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WYKAZ SKROTOW I SYMBOLI STOSOWANYCH W TEKSCIE

2D-PAGE

A24

AFP

amp

B4 (HIM)

BAC

bsr
CAP

CAT

cdc2

cDNA

c-fos

CIBR

c-myc

CTB

CTD

(two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis)
dwuwymiarowa elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
kompleks histonu H2A i ubikwityny

a-fetoproteina

gen kodujacy P-laktamaze nadajaca odpornos$¢ na
ampicyling

histon Xenopus laevis charakterystyczny dla okresu
bruzdkowania

(bacterial artificial chromosome) sztuczny chromosom
bakteryjny

gen niosacy odpornosc na blastycydyng S

(catabolite  activator  protein) biatko  aktywatora
katabolicznego

(chloramphenicol acetyltransferase) acetylotransferaza
chloramfenikolu

(cell-division cycle) gen kodujacy biatko p34 (CDKI)
wchodzace w sktad czynnika MPF

jednoniciowy, komplementarny DNA powstaty in vitro na
matrycy mRNA w procesie odwrotnej transkrypcji

gen onkogenny

(chicken initiation binding represor) kurzy represor
transkrypcji

onkogenny gen, ktorego aktywacja wywoluje chtoniaka
Burkitata

(C-tract-binding protein) biatko wiazace si¢ z sekwencja
bogata w cytozyng

karboksyterminalna domena histonu



cyklina D

dsDNA

DT40

ECM

ES komorki
FACS

FISH

G418
GAPDH

GD
GFP

GH

gpt
GTF

H1
H1°
Hla-e
Hloo

HIt

biatko charakterystyczne dla fazy GI1, niezbgdne do
wejScia w fazg¢ S, tworzy kompleksy z kinazami Cdk4 1
Cdk6

(double-stranded DNA) dwuniciowy DNA

linla kurzych Ilimfocytow B bialaczki wirusowo
indukowane;j

(electron  cryomicroscopy) kriogeniczny  mikroskop
elektronowy

(embryonic stem cells) pierwotne komorki zarodkowe
(fluorescence-activated cell sorting) cytofluorometria
przeptywowa

(fluerascence in situ  hybridization) hybrydyzacja
fluorescencyjna in situ

analog neomycyny hamujacy translacje u ssakow
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
dehydrogenaza 3-fosfoglicerynianu

domena globularna histonu

(green fluorescent protein) biatko fluorescencyjne z
meduzy emitujace zielone §wiatto

domena globularna histonu

gen odpornosci na kwas mykofenikolowy

(general  transcription  factor)  gldéwny  czynnik
transkrypcyjny

klasa histonéw silnie lizynowych

histon H1 charakterystyczny dla komoérek zréznicowanych
histony H1 charakterystyczne dla komoérek somatycznych
(oocyte-specific  linker histone) histon tacznikowy

specyficzny dla oocytow

(testis-specific histone H1) histon H1 specyficzny dla jader



HIX
H2A

H2B

H3
H4
HS5

HAT pozywka
HAT

HDAC

hGR

histD
HMG

HPLC

HTH
IRES

histon Bufo japonicus homologiczny do B4

klasa histonow umiarkowanie lizynowych budujaca rdzen
nukleosomu

klasa histonow umiarkowanie lizynowych budujaca rdzen
nukleosomu

klasa histonéw arginowych budujaca rdzen nukleosomu
histon arginowy wchodzacy w sktad rdzenia nukleosomu
histon silnie lizynowy charakterystyczny dla jadrzastych
erytrocytow

medium zawierajace hypoksantyng, aminopteryng i tyming
(histone acetyltransferase) acetylaza histonowa

(histone deacetylase) deacetylaza histonowa

(human glucocorticoid receptor) ludzki receptor
glukokortykoidow

gen odporosci na histydinol

(high mobility group proteins) grupa bialek o niskiej masie

czasteczkowej cechujaca si¢ polarnoscia rozmieszczenia

aminokwasow  kwasnych 1 zasadowych, sktadnik
strukturalny chromatyny
(high-pressure or high-performance liquid

chromatography) wysokocisnieniowa lub wysokosprawna
chromatografia cieczowa

(helix-turn-helix) motyw helisa-skret-helisa

(internal ribosome entry sites) wewnetrzna sekwencja
przylaczania rybosoméow

kilo par zasad

(leukemia inhibitory factor) czynnik przeciwbiataczkowy

grupa metylowa



MeCP

MEL
miRNA

MMTV

MN-aza
Mrell

MT promotor

nco

NRL

NTD
ODN

PAGE-AU

PCR

PGK

pz
R2D2
Rad 50-57

RecA

(methyl-CpG binding protein) biatko wiazace si¢ z
metylowanymi wyspami CpG

(murine erythroleukemia) mysia biataczka erytroidalna
(microRNA) mikro RNA, klasa RNA o dtugosci 21-21 par
zasad

(mouuse mammary tumor virus) wirus guza sutka myszy
nalezacy do retrowirusow

(micrococcal nuclease) nukleaza z mikrokokow

nukleaza bioraca udziat w rekombinacji homologiczne;j
(metallothionein ~ promoter)  promotor indukowany
metalami ciezkimi

bakteryjny gen odporno$ci na noemycyng

(nucleosome repeat length) powtarzalna dlugos¢ DNA
nukleosomu, okoto 200 par zasad
aminoterminalna domena histonu
(oligodeoxyribonucleic  acids)  dwuniciowy  kwas
oligodeoksyrybonukleinowy dlugosci okoto 20 par zasad
(polyacrylamide gel electrophoresis-acid/urea)
elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z kwasem 1
mocznikiem

(polymerase  chain reaction) reakcja tancuchowa
polimerazy

kinaza glicerofosforanowa

par zasad

biatko wiazace sie z dSRNA

biatka  ssakow  zaangazowane ~w  rekombinacjg
homologiczna, proteiny homologiczne do biatek Rec

bakteryjne  biatko  uczestniczace @w  rekombinacji

homologicznej wiazace si¢ z ssSDNA



RecABC

RISC

RNAI

RN-aza H
RP-HLPC

RuvA 1 RuvB

sc-H1

SDS-PAGE

SFM
siRNA

Spl

Sp2

SSB

ssDNA

SWI/SNF
TBP

kompleks enzymatyczny uczestniczacy w rekombinacji
homologiczne;j

(RNA-induced silencing complex) kompleks wyciszajacy
indukowany przez RNA

(RNA interference) interferencyjny RNA, dluga
dwuniciowa czasteczka RNA

rybonukleaza rozktadajaca dupleks RNA-DNA

(reverse phase - high-pressure or high-performance liquid
chromatography) chromatografia fazy odwrdconej

biatka odpowiedzialne za migracje pot chiazm w czasie
rekombiancji

(cleavage stage histone H1) histon H1 charakterystyczny
dla komorek jajowych jezowcow

(sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis) elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
w obecnosci SDS

(scanning force microscope) mikroskop skaningowy

(small interfering RNA) maly interferujacy RNA, klasa
RNA o dlugosci 21-28 par zasad

pozytywny czynnik transkrypcyjny, enhancer wiazacy sig z
sekwencjami bogatymi w GC

czynnik transkrypcyjny wykazujacy powinnowactwo do
sekwencji bogatych w GT

(single-strand binding protein) biatko stabilizujace
jednoniciowy DNA

(single-stranded DNA) jednoniciowy DNA

kompleks transkrypcyjny zalezny od ATP

(TATA-box binding protein) biatko wiazace si¢ z kaseta
TATA
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TE
TFE
TFO

tk

TOF-MS
TP biatka

UCE

Ugll

UPE

UTR

Xrs2
YAC

B-aktyna

element regulatorowy histonu H1t wzbogacony w tyming
trifluoroetanol

(triplex-forming oligonucleotide) oligonukleotydy
tworzace trojniciowe DNA

kinaza tymidynowa wirusa opryszczki (selekcja
pozytywna i negatywna)

(time-of-flight mass spectrometry) spektometria masowa
(transition proteins) biatka przejSciowe zastepujace histony
podczas spermatogenezy szybko ustgpujace protaminom
(upstream conserved element) konserwatywny element
lezacy powyzej startu transkrypcji

(human  ubiquitin-like ~ protein)  ludzkie  biatko
ubikwitynopodobne

(upstream positive element) enhancer zlokalizowany
powyzej startu transkrypcji

(untranslated region) sekwencja RNA nie ulegajaca
transkrypcji

nukleaza bioraca udzial w rekombinacji homologiczne;j
(yeast artificial chromosome) sztuczny chromosom
drozdzowy

jedna z aktyn G, biatko budujace mikrofilamenty
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1. WSTEP

Informacja genetyczna zapisana jest na DNA, ktory jest dtuga, liniowa
makroczasteczka. Ze wzgledu na wielko§¢ genomu nawet u tak prostych
organizmOw jak Procaryota mozna zaobserwowal rozne sposoby
upakowania DNA w komorce tak, aby z jednej strony zajmowat jak
najmniejsza przestrzen, a z drugiej zapewniat pelna dostgpnos¢ do zapisane]
na nim informacji. Sytuacja ta komplikuje si¢ dodatkowo, gdy poréwnamy
genom przeci¢tnej komorki eukariotycznej, ktory jest co najmniej o jeden
rzad wielkosci wigkszy od genomu bakterii 1 najczesciej wystgpuje w dwoch
kopiach. Z tej przyczyny komorki eukariotyczne wyksztatcity caly szereg
mechanizmow pozwalajacych na bardzo silne skondensowanie DNA, ktore w
skrajnej postaci przyjmuje posta¢ chromosoméw, struktur dobrze widocznych
w zwyklym mikroskopie optycznym. U FEukaryota wigkszos¢ DNA
zgromadzona jest na terenie jadra w formie chromatyny. Chromatyna jest
kompleksem DNA i biatek histonowych, ktére odgrywaja gtéwna role w
organizacji DNA.

1.1. BIALKA HISTONOWE I NUKLEOSOM

Na poczatku lat siedemdziesiatych przeprowadzono obserwacje za
pomoca mikroskopu elektronowego, ktore ujawnily podstawowa forme
upakowania DNA w komorce eukariotycznej. Obraz DNA jaki ukazal si¢
przypominat ,,koraliki nanizane na sznurek” (ang. beads on a string) (Rys. 1).
Jak wykazaly pozniejsze badania ,,sznurem” byto DNA, natomiast ,,koralik”
to w rzeczywistosci kompleks biatek histonowych oraz owinigty wokot niego
DNA. Calo$¢ nazywana jest nukleosomem.

W sktad nukleosomu wchodzi rdzen zbudowany z osmiu czasteczek histonow
oraz niemal dwukrotnie owinigtym wokot niego odcinkiem DNA o dlugosci =

146 pz. Pomigdzy rdzeniami nukleosomow znajduje si¢ r6zny pod wzgledem
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100 frm
Rys. 1. Mikrofotografia elektronowa chromatyny ukazujaca strukturg ,koralikow na

sznurku” (Fot. A. Olins i D. Olins).

dhugosci tacznikowy DNA. Rdzen nukleosomu tworza tetramer histonow
arginowych (H3-H4), oraz dwa dimery histonow umiarkowanie lizynowych
H2A-H2B (Rys. 2) (Klyszejko — Stefanowicz, 2002). W miejscu w ktorym
DNA wchodzi i schodzi z rdzenia nukleosomu znajduje si¢ histon H1 zwany
tacznikowym, w erytrocytach ptakéw zamiast niego wystgpuje histon HS5
roézniacy si¢ od histonu H1 wigksza iloscia argininy, ktora zastepuje lizyng

obecng w H1.

1.2. HISTONY RDZENIOWE

Histony to zasadowe biatka o niskiej masie czasteczkowej zbudowane
wedlug statego schematu. Wyrozniamy cze$¢ centralna (globularng) oraz
domeny N- koncowa 1 C-koncowa. Histony H2A 1 H2B to biatka zbudowane
z odpowiednio 129 i1 125 aminokwasow, z czego na ogon N-koncowy
przypada okoto 30 aminokwasow, a C-koncowy odcinek tworzy 10-15
aminokwasow. Histon H3 zbudowany z 135 aminokwaséw jako jedyny
zawiera cysteing (pozycja 96 1 110), za$ histon H4 najmniejszy z wszystkich

(102 aminokwasy) charakteryzuje si¢ dwudomenowa budowa, gdzie czgs¢
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Rys. 2. Rdzen nukleosomu — (A) Model oparty na podstawie krystalografii rentgenowskiej
o rozdzielczosci 2,8A. Histony H3 (zaznaczony kolorem niebieskim) i H4 (zielony) tworza
centralnie umieszczony tetramer, natomiast histony H2A (z6tty) i H2B (czerwony) tworza
dwa dimery. (B) Schemat rdzenia nukleosomu z wyraznie wystajacymi N- terminalnymi
domenami histondw rdzeniowych; (A) na podstawie Luger i wsp. 1997, (B) wedhug

Patterton 1 Wolffe 1996.

C-koncowa petni funkcj¢ globularna (Ktyszejko-Stefanowicz, 2002). Nalezy
podkresli¢, ze rdzen nukleosomu zbudowany jest tylko z czgsci centralnych 1
C-terminalnych. Ogony N- koncowe wystaja swobodnie poza rdzen
kontaktujac si¢ z sasiednimi nukleosomami, DNA 1 histonami tacznikowymi.
Podejrzewa sig, ze modyfikacje domen N— koncowych takie jak metylacja,
acetylacja, fosforylacja 1 ubikwitinizacja sa kluczem do regulacji transkrypcji
oraz zmian konformacji chromatyny (Patterton 1 Wolffe, 1996). Przyktadowo
fosforylacja seryny w 10 pozycji histonu H3 jest tak wysoce skorelowana z
mitotyczna kondensacja chromosomoéw, ze przeciwciata przeciw tak
zmodyfikowanym nukleosom sa wykorzystywane w wykrywaniu komorek,
ktore wyszly w stan mitozy. Obraz komplikuje fakt, ze r6zne modyfikacje

oddzialywuja na siebie wzajemnie np. metylacja lizyny 9 przebiega
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rownolegle z fosforylacja wczesniej wspomnianej seryny 10 histonu H3 (Wu 1
Grunstein, 2000). Niestety w wigkszosci przypadkéw nie znamy funkcji
owych posttranslacyjnych przemian bialkowych. Jedna z czgstszych
modyfikacji biatek histonowych jest ubikwitynizacja. Ubikwityna jest maltym
peptydem zbudowanym z 76 aminokwasoéw stuzacym do wyznakowania
wadliwych lub  zbednych biatek przeznaczonych do rozktadu
proteolitycznego na terenie cytoplazmy. W jadrze komorkowym ubikwityna
taczy si¢ z histonami H2A, H2B 1 HI1. W roku 1973 wykryto biatko jadrowe
oznaczone symbolem A24, ktore jak si¢ pozniej okazato stanowi kompleks
ztozony z histonu H2A 1 ubikwityny. Badania ujawnity, ze ubikwitynizacja
jest procesem wybidrczym (obejmuje okoto 10% czasteczek histonu H2A 1
1-2% czasteczek H2B), a jego regulacja jest precyzyjna w czasie i przestrzeni.
Rozmieszczenie biatka A24 jest skorelowane z aktywnos$cia chromatyny,
utracie ubikwityny w czasie erytropoezy towarzyszy spadek transkrypcji

komorek erytropoidalnych (Goldknopf i wsp., 1980).

1.3. HISTONY LACZNIKOWE - STRUKTURA

Histony HI 1 H5 to biatka o masie czasteczkowej okoto 21tys. Da.
Cecha wyrdzniajaca histony sposrdd innych bialek jest ich duza zasadowosé
oraz specyficzna budowa. W histonach tych mozemy wyodrebnié trzy
wyrazne czesci. Cze$¢ centralna (zwana globularna, GH lub GD) otoczona
jest przez dwie domeny, krétsza N-terminalng 1 dluzsza C-terminalna.
Opisana budowa histonow tacznikowych jest tak powszechna, ze stala si¢
kryterium przynaleznos$ci do tej rodziny bialek. Jedynie nieliczne organizmy
posiadaja histony o odmiennej strukturze. Przykladowo u drozdzy
(Saccharomyces cerevisiae) histon H1 posiada dwie domeny centralne, za$
pierwotniak Tetrahymena thermophila nie posiada jej wcale. Rowniez

proporcje poszczegdlnych domen sa wzglednie state, jedynie u Ensis minor
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cze$¢ N-terminalna wykazuje nie normalng dtugos¢ przypominajac pod tym
wzgledem domeng C-terminalna (Ponte i wsp., 2003).

Domena globularna (GH) zbudowana z okoto 80 aminokwasow jest
regionem o najwyzszym stopniu konserwatywnosci w obre¢bie catej struktury
histonéw lacznikowych (Kasinsky 1 wsp., 2001). Jak wykazaly badania za
pomoca krystalografii rentgenowskiej GHS sktada si¢ z wiazki trzech o—helis
oraz struktury nazywanej B-harmonijka lub skrzydtem znajdujacej si¢ od
strony C—terminalnej. Bialka o takiej budowie zaliczane sa do licznej rodziny
biatek HTH. GHS ro6zni sig jednak od typowych biatek HTH takich jak CAP
(biatko aktywatora katabolicznego) u ktorych pomiedzy druga a trzecia helisa
znajduje si¢ skret zbudowany z czterech aminokwasow. W tym miejscu w
GHS5 zamiast skretu obecna jest siedmio aminokwasowa petla (Ramakrishnan,
1997).Cecha charakterystyczna biatek wykazujacych strukture uskrzydlonej
helisy jest mozliwo$¢ wiazania si¢ z DNA (Gajiwala 1 Burley, 2000), dlatego
domeny GHI1 1 GHS uwaza sig za miejsce polaczenia histonow tacznikowych
z DNA. Budowa GHI1 jest bardzo podobna do zaprezentowanej powyzej z ta
roznica, ze w pegtli zamiast obecne;] w GHS w pozycji 62 histydyny znajduje
si¢ ujemnie natadowany aminokwas. W skutek tej zmiany DNA jest
odpychane w tym miejscu co skutkuje stabszym powinowactwem histonu H1
do DNA w poréwnaniu z HS.

Cze$¢ N-terminalna (NTD) zbudowana jest z 35-40 aminokwasoéw z
przewaga proliny, alaniny 1 aminokwasow zasadowych. Domeng ta mozemy
podzieli¢ na dwa regiony. Pierwszy bogaty w proling i1 alaning jest silnie
hydrofobowy, drugi sasiadujacy z domena globularna wykazuje wybitna
zasadowo$¢. W roztworze wodnym (D,O) ogon aminoterminalny nie
wykazuje zadnej specyficznej konformacji, jednak w obecnosci stabilizatoréw

drugorzedowej struktury biatek takich jak trifluoroetanol (TFE) 1 NaClO4
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Rys. 3. Model strukturalny domeny globularnej (zaznaczona kolorem zielonym) i N-
terminalnej (kolor niebieski) histonu HI1. Strzatka zaznaczono motyw Gly-Gly
oddzielajacy obie helisy ogona N-terminalnego (oznaczone N-I 1 N-1I ). H-I, H-II i H-III
oznaczaja odpowiednie helisy domeny centralnej (wedlug Vila i wsp., 2002).

mozemy w jego obrebie wyr6zni¢ dwie a -helisy oddzielone od siebie dwoma
glicynami. Cato$¢ okre§lana mianem motywu helisa-Gly-Gly-helisa
odpowiada mniej wigcej zasadowej czeSci domeny N-koncowej. W obu
helisach zaobserwowano duza alifatyczno$¢ polegajaca na tym, ze
aminokwasy zasadowe potozone sa po jednaj stronie helisy, a aminokwasy
kwasne po drugiej. Cze$¢ laczaca obie helisy dzigki obecnosci glicyny
wykazuje duza elastycznos¢ umozliwiajac zmiang polozenia helis (Rys. 3 ).
Prawdopodobnie ma to duze znaczenie w wiazaniu DNA lacznikowego przez
N-terminalng cz¢$¢ histonu H1. Obie helisy zawieraja potrdjne miejsca
zasadowe (trzy kolejne aminokwasy o wtasciwosciach zasadowych), ktore sa
charakterystyczne dla biatek wiazacych DNA takich jak protaminy (Vila i
wsp., 2002). Brak TFE in vivo nie stanowi przeszkody w tworzeniu motywu
helisa-Gly-Gly-helisa, poniewaz obecno$s¢ DNA stabilizuje drugorzedowa
struktur¢ domeny NH,-termninalnej (Vila i wsp., 2001a).

Domena COOH-terminalna (CTD) histonu H1 zbudowana z 90-160
aminokwasow z duza ilo$cia lizyny 1 argininy wykazuje wybitna zasadowos$¢

(15-krotna przewaga aminokwasoOw zasadowych nad kwasowymi). Suma
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wszystkich lizyn, alanin i prolin w tej czg$ci wynosi ponad 85% obecnych w
histonie H1 (Ktyszejko-Stefanowicz, 2002). Analiza sekwencji wykazata, ze
obok proliny (P) czesto wystepuja seryna (S) lub treonina (T), bedace
miejscem fosforylacji, a za nimi aminokwasy zasadowe. Sekwencje SPKK
lub (S/T)PXX, gdzie X to lizyna lub arginina tworza motyw wiazacy DNA w
mniejszym rowku (Ramakrishnan, 1997). Podobnie jak domena N-koncowa
karboksylowy ogon histonu HIl nie wykazuje w roztworze wodnym
ustrukturyzowanej formy, ale w obecnosci TFE przybiera strukture
drugorzedowa charakteryzujaca si¢ obecnos$cia kilku alifatycznych a-helis
oddzielonych od siebie konformacja B-skretu lub o-skretu (rézniacy sie od
poprzedniego dodatkowym wiazaniem wodorowym migdzy grupami NH
pierwszego 1 drugiego aminokwasu). Obecno$¢ obu struktur sugeruje
mozliwo$¢ wigzania C-terminalnej domeny zaréwno z mniejszym rowkiem
DNA (a-helisa) jak 1 z wigkszym (- lub o-skret) (Vila 1 wsp., 2000).Rowniez
w tym przypadku obecno$¢ dsDNA ulatwia formowanie drugorzedowe;j

struktury COOH-terminalnego ogona H1 (Vila 1 wsp., 2001b).

1.4 ROLA HISTONU H1

Podstawowa funkcja histonow tacznikowych jest stabilizacja
nukleosomu 1 tworzenie struktur wyzszego rzedu. Jest to oczywiste jesli
spojrze¢ na lokalozacj¢ histonu H1. Potozenie Hl w miejscu, gdzie DNA
wchodzi i schodzi z nukleosomu (ang. entry-exit point) wydaje si¢ krytyczne
dla stabilizacji calego nukleosomu (Travers, 1999; Pruss i wsp., 1996).
Czasem mowi sig, ze histon HI spina nukleosom niczym klamra. Dodatkowa
rola histonéw tacznikowych jest kondensacja chromatyny ze stanu 11 nm
(nukleosomy) w strukture 30 nm. Istnienie ,,30 nanometrowego wtokna” jest
dobrze udokumentowane jednak jego konformacja przestrzenna budzi wiele

kontrowersji. Najbardziej popularnym modelem wyjasniajacym strukture
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Rys. 4. Chromatyna w buforze o niskiej sile jonowej (SmM M ), przypadkowa sekwencja
wyizolowana z jader erytrocytow kurczaka. Zachowanie pierwotnej struktury chromatyny
bylo mozliwe dzigki zastosowaniu kriogenicznego mikroskopu elektronowego (ECM). (a)
i (b) przedstawiaja konformacj¢ przestrzenna 30 nanometrowego wiokna okreslang
mianem wstegi zygzakowatej. Strzatka w b wskazuje struktur¢ todyzki. (c) chromatyna
pozbawiona histonu tacznikowego. Strzalki wskazuja nukleosomy pozbawione struktury
todyzki. Poziome kreski odpowiadaja 10 nm. Powigkszenie x 46 000 (wedtug Bednar 1
wsp. 1998).

30 nanometrowa jest model solenoidu zaproponowany przez Fincha 1 Kluga
w roku 1976, ktory z licznymi modyfikacjami przetrwal do dzi$. Jednak w
miar¢ gromadzenia danych do$wiadczalnych coraz wigksze grono
zwolennikéw zyskuje model ,,wstegi zygzakowate]” oparty na strukturze
»fodyzki” (Rys. 4a,b). Model ten opiera si¢ na obrazie spod mikroskopu
ECM. Réwniez badania za pomoca innych technik takich jak krystalografia
rentgenowska potwierdzaja sluszno$¢ drugiego modelu. Wspomniana
struktura todyzki powstaje dzigki obecnosci histonow lacznikowych, a
doktadnie interakcji miedzy domenami N- 1 C-terminalnymi a facznikowym
DNA (van Holde i Zlatanowa, 1996; Bednar i wsp., 1998).

Cecha charakterystyczna modelu wstegi zygzakowatej jest to, ze
kolejne nukleosomy nie kontaktuja si¢ ze soba jak to zaklada model
solenoidu. Nukleosomy bedace w bezposrednim sasiedztwie moga zawierac
odcinki DNA znacznie od siebie oddalone. Prawdopodobnie jest to jeden z
mechanizmow regulacji transkrypcji polegajacy na tym, ze elementy

wzmacniajace (ang. enhancer) lub wyciszajace (ang. silencer) moga by¢
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oddalone od genu nawet o kilka tysigcy par nukleotydoéw. Dzigki takiemu
utozeniu nukleosoméw sekwencje takie moga si¢ znajdowa¢ w bliskim
fizycznie miejscu  umozliwiajac ich oddziatywanie z kompleksem
transkrypcyjnym.

Ze wzgledu na dhlugo$¢ poszczegdlnych domen odcinek C-terminalny
oddziatywuje z okoto 20-30 pnt, natomiast ogon N-terminalny jedynie z 10
pnt. Domena globularna histonu pomimo istnienia miejsca (lub miejsc)
wiazacego DNA wydaje si¢ nie odgrywa¢ wigkszego znaczenia w tworzeniu
30 nm witokna, jej funkcja ogranicza si¢ raczej do stabilizacji nukleosomu.
Potwierdzaja to eksperymenty polegajace na trawieniu chromatyny nukleaza z
mikrokokéw. Obecnos$¢ histonow tacznikowych ,,chroni” DNA w efekcie
czego W czasie trawienia mozemy zaobserwowac przejsciowe stadium
nazywane chromatosomem, zbudowanym z 166 pz, oktameru histonowego 1
histonu H1 lub HS5. Brak histonéw tacznikowych skutkuje bezposrednim
rozpadem nukleosomoéw do czastek rdzeniowych. Delecja domen CTD i NTD
nie ma wplywu na to zjawisko wskazujac na kluczowa role domeny
globularne;.

