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CETKI JADROWE JAKO MODELOWE CIALKA JADROWE. CETKI JADROWE
W UKLADZIE NERWOWYM

WSTEP: ARCHITEKTURA JADRA
KOMORKOWEGO

Jadra komoérkowe pierwszy zaobserwowatl
Antoni van Leeuwenhoek pod koniec XVII w.
Od momentu kiedy ten holenderski przyrod-
nik zamieScit o nich wzmianke w jednym 2z
listéw do Towarzystwa Kroélewskiego w Lon-
dynie (LEEUWENHOEK 1682), minelo prawie
trzy stulecia nim zrozumiano jaka pelnig
funkcje. Przechowywanie i kopiowanie infor-
macji zawartej w materiale genetycznym oraz
kontrolowanie prawie wszystkich funkcji ko-
morki przez regulacje ekspresji tej informa-
cji, mozliwe jest dzieki zlozonym molekular-
nym procesom powiazanym z przestrzenng
struktura jadra. Dzieki rozwojowi technik
obrazowania mikroskopowego oraz technik
biochemicznych poznano zréznicowanie bu-
dowy wewnetrznej jadra na poziomie struk-
turalnym i procesé6w w nim zachodzacych
na poziomie molekularnym. Jadro komoérko-
we bowiem, cho¢ pozbawione wewnetrznych
przedzialow blonowych, nie jest organella o
jednorodnej organizacji. Elementy struktu-
ralne jadra to chromatyna, czyli kompleks
DNA i biatek histonowych, oraz polozone w
przestrzeni miedzychromatynowej, znacznie
mniejsze struktury, zwane ciatkami jadro-
wymi (ang. nuclear bodies) lub domenami
jadrowymi (ang. nuclear domains). Sg one
kompleksami biatek lub bialek i niekoduja-
cego RNA (BRASCH i OCHS 1992). Najbardziej
wyrazistym i1 najwczesniej zauwazonym, jest
jaderko (WAGNER 1835). Niektére ciatka ja-
drowe widoczne sa tylko w mikroskopii flu-
orescencyjnej po zastosowaniu specyficznego

znakowania, inne z kolei, dzieki charaktery-
stycznej strukturze, maja swoje odpowied-
niki na poziomie ultrastrukturalnym w mi-
kroskopii elektronowej. Wyjatkowe jest tutaj
wlasnie jaderko, ktére dzieki duzej gestosci
widoczne jest zaréwno w zwyklym mikrosko-
pie sSwietlnym, jak i elektronowym. Do tej
pory opisano kilkanascie typéw ciatek jadro-
wych. Nie wszystkie maja ustalone nazwy
w jezyku polskim. Do wazniejszych naleza:
wspomniane juz jaderko bedace miejscem
syntezy rRNA i niektorych etapow sklada-
nia rybosomow, ciatka Cajala zaangazowane
w pewne etapy modyfikacji i wewnatrzja-
drowy transport matych jadrowych rybonu-
kleoprotein (snRNPs) oraz matych jaderko-
wych rybonukleoprotein  (snoRNPs)(MORRIS
2008, MACHYNA i wspéotaut. 2013), ciatka
PML uczestniczace w odpowiedzi na czyn-
niki stresowe, regulacje stabilnosci genomu,
naprawe DNA poprzez sekwestracje, modyfi-
kowanie i degradacje biatkowych partnerow
(LALLEMAND-BREITENBACH i DE THE 2010),
ciatlka Polycomb bedace wielobiatkowym
kompleksem, ktéry u Drosophila zaangazo-
wany jest w represje genow homeotycznych,
a u ssakow w regulacje ekspresji genow
Hox (PIRROTTA i L1 2012), ,cleavage bodies”
zawierajace kilka czynnikéw uczestniczacych
w cieciu i poliadenylacji konca 3° mRNA (LI
i wspoétaut. 2006), jadrowe ciatka stresowe
(ang. nuclear stress bodies) uczestniczace
w regulacji i przeprogramowaniu transkryp-
cji w warunkach stresowych (BIAMONTI i
VOuRrC’H 2010), ,paraspeckles” biorace udziat
w regulacji ekspresji niektérych genéw przez
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retencje pewnych rodzajéw RNA (Fox i La-
MOND 2010, NAKAGAWA i HIROSE 2012) oraz
yJnuclear speckles” uwazane za miejsce prze-
chowywania i modyfikacji czynnikéw skta-
dania mRNA: matych jadrowych rybonukle-
oprotein (snRNP), biatek SR i innych bialek
metabolizmu RNA. Ta kompartmentalizacja
przestrzeni jadra, tworzona przez ciatka ja-
drowe, umozliwia odpowiednia koncentracje
makroczastek, prowadzaca do podwyzszenia
czestosSci koniecznych odziatywan miedzy
nimi w jednym miejscu i/lub obniZzenia nie-
pozadanych w innym (GALGANSKI i wspotaut.
2017). Ulatwia rowniez sprawniejsza kontro-
le ich retencji lub uwalniania do nukleopla-
zmy (HANDWERGER i GALL 2000).

CETKI JADROWE: NAZEWNICTWO 1
POCZATKI BADAN

Obecnie w literaturze anglojezycznej sto-
suje sie rownolegle kilka terminéw na okre-
Slenie cetek jadrowych. Najczesciej spoty-
kany termin angielski ,nuclear speckles”
(nie majacy oficjalnego odpowiednika w je-
zyku polskim, a znaczacy mniej wiecej tyle
co plamki lub cetki jadrowe), uzywany jest
glownie w kontekScie obrazowania w mikro-
skopii immunofluorescencyjnej. Interchro-
matin granule clusters” (IGCs) stosowany
jest w badaniach mikroskopii elektronowe;j
(SPECTOR i LAMOND 2011). Ten ostatni ter-
min spotykany w literaturze polskojezycznej,
np. w pierwsze] polskiej pracy przegladowe;j
dotyczacej tych struktur (ZBOREK 1987), tlu-
maczony jest jako skupiska ziaren interchro-
matynowych. Ponadto, w pracach prezentu-
jacych wyniki immnofluorescencjne spotyka
sie, lecz znacznie rzadziej, inne, dodatkowe
terminy: ,splicing speckles”, ,SC35 domains”
oraz ,splicing factor compartments” (GAL-
GANSKI i wspétaut. 2017). To roézne nazew-
nictwo w dwéch réznych typach mikroskopii
wynika z niezaleznego opisania tych struk-
tur. W 1959 r. Hewson Swift zaobserwo-
wal w mikroskopie elektronowym ziarnisto-
Sci, ktore w nukleoplazmie tworza skupiska
(,chmury”) i nazwat je ziarnami interchroma-
tynowymi. Réwnoczes$nie stwierdzil, ze zawie-
raja one RNA (SWIFT 1959). Nastepnie opisa-
li je Nicole Granboulan i Wilhelm Bernhard
(GRANBOULAN i BERNHARD 1961). Opracowana
przez Bernharda metoda regresywnego bar-
wienia z uzyciem EDTA, pozwalajaca zacho-
wac¢ wysoki kontrast rybonukleoprotein przy
wyblaktej chromatynie sugerowala, ze ziarna
interchoromatynowe zawieraja jakis rodzaj
rybonukleoprotein (MONNERON i BERNHARD
1969). Natomiast termin ,speckles” zostal po
raz pierwszy uzyty przez J. Swensona Bec-
ka, ktory w 1961 r. opisal w hepatocytach
szczurzych cetkowaty wzér barwienia jadra,

po wyznakowaniu materialu surowica po-
chodzaca od pacjentéw chorych na choroby
autoimmunologiczne: zespol Sjogrena i to-
czen rumieniowaty ukladowy (BECK 1961).
Kilka lat pézniej antygen odpowiedzialny za
powstanie takiego wzoru barwienia zostal
nazwany antygenem Sm, od nazwiska pa-
cjentki Stephanie Smith, chorej na toczen
rumieniowaty ukladowy, u ktorej rowniez
zostaly wykryte przeciwciala przeciwjadrowe
(TAN 1967, TAN i KUNKEL 1966). Produkcja
tego typu przeciwcial jest charakterystycz-
na cecha chorob autoimmunologicznych,
co bywa wykorzystywane w ich diagnostyce
(KuMAR i wspotaut. 2009). Jednak dopiero
w 1979 r. potwierdzono, ze antygen Sm jest
czeScia kompleksu czastek snRNP (LERNER
i STEITZ 1979). Na poczatku lat 80. poja-
wily sie pierwsze prace lokalizujace snRNP
na poziomie ultrastrukturalnym, z wykorzy-
staniem specyficznych przeciwcial (metoda
immunogold) w IGC (SPECTOR i wspoétaut.
1983, FAKAN i wspotaut. 1984, PUVION i
wspotaut. 1984). Od tego momentu stato sie
oczywistym, ze speckles i skupiska ziaren
interchromatynowych to te same struktury,
choc¢ jeszcze przez wiele lat autorzy niechet-
nie stawiali obie nazwy obok siebie. Jednak,
tak naprawde, pierwszy opisal speckles juz
w 1910 r. Santiago Ramoén y Cajal, hisz-
panski neurobiolog, laureat Nagrody Nobla z
1906 r., odkrywca wspomnianych wczes$niej
cialek Cajala. Ramoén y Cajal wykazal w ja-
drze komoérkowym neuronéw obecnos$¢ nie-
regularnych struktur, ktére nie barwia sie
kwasna aniling i pozostaja jasniejsze w sto-
sunku do otoczenia, stad uzyta przez Ramo-
na y Cajala nazwa grumos hialinos (,prze-

Ryc. 1.
hialinos) czyli cetki w komérkach piramidalnych
kory mozgowej krolika.

