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Streszczenie: Program ekspresji gendw podczas rozwoju zwierzat i roslin jest kontrolowany przez me-
chanizmy epigenetyczne. Kontrola ta moze odbywac si¢ przez metylacj¢/demetylacj¢ DNA lub metyla-
cj¢/demetylacje specyficznych lizyn w histonach H3 i H4. Grupa biatek Polycomb (PcG) jest odpowie-
dzialna za utrzymanie genow w stanie represji, zas grupa biatek tritorax (trxG) utrzymuje geny w stanie
aktywnym. Metylacja lizyn 9. i 27. w histonie H3 oraz metylacja lizyny 20. w histonie H4 powoduje
wyciszenie gendéw. Metylotransferazy histonow (HMTazy) sa biatkami przynaleznymi do PcG. W
aktywnej transkrypcyjnie chromatynie ma miejsce metylacja lizyn 4. i 36. w histonie H3, a takze lizyn 5.
i 8. w histonie H4. Te HMTazy oraz acetylazy sa obecne wsrdd biatek trxG.Najwczesniej biatka PcG
zostaly odkryte u Drosophila melanogaster jako czynniki niezb¢dne dla kontroli wiasciwej ekspresji
gendw homeotycznych. Bialka trxG zapewniajq u tego organizmu aktywnos¢ genéw homeotycznych
koniecznych dla rozwoju w poszczegdlnych segmentach. Kompleksy PcG i trxG stanowig ogdlny me-
chanizm o charakterze konserwatywnym — od owadow do ssakow i roslin. Zaréwno w krolestwie
zwierzat, jak i roslin bialka PcG i trxG dzialaja na takie same geny docelowe, glownie geny homeotyczne.
Wiedza na temat roli PcG i trxG u roslin jest poparta gtdéwnie badaniami przeprowadzonymi na modelo-
wym gatunku — Arabidopsis thaliana. PcG u Arabidopsis zawiera szereg homologéw tych biatek obec-
nych u Drosophila i ssakéw (p. tab. 1) oraz homologéw biatka HP1 zwierzat zwanego LHP1 (podobnego
do HP1). U zwierzat dziatanie PcG oparte jest na wielobialkowych kompleksach PRC1 i PRC2 (ang.
Polycomb Repressive Complexes). PRC2 zawiera HMTazg¢ dla H3K27me3. U roslin istnieja kompleksy
podobne do PRC2 (PRC2-like). Sugeruje sig, ze u roslin LHP1 funkcjonuje podobnie jak PRCI, tzn.
uczestniczy w remodelingu chromatyny.U Arabidopsis rozw(j systemu rozmnazania generatywnego
podlega regulacji przez kompleksy podobne do PRC2, ktdre kontroluja rozwoj gametofitu zenskiego
(woreczek zalazkowy), bielma i zarodka. Istnieje poglad, w mysl ktérego dwa rodzaje kompleksow
podobnych do PRC2 reguluja odmienne geny docelowe, ale gléwna grupa genéw docelowych dla PcG sa
kwiatowe geny homeotyczne. Tritorax1 Arabidopsis (ATX1) jest bliskim homologiem biatka TRX u
myszy. Domena SET w ATX przypuszczalnie wykazuje stabg aktywnos¢ HMTazy dla H3K4me.
Aktywnos¢ HMTaz dla histonow H3K4me3 i H3K36me3 wykazuja inne biatka z kompleksu trxG.
Genami docelowymi dla trxG sg kwiatowe geny homeotyczne oraz gen FLC, uczestniczacy w procesie
wernalizacji (p. tab. 3). Metylacja DNA i modytikacje histonow powodujace wyciszenie genéw odpo-
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wiadaja za ekspresj¢ genow w zaleznosci od pochodzenia rodzicielskiego (tzw. parent-of-origin effect).
Wsrod jedenastu zbadanych genow u Arabidopsis thaliana i Zea mays, tylko dwa byty wyciszane przez
biatka z PcG — jeden matczyny i jeden ojcowski; w pigciu genach dezaktywacja ojcowskich alleli byta
spowodowana przez metylacj¢ DNA, za$ mechanizm wyciszenia trzech innych ojcowskich alleli jest
nieznany (p. tab. 3). Mimo ze badania systeméw PcG i trxG u roslin w ciggu minionego dziesigciolecia
byly bardzo owocne, podobnie jak i liczne uzyskane na materiale zwierzecym, nie jest rozwigzane
podstawowe zagadnienie, a mianowicie jaki mechanizm molekularny PcG zapobiega transkrypcji. Nie
jest dotad jasne, czy represyjna metylacja histonéw rdzeniowych H3 i H4 jest jedyna funkcja bialek PcG,
czy tez za wyciszenie ekspresji genow odpowiedzialne sa modyfikacje podstawowych mechanizmow
rzadzacych transkrypcja.