Ogony C-koncowy 1 N-koncowy histonéw tacznikowych dzigki
specyficznej strukturze II-rzgdowej moga silnie wiaza¢ si¢ z DNA. Ze
wzgledu na niewielkie rozmiary ogona aminoterminalnego jego znaczenie jest
mate. Decydujaca role odgrywaja domeny globularna i C-koncowa. Ich bak
powoduje wystgpowanie niewlasciwej struktury nukleosomu, ktory nie
wykazuje konformacji lodyzki (Rys. 4c) co uniemozliwia organizacj¢
chromatyny w wtokno 30 nm (Rys. 5) (van Holde 1 Zlatanowa, 1996).

Funkcja histonéw tacznikowych podobnie jak w przypadku histonow
rdzeniowych jest powiazana z ich modyfikacja. Fosforylacja specyficznych
sekwencji SPKK obecnych w ogonie COOH-terminalnym wptywa na
zdolno$¢ wiazania si¢ histonu H1 do chromatyny. Szczegotowe badania pod

kierownictwem M.J. Hendzela ujawnily, Ze domena ta w najwigkszym
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Rys. 5. Zdjecia chromatyny spod mikroskopu skaningowego (STM). (A) zwyczajna
chromatyna wykazujaca uorganizowanie 30 nm widkna. (B) chromatyna pozbawiona
histonu tacznikowego, kondensacja chromatyny zatrzymuje si¢ na etapie nukleosomow;

(wedhlug van Holde i Zlatanowa, 1996).

stopniu odpowiada za powinowactwo do chromatyny. Usunigcie czg§ci NH,-
terminalnej powoduje tylko nieznaczne oslabienie wigzania z DNA. Jest to
zgodne z odkryciem u Prokaryota bialek podobnych do domeny C-
terminalne; H1 o analogiczne; funkcji (Kasinsky 1 wsp., 2001).
Wprowadzenie mutacji punktowych w miejsca ulegajace fosforylacji miato
rozne skutki. Tranzycje, ktére imitowaly fosforylacj¢ tych miejsc (przez
wprowadzenie tadunku ujemnego — w miejsce aminokwasu zasadowego
wprowadzono kwas glutaminowy) skutkowalo obnizaniem mozliwos$ci
wigzania si¢ z DNA. Na tym etapie oddziatywania te mozna by wytlumaczy¢
poprzez rozklad tadunkow elektrostatycznych, jednak doktadna analiza
ujawnita, ze miejsca fosforylacji nie sa rownowarto§ciowe. Oznacza to, ze
modyfikacja w jednym miejscu moze mie¢ wigksze znaczenie niz dwie takie
same w innym. Niewykluczone, ze wynika to z konformacji przestrzennej w
pewnych odcinkach biatka. Prawdopodobnie kombinacja obu czynnikow
rozmieszczenia tadunkéw oraz miejsc o specyficznej budowie drugorzedowe]
decyduje o funkcji 1 mozliwos$ciach biatka (Handzel i wsp., 2004). Podobne
wyniki otrzymano badajac zdolno$¢ histonu H1° i jego zmodyfikowanych
wariantow do kondensacji chromatyny w struktury wyzszego rzedu. W tym

przypadku modyfikacja polegata na skroceniu domeny C-terminalnej o 24,
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48, 72 1 97 koncowych aminokwasow. Odpowiednie odcinki miaty taka sama
dhugos¢ 1 przyblizony tadunek elektryczny. Wbrew oczekiwaniom skrocenie
ogona COOH-koncowego nie byto prostoliniowo skorelowane z obnizeniem
zdolnosci do formowania struktur wyzszego rzedu. Pewne regiony CTD
miaty wigkszy wplyw na ten proces niz inne sugerujac istnienie odcinkow o
wyspecjalizowanej funkcji. Przyktadowo za przylaczenie si¢ histonu H1 do
tacznikowego DNA odpowiada w najwigkszym stopniu domena globularna 1
przylegajacy do niej odcinek CTD o dlugosci okoto 25 aminokwasow (delecja
pozostalej czeSci domeny C-terminalnej nie miala wigkszego wplywu na
proces asocjacji), natomiast organizacja chromatyny zalezna byta od CTD, a
konkretnie dwoch regionow zawierajacych motyw (S/T)PKK (Lu 1 Hansen,
2004).

Przedstawione dane jasno precyzuja funkcje histonu H1 jako czynnika
odpowiadajacego za kondensacje chromatyny czego konsekwencja powinno
by¢ pehienie roli generalnego represora transkrypcji. Histony lacznikowe
ograniczajac dostep do ,,wolnego” DNA, co jest niezb¢dne z punktu widzenia
transkrypcji, uniemozliwiaja przebieg tego procesu. Proces upakowania DNA
w struktury wyzszego rzedu wydaje si¢ by¢ niezwykle wazny, nic wigc
dziwnego, ze histony tacznikowe, tak jak 1 pozostate histony, wykazuja
wysoki stopien konserwatywno$ci. Histony naleza do najwolniej
ewoluujacych biatek 1 sa obecne u wszystkich organizméw eukariotycznych,
a biatka do nich podobne (ang. histone-like proteins) mozna spotkaé takze u
organizmow nalezacych do Prokaryota (Kasinsky 1 wsp., 2001). Trudna to
jednak pogodzi¢ z dowodami na to, ze histon H1 mimo swojej waznej funkcji
nie jest niezbedny dla Zzycia komorki (do$wiadczenia z wykorzystaniem
T. thermophila oraz drozdzy). Organizmy u ktérych zahamowano ekspresje
gendw histonu H1 byly ptodne i1 nie wykazywaly zadnych widocznych zmian
morfologicznych, co najwyzej obserwowano zmniejszona ekspresje

niektorych gendéw (Hallauer 1 wsp., 2001). Wyjasnieniem tego paradoksu
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moze by¢ proces redundacji polegajacy na istnieniu wigcej niz jednego
mechanizmu odpowiedzialnego za dana funkcje komorki. W ten sposob w
przypadku braku histonu H1 inny ukfad biologiczny moglby przejaé jego
funkcje. Niestety nie wiemy o zadnym takim mechanizmie w stosunku do
biatka H1 (Wierzbicki, 2002). Niemniej jednak fakt ten zmusza do
zrewidowania pogladu o funkcji histonu H1 jako represora. Bardziej
odpowiednie wydaje si¢ uznanie histonow tacznikowych za specyficzne

czynniki regulujace ekspresj¢ DNA.

1.5 ZROZNICOWANIE HISTONU H1

Histony lacznikowe podobnie jak inne biatka histonowe obok wysokiej
konserwatywnosci ewolucyjnej cechuja si¢ zrdznicowaniem w obrgbie
komorki. Prawie wszystkie histony sa reprezentowane jako biatka posiadajace
liczne warianty, jedynie histon H4 jest jednorodny. Sposréd bialek
histonowych histony lacznikowe wykazuja najwyzsza heterogenicznos¢
zarOwno migdzygatunkowa jak 1 wewnatrzgatunkowa. Analiza sekwencji
histonu HI u wszystkich pod tym wzgledem przebadanych organizméw
(okoto 100 gatunkow, w tym rosliny, bezkregowce 1 kregowce) ujawnita, ze
jest on zawsze reprezentowany przez wigcej niz jeden wariant w obrgbie
gatunku (Sullivan, 2002). Najdoktadniejsze dane dotycza ssakow u ktorych
mozemy wyrdzni¢ co najmniej osiem wariantow: pig¢ somatycznych
oznaczanych odpowiednio Hla-e oraz histony H1t, Hloo 1 H1°.

Histony tacznikowe mozna podzieli¢ na cztery klasy uwzgledniajac ich
specyficznos¢ komdrkowa oraz czas ekspresji w trakcie rozwoju. Podzial ten
zgodny jest rowniez z budowa strukturalng na poziomie DNA 1 biatka. Sa to:

- warianty, ktorych ekspresja nastgpuje we wczesnym etapie rozwoju;
- warianty wystepujace w komorkach somatycznych;

- histony facznikowe zwigzane z procesem rdznicowania
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- wariant charakterystyczny dla jader.

1.5.1. HISTONY OKRESU BRUZDKOWANIA

Pierwsza klas¢ stanowia histony specyficzne dla komoérek intensywnie
dzielacych si¢ w poczatkowym etapie embriogenezy oraz w okresie oogenezy
(ang. cleavage linker histones). Biatka te wyizolowano najpierw u ptazow
(wariant B4 zwany czasem HIM u Xenopus laevis oraz HI1X u Bufo
japonicus) 1 bezkrggowcow (grupa histonéw cs-H1 u Strongylocentrotus
purpuratus Parechnus milaris 1 Lytechinus pictus), natomiast poszukiwania
homologicznego biatka u ssakéw przez dtugi czas nie przynosily rezultatow.
Ostatecznie opierajac si¢ na analizie cDNA 1 biatlek wyzej wymienionych
organizmdéw przy uzyciu odpowiednich przeciwciat 1 sond molekularnych
udato si¢ wykry¢ histon Hloo w oocytach myszy (Tanaka iwsp., 2001).
Wydzielenie tych histonow w oddzielna grupg opiera si¢ przede wszystkim na
catkowicie odmiennej budowie genow kodujacych te bialka. Pierwsza
rzucajaca si¢ w oczy cecha jest obecno$¢ intronow. Wszystkie inne geny
kodujace histony lacznikowe sa ich pozbawione przypominajac pod tym
wzgledem geny Procaryota. Ponadto geny te wystepuja w matej ilosci kopii
(1-2 kopie/haploidalny genom). Kolejna unikatowa cecha jest odmienna
budowa promotora. Brak charakterystycznych dla innych histonow
tacznikowych elementow cis-aktywujacych takich jak region bogaty w
guaning (ang. G-rich) i kasety CAAT, TAAT oraz kasety specyficznej dla
histonow H1(ang. H1 box) o sekwencji 5>AAGAAACACA3". Zamiast tego
wykryto w nich elementy specyficzne dla promotorow gendéw ulegajacych
ekspresji w oocytach (kaseta Y o sekwencji odwroconej w stosunku do
CAAT) ( Rys. 6) (Khochbin i Wolffe, 1994; Khochbin , 2001). Réwniez
budowa mRNA histonéw charakterystycznych dla bruzdkowania jest

odmienna. Dzigki obecnosci w poblizu konca 3'pre-mRNA sekwencji
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Rys. 6. Podziat histondw tacznikowych uwzgledniajacy struktura gendw. Szary prostokat
oznacza sekwencje kodujaca (egzon), biaty sekwencj¢ nie kodujaca (intron), na zielono
zaznaczono kaset¢ TATA, na niebiesko kaset¢ CAAT, kolor fioletowy oznacza region
bogaty w nukleotydy GC, zotty sekwencjg specyficzng dla H1 (kaseta bogata w AC), a na

pomaranczowo oznaczono kaset¢ Y, (na podstawie Khochbin i Wolffe, 1994; zmienione).

5"AAUAAA3" mRNA ulega poliadenylacji (sposrdd histonow jedynie
mRNA histonu H1° zachowuje si¢ podobnie). Poréwnujac histony B4, Hloo 1
cs-H1 na poziomie biatka rownie tatwo dostrzec ich odmienno$¢ na tle innych
histonow lacznikowych. Sa to biatka znacznie wigksze (odpowiednio 273,
289 1 285 aminokwasow) o wzglednie matej zasadowosci — tadunek catego
biatka jest zrownowazony przez obecno$¢ podobnej liczby aminokwasow
kwasnych 1 zasadowych, co jest nietypowe dla biatek histonowych, ktorych
cecha wyrdzniajaca jest wysoka zasadowos$¢ (Tanaka 1 wsp., 2001).
Wiasciwos¢ ta moze mie¢ duze znaczenie w tworzeniu struktury chromatyny
w wymienionych komorkach. Maty fadunek ujemny tych histondéw moze
skutkowac¢ stabszym powinowactwem do DNA co w tym przypadku jest
korzystne. Pozornie mogloby si¢ wydawa¢, ze histon H1 jako biatko
stabilizujace chromatyng powinno wykazywac jak najwyzsze powinowactwo
do DNA Jednak, jezeli wzia¢ pod uwage miejsce wystgpowania histonow B4

1 cs-H1, w komorkach intensywnie si¢ dzielacych, gdzie okres miedzy
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kolejnymi podzialami jest bardzo krotki, a wigc odlaczanie 1 przylaczanie
histonéw do DNA jest czgste, wydaje si¢ jasne, ze duza zasadowos¢ tych

biatek bytaby tylko utrudnieniem.

1.5.2. SOMATYCZNE HISTONY LACZNIKOWE

Druga wydzielona klas¢ obejmuja histony wystepujace w komorkach
somatycznych, u myszy sa to histony Hla-e. Nazywane takze histonami
zaleznymi od replikacji, poniewaz ich synteza jest ograniczona do fazy S
mitozy. Tworza one wyraznie wydzielona grupe histonéw H1 o wzorze
ekspresji specyficznym  dla poszczegdlnych tkanek. Pomimo réznic w
sekwencji aminokwasow (60-85% podobienstwa) posiadaja one zblizona
budowg. Sekwencje promotorowe zawieraja kasety TATA, CAAT, sekwencj¢
wzbogacong w guaning oraz kasetg¢ specyficzng dla H1, czasem nazywana
kaseta bogata w AC (Rys. 6). Dodatkowo 450-480 par zasad powyzej
czapeczki wykryto tzw. kasete bogata w TG (jej odpowiednikiem w wariancie
HI° jest element nazywany UCE) o sekwencji niemalze doktadnie
odwréconej w stosunku do kasety AC. Opisana budowa genow histonu H1
jest utrwalona u wigkszosci kregowcoOw (Khochbin, 2001; Duncliffe 1 wsp.,
1995).

Przy okreslaniu miejsca wystgpowania poszczegdlnych podtypow
histonu H1 uzywa si¢ rozmaitych technik. Dwie z nich okazaty si¢
szczegolnie uzyteczne, sa to: elektroforeza na réznych nos$nikach oraz metoda
bardziej czuta polegajaca na swoistej reakcji z przeciwciatami. W oparciu o
analiz¢ elektroforetyczna wykryto, ze poszczegdlne podtypy somatyczne H1
wystepuja we wszystkich komodrkach organizmoéw 1 nie da sig ich przypisaé
poszczegdlnym tkankom. Nalezy jednak podkreslic, ze w obrgbie
odmiennych narzadéw proporcje histonow Hla-e sa rézne. Po dokladnym

przebadaniu preparatow myszy pochodzacych z takich narzadéw jak:
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watroba, pluca, sledziona, nerki 1 inne okazato sig, ze niektoére somatyczne
podtypy H1 wystepuja w wigkszych ilosciach w komoérkach aktywnie
namnazajacych sig, inne za$ sa typowe dla komoérek zrdéznicowanych lub
znajdujacych si¢ w fazie Gy. U organizméw miodych (a wiec z duzym
udzialem komorek intensywnie proliferujacych) uzywajac elektroforezy
wykryto obecnos$¢ wszystkich pieciu podtypow H1, z przewaga Hla1 H1b. W
czasie rozwoju komorki ulegajace roznicowaniu wykazuja inny wzor
ekspresji w ktérym dominuja histony Hle, Hlc 1 HId. Proporcje
odpowiednich wariantow histonow HI1 wystgpujacych w komorkach
somatycznych zaleza od rodzaju tkanki oraz jej wieku. Przyktadowo komorki
watroby 1 pluc wykazuja najwiekszy spadek zawartosci Hla 1 Hlb po
pierwszych 4 tygodniach zycia, a ich miejsce zajmuja warianty Hle i Hlc.
Inaczej proces ten przebiega w komorkach $ledziony i1 grasicy w ktérych
nawet po 16 tygodniach histony Hla 1 Hlb przewazaja. Inny jest tez czas
wystgpowania poszczegdlnych podtypow w komorkach, porownujac dwa
wczesnie] wymienione warianty histon Hla najobficiej wystgpuje przez
pierwsze 4 tygodnie , podczas gdy HIb utrzymuje si¢ na wzglednie stalym
poziomie okoto 3 miesigcy (Lennox i Cohen, 1983). Zrdznicowanie to mozna
wyjasni¢ kilkoma czynnikami m.in. odmiennym poziomem ekspresji
poszczegdlnych wariantow oraz réznym okresem pottrwania mRNA 1 biatek
(Wang 1 wsp., 1997).

Sekwencje histonoéw Hla-e sa w duzym stopniu zblizone jednak r6éznice w ich
obregbie powoduja, ze cechuja si¢ one innym powinowactwem do DNA 1
chromatyny oraz ulegaja modyfikacja posttranslacyjnym w ré6znym stopniu.
Fosforylacja jak juz zasygnalizowano wcze$niej zalezy od obecnosci
specyficznych sekwencji, ktorych ilo$¢ jest odmienna u poszczegdlnych
histonow H1. Co wigcej modyfikacja ta wykazuje zwiazek z rdéznicowaniem
komoérek. Wraz ze wzrostem tego procesu ilo$¢ ufosforylowanych form

histonu H1 maleje (Lennox 1 Cohen, 1983).
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Histony Hla-e, ktorych ekspresja zwiazana jest z komoérkami somatycznymi
nie ogranicza si¢ tylko do organizméw w peini rozwinigtych. Badania przy
uzyciu przeciwcial wykazaty obecnos¢ wariantow specyficznych dla komorek
somatycznych w komorkach embrionalnych. Uzywajac przeciwcial anty-H1
pochodzacych od szczura wykryto histony Hla-e na etapie 4-komdrkowych
embriond6w myszy (Clarke 1 wsp., 1992). Na podobnej zasadzie ustalono, ze
histony te wystepuja rowniez w oocytach (Clarke i wsp., 1997). Pod tym
wzglegdem myszy roznia si¢ od Xenmopus u ktorego w jajach jedynym
wykrywalnym histonem H1 jest wariant B4. Doktadna analiza ujawnita, ze w
oocytach myszy istnieje pewien okres rozwoju w ktérym brak somatycznych
histonow H1. Poczatkowo sadzono, ze ich miejsce zajmuje histon HI1°, ale
pézniejsze badania wykluczyty taka ewentualno$¢ (Adenot i wsp., 2000).
Mozliwe, ze zamiast wariantdw somatycznych oocyty posiadaja w ich
miejscu histon Hloo. Histony Hla-e obecne w oocytach, zygotach 1
zarodkach szybko zastepuja inne rodzaje biatek, poczatkowo w ilosci ledwo
widocznej zaczynaja dominowa¢ w komorkach embrionu (u myszy na etapie
8-16 komoérkowym, natomiast u X. laevis dopiero w srednio zawansowanym

stadium blastuli-okoto 4000 komorek).

1.5.3. HISTON H1t

Jest to nieliczny z histonow tacznikowych wykazujacy specyficznosé
tkankowa. Ekspresja H1t jest ograniczona do $cisle okreslonych komorek w
odpowiednim stadium rozwoju, mianowicie mRNA HIt akumuluje si¢ w
spermatocytach I rzgdu (komorki tetraploidalne) znajdujacych si¢ w profazie I
mejozy (Srodkowy i pdzny pachyten), natomiast bialtko obecne jest az do
poczatkowego okresu rozwoju spermatyd (komorki haploidalne), gdzie
stanowi ponad 50% histonu H1 obecnego tych komdrkach. W dalszym etapie

histony, a wigc rdwniez H1t sg zastgpowane najpierw przez biatka TP (ang.

28



transition proteins), a pozniej przez protaminy. Podczas tego procesu
struktura nukleosomu zanika (w obrazie spod mikroskopu elektronowego
brak struktury ,,koralikow na sznurku”), a DNA zostaje silnie skondensowany
stajac si¢ nieaktywny transkrypcyjnie w plemnikach (Grimes 1 wsp., 2003).
Pod wzgledem budowy histon HIt przypomina histony somatyczne.
Sekwencja aminokwasow ,,jadrowego” histonu H1 wykazuje okoto 50%
homologii do innych histonéw tacznikowych, rézni si¢ od nich duza
zawarto$cia argininy oraz obecnos$cia metioniny (inne histony H1 nie
posiadaja jej wcale) (Fantz 1 wsp., 2001). Przypuszcza sig, ze ma to wplyw na
mniejsze w poréwnaniu do innych histonow tacznikowych powinowactwo do
nukleosoméw (kompleks H1t i nukleosom jest bardziej podatny na dziatanie
nukleaz). Stabsze wiazanie si¢ histonu H1t tak jak w przypadku histonu Hloo
moze by¢ korzystne utatwiajac replikacj¢ i wymiang bialek w czasie mejozy
poprzez tworzenie mniej zwartej struktury chromatyny (Lin 1 wsp., 2000).
Podobnie jak u wigkszosci histonow koniec 3° mRNA histonu H1t nie
posiada ogona poli-(A), zamiast niego w tym miejscu znajduje si¢
konserwatywna 26-nukleotydowa sekwencja uczestniczaca w tworzeniu
struktury ,,spinki do wlosow” (ang. hairpin loop, stem loop), ktora jest
zaangazowana w dojrzewanie 1 stabilizacj¢ mRNA (Dominski 1 Marzluff,
1999). Roéwniez budowa promotora histonu HIt przypomina histony
somatyczne (Rys. 6). W jego obrgbie wystepuja kasety TATA, CAAT,
HI/AC, TG 1 region bogaty w guaning. Pomimo istnienia tych samych
elementow regulujacych transkrypcje histon H1t wykazuje ekspresje w $cisle
okreslonym czasie 1 miejscu. Fakt ten byt przyczyna intensywnych badan nad
regulacja tego biatka. Analiza sekwencji calego promotora wykazata istnienie
negatywnych elementéw regulatorowych, ktore oddzialywuja hamujaco na
proces transkrypcji wiazac si¢ z odpowiednimi bialkami w komorkach

somatycznych.
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Pierwsza taka sekwencje zlokalizowano ponizej kasety TATA. Region
ten nazwano druga sekwencja bogata w GC (ang. GC box 2). Sktada si¢ on z
podwojnej sekwencji zawierajace] duze ilo$ci cytozyny
(5"CCCCCCCCCGGACCCLCC 3). O ile wczesniej opisany region bogaty w
GC (nazywany dla odréznienia GC box 1) wzmacnia transkrypcje, to na
podstawie mutacji punktowych powodujacych zmiang cytozyny w GC box 2
ustalono, ze element ten ma silne wlasciwos$ci represorowe (mutacje takie
skutkowaty 7-10 krotnym wzrostem aktywnos$ci genu). Prawdopodobnie
wynika to z mozliwos$ci wigzania si¢ tego odcinka promotora z biatkami
takimi jak Spl, Sp2, CTB-4 i CTB-5 bedacymi czynnikami hamujacymi
transkrypcje (Clare 1 wsp., 1997).
Dodatkowo migdzy kaseta CAAT 1 HI/AC znajduje si¢ element TE
zbudowany z TE1l, GC box 1 1 TE2. Elementy TE1 1 TE2 to sekwencj¢
palindromowe (5"CCTAGG 3") znajdujace si¢ migdzy kaseta bogata w GC.
Poczatkowo sadzono, ze regulacja transkrypcji odbywa si¢ przez stymulacje
za pomoca biatkowego czynnika specyficznego dla jader, ktéory ma
wlasciwosci  rozpoznawania podwojnych sekwencji  palindromowych
(Horvath 1 wsp., 2001), ale pdzniej okazato si¢, ze oba te elementy
oddzialywuja w odmienny sposéb przypuszczalnie dzigki innym biatkom.
Odcinki TE1 1 GC box 1 aktywuja transkrypcje, natomiast TG2 jest
represorem. Brak catego elementu TE powoduje dezaktywacj¢ promotora
(Grimes 1 wsp., 2003; Wilkerson 1 wsp., 2002).
Kolejnym represorem jest region promotora lezacy migdzy —130 a —106
nukleotydem w stosunku do miejsca startu transkrypcji nazywany elementem
RE (znajduje si¢ on w bezposrednim sasiedztwie kasety HI/AC, w pozycji —
15 wzgledem niej). Chociaz w regulacje ekspresji histonu HIt moze by¢
zaangazowany jeszcze jeden odcinek promotora (potozony w pozycji od —948
do 780, Wolfe i wsp. 1999, dane nie potwierdzone przez inne grupy

badawcze) to decydujaca role w tym procesie przypisuje si¢ proksymalne;
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czegsci promotora (okoto 140 nukleotydéw od czapeczki), ktéra obejmuje
wigkszo$¢ opisanych elementéw regulacyjnych (Bartell i wsp., 1996).

Inny mechanizm regulacji transkrypcji H1t moze polega¢ na metylacji
DNA. Badania sekwencji kodujacej 1 promotorowej szczurzego histonu HIt
wykazaly istnienie wielu wysp CpG (sekwencje takie wystepuja stosunkowo
rzadko w genomie ssakow tj. raz na 100 pnt, poniewaz “°CpG ulegaja
spontanicznej deminacji w wyniku czego 5 -metylocytozyna ulega
przeksztatlceniu w tyming). Miejsca takie szczegdlnie tatwo ulegaja metylacji
(MCpG). Ich potozenie wydaje si¢ w tym przypadku krytyczne (przyktadowo
na siedem wysp CpG obecnych w promotorze dwie znajduja si¢ w obregbie
elementu TE). Proces wyciszania transkrypcji przez metylacj¢ DNA jest
powszechny w komorkach somatycznych 1 dotyczy wielu genoéw, ktorych
ekspresja jest typowa dla komoérek rozrodczych. Inhibicja transkrypcji przez
metylacje wysp CpG moze wynika¢ z wigzania si¢ do zmodyfikowanego
DNA represorow transkrypcji np. MeCP1 1 MeCP2 (bialka typu 1 i 2 wigzace
si¢ z metylowana cytozyna ) lub braku powinowactwa czynnikow
transkrypcyjnych wrazliwych na metylacjg¢ (Singal 1 wsp., 2000).

Histon H1t wystgpuje u ssakéw powszechnie, ponadto warianty histonu
H1 typowe dla komorek plemnikowych wykryto réwniez u innych
organizméw. W obrebie rodziny biatek histonowych, takze histony rdzeniowe
wykazuja specyficznos¢ dla meskich komorek rozrodczych (znajdujemy takie
warianty w obrebie histonéw H2A, H2B 1 H3).

Lacznikowy histon specyficzny dla gruczolow jadrowych powstat
prawdopodobnie w wyniku duplikacji DNA kodujacego somatyczne histony
Hl(przemawia za tym podobienstwo budowy promotora) oraz pozniejszych
zmian w obrebie elementow regulatorowych w efekcie ktérych stal si¢ on

aktywny tylko w czasie mejozy u samcoéw (Horvath 1 wsp., 2001).
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1.5.4. HISTONY ZWIAZANE Z PROCESEM ROZNICOWANIA

W skiad tej klasy histonéw wchodza histon H1° oraz HS. Pierwszy z nich jest
charakterystyczny dla komoérek somatycznych, natomiast drugi stanowi
frakcje specyficzna dla jadrzastych erytrocytow. Wydzielenie obu tych
histonow w oddzielna grup¢ dokonano na podstawie ich wzajemnego
podobienstwa i r6znic w poréwnaniu z innymi histonami H1.

