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ORGANIZACJA SYSTEMU SPLICINGOWEGO W KOMORKACH LINII GENERATYWNE]

WSTEP

Nowe tysiaclecie powitaliSmy poznaniem
sekwencji genetycznej m.in. roslin wyzszych —
Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik, roSlina o
jednym z najmniejszych genomow), czy tak
bliskiego nam gatunku jakim jest Homo sapi-
ens.

Pierwotnie obowiazywal dogmat, ze jeden
gen koduje tylko jedno biatko, dlatego tez
zaskoczeniem dla wszystkich bylo wykazanie,
ze ilos¢ bialek wielokrotnie przewyzsza liczbe
genow. Kluczem w wyjasnieniu tego parad-
oksu okazato si¢ ujawnienie, ze geny kodujace
biatka zawieraja dwa rodzaje sekwencji: eks-
ony i introny, ktore w procesie transkrypcji
ulegaja przepisaniu na sekwencje pre-mRNA
(Ryc. 1). Sekwencje intronowe zostaja
usunicte z pre-mRNA w procesie okreSlanym
terminem skladanie (ang. splicing). Wyroz-
niane sa dwa rodzaje splicingu: splicing
konstytutywny, w wyniku Kktorego zostaja
wyciete z pre-mRNA okreSlonego genu
wszystkie introny, badz splicing alternatywny,
gdy usuwane sa tylko niektore introny. W
przypadku splicingu alternatywnego z pre-
mRNA tranksrybowanego na matrycy jednego
genu, formowane moze by¢ kilka rodzajow
dojrzalych mRNA, zdolnych do udzialu w

translacji  roznych  biatek.  Ujawnienie
mozliwoSci zachodzenia splicingu alternatyw-
nego w jednoznaczny sposOb pozwolilo
wyjasniC zjawisko kodowania przez jeden gen
kilku rodzajow biatek.

region
promotorowy

eksony introny

Ryc. 1 Schemat
pre-mRNA.

mozaikowego transkryptu

WejsScie na szlak linii generatywnej wy-
musza  specyficzng  strategic  komorki
zwiazana z redukcja materialu genetycznego
oraz funkcjonowaniem haploidalnego geno-
mu. Wyraza si¢ ona uruchomieniem nowych
szlakOw metabolicznych oraz zablokowaniem
innych, funkcjonujacych tylko w komorkach
somatycznych, jak roéwniez uderzajacymi
zmianami strukturalnymi. Tak zaaranzowana
sceneria stwarza niezwykte szanse dla ujawn-
ienia wielu tajemnic funkcjonowania systemu
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splicingowego, niemozliwych do zarejest-
rowania w komorkach somatycznych.
Prezentowana przez nas praca nie pre-
tenduje do systematycznego przegladu liter-
atury tematu, lecz stanowi probe zaprezento-

wania mozliwoSci jakie stwarzaja badania ko-
morek linii generatywnej dla zbudowania spo-
jnego modelu funkcjonowania systemu spli-
cingowego u Eukariota.

PROCES SKEADANIA TRANSKRYPOW — SPLICING

Ogo6lny mechanizm wycinania intronow
jest wspoOlny dla wszystkich Eukariota.
Zachodza w nim dwie reakcje ciecia na granicy
intron-ekson, sa to reakcje typu trans-
estryfikacji. Podczas pierwszej, eliminacja
intronu rozpoczyna si¢ od ci¢cia (hydrolizy) w
miejscu splicingowym 5’. Hydrolize w miejscu
5’ wykonuje wewnetrzny element intronu —
grupa 2-hydroksylowa adenozyny, ktora
znajduje si¢ w tzw. punkcie rozgalezienia
intronu (ang branch point). Wolny koniec 5’
intronu (guanina) zostaje przylaczony do tej
adenozyny z punktu rozgalezienia intronu
(25’ wiazanie fosfodwuestrowe). W wyniku
tego ciecia powstaje wolny ekson 5’ i struktura
przypominajacalasso (ang. lariat intermediate)
zbudowana z intronu i eksonu 3’. W drugiej
reakcji nastepuje ciecie w miejscu splicin-
gowym 3’ (na koficu 3’ intronu). Nastepuje
wtedy oderwanie intronu w postaci lassa
(ktory ulega ostatecznie degradacji) i
potaczenie dwoch eksonow (Ryc. 2).

Podstawowym elementem maszynerii
splicingowej jest formowana wieloetapowo
struktura okreSlana powszechnie terminem
splicesom. Jest on zbudowany z nisko-
czasteczkowych jadrowych RNA (snRNA) oraz
ok. 70 biatek. Rzecza niezwykle istotna przy
usuwaniu intronéw jest precyzja tego procesu.
Przesuni¢cie miejsca ciecia nawet o jeden nu-
kleotyd moze spowodowad, ze z mRNA w
ogole nie wytworzy si¢ biatko, albo bedzie ono
wadliwe. Za precyzje tego procesu odpowia-
daja glownie snRNA. Posiadaja one w swojej
budowie sekwencje komplementarne do
intronu. W procesie hybrydyzacji miedzy Ul,
U2 i U5 snRNA a intronem nast¢puje
precyzyjne przyczepienie spliceosomu do
intronu (na zasadzie zamek-klucz), z
doktadnoscia co do jednego nukleotydu.
Roéwniez za przegrupowanie si¢ intronu, w
zwiazku z tworzeniem struktury lassa, czy tez
zblizanie dwoch  koncow  eksonowych
odpowiedzialne sa snRNA. Oddzialywania
tego typu powstaja wtedy dzieki hybrydyzacji
pomiedzy poszczegolnymi snRNA. W sktad

spliceosomu  wchodzi pie¢ snRNA, a
mianowicie U1, U2, U4, U5, U6. Zawieraja one
od 100 do 250 nukleotydow, wystepuja od 200
tysiecy do miliona kopii na komoérke. Naleza
one do grupy niskoczasteczkowych RNA
charakteryzujacych si¢ wysoka zawartoScia
grup urydylowych, stad pochodzi ich
okreslenie UsnRNA. Sa one metabolicznie
stabilne. W obrebie tej grupy wyroznia sie
takie, u ktorych brak jest modyfikacji na koficu
5’ oraz takie, ktore wykazuja specyficzna
modyfikacje na koncu 5’ — znana pod nazwa
»czapeczki”. Poznano jak dotad dwa typy takiej
struktury: czapeczka 2,2,7 trimetyloguanozy-

intronu
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Ryc. 2 Schemat reakcji splicingowe;j.