Stowa kluczowe: biatka Polycomb, biatka tritorax, rosliny, rozwdj.

Summary: Epigenetic mechanisms control gene expression programs during animal and plant develop-
ment. This control can be mediated by DNA methylation/demethylation or histone H3 and H4 specific
lysine methylation/demethylation. In general, Polycomb group (PcG) proteins are responsible for main-
taining genes in a repressed state; on the contrary, tritorax group (trxG) proteins maintain genes in an
active state. Histone H3 methylation at lysine 9 or 27 and histone H4 at lysine 20 results in gene silencing.
Histone methyltransferases (HMTases) are proteins present in PcG. Histone H3 methylation at lysine 4
and 36, as well as histone H3 acetylation at lysine 9 and 14, lysine 5 and 8 in histone H4 take place in
transcriptionally active chromatin; HMTases and acetylases are present in trxG proteins. PcG proteins
were first discovered in Drosophila melangaster. In this fruit fly PcG proteins are indispensable for the
control od appropriate expression of homeotic genes, while trxG proteins maintain homeotic genes
activity necessary in particular body segments during development. PcG and trxG complexes constitute
a general mechanism evolutionary conserved from flies to mammals and plants. PcG and trxG proteins act
at the same target genes, mainly on homeotic genes both in animal and plant kingdoms. The knowledge of
the role of PcG and trxG in plants is based mainly on the studies of Arabidopsis thaliana. PcG in
Arabidopsis contains several homologs of PcG proteins of Drosophila and mammals, (see tab. 1) and a
homologue animal Heterochromatin Proteinl (HP1), LHP1 (like HP1). In animals, PcG mechanism is
based on two multiprotein complexes, PRC1 and PRC2 (Polycomb Repressive Complexes). PRC2
contains HMTase for histone H3K27me3. In plants there are some PRC2-like complexes. It is suggested
that in plants LHP1 has an analogous function to PRC1 in animals, i.e. participates in chromatin remode-
ling. In Arabidopsis, reproductive development is subjected to regulation by the PRC2-like complexes
that control femal gametophyte (embryo sac), endosperm and embryo development. It is suggested that
two kinds of PRC2-like complexes regulate different target genes, but the floral homeotic genes are the
main group of target genes for PcG proteins (see tab. 2). Arabidopsis Tritorax1 (ATX1) is a close
homologue of TRX protein from mouse. ATX-SET domain probably shows a low activity of HMTase for
histone H3K4me. Activity of HMTase for histone H3K4me3 and histone H3K36me3 is displayed by
some other protein from trxG complex. Some floral homeotic genes and FLC gene involved in vernaliza-
tion process are the target genes for trxG (see tab. 3). DNA methylation and histone modification resulting
in gene silencing are responsible for parent-of-origin-dependent expression of imprinted genes. In Arabi-
dopsis thaliana and Zea mays, among eleven genes studied, only two are inactivated by proteins from PcG
—one maternal and one parental allele; in five parental alleles inactivation in caused by DNA methylation,
and the mechanisms of silencing of three other parental alleles in unknown (see tab. 3). In spite of the fact
that during the past decade the studies on PcG and trxG in plants were extremely fruitful, as well, as in
animal material, the fundamental question by which molecular mechanisms PcG prevent transcription is
not resolved. It is not clear till now if core histone H3 and H4 repressive methylation is the sole target of
PcG proteins or whether modifications of basic transcription machinery are responsible for repression.