Pierwsza wyrazna cecha odrozniajaca histony H1° 1 H5 od reszty
histonow lacznikowych jest budowa promotora (Rys. 6). W sktad sekwencji
promotorowe] wchodza kasety TATA , HI/AC oraz region bogaty w GC.
Brak tutaj kasety CAAT, zamiast ktorej wystgpuje kaseta specyficzna dla
histonu H4 (ang. H4 box, H4 site II). Poréwnujac wymienione odcinki wida¢
duze roéznice mig¢dzy histonami okresu réznicowania, a innymi histonami H1.
Podobnie jak wigkszo$s¢ gendow kodujacych histony HI1, ktore posiadaja
nietypowa sekwencj¢ w obrgbie kasety TATA (mianowicie TATATA),
rowniez H1° wyrdznia si¢ na tym tle (w tym przypadku jest to sekwencja
TAAATA). Przypuszczalnie odmienna budowa kasety TATA histonu H1° ma
wplyw na mniejsze powinowactwo bialek wiazacych si¢ z ta sekwencja
(biatka TBP od ang. TATA binding proteins), co moze prowadzi¢ do
obnizenia poziomu transkrypcji genu (Dong i wsp., 1995). Kaseta specyficzna
dla histonu H4 jest unikatowa sekwencja S5 'TCANNNNGGTCC '3
zastepujaca kasete CAAT. Jest to region silnie utrwalony w obrebie calej
grupy histonow H4 oraz wsrdd réznych gatunkow. Odgrywa on wazna role w
regulacji ekspresji gendéw H4 wiazac si¢ z specyficznym czynnikiem
transkrypcyjnym (H4TF2). Kaseta ta wchodzi w sklad dluzszego elementu
regulatorowego charakterystycznego dla genu H5 nazywanego UPE (ang.
upstream positive element). Kaseta AC/H1 posiada sekwencj¢ identyczng jak

u innych histonéw HI.
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Nastgpnym waznym elementem regulacyjnym jest UCE (ang. upstream
conserved element), czasem nazywany kaseta TG potozony w pozycji —435.
Jest to odcinek silnie konserwatywny ewolucyjnie (podobienstwo migdzy
Xenopus 1 Mus musculus wynosi 19/20 par zasad). Zmiany mutacyjne w
obrebie elementu UCE niemal catkowicie uniemozliwiaja ekspresj¢ genu. Dla
prawidlowej regulacji genu H1° niezbedna jest obecnos$¢ wszystkich trzech
elementow regulacyjnych, a ich dzialanie jest wzajemnie powiazane
(Khochbin 1 Wolffe, 1994).
Dodatkowo w proces regulacji zaangazowany jest odcinek w pozycji od -470
do —305, ktéry zawiera trzy elementy regulacyjne. Dwa z nich posiadaja
specyficzng sekwencj¢ (A/C)GGGGGG(A/C) nazywana $ciezka (dG)gs lub
sekwencja heksadeoksyguaninowa. Mutacje w obrgbie tego elementu
powoduja redukcje ekspresji histonu HI° w komoérkach dzielacych oraz nie
dzielacych si¢. Srodkowy element pozbawiony $ciezki (dG)s bierze udziat w
aktywacji tylko w komoérkach roznicujacych sig. Co ciekawe sekwencja
heksadeoksyguaninowa wystepuje takze w innych odcinkach promotora HI1°
powtarzajac si¢ u myszy pieciokrotnie (Dong i wsp., 1995).
W kontroli transkrypcji genu HS gtowna role odgrywaja trzy odcinki: region
bogaty w GC, wczesniej] wspomniany element UPE oraz odcinek potozony
ponizej miejsca startu transkrypcji tzw. miejsce wiazace USF (ang USF-
binding site). Wszystkie trzy elementy wzmacniaja transkrypcje, a sposrod
nich najsilniej ostatni z wymienionych. W regulacji negatywnej bierze udziat
biatko CIBR (ang. chicken initiation binding represor), glikoproteina o masie
75 kDa posiadajaca mozliwos¢ wiazania si¢ z DNA. Biatko CIBR laczac si¢ z
sekwencja zlokalizowana w poblizu miejsca startu oraz oddzialtywujac z
podstawowymi czynnikami transkrypcji GTF hamuje ekspresj¢ genu HS.
Kolejna unikalna cecha histonow HI1° 1 HS5 jest budowa mRNA.
Histony te, w porownaniu do innych histonéw HI1, posiadaja dtugi odcinek

nie ulegajacy translacji, zarowno od strony 5" oraz 3" (tzw. 5’-UTR 1 3'-UTR)
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(Franke 1 wsp., 1998). Wszystkie zbadane krggowce posiadaja jedna kopie
genu kodujacego histon H1°, jedynie u Xenopus gen ten jest reprezentowany
w dwoch roznych wariantach nieallelicznych. Oznaczono jako H1°-1 1 H1°-2
r6znig si¢ od siebie tylko o 16 aminokwaséw (ponadto wariant H1°-1 jako
jedyny histon H1 zawiera tryptofan). Chociaz oba warianty posiadaja
promotor o identycznym rozmieszczeniu odcinkdéw regulujacych sa one
odmienne pod wzgledem budowy mRNA. Region 5'-UTR mRNA HI1°-2
wykazuje kilka delecji w poréwnaniu do H1°-1, natomiast 3'-UTR obu
czasteczek mRNA o dlugosci okoto 200 nukleotydow bardziej przypomina
mRNA histonu H5 niz transkrypty H1° ssakéw, u ktorych odcinek ten
przekracza 1000 nukleotydow (Brockard 1 wsp., 1997). Dodatkowo mRNA
histonu HI° posiada ogon poli(A). Mysi gen H1° zawiera dwa sygnatly
poliadenylacji w efekcie czego moga powsta¢ dwa rdzne produkty: pierwszy
typowy dla ssakow dtugosci 2,1kb oraz drugi wystepujacy tylko u myszy o
dlugosci 0,9 kb. Obie czasteczki mRNA sa aktywne, ale wykazuja rdzna
stabilno$¢. W obrgbie odcinka 3'UTR znajduja si¢ elementy regulatorowe
zaangazowane w kontrolg stabilnosci mRNA 1 przebieg translacji (Khochbin,
2001; Franke 1 wsp., 1998).

Histon H1° regulowany jest rdwniez na poziomie translacji. Przemawia za
tym kilka obserwacji. Po pierwsze mRNA kodujace histon HI° obecne jest w
poczatkowym okresie roznicowania (komorki silnie proliferujace), natomiast
synteza biatka odbywa si¢ znacznie poOzniej na koncowym etapie
réznicowania si¢ komorek, gdy ich podziaty ustgpuja. Ponadto w komdrkach
watroby regeneracja po czesciowej hepatoktomii u szczura przebiegata dzigki
obnizeniu poziomu biatka HI° ale réwnoczesnie w tym samym czasie
poziom mRNA kodujacego histon H1° wzrastat. Zroznicowanie to thumaczy
si¢ przez wiazanie si¢ mRNA ze specyficznymi biatkami, ktore razem tworza

kompleksy niedostgpne dla maszynerii translacyjnej (Khochbin, 2001).
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Histony H1° 1 H5 wykazuja cechy unikalne jako biatka. Histon HS
charakteryzuje si¢ duza zawarto$cia lizyny, seryny i alaniny (KSA), a w
poréwnaniu z histonem H1° zawiera on znaczne ilo$ci argininy (aminokwas
ten zastgpuje lizyng obecna w analogicznych miejscach w histonie H1°)
zwlaszcza w domenie C-koncowej oraz obecnoscia w aminokoncowej czesci
N-terminalnej treoniny, ktorej nie znajdziemy w zadnym z histonow H1. W
czesci tej zlokalizowane sa wszystkie reszty aminokwasow aromatycznych
oraz wigkszo$¢ hydrofobowych. Histon H1° najmniejszy sposréd wszystkich
HI1 bogaty w lizyng, alaning 1 proling cechuje brak cysteiny, mata zawartos¢
aminokwasOw aromatycznych oraz obecno$¢ histydyny. Histon ten podobnie
jak H5 zawiera metioning w konserwatywnym miejscu domeny globularnej w
poblizu N-konca (Ktyszejko-Stefanowicz, 2002). U ssakéw za pomoca
elektroforezy wyrézniono dwie frakcje histonu H1° oznaczone H1° 1 H1°b,
jednak uzywajac techniki RP-HPLC wykryto ich az cztery .Rd6znice w ich
obrgbie wynikaja tylko z budowy ogona N-terminalnego (okoto 30
aminokwasow). Wszystkie one kodowane sa przez jeden gen, a ich
odmienno$¢ polega na modyfikacji bialkowych produktow. Klasyczny
podzial na H1° 1 H1°b opiera si¢ na zablokowaniu, badz nie grupy aminowe;j
w N-terminalnej serynie poprzez jej acetylacj¢ (H1° jest forma N-
acetylowana). Chociaz nie znamy funkcji tego procesu przypuszcza sig, ze
acetylacja jest zaangazowana w regulacj¢ metabolizmu biatka oraz kontroluje
stopien jego degradacji. Nalezy podkresli¢, ze wystgpowanie obu form tzn.
acetylowanej 1 nieacetylowanej jest cecha charakterystyczna dla histonu HI1°,
inne histony H1 podlegaja procesowi acetylacji. Dodatkowo w obrebie kazde;j
frakcji mozna wyr6ézni¢ dwie kolejne na podstawie wystgpowania
odpowiedniego aminokwasu w pozycji 3. Pierwotnie w tym miejscu znajduje
si¢ asparagina, lecz w wyniku deaminacji zastgpowana jest ona przez kwas
asparaginowy. Deaminacja jest procesem nie enzymatycznym postgpujacym

w miare uptywu czasu. Proces ten opdznia degradacj¢ biatek przyczyniajac
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si¢ do regulacji trwatosci tych zwiazkow. Deaminacja histonu H1° wydaje si¢
by¢ zalezna od N-terminalnej sekwencji Thr-Glu-Asn-Ser. Rozdzial histonu
H1° na cztery frakcje obserwowany u szczura, myszy i cztowieka (organizmy
przebadane pod tym wzgledem) przypuszczalnie dotyczy réwniez innych
organizméw. Réwniez w tym przypadku nie znamy funkcji tej modyfikacji,
ale proporcje poszczegolnych izoform zaleza od tkanki oraz jej wieku. Mozna
si¢ tu dopatrzy¢ pewnych prawidlowosci, wraz ze wzrostem wieku
organizmow obecno$¢ histonu H1° w formie acetylowanej (H1° a Asn-3 oraz
H1° Asp-3) oraz deaminowanej (H1° a Asp-3 oraz H1° b Asp-3) wzrasta
(Lindner 1 wsp., 1998). Histon HS5 jak juz wspomniano wystepuje w
jadrzastych erytrocytach czyli u ptakow, gadow, plazow 1 ryb.
Nagromadzenie HS5 koreluje z kondensacja chromatyny oraz spadkiem
replikacji 1 transkrypcji. Jego odpowiednik histon H1° wystepuje w tkankach
silnie zroznicowanych (np. mozg, watroba, nerki, pluca), gdzie moze
stanowi¢ 25-30% ilosci histonu HI. Brak go w komorkach i tkankach
aktywnie proliferujacych (np. jelito, grasica, §ledziona, watrobiak Morrisa).
Histonu H1° nie wykryto réwniez w limfocytach , co ttumaczy si¢ tatwym
przechodzeniem tych komodrek w stan proliferacji w razie potrzeby (Lennox 1
Cohen, 1983). Zawarto§¢ histonu HI° w komoérce jest odwrotnie
proporcjonalna do aktywnos$ci mitotycznej, dlatego najwigksze ilosci tego
biatka obserwuje si¢ u organizméw w petni dojrzatych (u nowonarodzonych
myszy histon H1° stanowi 3% catej zawartosci histonu HI, natomiast u
osobnikéw dorostych odsetek ten wzrasta do 21%). Przyjmuje sig, ze funkcja
histonow H1° 1 HS5 jest kondensacja chromatyny oraz represja transkrypcji.
Poglad taki wynika z opisanej specyficznosci tkankowej oraz z duzego
powinowactwa tych histonow do chromatyny. Histon H5 pod tym wzgledem
wykazuje silniejsze wlasciwosci od H1°. Decydujaca rol¢ w tym procesie
odgrywa silnie zasadowy ogon C-terminalny (zwlaszcza w wariancie HS ,

dzieki obecno$ci duzej ilo$ci argininy), natomiast domena globularna
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wykazuje bardzo slabe powinowactwo do nukleosomoéw (Yaneva 1 wsp.,
1990; Ali i Singh, 1987; Koutzamani i wsp., 2002).

Oprécz wymienionych wariantow nieallelicznych (tzn. kodowanych
przez roézne geny znajdujace si¢ w oddzielnych loci ) histony lacznikowe
podobnie jak wigkszo$¢ gendw cechuja si¢ duzym polimorfizmem
genetycznym. Wystepowanie 1 zréznicowanie form allelicznych histonéw H1
opisano u réznych gatunkow ssakow (Patyga, 1990) oraz ptakéw (Patyga i
wsp., 1993; Patyga i wsp., 2000; Kowalski 1 wsp., 2004).

1.6. EWOLUCJA BIALEK HISTONOWYCH

Niewiele jest biatek, ktore wykazuja podobny  stopien
konserwatywnosci ewolucyjnej co histony. Biatka histonowe naleza do
najwolniej zmieniajacych si¢ bialek wchodzacych w sktad zywych
organizméw. Sposrod calej rodziny bialek histonowych histony tacznikowe

stanowia grupe o wzglednie matej stabilno$ci, cho¢ nadal mozemy je uwazac
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Rys. 7. Tempo ewolucji poszczegdlnych wariantéw histonu H1 u krggowcow.

Na osi rzednych zaznaczono (ilo§¢ podstawien niesynomicznych/miejsce/rok) x 10°.
e — cate biatko, N — domena aminoterminalna, G - domena globularna, C — domena

karboksytermina, (wg Ponte i wsp., 1998).
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za biatka wolno ewoluujace. Pochodzenie histonow H1 sigga Procaryota u
ktérych mozna znalez¢ wiele biatek o zblizonej budowie 1 funkcji (Kasinsky 1
wsp., 2001). Ewolucja histonow tacznikowych rézni si¢ w zalezno$ci od
rozpatrywanego wariantu oraz jego domeny (Rys. 7).

Pod wzgledem budowy histony H1 1 H5 mozna podzieli¢ na trzy
domeny. Srodkowa domena glubularna wykazuje najwyzsze stopien statosci.
Odcinek ten wykazuje catkowita zgodno$¢ w obrgbie tak odleglych
ewolucyjnie organizmow jak mysz, szczur 1 cztowiek. Domeny otaczajace

czg$¢ globularng wykazuja znacznie wigksze zroznicowanie.

Tabela 1. Srednia dtugosé poszczegdlnych domen histonu H1 u kregowcow.

Ogon NH,-terminalny | Domena globularna | Ogon COOH- terminalny

40 £+ 13 aminokwasoéw | 79 £+ 5 aminokwasow 106 £+ 17 aminokwasow

Sekwencja domen terminalnych wykazuje wysoki stopien prostych, kilku
aminokwasowych nie zawsze identycznych powtorzen ( 4-12 aminokwasow).
Motywy te wystepuja najczesciej tandemowo. Istnienie krétkich odcinkow,
ktore moga stanowi¢ nawet 80% sekwencji w tych domenach oraz ich brak w
czesci globularnej sugeruje, ze domeny terminalne powstaly w wyniku
duplikacji krotkich motywow, ktore ulegly mutacja punktowym oraz bigdom
w czasie replikacji (tzw. poslizg replikacyjny). Rowniez proporcje miedzy
domenami wykazuja wysoki stopien konserwatywnosci (wyjatkiem jest np.
E. minor) (Ponte 1 wsp., 2003).

Takze ewolucja poszczegdlnych wariantow jest zroznicowana (Rys. 7).
Sposrod wszystkich histonow tacznikowych wariant specyficzny dla jader
HIt wykazuje najwyzszy poziom zmian. Wynika to prawdopodobnie z
potozenia tego genu na innym chromosomie niz niz reszta histondéw.
Interesujace jest, ze histony somatyczne Hla-e wystgpujace wszystkie w

grupie na tym samym chromosomie wykazuja odmienne tempo ewolucji.
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Histony Hla 1 Hlc cechuja si¢ wysokim zréznicowaniem, natomiast warianty
H1b, H1d 1 Hle sa stabilne ewolucyjnie (Lennox, 1984). Najwolniej
zmieniajacym si¢ histonem jest Hle oraz H1° (duze ilosci obu form histonu
wystepuja w komorkach zréznicowanych), pomimo i1z zlokalizowane sa na
innych chromosomach. Poszczegdlne warianty mozna uszeregowac
uwzgledniajac ich tempo ewolucji:
HIit>Hla>H1d>HIlc>H5>HIlb>HI1°>Hle
Wyjatkowy na tle catej grupy histonow tacznikowych jest histon HS.
Wyrédznia si¢ wysoka konserwatywnoscia ogona C- koncowego, ktory jest
bardziej stabilny niz domena globularna (Rys. 7). Moze to wynika¢ z
dominujacej roli tej czgsci histonu HS5 w kondensacji chromatyny, podczas
gdy pozostate dwie domeny wydaja si¢ nie odgrywaé¢ wigkszej roli w tym
procesie.
Jak juz zaznaczono wczes$niej histon HS ptakow pod wzgledem budowy
bardziej przypomina histon H1° wystepujacy u Xenopus niz ssaczy wariant
H1°. Co wigcej histon obecny w erytrocytach Xenopus reprezentuje jedynie
acetylowana forma H1°-2 (Koutzamani i wsp., 2002). Wszystko to §wiadczy,
ze histon H5 wyodrebnit si¢ prawdopodobnie z histonu H1°, a p6zniej wlaczyt
specyficzne dla linii erytroidalnej odcinki regulatorowe. Podobienstwo
widoczne jest od kasety specyficznej dla H4 az do konca 3'-UTR (Brockard 1
wsp., 1997).

Zmiany w obrgbie poszczegdlnych wariantow zachodza z inna
szybkoscia w efekcie czego roznice mig¢dzy tymi genami utrzymaja si¢ w
przyszto$ci, a nawet beda si¢ powigkszaé. Z drugiej strony wysoki
konserwatyzm ewolucyjny oraz duze zréznicowanie histonéw tacznikowych

swiadczy o waznej funkcji tych biatek.
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2. BADANIE FUNKCJI HISTONU H1 ORAZ JEGO
ROZNORODNOSCI

Badajac znaczenie genu przyjmuje si¢ caly szereg procedur, ktére maja
na celu wyjasnienie jaki wplyw ma analizowany obiekt na rozwoj oraz
funkcjonowanie organizmu. Najpierw ustala si¢ jakie typy komorek
produkuja oraz (lub) oddziatywuja z produktem genu, nastepnie
przeprowadza si¢ in vitro analiz¢ biochemiczna, ktorej zadaniem jest
objasnienie wlasciwosci genu 1 jego biatkowego produktu. Koncowym
etapem jest ustalenie jego biologicznej funkcji w zywych komorkach oraz
znaczenie dla organizmu jako catosci.

W przypadku histonu H1 dwie pierwsze procedury nie przyniosty
zadawalajacych wynikow. Przeprowadzono bardzo doktadne badania w
ktorych wustalono w jakich komodrkach 1 kiedy nastgpuje ekspresja
poszczegdlnych wariantow histonu H1. Pozwolito to na ogoélny wglad w
procesy w ktorych rézne geny H1 moga by¢ zaangazowane. Kolejnym
etapem badan bylo poznanie budowy gendéw 1 odcinkéw regulujacych ich
ekspresje oraz okreslenie wtasciwosci oczyszczonych produktéw biatkowych.
Izolacja histondw lacznikowych okazata si¢ stosunkowo tatwa, dlatego tez
badania na tym poziomie maja juz do$¢ dtuga historig. Rozdzielone frakcje
histonow H1 analizowano pod réznym katem, badajac ich zdolno$¢ do
wigzania si¢ z DNA, nukleosomem, tworzenie struktur wyzszego rzedu itp.
Niestety otrzymane wyniki, niejednokrotnie sprzeczne, nie pozwolily ustali¢
funkcji zro6znicowania histonow tacznikowych.

Do omawianego problemu mozna takze podej$¢ od drugiej strony,
mianowicie zamiast bada¢ wptyw biatka na rozwdj organizmu mozna zapytaé
czy obecnos¢ danego genu/biatka jest niezbedna. W tym celu nalezy stworzy¢
organizmy w ktéorych badany gen jest nieaktywny. Najprostszym

rozwiazaniem wydaje si¢ zmiana mutacyjna w obrgbie genu lub jeszcze lepiej
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jego wylaczenie z genomu (np. przez zastagpienie genu inng sekwencja
kodujaca). Procedura ta ma oczywiscie sens tylko wtedy, gdy posiadamy
doktadne dane na temat budowy obiektu oraz potrafimy dokonaé
precyzyjnych zmian. Mniej inwazyjna metoda polega na inaktywacji genu na
poziomie transkrypcji lub translacji. Istnieje kilka technik wykorzystujacych
w tym celu réznego rodzaju kwasy nukleinowe. Najczesciej uzywa sig trzech
procedur, ktéorych podstawa sa kwas oligodeksynukleinowy (ODN),
rybozymy lub maty interferujacy RNA (siRNA) reagujace z produktem
transkrypcji genu. Czasteczki ODN to jednoniciowy DNA dlugosci okoto 20
nukleotydow oddziatujace na zasadzie komplementarno$ci z pre-mRNA 1
mRNA. Powstaty dupleks RNA-DNA jest substratem dla rybonukleazy H
(RN-aza H), ktora tnie RNA na krotkie odcinki. Inny sposob polega na
zmodyfikowaniu ODN tak, aby zapobiec laczeniu si¢ z RN-aza H. W tym
przypadku wyciszenie genu przebiega poprzez zaktocenie procesu
dojrzewania pre-mRNA (splicing). Rybozymy naleza do zwiazkow
katalicznych, ktére moga wigza¢ si¢ z innym rodzajem RNA tnac go na
mniejsze kawatki. Wsrod wielu klas rybozymdéw wigkszo$¢ posiada
konformacje glowy miotka lub spinki do wlosow. Odcinki koncowe
rybozymu sa komplementarne do docelowej czasteczki RNA, natomiast czg$¢
centralna tzw. glowa odpowiada za cigcie. W najnowszej technice
wykorzystuje si¢ interferencyjny RNA (RNA1).Czasteczki RNA1 to dilugie
dwuniciowe odcinki RNA, ktore wprowadzone do komorek zostaja pocigte na
mniejsze fragmenty czyli siRNA. Kwasy siRNA to klasa RNA dlugosci 21-28
nukleotydow. Wielko$s¢ siRNA odpowiada w przyblizeniu wielkosci
mikroRNA (miRNA), dlatego zasada dzialania obu rodzajow RNA jest
podobna. Niskoczasteczkowy RNA laczy si¢ ze specjalnymi biatkami w
wyniku czego powstaja kompleksy wyciszajace indukowane przez RNA

(RICS). Kompleksy RICS moga nastepnie taczy¢ si¢ z mRNA zawierajacym
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komplementarna sekwencj¢ w odleglosci 10 nukleotydow od konca 5’
(Rys. 8).
Stabos$cia wszystkich opisanych technik jest niska efektywno$¢ oraz

ograniczona skuteczno$¢. Prawie nigdy nie udaje si¢ catkowicie zahamowac
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Rys.8.  Mechanizm  hamowania  aktywno$ci genéw na  oddzialywaniu z
niskoczasteczkowym RNA.dsRNA jest rozkladany przez RNA-z¢ typu III na krotkie
odcinki siRNA o zblizonej dtugosci do miRNA. Nastgpnie powstalty RNA laczy sig z
biatkami, ktore powoduja zerwanie wiazan wodorowych (energia do tego procesu
pochodzi z ATP), powstaja kompleksy RISC odpowiedzialne za wyciszenie genu.
Zablokowanie eksprecji moze przebiega¢ na trzy sposoby. Na poziomie chromatyny
kompleksy RISC wiaza si¢ z DNA prowadzac do jego metylacji (Me). Kompleksy RISC
moga si¢ taczy¢ takze z mRNA. Dupleks RNA-DNA jest nastgpnie rozktadany przez RN-
azg H (wyciszenie genu posttranskrypcyjne — strona lewa) lub przeniesiony na rybosomy
hamuje translacje (strona prawa).Prawdopodobnie istnieja rozne rodzaje czasteczek RISC
odpowiedzialne za degradacjg¢ mRNA, blokowanie translacji i modyfikacj¢ chromatyny. 7
m@G, 7-metylowana guanina; AAAAA, ogon poliadenylowany; Me, grupa metylowa; p,
fosforan 5°, R2D2, biatko wiazace si¢ z dSRNA (na podstawie Dorsett i Tuschl, 2004).
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aktywnosci genu (poziom ekspresji spada najczesciej o okoto 90%). Zaleta
natomiast jest krotki czas pomiedzy wprowadzeniem czasteczki, a
obserwowanym rezultatem. Ws$rod wymienionych metod dwie pierwsze,
mianowicie czasteczki ODN 1 rybozymy probuje si¢ wykorzysta¢ w leczeniu
chorob genetycznych 1 wirusowych (terapia przeciw HIV oparta na
dostarczaniu rybozymow znajduje si¢ obecnie w I 1 II fazie prob klinicznych).

Wydawatoby si¢, ze blokada ekspresji gendéw kodujacego biatka
histonowe nie jest konieczna. Powolna ewolucja, powszechne wystgpowanie
zdaja si¢ $wiadczy¢ o ich niezbednosci dla zycia organizméw. Zatozenie to
jednak okazato si¢ btedne. Catkowita eliminacja genow histonow H1 w co
najmniej czterech organizmach ( Tetrahymena - Shen i1 wsp., 1995; Ascobulus
— Barra 1 wsp., 2000; Aspergillus — Ramon 1 wsp., 2000 oraz S. cerevisiae —
Patterton 1 wsp., 1998) nie pociagne¢ta za soba wigkszych zmian. Organizmy
te nie wykazywaly zadnego wynikajacego stad fenotypu, rozwijaty i
rozmnazaty si¢ normalnie. Obserwacje te staty si¢ przyczyna intensywnych
badan, ktore maja wyjasni¢ ten fenomen.

