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STRESZCZENIE

Regulacja aktywnosci genow jest kluczowa dla zycia i funkcjonowania
organizméw. Jednym z poziomow, na ktorym moze ona zachodzi¢ u organizmow
eukariotycznych jest struktura chromatyny. W jej obrebie zamiast kanonicznych
histonéw mogg wystgpowac tzw. warianty histonowe, petnigce okreslone funkcje.
Wsrod nich wyrdznia sie wariant H2A.Z, ktory ze wzgledu na bardzo wysoka
zachowawczo$¢ ewolucyjng, jego niezbednos$¢ dla ztozonych eukariotow oraz
specyficzne rozmieszczenie w genomach na 5’koncu gendw wydaje si¢ istotnym
elementem tej regulacji. W niniejszej pracy poddano badaniu role biatka H2A.Z w
regulacji aktywnosci transkrypcyjnej genow w odpowiedzi Arabidopsis thaliana
na stres suszy. W tym celu przeprowadzono analizy transkryptomiczne linii
mutanta o obnizonym poziomie chromatynowego H2A.Z oraz por6wnano zmiany
ekspresji gendw i zmiany dystrybucji tegoz wariantu w odpowiedzi na stres suszy
z uzyciem technik sekwencjonowania wysokoprzepustowego (RNA-seq i ChAP-
seq). Uzyskane wyniki pokazuja, ze H2A.Z u A. thaliana w wysokim stopniu
wzbogaca ciata genow silnie odpowiadajacych na stres suszy, ktoérych poziom
transkrypcji podlega duzym zmianom w zaleznos$ci od warunkow, sugerujac jego
istotny udziat w regulacji tych zmian. Poza tym zaobserwowano, ze akumulacja
H2A.Z w ciatach genow jest zwigzana z ich represja, mozliwe wigc, Ze wariant
ten odgrywa role w zapobieganiu ekspresji gendw w warunkach nieindukujacych.
Jednoczesnie jednak, przynajmniej dla niektorych gendéw, obecnos¢ H2A.Z w
miejscu startu transkrypcji (ang. transcription start site, TSS) wydaje si¢

konieczna dla ich odpowiednio wysokiej ekspresiji.
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SUMMARY

Regulation of gene activity is a key factor in organisms’ life and functioning.
Chromatin structure is one of the levels of this regulation in eukaryotes. There,
instead of canonical histones, histone variants may occur that play specific roles.
One of such variants is H2A.Z, whose very high evolutionary conservation,
essentiality for complex eukaryots and specific distribution at 5° end of genes
suggest that it is an important player in the control of gene expression. In this
thesis, the role of H2A.Z protein in the regulation of gene transcription in A.
thaliana response to drought stress is studied. For this purpose, the transcriptome
of mutant line deficient in H2A.Z incorporation was analyzed, as well as changes
in H2A.Z distribution and changes in gene expression in response to drought
stress were compared using whole genome sequencing approaches (RNA-seq and
ChAP-seq). The results show that H2A.Z in A. thaliana is highly enriched in
bodies of genes strongly responding to the stress, whose transcriptional level
changes significantly depending on the conditions; this suggests its vital role in
the regulation of these changes. Moreover, the correlation between H2A.Z
accumulation in gene bodies and their repression was observed; therefore this
histone varinat maybe important in prevention of unwanted gene expression in
non-inductive conditions. Simultanously, however, at least for some genes H2A.Z
presence at transription start site (TSS) appears to be necceasary for their proper

expression.
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1. WSTEP

1.1. Regulacja ekspresji genow na poziomie transkrypcji u eukariotow
Kazdy organizm posiada zestaw genow potrzebnych do jego funkcjonowania i
namnazania si¢, jednak tylko skoordynowana regulacja ich aktywnosci
ostatecznie umozliwia te funkcje. Odpowiednie wiaczanie i wylgczanie genow
oraz modulowanie ilo$ci ich produktow warunkuje rozwdj organizmu,
wyspecjalizowanie jego czesci do pelnienia okre§lonych funkcji (tkanki, organy) i
ich koordynacj¢ prowadzaca do homeostazy, a takze reagowanie na zmiany w
srodowisku. Ekspresja genéw w duzym stopniu kontrolowana jest na etapie
transkrypcji, gdzie najwicksza role odgrywa kompleks polimerazy razem z
licznymi czynnikami transkrypcyjnymi. Do wielu mechanizméw regulujacych
aktywno$¢ gendow na tym poziomie u eukariotow naleza:

1) Struktura chromatyny — stopien zwarcia kompleksu DNA z biatkami w
obregbie genéw i ich promotorow. Wplyw na nig maja modyfikacje
chromatynowe: metylacja DNA, modyfikacje potranslacyjne histonow,
obecno$¢ wariantow histonowych, dzialanie kompleksow remodelujgcych
chromatyne (Lenhard i in., 2012)

2) Modyfikacje chromatynowe per se — oprocz wptywu na strukture chromatyny
moga posredniczy¢ w wigzaniu koniecznych czynnikéw transkrypcyjnych
(Weake i Workman, 2010)

3) Sekwencja promotora, na ktory sktadaja si¢:

a) rdzeniowy promotor (ang. core promoter), otaczajacy miejsce startu
transkrypcji (ang. transcription start site, TSS), do ktorego przytaczaja si¢
glowne czynniki transkrypcyjne (ang. general transcription factors, GTFs)
I polimeraza RNA, tworzac kompleks pre-inicjacyjny (ang. pre-initiation
complex, PIC). Jego powstanie jest jednym z najbardziej limitujacych
etapow transkrypcji.

b) rozszerzony promotor (ang. extended promoter lub promoter-proximal
region), do ktorego przylaczaja si¢ dodatkowe czynniki transkrypcyjne,
dalej modulujace podstawowy poziom ekspresji.

Mimo mnogosci potencjalnych kompozycji promotorow, u tkankowcow

(Metazoa) mozna generalnie wyrdzni¢ trzy skrajne typy promotoréw, ktorych
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4)

5)

6)

7)

budowa (zaréwno sekwencja DNA, jak i obsadzenie nukleosomami i
modyfikacjami chromatyny) przeklada si¢ na sposob ich regulacji (Lenhard i
in., 2012):

a) promotory ubogie w sekwencje CG, czesto z sekwencjag TATA i
sekwencjg inicjatora (ang. initiator element, Inr), posiadajace tylko jedno
miejsce startu transkrypcji (ang. transcription start site, TSS), przez co
okreslane sg jako ,,waskie” lub ,,skupione” (ang. sharp, focused, peaked
promoters); pokryte sg malo uporzagdkowanymi nukleosomami
(potencjalnie konkurujacymi o dostep do DNA 2z czynnikami
transkrypcyjnymi), ponizej TSS podlegajacymi trimetylacji H3K4 po
aktywacji genu - charakteryzuja geny specyficzne tkankowo i geny
odpowiedzi na bodzce

b) promotory bogate w dinukleotydy CG, bez sekwencji TATA, zawierajace
kilka alternatywnych TSS, zwane przez to ,,szerokimi” (ang. broad
promoters); maja silnie pozycjonowane nukleosomy z H3K4me3,
otaczajace wyrazny region ubogi w nukleosomy (ang. nucleosome-
depleted region, NDR), potencjalnie wyznaczajacy uzywany TSS —
charakteryzujg geny szeroko i ciagle eksprymowane

C) ,,szerokie” promotory z dlugimi wyspami CpG, bedace przedmiotem
represji przez kompleks Polycomb, bogate jednocze$nie w H3K4me3 i
H3K27me3 (tzw. biwalentne promotory, Bernstein i in., 2006) - geny
regulowane rozwojowo (Lenhard i in., 2012)

Dostepnos¢ dodatkowych czynnikéw transkrypcyjnych na etapie inicjacji

transkrypcji, w tym aktywatoréw i ko-aktywatorow (Weake i Workman,

2010)

Wohplyw kaskad sygnalizacyjnych, prowadzacych do zmian ekspresji genow w

odpowiedzi na odczuwalne zmiany warunkéw $rodowiska (Weake i

Workman, 2010)

Oddziatywanie odlegtych sekwencji wzmacniajacych badz wyciszajacych

transkrypcje (odpowiednio ang. enhancers i silencers), a takze sekwencji

izolujacych od innych jednostek transkrypcyjnych (ang. insulators lub

boundary elements) (Semenza, 1994, Trzynai in., 2012)

Zjawisko pauzowania polimerazy, szczegélnie w poblizu promotora (ang.

promoter-proximal polymerase pausing), ktore dotyczy okoto 30% gendéw
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Drosophila melanogaster i ssaczych, i uwalnianie polimerazy z tego stanu do
efektywnej elongacji (Adelman i Lis, 2012); w przypadku roslin pauzowanie
polimerazy w poblizu miejsca poliadenylacji (Hetzel i in., 2016)

8) Dostepnos¢ czynnikoéw transkrypcyjnych koniecznych do wydajnej elongacji
I terminacji transkrypcji

9) Procesy zachodzace kotranskrypcyjnie jak dodawanie czapeczki na 5° koncu
transkryptow, splicing, poliadenylacja

10) Procesy degradacji RNA prowadzone przez egzonukleazy (od obu koncow po
usuni¢ciu czapeczki i ogona polyA) badz zalezne od sekwencji ciecie przez
kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex).

Czynniki chromatynowe moga wptywac na proces transkrypcji na wszystkich jej

etapach. Szeroki wachlarz mozliwych modyfikacji chromatyny dodatkowo

przemawia za mozliwoscia, ze mogg one by¢ doskonatym narz¢dziem do Scistej

regulacji ekspresji genow u eukariotow.

1.2. Wplyw struktury chromatyny na transkrypcje

1.2.1. Znaczenie metylacji DNA dla funkcjonowania genow

Metylacja DNA jest jedng z najwcze$niej zidentyfikowanych i najdtuzej badanych
modyfikacji chromatyny. Mimo to zaroéwno jej znaczenie, jak i mechanizmy
zaangazowane W jej powstawanie, usuwanie badz oddzialywanie z innymi
czynnikami regulujacymi np. ekspresje genow wcigz pozostaja w duzym stopniu
niejasne. Ze wzgledu na to, ze w genomach eukariotbw wystgpuje silny
antagonizm wystgpowania metylacji DNA 1 wariantu histonowego H2A.Z
(Zilberman i in., 2008; Coleman-Derr i Zilberman, 2012), warto przyjrze¢ si¢

wpltywowi metylacji DNA na ekspresje gendéw.

Metylacja DNA w genomach

Reszta metylowa gléwnie dotaczana jest do cytozyny, chociaz niedawno w
genomie ssaczym odkryto rowniez metylacje adeniny (Wu i in., 2016). W
cytozynie grupa metylowa przytgczana jest do pigtego atomu pierScienia
pirymidynowego (powstaje 5-metylocytozyna, 5mC) przez enzymy zwane
metylotransferazami DNA. Podzielono je na takie, ktore utrzymuja wzor

metylacji po replikacji, wzorujac si¢ na zmetylowanej nici DNA (u ssakow

15



DNMTI, u ro$lin DRM2, MET1 i CMT3), oraz na wprowadzajgce metylacj¢ de
novo (DNMT3A i DNMT3B, u ros$lin DRM2) (lyer i in., 2011, Cao i Jacobsen,
2002). Kolejne badania pokazuja jednak, ze funkcje te prawdopodobnie nie sg tak
jasno wyznaczone (np. niekiedy do utrzymania metylacji konieczne sg DNM3TA
i DNMT3B, Jones i Liang, 2009). Usuwanie reszty metylowej jest bardziej
skomplikowane i raczej odbywa si¢ przez wycigcie calej zasady azotowej przy
okazji replikacji badz naprawy DNA (Bhutani i in., 2010, Popp i in., 2010).
Ponadto grupa metylowa moze by¢ przeksztalcana w hydroksymetylowa przez
enzymy z rodziny Tet (Tahiliani i in., 2009) - tak powstaje 5-
hydroksymetylocytozyna, ktora potencjalnie rowniez moze regulowac ekspresje
genow.

Zjawisko metylacji DNA pojawito si¢ prawdopodobnie bardzo wczesnie w
historii ewolucji §wiata ozywionego, gdyz wystgpuje zarowno u Procaryota, jak i
Eukaryota (lyer i in., 2011, Rana i Ankri, 2016). Jednak podczas gdy dla pewnych
grup organizméw jest ono konieczne od pierwszych etapdw rozwoju
zarodkowego (ssaki) dla prawidtowego réznicowania komorek i rozwoju (Zemach
I in., 2010), inne nie wykazuja tego zjawiska (drozdze czy nicien Caenorhabditis
elegans, Capuano i in., 2014, Simpson i in., 1986). Podobnie zréznicowany jest
wzor metylacji — u ssakéw zdecydowanie dominuje metylacja dinukleotydéw CG,
u ro$lin z kolei metylowane sg sekwencje CG, CHG i CHH, gdzieHto A, T lub C
(Zemach i in., 2010).

Dawniej, ze wzgledu na intensywng metylacjc DNA inaktywowanego
chromosomu X u ssakow czy role metylacji DNA w imprintingu rodzicielskim
(zrelacjonowane przez Feila i Bergera, 2007), modyfikacji tej przypisywano
represyjny wplyw na ekspresj¢ genow. Dzis, po wielu badaniach, w tym
calogenomowych analizach metylacji DNA u r6znych gatunkéw wytania si¢ inny,
bardziej zroznicowany obraz jej znaczenia, zalezny od usytuowania w genomie i

prawdopodobnie innych modyfikacji chromatyny (Jones, 2012).

Metylacja DNA w rejonie promotorowym

Ponad potowa ssaczych promotoréw bogata jest w powtdrzenia CG, zwane
wyspami CpG (70% wedtug Sandelin i in., 2007), jednak ich wigkszo$¢ pozostaje
niezmetylowana. Te jednak, ktore sg zmetylowane w rejonie TSS, okazuja si¢ by¢

trwale wyciszonymi genami takimi jak geny wczesnej ontogenezy. Stad pojawita
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si¢ hipoteza, ze metylacia DNA w poblizu TSS jest swoistego rodzaju
»zamkiem”, ktory przypieczgtowuje wyciszenie transkrypcyjne  genu,
wspotdziatajac w tym z innymi cechami zamknietych promotoréw, jak geste
obsadzenie nukleosomami. Faktycznie, w promotorach metylacja DNA
antykoreluje z modyfikacjami charakterystycznymi dla aktywnych genow jak
H3K4me2 i H3K4me3 (Ooi i in., 2007) oraz omija rejony ubogie w nukleosomy
(ang. nucleosome depleted regions, NDRs), okolone nukleosomami z H2A.Z
(Zilberman i in., 2008). Metylacja DNA moze wywieraé wyciszajacy wpltyw
przez blokowanie przytaczania czynnikoéw transkrypcyjnych (Watt i Molloy,
1988) oraz przyciagganie deacetylaz histonowych (Jones i Laird, 1999). Ostatnio
pojawiaja si¢ tez glosy, ze nie tylko stan wyraznej hipo- czy hipermetylacji
promotora miatby wskazywa¢ na status transkrypcyjny genu, ale réwniez
niewielkie zmiany w poziomie metylacji promotorow niektorych genow (<10%)
moglyby mie¢ role modulacyjng ich ekspresji (Levenson, 2010, Leenen i in.,
2016). Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan. Niemniej zaburzenia
metylacji DNA s3 obserwowane w licznych jednostkach chorobowych, a
zwlaszcza w nowotworach, m.in. nadmiernej metylacji 1 wyciszaniu ulegajg geny
supresorowe nowotworow, a hipometylacji i uaktywnieniu onkogeny (De Smet i
in., 1999; Sieber i in., 2005). Poza promotorami réwniez w innych sekwencjach
regulatorowych transkrypcji, jak sekwencje wzmacniajace (ang. enhancers) i
izolatory (ang. insulators), wystepuja wyspy CpG o zrdéznicowanym profilu
metylacji (Leenen i in., 2016).

Metylacja DNA w cialach genéw (ang. gene bodies)

Ciala gendéw zasadniczo sg ubogie w wyspy CpG (co najprawdopodobniej wynika
z transpozycji SmC na T), ale obecne dinukleotydy CG sg stosunkowo czgsto
metylowane (Jones, 2012). 5mC, w odréznieniu od inicjacji transkrypcji, nie
przeszkadza w jej wydajnej elongacji; poziom metylacji w ciatach genow
pozytywnie koreluje z ich poziomem ekspresji (np. Hellman i Chess, 2007).
Jednoczesnie metylacja DNA zapobiega aktywacji transpozonow znajdujacych w
sekwencji gendéw (zapewniajgc przy tym stabilno$¢ genomu, Yoder i in., 1997)
oraz inicjacji transkrypcji z tzw. kryptycznych miejsc startu transkrypcji
(Maunakea i in., 2010).

17



1.2.2. Nukleosom jako podstawowa jednostka organizacji chromatyny
Chromatyna jest kompleksem DNA z biatkami, ktory shuzy upakowaniu,
ochronie, regulacji replikacji 1 transkrypcji DNA w jadrze komorki
eukariotycznej. Podstawowg jednostkag chromatyny jest nukleosom czyli
kompleks o$miu histonéw (po dwa biatka H2A, H2B, H3 i H4) z nawinigtym na
nie dwuniciowym DNA (Kornberg, 1974).

Ze wzgledu na wazng 1 uniwersalng funkcje, jaka speiniajg biatka
histonowe, ich sekwencja aminokwasowa jest silnie zachowawcza, ich geny
wystepuja w wielu kopiach w genomie, a ich ekspresja jest silnie uzalezniona od
replikacji DNA (Talbert i Henikoff, 2010).

Histony tworzace nukleosom, czyli tzw. histony rdzeniowe (ang. core
histones), w odroznieniu od zupetnie odmiennego histonu linkerowego H1, maja
taki sam, silnie zakonserwowany plan budowy, tzw. histone fold domain. Sktadaja
si¢ na niego trzy helisy o, rozdzielone dwiema petlami L1 i L2 (od ang. loop).
Taka budowa jest ewolucyjnie zachowawcza zaréwno w histonach eukariotow,
jak i archeonow (Pereira i in., 1997); pozwala ona na skuteczng dimeryzacje (H3 z
H4, H2A z H2B) oraz dalsze skladanie tetramerow, heksamerow i oktamerow
(Sandman i in., 1998). Histony 13cza si¢ w pary, ustawiajac si¢ w konfiguracji
glowa-ogon, tak, ze na kazdym koncu dimeru lezy petla L1 jednego i petla L2
drugiego histonu; przypomina to splecenie dloni w gescie podania reki, stad
motyw ten nazwano handshake motif. Nastepnie dimery oddzialuja ze sobg
tworzac ,,wigzke czterech helis” (ang. four-helix bundle) — H3 jednego dimeru
H3-H4 oddzialuje z H3 drugiego dimeru, tworzac tetramer. Podobna struktura
tworzy si¢ przy kazdym z dwoch histonow H4 — kazdy oddziatuje z H2A dimeru
H2A-H2B, i w ten sposob tworzy si¢ i jest utrzymywany oktamer histonowy
(Luger i in., 1997). Histony eukariotyczne posiadaja dodatkowo tzw. ogony (ang.
histone tails), wystajgce swobodnie poza nukleosom i begdgce miejscem
szczegblnie intensywnych modyfikacji potranslacyjnych.

Na tak ztozong konstrukcj¢ biatkowa nawinigte jest DNA. Lewoskretnie i
superhelikalnie zwinigte DNA o dtugosci 146 - 147 pz oplata oktamer 1,67 razy,
tak, iz miejsce ,,wejscia” i ,,zejscia” z oktameru lezg blisko siebie (Richmond i in.,
1984, Luger i in., 1997). Kolejne nukleosomy oddzielone sa od siebie tzw.
linkerowym DNA o0 zmiennej dlugosci 10 — 80 pz, tworzac strukturg
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przypominajaca ,,koraliki na sznurku”, zwang tez widoknem 10 nm (Felsenfeld i
Groudine, 2003).

Przez lata postulowano, ze struktura ta ulega dalszej kondensacji z
udziatem histonu H1 do tzw. widkna 30 nm, a ta forma pod wplywem kolejnych
biatlek moze kondensowa¢ do struktur wyzszego rzedu (Felsenfeld i Groudine,
2003). Brakowato jednak technik do weryfikacji, czy struktury te faktycznie
istniejg in vivo. Badania z uzyciem nowszych metod nie wykazaly jednak
istnienia regularnych struktur poza wtoknami 10 nm (Fussner i in., 2012). Co
wiecej, niekiedy obserwuje si¢ tak silng kondensacje DNA, ktora nie bylaby
mozliwa w przypadku istnienia struktury widkna 30 nm. Wydaje si¢ wiec, ze
chromatyna sktada si¢ z wtokna 10 nm, podlegajacemu laczeniu w rdznego typu
agregaty (Razin i Gavrilov, 2014, 2018). Zwyczajowo chromatyne dajaca si¢
zaobserwowaé przez mikroskop jako luzng strukture nazywa si¢ euchromatyna, a
jako zwartg, o niedostgpnym DNA - heterochromatyng. Najbardziej zwartg
strukture chromatyna reprezentuje podczas metafazy podzialéw komoérkowych —
przyjmuje ona wtedy posta¢ chromosomoéw (Felsenfeld i Groudine, 2003).

Nukleosomy 1 ich dalsze upakowanie majg silny wptyw na dostgpnosé
DNA dla réznych biatek 1 tym samym procesow angazujacych DNA. Dotyczy to
takze dostepnosci np. sekwencji promotorowych dla czynnikéw transkrypcyjnych
I polimerazy RNA, koniecznej dla inicjacji transkrypcji. Rowniez nukleosomy
obecne wzdhuz sekwencji genu stanowig pewng barier¢ dla przesuwajacej si¢ w
trakcie elongacji polimerazy (por. nizej). Dlatego najogo6lniej nukleosomy mozna
rozpatrywaé jako negatywne regulatory transkrypcji. Dowodem na to moze by¢
chociazby obserwacja, ze transkrypcja in vitro sekwencji DNA z HIV-1 pokrytej
nukleosomami zachodzita 35 razy mniej wydajnie niz nagiej sekwencji (Zhou i
in., 2007).

1.2.3. Wplyw nukleosoméw na proces transkrypcji

Determinacja polozenia nukleosomow

Jak si¢ okazuje, na pozycj¢ nukleosomow in vivo wplyw ma sekwencja
nukleotydowa DNA, kompleksy remodelujace nukleosomy, ktore moga je
przesuwac lub usuwac, czynniki transkrypcyjne i sama polimeraza RNA (Struhl i
Segal, 2013).
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Pozycjonowanie nukleosomoéw i obsadzenie nukleosomami

W odniesieniu do nukleosomoéw uzywa si¢ dwoch poje¢ — pozycjonowania (ang.
positioning) i obsadzenia (ang. occupancy). Pozycjonowanie jest miarg
mobilnos$ci nukleosoméw; silnie pozycjonowany nukleosom to taki, ktory w
homogenicznej populacji komoérek przyjmuje t¢ sama pozycje w genomie w
przeciwienstwie do stabo pozycjonowanego nukleosomu — ktoérego pozycja
wzgledem sekwencji DNA r6zni si¢ migdzy komodrkami (jest jakby rozmyta, ang.
fuzzy nucleosome) (Cosgrove i in., 2004). Z kolei obsadzenie nukleosomami jest
miarg ich stabilno$ci tudziez wymiany (ang. turnover) — wysokie oblozenie
nukleosomami $wiadczy o duzej ich stabilnosci w okre§lonym miejscu (Henikoff,

2007). Oba te pojecia miaty znaczenie w moich badaniach.

Wplyw nukleosoméw na inicjacje transkrypcji w rejonie promotorowym
Nukleosomy w promotorach ograniczaja dostep czynnikéw transkrypcyjnych do
rozpoznawanych przez nie sekwencji (Kornberg i Lorch, 1999; Polach i Widom,
1995), ksztaltujac swoista gradacje dostgpnosci DNA. Najbardziej dostepne jest
DNA nienukleosomowe (linkerowe badZz w obrebie NDR), potem na brzegach
nukleosomow, wreszcie tylko niektore czynniki transkrypcyjne potrafia
przylacza¢ si¢ do sekwencji na powierzchni nukleosomu. Miejsca ,,zaslonigte”
przez nukleosomy mogag zosta¢ udostgpnione w wyniku remodelowania
nukleosomoéw, czyli ich usunigcia badz przesunigcia, co tez czgsto zachodzi z
udziatem komplekséw remodelujacych chromatyne (Cairns, 2009).

Wobec powyzszego nie dziwi fakt, Zze czesta cechg promotorow
eukariotycznych jest obecnos$¢ tzw. regionu wolnego od nukleosomow/ubogiego
w nukleosomy (ang. nucleosome-free region, NFR, nucleosome-depleted/deficient
region, NDR) bezposrednio przy miejscu startu transkrypcji. Region ten ma
zroznicowang dlugos¢, jednak najnowsze badania dowodzg, ze nie przekracza
dhugosci zajmowanej przez nukleosom czyli 150 pz (Kubik i in., 2015). Okazuje
si¢ rowniez, ze wiele opisanych wczesniej NFR w istocie zawiera jeden badz dwa
niestabilne nukleosomy (ang. fragile nucleosomes) (Kubik i in., 2015). Ich
obecno$¢ sugerowaty rowniez niektore wezesniejsze prace (np. Jin i in., 2009).

Do powstawania NDRow przyczynia si¢ kilka czynnikow. Pierwszym jest
sekwencja DNA - czgste w promotorach trakty poli(dA:dT) nie sprzyjaja

20



formowaniu nukleosomoéw i ich wystepowanie w genomach koreluje z rejonami
ubogimi w nukleosomy (Anderson i Widom, 2001; Segal i Widom, 2009; Kaplan
i in., 2009). Drugim jest dziatanic kompleksow remodelujagcych chromatyne - u
drozdzy przede wszystkim RSC (ang. remodels the structure of chromatin), ktory
odsuwa nukleosomy -1 i +1 od siebie (Lorch i Kornberg, 2015; Kubik i in., 2015).
Kolejnym - oddzialywanie podstawowych czynnikoéw transkrypcyjnych (Kubik i
in., 2015) czy samej polimerazy.

Jak juz wczesniej wspomniano, wyrazny NDR wyznaczony przez silnie
pozycjonowane nukleosomy wystepuje przede wszystkim w tzw. ,,szerokich”
promotorach genéw o konstytutywnej i szerokiej ekspresji. Posiadaja one
zazwyczaj kilka TSS 1 $ciste wyznaczenie NDR wydaje si¢ faworyzowac jedno z
nich (Lenhard i in., 2012). Jednak cze$¢ promotoréw nie ma wyraznego NDR —
czy to ,,waskie” promotory tkankowcoéw, czy ,,zakryte” promotory drozdzy (por.
punkt 1.5.1). Wystepuja one w genach o tkankowo specyficznej ekspresji badz
genach odpowiedzi na rdézne bodzce. Posiadaja pojedynczy TSS 1 stabo
uporzadkowane nukleosomy w jego poblizu. Przykrycie promotora nukleosomami
wedhlug niektorych badaczy miatoby sie wigza¢ z wigksza jego ,,plastyczno$cig”
(w rozumieniu modulowania aktywnos$ci) (Tirosh i Barkai, 2008, Rach i in., 2011,
Lenhard i in., 2012).

W promotorach dochodzi zatem do konkurowania nukleosomow i
czynnikéw transkrypcyjnych o dostgp do DNA (Workman i Kingston, 1998).
Najbardziej obrazowy przyktad tej konkurencji uchwycono in vivo w silnie
indukowanym (20-40-krotnie) glodem fosoforanowym genie Pho5 u S. cerevisiae.
Do jego promotora, w stanie represji obsadzonego nukleosomami, w warunkach
indukujacych przylacza si¢ aktywator transkrypcyjny Pho4, ktory z kolei wigze
liczne kompleksy i biatka bioragce udziat w remodelowaniu chromatyny (m. in.
SAGA, SWI/SNF, biatka opickuncze histonow) prowadzac do usuniecia kilku
nukleosomoéw (-4, -3 i -2), odstaniajac kolejne miejsca wigzania czynnikow
transkrypcyjnych (Boeger i in., 2003; Korber i Barbaric, 2014). Jednakze
chromatynowa regulacja genu Pho5 wydaje si¢ by¢ ekstremalnym przyktadem,
gdyz dla wigkszosci drozdzowych gendw zmiany dotyczace nukleosomow w
obrebie promotora sg znacznie skromniejsze, obejmujgce moze jeden nukleosom

(Dudek i in., 2010; Huebert i in., 2012).

21



Pokrycie  nukleosomami  zapobiega  inicjacji  transkrypcji  z
nieprawidtowych miejsc. Turner (2014) wskazuje, ze w duzych genomach
eukariotycznych sekwencje rozpoznawane przez poszczegdlne czynniki
transkrypeyjne (o dlugosci zwykle 6-8 pz) pojawiaja sic przypadkowo raz na 4°
nukleotydéw; ograniczenie ich dostgpnosci jest zatem kluczowe dla
prawidlowego odczytywania genomu. Twierdzenie to jest zgodne na przyktad z
obserwacjami Whitehouse'a i in. (2007), ze =zaburzone pozycjonowanie
nukleosomoéw w poblizu TSS (zawierajacych H2A.Z 1 H3K4me3) skutkowato

antysensowng transkrypcja z tzw. kryptycznych miejsc (ang. cryptic sites).

Wplyw nukleosoméw na przejscie polimerazy do etapu elongacji i
transkrypcje w ciele genu

Juz sama polimeraza Il RNA podczas procesu transkrypcji ma tendencje do
zatrzymywania si¢ (ang. stalling) nawet na nagim DNA. Zatrzymanie to jest
zalezne od sekwencji DNA i albo moze by¢ po chwili przezwycigzone (wtedy jest
to tzw. polymerase pausing), albo moze skutkowa¢ nawet cofnieciem si¢
kompleksu polimerazy (ang. backtracking) i w efekcie jego uwigzieniem na DNA
(ang. polymerase arrest); z tego stanu uwolni¢ mogg go tylko okreslone czynniki
transkrypcyjne (gtoéwnie TFIIS) (Cheung i Cramer, 2011; Dangkulwanich i in.,
2013). Owinigte wokot oktamerow histonowych DNA stanowi dla polimerazy
dodatkowe, znaczne utrudnienie. Polimeraza II RNA poza szczegdlnymi
przypadkami genow o wysokiej ekspresji, z ktorych nukleosomy sg usuwane
(Kristjuhan i Svejstrup, 2004, Schwabish i Struhl, 2004), musi na catej dtugosci
genu wielokrotnie przechodzi¢ przez nukleosomy.

U dotad zbadanych pod tym wzgledem eukariotéw (drozdze, drozofila,
cztowiek) potwierdzono, ze kazdy nukleosom powoduje zatrzymanie (pausing)
polimerazy Il RNA po transkrypcji 40-50 nukleotydow nukleosomalnego DNA
[czyli + (40-50) nukleotydow za tzw. miejscem wejscia DNA na oktamer (ang.
entry site), albo tez inaczej - W poblizu osi diady nukleosomu] (Izban i Luse,
1991, Kireeva i in., 2005, Bondarenko i in., 2006). Na zatrzymanie Si¢ w tym
miejscu ma wplyw sekwencja DNA na wysoko$ci +(75-79) i +(99-102) i jej
oddziatywanie z histonami. Jezeli w tym miejscu przebyty juz odcinek
nukleosomowego DNA zwinie si¢ tworzac na powierzchni oktameru mata petle,

powoduje to czesciowe odwinigcie lezgcego ponizej] DNA, umozliwiajac przejscie
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polimerazy i tym samym wznowienie jej aktywnosci (Gaykalova i in., 2015).
Nukleosom jednak pozostaje. Pewne prace wskazujg na utrat¢ jednego dimeru
H2A-H2B przy przejsciu polimerazy przez nukleosom (Kireeva i in., 2002),
chociaz nie wiadomo, w ktorym doktadnie momencie to nastepuje (Churchman i
Weissman, 2011). Przy przechodzeniu przez barier¢ +(40-50) polimeraza DNA
moze zosta¢ tez uwigziona (ang. arrest) i ulec cofaniu (ang. backtracking); ze
stanow tych enzymowi znacznie trudniej si¢ uwolni¢ (Gaykalova i in., 2015).

Badania in vitro Bondarenko i in. (2006) pokazaty, ze polimeraza II RNA
oprécz pozycji +45 ma tez tendencje do zatrzymywania si¢ w miejscu +15, na
styku dimeru H2A-H2B z DNA. Z kolei analizy in vivo na drozofili wykazaty
zatrzymywanie si¢ polimerazy II RNA w pozycji -7 i +20 w stosunku do miejsca
wejScia DNA na nukleosom. Autorzy roznice migdzy swoimi badaniami a
badaniami in vitro upatrujg w specyfice naprezen, ktore naturalnie powstajg w
strukturze chromatyny, a ktorych nie ma w przypadku rekonstytuowanych
nukleosomow (Weber i in., 2014). Inni badacze natomiast uznaja wyniki grupy
Henikoffa za ,,dodatkowe” bariery (Gaykalova i in., 2015). Bardzo istotng
obserwacje Weber i in. (2014) poczynili w stosunku do pierwszego nukleosomu
zaraz ponize] TSS w genach — otdéz bariera -7 jest przy nim najwyzsza ze
wszystkich nukleosomow. Wedlug zespolu Henikoffa (Teves i in., 2014)
zatrzymanie si¢ Pol II w tym miejscu moze ulatwia¢ zgromadzenie wszystkich
koniecznych czynnikow elongacyjnych 1 zapobiega¢ przedwczesnemu przerwaniu
transkrypcji z powodu ich braku. Powodem za$ szczegodlnie duzej bariery
potencjalnie moze by¢ fakt, ze podczas transkrypcji dochodzi do tworzenia
negatywnych superzwinig¢ DNA za polimeraza, a pozytywnych przed nia;
pozytywne superzwini¢cia natomiast destabilizuja nukleosomy, na poczatku
transkrypcji jednak efekty te moga by¢ jeszcze za stabe.

Weber i in. (2014) wzi¢li pod uwage fakt, ze 5’ konce genow sa
wzbogacone w wariant histonowy H2A.Z. Okazalo si¢, ze wysoko§¢ wzbogacenia
w H2A.Z antykorelowala z zatrzymywaniem Pol II, sugerujac, ze H2A.Z moze
utatwia¢ pokonywanie bariery nukleosomow zarowno +1, jak i tych w ciele genu.

Zarowno badania in vivo, jak i in vitro dostarczajg warto$ciowych
informacji na temat mechanizmu przechodzenia polimerazy Il RNA przez
nukleosom w procesie transkrypcji. W natywnym uktadzie wptyw na to przejscie

maja liczne czynniki — oprocz transkrypcyjnych rowniez modyfikacje histonow,
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warianty histonowe, biatka opiekuncze (ang. chaperons) histonow oraz
kompleksy remodelujace chromatyne. Dla przyktadu, zachowawczy ewolucyjnie
kompleks FACT (ang. facilitates chromatin transcription) wspomaga polimeraze
w procesie transkrypcji, czesciowo odwijajac DNA 1 powodujac oddysocjowanie

jednego dimeru H2A-H2B (Kireeva i in., 2002; Kulaeva i in., 2010).

1.2.4. Koncepcja kodu histonowego i jego roli w regulacji ekspresji genow

Koncepcja kodu histonowego
Nukleosomy same w sobie tworza przeszkode dla procesu transkrypcji, jednak
wielko$¢ tej przeszkody moze by¢ potencjalnie modulowana réwniez przez
dodawanie odpowiednich grup chemicznych do histonow. W ciagu lat badan nad
nukleosomem 1 histonami odkryto szereg modyfikacji potranslacyjnych histonow,
wystepujacych zwlaszcza na ich wolnych koncach aminowych. Szczegélnie
czeste sa metylacja, acetylacja, fosforylacja 1 ubikwitynacja. Skutki takich
modyfikacji upatrywano w zmianie stabilnos$ci nukleosomu, wptywie na strukture
chromatyny wyzszego rzedu lub na oddzialywania z réznymi biatkami. Co
ciekawe, dotad wilasciwie tylko jedna modyfikacja ma dobrze udokumentowany
wplyw na stabilno$¢ nukleosomow — acetylacja (Brower-Toland i in., 2005).
Korelacja obecnosci poszczegdlnych modyfikacji ze zwigkszonym badz
obnizonym poziomem ekspresji miala §wiadczy¢ o charakterze tych modyfikacji
— aktywujacym lub represjonujacym (zreszta nie do konca uzasadnionym, o czym
mowa nizej). Tak zrodzita si¢ koncepcja kodu histonowego rozumianego jako
regulowanie przejscia miedzy transkrypcyjnie aktywng a transkrypcyjnie
wyciszong chromatyng przez kombinacje modyfikacji potranslacyjnych histonéw
(Jenuwein i Allis, 2001). | tak powszechnie przyjeto, ze aktywne promotory sg
bogate w acetylacj¢ histonow, di- i trimetylacj¢ H3K4 oraz wariant histonowy
H2A.Z, transkrybowane regiony w H3K36me3 i H3K79me2, wyciszone geny w
H3K9me2/3 i H3K27me3, a sekwencje wzmacniajagce w H3K4mel/2 i H3K27ac
(zhou i in., 2011).

