny ele-
ment kompleksu U2 snRNP, który wiąże się z nukleosomami zlokalizowanymi 
zwłaszcza w krótkich eksonach, otoczonych długimi intronami. A zaburzenie 
tego oddziaływania ma podobny wpływ na splicing krótkich eksonów, co utra-
ta samego czynnika splicingowego [43]. Stąd wniosek, że specyficzne wiązanie 
SF3B1- nukleosom stanowi nie tylko informację ważną dla rozpoznania miejsc 
splicingowych, ale także umożliwia efektywne przeprowadzenia splicingu.

RYCINA 2. Schemat przedstawia wpływ rozmieszczenia nukleosomów na DNA oraz acetylacji hi-
stonów rdzeniowych na tempo transkrypcji polimerazy RNA II i splicing. A. Deacetylowane histony 
rdzeniowe oraz gęściej rozmieszczone nukleosomy sprzyjają bardziej zwartej strukturze chromatyny 
co przyczynia się do wolniejszego tempa elongacji transkrypcji. Wynikiem tego spowolnienia polime-
razy RNA II jest czas na rozpoznanie przez spliceosom słabiej zdefiniowanych miejsc splicingowych 
i włączenie alternatywnego eksonu 2 do mRNA. B. Rzadziej rozmieszczone nukleosomy oraz acetyla-
cja histonów rdzeniowych charakteryzują otwartą chromatynę, która 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 II, 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
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WPŁYW HISTONÓW NA SPLICING
Rolę regulacyjną można przypisać nie tylko pozycji nukleosomów na nici 

DNA ale także temu, z jakich wariantów histonowych zbudowana jest ta pod-
stawowa jednostka chromatyny oraz czy histony zostały poddane modyfikacjom 
potranslacyjnym.

Warianty histonowe
W skład nukleosomu zazwyczaj wchodzą histony nazywane kanonicznymi, 

które powstają podczas fazy S cyklu komórkowego i łączą się do DNA po jego re-
plikacji. Natomiast histony niekanoniczne, zwane też wariantami histonów rdzenio-
wych, syntetyzowane są w dowolnej fazie cyklu, niezależnie od replikacji i mogą 
zastępować kanoniczne białka. Warianty histonów różnią się od ich kanonicznych 
form pod względem sekwencji aminokwasowej. Wykorzystanie różnorodnych 
elementów do budowy chromatyny daje możliwość nadania specyficznych wła-
ściwości wybranym obszarom i wpływa na jej dynamikę [10]. Wiadomo już, że 
modyfikowanie własności chromatyny przez włączenie odpowiedniego wariantu 
histonowego do nukleosomu może regulować procesy zachodzące w środowisku 
chromatyny, w tym przebiegający kotranskrypcyjnie splicing (Ryc. 1). Do tej pory 
wykazano związek wariantów rdzeniowego histonu H2A, oraz histonu łącznikowe-
go H1 z regulacją tego procesu. 

Największa liczba wariantów histonowych należy do klasy H2A, a rola kilku 
z nich w regulacji przebiegu składania genów została dobrze udokumentowana.

Badania z wykorzystaniem drożdży wskazują, że obecność wariantu H2A.Z jest 
wymagana do efektywnego składania mRNA, szczególnie dla wycinania intronów 
z niekonsensusową sekwencją miejsc splicingowych i miejsca rozgałęzienia [59]. 
Histon H2A.Z promuje reorganizacje spliceosomu z udziałem podjednostki U2 sn-
RNP. Jego utrata powoduje trwalsze wiązanie U2 snRNP i hamuje rekrutację kolej-
nych snRNPs do powstającego RNA, co zaburza splicing [57, 59]. 

