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Podstawowe problemy badawcze i ich tto

Dziedziczenie epigenetyczne - znaczenie w ewolucji organizmow na Ziemi
i molekularne podtoze

Ma6j zespdt interesuje odpowiedz na pytanie, jakie szczegotowe mechanizmy
regulacyjne na poziomie genow odpowiadaja za sterowanie rozwojem
zlozonych organizmow tkankowych, a w szczegodlnosci, czy wsrod tych
mechanizméw da sie wyroznic¢ takie, ktére mialy podstawowe znaczenie dla
rozdzielania sie w odlegtej przesziosci linii ewolucyjnych, prowadzacych do
wspotczesnych zwierzat i roslin?

Podloze  problemu  mozna  przedstawi¢  nastepujgco:  Organizm
wielokomorkowy stanowi niezwykle skomplikowany, w petni zintegrowany system
wspotdziatajacych tkanek i narzadéw, zbudowany z miliardow komorek, z ktorych
kazda wyposazona jest w taki sam, kompletny zestaw gendéw. Ten ziozony twor
powstaje z pojedynczej komorki - zaptodnionej komoérki jajowej - w wyniku procesu
zwanego rozwojem. Wszystkie informacje o budowie i funkcjonowaniu przysztego
dojrzatego organizmu, a takze kolejnych stadibw na drodze jego powstawania,
zawarte sg w materiale genetycznym tej pojedynczej, inicjalnej komorki. Dzisiaj
wiemy, ze jednym z kluczowych ,wynalazkéw” ewolucyjnych, ktéry przyczynit sie do
powstanie organizméw tkankowych, bylo wyksztatcenie mechanizmu pamieci
komorkowej. Umozliwia on trwate zréznicowanie genetycznie identycznych komorek
pod wzgledem profilu ekspresji (odczytywania) genéw, a co za tym idzie,
powstawanie z genetycznie tozsamych komoérek - réznigcych sie budowsg i funkcjg
tkanek. Dzieki istnieniu pamieci komoérkowej, raz ustanowiony wzor ekspresji genéw,
charakterystyczny dla konkretnej tkanki, jest zachowywany, mimo ze komorki tej
tkanki przechodzg kolejne podziaty, tj. przeksztatcajg sie w komérki potomne. Na
przyktad, jezeli w komérce konkretnej tkanki, w trakcie jej rozwoju, ekspresja genu X



zostata zahamowana, to zmiana ta dziedziczy sie we wszystkich pochodzacych z niej
komdrkach potomnych, mimo ze sam gen nie zostat utracony ani zmieniony przez
fizyczng zmiane zapisu, tj. mutacje. Ten rodzaj dziedziczenia, kluczowy dla
funkcjonowania pamieci komérkowej i nie wymagajacy zmiany w sekwencji DNA,
nazywamy epigenetycznym, dla odrdznienia od dziedziczenie efektéw wywotanych
mutacjami w DNA.

Wiedza nagromadzona w ciggu ostatnich 10 lat wskazuje, ze w komérkach
mechanizmy regulacji epigenetycznej dziatajg przede wszystkim na poziomie
chromatyny, to jest nukleoproteinowego kompleksu miedzy DNA a zasadowymi
biatkami jgdrowymi — histonami. Czym doktadnie jest chromatyna i jaka jest jej
ewolucyjna historia? Chromatyna organizmdw eukariotycznych (ich komorki
posiadajg wydzielone jagdro komérkowe, nalezg do nich m. in. wspotczesne rosliny
i zwierzeta) zbudowana jest z regularnych jednostek strukturalnych - nukleosomow,
z ktérych kazdy sktada sie z liczacego okoto 200 par zasad odcinka DNA owinietego
blisko dwukrotnie wokét biatkowego rdzenia (oktameru) utworzonego przez osiem
czasteczek histonow. W sktad biatkowego oktameru wchodzg po dwie czgsteczki
kazdego z czterech rodzajéw histonéw: H2A, H2B, H3 i H4, zwanych histonami
rdzeniowymi. DNA i histony rdzeniowe tworzg tzw. nukleosomowg czastke
rdzeniowg. Kompletny nukleosom zawiera jeszcze jedng czasteczke biatka
zaliczanego do rodziny histonéw. Jest to histon H1, zwany tez histonem
tacznikowym, poniewaz oddziatuje takze z DNA taczacym czastki rdzeniowe
sasiadujgcych nukleosoméw. H1 stabilizuje konce helisy DNA na powierzchni
biatkowego oktameru i wspomaga tworzenie regularnych struktur wyzszego rzedu
w chromatynie, w szczegolnosci witdkna o srednicy 30 nm, czyli tzw. solenoidu, ktéry
jest podstawowg formg chromatyny w jadrze. W trakcie ewolucji organizmy
eukariotyczne wyksztatcity szereg oryginalnych mechanizmow regulacji genetycznej,
nie wystepujacych u prosciej zorganizowanych organizmdw prokariotycznych (takich
jak bakterie). Jedng z najbardziej istotnych nowos$ci byta zmiana podstawowej
strategii regulacji genetycznej. Zamiast utrzymywania genéw i ich rejonéw
promotorowych (odcinki DNA sterujgce transkrypcja gendéw) w stanie ciggtej
dostepnosci dla systemu odczytywania informacji (polimerazy RNA), jak to ma
miejsce u prokariontéw, w komoérce eukariotycznej DNA znajduje sie w stanie
permanentnej represji. Strukturg odpowiedzialng za ten stan jest chromatyna.
Nukleosom, podstawowa jednostka budulcowa chromatyny, skutecznie przeciwdziata