Luki w koncepcji kodu histonowego

Poznanie regul jakiegokolwiek kodu powinno umozliwi¢ przewidywanie jego

dziatania. Jednakze po latach badan nad modyfikacjami histonow nadal nie
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mozemy sprowadzi¢ ich do jasnych skutkow. Jednoczesnie wiedza o rodzajach
grup chemicznych, ktére moga by¢ przytaczane do histonow, jak i resztach
aminokwasowych, na ktorych do tego dochodzi, wcigz ro$nie (zebrane np. W
Rothbart i Strahl, 2014). Tak jak liczba niuanséow, nad ktérymi badacze si¢
zastanawiajg. Dlaczego niektore modyfikacje sa powszechne w chromatynie, a
inne rzadkie? Czy funkcje tych rzadkich sg bardziej dyskretne badz specyficzne?
Zastanawiajg takie zjawiska jak asymetria w rozlokowaniu modyfikacji (obecnos¢
tylko na jednym z dwoch takich samych histonow w nukleosomie, Voigt i in.,
2012) i wspotwystepowanie modyfikacji o antagonistycznym wplywie na
chromatyne w tym samym nukleosomie (jak H3K27me3 i H3K4me3, Voigt i in.,
2013). Identyfikowane sg biatka przytaczajace okreslone grupy chemiczne (ang.
writers), usuwajace je (ang. erasers) oraz te, ktore moga rozpoznawaé okreslone
modyfikacje na histonach i si¢ do nich przytacza¢, powodujac okreslone skutki
(czyli niejako je odczytujace, ang. readers). Jednakze sprawe komplikuje fakt, ze
czesto dane modyfikacje mogg by¢ rozpoznawane jednoczesnie przez wiele biatek
— czy wigc ostateczny rezultat zalezy od ich kompetycji o miejsce wigzania? Z
drugiej strony s3 tez biatka wielodomenowe rozpoznajace wigcej niz jedng
modyfikacj¢ naraz (lub modyfikacj¢ histonu i metylacje DNA), na tym samym
badzZ pobliskich tancuchach histonow. Przyktady takich ,,multiwalentnych” bialek
dostarczajg w pracach przegladowych Rando (2012) czy Rothbart i Strahl (2014).
Zazwyczaj powinowactwo tych biatek do chromatyny rosnie, gdy modyfikacje
wspotwystepujg. Dla niektérych biatek obserwowane jest jednak przeciwne
zjawisko — wystepowanie jednej modyfikacji inhibuje przylaczenie si¢ do innej.
Osobnym, bardzo istotnym zagadnieniem jest wystgpowanie 1 funkcje wariantow
histonowych, zastgpujacych kanoniczne histony (o tym nizej). Potencjat
regulatorowy histondw jest wigc ogromny, tak iz niektérzy mowia wrecz o

sygnalizacji nukleosomowej (Turner, 2014).
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Potencjal regulacyjny modyfikacji histonow a jego wykorzystanie

Z drugiej jednak strony, catlogenomowe analizy in vivo u roéznych gatunkow
pokazuja, ze caly potencjal tkwigcy w modyfikacjach potranslacyjnych nie musi
by¢ wykorzystany. Okazuje si¢, ze wiele modyfikacji ze sobg wspotwystepuje 1
juz kilka lub niewiele wigcej ich kombinacji okazuje si¢ by¢ dominujaca dla
wigkszosci okreslonych rejonow w genomie (u S. cerevisiae Liu i in., 2005, u
Drosophila melanogaster Filion i in., 2010, Kharchenko i in., 2011, u Arabidopsis
thaliana Roudier i in., 2011). Przyktady takiego funkcjonalnego podziatu

chromatyny na podstawie calogenomowych badan zamie$citam w Tabeli 1.

Tab. 1. Poréwnanie domen funkcjonalnych chromatyny w genomach D. melanogaster i
A. thaliana. Puste pola oznaczaja, ze charakterystyczne dla danej domeny sg biatka inne

niz modyfikowane histony.

Rejon w genomie u | Markery Rejon w genomie u | Markery

D. melanogaster histonowe A. thaliana (Roudier | histonowe
(Filion i in., 2010) iin., 2011)

Perycentryczna H3K9me2 Klasyczna H3K9me2,
heterochromatyna i heterochromatyna, H4K20mel
chromosom 4 transpozony H3K27mel
Heterochromatyna H3K27me3 Geny H3K27me3/2
zwigzana z PcG respresjonowane

(przez PRC2) i 0
niskiej ekspresji

Przewazajaca w Rejony

genomie domena migdzygenowe i geny
heterochromatyny 0 niskiej ekspresji

Euchromatyna — geny | H3K4me2 Aktywne geny H3K4me3/2
0 szerokim spektrum | H3K79me3 H3K36me3
ekspresji H3K36me3 H3K9me3

H2Bub H3K56ac

Euchromatyna — geny | H3K4me2,
Scislej regulowane H3K79me3

26



Rando (2012) tlumaczy to zjawisko niskg specyficzno$cig biatek modyfikujacych
(np. wiele reszt lizyny moze by¢ jednoczesnie acetylowana), skupianiem si¢ ich w
okres$lonych rejonach (np. grupa modyfikatorow — ang. modifiers - przesuwajaca
si¢ wraz z transkrybujacg Pol II) czy tzw. wzajemnym oddziatywaniem histonow
(ang. histone crosstalk) — kiedy jedne modyfikacje przyciggaja innych
modyfikatorow. Poza tym nierzadko mutanty nawet uniwersalnych znacznikéw
chromatynowych nie wykazujg silnych zaburzen w funkcjonowaniu czy $cislej] w
ekspresji genow. Czgsto pomimo kolokalizowania danej modyfikacji z licznymi
genami, tylko czg¢$¢ z nich ,,cierpi” na skutek utraty tej modyfikacji. Mozliwe
wiec, ze niektére modyfikacje stuzg nie tyle do rekrutowania jakich$ czynnikow
dalej wptywajacych np. na transkrypcje, ile do allosterycznego modulowania
aktywnosci czynnikow zrekrutowanych niezaleznie od modyfikacji (Rando,
2012).

Modyfikacje histonow — przyczyny czy  konsekwencje  stanu
transkrypcyjnego genéw?

Niektorzy badacze postuluja, ze obserwowana sita wigzania domen odczytujacych
modyfikacje jest za niska, aby powodowaé rekrutacje czynnikow do
rozpoznawanych grup chemicznych (Henikoff i Shilatifard, 2011). Rownie
sceptycznie podchodza tez do samej koncepcji kodu histonowego. W przypadku
wielu rozpoznanych dotagd modyfikacji wcigz bowiem nie wiemy, jaki jest glowny
ich skutek; co gorsza czesto nawet nie jesteSmy w stanie jednoznacznie
stwierdzi¢, czy to modyfikacje histonéw powoduja konsekwencje w postaci
wplywu na rozne procesy angazujace DNA, czy tez na odwrdot — one sa
konsekwencjami tychze procesow, pozostaloSciami po nich. Wsréd badaczy
rozpowszechniona jest (bledna) tendencja do okreslania danej modyfikacji
mianem aktywujacej lub represjonujacej w zaleznosci od obserwowanej korelacji
jej wystepowania ze wzmozong badz wyciszong transkrypcja. W wigkszos$ci
badan brak jednak eksperymentalnego uzasadnienia, ze modyfikacje chromatyny
sq ,instrukcyjne” (Henikoff i Shilatifard, 2011). Co wigcej w obecnie
stosowanych podejsciach badawczych nie sposob okresli¢, co jest bezposrednim,
a co posrednim efektem danej modyfikacji badZ jej braku (np. w badaniach

mutantow). Z takimi problemami zetknetam si¢ rowniez w swoich badaniach.
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1.2.5. Rola wariantéw histonowych w regulacji transkrypcji

Warianty histonowe

Rownolegle z przytaczaniem okre§lonych grup chemicznych do histonow, do
nukleosomoéw wprowadzane sg histony o juz odmiennych wtasciwosciach fizyko-
chemicznych, wynikajacych ze znaczgco odmiennej sekwencji aminokwasowe;.
Biatka te to tzw. warianty histonowe. Oprocz innej struktury pierwszorzedowej od
tak zwanych histonow kanonicznych (czyli ,,zwyktych” H1, H2A, H2B, H3 i H4)
odrdznia je przede wszystkim ekspresja i depozycja niezalezna od fazy cyklu
komoérkowego w okreslonych miejscach w chromatynie przez specjalne
kompleksy biatkowe (March-Diaz i Reyes, 2009). W odréznieniu od zwyktych
histonow, ktérych geny wystepuja raczej w wielu kopiach w genomie, i to
najczesciej w grupach, co utatwia ich wspdlng intensywna ekspresj¢ w fazie S
mitozy, geny wariantow histonowych wystepuja pojedynczo badz w niewielu
kopiach (Malik i Henikoff, 2003). Warianty takie moga wystepowa¢ u wielu
eukariotow i1 wtedy nazywane s3g uniwersalnymi wariantami histonowymi, badz
tylko w pewnych liniach ewolucyjnych (Talbert i Henikoff, 2010). Ich ekspresja
moze ograniczac si¢ tylko do pewnych tkanek (np. do jader u ssakow). Niemniej,
po doktadniejszym zbadaniu warianty te okazuja si¢ petni¢ pewne specyficzne
role, takie jak np. H2A.X w sygnalizacji peknig¢ dwuniciowych czy cenH3 w
powstawaniu chromatyny centromerowej. Role te bywajg tak wazne, ze czasem
brak danego wariantu histonowego pomimo istnienia szeregu innych histonow

jest letalny.

Powigzania wariantow histonowych z ekspresja genow
Wydaje si¢, ze ze znanych wariantow histonowych H2A.Z ma najszerzej
udokumentowany udziat w regulacji ekspresji genow. Jednak funkcje te
proponuje si¢ roOwniez innym wariantom, takim jak H2A.Bbd, macroH2A czy
H3.3, chociaz nie zawsze jest to wystarczajagco dobrze eksperymentalnie
uzasadnione.

H2A.Bbd jest wariantem histonu H2A, wystepujacym wylacznie u
ssakow. Swoja nazwe zawdzigcza lokalizacji w genomie (Bbd, ang. Barr body-
deficient, bo nie wystepuje w inaktywowanym chromosomie X) lub

charakterystycznej cesze budowy (Lapl, ang. lack of acidic patch). Wykazuje
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ograniczone podobienstwo aminokwasowe do kanonicznego H2A (50%) i brakuje
mu 19 aminokwaséw w rejonie C-konicowym, co powoduje skrocenie ogona C i
domeny dokujacej, odpowiedzialnej za oddziatywanie z tetramerem (H3-H4),. Z
tego powodu nukleosomy z H2A.Bbd sg znacznie mniej stabilne (Bao i in., 2004,
Doyen i in.,, 2006). H2A.Bbd nie posiada rowniez tzw. kieszeni kwasowej,
umozliwiajacej oddziatywanie z sasiednim nukleosomem i tym samym tworzenie
bardziej skondensowanych struktur chromatyny. Dlatego ludzkie nukleosomy z
H2A.Bbd wrecz zapobiegaja tworzeniu skondensowanych wiokien (Zhou i in.,
2007). Badania na komorkach ludzkich i mysich pokazaty, ze poziom ekspresji
gendw pozytywnie koreluje ze wzbogaceniem ich cial w H2A.Bbd (Tolstorukov i
in., 2012, Chen i in.,, 2014), a w mysich jadrach — ze wzbogaceniem ich
promotoréw (Soboleva i in., 2012). W komorkach ludzkich i mysich obnizenie
ekspresji H2A.Bbd (ang. knockdown) skutkowato zmianami w poziomie ekspres;ji
gendw, 1 to najczesciej obnizeniem tego poziomu (Tolstorukov i in., 2012, Chen i
in., 2014). Co wiecej, skutkiem byto tez obnizenie wydajnosci splicingu RNA
(Tolstorukov i in., 2012).

Szczegblnym wariantem histonowym, znalezionym dotad jedynie u
krggowcow 1 kilku bezkregowcow, jest macro-H2A. Histon ten posiada
dodatkowa domen¢ macro, znajdywana w roznych biatkach wigzacych
metabolity, chociaz nie wiadomo, do czego mogtaby ona stuzy¢ histonowi. Przez
te domeng¢ macro-H2A jest trzykrotnie wigkszy od kanonicznego H2A.
Znajdywany jest w najwiekszych ilosciach w nieaktywnym chromosomie X
(Costanzi i Pehrson, 1998), heterochromatynowych foci zwigzanych ze
starzeniem (ang. senescence-associated heterochromatic foci, SAHF, Zhang i in.,
2005) i duzych domenach wyciszonych transkrypcyjnie (Gamble i in., 2010), co
sugeruje jego role w wyciszaniu transkrypcyjnym gendéw. Zostalo to zresztag w
kilku pracach pokazane, a negatywny wpltyw macro-H2A na transkrypcje
potwierdzono réwniez metodami in vitro (Doyen i in., 2006a). Sprawe komplikuja
jednak fakty takie jak ten, ze macroH2A w istocie nie jest wymagany do
inaktywacji chromosomu X (Changolkar i in., 2007), a takze niespodziewanie dla
niektorych gendw obecno$¢ macro-H2A wydaje si¢ ulatwia¢ ucieczke przed
heterochromatynowym wyciszeniem i podbija¢ ich ekspresje (Gamble i in., 2010).

Mechanizm, ktéry stoi za tak przeciwstawnymi funkcjami macro-H2A wciaz
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pozostaje do odkrycia. Jednak jest to tez kolejny przyktad, jak bardzo zlozona i
wieloznaczna moze by¢ funkcja modyfikacji chromatyny.

Z kolei rozpowszechnionymi (wystepujacym u wszystkich eukariotow)
wariantami histonu H3 sg CenH3 (zwany rowniez CENP-A) oraz H3.3.

Prawdopodobnie kilka razy dochodzitlo do powstania H3.3, tak, ze w
krolestwach roslin i zwierzat wyewoluowaly one konwergentnie (Thatcher i
Gorovsky, 1994; Waterborg i Robertson, 1996; Malik i Henikoff, 2003). Jest to
tym bardziej zaskakujgce, ze H3.3 rézni si¢ od kanonicznego H3 zaledwie
czterema do pigciu aminokwaséw (z ktorych trzy leza w domenie zwinigcia
histonowego, Malik i Henikoff, 2003, Weber i Henikoff, 2014). Poczatkowo H3.3
rozpoznany zostal jako forma H3 ulegajaca ekspresji w czasie calego cyklu
komorkowego, a wigc stuzaca do uzupetniania H3 w nukleosomach traconych w
czasie transkrypcji czy naprawy DNA (Malik i Henikoff, 2003). Z czasem zaczgto
wskazywaé¢ na jego kluczowa role w procesach takich jak gametogeneza,
zaptodnienie 1 réznicowanie komoérek u tkankowcow (opisane m. in. przez
Filipescu i in., 2013). Badania catogenomowe wskazywaty na wzbogacenie nim
sekwencji wzmacniajgcych (ang. enhancers), promotorow i cial genow
(Venkatesh i Workman, 2015). Jego obecno$¢ w cialach gendéw pozytywnie
koreluje z ich aktywnoscia transkrypcyjna, a w sekwencjach wzmacniajacych — z
wigzaniem czynnikow transkrypcyjnych (Jin i in., 2009; Goldberg i in., 2010).
Stad H3.3 wigzano z utrzymywaniem stanu dostgpnosci DNA do roéznych
czynnikéw. Obecnos¢ H3.3 nawet w nieaktywnych promotorach tlumaczono
utrzymywaniem gendéw w stanie ,,przygotowania” do reaktywacji (ang. poised
state). Jednak znowu niekiedy H3.3 jest wymagany do tworzenia
heterochromatyny (Wong i in., 2009; Santenard i in., 2010). W 2007 roku Jin i
Felsenfeld pokazali, ze nukleosomy kregowcow zawierajagce wariant H3.3 zamiast
H3 sg znacznie mniej stabilne w wysokich stezeniach soli (150 mM NacCl); co
wigcej niestabilno$¢ ta jeszcze wzrasta, gdy w tym samym nukleosomie
wystepuje wariant H2A.Z zamiast kanonicznego H2A. Nukleosomy zawierajace
oba warianty wystepuja szczeg6dlnie w rejonach NDR (ang. nucleosome-deficient
regions) powstajacych przy TSS genow, a takze w sekwencjach wzmacniajacych i
izolatorowych (Jin i in., 2009). Zdaniem badaczy potaczenie obu wariantow
mialoby zatem tworzy¢ w tych miejscach niestabilne nukleosomy, utatwiajac

biatkom dostep do DNA. Do jednak innych wnioskéw doszli Hartley i Madhani
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(2009) — w ich badaniach H2A.Z nie byl konieczny do powstania NFR, ale
powstanie NFR najprawdopodobniej promowato wprowadzanie tam H2A.Z.
Ciekawa jest tez calkiem odmienna obserwacja poczyniona u A. thaliana -
wystepowanie H3.3 w chromatynie jest tu negatywnic skorelowane z H2A.Z
(Stroud i in., 2012). Z kolei histon o cechach H3.3 jest jedyng forma H3 oprocz
CenH3 wystepujaca u S. cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe - nie maja one
tzw. kanonicznych H3 (Malik i Henikoff, 2003).

1.3.  H2A.Z jako uniwersalny wariant histonowy

H2A.Z jest wariantem histonu H2A, ktory to histon posiada najwicksza liczbe
dotad poznanych wariantoéw. Na tle innych wariantéw H2A.Z cechuje jednak
uniwersalne wystgpowanie wsrdd organizmow eukariotycznych oraz wyjatkowo
duza zachowawczo$¢ sekwencji aminokwasowej. Dla przykltadu H2A.Z u
Xenopus laevis jest podobne do H2A tylko w 57% (mimo ze ogdlna budowa nie
odbiega znacznie od H2A), a do ludzkiego H2A.Z az w 88 % (louzalen i in.,
1996). Sugeruje to, ze H2A.Z wyodrgbnit si¢ wczesniej w ewolucji od H2A
(Talbert i Henikoff, 2010; Baldi i Becker, 2013).

H2A.Z wystepuje wilasciwie na calej przestrzeni genomow, jednak nie
losowo. Najogodlniej mozna by za Ranjanem i in. (2015) okresli¢ H2A.Z jako
uniwersalny znacznik promotoréw gendow, sekwencji wzmacniajacych i innych
sekwencji regulatorowych eukariotycznej chromatyny. Jest to jednak bardzo
uproszczone okreslenie.

H2A.Z jako uniwersalnie wystepujacy wariant bada si¢ w roznych
gatunkach. Zazwyczaj stanowi on nie wigcej niz kilka - kilkanascie procent puli
H2A w komorce, ulegajac ekspresji niezaleznie od fazy cyklu komorkowego (4%
H2A w komorkach mysich - West i Bonner, 1980 - i 9% H2A u drozdzy - Luk i
in., 2010). Co wazne, w przeciwienstwie do wielu enzymow modyfikujacych
histony, ktorych brak czgsto nie wplywa znaczaco na rozwdj i1 Zywotnos¢
organizmu, brak H2A.Z jest letalny dla wielu eukariotow (w rozwoju
embrionalnym), poczawszy od Tetrahymena thermophila (Liu i in., 1996), przez
muszke owocowsg (Clarkson i in., 1999) i zab¢ szponiastg (Ridgway i in., 2004)
po mysz domowa (Faast i in., 2001). Wskazuje to na istotng i ewolucyjnie
zakonserwowang funkcje, jaka H2A.Z musi spelnia¢ u wielokomoérkowych

eukariotow. U drozdzy bowiem brak H2A.Z (Htz1) nie jest letalny; komorki takie
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wykazuja jednak wolniejszy wzrost (Carr i in., 1994; Santisteban i in., 2000),
niestabilno$¢ chromosomowa (Carr i in., 1994; Krogan i in., 2004) i
nadwrazliwo$¢ na mutageny oraz stres srodowiskowy (Jackson i Gorovsky, 2000;
Kobor i in., 2004; Mizuguchi i in., 2004). Wcigz tez nie wiadomo, jakie skutki
niesie catkowity brak H2A.Z u roslin.

Znamienne, ze pomimo uniwersalnosci H2A.Z u eukariotow,
charakteryzuje si¢ on u poszczegdlnych organizmow pewnymi unikalnymi
cechami. U muszki owocowej H2A.v ma cechy dwdch wariantow histonowych
naraz - H2A.Z i H2A.X (Raisner i Madhani, 2006). Z kolei u kregowcoOw
wystepuja dwa geny H2A.Z, réznigce si¢ promotorami i profilem ekspresji w
tkankach (Dryhurst i in., 2009). Dodatkowo H2A.Z2 ulega w komorkach ludzkich
alternatywnemu splicingowi, zjawisku atypowemu dla transkryptéw histonéw

(Bonisch i Hake, 2012).

Wariant H2A.Z na tle innych bialek H2A u A. thaliana

U Arabidopsis H2A.Z jest reprezentowany przez trzy geny: HTA8, HTA9 i
HTAL1l. Poza nimi oprocz czterech genéw kanonicznego H2A wystepuja dwa
geny wariantu H2A. X, zaangazowanego w naprawe peknie¢ dwuniciowych DNA
(HTA3 i HTA5, Lang i in., 2012) i trzy niedawno zidentyfikowanego wariantu
H2A.W, charakterystycznego dla heterochromatyny 1 promujacego jej
powstawanie (HTA6, HTA7 i HTA12, Yelagandula i in., 2014). Inne warianty
histonu H2A, wystepujace u kregowcow — H2A.Bbd i macroH2A - nie zostaty

znalezione u ro$lin (Zhou i in., 2015).

1.3.1. Rdznice strukturalne mi¢dzy wariantem H2A.Z a kanonicznym H2A

Po raz pierwszy struktura przestrzenna histonu H2A.Z (mysiego) w nukleosomie
zostata krystalograficznie zbadana przez zespot Luger w 2000 roku (Suto i in.,
2000). Pomimo faktu, ze sekwencja aminokwasowa H2A.Z pokrywa si¢ z
kanonicznym H2A tylko w ok. 60%, ogolna budowa typowa dla H2A jest
zachowana (Ryc. 1). W okoto 130-aminokwasowym biatku miedzy wolnymi
koncami N i C wystepuje pie¢ a-helis — tzw. wydtuzenie N, helisy al, a2 i o3
oraz wydhuzenie C. Helisy al, a2 i a3 wraz z wystepujacymi migdzy nimi
petlami L1 i L2 tworzg typowe zwinigcie histonu (ang. histone fold). Najwigksze

roznice w stosunku do H2A zaobserwowano w tzw. domenie dokujace;j,
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odpowiedzialnej za oddzialtywanie z tetramerem (H3-H4), Tworzona ona jest
glownie przez helisy a3 i a-C, a substytucja Gln 104 -> Gly 107 miataby nieco
destabilizowa¢ wigzanie z histonem H3. Z kolei przez substytucje Asn94 ->
Asp97, Lys95 -> Ser98 oraz delecj¢ po reszcie 100 wydluzeniu ulegla tzw.
kieszen kwasowa, tworzona przez dimer H2A-H2B. W niej dochodzi do
oddziatywania z koncem N histonu H4 z sgsiedniego nukleosomu, co ma znaczny
wplyw na tworzenie chromatynowych struktur wyzszego rzedu. Wyzej
wymienione zmiany miatyby stabilizowa¢ witokno 30 nm i destabilizowad
struktury trzeciorzgdowe. Kolejne znaczace roéznice aminokwasowe odnotowano
w petli L1 tworzonej przez helisy al i a2, przez ktora to petle histon kontaktuje
si¢ z drugim bialkiem typu H2A w nukleosomie. Co ciekawe, autorzy
postulowali, ze ze wzgleddéw sterycznych niemozliwe jest wspotwystepowanie
H2A.Z i kanonicznego H2A w jednym nukleosomie. Jednakze zarowno Luk i in.
(2010) w paczkujacych drozdzach piekarskich, jak i zespot Henikoffa (Weber i
in.,, 2010) u muszki owocowej (a po nich i inni) dowiedli istnienia tak
zbudowanych nukleosoméw. Horikoshi i in. (2016) rozwigzujac strukturg
heterotypowego nukleosomu, tj. zawierajacego zarowno H2A 1 H2A.Z, pokazali,
ze w takim nukleosomie petla L1 H2A.Z ulega duzym zmianom strukturalnym,
zapobiegajac zawadzie sterycznej. Nie zmienia to jednak faktu, Ze nukleosomy
homotypowe (zawierajagce dwa histony H2A.Z) moga mie¢ inne wtasciwosci niz

heterotypowe (zawierajace tylko jeden H2A.Z; Weber i in., 2010).

Ryc. 1. Natozone struktury mysiego H2A.Z \

(szaroniebieski) i H2A z Xenopus laevis (ztoty) z pracy 4
Suto i in. (2000). Oznaczono poszczegdlne helisy o, "
a takze rejony najwigkszych roznic — petle L1, ktora
kontaktuje si¢ z drugim biatkem typu H2A, oraz
domene dokujaca (w prostokacie), kotwiczaca dimer

H2A-H2B w tetramerze (H3-H4),.
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1.3.2. Wplyw H2A.Z na stabilno$¢ i pozycje nukleosomu oraz na tworzenie

skondensowanych form chromatyny

Wplyw H2A.Z na stabilno$¢ nukleosomu
Znanych jest kilka badan na temat wptywu H2A.Z na stabilno$¢ nukleosomu, ale
ich wyniki nie sa zgodne. Wedlug Zhanga i in. (2005a) Htzl byt tatwiej
wymywany z drozdzowej chromatyny ptukaniami o rosngcej sile jonowej niz jego
kanoniczny odpowiednik, co miatoby wskazywa¢ na destabilizujacy wptyw Htz1
na nukleosom. Z kolei badania nad wymywaniem z rekonstytuowanych
nukleosomow histonow z Xenopus laevis z uzyciem techniki FRET sugerowaty
przeciwny efekt — wickszg stabilno$¢ nukleosoméw z H2A.Z (Park i in., 2004).
Podobnymi metodami nieco wigksza stabilno$¢ nukleosomu potwierdzit Hoch i
in. (2007). Na podobng stabilno$¢ nukleosoméw H2A.Z/H2B i H2A/H2B
wskazywaty badania Jina i Felsenfelda (2007). Réznice w wynikach moga
odzwierciedla¢ obserwowane roznice strukturalne w stosunku do H2A, czyli
mocniejsze kontakty z drugim H2A w obrebie petli L1 oraz stabsze z H3 w
obrebie domeny dokujacej (Suto i in., 2000). W swojej pracy Horikoshi i in.
(2016) pokazali natomiast, ze dimery H2A.Z-H2B dysocjucja z nukleosomu
homotypowego (ZZ) przy nizszej temperaturze niz dimer H2A-H2B z
nukleosomu z wytgcznie kanonicznym H2A, za to nukleosom heterotypowy jest
troche bardziej stabilny; podobne rezultaty uzyskali przy wysokim stezeniu soli
(250 mM NacCl). Ostateczny wptyw na nukleosom moze tez by¢ modulowany
modyfikacjami potranslacyjnymi czy oddzialywaniami ze specyficznymi
biatlkowymi  partnerami. Niedawne symulacje dynamiki  molekularnej
przeprowadzone przez Bowermana i Wereszczynskiego (2016) sugerujg, ze sama
obecnos¢ H2A.Z ma niklty wplyw na stabilno$¢ nukleosomu. Ro6znice w wynikach
poprzednich grup mogly wigc nawet zaleze¢ od uzytej metody. Osobiscie
zastanawia mnie, czy na obserwowang przez Zhanga i in. (2005a) destabilizacjg
nukleosomu z Htzl mégt mie¢ wplyw po prostu fakt, ze u drozdzy powszechnie
wystepujacym w chromatynie biatkiem H3 jest H3.3 (Malik i Henikoff, 2003)?
Jak juz wspominatam wczesniej, Jin 1 Felsenfeld (2007) badajac
chromatyne¢ z komorek HeLa zaobserwowali, ze nukleosomy zawierajgce wariant
histonowy H3.3 zamiast kanonicznego H3 sg duzo bardziej labilne w wyzszych

stezeniach soli (150 mM NaCl). Co wiecej niestabilnos¢ ta jeszcze wzrasta, gdy w
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tym samym nukleosomie wspotwystepuje H2A.Z. Labilne nukleosomy
zawierajace oba warianty okazaty si¢ wystgpowaé w regionach ubogich w
nukleosomy (NDR) w promotorach, sekwencjach wzmacniajgcych i
izolatorowych (Jin i in., 2009). Wedlug badaczy nukleosomy te byly czesto
tracone w preparatyce z uzyciem roztworow o wysokim stezeniu soli. Obecnosci
nukleosomoéw podatnych na rozpad (ang. fragile nucleosomes) w obregbie NDR
dowodzg badania u innych gatunkéw, np. u drozdzy (Kubik i in., 2015).

Tramantano i in. (2016) twierdzg jednak, ze te nukleosomy nie zawierajg H2A.Z.

Wplyw H2A.Z na pozycje¢ nukleosomu

Stabilno$¢ nukleosomu wptywa na poziom obsadzenia danego fragmentu
chromatyny nukleosomami (ang. occupancy). Czy jednak H2A.Z wptywa na ich
pozycj¢ (ang. positioning)? Wiadomo, ze H2A.Z u wielu gatunkéw wzbogaca
nukleosomy wokot NDR na poczatku genow, a te nukleosomy sg zwykle mocno
pozycjonowane. Czy jednak to H2A.Z moze mie¢ wplyw na ich pozycje?
Przeprowadzone dotad badania pokazaly, ze w pewnym stopniu tak. Ot6z Fan i
in. (2002) pokazali, ze w warunkach in vitro kurzy nukleosom zawierajacy H2A.Z
wykazuje bardziej state potozenie niz nukleosom z kanonicznymi H2A. Oktamer
z kanonicznym H2A najczeSciej przyjmowal dwie pozycje na uzytej sekwencji
DNA z czestoscig odpowiednio 44% i 29%, natomiast ten z H2A.Z - te same
pozycje w proporcji 70% do 19%, mniejszy udziat miaty tez w tym wypadku
pozostate pozycje. Podobnie drozdzowe (Guillemette i in., 2005) i ludzkie (Hardy
i in., 2009) nukleosomy z H2A.Z przyjmuja Scislej okreslone pozycje.

Wplyw H2A.Z na struktur¢ chromatyny
Jedng z najwczesniej przypisanych r6l H2A.Z jest udzial w zapobieganiu
ektopowemu rozprzestrzenianiu si¢ heterochromatyny u drozdzy (Meneghini i in.,
2003). Htzl wzbogaca euchromatynowe rejony sasiadujace z granicami
heterochromatyny, a u mutanta htz1 dochodzito do wyciszenia genow lezacych w
poblizu telomeréw.

Podjeto si¢ rowniez sprawdzenia, jak H2A.Z moze bezposrednio
modulowa¢ strukturg chromatyny. W badaniach in vitro Fana i in. (2002) sznury
nukleosomoéw zawierajace H2A.Z w poréwnaniu do tych z kanonicznym H2A

promowaly kondensacj¢ wewnatrz sznura, analogiczng do hipotetycznego wiokna
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30 nm, a ostabialy oddziatywania migdzy wtoknami (ich oligomeryzacje). Dalsze
badania tej samej grupy badawczej pokazaly, ze za promowanie powstawania
tego typu widkien i inhibicj¢ ich asocjacji najprawdopodobniej odpowiedzialna
jest wydluzona kieszen kwasowa H2A.Z. Wariant histonowy H2A.Bbd bowiem
nie posiada w ogole tej kieszeni i wykazuje przeciwny wptyw (Zhou i in., 2007).
H2A.Z wspotdziata réwniez z biatkiem HPlow (zakonserwowanym od
drozdzy po cztowieka) w tworzeniu heterochromatyny perycentrycznej i domen

heterochromatynowych w euchromatynie (Fan i in., 2004).

1.3.3. Specyfika rozmieszczenia H2A.Z w genomach

Opracowanie metody immmuonoprecypitacji chromatyny (ChlP) i rozw6j technik
wysokoprzepustowego  sekwencjonowania DNA  (ang. high-throughput
sequencing)  umozliwilo  poznanie  lokalizacji  licznych  czynnikow
chromatynowych, w tym H2A.Z, w wielu genomach. Okazalo si¢, ze mimo
wystepowania na przestrzeni wigkszosci genomu, H2A.Z szczegdlnie wzbogaca
5’ konce gendéw zardwno drozdzy S. cerevisiae (Raisner i in., 2005; Zhang i in.,
2005a), nicienia C. elegans (Whittle i in., 2008), muszki D. melanogaster
(Mavrich i in., 2008), komorek mysich (Creyghton i in., 2008), jak i rosliny A.
thaliana (Zilberman i in., 2008). U wszystkich organizméw najwyzsze piki
obecnosci H2A.Z obserwowano w nukleosomie wsytepujacym zaraz za TSS
(nukleosom +1); w niektorych genomach duze wwzbogacenie obserowano
rowniez w nukleosomie z drugiej strony NDR, tj. nukleosomie -1. Moze to jednak
wynika¢ z faktu, ze w niektorych genomach czesto dochodzi do rozpoczecia
transkrypcji z jednego miejsca w obu kierunkach — wtedy nukleosom -1 dla
jednego genu moze petié tez role nukleosomu +1 dla drugiego genu (Tramantano
i in., 2016).

Inng uniwersalng cecha wystgpowania H2A.Z w genomach jest silna
antykorelacja miedzy obecnoscig H2A.Z i obecnoscig metylacji DNA, ktorg
poczatkowo zaobserwowano w genomie Arabidopsis (Zilberman i in., 2008),
potem réwniez w innych genomach (Zemach i in., 2010). Prawdopodobnie
skutkiem tej zalezno$ci jest brak H2A.Z w nukleosomach znajdujacych si¢ w

transpozonach (Zilberman i in., 2008).
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1.3.4. Modulacja roli H2A.Z w aktywnosci genow przez jego modyfikacje
potranslacyjne

H2A.Z, podobnie jak i inne histony, podlega¢ moze réznym modyfikacjom

potranslacyjnym, takim jak acetylacja (szerzej zreferowana w punkcie 1.4.6),

metylacja, ubikwitynacja i SUMOilacja lizyny.

W komoérkach mysich monometylacji ulegaja K4 i K7 histonu H2A.Z,
uniemozliwiajgc acetylacje W tych miejscach. Antykorelacja
H2A.ZK4melK7mel i zacetylowanego H2A.Z oraz korelacja z H3K27me3 w
promotorach niektorych genéw sugeruja represyjny charakter tych metylacji
H2A.Z (Binda i in., 2013).

Z kolei monoubikwitynacji w komoérkach ludzkich ulega¢ moga lizyny
znajdujace si¢ na C-koncu H2A.Z — K120, K121 1 K125. Reakcje te
przeprowadza podjednostka RING1 kompleksu Polycomb, a
monoubikwitynowany H2A.Z wystepuje w duzych ilo$ciach w inaktywowanym
chromosomie X (Sarcinella i in., 2007). Co ciekawe, poza komérkami ssaczymi
nie zidentyfikowano nigdzie monoubikwitynowanego H2A.Z (Sevilla i Binda,
2013).

Biatka SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) to biatka podobne do
ubikwityny, ktore moga by¢ kowalencyjnie przytaczane do lizyn. U drozdzy taka
SUMOilacja zachodzi na K126 1 K133 w odpowiedzi na dwuniciowe pegknigcie
DNA 1 ma swojg role w przemieszczeniu tego pekniecia do peryferii jadra
komorkowego (Kalocsay i in., 2009). SUMOilowany motyw nie jest zachowany
w H2A.Z ssakow (Sevilla i Binda, 2013).

1.4. Wymiana H2A.Z z histonem kanonicznym H2A w chromatynie

1.4.1. Wprowadzanie a usuwanie H2A.Z z chromatyny

Dystrybucja i poziom H2A.Z w chromatynie jest wypadkowa przeciwstawnych
procesoéw, czyli jego inkorporacji i usuwania z nukleosomow. Dla obu procesow
znane s3 wielopodjednostkowe kompleksy 1 pojedyncze biatka, ktore
przynajmniej w pewnym stopniu przeprowadzaja je w sposob zalezny od
chromatynowego kontekstu. Maszyneria dla obu proceséw jest ewolucyjnie
zakonserwowana. Niektorzy badacze probujg przypisaé¢ wigkszg role jednemu lub

drugiemu procesowi na przyktad w ksztattowaniu charakterystycznego dla H2A.Z
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wzbogacenia nukleosomow w poblizu TSS. Poza tym obecnos¢ H2A.Z moze
podlega¢ fluktuacjom zwigzanym z niespecyficznym obrotem (ang. turnover)
histonow, zachodzagcym np. podczas przechodzenia polimerazy w czasie

transkrypcji (np. Hardy i in., 2009; Tramantano i in., 2016).

1.4.2. Kompleksy wymieniajgce wariant H2A.Z

Gloéwne kompleksy wymieniajagce wariant H2A.Z w chromatynie — kompleks
deponujacy H2A.Z SWR1 (ang. Swi2/Snf2-related 1, inaczej SWR-C — ang. sick
with RSC/Ratl complex) i kompleks stamtad go usuwajgcy INO80 (ang. inositol
requiring 80, INO80-C) naleza do komplekséw remodelujacych chromatyng. W
ten sposob opisuje si¢ kompleksy biatkowe, ktére zuzywaja energi¢
zmagazynowang w ATP do zmian oddzialywan miedzy DNA a histonami, w
efekcie przesuwajac nukleosomy, usuwajac dimery typu H2A-H2B czy
powodujac rozpad catego nukleosomu (Clapier i Cairns, 2009). W szczegolnych
przypadkach, jakimi sa SWR1 i1 INO80O, moga one przeprowadza¢ wymiang
dimerow histonowych. Oba kompleksy po raz pierwszy zostaly opisane u drozdzy
S. cerevisiae i tam najpelniej scharakteryzowane. Skladajg si¢ z wielu
podjednostek, a cztery z nich dzielg ze sobg (Rvbl, Rvb2, Actl i Arp4). Ich
najwicksze i zarazem katalityczne podjednostki — odpowiednio Swrl i Ino80,
posiadaja podobne, rozdzielone (ang. split) domeny ATPazowe i przez to naleza
do tej samej rodziny kompleksow remodelujagcych chromatyng SWI/SNF 1
podrodziny INO80 (Morrison i Shen, 2009). Dodatkowo, wedtug najnowszych
badan z wykorzystaniem zaawansowanych technik jak mikroskopia elektronowa,
SWRI1 i INO80 wykazuja ogolne podobienstwo w budowie, gdzie mozna tatwo
rozrézni¢ dynamiczny ,ogon” oraz bardziej kompaktowag ,glowe” z
heksamerycznym pierscieniem ztozonym z podjednostek Rvbl i Rvb2 (Watanabe
i in., 2015).

1.4.3. Budowa kompleksu SWR1

U drozdzy kompleks SWR1 sktada si¢ z 14 podjednostek: Actl, Arp4, Arp6,
Rvbl, Rvb2, Swc2, Swc3, Swcd4, Swch, Swcb, Swc7, Swrl, Yaf9 oraz Bdfl
(Krogan i in., 2003; Kobor i in., 2004; Mizuguchi i in., 2004). Jego catkowita
masa wynosi okoto 1,2-1,5 MDa (Morrison i Shen, 2009). Jak juz wspomniano,
najwiekszg podjednostka z domeng Kkatalityczng (ATP-azowsg), niezbedng dla
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dziatania kompleksu in vivo, jest Swrl (Mizuguchi i in., 2004). Dzi¢ki badaniom
przeprowadzonym na odtworzonych ,,sznurach nukleosoméw” i eksperymentom
typu pull-down Wu i in. (2005, 2009) stwierdzili, ze z cz¢$cig N-koncowg Swrl
asocjujg Actl, Arp4, Swc4, Swc5, Yaf9, Swc7 1 Bdfl, a z domeng ATPazowg -
Arp6, Swc2, Swc4, Swcb oraz Rvbl i Rvb2; okreslili rowniez wzajemne
zalezno$ci migdzy podjednostkami. Wyrdznili biatka oddziatujace z Htz1- Swc2 i
Swrl, oddziatujace zarowno z nukleosomem, jak i Swc2 - Swc6 1 Arp6, a takze z
acetylowanymi resztami histonow H3 i H4 - Bdfl. Kompleks SWR1
wyizolowany ze szczepéw swc2A4, swcbA, swebA, yafdAa i arpbA miat znaczaco
zredukowang aktywno$¢ wymiany histonow. W szczepie mutanta arp64 mogto to
by¢ spowodowane nie tylko utrata oddzialywania z nukleosomami, ale tez
obserwowang utratg z kompleksu biatek Swc2, Swc3 i Swcbé.

