Genom kazdej komorki organizmu jest taki sam (z nielicznymi wyjatkami, jak na przyktad ssacze limfocyty). Genom zbudowany
jest na bazie czterech ,liter” DNA, ktdrych ciag koduje informacje genetyczng. Chociaz wszystkie komorki zawierajg ten sam
zestaw informacji, w zaleznosci od typu r6znia sie historig rozwojowa, morfologia i funkcja. R6znice te wynikajg z faktu, iz
komdrki w r6zny sposob wyrazajg ten sam genom. Dzieje sie tak poniewaz ekspresja gendw jest kontrolowana, nie tylko przez
sekwencje DNA, ale réwniez przez epigenetyczne markery, ktére znajdujg sie bezposrednio na DNA (jako metylowana lub
hydroksymetylowana cytozyna) badz na histonach, na ktore owinieta jest ni¢ DNA.

W moich badaniach skupie sie na kontroli ekspresji gendéw u roélin, a doktadniej u modelowej rosliny jaka jest rzodkiewnik
pospolity (Arabidopsis thaliana). Roslina ta jest cztonkiem rodziny kapustowatych, i jest powszechnie stosowana w badaniach
genetycznych. Arabidopsis sprawdza sie jako model m. in. ze wzgledu na niewielki rozmiar i stosunkowo krétki cykl zyciowy (od
czterech do szesciu tygodni), ktory umozliwia Sledzenie skutkéw zmian genetycznych przez kilka pokolen. Ponadto Arabidopsis
ma maty genom, a do dyspozycji naukowcdw jest duzy zbiér komercyjnie dostepnych mutantéw, ktdre utatwiajg przeprowadzenie
wielu doswiadczen. Pomimo, ze Arabidopsis nie przedstawia waloréw ekonomicznych, to jest reprezentantem grupy roslin (z
rodzaju kapusty i gorczycy), ktére maja duzg warto$¢ gospodarcza i handlowa. Odgrywaja one wazng role w wyzywienia ludnosci
$wiata i moga by¢ rowniez przydatne do produkcji biopaliw.

Jednym z lepiej poznanych markeréw epigenetycznych jest metylacja DNA, kowalencyjna modyfikacja DNA, ktéra zmienia i
zazwyczaj hamuje ekspresje genéw. Dzigki skomplikowanej maszynerii epigenetycznej, ktéra wspdtdziata z maszynerig replikacji
DNA, niektore wzorce metylacji DNA sg dziedziczne. Ja jestem zainteresowany metylacja DNA, ktora nie jest bezposrednio
dziedziczna przy podziale komérek, jest natomiast kontrolowana przez mate czasteczki RNA, ktdre ukierunkowujg maszynerie
epigenetyczna. Rdzen maszynerii epigenetycznej stanowi biatko o nazwie DRM2 (metylotransferaza o przearanzowanych
domenach 2), ktore sktada sie z dwoch podstawowych czesci: domeny katalitycznej i przewodnika. Funkcjg domeny katalitycznej
jest "wpisanie™ metylacji w DNA podczas gdy przewodnik funkcjonuje najprawdopodobniej podobne do reki, ktéra prowadzi
piéro. Wiadomo, ze czes¢ biatka bedaca przewodnikiem jest zachowawcza u réznych roslin, a przeprowadzone doswiadczenia
biochemiczne wykazaly, ze utrata tej czesci zaktoca proces "wpisywania". W trakcie realizacji niniejszego projektu planuje
zbadacd role niekatalitycznej sktadowej metylotransferazy DRM2 wykorzystujac w tym celu rézne techniki genetyczne,
biochemiczne i biofizyczne.