inicjacji odczytywania (transkrypcji) informacji zawartej w DNA, najprawdopodobniej
na skutek hamujgcego wptywu tworzenia sie nukleosomu na sktadanie kompleksu
inicjacyjnego. Wystepowania DNA w stanie podstawowej represji blokuje takze inne
procesy wymagajace dostepu do DNA, jak modyfikacja DNA (np. przez metylacje),
czy integracja obcego DNA do genomu. Niedostepnos¢ DNA eukariontow dla
czynnikbw zwigzanych z odczytywaniem i przetwarzaniem informacji genetyczne;
pociagneta za sobg wyksztatcenie sie w trakcie ewolucji specjalnych mechanizméw,
umozliwiajgcych kontrolowany dostep do DNA. To wtasnie te mechanizmy staty sie
podtozem dziedziczenia epigenetycznego i umozliwity powstanie systemu pamieci
komorkowej. Ich istotg jest samowzmacniajgca sie sie€ interakcji pomiedzy
specyficznymi modyfikacjami chemicznymi biatkowych skfadnikow nukleosoméw -
histonéw (przede wszystkim poprzez acetylacje i metylacje), modyfikacjg poprzez
metylacje jednej z zasad w DNA - cytozyny i wymagajacym energii, tj. zaleznym od
ATP, przebudowywaniem nukleosoméw . We wspomnianej wyzej sieci interakcyjnej
uczestniczg tez liczne inne biatka o wyspecjalizowanych funkcjach. Poprzez
determinacje dwéch podstawowych typdw struktur wyzszego rzedu w chromatynie:
nieaktywnej transkrypcyjnie  heterochromatyny i aktywnej transkrypcyjnie
euchromatyny, mechanizmy te umozliwiajg ustanawianie tkankowo-specyficznych
wzoréw ekspresji genow. Co najwazniejsze jednak, raz ustanowione struktury
chromatynowe sg wiernie dziedziczone w kolejnych pokoleniach, bez koniecznosci

zmian w sekwencji DNA.

Rosliny a zwierzeta

Zardbwno wspoétczesne rosliny, jak i zwierzeta reprezentujgq ztozone organizmy
tkankowe, jednak ich strategie zyciowe, a co za tym idzie wyksztatcone
przystosowania, zasadniczo sie rdznig. Pomijajac réznice dotyczace sposobu
odzywiania, rosliny, w odréznieniu od wiekszosci zwierzat, prowadza osiadty tryb
zycia, co uniemozliwia im ucieczke przed skutkami zmian w Srodowisku
zewnetrznym. Muszg w zwigzku z tym polega¢ na dostosowywaniu swojej postaci
zewnetrznej i sposobu funkcjonowania do panujacych na zewnatrz warunkéw.
Chodzi tu o takie elementy srodowiska, jak temperatura, naswietlenie, dostepnosé
wody, zasolenie, a takze obecnos¢ roslinozercéw. Jednym z charakterystycznych