Godny uwagi jest fakt, ze podczas gdy wiele mutacji dotyczacych
znacznikdw chromatynowych nie jest szczeg6lnie szkodliwa dla organizmu, to
brak nastgpujacych podjednostek SWRI1 jest u drozdzy letalny: Actl, Arp4, Rvbl,
Rvb2 i Swc4. Moze to jednak wynika¢ z faktu, ze biatka te uczestniczg rowniez w
budowaniu innych komplekséw — jak juz wspomniano Rvbl, Rvb2, Arp4 i Actl
sa sktadnikami kompleksu INO80, natomiast Arp4, Actl, Swc4 (i Yaf9) naleza

tez do kompleksu acetylotransferazy histonowej NuA4.

Homologi kompleksu SWR1 w innych organizmach

U cztowieka znane sg dwa kompleksy odpowiedzialne za inkorporacj¢ dimeru z
H2A.Z-H2B do nukleosomu — SRCAP i p400/TIP60. Oba posiadaja homologi
Swrl — odpowiednio SRCAP (ang. Snf-2-related CREB-binding protein activator
protein) i p400 (Cai i in., 2005; Ruhl i in., 2006; Choi i in., 2009; Matsuda i in.,
2010; Bonisch i Hake, 2012). Kompleks SRCAP ma sktad najbardziej podobny
do drozdzowego homologa SWR1 i wczesniej stwierdzono jego aktywno$¢
inkorporacji H2A.Z do nukleosomu (Ruhl i in., 2006). p400/TIP60 natomiast,
ktorego wszystkie podjednostki sg albo homologami SWR1, albo kompleksu
acetylotransferazy histonowej NuA4 (ang. nucleosomal acetyltransferase of
histone H4), taczy dwie funkcje — depozycji H2A.Z i acetylacji histonow (Auger i
in., 2008, Ryc. 2). Badania dowodza, ze zarowno SRCAP, jak i p400/TIP60
oddziatujg z produktami genow H2A.Z.1 i H2A.Z.2 (Matsuda i in., 2010).
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Drozdzowy kompleks NuA4 Drozdzowy kompleks SWR1
(acetylacja histondw) (inkorporacja H2A.Z)
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Ryc. 2. Modele drozdzowych i ludzkich kompleksow odpowiedzialnych za inkorporacje
H2A.Z do chromatyny. U drozdzy role te pelni kompleks SWRI1, ktory dzieli kilka
podjednostek z innym duzym kompleksem — NuA4, acetylujagcym histony H2A i H4. U
ludzi zidentyfikowano dwa kompleksy wykazujace homologi¢ do SWR1 - SRCAP i
NuA4/Tip60. SRCAP przeprowadza wyltacznie wymiang H2A.Z. NuA4/Tip60 ooprocz
aktywno$ci wymiany H2A.Z wykazuje tez aktywno$¢ acetylotransferazy NuA4. Sktad
tego kompleksu i budowa platformowej podjednostki hDomino/p400, wykazujacej cechy
biatek platformowych drozdzowego SWRI1 (m. in. domena SWI/SNF) i NuA4 (m. in.
domena SANT), wskazuja na polaczenie obu kompleksow w historii ewolucji. Dotad nie
wiadomo, czy w roslinach wystepuja oddzielne kompleksy typu SWR1 i NuA4, czy ich
aktywnos$ci sa podobnie potaczone jak u zwierzat, jednakze u Arabidopsis wystepuja
homologi biatek platformowych obu komplekséw (Noh i Amasino, 2003; Bieluszewski i
in., 2015). Rycina z: Auger i in. (2008).
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U A. thaliana zidentyfikowano homologi wigkszosci podjednostek kompleksu
SWR1 (Choi i in., 2005b). Ze wzgledu na trudno$ci w uzyskaniu linii z
catkowicie wylaczong ekspresja H2A.Z, ich mutanty chetnie wykorzystywano
jako symulacje braku H2A.Z w chromatynie. Do tego celu nadaja si¢ wlasciwie
mutanty dwoch genoéw: PIEL (ang. photoperiod-independent early flowering 1,
homolog drozdzowego Swrl) i ARP6 (ang. actin-related protein 6). Pozostale
podjednostki albo nie s3 niezbedne do dziatania kompleksu, albo wystepuja
réwniez w innych kompleksach remodelujacych chromatyng, przez co skutki ich
wylaczenia trudno byloby przypisa¢é wylacznie zaburzeniom w inkorporacji

H2A.Z do chromatyny.

Mutanty przypuszczalnego roslinnego kompleksu SWR1: piel i arp6

Bez platformowej i katalitycznej podjednostki jaka jest PIE1 ros§linny kompleks
SWRI1 nie mogtby dziataé¢. Linie Col z insercja T-DNA w genie PIE1 wykazuja
szereg nieprawidlowosci rozwojowych. Rosliny sa male, ze skréconym pedem
gléwnym, za to ze zwigkszong liczba drugo- 1 trzeciorzegdowych pedow,
sprawiajac wrazenie ,,krzaczastych”. Liscie sg bardziej zgbkowane na brzegach, a
w niektorych kwiatach pojawiaja si¢ nadmiarowe platki. Rosliny te charakteryzuje
réwniez wczesniejsze kwitnienie (zarOwno w warunkach dnia krétkiego, jak i
dnia dlugiego) oraz zmnniejszona ptodnos$¢ (Noh i Amasino, 2003; March-Diaz i
in., 2008).

Podobne, cho¢ mniej mniej intensywne zaburzenia prezentujg linie
mutantéw  arp6:  wczeSniejsze  kwitnienie,  zmniejszenie  dominacji
wierzchotkowej, zabkowanie lisci, zwigkszenie liczby platkéw w niektorych
kwiatach, zredukowana ptodnos¢ (Choi i in., 2005b; Deal i in., 2005). Réznice w
intensywnos$ci zaburzen fenotypowych mutantow piel i arp6 wskazuja, ze PIEI
moze mie¢ dodatkowe funkcje poza kompleksem SWRI.

ARP6 bowiem tez jest niezbedny do dzialania kompleksu SWRI1. W
drozdzowym kompleksie od obecnosci Arp6 zalezy obecnos¢ Swc3, Swcb i
Swc2, wigzacego H2A.Z (badania in vitro Wu i in., 2005). Jednakze réwniez u
drozdzy niezaleznie od kompleksu SWRI1 Arp6 znaleziono w centromerach,
promotorach  genéw  bialek rybosomalnych czy niektorych rejonach

telomerowych. Samodzielnie Arp6 okazato si¢ posredniczy¢ w przemieszczaniu
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tych sekwencji do porow w otoczce jadrowej, wplywajac na aktywnos$c
tamtejszych genoéw (Yoshida i in., 2010).

U A. thaliana kilka grup niezaleznie uzyskiwalo mutanty piel (Noh i
Amasino, 2003; Deal i in., 2007) i arp6 (Choi i in., 2005b; Deal i in., 2005;
Kumar i Wigge, 2010). Mutanty te wielokrotnie bytly badane jako linie o
uposledzonej inkorporacji H2A.Z do chromatyny (Deal i in., 2007; March-Diaz i
in., 2008; Zilberman i in., 2008; Smith i in., 2010; Qin i in., 2014; Choi i in.,
2016; Berriri i in., 2016; Dai i in., 2017; Torres i Deal, 2018).

1.4.4. Inkorporacja dimeru H2A.Z-H2B do nukleosomu przez kompleks

SWR1 w modelu drozdzowym

Wprowadzanie wariantu H2A.Z do nukleosomu przebiega na drodze
wymiany dimeru H2A-H2B znajdujacego si¢ w nukleosomie na dimer H2A.Z-
H2B zwigzany z kompleksem SWRI1. Do kompleksu SWR1 dimer H2A.Z-H2B
doprowadzany jest in vivo przez biatka opiekuncze (ang. chaperones) histonow.
Sa nimi: Napl (znany chaperon dla dimerow H2A-H2B; ang. nucleosome
assembly protein 1) i Chzl (wykazujacy preferencje do Htz1-H2B; ang.
chaperone for H2AZ-H2B), przy ich braku in vitro FACT (ang. facilitates
chromatin transcription) (Luk i in., 2007). Pomagaja one tez w samym
transporcie dimeru do jadra (Straube i in., 2010). Co ciekawe, u A. thaliana
wystepuja homologi wszystkich tych trzech drozdzowych biatek opiekunczych
(podsumowane przez Zhou i in., 2015).

Proces wymiany przebiega etapowo. Usunigcie kanonicznego dimeru
H2A-H2B z nukleosomu wymaga hydrolizy ATP przez domen¢ ATPazowa
biatka Swrl. Badania przeprowadzone in vitro przez Luka i wsp. (2010) dowodza,
ze do tego konieczna jest zaréwno obecno$¢ nukleosomu z histonem
kanonicznym H2A, jak i zwigzanie dimeru H2A.Z-H2B (lub ewentualnie H2A-
H2B); stymuluja one katalityczne wlasciwosci domeny ATPazowej. Bardziej
szczegotowe analizy pokazaly, ze w wigzanym dimerze H2A.Z-H2B kluczowe
jest rozpoznanie okreslonych reszt helisy aC H2A.Z (Clarkson i in., 1999; Wu i
in., 2005), a w obregbie nukleosomu okreslonych reszt helisy a2 histonu H2A i
nukleosomowego DNA w tzw. polozeniu 2 superhelisy (ang. superhelix location
2, SHL2; Ranjan i in., 2015). Nastepnie wprowadzany jest dimer H2A.Z-H2B

zwigzany przez biatko Swc2 1 by¢ moze czeSciowo Swrl. Powstaje nukleosom
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heterotypowy, a wigc zawierajacy jeden dimer z kanonicznym H2A i jeden z
wariantem H2A.Z. Taki nukloecosom moze by¢ dalej przeksztalcony do
homotypowego pod wzgledem obecnosci H2A.Z (Luk i in., 2010).

Kompleks nie przeprowadza natomiast reakcji odwrotnej, tj. wymiany
H2A.Z na H2A. Przynajmniej tak do niedawna uwazano. Grupie Petersona
(Watanabe 1 in., 2013) udato si¢ pokazaé¢ in vitro na rekonstytuowanych
nukleosomach, ze w $srodowisku specyficznej modyfikacji potranslacyjnej histonu
H3, a mianowicie H3K56ac (lub nasladujacej jej mutacji H3K56Q), moze
dochodzi¢ do reakcji przeciwnej - wprowadzania dimeru H2A-H2B przez
kompleks SWR1 (oraz INO80) w miejsce H2A.Z-H2B w nukleosomie. Wyniki te
spotkaty si¢ z krytyka ze strony zespotu Carla Wu, ktoremu nie udato si¢ ich
powtorzy¢ (Wang i in., 2016). Jednak Watanabe i in. (2016) dodali kolejne
badania, potwierdzajace ich wczesniejsze obserwacje. Oprocz niejako odwrdcenia
aktywnosci SWRI1 przez specyficzng acetylacje, badacze pokazali, ze
wyizolowany ze szczepu swc24 kompleks SWR1, w rezultacie pozbawiony tez
Swc3, Swcb 1 Arp6, rowniez usuwa H2A.Z z nukleosomu, wprowadzajac na jego
miejsce histon kanoniczny. Autorzy zasugerowali, ze biatko Swc2 po inkorporacji
H2A.Z do nukleosomu jeszcze przez jaki§ czas z nim oddzialuje, zapobiegajac
reakcji przeciwnej. Efekt zas H3K56Ac ttumaczyli jako zawade steryczng do
interakcji Swc2 z H2A.Z w nukleosomie. Jako argument za tg hipoteza pokazali
zmniejszone wzbogacenie w H2A.Z w promotorach genow w szczepie H3K56Q 1
szczepie o zwigkszonym poziomie H3K56Ac, a takze deregulacje genow
czesciowo pokrywajaca si¢ z deregulacja w htzlA.. Wyniki te uzmystawiaja
kolejne mechanizmy regulacji poziomu H2A.Z w chromatynie.

Co ciekawe, SWRI1 jako jedyny ze zbadanych pod tym wzgledem
kompleksow remodelujacych chromatyne nie wykazuje wiasciwos$ci przesuwania

nukleosomoéow (Ranjan i in., 2015).

Preferencja wigzania kompleksu SWR1 (i INO80) do rejonow ubogich w
nukleosomy (ang. NDRs)

Badania catogenomowe potwierdzaja przewidywang kolokalizacje podjednostek
kompleksu SWR1 i biatka H2A.Z w chromatynie. Wedlug Ventersa i Pugha
(2009) wzbogacenie w biatko Swrl rejonow +1 i -1 nukleosomu jest nawet

proporcjonalne do wzbogacenia w H2A.Z.
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Inna, interesujaca cecha wystgpowania kompleksow SWR1 i INO80 w
chromatynie drozdzy wytania si¢ z badan Yena i in. (2013). Analizy
rozmieszczenia wigkszosci ich podjednostek technikg ChIP-exo wskazujg, ze
wiele z nich wzbogaca rejony NDR na 5’ koncach genow (Yen i in., 2013). Za te
szczegbdlng selektywnosé kompleksu SWR1 w stosunku do nukleosomu +1
wydaje si¢ odpowiada¢ gtownie podjednostka Swc2, konieczna zreszta do
oddziatywania z chromatyna (Wu i in., 2009; Morillo-Huesca i in., 2010). W
szczepie drozdzy swc2A4 znacznie bowiem spada wzbogacenie rejonow okoto +1
nukleosomu zaréwno w biatko platformowe Swrl, jak i w H2A.Z (Yen i in,,
2013).

Z kolei Ranjan i in. (2013) pokazali in vitro preferencyjne przytaczanie si¢
kompleksu SWR1 do rejonéw  pozbawionych  nukleosomow. Do
rekonstytuowanego dinukleosomu kompleks SWR1 tym wydajniej si¢ przytaczat,
im dhuzszy byt odcinek linkerowego DNA (w kolejnosci od najwydajniejszego
wigzania — 120, 60 i 20 pz). Obserwacja ta miata odzwierciedlenie takze w
warunkach in vivo — ilo$¢ zwigzanego biatka Swrl na przestrzeni catego
chromosomu byta proporcjonalna do dlugosci NDR. Tu badacze rowniez
zasugerowali kluczowg role Swc2 w przytaczaniu si¢ kompleksu SWR1 do NDR.
Zarébwno bowiem w warunkach in vitro kompleks wyizolowany ze szczepu swc24
nie wigzal si¢ prawie w ogodle do dinukleosomow, jak i in vivo w szczepie swc24
znaczaco zmniejszone bylo wystepowanie Swrl na przestrzeni catego
chromosomu. Co istotne, rowniez kompleks wyizolowany ze szczepu arp64 miat
znacznie zredukowang zdolno$¢ do wigzania dinukleosomu (cho¢ w mniejszym

stopniu) (Ranjan i in., 2013).

1.4.5. Kompleks INO80 w usuwaniu H2A.Z z chromatyny

Wptyw kompleksu INO80 na poziom nukleosomowego H2A.Z po raz pierwszy
pokazat Papamichos-Chronakis i in. (2011). INO80 okazal si¢ usuwac in vitro
dimery H2A.Z-H2B =z nukleosoméw, zastepujac je dimerami H2A-H2B,
zuzywajac do tego energic ATP. W mutancie drozdzowym ino804 na
przebadanym mikromacierzowo fragmencie genomu (chromosom Il z 230
dodatkowymi promotorami) nie dochodzito jednak do prostego zwigkszenia ilosci

H2A.Z w chromatynie, ale raczej do globalnego zaburzenia jego normalnej
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dystrybucji (zwlaszcza do zmniejszenia dynamicznego zakresu pozioméw Htz1).
Mimo to negatywne skutki fenotypowe ino80A (niestabilno$¢ genomu) badacze
przypisali nie tyle zaburzonej lokalizacji Htzl, co niemozno$ci usuwania jego
niezacetylowanej formy. W mutancie bowiem znacznie spadata ogdlna ilo$¢ Htz1l
zacetylowanego na K14, a wprowadzenie do niego formy imitujgcej zacetylowany
na N-koncu H2A.Z znosito ten fenotyp (Papamichos-Chronakis i in., 2011) (por.
1.4.6. Zwiazek H2A.Z z acetylacjg histonow).

Zupehie innych wynikow dostarczyly catogenomowe analizy Yena i in.
(2013). W mutancie arp54 (jest to gen niezbedny do aktywnosci kompleksu
INO80 - Shen i in., 2003) dochodzito do az 20-krotnego zwigkszenia poziomu
H2A.Z w chromatynie, gtéwnie w nukleosomie +1. Przeprowadzana za$ reakcja
usuwania dimeru H2A.Z-H2B przez INO80 zdawata si¢ promowac¢ rozpad catego
nukleosomu - w miejscach dziatania INO80 autorzy zaobserwowali wzrost obrotu
(ang. turnover) histonu H3, ktory zanikat w arp54 (Yen i in., 2013).

Z kolei najnowsze doniesienia Tramantano i in. (2016) pokazuja brak
jakiegokolwiek wplywu usunigcia (technikg anchor away) Ino80 z jadra
komorkowego na poziom chromatynowego Htzl. Jak wigc widaé, wplyw
kompleksu INO8O na ksztaltowanie dystrybucji 1 poziomu H2A.Z w chromatynie
Wwciaz nie jest jasny.

Poza wymiang dimerow H2A.Z-H2B na H2A-H2B w nukleosomie
kompleks INO8O posiada aktywno$¢ przesuwania nukleosomow (Shen i in., 2003;
Udugama i in., 2011). Nie jest jednak w tym zbyt efektywny, jako ze przesuwa
nukleosomy okoto 80 razy wolniej niz inny znany kompleks remodelujacy
chromatyne ISW2 (Brahma i in., 2017). Najnowsze badania pokazuja, ze zarowno
przesuwanie nukleosomow, jak i wymiana dimeréw histonowych zachodzi
poprzez przesuwanie przez INO80 DNA na powierzchni dimeru H2A-H2B, co
wytwarza odpowiednie naprezenie skrecajace (ang. torsional strain) i powoduje
odwinigcie DNA z dimeru. Jest to mechanizm catkowicie odmienny od innych
znanych kompleksow remodelujacych nukleosomy, z rodzin ISWI badz SWI/SNF
(Brahma i in., 2017). Po zwiazaniu ATP, kompleks dziewie¢ razy czesciej
przeprowadza wymiang H2A.Z na H2A niz odwrotny proces i1
najprawdopodobniej wigze si¢ to z obserwowanym czterokrotnie szybszym

przesuwaniem nukleosomoéw z H2A.Z niz z H2A przez INOS0. Nie jest znana
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przyczyna tego szybszego przesuwania, jednak autorzy wykluczaja wigksza
preferencje kompleksu do nukleosomow z H2A.Z czy wigksza mobilno$¢ takich
nukleosomow. Dodatkowo zwracajag uwage, ze mechanizm dzialania INO80 jest
na tyle powolny, ze w promotorach genow wiekszy wplyw na usuwanie H2A.Z
moglaby mie¢ polimeraza DNA; tlumaczyloby to stosunkowo niewielki wplyw
INOS8O na poziom chromatynowego H2A.Z w niektorych badaniach (Brahma i
in., 2017).

Roslinny homolog 1no80
U Arabidopsis thaliana rowniez zidentyfikowano homologa Kkatalitycznej
podjednostki kompleksu INO80 — AtINO80. Mutant insercyjny wykazuje sig
mniejszymi rozmiarami, pdéznym kwitnieniem (w odrdznieniu od mutantow
kompleksu SWRI1, ktére charakteryzuje wczesniejsze kwitnienie), a takze
mniejszg iloscig wytwarzanego pyltku oraz krotszymi luszczynkami z mniejsza
liczbg nasion. Poza tym wykazuje nadwrazliwo$¢ na stres genotoksyczny, co
moze by¢ spowodowane zaburzeniem udziatu H2A.Z w odpowiedzi na tego typu
stres (Zhang i in., 2015). W genach deregulowanych w mutancie
nadreprezentowane s3 geny odpowiedzi na rdézne czynniki, o ktérych wiadomo z
innych prac, ze ulegaja nadmiernej ekspresji przy niedoborze H2A.Z w
chromatynie rosliny. Jednak wykonana analiza poziomu H2A.Z w trzech genach —
negatywnych regulatorach kwitnienia, ktorych ekspresja wzrasta w genotypie
atino80 - nie wykazata akumulacji H2A.Z w tych genach. Mozliwe wigc, Ze nie sg
one bezposrednio regulowane przez H2A.Z (Zhang i in., 2015).

Nie wiadomo, czy INO80 usuwa H2A.Z u zwierzat. U czlowieka

aktywnos¢ taka posiada natomiast biatko opiekuncze ANP32E (Obri i in., 2014)

1.4.6. Zwiazek H2A.Z z acetylacja histonéw

H2A.Z wykazuje szerokie zaleznosci z acetylacja histonow. U drozdzy razem z
kompleksem SWRI1 oczyszcza si¢ biatko Bdfl (ang. bromodomain factorl)
(Krogan i in., 2003; Kobor i in., 2004). Jest to luzno zwigzany bromodomenowy
komponent czynnika transkrypcyjnego TFIID, ktory u bardziej zlozonych
eukariotow zawiera si¢ w C-koncowej czesci czynnika TAF1 (Matangkasombut i
in., 2000). Niemniej Bdfl dzigki obecnosci dwdéch bromodomen rozpoznaje
acetylacje histonu H3 i H4 (Matangkasombut i Buratowski, 2003). Z kolei
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Raisner i in. (2005) pokazali, ze mutacje acetylotransferaz histonowych eafl (ang.
Esal-associated factor 1) oraz elp3 (ang. Elongator complex protein 3) powoduja
redukcje poziomu Htzl w promotorach kilkunastu badanych genéw u drozdzy.
Podobny skutek odnosito uniemozliwienie acetylacji niektorych lizyn H3 (K9,
K14) i H4 (K5, K12) przez uzycie mutantow z lizynami podmienionymi przez
argininy, jak réwniez usuni¢cie Bdfl z jednoczesnym obnizeniem ekspresji (ang.
knockdown) jej homologa Bdf2 (Raisner i in., 2005).

Uzyskang przez siebie dystrybucje Htzl u drozdzy Zhang i in. (2005)
poréwnali z dystrybucjami 11 acetylacji histonéw, opisanymi przez Kurdistaniego
I in. (2004). Wedlug nich Htzl silnie pozytywnie koreluje z H3Kl4ac i
negatywnie z H3K27ac, aczkolwiek prezentowane przez nich wspotczynniki
korelacji wcale nie sg duze (odpowiednio 0,28 i -0,35). Badacze twierdzili
réwniez (ale nie pokazali odpowiednich wynikow w pracy), ze podmiana
pewnych lizyn w Htz1 na aminokwasy nieacetylowane nie skutkowata drastyczng
zmiang ogoblnej dystrybucji H2A.Z, ale jej zmiang w poszczegdlnych genach.
Autorzy pokazali natomiast, ze w mutancie acetylotransferazy odpowiedzialnej za
acetylacje H3K14 gcn54 (ang. general control of amino acid synthesis protein 5) i
mutancie bdfl4 globalnie obnizal si¢ poziom Htzl, zwlaszcza w promotorach
gendéw najbardziej nim obsadzonych (w innych mutantach - acetylotransferazy
sas34 i bdf24 - zmiany byty znacznie mniejsze).

Kolejne badania pokazywaty, ze H2A.Z wprowadzany jest w rejonach
okoto-telomerowych chromosomow drozdzy zaleznie od wystgpowania acetylacji
H4K16, wprowadzanej przez kompleks SAS (ang. something about silencing).
Dziatanie tego kompleksu przeciwdziata wyciszajacemu wptywowi deacetylazy
Sir2 (ang. sirtuin 2), wyznaczajac granice telomerowej heterochromatyny (Shia i
in., 2006). Jako ze dystrybucja Htzl nie wydaje si¢ globalnie korelowaé z
poziomem H4K16ac (Zhang i in., 2005), mozliwe, Ze ta zalezno$¢ istnieje tylko w
tym, okreslonym miejscu. Faktycznie, 30% genow znajdujacych si¢ w zasiggu 20
kpz od koncoéw chromosomu ulegalo znaczacej represji w podwojnym mutancie
sas24 htzl4 w poréwnaniu nawet do pojedynczych mutantow sas24 i htz14 (Shia
I in., 2006). Réwniez grupa Coté obserwowala kilkukrotny wzrost poziomu Htzl

w telomerach drozdzy po nadekspresji biatka Sas2 (Altaf i in., 2007).
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H2A.Z jest powigzany funkcjonalnie z kompleksem HAT NuA4
Szczegblny zwigzek wykazuje H2A.Z z kompleksem acetylotransferazy
histonowej NuA4 (ang. nucleosomal acetyltransferase of histone H4). Jest to
wielopodjednostkowy kompleks, majgcy wpltyw na transkrypcj¢ i naprawe DNA.
Wiaze si¢ do promotorow wielu silnie transkrybowanych genéw (Robert i in.,
2004), w tym genoéw biatek rybosomalnych (Reid i in., 2000), gdzie
hiperacetyluje chromatyne, utatwiajac transkrypcje, jak to szczegdtowiej opisano
w przypadku genu PHO5 (Nourani i in., 2004). Jego katalityczna podjednostka,
Esal (ang. essential Sas2-related acetyltransferase 1), jest jedynym biatkiem typu
HAT (ang. histone acetyltransferase) niezb¢dnym dla Zzywotnosci drozdzy S.
cerevisiae (Smith et al., 1998). Cztery podjednostki tego kompleksu, tj. Esal,
Epll, Yng2 i Eaf6, tworzg subkompleks o nazwie Piccolo NuA4 (picNuA4), ktory
wystepuje rowniez samodzielnie i odpowiada za globalng, nieukierunkowang
acetylacje histonéw H2A i H4 (Boudreault i in., 2003; Doyon i Coté, 2004), w
odroznieniu od bardziej specyficznego dziatania pelnego NuA4. Kompleks ten u
drozdzy dzieli cztery podjednostki z kompleksem SWR1: Arp4, Actl, Swc4 i
Yaf9 (Doyon i Co6té, 2004). Co wiecej, u ludzi (i drozofili) oba kompleksy
polaczone sa w jeden Tip60/p400, wykazujacy obie aktywnosci — acetylacji
histonéw 1 inkorporacji wariantu H2A.Z do chromatyny (Doyon i Coté, 2004;
Kusch i in., 2004). Ponadto pokazano, ze podjednostka Bdfl kompleksu SWR1
genetycznie oddzialuje z Esal 1 w istocie wigze acetylowany H4
(Matangkasombut i Buratowski, 2003). W mutancie drozdzy posiadajagcym
skrocone bialko Epll, nie dochodzi do utworzenia pelnego kompleksu NuA4;
szczep taki jest zywotny (wcigz funkcjonuje w nim picNuA4), ale jednoczesne
usuni¢cie Htz1 lub Swrl skutkuje syntetyczng letalnoscig (Auger i in., 2008). W
,modelowym” genie PHOS5, w ktorego promotorze w czasie jego aktywacji
dochodzi do zwigzania NuA4 i acetylacji tamtejszych histonow, brak NuA4
powoduje obnizenie poziomu zwigzanego tam Htzl, jednak tylko do pewnego
stopnia (z kolei brak Htz1 nie wptywa na poziom tamtejszej acetylacji histonéw).
Dochodzi wtedy tez do silnej redukcji nie tylko acetylacji H4, ale rowniez
acetylacji samego Htz1 (Auger i in., 2008).

Kolejne, drozbiazgowe badania pokazaly, ze uprzednia acetylacja
histonow H2A i H4 przez kompleks acetylotransferazy NuA4 in vitro promuje

inkorporacj¢ H2A.Z do nukleosoméw. Autorzy pokazali, ze dla promotorow
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dwoch gendéw zaro6wno uniemozliwienie acetylacji ogona N histonu H2A, jak i
histonu H4 skutkowalo obnizeniem poziomu zwigzanego Htzl (mutacja obu
ogondéw naraz byla letalna). Podjednostka SWR1 Bdfl okazata si¢ konieczna do
wzmocnienia efektywnosci inkorporacji H2A.Z do nukleosoméw przez
acetylowane H2A i H4 in vitro (Altaf i in.,, 2010). Réwniez w pdzniejszych
badaniach in vitro Ranjan i in. (2013) ponownie zaobserwowali, ze SWRI
efektywniej przylacza sie¢ i dziala na nukleosomach wcze$niej zacetylowanych
przez kompleks NuA4.

Warto zwroci¢ uwage, iz z powyzszych badan wynika, ze bialtkiem
faczacym acetylacje histonéw i wprowadzanie wariantu H2A.Z mialoby by¢
biatko Bdfl. U drozdzy pozbawionych Bdfl w badanych loci zmniejszony jest
poziom Htz1. Jednak Bdfl w mutancie czgsciowo moze by¢ zastgpowany przez
swojego homologa Bdf2, a podwdjny mutant bdfl/bdf2 jest letalny
(Matangkasombut i in., 2000; Durant i Pugh, 2007), co utrudnia bezposrednie
badania nad odczytywaniem acetylacji histonéow przez kompleks SWRI1. Co
wigcej, mozliwe, ze kompleks SWR1 wystgpuje rowniez bez Bdfl, jako ze
zar6wno Mizuguchi i in. (2004), jak i Auger i in. (2008) w wyizolowanym
kompleksie nie znalezli stechiometrycznych ilosci tego biatka. W komorkach
ludzkich natomiast, gdzie funkcjonuja dwa osobne kompleksy o aktywnosci
inkorporacji H2A.Z do chromatyny — Tip60/p400 i SRCAP, tylko ten pierwszy
zawiera homologa Bdf1 (za: Altaf i in., 2010).

Dotychczas zaprezentowane badania pokazywaly zaleznosci miedzy
H2A.Z (wlasciwie drozdzowym Htzl) a acetylacja histonéw glownie dla
pojedynczych loci. Szerszej analizy dostarczyly mikromacierzowe eksperymenty
Durant i Pugha (2007). Zbadali oni zmiany w poziomie zwigzanych do
promotorow genow Bdfl, Tafl (TFIID), Swrl 1 Htzl w mutancie drozdzowym
posiadajagcym wrazliwy na temperature allel esal-414, w ktorym zaindukowano
utratg¢ Esal. Okazalo sig¢, Ze dla wielu gendw zmiany w obecnosci tych biatek byly
zblizone — np. w klastrach pierwszym i drugim (z czterech utworzonych na
podstawie podobienstwa zmian w poziomie bialek) jednoczesnie spadata ilos¢
Bdfl, Tafl 1 Swrl, troch¢ mniej podobnie Htzl. Promotory genow, w ktorych
najbardziej spadata ilo$¢ powyzszych biatek, okazaty si¢ mie¢ w typie dzikim
najwyzsze poziomy acetylacji H4, co rowniez wskazuje na powigzanie NuA4-

zaleznej acetylacji z deponowaniem Htzl 1 formowaniem kompleksu
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preinicjacyjnego polimerazy (PIC) przynajmniej dla pewnej grupy genow (Durant
i Pugh, 2007).

Acetylacja H2A.Z
Sam H2A.Z jest rowniez acetylowany — U S. cerevisiae przez kompleksy NuA4 i
SAGA juz po wprowadzeniu do nukleosomu na K3, K8, K10 i K14 (Keogh i in.,
2006; Millar i in., 2006; Babiarz i in., 2006). Htz1K14ac pozytywnie koreluje z
promotorami aktywnych genow (w przeciwienstwie do ogélnej puli Htzl1, ktéry z
nimi antykoreluje; Millar i in., 2006). Zmiana Htz1 na forme z nieacetylowanymi
lizynami nie powoduje jednak zmiany ekspresji gendw, a prowadzi przede
wszystkim do zaburzenia roli H2A.Z w utrzymywaniu granic heterochromatyny
(Babiarz i in., 2006) i propagacji chromosoméw (Keogh i in., 2006; podobne
efekty obserwowano u S. pombe - Kim i in., 2009). Jako ze niemoznos¢ acetylacji
Htzl skutkuje zmniejszong jego depozycja w transkrypcyjnie wyciszanym genie
PHO5, =zasugerowano, ze acetylowany Htzl moze by¢ sygnatem do
wprowadzenia Htz1 po skonczonej rundzie transkrypcji (Millar i in., 2006).
Podobnie jak H2A.Z, tak 1 jego modyfikacje sa ewolucyjnie
zakonserwowane. U Tetrahymena brak acetylacji na ogonie aminowym jest
letalny (Hu i in., 2013). W komorkach Iludzkich acetylotransferazowa
podjednostka TIP60 rowniez asocjuje z H2A.Z i prawdopodobnie go acetyluje (Li
i in., 2012; Dalvai i in., 2013). Z kolei w drozdzowych mutantach kompleksu
INO80 H2A.Z ma nie tylko zaburzong lokalizacjg, ale tez zredukowany poziom
acetylacji, co wedlug badaczy razem przyczynia si¢ do niestabilnosci genomu.
Zarowno bowiem usunigcie deacetylazy, jak 1 wprowadzenie formy H2A.Z
udajacej zacetylowany histon redukowato ten fenotyp. Mozliwe wiec, ze H2A.Z
w chromatynie zostaje albo zacetylowany, albo z niej usuniety (Papamichos-
Chronakis i in., 2011).

1.5.  Rola H2A.Z w regulacji ekspresji genow u ré6znych organizméw

1.5.1. Wariant H2A.Z a ekspresja genéw U Saccharomyces cerevisiae
Gen kodujacy H2A.Z u S. cerevisiae
W organizmie tym wystepuje jeden gen H2A.Z — Htz1. Jego wylaczenie nie jest

letalne, jednak skutkuje spowolnionym wzrostem komorek (Santisteban i in.,
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2000; Jackson i Gorovsky, 2000), niestabilnoscig chromosomowa (Krogan i in.,
2004) oraz wrazliwoscig na stresy: genotoksyczny i srodowiskowe (Santisteban i
in., 2000; Jackson i Gorovsky, 2000; Kobor i in., 2004; Mizuguchi i in., 2004), a
takze niezdolnoscig do zycia na pozywce z galaktoza jako jedynym zrodiem

wegla (Adam i in., 2001).

H2A.Z w promotorach pojedynczych genoéw i calogenomowo

Pierwszymi badaniami wigzacymi Htzl z ekspresja gendow byly badania
Santistebana i in. (2000), pokazujace, ze razem z indukcjg genow PHO5 i GAL1,
spada poziom Htzl wigzacego ich promotory. Podobny spadek poziomu Htzl w
promotorach genéw GALL i GAL10 podczas ich indukcji zaobserwowali Adam i
in. (2001). Dodatkowo przy braku Htz1 nie dochodzito do wydajnej indukcji obu
genoéw, prawdopodobnie dlatego, ze zredukowane bylo wigzanie podjednostki
polimerazy II RNA oraz czynnika transkrypcyjnego TBP do ich promotorow
(Adam i in., 2001). Kolejne badania pokazaty, ze obecno$¢ Htz1 jest konieczna do
wydajnego wigzania takze innych czynnikow zaangazowanych w transkrypcje —
Swil (z kompleksu SWI/SNF), Srb4 (z kompleksu Mediator) i Gen5 (z
kompleksu SAGA) - do promotora genu GAL1 (Lemieux i in., 2008).

Z kolei danych na temat calogenomowego wystepowania Htz1l dostarczyty
badania typu ChlIP-on-chip (immunoprecypitacja chromatyny z analiza
mikromacierzowg uzyskanych fragmentow genomowego DNA) na liniach
drozdzy eksprymujacych endogenny badz znakowany Htz1. Zarowno Zhang i in.
(2005) badajac rozmieszczenie Htzl w calym genomie, jak i Raisner i in. (2005)
w chromosomie III, zauwazyli, Ze generalnie wzbogaca on promotory genow
niezaleznie od poziomu transkrypcji kontrolowanych przez nie gendw.
Rownoczesnie Zhang 1 in. stwierdzili wigkszg preferencje H2A.Z do okolic TSS
promotorow pozbawionych kasety TATA (ktére u drozdzy stanowig
zdecydowang wiekszo$¢, bo 75-80% - Basehoar i in., 2004). Z kolei Raisner i in.
(2005) zauwazyli, ze Htzl lokuje si¢ zwlaszcza w nukleosomach okalajacych
NDR.

Obserwacje te okazuja si¢ spojne, jezeli wezmie si¢ pod uwage
charakterystyczng architekture drozdzowych promotoréw, opisang przez Tirosha i
Barkai'ego (2008). Wyro6znili oni bowiem dwa skrajne typy promotorow: tzw.

»otwarte” (ang. open) i ,,przykryte” (ang. covered). Promotory otwarte cechuje
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obecno$¢ zaraz powyzej TSS 150-nukleotydowego traktu poli-dA:dT, jednak
najczesciej bez sekwencji TATA, ubogiego w nukleosomy (NDR). Region ten
flankujg silnie pozycjonowane nukleosomy —1 1 +1, zawierajace Htzl. Promotory
takie sg u drozdzy bardziej powszechne (wickszos$¢ gendéw), lezg przed genami o
konstytutywnej ekspresji 1 zaklada si¢, ze NDR jest miejscem wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych. Nukleosom +1 nachodzi w nich na TSS i
prawdopodobnie musi zosta¢ usuniety, aby doszto do rozpoczgcia transkrypcji
(Albert i in., 2007). Jezeli wiec zawiera on H2A.Z, podczas transkrypcji bedzie
dochodzito do spadku jego poziomu w tym miejscu, co si¢ w istocie obserwuje.

Promotory ,,przykryte” z kolei charakteryzuje czestsze wystgpowanie
kasety TATA i wigkszej liczby sekwencji rozpoznawanych przez czynniki
transkrypcyjne. W stanie represji sa one jednak w wiekszo$ci przystonicte
nukleosomami niezawierajagcymi H2A.Z. Promotory przykryte czesto poprzedzaja
geny silnie regulowane (Tirosh i Barkai, 2008; Cairns, 2009). Htz1 niekoniecznie
musi by¢ jednak istotniejszy dla ekspresji genow konstytutywnych, poniewaz
wiekszos¢ promotorow drozdzowych ma cechy posrednie migdzy otwartymi a
zamknigtymi promotorami (Cairns, 2009). Niedawne badania Tramantano i in.
(2016) potwierdzity, ze najwigcej H2A.Z wystepuje w nukleosomie +1, jednak
geny pozbawione kasety TATA (Sci$lej wigzane przez czynnik transkrypcyjny
TFIID) majg wyzszy jego poziom.