Oznaczenia: E1 —ekson 1, E2 —ekson 2, A—adeninaw
miejscu rozgal¢zienia intronu, G — guanina w miejscu
splicingowym 5’.
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nowa (TMG) (charakteryzuje U1l-U5 snRNA)
oraz y-monometyloguanozynowa (obecna w
U6 snRNA) (BOCHNIG i wspotaut. 1987).

W pierwszym etapie formowania sie spli-
ceosomu do pre-mRNA na miejscu 5 intronu
wiaze sie¢ UlsnRNP. Towarzyszy temu
przylaczenie kompleksu biatkowego SF1/MBP.
Rownolegle do traktu pirymidynowego
przylacza sie bialkowy czynnik U2AF (ang.
U2-snRNA auxiliary factor), dzieki czemu po-
wstaje tzw. kompleks E przygotowujacy
pre-mRNA do wejScia na szlak splicingu
(Ryc. 3). Kompleks E ulega przeksztalceniu w
kompleks A, gdy U2 snRNP zwiaze si¢ z punk-

ceosom, okreSlany terminem kompleksu C,
jest katalitycznie aktywny (GRAVELEY 2000).

BIALKA Sm

Niskoczasteczkowe jadrowe RNA tworzace
spliccosom nie wystepuja w komorce w
postaci nagich fancuchow rybonukleinowych,
lecz sa zasocjowane z biatkami. Jadrowe Ul,
U2, U4 i U5 snRNP zbudowane sa z bialek
rdzeniowych Sm (wspolnych) oraz takich
biatek jak np. U1-70kDa i U2AF>) ktére sa
biatkami unikatowymi dla poszczegolnych
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Ryc. 3 Formowanie kompleksow spliceosomalnych podczas tworzenia aktywnego katalitycznie spli-
ceosomu. ObjasSnienia w tekScie (wg JURICA I MOORE 2003, zmieniona).

tem rozgalezienia. W dalszym etapie do U2
snRNP przylacza sie wczeSniej uformowany
kompleks U4/U6-U5 snRNP tworzac kompleks
B. Proces ten wymaga udzialtu dwoch biatko-
wych czynnikow pomocniczych SF1 i SF2 (ang.
splicing factor). Ostatecznie nastepuje prze-
grupowanie catego kompleksu, w wyniku kt-
orego UG przesuwa Ul z miejsca 5°, natomiast
U6 i U2 wchodza w interakcje, U5 faczy miejsca
splicingu wiazac si¢ z koicami eksonu w 3" i
5° miejscach splicingowych. Ul i U4 ulegaja
destabilizacji. Uformowany ostatecznie spli-

czastek snRNA. Biatkowy rdzen wspolny dla U
snRNA, bedacych produktami polimerazy II
RNA, ztozony jest z siedmiu biatek (B/B", D1,
D2, D3, E, F, G), ktére w bardzo specyficzny
spos6b wiaza si¢ w miejscu okreSlanym
mianem Sm-site Ul, U2, U4 oraz U5 snRNA
(HERMANN i wspotaut. 1995).

Na podstawie badan in vitro stwierdzono,
ze biatka spliceosomalne Sm tworza trzy sta-
bilne wolne od RNA, heteromeryczne kom-
pleksy EFG, D1D2, B/B’D3 (RAKER i wspotaut.
1996). Proces montowania tych kompleksow
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do snRNA jest dwuetapowy. W pierwszym
etapie kompleksy EFG i D1D2 tworza z RNA
czastke subrdzeniowa, do ktorej w drugim
etapie przylaczy si¢ kompleks B/B’'D3 dajac w
efekcie kompletna domene rdzeniowa Sm. Pro-
ces ten w warunkach in vitro nie wymaga do-
datkowych czynnikéw bialkowych (RAKER i
wspotaut. 1999) w przeciwienstwie do sktad-
ania biatek Sm in vivo, gdzie niezbe¢dne jest
biatko SMN (ang. survival motor neurons) oraz
biatko SIP1 (ang. SMN — interaction protein 1)
(FISCHER i wspotaut. 1997, LIU i wspotaut.
1997).

BIALKA SR

Jedna z kluczowych funkcji w aktywacji
splicesosomu pelnia biatka nalezace do grupy
SR. Sa to bialka pomocnicze, ktore sa
niezbedne do zajScia splicingu, ale nie sa
bezposrednio i trwale zwiazane z snRNA.
Biatkowe czynniki splicingowe SR odgrywaja
bardzo wazna role zarOwno W procesie
formowania kompleksu pre-spliceosomo-
wego, spliceosomowego, jak i w pozniejszych
etapach dwoch reakcji transestryfikacyjnego
procesu wycinania intron0w i laczenia
eksonow. Przyktadem bialka z rodziny SR jest
jedna z protein uczestniczaca w zblizaniu
miejsc splicingowych 3' i 5-biatkowy splicin-
gowy czynnik SC35, co zostato potwierdzone
przez doSwiadczenia wykazujace mozliwosc
rownoczesnych interakcji pomiedzy SC35, a
U1-70kDa i U2AF®”> (GRAVELEY 2000).