objawdéw przystosowan u roslin jest zdolno$¢ odtwarzania (regeneracji) catych



organizmow z elementow zrdéznicowanych juz tkanek, na przyktad fragmentéw liscia,
czy todygi, a nawet z pojedynczych zroéznicowanych komérek (tzw. komoérek
somatycznych). Komorki roslin sg zatem w stanie przej$é proces odréznicowania do
stanu totipotencji rozwojowej, wtasciwego normalnie tylko dla komérek zarodkowych.
Takich wtasciwosci nie wykazujg zwierzeta, u ktérych réznicowanie komoérek jest w
wiekszosci nieodwracalne. To z tego powodu jedynym sposobem odtworzenia
organizmu zwierzecego z komérki somatycznej jest skomplikowana i nie zawsze
skuteczna technologia klonowania, polegajagca na umieszczeniu jgdra komorki
somatycznej w pozbawionej wiasnego jadra komoérce jajowej. Dostepnosc
kompletnej sekwencji genomu modelowej rosliny Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) i
szeregu przedstawicieli $wiata zwierzat, np. Drosophila melanogaster (muszka
owocowa), Homo sapiens (cztowiek) - umozliwia analize poréwnawczag
mechanizméw rozwoju u roslin i zwierzat. Rezultaty takiej analizy wskazujg, ze w
tych dwoch krélestwach procesy fundamentalne dla rozwoju (jak tworzenie struktur
morfologicznych, czy sygnalizacja miedzykomdrkowa) sa kontrolowane przez
niepodobne (niehomologiczne) geny (Meyerowitz, 2002). A zatem, u roslin i u
zwierzat procesy te ewoluowaty niezaleznie. W przeciwienstwie do tego,
mechanizmy regulatorowe na poziomie chromatyny sg w znacznym stopniu
konserwowane ewolucyjnie. PodobieAstwo (homologia) dotyczy nie tylko gtéwnych
biatek strukturalnych — histonéw, ale takze wielu innych biatek, w tym
odpowiedzialnych za modyfikacje histonéw i remodelowanie nukleosomow (Verbsky
i Richards, 2001). Co ciekawe, homologiczne sg takze wazne strategie kontrolne. Na
przyktad, zarébwno u zwierzat, jak i u roslin biatka z grupy Polycomb (Pc-G) sg
odpowiedzialne za represje najwazniejszych gendéw regulatorowych (tzw.genow
homeotycznych) w trakcie rozwoju (Meyerowitz, 2002). Nawet pobiezna analiza
przytoczonych wyzej réznic miedzy komdrkami zwierzecymi a roslinnymi wskazuje
jednak, ze zalezne od chromatyny mechanizmy regulatorowe, mimo iz wyewoluowaty
od wspdlnego pnia, nie mogg by¢ doktadnie takie same. W szczegolnosci, unikatowa
zdolnos¢ somatycznych  komoérek roslinnych do  odréznicowywania, .
przeprogramowania genetycznego, wymaga aktywnych mechanizméw
zapewniajacych plastycznosc represji kluczowych genéw rozwojowych na poziomie
chromatyny. Podobne mechanizmy moga nie wystepowac u zwierzat (Weigel i
Jurgens, 2002). Czy zatem mozna ustali¢, jakie elementy konserwowanych



ewolucyjnie, zwigzanych z chromatyng mechanizméw pamieci komorkowej,

odpowiadajg za charakterystyczna tylko dla roslin plastyczno$¢ rozwojowg?

OSIAGNIECIA BADAWCZE

Ogoélnym celem prowadzonych przez nas badan byto poznanie roli
biologicznej i molekularnych mechanizméw dziatania aparatu odpowiedzialnego za
przebudowe (remodelowanie) chromatyny oraz roli biologicznej i mechanizmoéow
dziatania histonéw z grupy H1 (tacznikowych) w kluczowych procesach rozwoju
u rodlin. W szczegdlnosci, opierajac sie na naszych poprzednich wynikach i na
czesciowo juz wyprébowanych w naszym laboratorium nowych podejsciach
molekularnych i genetycznych, zamierzalismy: 1) ustali¢ sktad i wtasciwosci
biochemiczne gtdwnego kompleksu remodelujgcego chromatyne (tzw. kompleksu
SWI/SNF) oraz jego role w kontroli wczesnej i pdznej fazy rozwoju u Arabidopsis; 2)
odkry¢ mechanizm dziatania i ustali¢ elementy odpowiadajace za lokalizacje w jadrze
komoérkowym Arabidopsis biatka DDM1 (Decrease in DNA Methylation 1), petniacego
podstawowg role w kontroli stanu metylacji DNA w chromatynie; 3) ustali¢ funkcje
histondw tacznikowych w utrzymywaniu wzoru dziedzicznych modyfikacji DNA
i biatek w chromatynie.

1) Remodelowanie chromatyny przez zalezne od ATP kompleksy typu SWI/SNF

Remodelowanie chromatyny, niezbedne w takich procesach jak regulacja
transkrypcji, replikacja, sktadanie nukleosoméw czy rekombinacja, wymaga
wyspecjalizowanych enzymow, ktére wykorzystuja energie z hydrolizy ATP do
zmiany stanu chromatyny. Badania genetyczne i biochemiczne doprowadzity do
oczyszczenia i charakterystyki réznych typow enzymdéw remodelujgcych z drozdzy,
Drosophila i ssakow. Wszystkie dotgd scharakteryzowane enzymy nalezg do duzej
rodziny ATPaz typu SNF2 i wszystkie okazaty sie skfadnikami wielo-biatkowych
komplekséw, zawierajgcych od 2 do ponad 10 réznych podjednostek. Typ
podjednostek zasocjowanych z danym enzymem jest zwykle konserwowany
pomiedzy liniami ewolucyjnymi.