H2A.Z u S. cerevisiae (i S. pombe) wzbogaca tez nukleosom -1. Jak juz
wspomniatam, moze to wynika¢ z faktu, ze w niektorych promotorach nukleosom
-1 jednego genu moze by¢ nukleosomem +1 dla drugiego genu. Istotnie, w
przypadku tzw. dywergentnych promotoréw, gdzie dwa geny sasiadujg ze soba
glowa do glowy, wzbogacenie nukleosomu -1 w H2A.Z jest wigksze (Tramantano
i in., 2016).

ZaleznoS$ci miedzy wystepowaniem H2A.Z a ekspresja genow

Raisner i in. nie zaobserwowali zadnej korelacji migedzy obecnoscia Htzl w
chromatynie a poziomem transkrypcji. Z kolei Zhang 1 jego wspolpracownicy
wykazali, ze obecno$¢ Htz1 w promotorach genéw byta negatywnie skorelowana
z poziomem transkrypcji lezacych za nimi ORF, oznaczonymi przez Holstege i in.
(1998). Dodatkowo poddali oni drozdze dwom réznym stresom i zbadali

globalnie, jak ma si¢ zmiana ekspresji genéw do zmian w ilosci Htzl w ich
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promotorach. Zaobserwowali, ze geny aktywowane znaczaco (w poréwnaniu do
H2A czy H3) tracily, a represjonowane zyskiwaly H2A.Z. Mimo to okreslili
wplyw H2A.Z na ekspresje jako pozytywny, gdyz w linii mutanta Ahtz1 globalnie
zaburzona zostata aktywacja, a nie represja genow. Bazujagc na tym oraz na
obserwacji, ze z drozdzowej chromatyny Htzl jest tatwiej wymywany niz H2A
czy H3 (co sugeruje mniejsza stabilnos¢ nukleosoméw z H2A.Z), zasugerowali,
ze H2A.Z w promotorze nie tyle powoduje represje genu, co przygotowuje go do
aktywacji (Zhang i in., 2005a).

Do podobnych wnioskéw doszla grupa Workmana. Zaobserwowata ona
negatywna korelacje migdzy obecnos$cia Htzl w promotorze gendéw a ich
poziomem transkrypcji, ale po przestudiowaniu jego poziomu w genach
deregulowanych w mutancie htzl okazato si¢, ze tylko geny, ktorych ekspresja
spadta, majg w linii typu dzikiego wyzszy poziom H2A.Z. Wskazywatoby to, ze
Htzl nie powoduje bezposrednio represji gendow, ktorych ekspresja w mutancie
wzrasta (Li i in., 2005).

Z kolei interesujace korelacje migdzy poziomem Htzl tym razem w
ciatach gendw a ich aktywnoscig transkrypcyjng w skali catego genomu
zaobserwowali u drozdzy poddanych stresowi ciepta Hardy i in. (2009). W
ciatach aktywnych gendw wraz ze wzrostem poziomu zwigzane] polimerazy II
RNA spadat poziom Htzl, w wyciszanych — ze spadkiem polimerazy rost poziom

Htz1 (Hardy i in., 2009).

Kotranskrypcyjne usuwanie Htz1 z chromatyny

Przyczyna wyzej opisanej zaleznosci moze by¢ kotranskrypcyjne uwalnianie
dimeréw H2A.Z-H2B z nukleosomow 1 uzupeklnianie tych nukleosoméow
dimerami H2A-H2B. Polimerazie podczas procesu transkrypcji towarzysza biatka
opiekuncze histonow, utatwiajace ,,przetrwanie” nukleosomu. Brak kompleksu
FACT (Facilitates Chromatin Transcription) - $cislej jego podjednostki Sptl6 - i
biatka Spt6 okazaty si¢ globalnie zmienia¢ depozycj¢ Htzl w genach (Jeronimo i
in., 2015). Jego poziom w promotorach spadl, a na przestrzeni cial genow
znacznie si¢ podniost. Jednoczes$nie pokazano, ze FACT i Spt6 in vitro potrafig
wymienia¢ w nukleosomie dimer H2A.Z-H2B na H2A-H2B, ale nie na odwrot.
Dlatego wedtug badaczy dimery H2A-H2B i H2A.Z-H2B, ktore oddysocjowuja w

trakcie transkrypcji, sa uzupetniane przez FACT 1 Spt6 wylacznie dimerami
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zawierajacymi kanoniczny H2A. Dodatkowo réwniez lokalizacja biatka Swrl,
katalitycznej podjednostki kompleksu SWRI1 deponujacego H2A.Z w
chromatynie, w mutantach sptl16 i spt6 jest podobnie zaburzona jak lokalizacja
Htz1l — obnizona w promotorach, a zwickszona w cialach genow. Fenomen ten
ttumacza preferencja SWR1 do NDR (Ranjan i in., 2013; Yen i in., 2013), jako ze
w badanych mutantach dochodzi do redukcji nukleosoméow w genach
(mierzonych jako poziom zwigzanego z DNA H4). Wedlug badaczy wigc brak
tych bialek opiekunczych histonéw powoduje nieprawidtowe rozmieszczenie
Htzl dwiema drogami — przez zanik ich aktywnosci uzupeilniania dimerow i
zmiang lokalizacji kompleksu SWR1 (Jeronimo i in., 2015).

Jak dowodzg Tramantano i in. (2016), poziom H2A.Z w chromatynie jest
wypadkowa dwoch przeciwstawnych procesow — jego wprowadzania i usuwania.
Za wprowadzanie odpowiada gldwnie (jesli nie wylacznie) kompleks SWRI,
gdyz usunigcie jego niezbednej podjednostki SweS z jadra drastycznie redukuje
poziom H2A.Z catlogenomowo. Za usuwanie moga odpowiada¢ odpowiednie
kompleksy, takie jak INOS8O, chociaz w ich badaniach usunigcie z jadra kluczowe;j
podjednostki — In080 — jeszcze po 90 minutach nie mialo zadnego wplywu na
poziom H2A.Z w genach (réwniez na przestrzeni calego genomu). Zamiast tego
zatrzymanie transkrypcji przez indukowane ,wyprowadzenie” z jadra
komorkowego czynnika tranksrypcyjnego TBP czy podjednostki polimerazy Il
RNA Rpbl prowadzito do pewnej (aczkolwiek nieduzej, mniej niz 50%)
akumulacji Htz1, zwtaszcza w nukleosomie +1. Co wigcej rownoczesne usunigcie
TBP z jadra minimalizowato efekt usunigcia Swc5 — pewien poziom Htzl
pozostawatl zwigzany z nukleosomami w genach (Tramantano i in., 2016).

Przy analizie zaleznosci pomigdzy obecnoscia H2A.Z a aktywnoS$cia
tranksrypcyjng genow w genomie drozdzowym 1 innych genomach warto mie¢ na
uwadze fakt, ze najpowszechniej wystepujacy drozdzowy histon H3 ma cechy
wariantu H3.3 (Malik i Henikoff, 2003). W $wietle badan o mniejszej stabilnosci
nukleosomow zawierajacych jednoczesnie H2A.Z i H3.3 (Jin i Felsenfeld, 2007;
Jin i in., 2009), wptyw nukleosomowej obecnosci H2A.Z na transkrypcje u

drozdzy moze by¢ odmienny u innych organizmoéw.
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Htzl w ekspresji antysensownych transkryptow

U drozdzy rozszczepkowych Shizosaccharomyces pombe H2A.Z bierze udziat w
supresji antysensownych transkryptow powstajacych przez tzw. read-through
transcription konwergentnych genéw (Zofall i in., 2009). W mutancie phtl4
(Phtl to H2A.Z u S. pombe) dochodzito do zwigkszenia ekspresji ok. 5% takich
antysensownych transkryptéw. Liczba ta specyficznie wzrastala do 20-30% w
przypadku podwojnych mutantow phtla i kilku biatek (clrd4, rikld, agolA)
zaangazowanych w supresje antysensowanych transkryptow, wskazujgc na ich
synergistyczne dziatanie. Na czym ta synergia mialaby polega¢ jednak nie
wiadomo (Zofall i in., 2009).

Co ciekawe, zupelie inny wplyw na powstawanie antysensownych
transkryptow zdaje si¢ mie¢ Htzl w drozdzach paczkujacych S. cerevisiae (Gu i
in., 2015). Moze to wynika¢ z faktu, ze wigkszos$¢ tych transkryptow powstaje
inaczej niz w S. pombe - na genach tandemowych (promotor drugiego genu w
parze pelni rol¢ promotora dla transkryptu antysensownego w stosunku do
pierwszego genu). U S. cerevisiae wykazano, ze pewne wzbogacenie w Htzl 3’
koncow genéw w skali catogenomowej jest pozytywnie skorelowane z
antysensowng transkrypcja. Htzl (oraz inne ,aktywne” modyfikacje jak
H3K4me3, H3K18ac, H3K9ac czy H4K1l2ac) wzbogacaja te antysensowne
promotory podobnie jak promotory sensowne, a transkrypcja z antysensownych
promotoréw wzbogaconych w Htzl zmniejsza si¢ w przypadku jego braku w

mutancie (Gu i in., 2015).

1.5.2. Wariant H2A.Z a ekspresja genow u Caenorhabditis elegans

Nicien ten posiada jeden gen HTZ-1, ktérego wyciszenie z uzyciem RNAIi
powoduje embrionalng letalno$¢ (Updike i Mango, 2006). Jednocze$nie
wykazano, ze HTZ1 jest rekrutowany do promotoréw genow zaangazowanych w
rozwo0j przedniej czesci prajelita (ang. foregut) w czasie ich aktywacji (Updike i
Mango, 2006). Badania z udziatem delecyjnego allelu htz-1 typu null pokazaty, ze
potomstwo heterozygoty htz1l-/+ moze dozywac¢ wieku dojrzatego, wykorzystujac
zapas tego biatka pochodzacego z komorki jajowej. Jednak osobniki takie sg
sterylne badZ okazjonalnie wytwarzaja potomstwo, ktoérych rozwoj zatrzymuje si¢
na etapie pierwszej larwy. Stad konkluzja, ze H2A.Z jest niezbedny zaréwno w

embriogenezie, jak i pdzniejszym rozwoju (Whittle i in., 2008).
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Catogenomowe badania lokalizacji H2A.Z u C. elegans pokazuja, ze jego
wickszos¢ znajduje si¢ w promotorach genéw, korelujac z obecnoscig Pol II
RNA, ale w znacznie mniejszym stopniu z aktywnos$cig transkrypcyjng genow
(Whittle i in., 2008). Dla niektorych genéow HTZ-1 wydaje si¢ negatywnym
regulatorem i jednocze$nie czynnikiem koniecznym do utrzymania przeznaczenia
komorkowego (cell fate; Shibata i in., 2014), dla innych jest potrzebny do ich
aktywacji (Meneghini i in., 2003; Updike i Mango, 2006). Dlatego badacze
zaproponowali model, w ktorym obecno$¢ HTZ-1 sprzyja pauzowaniu polimerazy
IT RNA jako stanowi, w ktorym transkrypcja nie zachodzi, ale fatwo jg vaktywnié
(Whittle i in., 2008; Shibata i Nishiwaki, 2014).

Interesujagcych wynikéw dostarczyli Latorre i in. (2015). Badali oni
catogenomowo lokalizacje 1 wpltyw na ekspresje gendéw zakonserwowanego u
zwierzat (od nicieni po cztowieka) kompleksu DREAM (ang. DP, Retinoblastoma
[Rb]-like, E2F, and MuvB), wyciszajacego m. in. geny progresji cyklu
komorkowego. Lokalizacja tego kompleksu w genomie okazata si¢ by¢ zbiezna z
wysokim obsadzeniem HTZ-1 w promotorach i cialach genéw. Poza tym geny
bezposrednio wigzane przez kompleks DREAM, ktorych ekspresja wzrastata w
jego mutancie (lin-35), okazaty si¢ mie¢ o wiele wyzszy normalny (tj. w typie
dzikim) poziom H2A.Z w swoich promotorach i ciatach niz §redni poziom. Co
wigcej, w mutancie tym w tych wlasnie genach dochodzito do utraty HTZ-1
przede wszystkim z cial genow (Latorre i in., 2015). Badacze zaproponowali
wiec, ze kompleks wyciszajagcy DREAM promuje wysoki poziom H2A.Z
zwlaszcza w ciatach genow progresji cyklu komorkowego, co sprzyja ich represji.
Rowniez dane transkryptomiczne sugerowaty, ze kompleks DREAM i wariant
H2A.Z dziataja razem w regulacji ekspresji tych gendw, jako ze 28% genow
deregulowanych w mutancie htz-1 byto rowniez deregulowanych w mutancie lin-
35 (i praktycznie wszystkie w t¢ samg strong). Jednak to nie byta jedyna rola
HTZ-1, jako Ze wariant ten generalnie wzbogacal promotory rowniez szeroko
eksprymowanych gendw. Genami pozbawionymi H2A.Z okazaty si¢ za to geny
specyficzne tkankowo (Latorre i in., 2015).
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1.5.3. Wariant H2A.Z a ekspresja genow u Drosophila melanogaster

Dwa warianty histonowe w jednym bialku
Dla tego organizmu wariant H2A.Z, zwany H2AvD, jest niezbedny do zycia (van
Daal i Elgin, 1992). Co niezwykle, to samo biatko rownoczesnie peini role
wariantu H2A.X. Histon H2A.X podobnie jak H2A.Z jest uniwersalnym
wariantem histonowym. Charakteryzuje go obecnos¢ motywu SQ[E/D]® na C-
koncu, ktory umozliwia pelnienie gtownej roli H2A.X, jaka jest sygnalizacja
peknig¢ dwuniciowych DNA (ang. double strand breaks, DSB). W odpowiedzi na
DSB seryna w tym motywie ulega fosforylacji (powstaje tzw. forma yH2A .X), co
powoduje gromadzenie biatek naprawczych w obrebie uszkodzenia (Ismail i
Hendzel, 2008). Wedtug Talberta i Henikoffa (2010) w ewolucji kanoniczny H2A
powstal z H2A.X przez utrat¢ owego motywu, jako ze niektore organizmy
(grzyby) posiadajg H2A.X, ale nie maja kanonicznej wersji H2A.

U D. melanogaster z kolei nie ma oddzielnego wariantu H2A.X, jednak
podobny motyw SQAY zyskat na swoim C-koncu H2A.Z. Seryna z tego motywu
(S137) faktycznie jest fosforylowana podczas wczesnego etapu rozpoznania

peknigcia dwuniciowego DNA (Madigan i in., 2002; Joyce i in., 2011).

ZaleznoSci z ekspresja genow

H2AvD wystepuje zarowno w genach ulegajacych konstytutywnej ekspresji, jak 1
genach wyciszonych rozwojowo (Leach i in., 2000). H2AvD wzbogaca przede
wszystkim poczatki gendéw, poczawszy jednak od nukleosomu +1 (nie -1).
Jednoczesnie H2AvD lokuje si¢ zwlaszcza w genach pozbawionych dobrze
zdefiniowanych elementow promotorowych, takich jak np. TATA (podobnie do
sytuacji w promotorach drozdzowych) (Mavrich i in., 2008). Poziom tego
wariantu ponizej TSS pozytywnie koreluje z poziomem transkrypcji (az do
poziomu, ktorego H2AvD juz nie przekracza) (Mavrich i in., 2008; Weber i in.,
2010).

Pauzowanie polimerazy II RNA w poblizu promotora a nukleosomy homo- i
heterotypowe pod wzgledem H2A.Z
U D. melanogaster, jak i u innych tkankowcow, nukleosom +1 zlokalizowany jest

troche dalej ponizej TSS (+135 pz w poréwnaniu do +65 pz u drozdzy),
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pozostawiajac TSS w NDR. Nukleosom +1 nie stanowi wigc prawdopodobnie
zawady dla sktadania kompleksu preinicjacyjnego, jednak moze stanowic
przeszkode dla przejscia polimerazy II RNA z inicjacji do efektywnej elongacji
(Schones i in., 2008; Weber i in., 2014). W istocie obserwuje si¢ tu zjawisko
pauzowania polimerazy RNA w poblizu promotora (ang. promoter-proximal RNA
polymerase pausing), gdzie przejscie polimerazy do efektywnej elongacji jest
momentem krytycznym, podlegajacym dodatkowej regulacji 1 decydujacym 0
poziomie transkrypcji czesci genow.

Weber i in. (2010) postanowili przesledzi¢ lokalizacjc H2AvD w
chromatynie drozofili z rozréznieniem na nukleosomy homo- i heterotypowe pod
wzgledem obecno$ci tego wariantu. Okazato si¢, ze aktywnie transkrybowane
geny sg wzbogacone w nukleosomy homotypowe pod wzgledem H2AvD (i
ubogie w nukleosomy heterotypowe). Wedlug autorow wzbogacanie
nukleosomow W H2A.Z przez SWR1 moglo postgpowaé z kolejnymi rundami
przej$cia polimerazy (dla przypomnienia: u drozdzy wraz z transkrypcja Htzl z
genoéw znikat). Z kolei geny z zatrzymanag polimerazag RNA byly ubogie w
homotypowe nukleosomy. Mogloby to sugerowac, ze homotypowe nukleosomy
sprzyjajg aktywnej transkrypcji (Weber i in., 2010). Z innych badan wiadomo, ze
nukleosomy ponizej TSS aktywnych gendéw sg wzbogacone w H3.3 (Mito i in.,
2005). Razem oba warianty histonowe moga wigc czyni¢ nukleosomy bardziej

labilne (Jin i Felsenfeld, 2007) i tym samym utatwia¢ proces transkrypcji.

Rola H2A.Z w formowaniu heterochromatyny

Jednocze$nie wykazano zaangazowanie H2AvD w tworzenie wyciszonej
chromatyny. Owady heterozygotyczne pod wzglegdem zmutowanego H2AvD
wykazywaly = poglebienie  anomalii  rozwojowych  wynikajagcych  z
heterozygotycznej mutacji genu nalezacego do grupy Polycomb (Polycomb
Group, PcG), Pc, do tego stopnia, ze autorzy niemalze zaklasyfikowali gen
H2AvD do grupy PcG. Mutacja H2AvD skutkowata réwniez obnizonym
poziomem metylacji H3K9 i wigzania biatka HP1 (heterochromatin protein 1),
czynnikéw koniecznych do formowania heterochromatyny (Swaminathan i in.,
2005). W jaki sposob mozliwe jest pelnienie przez H2AvD przeciwstawnych

funkcji, wcigz nie wiadomo.
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Inne role H2A.Z?

Co ciekawe, u drozofili homotypowe nukleosomy z H2A.Z wzbogacaja
sekwencje zaraz ponizej granicy intron/egzon (Weber i in., 2010). Biatko to
zostalo wylonione takze w screeningu regulatorow obrobki mRNA histonow,
gdzie bez H2AvD nie dochodzito do prawidlowej lokalizacji U7 snRNP (Wagner
I in., 2007). Moze to wskazywac na dotad nieznane funkcje H2A.Z w innych niz
transkrypcja procesach zachodzacych na DNA (i RNA).

1.5.4. Wariant H2A.Z a ekspresja genéw u kregowcow

U badanych krggowcow (kury, myszy, cztowieka) wystepuja dwa geny H2A.Z —
H2A.Z.1 (znany tez jako H2AFZ) i H2A.Z.2 (H2AFV), z ktorych ten drugi
zidentyfikowano dopiero w 2009 roku (wczes$niejsze badania odnosity si¢ do
H2A.Z.1). Posiadaja one az pig¢ intronéw (kanoniczne H2A nie majg introndw w
ogole). Ich sekwencje aminokwasowe roznig si¢ tylko trzema aminokwasami
(Eirin-Lopez i in., 2009; Dryhurst i in., 2009). W komorkach HeLa ulegaja one
ekspresji na podobnym poziomie, a kompleks SRCAP wprowadza do
nukleosomoéw obie izoformy. Fenotyp linii komérkowych pozbawiony H2A.Z.1
albo H2A.Z.2 wskazuje jednak ich ograniczong redundancje¢ (Matsuda i in., 2010).
Niedawno w roznych tkankach ludzkich potwierdzono ekspresje formy
splicingowej H2A.Z.2.2, ktora tylko w niewielkich ilos$ciach jest wprowadzana do
chromatyny, a ze wzgledu na unikalng budow¢ domeny C-koficowej mocno

destabilizuje nukleosom (Bonisch i Hake, 2012).

H2A.Z we wczesnych etapach rozwoju kregowcow
Na tylko czg$ciowa redundancje wskazuje fakt, ze wylaczenie tylko H2A.Z.1
prowadzi do $mierci na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego myszy — W
stadium przedimplantacyjnym blastocysty (Faast i in., 2001). Wskazuje to
roOwniez na znaczacy udzial H2A.Z w rozwoju organizmu. Mierzalna ekspresja
H2A.Z rozpoczyna si¢ wraz z réznicowaniem komorek i1 jest on w pierwszej
kolejnosci wprowadzany do perycentrycznej chromatyny (Rangasamy i in., 2003),
gdzie jest on konieczny do prawidlowej segregacji chromosomow i wigzania
biatka HP1 (Rangasamy i in., 2004).

Wgladu w role H2A.Z we wczesny rozwoj organizmu ssakow dostarczaja

badania na embrionalnych komorkach macierzystych (ESC, ang. embryonic stem
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cells). W mysich ESC H2A.Z okazat si¢ wzbogaca¢ rejony promotorowe ok. 8%
genéw, w ktorych nadreprezentowane byly geny zaangazowane w rozwdj
narzgdow 1 ich systemow, roznicowanie komoérek i regulacje ekspresji gendw
(Creyghton i in., 2008). Zaskakujace, ze prawie wszystkie regiony wzbogacone w
H2A.Z (93%) byly tez wzbogacone w obecnos¢ podjednostki kompleksu PRC2
(ang. Polycomb repressive complex 2) — Suz2 (ang. suppressor of Zeste 2),
sugerujac ich wspolny udzial w wyciszaniu tych genoéw. W istocie geny normalnie
wzbogacone w H2A.Z w linii z cz¢sciowym jego wyciszeniem ulegaty derepres;ji;
dochodzito w nich tez do znacznej redukcji wigzania Suz2 i Rnf2 (podjednostki
PRC1, ang. ring finger protein 2). Jednakze w linii mutanta Suz2 roéwniez
gwaltownie spadal poziom zwigzanego H2A.Z, wskazujac na ich wzajemne
uzaleznienie. Obnizenie poziomu ekspresji H2A.Z nie wydawalo si¢ wptywac¢ na
odnawianie si¢ i pluripotencj¢ ESC. Zupetnie odwrotnie bylo w przypadku proby
réznicowania tej linii w komoérki neuronalne czy krwiotwoércze — nie dochodzito
do zréznicowania, a komorki utrzymywaty podwyzszony poziom ekspresji genow
pluripotencji Oct4 (ang. octamer-binding transcription factor 4) i Nanog. Co
cieckawe, w zréznicowanych komorkach — tzw. neural precursors - H2A.Z
wzbogacal rejony promotorowe podobnej liczby, lecz zupelnie innych genow —
przewaznie gendw o wysokiej ekspresji (Creyghton i in., 2008). Znaczytoby to, ze
wzor dystrybucji tego wariantu histonowego zmienia si¢ podczas rozwoju
organizmu 1 réznicowania komorek, oraz ze moze on by¢ zwigzany zarowno z
aktywna transkrypcja, jak 1 wyciszeniem transkrypcyjnym.

Kolejne badania w ssaczych komoérkach macierzystych poparly te¢
hipoteze, chociaz kilka obserwacji roznito si¢ od tych z pracy Creyghtona i in
(2008). H2A.Z i jego acetylowana forma najbardziej wzbogacal rejony TSS
genow o najwyzsze] ekspresji 1 aktywne sekwencje wzmacniajace w ESC,
kolokalizujac z H3K4me3 (Hu i in., 2013). Okazat si¢ w nich niezbedny przede
wszystkim do réznicowania, ale 1 odnawiania si¢. Obnizenie poziomu H2A.Z.1 w
ESC skutkowalo zmniejszeniem wigzania czynnika Oct4 do jego docelowych
genow. Poza tym ulegalo redukcji wigzanie kompleksow: MLL (ang. mixed-
lineage leukemia) i PRC2 do odpowiednio aktywnych i wyciszanych genow, a co
za tym idzie takze wprowadzanych przez nie modyfikacji — odpowiednio
H3K4me3 i H3K27me3. Wedlug badaczy ulatwianie wigzania kompleksow

wykazujacych rozny wptyw na ekspresje genéw mialoby ttumaczy¢ deregulacje
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(zaburzenia zarowno w aktywacji, jak 1 represji) genéw bioracych udziat w
roéznicowaniu si¢ komorek (Hu i in., 2013).

Korelacje wzbogacenia w H2A.Z ze wzbogaceniem w metylacje H3K4 w
promotorach, sekwencjach wzmacniajacych i innych sekwencjach regulatorowych
potwierdzily takze badania Ku i in. (2012). Wzbogacone w H2A.Z okazaly si¢
by¢ tez rejony tzw. biwalentnej chromatyny. W jej obrgbie, charakteryzujacej si¢
jednoczesnym wystepowaniem znacznika aktywnej chromatyny H3K4me3 i
znacznika nieaktywnej chromatyny H3K27me3, lezg geny rozwojowe (ang.
developmental genes), ktore sg przejSciowo wyciszone, ale utrzymujg potencjat do
szybkiej aktywacji. W trakcie réznicowania si¢ komorek ich czg¢$¢ zostaje trwale
wyciszona (traci wtedy H3K4me3), a druga czgs¢ aktywowana (traci wtedy
H3K27me3). H2A.Z zwigzany z domenami biwalentnymi okazal si¢ by¢ ponadto
wzbogacony jednocze$nie w dwie modyfikacje — acetylacje i monoubikwitynacje
(Ku i in., 2012). Pozwolito to na wyciagnigcie hipotezy, ze ostateczny bilans tych
modyfikacji H2A.Z moze decydowac o przylaczaniu czynnikow odpowiednio

aktywujacych badz wyciszajacych geny (np. PRC2) (Subramanian i in., 2015).

H2A.Z w przej$ciu epitelialno-mezenchymalnym

Niedawno opublikowano wyniki, ktore pokazuja, ze H2A.Z zaangazowany jest w
regulacj¢ przejscia epitelialno-mezenchymalnego u krggowcow, co jeszcze
doktadniej wyjasnialoby zamieranie na wczesnym etapie embriondw
pozbawionych H2A.Z. Przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang. epithelial-
mesenchymal transition, EMT) jest to proces, w ktorym komorki nablonkowe
tracg charakterystyczne dla siebie cechy jak S$ciste przyleganie czy polarnos¢
komorki, przeksztatcajac sie w komorki mezenchymalne majace zdolno$¢
przemieszczania si¢ i inwazji (Thiery i in., 2009). Jest to proces zachodzacy
wielokrotnie podczas rozwoju zarodka, kluczowy dla réznicowania tkanek 1
organow, ale takze wystepujacy podczas regeneracji tkanek. Z drugiej strony
odpowiedzialny jest za patologiczne zwlOknienia organéw oraz metastaze
licznych nowotwordéw (Thiery i in., 2009). Przej$ciu temu towarzyszg zmiany w
ekspresji gendw — wyciszane zostaja markery komorek nabtonkowych, a
aktywowane geny charakterystyczne dla komoérek mezenchymalnych.
Czynnikiem, ktory potrafi zaindukowa¢ EMT w réznych liniach komorek

nabtonkowych jest TGF-f (ang. transforming growth factor f); pod wplywem
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tego czynnika linia psich komérek MDCK (ang. Madin-Darby Canine Kidney)
catkowicie przeksztatca si¢ w komorki mezenchymalne. Zespot D. Tremethicka
zaobserwowal, ze podobne przejscie (cho¢ powolniejsze) indukuje wyciszenie
ekspresji H2A.Z do okoto 40% za pomoca shRNA. Manifestowalo si¢ ono nie
tylko charakterystycznymi dla tego procesu zmianami fenotypowymi; w zblizony
sposob zmieniat si¢ transkryptom komorek. Podobnie jak po zadziataniu TGF-f
przy zredukowanym poziomie H2A.Z dochodzilo do represji markeréw
epitelialnych i aktywowania markeréw mezenchymalnych. Co wigcej, analiza
zmian dystrybucji H2A.Z w komoérkach poddanych dziataniu TGF-§ ze zmianami
ekspresji 189 gendw markerowych dla EMT ujawnita pewne zaleznosci. Dla
czgsci gendw epitelialnych hamowanie ekspresji korelowato z utratg H2A.Z
powyzej TSS (zwlaszcza w nukleosomie -2), a dla czgSci genow
mezenchymalnych ich aktywacja zwigzana byta z utrata H2A.Z w nukleosomie
+1 (Domaschenz i in., 2017).

Ogolna dystrybucja H2A.Z i jego wplyw na transkrypcje

Poza ESC w innych komoérkach H2A.Z jest rowniez lokowany przede wszystkim
na 5’koncach genow, w sekwencjach wzmacniajacych i izolatorowych (Barski i
in., 2007; Hardy i in., 2009) oraz w perycentrycznej heterochromatynie (Greaves i
in., 2007; Hardy i in., 2009).

Wedlug badan Barskiego 1 in. obecno$s¢ H2A.Z w nukleosomach wokot
TSS/NDR gendéw pozytywnie koreluje z ich aktywnos$cig (oparta o badania
transkryptomiczne innej grupy, Barski i in., 2007). Z kolei Hardy i in. pokazuja,
ze poziom H2A.Z w tym miejscu pozytywnie koreluje z poziomem zwigzanej
polimerazy II, ale juz nie z samg aktywnos$cig genéw (oznaczong na podstawie
poziomu samej polimerazy oraz jej fosforylowanej na serynie 2 formie). Sama
obecnos$¢ polimerazy nie implikuje bowiem wydajnej transkrypcji ze wzgledu na
zjawisko pauzowania polimerazy — i wedlug badaczy nie ma réznicy w poziomie
H2A.Z pomigdzy genami aktywnie transkrybowanymi a tymi z zatrzymang
polimeraza (Hardy i in., 2009). Co wazne, w tych samych badaniach mozna byto
zaobserowac nieduzg antykorelacje tej aktywnosci z poziomem H2A.Z w ciatach
genow (Barski 1 in., 2007 Hardy i in., 2009). Poza tym badania pokazaty, ze
redukcja ekspresji H2A.Z uzyskana przez zastosowanie ShRNA rzeczywiscie

skutkowata spadkiem wigzania polimerazy II RNA do genéow w skali
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calogenomowej. Hardy i in. przyjrzeli si¢ blizej temu, co dzieje si¢ z poziomem
H2A.Z i polimerazy I RNA w promotorze dwdch gendéw podczas ich indukcji
daunorubicyng. W obu przypadkach najpierw wzrastal poziom H2A.Z, ktory
nastepnie obnizatl si¢ wraz ze wzrostem poziomu polimerazy. Gdy poziom
polimerazy spadat, ponownie podnosit si¢ poziom H2A.Z. Wyniki te wskazywaly,
ze po indukcji H2A.Z byt rekrutowany do promotorow obu gendéw przed
polimeraza, co wedtug autorow moglo $wiadczy¢ o jego udziale w rekrutacji
polimerazy 1 innych czynnikéw do promotora (jak u drozdzy). I rzeczywiscie — po
wyciszeniu ekspresji H2A.Z przez zastosowanie shRNA zaobserwowano o wiele
nizszy poziom transkryptu zaindukowanego genu IL8, do jego promotora wigzato
si¢ tez znacznie mniej polimerazy II RNA. W trakcie transkrypcji H2A.Z byt
tracony — po przej$ciu polimerazy odlaczone dimery H2A.Z-H2B miaty by¢
zastepowane kanonicznymi dimerami. Podobnie zaobserwowano ubytek H2A.Z z
cial transkrybowanych genow, do ktérych wariant ,,powracal” wraz z ich
ponowng represja. Zgodnie z hipotezg wysoki poziom H2A.Z odnotowywano w
cialach genow w heterochromatynie (Hardy i in., 2009). Wedlug autoréw u
drozdzy Htzl byl wprowadzany do wigkszo$ci promotorow jeszcze w czasie
represji genu, przygotowujac gen na ewentualng aktywacje¢. Zaproponowali, ze
drozdze jako organizmy prowadzace ekspresje duzej czg$ci genomu maja geny
stale znakowane na 5’ koncu Htzl. Z kolei w komoérkach ludzkich H2A.Z byt
elementem procesu aktywacji genu — rekrutowany do promotora (w kazdej
rundzie tranksrypcji od nowa) i pomagajacy rekrutacji pol II RNA i innych
czynnikow. Enhancery natomiast byty bardziej podobne do drozdZzowych genow —
wigzace H2A.Z niezaleznie od statusu transkrypcyjnego (Hardy i in., 2009).
Niedawno przeprowadzono badania nad obecnoscig H2A.Z w chromatynie
komorek raka odbytu HCT 116. Wariant ten wzbogaca nukleosomy +1 1 -1
gendw, ale tylko tych, ktore ulegaja transkrypcji. Wyniki uzyskane przez Lashgari
I in. (2017) maja potwierdzaé, ze aktywna transkrypcja zapobiega depozycji
H2A.Z w nukleosomie +1 i ciele gendw. Z kolei jej inhibicja ma skutkowaé
gromadzeniem H2A.Z w tych miejscach. Zablokowanie transkrypcji przez uzycie
a-amanityny (blokujacej translokacje polimerazy I1 RNA 1 doprowadzajacej do jej
dysocjacji) powodowalo akumulacje H2A.Z zarowno w TSS, jak i cialach genow,
ale znow wylacznie tych normalnie ulegajacych ekspresji. Sugerowato to, ze

poziom H2A.Z w genach wzrasta w konsekwencji zaprzestania ich transkrypcji.
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Dla TSS kilku genow grupie tej udalo si¢ pokaza¢, ze wraz z zastosowaniem o-
amanityny wzrastal poziom zwigzanego biatka p400, glownej podjednostki
kompleksu p400 odpowiedzialnego za acetylacje H4/H2A oraz inkorporacje
H2A.Z do chromatyny. Zatem mozliwe, ze wraz z inhibicjg transkrypcji do genu
rekrutowany jest kompleks p400, ktéry wprowadza H2A.Z. Réwniez dla kilku
gendw zastosowanie innego inhibitora — flawopiridolu (uniemozliwia przej$cie
polimerazy Il RNA z fazy inicjacji do elongacji transkrypcji) skutkowato
wzrostem poziomu H2A.Z. Obecno$¢ H2A.Z w genach miataby wigc tu by¢
konsekwencja, a nie przyczynag represji genéw. Wnioski wydaja si¢ jednak
wyciggnigte nieco na wyrost, jako ze brakuje dobrych kontroli, a takze
powierzchowne — autorzy nie wykorzystuja wiedzy o mechanizmie dziatania
inhibitorow, by dokladnie przesledzi¢, jak ksztattuja sie zalezno$ci miedzy

polimeraza II RNA, procesem transkrypcji i depozycji H2A.Z.

H2A.Z w nowotworach

Oba ludzkie geny H2A.Z uwiktane sa w proces nowotworzenia - przypisuje si¢ im
role onkogenow. Ulegaja one nadekspresji w roznych rodzajach nowotwordéw (m.
in. skory, piersi, prostaty, pecherza moczowego), a w przypadku raka skory, piersi
1 raka watrobokomorkowego jest to ztym prognostykiem. W niektorych
nowotworach nadekspresji ulegaja tez p400 i SRCAP, dwa kompleksy deponujace
H2A.Z w chromatynie (zebrane przez Zink i Hake, 2016; Buschbeck i Hake,
2017).

1.5.5. Wariant H2A.Z a ekspresja genéw u roslin

Ogolny rozklad H2A.Z w chromatynie rosliny modelowej Arabidopsis
thaliana

Juz pierwsze badania immunolokalizacyjne H2A.Z u Arabidopsis pokazaty, ze
wystepuje on w calej chromatynie poza centromerami 1 rejonami
perycentrycznymi, rowniez w czasie podziatow komorkowych (Deal i in., 2007).
Z kolei badania ChlIP-on-chip zespotu Henikoffa pokazaly, ze tak jak i w
przypadku innych eukariotow, H2A.Z wzbogaca przede wszystkim sekwencje
zaraz ponizej TSS genow (nukleosom +1), i to niezaleznie od ich aktywnosci

transkrypcyjnej (Zilberman i in., 2008). Co wiecej zauwazono silng antykorelacje
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miedzy wystepowaniem H2A.Z i metylacja DNA — H2A.Z nie wystgpowal w
silnie zmetylowanych centromerach, transpozonach i cialach bardzo aktywnych
genow. Na zalezno$¢ te nie miaty wptywu sekwencja DNA, poziom transkrypcji
ani potencjal transkrypcyjny genu. Chociaz poczatkowo wyniki wskazywaty, ze
moze to by¢ relacja obustronna, kolejne badania wykazaty, ze to metylacja CG
wyklucza wprowadzanie H2A.Z, nie na odwrét (Coleman-Derr i Zilberman,
2012). Podobng negatywng korelacje zaobserwowano u najezki, co wskazuje na
pojawienie si¢ tego zjawiska jeszcze przed rozdzieleniem linii ewolucyjnych

roslin i zwierzat (Zemach i in., 2010).

Geny H2A.Z u A. thaliana
Jak juz wspomniano, U A. thaliana wystepuja trzy geny H2A.Z ulegajace ekspresji
— HTA8 (AT2G38810), HTA9 (AT1G52740) i HTAL11l (AT3G54560) — oraz jeden
skrocony, stanowigcy prawdopodobnie pseudogen — HTA4 (AT4G13570). Geny
HTA8, HTA9 i HTA1l prezentuja 80-90% identycznosci sekwencji
aminokwasowej miedzy sobg 1 tylko 52% identycznosci z kanonicznym H2A,
jakim jest HTAL. Jednoczesnie wykazujg ok. 80% identyczno$¢ sekwencji
aminokwasowej z histonami typu H2A.Z z innych organizméw, co potwierdza
bardzo wysoka zachowawczo$¢ sekwencji aminokwasowej H2A.Z (Yi i in.,
2006). Z nich trzech tylko HTA9 ulega ekspresji niezaleznie od fazy cyklu
komorkowego. Mimo to, ze wzgledu na duze podobienstwo, poszczegolne biatka
H2A.Z najpewniej si¢ zastepuja, na co wskazuje tez fakt, ze pojedyncze mutanty
insercyjne hta9 czy htall nie wykazujg zadnych zmian w fenotypie (March-Diaz
i in., 2008).

Dotad nie uzyskano potrojnego mutanta h2a.z typu null, chociaz

podejmowano takie proby (Coleman-Derr i Zilberman, 2012).

