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Alternativ Splitsning
Hur en gen kan ge flera proteiner

Mé&nniskor har bara dubbelt s§ m8nga gener som den
vanliga bananflugan. Hur kan det komma sig? Vi har
ju trots allt hjarnor som gér att vi kan rékna gener,
medan deras huvudsyssla ar att hitta en fin banan.
Alternativ splitsning férklarar b4de hur v8r genetiska
information kan ta en mycket liten plats och
mekanismerna bakom flera méanskliga sjukdomar.

Sekvenserlngen av den manskliga arvsmassan (1) har vackt
viktiga frdgor om den genetiska komplexitetens natur.
Tidigare trodde forskare att mdnniskans komplicerade DNA
bestod av kanske upp till 150 000 olika gener. Uppskattningen
baserades pa det antal olika transkript, mMRNA, som man
hade hittat hos manniska. Man antog att det borde finnas

en gen for varje mRNA. Nar hela sekvenseringen var klar
hade man bara hittat 32 000 manskliga gener. (Senare
resultat visar att antalet antagligen ar annu férre, mindre

an 25 000.) Som en jamférelse har bananflugan Drosophila
14 000 gener och nematoden Caenorhabditis elegans 19 000.
Rapporten om endast 32 000 manskliga gener kom som en
Overraskning (2). Antalet manskliga sekvenser som uttrycks
(MRNA) var mycket storre an antalet gener. Hur kan koden
for manniskan, som ar sa mycket stérre och mer komplicerad,
fa plats i bara dubbelt sa manga gener som en fluga?

En forklaring till denna paradox ar att det antal proteiner
som ett genom kan ge upphov till vida dverstiger antalet
gener, om en stor andel av generna har férmagan

att koda for flera proteiner. En sadan utvidgning

av proteomet kan astadkommas genom alternativ
splitsning av prekursor-budbdrar-RNA (pre-mRNA).

Vad ar alternativ splitsning?

Alternativ splitsning ar en process som gor att olika varianter
av proteiner kan produceras fran en enda gen (3, 4) (Fig. 1).
De flesta generna i eukaryota genom bestar av exoner

och introner. Efter transkription maste intronerna tas bort
fran pre-mRNA via ett steg som kallas splitsning. Ibland

kan ett exon antingen inkluderas eller exkluderas i det
slutliga transkrlptet eller ocksa kan det vid ett exons

ena ande finnas tva splitsningsstéllen som kénns igen av
splitsosomen (eng. spliceosome, det molekylkomplex som
bar med sig splltsnlngsmaskmerlet) Pa s3 satt kan flera
olika transkript framstallas via "alternativ splitsning”.
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Fig. 1: Beskrivning av alternativ
splitsning: I DNA finns den genetiska
informationen som kodar for
proteiner i fragment (exoner, réda
boxar) och mellan dessa finns
fragment som inte dr kodande
(introner, gréna boxar). Genom
alternativ splitsning tas intronerna
bort och exonerna splitsas ihop i olika
kombinationer, vilket ger olika
budbérar-RNA (mRNA) som avkodas
(translateras) till olika proteiner.

Genom att foga ihop olika splitsningsstallen kan enskilda
gener uttrycka flera mRNA som kodar fér proteiner

med vitt skilda och till och med motverkande funktioner
(5). Genom den har mekanismen kan den information
som lagras i generna hos komplexa Jorganismer
redigeras pa en mangd olika satt, sa att en enda

gen kan producera tva eller flera olika proteiner.
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Kanske var det har ett mycket viktigt steg for

att eukaryoterna skulle kunna utvecklas mot

hogre effektivitet, eftersom informationen lagras

pa ett mycket mer ekonomiskt satt.

Att forsta vilken inverkan alternativ splitsning har pa
funktion, reglerande mekanismer som styr RNA-splitsning
och viIken roll alternativ splitsning har spelat i utvecklingen
av olika genom har blivit en av de mest utmanande och
spannande uppgifterna inom genomik och bioinformatik i
den post-genomiska eran. De olika varianter av alternativ
splitsning som har observerats, ar bland annat éverhoppning
av exoner, kvarhallning av introner, anvandning av
alternativa donator- eller mottagarstallen fér splitsning.