SPrzeswitujace skupiska” (hiszp. grumos

Oryginalny rysunek wykonany przez Romoéna y Cajala.
A: cetki (a) oraz jaderko (b) uwidocznione metoda z wy-
korzystaniem azotanu srebra po utrwaleniu w formalinie
i moczniku. B: Negatywne barwienie cetek (a) i jaderka
(b) azotanem srebra po utrwaleniu w formalinie i kwa-
sie octowym. Pozytywnie barwig sie “ziarna neutrofilow”
(hiszp. granos netréfilos) (c). Reprodukowane z CAJAL
(1910).
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Switujace skupiska”) (CaJaL 1910). Uzycie
przez tego badacza opracowanej przez siebie
wczesSniej metody barwienia azotanem sre-
bra, pozwolilo selektywnie wyznakowac opi-
sane struktury (Ryc. 1). Poézniejsza adapta-
cja tej metody do mikroskopii elektronowej
potwierdzita, ze obserwowane przez Ramona
y Cajala struktury sa ekwiwalentem skupisk
ziaren interchromatynowych, a tym samym
speckles obserwowanych w mikroskopii im-
munofluorescencyjnej (LAFARGA i wspoétaut.
2009). Ani J. Swenson Beck, ani tym bar-
dziej Hewson Swift nie wiedzieli, ze przed-
stawiaja struktury opisane wczesniej przez
Ramoéna y Cajala. Uwazanie Ramoéna y Ca-
jala za odkrywce nuclear speckles jest obec-
nie powszechne, cho¢ gdy siegna¢ do orygi-
nalnego tekstu, Cajal wspomina, ze struktu-
ry te byly obserwowane takze przez innych
autorow (nie podaje przez kogo), cho¢ nie
poswiecono im wigkszej uwagi (CAJAL 1910).

Mimo tylu lat opisywania w literaturze
naukowej, struktury te nie doczekaly sie
jeszcze polskiej nazwy, gdy chodzi o bada-
nia immunofluorescencyjne. Wspomniana,
jedyna praca przegladowa w jezyku polskim
z 1987 r., odnosi sie jedynie do badan w
mikroskopii elektronowej i postuguje sie
terminem ,ziarnistosci interchromatynowe”
(ZBOREK 1987). Termin ,domeny SC35” jest
wygodny, lecz dos¢ niescisty, gdyz struktu-
ry te zawieraja wiele innych biatek. Z kolei
nazwa ,kompartmenty czynnikow skladania
mRNA” (ang. splicing factor compartments)
wydaje sie zbyt dluga i niezgrabna. Istnie-
je wiec potrzeba utworzenia odpowiedniej
polskiej nazwy. Dlatego, w niniejszej pracy,
proponuje termin ,cetki jadrowe”, bedacy
wlasciwie dostownym tlumaczeniem angiel-
skiego terminu nuclear speckles, i taki ter-
min bedzie uzywany w ponizszym teksScie.
Analogicznie w przypadku paraspeckles uzy-
wany bedzie termin ,paracetki”. W miejscu,
w ktorym beda omawiane wyniki prac mi-
kroskopii elektronowej zostanie uzyty termin
IGC/cetki.

ORGANIZACJA 1 LOKALIZACJA CETEK
JADROWYCH

Cetki obserwowane w mikroskopie flu-
orescencyjnym maja ksztalt mniej lub bar-
dziej regularnych plamek o Srednicy 0,5-3
um, potozonych w przestrzeni miedzychro-
matynowej (Ryc. 2). W jednym jadrze moze
by¢ ich zwykle od 10 do 50, gdzie zajmuja
5-10% objetosci nukleoplazmy.

W  mikroskopii elektronowej, jak juz
wspomniatem, odpowiednikiem cetek sa
skupiska ziaren interchromatynowych (IGC).
Tworza je 20-25 nanometrowej Srednicy
elektronowo geste ziarna potaczone cienkimi

Ryc. 2. Cetki w mikroskopii fluorescencyjnej, w
neuronach hodowli pierwotnej pochodzenia hipo-
kampalnego (kolor czerwony).

Na niebiesko wybarwiono specyficzne dla neuronéow
biatko MAP2, wykorzystywane jako ich znacznik. Na
szaro wyznakowano DNA. Znacznik skali 6 pm. Z ba-
dan wtasnych autora.

wlokienkami. Jedno takie skupisko odpo-
wiada jednej ,cetce” w mikroskopii swietlnej
(Ryc. 3) (GALGANSKI i wspotaut. 2017, SPEC-
TOR i LAMOND 2011, HALL i wspotaut. 2006).
Ze wzgledu na charakterystyczna strukture,
IGC/cetki moga by¢ obserwowane bez uzy-
cia przeciwcial, cho¢ korzystne jest zastoso-
wanie technik zwiekszajacych ich kontrast
wzgledem innych skladnikéw jadra, np. bar-
wienie bizmutem, zastosowane po raz pierw-
szy przez LOCKEA i HUIEA (1977), lub zmniej-
szajacych kontrast heterochromatyny, jak
wspominana wczesniej technika regresywne-
go barwienia EDTA (BERNHARD 1969).

Wiekszos¢ prac badajacych cetki do-
tyczy komorek ssaczych, jednak podobne
struktury obserwowano w oocytach plazéw,
gdzie nazywane sa snurposomami B (GALL
i wspotaut. 1999) i w embrionach Drosophi-
la melanogaster (SEGALAT i LEPESANT 1992),
lecz nie u drozdzy (POTASHKIN i wspolaut.
1990). Cetki wystepuja takze w jadrach ko-
morek roslinnych i byly badane m.in. u Ara-
bidopsis thaliana (FANG i wspélaut. 2004),
Allium cepa i Lupinus luteus (NIEDOJADLO i
wspolaut. 2012).

BIALKOWE SKEADNIKI CETEK
JADROWYCH

Metodami immunolokalizacji oraz spek-
trometria mas izolowanych frakcji IGC/cetek
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Ryc. 3. Skupiska ziaren interchromatynowych tj. cetek w mikroskopii elektronowej w komorkach ner-
wowych hipokampalnej hodowli organotypowe;j.

A: mikrofotografia elektronowa fragmentu jadra komorki nerwowej. H — heterochromatyna, IGC - skupiska ziaren
interchromatynowych (ang. interchromatin granule clusters), OJ — otoczka jadrowa, Jd - jaderko. Znacznik skali
1 pm. B: jedno z IGC z Ryc. 3A w wiekszym powiekszeniu. Znacznik skali 330 nm. Kontrast IGC wzmocniony so-
lami bizmutu. Z badan wlasnych autora.
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ustalono wzglednie dokladnie sktad biatko-
wy tych cialek w hepatocytach. Podstawo-
wym ich skladnikiem sa dwie grupy czyn-
nikéw uczestniczacych w skladaniu (splicin-
gu) mRNA: mate jadrowe rybonukleoprote-
iny (ang. small nuclear rybonucleoprotein,
snRNP) oraz biatka SR (ang. serine-arginine
rich proteins). Jako pierwsze w cetkach opi-
sane zostaly czynniki snRNP (por. rozdzial
»,Cetki jadrowe: nazewnictwo i poczatki ba-
dan”). Czynniki te wchodza w sktad splice-
osomu, czyli wieloskladnikowego kompleksu
biatkowo-rybonukleoproteinowego, usuwaja-
cego introny podczas skladania mRNA. Kaz-
da czastka snRNP jest kompleksem skla-
dajacym sie z snRNA, czyli niskoczastecz-
kowego RNA charakteryzujacego sie wysoka
zawartoscig grup urydylowych, wspolnego
zestawu siedmiu tzw. bialek rdzeniowych
zwanych kompleksem Sm (B/B’, D3, D2,
D1, E, F oraz G) oraz bialek unikatowych
dla poszczegolnych czastek. Wystepuja czte-
ry podstawowe rodzaje snRNP: U1, U2, U4/
U6 i US snRNP. Wszystkie rybonukleoprote-
iny snRNP oraz wszystkie biatka Sm, a tak-
ze wiele sposrod biatek unikatowych sa wy-
krywane w obrebie cetek jadrowych (NYMAN
i wspotaut. 1986, SAITOH i wspétaut. 2004).
W ich biogenezie, jak juz nadmieniono wy-
zej, uczestniczg ciatka Cajala (Kiss 2004).
Druga wazna grupa biatlek obecna w cet-
kach sa biatka SR. Jest to rodzina biatek
bogata w serynowo-argininowe powtorzenia,
stad nazwa (S to skrét aminokwasu seryny,
R argininy). Biatka SR na koncu aminowym
maja jedna lub dwie domeny wiazace RNA:
RRM (ang. RNA recognition motif) oraz nie-
co odmienna domene homologiczna RRMH
(ang. RRM homolog), natomiast na koncu
karboksylowym roéznej dlugosci domene RS z
wielokrotnymi dwupeptydowymi powtérzenia-
mi arginina-seryna. Domena ta, podlegajaca
fosforylacji na resztach seryny, odpowiedzial-
na jest za interakcje z innymi biatkami, w
tym 2z transportyna-SR przenoszaca biatka
SR przez pory jadrowe. Znanych jest siedem
klasycznych bialek SR oraz kilkanascie do-
datkowych, szczegélowo przedstawionych w
kilku pracach przegladowych (LONG i CACE-
RES 2009, SHEPARD i HERTEL 2009, TWYFFELS
i wspotaut. 2011). Wszystkie klasyczne oraz
spora czes¢ dodatkowych wykrywana jest
w cetkach hepatocytow (SAITOH i wspoétaut.
2004). Za lokalizacje biatek SR w cetkach
odpowiada domena RS (CACERES i wspotaut.
1997). Biatka SR pelnig funkcje czynnikow
regulatorowych w konstytutywnym i alter-
natywnym skladaniu mRNA: rozpoznaja re-
gulatorowe sekwencje wzmacniajace ESEs
(ang. exonic splicing enhancers) i wiaza sie
z nimi, przez co promuja rekrutacje kom-
ponentow spliceosomu w miejsca sklada-