Wyniki innych badań dowodzą, że w regulacji splicingu istotną rolę spełniają 
także warianty H2A pozbawione ogona na C-końcu, zwane krótkimi wariantami 
H2A (sH2A), takie jak H2A.B, H2A.L, H2A.P i H2A.Q [41, 75]. Te warianty po-
jawiły się późno w ewolucji i występują wyłącznie u ssaków łożyskowych, u któ-
rych biorą udział przede wszystkim w spermatogenezie. Histon H2A.B ulega eks-
presji na znacznym poziomie w jądrach i mózgu ssaków, gdzie może zastępować 
histon H2A.Z w obrębie aktywnych genów. H2A.B może wiązać liczne czynniki 
białkowe zaangażowane w syntezę i dojrzewanie RNA (np. czynniki splicingowe, 
składniki spliceosomu i RNA Pol II) albo konkurujące z nimi RNA [75]. Model 
opisujący rolę tego wariantu histonowego w splicingu zakłada, że po wprowadze-
niu do nukleosomu H2A.B rozpoczyna się bezpośrednia rekrutacja czynników 
związanych z obróbką RNA, a następnie, gdy zajdzie synteza pre-mRNA, H2A.B 
wiąże transkrypt co uwalnia czynniki splicingowe i ułatwia właściwe składanie 
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genu [41]. Ponadto ten wariant histonu może wiązać się na granicach intron-ek-
son i zwiększać częstość włączania danego eksonu do mRNA [75]. Brak H2A.B 
u myszy powodował zmiany w lokalizacji RNA Pol II w jadrze komórkowym. 
W nieobecności tego wariantu histonowego rozmieszczenie RNA Pol II było roz-
proszone, a nie skoncentrowane w ciałkach jądrowych odpowiedzialnych za spli-
cing. Obserwowano także znaczące zmiany we wzorze splicingu oraz obniżoną 
płodność zwierząt [4]. Być może więc wariant H2A.B odpowiada za rekrutację 
RNA Pol II w obszary aktywnej transkrypcji i składania genów. 

Zauważono także że zwiększenie występowania wariantów sH2A w chro-
matynie powoduje destabilizację nukleosomów i zmiany we wzorze splicingu 
w licznych nowotworach, dlatego też niektórzy autorzy nazywają te niekanonicz-
ne histony onkohistonami [17].

Także warianty histonu łącznikowego mogą zmieniać przebieg zdarzeń spli-
cingowych. Z badań prowadzonych na ludzkich fibroblastach wynika, że obec-
ność somatycznego wariantu H1.5 syntetyzowanego zależnie od replikacji w ob-
rębie krótkich eksonów spowalnia polimerazę RNA II co sprzyja włączaniu tych 
alternatywnych eksonów do mRNA [29]. Także jeden z wariantów niezależnych 
od replikacji – H1X wydaje się mieć związek z regulacją splicingu, ponieważ, 
jak zaobserwowano w ludzkich komórkach nowotworu sutka, występuje częściej 
w rejonach włączanych do mRNA to jest w konstytutywnych eksonach lub alter-
natywnie włączonych eksonach i zachowanych intronach [56]. 

Wykazano także, że inny wariant histonu łącznikowego H1.0 oddziałuje 
z licznymi czynnikami regulującymi splicing w tym białkami SR i hnRNPs, co 
wskakuje na zaangażowanie tego histonu w splicing pre-mRNA [42].

Modyfikacje potranslacyjne histonów
Modyfikacje potranslacyjne histonów zmieniają fizykochemiczne własności 

chromatyny, przez co są ważnymi czynnikami regulującymi jej strukturę i wpły-
wającymi na przebieg procesów zachodzących na matrycy DNA. Jak dotąd naj-
więcej wiemy o metylacji i acetylacji histonów i być może dlatego im przypisuje-
my największa rolę. Histony są metylowane przez metylotransferazy histonowe, 
które katalizują dodanie od jednej do trzech grup metylowych do reszt lizyny 
i jednej lub dwóch do argininy [71]. Reakcję usunięcia tej modyfikacji katalizują 
demetylazy histonowe [60]. Acetylacja natomiast jest chemiczną modyfikacją po-
legającą na przyłączeniu grupy acetylowej do lizyny znajdującej się w obrębie do-
meny globularnej lub ogona histonu. Acetylacja histonów jest regulowana przez 
acetylotransferazy i deacetylotransferazy histonowe.