Key words: Polycomb proteins, tritorax proteins, plants, development.

Skroty nazw genow Arabidopsis thaliana kodujqcych niektore bialka PcG i/lub genow podlegajacych
wyciszeniu przez ten system bad? przez metylacje DNA: AG (AGAMOUS) — kwiatowy gen homeotyczny,
AP (APETALA) — kwiatowy gen homeotyczny, AtFHS (Arabidopsis thaliana Homology Protein 5 ) —
regulator polimeryzacji aktyny, CLF (CURLY LEAF) — repressor genow tozsamosci organow kwiato-
wych, EMF2 (EMBRYONONIC FLOWER?2)—kwiatowy gen homeotyczny; koduje biatko uczestniczace
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w negatywnej regulacji kwitnienia, FIE (FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM) — represor
kwiatowych genéw homeotycznych, FIS (FERTILIZATION INDEPENDENT SEED) — regulacja trans-
krypcji, koduje biatko o charakterze palcdw cynkowych, FLC (FLOWERING LOCUS C) — kwiatowy
gen homeotyczny, FL (FLOWERING LOCUS) — kwiatowy gen homeotyczny, FT (FLOWERING LO-
CUS T) — kwiatowy gen homeotyczny, FUS3 (FUSCA3) — czynnik transkrypcyjny kontrolujacy rozwdj
zarodka, FWA (skrot nie rozwinigty przez cytowanych autoréw) — indukcja kwitnienia, czynnik trans-
krypeyjny, LEC1 (LEAFY COTYLEDONI) — regulator embriogenezy, MEA (MEDEA) — koduje biatko
PcG, MSI1 (MULITICOPY SUPRESSOR OF IRA1) —koduje biatko PcG, PHB (PHABLOSA) — kontro-
luje morfogenezg lisci, PHE1 (PHEREST)— gen z bloku MADS, regulator kwitnienia, PI (PISTILLATA)—
kwiatowy gen homeotyczny, SEP (SEPALLATA) — kwiatowy gen homeotyczny, STM (SHOOT MERI-
STEMLESS)—regulator organogenezy kwiatdw I podtrzymywania merystemu wierzchotkowego todygi,
SWN (SWINGER) — koduje domeny metylotransferazy H3K27, VIN3 (VERNALIZATION INSENSI-
TIVE3) — specyficznie indukowany przez wernalizacj¢, VRN2 (VERNILIZATION?) — klucz dla pod-
trzymania represji transkrypcji FLC.

1. WSTEP

Przestrzenne i czasowe wzory transkrypcji gendw stanowig centralny program
rozwojowy u roslin i zwierzat. Represja transkrypcji odgrywa glowna role w
tworzeniu i stabilnosci tego programu [48]. Jest on realizowany poprzez epigene-
tyczne procesy, ktore zachodza bez zmian w sekwencji DNA; ich kierunek
(aktywacja/represja) jest odwracalny.

[stnieja przynajmniej trzy systemy kontroli ekspresji genow: ich wyciszenie poprzez
metylacje DNA i aktywacja dzigki wycieciu 5-metylocytozyny przez glikozylaze
DNA, wyciszanie genéw poprzez kompleks biatek Polycomb i aktywacja przez
system tritorax oraz system interferencji RNA (RNAI).