Bialka z rodziny SR sa strukturalnie i
funkcjonalnie powiazane i petnia dwojaka role
w czasie sktadania pre-mRNA. Stanowia one
podstawowe czynniki niezbedne do zajScia
splicingu konstytutywnego, lecz zarazem
uczestnicza w procesie alternatywnego spli-
cingu, ktory prowadzi w konsekwencji do
powstania zmienionego matrycowego RNA i
co za tym idzie alternatywnego produktu
koncowego tego samego genu.

Biatka SR posiadaja struktur¢ zawierajaca
jedna lub dwie domeny rozpoznajace
RNA-RRM (ang. RNA recognize motif), zwane
takze RBD (ang. RNA binding domain) i jedna
C-terminalng domene RS bogata w dimerowe
powtorzenia argininowo-serynowe. Domeny
te i biatka je posiadajace stanowia jedne z
najbardziej rozpowszechnionych molekul u
Eukariota. W Swiecie roSlin, jak i zwierzat,
zachowawczoSC¢ bialek SR jest rzedu 90%

(ZAHLER i wspotaut. 1993). Sugeruje to ich
bardzo wysoka, ewolucyjna konserwowalnos¢
i wazne, funkcjonalne znaczenie dla wszyst-
kich zywych organizmow.

KOMPARTMENTY JADROWE ZWIAZANE Z
PROCESEM SPLICINGU

Przelomem w badaniach nad organizacja
komorkowego systemu splicingowego byt
niebywale intensywny rozwo0j technik
immunocytochemicznych oraz hybrydyzacji
in situ w latach 90. ubiegtego wieku. Dzicki
temu stalo si¢ mozliwe ujawnienie przestrzen-
nych zaleznoSci pomi¢dzy poszczegolnymi ele-
mentami maszynerii splicingowej. Nagro-
madzone dotychczas informacje jednozna-
cznie wskazuja, ze snRNA oraz biatka obstu-
gujace proces splicingu zlokalizowane sa w
jadrze w sposOb nieprzypadkowy i zajmuja
SciSle wydzielone przestrzenie, dla okreSlenia
ktorych stosuje sie najczesciej terminy: ,kom-
partmenty jadrowe” lub ,domeny jadrowe”.
Wsrod domen jadrowych, zaangazowanych w
proces splicingu, wyrdznia si¢: wtokienka peri-
chromatynowe, ziarnistoSci interchromatyn-
owe oraz kilka kategorii cial jadrowych
(LAMOND i SPECTOR 2003).

Wiokienka perichromatynowe (ang. peri-
chromatin fibrills, PF) uwazane s3 za morfol-
ogiczny wyraz pozajaderkowej aktywnosSci
transkrypcyjnej. Nazwe swoja zawdzieczaja
potozeniu na peryferiach skondensowanej
chromatyny. W strukturach tych, oproécz po-
limerazy II RNA i czynnikow transkrypcyjnych,
zlokalizowano piec klas snRNA oraz biatka nie-
zbedne podczas reakcji splicingowej. Dlatego
tez widkienka perichromatynowe rozpatrywa-
ne sa zarOwno jako miejsce transkrypcji, jak i
splicingu pre-mRNA.

ZiarnistoSci interchromatynowe (ang. in-
terchromatin granules, IG) zlozone s3 z ziaren o
wymiarach 20-25 nm, ktore lacza cienkie
widkienka o grubosci 10 nm. Ziarnistosci interc-
hromatynowe nie s3a zwiazane ze startem tran-
skrypciji, o czym Swiadczy brak DNA oraz Sladow
pulsowo podanej H® urydyny i jej analogow.

Badania ultrastrukturalne ujawnity, ze IG sa
odpowiednikiem obserwowanych na pozio-
mie mikroskopu Swietlnego skupisk czyn-
nikow splicingowych okreSlanych mianem
»speckles”.

Wsrod ciat jadrowych zwiazanych ze
splicingiem najszerzej badane i najlepiej
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poznane wydaja si¢ byc ciata Cajal’a (ang. Cajal
bodies). Pierwszy opisat je, ponad 100 lat temu,
hiszpanski cytolog Santiago Ramon’y Cajal, w
komorkach nerwowych szczura. Od nazwiska
odkrywcy pochodzi takze obecna nazwa tych
struktur. W literaturze angloj¢zycznej ciala te,
ze wzgledu na swoja ultrastrukture, okreslane
sa takze terminem coiled bodies (CB), co
oznacza ciala klebuszkowate. Wieloletnie
badania wykazaly, ze CB sa struktura niezwykle
bogata w elementy systemu splicingowego.
Zastosowanie technik immunocytochemicz-
nych pozwolilo ustali¢, ze markerowym
biatkiem cial Cajala jest koilina wystepujaca
specyficznie i w wysokim stezeniu wlasnie na
obszarze tych struktur. Obecnos¢ wszystkich
splicingowych UsnRNP w CB wskazuje na ich
zwiazek z procesem splicingu, jednakze brak
wspomnianego powyzej biatka SC35 wyklucza

te struktury jako miejsce zachodzenia reakcji
splicingowej. Ponadto wykazywano czesty
zwiazek przestrzenny cial Cajala z genami
kodujacymi snRNA, snoRNA (mate jaderkowe
RNA) oraz biatka histonowe, co w polaczeniu z
obecnoscia polimerazy II RNA i licznych
czynnikow transkrypcyjnych pozwala przy-
puszczac, ze struktury te biora udziat w
biogenezie i/lub obrobce wymienionych
makromolekut. Wyniki badan z ostatnich lat
wskazuja, ze w organizacji systemu splingo-
wego moga bra¢ udzial inne ciala jadrowe,
takie jak ciala znane pod angielskim terminem
~,gems” (ang. gemini of coiled bodies), czesto
obserwowane jako przestrzennie zasocjowane
z cialami Cajala, zawierajace biatka zwiazane z
recyklingiem czasteczek snRNP.