Znaczenie obu modyfikacji w regulacji splicingu potwierdzają liczne publi-
kacje, w których zaprezentowano wpływ zmian aktywności usuwających je en-
zymów na procesy regulacji ekspresji genów. I tak zmniejszenie aktywności en-
zymu KDM5B, który katalizuje demetylację H3K4me3, prowadziło do zmian we 
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wzorze splicingu prawie 600 alternatywnych eksonów [32]. Z kolei inhibicja de-
acetylazy histonów skutkowała zmianą wzorca splicingu około 700 genów [33].

Wiadomo już, że zarówno metylacja, jak i acetylacja histonów są ważne dla prze-
biegu składania mRNA u ssaków w czasie różnicowania komórek macierzystych [91] 
i rozwoju tkankowym [36], w prawidłowej odpowiedzi komórek na bodźce czy sta-
rzenia się tkanek [95]. Przybliżono także, rolę tych modyfikacji w splicingu w choro-
bach serca [27, 48, 95] i w komórkach nowotworowych [31, 54, 47].

Związek modyfikacji histonów ze zmianami we wzorze splicingu został także 
zaobserwowany u wielu innych organizmów eukariotycznych, zarówno u jednoko-
mórkowych drożdży [76], jak i złożonych organizmów, w tym roślin [61].

Analiza wyników obejmujących całogenomowe badania lokalizacji modyfika-
cji histonowych w chromatynie różnych ssaczych linii komórkowych wskazała, że 
rejony zawierające alternatywne eksony częściej włączane do mRNA były wzboga-
cone w H3K36me3, H3K9me3, H4K20me1 i H3K27me3 [22, 38, 44, 49, 72]. 

W innym badaniu stwierdzono, że zwiększona częstość występowania w chro-
matynie H3K4me3, H2BK12ac, H4K5ac wokół granicy intron-ekson silnie ko-
relowała z procesem pomijania eksonów [72]. Jednak badania skoncentrowane 
na analizie dojrzewania transkryptów wybranego genu, przynoszą nierzadko 
odmienne wnioski. Takim przykładem może być składanie genu FGFR2, w któ-
rym zaobserwowano korelację występowania H3K36me3 i H3K4me1 z rzadszą 
inkorporacją do mRNA wzbogaconych w te modyfikacje eksonów[51]. Badacze 
powiązali natomiast zwiększoną ilość H3K4me3 z częstszym włączaniem alter-
natywnych eksonów genu FGFR2 [51].

Przedstawione powyżej przykłady wpływu modyfikacji histonowych na proces 
składania genów nie są jednoznaczne i nie wyczerpują tematu definiowania ekso-
nów. Wydaje się, że to jak dana modyfikacja będzie interpretowana zależy od kon-
tekstu, jakim może być np. typ komórki lub tkanki czy rodzaj bodźca wymuszający 
zmiany. Ponadto badania prowadzone w ostatnich latach z wykorzystaniem nowo-
czesnych technik bioinformatycznych wskazują, że analiza pojedynczych modyfi-
kacji nie jest wystarczająca, by przewidzieć wzór splicingu. To raczej kombinacje 
kilku modyfikacji definiują eksony i wskazują, jak często dany fragment pre-mR-
NA powinien zostać włączony do dojrzałego transkryptu. 