nia. Jednak funkcje bialek SR nie ograni-
czaja sie tylko do kontrolowania skltadania
mRNA. Biatka te maja swo6j udzial takze w
poprzedzajacej skladanie transkrypcji, a tak-
ze w eksporcie mRNA do cytoplazmy oraz w
translacji (LONG i CACERES 2009). Dwa naj-
lepiej poznane biatka tego typu obecne w
cetkach to SF2/ASF (ang. splicing factor 2/
alternative splicing factor) i SC35 (ang. spli-
ceosomal component 35), wedlug nowszej
nomenklatury, probujacej ujednolici¢é na-
zewnictwo w tej grupie bialek, nazywane sa
odpowiednio: SRSF1 i SRSF2 (ang. serine/
arginine-rich splicing factor). Biatko SC35
(SRSF2) jest powszechnie uznawanym (ale
nie jednym) znacznikiem cetek w réznych
technikach obrazowania.

Cetki jadrowe zawieraja niektore z tzw.
bialek podobnych do bialek SR (ang. SR-
-like lub SR-related protein). Sa to bialka,
ktore takze pelnia funkcje czynnikow skla-
dania pre-mRNA lub uczestnicza w innych
procesach metabolizmu mRNA, ale maja
pewne odmienne cechy budowy, np. brak u
nich domeny RRM (LONG i CACERES 2009).
W cetkach zlokalizowano takze kilka kinaz
i fosfataz, ktoére fosforyluja lub defosforyluja
czynniki uczestniczace w skladaniu RNA, np.
specyficzne dla jader: CLK1 (ang. CDC-like
kinase 1), PRP4K (ang. serine/threonine-pro-
tein kinase PRP4 homolog) oraz obecne
rowniez w PSK-H1 (ang. protein serine ki-
nase H1), SRPK1 (ang. SRSF protein kinase
1) (CoLwiLL i wspoélaut. 1996, Ko i wspoétaut.
2001, BREDE i wspétaut. 2002, DELLAIRE i
wspotaut. 2002) i fosfataze PP1 (ang. protein
phosphatase-1) (TRINKLE-MULCAHY 1999).

Ponadto wykazano w cetkach obecnosc¢
wielu biatek zwiazanych z innymi etapami
metabolizmu mRNA, w tym z sama trans-
krypcja. Oprocz kilku czynnikéw trans-
krypcyjnych (FBI-1, Skip, Tho2), ciatka te
zawieraja duza podjednostke polimerazy
RNAII (BREGMAN i wspotaut. 1995, MORTI-
LLARO 1996, XIE i wspoétaut. 2006), a tak-
ze inne podjednostki jej kompleksu (SAITOH
i wspotaut. 2004). Ponadto w cetkach zna-
leziono: czynniki dojrzewania konca 3’ RNA
jak PABPN1 (KRAUSE i wspotaut. 1994) oraz
polimeraze PAP (SCcHUL i wspoétaut. 1998),
biatka uczestniczace w metylacji reszt A
mRNA w pozycji N6, tj. METTL14 i METTL3
(PING i wspoélaut. 2014), biatka zaangazowa-
ne w transport mRNA do cytoplazmy: Aly/
REF i NXF1 (ZHOU i wspétaut. 2000), biat-
ka uczestniczace w procesie NMD (ang. non-
sense-mediated mRNA decay), tj. degradacji
wadliwych mRNA niosacych przedwczesny
kodon stop jak Magoh i Y14. Dwie ostat-
nie grupy bialek sa czescia EJC (ang. exon
junction complex), biatkowego kompleksu
formujacego sie na mRNA podczas skla-
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czynniki
eksportu mMRNA
3%

czynniki ciecia i
poliadenylacji RNA
4% czynniki sktadania
mRNA
czynniki 54%
transkrypcyjne
6%

Ryc. 4. Klasyfikacja funkcji molekularnych biatek
obecnych w cetkach jadrowych.

IGC/cetki izolowane z mysich hepatocytow. Wykres spo-
rzadzono na podstawie 146 biatek zidentyfikowanych
przy wykorzystaniu spektometrii mas przez SAITOH i
wspotaut. (2004).

dania, majacego wplyw na potranskrypcyij-
na regulacje jego losow (LE HIR i wspolaut.
2001, ScHMIDT i wspoétaut. 20006).

W cetkach stwierdzono réwniez obec-
nos¢ wielu rodzajéow biatek z grupy hnRNP
(ang. heterogeneous nuclear ribonucleopro-
teins, heterogenne jadrowe RNP) (SAITOH i
wspotaut. 2004). Jest to duza rodzina biatek
wiazacych RNA. Biatka te (wraz z czynnika-
mi opisanymi wczesniej) uczestniczag w regu-
lacji transkrypcji, alternatywnym sktadaniu
mRNA, odpowiadaja za stabilizacje mRNA
i jego transport (GEUENS i wspétaut. 2016).
Jednoczesnie, w cetkach wykazano obec-
nosS¢ biatek cytoszkieletu: aktyny (NAKAYASU i
UEDA 1984, BELIN i wspoélaut. 2013), profi-
liny (SKARE i wspétaut. 2003) i laminy A/C
(JAGATHEESAN 1999).

Niektore biatka obecne w cetkach wyste-
puja rowniez w innych cialkach. snRNAP sa
sktadane w ciatkach Cajala zanim trafiag do
cetek (MAO i wspotaut. 2011b). Charaktery-
styczne biatka paracetek: PSF i PSP2, wyste-
puja roéwniez w cetkach (SAITOH i wspoélaut.
2004), a Patlb w cetkach i ciatkach PML
(MARNEF i wspotaut. 2012).

Proteomiczna analiza jadrowej frakcji bo-
gatej w cetki, izolowanej z hepatocytow, o
ktorej wspominalem na poczatku tego roz-
dzialu, wykazala wystepowanie w cetkach
360 biatek, w tym 146 (41%), ktore okre-
§lono jako ,zidentyfikowane” biatka IGC. Za-
liczono tutaj biatka najczeSciej sie pojawia-
jace, o wczesniej potwierdzonej lokalizacji w
cetkach i o funkcji zblizonej do funkcji do-
brze scharakteryzowanych biatek cetek. Po-
zostate stanowily ,potencjalne” biatka IGC,
a takze bialtka, ktore okreslono jako ,nowi
kandydaci” oraz biatka ,nieoczekiwane”, be-

dace by¢ moze zanieczyszczeniem frakcji. Ry-
cina 4 prezentuje funkcje tych 146 zidenty-
fikowanych bialek: 81% 2z nich powigzanych
jest z metabolizmem pre-mRNA/mRNA i w
duzej czesSci pokrywa sie z biatkami znajdo-
wanymi w spliceosomach (SAITOH i wspoétaut.
2004). Najnowsza praca przegladowa podaje
liste 457 znanych biatek obecnych w cet-
kach (GALGANSKI i wspotaut. 2017).

RNA W CETKACH JADROWYCH

Procz biatek, cetki jadrowe zawieraja dwa
typy RNA: poli(A)* RNA (CARTER i wspoétaut.
1991) oraz MALATI1 (ang. metastasis asso-
ciated lung adenocarcinoma transcript 1),
nazywany tez NEAT2 (ang. nuclear-enriched
abundant transcript 2), nalezacy do gru-
py dhugich niekodujacych RNA (IncRNAs,
ang. long non-coding RNAs) (HUTCHINSON
i wspétaut. 2007). Przez wiele lat kwestia
dyskusyjna bylo czy obecne w cetkach po-
li(A)* RNA reprezentuje nowopowstate mRNA
(jako, ze fragment poli(A)* RNA jest dodawa-
ny do konca 3’ w procesie jego dojrzewania),
czy tez jest odrebna populacja niekodujace-
go RNA. Niektore prace pokazuja, ze poli(A)*
RNA pozostaje w cetkach po zablokowaniu
transkrypcji, pomimo ze mRNA jest w tym
czasie transportowane do cytoplazmy. Na tej
podstawie wnioskowano, ze cetki zawiera-
ja stabilna populacje poli(A)* RNA ktéra byc
moze pelni jakies funkcje regulatorowe w ja-
drze (HUANG i wspotaut. 1994).