Scharakteryzowany u  drozdzy  prototypowy kompleks  SWI/SNF
(SWiltch/Sucrose-Non-Fermenting) zbudowany jest wokét ATPazy SWI2/SNF2,



kanonicznej dla catej podrodziny ATPaz remodelujacych (Cote et al., 1994).
Unikatowg cechg podrodziny ATPaz SWI2/SNF2 jest obecno$¢ na C-koncu liczacej
okoto 110 aminokwaséw bromodomeny, fragmentu zdolnego do rozpoznawania
acetylowanych histonéw rdzeniowych. Wszystkie scharakteryzowane dotychczas
kompleksy typu SWI/SNF zawieraja minimalny strukturalny i funkcjonalny rdzen
zbudowany z czterech konserwowanych ewolucyjnie podjednostek. Sg to homologi
nastepujacych biatek drozdzowych: SWI2/SNF2 (ATPaza, gtéwna podjednostka
katalityczna), SNF5, SWI3 i SWP73. U drozdzy wystepujg dwa blisko spokrewnione
kompleksy: SWI/SNF i RSC. Kazdy z nich zawiera ATPaze typu SWI2/SNF2 oraz 10
lub wiecej podjednostek, z ktérych kilka jest identycznych albo bardzo podobnych.
Kompleks SWI/SNF kontroluje zaledwie ok. 6% gendw u drozdzy i nie jest niezbedny
do przezycia, natomiast kompleks RSC, ktéry kontroluje procesy podziatu, jest
niezbedny do wzrostu. Odkrycie ludzkich homologéw ATPazy SWI2/SNF2 — biatek
hBrm i BRG1, doprowadzito do oczyszczenia i scharakteryzowania ludzkich
kompleksow typu SWI/SNF. Sktadajg sie one, z co najmniej 8 podjednostek. Obok
ATPazy SWI2/SNF2 zawierajg homologi podjednostek SNF5 (INI1) i SWI3 (BAF155 i
BAF170). Sktad tych kompleksow jest bardziej zr6znicowany niz u drozdzy, co
wskazuje, ze mogq by¢ zaangazowane w kontrole r6znych proceséw rozwojowych
(Wang et al., 1996). Podobny kompleks, nazwany BRM, wyizolowano z Drosophila.
Zawiera on homologi biatek wystepujacych w kompleksach u drozdzy i cztowieka
(Kal et al., 2000). U Drosophila podjednostka odpowiadajaca ATPazie (Brahma) oraz
homologi SNF (SR1) i SWI3 (Moira) nalezg do biatek z grupy Trithorax, bedacych
regulatorami genéw homeotycznych (Crosby, 1999).

Zaréwno dane doswiadczalne (Brzeski et al., 1999; Sarnowski et al., 2002) jak
i bioinformatyczne analizy baz danych (Verbsky i Richards, 2001; Brzeski et al.,
2003) wskazujg, ze wystepowanie u roslin kompleksow odpowiadajgcych
prototypowemu SWI/SNF jest wysoce prawdopodobne. Jednakze do tej pory, mimo
wysitkbw, w zadnym z licznych pracujacych nad tym zagadnieniem laboratoriéw nie
udato sie takich komplekséw wydzieli¢ w catosci i scharakteryzowaé. U Arabidopsis
zidentyfikowano biatko BSH bedace homologiem drozdzowej podjednostki SNF5 i
wykazano, ze kodujacy je cDNA komplementuje mutacje snf5 u drozdzy (Brzeski et
al., 1999). U tej rosliny, obok kodowanego przez pojedynczy gen biatka typu SNF5,
wystepujg cztery biatka o potencjalnej funkciji ATPazy typu SWI2/SNF2, cztery biatka
- homologi SWI3 i dwa biatka — homologi SWP73 (Brzeski et al., 2003). Obecnosé