Pomimo przytoczonych niezgodności można już teraz powiedzieć, że wyni-
ki badań nad kombinatorycznymi wzorcami modyfikacji histonów rdzeniowych 
wskazują, że na ich podstawie można z dużą dokładnością przyporządkować każdy 
z eksonów do grup nie tylko o niskim lub wysokim poziomie ekspresji [22], ale 
także do grup pośrednich [1]. Obecnie zdecydowanie uznaje się zaangażowanie mo-
dyfikacji histonowych w regulację splicingu pre-mRNA, choć ich rola nadal nie jest 
do końca wyjaśniona. Zaproponowano dwa modele tłumaczące, jak modyfikacje 
histonowe wpływają na maszynerię splicingową [94]. Oba zakładają, że modyfika-
cje histonów są odczytywane przez odpowiednie białko, które dalej, pośrednio lub 
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bezpośrednio, zmienia przebieg splicingu albo poprzez zmianę tempa transkrypcji 
albo przez rekrutację odpowiednich czynników splicingowych (Ryc. 3). 

Poniżej przedstawiono kilka przykładów wpływu modyfikacji potranslacyj-
nych histonów na przebieg splicingu.

Metylacja histonów
Przykładem regulacji splicingu przez zmianę tempa elongacji polimerazy RNA 

II jest oddziaływanie trimetylowanej lizyny 9 histonu H3 (H3K9me3) z białkiem 
HP-1 (ang. Heterochromatin protein 1) [6], które poprzez modyfikację struktury 
chromatyny spowalniają enzym. W przypadku genu CD44 skutkuje to łatwiejszą 
rekrutacją czynników splicingowych, (m. in U2AF65 i PRP8) do alternatywnych 
eksonów, i ich włączeniem do mRNA [67, 92]. Warto wspomnieć o roli metylacji 
w procesie różnicowania neuronów, gdzie H3K9me2 i H3K27me3 regulują splicing 
genu NCAM (ang. neural cell adhesion molecule). Obecność tych modyfikacji jest 
odpowiedzialna za utrzymywaniu wzorców splicingu NCAM typowych dla doj-
rzałych neuronów i koreluje z niższym tempem elongacji polimerazy II w regionie 
alternatywnego eksonu 18 i włączeniem go do dojrzałego transkryptu [69].

Związanie HP-1 do metylowanych histonów w okolicy alternatywnych eks-
onów może mieć także odwrotny efekt do przedstawionego wyżej, jeśli promu-
je rekrutację czynnika splicingowego SRSF3 (ang. serine/argininę-rich splicing 
factor 3), który w tym przypadku działa negatywnie i hamuje włączenie alterna-

RYCINA 3. Wpływ trimetylacji lizyny 36 histonu H3 na przebieg alternatywnego splicingu. A. Białko 
MRG15 wiąże się z H3K36me3 i rekrutuje białko PTB hamujące splicing, promując w ten sposób po-
mijanie alternatywnego eksonu 2. B. Białko Psip1 wiążące się z H3K36me3 odpowiada za rekrutację 
czynnika splicingowego SRSF1, co skutkuje włączeniem 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 Psip1 protein binding to H3K36me3 is responsible for recruiting the 
splicing factor SRSF1, resulting in the inclusion of the alternative exon 2
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tywnych eksonów przez oddziaływanie z sekwencją wyciszającą splicing [92]. 
U ludzi białko HP-1 ma 3 izoformy, każda z nich może rekrutować różne czynniki 
splicingowe, stąd różnice we wzorze splicingu, który jest obserwowany mimo, że 
regulacja dotyczy tej samej modyfikacji histonowej.

Jako przykład regulacji splicingu przez zmianę w wiązaniu się białek do chro-
matyny należy wymienić trimetylację lizyny 3 histonu H3 (H3K36me3), która 
w dużej ilości występuje w ciałach aktywnie transkrybowanych genów. Zaobser-
wowano, że zmiana aktywności metylotransferazy, odpowiedzialnej za nanosze-
nie tej modyfikacji skutkowała zmianą niemal 200 zdarzeń splicingowych [93]. 
Poznano sposoby regulacji splicingu przez H3K36me3. 