ORGANIZACJA SYSTEMU SPLICINGOWEGO W GAMETOGENEZIE U ZWIERZAT

Wyjasnienie mechanizmu ekspresji genow
Eukariota od dawna inspirowalo badaczy do
poszukiwania dogodnych modeli badawczych
umozliwiajacych powiazanie zdarzen zacho-
dzacych na poziomie molekularnym z przes-
trzenna organizacja komorki.

Jednym z najbardziej spektakularnych mo-
deli pozwalajacych na spelnienie tych ocz-
ekiwan okazaly jadra oocytow ptazoéw. Ich nie-
zaprzeczalna zaleta sa z reguly olbrzymie jadra
komoérkowe (ang. germinal vesicles, GV), kt-
orych srednica siega ok. 400 um. Ta wlasciwo-
§¢ umozliwilta prowadzenie eksperymentow
polegajacych na injekcji przeciwcial oraz sond
molekularnych do wnetrza jadra komorkow-
ego, dzieki czemu stalo si¢ mozliwe jednoz-
naczne zbadanie molekularnego sktadu
poszczegolnych kompartmentow jadrowych.

Zawrotna kariere wiodgcego materialu ba-
dawczego zrobily oocyty zaby Xenopus laevis,
dzieki rozwijajacym si¢ niezwykle dynam-
icznie badaniom podjetym przez Galla i grupe
jego wspolpracownikow (GALL i wspotaut.
1999, GALL 2000). Jadra tych komorek zawier-
aja dobrze, odroznialne od siebie, kompartm-
enty oraz stale aktywne chromosomy, ktore
swoim wygladem przypominaja szczoteczki do
butelek. Pierwsze obserwacje na poziomie mi-
kroskopu Swietlnego zaintrygowaly badaczy
obecnoscia w SciSle okreSlonych miejscach
chromosomow  szczoteczkowych  kulistych
struktur tzw. sfer (ang. sphere organelles) oraz

sfer niekontaktujacych si¢ z chromosomami i
mniejszych od nich ziarnistoSci. Przelomowym
momentem w wyjasnieniu tajemnicy sfer wy-
stepujacych w jadrach oocytow X. laevis bylo
ujawnienie na ich terenie biatka koiliny, co sy-
gnalizowalo zwiazek tych struktur z cialami
jadrowymi komorek somatycznych okresla-
nych terminem coiled bodies (CB). Wczes-
niejsze, gromadzone od wielu lat informacje ja-
sno dowodzity, ze CB sa elementami Scisle
zwiazanymi z transkrypcja i maszyneria spli-
cingowa. Niezwykle szybki postep badan do-
starczyt licznych, przekonujacych dowodow,
ze ciala sferyczne wystepujace w oocytach X.
laevis i somatyczne coiled bodies sa struktur-
ami homologicznymi.

Jadra oocytow X. laevis zawieraja od
50-100 CB, ktorych Srednica waha sie w
granicach od 1-10 um. Badania w mikroskopie
elektronowym ujawnily, ze matriks CB
zbudowana jest z silnie kontrastujacych sie
ziaren o Srednicy 20-30 nm, wymieszanych z
ziarnami o znacznie slabszym kontraScie.
Jakkolwiek CB w oocytach X. laevis zawieraja
elementy systemu transkrypcyjnego polimera-
zy RNA I, II, III (Ryc. 4), to mozliwos¢
zachodzenia transkrypcji w tych strukturach
nalezy wykluczy¢, poniewaz jak dotad nie
stwierdzono na ich terenie obecnosci DNA
ani tez prekursorow RNA. Kluczowym dla
poznania funkcji CB byly pojawiajace si¢ w
ostatnich latach liczne doniesienia wskazujace,
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ze CB wyposazone sa w elementy systemu
dojrzewania  pierwotnych  transkryptow
polimerazy RNA I, II, IIT (Ryc. 4, Tabela 1).

Zazwyczaj na powierzchni CB odnotowuje
si¢ jedno lub kilka kulistych elementow o
srednicy 1-4 um, ktoére moga takze wyste-
powal¢ w postaci niezwiazanej w nukleo-
plazmie, w iloSci od kilkuset do kilku tysiecy.
Okazalo sie¢, ze struktury te zawieraja znaczne
ilosci  niskoczasteczkowych  rybonukleo-
protein (snRNP), dlatego tez dla ich okreslenia
przyjeto stosowac termin snurposomy (od
angielskiej wymowy akronimu snRNP). Snur-
posomy w oocytach X. laevis charakteryzujace
sie obecnoscia Ul, U2, U4/U6 i U5 snRNA,
podobnie jak u innych ptazow, zaliczane sa do
grupy B-snurposomow, natomiast snurposomy
traszki majace tylko Ul zaklasyfikowano do
klasy C-snurposomow.

Wryniki badan ostatnich lat wskazuja, ze
termin B-snurposomy wydaje si¢ byc¢
nieprecyzyjny poniewaz te ciala zawieraja
takze inne biatka kluczowe dla maszynerii
transkrypcji i dojrzewania RNA (Ryc. 4,
Tabela 1).

T
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transkryptosom
polimerazy | polimerazy Il
trangkryptosom
polimerazy Il
\ D
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Y.

JADER
/\ 754,
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Ryc. 4. Model udziatu ciat Cajala oraz snurpo-
somow B w segregacji i montazu komplekséw
transkrypcyjnych i splicingowych w oocytach
ptazow.

Strzalki przedstawiaja przemieszczanie transkrypto-
somOw w okolice transkrybowanych przez poli-
meraze¢ I, II oraz III RNA (objasSnienia w tekscie); B,
snurposomy B (wg GALL i wspotaut. 2000, zmieniona).