Kompleksy biatek grup Polycomb — PcG (ang. Polycomb Group) uczestnicza
w mechanizmach epigenetycznych powodujacych wyciszenie genéw zwiazane ze
zmiang programu niezbedna w procesie roznicowania komérek. Kompleksy te zostaty
wykryte najpierw u Drosophila. Wyniki tych badan wykazaly, ze rodzina biatek PcG
jest niezbedna dla zapobiezenia niewlasciwej ekspresji gendéw homeotycznych.
Obecnie wiadomo, ze kompleksy PcG biora udzial w poszczegdlnych procesach
rozwojowych o charakterze konserwatywnym, bowiem mechanizm ten funkcjonuje
réwniez u ssakow i roslin wyzszych i zwigzany jest przede wszystkim z wezesnymi
etapami ontogenezy (ref. [19, 27, 42]). Pierwsza i — jak dotad — jedyna wzmianka
w jezyku polskim o systemie PcG u roslin jest w artykule opublikowanym w
Postgpach Biologii Komorki w 2004 r. [20]. Biatka grupy tritorax dziatajaq
antagonistycznie wobec bialek PcG, tj. przywracaja wyciszonym genom ich
aktywnosc transkrypcyjna (ref. [19, 35, 41, 42]).

Wiadomo, ze nieaktywna transkrypcyjnie chromatyna jest w stanie skondenso-
wanym, jej DNA zawiera 5-metylocytozyne, a lizyny (K) 9. i 27. w histonach
rdzeniowych nukleosoméw w histonie H3 oraz lizyna 20. w histonie H4 ulegaja
metylacji. Chromatyna w stanie luznym, aktywna transkrypcyjnie, charakteryzuje sie
brakiem lub niskim poziomem metylacji DNA oraz metylacja lizyny 4. i 36. w histonie
H3. W odniesieniu do roslin wyzszych, wyniki te zostaty uzyskane u gatunkow
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okrytozalazkowych (ref. [31]). Ostatnio u dwdch gatunkow nagozalazkowych
wykazano w chromosomach mitotycznych obecnos¢ H3K9me2 i me3 oraz
H3K27mel réwniez w odcinkach euchromatynowych, obok H3K4me2 [7]. U roslin,
w przeciwienstwie do zwierzat, rzadko spotyka si¢ trimetylacje wymienionych
histonéw (ref. [7]). Biatko kompleksu PcG (z wyjatkiem HP1, ang. Heterochromatin
Protein 1, niekiedy zaliczano do kompleksu PcG) nie zawsze jest zlokalizowane w
gesto upakowanej chromatynie ani u roslin, ani u zwierzat. Wigzanie biatek PcG
jest negatywnie skorelowane z obecnoscia polimerazy 11 RNA (ref. [19]).

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie stanu wiedzy o strukturze i
roli u roslin dwdch systemow — Polycomb i tritorax i tym samym zwrdcenie uwagi,
ze systemy te istniejg takze u roslin. Znaczny udzial metylacji DNA w represji
aktywnosci gendw jest powszechnie znany i dlatego jest wspomniany skrotowo, aby
dopehi¢ informacj¢ o mechanizmach wyciszania okreslonych gendw.

2. BIALKA PcG I TRITORAX

Jak wspomniano wyzej, biatka PcG najpierw badano z powodu ich roli w regulacji
homeotycznych genow u Drosophila. Do 2008 roku zidentyfikowano w kompleksach
PcG u Drosophila ok. 17 biatek lub ich komplekséw, mniej u czlowieka, myszy i
rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana, por. tab. 1). Biatka PcG tworza trzy gldéwne
kompleksy biatkowe: PRC1 (ang. Polycomb Repressive Complex 1), PRC2 i PhORc,
PRC1 zawiera rdzen ztozony z 4 biatek. W sklad tego kompleksu wchodza biatka
Polycomb (Pc), PSC (Posterior Sex Combs), PH (ang. PoliHomeotic) i dRing.
Kompleksu PRC1 nie wykryto u roslin, co wydaje si¢ by¢ zwiazane z totipotencja
komorek roslinnych. W sktad kompleksu PRC2 wchodza ESC (ang. Extra Sex Comb)
lub jego bliski homolog ESCL. Kazdy z tych skladnikéw ma jeden lub wigcej homologow
u ssakow. Trzeci kompleks biatkowy w PcG zawiera biatko wiazace DNA, PHO (ang.
PleioHomeOltic), bedace homologiem YY1 u ssakéw (ref. [42]).

