Tytut rozprawy doktorskiej: ,Dynamika sktadu molekularnego ciat Cajala jako centrow

regulacyjnych retencji mRNA”.

Problem badawczy: Ekspresja gendw w komorkach eukariotycznych jest wynikiem
ztozonej sieci procesow, ktdre wykraczaja daleko poza sama inicjacje transkrypcji. Chociaz
transkrypcja stanowi punkt wyjscia, to ostateczny poziom i moment syntezy biatka zalezg
od wielu mechanizméw dziatajacych réwniez na poziomie post-transkrypcyjnym. Dzigki
nim komdrka moze elastycznie zarzadzal pulg transkryptow, tworzac mechanizmy
buforujace, ktére pozwalaja reagowaé na zmienne warunki i dynamiczne potrzeby
fizjologiczne. Mozna do nich zaliczyé: regulacje eksportu RNA, translacji mRNA, degradacje
pre-mRNA i mRNA czy kontrole aktywnosci samego biatka. Jednym z takich mechanizmow
jest réwniez jadrowa retencja poli(A)RNA, ktdra petni funkcje regulacyjna, opodzniajac
moment wykorzystania gotowych transkryptow.

Badania prowadzone na mikrosporocytach modrzewia europejskiego (Larix decidua Mill.)
wskazuja, ze retencja mRNA ma charakter globalny i jest scisle powigzana z obecnoscia
ciat Cajala (ang.Cajal bodies, CB). Jest to pierwsza przestanka sugerujaca udziat tych
struktur jadrowych w kontroli losoéw transkryptow u roslin. Jak wykazaty wstepne analizy,
wiele z gromadzonych w CB mRNA posiada zachowane sekwencje intronowe, co wskazuje,
ze retencja intronéw moze stanowic kluczowy element tego mechanizmu regulacyjnego.
Szczegodlnie istotne wydaje sig to w komoérkach, w ktérych transkrypcja przebiega w
spos6b pulsacyjny - zatrzymywanie transkryptow w jadrze umozliwia przesuniecie w
czasie ich translacji i dostosowanie syntezy biatek do aktualnych potrzeb metabolicznych,
nawet wtedy, gdy aktywnos¢ transkrypcyjna chwilowo stabnie. Doktadny mechanizm
jadrowej retencji z udziatem ciat Cajala pozostaje niepoznany, jednak jego wyjasnienie
stanowi istotne wyzwanie badawcze. Pogtebienie wiedzy w tym zakresie moze rzuci¢ nowe
éwiatto na role tych struktur w regulacji ekspresji genéw u roélin, a takze dostarczyc
kluczowych informacji dla zrozumienia proceséw warunkujacych prawidtowy przebieg

podziatéw mejotycznych i rozwéj gametofitu.

Cel pracy: Celem niniejszej pracy byto zidentyfikowanie transkryptow wykazujacych

retencje intronéw oraz zbadanie sktadu molekularnego ciat Cajala na poszczegolnych
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etapach cyklu syntezy i eksportu poli(A)RNA. Uzyskane wyniki stanowig pierwszy opis
udziatu tych domen w jadrowej retencji RNA u rodlin. Zaobserwowana akumulacja w
obrebie CB transkryptéw zawierajacych retencyjne introny wskazuje na zwigzek pomiedzy
obecnoscia takich introndw a lokalizacjg pre-mRNA w ciatach Cajala. Podkreéla to
znaczaca role CB w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji gendow, co moze mied
kluczowe znaczenie dla prawidtowego przebiegu podziatu komérkowego i powstania

dojrzatej, funkcjonalnej mikrospory.

Wyniki: Wykazano, ze w mikrosporocytach modrzewia, charakteryzujacych sig pulsacyjng
aktywnoscia transkrypcyjna, poszczegblne mRNA rdznig sie dynamika eksportu.
Zréznicowanie to moze petni¢ role precyzyjnego mechanizmu kontroli czasu syntezy
kodowanych biatek, umozliwiajac efektywne zarzadzanie pula transkryptow w odpowiedzi
na zmiany w ekspresji gendw. Analizy bioinformatyczne, potwierdzone obserwacjami
mikroskopowymi, wykazaty, ze wiekszos¢ transkryptow akumulowanych w CB zawiera
retencyjne introny, ktére sg ostatecznie usuwane w procesie splicingu. Wéréd tych
transkryptow znajdujg sie rowniez mRNA kodujace biatka maszynerii transkrypcyjnej i
splicingowej, ktdrych retencja moze modulowad dojrzewanie innych transkryptéw i
sprzyjac ich czasowej akumulacji w jadrze. Z kolei analiza zmian sktadu molekularnego
ciat Cajala w trakcie cyklu wykazata, ze ich funkcja ewoluuje w czasie. Na poczatku cyklu
CB gromadza dojrzate kompleksy U snRNP, ktére w pierwszej kolejnosci sa
wykorzystywane w procesie ko-transkrypcyjnego splicingu. Natomiast pod koniec cyklu
staja sie przede wszystkim miejscem akumulacji snRNA przygotowywanych do eksportu z
jadra do cytoplazmy. Zgromadzone w ten sposob snRNA stanowig rezerwuar, ktéry zostaje

wykorzystany na poczatku kolejnego cyklu, podczas nastgpnego pulsu aktywnosci

transkrypcyjnej.
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