Zastosowanie techniki mikroskopii ele-
ktronowej ujawnilo wystepowanie na terenie
B-snurposomu wielu tysiecy czastek o Srednicy
20-30 nm okreSlanych terminem trans-

kryptosomy. Wysoce atrakcyjna wydaje si¢
hipoteza, ze kazdy transkryptosom repre-
zentuje kompleks polimerazy II i podsta-
wowych czynnikOw transkrypcyjnych oraz
elementy maszynerii splicingowej, doj-
rzewania 5 konca (ang. cleavage) i polia-
denylacji (koniec 3’). ZiarnistoSci podobne do
obserwowanych w B-snurposomach trans-
kryptosomow polimerazy II RNA odnotowano
takze w matriks cial Cajala, ktora zawiera takze
wiecksze ziarniste elementy (40-50 nm)
reprezentujace by¢ moze transkryptosomy
pol L

Znaczaca iloS¢ informacji o strukturze i
chemicznych sktadnikach cial jadrowych w
oocytach X. laevis, ktOra pojawila si¢ w
ostatnich 10. latach sklonita Galla i
wspotpracownikow do podjecia proby zapre-
zentowania funkcjonalnego modelu ciat jadro-
wych (Ryc. 4) Podstawowym zatozeniem tego
modelu jest przekonanie, ze ciala Cajala oraz
snurposomy (A i B) s3 zespolem kompartm-
entow jadrowych, na terenie ktOorych
gromadzone sa transkryptosomy polimeraz
RNA I, II, III. Autorzy sugeruja, ze kompleksy te
transportowane sa do réznych rejonow jadra:
(1) transkryptosomy polimerazy RNA I —
przemieszczane sa do strefy wilokienkowatej
jaderka, (2) transkryptosomy polimerazy RNA
II — zmagazynowane w B-snurposomach, uwa-
zanych za opowiednik skupien ziarnistoSci
interchromatynowych (ang. speckles) w
komorkach somatycznych, wedruja w rejony
petli chromosomow  szczoteczkowych, na
ktorych odbywa si¢ transkrypcja mRNA; (3)
transkryptosomy polimerazy RNA III —
kierowane sa do stosunkowo nielicznych i
specyficznych miejsc na chromosomie w
okolice genow kodujacych 5S rRNA i tRNA.

Cenne informacje dotyczace funkcjonowa-
nia systemu splicingowego wniosty pracownie
wykorzystujace jako materiat badawczy oocyty
owadow (BOGOLYUBOV i wspotaut. 2001). W
jadrach oocytow owada macznika mlynarka
(Tenebrio molitor) chromosomy zgrupowane
sa w charakterystyczne struktury okreslane ter-
minem kariosophere. Poszczegolne etapy roz-
woju kariosphere sa dobrze morfologicznie
zdefiniowane i stanowia bardzo dogodny
punkt odniesienia do Sledzenia transformacji
elementow systemu splicingowego. W
poczatkowym okresie rozwoju kariosphere
(stadium siateczkowate i zwarte), kondens-
ujace chromosomy, otoczone sa perichroma-
tynowymi wlokienkami czesto wymieszanymi
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z ziarnista materia. Elementy te znakuja si¢
przeciwcialami przeciwko ufosforylowanej i
nieufosforylowanej pol II, snRNPs i SC35
(BOGOLYUBOV i PARFENOV 2001). Wysoce
prawdopodobne wydaje si¢, ze z tego mater-
ialu moga by¢ formowane ciala jadrowe pojaw-
iajace si¢ licznie, gdy kariosphere zostana w
pelni uformowane osiagajac postac piersScie-
niowata, charakteryzujaca si¢ najwyzszym

serwowane jest zjawisko odpaczkowywania
btony jadrowej oocytow i formowania orag-
nelli okreslanych terminem jader dodatkowy-
ch (ang. accesory nuclei, AN). W jadrach do-
datkowych wystepuja specyficzne ciala tzw.
pseudojaderka, ktore od dawna budzily zaint-
eresowanie wielu badaczy, tj. od momentu kie-
dy okazato sie, ze struktury te biora aktywny
udzial w procesie ekspresji genu. Badania w

Tabela 1. Poznane sktadniki CB z oocytow Xenopus laevis.

Koilina

Polimeraza RNA I
SnoRNA
Nop 140
Fibrylaryna
B23

Polimeraza RNA II
Splicingowe snRNA
Biatka Sm
Biatka SR
TFIIF(RAP74)
CPSF100
CstF77
U7 snRNA
SLBP1

Polimeraza RNA IIT
TFIITIA

stopniem kondensacji chromatyny. Ciata jadro-
we Tenebrio molitor wydaja sie by¢ struktur-
ami homologicznymi do B-snurposoméw ob-
serwowanych w oocytach ptazow lub interch-
romatynowych granul (IGCs) wystepujacych
w oocytach ssakow. Wyniki tej pracy demons-
truja wyrazna dynamike rozmieszczenia czy-
nnikow splicingowych korespondujaca z kon-
densacja chromatyny. Podczas intensywnej
kondensacji chromatyny i redukcji transkrypc-
ji prawie wszystkie czynniki splicingowe Kka-
rioplazmy, sa gromadzone w cialach jadro-
wych. Akumulacja czynnikoéw splicingowych i
transkrypcyjnych w wyodrebnionych kom-
partmentach jader oocytow Tenebrio molitor
jest zgodna z czesto odnotowywana tendencja
towarzyszaca zmniejszeniu aktywnosci metab-
olicznej jadra.