En forvanande vanlig process

Alternativ splitsning ansags ldnge vara nagot ganska ovanligt
i eukaryota genom. Till exempel antog man att det skedde i
mindre &n 5 % av manniskans gener. Pa senare tid har dock
analyser av stora mangder transkriptdata, fr&n ménniska
och andra organismer, visat att alternativ splitsning ar
vanligt hos alla daggdjur. Hos manniska uppskattar man

att alternativ splitsning sker i mer dn 60 % av generna.
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Den centrala dogmen en gen, ett protein, som har
varit en ledande teori inom modern molekyldrbiologi
och haft en djupgdende inverkan pa hur biologer
tanker, maste darfor revideras. Till foljd av detta maste
dven synen pa manga biologiska processer, s& som
proteininteraktioner och genuttryck, anpassas.

Alternativ splltsnlng ar ett kraftfullt medel for att dka
proteinernas mangfald Man tror att 6éver 70 % av alla
gener &r foremal for aIternatlv splitsning for att producera
funktionellt olika proteiner fran en enstaka gen. De flesta
generna_ hos flercelliga djur kodar faktiskt for pre- MRNA som
genomgar alternativ splitsning for att producera allt fran
tva till tiotusentals isoformer av mRNA. Alternativ splltsnmg
forekommer i hég grad hos alla hégre eukaryoter, fran
organismer som Caenorhabditis elegans (6, 7), Drosophila
(8) och mus (9) till manniskor. Det understryker hur viktigt
alternativ splitsning har varit genom hela evolutionen.

En av de mest dramatiska exemplen hittar man i genen
dscam i Drosophila (8). Denna enda gen innehdller 116
exoner av vilka 17 bibehdlls i det slutliga mRNA:t. Vissa
exoner inkluderas alltid medan andra varierar. I teorin
skulle det har systemet kunna producera 38 016 olika
proteiner. Man har faktiskt hittat mer én 18 000 olika dscam-
varianter i Drosophila. Dessa proteiner bidrar till att vagleda
nervceller till sina ratta platser och ar antagligen inblandade
i igenkanning och fagocytos av invaderande bakterier. Om
ett specifikt RNA-segment ska behaIIas som ett exon eller
klippas bort som ett intron beror pd omsténdigheterna.

Reglering av gener

Alternativ splitsning spelar en viktig roll i regleringen av hur
gener uttrycks. Under det senaste decenniet har man

visat att alternativ splitsning avgér bindningsegenskaper,
intracellular lokalisering, enzymaktivitet, stabilitet och
posttranslatlonella modlﬁermgar for ett stort antal proteiner.
Manga proteiner bestar av flera doméner, eller moduler,
som tjanar en viss funktion. En doman kan till exempel
gbra sa att ett protein binder till ett annat protein, medan
en annan doman ger enzymaktivitet. I genomet motsvaras
domadner av exoner. Genom alternativ splitsning av exoner,
d WV.S. proteindomaner, kan dessa blandas och fogas ihop

sa att det bildas proteiner med skiftande egenskaper.
Genom att reglera vilka splitsningsmdénster som anvands

i olika vavnader kan organismen finjustera en enda gens
funktion sa att den kan utfora flera olika uppgifter.

Alternativ splitsning kan verka pa tva olika nivaer:
forandringar pa protelnnlvé och modifieringar pa
transkriptniva. P3 proteinnivd ger alternativ splitsning
upphov till splitsningsvarianter som producerar olika
protelnprodukter Till exempel kan ett kortare protein
bildas, p& grund av en lasramsmutation som orsakas av
att ett alternativt exon. Ett protein med en annorlunda
funktlonell doman kan uppsta pa grund av att ett specifikt
exon fran en heIt annan grupp av exoner satts in.

Pa transkriptniva kan olika splitsningsprodukter ha

olika translations- eller stabilitetsegenskaper.
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Nar till exempel ett transkripts livslangd 6kar, far
det effekten att dess protein ar tlllgangllgt under en
langre tid. Processen spelar alltsd en utomordentllgt
viktig roll nar det galler att utvidga mangfalden av
proteiner och kan darfor, atmlnstone delvis, forklara
det skenbara motsatsforhallandet mellan antalet
gener och hur komplicerad en organism ar (1).

Alternativ splitsning och manskliga
sjukdomar

Alternativ splitsning har visat sig vara inblandat i

ett stort antal sjukdomar hos manniska, inklusive
neurodegenerativa, kardlovaskulara resplratorlska och
metabola sjukdomar sa val som AIzhe|mers sjukdom,
och det ar en lovande maltavla for behandlingar. I
komplicerade vavnader, som hjarnan, behdvs ett stort
antal proteiner for att utf('jra alla olika funktioner.
Felaktig alternativ splitsning kan orsaka allvarliga
problem fér cellerna, eftersom sammansattningen av
proteiner forandras Manga neurologiska sjukdomar
orsakas ocksa av defekt alternativ splitsning.