Aby zrozumie¢ zjawiska przebiegajace u zmodyfikowanych
genetycznie organizmOw niezbg¢dne jest omowienie procesOw oraz technik

pozwalajacych na manipulacj¢ w obrebie genomu organizméw zywych.
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2.1. REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA

Podstawa obecnie stosowanych technik jest integracja egzogennego
DNA z genomem organizmu-biorcy. Jest to mozliwe dzigki wykorzystaniu
procesOw wystepujacych w naturze oraz ich odpowiedniej modyfikacji.
Stwierdzono, ze u bakterii ,,obcy” DNA czasem moze ulec trwatemu
wlaczeniu do genoforu. Proces ten zachodzit bez wzgledu na pochodzenie
egzogennego DNA Nosnikiem DNA moze by¢ inna komodrka bakteryjna
(koniugacja), fag (transdukcja). Niekiedy sam DNA wystarcza do przebiegu
procesu (transformacja). Ponadto juz w roku 1909 Janssens zaobserwowat
zjawisko  wymiany  segmentow DNA  migdzy  homologicznymi
chromosomami w czasie podzialu mejotycznego. Proces ten nazwano
crossing-over lub rekombinacja. Wyjasnienie jego znaczenia przedstawit
Morgan, za$§ mechanizm do tej pory jest obiektem badan. Niemniej jednak
oczywiste byto, ze genom zywych organizmoéw jest dynamiczna struktura
mogaca si¢ zmienia¢ w duzym stopniu na przestrzeni kilku pokolen, a nie jak
dotad przyjmowano stabilnym, bardzo wolno zmieniajacym si¢ w wyniku
punktowych mutacji odcinkiem DNA. Pierwszym etapem w zrozumieniu
procesu rekombinacji byta obserwacja, ze w crossing-over wymianie ulegaja
odcinki znajdujace si¢ w tych samych miejscach chromosoméw bioracych
udzial w procesie oraz ustalenie, ze w przypadku transdukcji integracja
bakteriofaga przebiega zawsze w tym samym miejscu genoforu bakterii. Nie
jest to proces przypadkowy, a wigc musi by¢ uzalezniony od jaki$ czynnikow.
Ich ustalenie miato olbrzymi wptyw na dalszy rozwdj wspolczesnej genetyki.

Decydujaca role w rekombinacji odgrywa podobienstwo (homologia)
sekwencji DNA bioracych udziat w tym procesie. Aby moglo dojs¢ do
rekombinacji homologicznej niezbedny jest odcinek o sekwencji niemal
identycznej na przestrzeni kilkuset par zasad. Proces ten teoretycznie wydaje

si¢ prosty. Dwie czasteczki ustawiaja si¢ obok siebie, a nast¢pnie wymieniaja
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homologiczne odcinki na zasadzie podobienstwa. Jednak w rzeczywistosci
tak nie jest. Juz od samego poczatku pojawiaja si¢ pewne watpliwosci. Po
pierwsze w jaki sposob ,,obcy” DNA jest w stanie odnalez¢ homologiczna
sekwencje w genomie przecigtnej komorki eukaryotycznej o dugoscei 3 x 10
par zasad? Nawet jesli pominiemy ten problem pozostaje odpowiedzie¢ na
pytanie jak ten proces moze przebiega¢ na poziomie molekularnym. Pierwszy
model rekombinacji zostal przedstawiony w roku 1964 przez Robina
Hollidaya (Rys. 9). Koncepcja ta zaktadala powstanie przerw w tych samych
miejscach na obu helisach (chromosomach), wymiang i potaczenie nacigtych
nici, powstanie charakterystycznych struktur okreslanych mianem p6t chiazm
(struktury Hollidaya), ich migracj¢ w wyniku dyfuzji rotacyjnej (obrot helis
wokot dlugiej osi), nastgpnie nacigcie 1 potaczenie nici w jednym z dwoch
mozliwych miejsc. W wyniku calego procesu moga powsta¢ dwa produkty:
zrekombinowany 1 niezrekombinowany. Poczatkowe cigcie 1 inwazja dotyczy
tylko dwoch nici o tej samej polarnosci (np. 3°—5’), jednak izomeracja
potaczonych duplekséw poprzez zmiang polozenia w przestrzeni pozwala na
zamiang nici bioracych udzial w rekombinacji (na 5°—3’). W ten sposob
prawdopodobienstwo obu konfiguracji: zrekombinowane;] 1
niezrekombiniownej jest rowne.

Model Hollidaya mimo, iz podawal wiarygodny mechanizm procesu
rekombinacji nie mogt wyjasni¢ wszystkich obserwacji. Konwersja genow
jest zjawiskiem w wyniku ktérego dochodzi do rozdziatu DNA niezgodnego z
prawami Mendla. Proces ten zaobserwowano u workowcoéw (Ascomycetes).
Produkty mejozy u tych organizmdw w postaci spor trafiaja do jednego worka
(zaraz po mejozie nastgpuje mitoza w wyniku czego w worku znajduje si¢
osiem komoérek przetrwalnikowych, zamiast spodziewanych czterech).
Przewidywany rozktad dwoch alleli znajdujacych si¢ w tym samym locus
powinien wynosi¢ 2:2, jednak czasem pojawia si¢ uktad 3:1. Dodatkowo w

wyniku postmejotycznej mitozy moze powstac stosunek 5:3, 4:4 lub rzadziej
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A) ustawienie B) peknigeie C) utworzenie struktury D) przemieszczanie si¢
komplementarnych nici Hollidaya rozgalgzienia

= = [] =

G) forma niezrekombinowana
(cigcie w miejscu b)

E) izomeracja F) izomeracja
etap 1 etap 2

H) forma zrekombinowana
(cigcie w miejscu a)

Rys. 9. Model rekombinacij homologicznej Hollidaya. A) Podwojne nici DNA
(chromosomy) ustawiaja si¢ do rekombinacji. B) Powstanie pgknig¢ w obu niciach o tej
samej polarno$ci w miejscach homologicznych. C) Inwazja sasiednich nici i ich ligacja w
wyniku czego powstaje struktura Hollidaya (pot-chiazma). D) W skutek jednoczesnego
obrotu obu nici wokét ich dlugiej osi rozgatezienie przemieszcza si¢ (etap migracji); a-
jedno z mozliwych miejsc cigcia, b- alternatywne miejsce cigcia . E, F) Izomeracja
pozwalajaca przez obrot w przestrzeni (o$ obrotu oznaczono linia przerywana) na wymiang
nici zaangazowanych w proces rekombinacji. G) Brak rekombinacji, uktad powstajacy
przez cigcie w miejscu b, wymianie ulegt tylko dos$¢ krotki odcinek powstaty w wyniku
migracji rozgalgzienia. H) Rekombinacja (crossing-over) powstata przez cigcie w miejscu
a. (Na podstawie Sedivy i Joyner, 1992; zmodyfikowano).
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7:1. Odchylen tych nie mozna bylo wyjasni¢ stosujac model zaproponowany
przez Hollidaya. Podstawowa wada modelu Hollidaya byl jego poczatkowy
etap. W zaden racjonalny sposob nie mozna bylo sobie wyobrazié
mechanizmu, ktéry powodowatby nacigcie nici w homologicznych miejscach
dwoch roéznych dupleksow. Ponadto zgromadzono szereg dowodow, ze
proces ten jest raczej asymetryczny. W ten sposob powstat model Meselsona-
Reddinga, ktorego cecha charakterystyczna jest to, ze przerwaniu ulega tylko
jedna ni¢, ktora dokonuje inwazji drugiego dupleksu. Dzigki obecnos$ci
homologii obu nici wolny koniec wypiera jedna z nici dupleksu, nastgpuje
zajmuje jej miejsce w wyniku czego powstaje heterodupleks.

Pod koniec lat 70-tych przeprowadzajac transfekcje komorek za
pomoca plazmidow zauwazono kolejne procesy sprzeczne z oboma
modelami. Po pierwsze przecigcie obu nici pierwotnie kolistej czasteczki
DNA w miejscu homologi powoduje wzrost czgstosci transfekcji rownolegle
z wzrostem poziomu rekombinacji homologicznej. Ponadto usunigcie
pewnego obszaru homologii w obrebie jednej z nici nie wplywato na ten
proces. W jaki$ sposéb luka w plazmidzie ulegata naprawie na podstawie
informacji zawartej w chromosomie komorki. W celu wyjasnienia tego
paradoksu w roku 1983 powstal model zakladajacy powstanie peknigé
dwuniciowych (model Szostaka). Model ten pozwolil wyjasni¢ wszystkie
obserwowane zjawiska pozostawiajac kluczowe =zatozenia Hollidaya tj.
powstawanie pot chiazm czy migracje rozgatezien (Sedivy i1 Joyner, 1992).

Jak wida¢ rekombinacja homologiczna jest procesem zlozonym,
dlatego niezwykle trudno wyobrazi¢ sobie w jaki sposéb moze przebiega¢ w
zywych komorkach. Pierwsze informacje na ten temat dostarczyty obserwacje
mutantdw Escherichia coli. Ot6z mutanty w obregbie genu recA praktycznie
nie wykazywaly zjawiska rekombinacji, dlatego tez skupiono si¢ na dziataniu
jego biatkowego produktu. Po wyizolowaniu biatka RecA udowodniono in

vitro, ze jest ono w stanie wiaza¢ si¢ z DNA. Proces ten poczatkowo jest
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Rys. 10. Model trojniciowego DNA (tripleks) ukazujacy wiazania migdzy poszczegdlnymi
nukleotydami. Na zo6tto zaznaczono nici wystgpujace w ,,normalnym” DNA, kolorem
szarym oznaczono trzecig ni¢ wiazaca si¢ do dupleksu. Wiazania wodorowe w dsDNA
zaznaczono niebieska linia; czerwona, przerywana linia oznacza wigzania migdzy
»atakujaca” nicia a poszczegdlnymi nukleotydami dupleksu. W tworzeniu wiazan w
trzeciej nici biora udziat tylko puryny dsDNA. (Na podstawie Sedivy i Joyner, 1992;

zmienione).

niezalezny od sekwencji DNA. Ponadto umieszczajac w §rodowisku reakc;ji
dsDNA, homologiczny do jednej z nici ssDNA oraz RecA przejsciowym
produktem sa czasteczki trojniciowego DNA (Rys. 10). Brak biatka RecA
powoduje, ze pomimo istnienia homologii obu czasteczek DNA proces
integracji nie nastgpuje. Mechanizm tego zjawiska polega na tym, ze biatko
RecA wiazac sig z jednoniciowym DNA (w proporcji jedna czasteczka biatka
na 3-4 nukleotydy) zmienia swa konformacj¢ w taki sposob, ze caty kompleks
nukleoproteinowy nabiera nowych wtasciwosci 1 moze si¢ taczy¢ z dsDNA o
ile ten wykazuje obszary homologii. W czasie tego procesu podwojna helisa
ulega znieksztalceniu (wzrasta odleglo$§¢ miedzy nukleotydami z 34A do
51A) w wyniku czego wiazania wodorowe ulegaja naderwaniu. Jezeli w tym
momencie ssDNA 1 jedna z nici dsSDNA wykazuje homologi¢ na dostatecznie
dhugim odcinku reakcja nastgpuje dalej. Biatko RecA katalizuje wymiang nici
homologicznych podczas ktorej powstaje heterodupleks o normalnej
konformacji przestrzennej (nukleotydy oddalone o 34 A), a trzecia nié zostaje
uwolniona. W trakcie rekombinacji DNA ulega rozmaitym przeksztalceniom,

nic wi¢c dziwnego, ze w procesie biora udzial r6zne enzymy. Sa to:
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- topoizomerazy typu I 1 II (enzymy zapobiegajace powstawaniu napig¢ w

czasie zmiany struktury DNA)
- nukleazy (m.in. egzonukleazy, endonukleazy, syntetazy i ligazy)

- biatko SSB (bialko to wiaze si¢ z ssDNA uniemozliwiajac ponowna
asocjacj¢ wolnych koncow nacigtego DNA podczas rekombinacji

homologicznej do tych samych miejsc)

Analizujac inne mutanty E. Coli zidentyfikowano takze inne enzymy
zwiazane z procesem rekombinacji. Jednym z nich jest kompleks RecABC
zbudowany z trzech biatek kodowanych odpowiednio przez trzy geny recB,
recC 1 recD. Kompleks ten posiada wilasciwosci ATP-azy, egzonukleazy
(zaréwno w kierunku 3°—5’ 1 5°—3’) i endonukleazy ssDNA. Enzym wiaze
si¢ z czasteczka DNA 1 rozwija ja rozrywajac wigzania wodorowe
(prawdopodobnie na tym etapie niezbgedny jest naklad energii), az do
napotkania miejsca chi (5°’GCTGGTGG3’), gdzie enzym nacina jedng z nici
na odcinku okoto 56 nukleotydow w kierunku 3’ za miejscem chi. Powstaje
jednoniciowy koniec, ktory dokonuje inwazji nienaruszonej helisy DNA. W
procesie tym bierze udzial takze biatko RecA. Etap nastgpny polegajacy na
przemieszczaniu si¢ struktur Hollidaya katalizuja biatka RuvA i1 RuvB, ktore
wiaza si¢ w tym miejscu powoduja ruch obrotowy obu helis (Brown, 2001).
Chociaz opisany proces dotyczy E. coli mechanizm rekombinacji wydaje sig
procesem konserwatywnym podobnie jak replikacja, transkrypcja i pomimo
matych roznic przebiega podobnie u wszystkich organizméw. Zatozenie to
potwierdza wykrycie licznych bialek zaangazowanych w rekombinacje
homologiczna u Eukaryota analogicznych do opisanych u E. coli. Bialka te u
drozdzy mozna podzieli¢ na dwie rodziny. Pierwsza obejmuje biatka Rad51,
Rad52, Rad54, Rad55 1 Rad57 biorace udzial w reakcji wymiany
homologicznych nici oraz druga w sktad ktorej wchodza biatka Mrel1, Rad50
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1 Xrs2 posiadajace wihasciwosci nukleaz. Biatko Rad51 podobnie jak jego
bakteryjny odpowiednik RecA laczy si¢ z ssDNA tworzac filamenty
nukleoproteinowe katalizuje proces inwazji nici. Inne biatka na przykiad
Rad55 1 Rad57 pelnia funkcje pomocnicze w stosunku do Rad51 w czasie
wiazania si¢ z sSDNA. Homologiczne biatka wykryto réwniez u krggowcodw,
na dzien dzisiejszy znany jest caly szereg bialek bioracych udzial w
rekombinacji. (Vasquez i wsp, 2001).

Oprécz rekombinacji homologicznej w komoérkach wystepuje proces
nazywany rekombinacja niehomologiczna (rekombinacja nieuprawniona).
Zjawisko to polega na wilaczeniu si¢ egzogennego DNA do genomu w
miejscach nacigcia bez wzgledu na podobienstwo sekwencji. Cho¢ wydaje
sig, ze jest to proces prymitywny nie znamy nawet jego podstaw. Wiadomo
natomiast, ze rekombinacja nichomologiczna nie wystepuje u takich
organizmow Jak E. coli 1 S. cerevisiae. Proces ten jest odwrotnie
proporcjonalny do zawansowania ewolucyjnego organizmu. U bezkregowcow
takich jak Drosophila melanogaster 1 Caenorhabditis elegans rekombinacja
nieuprawniona wykazuje dos¢ duzy stopien osiagajac najwyzsza warto$¢ u
ssakoéw u ktorych stosunek rekombinacji homologicznej 1 nichomologicznej
wynosi od 1:1000 do 1:10000 w zaleznosci od gatunku. Mozliwe, ze tak
wysoki poziom rekombinacji nieuprawnionej odpowiedzialny jest za
utrzymanie integralno$ci chromosomow. Rozdziat chromosomoéw w czasie
podziatu komorki uzalezniony jest od wystgpowania na nich centromerdw.
Struktury te sa miejscem do ktorego przyczepiaja si¢ mikrotubule wrzeciona
kinetochorowego, skracanie wlokien powoduje rozdzielenie chromatyd
siostrzanych 1 rozdzial DNA. Chromosomy w ktéorych pojawily si¢
dwuniciowe przerwy (co jest wysoce prawdopodobne zwazywszy na ich
dtugos¢) utraca w trakcie najblizszego podziatu odcinek DNA nie posiadajacy

centromeru. Jezeli wszystkie inne procesy zawioda wydaje si¢ bardziej
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korzystne wbudowac¢ taki acentryczny DNA gdziekolwiek indziej w obregbie

genomu niz go bezpowrotnie utraci¢ (Sedivy i Joyner, 1992).

2.2. TECHNIKI WYKORZYSTYWANE W GENETYCZNYM
MODYFIKOWANIU ZWIERZAT

Aby zbada¢ funkcje genu mozna przeprowadzi¢ dwie procedury:
wylaczy¢ gen eliminujac jego biatkowy produkt lub spowodowaé jego
nadekspresj¢ (np. wprowadzajac do genomu nadmiarowe ilo$ci genu), a
nastgpnie obserwowac jaki ma to wptyw na organizm lub komoérki hodowane
in vitro. Oba podejscia zakladaja, ze w jaki§ sposéb musimy dokonac
manipulacji w obrgbie DNA zywej komorki tak, aby proces ten pozwolit nam
na wiaczenie lub wylaczenie genu. Najpierw musimy skonstruowaé
odpowiedni odcinek DNA, a nastgpnie namnozy¢ go. W tej czg$ci badan
powszechnie wykorzystuje si¢ technike¢ PCR oraz réznego rodzaju wektory.
Wektory sa ogdlnie rzecz biorac no$nikami DNA, ktére mozna tatwo

namnozy¢ 1 wyizolowac¢. Dobor wektora zalezy od wielu czynnikdéw sposrod

Tabela 2. Zrekombinowane wektory bakteryjne (wg Bishop, 2001)

Wektor Pochodzenie Wielkos¢ wstawki
Plazmid wielokopowy rozne plazmidy wielokopiowe |40 20 kpz
Wektor fagowy A bakteriofag A do 30 kpz
Kosmid bakteriofag A do 40 kpz
Sztuczny chromosom P1 :
(PAC) bakteriofag P1 80-90 kpz
Sztuczny chromosom duzy plazmid bakteryjny
bakteryjny (BAC) (czynnik F) 100-300 kpz
Sztuczny chromosom 1
drozdzowy (YAC) chromosom drozdzowy 100-1000 kpz
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ktorych decydujaca rolg odgrywa wielkos¢ konstruktu genetycznego (Tabela
2). W momencie gdy mamy wystarczajaca liczb¢ kopii DNA nalezy je

wprowadzi¢ do komorki docelowe;.
2.2.1. MIKROINIEKCJA DO PRZEDJADZY ZYGOTY

Pierwsza technika pozwalajaca na wprowadzenie egzogennego DNA
do komorki byta injekcja do przedjadrzy zygoty. Technike ta z powodzeniem
stosowano u wielu organizmow. Wykorzystuje si¢ tu fakt, ze zanim dojdzie
do integracji materialu genetycznego oocytu 1 plemnika w trakcie
zaptodnienia przez pierwsze 12 godzin (u myszy) DNA matczyne i ojcowskie
wewnatrz zygoty pozostaja jako oddzielne struktury nazywane przedjadrzami
W tym czasie dochodzi do wielu przemian wewnatrz DNA (m.in. wymiana

protamin na histony). Do zygot bgdacych na takim etapie rozwoju wstrzykuje

igla zawierajaca
DNA

/.
oslonka L d
przejrzysta
Cf przedjadrze
—— [T —

Q przedjadrze

przeniesienie zygot do tmﬂsqeniczne
samic-biorczyn hemizygoty

Rys. 11. Procedura otrzymywania transgenicznych myszy przy uzyciu mikroiniekcji do
przedjadrzy. Samicom podaje si¢ gonadotropiny w celu wywotania superowulacji, a
nastgpnie laczy z samcami. Po 48 godzinach zygoty wyplukuje si¢ z jajowoddéw,
przylegajace do nich komoérki usuwa si¢ przez inkubacje w roztworze hialuronidazy. DNA
(~5 pg/ml) wstrzykuje si¢ do przedjadrzy pod mikroskopem za pomoca igly, zygota jest
przytrzymywana na miejscu przy uzyciu tepej pipetki (fotografia). Nastgpnie zygoty
przenosi si¢ do samic-biorczyn (samice takie dzien wczesniej taczy si¢ je z samcami po
wasektomii w celu synchronizacji cyklu rozrodczego). Okoto 10-30% urodzonych zwierzat

powinna by¢ transgeniczna-hemizygoty; (wg Sedivy i Joyner, 1992).
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si¢ kilka pikolitrow ptynu zawierajacego od 50-1000 kopii transgenu. Z obu
przedjadrzy najczeéciej wybiera si¢ wigksze meskie. Po zabiegu zarodki
przenosi si¢ do jajowodow samic (Rys. 11). Technika ta cho¢ wydaje si¢
bardzo drastyczna jest do$¢ wydajna. Okoto 60% zygot przezywa zabieg
mikroiniekcji, natomiast 30% dozywa do urodzenia. Nie stanowi to wigksze]
niedogodnosci, gdyz do jajowodu wprowadza si¢ wigksza ilo$¢ zarodkow tak,
aby zrekompensowac to zjawisko. Podstawowa wada opisywanej techniki jest
losowa integracja wprowadzanego DNA. W zaden sposob nie da sig
przewidzie¢ w ilu kopiach i1 gdzie w obrgbie genomu wlaczy si¢ transgen.
Istnienie homologii migdzy egzogennym DNA a jego odpowiednikiem w
genomie (jesli taki istnieje) nie ma wplywu na proces, ktory przebiega
gléwnie za pomoca rekombinacji niehomologicznej. Otrzymane organizmy
transgeniczne sa po tym wzgledem unikatowe. Wiaczenie DNA do
poszczegdlnych chromosomow jest niezalezne w wyniku czego organizmy sa

hemizygotyczne.

2.2.2. INTEGRACJA TRANSGENU METODA REKOMBINACJI
HOMOLOGICZNEJ

Wykorzystujac zjawisko rekombinacji homologicznej mozliwa stala si¢
celowa 1 w pelni kontrolowana manipulacja w obrgbie genomu. Technika ta
nazywa si¢ homologiczna wymiana genéw (ang. gene targeting) i polega na
zamianie DNA genomowego na konstrukt na zasadzie ich wzajemne]
homologii.

Obecnie przy uzyciu tej metody mozna tworzy¢ cate organizmy transgeniczne
lub odpowiednio zmodyfikowane kultury tkankowe. Z zatozenia technika
wymiany homologicznej wydaje si¢ prosta. Nalezy skonstruowa¢ DNA o
wystarczajaco dlugim obszarze homologii, ten za§ w wyniku rekombinacji

homologicznej; ulega wlaczeniu w odpowiednim miejscu chromosomu
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wprowadzajac jednoczes$nie transgen. Niestety wysoki poziom rekombinacji
nieuprawnionej powoduje, ze w wigkszosci komodrek proces ten przebiega nie
w tym miejscu co trzeba. Z tego powodu proces homologiczne; wymiany
gendw jest mato wydajny. Pociaga to za soba koniecznos¢ selekcji komorek,
ktore wiaczyly trasgen w odpowiednim potozeniu. Prawidtowa integracja jest
procesem rzadkim, wystepuje raz na 10° infekowanych komoérek. Znalezienie
wlasciwe] komorki wydaje si¢ bardzo trudne, lecz zastosowanie szeregu
procedur pozwala na wzglednie tatwa identyfikacj¢ poszukiwanego obiektu.
Decydujaca role odgrywa w tym przypadku budowa wprowadzanego DNA.,
ktory oprocz niezbednego obszaru homologicznego moze zawieraé gen
kodujacy produkt ftatwo wykrywalny lub wnoszacy nowa cechg¢ do
modyfikowanego organizmu (np. wrazliwo$¢ lub odporno$¢ na konkretny
zwiazek chemiczny). Geny takie nazywa si¢ zamiennie markerami lub genami
reporterowymi. W zaleznosci od ich wlasciwosci mozliwa staje si¢ selekcja
pozytywna lub negatywna transfekowanych komoérek (Tabela 3). Selekcja
pozytywna polega na tym, ze do komorki wprowadza si¢ gen np. neo, ktory

niesie odporno$¢ na czynnik chemiczny w tym przypadku G418. Gen neo

Tabela 3. Najczesciej stosowane geny reporterowe (wg Bishop, 2001).

Gen Pochodzenie Rodzaj selekcji Czynnik selekcyjny

neo bakterie pozytywna G418

hph bakterie pozytywna higromycyna

pur paciorkowce pozytywna puromycyna

aprt ssaki pozytywna pozywka HAT
negatywna 8-azaadenina

hprt ssaki pozytywna poz.ywka HAT
negatywna 6-tioguanina

HSVik wirus opryszczki | negatywna gancyklowir, FIAU

Dt bakterie negatywna brak (efekt toksyczny)

* ssaki pozytywna pozywka HAT
negatywna 5-Br-urydyna
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odpowiedzialny jest za odporno$¢ na noemycyng. Antybiotyk ten hamuje u
bakterii proces translacji, natomiast jego analog G418 wykazuje takie same
wlasciwosci w komoérkach ssakéw. W ten sposdb podajac G418 wszystkie
komorki, ktore wlaczyly gen neo do swego genomu beda odporne, pozostate
zging. Selekcja negatywna opiera si¢ za$ na wrazliwos$ci poszukiwanych
komoérek. taczac oba sposoby selekcji tatwo wyizolowa¢ komorki o
pozadanych wlasciwosciach.

Niestety rowniez w przypadku techniki gene targeting duzym
utrudnieniem jest rekombinacja nichomologiczna. Integracja wprowadzonego
genu moze nastagpi¢ w niezamierzonym miejscu przez co niewlasciwe
komorki uzyskaja odporno$¢, a cata procedura staje si¢ bezuzyteczna. Mozna
jednak tego unikna¢ poprzez odpowiednia modyfikacje wprowadzanego
konstruktu. Obecnie stosuje si¢ dwa podstawowe rodzaje wektordéw, ktore
pozwalaja na selekcj¢ pozytywno-negatywna (Rys.12) lub warunkowa
selekcje pozytywna (Rys. 13).