Domeny SET w kompleksie PRC2 sa odpowiedzialne za metylacje H3K9 i
H3K27. U Drosophila w kompleksie tym zidentyfikowano biatko E(z), ktorego rola
jest metylacja lizyny w histonie H3, w pozycji 9. i 27. Utrata funkcji przez E(z)
powoduje brak mono-, di- i trimetylacji w H3K27. Analogiczne wyniki uzyskano u
ssakow w odniesieniu do homologdéw E(z), tj. E2H2 (ref. [42]).

U roslin bialka kompleksu PRC2 maja charakter konserwatywny [34]. Badania
kompleksu PRC2 przeprowadzono gléwnie na A. thaliana, ale wiadomo, ze ancestralne
geny kodujace podjednostki PRC2 sa powszechne u wielu gatunkéw okrytozalazkowych.
U Arabidopsis wykryto trzy homologi E(z); sa to MEA, CLF i SWN, trzy homologi
Su(z)12, a mianowicie FIS2, EMF2 i VRN2 oraz pie¢ homologéw Nurf55 (ang.
Nucleosome remodeling factor 55): MSJ1 do MSIJS. Kazdy z tych skladnikow jest
niezbedny dla wigzania i metylacji histonow H3 i H4 w nukleosomach (ref. [19]). Rola
innych sktadnikow PcG u roslin jest omdwiona nizej (por. 3).

Homologiem HP1 u ro$lin jest LHP1 (ang. Like Heterochromatin Protein ).
Uwaza si¢, ze LHP1 jest funkcjonalnym analogiem roslinnym PRCI, o czym
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TABELA 1. Bialka zwigzane z funkcjonowaniem PcG i ich homologi

wg [19, 42], zmodyfikowane

TABLE 1. Proteins involved in PcG function and their homologues according
to [19, 42], modified

Bialko Kompleks Homologi
Arabidopsis Drosophila |Mysz Czlowiek
thaliana
MEA FIS PRC2 B(2) EzH2 EzH2
EzH1
CLF EMT2 podobny do PRC2 |E(z) EzH2 EzH2
VRN2 podobny do PRC2 EzH1 EzH1
SWN FIS podobny do P RC2  |E(2) EzH2 EzH2
EMF2 podobny do PRC2 EzH1
VRN2 podobny do PRC2
FIE FIS podobny do PRC2 Esc EED Eed
EMF2 podobny do PRC2
VRN2 podobny do PRC2
FIS2 FIS podobny do PRC2  |Su(z)12 SUZ12 SUZ12
EMF2 EMF2 podobny do PRC2 |Su(z)12 SUZ12 SUZ12
VRN2 VRN2 podobny do PRC2 |Su(z)12 SUZ12 SUZ12
MSI1 FIS podobny do PRC2 pS55Nurf55 RpAp48 |Brak danych
RpAp46

Swiadcza m.in. fenotypy mutantéw Lhpl, wykazujace zaklocenia rozwojowe [46,
48, 54]. Biatka te uczestnicza w wygaszaniu transkrypcji i w kondensacji chromatyny
(ref. [31]). LHP1 wiaze si¢ z H3K9me3 i z H3K27me3 i wykazuje taka sama
lokalizacj¢ w obrgbie calego genomu [48, 54].