Uderzajaco rozniace si¢ od cial jadrowych
oocytow Tenebrio molitor struktury zwigzane
z systemem splicingowym obserwowano u in-
nych gatunkéw owadow (ADAMSKA i BILINSKI
1997). U niektorych gatunkéw owadow ob-

Matrix CB  B-snurposomy

+ +
+ +
+ +
+/- +
+ +
+ +
+ +

tym zakresie, z wykorzystaniem jako modelu
oocytow owadow od dawna prowadzone sa w
zespole kierowanym przez prof. Bilinskiego z
Instytutu Zoologi Uniwersytetu Jagiellofisk-
iego. W jadrach dodatkowych oocytOw osy
(Vespula germanica) wystepuja 1-2 geste in-
kluzje (BILINSKI i KLOC 2002). Kazda inkluzja
zbudowana jest ze sferycznego ciala i potsfe-
rycznej struktury zawierajacej liczne 20-30
nm ziarnistoSci. Badania immunocytochem-
iczne i in situ hybrydyzacja wykazaly, ze inkluz-
je zawieraja biatka AgNOR, p80 koiline, biatka
Sm i snRNA. Zgodnie z terminologia zaprop-
onowana przez Galla, sferyczne ciala sa odpow-
iednikiem CB natomiast polsferyczne struk-
tury odpowiadalyby B-snurposom. Ziarna na
terenie potsferycznych struktur reprezentuja
transkryptosomy opisywane przez Galla. Pseu-
dojaderka wystepujace w jadrach dodatkowy-
ch wydaja sie¢ by¢ strukturami homologi-
cznymi z duzymi sferycznymi organellami,

tzw. Bonnenkorper lub endobodies, wyste-
pujacymi w pecherzykach zarodkowych ni-
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ektorych grup owadow. Endobodies sa z
reguly malto zroznicowane morfologicznie
oraz wyposazone w fibrylaryne, koilineg,
snRNP, nie zawieraja natomiast czynnikOow
splicingowych z grupy SR, np. biatka SC35.
Zdumiewajaca organizacja charakteryzuja
sie ciala jadrowe obserwowane w nieaktyw-
nym genetycznie stadium rozwojowym o0oc-
ytow zaby trawnej (Rana temporaria). W
cialach tych, nazwanych ciatami zlozonymi
(ang. multicomponent bodies CB, MCB), wy-
odrebni¢ mozna piec stref o rozniacych sie
upakowaniem elementéw witokienkowatych i

wyposazeniem chemicznym: I — fibrylaryna,
B23; I1 — B23; Il — snRNP, B23; IV — fibrylary-
na; B23, koilina, snRNP; V — koilina, snRNP, fi-
brylaryna, B23 (PARFENOV i wspotaut. 1996).
Obecnosc w ciatach MCB biatka B23 wskazuje
na ich zwiazek z jaderkiem, natomiast odroz-
nia je od ciat Cajala, o ktorych wiadomo Ze nie
sa wyposazone w biatko B23. Wysoce praw-
dopodobne wydaje si¢, ze MCB reprezentuja
struktury magazynujace material, ktory moze
by¢ wykorzystany we wczesnych stadiach
embriogenezy.

ORGANIZACJA SYSTEMU SPLICINGOWEGO W GAMETOGENEZIE U ROSLIN

Funkcjonowanie systemu splicingowego w
komorkach linii generatywnej roSlin jest
poznane w znacznie mniejszym zakresie niz u
zwierzat. Domeny jadrowe wyposazone w
molekuly zwiazane z procesem skladania
pre-mRNA opisano jak dotad w mikrospo-
rocytach oliwki (Olea europea) (OLMEDILLA i
wspotaut. 1997), modrzewia (Larix decidua
Mill.) (SMOLINSKI i GORSKA-BRYLASS 1996a),
mikrosporach i ziarnach pylkowych rzepaku
(Brassica napus L) (STRAATMAN i SCHEL 2000),
oraz papryki rocznej (Capsicum annuum L)
(TESTILLANO i wspoétaut. 1995).

Mikrosporocyty oliwki charakteryzuja sie
obecnoscia struktur jadrowych, odpowiada-
jacych ultrastruktura i wyposazeniem mole-
kularnym cialom Cajala (OLMEDILLA i
wspotaut. 1997). Podczas profazy mejotycznej
obserwowano po kilka takich cial w jadrze. W
okresie leptotenu byly matymi strukturami
znajdowanymi w przestrzeniach interchroma-
tynowych, w zygotenie i pachytenie
wykazywaly bliski kontakt z jaderkiem,
czasami tworzac ,czapeczke na jaderku”. W
okresie diplotenu posiadaly najwicksze
rozmiary i obserwowano je ponownie w
przestrzeniach interchromatynowych. Odno-

towano w nich obecnos¢ nisko-
czasteczkowego jaderkowego RNA (U3
snoRNA), co wskazuje na funkcjonalny

zwiazek z jaderkiem. Na tej podstawie zalo-
zono, ze CB nie sa zaangazowane jedynie w
wydarzenia zwigzane z obrobka pre-mRNA, ale
rowniez rRNA.