W  pierwszym przypadku wektor zawiera dwa rodzaje genow
reporterowych: pozytywne i1 negatywne. Marker negatywny umieszczony jest
zewngetrznie w stosunku do obszaru homologicznego. W ten sposéb komorki,
ktore wiaczylty wektor w wyniku rekombinacji homologicznej beda posiadaé
tylko gen reporterowy pozwalajacy na pozytywna selekcje, drugi rodzaj
markeréw zostanie utracony. W przypadku losowej integracji bardziej
prawdopodobne jest wilaczenie obu gendw (sprzyja temu tendencja do
faczenia si¢ wektorow ze soba w tzw. tandemy wielokopiowe zanim jeszcze
ulegna integracji do genomu). W selekcji warunkowo pozytywne]
wprowadzany transgen zawiera bezpromotorowy gen selekcyjny np. neo. W
nastgpstwie rekombinacji homologicznej gen ulega integracji w poblizu
komoérkowego promotora przez co mozliwa jest jego transkrypcja. Wiaczenie
w innym miejscu genomu powoduje, ze jest on nieaktywny (w przypadku

losowej integracji ekspresja genu z innego promotora jest mato
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prawdopodobna). Problem lokalizacji genu w odpowiedniej ramce odczytu
mozna rozwigza¢ umieszczajac przed nim sekwencj¢ IRES (Bishop, 2001).
Zastosowanie selekcji oraz ulepszonych wektorow uczynito technike
,wybijania genow” bardzo wydajna i1 skuteczna. Homologiczna wymiana
gendw mogtaby si¢ okaza¢ wysoce nieekonomiczna, gdybysmy chcieli jej

- A 4 [ [ 3

wektor = =J| 1 ﬁ —
\
- RS KA
it el —
rekombinacja 1
homeologiczna
- -
| Egzon 1} : + HEgmn3H {&

transkrypcja

+ egzon 1 +

N
translacja g
I EE

Rys. 12. Homologiczna wymiana gendéw przy uzyciu wektora zawierajacego markery

pozytywny .+’ i negatywny ,,-°’. Region homologiczny (oznaczony niebieska linia)
flankuje marker pozytywny (kolor zielony), geny reporterowe negatywne (kolor jasno
niebieski) znajduja si¢ w stosunku do niego zewngtrznie. Kazdy z genéw zaopatrzony jest
w odcinek promotorowy (») oraz sygnat poliadenylacji (V). Jezeli wektor wiaczy si¢ do
genomu za pomoca rekombinacji homologicznej marker negatywny nie zostanie wlaczony
do genu, natomiast gen pozwalajacy na selekcj¢ pozytywna zastapi czg$¢ genu
docelowego. W przypadku rekombinacji nieuprawnionej oba geny ulegna integracji z
DNA organizmu. Istnieja dwa mozliwe produkty zmodyfikowanego genu: biatko
warunkujace pozytywna selekcje np. neo (w przypadku rozpoczecia translacji od
promotora genu neo) lub bialtko hybrydowe zbudowane z czg$ci genu docelowego i1

transkryptu markera pozytywnego (rozpoczecie translacji od gtdownego promotora).
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Rys 13. Homologiczna wymiana genéw z wykorzystaniem wektora zawierajacego gen

pozytywnej selekcji pozbawiony wiasnego promotora. Produktem jest biatko hybrydowe
(mimo odmiennej budowy od zwyklego biatka markerowego hybryda nadal jest aktywna
biologicznie i niesie odpornos¢ na antybiotyk). Gdy wektor zaopatrzymy w sekwencje
IRES (kolor z6tty) komorka bedzie produkowa¢ dwa produkty: N-terminalna czg$¢ biatka
(odcinek kodowany na rysunku przez egzon 1) oraz biatko markerowe. Wynika to z
specyficznej budowy sekwencji IRES, ktéra zawiera kodony terminacyjne we wszystkich
trzech ramkach odczytu. Dodatkowo wspomaga ona rozpoczecie translacji z

wewngtrznego kodonu startowego mRNA. Oznaczenia jak w rysunku 12.

uzy¢ do otrzymywania organizmow transgenicznych w podobny sposéb jak w
trakcie mikroiniekcji. Uzyskanie odpowiedniej ilosci zygot byloby
niemozliwe, nawet przy wykorzystaniu superowulacji. Dokladne poznanie
cyklu rozwojowego myszy pozwolito ominaé t¢ przeszkodg. Otd6z na
poczatku lat 80-tych okazato sig, ze pewne komdrki zygoty mozna pobrac i
hodowa¢ in vitro podobnie jak zwykle komodrki somatyczne. Komorki te

nazwano pierwotnymi komorkami zarodkowymi lub w skrocie komoérkami
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ES (ang. embryonic stem cells). Komodrki ES pobiera si¢ z wezta
zarodkowego blastocysty (Rys. 14), a nastgpnie rozmnaza w sztucznych
warunkach. Po ich wprowadzeniu z powrotem do zarodka (na etapie
blastocysty lub moruli) komorki te tacza si¢ z reszta zarodka 1 biora udzial w
jego rozwoju. Pierwotne komorki zarodkowe wykazuja wihasciwosci
totipotencjalne, lecz w warunkach in vitro maja tendencje do szybkiego
réznicowania (powstaja potworniaki zlos§liwe tzw. teratokarcinoma) tracac
sw@j potencjal. Problem ten rozwiazano hodujac komorki ES na warstwie
komoérek  odzywczych  (fibroblasty ptodowe), ktore w  wyniku
napromieniowania utracily zdolno$¢ proliferacji. Czgsto zamiast warstwy
komérek odzywczych do kultury dodaje si¢ czynnik przeciwbialaczkowy
(LIF), ktory sprzyja mnozeniu si¢ komorek ES bez ich réznicowania. W ten
sposob uzyskano w miarg stabilng kultur¢ komorkowa, ktérej komorki mozna
podda¢ transfekcji, selekcji 1 ponownie wilaczy¢ do zarodka. Komorki ES
réznicuja si¢ w miarg rozwoju zarodka zasiedlajac rézne tkanki w tym
rowniez narzady rozrodcze. Ostatecznie rodza si¢ organizmy chimeryczne,
ktore zbudowane sa z komorek pochodzacych od dwdch réznych organizmow
(Rys. 15). Aby okresli¢ poziom chimeryzmu otrzymanych zwierzat
standardowo stosuje si¢ marker zwiazany z kolorem sier$ci. Zygoty biatych
myszy taczy si¢ z komorkami ES pochodzacymi od czarno umaszczonych
osobnikdw lub na odwrot. W ten sposob mozna tatwo ustali¢ stopien
chimeryzmu myszy, ktory moze si¢ waha¢ od kilku procent do ponad 90.
Nastepnie chimery rozmnaza si¢ taczac je z jednym z wczesniej uzytych
szczepow (krzyzoéwka wsteczna). Otrzymujemy potomstwo, ktérego zgodnie
z prawem Mendla jedna czwarta begdzie heterozygotami w stosunku do
transgenu (oczywiscie zakladajac, ze komodrki ES weszly w sklad linii
prekursorowej komorek rozrodczych). Przeprowadzajac dalsze krzyzowanie
mozna otrzyma¢ homozygoty (oznacza to calkowite wytaczenie danego genu

tzw. knock out) (Rys.16).
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Rys. 14. Poczatkowy etap rozwoju zarodka myszy. Liczby z indeksem ,,d” oznaczaja
liczbe dni po zaplodnieniu. Rysunki A-H przedstawiaja przekrdj poprzeczny przez

embrion w roznym okresie rozwoju (wg Sedivy i1 Joyner, 1992).
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Rys. 15. Tworzenie transgenicznych myszy przy uzyciu komoérek ES. a) najpierw
wprowadza si¢ wektor do komodrek ES (np. przez elektroporacje), nastgpnie przeprowadza
selekcje. Komorki, ktéore wilaczyty transgen za pomoca rekombinacji homologicznej
izoluje si¢ 1 wprowadza do blastocysty ,,gospodarza” (komorki ES mozna takze potaczy¢ z
zarodkami na etapie moruli, nie pokazane na rysunku). Po przeniesieniu zarodkéw do
matek zastgpczych embriony rozwijaja si¢ dalej, b) embrion zbudowany jest z dwoch
rodzajow komorek, jedne pochodza z komoérek ES (kolor czarny), drugie powstaly
natomiast z komorek gospodarza (kolor bialy). Po okoto trzech tygodniach rodza si¢
chimeryczne myszy (jezeli komodrki budujace cialo chimery pobrano od szczepow
rozniacych si¢ kolorem siersci, mozna tatwo oceni¢ poziom chimeryzmu wzrokowo).
Myszy takie krzyzuje si¢ z homozygotami recesywnymi jednego ze szczepow
wyjsciowych w celu otrzymania organizméw w cato$ci transgenicznych, ktére mimo

wszystko nadal beda hemizygotami. (wg Sedivy i Joyner, 1992, zmienione).
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L . przeniesienie chimera posiadajaca mysz
iniekcja transgenicznych chimerycznych komérki pochodzace "gospodarz”
komdrek ES z bialych blastocyst do z komérek ES
myszy do czarne] samic-biorczyn
blastocysty-"gospodarza”

A.
krzyzowanie chimer
2 bialymi myszami
mysz pochodzaca biata f'::or:la dzika mysz pochodzaca z
Z bialych komdrek p;‘oc g zl::‘_cEasz komoérek "gospodarza™
ES niosaca jedna omore
kopie transgenu
krzyzowanie dwdch
heterozygot
E forma dzika

Homozygota Heterozygoty

Rys. 16. Otrzymywanie myszy homozygotycznych (wg Sedivy i1 Joyner, 1992).

Czynnikiem limitujacym transgenez¢ zarowno w komodrkach ES 1
hodowlach komorek somatycznych jest sposdb dostarczenia egzogennego
DNA do komdrki. Bezposrednie wstrzyknigcie wektora do jadra jest co
prawda mozliwe, ale jest to metoda w tym przypadku bezcelowa
(dostarczenie do kazdej z miliona komorek transgenu, a pézniej wybranie 2-3
komoérek u ktorych nastapita prawidtowa rekombinacja byloby bezsensowne).

Podstawowa 1 najczeSciej stosowana metoda dostarczenia wektora jest
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elektroporacja. Technika ta polega na wywolaniu przejSciowych zmian w
btonie komdrkowej pod wptywem pradu elektrycznego (krotki, ale niezwykle
silny impuls rzedu kilku kV/ecm powoduje powstanie porow w plazmolemmie
przez ktoére transgen moze si¢ przedosta¢ do wngtrza komoérki). Na podobne;j
zasadzie oparta jest metoda wykorzystujaca ultradzwigki. Inna czgsto
wykorzystywana technika jest koprecypitacja w obecnosci fosforanu wapnia
oraz lipofekcja. W pierwszej metodzie do roztworu zawierajacego DNA
dodaje si¢ chlorek wapnia 1 fosforan sodu. Oba zwiazki reaguja ze soba
tworzac nierozpuszczalny fosforan wapnia, ktory moze si¢ faczy¢ z DNA.
Nastepnie komorki wchianiajg powstaly kompleks na drodze pinocytozy lub
fagocytozy. W procesie lipofekcji wykorzystuje sie¢ wlasciwosci DNA do
tworzenia komplekséw z matymi, dodatnio natadowanymi pecherzykami
lipidowymi. Pg¢cherzyki te zlewaja si¢ z blona komoérkowa wprowadzajac
DNA do wnegtrza komorki. Zadaniem wszystkich tych technik, cho¢ r6znia sig
wydajnos$cia 1 uzytecznoscia w odniesieniu do poszczegélnych komorek, jest
wprowadzenie obcego DNA do komorki (Tabela 4).

Techniki umozliwiajace  posrednia transfekcje  (wszystkie  oprocz

mikroiniekcji) maja zdecydowanie nizsza wydajno$¢ niz iniekcja do

Tabela 4. Uzytecznos$¢ roznych metod dostarczania wektora do komorki.

(wg Vasquez i wsp., 2001).

.. | Skutecznos$¢ |Losowa In.te'graCJa Wspolczynmk' Uzytecznos¢
Metoda transfekcji . : . | miejscowo | homologiczne;j %
transfekcji | integracja . X metody
specyficzna | wymiany genow
Mikroiniekcja brak danych | 1.2 x 10™ brak 8x 107 1:15
danych
Elektroporacja 10% 8.7x10*% | 22x107 2.1x 107 1:2 400
Kopreeyptacja w50, 1255107 | 12x102 | 63x 107 1:40 000
obecnosci CaPOy
Lipofekcja
(z wykorzystaniem 98% 22x 10" | 1.5x107 6.2x 107 1:350 000
LipofectAmine)

* im mniejszy stosunek obu wartosci tym lepsza uzyteczno$¢ metody
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przedjadrzy. Wynika to z tego, ze wektor trafia do cytoplazmy, a nie
bezposrednio do jadra. Po drodze wigkszos¢ DNA jest degradowane przez
nukleazy obecne w komoérce. W zwiazku z mala czgstoscia z jaka zachodzi
rekombinacja homologiczna niezwykle istotne jest zastosowanie procedur,
ktore pozwalaja zwigkszy¢ jej udziat przy jednoczesnym obnizeniu poziomu
rekombinacji nichomologicznej. Mozna na przyktad do konstrukcji wektorow
wykorzysta¢ ,,izogenny” DNA (tzn. pochodzacy z komorek szczepu
transfekowanego). Analiza doswiadczen wykazata, ze w momencie , gdy
uzywa si¢ izogennego DNA wspotczynnik integracji za pomoca rekombinacji
homologicznej znacznie wzrasta (te Riele 1 wsp., 1992). Dane te dotycza
myszy hodowlanych, natomiast podobna analiza w stosunku do komorek
cztowieka nie ujawnila takich preferencji. Jest to korzystne , poniewaz w
przeciwienstwie do myszy by¢ moze begdzie mozliwe stworzenie jednego
wektora uzytecznego we wszystkich liniach komorkowych czlowieka (Sedivy
1 Dutriaux, 1999). Innym uzytecznym podejsciem do problemu moze by¢
wykorzystanie istniejacych linii komoérkowych o szczegbdlnie wysokim
poziomie rekombinacji homologicznej np. kurzych limfocytow B linii DT40
powstatych w wyniku wirusowo indukowanej biataczki, badz tez stworzenie
sztucznych linii komorkowych o podobnych wiasciwosciach. Komorki takie
moga powsta¢ w wyniku homologicznej wymiany genéw zaangazowanych w
proces rekombinacji. Wiaczenie nadmiarowych kopii genow takich jak Rad51
1 Ubll (gen kodujacy ludzkie biatko ubikwityno podobne) moze znacznie
zwigkszy¢ czesto$¢ rekombinacji homologicznej. Na podobnej zasadzie
mozna zmniejszy¢ poziom rekombinacji nichomologicznej (Vasquez 1 wsp.,
2001). Rownie ciekawe sa obserwacje §wiadczace, ze w przypadku ssakdéw
dtlugos¢ odcinka homologicznego, cho¢ jest wazna, nie jest czynnikiem
decydujacym o czgstotliwosci rekombinacji homologicznej. Czynnikiem tym
jest ilos¢ 1 lokalizacja uszkodzeh DNA genomowego (zwtlaszcza peknigé

dwuniciowych). Proces rekombinacji homologicznej, a wigc rowniez
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wymiany gendw za pomoca techniki gene targeting, wzrastal znacznie po
wprowadzeniu nacie¢ DNA za pomoca restryktazy (Godwin i wsp., 1994).
Wyniki te sugeruja, ze jesli w jaki§ sposob udaloby si¢ naciag¢ DNA w
wymaganym miejscu mozna by wielokrotnie zwigkszy¢ wspotczynnik
rekombinacji homologicznej. Uzycie ktoregokolwiek z naturalnych enzyméw
restrykcyjnych nie przyniesie odpowiednich rezultatow (sekwencje przez nie
rozpoznawane wystepuja w zbyt duzej iloci w genomie 1 sa przy tym mato
specyficzne), jednak stworzono juz kilka ,,chimerycznych” nukleaz
sktadajacych si¢ z niespecyficznej domeny odpowiedzialnej za cigcie DNA
oraz domeny wiazacej si¢ z $ci$le okreslong sekwencja (zawierajaca motyw
palca cynkowego) (Bibikova 1 wsp., 2001). Prawdopodobnie juz w niedalekie;j
przysztosci mozliwe bedzie stworzenie banku takich enzymow.
Alternatywnym sposobem tworzenia podwojnych przerw DNA w Scisle
okreslonym miejscu moze by¢ wykorzystanie oligonukleotydow tworzacych
trojniciowe DNA (TFO, ang. triplex-forming oligonucleotides). TFO sa
krétkimi olinukleotydami silnie wigzacymi si¢ z specyficznymi miejscami
genomu zawierajacymi duza ilo$¢ puryn (Rys. 10). Oligonukleotyd taczy si¢ z
odpowiednia nicia dzigki wiazaniom wodorowym lokujac si¢ w wigkszym
rowku dsDNA Miejsca do ktéorych wykazuja powinowactwo TFO
rozmieszczone sa stosunkowo czesto (mniej wigcej co lkpz), dlatego
powinny si¢ one znalez¢ teoretycznie w kazdym genie. Trojniciowe DNA
rozpoznawane jest jako uszkodzenie i ulega wycigciu. Mechanizm tego
procesu nadal pozostaje niewyjasniony (Vasquez i1 wsp., 2001).

Tworzenie organizmow transgenicznych przy pomocy homologicznej
wymiany genow przez dlugi czas pozostawato mozliwe tylko w stosunku do
myszy. Komorki ES dzigki ktérym proces ten byl mozliwy otrzymano tylko u
myszy. Dopiero w drugiej polowie lat 90-tych udalo si¢ uzyska¢ linie o
charakterze immortalizowanych (unie$miertelnionych), pluripotencjalnych

komoérek u innych organizmow oraz ostatecznie w 1998 roku u cztowieka. W
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tym ostatnim przypadku procedura analogiczna do stosowanej u myszy, cho¢
wydaje si¢ mozliwa, jest nieosiagalna ze wzgledow praktycznych i etycznych

(Bishop, 2001).

2.2.3. KLONOWANIE SOMATYCZNE

Najmlodsza, ale i najszybciej rozwijajaca si¢ technika tworzenia zwierzat
transgenicznych jest klonowanie somatyczne. Zasada tej techniki polega na
umieszczeniu w  bezposrednim  sasiedztwie enukleowanego oocytu
(pozbawionego wtasnego DNA) dowolnej komodrki somatycznej lub jej jadra.
Oocyt taki poddaje si¢ dziataniu pradu (elektrofuzja, zjawisko oparte na tych
samych zasadach co elektroporacja) w wyniku czego dochodzi do potaczenia
obu komorek oraz aktywacji oocytu, ktory staje si¢ de facto zygota (Rys. 17).
Klonowanie jest niestety nadal technika mato wydajna, ale jej burzliwy
rozw6j pozwala przypuszcza¢, ze juz niedlugo sytuacja ta si¢ zmieni.
Decydujaca role wydaje si¢ odgrywac¢ odpowiednia synchronizacja cyklu
rozwojowego obu komorek (faza G0/G1). Chociaz technika ta budzi wiele
kontrowersji etycznych (klonowanie cziowieka) 1 naukowych (niektorzy
watpia w jej uzyteczno$¢ ze wzgledu na skracanie si¢ telomerdéw, ktore sa
wyznacznikiem dtugosci zycia organizmu) z praktycznego punktu widzenia
moze si¢ okaza¢ niezwykle uzyteczna. Zastosowanie klonowania w
transgenezie pozwoli na wykorzystanie hodowli tkankowych jako Zzrodia
komorek bedacych prekursorami organizméw transgenicznych. W ten sposob
bedzie mozna pomina¢ etap komoérek zarodkowych oraz organizmow
chimerycznych uzyskujac w pierwszym pokoleniu organizmy w catosci

transgeniczne (Modlinski 1 Krasiewicz, 2001).
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Rys. 17. Klonowanie somatyczne. Pobrane oocyty pod wptywem czynnikéw chemicznych

dojrzewaja in vitro, nastgpnie przy pomocy mikropipety usuwa si¢ z nich chromosomy i
ciatko kierunkowe (b), wewnatrz oslonki przejrzystej pozostaje tylko cytoplazma.
Fibroblasty pobrane z dorostego zwierzgcia hoduje si¢ na szalkach (d). Jedna z komorek
zostaje wceiagnigta do mikropipety, ktora przekuwa si¢ ostonke przejrzysta enukleowanego
oocytu (e). Komoérke skéry wprowadza si¢ pod ostonke przejrzysta (f). Komorka jajowa
laczy si¢ z fibroblastem pod wplywem impulsu elektrycznego-elektrofuzja (g). Jadro
fibroblastu przechodzi do cytoplazmy oocytu (h). Po kilku godzinach komoérka zaczyna sig
dzieli¢ (wg Lanza i wsp., 2001).
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3. BADANIA NAD HISTONEM H1 MYSZY

Geny kodujace histony ulozone sa na chromosomach w grupach, ktore
u nizszych Eukaryota stanowia tandemowe powtorzenia osobno
zgrupowanych genow histonow rdzeniowych 1 tacznikowych. Inaczej
wyglada to u wyzszych organizméw u ktorych geny te podobnie tworza
wyrazne grupy, lecz sa one wymieszane mi¢dzy soba. U myszy mozna
wyrozni¢ co najmniej osiem wariantow histonow H1. Histony Hla-e 1 H1t
zlokalizowane sa na chromosomie 13. Histon HI1° znajduje si¢ na
chromosomie 15, natomiast Hloo na 6. Rozmieszczenie poszczegdlnych
wariantdw wydaje si¢ cecha utrwalona ewolucyjnie u wielu gatunkow.
Rowniez u cztowieka geny histonéw Hla-e 1 HIt potozone sa na jednym
chromosomie (krotkie ramie 6 chromosomu, region 21.1-22.2), podobnie
histon H1° lezy samotnie na chromosomie 22. U myszy wigkszo$¢ genow
histonowych zgrupowane jest na odcinku dtugosci 1Mpz (region HIST1). W
jego obrebie mozemy wyr6ézni¢ dodatkowo trzy mniejsze grupy. Pierwsza
zawierajaca 9 histonow rdzeniowych oraz Hla, Hlc i dos¢ zaskakujaco HIt
zajmuje odcinek 80 kpz. Nastepna grupa zawiera histony Hld i Hle. W sktad
ostatniej najbardziej wyrdzniajacej si¢ grupy oddalonej od poprzednich o
blisko 500 kpz wchodzi 16 gendw histonéw rdzeniowych 1 histon H1b (Rys.
18). Mimo, iz kolejno$¢ gendéw jest utrwalona ewolucyjnie u organizmow
takich jak mysz 1 cztowiek (prawdopodobnie ma to wpltyw na regulacje
ekspresji gendw) nie mozna si¢ tu dopatrzy¢ zadnego schematu. Przyktadowo
geny Hla 1 Hlc oddzielone przez HIt znajduja si¢ w bezposrednim
sasiedztwie ulegaja ekspresji we wszystkich komorkach somatycznych,
natomiast histon H1t wystgpuje jedynie w spermatocytach.

Ulozenie gendw jest wazne, gdy chcemy otrzyma¢ organizmy
transgeniczne w ktérych wylaczenie genu (nokaut) ma obejmowac wigcej niz

jeden wariant H1. Geny zlokalizowane na jednym chromosomie sa ze soba
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Rys. 18. Organizacja gendéw histonéw HI; a) mapa gendéw histonowych czlowieka. b)
mapa gendw histonowych myszy. Pomimo réznic w nazewnictwie odpowiednie geny sa
genami homologicznymi i zajmuja te same pozycje u obu gatunkéw. Przykladowo gen
H1.2 znajduje si¢ miedzy genami kodujacymi histony H3 1 H4, podobnie zlokalizowany
jest jego mysi odpowiednik Hlc. a) wg Albig i wsp., 1997, b) wg Wang i wsp. 1997.

sprzezone, dlatego nie mozna otrzymac¢ podwdjnych nokautow takich genow
na drodze krzyzowania odpowiednich homozygot. Potozenie wigkszos$ci
gendéw histonow H1 na matej przestrzeni jednego chromosomu znacznie

komplikuje procedurg badan (Albig 1 wsp., 1997, Wang i wsp., 1997)
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3.1. NADPRODUKCJA HISTONU H1

Jednym ze sposobow pozwalajacych na okreslenie funkcji biatka jest
wprowadzenie nadmiarowych genéw w celu wywotania nadprodukeji
analizowanych struktur. Geny takie musza by¢ aktywne w komorkach, a
poziom ich ekspresji powinno da¢ si¢ regulowac. Grupa pod przewodnictwem
Browna skupita si¢ na dwoch wariantach histonu H1, mianowicie Hlc 1 Hle.
Dzigki zastosowaniu odpowiednich technik udato si¢ stworzy¢ komorki
produkujace duze ilosci wspomnianych bialek. Na poczatku skonstruowano
odpowiednie wektory. W ich sktad wchodzita sekwencja kodujaca histonu H1
uzyskana przy wykorzystaniu PCR, promotor MT oraz gen reporterowy neo
(Rys. 19).

a) b)

MT43MslAneo
8708 pz

MT75MslIneo

8309 pz

Rys. 19. Schemat budowy wektoréw uzytych w celu wywolania nadekspresji. a) plazmid
MT43MslAneo niosacy sekwencje kodujaca histon Hlc (MH43M), b) plazmid
MT75Mslneo z wbudowana sekwencja histonu Hle. Nalezy zwroci¢ uwage, ze pierwszy
plazmid posiada sekwencj¢ poliadenylacji (poli A) i sekwencje ,,spinki do wloséw” (SL)
przez co moga powsta¢ dwa rodzaje biatka Hlc (strzatki A+ i A- nad wektorem),
natomiast plazmid MT75Mslneo wyposazony jest tylko w ta ostatnia strukturg. MT-
promotor indukowany metalami cigzkimi; neo i amp - geny reporterowe; ori -poczatek

replikacji. (wg Brown i Sittman, 1993).
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Sekwencje kodujace histonow H1 zmodyfikowano w obrgbie 19 kodonu tak,
aby kodowanym aminokwasem byta metionina normalnie nie wyst¢pujaca w
zadnym z histondw somatycznych. Kodon 19 koduje alaning 1 waling
odpowiednio w histonie Hlc 1 Hle. Poréwnanie sekwencji u rdéznych
gatunkéw wykazato, ze jest to miejsce mato konserwatywne ewolucyjnie, a
wigc zmiana mutacyjna w jego obrgbie nie powinna wptyna¢ na budowg 1
funkcje¢ biatka. W pozniejszym etapie badan okazato sig, ze bylo to stuszne
zatozenie, zmodyfikowane biatka zachowywaty si¢ identycznie jak ich
endogenne odpowiedniki (aktywnie taczyly si¢ z nukleosomem, szybko$¢
wedréwki obu biatek podczas elektroforezy byta taka sama jak w kontroli). W
czasiec hodowli komoérkom podawano surowicg zawierajaca metioning
wyznakowana promieniotworczym izotopem siarki [°S]. W ten sposob
mozna bylo tatwo odrozni¢ produkty biatkowe pochodzace od
wprowadzonego genu od ich endogennych homologdéw. Geny znajdowaty si¢
pod kontrola promotora MT (ang. metallothionein). Pozwolilo to na indukcje
ekspresji wprowadzonych gendéw przez podanie soli metali cigzkich (w tym
przypadku ZnCl;). Wektory doktadnie sprawdzono wykorzystujac
mapowanie przy pomocy restryktaz, natomiast regiony kodujace H1 w catos$ci
zsekwencjonowano (miato to wykluczy¢ mozliwo$s¢ mutacji). Tak
przygotowane wektory wprowadzono do komorek MEL oraz fibroblastow
BALB/3T3. Komorki transfekowano metoda koprecypitacji, a nastgpnie
poddawano przez 2-3 dni selekcji w roztworze 400 pg/ml G418.
Nadprodukcj¢ histonow Hle 1 Hlc indukowano przez glodzenie komodrek
(faza Gy) przy jednoczesnym podawaniu ZnCl,. Nastepnie biatka izolowano
(homogenizacja, wirowanie), a ich rozdzial przeprowadzono przy uzyciu
zmodyfikowanej techniki HPLC oraz na zelu poliakrylamidowym w
obecnosci SDS (SDS-PAGE). Wyniki jednoznacznie potwierdzily, ze
dominujacym wariantem histonu w indukowanych komodrkach byt histon

egzogenny. Histon Hlc wykazywal prawie siedmiokrotny wzrost ilo$ci
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stanowigc w komorkach blisko 60% frakcji histonu H1 (w komorkach
kontrolnych byto to 17.5%). Nadekspresja Hle byta stabsza, ale ostatecznie
wariant ten stanowit okoto 70% catej ilosci histonu H1 (kontrola zawierata
53%). Roznice te wynikaly z nieobecno$ci sekwencji poliadenylacji w
wektorze Hle. Wsrdd histondw somatycznych jedynie Hlc posiada taka
sekwencje sygnatowa w wyniku czego w komorkach syntetyzowane sa dwa
rodzaje transkryptéw, jeden zakonczony ogonem poli A, drugi natomiast
typowa dla reszty histondéw struktura ,,spinki do wloso6w”. Poliadenylowana
forma Hlc stanowi niewielka frakcje biatka Hlc w fazie S, ale jej ilos¢
wzrasta wraz z wejSciem komoérek w faze Gy. Wprowadzenie sygnalu
poliadenylacji (z histonu Hlc) do plazmidu niosacego sekwencj¢ histonu Hle
przyczynito si¢ do wzrostu stabilnosci mRNA genu Hle czego skutkiem byto
podniesienie poziomu ekspresji genu (histon Hle wyposazony w ogon poli A

stanowit az 84% wszystkich H1). W odpowiedzi na wzmozona ekspresj¢

Tabela 5. Procentowy udzial poszczegolnych wariantow histonow H1 (wg

Brown i Sittman, 1993).

