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Genomy organizmow eukariotycznych sa upakowane w jadrze komorkowym jako kompleks biatek i DNA
nazywany chromatyna. Chromatyna nie jest tylko komérkowym magazynem DNA, ale réwniez struktura
odpowiedzialna za odczytywanie informacji genetycznej w odpowiedni sposdéb w odpowiednim czasie.
Podstawowa jednostka chromatyny jest nukleosom — szpulka, na ktéra nawinigte jest ~150 par zasad DNA.
Nukleosom sktada si¢ z 8 czasteczek histonow rdzeniowych czterech typow (H2A, H2B, H3, H4) oraz DNA.
Histon tacznikowy (H1) jest bialkiem, ktdre wiaze si¢ z zewnatrz nukleosomu i spina nici DNA wychodzace
z nukleosomu. H1 zwiazany do nukleosomu sprzyja zageszczaniu chromatyny i zmniejszeniu dostgpnosci
informacji zapisanej w DNA. Histon H1 jest zbudowany z konserwowanej w ewolucji domeny globularne;j
(GH1) oraz nieustrukturyzowanych koncéw zwanych ,,ogonami”. Zaréwno ogony, jak i domena GHI jest
silnie zasadowa.

Histon H1 jest bardzo waznym elementem regulacji dostgpnosci chromatyny, a co za tym idzie
ekspresji gen6w. Histon H1 w jadrze komorkowym znajduje si¢ w stanie rownowagi dynamicznej pomigdzy
czasteczkami zwiazanymi 1 niezwiazanymi z chromatyna. Zmiana powinowactwa H1 do nukleosomu moze
przesuwac tg¢ rownowage i zaktocaé homeostazg komorki. H1 zaréwno u ro$lin, jak i u zwierzat podlega
licznym modyfikacjom potranslacyjnym polegajacym najczgsciej na dotaczeniu grup chemicznych do
aminokwasow tworzacych biatko. Modyfikacje te, szczegdlnie w obrebie domeny GHI, moga zmieniaé¢
powinowactwo H1 do nukleosomu, co nie zostato jeszcze zbadane.

Mutacje zmniejszajace poziom histonu H1 u zwierzat wyzszych (np. u ssakow) o potowe powoduja
$mier¢ zarodkéw na wczesnych etapach rozwoju. W przeciwienstwie do zwierzat rosliny moga zy¢ bez
histonu H1. Rosliny rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana) pozbawione H1 (poprzez mutacje
wszystkich gendéw kodujacych H1), pomimo duzych zmian w strukturze jadra komorkowego, nie wykazuja
widocznych gotym okiem zmian fenotypowych. Dostgpnos$¢ zywotnych mutantow pozbawionych H1 czyni
ro$liny dobrym modelem do badan skutkow jego braku. Przyczyny zywotnosci roslin pozbawionych histonu
HI1 nie zostaly dotad poznane. Mozna postawi¢ dwie hipotezy badawcze, ktére moga to wyjasniac:
1) wystepowanie innych bialek, ktore moga laczy¢ sig¢ do nukleosomu podobnie, jak H1; 2) wystgpowanie
innych mechanizméw regulacyjnych, ktéore moga ztagodzi¢ zakldécenia w funkcjonowaniu chromatyny
spowodowane brakiem H1. Obie hipotezy moga by prawdziwe — rosliny moga posiada¢ biatka, ktore tacza
si¢ do nukleosomu, jak histon H1, czgsciowo go zastgpujac. Reszte zaktocen w regulacji uzupetniaja inne
mechanizmy. Ros$liny w przeciwienstwie do zwierzat posiadaja inne biatka zawierajace domeng GH1. Biatka
te nie posiadaja typowych dla H1 silnie zasadowych ,,ogondéw”, ale moga posiada¢ inne domeny lub motywy
wiazace DNA, ktorych brak w H1. Jedno z takich biatek mogloby zastepowaé H1 na nukleosomie.

Pierwszym celem projektu jest znalezienie bialek zastgpujacych histon H1 na nukleosomie oraz
biatek uczestniczacych w mechanizmach kompensujacych brak H1. Cel ten bedzie zrealizowany poprzez
pocigcie chromatyny roslin kontrolnych 1 pozbawionych H1 na kilkunukleosomowe fragmenty, a nastgpnie
identyfikacja biatek zwiazanych z nimi. Na podstawie zebranych danych zidentyfikujemy takze modyfikacje
histonow rdzeniowych i tacznikowych zwiazanych z nukleosomami. W celu znalezienia biatek, ktorych ilos¢
zmienita si¢ na skutek usunig¢cia H1, przeanalizowane zostana takze proteomy catych jader komérkowych
ro$lin kontrolnych i pozbawionych H1. Chcemy w ten sposob znalez¢ biatka zaangazowane w procesy
kompensujace brak H1. Do identyfikacji i pordwnania st¢zen bialek uzyte zostana wysokoprzepustowe
metody proteomiczmne opierajace si¢ na spektrometrii mas. Zastosujemy podej$cie typu ‘shot-gun’
polegajace na trawieniu endoproteaza wszystkich biatek z probki. Powstale w ten sposob peptydy sa
rozdzielane w wysokosprawnym chromatografie cieczcowym potaczonym ze spektrometrem mas.
Spektrometr mas mierzy masy peptydow, selekcjonuje okreslone peptydy, poddaje je fragmentacji i mierzy
masy fragmentéw. Dane otrzymane w ten sposob razem z genomowymi bazami danych pozwalaja na
identyfikacj¢ peptydow i biatek.

Drugim celem projektu jest sprawdzenie wptywu modyfikacji potranslacyjnych na powinowactwo
histonu H1 do nukleosomu. Cel ten zostanie osiagnigty poprzez przygotowanie nukleosomoéw in vitro
(metoda nazywana rekonstytucja nukleosomoéw in vitro) z histonow i DNA wyprodukowanych
w genetycznie zmodyfikowanych bakteriach i wigzanie do nich histonu HI lub domeny GHI.
Powinowactwo do nukleosomu zostanie oznaczona poprzez monitorowanie metodami kalorymetrycznymi
uwalniania energii w czasie wiazania. W ten sposob zbadane zostana roslinne i zwierzece domeny GHI
z 1 bez modyfikacji potranslacyjnych. Biatko H1 do badan zostanie wyprodukowane w bakteriach. Domena
GHI1 z i bez modyfikacji potranslacyjnych zostanie wyprodukowana metoda chemicznej syntezy peptydow
na zlozu stalym. W metodzie tej do pierwszego aminokwasu przytaczonego do ztoza dotaczane sa kolejne
aminokwasy. Metoda ta zostanie uzyta, gdyz produkcja biatka zmodyfikowanego w odpowiedni sposob
w okreslonych miejscach jest niemozliwa w bakteriach.

Przeanalizujemy takze strukturg nukleosomow z przytaczona zmodyfikowana domeng GH1, tak aby
stwierdzi¢ jak modyfikacje potranslacyjne zmieniaja ulozenie przestrzenne domeny GH1 na nukleosomie.
Uzyjemy mikroskopii elektronowej i niskokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego.