Duzy udziat we wzbogaceniu wiedzy na
temat organizacji systemu splicingowego w
linii komorek generatywnych roSlin wniosty
badania mikrosporocytow modrzewia, zapo-

czatkowane w latach 70. przez zespol pod
kierownictwem prof. A. GOrskiej-Brylass w
Zaktadzie Biologii Komorki Uniwersytetu M.
Kopernika w Toruniu (GORSKA-BRYLASS i
WROBEL 1978). W profazowych mikrosporo-
cytach modrzewia obserwuje sie liczne,
rybonukleoproteinowe ciala jadrowe, ktore ze
wzgladu na ich charakterystyke molekularna
zaliczy¢ mozna do odpowiednikow ciat Cajala
wystepujacych w somatycznych komorkach
ssakow czy oocytach plazow. Kuliste ciala o
zroznicowanych wymiarach (od 0,6 do 4 mm
Srednicy), rozmieszczone sa w przestrzeniach
interchromatynowych  (GORSKA-BRYLASS i
wspotaut. 1988). Wystepuja one podczas
profazy mejotycznej w okresie od leptotenu do
diakinezy. Ich Srednia liczba w komorce waha
sic od 3-20. W leptotenie/pachytenie sa
strukturami o wymiarach od 0,6-1 mm wy-
kazujacymi nieregularny ksztatt. Wielkos-
cia przypominaja ciatla Cajala somatycz-
nych komoérek ssakéw. W miare postepu
profazy staja si¢ wicksze i przyjmuja
bardziej regularny, kulisty  ksztalt,
osiagajac wicksze rozmiary w diplotenie
(Ryc. 5). Uwage zwraca fakt, ze wszystkie
te ciata bez wzgledu na faze rozwoju
mikrosporocytow, wykazuja podobna
substrukture. Substruktura tych cial jest
podobna do zwinie¢tego ki¢bka puszystych
nici o Srednicy 25-35 nm, utworzonych z
bardzo cienkich 5 nm widkienek. Wiokien-
ka te tworza nieregularng strukture II
rzedu (ni¢ 25-30 nm), w ktorej wyrdznic
mozna powtarzajace si¢ odcinki luzniej i
silniej skondensowane (Ryc. 5). Tego typu
budowa morfologiczna charakteryzuje
rowniez ciata CB ssakow i mejotyczne ciala
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CB Xenopus laevis. Naterenie CB modrzewia
metoda immunolokalizacji wykryto obecnos¢
niskoczasteczkowych, jadrowych  snRNA
(Ryc. 6). Stosujac metode in situ hybrydyzacji
wykazano, ze badane ciata zawieraja sekwencje
Ul i U2 snRNA, ktére s3 zaangazowane w
pierwszy etap splicingu mRNA (SMOLINSKI i
GORSKA-BRYLASS 1996a).

Badania lokalizacji biatka SC 35 niezbedne-
go w procesie splicingu (jedno z gtéwnych
biatek typu SR), nie wykazaly jego obecnosci w
CB modrzewia (SMOLINSKI 1997). Jak sie
okazato bialko to bylo przede wszystkim

I

i ﬁ’f.v‘ﬁ

Ryc. 5. Ultrastruktura diplotenowego ciata typu
CB z mejocytow modrzewia (transmisyjna mikro-
skopia elektronowa).

Cialo zlokalizowane jest w poblizu btony jadrowej. Nie
wykazuje z nia fizycznego kontaktu. Otoczone jest
materialem o niskiej gestoSci elektronowej. Cytop-
lazma wypetniona rybosomami. Pow. 15000 X (zdjecie
udostepnione przez prof. A. Gorska-Brylass).

obecne w przestrzeniach interchromatynowy-
ch. Nieobecnosc¢ tego czynnika splicingowego
na terenie mejotycznych cial, dyskwalifikuje je
jako miejsce w ktorym zachodzi splicing
pre-RNA. Metodami immunocytochemicznymi
w cialach wykryto ponadto obecnos¢ koiliny,
biatka p80 bedacego markerem dla zwierze-
cych coiled bodies. Biatku temu towarzyszy fi-
brylaryna — biatko jaderkowe o masie 34 kDa.
Obecnos¢ biatka w badanych CB (podobnie jak
CB mejocytow oliwki) sugeruje ich zwiazek z
dojrzewaniem rRNA. Jednakze brak ryboso-
malnego RNA, zarowno w CB oliwki (OLME-
DILLA i wspOaut. 1997), jak i modrzewia (SMO-
LINSKI i GORSKA-BRYLASS 1996b), dyskwalifi-
kuje je jako bezposrednie miejsce zachodzenia
tego procesu. Badania immunofluorescen-
cyjne wykazaly obecnos¢ korowych eleme-
ntow spliceosomu — bialek Sm w mejotyczny-

ch ciatach jadrowych modrzewia (Ryc. 7). Im-
munolokalizacja DNA z wykorzystaniem prze-
ciwcial do jedno-i dwuniciowego DNA, a takze
zastosowanie metody z uzyciem terminalnej
deoksynukleotydotransferazy (TdT) wykazaty
jednoznacznie brak w nich DNA (SMOLINSKI i
GORSKA-BRYLASS 1996b). Na podstawie uzys-
kanych wynikow ciata CB mikrosporocytow
modrzewia wydaja si¢ by¢ strukturami zwiaza-
nymi ze szczegolna strategia rozwojowa tych
komorek. Wiaze sie ona ze znaczna intensyfi-
kacja procesOw metabolicznych. W okresie
profazy mejotycznej u modrzewia zaobserwo-

Ryc. 6. Lokalizacja snRNA na poziomie mi-
kroskopu elektronowego w zygotenowym
jadrze mikrosporocytu modrzewia (metoda
immunozlotowa).

Miejsce lokalizacji snRNA wskazuja czarne owalne
punkty 10 nm koloidalnego ztota. Nagromadzenie
czasteczek ztota w owalnym ciele coiled bodies. Pow.
40000 X (zdjecie wykonane przez dr D. J Smolins-
kiego).

wano intensywna transkrypcje i biosynteze
biatek, a takze wzrost aktywnoSci szeregu
enzymow, ktoremu towarzyszy szybki wzrost
objetosci tych komorek (CHWIROT i GORS-
KA-BRYLASS 1981; GORSKA-BRYLASS i
wspotaut. 1981; CHWIROT i GORSKA-BRY-
LASS 1987, WROBEL i GORSKA-BRYLASS 1988,
NOBLE 2001). Mejotyczne ciata Cajala u mo-
drzewia, bedace nosnikami elementow spli-
cingowych, wydaja si¢ by¢ zwiazane z proces-
em dojrzewania mRNA, poprzedzajacym zin-
tensyfikowana biosynteze biatka. Charaktery-
styka molekularna CB w mikrosporocytach
modrzewia i oliwki, pozwala na stwierdzenie,
ze struktury te odpowiadaja wlaSciwosScia ciat
Cajala  w mejocytach zwierzat. Obecnos¢
takich struktur w komorkach roslin, wskazuje
na ich konserwowany charakter, a zatem takze
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na ich uniwersalne znaczenie w funkcjonowa-
niu jadra.