Udzial H2A.Z w regulacji kwitnienia

Juz w 2003 roku Noh i Amasino zidentyfikowali lini¢ mutanta piel jako linig¢
zakwitajaca wczesniej w warunkach dnia krétkiego, czyli warunkach
nieindukujacych kwitnienie. Pokazali ponadto, ze mutacja piel znosi fenotyp
poznego kwitnienia wynikajacy z obecno$ci czynnika FRI (FRIGIDA) lub
mutacji genéw tzw. autonomicznej S$ciezki kwitnienia. Wytlumaczyli to

obserwowanym spadkiem poziomu negatywnego regulatora kwitnienia FLC (ang.
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flowering locus C) w linii piel. Tg samg metoda ,,0od fenotypu do genotypu” Choi
I in. (2005b) zidentyfikowali mutanta suf3 (ang. suppressor of frigida 3). SUF3
okazal si¢ kodowa¢ homolog drozdzowego ARP6 i regulowaé¢ poziom FLC
niezaleznie od FRI, genéw S$ciezki wernalizacyjnej i autonomicznej. Jednakze
obnizenie poziomu transkryptu FLC wydawato si¢ autorom niewspotmierne (tj. za
mate) do obserwowanego przyspieszenia kwitnienia, dlatego sugerowali, ze
roOwniez inne represory kwitnienia muszg by¢ deregulowane w tej linii.
Réwnoczesnie  odnotowywali  wzrost  ekspresji  pozytywnych regulatorow
kwitnienia — FT (ang. Flowering locus T) i SOC1 (ang. Suppressor of
overexpression of CONSTANS 1), ale uznali to za konsekwencj¢ represji FLC.
Wiyniki te potwierdzili rownoczesnie Deal i in. (2005), wykazujac w linii arp6
spadek ekspresji zarowno FLC, jak i jego paralogow MAF6 (ang. MADS -
affecting flowering 4) i MAF5, a takze zwigkszong ekspresj¢ FT i SOC1. Mutacja
arp6 redukowata rowniez efekt pdznego kwitnienia spowodowanego przez
ekspresj¢ transgenicznego FRI. Podobny fenotyp oraz zmiany poziomu
transkryptow FLC, MAF4, FT i SOC1 March-Diaz i in. (2007) zanotowali w linii
mutanta sef (ang. serrated leaves and early flowering), homologa drozdzowego
Swcb, kolejnej podjednostki SWR1. Zgodno$é fenotypéw mutantow Swc6, arpb
(suf3) i piel deklarowali tez Choi i in. (2007). Jednoczesnie zespot Reyesa
postulowat istnienie roslinnego kompleksu homologicznego do drozdzowego
SWRI1, przedstawiajac dowody na genetyczne (analiza mutanta Sef piel) oraz
fizyczne (eksperymenty typu pull-down oraz z uzyciem dwuhybrydowego
systemu drozdzowego) oddzialywanie SEF, ARP6 i PIE1 (March-Diaz i in.,
2007). Podobnie grupa pod przewodnictwem Lee pokazata oddzialywania
biatkowe pomiedzy roslinnymi PIE1, SUF3 (ARP6), SWC6 i SWC2 oraz PIEI i
SWC2 z H2A.Z, a takze asocjacje SWC6 i SUF3 (ARP6) do sekwencji FLC.
Dodatkowo, powodujac czesciowe wyciszenie H2A.Z za pomocag konstruktow
amiRNA i RNAI, uzyskali oni fenotyp podobny do fenotypu mutantow
podjednostek kompleksu SWR1, wskazujac po raz pierwszy, ze zaburzenia w tych
mutantach wynikajg z niemoznosci wprowadzania H2A.Z do chromatyny przez
ten kompleks (Choi i in., 2007). Niedtugo potem ponownie March-Diaz ze
wspolpracownikami potwierdzita ten wniosek przez pokazanie fenotypu mutanta
podwojnego hta9 htall oraz poréwnanie deregulowanych genow podwojnego

mutanta i piel, z ktorych 65% si¢ pokrywato. Zademonstrowali oni réwniez
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oddziatywania PIE1 z HTA8, HTA9 i HTA1l (dwuhybrydowym systemem
drozdzowym, a oddziatywanie z HTA9 potwierdzone technika pull-down; March-
Diaz i in., 2008). Ten sam zespdt postulowal istnienic podobnego do
drozdzowego kompleksu SWR1 u Arabidopsis, znajdujac ortologi zdecydowanej
wigkszosci (11) jego podjednostek (March-Diaz i Reyes, 2009). Z kolei Deal i in.,
wylawiajac fragmenty DNA zwigzane z H2A.Z za pomoca przeciwciala na
H2A.Z, pokazali, ze wylaczenie piel i arp6 u Arabidopsis skutkuje silng redukcja
poziomu H2A.Z na przestrzeni represjonowanych w tym uktadzie gendéw: FLC,
MAF4 i MAF5. Szczeg6lnie duza redukcja widoczna byta zwlaszcza na poczatku i
koncu genu, gdzie normalnie wystgpowalo wyzsze wzbogacenie H2A.Z (Deal i
in., 2007). Jednakze przeanalizowanie obecnosci H2A.Z w genie FLC w tkankach
o roznej jego ekspresji wskazywato negatywng korelacj¢ miedzy tym poziomem
ekspresji a obecnoscig H2A.Z. Sklonito to autorow do wniosku, ze H2A.Z jest
konieczny do wysokiej ekspresji FLC, ale jego obecno$¢ prawdopodobnie
bezposrednio nie indukuje transkrypcji tego genu, a raczej przygotowuje go na

aktywacje przez inne czynniki (Deal i in., 2007).

H2A.Z reguluje geny odpornosci na patogeny zwigzanej z kwasem
salicylowym (SAR, ang. salicylic acid response)

March-Diaz i jej wspotpracownicy (2008), analizujac dane mikromacierzowe na
temat transkryptomu mutanta piel-5, wsrod 622 genéw zmieniajgcych swoj
poziom ekspresji co najmniej dwukrotnie w stosunku do typu dzikiego, zauwazyli
szczegbdlng nadreprezentacje gendw zwigzanych ze stresem biotycznym i obrong
przed patogenami, w tym z odpowiedzig zalezng od kwasu salicylowego (SAR).
Konstytutywng nadaktywnos¢ kilku gendéw szlaku biosyntezy kwasu salicylowego
i kilku gendéw odpowiedzi (tzw. PR, ang. Pathogen Resistance) za pomoca
potilosciowego RT-PCR potwierdzili w linii piel-5, a takze, cho¢ w mniejszym
stopniu, w linii sef-2 i hta9-1 htall-2. Ponadto we wszystkich tych liniach
dochodzito do zjawiska $mierci komorkowej, ktéra jest naturalnym objawem
reakcji nadwrazliwosci (HR, ang. hypersensitivity response), towarzyszacej SAR.
Wykazali takze zdecydowany wzrost odpornosci zmutowanych linii (najbardziej
piel-5) na infekcje Pseudomonas syringae, co jest charakterystyczne przy

aktywacji szlaku SAR. Tym samym grupa pokazata, ze w warunkach, ktorych
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ro$linie nie zagraza infekcja, H2A.Z najprawdopodobniej utrzymuje geny $ciezki
SAR w stanie represji.

Jednak wyniki niedawnych badan Berriri i in. (2016) komplikujg ten
obraz. Przeprowadzajac cksperymenty analogiczne do tych opublikowanych
przez March-Diaz i in. (2008), nie tylko nie potwierdzili obswerwacji $mierci
komorkowej, ale zanotowali rowniez zmniejszong odporno$¢ linii mutantow piel,
swcb i hta9 htall wzgledem Pseudomonas syringae. Za to zwickszong odpornos¢
wykazywata linia arp6, co wedlug autorow $wiadczy o odmiennym wplywie
réznych podjednostek roslinnego kompleksu SWRI1 na odporno$¢ roslin. Co
wigcej, roznice w odporno$ci zwigzanej z kwasem salicylowym wystepowaty,
mimo ze wszystkie linie wykazywaty wieksza akumulacje kwasu salicylowego po
infekcji w stosunku do linii typu dzikiego (WT). Dodatkowo mutanty piel, swcb i
hta9 htall wykazywaly tez mniejsza odporno$¢ na nekrotroficzny patogen
Botrytis cineria, aktywujacy odporno$¢ zalezng od kwasu jasmonowego, mimo ze
obie $ciezki (tj. kwasu salicylowego i kwasu jasmonowego) dziataja na siebie
antagonistycznie.

Przeprowadzone catogenomowe analizy transkryptomiczne RNA-seq
wykazaly, ze tylko cze$¢ genow deregulowanych w mutantach piel, arp6, swcb i
hta9 htall byta wspolna dla nich wszystkich (odpowiednio 20%, 22%, 32% i
27% wszystkich feregulowanych gendéw). Analiza GO (ang. gene ontology)
wskazala jako nadreprezentowane kategorie m. in. odpowiedz na kwas salicylowy
(SA response) i obrong (defense). Poza tym deregulowane geny wykazywaly
zroznicowana korelacje miedzy mutantami - tylko r’=0,16 miedzy piel i arps,
r’=0,11 miedzy piel i hta9 htall, r’=0,38 miedzy arp6 i hta9 htall, r’=0,42
miedzy arp6 i swcé, dochodzac do *=0,75 miedzy swcb i hta9 htall. Sugeruje to,
ze brak réznych podjednostek kompleksu SWR1 moze mie¢ rézny wplyw na
ekspresje genow. Szczegdlnie wyrazne wydaje sie to w przypadku piel, ktorego
az 55% gendw o zwigkszonej ekspresji oraz 50% gendw o zmniejszonej ekspresji
deregulowanych jest wytacznie u niego (u arp6 20% i 25%, u swcé 4% i 4,5%
oraz u hta9 htall 13% i 18%) (Berriri i in., 2016).

H2A.Z reguluje geny odpowiedzi na glod fosforanowy
Do podobnych wnioskéw, ale dotyczacych gendéw reakcji na niedobor

fosforanéw, doszli Smith i jego wspotpracownicy (2010). U siewek linii arp6
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zaobserwowali oni cechy charakterystyczne dla roslin cierpigcych na brak
fosforanow — krotsze korzonki, wigkszg liczbe 1 dlugo$¢ wlosnikéw
korzeniowych, wzmozone gromadzenie skrobi i zwigkszong aktywno$¢ fosfataz w
pedzie. Ponadto geny, ktorych ekspresja wzrasta w odpowiedzi na ten rodzaj
glodu (PSR ang. Pi starvation response), ulegaty derepresji w linii arp6 (autorzy
przetestowali 10 takich genow). Wszystkie one w warunkach nieindukujacych
wigzane byty przez histon H2A.Z, co wykazano za pomocg techniki ChIP-qPCR
(w linii arp6 jego wzbogacenie spadato kilkukrotnie). W roslinach typu dzikiego
pod wplywem niedoboru Pi zawarto$¢ H2A.Z przynajmniej dla niektorych z nich
spadata (aczkolwiek niestety nie podano, jakie regiony gendéw badano) (Smith i

in., 2010).

Niejasna rola H2A.Z w regulacji genéw odpowiedzi na etylen

Hu i in. (2011) przesledzili proces indukcji prekursora etylenu ACC (ang. 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid) i ekspresji trzech genéw: ERF1, AtERF14
i ChiB oraz jednoczesne zmiany w poziomie H3K4me3, H3K27me3 i H2A.Z w
ich obrebie. Sprawdzali za pomocg ChIP-gPCR trzy ich rejony — promotor, rejon
zaraz powyzej TSS oraz ciato genu. W warunkach nieindukujgcych najwyzsze
wzbogacenie w H2A.Z stwierdzili w ciele genu; trudno powiedzie¢, dlaczego nie
w poblizu TSS — mozliwe, ze przypadkowo amplikon pokrywat si¢ czgsciowo z
NDR. Po indukcji genéw obserwowali nieduzy spadek wzbogacenia H2A.Z we
wszystkich badanych rejonach, ale dopiero po kilku godzinach od zadziatania
bodzca. Wskazywatoby to, ze usuniegcie H2A.Z nie jest kluczowe do
uruchomienia ich transkrypcji. Hu i in. (2011) badali réwniez reakcj¢ tych gendw
na ACC w linii mutanta podwdjnego hta9 htall. Poziom ERF1 byl znaczaco
obnizony, AtERF14 w zasadzie nieznacznie, a ChiB obnizony dopiero po kilku
godzinach w porownaniu do ros$lin typu dzikiego (Hu i in., 2011). Pamigtac
nalezy jednak, ze linia podwojnego mutanta hta9 htall ma stosunkowo najmniej

zaburzony fenotyp wynikajacy z ekspresji trzeciego genu H2A.Z — HTAS.

H2A.Z jako roslinny sensor temperatury? Czy przelacznik miedzy réznymi
odpowiedziami transkrypcyjnymi?
W 2010 roku Kumar i Wigge opublikowali w Cell glo$ng prace, w ktorej

postulowali H2A.Z jako czujnik zmiany temperatury, warunkujacy wlasciwag
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odpowiedz transkryptomiczng (Kumar i Wigge, 2010). Zainteresowani
odczuwaniem temperatury przez rosliny zauwazyli, ze jej podniesienie z 12 do
27°C nie jest jeszcze wprawdzie stresem (brak typowych markerow stresu), ale
juz wywotuje szerokie zmiany transkryptomiczne — blisko 2 tys. 500 gendéw ulega
zwigkszonej (co najmniej dwukrotnie) ekspresji i prawie 3 tys. genéw ulega
zmniejszonej ekspresji. Jednoczesnie zidentyfikowali gen HSP70 (ang. heat shock
protein 70) jako swoisty wskaznik wzrostu ciepta, gdyz jego ekspresja wzrastala
proporcjonalnie do wzrostu temperatury. Nastepnie droga od fenotypu do
genotypu wyselekcjonowali mutanty, ktore charakteryzowaty si¢ konstytutywnie
podwyzszong aktywnoscig HSP70 nawet mimo niskiej temperatury — okazaty sig
one by¢ mutantami arp6. Ich wydtuzony hipokotyl oraz wczesniejsze kwitnienie,
ktore czeSciowo jest zalezne od odczuwanej przez rosling temperatury, miaty
przypomina¢ fenotyp rosliny rosngcej w wysokiej temperaturze (sytuacja podobna
do fenotypu glodu fosforanowego — por. wyzej). Poza tym geny deregulowane w
linii arp6 w duzej mierze pokrywaty si¢ z genami zmieniajacymi ekspresj¢ pod
wplywem zmiany temperatury. Podobiefstwo fenotypu linii hta9 htall
sugerowato, ze moze to by¢ zwigzane z rolg ARP6 w depozycji wariantu H2A.Z.
Dlatego autorzy doktadniej przyjrzeli si¢ obecnosci nukleosomow 1 H2A.Z po
zmianie temperatury, jak i w liniach WT i arp6, najpierw wokot TSS genu
HSP70.

TSS genu HSP70 otaczajg dwa dobrze pozycjonowane nukleosomy: -1 (0k
250 pz powyzej TSS) oraz +1 (ok. 130 pz ponizej TSS), jednak tylko nukleosom
+1 jest bogaty w H2A.Z. Co wazne, w podwyzszonej temperaturze nie tylko
poziom H2A.Z, ale tez poziom catego nukleosomu +1 (reprezentowanego przez
H3) spada, w przeciwienstwie do niezmieniajagcego swego poziomu nukleosomu
-1 (przy czym poziom tego nukleosomu szacowany z uzyciem MNazy tez
czesciowo spadat). Wynik ten sugerowal, ze tylko nukleosom z H2A.Z ,reaguje”
na zmian¢ temperatury, a badacze proponowali, zZe ,znikajac”, ulatwia on
polimerazie II przej$cie przez barier¢ pierwszego nukleosomu, pozwalajac na
wydajng ekspresje¢ HSP70 w tych warunkach. Nadekspresja HSP70 w linii arp6
(w ktorej w nukleosomie +1 H2A.Z nie jest obecny) w warunkach
nieindukujacych zdawala si¢ potwierdza¢ ten tok rozumowania (chociaz nie
pokazano, czy w linii arp6 rowniez caly nukleosom znikat). Co ciekawe jednak,

przebadawszy technikg ChIP-gPCR poziom H2A.Z w domniemanych miejscach
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ulokowania nukleosomu +1 w genach o ro6znym kierunku odpowiedzi
transkrypcyjnej na wzrost temperatury (czyli zwigkszajacych, zmniejszajacych
badz niezmieniajagcych swojej ekspresji), Kumar i Wigge wywnioskowali, ze
poziom H2A.Z spada w nich niezaleznie od tego kierunku. Autorzy nie wzieli
jednak pod uwage innych mozliwosci — np. ze nukleosom ten moze ulec
przesunigciu, czego, stosujac jedng pare starteréw dla domniemanego miejsca
nukleosomu +1, nie byli w stanie zweryfikowa¢. Dodatkowo badacze pokazali
wprawdzie, ze w obrgbie HSP70 poziom przylaczonej polimerazy II w linii arp6
jest wyzszy, oraz w Wwyzszej temperaturze miejsce najwigkszego wigzania
polimerazy w obu liniach (WT i arp6) przesuwa si¢ w strong¢ ciata genu, jednak
twierdzenie, ze to mialoby wskazywaé¢ na uwolnienie polimerazy ze stanu
zatrzymania do elongacji, do czego walnie przyczynia si¢ H2A.Z, wydaje si¢
przesadzone. Tym bardziej, ze w linii arp6 w nizszej temperaturze tego
przesunigcia nie wida¢. Podobnie jest z wyizolowanym fragmentem chromatyny
wokot TSS HSP70 — nukleosom +1 z H2A.Z okazat si¢ w eksperymencie in vitro
znacznie mocniej chroni¢ DNA przed enzymem restrykcyjnym niz nukleosom z
H2A (co wedtug autorow miatoby wskazywac na silniejsze kontakty nukleosomu
zawierajacego H2A.Z z DNA), ale w bardzo niewielkim stopniu znikat wraz ze
wzrostem temperatury, kiedy to przeciez dochodzi do zwigkszonej ekspresji genu
(i in vivo utraty stad nukleosomu). Ponadto pozostaje pytanie, co dzieje si¢ z
genami zmniejszajacymi ekspresje w odpowiedzi na skok temperatury, rowniez
tracacymi H2A.Z? Wedhlug autoréw znikajacy nukleosom udostgpnia miejsce do
zwigzania represoréw transkrypcji. A jak jest w przypadku genow
niezmieniajacych swojej aktywnosci, a rowniez tracacych H2A.Z? To pytanie
pozostaje bez odpowiedzi. Dlatego bezposrednie taczenie zmian w obecnosci
H2A.Z w nukleosomie +1 ze zmianami w procesie transkrypcji wydaje si¢ by¢ nie
do konca uprawnione. Nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, ze za znikaniem
nukleosomu +1 z H2A.Z w podwyzszonej temperaturze stoi po prostu jednak
mniejsza stabilno§¢ nukleosoméw zawierajacych rownoczesnie H2A.Z i H3.3,
ktére wzbogacajg rejony TSS w innych gatunkach (Jin i in., 2009). Poza tym jak
dotad brakuje dowodow na wystgpowanie u roslin zjawiska pauzowania
polimerazy Il w poblizu promotora, do ktorego miataby si¢ wedlug badaczy
przyczyni¢ obecnos¢ H2A.Z (Hetzel i in., 2016).
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Praca Kumara i Wigge’a (2010) po siedmiu latach doczekata si¢
kontynuacji (Cortijo i in., 2017). W kolejnych badaniach zespot P. Wigge’a
przebadat transkryptom roslin w kilku punktach czasowych po zmianie
temperatury i1 znalaztszy liczne geny (1035), ktorych aktywnos$¢ si¢ zmieniata,
podzielit je na grupy ze wzgledu na profil zmian w ekspresji. Swoja dalszg uwage
skupil gtéwnie na grupie nr 6, ztozonej ze 147 gendw zwigkszajacych gwattownie
swoja ekspresje po zmianie warunkow (odpowiedz w ciggu 15 minut) 1
wracajacych do stanu wyjSciowego po 4 godzinach. Grupa ta okazata si¢ tez
wzbogacona w kategorie GO zwigzane z odpowiedzig na ciepto i $wiatlo.
Szczegodlnie nadreprezentowane sa w niej sekwencje HSE (ang. heat shock
elements), rozpoznawane przez czynniki transkrypcyjne w czasie stresu ciepla,
zwlaszcza przez czynnik szybkiej odpowiedzi na ciepto HSF1A (ang. heat shock
factor 1 a), wiazacy si¢ w ciggu 15 min od podwyzszenia temperatury. Geny z tej
grupy okazaly si¢ mie¢ w warunkach nieindukujacych o wiele wyzszy poziom
H2A.Z na calej swej dtugosci, tacznie z TSS, niz pozostate geny. Po zadzialaniu
wyzszej temperatury, gdy geny zwigkszaty swoja ekspresj¢, odnotowywano w
nich znaczny spadek poziomu H2A.Z, co wskazuje na represyjny wplyw
obecnosci H2A.Z w genach responsywnych w warunkach nieindukujacych.
Spadek poziomu H2A.Z byt specyficzny, gdyz rownocze$nie nie obserwowano
spadku obsadzenia H3 (w poprzedniej pracy w genie HSP70 znikat caty
nukleosom +1). Co wigcej geny charakteryzujace si¢ najwigkszym spadkiem
poziomu H2A.Z okazaly si¢ by¢ tymi, ktore tez najbardziej zmienialy swojq
ekspresje, wskazujac niejako, ze obecno$¢ H2A.Z moze by¢ prerekwizytem
gwattownych i diametralnych zmian w transkrypcji w odpowiedzi na bodziec.
Wedtug autoréw zaréwno usunigcie H2A.Z i aktywacja transkrypcyjna gendéw z
grupy 6 poprzedzona jest zwigzaniem czynnika HSFATA. Swdj wniosek opieraja
na badaniach in vitro, w ktorych sam wzrost temperatury do 27°C nie powodowat
reakcji nukleosomu z H2A.Z, a takze na obserwacji, ze nie dochodzi do utraty
H2A.Z z nukleosomu +1 genu HSP70 w mutancie hsfala/b/d/e. Z drugiej strony
nie sg oni jednak juz w stanie stwierdzi¢, co zachodzi najpierw — aktywacja
transkrypcji czy utrata H2A.Z. Wida¢ tu jednak, ze autorzy ostatecznie porzucili
model, w ktorym H2A.Z byt ,czujnikiem” temperatury. Rol¢ H2A.Z widza
bardziej jako rolg przetacznika (ang. switch) miedzy odpowiedziami na bodzce
(Cortijo i in., 2017).
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1.6. Inne funkcje H2A.Z

Udzial H2A.Z w sygnalizacji i naprawie pekni¢¢ dwuniciowych

Poza udziatem H2A.Z w regulacji transkrypcji jego najszerzej dyskutowang rola
jest udziat w naprawie powaznych uszkodzen DNA jakimi sga peknigcia
dwuniciowe DNA (ang. double-strand breaks, DSBs). Sa one bardzo toksycznymi
uszkodzeniami materialu genetycznego, poniewaz prowadza do niestabilnosci
genomu, stad muszg by¢ przez komorke szybko rozpoznane i naprawione. Udziat
H2A.Z w tych procesach zostal dowiedziony u S. cerevisiae (Kalocsay i in.,
2009), D. melanogaster (Kusch i in., 2004) i w komoérkach ssaczych (liczne
doniesienia, zreferowane m.in. przez Gursoy-Yuzugullu i in., 2015).

Drozdzowy mutant delecyjny htzl wykazuje zwigkszong wrazliwo$¢ na
czynniki powodujace DSB. H2A.Z wprowadzany jest w miejsce uszkodzenia i
jest potrzebny do aktywacji punktu kontrolnego (ang. checkpoint activation) w
cyklu komorkowym. U drozdzy dominuje naprawa DSB przez rekombinacje
homologiczng, ale przy braku homologiczne] matrycy do naprawy, miejsce
uporczywie trwajacego DSB jest przenoszone na peryferie jadra komorkowego 1
brak H2A.Z rowniez to uniemozliwia (Kalocsay i in., 2009).

W  komorkach ludzkich kaskade zdarzen prowadzaca do naprawy
uruchamia fosforylacja wariantu histonowego H2A.X w miejscu uszkodzenia
przez kinazg ATM (ang. ataxia-telangiectasia mutated). Do y-H2A.X przylacza
si¢ MDCL1 (ang. mediator of DNA damage checkpoint protein 1), ktory promuje
rozprzestrzenianie si¢ y-H2A.X na setki kpz w obu kierunkach od miejsca DSB
(Bonner i in., 2008). Nastepnie ligazy ubikwitynowe dotaczaja ubikwityng do
histonow (zwlaszcza H2A 1 H2A.X), przez co stajg si¢ one miejscem wigzania
kolejnych biatek naprawczych takich jak S3BPI i BRCAL (Xu i in., 2010;
Mattiroli i in., 2012). Dochodzi rowniez do metylacji H3K36 (wedlug badan Pai i
in., 2015, metylacja w tym miejscu promuje naprawe przez NHEJ, a acetylacja
przez HR) oraz metylacjc H3K9, ktora z kolei stymuluje aktywnosé
acetylotransferazowa Tip60 (podjednostki kompleksu Tip60/p400) 1 kinazowg
ATM (Ayrapetov i in., 2014). Obie aktywnosci kompleksu Tip60/p400 peinia
kluczowa role w adaptacji chromatyny do naprawy pegknigcia dwuniciowego

DNA. p400 wprowadza H2A.Z do chromatyny w poblizu uszkodzenia (Xu i in.,
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2012), a to stymuluje Tip60 do acetylacji H2A i H4, réwniez rozprzestrzeniajacej
si¢ wokot miejsca DSB, tworzac domeny otwartej chromatyny (Xu i in., 2010),
dostepnej dla maszynerii naprawcze;.

Wedlug najnowszych badan chromatyna w poblizu DSB poczatkowo
ulega kondensacji (by¢ moze aby wstrzymaé transkrypcje lub utrzymac konce
DNA blisko siebie), aby dopiero pdzniej ulec rozluznieniu i umozliwi¢ zwigzanie
Maszynerii naprawczej. Przej$cie migdzy tymi stanami reguluje w komorkach
ssaczych wiasnie kompleks NuA4-Tip60 z obiema jego aktywnos$ciami —
inkorporacji H2A.Z oraz acetylacji H2A/H2A.X i H4. Wariant H2A.Z gromadzi
si¢ w miejscu uszkodzenia w ciggu kilku minut od jego zaistnienia. Tworzac z
H2B wydluzonga w stosunku do H2A kieszen kwasowa silniej oddziatuje z
histonem H4 kolejnego nukleosomu, zard6wno promujac bardziej zwartg strukture
chromatyny, jak i zapobiegajac acetylacji H4 przez NuA4. Jednak obecno$¢
H2A.Z w poblizu DSB jest przej$ciowa i jego usunigcie przez biatko opiekuncze
Anp32e (ang. acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member E)
uwalnia ogon aminowy H4, umozliwiajac jego acetylacj¢ i1 dekondensacje
chromatyny. Wprowadzenie H2A na miejsce H2A.Z prowadzi tez do
ubikwitynacji wolnej w przypadku H2A kieszeni kwasowej, ktora jest kolejnym
etapem w sygnalizacji peknie¢ do naprawy (Gursoy-Yuzugullu i in., 2015).

Xu i in. (2012) pokazali, ze wyciszenie H2A.Z za pomoca shRNA (ang.
short hairpin RNA), jak rowniez wylaczenie aktywnosci ATP-azowej p400 w
komorkach ludzkich hodowanych in vitro skutkowalo znaczgco obnizong
acetylacja histonu H4, ubikwitynacja chromatyny oraz zredukowanym wigzaniem
biatka BRCA1 w odpowiedzi na DSB. Biatko BRCAL jest kluczowe dla naprawy
DNA na drodze rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination) i
komorki moga rekompensowaé zaburzenie tej Sciezki przez wzmocnienie
alternatywnej Sciezki naprawy — przez niehomologiczne tgczenie koncow (ang.
nonhomologous end-joining, NHEJ). Jednakze okazuje si¢, ze przy braku H2A.Z
dochodzi réwniez do obnizenia poziomu NHEJ — wariant ten potrzebny jest m. in.
do tadowania w miejsce uszkodzenia podstawowego dla tej $ciezki kompleksu
Ku70/Ku80 (Xu i in., 2012).

Badania sugeruja, ze H2A.Z ma udzial réwniez w rekombinacji
mejotycznej (Choi i in., 2013; Rosa i in., 2013; Qin i in., 2014; Yamada i in.,

2017), jednak nie jest on jeszcze przekonujgco wyjasniony..
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H2A.Z w splicingu
Pojawiajg si¢ rowniez doniesienia na temat wptywu H2A.Z na proces splicingu.
Neves i in. (2017) pokazuja w analizie calogenomowej, ze u S. cerevisiae delecja
htzl skutkuje obnizeniem wydajnosci wycinania intronéw gltownie z gendw z
nickonsensusowym (a wigc stabszym) miejscem rozgatgzienia (ang. branching
point, BR). H2A.Z nie wptywa jednak na ekspresj¢ biatek zaangazowanych w
splicing ani nie oddzialuje bezposrednio z szeregiem sprawdzonych czynnikow
splicingowych. Mimo to jest dobrze pozycjonowany w poblizu miejsca
rozgalezienia (BR) 1 3 miejsca splicingu (ang. 3’ splice site, 3’ SS), a jego brak w
kilku badanych genach powoduje wzrost wigzania U2 snRNP (ang. U2 small
nuclear ribonucleoprotein) oraz wzrost wigzania US snRNP. Autorzy uwazaja, ze
wplyw Htzl na splicing wynika z jego dowiedzionego wplywu na proces
elongacji transksrypcji (Santisteban i in., 2011; Rudnizky i in., 2016), gdyz
wycinanie introndw zachodzi kotranskrypcyjnie. Sami réwniez pokazuja w kilku
genach obnizenie wigzania duzej podjednostki polimerazy II RNA Rbp3
(redukcja 0 11-31%) (Neves i in., 2017).

Rownoleglte badania na innych drozdzach — S. pombe — dostarczyly
podobnych obserwacji. H2A.Z wzbogacal okolice granic egzon — intron, byt
istotny dla wycinania introné6w o niekonsensusowym BR 1 wykazywatl silne

genetyczne zwigzki z U2 snRNP (Nissen i in., 2017).
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2. ZALOZENIA I CELE

Uniwersalnos$¢ 1 silna ewolucyjna zachowawczo$¢ wariantu histonowego H2A.Z

wraz z jego ewidentnym wzbogaceniem w poblizu TSS we wszystkich

analizowanych genomach od poczatku sugerowata badaczom jego zaangazowanie

w proces transkrypcji. Jednak mimo wysitkow wielu grup badawczych, rola

H2A.Z w regulacji transkrypcji pozostaje niejasna; sprzeczne informacje na ten

temat pojawiajg si¢ w literaturze. Ponadto zasugerowano, ze H2A.Z u A. thaliana

moze by¢ szczego6lnie istotny do kontroli ekspresji gendw odpowiedzi na rézne
bodzce. Dlatego gltéwnym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo okreslenie

wplywu wariantu histonowego H2A.Z na ekspresje genéw u A. thaliana w

odpowiedzi na stres suszy.

Ze wzgledu na brak dostgpnej linii mutanta insercyjnego jednego z trzech
genow H2A.Z — HTA8 w tle genetycznym Col-0 i tym samym mutanta z
calkowicie wylaczong ekspresja H2A.Z, do eksperymentow uzyto linie arp6
(suf3), piel-5 oraz podwodjnego mutanta hta9-1 htall-1. Jak juz opisano we
WSTEPIE, Arp6 i Piel sa homologami niezbednych podjednostek drozdzowego
kompleksu SWRI1, uwazanego za jedyny kompleks deponujacy H2A.Z w
chromatynie (Billon i C6té, 2011). W roslinach w linii mutanta arp6 pokazano
dotychczas dramatyczny spadek poziomu H2A.Z dla kilku loci (FLC, MAF4,
MAF5). Dlatego na potrzeby tej pracy zatlozono, ze fenotyp mutanta delecyjnego
arp6 jest najblizszy fenotypowi roslin nieposiadajacych H2A.Z w swojej
chromatynie.

Szczegotowymi celami pracy byly:

1. Okreslenie, czy rosliny z obnizonym poziomem H2A.Z w chromatynie w
odmienny sposob reagujg na stres oraz jakie geny wykazuja u nich zaburzong
regulacje.

2. Ustalenie, co dzieje si¢ z H2A.Z w genach zmieniajacych swoja ekspresje w
odpowiedzi na stres.

3. Scharakteryzowanie zalezno$ci pomigdzy obecnosciag H2A.Z (i jej zmianami)
a poziomem ekspresji gendw (i jej zmianami).

4. Zaproponowanie roli H2A.Z w regulacji transkrypcji genow u Arabidopsis
thaliana.
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3.

MATERIALY

3.1. Material roslinny

Stosowano nastepujace linie A. thaliana:

Col-0 uzyskang z The Arabidopsis Biological Resource Center (Ohio, USA)
linie 5D Col-0 zawierajaca dodatkowa kopie genu HTALl z przylaczong
sekwencjg BLRP (ang. biotin ligase recognition peptide) na 5’ koncu genu,
kontrolowang przez natywny promotor, oraz lini¢ K3F zawierajaca sekwencje
BLRP pod promotorem genu HTALll, uzyskane droga transformacji z
Agrobacterium tumefaciens w Zaktadzie Biotechnologii UAM przez mgr
Lukasza Pawetoszyka (2010)

arp6 (suf3) otrzymang od Dr. Kyuha Choi (National Research Laboratory of
Plant Developmental Genetics, Department of Biological Sciences, Seoul
National University, Korea) (Choi i in., 2005b)

5D-arp6 powstalg ze skrzyzowania obu linii

hta9-1 htall-1 typu knock-out - z insercja T-DNA w tych genach, otrzymana
od Dr Rosany March-Diaz (March-Diaz i in., 2008)

piel-5 uzyskang z Nottingham Arabidopsis Stock Centre, SALK 096434

3.2. Odczynniki do hodowli roslin

3.2.1.  Odczynniki do sterylizacji nasion
a) 70% etanol

b) ACE (zawierajacy <5% podchlorynu sodu)

c)

HCI

3.2.2.  Pozywka stala do hodowli Arabidopsis na szalkach
Uzywano pozywke statg 1/2 MS (Murashige i Skoog) z dodatkiem MES (0,5%

w/v) w celu stabilizacji pH 5,7 (do ktérego doprowadzano roztworem 0,1M

KOH).

Pozywka MS:

a) Sktadniki mineralne:

e Azotan (V) amonu - NH4NO3 - 1,650 mg/I
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3.2.3.