Biatka dRing i RINGB uczestnicza w ubikwitynacji lizyny 119. w histonie H2A, co
jest zwiazane z wyciszeniem gendw (ref. [19]). Tworzenie kompleksu PcG jest procesem
integrujacym poszczeg6lne skladniki. Jezeli brak jest jednego z nich, np. w wyniku mutacji,
w pozostalych moze nastapi¢ utrata ich wlasciwosci w fazie potranskrypcyjnej [42]. U
roslin brak homologéw CLF i SWN powoduje dedyferencjacje komorek i tworzenie tkanki
podobnej do kalusa, w obrebie ktorej inicjowane sa zarodki somatyczne (ref. [19]).

Po zastosowaniu metody ChIP-on Chip (potaczenie metody ChIP — ang. Chromatin
ImmunoPrecipitation z mikromacierza) z przeciwcialami skierowanymi przeciwko
H3K27me3 [53] stwierdzono, ze w siewkach Arabidopsis ok. 4 4000 genow nalezy
do genow docelowych dla PcG. Biorac pod uwage fakt, ze w siewkach jest znaczny
udziat komdrek merystematycznych, ciekawe bedzie stwierdzenie, czy profil H3K27me3
zmienia si¢ podczas rozwoju [19]. Przykladem genu docelowego dla kompleksu PcG u
A. thaliana jest gen FIS, ktory dziata specyficznie podczas rozwoju gametofitu i nasion
(por. 3.2). Nalezy zaznaczy¢, ze — podobnie jak w krolestwie zwierzat — rozmaite
kompleksy PcG maja wspdlne geny docelowe u roslin; sa to geny PHE! (z zespotu
genéw MADS) i FUS3 [22] (por. tab. 2).

Nie jest dotad poznany mechanizm kierujacy kompleks PcG do odpowiedniego
genu docelowego. By¢ moze pewna rolg odgrywa biatko Pho (u Drosophila) i YY1
(u cztowieka — por. tab. 1). Biatko Pho jest bowiem jedynym biatkiem PcG zdolnym
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do specyficznego wigzania z DNA. Jest ono zdolne do gromadzenia PRC2 i PRCI
w docelowym loci. U Drosophila istnieja w DNA specyficzne regulatorowe
elementy dtugosci kilkuset pz, zwane PRES (ang. Polycomb Response Elements),
bedace miejscem, do ktorego doprowadzane sa kompleksy nie tylko PcG, ale rowniez
biatka kompleksu tritorax (por. nizej) (ref. [35]). Analogicznych struktur nie wykryto
dotad ani u ssakow, ani u roslin (ref. [19, 42]). Przyjmuje sie, ze u Drosophila
kombinacja rozmaitych czynnikow transkrypcyjnych i nieznanych dotad elementow
doprowadza biatka PcG do ich miejsc docelowych [42].

W krolestwie zwierzat obszar genu, do ktdrego przylacza si¢ kompleks PRC2 i zawierajacy
H3K27me3 moze znajdowac sie w roznych jego czesciach. U roslin nieliczne tylko dane wska-
zuja zardbwno na mozliwos¢ zajmowania duzych domen, jak np. w obrebie docelowych gendw
AG i STM [40], jak i lokalizacji w obrebie regionu 2 we wspomnianym genie PHE! [22].