W komorkach meskiej linii generatywnej
modrzewia wystepowanie ciat jadrowych,
zawierajacych molekuly zwigzane z procesem
splicingu nie ograniczato si¢ jedynie do okresu
mejozy. W czasie interfazy postmejotycznej na
terenie jadra komorkowego mikrospory

Ryc. 7. Immunofluorescencyjnalokalizacja biatek
Sm w mejocytach modrzewia.

Spliceosomalne biatka Sm rozproszone sa na terenie
jadra komorkowego, jednakze gtownym miejscem ich
nagromadzenia sa kuliste ciata Cajala. Zdjecie wykon-
ane przy uzyciu konfokalnego skaningowego mikros-
kopu fluorescencyjnego. Pow. 1700 X (zdjecie udos-
tepnione przez E. WiSniewska).

obserwowano specyficzna kategori¢ cial
jadrowych — tzw. ciata dwustrefowe (ang. bizo-
nal bodies) (NIEDOJADIO i GORSKA-BRYLASS
2003). Jedna strefa tych struktur swoja

ultrastruktura i wyposazeniem molekularnym
(snRNP, biatka srebro-chtonne oraz fibrylary-
na) odpowiada CB, a druga zawiera biatka
srebrochtonne oraz Sm. Taka segregacja ele-
mentOw systemu splicingowego w obrebie
jednej struktury, jak i podobny, do zwierz-
ecych oocytow (zwlaszcza plazich) wzorzec
aktywnoSci  metabolicznej  sktania  do
rozpatrywania tych struktur jako roSlinnego
odpowiednika zwierzecych snurposomow.

Rowniez badania systemu splicingowego
w mikrosporach rzepaku wykazaly obecnos¢
ciat Cajala. Ciala te okazaly sie¢ by¢ najbogatsza
jadrowa struktura pod wzgledem iloSci
czynnikow splicingowych tych haploidalnych
komoérek (STRAATMAN i SCHEL 2000). Mikro-
spora bedaca komoérka macierzysta ziarna
pylkowego byla takze przedmiotem badan
polegajacych na lokalizacji antygenow
zwiazanych ze splicingiem u papryki rocznej
(Capsicum annuum) (TESTILLANO i wspotaut.
1995). Ustalono, iz czasteczki snRNP nie wyste-
puja na obszarze calego jadra komorkowego
mikrospory, ale ograniczone sa jedynie do tzw.
miedzychromatynowych obszarow o struktu-
rze wloknistej (ang. IR, interchromatin re-
gions). Sugeruje sie, ze moga to by¢ odpo-
wiedniki wlokienek perichromatynowych
(ang. perichromatin fibrils, PF) stanowiacych
morfologiczny wyraz procesu transkrypcji i
obrobki  preemRNA. Nie stwierdzono
natomiast w opisywanych komorkach obe-
cnosci cial jadrowych zawierajacych czynniki
splicingowe.

W czasie dalszego réznicowania si¢ ziaren
pytkowych u rzepaku opisywane ciata byly
nadal obserwowane na terenie zarOwno jadra
komorkowego komorki wegetatywnej, jak i
jadra generatywnego (STRAATMAN i SCHEL
2000). Jedynie ostatnie stadia tj. tuz przed
anteza charakteryzowaly si¢ brakiem CB. Na
tej podstawie wykazano, ze liczba i rozmiar CB
jest pozytywnie skorelowana z aktywnoScia
metaboliczna komorki.

PODSUMOWANIE

W Swietle zaprezentowanych przez nas
informacji uzyskanych w wielu Swiatowych
pracowniach jasno wynika, ze molekularny
mechanizm splicingu jest procesem w
wysokim  stopniu  konserwowanym = w
komorkach roSlin i zwierzat. Jednakze uderza-
jace okazalo si¢, ze komorkach linii genera-

tywnej, w porownaniu z komoérkami soma-
tycznymi, system kompartmentéw jadrowych
zwiazanych ze splicingiem cechuje si¢
znacznym  zroznicowaniem. Dotyczy ono
zaro6wno struktury poszczegOlnych elemen-
tow, jak i ich wyposazenia chemicznego.
Zaproponowany przez Galla integrujacy
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model funkcjonowania systemu splicin-
gowego jest cenna proba uporzadkowania
dotychczasowej wiedzy, jednakze wymaga
dalszych badan do jego zaakceptowania lub

weryfikacji.
W poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie, w
jakim  stopniu  kompartmenty jadrowe

Eukariota zwiazane ze splicingiem tworza
spojny i uniwersalny system, konieczne jest
nagromadzenie znacznie wiekszej niz obecnie
iloSci danych pochodzadzych z badan na
modelach roslinnych.

ORGANIZATION OF SPLICING SYSTEM IN GENERATIVE CELLS

Summary

The article brings forward basic issues related to
splicing in plant and animal cells. The results taken up
from experiments conducted on generative cells line
of animals (oocytes) and plants (meiocytes, micro-
spores and pollen grains) reveal many universal as-

pects of splicing system organization. Excepting close
similarities of biochemical nature, a common feature
of both plant and animal generative cells is occurrence
of nuclear structures rich in elements of splicing sys-
tem (e.g. UsnRNP) termed Cajal bodies.
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