Rosliny rosngce na torfach podlewano co dwa-trzy dni, w tym raz w tygodniu

Kwas borowy (111) - H3BO3 - 6,2 mg/I

Chlorek wapnia - CaCl; - 2H,0 - 440 mg/I

Chlorek kobaltu - CoCl, - 6H,0 - 0,025 mg/I

Siarczan (V1) magnezu - MgSO, - 7H,0 - 370 mg/I
Siarczan (V1) miedzi (1) - CuSQO, - 5H,0 - 0,025 mg/I
Fosforan (V) potasu - KH,PO,4 - 170 mg/I

Siarczan (VI)zelaza (II) - FeSO, - 7H,0 - 27,8 mg/I
Azotan (V) potasu - KNO3 - 1,900 mg/I

Siarczan (V1) manganu (I1) - MnSO, - 4H,0 - 22,3 mg/I
Jodek potasu - K1 - 0,83 mg/I

Molibdenian (V1) sodu - Na,MoQO, - 2H,0 - 0,25 mg/I
Siarczan (V1) cynku - ZnSQ, - 7H,0 - 8,6 mg/l
Wersenian sodu - Na,EDTA - 2H,0 - 37,2 mg/I
Sktadniki organiczne:

Inozytol - 100 mg/I

Niacyna - 0,5 mg/I

Pirydoksyna - HCI - 0,5 mg/I

Tiamina - HCI - 0,1 mg/I

Kwas indolilooctowy (IAA) - 1-30 mg/I

Kinetyna - 0,04 — 10 mg/I

Glicyna - 2,0 g/l

Etylenodiamina - 1,0 g/l

Sacharoza - 20 g/l

Agar - 8 g/l

Odzywka do podlewania roslin

pozywka o nastepujacym sktadzie:

2 mM MgSO,

5 mM KNO3

2 mM Ca(NO3);

2,5 mM KH,PO4 pH 5,6

Fe-EDTA (FeSO4x7 H,0 1,39%, Na,EDTA x2H,0 1,865%)
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Mikroelementy:

70 H3BO3

14 MgCl;, x 6 H,O
0,5 CuSO4 x 5 H,0
1ZnS04 x 7 H,O
0,2 Na;MO4

10 NaCl

0,01 CaCl,; x 6 H,O

3.3. Odczynniki do amplifikacji fragmentow DNA

3.3.1. Reakcja PCR

Polimeraza DreamTaq (Thermo Scientific)
Bufor 10 x DreamTag (Thermo Scientific)
Roztwor 1 mM dNTPs (Thermo Scientific)

3.3.2.  Tlosciowy PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)
Maxima Sybr Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific)

3.4. Startery do reakcji PCR

3.4.1. Startery do genotypowania roslin

a) roslin linii 5D

Act:Bir_A: CACACGAACTTTATCTGCAC
Act:Bir_B:  TGTAAGAGATAAACCCGCCTAT
b) linii mutantow hta9-1 htall-1

HTA9 LP  AATCCTTCCCAATGAATTTGC
HTA9 RP GGGAAAGGTGCTAAAGGTTTG
HTA11_ LP GAAAAATTTAACCGCCAAAGC
LBb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

C) linii mutantow arp6

arp6_geno_F GTGATCCCACCACCGTAATC
arp6_geno_R GCGTGAGTGAAGGAGAAACC

79



Gen

AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1
AT5G10140.1

(Deal i in., 2007)

AT5G47590.1
AT5G47590.1
AT5G47590.1
AT5G47590.1
AT5G47590.1
AT5G47590.1
AT3G03480.1
AT3G03480.1
AT3G03480.1
AT3G03480.1
AT3G03480.1
AT3G03480.1
AT5G05060.1
AT5G05060.1
AT5G16410.1

3.4.2. Startery do mapowania pozycji nukleosoméw i H2A.Z
Nazwa
startera Sekawencia
FLC-1a GCCACGTGTACCGCATGAC
FLC-1s ATTTAGCAACGAAAGTGAAAACTAAGG
FLC-2a CGTTGCGACGTTTGGAGAA
FLC-2s AGAAATCAAGCGAATTGAGAACAA
FLC-6a TCGGCAGATTGAAAATGACATT
FLC-6s AAGCCAGCGCTATCACTAAACTTT
FLC-7a GGCTTTAAGATCATCAGCATGCT
FLC-7s  CATCTCTCCAGCCTGGTCAAG
FLC-9a CGGAAGATTGTCGGAGATTTG
FLC-9s  CATCATGTGGGAGCAGAAGCT
PZ013 TCGAACTTTAGGAATTCTTGACATGT
PZ014 AGAGAGAGATGGGTGAGACAA
PZ015 ATGTCCACTGCAAAGTGAGC
PZ016 TCGCAAGGGAGCACTAATTG
PZ017 TCACTTGATTCGATAGCAAACACA
PZ018 TGAGACATTGTGTGTGTGAGAGA
PZ019 GAGAGGCTTGAGCTCTCGTG
PZ020 AAGGTGCATCGCCAGCAG
PZ021 TCCCTGATGCCACAAACATAGG
PZ022 ACTACGTCCGTTCAGTGACC
PZ023 TCTGCTACGAACGTCTCCATC
PZ024 AGGTGAGACAGGTACAGTTGTG
PZ025 CGTGATGTAGAGTGTGATTGCAG
PZ026 GAACTTGTCAAGGTTTTGAGAGC
PZ027 AACCCTGTTTTCCGGCAAAG
PZ028 CACGAGGAAGGAGGTCGTTG

AT5G16410.1
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PZ029
PZ030
PZ031
PZ032
PZ033
PZ034
PZ035
PZ036
PZ037
PZ038
PZ039
PZ040
PZ041
PZ042
PZ043
PZ044
PZ045
PZ046
PZ049
PZ050
PZ051
PZ052
PZ053
PZ054
PZ055
PZ056
PZ057
PZ058
PZ059
PZ060
PZ061

TCGGAGTTCCACGTCAGCAG
ACGAGATTCTCTGCAGTAACGG
GTCGTGGCTTTAAGAGGGATC
CTCGATCCGATATACCGATTTCG
GGAGCCACCGTTTTCCAC
ACCCGGGAGCAGAGCTG
TTCAGATCATCACCACTGTAATGG
ATCGACGGAGAATATGAACGAAGC
AAACACGGCGGAGATGTATC
CAACCGTAGATCTCTCGGATTAC
TTCTGCGATCTCCGTCCAATC
TGGCCGGAGATCCAGAAATG
AGCTTGTACCAACACCATCCTC
TGAGCATCATTTTGTGTTTGTGC
AGAGTTGGTAATAAAGGACACACC
ACCTGAGTATGTTCGGGACAAG
TTGATCGTTGGGAAGTTGGG
CTTCTTTGGATGACTACGACGAG
CCGGTACAACCTTCACCTTAAC
GTTTGCGGTGAGGATTCCAG
AAGCCGGAGTATTGTTGCAC
TAATTCGTGGGCGGACAAGTC
TGTTCCTTCGATTCTGTTTTGGAC
CCGCGGTATCTGATGTCCTG
CACCTCTGTGGCTCCTACAC
GCAGCCAAACCCATCAGAC
ACCATAAAAGATGTCTTTGCGATCC
GTTCATGTCTATTACTCCACAATGAC
CCTTATTAGTTTGTGACAACTTTCGG
ATGTGAAATAAGCCGACTACCTTAGC
AGTGGCCGTACAAGAGAAGC

AT5G16410.1
AT5G16410.1
AT5G16410.1
AT5G16410.1
AT5G16410.1
AT5G16410.1
AT1G72620.1
AT1G72620.1
AT1G72620.1
AT1G72620.1
AT1G72620.1
AT1G72620.1
AT5G58310.1
AT5G58310.1
AT5G58310.1
AT5G58310.1
AT5G58310.1
AT5G58310.1
AT1G19320.1
AT1G19320.1
AT1G19320.1
AT1G19320.1
AT2G47770.1
AT2G47770.1
AT2G47770.1
AT2G47770.1
AT2G47770.1
AT2G47770.1
AT5G13210.1
AT5G13210.1
AT5G13210.1
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PZ062
PZ063
PZ064
PZ065
PZ066
PZ067
PZ068
PZ069
PZ070
PZ071
PZ072
PZ073
PZ074
PZ075
PZ076
PZ077
PZ078
PZ079
PZ080
PZ081
PZ082
PZ083
PZ084
PZ085
PZ086
PZ087
PZ088
PZ089
PZ090
PZ091
PZ092

CACTGAACACAAACACCCTCTTG
CAATCGATGCTCTCTCTACACG
AGTGATTGTTTCCGGCGAAC
TCTCAGATTGGTTCAAGAGGTT
AGCTTCAGGATTATCAGGATCATT
TGAACAGAGGAGAACAGAACGG
AACTCAACTTGCACCGGAAG
CACGCTGTTTTGGTATGAAGC
AGCACGACATGTACCAATCG
CACCAGGGAAAAATGTTGCAG
AGCTCCGGCGAGGTATATTAAC
AGCAAAGTTCCAGAGATATCAAGTG
GCTCACACGCTTTCTTCATTTTC
ACATGGCCTGACAAATGGAC
AAGAATTGTATGCTCAAACTGTGC
CCACCGTCCGATCTCTGAAC
GCCGGTGACTTTAGTTCAATTCC
AGCCTCGTGATCTTCTGTGAC
AATAAGAAGGCTTCCCGGATCG
GCTTAGTAGCTCCCATAAGTCTG
CCAAGTTGGTCATTACACTGCTG
TTGATTAGATTTCATCGACATTGGC
ACGTTAGATATAGAGCTGTTGCAG
AGAAAGAGGAGGCCCATTGC
GCACGAATTCAGGGTCGAATAG
GCGCCATGCATTCCATTCTATG
ATGGAGTTTTGACGCGGAAC
AGCATCTTCGACATCTTCTTCC
GTGGGATCGTTTTGCTCATAGAG
TAACCTGTAAAACAAGGTGTCCAC
TCTTATGGTACCTGTGATTTCTCG

AT5G13210.1
AT5G13210.1
AT5G13210.1
AT3G27870.1
AT3G27870.1
AT3G27870.1
AT3G27870.1
AT3G27870.1
AT3G27870.1
AT3G25740.1
AT3G25740.1
AT3G25740.1
AT3G25740.1
AT3G25740.1
AT3G25740.1
AT5G05760.1
AT5G05760.1
AT5G05760.1
AT5G05760.1
AT5G05760.1
AT5G05760.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G54450.1
AT1G77960.1
AT1G77960.1
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PZ093
PZ094
PZ095
PZ096
PZ097
PZ098
PZ099
PZ100
PZ101
PZ102
PZ103
PZ104
PZ105
PZ106
PZ107
PZ108
PZ109
PZ110
PZ111
PZ112
PZ113
PZ114
PZ115
PZ116
PZ117
PZ118
PZ119
PZ120
PZ121
PZ122
PZ123

TGGGGGTATGATTGCGTTTG
CCATTGAGGTTTAGGTTACCCAAC
TGGGAGGTTCATTTTGCCTACG
TGGCATGTATCCACAGCAAC
GGGTGATCGAGAAAGAACTCATC
TTGGTGCCGTGCTATTATCG
GCCTCCAGTTCTACTAGATGAAGC
AGCTCAAGCCTGATTCTCAAGG
CTCGCTCTCTGCTTCTATCATG
GGACCGAAAACGAAGAGCAAAG
AACCTCCTTTCGATCTGTCAGC
TCAATGGCTGACCGTGTGAG
CCAGGTTATAGAAGATCTGGGTTG

AGGATGAAAAGAATATTACCTGTGGAG

TGCCTCCTTTGAGATCGAAG
TTCCTCTCCGGAGCGTAAAAAC
GTCAACTCTGAAATTGCTAAGGC
TCGGTATCAACTGCGACGAAG
AGGACGGTACTTGTTGTCGAG

CCTATATTGGAGGCAAAAGGAATAGC

TACCGGAGAGCCAATCAGCAG
ACCCAGAGATCCGCCTCATC
ATCCTGGAAAGACTCGAACTCG
TGGGTTTAGTTAGAGAGTGTTTCG
TTCATCGGCCGTTGCATTTC
ACGATGAAGATCTGGCTCACTC
CGAGTTTTAGAACAAATCAGTAAGC
AACTTGGTGCACCGATGTAC
CGAATCGGGCAATTTTCGTC
ACTGAGATTAGAGCTTAGAAATCG
AGGATTTCAGTGGTAGCCATGG

AT1G77960.1
AT1G77960.1
AT1G77960.1
AT1G77960.1
AT5G10800.1
AT5G10800.1
AT5G10800.1
AT5G10800.1
AT5G10800.1
AT5G10800.1
AT3G30720.1
AT3G30720.1
AT3G30720.1
AT3G30720.1
AT1G68260.1
AT1G68260.1
AT1G68260.1
AT1G68260.1
AT1G68260.1
AT1G68260.1
AT2G18100.1
AT2G18100.1
AT2G18100.1
AT2G18100.1
AT1G49240.1
AT1G49240.1
AT1G49240.1
AT1G49240.1
AT1G20760.1
AT1G20760.1
AT1G20760.1
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PZ124
PZ125
PZ126
PZ127
PZ128
PZ129
PZ130
PZ131
PZ132
PZ133
PZ134
PZ135
PZ136
PZ137
PZ138
PZ139
PZ140
PZ141
PZ142
PZ143
PZ144
PZ145
PZ146
PZ147
PZ148
PZ149
PZ150
PZ151
PZ152
PZ155
PZ156

AAGGGACCTGTGGAACCAAAC
ATGGCACTGCGTTGACTCTC
CTGGATAAGGCGAAGAAGTTGG
TGACGAGCGAGCAAATGTAG
GACGAAGACTATGCGTTCAAGC
GACGATCAAAGGCGTCGATC
TTCTCCCAAGCTGTTTCACG
CGGTTGAGAGAAGGTTGAATCAG
CTCAGGAACACATGGATGCC
GCAAGATTATCAGTCCGACCAC
CGGGAAGCATAATCGATCTAAAGG
GCAGATCACATAACCACCACAC
CGCTTCCTCTTGATCAAGGTAC
ATCAAATAGGATTTCTCCAATGGC
ATTAGAAGACAGTGAGGAGGAAG
GAGCAACTCAAAGTCATACTGGAG
TAACGGTGTTAGGGCTTGTGG
GGTCCAACCACTTTGCAACAG
CAAGAGCCTCAAGTCTTGTCC
GAGCTTGTTCTCGGTGGAAC
TGGCGCCAAACTGTTTTACC
GAGGCGGTTTACTGGGAGAC
CGTCAACGTCACGGTAATCTC
CGATCAGATTCAAAAAGTATCAACG
TCTCGCTCTTGTTGATCTGC
CGAAGAGAAGAAGAAACGAACC
CGTCGCTGTTAACGATCCTTTC
TTAAGAGAAAGCAAAAAGACAAAAGC
TCACTGATTCCATGCGCAGTC
AAAAGGACGAAGCTTGTTGC
GAGTTGGAGCAAAGATTCGAAC

AT1G20760.1
AT3G63270.1
AT3G63270.1
AT3G63270.1
AT3G63270.1
AT3G14960.1
AT3G14960.1
AT3G14960.1
AT3G14960.1
AT5G10070.2
AT5G10070.2
AT5G10070.2
AT5G10070.2
AT5G10070.2
AT5G10070.2
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G79420.1
AT1G13440.1
AT1G13440.1
AT1G13440.1
AT1G13440.1
AT1G13440.1
AT1G13440.1
AT5G15710.1
AT5G15710.1
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PZ157 CGAGCAAGAACAAGAACAAGAAC AT5G49520.1

PZ158 TGACGTAACTAGATTCGCCATG AT5G49520.1
PZ159 AGCTAGGTTTGCGTTTCTGAC AT5G49520.1
PZ160 TCCACCTATAACCGTCGTCAAG AT5G49520.1
3.5. Elektroforeza w zelu agarozowym

a) Agaroza (BioShop, 9012-36-6)

b) Bufor TAE: 40 mM Tris, 20 mM kwas octowy, 1ImM EDTA

¢) Bufor 10 x TBE: 108 g Tris, 55 g H3BO3, 40 ml 0,5 M EDTA

d) Bromek etydyny 5 mg/ml

e) Markery masy czasteczkowej: Gene Ruler 1 kb oraz GR 100 bp plus (Thermo
Scientific)

f) Bufor obcigzajacy do prob (6x): 30% glicerol, 0,25% bromofenol, 0,25%

ksylencjanol

3.6. Izolacja chromatyny z liSci Arabidopsis

a) Bufor do cross-linkingu: 0,4 M sacharoza, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1ImM
EDTA, dodawane bezposrednio przed uzyciem: 1 mM PMSF, 1% formaldehyd
(Sigma, Poch)

b) Bufor Honda: 25 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,44 M sacharoza, 10 mM MgCly,
0,5% Triton X-100, dodawane przed uzyciem: 10 mM [-merkaptoetanol,
2 mM spermina

c) 2 M glicyna

d) TNE: 10 mM Tris, pH 8,0, 10 MM NaCl, 1 mM EDTA

e) ciekly azot

3.7. Trawienie chromatyny MNaza

a) 1M CaCl,

b) 05MEGTA

c) nukleaza mikrokokalna (MNaza; 300u/ul, Fermentas)

3.8. Crosslinking reversal i izolacja DNA z chromatyny
a) Bufor elucyjny: 0,5% SDS i 0,1 M NaHCO3
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b)

Bufor TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 (doprowadzony HCI)

c) enzymy: RNaza A (Sigma-Aldrich; R4642, 10 mg/ml), proteinaza K
(21,4 mg/ml; 1000u/ul, Fermentas)

d)

d)

f)
9)

Inne odczynniki:

1 M TrisHCI pH 6,8

3 M CH3COONa pH 5,2

glikogen (20 mg/ml) (Thermo Scientific)
fenol

chloroform

alkohol izoamylowy

etanol

Precypitacja chromatyny i izolacja DNA z Chelexem
Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen)
Binding/Washing Buffer: 150mM NaCl, 20mM Tris HCI pH8, 2mM
EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 1mM PMSF
ChIP Dilution Buffer: 1,1% Triton X-100, 1,2mM EDTA, 16,7mM Tris-
HCI pH8, 167mM NaCl
Bufor TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 (doprowadzony HCI)
Chelex (Biorad)
Koktajl inhibitoréw proteaz (P 8465; Sigma-Aldrich)
PMSF
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4. METODY

4.1. Sterylizacja nasion A. thaliana przed wysianiem na torfy

1) Nasiona umieszczano w proboéwce i zalewano 1 ml 70% etanolu.

2) Wytrzgsano na vorteksie przez 5 min.

3) Wirowano krotko i usuwano alkohol.

4) Zalewano 1 ml 20% ACE, wytrzgsano przez 10 min, wirowano i usuwano
ACE.

5) Przeptukiwano 5 razy po 1 ml wody.

4.2. Hodowla roslin

Nasiona wysiewano na namoczone torfianki umieszczone w kuwetach, a
nastepnie przez trzy do pieciu dni stratyfikowano w chtodzie (4°C) i ciemnoéci.
Nastegpnie przenoszono je do fitotronow Sanyo lub pomieszczen hodowlanych
Conviron, gdzie panowaty state warunki wzrostu — temperatura 22°C, wilgotno$¢
70%. Stosowano fotoperiod dnia dlugiego (16 h $wiatta, 8 h ciemnosci) Iub dnia
krotkiego (8 h $wiatta, 16 h ciemnosci). Rosliny podlewano co dwa - trzy dni, raz

w tygodniu z odzywka (punkt 3.2.3).

4.3. Genotypowanie roslin

4.3.1. Szybka metoda izolacji DNA z liSci

1) W probéwce rozgniatano tipsem fragment liscia (ok. 3 mm?).

2)  Zalewano 500 pl buforu ekstrakcyjnego (0,2 M Tris-HCI pH=9, 0,4 M LiCl,
25 mM EDTA, 1% SDS) i wytrzasano na worteksie przez ok. 5 minut.

3)  Wirowano przez 5 min przy 12000 rcf.

4) 350 pl supernatantu przenoszono do nowej probéwki i dodawano taka sama
objetos¢ izopropanolu. Mieszano przez kilkukrotne odwrocenie probowki i
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej.

5)  Wirowano przez 10 minut przy 12000 g.

6)  Supernatant usuwano, a pelet pozostawiano do wysuszenia.

7) Do peletu dodawano 200 ul sterylnej wody i pozostawiano do rozpuszczenia

przez noc w lodowce.
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4.3.2. Lancuchowa reakcja polimerazy PCR

Do reakcji uzywano bufor odpowiedni dla polimerazy, startery w stezeniu 0,3-0,5

uM, dNTPs w stezeniu 0,5 mM, rdzng ilo$¢ matrycy.

Najczgs$ciej stosowano nastepujgce warunki reakcji:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

4.4.

1)

2)

3)

4)
5)

4.5.

Poczatkowa denaturacja 95°C 2 minuty

Denaturacja 95°C 15 sekund

Przylaczanie starterow (ang. anealing) 56-60°C 15 sekund

Elongacja 72°C, czas zalezny od dtugo$ci namnazanego fragmentu DNA
35 — 40 cykli obejmujacych kroki 2-4

Koncowa elongacja 72°C 3 minuty

4°C

Testy kielkowania A. thaliana na szalkach
Nasiona sterylizowano przez 5 godzin w oparach kwasu solnego i ACE (w
eksykatorze ze zlewka z roztworem zawierajacym 3% HCI 15 % ACE).
Nasiona wysiewano w warunkach sterylnych na szalki z pozywka statg 1/2
MS, ewentualnie z dodatkiem NaCl (100 — 200 mM) czy mannitolu (200 —
300 mM).
Oklejone parafilmem szalki umieszczano na trzy - cztery dni w chtodzie (4°C)
1 ciemnosci w celu stratyfikacji.
Nastepnie wyktadano je na potki w pomieszczeniu hodowlanym Conviron.
W rownych odstgpach czasowych liczono kielkujace nasiona, jako kryterium
biorgc pojawienie si¢ korzonka (ang. radicle emergence) lub zielonych

liscieni (ang. green cotyledons).

Eksperymenty stresu suszy

45.1. Przeprowadzenie stresu suszy

Rosliny linii 5D, niosace konstrukt do ekspresji H2A.Z z przylaczonym

znacznikiem, byly hodowane w warunkach dnia dlugiego az do wejscia w

generatywng faze wzrostu. 37-dniowe rosliny byly losowo dzielone na grupe

poddang stresowi suszy i grupe kontrolng. Dla kazdych warunkow za kazdym

razem uzyskano co najmniej trzy powtdrzenia biologiczne, na ktore sktadato si¢
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od 8 do 16 roslin. Stres suszy uzyskiwano przez zaprzestanie podlewania na czas
okoto 8 dni, po ktorym rosliny zwigdty catkowicie, ale nie byly jeszcze martwe
(przeprowadzono test ich przezywalnosci), i charakteryzowano za pomoca
wzglednej zawarto$ci wody (ang. relative water content, RWC).

Ze wzgledu na fenotyp wczesniejszego kwitnienia roslin linii arp6, by
moéc porownaé je z ro$linami typu dzikiego, eksperymenty z jej udzialem

przeprowadzono w warunkach dnia krétkiego na 30-dniowych roslinach.

45.2. Zbieranie materialu roslinnego

Z tych samych roslin materiat byl zbierany do nastepujacych celow:

— izolacji RNA (i dalszych analiz typu RT-gPCR lub RNA-seq): na jedno
powtdrzenie biologiczne zbierano 100-120 mg lisci rozety, z co najmniej 7
osobnikow

— pomiaru wzglednej zawartosci wody (RWC) — 8 catych lisci z réznych
osobnikow

— izolacji chromatyny - 2 g z roslin poddanych stresowi, 4 g z ro$lin
hodowanych w warunkach kontrolnych (wiecej niz 8 roslin)

Zawsze zbierano wigcej niz trzy powtdrzenia biologiczne do kazdego typu

eksperymentu.

453. Pomiar wzglednej zawartosci wody (ang. relative water content,
RWC)
Pomiar RWC wykonywano w celu okres§lenia intensywnosci stresu suszy oraz
kontroli powtarzalno$ci powtdrzen biologicznych. Na kazde powtoérzenie
biologiczne sktadalo sie 8 lisci z r6znych osobnikéw, powtdrzen byto co najmniej
pie¢. Od razu po zebraniu material byl wazony w celu okreslenia $wiezej masy
(ang. fresh weight, FW). Nastepnie liScie umieszczano w falkonach wypetnionych
wodg i nastepnego dnia wysycone woda liScie wazono, uzyskujac tzw. turgid
weight (TW). Dalej przez kilkanascie godzin material ros$linny suszono w
temperaturze powyzej 50 °C i ponownie wazono, uzyskujac suchg mase (dry
weight, DW). RWC wyliczano wedtug wzoru:
RWC = (FW-DW)/(TW-DW)
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4.6.

Techniki transkryptomiczne

4.6.1. lzolacja RNA

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

Ok. 100 mg lisci zawijano w foli¢ aluminiowg 1 zamrazano w cieklym azocie,
przechowywano w ultrazamrazalce (-80°C).

Materiat rozcierano doktadnie w mozdzierzu w ciekltym azocie.

Roztarty materiat roslinny przenoszono do probéwek o objetosci 2 ml i
dodawano 1 ml Trizolu.

Probowki doktadnie worteksowano (ok. 10 min w RT).

Wirowano przez 15 min w 4°C, przy 12.000 rcf.

Supernatant przenoszono do nowych proboéwek, dodawano 500 pl
chloroformu, worteksowano przez ok. 15 sekund, inkubowano w lodzie przez
3 minuty.

Wirowano przez 5 min, 4°C, 12.000 rcf.

Faze wodng przenoszono do nowych probowek (> 560 pl) i dodawano rownag
objetos¢ chloroformu.

Probéwki worteksowano przez 3 min w RT, a nastepnie wirowano przez 5
min w 4°C, 12.000 rcf.

Fazg wodna przenoszono do nowych probowek i dodawano rowng objetosé
izopropanolu. Inkubowano przez 10 min w RT.

Probéwki wirowano przez 40 min w 4°C przy 14.000 rcf. Pelety
przeptukiwano dwukrotnie 75% EtOH w lodzie.

Ostroznie pozbywano si¢ supernatantu. Osad RNA suszono na powietrzu, a
nastgpnie rozpuszczano w 20 ul DEPCowanej H,O.

Mierzono st¢zenie RNA na nanodropie i przygotowywano rozcienczenia o
stezeniu 1ug/ml (po ~20ul).

1 ug RNA inkubowano przez 6-8 minut w 65°C celem sprawdzenia
degradacji, a nastepnie nanoszono na 1.2% zel agarozowy i rozdzielano w

buforze TBE.
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4.6.2. DNazowanie RNA na potrzeby sekwencjonowania

wysokoprzepustowego

1)  Rozpuszczone w DEPCowanej wodzie RNA (ok. 30-35ug) przenoszono do
probowek 0.2 ml 1 dodawano 4 pl buforu 10x, 10 ul DNazy (Promega) oraz
wody wolnej od RNaz do objetosci 40pul.

2)  Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C w termocyklerze.

3)  Probowki ktadziono na 16d i przenoszono ich zawarto$¢ do nowych
probowek 1,5ml. Dodawano 160 ul wody i delikatnie mieszano.

4)  Dodawano 200 ul mieszaniny kwasny fenol / chloroform / alkohol
izoamylowy w stosunku 25:24:1 i worteksowano przez ok. 10 sekund na
$rednich obrotach.

5)  Wirowano przez 5 minut w 4°C.

6)  Ostroznie przenoszono faz¢ wodng do nowych probéwek nie pobierajac
interfazy. Dodawano 200 pl mieszaniny chloroformu z alkoholem
izoamylowym (24:1). Ponownie worteksowano i wirowano.

7)  Faze wodng znow przenoszono do nowych probowek i powtarzano
ekstrakcje chloroformem.

8)  Ostatecznie do fazy wodnej dodawano 1 ul glikogenu oraz 20 pl kwasnego
octanu sodu, po czym mieszano i dodawano 560 pl 96% EtOH.

9)  Inkubowano w -80°C przez >30 min.

10) Wirowano przez 15 minut przy 12 000 rcf 4°C.

11) Usuwano supernatant i dodawano 500 ul 75% EtOH o temp. Pokojowe;j.

12) Krotko wstrzgsano i wirowano przez 5 minut; supernatant delikatnie
usuwano pipeta.

13) Powtarzano ptukanie 75% EtOH. Pelet suszono w czystym digestorium.

14) Rozpuszczano w 20 pl wody.

15) 1 pl mierzono z uzyciem spektrofotometru NanoDrop.

16) 1 ug RNA rozdzielano w 1,2% zelu agarozowym w TBE (wcze$niej

denaturowano przez 6 minut w 65°C).

4.6.3. DNazowanie RNA i odwrotna transkrypcja na potrzeby RT-qPCR
DNazowanie (zgodnie z protokotem zestawu Thermo Scientific)

- RNA 3ug

- 10x Raction Buffer 1 ul
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- DNase 1 pul

-H0 do 10 pl
1) Préby inkubowano w termocyklerze w 37°C przez 30 min.
2) Dodawano 1 pl RQ1 DNase Reaction Buffer Stop Solution.

3) Proby inkubowano w termocyklerze w 65°C przez 10 min.

Odwrotna transkrypcja (zgodnie z protokotem zestawu Thermo Scientific)

- Matryca 5,5 ul
- Primer Oligo (dT) 1 ul
- H0 5,5ul

1) Proby inkubowano w termocyklerze w 65°C przez 5 min.
2) Dodawano 8 ul podanej ponizej mieszaniny do kazdej proby:

- bx Reaction buffer 4 ul

- Ribolock 1ul
- 10mM dNTP Mix 2 ul
-RT 1 ul

3) Inkubowano w termocyklerze: 60 min 42°C; 5 min 70°C, hold 4°C.
4) c¢DNA rozcienczano 10-krotnie

4.7. Izolacja  chromatyny z liSci  Arabidopsis i1  uzyskanie

mononukleosomowego DNA

4.7.1. Sieciowanie DNA i bialek (ang. cross-linking)

1)

2)

3)

Z ro$lin poddanych stresowi suszy zbierano 2 g lisci, a z ro$lin hodowanych
w warunkach kontrolnych 4 g liSci z rozet A. thaliana i umieszczano je w
50ml-falkonie; wierzch zabezpieczano kawatkiem nylonowej tkaniny.

Kazda probe zalewano 37 ml buforu do cross-linkingu i przez 10 min
poddawano reakcji sieciowania w podci$nieniu uzyskanym przez
wypompowywanie powietrza w eksykatorze.

Reakcje zatrzymywano przez dodanie 2,5 ml 2M roztworu glicyny (do
koncowego stezenia 100 mM) i cato§¢ poddawano dziataniu podcisnienia

przez kolejne 5 minut.
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4)  Material roslinny plukano pigciokrotnie wodg dejonizowang, a nast¢pnie
rozcierano dokladnie w ciekltym azocie. Roztarty material najczgsciej byt

zamrazany i przechowywowany w -80°C

4.7.2. lzolacja chromatyny
(adaptacja z Mito i in., 2005, ze zmianami)

5) W celu dalszej izolacji proby zawieszano w 20 ml lodowatego buforu
Honda.

6) Inkubowano na lodzie przez 30 minut z delikatnym mieszaniem.

7)  Potym czasie filtrowano przez 2 warstwy Miracloth.

8)  Filtrat wirowano w falkonie przez 15 minut przy 2 000 g w 4°C.

9) Osad ponownie delikatnie zawieszano w buforze Honda (20ml) i wirowano.
Czynno$¢ powtarzano w miare potrzeby w celu otrzymania bialego peletu
jader komoérkowych i pozbycia si¢ innych elementow tkanki roslinne;.

10) Ostatnie ptukanie osadu jader komorkowych przeprowadzano jak w punkcie
9, ale w buforze bez sperminy.

11) Ostatecznie osad zawieszano w 1ml zimnego TNE i przenoszono do dwoch

1,5ml probowek.

4.7.3. Trawienie MNaza

(adaptacja z Mito i in., 2005, ze zmianami)

12) Do kazdej z probowek dodawano CaCl, do stezenia 4mM i 8 u MNazy i od
razu przenoszono je na 20 minut do termomiksera o temp. 37°C z
wytrzasaniem 1400 rpm w celu uwolnienia nukleosomow.

13) Reakcje zatrzymywano przez dodanie EGTA do finalnego st¢zenia 25 mM i
umieszczenie prob na lodzie

14) Schtodzone préby wirowano przy 14 000 rcf przez 5 minut w 4°C, a
supernatant przenoszono do niskoretencyjnych probowek.

15) Do kolejnych etapow proby przechowywano w ciekltym azocie.
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4.7.4.

Odwrdcenie sieciowania (ang. cross-linking reversal) i izolacja DNA

z nukleosomow

Z niewielkiej ilo$ci izolatu chromatyny izolowano DNA i rozdzielano

elektroforetycznie, by sprawdzi¢ wydajnos¢ uzyskiwania mononukleosomowego

DNA.

16)

17)

18)

19)

20)

21)

22)
23)

24)

25)

Do 70 ul izolatu chromatyny podawano 430 ul buforu elucyjnego (koncowe
stezenia: 0,5% SDS i 0,1 M NaHCOj3) a nastgpnie 20 ul 5 M NaCl i
inkubowano przez noc w 65°C w celu zerwania wigzan powstalych w
wyniku sieciowania formaldehydem.

Po tym czasie dodawano 10 ul 0,5 M EDTA, 20 ul 1 M TrisHCI pH 6,8 oraz
5 ul RNazy A (10mg/ml) i trawiono RNA przez 0,5h w 37°C z intensywnym
mieszaniem (900 rpm).

Biatka trawiono przez dodanie 1 ul proteinazy K o stezeniu 20 mg/mli 1,5 h
inkubacje w 45°C.

Po tym czasie przeprowadzano szybka ekstrakcje fenolowo-chloroformowa
DNA: dodawano rownag objeto$¢ mieszaniny (zazwyczaj ok. 530 ul)
fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25/24/1) i krotko worteksowano.
Mieszaning wirowano przy 14 000 rcf przez 15 minut w 4°C i warstwe
wodng przenoszono do nowej probéwki o pojemnosci 2 ml.

Dodawano 1/10 objetosci 3 M CH3COONa pH 5,2, 4 ul glikogenu
(20 mg/ml) oraz 2,5 objetosci 100% EtOH, kilkukrotnie mieszano przez
odwrocenie probowek i precypitowano DNA w temp. -80°C przez
przynajmniej 40 min.

Wirowano przez 15 minut 14 000 rcf w 4°C.

Wylewano supernatant, a osad przeptukiwano 500 pl lodowatego 70%
EtOH; wirowano ponownie przez 5 minut w 4°C.

Doktadnie odpipetowywano supernatant, a osad DNA pozostawiono do
wyschnigcia.

DNA rozpuszczano w 15 ul TE i rozdzielano elektroforetycznie w 1,2%
zelu  agarozowym ~w  celu  sprawdzenia  jakosci 1 iloSci

mononukleosomowego DNA.
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4.8.

1)

2)

3)

4.9.

1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

Izolacja mononukleosomowego DNA w celu mapowania pozycji
nukleosomow (input)
Do 20 pl potraktowanej MNaza chromatyny dodawano 10% Chelex (200-
400 pl) i inkubowano przez 10 min w termobloku nagrzanym do 99°C.
Proby schtadzano, a nastgpnie wirowano na maksymalnych obrotach przez 1
min, po czym supernatant przenoszono do nowej silikonizowanej probowki i
zamrazano w -20°C.

Do reakcji ilosciowego PCR (real-time quantitative PCR, qPCR) uzywano 2
ul.

Precypitacja chromatyny z linii eksprymujacej HTA11 z dolaczong

biotyna (ChAP, ang. chromatin affinity purification)
25 ul roéwnomiernie zawieszonego zloza  Streptavidin-DynaBeads
przenoszono do niskoretencyjnej probowki, trzy razy plukano 1ml
Binding/Washing Buffer z uzyciem statywu magnetycznego i finalnie
zawieszano w 100 ul Binding/Washing Buffer.
100 pl chromatyny po trawieniu MNazg rozcienczano 10-krotnie roztworem
ChIP Dilution; dodawano 1/100 objetosci koktajlu inhibitorow proteaz i
PMSF.
Wirowano przy maksymalnych obrotach przez 10 min. w 4° C, a supernatant
przenoszono do probowki ze ztozem. Eliminowato to mozliwos¢ elucji
ewentualnych fragmentow DNA niespecyficznie zwigzanych z wewnetrzng
powierzchnig probowki.
Inkubowano catg noc z mieszaniem w 4°C.
Kolejnego dnia ztoze z przylaczonymi nukleosomami plukano wedtug
ponizszego schematu:
—  5x5min 1 ml Binding/Washing Buffer z PMSF
—  2x5min 1 mlbuforu TE
Przed ostatnim ptukaniem zloze przenoszono do nowej, niskoretencyjnej
probowki.
Dodawano 100 pl 10% roztworu Chelexu.
10% roztwor Chelexu (200-400 ul) dodawano réwniez do tzw. inputu, czyli

nieduzej ilosci (10-20 ul) traktowanej MNaza chromatyny.
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8) Proby z Chelexem inkubowano przez 10 min w termobloku nagrzanym do
99°C w celu elucji DNA.

9)  Po schtodzeniu proby zwirowywano przy maksymalnej predkosci przez 1
min, po czym supernatant przenoszono do nowej niskoretencyjnej probéwki
1 zamrazano.

10) Do reakcji real-time qPCR uzywano 2 ul.

4.10.  Tlosciowy PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time gPCR)
Uzywano zestawu z fluorochromem interkalujacym do dwuniciowego DNA
SybrGreen i referencyjnym ROX. Kazdg probe analizowano w trzech
powtdrzeniach technicznych, a negatywna probe kontrolng stanowita proba z
wodg zamiast matrycy. Reakcj¢ przeprowadzano w urzadzeniu Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Odczytu i analizy wynikow dokonywano z
uzyciem programu SDS 2.4 oraz programu Microsoft Excel. Ilos¢ produktu
okreslano za pomoca absolutnej kwantyfikcji (ang. absolute quantification) z
wykorzystaniem  krzywej standardowej.  Specyficzno$¢ produktu  byla
kontrolowana przez oznaczenie jego krzywej topnienia.

W przypadku préb po ChAP poziom wzbogacenia w badane biatko danego
fragmentu DNA okreSlano przez wyliczenie tzw. procentu inputu, zgodnie z
roOwnaniem:

100 x ZA(Ctadjusted Input — CtEnriched)-

Program do ChAP-gPCR

Mieszanina reakcyjna o objetosci 10 pl zawierata:
a. matryce — 2 pl

b. startery — 0,2 ul kazdego o stez. 10 mM
C. SybrGreen MasterMix 2x — 5 pl

d. wode

Program termocyklera:

1. 95°C 10 minut

2 95°C 15 sekund

3. 60°C I minuta

4 40-50 cykli 2-3
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5. krzywa topnienia: 95°C 15 sekund, 60°C 15 sekund --> (z szybkoscia 2%)
95°C 15 sekund

4.11. Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe i analiza jego wynikow

4.11.1. RNA-seq i analiza jego wynikow

RNA przesylano w suchym lodzie do firmy BGI Hongkong, ktéra
przygotowywata biblioteki i przeprowadzata sekwencjonowanie z uzyciem chemii
[lluminy wedtug protokotu tzw. pojedynczych koncow (single-end). Surowe dane
po wstepnej analizie jakosci odczytow (FastQC,

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/) i ich przycieciu (ang.

trimming, fastx, http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/index.html) mapowano do

referencyjnego genomu TAIR10, uzywajac programu TopHat2 aligner (Kim i in.,
2013) z domy$lnymi ustawieniami. Nastgpnie odczyty odnoszace si¢ do
poszczegolnych gendéw zostaty zliczone z uzyciem narzedzia HTseq (Anders i in.,
2015) i przy wybranej opcji ,,union”. Odczyty te stuzyly do oszacowania genow
ulegajacych réznicowej ekspresji przez program DESeq2 (Love i in., 2014).
Istotne réznice w ekspresji zostaly wybrane na podstawie wartosci padj (wartos¢
P skorygowana procedura Benjamini-Hochberga) nizszej niz 0,05. Analiza GO
zostata przeprowadzona z uzyciem platformy VirtualPlant 1.3 z klasyfikacja GO
TAIR10 (Katari i in., 2010), a do okreslenia wartosci p kategorii funkcjonalnych
uzyto testu doktadnego Fischera.

Do utworzenia diagraméw Venna uzyto narzgdzie Venny

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

4.11.2. MNase-seq i ChAP-seq oraz analiza ich wynikéw

DNA przesytano w suchym lodzie do firmy BGI Hongkong, ktora
przygotowywata biblioteki DNA oraz przeprowadzata sekwencjonowanie na
platformie Illumina HiSeq2000. Surowe dane byly nastepnie pobierane i
mapowane do genomu referencyjnego TAIR10 za pomocg programu Bowtie2
(Langmead i Salzberg, 2013). Wzbogacenie H2A.Z okreslano, po normalizacji do
wielkosci biblioteki, przez podzielenie odczytow ChAP-seq przez odczyty
MNase-seq (ktory byt dla nich inputem). Program DANPOS2 (Chen i in., 2013)

byl uzywany do normalizacji sygnatow, rysowania profili i r6znicowej analizy
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danych z ChAP-seq i MNase-seq. Roznicowe wigzanie H2A.Z w probkach
traktowanych stresem i kontrolnych okreslano z uzyciem algorytmu Dpeak,
natomiast algorytm Dpos stuzyl do analiz réznego typu zmian dotyczacych
nukleosomoéw, takich jak zmiana obsadzenia (ang. occupancy), zmiana pozycji
badz ,,rozmycia” nukleosomu (ang. fuzziness). We wszystkich analizach uzywano
progu FDR na poziomie 0.01. Do adnotacji znalezionych réznicowych miejsc
wigzania i nukleosomow, analiz GO i szlakoéw molekularnych oraz domen
biatkowych nadreprezentowanych w danych zestawach genow uzywano
oprogramowania HOMER (Heinz i in., 2010). Przegladark¢ prezentujaca
opracowane dane utworzono uzywajgc oprogramowania JBrowser (Skinner i in.,

2009).

Korelacja rang Spearmana dla wzbogacenia H2A.Z

Wzorowano si¢ na podej$ciu zastosowanym przez Zilbermana i in. (2007).

Dla kazdego genu ulegajacego ekspresji, w ktorym pojawiat si¢ H2A.Z
(n=16332), zsumowano wszystkie warto§ci wzbogacenia H2A.Z osobno dla TSS
(sumujac wzbogacenie w H2A.Z fragment 50 do 180 pz ponizej TSS), ESS (40 —
170 pz ponizej ESS, srednia warto$§¢ byta brana pod uwage, gdy gen zawierat
wigcej niz jeden egzon) 1 TTS (360 — 230 pz powyzej TTS). Nastepnie geny te
byty dzielone na percentyle np. ze wzgledu na poziom ekspresji (wielko$¢ zmiany
w poziomie ekspresji etc.) i obliczano sume¢ wzbogacenia H2A.Z wszystkich
gendéw w danym percentylu, po czym wartosci te dzielono na rangi. Nastepnie

obliczano wspodtczynniki korelacji rang Spearmana.

