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RNA kodujgce biatka (mRNA) ulegaja w przewazajacej wiekszosci ko-transkrypcyjnym procesom
dojrzewania m.in.: czapeczkowaniu konca 5°, splicingowi oraz poliadenylacji konca 3’, co umozliwia ich
efektywny i szybki transport do cytoplazmy, gdzie informacja w nich zawarta zostanie odczytana w procesie
translacji. Zazwyczaj czas jaki uptywa od syntezy transkryptu pre-mRNA do powstania biatka w cytoplazmie
jest krotki i trwa kilka lub kilkanascie minut. Jeszcze do niedawna sadzono, ze na ekspresje danego genu
wplywa gtéwnie poziom syntezy transkryptu, jego stabilnos¢ (potokres trwania mRNA na terenie cytoplazmy) i
czas wystepowania w komorce produktu finalnego — biatka. Pomimo to nieliczne badania wykazaty, ze w wielu
typach komoérek obserwuje sig, ze znaczna cze$¢ poliadenylowanych transkryptow zostaje zatrzymana na terenie
jadra i nie jest wykrywana na terenie cytoplazmy nie ulegajac tym samym natychmiastowej translacji po
syntezie. Poniewaz pre-mRNA jest poddawane modyfikacjom jeszcze w trakcie trwania syntezy RNA (ko-
transkrypcyjnie), w petni dojrzale mRNA moze powsta¢ w stosunkowo krotkim czasie. Zatem ten dtugi okres
retencji jadrowej sugeruje, ze jadro peini dodatkowa wczesniej pomijang role. Badania dotyczace jadrowej
retencji mRNA wskazuja, Zze ma ona znaczacy wpltyw na poziom ekspresji genéw, poprzez regulacje eksportu i
opdznienie translacji co pozwala na syntezg okreslonych biatek w §ci$le kontrolowanym czasie i warunkach.

Regulacje ekspresji genow poprzez jadrowa retencje mRNA wykazano m.in. w komorkach wydzielniczych,
w komorkach generatywnych i réznicujacych si¢ czy tez w komorkach poddanych stresowi. Okazato si¢ jednak,
ze transkrypty te moga by¢ zatrzymane w roznej formie zar6wno dojrzatego mRNA jak i pre-mRNA. Niektore
typy mRNA moga dodatkowo posiada¢ sekwencje regulujace transport z jadra do cytoplazmy obecne w
regionach mRNA nie ulegajacych translacji — 5 UTR i 3° UTR. Przypuszcza si¢ tez, ze na terenie jadra
wystepuja czynniki retencji jadrowej, ktoére wchodzac w kompleks z mRNA blokujg mozliwos¢ przylaczenia
czynnikow eksportowych. Sugeruje si¢, ze duzy wplyw na retencje mRNA moga mie¢ czynniki splicingowe
tworzgce wczesny kompleks spliceosomu.

Jeszcze mniej wiadomo na temat przestrzennej organizacji tego procesu w jadrze. Jak dotagd jedynymi
opisanymi domenami, zwigzanymi z akumulacjg poliadenylowanych transkryptow sg jadrowe speckles. Jednak
zakumulowane na terenie tych struktur transkrypty nie wydaja si¢ by¢ eksportowane do cytoplazmy. W
mikrosporocytach modrzewia podczas diplotenu profazy pierwszej podziatlu mejotycznego zaobserwowali$my
kumulacje mRNA na terenie jadra w ciatach jadrowych — tzw. ciatach Cajala (CB). Jest to pierwsze takie
doniesienie, nie opisywane wczesniej w komorkach eukariotycznych. Domeny te ,,zatrzymuja” poliadenylowane
transkrypty przez bardzo dtugi okres. CB sg strukturami konserwowanymi ewolucyjnie, wystepujacymi zar6wno
w komorkach zwierzecych jak i roslinnych. Sg one zaangazowane w wiele procesow zwigzanych z
metabolizmem r6znych typow RNA m.in.: z dojrzewaniem i montazem snRNP, rekrutacjg i montazem systemu
dojrzewania rybosomalnego RNA, dojrzewaniem tRNA i mRNA histonéw, synteza telomeréw czy systemem
miRNA i siRNA. CB sa strukturami samoorganizujacymi, powstajacymi na lokalne potrzeby wzmozonego
metabolizmu okre$lonych typow RNA. Montaz podjednostek spliceosomalnych jest mozliwy na terenie
nukleoplazmy jednak wykazano, ze proces odbywa si¢ z ponad 30-krotnie wicksza wydajnoscig na terenie CB.
Komorki o niskim metabolizmie np. fibroblasty nie posiadaja CB. Zablokowanie koiliny — biatka markerowego
tych ciat — w komérkach o wysokim metabolizmie tj. komorki generatywne czy embrionalne, powoduje rozpad
CB i prowadzi do $mierci tych komorek.

Niezwykle interesujace zatem wydaje sie¢ obserwacja retencji mRNA w tych dynamicznych strukturach,
niezbednych w procesach modyfikacji réznych typow RNA.

W projekcie tym chcemy wyjasnié:

(1) jakie transkrypty ulegaja retencji w CB,

(2) jaki mechanizm/lub mechanizmy s3 odpowiedzialne za retencj¢ mRNA na terenie CB,

(3) zbadad¢, ekspresja ktérych genéw regulowana jest poprzez jadrowg retencje mRNA.

Do realizacji tych celow postuza nam: laserowa mikrodysekcja, analiza transkryptomu mikrosporocytow
modrzewia (analiza funkcji i sekwencji transkryptow), analiza proteomiczna biatek obecnych w cytoplazmie
mikrosporocytow, techniki bioobrazowania in situ i in vivo na poziomie pojedynczych czgsteczek RNA, oraz
technika PLA.

Sadzimy, iz retencji mogg ulega¢ zarowno transkrypty genéw zwigzanych z podzialem mejotycznym jak i
transkrypty gendw metabolizmu podstawowego. Poznanie tego zjawiska znaczaco poszerzy dotychczasowag
wiedze na temat proceséw po-transkrypceyjnej regulacji genow, roli cial Cajala w metabolizmie RNA i
mechanizméw zaangazowanych w dojrzewanie komorek linii generatywnej u roslin. Wzbogaca one
aktualng wiedze z zakresu biologii komorki, jak i biologii rozwoju.