Geny wyciszone przez kompleks PcG nie s trwale nieaktywne, poniewaz ich aktywnos¢
jest przywracana przez biatka kompleksu TrxG (ang. Tritorax Group). Geny TixG koduja
ewolucyjnie konserwatywna rodzing bialtek, ktorych rola polega na regulacji specyficznych
wzordw ekspresji [25]. U Drosophila istniejg cztery kompleksy TrxG; wsrod nich istnieje
kompleks TAC1 (ang. Tritorax Acetylation Complex 1), ktdry zawiera acetylotransferaze
histonéw (ref. [34]). Acetylacja histonéw zachodzi w nukleosomach aktywnej trans-
krypeyjnie chromatyny (ref. [31]). Wyniki genetycznej analizy mutantow #rx sugerowaty,
7e bialka trx dzialaja antagonistycznie wobec biatek PcG. Hipoteza ta zostala potwierdzona
przez wykazanie, ze geny docelowe sa pozytywnie regulowane przez bialka trx, réwniez
u roslin. Stwierdzono, ze u mutantéw genu CLF z kompleksu PcG nastepuje ektopowo
ekspresja genu AG. Natomiast mutanty #rx u Arabidopsis wykazuja zredukowanag
ekspresje AG, defekty w rozwoju kwiatow i pozniejsze kwitnienie. Podwdjny mutant df;artx
nie wykazuje ektopowej ekspresji AG oraz charakteryzuje si¢ morfologia lisci i czasami
kwitnienia podobnymi, jak u formy dzikiej (ref. [19]). U Drosophila Trx i Ashl (ang.
Absent, small or homeotic discsl) sa biatkami domeny SET i wykazuja aktywno$¢
metylotransferazy histonu H3K4(HMTazy), obecnego w aktywnej transkrypcyjnie
chromatynie. Ponadto wykazano, ze obecnos¢ biatka Ashl z kompleksu TrxG zapobiega
trimetylacji H2K27, H3K9 i H4K20 (obecnej w nukleosomach chromatyny nieaktywnej
transkrypcyjnie) regionu promotorowego aktywnego genu docelowego dla PcG. Biatka Trx
wystgpowaly niezaleznie od tego, czy gen byl w stanie wlaczonym (,,0n”), czy wylaczonym
(,0ff’) [33]. Podobnie u roslin — ATX1 jest obecne zarowno w aktywnych, jak i
wyciszonych loci docelowych dla PcG [36].

Usunigcie wyciszenia ekspresji gendw, spowodowanym przez metylacje cytozyny
w DNA oraz lizyn 9. i 27. w histonie H3 i lizyny 20. w histonie H4, jest
spowodowane przez procesy demetylacji. Wiadomo, ze demetylacja 5-metylo-
cytozyny w DNA odbywa si¢ za posrednictwem glikozydazy 5-metylocytozyny,
zwane] DEMETER (DME) (ref. [6]). Natomiast do niedawna wydawalo si¢, ze
metylacja histondéw jest procesem nieodwracalnym. W 2007 roku zidentyfikowano
liczne demetylazy histonow, ktoére uczestnicza w usuwaniu grup metylowych w
H3K9, H3K36, H3K27 i H3K4 (ref. [21, 45]). Szereg demetylaz histondw wskazuje
tkankowo-specyficzng aktywnos¢ (ref. [21]). W aktywnej transkrypcyjnie chroma-
tynie (euchromatynie) ma miejsce mono-, di- i trimetylacja lizyny 4. w histonie H3
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(ref. [31]). Proces ten jest przeprowadzany przez kompleks biatek COMPASS (u
drozdzy) lub TACI1 (u Drosophila), ktore zawieraja skladniki kinazy zaleznej od
cykliny (kompleks Ctk). Ctk fosforyluje C-terminalng domene najwiekszej podjednos-
tki polimerazy Il RNA. Poziomy metylacji histonu H3K4 sa regulowane przez Ctkl1,
Ctk2 i Ctk3, bedace sktadnikami kompleksu Ctk [25, 50].