konserwowanych ewolucyjnie miejsc wigzania we wszystkich czterech homologach
SWI3 i w co najmniej dwéch homologach ATPazy SWI2/SNF2 oraz fakt, ze
przynajmniej trzy z czterech homologéw SWI3 moga ze sobg oddziatywac i tworzy¢
heterodimery (Sarnowski et al., 2002) wskazuje, ze w Arabidopsis mogg wystepowac
zroznicowane kompleksy typu SWI/SNF, charakteryzujace sie r6znymi kombinacjami
podjednostek rdzeniowych. Przypomina to sytuacje u cztowieka (Sif et al., 2001).
Wydaje sie prawdopodobne, ze odmienne warianty kompleksow typu SWI/SNF
dziatajg w r6znych warunkach fizjologicznych i/lub r6znych fazach rozwoju rosliny.
Niedawno wykazano, ze gen SPLAYED (SYD) kodujacy jeden =z czterech
wspomnianych homologéw (At2g28290) ATPazy typu SWI2/SNF2, jest waznym
ogniwem kontroli czasu przejscia fazy wegetatywnej w generatywng u Arabidopsis.
SYD jest réwniez zaangazowany w kontrole ekspresji homeotycznych gendéw
kwiatowych, kontrole merysteméw w trakcie rozwoju generatywnego i prawidtowg
morfogeneze stupkoéw i zalazkow (Wagner i Meyerowitz, 2002). Obnizenie za
pomocq strategii antysensu poziomu ekspresji unikatowego w genomie Arabidopsis
genu BSH kodujacego homolog SNF5, powinno spowodowaé czesciowg inaktywacje
wszystkich rodzajow komplekséw typu SWI/SNF. Rosliny transformowane
konstruktem anty-BSH wykazywaty plejotropowe fenotypy, w tym redukcje dominaciji
wierzchotkowej i nieptodnos¢ (Brzeski et al., 1999). Sugeruje to udziat BSH w kontroli
wielu funkgiji fizjologicznych. Wykazane ostatnio oddziatywanie jednego z homologéw
(At2G33610) SWI3 w Arabidopsis z biatkiem FCA regulujacym czas kwitnienia
(Sarnowski et al., 2002) potwierdza hipoteze, ze w roslinie tej moze wystepowac
rodzina wyspecjalizowanych komplekséw  typu SWI/SNF. Niedawno
zidentyfikowalismy, we wspotpracy z laboratorium Dra Csaby Koncza z Insytutu
Hodowli Roslin Maxa Plancka w Kolonii, linie Arabidopsis z mutacjami w kazdym
z czterech gendéw (AtSWIBA, AtSWI3B, AtSWI3C i AtSWI3D), kodujacych odmienne
warianty podjednostek rodziny SWI3. Analiza roslin homozygotycznych z mutacjami
typu ,null” (catkowite wytgczenie funkcji badanego genu) wykazata, ze geny AtSWI3A
i AtSWI3B sa niezbedne dla przezycia w stadium wczesnego rozwoju post-
zygotycznego. W przeciwienstwie do nich, homozygoty z mutacjami ,null” w genach
AtSWI3C i AtSWI3D przezywaja, wykazujg jednak bardzo charakterystyczne defekty
rozwojowe, zarébwno w organach wegetatywnych, jak i w kwiatach. Dodatkowo,
mutacja Atswi3d powoduje kartowatos¢é. Rosliny Atswi3d i Atswi3c wykazujg

zmieniong organizacje komoérek w lisciach, jednak wzdtuz innych osi symetrii, co



sugeruje, ze odpowiadajace im geny moga by¢é zaangazowane w koordynacje
szlakow kontroli morfogenezy tych organdéw. Zaobserwowalismy uderzajace
podobienstwo szeregu efektéw fenotypowych pojawiajacych sie u mutantow Atswi3c,
Atswi3d oraz w mutancie w genie Atsnf2, kodujacym potencjalng ATPaze SNF2, co
moze wskazywac na udziat tych trzech gendéw w tym samym szlaku kontrolnym. Co
ciekawe jednak, mutacja typu ,null” w genie ATPazy AtSNF2 nie jest letalna, co
wskazuje, ze nie jest to ATPaza oddziatujgca z wariantami AtSWI3A i AtSWI3B.
Poniewaz AtSNF2 jest jedyng roslinng ATPazg zawierajagca bromodomene, wynik
ten dowodzi, ze przynajmniej czes¢ systemu przebudowy chromatyny u ros$lin nie
wymaga zaleznego od obecnosci bromodomeny rozpoznawania histonéw
modyfikowanych poprzez acetylacje. Podobna cecha przebudowy chromatyny nie

wystepuje u innych organizméw.