MALATI o dhugosci okoto 7500 par zasad
posiada kroétki fragment podobny do poli(A),
wchodzacy w sklad konserwatywnej potréj-
nej helisy stabilizujacej transkrypt. MALATI
ulega silnej nadekspresji w pewnych typach
nowotworow (JI i wspélaut. 2003). Doswiad-
czenia na liniach komérkowych wykazaly, ze
MALATI1 oddziatuje z kilkoma bialkami SR
(m.in. SRSF1, SRSF2 i SRSF3) i jest po-
trzebny do ich lokalizacji w cetkach (TRIPA-
THI i wspoélaut. 2010), a takze z innymi bial-
kami cetek: RNPS1, SRm160 oraz IBP160,
od ktorych z kolei zalezy lokalizacja MALATI
w cetkach (MIYAGAWA i wspoétaut. 2012). W
hodowlach mysich neuronéw hipokampal-
nych, MALAT1 moduluje synaptogeneze po-
przez regulacje ekspresji genow (BERNARD i
wspoélaut. 2010). Jadra komoérek niektérych
linii nowotworowych po deplecji MALATI
zawieraja zwieckszony poziom defosforylowa-
nych bialek SR, ktore jednoczesnie wykazuja
bardziej homogenna dystrybucje w nukle-
oplazmie (TRIPATHI i wspoétaut. 2010). Jednak
badania in vivo, na myszach pozbawianych
genu Malatl wykazaly, ze transkrypt MA-
LATI1 nie jest konieczny w ich pre- i postna-
talnym rozwoju. Myszy te posiadaja typowe
cetki jadrowe, a brak MALATI nie wplywa
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na wzor jadrowej lokalizacji biatek SRSF1 i
SRSF2, poziom fosforylacji bialek SR, pro-
liferacje komorek, apoptoze, ogoélny poziom
transkrypcji czy tempo skladania mRNA. Je-
dynym obserwowanym efektem jest zmiana
poziomu ekspresji kilku genéw polozonych w
poblizu Malatl, w tym genu Neatl, ktorego
transkrypt jest sktadnikiem paracetek. O ile
jednak niektorzy badacze obserwuja zwiek-
szona ekspresje transkryptu Neatl w korze
mozgowej i watrobie myszy z wyciszonym
genem Malatl (ZHANG i wspoélaut. 2012),
inni zauwazaja zmniejszona jego ekspresje w
nabtonku jelita i fibroblastach (NAKAGAWA i
wspolaut. 2012).

Bialka i RNA w cetkach nie sa rozmiesz-
czone homogennie, ale tworza dwie warstwy:
Srodek cetek zajmowany jest czesciej przez
biatka, a MALAT1 i niektére rybonukleopro-
teiny wystepuja bardziej na zewnatrz (FEI
i wspolaut. 2017). Granice pomiedzy tymi
warstwami nie sa jednak ostre i w struk-
turze obserwowanej w mikroskopii elektro-
nowej to zréznicowanie nie jest widoczne
(Ryc. 3).

FOSFOLIPIDY INOZYTOLOWE W
CETKACH JADROWYCH

Pochodne fosfoinozytydow (PI), bedace
czynnikami sygnalowymi wielu cytoplazma-
tycznych szlakéw, obecne sa takze w jadrze
komérkowym, gdzie uczestnicza w proce-
sach regulacji modyfikacji chromatyny, doj-
rzewania mRNA i jego eksporcie. BORONEN-
KOV 1 wspétaut. (1998) wykazali obecnosé
w cetkach jadrowych fosfatydyloinozytolow
bisfosforanu (PIP2) oraz dwu kinaz: fosfaty-
dylo-4-fosforanu S typu I i typu II odpowie-
dzialnych za ich metabolizm. Obecnie zna-
nych jest ponad 20 biatek uczestniczacych
w sygnalizacji z udzialem PI, ktérych obec-
nos¢ stwierdza sie w cetkach (GALGANSKI i
wspotaut. 2017). Przykladem moze by¢ ,nie-
kanoniczna” polimeraza Star-PAP (ang. spec-
kle targeted PIPS5Kla-regulated poly(A) po-
lymerase), przeprowadzajaca poliadenylacje
konica 3’ specyficznego zbioru pre-mRNA w
spos6b zalezny od PI (MELLMAN i wspoélaut.
2008). Te i inne okolicznosci zawarte w pra-
cy przegladowej GALGANSKIEGO i1 wspotaut.
(2017) dowodza zdaniem autorow, ze cetki
sa jadrowym centrum wytwarzania i trans-
dukcji sygnatu z udziatem PI.

FORMOWANIE SIE CETEK I
MOBILNOSC ICH SKELADNIKOW

Obecnie uwaza sie, ze jadrowe i cytopla-
zmatyczne ciatka pozbawione blon oddziela-
jacych je od otoczenia, swym zachowaniem i
struktura przypominaja krople plynu zawie-

szone w innym roztworze. Ich powstawanie
ma byc¢ oparte na zjawisku separacji faz w
ukladzie dwu cieczy (ang. liquid-liquid pha-
se separation, LLPS). LLPS jest procesem,
w ktoérym roztwory spontanicznie rozdzielaja
sie na niezmieszane fazy zawieszone jedna
w drugiej. W przypadku cialek obecnych w
komorkach, jedna ciecz stanowi cytoplazma
lub nukleoplazma, a druga skoncentrowana
,zawiesina” bialek lub biatek i RNA. Rozdzie-
lanie sie jest wynikiem wielowartosciowych
(wielopunktowych), przejSciowych odzialy-
wan bialko-bialko i1 bialko-RNA. Biora w
nich udziat specyficzne domeny bialek uta-
twiajacych czy wrecz promujacych agregacje
tzw. domeny inherentnie nieuporzadkowane
(ang. intrinsically disordered regions), beda-
ce rejonami pozbawionymi struktury trzecio-
rzedowej, a wiec nieulegajace zwijaniu i nie
przyjmujace form globularnych, najczesciej
w wyniku braku hydrofobowych aminokwa-
sow. Rodzajem tych domen sa low-comple-
xity regions, czyli regiony o niskiej zlozono-
Sci, ktore w biatkach obecnych w cetkach i
innych ciatkach, wystepuja wyjatkowo cze-
sto. Sa to rejony, ktore zawierajg nadrepre-
zentacje jakiegos konkretnego zestawu ami-
nokwasow w strukturze pierwszorzedowe;.
Taka definicje niewatpliwe spelniaja biatka
SR z domena RRM oraz RS i tak tez zostaly
one sklasyfikowane (VAN DER LEE i wspotaut.
2014). Kiedy lokalne stezenie tego typu bia-
lek lub biatek i specyficznego RNA osiagnie
odpowiedni prég, zainicjowane zostaje gro-
madzenie sie tych molekul (zgodnie z fizyko-
-chemia zjawiska LLPS) w wieksze struktu-
ry, tworzace ciatka. Zjawisko LLPS, w kon-
tekscie organelli pozbawionych btony jadro-
wej, zostalo wyczerpujaco opisane w kilku
pracach przegladowych (HYMAN i wspoétaut.
2014, COURCHAINE i wspélaut. 2016, SAWYER
i wspétaut. 2019).

LPlynne” cetki sa strukturami dynamicz-
nymi, ich rozmiar, ksztalt i liczba moga sie
zmienia¢ w zaleznosci od typu komorki, cy-
klu komoérkowego, poziomu ekspresji genow
czy nasilenia procesu skladania mRNA, a
ich skladniki sa w ciaglym ruchu (PHAIR i
MISTELI 2000). Mate cetki moga ulegac¢ fuzji
z wiekszymi (ZHANG i wspotaut. 2016). Ana-
liza ruchu cetek w komoérkach CHO (ang.
Chinese hamster ovary cell, komoérki jajni-
ka chomika chiniskiego) pokazuje, ze po za-
blokowaniu transkrypcji wzrasta mobilnosé
cetek: przemieszaja sie jedne w kierunku
drugich na dystansie do 4 um i z predko-
Scia 0,2-1,5 pm/min, co konczy sie ich po-
laczeniem. Trzy lub cztery cetki moga poru-
sza¢ sie tg sama Sciezka, a na tej Sciezce
moga powstawaé nowe cetki podazajace za
poprzednimi. Ruchy te sa niezalezne od ak-
tyny i odbywaja sie ,kanatami” wolnymi od
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chromatyny, a bogatymi w skladniki obecne
w cetkach. Podobne przemieszczanie sie ca-
tych cetek, autorzy obserwuja po zastosowa-
niu szoku cieplnego, metali ciezkich i pod-
czas pozniej fazy G2 i wczesnej profazy (Kim
i wspoétaut. 2019). Te ostatnie badania po-
twierdzajg starsze obserwacje pokazujace, ze
zablokowanie transkrypcji w wyniku uzycia
specyficznych inhibitoréow, np. a-amanityny
(HuanG i wspoétaut. 1994), lub w wyniku
szoku cieplnego (SPECTOR i wspétaut. 1991),
powoduje akumulacje czynnikéow skladania
mRNA w cetkach, co z kolei prowadzi do
ich powiekszania sie i przyjmowania bardziej
zaokraglonych i wyrazniejszych granic. Po-
dobny efekt obserwowano po zablokowaniu
sktadania pre-mRNA, w nastepstwie mikro-
iniekcji oligonukleotydéw blokujacych nie-
ktore U snRNA (O’KEEFE i wspoétaut. 1994)
oraz przy uzyciu inhibitora spliceostatyny A.
Powieckszone cetki zawieraja nie tylko zwiek-
szona liczbe czynnikéw uczestniczacych w
sktadaniu mRNA, ale réwniez poli(A)* RNA
oraz biatko PABPN1 (KAIDA i wspoétaut. 2007,
HETT i WEST 2014). Kiedy wzrasta ekspresja
genoéw, a wiec takze rosnie poziom sklada-
nia mRNA, czynniki skladania zgromadzone
w cetkach sa uwalniane, za$ cetki przyjmu-
ja bardziej nieregularne ksztalty o stabiej
zarysowanych granicach. Zjawisko takie ob-
serwowano po indukcji okreslonych genéw
(HUANG i SPECTOR 1991), jak i grup genow w
wyniku wywolanej infekcji wirusowej (BRIDGE
1995).