Dessa defekter kan delas in i tva huvudgrupper:
primara och sekundara splitsningsdefekter (17).

Primara splitsningsdefekter

Vid primara splitsningsdefekter har sekvenser som
ar viktiga for splitsningen av pre-mRNA muterat. Det
far till foljd att riktig splitsning inte kan ske (Fig. 2).
Manga av de punktmutationer som orsakar SJukdomar
hos mannlska anses vara splitsningsdefekter i pre-
mRNA. Tvd exempel &r ataxia telangiectasia (Louis-
Bars sjukdom) och neuroﬁbromatos Halften av alla
som Ilder av dessa sjukdomar bar pa mutationer
som paverkar splltsnlng av pre-mRNA (18,19).
Storningar av primar splitsning férekommer

ocksa hos patienter med frontotemporal demens.
Detta syndrom ar en autosomal dominant

rubbning som hanger ihop med kromosom 17.
Felaktig splitsning gor att det bildas forandrade
transkript av det mikrotubuliassocierade

proteinet tau (MAPT) som anrikas i mogna

och vaxande neuron. Férandrad splitsning av

MAPT ingdr dven i andra sjukdomars patologi,

s3 som Alzheimers sjukdom, myoton dystrofi,
gliopati och degenerering av ryggmargen.
Duchennes muskeldystrofi (DMD) orsakas av
mutationer i dystrofin-genen. Mutationerna

stor splitsningen och felaktigt mMRNA bildas. En
annan mutation av dystrofingenen ar mindre
allvarlig och leder till en mildare form av DMD:
Beckers muskeldystrofi (BMD) (17).
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Fig. 2 (A): Exempel p§ korrekt

splitsning. Exon 1 och exon 2 &r de Translation
delar av pre-mRNA som béar den

kodande informationen som behévs

for att producera ett protein.

Intronet &r den icke-kodande
sekvensen ddremellan som tas bort.
Exon 1 och exon 2 splitsas ihop.
Efter splitsning anvénds den férdiga

mRNA-molekylen till
proteinproduktion.
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Fig. 2 (B): Exempel p§ en primér

Korrekt proteinprodukt

Punktmutation
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Ingen splitsning

splitsningsdefekt: Sekvensen GU,
som definierar intronets bérjan,
har muterat. Splitsningsstéllet ar
felaktigt (AU istéallet for GU till

féljd av en punktmutation i

sekvensen) och kan inte léngre
anvdandas. Intronet klyvs inte
bort och inget korrekt protein

kan bildas.

Ingen korrekt proteinprodukt

Sekundara splitsningsdefekter

Vid sekundara splitsningsrubbningar muteras en
reglerande faktor som ar avgdérande for processen

sa att splitsningsfunktionen stérs. Féréandringar

i faktorer som aktiverar eller hammar splitsning

kan paverka signalvagar for alternativ splitsning.
Beroende pa vilken reglerande faktor som paverkas
forandras monstret av alternativ splitsning av sarskilda
pre-mRNA. I vissa fall kan det leda till allvarliga
rubbningar medan andra ger mildare effekter.
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Fig. 3: Sekundéra splitsningsdefekter.
I det hér pre-mRNA:t finns tv8 olika
splitsningsstéllen (AG) i slutet av pre-
mRNA. De tv8 olika produkterna som
bildas efter splitsning och translation
(protein Z och protein Y) skiljer sig 8t
beroende pé§ vilket splitsningsstélle
som anvénts. I normalfallet (6vre
delen, A) éar det ena splitsningsstéllet
delvis blockerat av en proteinfaktor
X. Endast det andra stéllet vid
intronets slut &r Iatt 8tkomligt och
déarfor bildas mer av protein Z én av
protein Y. Efter en mutation (nedre
delen, B) kan den reglerande faktorn
X inte langre binda till pre-mRNA:t.
B8da AG-sekvenserna &r tillgéngliga
och kan anvéndas for splitsning. Néar
andelen protein Z minskar och
proteinniv8erna av Y 6kar orsakar det
sjukdom.
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muterad, kan
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Ett sddant exempel visas i Fig. 3. Tva mOJllga
splitsningsstallen finns, AG. Det kan ge tva

olika fardiga mRNA och darfor tva olika
proteinprodukter (protein Z och protein Y).