Procentowy udzial histonéw H1
A B 1 2 3 4
H1° H1° Hl1b Hla Hle Hlc
komorki 3T3
-Zn 2.8 53 20.1 1.6 52.7 17.5
+7Zn 2.1 53 20.0 1.7 53.3 17.6
komorki z nadprodukcja
histonu Hle
-Zn 33 59 226 542 14.0
+Zn . . . === . .
komoérki z nadprodukcija 2.2 4.7 20.5 T 68.8 i
histonu poli A Hle
-/Zn
+7n 3.1 8.3 13.5 -—-- 67.7 10.4
komorki z nadprodukcja 1.3 4.1 8.6 B 84.1 2.0
histonu Hlc
-/Zn 1.4 39 234 -—- 46.6 24.8
+7Zn 0.6 1.6 15.1 -—- 24.0 58.7
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nadmiarowych genow HI1 ilos¢ pozostalych bialek H1 spadata (Tabela 5).
Komoérki produkujace zwigkszone ilosci bialek Hlc lub Hle byly zywotne 1
nie wykazywaty zadnych nieprawidtowosci (Brown 1 Sittman, 1993).

Wyniki te staty si¢ przyczyna dalszych badan. W analogiczny sposob
stworzono komorki produkujace zwigkszone ilosci H1° 1 Hlc. Sekwencje
kodujaca histonu H1° wlaczona do plazmidu otrzymano w wyniku odwrotne]
transkrypcji mRNA komoérek BALB/c 3T3 (cDNA), a nastgpnie namnozono
za pomocg techniki PCR (sekwencja ta réznita si¢ od sekwencji z banku
gendw jednym podstawieniem w pozycji 67; Asn—Asp). Otrzymane komorki
poddano szczegotowej analizie. Cho¢ byty one zywotne wykazywaty szereg
drobnych zaburzen. Wykorzystujac technike FACS zaobserwowano, ze
komorki z nadprodukcja H1° cechowaly si¢ przelotnym opdznieniem w
przejsciu z fazy G; do S. W przypadku komorek produkujacych zwigkszone
ilosci H1c nie zaobserwowano takiego zjawiska. Po indukcji komorek poziom
egzogennych histondéw znacznie wzrastal, w nastgpstwie czego ilos¢ innych
histonow malata (zjawisko kompensacji dazace do utrzymania odpowiednie]
stechiometri Hl:nukleosom). Zjawisko to nie bylo jednak w stanie
zréwnowazy¢ zwigkszonej produkcji nadmiarowych histonow H1, stosunek
histonow do nukleosomow ulegt znacznej zmianie. W komorkach
kontrolnych wynosit on 0.8, natomiast w transgenicznych 1.3 (H1°) i 1.1
(HIc). Za pomoca techniki obrony przed RNA-za (ang. RNAase protection
analis) zbadano poziom ekspresji kilku genow house keeping oraz genow
regulujacych cykl komorkowy (c-mye, c-fos, B-aktyna, GAPDH, cyklofilina,
cyklina D2 1 cdc2). Histon H1° powodowat obnizenie poziomu ekspresji
wszystkich badanych genéw. Komorki produkujace duze ilosci Hlc
utrzymywaty jednak ekspresje niektoérych genéw na niezmienionym poziomie
(c-fos, B-aktyna), a nawet wykazywaly w pewnych przypadkach znaczny
wzrost transkrypcji (GAPDH, c-myc, cyklofilina) (Brown i wsp. 1996). Aby

okresli¢, ktéra cze$¢ histonu Hlc 1 HI1° decyduje o obnizeniu lub
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Rys. 20. Chimeryczne histony H1. Poszczeg6lne histony zbudowane sa z réznych domen
histonow Hlc i H1°, np. OOC oznacza biatko zbudowane z N-terminalnej i centralnej
domeny pochodzacej od histonu H1° oraz C-terminalnej z Hlc. MW oznacza przyblizona

masg biatek w Da (wg Brown 1 wsp., 1997).

podwyzszeniu poziomu ekspresji genéw stworzono szereg histonow HI1
zbudowanych z domen o ro6znym pochodzeniu (Rys. 20). Po zbadaniu
ekspresji badanych genoéw okazato sig, ze kluczowa rolg¢ w tym procesie
odgrywa domena globularna. Jest to dosy¢ zaskakujaco jesli wzia¢ pod uwage
mate roznice w obrgbie tej domeny wsrod roznych wariantow H1. Domeny C-
terminalna 1 N-terminalna nie mialy wigkszego znaczenia na proces.
Ekspresja genow cyklofiliny, B-aktyny i GAPDH byta 2-3-krotnie wyzsza w
mutantach produkujacych zwigkszone ilosci biatek CCO, OCC i1 OCO.
Komérki wytwarzajace duze ilosci chimerycznych biatek OOC 1 COO
zachowywaty si¢ podobnie do tych ktore produkowaty w nadmiarze histon
H1°, mianowicie powodowaly represje genow (Rys. 21) oraz wykazywaty
identyczne zaburzenia cyklu komorkowego (opdznienie wejscia w faze S).
Tak duze znaczenie domeny globularnej mozna wytlumaczy¢ jedynie przez
to, ze jest ona miejscem przylaczenia histondéw H1 do nukleosomu (Brown i1
wsp., 1997).

W celu bardziej szczegétowego zbadania wplywu nadprodukcji

poszczegbdlnych histonow HI1 na aktywacje gendw oraz na strukture
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Rys. 21. Poziom ekspresji kilku bialek w komorkach 0 Wwzmozonej syntezie
chimerycznych histondw HI1. Jako punkt odniesienia postuzyt poziom rRNA (wg Brown 1

wsp., 1997).

chromatyny do komoérek wprowadzono dodatkowy transgen. Badano
aktywno$¢ dwoéch gendéw: GFP (biatko fluoryzujace na zielono) 1 CAT
(acetylotransferaza chloramfenikolu) znajdujacych si¢ pod kontrola
promotora MMTV (wirus guza sutka myszy). Promotor MMTV obejmuje
sze$¢ nukleosomoéw, na drugim z nich znajduje si¢ element HRE (element
odpowiedzi na hormon) tuz obok miejsca startu transkrypcji. Promotor ten
indukowany jest przez hormony, za§ jego aktywnos$¢ zalezna jest od
konformacji chromatyny, ktéra wptywa na dostgpnos¢ elementu HRE dla
kompleksu hormon-receptor. Dodatkowo na proces przebudowy struktury
promotora duzy wptyw ma potozenie histonu H1. Do komoérek witaczono
takze gen hGR (ludzki receptor glikokortykoidow) co pozwolilo na
kontrolowana indukcj¢ promotora MMTYV (Rys. 22).

Poziom ekspresji genow CAT 1 GFP kontrolowany bezposrednio przez
promotor MMTV z komoérkach wykazujacych nadprodukcje histonéw H1° 1
Hlc wykazywal znaczny wzrost w poréwnaniu do komérek kontrolnych. Z

czasem poziom ten ulegal obnizeniu (typowe zjawisko dla tego promotora),
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Rys. 22. Struktura wektorow. Plazmid pMMTVGFPPhyg niesie sekwencje genu

reporterowego GFP pod kontrola promotora MMTV-LTR (indukcja za pomoca
glikokortykoidow) oraz gen selekcyjny dajacy odporno$¢ na higromycyng (hyg). Plazmid
pGRpur zbudowany jest z genu ludzkiego receptora glikokorykoidow (hGR) oraz markera
selekcyjnego na puromycyng (pur). Wektor pMTH1Aneo zawiera sekwencj¢ genu Hlc lub
H1° znajdujacego si¢ pod kontrola promotora MT obok genu odpornosci na neomycyng

(wg Gunjan 1 Sittman, 1999).

ale wciaz przewyzszat ilo§¢ transkryptow CAT 1 GFP w komorkach 3T3.
Wynik ten byl szczegdlnie zaskakujacy w odniesieniu do histonu H1°, ktory
jak wykazano wczesniej wykazuje tendencje do wyciszania genow.
Przyczyny takiego zachowania si¢ komoérek o nadekspresji histonow HI1
dopatrywano si¢ wzaburzeniu stechiometrii histonow H1 do nukleosomu
(0,78 kontrola; 1,32-1,35 H1° 1 1,19 Hlc), jednak nalezato ta hipoteze
odrzuci¢, poniewaz zwigkszony poziom ekspresji wektora, ktory nie ulegt
wlaczeniu do genomu nie powodowal podobnego zjawiska. W ten sposob
wykazano, ze podtozem procesu sa unikatowe wlasciwosci poszczegdlnych
histonéw, a nie ich stosunek do nukleosoméw. Ponadto wykryto drugi

mechanizm regulacji promotora MMTV zalezny od acetylacji histonow
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rdzeniowych. Dzialanie na komorki trichostatyng A (inhibitor deacetylacji,
powoduje wzrost acetylacji histonow rdzeniowych) skutkowalo wzrostem
aktywnos$ci promotora MMTV (jednoczes$nie trichostatyna A hamuje synteze
biatka, co $wiadczy o niezaleznos$ci tego procesu od fazy S). Oba procesy
regulacyjne byly niezalezne od siebie (ich dziatanie byto addytywne). Wzrost
aktywnosci promotora MMTV w komorkach produkujacych zwigkszone
ilosci histonéw HI1 jest intrygujacy przynajmniej z jeszcze jednej przyczyny.
Otoz a priori przyjeto, ze regulacja genéw odbywa si¢ na drodze odlaczania
histonu H1 w regionach promotorowych przez co chromatyna w tych
miejscach jest luzniejsza i1 latwiej dostgpna dla czynnikow transkrypcji.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze proces ten moze przebiega¢ na zupeinie
innych zasadach niz sobie to wyobrazalismy do tej pory (Gunjan i Brown,
1999a).

Roéwniez strukture chromatyny komorek z nadekspresja H1 poddano
szczegotowej analizie. Trawienie chromatyny nukleaza z mikrokokéw
ujawnito, ze histon H1° wykazuje silniejsze wiasciwosci ochronne niz wariant
Hlc (trawienie do mononukleosoméw trwato dtuzej lub wymagato wigkszego
stezenia nukleazy). Wykorzystujac wczedniej stworzone chimeryczne geny
histonow H1 wykazano, ze w procesie tym decydujaca role odgrywaja
domeny centralna i aminoterminalna. Wyniki te sugeruja, ze nawet tak kréotka
domena histonu H1 jak ogon aminoterminalny moze mie¢ duzy wpltyw na
pewne wilasciwosci bialka (jest to jeden z nielicznych przykladow
ukazujacych znaczenie tej czg$ci histonu H1). Stosunek histonéw H1 do
nukleosoméw w komoérkach z nadprodukcja H1 jest znacznie zmieniony, ale
nie zaburza to procesu skladania chromatyny (nie wykryto niewlasciwej
struktury wyzszego rzedu), zaobserwowano jednak wzrost dtugosci DNA
facznikowego o 15-16 pz (Tabela 6). W doswiadczeniu tym posrednio

wykazano, ze do nukleosomu moze taczy¢ sig¢ wigcej niz jedno biatko H1.
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Tabela 6. Dlugos¢ powtarzalnej dlugosci nukleosomu w komorkach

produkujgcych zwigkszone ilosci histonu H1 (wg Gunjan i wsp., 1999b).

Powtarzalna dlugo$¢ DNA nukleosomu NRL (wyrazona w pz)
Linia komorki komorki intensywnie komorki intensywnie
komorkowa | w fazie Gy rosnace rosnace w obecnosci
hydroksymocznika*
3T3 188 175 177
MTHI1® 192 190 189
MTHIlc 191 189 188

*dodanie do hodowli hydroksymocznika miato na celu okreslenie czy proces jest zalezny
od syntezy DNA.

Moze mie¢ to duze znaczenie w regulacji genow, zwlaszcza jesli zachodzi
tylko w okreSlonych regionach chromatyny. Wedlug Browna 1
wspolpracownikow histon H1° jest odpowiedzialny za tworzenie zwarte]
struktury chromatyny zast¢pujac inne histony w czasie roznicowania sig
komoérek. Nadprodukcja tego wariantu w komorkach silnie proliferujacych
nasladuje proces roznicowania (wejscie w faze Gy) poprzez akumulacj¢ H1°.
Efektem tego zjawiska jest represja genéw obserwowana w tych komorkach.
Natomiast histon Hlc wykazuje zupelnie inne wiasciwosci. Pomimo, iz
biatko to wiaze si¢ aktywnie z chromatyna tworzy ono wzglednie ,,otwarta”
strukture, ktora sprzyja transkrypcji 1 replikacji przez tatwy dostep czynnikow
zaangazowanych w te procesy. Nadprodukcja Hlc skutkuje wiazaniem si¢
nadmiarowych biatek Hlc z regionami w ktérych normalnie wariant ten nie
wystepuje powodujac wzrost aktywnosci genow w normalnych warunkach
wyciszonych (Gunjan i wsp., 1999b).

Badajac chromatyng komorek o wzmozonej produkcji histonow HI
odkryto takze, ze wzrost ilosci histondow H1 powoduje obnizenie acetylacji
histonéw rdzeniowych. Proces ten jest niezalezny od struktury chromatyny
(trawienie nukeaza z mikrokokéw nie wpltywato na badany proces).
Acetylacja histonow powigzana jest z aktywacja transkrypcji. Rozne
acetylotransferazy histonowe (HAT) sa skladnikiem aktywujacych 1
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koaktywujacych komplekséw transkrypcyjnych. Natomiast chromatyna
hipoacetylowana wykazuje niski poziom aktywnosci, a w procesie tym
uczestnicza deacetylazy histonowe (HDAC). Nadprodukcja histonéw Hlc 1
HI1° przyczynita si¢ do trzykrotnej redukcji poziomu acetylacji histonow
rdzeniowych. Catkowite usunigcie histonow (0,6M KCI) dawato odwrotny
skutek podwyzszajac poziom acetylacji. Analogicznie zachowywaly si¢
komorki traktowane trichostatyna A (inhibitor HDAC). Na poziom
deacetylacji w komorkach z nadprodukcja H1 najbardziej wptywala struktura
chromatyny, natomiast poziom aktywnosci HAT 1 HDAC nie zmieniat sig.
Dodatkowo proces ten moze by¢ regulowany na poziomie nukleosomow.
Histon H1 taczac si¢ z rdzeniem nukleosomu powoduje zmiang struktury
ogondw histondw rdzeniowych oraz ich interakcji z DNA. (Gunjan i wsp.,
2001). Obserwacje te potwierdzity wczesniejsze doswiadczenia wskazujace,
Ze obnizenie poziomu deacetylacji sprzyja wzrostowi aktywnosci wlaczonych
transgendw. Ponadto proces deacetylacji powiazany jest prawdopodobnie z
metylacja DNA (metylacja przy wspotudziale biatkka MeCP2 sprzyja
deacetylacji wyciszajac gen), jednak sa to procesy niezalezne od siebie
(Pikaart 1 wsp., 1998).

Wyniki nadprodukcji Hlc 1 H1° sa zgodne z proponowana funkcja obu
wariantow H1. Nadekspresja H1® przyczynia si¢ do wyciszenia gendw przez
tworzenie zwartej struktury chromatyny ograniczajac dostgp do odcinkow
promotorowych takim czynnikom jak HAT. W wyniku tego procesu histony
rdzeniowe ulegaja deacetylacji, a poziom aktywno$ci gendw maleje jeszcze
bardziej. W przypadku Hlc mamy doczynienia z doktadnie odwrotnym
zjawiskiem. H1c wiazac si¢ w duzych ilosciach z chromatyna nie przeszkadza
w jej oddziatywaniu z czynnikami transkrypcji oraz HAT 1 HDAC. W ten
sposob czegs¢ genow pomimo lub wrgcz dzigki obecnosci duzych ilosci tego

wariantu histonu ulega aktywacji.
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3.2. KNOCK OUT HISTONOW H1 U MYSZY.

Bezposrednia metoda pozwalajaca na okreslenie funkcji biatka jest jego
eliminacja . Wykorzystujac technik¢ homologiczne; wymiany gendéw udato
si¢ stworzy¢ transgeniczne myszy niosace mutacje null w obregbie réznych
wariantow H1. Jako pierwszy zbadano histon H1°. Na drodze elektroporacji
wprowadzono odpowiedni wektor do komorek ES (Rys. 23), a nastgpnie

poddano selekcji na odporno$¢ na G418 i gancyklowir. Sposrod 7,5 x 107

a) Wektor

Xbal Pstl Psti

+——28kpz—»—F

Endogenny
locus H1° X X
Xbal Pstl 5.6kpz Pstl
H1°
Zmodyfikowany *
=
h) locus H1 Pstl «——— 3.6kpz——Pstl

Xbal Pstl 1]

Rys. 23. Homologiczna wymiana genu H1°. a) wektor o dtlugosci 5,1 kpz uzyskany z
biblioteki gendéw (odcinek XbalH1°) zmodyfikowano przez usunigcie 170 kodonow H1° od
strony 5° w ktérych miejsce wstawiono gen neo, dodatkowo na zewnatrz od regionu
homologicznego (odcinki o dlugosci 2,8 kpz i 1,2 kpz) dotaczono gen tk z promotorem
PGK pozwalajacy na selekcje negatywna. b) locus H1° po rekombinacji homologicznej,
zamiast genu H1° w miejscu tym znajduje si¢ gen neo (selekcja pozytywna). Gen neo
wprowadza dodatkowe miejsce cigcia przez restryktazg Pstl, w wyniku czego produktem
PCR bedzie odcinek dtugosci 3,6 kpz w komdrkach ktore wiaczyly transgen w locus H1°,
za$ w pozostatych komorkach produkt cigcia bedzie mial dtugos¢ 5,6 kpz. (wg Sirotkin 1
wsp., 1995, zmodyfikowano).
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transfekowanych komorek okolo 720 wykazywato odporno$¢ na G418.
Wykorzystujac technikg PCR 1 Northern blotting wyodrgbniono z nich cztery
kolonie u ktéorych rekombinacja nastapita we wlasciwym miejscu.
Wyselekcjonowane komodrki wprowadzono do blastocyst myszy szczepu
C57BL/6 1 przeniesiono do samic-biorczyn. Poziom chimeryzmu okreslony
na podstawie koloru siersci siggat 70-100%. Krzyzujac chimery otrzymano
najpierw heterozygoty, a nast¢pnie homozygoty. Rozdziat pokolenia F, w
krzyzowce heterozygot byl zgodny z prawem Mendla (22% osobnikdéw
dzikich, 59% heterozygot 1 19% homozygot). Homozygotyczne myszy
H1°(-/-) odznaczaty si¢ po urodzeniu normalna waga i wielko$cia. Organizmy
te wykazywaty calkowity brak histonu H1°. Nie wykryto obecnosci mRNA
histonu H1° (Northern blotting) ani biatka (poliklonalne przeciwciata
anty-H1°) w komorkach. Poddano szczegdtowej analizie 23 rodzaje tkanek
wsrod ktorych byty komoérki plue, sledziony, watroby 1 moézgu normalnie
zawierajace duze ilosci H1°. Zbadano takze dwa rodzaje komorek
embrionalnych, ktére jako jedyne wykazuja obecno$¢ HI1° (jadrzaste
erytrocyty pochodzace z komorek pecherzyka zottkowego 1 komorki budujace
wiokna soczewki). W zZadnym z nich nie stwierdzono zaburzen
anatomicznych 1 histologicznych, mimo nieobecnosci H1°. Rowniez synteza
DNA przebiegala bez zmian (proces ten zmierzono podajac przez trzy
tygodnie z pozywieniem [*H] tyming). Zbadano takze poziom ekspresji biatka
a-fetoproteiny (AFP), ktére jest aktywne w embrionalnych hepatocyatach i1
wraz z urodzeniem zanika. W procesie wyciszenia genu AFP bierze
prawdopodobnie udziat histon H1° wiazac si¢ z chromatyna w tym regionie.
Uzywajac techniki Southern blotting nie wykryto mRNA genu AFP w
komérkach myszy H1°(-/-) po urodzeniu, a ilo$¢ albumin znajdowata si¢ na
wlasciwym poziomie. Przeprowadzajac krzyzowanie wsobne myszy H1°(-/-)

okazato sig, ze byly one zywotne, a ich zdolno$ci rozrodcze pozostaty
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Rys. 24. Chromatografia przeplywowa fazy odwroconej histonéw z organizméw dzikich
(A) 1 homozygotycznych myszy HI1°-/- (B). Frakcjonowaniu poddano okoto 100 png
ekstraktu histonowego z chromatyny z watroby 20-tygodniowych myszy (wg Sirotkin 1
wsp, 1995).

niezmienione (otrzymane potomstwo nie wykazywato zadnych zaburzen).
[lo§¢ biatek histonowych okreslono przy pomocy RF-HPLC. Analiza ta
ujawnita, ze inne warianty histonu HI rekompensowaly utrat¢ H1® w
nastgpstwie czego stechiometria histonu H1 do nukleosomu pozostawata bez
zmian (Rys. 24 i Tabela 7). Wyniki te byly do$¢ zaskakujace zwazywszy na
wyraznie wyodrebniong funkcj¢ histonu H1°, ktéra zwiazana jest z procesem
roznicowania komorek. Ponadto wariant ten r6zni si¢ od innych histonow H1
przypominajac pod wieloma wzgledami histon HS5. Kolejnym argumentem
$wiadczacym o unikatowych wihasciwosciach H1° moze by¢ lokalizacja genu

H1° na oddzielnym chromosomie z dala od innych genéw histonowych.

Tabela7. Porownanie skladu histonow H1 chromatyny w watrobie myszy

dzikich (+/+) i H1°-/- (wg Sirotkin i wsp., 1995).

. . , Stosunek
0 d
% wszystkich histonow H1 histonu H1 do
HI1° Hla Hilb Hlc H1d + Hle| nukleosomu*
+/+ | 28,6£0,8 1,1 +0,1 3,4+0,6 123+1.1 545+23 0,71+ 0.02
-/- 0 1,3+0,0 3,9+0,1 19,1+03 75,7+0,3 0,68 + 0,04

d na podstawie analizy RP-HPLC poziomu wybranego H1 do wszystkich histonow H1
* na podstawie analizy RP-HPLC poziomu wszystkich histonu H1 do histonu H2b
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Pomimo wszystkich tych rdznic histon H1° nie okazal si¢ niezbedny dla zycia
komorek, a inne warianty H1 byly w stanie go zastapi¢ (Sirotkin 1 wsp.,
1995).Nastgpnym zbadanym genem H1 byl wariant H1t. Trzy niezalezne
grupy badawcze wykorzystujac technike homologicznej wymiany genow
stworzyly organizmy catkowicie pozbawione biatka H1t (Lin 1 wsp., 2000;
Fantz 1 wsp., 2001; Drabent 1 wsp., 2000). Histon H1t wydawat si¢ cieckawym
obiektem badan z kilku przyczyn. Po pierwsze jest to wariant specyficzny
tkankowo, ktorego ilos¢ sigga nawet 55% zawartosci H1 w spermatocytach 1
spermatydach, a wigc jego brak powinien powodowa¢ wzglednie duzy efekt
w tych komoérkach. Jednoczesnie nie wplynegtoby to na zywotnos¢
organizmow. Jako wektora uzyto zmodyfikowanego fragmentu DNA
zawierajacego sekwencje HIt pochodzacego z biblioteki genomowej. Obszar
od miejsca 285 pnt powyzej do 110 pnt ponizej genu H1t zostal zastapiony
przez kasete¢ PGK-Neo, dodatkowo od strony 3° w odlegtosci 3,4 kpz od genu
neo wilaczono gen reporterowy pozwalajacy na selekcje negatywna (PGK-
TK). Wektor wprowadzono do komérek ES klonu WW6 (Ioffe 1 wsp., 1995)
przy uzyciu elektroporacji. Podwdjnie odporne kolonie wyizolowano o
przebadano na obecnos$¢ produktow cigcia restryktaza BamHI (Southern
blotting). Nastepnie komodrki wstrzyknigto do blastocyst. Potomstwo
wykazywalo chimeryzm na poziomie 40-99%. W dalszym etapie badan
chimery laczono, aby otrzymac osobniki heterozygotyczne. Myszy HI1t +/-
nie wykazywaty zadnych odchylen w stosunku do form dzikich. Krzyzujac
heterozygoty wyprodukowano osobniki homozygotyczne. Brak histonu Hl1t w
mutantach HIt -/- potwierdzono wykorzystujac elektroforez¢ PAGE-AU 1
SDS-PAGE oraz technik¢ HPLC. U myszy tych szczegotowej analizie
poddano jadra. Nie wykryto zaburzen histologicznych i1 anatomicznych ani
przy uzyciu mikroskopii $wietlnej ani elektronowej. Waga, wymiary i
struktura jader pozostawaty niezmienione. Rowniez ilo§¢ plemnikow (analiza

hemocytometryczna) oraz ich zdolno$¢ ruchu (mikroskopia fazowa) nie
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roznity si¢ od form dzikich. Brak histonu H1t nie wplywa tez na ptodnosc¢,
myszy HIt -/- krzyzowane ze soba dawaly zdrowe, zywotne i1 ptodne
potomstwo. Homozygoty null wzgledem histonu H1t przebadano pod katem
stechiometrii histonow H1. Okazalo si¢, ze inne warianty H1 sa w stanie w
catosci  zrekompensowa¢ brak histonu HIt utrzymujac stosunek
Hl/nukleosom na nie zmienionym poziomie. Nie wykryto szczegdlnych
preferencji ktoregokolwiek z wariantow HI w procesie rekompensacii,
wszystkie podtypy w rOwnym stopniu uczestniczyly w tym procesie. Grupa
pod kierunkiem Fantza potwierdzita wigkszo$¢ z opisanych wyzej obserwacji
Lina 1 wspolpracownikow z jedna istotna réznica. Otdz dokladna izolacja
spermatocytow 1 spermatyd przy uzyciu wirowania pozwolila otrzymac
frakcje o 75% czystosci (sadzac po wielko$ci 1 wzorze barwienia chromatyny
jader komoérkowych). Analiza homogenatow wykazata, ze poziom histonu H1
do histonéw rdzeniowych w komodrkach H1 -/- malat o0 26% w spermatydach 1
21% w spermatocytach. Zjawisko to probowano wyjasni¢ opierajac si¢ na
obserwacjach $wiadczacych o stabszym powinowactwie histonu HI1t do
nukleosomu dzigki czemu proces wymiany histonéw na protaminy podczas
spermatogenezy przebiega sprawniej. Miejsce histonu HIt u myszy HIt -/-
zajmuja inne warianty H1. Te za$§ odznaczaja si¢ wzglednie duzym
powinowactwem do chromatyny, tak wigc aby proces wymiany bialek mogt
przebiega¢ wydajnie ilos¢ histonu H1 musi zosta¢ obnizona. Chociaz proces
spermatogenezy w homozygotach przebiega normalnie, a plemniki nie
wykazywaly zaburzen podczas wymiany biatek (poziom biatek TP1 1 TP2
zbadano przy uzyciu przeciwcial) nie oznacza to, ze histon H1t nie posiada
specyficznej roli w komorkach rozrodczych. Jedna z sugerowanych funkcji
HIt moze by¢ przeciwdziatanie mutacja (Fantz 1 wsp., 2001). Istnieje
hipoteza wedtug ktorej biatka zawierajace metioning moga uczestniczy¢ w

naprawie oksydacyjnych uszkodzen DNA (Levine 1 wsp., 1999). Histon H1t
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jest pod tym wzgledem bialkiem unikatowym na tle innych histonow w
sekwencji ktorych brak tego aminokwasu.