Ruch czynnikéw skladania mRNA z i do
cetek byl badany przy zastosowaniu roznych
technik fluorescencyjnych. Wykorzystujac
biatko fuzyjne GFP-SF2/ASF obserwowano
redystrybucje czynnikéw skladania z sasied-
nich cetek do miejsc transkrypcji aktywowa-
nych genow, gdzie ma miejsce kotranskryp-
cyjne skladanie mRNA (MISTELI i wspétaut.
1997). Z kolei uzycie techniki FRAP (ang.
fluorescence recovery after photobleaching)
pokazalto, ze catkowite przywréocenie flu-
orescencji po fotoblaknieciu w przypadku
biatka GFP-AF2/ASF nastepuje po 30 se-
kundach, a polowiczne jest mniejsze niz 5
sekund. Maksymalny czas przebywania bial-
ka GFP-SF2/ASF w cetkach to okolo 50
sekund. Cho¢ tempo wymiany skladnikow
cetek jest szybkie, rozmiar cetek podczas
interfazy pozostaje wzglednie staly (PHAIR i
MIsTELI 2000).

Regulacja wymiany biatkowych sktadni-
kow cetek nastepuje w glownej mierze na
drodze fosforylacji i defosforylacji. Fosforyla-
cja domeny RS jest konieczna do uwolnie-
nia bialek SR z cetek i ich przemieszczenia
do miejsc transkrypcji i skladania mRNA
(MISTELI 1998) oraz formowania spliceoso-
mu (MERMOUD i wspoétaut. 1994). Jak odno-

towano wyzej, kilka kinaz, ktére moga brac
udzial w tych procesach, zlokalizowano w
cetkach. Nadekspresja kinazy CLK1 lub do-
danie kinazy SRPK1 do permeabilizowanych
komoérek skutkuje ucieczka czynnikéw skta-
dania mRNA z cetek i zwiekszeniem ich nu-
kleplazmatycznej puli. Dotyczy to nie tylko
biatek SR fosforylowanych przez te kinaze,
ale takze innych biatkowych skladnikow ce-
tek nie posiadajacych domeny RS (np. kom-
ponentéw U2 snRNP, pininy, aktyny i lami-
ny A), a nawet populacji poli(A)* RNA (Gul
i wspotaut. 1994, SACCO-BUBULYA i SPECTOR
2002). Nie tylko fosforylacja, ale takze me-
tylacja, koniugacja z PI (OKADA i wspotaut.
2008) czy z SUMO-1 (CHEN i wspoétaut.
2004) sa modyfikacjami potranslacyjnymi,
ktére reguluja naplyw czynnikéw do cetek.

CETKI JADROWE W CYKLU
KOMORKOWYM I ICH BIOGENEZA

Po wejsciu komorki w mitoze i rozpa-
dzie otoczki jadrowej, biatka cetek ulega-
ja rozproszeniu w cytoplazmie. W metafazie
biatka te zaczynaja gromadzi¢ sie i tworzyc¢
struktury nazwane mitotic interchroma-
tin granules (MIGs), istniejace do telofazy i
bedace mitotycznym odpowiednikiem IGC/
cetek (FERREIRA i wspélaut. 1994, REUTER
i wspoétaut. 1985, LESER i wspoélaut. 1989).
W anafazie i wczesnej telofazie wzrasta wiel-
kos¢ i liczba MIGs, a podczas odbudowy
otoczki jadrowej w Srodkowej i poznej telo-
fazie czynniki skladania mRNA zgromadzone
w cytoplazmatycznych MIGs zaczynaja wni-
ka¢ do tworzacych sie jader siostrzanych.
Rézne komponenty MIGs sa uwalniane w
roznym czasie: biatko ASF/SF2 i wiekszos¢
innych czynnikow opuszcza MIGs wlasnie
w telofazie, zas biatko SC35 i forma elon-
gacyjna polimerazy II RNA fosforylowana na
Ser-2 (takze obecna w cetkach), pozostaja w
nich do poczatku fazy G1 (forma inicjacyj-
na, fosforylowana na Ser-5, pojawia sie w
jadrach siostrzanych jako pierwsza, jeszcze
przed czynnikami skladania mRNA) (Pras-
ANTH i wspélaut. 2003). Zanim jednak wni-
kajace biatka SR utworza cetki, przez 15-20
min przejSciowo przebywaja wokol trans-
krypcyjnie aktywnych organizatorow jaderka
(ang. nucleolar organizing regions, NORs),
gdzie tworza zageszczony obszar nazwany
przez odkrywcow zjawiska NAPs (ang. NOR-
-associated patches) (BUBULYA i wspoétaut.
2004). Z kolei snRNPs lokalizuja sie w bie-
gunowych rejonach jader siostrzanych razem
z koiling p80, charakterystycznym biatkiem
cialek Cajala. Biatka SR w NAPS-ach sa hi-
perfosforylowane. W strukturach tych obec-
na jest takze kinaza CLK1, a zablokowanie
transkrypcji powoduje, ze biatka SR zostajg
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zatrzymane w NAPs-ach na dluzej. Oznacza
to najprawdopodobniej, ze fosforylacja uwal-
nia biatka SR z NAPS-6w, zas pierwszym
miejscem docelowym, dokad one zmierza-
ja i formuja pierwsze cetki, sa miejsca ak-
tywne transkrypcyjnie (BUBULYA i wspélaut.
2004). Poniewaz zainicjowanie transkrypcji
w telofazie poprzedza uformowanie sie¢ ce-
tek, sugeruje sie, ze nabor czynnikow skla-
dania RNA do nowopowstatych transkryptow
zapoczatkowuje zarodkowanie nowych cetek
w poblizu miejsc aktywnych transkrypcyjnie.
Teze ta wspiera fakt, ze transkrypty mRNA
w postaci eksperymentalnie wprowadzonych
do jadra konstruktéw, moga wywotac zarod-
kowanie cetek de novo (SHEVTSOV i DUNDR
2011).

FUNKCJE CETEK JADROWYCH; CETKI
A GENY

Poczatkowo cetki uznawano jedynie za
miejsce magazynowania i modyfikacji czyn-
nikéw skladania mRNA, z ktoérych sa te
czynniki wysylane do miejsc, gdzie odby-
wa sie transkrypcja i skladania jej produk-
tow. Za taka bierng rola cetek przemawia
fakt, ze na ich terenie nie jest wykrywalna
transkrypcja metodami inkorporacji znako-
wanych nukleotydéw (PUVION i PUVION-DU-
TILLEUL 1996, IBORRA i wspoétaut. 1998,
CMARKO 1999). Praca CMARKO (1999) su-
geruje takze, ze nowopowstale pre-mRNA
obecne jest nie w obszarze cetek, ale we
wléknach perychromatynowych, struktu-
rach sasiadujacych z cetkami, obserwowa-
nymi w mikroskopie elektronowym. Jednak
liczne poOzniejsze prace wskazuja, ze cetki
moga wiazac¢ sie z loci okreslonych aktyw-
nych genow. W ludzkich fibroblastach, na
obrzezach cetek, pojawiaja sie¢ geny kola-
genu lal (COLIAI) i B-aktyny (ACTB), a
we wnetrzu cetek transkrypty, tj. mRNA
tych genow (XING i wspotaut. 1995). Umiej-
scawianiu sie (asocjacji) z cetkami ulegajg
takze aktywne geny: bialek szoku cieplne-
go hsp90a i hsp70 ludzkich fibroblastow
(JOLLY i wspotaut. 1999), czynnika trans-
krypcyjnego E2F4 (EF2F4) i laminy A/C
otoczki jadrowej (LMNA) (SMITH i wspotaut.
1999a), bialka proteolipidowego (lipofiliny,
PLP) w roéznicujacych sie oligodendrocytach
(NIELSEN i1 wspoétaut. 2002), lancucha ciez-
kiego miozyny (MyHC) i miogeniny (Myf-4)
ludzkich mioblastow (MOEN JR i wspoélaut.
2004), receptora vy aktywowanego przez
proliferatory peroksysomow (PPARG), czyn-
nika transkrypcyjnego SREBFI oraz bial-
ka wiazacego kwasy tluszczowe (FABP4) w
roznicujacych sie adipocytach (SzZCZERBAL i
BRIDGER 2010). Wykazano takze, ze zestaw
kilku jednoczesnie aktywnych i funkcjonal-

nie powiazanych genoéw moze umiejscawiac
sie przy tej samej cetce, np. geny a-globiny
(HBA) i B-globiny (HBB) (BROWN i wspotaut.
2006) czy a-globiny i biatka prazka 3 blony
erytrocytow (SLC4A1) podczas erytropoezy
(w tym drugim przypadku obie kopie oby-
dwu genow jednoczes$nie, Ryc. 5) (BROWN i
wspotaut. 2008).