Mapowanie odczytéw uzyskanych w wyniku eksperymentow RNA-seq |
ChAP-seq oraz wstepne analizy transkryptomiczne przeprowadzal prof. dr
hab. Wojciech Karlowski, analizy ChAP-seq i MNase-seq - dr Michal Kabza,
a analizy statystyczne (w tym obliczenie wspolczynnikow korelacji rang

Spearmana) — dr hab. Piotr Ziétkowski.
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5. WYNIKI

5.1. Poréwnanie wplywu wybranych stresow abiotycznych na roS$liny z

normalnym oraz obnizonym poziomem H2A.Z w chromatynie
Jako ze rosliny linii arp6 zakwitajag wczesniej niz rosliny typu dzikiego (WT),
zeby poréwnywac obie linie na podobnym etapie rozwoju i jednoczesnie zebraé
wystarczajagco materialu do analiz, zdecydowaliSmy si¢ hodowac rosliny w
fotoperiodzie krétkiego dnia (8 h $wiatta i 16 h ciemno$ci) i stres rozpoczynaé na
30-dniowych roslinach (zadne ro$liny wtedy jeszcze nie kwitly). Jednakze
zaprzestanie podlewania nie wydawalo si¢ odmiennie wptywac na rosliny typu
dzikiego 1 ro$liny arp6; obserwacja ta byla weryfikowana przez wyznaczenie
wzglednej zawartosci wody w tkance (RWC). Najczesciej rosliny kontrolne
wykazywaty RWC na poziomie okoto 85%, a rosliny poddane stresowi — okoto
55%, niezaleznie od genotypu (Ryc. 3). Probowano poréwnywaé réwniez inne
parametry, ktore sa wskaznikami stresu, jak zmiany w poziomie chlorofilu a i b.
Jednakze w stresie suszy tkanka miata zupetnie inny sktad od tkanki kontrolnej i
podejmowane proby normalizacji wydawaly si¢ wprowadza¢ duzy blad.
Dodatkowo warunki techniczne, w ktorych stres byl prowadzony (konstrukcja
fitotronéw, kierunek nawiewu powietrza czy regulacja wilgotnosci),
uniemozliwiaty uzyskanie rownego obsychania doniczek torfowych z roslinami,
wprowadzajac pewne zrdznicowanie w probie. Dlatego postanowilismy poddac
ro$liny innym rodzajom stresu osmotycznego na szalkach, gdzie ujednolicenie
warunkow stresowych jest tatwiejsze do uzyskania.

W tym celu przeprowadzono eksperymenty kietkowania nasion na
pozywce z dodatkiem 150 mM NaCl lub 300 mM sorbitolu. Cho¢ obie substancje
wywoluja stres osmotyczny, nie jest to dziatanie jednakowe. W przypadku soli
wystepuje dodatkowo toksyczny nadmiar jondéw. Przed przystgpieniem do
eksperymentow z kietkowaniem, nasiona wszystkich zastosowanych linii
jednocze$nie namnozono, aby wykluczy¢ wplyw wieku nasion czy warunkow ich
przechowywania na przebieg doswiadczenia. Na szalkach wysiewano rowne
ilosci nasion wszystkich linii. Mniejsze wymagania przestrzenne tych
eksperymentow umozliwity uzycie dodatkowych linii mutantéw piel-5 oraz hta9-

1 htall-1 do poroéwnania efektow stresu.
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Ryc. 3. Wzgledna zawarto$¢ wody w tkance (RWC) uzyskiwana przez rosliny typu
dzikiego i arp6 poddane stresowi suszy (S) i kontrolne (C). Numery wskazujg
powtorzenia biologiczne. Za: Sura i in., 2017

Dodatek zarowno 150 mM NaCl, jak i 300 mM sorbitolu znacznie op6znit
kietkowanie nasion wszystkich linii, obserwowane jako pojawienie si¢ korzonka
(ang. radicle emergence) oraz wyksztalcenie zielonych liscieni (Ryc. 4,
odpowiednio A-C i D-F). Najbardziej hamujaco czynniki te dziataly na nasiona
linii piel-5, ale nalezy zauwazy¢, ze nasiona te juz w warunkach kontrolnych
wykazywaty opdznione kietkowanie w stosunku do linii WT (Ryc. 4 A i D).
Podobnie, cho¢ w mniejszym stopniu, op6znione stresorami byto kietkowanie
linii arp6. Jednak i w tym wypadku w warunkach kontrolnych obserwowano
bardziej zaawansowany proces kietkowania nasion WT w poréwnaniu do nasion
arp6, co wida¢ w przypadku pojawiania si¢ zielonych liscieni (Ryc. 4 D).
Kietkowanie linii hta9-1 htall-1 w warunkach kontrolnych réowniez jest nieco

op6znione w stosunku do linii WT, ale nie w warunkach stresowych.
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Ryc. 4. Kietkowanie nasion linii typu dzikiego (WT), arp6, piel-5 i hta9 htall na

standardowej pozywce (A i D), na pozywce z dodatkiem 150 mM NaCl (B i E) oraz z

dodatkiem 300 mM sorbitolu (C i F). Lewy panel przedstawia dynamike pojawiania si¢

korzonka (A-C), prawy panel — pojawiania si¢ zielonych liscieni (D-F). Za: Sura i in.,

2017

Podsumowujac, kietkowanie linii z uposledzonym wprowadzaniem H2A.Z do

chromatyny piel-5 i arp6 juz w warunkach kontrolnych jest opdznione w

stosunku do kietkowania linii WT, a stres wywotlany przez dodanie 150 mM NaCl

lub 300 mM sorbitolu jeszcze t¢ roznice poglebia.
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5.2. Deregulacja genow w linii mutanta arp6 w warunkach kontrolnych i
stresu suszy
Brak widocznych réznic w reagowaniu na susze pomig¢dzy linig arp6 a linig WT
nie oznacza, ze roznic tych nie ma na poziomie molekularnym. W celu zbadania
tych réznic catogenomowo przeprowadzono analiz¢ transkryptomiczng z uzyciem
metody RNA-seq. Odtad geny, ktore ulegaja w linii arp6 podwyzszonej badz
obnizonej ekspresji w stosunku do linii WT, beda okreslane jako odpowiednio
hiper- i hipoaktywne, w celu odroznienia od gendéw zmieniajacych poziom
ekspresji w odpowiedzi na stres suszy. Wspomniana analiza przeprowadzona przy
przyjeciu wartosci wspotczynnika fatszywych odkry¢ (ang. false discovery rate,
FDR) na poziomie 5% ujawnita 1235 gendéw ulegajacych odmiennej ekspresji
(logz z krotno$ci zmiany ekspresji pomigdzy linig arp6 a WT wigkszy od 0,5) w
warunkach kontrolnych (543 hipoaktywne i 693 hiperaktywne w arp6) oraz 1246
gené6w w warunkach suszy (610 hipoaktywnych i 636 hiperaktywnych). Co
cickawe, pomimo podobnej liczby deregulowanych genéw w obu warunkach,

tylko cze$¢ z nich si¢ pokrywa, co pokazuja diagramy Venna (Ryc. 5).

Hipoktywne w arp6 Hiperaktywne w arp6

411 439

w warunkach suszy w warunkach suszy

Ryc. 5. Geny hipoaktywne (A) i hiperaktywne (B) w linii arp6 w warunkach kontrolnych

(niebieski) i stresu suszy (z6lty). Za: Sura i in., 2017

Analiza GO ujawnita, ze w obu warunkach geny hipoaktywne w arp6 byty
znaczgco wzbogacone w kategori¢ Proces zwigzany z metabolizmem DNA (DNA
metabolic process, P<2,3E-04 dla warunkéw kontrolnych i P<4,4E-05 dla
warunkow stresu). Dodatkowo w warunkach kontrolnych geny hipoaktywne byty
wzbogacone W Odpowiedz na uszkodzenie DNA (Response to DNA damage
stimulus, P<2,79E-05) oraz Naprawe DNA (DNA repair, P<3,09E-05). Z kolei w

warunkach stresu suszy geny te wzbogaca Kkategoria Proces zwigzany z
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metabolizmem zwigzkow azotowych (Nitrogen compound metabolic process,
P<7,8E-04). Wskazuje to na faktyczny udzial H2A.Z w sygnalizacji i naprawie
uszkodzen DNA (Tab. 1).

Z kolei analiza GO dla genéw hiperaktywnych w warunkach kontrolnych
wskazata zdecydowanie kategorie zwigzane z odpowiedzig na bodzce i stresy:
Odpowiedz na bodziec (Response to stimulus, P < 2,12E-09), Odpowiedz na
bodziec chemiczny (Response to chemical stimulus, P<1,02E-06), Odpowiedz na
stres (Response to stress, P<7,76E-04) | OdpowiedZ? na bodziec abiotyczny
(Response to abiotic stimulus, P<7,76E-04) (Tab. 1). Sugeruje to udziat H2A.Z w
represji tych genow w przypadku braku bodzcéw/stresow. W grupie gendw
hiperaktywnych w stresie suszy zadna kategoria GO nie byla istotnie

nadreprezentowana.

Tab. 2. Klasy Gene Ontology nadreprezentowane przez geny hipo- i hiparaktywne w linii
arp6 w warunkach kontrolnych i stresu suszy. Za: Sura i in., 2017

Identyfikator Klasa GO Obser- Spodzie- | Wartos¢
GO wowana wana p

czestosé czestosé

Geny hipoaktywne w linii arp6 w warunkach kontrolnych

G0:0006974 Odpowiedz na uszkodzenie DNA 3,8% 0,7% 2,79E-05
(Response to DNA damage
stimulus)
G0:0006281 | Naprawa DNA (DNA repair) 3,6% 0,7% 3,09E-05
G0:0006259 Proces zwigzany z metabolizmem | 4,7% 1,3% 0,00023

DNA (DNA metabolic process)

Geny hipoaktywne w linii arp6 w warunkach stresu suszy

G0:0006259 Proces zwigzany z metabolizmem | 4,8% 1,3% 4,40E-05
DNA (DNA metabolic process)

GO0:0034641 | Proces zwigzany z metabolizmem | 11,9% 6,8% 0,00787
komorkowych zwigzkow
azotowych (Cellular nitrogen

compound metabolic process)
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G0:0006807 Proces zwigzany z metabolizmem | 12,1% 7,1% 0,00846
zwigzkow azotowych (Nitrogen
compound metabolic process)

Geny hiperaktywne w linii arpé w warunkach kontrolnych
Odpowiedz na bodziec (Response

G0:0050896 | to stimulus) 25.8% 14.8% 2,12E-09
Odpowiedz na bodziec chemiczny

G0:0042221 | (Response to chemical stimulus) 14.8% 7.6% 1,02E-06
Odpowiedz na stres (Response to

GO:0006950 | stress) 14.1% 8.4% 0,000776
Odpowiedz na bodziec abiotyczny

G0:0009628 | (Response to abiotic stimulus) 10.2% 5.4% 0,000776
Transport przezbtonowy lekow

G0:0006855 | (Drug transmembrane transport) | 1.6% 0.3% 0,00134
Odpowiedz na karrikiny

G0:0080167 | (Response to karrikin) 2.3% 0.5% 0,00134

GO0:0015893 | Transport lekow (Drug transport) | 1.6% 0.3% 0,00147
Odpowied? na substancje
organiczne (Response to organic

G0:0010033 | substance) 8.7% 4.6% 0,00148
Odpowiedz na bodziec biotyczny

GO0:0009607 | (Response to biotic stimulus) 5.6% 2.4% 0,00153
Odpowiedz na bodziec endogenny
(Response to endogenous

GO0:0009719 | stimulus) 7.2% 3.7% 0,003
Odpowiedz na bodziec auksynowy

GO0:0009733 | (Response to auxin stimulus) 3.3% 1.1% 0,00445
Proces zwigzany z metabolizmem
etylenu (Ethylene metabolic

GO0:0009692 | process) 1% 0.1% 0,00669

GO0:0009693 | Proces biosyntezy etylenu 1% 0.1% 0,00669
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(Ethylene biosynthetic process)

Proces zwigzany z metabolizmem
komorkowych alkenow (Cellular

G0:0043449 | alkene metabolic process) 1% 0.1% 0,00694

Proces biosyntezy alkenow

G0:0043450 | (Alkene biosynthetic process) 1% 0.1% 0,00694

Proces zwigzany z metabolizmem
drugorzedowym (Secondary
G0:0019748 | metabolic process) 3.6% 1.5% 0,00939

5.3. Linia Arabidopsis do badania rozmieszczenia H2A.Z w chromatynie

w warunkach kontrolnych i stresu suszy
Aby zbada¢ rozmieszczenie H2A.Z w chromatynie A. thaliana, mozliwe byly dwa
podejscia — wylowienie go =za pomocg przeciwcial (ang. chromatin
immunoprecipitation, ChIP) lub wytworzenie linii prowadzacej ekspresj¢ H2A.Z
z dotaczonym znacznikiem, za ktéry mozna by go wylowi¢ (ang. chromatin
affinity purification, ChAP). Niestety, mimo podjetej wspotpracy z firma
biotechnologiczng Agrisera w celu wytworzenia przeciwcial rozpoznajacych
HTA9 lub HTAS/11, nie udalo si¢ uzyska¢ specyficznych przeciwciat. W
Zaktadzie Biotechnologii wyprowadzono natomiast lini¢ A. thaliana (zwana dale;j
5D), w ktorej ekspresji ulegata wersja HTA1l z dodatkiem nieduzej sekwencji
ulegajacej biotynylacji in vivo (BLRP, ang. biotin ligase recognition peptide);
Pawetoszek, (2010). Izolowana chromatyna byla najpierw trawiona nukleaza
mikrokokalng, co pozwalalo na identyfikacje¢ potozenia nukleosoméw. Nastepnie
biotynylowany HTA11 mozna bylo oczys$ci¢ z fragmentami chromatyny na ztozu
ze streptawidyng. Uzyskane fragmenty DNA analizowano z uzyciem techniki
gqPCR badz sekwencjonowania wysokoprzepustowego. Optymalizacja procedury
od zebrania materiatu do analizy zwigzanych fragmentow DNA za pomoca
techniki qPCR stanowily cel mojej pracy magisterskiej (Sura, 2012) i zostaly
szczegdtowo opisane w Sura i Ziolkowski (2018).

W celu kontroli wszystkich eksperymentow typu ChAP, ktore

wykonywano, poréwnywano otrzymany profil wzbogacenia w H2A.Z réznych
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fragmentow genu FLC z profilem opublikowanym dla natywnego H2A.Z przez

Deala i in. (2007). Profile te byty zawsze zblizone (Ryc. 6).
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Ryc. 6. Porownanie profilu wzbogacenia biotynylowanego HTAIll z profilem
wzbogacenia natywnych bialek H2A.Z uzyskanym przez Deala i in. (2007) w kilku
amplikonach genu FLC. Za: Suraiin., 2017

5.4. Znacznie obnizony poziom H2A.Z w genach aktywnych
transkrypcyjnie w linii mutanta arp6
By moc zweryfikowac¢ efekt braku ARP6 dla obecnosci H2A.Z w chromatynie,
uzyskang lini¢ 5D skrzyzowano z linig arp6. Wzbogacenie w H2A.Z w
kilkudziesieciu loci w linii 5D oraz linii 5D w tle genetycznym mutanta arp6
poréwnano za pomocg techniki ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym.
Nalezaty one do r6znych rejondw (nukleosomy TSS, TTS i1 w ciatach genéw) 30
genow, ktoére mozna podzieli¢ na ,,Hiperaktywne w arp6”, ,,Hipoaktywne w arp6”
i ,,Niezmienione w arp6”. Dla 69 z 78 analizowanych amplikonéw wzbogacenie
H2A.Z bylo znaczaco nizsze w linii arp6-5D niz w linii 5D (test t-Studenta),
$rednio o 76,5% (Ryc. 7 i Ryc. 8). Redukcja poziomu H2A.Z byta wysoka we
wszystkich trzech grupach genow: hiperaktywnych (75.98%, P=3,38E-08, Test
Manna-Whitney’a), hipoaktywnych (71,78%, P=1,27E-08) i niezmienionych w
arp6 (82.53%, P=2,18E-05) (Ryc. 7B). Réznica byla statystycznie istotna rowniez
dla wszystkich trzech badanych rejonéw genowych, tj. dla TSS (P=2,0E-8, Test
Manna-Whitney’a), ciata genu (P=2,45E-9) i TTS (P=1,6E-4, Ryc. 8A). Delecja
arp6 powodowata wiec globalng redukcje poziomu H2A.Z w chromatynie. Nie
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wynikata ona z nizszej ekspresji HTA11-BLRP, poniewaz poziom jego
transkryptu (zmierzony za pomocg RT-gPCR) w linii arp6-5D byt 3,3 razy
wyzszy niz w linii 5D. Ponadto im bardziej loci byly wzbogacone w H2A.Z w
linii 5D, tym wigcej tracity go w linii arp6-5D (korelacja rang Spearmana
p=0.985, P=1,20E-59, Ryc. 8C). Wskazuje to, ze jesli przy braku ARP6 dochodzi
do sladowej inkorporacji H2A.Z do chromatyny, jest ona bardziej wyréwnana w
stosunku do réznych loci niz regularna inkorporacja w linii WT.

Dla kilku loci z najwyzszym 1 najnizszym wzbogaceniem w H2A.Z, ktore
roznity si¢ istotnie od siebie w linii arp6-5D (wedlug Testu Manna-Whitney’a,
P=0,017) wykonano negatywne kontrole ChAP w linii arp6 (bez HTA11-BLRP).
Pomiedzy negatywnymi kontrolami dla tych loci nie zaobserwowano
statystycznie istotnych réznic (P=0,362). Potwierdza to hipoteze, ze w linii arp6-

5D dochodzi do pewnej niezaleznej od ARP6 inkorporacji H2A.Z.
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Ryc. 7. Obsadzenie H2A.Z wybranych loci genow: niezmienionych w arp6 (A),
hiperaktywnych w arp6 (B) oraz hipoaktywnych w arp6 (C), obliczone jako procent
inputu w linii 5D (niebieski) oraz w linii arp6-5D (czerwony). Stupki btedéw prezentuja
odchylenie standardowe. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. Za: Sura i in., 2017
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linii arp6 a jego normalnym poziomem w WT. Za: Sura i in., 2017

5.5.  Szeroka odpowiedz transkryptomiczna Arabidopsis na stres suszy

W celu ustalenia zwigzku miedzy wystgpowaniem H2A.Z w chromatynie i
regulacja ekspresji genéw odpowiedzi na stres, poddano stresowi suszy lini¢ 5D.
Eksperymenty na tej linii prowadzone byly w dlugim dniu (16 h swiatta i 8 h
ciemnosci), na juz kwitngcych, czterotygodniowych roslinach, przy czym materiat
zbierano zawsze z liSci rozety. Poczatkowo jako kontroli uzywano réwniez linig
K3F niosgca pusty wektor (konstrukt pozbawiony fragmentu Pyra11::HTALL),
pozniej ze wzgledu na brak rdznic pomigdzy ta linig a liniag WT zaniechano jej
uzycia. Rosliny, podobnie jak w innych eksperymentach stresu suszy,
przestawano podlewaé, doprowadzajac do RWC na poziomie ok. 50% w
poréwnaniu do RWC roélin kontrolnych na poziomie 85% (Ryc. 9). Zgodnie ze
wstepnym zalozeniem, zastosowane warunki stresowe wywotywaly szeroka
odpowiedz transkryptomiczng — 3344 geny zmienity swoja ekspresje (mierzong
jako poziom transkryptu), w tym 1276 genoéw zwigkszylo, a 2068 genow
zmniejszyto swoj poziom ekspresji co najmniej dwukrotnie. Wsrod genow
zwigkszajacych ekspresje az 18 pierwszych nadreprezentowanych klas GO bylo
klasyfikowanych jako geny odpowiedzi na rézne bodzce. Z kolei wsrod gendow
zmniejszajacych ekspresje kategoryzacja GO wskazata przede wszystkim grupe

Fotosynteza (Photosynthesis) (P<1,14E-16).
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Ryc. 9. Relatywna zawarto$¢ wody w tkankach ro$lin linii 5D i K3F w warunkach
kontrolnych i stresu suszy. Stupki btedow pokazuja odchylenie standardowe z trzech

powtdrzen technicznych. Za: Sura i in., 2017

5.6. Zmiana dystrybucji H2A.Z w genach pod wplywem stresu suszy
Chromatyna pozyskana z tego samego materiatu, dla ktérego wykonano analizy
transkryptomiczne, zostala uzyta do calogenomowej analizy dystrybucji
oznakowanego H2A.Z za pomoca techniki ChAP-seq. Aby umozliwi¢ analizy
statystyczne, dla wszystkich gendéw okreslono poziomy H2A.Z w trzech
punktach: miejscu startu transkrypcji TSS (sumujac wzbogacenie w H2A.Z
fragment 50 do 180 pz ponizej TSS), miejscu zakonczenia transkrypcji TTS (360
— 230 pz powyzej TTS) oraz poczatku egzonu ESS (40 — 170 pz ponizej ESS,
srednia warto$¢ byta brana pod uwage, gdy gen zawieral wiecej niz jeden egzon);
nastepnie obliczano $rednig warto$¢ dla kazdego punktu dla danej grupy genow.
Gdy poréwnano dystrybucje H2A.Z w warunkach kontrolnych 1 stresowych dla
wszystkich genow, nie bylo réznic (Ryc. 10A). Kiedy jednak te same wykresy
zostaly sporzadzone osobno dla gendw, ktorych ekspresja wzrastata lub spadata
na skutek stresu, dalo si¢ zauwazy¢, ze geny zwigkszajace ekspresje w czasie
suszy tracity H2A.Z (Ryc. 10B) — zarowno w TSS, jak i w ciele genow. W
mniejszym stopniu zaobserwowano rowniez, ze geny, ktorych ekspresja spadata
w stresie, zyskiwaty H2A.Z; efekt ten byl widoczny jednak tylko w ciele genu
(Ryc. 10C).
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Ryc. 10. Wzbogacenie H2A.Z w TSS, TTS, ESS i cialach genoéw okreslone dla:
wszystkich genow (A), genow zwigkszajacych ekspresje w stresie suszy (B) oraz genow

zmniejszajacych ekspresje w tym stresie (C). Za: Sura i in., 2017

Wyniki te zweryfikowano w osobnym eksperymencie stresu suszy, analizujac
przez ChAP-gPCR poziom H2A.Z w loci znajdujacych si¢ w genach
zwigkszajacych, zmniejszajagcych badZz niezmieniajagcych swojej ekspresji w

odpowiedzi na stres (Ryc. 11). W tym podejsciu badawczym, prawdopodobnie ze
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wzgledu na jego mniejszg czutos¢, udalo sie¢ wykazaé statystycznie istotne zmiany

w obecnosci H2A.Z tylko dla genow indukowanych — tracity one H2A.Z.
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Ryc. 11. (A) Loci, dla ktérych sprawdzono wzbogacenie H2A.Z za pomocg ChAP-gPCR.
(B) Wzbogacenie H2A.Z dla niektorych gendéw zwigkszajacych, zmniejszajacych i
niezmieniajgcych ekspresji w stresie suszy w poréwnaniu do warunkéw kontrolnych,
znormalizowane do genu ACT7. Stupki btedow przedstawiaja odchylenie standardowe
trzech powtorzen biologicznych. * P<0,05, ** P<0,01. Za: Sura i in., 2017

Kiedy jednak posortowalismy wszystkie geny ulegajace ekspresji, w ktérych
pojawial si¢ H2A.Z (n = 16332), ze wzgledu na roznicg ekspresji miedzy
kontrolnymi a stresowymi warunkami, 1 podzieliliSmy je na percentyle, a
nastgpnie dla kazdego percentyla okreslilismy ilos¢ H2A.Z (w TSS, ESS czy
TTS), ktére to ilosci rowniez podzieliliSmy na percentyle, mogliSmy wyznaczy¢
wspotczynnik korelacji rang Spearmana i statystycznie oceni¢, czy faktycznie

istnieje postulowana zalezno$¢. Dla wszystkich trzech punktow otrzymalismy
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wysokie negatywne wartosci tego wspotczynnika (p= -0,944 i P=6,96E-49 dla
TSS, p= -0,937 i P=155E-46 dla ESS, p= -0,907 i P=1,16E-38 dla TTS),
wskazujace, ze wzrost ekspresji gendw jest skorelowany z ubytkiem H2A.Z nie

tylko w ciele gendw, ale tez w TSS (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Korelacja rang Spearmana miedzy réznica w obecnosci H2A.Z w genach a

roznica w ich ekspresji w warunkach kontrolnych i stresu suszy. Za: Sura i in., 2017

5.7. Dystrybucja H2A.Z w genach odpowiadajacych na stres

Réznice w zawartosci H2A.Z w genach reagujacych na stres zachecity nas do
sprawdzenia, czy zasadniczo genow tych nie charakteryzuje specyficzny profil
dystrybucji H2A.Z lub poziom wzbogacenia w ten wariant. Okazato sie, ze

faktycznie geny obu grup majg wyzsza zawartos¢ H2A.Z, zwlaszcza w ciele genu
(Ryc. 13).
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Ryc. 13. Profile dystrybucji H2A.Z w TSS, TSS i ciele gendéw podzielonych ze wzgledu
na ich transkryptomiczng odpowiedz na stres suszy — w warunkach kontrolnych (A) i
warunkach stresu suszy (B). Za: Suraii in., 2017

Nastegpnie podzieliliSmy geny ze wzgledu na poziom zmiany ich ekspresji w
odpowiedzi na stres suszy na trzy grupy: w pierwszej log, ze zmiany wynosit od
1,5 do 3 (n=644), w drugiej od 3 do 5 (n=358), a w trzeciej powyzej 5 (n=291) dla
gendow zwiekszajacych ekspresje, oraz od -3 do -1,5 (n=896), od -5 do -3 (n=722),
1 ponizej <-5 (n=463) dla gendw zmniejszajacych ekspresje. Podziat ten ujawnit,
ze poziom odpowiedzi genu, niezaleznie od kierunku tej zmiany, byt pozytywnie

skorelowany z obecno$cig H2A.Z w ciele genu (ale nie w TSS) (Ryc. 14A i B).
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H2A.Z w warunkach kontrolnych dla gendéw zmieniajacych swoja ekspresje w
odpowiedzi na stres suszy, zgrupowanych w zaleznosci od krotnosci tej zmiany (FC, fold
change). UP — geny zwigkszajace ekspresje, DOWN — geny zmniejszajace ekspresj¢. Za:
Suraiin., 2017
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Obserwacje te dodatkowo zweryfikowalismy dzielgc wszystkie geny ulegajace
ekspresji, w ktorych pojawial si¢ H2A.Z (n = 16332), ze wzgledu na wielkos¢
zmiany ekspresji 1 okreslajac dla nich ilos¢ H2A.Z w roéznych ich rejonach
(oddzielnie dla TSS, ESS i TTS). Postuzylo to do wyznaczenia wspotczynnika
korelacji rang Spearmana, ktory dla ESS wyniost 0,673 (P=2,29E-29), adla TTS
0,852 (P=1,68E-14), wskazujac na pozytywna korelacje poziomu H2A.Z z
,responsywno$cig” genow w tych miejscach, czyli ich zdolnoscig do zmiany
poziomu ekspresji w odpowiedzi na zmieniajace si¢ warunki Srodowiskowe.
Natomiast dla TSS obserwowaliSmy staba negatywna korelacje (p=-0.539,
P=7.01E-9) (Ryc. 15A). Podobnie stabg antykorelacj¢ odnotowaliSmy miedzy
poziomem H2A.Z a zwyklym poziomem ekspresji genéw w warunkach
kontrolnych dla wszystkich trzech miejsc (dla TSS p=-0,401, P=3,61E-5, dla ESS
p =-0,446, P=3,29E-6, i dla TTS p=-0,492, P=2,01E-7) (Ryc. 15B). Wskazuje to,
ze dla ogotlu genow obecno$¢ H2A.Z moze mie¢ represyjny wplyw na ich

transkrypcje.
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Ryc. 15. Korelacja rang Spearmana dla poziomu H2A.Z w genach i zmiany ich

ekspresji (A) oraz dla poziomu H2A.Z i poziomu ich ekspresji w warunkach
kontrolnych (B), wyznaczona dla punktow TSS, ESS i TTS. Za: Sura i in., 2017
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5.8. Dystrybucja H2A.Z w genach, ktérych ekspresja zalezy od obecnoSci
H2A.Z w chromatynie (hiper- i hipoaktywnych w linii arp6)
Poznawszy geny, na ktorych ekspresje wptywat niedobér H2A.Z w chromatynie,
postanowiliSmy przesledzi¢ w nich jego dystrybucje w warunkach kontrolnych i
stresu suszy, wykorzystujac wyniki transkryptomiczne dla linii arp6 i wyniki
ChAP-seq dla linii 5D. ZatozyliSmy, ze geny bezposrednio zalezne od H2A.Z
powinna wyr6znia¢ dystrybucja tego histonu odmienna od dystrybucji w innych
genach, ktorych ekspresja nie ulega zmianie w mutancie arp6. Dlatego
porownalismy dystrybucje H2A.Z w genach zwigkszajacych ekspresje pod
niecobecnos¢ chromatynowego H2A.Z (geny hiperaktywne w arp6, n=693),
zmniejszajacych ekspresje (hipoaktywne w arp6, n=542) z dystrybucja
wszystkich genéw ulegajacych ekspresji (n=15558.). Rozktad H2A.Z w genach
hipoaktywnych nie réznit si¢ od ogétu genéw (ani w warunkach kontrolnych, ani
w warunkach stresu — odpowiednio Ryc. 16A i Ryc. 16B), co moze wskazywac,
ze geny te sa tylko posrednio zalezne od H2A.Z. Z kolei geny hiperaktywne
charakteryzowat zdecydowanie wyzszy poziom H2A.Z w ich ciatach, niezaleznie
od warunkow (Ryc. 16). Sugeruje to, ze wysoka zawartos¢ H2A.Z w ciatach tych
gendéw bezposrednio wplywa na ich represj¢. Za to wszystkie trzy grupy nie
roznity si¢ pod wzgledem zawartosci H2A.Z w TSS — histon ten w tym miejscu

nie wydaje si¢ mie¢ decydujacego wptywu na poziom ich ekspresji.
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Ryc. 16. Wzbogacenie H2A.Z w linii 5D dla wszystkich genow ulegajacych
ekspresji oraz hiperaktywnych i hipoaktywnych w linii arp6 w warunkach
kontrolnych (A) i stresu suszy (B). Za: Sura i in., 2017
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5.9. Analiza genéw reagujacych na stres suszy i zaleznych od H2A.Z

Nastepnie postanowiliSmy przesledzi¢ wsréd gendw odpowiadajacych na stres i
jednoczesnie zaleznych od obecnosci ARP6, jakiego typu jest ta zalezno$é.
Znalezlismy 253 geny, ktorych ekspresja wzrastala w odpowiedzi na stres suszy 1
ktore jednoczesnie byly deregulowane w linii mutanta arp6 (w jakakolwiek
strong). Co ciekawe, wsrdd nich najwicksza grupe (n=96, 37,9%) stanowily geny
hiperaktywne w arp6 zarowno w warunkach kontrolnych, jak i stresu suszy,
kolejna (n=64, 25,3%) geny hiperaktywne tylko w warunkach kontrolnych (a
niezmienne w stresie), a jeszcze nastepng (n=30, 11,9%) hiperaktywne tylko w
warunkach stresowych (Ryc. 17A). Z kolei wsrod 230 genéw o obnizonej na
skutek stresu ekspresji najwigksze grupy stanowity: hiperaktywne w arp6 tylko w
stresie (n=80, 34,6%), hiperaktywne w obu warunkach (n=44, 19%) i
hiperaktywne tylko w warunkach kontrolnych (n=32, 13,9%) (Ryc. 17B). Analiza
ta wskazuje, ze brak ARP6 skutkuje gtownie hiperaktywnoscig gendow niezaleznie

od kierunku ich odpowiedzi na stres.

A Zwiekszajace ekspresje B Zmniejszajace ekspresje
w suszy w WT w suszy w WT

Hpo— Hpo (13)

Hpo— Hpr (3)

Hpo— Hpr (5)

Her — Hpo (6) 44 Hpr — Hpo (4)
Ryc. 17. Wykresy uwzgledniaja: (A) geny zwigkszajace ekspresje w suszy w WT i

jednoczesnie deregulowane przynajmniej w jednych warunkach w linii arp6, (B) geny

zmnigjszajace ekspresje w suszy w WT i jednoczesnie deregulowane przynajmniej w

jednych warunkach w linii arp6, oraz stan ich deregulacji w warunkach kontrolnych

(przed strzatkg) oraz w stresie suszy (za strzatkg). Hpo — hipoaktywny, Hpr —

hiperaktywny, Unf —niezmieniona ekspresja. W nawiasach podano liczb¢ genow. Za:

Suraiin., 2017
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5.10. Zmiana stanu transkrypcyjnego genéw zaleznych od ARP6/H2A.Z

Geny deregulowane w linii arp6 sa zalezne od H2A.Z. ChcieliSmy wigc zobaczyc¢,
jak bedzie zmieniat si¢ w nich poziom H2A.Z w czasie aktywacji lub represji
transkrypcyjnej. W tym celu poréwnali$my jego poziom (z danych ChAP-seq dla
linii 5D) dla TSS, TTS i ciatla genu w r6znych zestawieniach gendéw. Wsrod 1844
genow zwiekszajacych ekspresje w stresie suszy w WT, 204 sg deregulowane w
warunkach kontrolnych w mutancie arp6. Z nich 166 (81,4%) jest
hiperaktywnych w arp6 w warunkach kontrolnych, a 38 (18,6%) hipoaktywnych
(Ryc. 18A). Na Ryc. 18B wida¢, ze geny hipoaktywne w arp6 maja znaczgco
nizszy poziom H2A.Z w TSS w roslinach typu dzikiego, a co wigcej nie tracg go
stamtad podczas swojej aktywacji transkrypcyjnej, w przeciwienstwie do reszty
genoéw zwigkszajacych ekspresj¢ w odpowiedzi na stres. Mozliwe wiegc, ze te
wlasnie geny wymagaja pewnej obecnosci H2A.Z w TSS do utrzymania swojej
aktywnosci, a jego niedobor w linii arp6 skutkuje ich obnizong ekspresja. Za to
geny hiperaktywne w warunkach kontrolnych charakteryzuje znaczaco wyzszy
poziom H2A.Z na catej ich dlugosci, wskazujac na represyjny charakter tego

histonu dla nich.
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Ryc. 18. (A) Geny deregulowane w arp6 (w warunkach kontrolnych) wérdéd genow
zwigkszajacych ekspresje w WT w odpowiedzi na stres suszy. (B) Poziom H2A.Z i jego
zmiany w TSS, ciele genu i TTS w genach zwigkszajacych ekspresj¢ w odpowiedzi na
stres. (C) Geny deregulowane w arp6 (w warunkach kontrolnych) wérod gendow
zmniejszajacych ekspresje w WT w odpowiedzi na stres suszy. (D) Poziom H2A.Z i jego
zmiany w TSS, ciele genu i TTS w genach zmniejszajacych ekspresje w odpowiedzi na
stres. Statystycznie istotne réznice miedzy poziomami H2A.Z zaznaczone sg gwiazdkami
nad wykresami dla warunkéw kontrolnych i pod wykresami dla warunkéw suszy (Test

Manna-Whitney’a, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001). Za: Sura i in., 2017

Sytuacja ta ma swoje odzwierciedlenie w genach zmniejszajacych ekspresje na

skutek stresu, z ktorych 80 (61,5% deregulowanych w arp6 warunkach
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kontrolnych) jest hiperaktywnych, a 50 genow (38,5%) jest hipoaktywnych (Ryc.
18C). Znéw geny hipoaktywne maja znaczaco mniej H2A.Z w TSS w warunkach
stresowych niz pozostale geny o obnizonej ekspresji (Ryc. 18D). Co wigcej, tracg
one H2A.Z podczas represji, w przeciwienstwie do reszty, ktora go zyskuje. To
Znowu sugeruje, ze geny te moga potrzebowaé pewnej ilosci H2A.Z w TSS do
swojej aktywnos$ci. Z kolei geny hiperaktywne w warunkach kontrolnych maja
zdecydowanie wigcej H2A.Z w swoich ciatach i w TTS, co sugeruje represyjny

wptyw H2A.Z.
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6. DYSKUSJA

6.1. Linie mutantéw Arabidopsis uzywane do badania roli H2A.Z

A. thaliana posiada trzy, przynajmniej czg¢sciowo redundantne geny H2A.Z
(HTA9, HTAl1l i HTA8). Z powodu tej redundancji oraz braku dostepnego
mutanta insercyjnego HTA8 w tym samym ekotypie trudno o lini¢ z catkowicie
wylaczong ekspresja H2A.Z. Najbardziej do niej zblizyli si¢ Coleman-Derr i
Zilberman (2012), prezentujac w swojej pracy potrojnego mutanta hza.z (hta8
hta9 htall). W linii tej dochodzito jednak do znaczacej ekspresji genu HTA9
(26% normalnego poziomu), co przektadato si¢ na 10% normalnej puli H2A.Z.
Mimo ze mutacje we wszystkich trzech genach miaty charakter insercji T-DNA,
ro$liny byly w stanie cze$ciowo odtworzy¢ poprawne transkrypty genu HTA9,
prawdopodobnie wycinajgc intron z insercjg. Rozwoj tego mutanta byt silnie
zaburzony i niewykluczone, ze calkowite wylaczenie ekspresji H2A.Z
skutkowalby letalnoscig, jak to dzieje si¢ w przypadku innych zlozonych
eukariotow. Co ciekawe, po jakim$ czasie od publikacji tej pracy udato si¢ nam
otrzyma¢ nasiona linii h2a.z, ale uzyskane z nasion rosliny nie wykazywaty
praktycznie zadnych cech fenotypowych demonstrowanych w publikacji.
Prawdopodobnie w kolejnych pokoleniach potrjnego mutanta dochodzito do
stopniowego kompensacyjnego zwigkszania ekspresji genu HTA9, a moze
rowniez HTA8 i HTA1l, ktorych insercje zlokalizowane sg odpowiednio w
promotorze 1 intronie. Co wigcej, pewnych trudnos$ci w analizie opublikowanego
fenotypu moze tez nastrgczaé fakt, ze w celu uzyskania potrdjnego mutanta
skrzyzowano ro$liny z dwoch réznych ekotypow — Wassilewskija (hta8) i Col-0
(hta9 htall) (Coleman-Derr i Zilberman, 2012).

