Wszystkie organizmy na Ziemi przechowuja informacje genetyczng w postaci DNA o okreslonej sekwencji nukleotydéw. Od
informacji tej zalezy, jak organizm bedzie si¢ rozwijat, funkcjonowat i reagowat na bodzce ze Srodowiska. Jednak nie wszystkie
geny sg aktywne w danym czasie i miejscu, a precyzyjna regulacja ich aktywnosci jest kluczowa dla organizmu. Organizmy
jadrowe (eukariotyczne) maja DNA upakowane przez specjalne biatka - histony - w strukture zwang chromatyna. Nie tylko
pozwala to na pomieszczenie i przestrzenne uporzadkowanie materiatu genetycznego, ale réwniez, przez zmiany kondensacji tej
chromatyny, na regulacje jego dostepnosci do roznych proceséw. Dotyczy to réwniez maszynerii aktywujacej geny
(przeprowadzajacej ich ekspresje) - histony moga sobg zastaniaé¢ sekwencje DNA w zwartej lub odstania¢ w rozluznionej
chromatynie i zaleznie od tego maszyneria ta nie moze albo moze sie przytaczy¢ do sekwencji. Zmiany w oddziatywaniach
miedzy DNA a histonami zachodzg miedzy innymi przez dodawanie specyficznych grup chemicznych do biatek histonowych.
Jedng z takich waznych modyfikacji jest acetylacja czyli dodanie grupy acetylowej do okreslonych aminokwaséw w histonach
przez specjalne kompleksy enzymatyczne zwane acetylotransferazami histonowymi. Zasadniczo acetylacja powoduje rozluznienie
struktury chromatyny i udostepnienie DNA dla innych biatek, stad jej wystepowanie wigzane jest z aktywacjg genoéw i ich
ekspresja. Modyfikacja ta, jej wptyw na ekspresje genéw i enzymy jg wprowadzajace sa zakonserwowane w $wiecie zywym - co
0znacza, ze sg bardzo podobne u nawet niespokrewnionych ze sobg gatunkéw, co jeszcze bardziej potwierdza ich znaczenie.

Takim bardzo waznym kompleksem acetylotransferazy u gatunku modelowego, jakim sg drozdze piekarskie, jest kompleks
ztozony z kilkunastu biatek o nazwie NuA4. Bierze on udziat w acetylacji histonéw w genach, co umozliwia ich aktywacje.
Badanie sktadu i roli poszczegdlnych podjednostek takich kompleksdw jest zmudne i trudne, ale wiadomo, ze NuA4 ma swdj
odpowiednik takze u ludzi. Dotad niewiele wiadomo o roslinnej wersji tego kompleksu - czy sktada sie z podobnych czesci, czy
przeprowadza te same reakcje acetylacji, czy kontroluje w podobny sposéb procesy zwigzane z DNA. Dotychczas znaleziono w
roslinnym gatunku modelowym Arabidopsis odpowiedniki tylko trzech podjednostek NuA4, o ktdrych wiadomo, ze maja zwigzek
z acetylacjg histondw. Nam niedawno udato sie odkry¢ i opisa¢ kolejng podjednostke, ktorg nazwaliSmy AtEAF1, poniewaz
uwazamy jg za odpowiednik drozdzowego biatka EAF1. U drozdzy EAF1 pehni szczeg6lng funkcje - stuzy jako platforma, do
ktorej przytaczajq sie kolejne sktadniki NuA4, tworzac caty kompleks. Najwieksze znaczenie ma ono w rejonach genéw zwanych
promotorami, poniewaz w innych miejscach genu moga przytaczac sie poszczegdlne czesci kompleksu. Promotory natomiast sg
bardzo istotne dla dziatania gendw, poniewaz to wiasnie do nich przytaczajg sie biatka odpowiadajace za ich ekspresje, czyli
odczytywanie informacji genetyczne;j.

Pytanie, na jakie chcialabym w tym projekcie udzieli¢ odpowiedzi, brzmi: czy réwniez funkcje EAF1 w aktywacji gendw sg
zachowane w jego roslinnym odpowiedniku? Czy AtEAF1 odpowiada za prawidtowg acetylacje histonéw w promotorach gendw i
tym samym reguluje ich aktywno$¢? Odpowiedzi nie tylko wzbogacg nasza wiedze o tym, jakie mechanizmy molekularne
zachodza w krolestwie roslin, ale takze pozowolg na por6wnanie, jak ekspresjg gendw “zarzadzajg” rdzne organizmy, jak u nich
zachodzita ewolucja tych “metod” kontroli genéw.

U Arabidopsis wystepuja dwa prawie identyczne geny AtEAF1A i AtEAF1B. Czesto punktem wyjscia do analiz funkcji genéw
jest uszkodzenie badanych genéw i sprawdzenie, jaki bedzie to miato wptyw na organizm. Dla Arabidopsis dostepnych jest wiele
linii z juz uszkodzonymi genami, nie ma jednak takiej, w ktdrej oba geny AtEAF1 bytyby wytgczone, nie mozna tez ich uzyskac
przez krzyzéwki genetyczne.

Dlatego planuje wykorzystaé nowoczesng technike opartg na systemie o nazwie CRISPR/Cas9 do ukierunkowanego uszkodzenia
obu genéw naraz. Polega ona na wprowadzeniu do rosliny biatka, ktére nakierowane specyficznymi fragmentami RNA
pasujacymi do sekwencji tych gendw, potrafi je przecina¢. W dalszej konsekwencji prowadzi to do nieodwracalnego uszkodzenia
i wylaczenia genu. Udato sie nam juz wstepnie uzyskac takie rosliny z wylgczonymi obydwoma genami. Sa one powaznie
zmienione w stosunku do roslin typu dzikiego - mate, rosng bardzo powoli i maja bardzo blade liscie oraz nieptodny pylek.
Chciatabym sprawdzi¢, jakie geny sa w nich rozregulowane - ktore ze wszystkich genéw maja wieksza ekspresje niz w roslinach
typu dzikiego, a ktére nizsza. Bedzie to mozliwe dzieki zastosowaniu techniki RNA-seq, ktéra pokazuje jednoczesnie poziomy
aktywnosci wszystkich genéw w danym momencie. Mam nadzieje wytowié grupe genéw o zaburzonej ekspresji, ktore beda
ttumaczy¢ zmiany fenotypowe (wygladu i rozwoju rosliny). Nastepnie dla kilku-kilkunastu rozregulowanych genéw bede chciata
pozna¢ zmiany w acetylacji histonu H4, zwlaszcza w rejonie promotorowym. W tym celu za pomocg specyficznego przeciwciata
rozpoznajacego zacetylowany histon wytowie wszystkie fragmenty DNA z nim sie wigzace (na tym polega tzw.
immunoprecypitacja chromatyny), a potem poréwnam ich ilo$¢ dla linii mutantéw i linii typu dzikiego. Otrzymane wyniki
powinny pozwoli¢ na powigzanie braku aktywnych biatek AtEAF1A/B z poziomem acetylacji promotora i ekspresjg genu.
Ponadto posiadam réwniez linie mutantéw odpowiednikéw innych podjednostek kompleksu NuA4, o podobnych, lecz w réznym
stopniu nasilonych zmianach w wygladzie, i w nich réwniez chciatabym sprawdzié, czy podobne geny ulegaja rozregulowaniu, i
czy podobnie zmieniona jest ich acetylacja H4. Pewne roznice by¢ moze wskaza na zréznicowanie roli poszczegdlnych jednostek
w roslinnym odpowiedniku kompleksu NuA4.