Rozpad cetek w wyniku nadekspresji ki-
nazy CLK2 fosforylujacej biatka SR, skutku-
je znaczacym zmniejszeniem czestoSci wy-
stepowania dwu genow (wigzacych sie z ta
sama cetka) w bliskim sgsiedztwie, co suge-
ruje, ze obecnosSc¢ cetek promuje przestrzen-
na asocjacje genow (RIEDER i wspotaut.
2014). DNA nie jest w cetkach wykrywal-
ne (THIRY 1995), wykazano jednak, ze cet-
ki w mysich spermatydach zawierajg histon
H2A.B.3, powigzany 2z silnie rozluzniona
chromatyna, a takze obie formy polimera-
zy RNA II (fosforylowanej na Ser2 i Ser5),
a modyfikacje chromatyny zwiazane z jej
aktywnoscig (H4K20mel i H3K36me3) wy-
stepuja na obrzezach lub we wnetrzu cetek
(SOBOLEVA i wspoétaut. 2017). Regiony chro-
mosomoéw bogate w geny (prazki R) odnaj-
dywane sa w poblizu cetek czesciej niz re-
giony ubogie w geny (prazki G) (SHOPLAND i
wspotaut. 2003). Umiejscawianie sie genow
przy cetkach nie jest jednak zjawiskiem ma-
sowym i obligatoryjnym, gdyz nie wszyst-
kie geny, nawet te ktore podlegaja inten-
sywnym procesom transkrypcji i skladania,
lokalizujg sie przy lub w cetkach (SMITH i
wspoétaut. 1999a). Dotyczy to raczej specy-
ficznych genéw, w specyficznych warunkach
fizjologicznych. To ostatnie stwierdzenie na-
dal pozostaje aktualne, jednak w ostatnim
czasie pojawiaja sie¢ prace mogace mu za-
przeczy¢. Wielkoskalowe badania z wyko-
rzystaniem techniki SPRITE (ang. split-pool
recognition of interactions by tag extension),
dajace wglad w przestrzenna organizacje ge-
nomu dowodza, ze rejony bogate w czesto
transkrybowane geny i w modyfikacje chro-
matyny zwiazane z aktywnoscia transkryp-
cyjna, nazwane przez autorow active hub,
lokalizujg sie w poblizu cetek (QUINODOZ i
wspoétaut. 2018). Autorzy tej pracy konklu-
duja, ze lokalizacja DNA blisko cetek moze
zwieksza¢ wydajnos¢ potranskrypcyjnej ob-
robki mRNA w wyniku duzej koncentracji
czynnikéw skladania i metabolizmu mRNA.
Z kolei metoda TSA-Seq, wykorzystujaca cy-
tochemiczna metode barwienia (amplifikacje
sygnatu tyramidu) do mierzenia wzglednej
odlegtosci DNA do znakowanych struktur
w jadrze, zidentyfikowano okolo 5% geno-
mu, ktére z prawdopodobienstwem bliskim
100% lokalizuje sie w odleglosci <0,32 um
od granicy cetek. Te rejony chromosomowe
zostaly okreslone przez autorow jako SPADs
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Ryc. 5. Asocjacja aktywnych genéow z cetkami. Immuno-FISH dla genéw HBA (zielony) i SLC4A1l (czer-
wony) oraz biatka SC35 obecnego w cetkach (niebieski) w erytroblastach podczas erytropoezy.

Znacznik skali 1 pm. Reprodukowano za zgoda z BROWN i wspoétaut. (2008).

(ang. speckle-associated domains)
wspoétaut. 2018).

Obecnos¢ specyficznego mRNA w cetkach
moze miec¢ zwiazek nie z sama transkrypcja,
a z dojrzewaniem mRNA i/lub transportem
dojrzalych transkryptéw do cytoplazmy. W
przypadku genu COLIAI zaobserwowano, ze
jego transkrypty podlegaja skladaniu w po-
blizu miejsca transkrypcji, na krawedziach
cetek, nastepnie, bardziej dojrzale, akumu-
luja sie w przyleglych cetkach, po czym
sg transportowane do cytoplazmy. Z kolei
mRNA genu COLIAI, ktore uleglo blednemu
zlozeniu (co ma miejsce we wrodzonej tamli-
wosci kosci typu 1 i jest zwiazane z muta-
cja w tym genie) jest w cetkach zatrzymywa-
ne (JOHNSON 2000). Podobnie, zablokowanie
sktadania mRNA spliceostatyna A, meajamy-
cyna lub pladienolidyna B powoduje odkta-
danie sie transkryptow B-globiny i B-aktyny
w cetkach komoérek miesaka kosciopochod-
nego linii U20S. Sa to transkrypty zawie-
rajace introny, a wiec takie, ktore nie ule-
gly skladaniu (CARVALHO i wspotaut. 2017).
Sledzac w zywych komoérkach U20S mRNA
zawierajace poli(A)* zaobserwowano, ze przed
eksportem do cytoplazmy przechodzi ono
przez cetki (MOLENAAR i wspoétaut. 2004).

(CHEN i

Kilka innych badan wskazuje, Zze mRNA
wielu genow przechodzi przez cetki (SMITH i
wspoétaut. 1999b, MELCAK i wspétaut. 2000,
HATTINGER i wspoétaut. 2002, SHOPLAND i
wspotaut. 2002). Znane sa takze prace
Swiadczace o tym, ze w cetkach moga miec
miejsce niektore etapy dojrzewania mRNA.
Uzywajac konstruktéw CMV-DNA i Sledzac
los ich transkryptéw w komorkach HeLa po-
kazano, ze pre-mRNA zawierajace funkcjo-
nalne miejsca skladania mRNA, odkladane
jest w cetkach, podczas gdy transkrypty nie
posiadajace funkcjonalnych miejsc skladania
mRNA, sa rOwnomiernie rozproszone w nu-
kleoplazmie. Metoda FISH z wykorzystaniem
sond wykrywajacych skladanie RNA wykaza-
no, ze proces ten moze zachodzi¢ w cetkach
(Dias i wspotaut. 2010). W cetkach wykry-
to fosforylowana forme czynnika SF3b155,
obecna tylko w katalitycznie aktywnych spli-
ceosomach. Zahamowanie skladania mRNA
(w wyniku wyciszenia czynnika CDCSL) w
komoérkach HelLa powoduje akumulacje P-
-SF3b155, tj. spliceosoméw, wraz ze sklada-
nym mRNA w cetkach, a zlagodzenie bloka-
dy (w wyniku ekspresji GFP-CDCSL lub mi-
kroiniekcji hPrp19/CDCSL) uwalnia zgroma-
dzone RNA i uruchamia jego eksport (GIRARD
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i wspélaut. 2012). W komoérkach gruczo-
lakoraka nabtonka pluc, mRNA M1 wirusa
grypy jest odkladane w cetkach gospodarza,
gdzie podlega skladaniu. Zaburzanie sklada-
nia w wyniku deplecji biatek cetek NS1-BP
lub SON powoduje silng akumulacje mRNA
w cetkach. Taki sam efekt wywotuje deple-
cja biatek Aly/REF i UAPS6, ktore sg nie-
zbedne do eksportu mRNA M1 i M2 wirusa
do cytoplazmy (MOR i wspoétaut. 2016). Cetki
zawieraja niewielki, stabilny zas6éb polimera-
zy RNA II fosforylowanej na Ser2 C-konco-
wej domeny, ktora chociaz jest transkrypcyj-
nie nieaktywna (co nie wyklucza transkryp-
cji na obrzezach cetek), moze odgrywac role
w montazu spliceosomoéow i skladaniu mRNA
(XiIE i wspétaut. 2006), wykazano bowiem
wczesniej, ze ufosforylowana forma polimera-
zy Il promuje taki montaz (ZENG i BERGET
2000) i jest wymagana do zajScia skladania
(HIROSE i wspotaut. 1999).

Obecnos¢ transkryptow niektérych ge-
néw w cetkach moze by¢ zwiazana z samym
tylko eksportem do cytoplazmy. Wykazano,
ze w komorkach HeLa, mRNA dla JUND,
HSPA1A, RHOB i ZXDB, ktorych geny nie
zawieraja intronéw, przed eksportem do cy-
toplazmy lokalizuje si¢ w cetkach. Wejscie
tych transkryptow do cetek jest niezalezne
od transkrypcji czy obecnosci ogona poli-
(A) i jest promowane przez sekwencje ESE
i biatka SR z nimi sie wigzace. Obecnosc¢
transkryptow w cetkach wzmacnia proces
ich transportu do cytoplazmy w wyniku uta-
twiania naboru czynnikéw kompleksu TREX
(WANG 1 wspotaut. 2018).

Wymienione badania byly prowadzone w
komorkach transformowanych i/lub proli-
ferujacych. Dane te, jak rowniez fakt, ze w
cetkach obecne sa czynniki biorace udzial
w eksporcie mRNA do cytoplazmy oraz w
procesie NMD wskazuja, ze w cetkach moze
mie¢ miejsce jeden z punktéw kontroli ja-
kosci” mRNA. O ile wiec zasadnicza trans-
krypcja i skladanie ma miejsce w nukle-
oplazmie, to pewne specyficzne geny ulegaja
ekspresji w bliskim przestrzennym zwiazku z
cetkami. Cetki moga funkcjonowaé wiec jako
subjadrowe domeny, na peryferiach ktorych
zachodzi transkrypcja 1 kotranskrypcyjne
sktadanie, a w ich wnetrzu potranskrypcyj-
na przejSciowa akumulacja bardziej dojrzate-
go mRNA, prawdopodobnie w celu kontroli i
dalszego dojrzewania przed eksportem do cy-
toplazmy (HALL i wspoélaut. 2006).