2) Rola DDM1 w kontroli metylacji DNA

U ssakéw, metylacja cytozyny w DNA do 5-metylo cytozyny oraz uktad
enzyméw i biatek strukturalnych odpowiedzialnych za wprowadzane i utrzymywanie
tej modyfikacji, odgrywajq krytyczng role w rozwoju, a takze w powstawaniu choréb
genetycznych i nowotworéw (Robertson, 2001). Rosliny kwiatowe stanowig cenny
model i naturalny uktad odnosnikowy w badaniach nad biologicznym znaczeniem
metylacji DNA. Z wyjatkiem roslin kwiatowych i ssakéw, zaden inny powszechnie
stosowany w badaniach eukariotyczny organizm modelowy (np. S. cerevisiae, C.
elegans, D. melanogaster) nie wykazuje metylacji DNA. U Arabidopsis, podobnie jak
u ssakéw, metylacja DNA jest odpowiedzialna za imprinting ojcowskich i matczynych
alleli w trakcie gametogenezy i wczesnego rozwoju. Wystepowanie 5-metylo
cytozyny wyréznia w genomie rejony nieczynnej transkrypcyjnie konstytutywne;
heterochromatyny, zlokalizowane przede wszystkim w centromerach, obszarach
pericentromerycznych i telomerach, w ktérych wystepuja liczne sekwencje
powtarzalne i transpozony. Metylacjia DNA moze rowniez powodowaé wyciszenie
transkrypcyjne sekwencji jednokopijnych, a takze transgenéw. Metylacja wystepuje
najczesciej w obrebie symetrycznych miejsc CpG, rzadziej w niesymetrycznych
miejscach CpNpNp. W Arabidopsis, obok miejsc CpG i CpNpNp, wykryto jg takze
w symetrycznych miejscach CpNpG. Badania przeprowadzone na réznych
organizmach wykazaly, ze metylacja DNA jest skorelowana z metylacjg lizyny



9 histonu H3 (H3K9). Ta ostatnia modyfikacja stwarza miejsce wigzania dla biatka
HP1 (Heterochromatin Protein1), indukujacego heterochromatynizacje. Metylacje
cytozyny w DNA i metylacje H3K9 mozna zatem uznac za epigenetyczne znaczniki
sygnalizujgce stan nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny i prawdopodobnie
kooperujace w jego utrzymywaniu i mitotycznej propagaciji. Ostatnio pojawity sie silne
przestanki wskazujace na role matych RNA w indukowaniu proceséw metylacji
histonu H3 i metylacji DNA oraz w ustanawianiu rejonéw heterochromatyny w jadrze.
W dalszej czeéci, dla uproszczenia, procesy regulatorowe zwigzane z matymi RNA
okreslac bede jako zjawiska RNAi (RNA interference).

Przesiewowe  badania  mutantéw  Arabidopsis = doprowadzity @ do
zidentyfikowania dwéch genéw o kluczowym znaczeniu dla utrzymywania globalnego
wzoru metylacji DNA. Pierwszy z nich koduje metylotransferaze DNA (MET1)
odpowiedzialng za metylacje miejsc CpG (Roenmus et al., 1996), stanowigcych
gtowny cel metylacji w Arabidopsis. Drugi ze zidentyfikowanych genow koduje biatko
nazwane DDM1 (od Decrease in DNA Methylation1), ktérego homologi wystepuja
takze u ssakow (Jeddeloh et al., 1999a; Jeddeloh et al., 1999b). Sekwencja DDMH1
wykazuje homologie do zaleznych od DNA ATPaz z grupy SNF2. Zaréwno
w mutantach met1, jak i ddm1, obserwuje sie dramatyczny spadek stopnia
zmetylowania DNA, czemu towarzyszy uaktywnienie transkrypcji wyciszonych
normalnie sekwencji pericentromerycznych, a takze retrotranspozonoéw i szeregu
genow kodujacych biatka. Mimo tych podobienstw, mutanty met? i ddm1 wykazujg
tez uderzajace réznice. W mutantach met1 raptowna demetylacja dotyczy zaréwno
sekwencji powtarzalnych jak i jednokopijnych. W mutantach ddm?1 raptowna
demetylacja obejmuje tylko sekwencje powtarzalne. Sekwencje jednokopijne sag
natomiast demetylowane stopniowo, w kolejnych pokoleniach otrzymywanych
w wyniku wsobnego krzyzowania mutanta. Nasze badania prowadzone na
oczyszczonym, rekombinowanym biatku DDM1 z Arabidopsis wykazaty, ze jest ono
aktywowang przez DNA i nukleosomy ATPaza, kt6ra jest w stanie samodzielnie
zmieniac pozycje nukleosomu na DNA (Brzeski i Jerzmanowski, 2003). Jest to zatem
klasyczny enzym remodelujgcy chromatyne. Te dane wskazujg na istnienie
funkcjonalnego zwigzku miedzy zaleznym od ATP remodelowaniem chromatyny
a globalnym stanem metylacji DNA. Nie jest jednak jasne, na czym ten zwigzek
polega, np. czy DDM1 umozliwia aktywng metylacie DNA i H3K9 poprzez
rozkrecanie wtdkna chromatynowego w trakcie replikacji, czy tez dziata jako czynnik



kondensujacy, wspomagajac utrzymywanie wprowadzonych juz przedtem
modyfikacji. Nie wiadomo takze, co kieruje DDM1 do poszczegdlinych obszarow
chromatyny.