Podobne wyniki otrzymano w wyniku homologicznej wymiany genow
Hlc, Hld 1 Hle. Homozygoty uzyskano wykorzystujac analogiczna do
opisane] wczesnie] procedurg. Roznice dotyczyly jedynie restryktaz oraz
gendw selekcyjnych uzytych do konstrukcji wektorow. Dodatkowym
utrudnieniem wyniklym w czasie okreslania zawartosci histonéw H1 byta
zblizona masa wariantow Hle 1 H1d, ktore migruja podczas HPLC jako jedna
frakcja (Rys. 24). Poziom histonow Hle 1 H1d mozna byto oceni¢ dopiero za
pomoca spektometrii masowej (TOF-SM). Myszy ze znokautowanym jednym
genem H1 rozwijaty si¢ normalnie 1 byly ptodne. W tkankach nie wykryto
zaburzen histologicznych i anatomicznych, a poziom H1 do nukleosomu
pozostawal bez zmian w skutek kompensacji przez inne warianty. Myszy
Hlc -/-, H1d -/- 1 Hle -/- skrzyzowano z wcze$niej otrzymanymi mutantami
H1° w celu stworzenia podwdjnych nokautow histonu H1. Ponownie
przebadano otrzymane potomstwo. Wyniki jednoznacznie wskazywaty, ze
myszy pozbawione nawet dwoch wariantow H1 nie odznaczaja si¢ zadnym
szczegblnym fenotypem, a ich brak jest tolerowany nie wptywajac na rozwgj
organizmoOw. Stechiometria Hl1/nukleosom nie ulegla zmianie nawet u
mutantow H1°/Hle (-/-, -/-) w tkankach w ktorych warianty te stanowia blisko
70% histonu H1(Tabela 8). Nie udato si¢ jednak otrzymaé¢ podwojnych
nokautow Hlc/H1d lub Hlc/Hle kojarzac ze soba odpowiednie myszy.
Wynika to z ulozenia obu genéw na jednym chromosomie w bliskim
sasiedztwie. Zadne z ponad 1000 przebadanych przypadkéw mejozy nie
wykazato crossing over migdzy tymi genami (Fan 1 wsp., 2001a).
Brak wyraznego fenotypu nie musi oznacza¢, ze nieobecno$¢ biatka nie
wplywa na poziom ekspresji innych genow. Aby wyjasni¢ czy ,,wybicie”
histonu H1 oddziatuje na strukture chromatyny i regulacj¢ aktywnosci gendéw

zbadano stopien ekspresji egzogennych genéw uwzgledniajac efekt pozycii.
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Tabela 8. Sklad histonu H1 w chromatynie watroby form dzikich i
podwadjnych homozygot (wg Fan i wspol., 2001a).

% poszczegdlnych wariantow H1 . Stosunek
Genotyp histonu Hldo
H1° Hla H1b Hlc H1d Hle nukleosomu
forma dzika | 274+0,6 09+01 19+0,1 11,6+04 161+0,1 421+02]| 0.73£0,02
H1°Hl1c¢ -/-,-/- 0 1,5402 2,7+0,7 0 27,1+03 68,6+0,4 0.71 £ 0,01
H1%H1d -/-,-/- 0 1,840,5 51+3,1 227439 0 705+45 | 0.71+0,04
H1°Hle -/-,-/- 0 ,8+0.1 3,8+0,7 44,6+1,7 49,7+2,1 0 0.76 £ 0,03

Efekt ten objawia si¢ réznym poziomem ekspresji genu w zaleznos$ci od jego
potozenia na chromosomie. Zmiany lokalizacji genu moga wynika¢ z
rearanzacji chromosomowych, crossing over lub losowej integracji
transgenow. Proces ten zalezny jest takze od wieku organizmow i wigkszos$ci
przypadkow polega na stopniowym wyciszeniu genu. Efekt pozycji zwiazany
jest z kontrola mechanizmdéw epigenetycznych oraz struktura chromatyny.
Wychodzac z tego zatozenia transgeny wprowadzone w rozne miejsca
genomu mozna traktowac¢ jako bardzo czule indykatory zmian ekspresji
genoéw 1 struktury chromatyny. Obiektem badan byl gen kodujacy ludzka
B-globing wprowadzony do komoérek ES. Otrzymane organizmy taczono
nastgpnie z myszami pozbawionymi jednego z wariantow HI1. Pomimo
niskiego poziomu f-globiny i specyfiki tkankowej gen ten wybrano ze
wzgledu na tatwos$¢ wykrycia produktu biatkowego oraz stabilnos$¢ ekspresji
niezaleznie od wieku. W pierwszym tescie uzyto odcinka DNA dtugosci 4,4
kpz zawierajacego ludzki gen B-globiny wraz z regionami flankujacymi
dtugosci 2,1 kpz 1 0,8 kpz od konca 5’ 1 3. Southern blotting ujawnit, ze
integracji ulegto okoto 10 kopii transgenu. Poziom ekspresji siggat 14%
mysiej B-globiny u nowonarodzonych myszy 1 malat wraz z wiekiem. U
osobnikéw 6-7 miesigcznych wynosit ponizej 4%, a w wieku dwoch lat byt

niewykrywalny. Proces wyciszania genu nie byl zwiazany z lokalizacja
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transgenu z regionami tworzacymi heterochromatyng¢. Analiza FISH
wykazala, iz egzogenne geny wlaczone zostaly w srodku akrocentrycznego
chromosomu z dala od telomeréw 1 centromeru. Réwniez metylacja wysp
CpG zlokalizowanych w obrgbie transgendw nie miata wptywu na obnizenie
ekspresji B-globiny. Poziom metylacji komorek erytroidalnych byt staly i1
wynosit 70% niezaleznie od wieku badanych organizmow (metylacja wysp
CpG komorek mozgu siggata 100%). Krzyzujac myszy niosace gen ludzkiej
B-globiny z heterozygotami i homozygotami pozbawionymi poszczegdlnych
wariantow H1 wykryto, ze brak histonu Hle 1 w mniejszym stopniu HI1d
ostabial proces wyciszenia B-globiny, natomiast niecobecnos¢ Hla, Hlc 1 H1°
nie wptywala na analizowane zjawisko. Mocnym argumentem $wiadczacym o
tym, ze przyczyna spadku aktywnos$ci transgenow wraz z wiekiem
organizmow jest brak konkretnego wariantu H1 jest obserwacja osobnikow
heterozygotycznych H1d" i Hle™", ktore wykazywaty whasciwosci posrednie
miedzy homozygotami H1d” lub Hle”, a formami dzikimi. W drugim te$cie
do komorek wprowadzono wektor YAC,77 0 dlugosci 150 kpz zawierajacy
gen ludzkiej B-globiny wraz ze wszystkimi znanymi elementami
regulatorowymi (Alami 1 wsp., 2000). Otrzymano organizmy u ktérych
transgen ulegl integracji w S$rodkowej czgsci chromosomu 3, a poziom
ekspresji wynosit 60%  w porOwnaniu z mysim odpowiednikiem.
Hemizygotyczne myszy YAC,77w taczono nastepnie z heterozygotami i
homozygotami Hla, Hlc 1 Hle. Brak histonu Hle powodowal niemal
dwukrotny wzrost ilosci komorek wykazujacych ekspresje transgenu,
natomiast myszy Hlc” i Hle” wykazywaly tylko nieznaczne podniesienie
wskaznika. Wyniki obu testow sugeruja, ze histony tacznikowe posiadaja
subtelny, ale tatwo wykrywalny wplyw na wyciszenie transgendow. Aby
zbada¢ czy poziom ekspresji B-globiny jest powiazany bezposrednio z
okreslonymi wariantami H1 do komoérek wprowadzono trzeci wektor,

mianowicie YACye.iny zbudowany podobnie jak YAC;77,, z ta réznica, ze
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odcinek regulatorowy B-globiny jest odwrocony. Transgen wilaczono do
chromosomu 2. Myszy heterozygotyczne YACye4.iny 1 homozygotyczne pod
wzgledem delecji Hla, Hlc lub Hle wykazywaty odmienne wlasciwosci.
Nieobecnos¢ histonu Hla zwiazana byla ze spadkiem ekspresji ludzkiej
B-globiny o ponad 50%. Rownoczesnie brak histonow Hle i Hlc nie dawat
podobnego efektu, a nawet mozna bylo zaobserwowac nieznaczny wzrost
ekspresji. Proces wyciszenia transgendéw moze by¢ takze powiazany ze
zmiang catkowitej ilosci histonu H1. Poréwnanie zawarto$ci H1 u mtodych
myszy (okoto 1 miesiaca) z osobnikami starszymi (okoto 2 lat) wykazato, ze
poziom stechiometrii nie byt stabilny 1 wraz z wiekiem stosunek
H1/nukleosom wzrastat o 15%. Tak, wigc wyciszanie genow B-globiny moze
by¢ nastgpstwem tego zjawiska (Alami i wsp., 2003).

Doswiadczenia te w prosty sposob udowodnity, ze poszczegdlne
warianty H1 obok generalnej roli strukturalnej posiadaja specyficzne funkcje
regulatorowe. Histon Hla zwiazany jest z regionami aktywnej chromatyny,
natomiast H1d 1 Hle okupuja miejsca nie ulegajace transkrypcji. Regulacja
ekspresji badanych transgendw zwigzana jest z obecnoscia lub brakiem
pewnych wariantow H1 co prawdopodobnie skutkowalo powstaniem
subtelnych, aczkolwiek istotnych zmian chromatyny. Dodatkowo proces ten
nie jest powiazany z metylacja DNA, a histony H1 poprzez nieznany
mechanizm moga regulowac ekspresj¢ genow.

Nastgpstwem doswiadczen z pojedynczym 1 podwdjnym ,,wybiciem”
genow H1 bylo stworzenie organizméw o jeszcze wigkszej redukceji ilosci
histonow HI1. Celu tego nie da si¢ osiagna¢ krzyzujac odpowiednie
homozygoty, dlatego cata procedura musi by¢ oparta na homologiczne]
wymianie co najmniej dwoch gendéw jednoczesnie. W pierwszym etapie
otrzymano myszy homozygotyczne wzgledem gendéw Hlc 1 Hle. Duzym
utrudnieniem jest fakt, ze integracja drugiego genu selekcyjnego do

heterozygot np. Hlc"”" moze przebiega¢ na dwa sposoby. Transgen moze ulec
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wlaczeniu w pozycji cis lub trans w stosunku do pierwszego genu (Rys. 25).
Dla dalszych badan uzyteczne sa jedynie komorki w ktéorych oba geny
utozone sa w konfiguracji cis, dlatego niezbedne jest odrdznienie obu
uktadow. Mozna to osiagna¢ na dwa sposoby. Pierwszy polega na analizie

genotypoOw potomstwa. Niezalezna segregacja genow S$wiadczy o tym, ze

komorki ES:
W (+/+):
- l Homologiczna
m wymiana Hlc
H1c{+i-):
Homologiczna
l wymiana Hle
H1ic, Hle

(+/-, +/-):

Cis ;
Homologiczna
l wymiana H1d

H1c, Hle, Hid
‘+f'1 +l"| +f'}:

lub

Cis Trans

|

Myszy z potréjnym
nokautem histonu H1
Rys. 25. Otrzymywanie potrdjnie znokautowanych myszy wzgledem histonu H1. Geny

histonow H1d (kolor zielony), Hle (niebieski) i Hlc (zo6tty) utozone na homologicznych
chromosomach sa zastgpowane kolejno przez geny selekcyjne higro (zo6tty), neo
(czerwony) 1 puro (niebieski). Do otrzymywania transgenicznych organizméw wybiera si¢

tylko komorki ES w uktadzie cis (etap 2 1 3) (wg Fan i wsp., 2003a).
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allele wystepowaly w polozeniu trans, natomiast kosegregacja jest dowodem
potwierdzajacym konfiguracj¢ cis. Metoda ta jest zmudna i pracochtonna.
Wymaga ona kilku dodatkowych miesi¢cy hodowli 1 badan wielu osobnikow.
Alternatywa dla metody analitycznej moze by¢ wykorzystanie techniki FISH.
Jest to metoda prostsza, skuteczniejsza 1 znacznie szybsza. Wyniki
otrzymujemy juz na etapie komorek ES w wyniku czego zbedna jest hodowla
wszystkich komorek ES 1 organizmow od nich pochodzacych. Procedura
polega na wprowadzeniu do komorek znajdujacych si¢ w interfazie
fluorescencyjnie ~ wyznakowanych  oligonukleotydow o  sekwencji
antysensownej do RNA transgenow. W przypadku uktadu cis transkrypty obu
gendw beda zlokalizowane w bliskim sasiedztwie, natomiast skutkiem
konfiguracji trans jest losowe utozenie sond molekularnych z dala od siebie
(Fan i wsp., 2001b).

Otrzymane homozygoty HlcHle ™~ jak mozna bylo przewidzie¢ byty
zywotne i nie wykazywaty zadnych zmian histologicznych i1 anatomicznych.
Analiza HPLC 1 TOF-SM watroby potwierdzita brak obu wariantow oraz
prawidlowy stosunek histonu H1 do nukleosomu w wyniku kompensacji
przez inne podtypy HI. Jedyna widoczna rd6znica byla wielko$¢

homozygotycznych samcéow (myszy HlcHle =

" po tygodniu wazyly 4,4g,
podczas gdy osobniki dzikie 5,52g), ale zjawiska tego nie obserwowano u
samic. Nastgpnym celem homologiczne] wymiany genow byl wariant H1d
(Rys. 25), poniewaz jest on najbardziej podobny do Hle 1 Hlc pod wzgledem
sekwencji oraz to glownie HId zastepuje brakujace warianty w
homozygotach null Hlc, Hle. Kojarzenie heterozygot HlcH1dHle "~ ™~ *"
dalo ciekawe wyniki. W pokoleniu F, nie wykryto ani jednej potrdjnej
homozygoty. Wsrdod 638 sztuk potomstwa 239 osobnikow wykazywato
genotyp dziki, a pozostate 399 bylo heterozygotami +++/---. Stosunek
wynosit 1:1,67 i r6znit si¢ od spodziewanego rozktadu wedlug praw Mendla.

Swiadczylo to o podwyzszonej $miertelno$ci heterozygot +++/--- (17%
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ptodéw obumarto przed urodzeniem). Analiza embriondw w réznym wieku
ujawnita, ze powyzej 11,5 dnia nie mozna bylo wykry¢ zadnych osobnikéw
homozygotycznych, natomiast najwigkszy spadek liczby homozygot
zastgpowat w przedziale 7,5-11,5 dnia zycia ptodowego(Tabela 9). Badania
histologiczne i anatomiczne wykazaly szerokie spektrum zaburzen. Embriony
byly mniejsze 1 wyraznie opdznione w rozwoju. Na etapie 9,5 dnia woreczek
z6ltkowy byl mniejszy i bledszy, nie wida¢ byto krwi i naczyn krwionosnych.
Chromatografia HPLC homozygotycznych embriondw ujawnita zmniejszona
ilos¢ H1 w stosunku do nukleosomu o blisko 50%. Prawdopodobna
przyczyna letalnosci mogl by¢ pigciokrotny wzrost ilosci HI1°. Wystgpowanie
tego wariantu zwiazane jest z komdrkami zréznicowanymi, a jego redukcja
powoduje wejscie komorek w cykl komorkowy. Obecno$¢ duzej liczby
histonu H1° mogta skutkowa¢ przedwczesnym réznicowaniem w wyniku
czego czgs¢ genow niezbednych dla prawidlowego rozwoju ulegla
wyciszeniu. Hipotezg ta jednak odrzucono, poniewaz mutanty null wzgledem
histonow H1°, Hlc, H1d, Hle uzyskane na drodze krzyzowania z myszami
HI” wykazywaly jeszcze wigksze zmiany histologiczne, pomimo

/-

Tabela 9. Genotypy embrionow potomstwa heterozygot HicH1dH1e

(wg Fan i wsp., 2003a).
Calkowita Liczba embrionow
Etap ilo$¢
rozZwoju badanych embriony
embrionow | 44/ +++/--- --=/--- zresorbowane
7,5d 55 14 32 7 2
8,5d 62 22 29 10 1
9,5d 230 56 123 32 (+3)* 15
10,5d 81 23 40 5 (+2)* 11
11,5d 50 11 18 1 (+1)* 16
12,5d 26 8 12 0 6
13,5d 26 7 15 0 4
osobniki po | 633 239 399 0 —
urodzeniu

* warto§¢ w nawiasach oznacza liczb¢ homozygotycznych embrionow, ktore ulegly
autolizie w czasie badania.
d — dzien po zaptodnieniu
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nieobecnosci histonu H1°. Otrzymane wyniki sugeruja, ze proces
kompensacji jest w stanie utrzymac¢ wilasciwa ilos¢ histonu H1 przy braku
czterech alleli, ale jest niewystarczajacy w przypadku delecji szesciu kopii
genu. Obecnos$¢ jednego allelu sposrdd szesciu wybitych wystarczyta do
czesciowego zahamowania letalnosci. Potomstwo -+-/--- byto mniej liczne w
poréwnaniu z kontrola oraz cechowalo obnizona zywotno$cia 1 ptodnoscia.
Porownanie zawartosci  histonu H1 u r6znorodnych mutantow
homozygotycznych 1 heterozygotycznych wykazato kilka istotnych cech
(Tabela 10). Po pierwsze ilo§¢ histonu HI1 roznita si¢ w zaleznosci od
kombinacji ,,wybitych” genéw oraz analizowanej tkanki. Najwigkszy spadek
histonu H1 zanotowano w grasicy (blisko 50%). Jednocze$nie nie wykryto
zaburzen histologicznych i1 zmiany wielkosci komoérek. U tych samych
organizméw ilo$¢ biatka H1 w watrobie byta obnizona tylko o 20-30%, a

wielko$¢ narzadu pozostawata w normie.

Tabela 10. Sklad histonu H1 i stechiometria do nukleosomu w
osobnikach znokautowanych na rozne sposoby i formach dzikich (wg Fan

i wsp., 2003a, zmienione).

Tkanka i % poszczegdlnych wariantow H1 . Stosunek
genotyp o o histonu Hldo
a Hlb Hlc Hl1d Hle | pukleosomu
Grasica
forma dzika (+/+) 1,9+1,6 107+13 16,5+0,9 26,7+3,5 354+27 9,6 £1,5 0.83+0,10
H1° "HlcHle ™" 0 17,0+3,5 283+3,0 0 54,7+5,5 0 0.47+0,26
HlcH1dH1e™ 59+4,6 259+30 354+3,1 0 31,7+2,6 0 0.41=+0,16
Watroba
Osobnik dorosty
forma dzika (+/+) |29,0£0,8 1,4+0,6 158+35 125+10 143+0,6 399+25| 0.79%0,07
H1° "HlcHle™ 0 22403  63+13 0 91,5+ 1,6 0 0,64 + 0,01
Osobnik
nowonarodzony
forma dzika (+/+) 95+£49 6,124 142+1,7 209+ 45 30,3+23 19,0+1,5 0,76 = 0,07
HIcHIdHIe™ ™ |267+65 99+22 293+46 0 32,7+52 0 0.50 + 0,15
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Badaniu poddano réwniez wielko$¢ jader komorkowych i szybkos¢ trawienie
chromatyny nukleaza z mikrokokéw (MN-aza). Jadra limfocytow

wyizolowanych z §ledziony 1 grasicy homozygot H1°HlcHle™

nie réznity
si¢ Srednica od jader u osobnikow dzikich. Takze trawienie MN-aza
przebiegato za zblizonym poziomie. Analiza powstatych oligonukleotydow
pozwolila zaobserwowac¢ zmiang dtugosci tacznikowego DNA skorelowana z
iloscia H1 w komoérce (Tabela 11). Przyktadowo limfocyty z grasicy
homozygot HI°HIcHle """ i heterozygot HlcH1dHle ="~ wykazywaly
podobny spadek powtarzalnej dlugosci nukleosomow (NRL) o 8 pnt
(obnizenie zawarto$ci histonu H1 wynosito odpowiednio 43% 1 50%),
natomiast splenocyty 1 hepatocyty cechowaly si¢ nieznacznym spadkiem NRL
0 4 pnt przy redukcji histonu HI1 na poziomie 20-25%. Zmiana dtugosci NRL
u organizmow pozbawionych kilku wariantéw H1 jest zgodna z obserwacjami
komorek wykazujacych nadprodukcje histonu H1 u ktérych obserwowano

wzrost dtugosci tacznikowego DNA (Fan i wsp., 2003; Fan i Skoultchi,
2003).

Tabela 11. Zmiana powtarzalnej dlugosci nukleosomu (NRL) w
mutantach pozbawionych kilku histonow H1 (wg Fan i wsp., 2003a,

nieznacznie zmodyfikowano).

Stechiometria Zmiana dhugosci NRL w
Tkanka Genotyp H1/nukleosom porownaniu z forma dzika
(p2)*
forma dzika (+/+) 0,83+0,10 n=12
Grasica H1°(-/-)H1c,Hle (-,-/-,-) 0,47 +0,26 n=8 -8 -9 -5
HlcHId Hle (-,+,-/-,-,-) 0,41 £0,16 n=6 -7 -9 -10
watroba | forma dzika (+/+) 0,79+0,07 n=5
I H1°(-/-)HIcHle (-,-/-,-) [0,64£0.01 n=4 | -4 -4 -3
Watroba watroba | forma dzika (+/+) 0,76 £ 0,07 n=5
11 Hlc,H1d,Hle (-,+,-/-,-,-) |0,50£0,15 n=6 nie 0znaczono
forma dzika (+/+) 0,79+0,03 n=3
Sledziona |HI°(-/-)HIc,Hle (-,-/-,-) 0,59 n=1 -3 -2 -1
Hlc,H1d,Hle (-,+,-/-,-,-) nie 0zZnaczono -5 -4

* kazda z liczb oznacza warto$¢ uzyskana w oddzielnym eksperymencie
watroba I — narzad pochodzacy od osobnikéw dojrzatych
watroba II — narzad wyizolowany z nowonarodzonych myszy
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Doswiadczenia nad organizmami pozbawionymi trzech 1 wigcej
wariantow H1 udowodnity, ze histon H1 jest biatkiem niezbednym dla
prawidlowego rozwoju ssakow, a jego brak w przeciwienstwie do nizszych
organizmoOw powoduje szereg zaburzen rozwojowych oraz zmian w obrgbie
chromatyny. Dodatkowo wyniki te sugeruja, ze warto$¢ 50% histonu H1 jest
krytyczna dla zycia komoérek. W zgodzie z tym twierdzeniem wydaja si¢
najnowsze dane uzyskane z badan nad homozygotami HItHIc™"". Myszy
takie rozwijaly si¢ normalnie 1 byly ptodne. Brak obu wariantow H1, ktore
stanowia u form dzikich w spermatocytach 67% histonu H1 skutkowat
obnizeniem stosunku H1 do nukleosomu tylko o 25%. Inne warianty nie byty
w stanie utrzyma¢ normalnej stechiometrii nawet przy 4-krotnym wzroscie
ilosci histonow H1d i Hle oraz 2,5-krotnym wzroscie Hlc. Pomimo to
spermatocyty nie wykazywaly istotnych zmian histologicznych. Ilos¢
plemnikow, wielko$¢ 1 waga jader pozostawatly w normie. Takze procesy
zachodzace podczas spermatogenezy wydawaly si¢ przebiegaé bez zakltocen,
chociaz wiele danych sugeruje, ze obecnos$¢ histonu H1 ma tuta; duze
znaczenie. Mejoza w homozygotach HItHIlc”™ odbywata si¢ rownie
sprawnie jak u form dzikich. Procesy takie jak parowanie chromosomow i
crossing over przebiegaly prawidtowo. Analizie poddano takze poziom
ekspresji genow. Przebadano ponad 9 tysiecy gendw z czego tylko 17
zmienito poziom ekspresji 2-krotnie (wszystkie wykazywaty spadek), a 85
genow 1,5-krotnie ( w 67 przypadkach wykryto zmniejszong 1los¢
transkryptu). Obserwowany spadek aktywnosci gendéw powstaly w wyniku
braku histonu H1 jest nieco zaskakujacy, poniewaz ogdlnie przyjeta rola
histonu H1 jest represja gendow przez tworzenie bardziej zwartej struktury
chromatyny. W swietle powyzszych do§wiadczen histon H1 nalezy uznaé za
szczegolny rodzaj regulatora, ktory w zaleznosci od genu i1 rodzaju komorki

moze mie¢ charakter pozytywny lub negatywny.
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4. HISTONY LACZNIKOWE KURY

Na 44 geny kodujace biatka histonowe 39 zlokalizowanych jest na
chromosomie 1 w obrgbie odcinka dlugosci 110 kpz. Pozostale geny
histonowe znajduja si¢ w czterech oddzielnych grupach zawierajacych histon
H2A (wariant z intronami), histony H3 1 H2A oraz dwa odizolowane histony
H3 posiadajace introny. W sklad glownego zgrupowania wchodzi szes¢
wariantow histonu H1, trzy warianty H2A, cztery warianty H2B, dwa
warianty H3 1 jeden gen histonu H4 (Rys.26). Histony lacznikowe u kury
mozemy podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza stanowia histony H1 bedace
odpowiednikiem somatycznych histonéw H1 u ssakéw, natomiast druga
grupa obejmuje histon H5, ktérego homologiem u innych organizmow jest
histon H1°. Obecnie histony kury oznacza si¢ na dwa sposoby. Starsza
nomenklatura uwzglednia kolejno$¢ rozdzialu tych bialek podczas
elektroforezy, podczas gdy w nowszym systemie oznaczen kladzie si¢ nacisk
na ich podtoze genetyczne (Tabela 12).