Biorac pod uwage powyzsze wyniki, HALL
i wspotaut. (2006) zaproponowali role cetek,
jako osrodka przestrzennie laczacego trans-
krypcje specyficznego mRNA oraz skladania
i eksportu do cytoplazmy niektérych wyso-
ce aktywnych genow w celu ulatwienia ich
efektywnej ekspres;ji.

CETKI JADROWE W KOMORKACH
NERWOWYCH

Jak juz wspomnialem, obecnos$¢ cetek w
jadrach komoérkowych zostala po raz pierw-
szy pokazana wilasnie w komoérkach nerwo-
wych przez Santiago Romoéna y Cajala. Cajal
réwniez, jako pierwszy scharakteryzowal pod
wzgledem morfologii i cech cytochemicznych
te struktury. Zauwazyt mianowicie, ze w
neuronach piramidalnych kory moézgowej i w
motoneuronach rdzenia kregowego wystepuja
okragle, rzadziej kanciaste twory, ktore nie
wybarwiaja sie pod wplywem dziatania kwa-
$nej aniliny, barwia sie srebrem koloidalnym
slabiej niz jaderko i ciatka Cajala, natomiast
przy zastosowaniu azotanu srebra przybiera-
ja barwe zo6lta, pomaranczowa lub czerwona.
W neuronach piramidalnych kory moézgowe;j
kota, psa i krolika liczbe cetek okreslit na
6 do 7, przy Srednicy 0,8-1,5 um. Z kolei
w ludzkich neuronach kory, ich liczbe osza-
cowal na 6 do 10 (nie podajac wielkosci).
Zauwazyl rowniez, ze w wiekszych motoneu-
ronach psa i kota, cetki takze sa wieksze,
osiagajac 2-3 pum S$rednicy (nie podajac licz-
by) (CAJAL 1910).

Przez dlugi okres rozwoju wiedzy na
temat budowy i znaczenia cialek jadro-
wych, pomijano badania organizacji cetek
w komorkach nerwowych. Dopiero pozniej-
sze badania Miguela Lafargi i jego grupy
zmienily ten stan rzeczy. Badacze ci (PENA
i wspétaut. 2001) analizowali cetki w neu-
ronach czuciowych zwoju tréjdzielnego (tac.
ganglion trigeminale) szczurow. W zwoju tym
scharakteryzowali trzy typy neuronow roz-
niace sie wielkosScia i rozmieszczeniem orga-
nelli: duze neurony o Srednicy ciata 40-75
um (typ A), srednie o Srednicy 20-50 um
(typ B) oraz male o Srednicy ponizej 20 um
(typ C). Autorzy wiazali wielkoS¢ neuronow
z nasileniem aktywnosci transkrypcyjnej za-
kladajac, ze im wigkszy rozmiar komorki,
tym wieksze tempo transkrypcji. Zaobserwo-
wali réwniez korelacje pomiedzy wielkoscia
neuronéw a liczba jaderek, ciatek Cajala
oraz wielkoscig i rozproszeniem IGC/cetek.
Stwierdzili, ze duze neurony (wysoka aktyw-
nos$¢ transkrypcyjna) posiadaja jedno jader-
ko, zazwyczaj trzy ciatka Cajala oraz male
IGC/cetki i czynniki skladania rozproszone
w nukleoplazmie, Srednie neurony majg dwa
jaderka, jedno cialko Cajala oraz kilka du-
zych IGC/cetek, za§ male neurony - dwa
lub trzy jaderka, jedno cialko Cajala oraz
najwieksze IGC/cetki. IGC w neuronach
czuciowych zwoju tréjdzielnego, podobnie jak
w innych komérkach tworza 20-25 nanome-
trowej Srednicy ziarna w réznym stopniu za-
gregowania.
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NAVASCUES i wspélaut. (2004) zauwazyli
zmiane organizacji IGC/cetek w neuronach
zwoju trojdzielnego typu A, w odpowiedzi na
uszkodzenie zakonczen aksonalnych wywo-
ltany miejscowym podaniem 4% formaliny:
zwiekszenie wymiarow cetek w potaczeniu z
intensywniejszym znakowaniem U2 snRNP
B”, co nastepowalo trzy dni po wywolaniu
uszkodzenia. Zmiany ustepowaly po okoto
7. dniach od uszkodzenia. Autorzy wiaza te
zmiany z mniejszym nasileniem transkrypcji
w neuronach z uszkodzonymi zakonczenia-
mi, a w konsekwencji zmniejszonym nabo-
rem czynnikow skladania do miejsc sklada-
nia pre-mRNA oraz zwigekszona iloscia czyn-
nikéw przechowywanych w cetkach. Znaku-
jac miejsca transkrypcyjne poprzez inkor-
poracje 5-FU do nowopowstajacego mRNA
wykazano, ze w tym modelu centrum cetek
nie zawiera miejsc aktywnych transkryp-
cyjnie. Obecnos¢ takich miejsc stwierdzo-
no za to na obrzezach IGC/cetek (CASAFONT
i wspoélaut. 2006). Wydaje sie wiec, ze w
neuronach IGC/cetki pod wzgledem morfo-
logii, ultrastruktury i ich zmian w reakcji
na stopien nasilenia transkrypcji nie roznia
sie znaczaco od IGC/cetek w innych komor-
kach.

W linii komérkowej neuronéw ludzkich
pochodzenia nowotworowego (neuroblastoma
SH-SY5Y) wykazano, ze po zadzialaniu na
komorki szokiem cieplnym, biatka HSPA1A
i HSPA6 gromadza sie przy cetkach. Dodat-
kowo HSPA6 tworzy kuliste skupienia przy
cetkach i pozostaje z nimi zasocjowane po
zakonczeniu szoku cieplnego. W poprzed-
nim rozdziale opisalem doniesienia dotycza-
ce aktywnych genéw asocjujacych z cetka-
mi, w tym przedstawiam relacje o biatkach
nie bedacych sktadnikami cetek i ich prze-
strzennej lokalizacji na obrzezach tych cia-
tek. Oba zjawiska sa zapewne z soba powig-
zane. Biatka szoku cieplnego to tzw. biatka
opiekuncze. Jedna z ich funkcji jest zabez-
pieczanie innych bialek przed niekorzystnym
wplywem czynnikéw stresowych (np. przed
denaturacja spowodowana wysoka tempe-
ratura). Wiadomo roéwniez, ze szok cieplny
powoduje zahamowanie transkrypcji (VELIC-
HKO i wspoétaut. 2013). SHORBAGI i BROWN
(2016) sugeruja, ze gromadzenie sie biatek
szoku cieplnego na obrzezach cetek, a wiec
w miejscach, gdzie odbywa sie transkrypcja
niektorych genow, moze mie¢ zwiazek z ist-
nieniem mechanizmu zapewniajacego szybki
powrot transkrypcji do stanu sprzed jej ha-
mowania spowodowanym zadzialaniem czyn-
nika stresowego. Brak jest danych literatu-
rowych, czy w innych komérkach, w tym
w typowych neuronach, zjawisko czasowego
gromadzenia sie bialek szoku cieplnego przy
cetkach ma rowniez miejsce.

CETKI JADROWE W STANACH
CHOROBOWYCH

Istnieje niewielka grupa =zaburzen, w
przebiegu ktérych wudzial cetek jadrowych
moze mieC znaczenie. Nalezg do niej nie-
ktore z choréb spowodowanych tzw. powto-
rzeniami tréjnukleotydéw (ang. trinucleotide
repeat expansion disorders, TREDs), rodza-
jem mutacji dynamicznych. Powtorzenia troj-
nukleotydow wystepuja naturalnie w geno-
mie, zarowno w rejonach kodujacych, jak i
niekodujacych. Nieprawidlowa i nadmiarowa
liczba powtoérzen sekwencji tréjek (kodonow)
nukleotydéw prowadzi do powstania blednie
uformowanego biatka zyskujacego toksyczne
wlasciwosci, transkryptu (mRNA) o toksycz-
nych wtasciwosciach lub po prostu utraty
funkcji przez transkrypt lub biatko (KRrzyzo-
SIAK i wspoélaut. 2012).