W rekrutacji czynników splicingowych w okolice dojrzewającego transkryptu 
pośredniczą białka bezpośrednio oddziałujące właśnie z H3K36me3. I tak białko 
MRG15 (ang. MORF-related gene on chromosome 15) odczytujące metylację li-
zyny 36 histonu H3 rekrutuje regulator splicingu, jakim jest białko wiążące się 
do traktu polipirymidynowego (ang. polypyrimidine tract-binding, PTB) w intro-
nie pre-mRNA. Utworzenie się oddziaływań H3K36me3-MRG15-PTB promuje 
pominięcie alternatywnych eksonów [51] (Ryc. 3A). Jednym z genów, których 
składanie zależne jest od opisanego mechanizmu, jest FGFR2, ludzki gen, któ-
ry podlega tkankowo-specyficznemu alternatywnemu splicingowy [12,87] i jest 
istotny dla wzrostu i inwazyjności nowotworów [38].

Innym czynnikiem splicingowym, który jest rekrutowany przez H3K36me3, 
jest SRSF1, a pośredniczy w tym czynnik białkowy Psip1 (ang. PC4 and SF2 
interacting protein 1), który bezpośrednio wiąże się do trimetylowanej lizyny 36 
histonu H3 [64]. Krótsza izoforma Psip/p52 oddziałuje i reguluje aktywność wła-
śnie SRSF1, przez co moduluje przebieg splicingu (Ryc. 3B). Taki mechanizm 
został zaobserwowany zarówno w mysich fibroblastach [64], jak i ludzkich ko-
mórkach macierzystych [91].

Acetylacja histonów
Silny wpływ acetylacji histonów na splicing może wynikać z faktu, że mo-

dyfikacja ta prowadzi do rozluźnienia struktury chromatyny i wzrostu tempa 
elongacji prowadzonej przez polimerazę RNA II [83], co w konsekwencji sprzyja 
pominięciu alternatywnych eksonów (Ryc. 2B). Jest to szczególny przykład bez-
pośredniego wpływu modyfikacji histonów na tempo transkrypcji, bez zaangażo-
wania dodatkowego białka odczytującego acetylację.

Taki mechanizm regulacji ekspresji wybranych izoform mRNA można zaob-
serwować dla wspomnianego już genu NCAM (ang. Neural Cell Adhesion Mole-
cule). Istnieje prawie trzydzieści znanych wariantów splicingowych NCAM, jed-
nak dwie główne izoformy obecnością alternatywnego eksonu 18. Depolaryzacja 
komórek neuronalnych indukuje hiperacetylację H3K9 wokół alternatywnego 
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eksonu. Powoduje to otwarcie struktury chromatyny, wzrost szybkości elongacji 
RNAPII i pominięcie tego eksonu [68]. 

Podobne badania przeprowadzono na genie kodującym neurofibrominę 1 
(NF1), który jest supresorem nowotworów, zawierającym alternatywny ekson 
23a. Zaobserwowano, że lokalna hiperacetylacja histonów wokół alternatyw-
nych eksonów jest szczególnie wysoka w komórkach neuronalnych i prowadzi 
do zwiększenia szybkości transkrypcji i zmniejszonej częstości włączania alter-
natywnego eksonu [97].

Choć przykładów regulacji splicingu przez potranslacyjne modyfikacje histo-
nów jest więcej niż te przytoczone powyżej, nasza wiedza na temat ich roli w skła-
daniu genów jest wciąż daleka od ostatecznej. Z pewnością najbliższe lata przynio-
są nowe odkrycia dotyczące ich funkcji w tym kluczowym etapie regulacji genów.

PODSUMOWANIE

Badania dowodzą, że epigenetyczne znaczniki nie tylko determinują który 
gen i z jaką intensywnością ma być transkrybowany, ale także określają sposób 
składania transkryptu (Ryc. 1)

Jednak wciąż w wielu przypadkach mechanizm, w którym czynniki związane 
z chromatyną wpływają na maszynerię przetwarzania mRNA pozostaje niejasny.