Den reglerande faktorn (X) binder till det ena
splitsningsstallet, som finns i den kodande delen av
pre-mRNA. Detta splitsningsstalle ar nu inte tillgangligt
for splitsosomen och kan inte anvandas for splitsning
(Fig. 3). Faktor X kan forandras (till exempel genom en
punktmutation) s att den inte langre binder till exon 2.
Ett exempel pa en sekundar splitsningsdefekt

ar Prader Willis syndrom (PWS). Det ar en

genetisk rubbning som karakteriseras av

intellektuella och beteendema35|ga stérningar.
Sjukdomen kan uppsta vid brist pd en liten RNA-
molekyl som i normala fall reglerar pre-mRNA-
splitsning av serotoninreceptorns RNA.

6 Copyright © Forfattarna, 2008
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Box 1

EST (= expressed sequence
tags) ar korta subsekvenser

av en transkriberad
nukleotidsekvens. De kan
anvandas for att identifiera
gentranskript och ar anvandbara
vid upptackt av gener och
bestamning av gensekvens.

EST-sekvenser gor
molekylarbiologiska studier
mer effektiva, sarskilt nar
det géller undersdkningar
av genuttryck och analys av
gener som ar inblandade i
virulens och infektioner.

En DNA-mikromatris (kallas
ocksa gen- eller genomchip,
DNA-chip, eller genmatris) ar

en samling mikroskopiska DNA-
flackar, som vanligtvis motsvarar
enstaka gener, utspridda p& en
fast yta till vilken de ar kovalent
bundna till en kemisk matris.
(Taget fran Wikipedia)

Enzymet acetylcholinesteras (AchE) ar en kombinatorisk
serie proteiner som produceras via alternativ splitsning. Man
har hittat tre olika splitsade isoformer som ar inblandade

i fortskridandet av neurodegenerativa sjukdomar som
Alzheimers sjukdom och Parkinson. Hos Alzheimerpatienter
kan obalans i de faktorer som reglerar splitsning orsaka
modifierad alternativ splitsning av AChE pre-mRNA som leder
till dverskott av isoformen AChE-R. Vid Parkinsons sjukdom
forknippas skada och psykologisk stress (viktiga orsaker till
sjukdomen) med obalans i alternativ splitsning av AChE och
Overuttryck av den alternativa isoformen AChE-R (20).

Framtidsutsikter

Alternativ splitsning har inte bara visat sig vara
en nyckelfunktion for kontroll av genuttryck hos
dagngur utan ocksd den huvudsakliga kéllan
till mangfald i den ménskliga genomet.

De basta medtoderna for storskalig undersékning av
alternativ splitsning ar idag EST (Expressed Sequence
Tags) och mikromatrisanalys (mlcroarray analysis) (Box 1).
Metoderna har sina brister och det &r svart att upptécka
all féorekomst av alternativ splitsning (12-15). Nya, mer
effektiva metoder som ska kunna hitta alla méjliga
splitsningsvarianter av en gen utvecklas hela tiden. Darfor
andras siffrorna for hur vanligt alternatlv splitsning ar varje
ar. Eftersom alternativ splitsning &r sd allméant spritt &r
det en viktig uppgift att skapa en fullstandig forteckning
over alla splitsningsvarianter och utveckla en storre
forstaelse for dess ursprung, funktion och reglering.

Om kontrollen dver den alternativa splitsningen stérs, kan
resultatet bli att cellernas och vavnadernas behov inte
uppfylls, vilket leder till funktionsrubbning och sjukdom.
Studier av hur felreglering av alternativ splitsning orsakar
sjukdomar ar ett komplement till stud|er av de normala
regleringsprocesserna och berikar var forstaelse for
reglerande mekanlsmer i allménhet. I det 18nga loppet
kommer forstdelse av hur alternativ splitsning férandras
Vld sjukdom att underlatta strategier som inriktar sig

pa att motverka eller kringgd sddana defekter.
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Fragor till elever:

1 Hur férklarar man att hdgre organismer, som manniskor
kan vara s& komplicerade trots att deras genpool
inte ar sarskilt mycket stérre an den hos nematoden
(19 000) och mindre an risets (38 000-40 000)?

2 Vad ar Molekylarbiologins centrala dogm?
Varfor gdller denna inte langre?

3 Vilka ar skillnaderna mellan primara och
sekundara splitsningsdefekter?

4 Sk pa natet efter nagra av de sjukdomar
som orsakas av felaktig alternativ splitsning
och vad som ar utmarkande for dem.

5 Ta reda pd& mer om mikromatristeknik och hur den
kan anvandas vid studier av alternativ splitsning!

Ndagra intressanta webbsidor att utforska:

http://www.alternative-splicing.org/org/index.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Alternative splicin

http://www.rnabioinformatics.com/2004/10
intro_what_is_alternative_spli.html

http://scienceandreason.blogspot.

com/2006/11/alternative-splicing.html
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