Kurze histony H1 wykazuja typowe cechy genow 1 bialek H1. Odcinek
promotorowy zawiera kaset¢ HI/AC 1 obszar bogaty w guaning o wydtuzone]

sekwencji

(3’ GCGGGGCGGGCT 5%). Ponadto elementy promotorowe kazdego z

charakterystycznej dla wszystkich kurzych histonéw HI1

histonow H1 zawieraja specyficzne odcinki, dlatego mozna sadzi¢, ze ich

Tabela 12. Nomenklatura kurzych histonow H1 i ich udzial procentowy
(kompilacja danych z Shannon i Wells, 1987).

Oznaczenie genu 11L I11R 03 10 02 01
Oznaczenie biatka a a’ b C c’ d
Procentowy udzial* 36-38% 20% 23% 18-19%

* 1lo$¢ histonu H1 ustalono na podstawie PAGE-AU, procentowy udziat histonow 11L i
11R oraz .10 1 02 podany jako warto§¢ sumaryczna poniewaz doktadny rozdziat tych
frakcji za pomoca tej techniki nie jest mozliwy
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Rys.26. Organizacja gendow histonowych u kury. 1, 2A, 2B, 3 i 4, oznaczaja poszczegdlne
warianty histonow H1, H2A, H2B, H3 i H4 odpowiednio. Caly odcinek jest dtugosci okoto
110 kpz 1 przypomina pod tym wzgledem odcinek kodujacy histony u myszy. Kierunek
transkrypcji gendw zaznaczono pozioma strzatka (ponadto za pomoca strzalek
wypetnionych na czarno zaznaczono geny, ktére usunigto podczas homologicznej
wymiany odcinka A57 kpz). Pionowa strzatka skierowana w gor¢ oznacza miejsca cigcia
przez restryktaze EcoRI, pionowa strzatka skierowana w dot — BamHI, V — HindIII;

(wedhug Takami i wsp., 1997).

ekspresja jest zroznicowana. W sktad odcinka 3’UTR wchodzi region bogaty

w puryng o sekwencji 3’CCAAAAAGAGCTG 5°. Jednoczes$nie brak w jego

obr¢bie sygnatlu poliadenylacji. RoOwniez na poziomie biatka histony H1 u
kury przypominaja histony innych organizméw. Sa to biatka o dlugosci 217-
224 aminokwaséw odznaczajace si¢ wysoka konserwatywnoscia domen
globularnych zar6wno pod wzgledem dlugosci 1 sekwencji aminokwasowej,
przy duzej zmienno$ci domen CTD 1 NTD (Rys. 27). Dodatkowo histony H1
mozemy podzieli¢ na dwie grupy, mianowicie warianty 11L, 11R i 03 w
domenie COOH-terminalnej posiadaja gtownie lizyneg, a warianty 01, .10, 02

w odpowiednich miejscach zawieraja 3,2,1 argining. Skutkiem takiej zmiany
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DOMENA KARBOKSYTERMINALNA 50
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ATRRRRTKAK—PARRRARRRARARRARRRRRARARRARKKRRARRRRRRRRKARARRRARR

KERRAKKRRRTDRRALARRRRRRRRCARRRARRARRARKRRRRRRARRARARARERRRRRAR
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AAKAGRPKKA-~AKS PAKAKAVKPKAAK PKATK PKAAKAKKTAAKKK 218
RTARRRRART —_ARRRRAKKRXRRRARRKXGARARKRARRRARART AR 2] 7

ATRRAKRRRRATRRARRRARRRARRRRRRRAARARKARARRARRRA_ 2] Q
VTARYKARRRUARRRRRRRRNRRARRRNRARARKNARRRRRARRRAR 024,
RXR  ARRAYARRRRRRRARKRRRRRARRRARRRRKRRXKARRARK 918
UTRAAKARRAYAURRRRAARRARRARRARRAARRRRARKRAAARPRRR 293

Rys. 27. Sekwencja biatek histonowych H1. Histony 02, .10, 11L, 11R i 03 poréwnano do

histonu 01 (aminokwasy oznaczono wedtug jednoliterowego systemu oznaczen), w

miejscach o zgodnej sekwencji wstawiono gwiazdki, przerwy (---) wstawiono aby

otrzymac¢ jak najwyzszy stopien zgodnosci porownywanych sekwencji. Przedstawiona

numeracja nad sekwencja odnosi si¢ do histonu 01, dlugo$¢ biatek podano na koncu

sekwencji; (wedtug Coles 1 wsp., 1987)

moze by¢ silniejsze powinowactwo histonoOw ostatniej grupy do chromatyny

(Shannon 1 Wells, 1987; Coles i wsp., 1987)
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4.1. HOMOLOGICZNA WYMIANA GENOW HISTONOWYCH W
KURZYCH LIMFOCYTACH B LINII DT40

Linia DT40 limfocytow DT40 uzyskana w wyniku wirusowo
indukowanej biataczki cechuje si¢ wysokim poziomem rekombinacji
homologicznej co znacznie ulatwilo przebieg doswiadczen. Pierwszym
genem, ktory poddano procedurze homologicznej wymiany genow byt
wariant 01H1. Na poczatku histon 01H1 podstawiono genem neo uzyskujac
komorki heterozygotyczne O1H1+/-. Aby otrzyma¢ homozygoty zalezalo
wprowadzi¢ drugi gen selekcyjny (w tym przypadku byt to gen
bsr).Otrzymane komoérki zaréwno heterozygotyczne 1 homozygotyczne
poddano szczegotowym badaniom. Nie wykryto zadnych zaburzen
proliferacji (czas podwojenia wielkosci koloni byl podobny jak u form
dzikich 1 wynosil 12 godzin). Poziom mRNA poszczeg6lnych wariantow H1
oceniono wykorzystujac technike obrony przed RNA-za. Histon O01HI1
stanowi 9,9% mRNA histonu H1 w komorkach DT40, okoto polowg tej
warto$ci w komodrkach hetetozygotycznych, a u homozygot nie wystgpuje
wcale. Pomimo braku histonu 01H1 stechiometria H1/nukleosom pozostata
niezmieniona dzigki wzrostowi ilosci innych wariantow HI. Komorki
O1H1+/- 1 01H1-/-, cho¢ pozornie nie r6znity si¢ od niezmodyfikowanej linii
DT40 wykazywatly zmiany w skladzie ilosciowym 1 jako$ciowym
produkowanych biatek. Analiza 2D-PAGE ujawnita odmienny wzor ekspres;i
biatek zaréwno w komodrkach heterozygotycznych i homozygotycznych.
Czgs¢ bialek normalnie obecnych w komorkach DT40 wystepowalo w
mniejszych ilosciach, a kilka z nich zanikato catkowicie. Ponadto dla
niektorych biatek zaobserwowano proces odwrotny (Seguchi i wsp., 1995).
Podobne rezultaty przyniosta inaktywacja pozostatych wariantow H1. Brak
ktoregokolwiek z histonow H1 nie wplywal na zywotnos¢ komorek, jedynie

ekspresja innych bialek w zmutowanych komorkach ulegta zmianie. Nalezy
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Rys. 27. Porownanie poziomu mRNA histonéw w komodrkach typu dzikiego (wt, +/+) 1
homozygotycznych mutantach (mu, -/-). (a) poziom histonow mRNA H1, H2A, H2B, H3 1
H4 w komorkach +/+ 1 -/-. (b) poziom mRNA poszczegdlnych wariantow histonow H1,
H2a, H2B, H3 i H4, poziom histonu w komodrkach +/+ przyjeto za 100%, liczby nad
stupkami odnoszacymi si¢ do komoérek -/- oznaczaja wzrost pozostalych histonow po
usunigciu niektorych z wariantow. Podano wyniki dwodch niezaleznych eksperymentow
przeprowadzonych przy obecno$ci i nieobecnosci aktynomycyny A; (wedlug Takami 1

wsp., 1997)

Nalezy podkresli¢, ze delecja poszczegdlnych wariantow HI ma odmienny
skutek na poziom ekspresji roznych biatek. Przyktadowa inne biatka ulegaty
nadekspresji w komorkach 01HI1-/-, a inne w mutantach 02H1-/-. Rowniez
sifa oddzialywania wariantow HI na poziom produkcji bialek jest
zréznicowana. Najmniejsze zmiany widoczne byty przy braku histonu 11LH]1
(Takami 1 wsp., 2000). Dane te jednoznacznie $wiadcza o tym, ze warianty
histonow H1 maja odmienny 1 specyficzny wplyw na regulacje genow. Kazdy

z nich mimo, iz moze by¢ zastapiony przez inne histony H1 przez co proces
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sktadania chromatyny przebiega normalnie wykazuje unikatowe wtasciwosci
jako regulator ekspresji roznych genéw czego nastepstwem sa obserwowane
zmiany na elektroforogramach 2D-PAGE.

Kolejnym etapem badan bylo usunigcie z odcinka zawierajacego
wigkszo$¢ gendw histonowych (A110 kpz) obszaru o dlugosci 57 kpz, ktory
zawiera 21 genow histonow rdzeniowych 1 lacznikowych (Rys. 25). Z
histonow H1 pozostaty jedynie warianty .10 1 02. Catkowity brak odcinka
A57 kpz nie powodowal zaburzen stechiometrii histonow. Poziom
pozostatych wariantow zarowno rdzeniowych jak 1 tacznikowych znacznie
wzrastal kompensujac braki (Rys. 27). Jednoczesnie wykazano, ze produkcja
biatek w komorkach A57 kpz-/- ulegta duzym zmianom (Rys. 28). Pomimo to
delecja prawie polowy gendéw histonowych nie pociagneta za soba letalnosci
komorek pozostawiajac pytanie dotyczace znaczenia histonow HI bez
odpowiedzi (Takami 1 wsp., 1997).

Dopiero homologiczna wymiana catego odcinka A110 kpz pozwolita

potwierdzi¢, ze biatka histonowe sa niezb¢dne dla prawidtowego rozwoju.

Rys. 28. Poréwnanie poziomu biatek niehistonowych produkowanych przez komoérki +/+
(strona lewa) i AS57kpz -/- (strona prawa). Uzycie 2D-PAGE pozwolilo uwidoczni¢ i
rozdzieli¢ biatka na podstawie pH 3-10 i masy czasteczkowej. Strzatki skierowane w dot
oznaczaja biatka ktorych ilo$¢ znacznie zmniejszyta si¢ lub calkowicie brakuje ich w
komoérkach AS57kpz -/-. Strzatki skierowane do gory oznaczaja biatka, ktore nie
wystepowaly w komoérkach +/+ lub wykazuja nadekspresj¢ w zmutowanych komorkach;

(wedtug Takami i wsp., 1997).



Osobniki heterozygotyczne pod wzgledem catego odcinka A110 kpz
rozwijaly si¢ normalnie, a obecno$¢ jednego allelu byla wystarczajaca dla
utrzymania wlasciwej stechiometrii bialek histonowych. Wszystkie histony w
rownym stopniu podnosily poziom ekspresji zajmujac odpowiednie miejsce w
chromatynie w wyniku czego nie obserwowano zmian iloSciowych 1
jakosciowych biatek podczas elektroforezy 2D-PAGE. Nie udalo si¢ jednak
otrzyma¢ komoérek homozygotycznych wzgledem delecji odcinka A110 kpz
(Takami 1 Nakayama, 1997a). Z doswiadczenia tego wynikaja dwa wnioski:

L. jeden allel gtownego zgrupowania gendéw histonowych zawierajacy 39
gendw wystarcza dla proliferacji komoérek oraz utrzymania wlasciwego
poziomu histonéw

II.  brak obu alleli odcinka A110 kpz skutkuje letalnoscia komorek.

Niestety homologiczna wymiana odcinka zawierajacego wigkszo$¢ histonow

oznacza eliminacj¢ duzej ilo$ci histondw rdzeniowych, a wigc nie mozna

wykluczy¢, ze $miertelnos¢ komoérek wynikata z braku tych histonow, a nie
histonow H1. W tej sytuacji nalezato ,,wybi¢” jak najwigcej histonow HI1 nie
naruszajac przy tym struktury sasiadujacych gendéw. Procedura badawcza
polegata na stopniowym zast¢gpowaniu poszczegdlnych wariantdw za pomoca
roznych gendw reporterowych. W sumie wykorzystano pie¢ markeréw (neo,
bsr, hisD, gpt, hig) za pomoca ktérych podstawiono prawie wszystkie allele
genow HI1 inaktywujac 17 gendéw histonow rdzeniowych. W efekcie
otrzymano zmutowane komorki u ktorych brakowato 10 alleli histonu H1

(A10/12H1) oraz 11 alleli histonu H1(A11/12H1). Pomimo duzych staran nie

udalo si¢ uzyska¢ zywotnych komorek catkowicie pozbawionych histonuH1

co $wiadczy o jego niezbednosci dla przezycia. Mutanty A10/12H1 u ktorych
jedynym histonem byl wariant 02H1 wykazywaly staly poziom

H1/nukleosom (przez blisko sze$ciokrotny wzrost ekspresji histonu 02HTI).

Dopiero homologiczna wymiana jednego z pozostatych alleli 02H1
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doprowadzita do redukcji ilosci bialkka H1 do polowy. Jednoczesnie
stwierdzono dwukrotny wzrost ilosci bialek HMG. Struktura chromatyny
komérek A11/12H1, sadzac po analizie produktéw trawienia MN-aza, nie
ulegta zmianie w porownaniu do komoérek DT40. Zjawisko to moze mie¢
zwiazek ze wzrostem ilosci biatek HMG, ktore prawdopodobnie potrafia w
pewnym stopniu zrekompensowac¢ brak histonu H1. Limfocyty A11/12H1
mnozyly si¢ z podobna sita jak ich dzikie odpowiedniki jednak wzor ekspresji
bialek przez nie produkowanych ulegl znacznym zmianom (Takami 1
Nakayama, 1997b).

Doswiadczenie to po raz kolejny wykazalo, ze histony lacznikowe
nalezy traktowac jako szczegdlny rodzaj aktywnego czynnika regulujacego
transkrypcje, a nie jak do niedawna sadzono biernego represora
ograniczajacego aktywno$¢ genéw na drodze czysto mechanistyczne;j.
Ponadto udowodniono, ze obecnos$¢ juz jednej kopii histonu H1 wystarcza dla

przezycia komorek DT40.
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5. ZAKONCZENIE

Histon H1 stanowi nieodiaczny sktadnik chromatyny u wszystkich
Eucaryota. Wraz z odkryciem duzej liczby nieallelicznych form tego biatka
pojawito si¢ pytanie o funkcj¢ zrdznicowania histondow H1. Poczatkowo
przyjeto, ze biatka HI1 stanowia wewnatrzjadrowy system represji genow.
Zasada dziatania wydawala si¢ prosta. W miejscach w ktorych histon HI
aktywnie taczy si¢ z chromatyna ekspresja gendw zostaje zablokowana
poprzez ograniczony dostep maszynerii transkrypcyjnej do wolnego DNA.
Model ten zostal potwierdzony w licznych dos$wiadczeniach in vitro
(Zlatanova 1 van Holde, 1992 1 literatura tam cytowana). Nie tlumaczyto to w
najmniejszym stopniu obserwowanej réznorodnosci histonéw lacznikowych.
W najprostszym przypadku duza liczba genéw HI1 wynika z silnego
zapotrzebowania na bialka histonowe w $cisle okreslonym czasie (faza S).
Zwielokrotnienie liczby genow HI powoduje zwigkszenie ekspresji,
natomiast roznice w sekwencji nukleotydow moga wynika¢ z prostych zmian
DNA nagromadzonych w miar¢ uplywu czasu (mutacje punktowe, dryft
genetyczny). Trudno jednak hipoteze ta pogodzi¢ z faktem, ze histony H1
naleza do biatek niezwykle konserwatywnych ewolucyjnie. Poszczegdlne
warianty H1 sa tak silnie utrwalone, ze sekwencja DNA dwoch podtypow
histonu H1 u tego samego organizmu r6zni si¢ bardziej niz sekwencje histonu
H1 jednego rodzaju pochodzacych z bardzo odlegltych ewolucyjnie
organizmoéw. Oznacza to, ze histon Hla czlowieka bardziej przypomina
wariant homologiczny na przyktad u zaby, niz ludzki histon H1°. Jest to
dowodem duzej presji selekcyjnej i1 $wiadczy najprawdopodobniej o
funkcjonalnym zroéznicowaniu. Innym wytlumaczeniem moze by¢ hipoteza
wedlug ktorej warianty histonu H1 powstalty w odpowiedzi na rdznice w
budowie sktadnikow chromatyny, gtownie DNA (Brown 2001). W momencie
gdy histony H1 wyksztatcily si¢ jako oddzielna grupa bialek 1 zajety swoje
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miejsce na nukleosomie mogt powsta¢ dodatkowy mechanizm kontroli
genow. Liczne modyfikacje bialek histonowych stworzyty szerokie pole dla
mechanizmow regulujacych transkrypcije. Prawdopodobnie w
posttranslacyjnych zmianach histonow nalezy upatrywaé zrédta bogactwa
odpowiedzi komorki na czynniki S$rodowiskowe. Roéznice w budowie
poszczegdlnych wariantow H1 powoduja, ze moga one podlega¢ odrebnym,
specyficznym dla siebie modyfikacja. Ponadto te same zmiany moga migé
inne znaczenie w zalezno$ci od budowy biatka (Hendzel 1 wsp., 2004).
Histony H1 nie dziataja jako niezalezny skladnik regulacyjny, ale dzigki
licznym oddziatywaniom z innymi biatkami komorki stanowia zlozony
system kontroli. Histony lacznikowe przez swoja obecno$¢ wplywaja na
struktur¢ 1 modyfikacje jakim podlegaja histony rdzeniowe. Od nich
uzalezniona jest aktywno$¢ czynnikow transkrypcji takich jak Sp1 1 SWI/SNF
(Ramachandran 1 wsp., 2003). Prawdopodobnie to wyjasnia pozornie
sprzeczne wyniki eksperymentow in vitro, ktére jako uproszczone modele
pozbawione licznych elementow komorkowych funkcji ktorych czgsto nawet
nie znamy, nie sg dobrym odzwierciedleniem procesOw zachodzacych w
zywych organizmach.

Istnieja dowody $§wiadczace o wybidrczych whasciwosciach wariantow
H1 w stosunku do DNA w zaleznosci od jego sekwencji. Zaobserwowano, ze
aktywno$¢ genow 5S rRNA komoérkach embrionalnych Xenopus koreluje z
wymiang histonu B4 na histony somatyczne. W sklad genomu tych
organizmdw wchodza liczne geny 5S rRNA, ktore mozna podzieli¢ na dwie
grupy: geny ulegajace ekspresji w oocytach 1 poczatkowym stadium rozwoju
oraz geny aktywne w komorkach somatycznych. Oocytarne 5S rRNA
wykazuja silne preferencje do wiazania si¢ z wariantem B4, ktory powoduje
ich aktywacje. W tym samym czasie histon B4 przylaczajac si¢ do regionow
DNA kodujacych somatyczne 5S rRNA zostaje zablokowany. Sytuacja ulega

zmianie wraz z pojawieniem si¢ innych histonéw H1 w wyniku czego
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dochodzi do transkrypcji wytacznie genow somatycznych 5S rRNA (Bouvet 1
wsp., 1994; Sera i Wolffe, 1998; Wolffe, 1997). Rowniez inne wyniki badan
sugeruja, ze poszczegolne warianty H1 zajmuja miejsce w chromatynie w
sposob nielosowy (Parseghian 1 wsp., 2000). Niestety nic nie wiemy o naturze
tego procesu. Niemniej jednak fakt ten w potaczeniu z olbrzymia mozliwo$cia
posttranslacyjnych modyfikacji histonéw stat si¢ podstawa dla hipotezy
wedhug ktorej mozemy mowic o epigenetycznym kodzie biatek histonowych ,
ktorego funkcja 1 znaczenie bytaby porownywalna do kodu DNA (Jenuwein 1
Allis, 2001). Krokiem w kierunku poznania zasad dziatania tego kodu sa
liczne badania nad histonem H1. Organizmy u ktérych wyeliminowano czgs¢
lub nawet wszystkie geny H1 za pomoca homologicznej wymiany genow
stanowia bogate zrodlo informacji o funkcji 1 znaczenia tych bialek. Duzym
utrudnieniem jest proces kompensacji histonow, ktory czesto uniemozliwia
interpretacj¢ wynikow. W najblizszej przysztosci niezbgdne bedzie
stworzenie organizmOw pozbawionych pewnych genéow H1, a w ich miejsce
wstawienie innych gendéw kodujacych histony H1. Pozwoli to zanalizowaé
wplyw konkretnego wariantu H1 nie zaburzajac stechiometrii histonu H1 do
nukleosomu. Juz dzi§ powstanie takich organizméw jest mozliwe (np.
wykorzystujac system Cre-loxP; Bishop, 2001; Zheng 1 wsp., 2000) 1 wydaje
si¢ kwestia czasu. Nie oznacza to, ze obecne badania nie przyniosty zadnych
rezultatow. Jako przyktad moze postuzy¢ histon H1t. Wszystkie histony H1
wyraznie wplywaja na metylacje DNA. Ich brak skutkuje hipoacetylacja
DNA. W genomu wszystkich organizméw znajduje si¢ wiele gendw, ktore
moga sta¢ si¢ przyczyng $mierci $mieci komoérki (onkogeny, transpozony). W
wigkszosci przypadkéw sa one silnie metylowane 1 przez to nieaktywne.
Histon H1 sprzyjajac metylacji DNA dziala jako silny czynnik zapobiegajacy
$mierci lub nowotworzeniu komoérek. Hipoteze ta potwierdza obecnos¢
wyspecjalizowanego wariantu histonu HIt w komoérkach znajdujacych si¢ w

krytycznym momencie rozwoju. Mejoza jest procesem od ktérego zalezy jak
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bedzie wygladal organizm powstaly z komoérek rozrodczych. Btedy w trakcie
mejozy moga mie¢ bardzo duzy wptyw na funkcjonowanie nowopowstatego
organizmu. Niezwykle istotne jest $ciste kontrolowanie tego procesu co ma na
celu przekazanie jak najwierniejszej kopii materiatu genetycznego. Postuluje
si¢, ze histon H1t dzigki swej szczegdlnej budowie (wystgpowanie metioniny)
moze zapobiega¢ powstawaniu mutacji na skutek oksydacyjnej dziatalnosci
wolnych rodnikow.

O szczegb6lnym znaczeniu histonéw H1 w procesach nowotworowych
komorki §wiadcza intensywne badania majace na celu wykorzystanie bialek
histonowych w leczeniu raka (m.in. firma Symbiotec). Prawdopodobnie
histon H1 reprezentuje stary system obronny organizmu zapobiegajacy
zmianom nowotworowym. Histony tacznikowe jak wszystkie biatka powstaje
na terenie cytoplazmy 1 dopiero poOzniej transportowane sa do jadra
komorkowego. Zaobserwowano, ze roéwniez w cytoplazmie histony HI1
podlegaja S$cistej kontroli. Ponadto w przeciwienstwie do histondéw
rdzeniowych wraz z biatkami HMG histony H1 wystepuja w duzych ilosciach
poza jadrem stanowiac zapas bialek przeznaczonych do bezposredniego
uzytku, a ich transport przez pory jadrowe odbywa si¢ za pomoca
specyficznych receptorow. Z drugiej strony jedna z cech charakterystycznych
komorek ulegajacych transformacji nowotworowej sa liczne modyfikacje
btony komorkowej. Niezwykle ciekawe jest, ze histony H1 obecne w
cytoplazmie rozpoznaja takie zmiany taczac si¢ z blona komorkowa co
prowadzi do jej destabilizacji. Nastgpstwem calego procesu jest $mieré
komorki nowotworowej. Wyniki badan sa bardzo obiecujace. Stwierdzono, ze
histon H1 zabija wigcej komorek nowotworowych niz jakikolwiek stosowany
lek (np. taxol). Ponadto jest on aktywny w duzo mniejszych stezeniach,
nietoksyczny 1 nie wywotuje odpowiedzi ukladu immunologicznego (jako

naturalny sktadnik komorek) ani efektow ubocznych podobnych do
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powstajacych w czasie chemioterapii. Nie zaobserwowano réwniez narastania
opornosci komorek wraz z czasem stosowania.

Celem przysztych badan nad histonem HI nie jest udowodnienie
funkcjalnos$ci zréznicowania histonu H1, poniewaz to jest oczywiste juz teraz,
ale  wyjasnienie = mechanizméw  odpowiedzialnych za  lokalizacje
poszczegdlnych wariantow. Badania przedstawione w niniejszej pracy
wielokrotnie udowodnity, ze wystgpowanie licznych form nieallelicznych
histonu H1 odgrywa istotna rol¢ dla prawidlowego funkcjonowania
organizmOw. Poznanie zasad wedtug ktorych histon HI reguluje procesy
komorkowe pozwoli na leczenie nowotwordw oraz lepsze zrozumienie
epigenetycznej regulacji genow czego posrednim skutkiem bedzie rozwoj

terapii genowej 1 zapobieganie chorobom genetycznym.
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