Aby elementy struktury chromatyny mogły wpływać na przebieg splicingu, 
konieczne jest zaangażowanie licznych białek takich jak polimeraza RNA II, 
czynniki wiążące DNA i RNA czy składniki spliceosomu, których współdziała-
nie prowadzi do zmian w tempie transkrypcji lub rekrutacji czynników splicin-
gowych. Ta skomplikowana sieć czynników odpowiada za właściwą regulację 
splicingu w przebiegu wzrostu i rozwoju roślin [85] i zwierząt [36, 91] ale także 
w odpowiedzi na bodźce zewnętrzne. Chromatyna bierze udział w integracji róż-
nego rodzaju sygnałów z regulacją transkrypcji i splicingu. Odpowiednie modyfi-
kacje struktury chromatyny prowadzące do ekspresji odmiennych izoform mRNA 
są istotnym elementem umożliwiającym prawidłową odpowiedź na bodźce fizjo-
logiczne jak depolaryzacja błon neuronów [68]. 

Wiele danych potwierdza istotną rolę chromatyny w regulacji genów u roślin 
na poziomie dojrzewania mRNA w odpowiedzi na bodźce zewnętrzne. Rośliny ze 
względu na osiadły tryb życia, muszą ciągle i dynamicznie dostosowywać się do 
warunków środowiskowych. Okazuje się, że istotnym elementem tolerancji roślin 
na zmieniające się warunki, jest właśnie regulacja genów na etapie alternatyw-
nego splicingu, który 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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Obiecująca wydaje się możliwość wpływania na alternatywny splicing tak by 
sprzyjał poprawie wydajności i jakości plonów roślin użytkowych co ma kluczo-
we znaczenie dla światowego bezpieczeństwa żywnościowego [25].

Szeroko omawiane jest także znaczenie alternatywnego splicingu w choro-
bach, zwłaszcza nowotworach [74]. Wiadomo, że komórki nowotworowe cha-
rakteryzują się oprócz rozregulowanego splicingu także zmianami w strukturze 
chromatyny a zaburzenia epigenetyczne mogą stanowić cele terapeutyczne w le-
czeniu nowotworów [7]. Znane są już terapie łączące różne leki przeciwnowo-
tworowe z inhibitorami deacetylaz histonowych [35]. Zaawansowane są także ba-
dania nad wykorzystaniem metylotransferaz i demetylaz histonowych w leczeniu 
nowotworów [47, 90]. Coraz więcej też wiadomo o związkach, które wpływają na 
odczytywanie modyfikacji histonowych przez białka efektorowe [98]. Być może 
w niedalekiej przyszłości możliwe będzie zastosowanie tego typu związków jako 
leków w nowoczesnych terapiach przeciwnowotworowych [98]. Należy także za-
znaczyć, że także składniki samego spliceosomu, są obecnie rozpatrywane jako 
potencjalne cele terapeutyczne [23]. 

Chromatyna jest bardzo dynamiczną strukturą, w której w odpowiedzi na różne 
bodźce niezwykle szybko zachodzi przebudowa nukleosomów czy nanoszenie mo-
dyfikacji histonów. Ta cecha chromatyny jest kluczowa dla regulacji splicingu, gdy 
konieczne jest niezwłoczne wytworzenie innej izoformy białka w odpowiedzi na 
szybko zmieniające się warunki. Jednak związek pomiędzy architekturą chromaty-
ny a przebiegiem splicingu wciąż pozostaje nie do końca poznanym zagadnieniem.

Szczegółowe zrozumienie wszystkich elementów zaangażowanych w regu-
lację składania genów za pośrednictwem chromatyny jest zatem konieczne aby 
w pełni wykorzystać potencjał epigenetyki w medycynie czy rolnictwie. 
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