Katalityczna cze$¢ metylotransferazy DRM2 zostata juz stosunkowo dobrze poznana. Czes$¢ niekatalityczna, bedaca moim
obiektem badan, sktada sie z trzech domen zasocjowanych z ubikwityng (UBA). Wyniki wcze$niejszych doswiadczen wskazuja,
ze sg one istotne dla funkcji DRM2. Planuje wyjasni¢, jak domeny UBA kontrolujg aktywnos¢ DRMZ2 i czy istotnie sg
zaangazowane w prowadzenie DRM2 do miejsc w DNA, gdzie powinna zosta¢ prowadzona modyfikacja? A takze, czy istnieje
podziat zadan miedzy r6znymi domenami UBA i czy kazda z osobna odpowiada za podzhiér docelowych sekwencji DNA dla
DRM2? By¢ moze rdzne domeny UBA kontrolujg funkcje katalityczng DRM2 na réznych etapach rozwoju rosliny? Tak czy
inaczej, planuje réwniez poznaé partneréw wigzanych przez domeny UBA oraz zbada¢ czy UBA sg bezposrednio zaangazowane
W rozpoznawanie innych markeréw epigenetycznych chromatyny (na przyktad modyfikacji histonéw), czy tez moze
wspotdziatajg z innymi biatkami, ktdre majg takg zdolno$¢? Dla poznanych partneréw domen UBA planuje zbada¢ szczegéty ich
oddziatywania na poziomie molekularnym.

W celu poznania roli poszczeg6lnych domen UBA, zostanie wykonany szereg eksperymentdw genetycznych. Izogeniczne linie
ro$lin, pozbawionych genu DRM2 sg juz komercyjnie dostepne. Do takich roslin wprowadze gen DRM2 dzikiego typu (jako
pozytywna kontrole), fragment genu DRM2 kodujacy wytacznie domene katalityczng (jako negatywna kontrole), a takze skrécone
wersje genu DRM2, w ktérych usuniete zostang rejony kodujace poszczegélne domeny UBA lub ich kombinacje. Nastepnie
planuje monitorowac metylacje DNA zalezng od DRM2 (technicznie nazywang metylacjg CHH zalezna od kontekstu sekwencji
DNA) w transgenicznych liniach roslin za pomocg sekwencjonowania ich genomowego DNA traktowanego wodorosiarczynem
sodu. Ta technika sekwencjonowania opiera sie na reakcji chemicznej deaminacji cytozyny ale nie metylo cytozyny w obecnosci
wodorosiarczynu sodu, co w konsekwencji pozwala wnioskowa¢ o stanie metylacji DNA.

Aby zrozumie¢, jak domeny UBA nakierowuja DRM2 do réznych docelowych loci w genomie, podejme prébe zbadania
partnerow wigzanych przez poszczeg6lne domeny UBA lub kombinacje domen UBA (jesli eksperymenty genetyczne zasugeruja,
ze domeny UBA moga wspotdziatac). W tym celu domeny UBA zostang zastosowane jako “przynety", a nastepnie wytowieni
partnerzy zostang scharakteryzowani za pomoca spektrometrii mas. Aby zachowadé, jak to tylko mozliwe, fizjologiczne warunki
prowadzonego doswiadczenia, domeny UBA bedg wyrazane w transgenicznych roslinach pod kontrolg regulatorowych regionéw
genomowych, ktére naturalnie uczestniczg w kontroli ekspresji genu DRM2 w ro$linach dzikiego typu.

Domeny UBA lub ich kombinacje zostang réwniez scharakteryzowane strukturalnie. Poniewaz wyrazanie tych biatek w roslinach
nie zapewni mi wystarczajacej ilosci materiatu do badan krystalograficznych, domeny UBA beda réwniez produkowane w
systemie bakteryjnym Escherichia coli, genetycznie zmodyfikowanym i przygotowanym do takich celéw. Otrzymane preparaty
domen UBA bedga poddane prébie uporzadkowania in vitro w regularne formy zwane krysztatami, ktére zostang nastepnie
zbadane z wykorzystaniem promieniowania rentgenowskiego. Uzyskane w ten sposéb wyniki dostarczg szczegétowych
informacji na poziomie atomowym o tym jak domeny UBA sg zbudowane i jak przebiega ich oddziatywanie z innymi
czasteczkami.