Jedna z takich choréb jest oczno-gardto-
wa dystrofia miesniowa (ang. oculopharyn-
geal muscular dystrophy, OPMD). Przyczyna
OPMD jest mutacja w genie PABPNI polega-
jaca na pojawieniu sie dodatkowych powto-
rzen GCG, tj. kodonu alaniny, wydluzaja-
cych trakt polialaninowy z 10 do 12-17 po-
wtérzen aminokwasow (ROBINSON i wspoétaut.
2006). W OPMD nieprawidlowe PABPN1 two-
rzy w miocytach wewnatrzjadrowe agregaty,
ktore lokalizujg sie przy granicy cetek. Agre-
gaty te zawieraja takze kilka innych biatek
oraz poly(A) RNA. W takich komoérkach ilosé
biatka PABPN1 w cetkach, gdzie ono nor-
malnie wystepuje, jest znacznie zmniejszona.
W  ludzkich mioblastach transfekowanych
GFP-PABPN1-17ala (konstrukt nasladuja-
cy skutki mutacji w OPMD) agregaty biatka
PABPN1 takze powstaja na obrzezach cetek,
zawieraja przy tym poly(A) RNA, a ich two-
rzeniu i zwiekszaniu sie towarzyszy zmniej-
szanie sie ilosci PABPN1 i poly(A) RNA w
cetkach (BENGOECHEA i wspotaut. 2012).
Zdaniem autorow cetki zapewniaja optymal-
ne Srodowisko do agregacji nieprawidlowego
biatka: sg miejscem w jadrze, gdzie koncen-
tracja PABPN1 i poly(A) RNA jest najwyz-
sza (prawdopodobnie tworza sie kompleksy
PABPN1/poly(A) RNA), co zwiecksza stopien
i specyficznos¢ oddzialywan potrzebnych do
oligomeryzacji. W dyskusji pracy grupy RoO-
BINSONA i wspoétaut. (2006) pojawia sie takze
teza, ze specyficzna lokalizacja agregatow na
peryferiach cetek moze by¢ zwigzana z orga-
nizacja genomu wokot cetek. Jak sie wyda-
je, cetki sg formowane w bezposredniej bli-
skosci pewnych genéw, w lokalizacji zapew-
niajacej odpowiednia koncentracje czynni-
kow skladania, dostepnych nowopowstatym
transkryptom (HALL i wspotaut. 2006, RINO i
CARMO-FONSECA 2009). Biorac to pod uwage,
prace te sugeruja, ze transkrypty mRNA ak-
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tywnych genéw potozonych w poblizu cetek
inicjuja nukleacje agregatéow w OPMD. Na
potwierdzenie tej tezy przytacza sie badania
pokazujace, ze specyficzne transkrypty RNA
moga stuzy¢ jako rusztowanie rekrutujace
biatka oddziatujace z RNA w celu zbudo-
wania takich struktur jadrowych jak cetki,
paracetki, histone locus bodies czy jadrowe
ciatka stresowe (SHEvVTSOvV i DUNDR 2011,
MAO i wspétaut. 2011a). Jednym 2z patolo-
gicznych skutkow obecnosci agregatow w
miocytach moze by¢ zaburzenie alternatyw-
nego skladania troponiny T typu 3 (TNNT3)
(a wiec biatka specyficznego dla miocytow):
agregaty PABPN1 sa zdolne ,uwiezi¢” pre-
-mRNA TNNT3 tak, ze jest ono niedostep-
ne dla SC35, ktére, jak réwnoczesnie wy-
kazano, jest czynnikiem odpowiedzialnym
za alternatywne skladanie TNNT3 (KLEIN i
wspolaut. 2016).

Udzial cetek jadrowych jest takze obser-
wowany w dystrofii miotonicznej typu I (ang.
myotonic dystrophy type 1, tac. dystrophia
myotonica 1, DM1), powodowanej mutacjg
w genie DMPK (ang. dystrophia myotonica
protein kinase). Jest to gen kodujacy sery-
nowo-treoninowa kinaze niezbedna w rozwo-
ju miocytéow. Wspomniana mutacja skutkuje
ekspansja tréjnukleotydu CUG w sekwencji
3’'UTR. W normalnych mioblastach aktywny
gen DMPK lokalizuje sie przy granicy cetek,
a jego produkt, mRNA DMPK, jest okreso-
wo deponowane w cetkach. Tam najpraw-
dopodobniej biatka uczestniczace w sklada-
niu sa wymieniane na biatka uczestniczace
w transporcie mRNA do poréow jadrowych i
dalej do cytoplazmy. W chorobie DM1 trans-
port jadrowy mRNA DMKP ulega zaburze-
niu: zmutowane transkrypty tego genu choc
podlegaja skladaniu, nie wchodza do cetek
z powodu ich zmienionej struktury oraz za-
burzonej interakcji z bialtkiem MBNL1 (ang.
muscleblind-like protein 1), ktore jest re-
gulatorem alternatywnego skladania mRNA
(PAscuAL i wspotaut. 2006). Na granicy ce-
tek tworza sie wtedy agregaty zmutowanych
transkryptow genu DMPK, biatka MBNLI1 i
prawdopodobnie innych biatek, a transport
transkryptow do cytoplazmy jest zaburzony
(HoLT i wspdélaut. 2007, SMITH i wspoélaut.
2007).

Nieco odmienny charakter ma lokaliza-
cja agregatow RNA powstajacych w choro-
bach ekspansji poliglutaminowych [ang. po-
lyglutamine (PolyQ) diseases], gdzie mutacji
dynamicznej ulegaja sekwencje zawierajace
powtarzany trinukleotyd CAG kodujacy glu-
tamine. W fibroblastach bedacych komoérko-
wymi modelami plasawicy Huntingtona (HD),
ataksji mézdzkowo-rdzeniowych typu 1, 3, 7
(DSC1, DSC3, DSC7), zaniku jadra zebate-
go, jadra czerwiennego, galki bladej i jadra

niskowzgorzowego (ang. dentatorubral-palli-
doluysian atrophy, DRPLA, choroba Naito-
-Oyanagi), zmutowane mRNA (réznych bia-
lek, w zaleznosci od choroby) jest depono-
wane i zatrzymywane nie przy, ale wewnatrz
cetek. Zmutowane transkrypty kolokalizuja z
wspomnianym w poprzednim akapicie bial-
kiem MBNL1, lecz w znacznie mniejszym
stopniu niz w przypadku DM1. Autorzy
ttumacza ten fakt krotszym zmutowanym
traktem CAG i mniejszym powinowactwem
wigzania MBNL1 do powtérzen CAG niz do
CUG. Mniejszy stopien ,zajecia” powtorzen
CAG przez MBNL1, tlumaczy z kolei dla-
czego wchodzg one do cetek i tam dopiero
sa blokowane, a w przypadku miesniowego
mRNA, DMPK1 jest zatrzymywane juz na
obrzezach cetek (URBANEK i wspotaut. 2016).

W zespole drzenia i ataksji zwigzanych
z tamliwym chromosomem X (ang. fragi-
le X-associated tremor/ataxia syndrome,
FXTAS), obserwuje sie ekspansje powtorzen
CGG w 5-UTR genu FMRI1. Gen ten koduje
biatko FMRP (ang. fragile X mental retarda-
tion protein), wiazace RNA i zaangazowane
w rozne etapy jego metabolizmu, szczegdlnie
w neuronach (D’ANNESSA i wspotaut. 2019).
Zmutowane sekwencje CGG rowniez prowa-
dza do agregacji nieprawidlowych transkryp-
tow w cetkach (SELLIER i wspétaut. 2010).

Odkladanie sie nieprawidlowego mRNA
w cetkach wystepuje nie tylko w chorobach
TRED: we wrodzonej lamliwosci kosci typu
1 (ang. osteogenesis imperfecta type 1, OI
1), defekt w przebiegu skladania genu kola-
genu lal (COL1AI) prowadzi do akumulacji
zmutowanego RNA tego genu w cetkach fi-
broblastow (JOHNSON 2000).

Jak mozna zauwazyc¢, we wszystkich wy-
mienianych jednostkach chorobowych powta-
rza sie ten sam schemat, w ktoérym niepra-
widlowe mRNA tworzy zlogi/wtrety/agregaty
w cetkach lub na ich obrzezach. Ta obser-
wacja wspiera hipoteze, ze w przypadku
ekspresji niektorych genéw, cetki moga byc
specyficznym punktem kontrolnym popraw-
nosci zlozenia i nieobecnosci mutacji pre-
-mRNA (MOLENAAR i wspoétaut. 2004, SMITH i
wspoélaut. 2007).
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Streszczenie

Jadro komoérkowe oprocz heterochromatyny czyli
kompleksu DNA i biatek histonowych, zawiera struktury
zwane cialkami jadrowymi (ang. nuclear bodies). Sa to
niewielkie, zazwyczaj koliste twory ,zawieszone” w nu-
kleoplazmie, skladajace sie z biatek lub biatek i nieko-
dujacego RNA. Znanych jest kilkanascie rodzajow takich
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struktur. Artykul przedstawia obecny stan wiedzy na te-
mat cialek nazywanych w angielskiej literaturze nuclear
speckles, czyli cetki jadrowe lub interchromatin granu-
le clusters czyli skupiska ziaren interchromatynowych.
Zaobserwowane po raz pierwszy przez Romana y Cajala
w neuronach, obecne jednak we wszystkich typach ko-
morek, struktury te uwazane sg za magazyny i miej-
sce modyfikacji czynnikéw sktadania (splicingu) mRNA.
Najnowsze badania, prezentowane w artykule pozwalaja
sadzi¢, ze ich udzial w metabolizmie RNA jest bardziej
ztozony. Swiadcza o tym réwniez doniesienia o roli cetek
jadrowych w dziedzicznych chorobach powodowanych
powtérzeniami trojnukleotydow, w tym tych o skutkach
neurologicznych.
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NUCLEAR SPECKLES AS MODEL OF NUCLEAR BODIES. NUCLEAR SPECKLES IN THE NERVOUS SYSTEM

Summary

The cell nucleus, apart from heterochromatin, i.e. a complex of DNA and histone proteins, contains structures
called nuclear bodies. These small, usually circular objects, “suspended” in nucleoplasm, consist of proteins or
proteins and non-coding RNA. Currently, several types of such structures are known. This article presents current
state of knowledge about the bodies called nuclear speckles or interchromatin granule clusters. Observed for the
first time by Roman y Cajal in neurons, but present in all types of cells, they are considered as storage and modi-
fication sites for mRNA splicing factors. The latest research presented in this article suggests that their participation
in RNA metabolism is more complex. This is also evidenced by reports of the role of nuclear speckles in hereditary
diseases caused by repetitions of trinucleotides, including those with neurological effects.

Key words: cell nucleus, mRNA maturation, mRNA metabolism, mRNA splicing, mRNA transport, nuclear bodies, nuclear speckles,

transcription