Nasze badania zmierzaty do ustalenia wewnatrzjadrowej lokalizacji DDM1
oraz czynnikbw odpowiedzialnych za kierowanie tego biatka do okreslonych rejonéw
chromatyny. Za pomoca mikroskopowej analizy immunoznakowania (z przeciwciatem
do DDM1) stwierdzilismy, ze w roslinach typu dzikiego (wt) DDM1 jest wykrywany
przede wszystkim w heterochromatynie pericentromerycznej. Przeciwciato do DDMH1
daje takze rozmyty sygnat w rejonach euchromatynowych, ale jest catkowicie
niewykrywalne wewnatrz chromocentrow, tj. w obszarach najsilniej skondensowanej
heterochromatyny. W celu wykrycia czynnikéw wptywajacych na lokalizacje DDM1
w jadrze, wykonaliSmy analize immunoznakowania dla szeregu mutantéw
Arabidopsis. Stwierdzilismy, ze silne obnizenie metylacji DNA charakteryzujgce
mutanty met? i cmt3 (w dwoéch ré6znych metylotransferazach DNA), a takze zanik
metylacji lizyny 9 w histonie H3 (mutant kyp), nie wptywajg na wzor lokalizacji DDM1
w jadrze. W zwigzku z tym, rozszerzyliSmy naszg analize o mutanty w genach
kontrolujacych procesy zwigzane z RNAI. Stwierdzilismy, ze lokalizacja DDM1 jest
silnie zmieniona w mutancie hua2-1. Zmiana polega na przemieszczeniu sie sygnatu
pochodzacego z przeciwciata do DDM1 z rejonu pericentromerowego do wnetrza
chromocentréw. Wedtug analiz genetycznych wykonanych w innych laboratoriach
biatko HUA2 jest zaangazowane w regulacje wykorzystujacg RNAI. Biatko to zawiera
domene PWWP, zdolng do rozpoznawania metylowanego DNA i domene PRP, ktéra
wigze RNA. Co ciekawe, wykonana przez nas dla mutanta hua2-1, za pomocq
immunofluorescencji z odpowiednimi przeciwciatami, analiza rozmieszczenia
wewnatrz jadrowego gtéwnych markerow epigenetycznych: metylowanej lizyny 4
i metylowanej lizyny 9 histonu H3 oraz acetylowanego histonu H4, nie wykazata
zadnych zmian. Zaobserwowalismy jednakze zmiany poziomu metylacji DNA w
wybranych loci centromerowych, pericentromerowych i euchromatynowych. Co
wiecej, zmiany te byty skorelowane ze zmianami aktywnosci transkrypcyjnej (badanej
za pomocg RT-PCR) wystepujacych w tych loci genéw. Obecnie analizujemy
szczegbtowo wzor lokalizacji DDM1 za pomocg metody ChIP (Chromatin
Immunoprecipitation). Potwierdzenie zwigzku miedzy lokalizacjag DDM1 a procesami
zwigzanymi z RNAi stanowitoby niezwykle istotne uzupetnienie wiedzy



o komérkowych mechanizmach kontrolujgcych stan metylacji DNA i globalng
aktywnos¢ transkrypcyjna genomu.

3) Histony H1 (facznikowe) i ich funkcja w chromatynie

Ztozona organizacja strukturalna widkna chromatynowego ma kluczowe
znaczenie w regulacji ekspresji genéw u eukariontéw. Rola histonéw rdzeniowych
(H2A, H2B, H3 i H4) w modulowaniu struktury chromatyny i regulacji ekspresji genéw
jest obecnie stosunkowo dobrze poznana (Jenuwein i Allis, 2002; Kornberg i Lorch,
1999). W przeciwienstwie do tego, niewiele wiadomo o biologicznej funkcji histondéw
typu H1 (tacznikowych). Pomimo ich konserwatywnosci ewolucyjnej (Kasinsky et al.,
2001; Jerzmanowski, 2004) i wigzania sie w krytycznym miejscu na powierzchni
nukleosomu, obecno$¢ histondw tacznikowych nie jest niezbedna do przezycia
u takich organizméw, jak nalezaca do protistow Tetrahymena czy grzybow
(Jerzmanowski, 2004). Badania in vivo nad funkcjg histonéw H1 u roslin i zwierzat
sg utrudnione ze wzgledu na wystepowanie u tych organizméw szeregu nie
allelicznych wariantow tych biatek, ktére moga sie wzajemnie zastepowaé
(Prymakowska-Bosak et al., 1999; Przewtoka et al. 2002).