Do badan nad funkcja wariantu H2A.Z u Arabidposis powszechnie
stosowano i nadal stosuje si¢ linie podwojnego mutanta hta9 htall lub linie
mutantow homologéw niezbednych podjednostek drozdzowego kompleksu
SWRI1, a wigc piel lub arp6. Wykazuja one jednakowe zaburzenia fenotypowe,
cho¢ o réznym nasileniu. Nalezg do nich: skrocone miedzywezla, zabkowanie
brzegow lisci, nieco mniejsze kwiaty z niektorymi odksztatconymi ptlatkami,
niekiedy z dodatkowymi ptatkami, krotsze preciki, stupki 1 tuszczynki (stupki i
tuszczynki réwniez grubsze), wczesniejsze kwitnienie oraz zaburzenia ptodnosci

(Noh i Amasino, 2003; Choi i in., 2005a; Deal i in., 2005; March-Diaz i in.,
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2007). Z danych literaturowych oraz moich obserwacji podczas pracy z liniami
hta9-1 htall-1, arp6 i piel-5 wynika, ze nasilenie zaburzen fenotypowych w tym
szeregu rosnie, u piel-5 dochodzagc do znacznego ograniczenia plodnosci.
Niewielkie nasilenie zaburzen fenotypowych w linii hta9-1 htall-1 mozna
uzasadni¢ ekspresja trzeciego genu — HTA8. Z dostepnych mutantow homologdéw
podjednostek kompleksu SWR1 wybierano arp6 i piel, poniewaz u drozdzy tylko
ich odpowiedniki nie wchodzg w sklad innych kompleksow biatkowych; taka
sytuacja utrudniataby interpretacje wynikow. Jednoczesnie zaklada sie, ze
roslinny SWRI1, podobnie jak jego drozdzowy odpowiednik, jest jedynym
kompleksem wprowadzajacym H2A.Z do nukleosoméw i bez PIE1 czy ARP6
kompleks ten nie dziata. Jednakze dotad nie zostalo to wystarczajaco
udowodnione. Zazwyczaj grupy badawcze pokazywaly utrate wzbogacenia w
H2A.Z w pojedynczych genach w liniach mutantéw za pomocg techniki ChIP-
gPCR.

Jezeli oba te biatka sg niezbedne do inkorporacji H2A.Z do roslinnej
chromatyny, zastanawia fakt znacznej r6znicy w nasileniu fenotypu migdzy arp6 i
piel. Dotad nie wyjasniono przyczyny tego stanu rzeczy, ale sugerowano, ze
moze to $wiadczy¢ o dodatkowych funkcjach PIE1 poza kompleksem SWRI1
(March-Diaz i in., 2008). Wobec powyzszych, w momencie planowania i
przeprowadzania eksperymentéw opisanych w niniejszej pracy, wybor linii arp6
do badania funkcji H2A.Z wydawat si¢ najlepszy.

Niedawne badania Berriri i in. (2016) pokazaty, ze deregulowane geny w
mutantach piel, arp6 (opisany przez Deala i in., 2005), swc6 i hta9 htall tylko
czesciowo si¢ pokrywatly (por. punkt 1.5.5). Poza tym poszczegoélne podjednostki
kompleksu, jak twierdza badacze, maja roézny wplyw na odpowiedz
odpornosciowa Arabidopsis, jednak czgs$¢ z tych wynikoéw jest w sprzecznosci z
wczesniejszymi wynikami March-Diaz i in. (2008). Z kolei Dai i in. (2017)
zbadali catogenomowo wzbogacenie H2A.Z w tym samym mutancie arp6 (Deal i
in., 2005). Okazalo si¢, ze dochodzito w nim tylko do ograniczonej redukcji
poziomu H2A.Z w chromatynie, a w niektérych miejscach nawet do zwiekszenia
jego poziomu (w przypadku az 24,4% pikow H2A.Z). Sugerowatoby to
ograniczong przydatno$¢ mutanta arp6 w badaniu funkcji H2A.Z.

Jednakze wiele genow prezentowanych w pracy Berririego i in. (2016)

jako geny o niezmienionej ekspresji w arp6, a zmienionej w piel, w naszej linii
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réwniez wykazywato zmiany w stosunku do WT. Co wigcej, my takze
przebadaliémy uzywang przez nas lini¢ mutanta arp6 (Choi i in., 2005b) pod
katem wzbogacenia H2A.Z. W celu $ledzenia zawarto$ci H2A.Z w chromatynie,
skrzyzowalis$my jg z linig 5D. Jako ze spodziewaliSmy si¢ niskiego wzbogacenia,
zdecydowalismy si¢ na uzycie techniki ChAP-qPCR, ale z uzyciem mozliwie
duzej liczby loci. Wybrali§my do tego celu zarowno geny zalezne, jak i niezalezne
od ARP6, oraz loci w réznych rejonach tych genow (TSS, ESS, TTS). W 69 z 78
przebadanych amplikonéw dochodzito do znaczacej redukcji poziomu H2A.Z,
srednio o 76,5%. W zadnych z amplikondw nie zanotowaliSmy istotnego wzrostu
poziomu H2A.Z. W 9 loci nie zachodzily istotne statystycznie zmiany poziomu
H2A.Z, przy czym byly to miejsca naturalnie ubogie w H2A.Z. (por. Ryc. 7).
Najwicksze réznice w poziomie H2A.Z miedzy linig typu dzikiego a arp6
zachodzity w loci bogatych w H2A.Z (korelacja p=0.985, P=1,20E-59). Wskazuje
to na dwie mozliwosci: albo uzyskane wzbogacenie H2A.Z w linii arp6 5D jest w
istocie szumem, albo dochodzi do niewielkiej, niezaleznej od ARP6 inkorporacji
H2A.Z, jednak bez zachowania naturalnego zréznicowania jego poziomoéw w
roznych loci, co wydaje si¢ kluczowe w mechanizmie regulacji ekspresji genow
przez H2A.Z. Dlatego uzywana przez nas linia arp6 w naszym przekonaniu
wydawala si¢ odpowiednia do badania udzialu H2A.Z w regulacji ekspresji
genéw u A. thaliana.

Trudno natomiast okresli¢ przyczyne rozbieznosci w uzyskanym
wzbogaceniu H2A.Z w naszym mutancie arp6 i mutancie stosowanym przez Dai i
in. (2017). Grupa ta wprawdzie szerzej przebadata pod tym katem mutanta arp6-
1, ale skoro dla 24,4% pikéw H2A.Z odnotowata znaczacy wzrost poziomu
H2A.Z, to wsrod 78 przeanalizowanych przez nas loci powinniSmy znalez¢
kilkanascie takich miejsc. Zastanawia rowniez stosunkowo nieduzy ogdlny ubytek
H2A.Z w arp6-1. Mozliwe wiec, ze uzywany przez nas mutant delecyjny arp6
(suf3) (Choi i in., 2005b) i mutant insercyjny arp6-1 (Deal i in., 2005) nie s3
jednakowe w kontekscie redukcji zaleznego od SWR1 wprowadzania H2A.Z do
chromatyny. Inng przyczyng rozbieznosci moze by¢ sposob normalizacji 1 analizy

danych catogenomowych przez Dai i in. (2017).
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6.2. Odpowiedz na stres u roslin o obnizonym poziomie chromatynowego

H2A.Z

Poczatkowo spodziewalismy si¢, ze rosliny A. thaliana o zredukowanym
poziomie H2A.Z w chromatynie beda inaczej reagowaty na stres niz rosliny typu
dzikiego. Wskazywato na to wzbogacenie H2A.Z w genach odpowiedzi na rézne
bodzce (Coleman-Derr i Zilberman, 2012) oraz faktyczna deregulacja kilku grup
genow odpowiedzi na rézne stresy w liniach mutantéw (March-Diaz i in., 2008;
Kumar i Wigge, 2010; Smith i in., 2010). Jednakze eksperymenty stresu suszy nie
ujawnily roznic w odporno$ci na ten stres. Postanowili§my przeprowadzi¢ inne
stresy osmotyczne, ktore pozwalaly na iloSciowe opisanie bardziej subtelnych
réznic w reakcji na stres. W istocie, wszystkie linie mutantow wykazywaty
zwigkszone opdznienie kietkowania zarbwno w obecnosci NaCl, jak i sorbitolu, w
stosunku do WT. Opdznienie to zwigkszato si¢ w szeregu hta9 htall, arp6, piel,
czyli w tej samej kolejnosci, w ktérej rosng zaburzenia fenotypowe. Jednakze
linie te wykazywaly réwniez opdznione kietkowanie w stosunku do WT bez
wpltywu czynnika stresowego. Mozliwe wiec, ze mutanty o zaburzonym
wprowadzaniu H2A.Z do chromatyny wykazuja tez zaburzenie kietkowania,
spotegowane przez dziatanie stresu. Nie sposob jednak oddzieli¢ w
przeprowadzonych eksperymentach wplywu tych dwoch czynnikow — zaburzen
rozwojowych 1 reakcji na stres. Pokazuje to tez, jak trudno poréwnywac ze soba

mutanty o zaburzeniach funkcjonalnych i rozwojowych.

6.3. Deregulacja genow w linii mutanta arp6

Catogenomowe analizy transkryptomiczne ujawnity, ktore geny sa deregulowane
w przypadku braku ARPG6 i co za tym idzie, zredukowanym poziomie H2A.Z w
chromatynie, zarowno w warunkach kontrolnych, jak i stresu suszy. Co ciekawe,
dwie grupy tylko czgSciowo si¢ pokrywaja. Moze to wskazywacé, ze H2A.Z
reguluje rézne geny w zaleznosci od warunkoéw fizjologicznych organizmu. W
warunkach kontrolnych hiperaktywacji w mutancie szczegdlnie ulegaja geny
odpowiedzi na roézne bodzce i czynniki stresowe, co jest w zgodzie z
wczesniejszymi wynikami dla mutanta h2a.z (Coleman-Derr i Zilberman, 2012).
H2A.Z moze by¢ konieczny do blokowania ekspresji genow odpowiedzi w
warunkach nieindukujacych. Zgadzatoby si¢ to z poprzednimi obserwacjami, ze

rosliny mutantéw arp6 cechuje fenotyp odpowiedzi na gtod fosforanowy mimo
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braku tego gltodu (Smith i in., 2010, uzywali mutanty opisane przez Deala i in.,
2005) oraz aktywacja gendow odpowiedzi na podwyzszong temperatur¢ mimo
niskiej temperatury (Kumar i Wigge, 2010, mutanty uzyskane z uzyciem
promieniowania neutronowego w tzw. podejsciu forward genetics). Jednakze w
warunkach stresowych ta kategoria genow nie jest nadreprezentowana w arp6,
mimo ze podobna liczba gendow jest hiperaktywowana; zapewne wynika to z
faktu, ze geny te rowniez ulegajg aktywacji w WT podczas stresu. Z kolei wsrdd
hipoaktywnych genéw, i to w obu warunkach, dominujg geny zwigzane z DNA 1
procesami z udzialem DNA. Prawdopodobnie jest to rezultatem stwierdzonego
udzialu H2A.Z w sygnalizacji i naprawie dwuniciowych peknig¢ DNA (Kusch i
in., 2004; Kalocsay i in., 2009; Xu i in., 2012; Gursoy-Yuzugullu i in., 2015).

6.4. Linia 5D do $ledzenia zmian w obecnosci H2A.Z w chromatynie

Ze wzgledu na brak przeciwcial rozpoznajacych H2A.Z u A. thaliana, uzyto lini¢
z zaadaptowanym systemem biotynylacji in vivo (Mito i in., 2005) jednego z
genow H2A.Z — HTAIl1, zwang 5D, wyprowadzong przez mgra ktukasza
Paweloszyka w Zakladzie Biotechnologii UAM. Linia ta zawiera dodatkowa
kopi¢ genu HTA11 pod natywnym promotorem, z dodang krotka sekwencja na 5’
koncu, kodujaca peptyd (BLRP) rozpoznawany przez prokariotyczng ligaze
biotynowg BirA, ktorej gen pod roslinnym promotorem Act2 wprowadzono w tym
samym konstrukcie. Ulegajaca ekspresji ligaza rozpoznaje BLRP i przytacza do
niego biotyn¢. Biotynylowany HTA1l mozna nastgpnie oczyszcza¢ na zlozu z
awidyna/streptawidyng. Co wazne, peptyd BLRP jest niewielki, co jest istotne dla
zachowania naturalnych oddziatywan z innymi biatkami, a bardzo silne
odziatywanie biotyna/streptawidyna pozwala na specyficzne wigzanie zadanego
biatka.

Pewnym minusem uzytej linii jest fakt dodatkowej kopii HTA1l w
genomie, nie jest to jednak gen H2A.Z ulegajacy najwyzszej ekspresji (ktorym
jest HTA9). Poza tym nie wiemy, czy poszczegélne izoformy majg pewne
specyficzne lokalizacje i role, jak to np. wydaje si¢ by¢ u ludzi, gdzie mimo tylko
3 aminokwasow roznicy biatka H2A.Z-1 i H2A.Z-2 prezentuja tylko czgSciowa
redundancje (por. punkt 1.5.4). W takim wypadku moglibysmy tu wnioskowa¢ o
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roli tylko jednego z biatek H2A.Z, HTA11. Jednakze brak zmian fenotypowych u
pojedynczych mutantow hta9 i htall, z jednoczesnym wystepowaniem zmian u
podwojnych mutantow (March-Diaz i in., 2008) wskazuje na znaczgca
redundancj¢ biatek H2A.Z u Arabidopsis (u ssakéw wytaczenie tylko H2A.Z.1
powoduje $mierc na etapie blastocysty, Faast i in., 2001). Mozliwe tez, ze biatka
te moga catkowicie si¢ zastgpowacl, ale w podwojnym mutancie hta9 htall
dochodzi do niewystarczajacej ekspresji H2A.Z, gdyz tylko jeden gen pozostaje
aktywny.

6.5. Zmiany poziomu ekspresji genéw i poziomu H2A.Z w tych genach w

odpowiedzi Arabidopsis na stres suszy

Stres suszy powoduje u A. thaliana szerokg odpowiedz transkryptomiczng w celu
przystosowania si¢ do niekorzystnych warunkéw. Najbardziej zainteresowani
byli§my kwestig zaleznos$ci zmian w poziomie transkryptéw i zmian w obecnosci
H2A.Z w genach, z ktorych te transkrypty pochodzily, gdyz zalezalo nam na
ujawnieniu wplywu H2A.Z na transkrypcje gendw. Stad w naszych analizach
skupili$my si¢ na analizie r6znych obszarow genow — rejonu wokot miejsca startu
transkrypcji, miejsca konca transkrypcji, wokot poczatku egzonu, na przestrzeni
catego genu. Co ciekawe, dla ogélu gendéw dystrybucja H2A.Z w warunkach
stresu w zasadzie nie roznita si¢ od dystrybucji w warunkach kontrolnych w
zadnym z tych miejsc (Ryc. 8). Moze to wskazywacé na generalnie staty wzor
dystrybucji H2A.Z w genomie Arabidopsis. Roznice w dystrybucji H2A.Z byty
natomiast widoczne dla gendéw reagujacych zmiang poziomu transkrypcji,
swiadczac o powigzaniu obecnosci H2A.Z z ekspresjag genow. Zwlaszcza w
przypadku gendéw zwigkszajacych ekspresje zaobserwowano czg$ciowa utrate
H2A.Z w stresie suszy, potwierdzong rowniez dla kilku genéw z uzyciem techniki
ChAP-gPCR. W mniejszym stopniu geny, ktorych aktywno$¢ w odpowiedzi na
stres spadata, zyskiwaty H2A.Z. Efekt ten byl obserwowany tylko w cialach
genow, a nie byt wykrywany dla TSS. Sugerowatoby to powigzanie zwigkszonego
poziomu H2A.Z (zwlaszcza w ciele genu) z represja gendéw. Jednoczesnie test
korelacji rang Spearmana dla poziomu H2A.Z i poziomu ekspresji ogdétu genow w
warunkach kontrolnych pokazat tylko stabg antykorelacje tych dwoch czynnikow
(p =-0.401, P =3.61E-5dla TSS, p =-0.446, P = 3.29E-6 dlaESS i p = -0.492, P
= 2.01E-7 dla TTS; Sura i in., 2017). Okreslenic H2A.Z jako negatywnego
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czynnika ekspresji gendw mogloby by¢ zatem zbytnim uogolnieniem i
uproszczeniem.

Tym bardziej, ze z badan nad innymi gatunkami rysuje si¢ bardziej
ztozony obraz. U nicienia C. elegans Latorre i in. (2015) pokazali, ze
nakierowywana przez kompleks DREAM akumulacja H2A.Z w ciatach pewnych
gendw jest zwigzana z ich represjg. Z kolei u D. melanogaster H2A.Z jak u
drozdzy bardziej wzbogaca promotory pozbawione kasety TATA, ale w
przeciwienstwie do drozdzy poziom H2A.Z ponizej TSS pozytywnie koreluje z
aktywnoscig genow (Mavrich i in., 2008; Weber i in., 2010); trzeba jednak
pamigtac, ze H2AvD w istocie pelni funkcje dwoch wariantow — H2A.Z i H2A.X.
Co wigcej, geny aktywnie transkrybowane sa wzbogacone w nukleosomy
homotypowe pod wzglgdem H2AvD, a Weber i in. (2010) sugerowali stopniowe
wzbogacanie genow w H2A.Z przez SWR1 w kolejnych rundach transkrypc;ji.
Badania na ssaczych liniach komorkowych pokazaty, ze obecno$s¢ H2A.Z moze
by¢ wspoélzalezna z wystgpowaniem kompleksow wyciszajacych badz
aktywujacych ekspresje genow (Creyghton i in., 2008) oraz z modyfikacjami
histonow o réznym charakterze (tj. sprzyjajacym aktywacji badz represji), oraz ze

moze si¢ ona zmienia¢ z rozwojem (Ku i in., 2012).

6.6. Nadreprezentacja HTA11 w cialach gen6w odpowiadajacych na stres

Uderzajace natomiast okazato si¢ wzbogacenie w H2A.Z ciat gendw reagujacych
na stres, 1 to niezaleznie od tego, czy geny te zwigkszaly, czy zmniejszaty swoja
aktywnos$¢ (Ryc. 9-10). Co wigcej, im bardziej ,,responsywny” gen (W rozumieniu
krotnos$ci zmiany wzgledem warunkow kontrolnych), tym wigcej H2A.Z posiadat
w swoim ciele (ale nie w TSS) (Ryc. 11A). H2A.Z wydaje si¢ wigc niejako
markerem responsywnych gendw, przy czym nalezy pamigtaé, ze wraz Zze
wzrostem ekspresji geny te maja tendencje to utraty wariantu, a wraz ze spadkiem
— do gromadzenia go, zwlaszcza w ciele genu. Rowniez dodatkowa analiza
technika ChAP-qPCR kilku genow aktywowanych w stresie pokazala ubytek
HTAT11 zich ciat (Ryc. 7).

Pierwszymi, ktorzy zauwazyli, ze H2A.Z u Arabidopsis szczegdlnie
wzbogaca ciala gendéw odpowiedzi na rdézne stresy, byli Coleman-Derr i
Zilberman (2012) — jednak ich wnioski wynikaly wytacznie z identyfikacji i

analizy statystycznej gendw szczegdlnie bogatych w ten wariant. Nasze
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obserwacje bazowaly natomiast na analizie poziomu H2A.Z i jego zmian w
obliczu zmian ekspresji wielu genow wywotanych realnym stresem suszy.

Jesli H2A.Z specyficznie wzbogaca ciata responsywnych genow u A.
thaliana, to czy podobnie jest u innych gatunkow? Brakuje na ten temat danych.
Dotychczas skupiano si¢ glownie na obecnosci H2A.Z w promotorze oraz wokot
TSS genow.

| tak u S. cerevisiae Htzl bardziej wzbogaca promotory gendéw
pozbawionych sekwencji TATA, ktére przede wszystkim wystepujg przed
konstytutywnie aktywnymi genami (Zhang i in., 2005a). Jest tez jednak obecny w
promotorach genéw indukowanych PHO5, GAL1 i GAL10, skad znika podczas
indukcji, ale jednocze$nie jego obecnos¢ jest niezbedna dla prawidlowego
poziomu aktywacji tych genoéw (Santisteban i in., 2000; Adam i in., 2001). Co
wigcej, mimo ze og6lnie Htz1 antykoreluje u drozdzy z poziomem transkrypcji, w
mutancie htzl zaburzona jest glownie aktywacja gendéw (Zhang i in., 2005a), a
sam wariant okazat si¢ konieczny do wydajnego wigzania pewnych czynnikow
transkrypcyjnych (Adam i in., 2001; Lemieux i in., 2008). Pewnych informacji na
temat Htzl w ciatach gendéw dostarczyli Hardy i in. (2009), pokazujac, ze w
genach aktywowanych stresem ciepta wraz ze wzrostem poziomu wigzanej tam
polimerazy Il RNA nastgpowat ubytek Htz1, a w genach wyciszanych — wraz ze
spadkiem polimerazy rosta ilo$¢ zwigzanego H2A.Z. Jednakze za t¢ obserwacje
przynajmniej w pewnym stopniu moze odpowiada¢ kotranskrypcyjne usuwanie
dimeréw typu H2A-H2B (w tym Htz1-H2B) z gendw, przez ktore przechodzi
polimeraza. Tramantano i in. (2016) postuluja, ze za polimerazg w miejsce
usunietych dimeréw Htz1-H2B wprowadzane sa dimery skladajace sie z
kanonicznych histonow.

W jakim stopniu w naszych wynikach obserwujemy to zjawisko, tego nie
wiemy. Nie notujemy jednak silnej antykorelacji poziomu H2A.Z z poziomem
ekspresji genow. Na pewno w tym kontek$cie warto byloby poréwna¢ zmiany

poziomu H2A.Z ze zmianami poziomu H2B i H2A.

6.7. Trudno$ci w interpretacji zaleznosci miedzy ekspresja genow a

poziomem H2A.Z

Powyzsze obserwacje ukazuja powszechne problemy, ktory zawsze pojawiajg si¢

w probie poznawania wptywu czynnikéw chromatynowych na regulacj¢ ekspresji
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gendw: czy korelacja danego czynnika z aktywacja badz represja transkrypcji jest
faktycznie zaleznoscig przyczynowo-skutkowg? Jesli tak, to czy czynnik
chromatynowy jest przyczyna, a zmiana poziomu ekspresji skutkiem, a moze na
odwrot? Lashgari i in. (2017) pokazali, ze w komorkach ludzkich poziom H2A.Z
w nukleosomie +1 i ciele gendw wzrasta po zaprzestaniu ich transkrypcji i
zwrocili uwage, ze badania korelacji poziomu ekspresji genow i1 poziomu H2A.Z
niekoniecznie determinujg, co zachodzi jako pierwsze. Wprowadzanie H2A.Z po
zaprzestaniu transkrypcji genu mogtoby by¢ np. elementem pamigci o “historii” 1
statusie transkrypcyjnym genu.

Dalej, jezeli dane wskazuja, ze czynnik chromatynowy jest faktycznie
przyczyng w obserwowanej zalezno$ci, to czy zmiana poziomu transkrypcji jest
bezposrednim efektem dzialania tego czynnika? Zawiera tu si¢ pytanie o sposob
dziatania czynnika — czy jest to wplyw na stabilno$¢ nukleosomow, wigzanie
innych biatek efektorowych, a moze deregulacja pewnych gendéw jest tylko
wtornym  skutkiem deregulacji innych gendw? Niestety, bardzo trudno
odpowiedzie¢ na te pytania. Brakuje technik pozwalajacych na przesledzenie krok
po kroku zmian zachodzacych podczas aktywacji badz represji genu. W naszych
analizach takze natkne¢liSmy si¢ na te ograniczenia. Dlatego postanowiliSmy blizej
przyjrze¢ si¢ genom deregulowanym w linii arp6, zaktadajac, ze ich deregulacja
spowodowana jest (bezposrednio badz posrednio) redukcja chromatynowego
H2A.Z. Nastepnie zalozyliSmy, ze geny bezposrednio zalezne od H2A.Z to beda
te sposrod deregulowanych w mutancie arp6, ktore wyrdznia szczegdlny wzor
rozmieszczenia H2A.Z, odmienny od wzoru dla ogotu genow. Aby znalez¢ takie
geny, porownali$my dane transkryptomiczne dla linii arp6 z danymi o dystrybucji
HTA11 w linii 5D. Niestety, na poczatku nie planowali$my takiego powigzania i
kierowaliSmy si¢ innymi przestankami co do wyboru warunkéw eksperymentu
(eksperyment z arp6 w warunkach dnia krotkiego ze wzgledu na wczesniejsze
kwitnienie mutanta, eksperyment z 5D w warunkach dnia dlugiego w celu
uzyskania stosunkowo szybko duzej ilo$ci materiatu). Nie byly wigc to
eksperymenty catkowicie kompatybilne; z drugiej jednak strony nawet w
przypadku dotkliwego stresu suszy dystrybucja H2A.Z pozostaje taka sama dla
ogotu genow (Ryc. 8), my zas nie byliSmy skupieni na analizie genow reakcji na

fotoperiod.
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Uzyskane dane pokazaly, ze w linii mutanta arp6 dochodzi go deregulacji
ekspresji czesci gendow i to zarowno w gore, jak 1 w dot. Wskazywaloby to na
zroznicowany wptyw H2A.Z u Arabidopsis na ekspresje genow. Wsrod genow
hipoaktywnych statystycznie nadreprezentowane sg geny zwigzane z naprawg
DNA, niezaleznie od warunkéw eksperymentu (warunki kotrolne/stresu), co
sugeruje wazng rolg wariantu w tym procesie i zgadza si¢ z doniesieniami innych
grup na ten temat (m. in. Kusch i in., 2004; Kalocsay i in., 2009; Xu i in., 2012;
Gursoy-Yuzugullu i in., 2015). Natomiast wsréd genow hiperaktywnych w
warunkach kontrolnych nadreprezentowane byty geny odpowiedzi na rézne stresy
1 bodzce, co wskazuje, ze H2A.Z moze pehi¢ szczegdlng role w kontroli takze
tych gendéw (Tab. 1). Brak nadreprezentowanych kategorii wsrod genow
hiperaktynych w warunkach stresu suszy moze wynikac z tego, ze znaczna czesc¢

z tych gendw jest naturalnie aktywowanych w tych warunkach.

6.8. Dystrybucja H2A.Z w genach od niego zaleznych — i co nam ona
,mOWi” 0 wplywie tego wariantu na poziom ich transkrycpji
Geny hipoaktywne w arp6 nie roznity si¢ dystrybucjg HTA11 od ogdtu gendw
ulegajacych ekspresji, co moze S$wiadczy¢ o tym, Ze s3a raczej posrednio
regulowane przez ten wariant. Za to geny hiperaktywne w linii 5D
charakteryzowal zdecydowanie wyzszy poziom H2A.Z w ich ciatach (ale nie w
TSS), zar6wno w warunkach kontrolnych, jak i stresu suszy (Ryc. 12). Mozliwe
wigc, ze wysoki poziom H2A.Z w ciatach tych gendow bezposrednio hamuje ich
transkrypcje — wszakze przy braku H2A.Z ich ekspresja rosnie. Nadal jednak nie
znamy mechanizmu tego dziatania. Wielu badaczy wciaz dopatruje si¢ go w
wiekszej lub mniejszej stabilnosci nukleosomow z H2A.Z (zaleznie od badan, na
ktore sie¢ powotujg). Ostatnio Osakabe i in. (2018) pokazali, ze dimery HTA9-
H2B szybciej oddysocjowuja od nukleosoméw homotypowych pod wplywem
ciepta niz dimery z innymi wariantami H2A, trudno mi jednak oceni¢, jakie to ma
przetozenie na cechy takich nukleosomow w warunkach in vivo. Ta sama grupa
stwierdzita, ze u A. thaliana dominujg nukleosomy homotypowe pod wzglgdem
bialek H2A — jednak wedlug mnie w wynikach brakuje koniecznych kontroli.

Z kolei Dai i in. (2017) rowniez przebadali dystrybucje H2A.Z w genach
A. thaliana i takze zaobserwowali negatywng korelacj¢ obecno$ci H2A.Z w

ciatach genéw i1 TSS z ich aktywnoscig transkrypcyjna. Podobnie zidentyfikowali

133



geny odpowiedzi na bodzce wewnetrzne i zewnetrzne jako negatywnie
regulowane przez H2A.Z. Jednak mechanizmu dopatrujg si¢ znowu w tym, co
dzieje si¢ w nukleosomach przy TSS.

Dai i in. (2017) utrzymuja, ze obecno$¢ H2A.Z w TSS jest negatywnie
skorelowana z ekspresja genéw, chociaz wynik ten nie jest zbyt przekonujacy. W
naszych analizach widzielismy niewielka negatywna korelacj¢ poziomu ekspres;ji
genu w warunkach kontrolnych i poziomu HTA11 w TSS, ESSi TTS (Ryc. 11B).
Dai 1 in. sugeruja, ze H2A.Z powoduje wigckszg stabilizacj¢ nukleosomu +1, ktory
jest najwigksza bariera dla polimerazy RNA i wedlug badaczy réwniez u
Arabidopsis prowadzi do jej pauzowania, i zmniejszong stabilizacj¢ nukleosomu
+1, co miatoby promowaé wigzanie represorow. Jednak wyjasnienia te sg czysto
spekulatywne, a przyczyna odmiennego wpltywu H2A.Z na nukleosomy w
réznych miejscach niejasna. Trzeba pamigtaé, ze u D. melanogaster nukleosomy
homotypowe pod wzglegdem H2A.Z sprzyjaja przej$ciu polimerazy do aktywnej
transkrypcji, a nie jej zatrzymywaniu. Poza tym w niedawno przeprowadzonych
badaniach Hetzel i in. (2016) nie znalezli $ladow zjawiska pauzowania
polimerazy w poblizu promotora u A. thaliana. Z kolei glebsza analiza naszych
wynikow pokazata, ze mimo iz obecnos¢ H2A.Z (zwlaszcza w ciele genu)
czgdciej powstrzymuje geny przed nadmierng ekspresja, to pewna jego ilos¢ w
TSS moze by¢ niezbedna do utrzymania aktywnosci cze$ci gendw (i obnizony
poziom H2A.Z w TSS w linii arp6 moze skutkowac ich zmniejszong ekspresjg).
Ich liczba zreszta moze by¢ znacznie wigksza, zjawisko to moze dotyczy¢ nawet
wszystkich genow zaleznych od polimerazy Il RNA; jednak, jako ze w mutancie
arp6 prawdopodobnie dochodzi do s$ladowej, ARP6-niezaleznej inkorporacji
H2A.Z, ktéra moze by¢ wystarczajaca do prawidlowej aktywacji transkrypcji, nie
identyfikujemy tego zjawiska w szerszej skali w naszej analizie. Na taki
scenariusz wskazuje fakt, ze geny hipoaktywne w mutancie arp6, ktore sg
deregulowane stresem suszy, wykazuja znacznie nizszy niz pozostale geny
poziom H2A.Z w nukleosomie +1, mierzony w linii 5D (Ryc. 14). Taki wptyw
H2A.Z jest zgodny z licznymi obserwacjami u innych gatunkow, wskazujacymi,
ze obecnos¢ H2A.Z w poblizu TSS niektorych gendw jest niezbedna do uzyskania
wysokiej ekspresji w wyniku indukcji (Santisteban i in., 2000; Adam i in., 2001),
wydajnego wigzania czynnikow transkrypcyjnych (Adam i in., 2001; Lemieux i
in., 2008) i ,,przygotowania” genu do szybkiej odpowiedzi transkrypcyjnej (Zhang
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I in., 2005a). Proponujemy wigc model dwoistego wptywu H2A.Z na ekspresj¢
genow u A. thaliana: duze ilosci H2A.Z w cialach genow wplywaja represyjnie na
transkrypcje genow, ktorych ekspresja w zwyktych warunkach jest niepotrzebna;
jednoczesnie pewna ilo$¢ tego wariantu jest niezbedna dla aktywnosci
przynajmniej czesci genow (Ryc. 15) — a ostateczny wplyw moze zaleze¢ od
wspotwystepowania innych modyfikacji chromatyny czy oddziatywan ze
specyficznymi biatkami. Trudno jednak okresli¢, w jaki sposob wariant histonowy
H2A.Z znajdujac si¢ w réznych miejscach genéw w tak zréznicowany sposob
wplywa na ich transkrypcje. Mozliwe, ze ostateczny efekt jest wypadkowa
wspotwystepowania innych modyfikacji chromatyny i wigzanych w danym

miejscu bialek. Kwestia ta pozostaje wcigz do zbadania.

Aktywne Warunki kontrolne

A A AAAANA

Nieaktywne Warunki stresu
JR— >

Ryc. 15. Model wptywu wariantu histonowego H2A.Z na transkrypcje u A. thaliana.

Lewy panel przedstawia nukleosomy wokot TSS — podczas niewystarczajacej ilosci
H2A.Z (czerwony kolor) w nukleosomie +1 nie dochodzi do ekspresji pewnych gendw.
Prawy panel pokazuje, ze wysoki poziom H2A.Z w nukleosomach w cialach genow
inhibuje transkrypcje genéw, ktorych produkty nie sa potrzebne w danych warunkach

(np. geny odpowiedzi na stres w warunkach, gdy stres ten nie wystepuje).
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7.

WNIOSKI

Niniejsza praca doktorska byta proba wyjasnienia roli, jakg wariant histonowy

H2A.Z pelni w regulacji aktywnos$ci transkrypcyjnej genéw u A. thaliana, w

szczegdlnosci w odpowiedzi na stres suszy. Dzigki wykonanym badaniom

wyciggnigto nastepujace wnioski:

1.

Mutanty, ktorych wspodlng cechg jest uposledzone wprowadzanie H2A.Z do
chromatyny, wykazujag opdznione kietkowanie w obecnosci stresorow
osmotycznych — wysokich stezen NaCl i sorbitolu. Prawdopodobnie fenotyp
ten jest wypadkowa naktadania si¢ nadwrazliwo$ci na stres osmotyczny i
zaburzen rozwoju wystepujacych u tych mutantéw. Jednoczes$nie wielkos¢
tego opOznienia jest zroznicowania i ro$nie w szeregu hta9 htall, arp6, piel-
5. Moze to wynika¢ z réznych poziomow redukcji H2A.Z w chromatynie u
poszczegolnych mutantow (zwlaszcza w mutancie hta9 htall, w ktérym
ekspresji ulega HTAS), jak i dodatkowych funkcji pelnionych przez biatka
ARP6 1 PIE1 (poza wprowadzaniem H2A.Z do nukleosomow).

W uzytej linii arp6 dochodzi w wiekszosci przebadanych gendéw do znaczacej
redukcji zawartosci H2A.Z w ich obrebie. Jednoczesnie dotad w literaturze
nie wykazano, by czg$¢ zmian fenotypowych obserwowanych w tym
mutancie byla niezalezna od depozycji H2A.Z, dlatego mutanta arp6 uznano
za warto$ciowa lini¢ w badaniu znaczgcego obnizenia poziomu H2A.Z w
chromatynie.

Uzyte techniki nie pozwalaja na jednoznaczne stwierdzenie, czy brak ARP6
prowadzi do catkowitej utraty H2A.Z przynajmniej w pewnych loci; nie
sposob bowiem odrézni¢ prawdziwy, niewysoki poziom histonu od poziomu
tla.

Znaczaca utrata H2A.Z w r6znych rodzajach loci wskazuje, ze brak ARP6
skutkuje globalng redukcja poziomu H2A.Z w chromatynie.

W mutancie arp6 dochodzi do deregulacji czeSci genow. Wsrod genow
hipoaktywnych nadreprezentowane kategorie zaré6wno w warunkach
kontrolnych, jak 1 stresowych to kategorie zwigzane z DNA — moze to
potwierdza¢ udzial H2A.Z w sygnalizacji i naprawie uszkodzen DNA u A.
thaliana. Nadreprezentowanymi kategoriami w genach hiperaktywnych w

warunkach kontrolnych sg odpowiedzi na r6zne bodzce i stresy. Sugeruje to,
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10.

11.

ze H2A.Z moze mie¢ udzial w represji tych genéw w warunkach
nieindukujacych.

Trudno odréznié, czy deregulacja ekspresji poszczegolnych gendw w linii
arp6 jest bezposrednim czy posrednim skutkiem utraty H2A.Z. Zatozono, ze
geny bezposrednio regulowane przez H2A.Z powinny odrdzniaé si¢ jego
dystrybucja od innych genéw. Kryterium to spetniaja geny hiperaktywne, co
wskazuje, ze wariant moze je bezposrednio utrzymywa¢ w stanie represji.
Wsrod nich dominujg geny odpowiedzi na bodzce i stresy.

Dystrybucja H2A.Z w skali genomowej jest wzglednie stala — mimo
drastycznie innych warunkow w stresie suszy dla ogoétu gendw pozostaje taka
sama. Zmienia si¢ jednak w genach zmieniajacych ekspresje pod wptywem
stresu.

W genach zwigkszajacych swoja ekspresje w odpowiedzi na stres dochodzi
do utraty H2A.Z w cialach i na 5  koncach genéow, a w genach
zmniejszajacych ekspresje — do akumulacji tego wariantu w ciatach genow.
Analizy statystyczne potwierdzaja korelacje wzrostu ekspresji gendow i
ubytku H2A.Z w ciatach 1 5° koncach gendéw. Nie mozna jednak z calg
pewnoscig stwierdzi¢, ze to utrata H2A.Z powoduje wzrost ich transkrypcji, a
nie odwrotnie.

Geny mocno zmieniajace ekspresje w odpowiedzi na stres suszy (niezaleznie
od kierunku tej zmiany) wyr6zniajg si¢ wysoka zawartoscig H2A.Z w swoich
cialach. Im wigksza zmiana ekspresji, tym wyzsza zawartos¢ H2A.Z. Znowu
wskazuje to, ze wariant ten moze pelic¢ szczegdlng role¢ w regulacji genow
odpowiedzi na bodzce i stresy.

Analiza genoéw reagujacych na stres suszy i jednocze$nie zaleznych od
H2A.Z wskazuje, ze brak ARP6 skutkuje giéwnie hiperaktywnoscig genow
niezaleznie od kierunku ich odpowiedzi na stres.

Te sposrod genow zwiekszajacych ekspresje w odpowiedzi na stres, ktore
jednoczes$nie sa hipoaktywne w mutancie arp6, w roslinach typu WT nie
traca H2A.Z ze swoich TSS - w przeciwienstwie do pozostatych gendéw
zwigkszajacych ekspresje. Z kolei te sposrdd gendow zmniejszajacych
ekspresje w odpowiedzi na stres, ktore jednoczesnie sa hiperaktywne w
mutancie arp6, w roslinach typu WT traca H2A.Z ze swoich TSS - w

przeciwienstwie do pozostalych gendéw zmniejszajacych ekspresje, ktore go
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tam kumuluja. Moze to wskazywac, ze pewna ilo$¢ H2A.Z jest konieczna do
transkrypcji tych dwoch grup genow.
12. H2A.Z moze mie¢ represyjny badz stymulujacy wpltyw na transkrypcje w

zaleznosci od swojej lokalizacji w genie.
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