Do badan nad funkcjg wariantow H1 w rozwoju ssakéw wykorzystano na
szeroka skale technologie eliminacji odpowiednich genéw u myszy. Wyniki tych
badan wykazaly, ze indywidualne warianty, tacznie z wariantem H1° specyficznym
dla tkanek catkowicie zr6znicowanych, a takze H1t wystepujacym tylko w gonadach
meskich, nie sg niezbedne dla prawidtowego wzrostu i rozwoju. Co wiecej, efektow
W rozwoju nie obserwowano rowniez w przypadku podwdjnych eliminacii
obejmujacych H1t i poszczegblne warianty somatyczne. Wynika to z wydajnej
kompensacji eliminowanych wariantéw przez pozostate warianty H1. Fakt ten
odzwierciedla istnienie silnej presji na zachowanie fizjologicznej proporciji
H1:nukleosomy w chromatynie. Jednakze, myszy pozbawione 3 gtéwnych wariantow
somatycznych H1 (otrzymane w wyniku krzyzowania r6znych linii), w ktérych poziom
ogblnego H1 zostat obnizony o prawie 50%, umieraty w 10 dniu rozwoju zarodka, co
dowodzi, ze histony tgcznikowe sg niezbedne dla prawidtowego rozwoju ssakéw
(Fan et al., 2003). Rosliny, ze wzgledu na odmienng strategie wzrostu
i réznicowania, nadajg sie znacznie lepiej niz ssaki do badania skomplikowanych

fenotypdw rozwojowych. Z tego powodu wydajg sie idealnym obiektem do badania



efektow obnizenia ekspresji lub catkowitej eliminacji gendw, ktére — jak histony
tacznikowe — mogq sie okazac krytyczne dla wczesnych etapow rozwoju.

W wyniku starannej analizy homologii w obrebie catego genomu Arabidopsis,
uwzgledniajacej zaréwno kompletne, jak i sub-domenowe sekwencje biatek,
zidentyfikowaliSmy wszystkie wystepujace w tej roslinie geny kodujgce warianty
histonu H1. Sg to geny kodujgce biatka: H1-1, H1-2 i H1-3. Zastosowalismy
nastepnie strategie RNAI (konstrukt fuzyjny sktadajacy sie z elementéw sekwencji
H1-1, H1-2 i H1-3, stanowigcy matryce dla dwuniciowego RNA) do zahamowania
ekspresji wszystkich trzech wymienionych genéw jednoczesnie. Ro$liny
transgeniczne z ponad 90% redukcjg ekspresji catkowitego H1 (liczonego jako suma
trzech wariantéw) wykazywaty cate spekirum defektéw rozwojowych, z ktérych
niektére przypominaty defekty wystepujace u mutantéw z zaburzeniem w metylacji
DNA. W kolejnych pokoleniach, defekty te dziedziczyty sie niezaleznie od konstruktu
powodujgcego wyciszenie transkrypcji genéw H171. Przeprowadzilismy analize
metylacji DNA niezaleznie w 17 roslinach pochodzacych z pokoleh F1, F2 i F3,
badajac 7 roznych loci i stosujac rézne techniki analityczne. Stwierdzilismy, ze
obnizenie ekspresji genow H1 nie spowodowato wprawdzie zasadniczych zmian
w ogllnym poziomie metylacji DNA w genomie, bylo jednak skorelowane
z wystepowaniem przypadkowych, niewielkich, ale istotnych statystycznie zmian we
wzorze metylacji zaréwno sekwencji powtarzalnych jak i jednokopijnych (Wierzbicki
i Jerzmanowski, 2004). Dane te wskazujg na istotng i nierozpoznang dotad funkcije
histonéw typu H1 w utrzymywaniu specyficznosci profilu metylacji genomowego
DNA.

Konkluzje i znaczenie uzyskanych wynikow

Nasze badania doprowadzity do:

1. odkrycia unikatowych dla roslin cech systemu pamieci komérkowej
zwigzanej z przebudowa chromatyny;

2. udokumentowania, ze rola biatka DDM1 kontrolujagcego stan kluczowej
dla funkcji komoérek roslin i ssakéw modyfikacji DNA przez metylacje,
polega na przebudowie struktury chromatyny z udziatem ATP oraz, ze
mechanizm kierowania DDM1 do konkretnych rejondw w jadrze moze
by¢ zwigzany z metabolizmem RNA;



3. wykazania, ze histony z klasy H1 sg elementami systemu pamieci
komorkowej, determinujacymi specyficznos¢ proceséw metylacji DNA.
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