Zaproponowano [42] cztery podstawowe stany genow docelowych dla PcG:
1 — zréwnowazony, 2 — wyciszony, 3 — aktywny, 4 — niemy (ang. mute). W stanie
zrownowazonym obecne sa przynajmniej niektore sktadniki aktywujace transkrypcje.
Wprawdzie polimeraza Il RNA jest zwigzana z regionem promotora, ale gen jest
utrzymywany w stanie wyciszenia w wyniku obecnosci kompleksu PcG oraz
H3K27me3. Rownowaga jest spowodowana obecnoscia kompleksu trx; oba
kompleksy sa zwigzane z PRE. W tym stanie moze zachodzi¢ transkrypcja, poniewaz
histon H3K4me3 jest w regionie promotora, ale jest ona mato wydajna, o czym
swiadczy niski poziom mRNA. W stanie wyciszonym kompleksy PcG powoduja
metylacje histonu H3K27; mimo Ze trx jest zwigzany z PRE, inicjacja transkrypcji
jest zablokowana, brak jest H3K4me3 oraz kompleksu COMPASS. W stanie
aktywnym obecny jest kompleks COMPASS, zas w regionie promotora — H3K4me.
Transkrypcja jest intensywna. Stan nazwany niemym jest trudny do interpretacji,
poniewaz gen nie jest polaczony z PcG, brak jest H3K27me3, ale réwniez nie wystepuje
trx, H3K4me, ani polimeraza Il RNA, a w konsekwencji brak jest transkrypcji.

Wprawdzie charakterystyka wymienionych stanéw gendw oparta jest na danych
uzyskanych z najbardziej zaawansowanych badan epigenetycznej regulacji trans-
krypcji, jakie zostaty przeprowadzone na Drosophila, ale mozna przyjac, ze
analogiczne stany wystepuja u ssakéw w odniesieniu do genéw docelowych dla PcG.
U roslin opisano stan zréwnowazony w odniesieniu do genu AG, ktdry jest genem
homeotycznym, kluczowym dla regulacji kwitnienia [36]. Jest prawdopodobne, ze
w stanie niemym, poza wyciszeniem ekspresji gendw, moze zachodzi¢ wyciszenie
potranskrypcyjne [41]. Wykazano [53], jak wspomniano wyzej, ze u Arabidopsis
thaliana trimetylacja lizyny 27. w histonie H3 jest glownym mechanizmem wyciszania
znacznej liczby, bo az ok. 4 400 gendéw. Obecnos¢ H3K27me3 jest w znacznej
mierze niezalezna od innych markerow epigenetycznych, takich jak metylacja RNA
lub RNAI, poniewaz regiony zawierajace H3K27me3 nie zachodzg ani na zmetylo-
wany DNA, ani na klastry siRNA. Domeny chromatyny zawierajace H3K27me3
w nukleosomach sa ograniczone do transkrypcyjnych, tj. potencjalnie aktywnych
regionow poszczegolnych genow.

3. UDZIAL. KOMPLEKSOW POLYCOMB I TRITORAX
ORAZ METYLACJI DNA W EPIGENETYCZNEJ KONTROLI
POSZCZEGOLNYCH ETAPOW ROZWOJU ROSLIN

Genetyczne dowody sugeruja, ze u roslin istnieja rozmaite kompleksy PcG,
regulujace odmienne szlaki rozwojowe. Obok istotnego w procesach rozwojowych
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wyciszenia gendw za posrednictwem PcG (tab. 2), w regulacji faz cyklu zyciowego
roslin znaczna rolg odgrywa metylacja DNA oraz sRNA (por. nizej, 3.1-3.5).

W tabeli 2 podane sg dowiedzione lub przypuszczalne role biatek PcG oraz geny
docelowe dla tych biatek [34, 39]. Z danych tych wynika, ze rola wszystkich tych
wymienionych bialek jest wyciszanie genow, ktore zachodzi w réznych fazach
rozwoju roslin oraz ze wigkszos¢ wymienionych biatek PcG funkcjonuje jako
HMTazy w odniesieniu do lizyny 27. w histonie H3. Nalezy przypomnieé¢, ze do
pelnego wyciszenia genow docelowych konieczna jest takze metylacja H3K9me3;
obecnos¢ tylko jednego typu zmetylowanego histonu nie jest wystarczajacym
wyznacznikiem [40]. Biatko CLF jest zlokalizowane w jadrze, ale zanika podczas
mitozy, jak to wykazano po wprowadzeniu genu sprzgzonego CLF-GFP [40].

U Arabidopsis CLF, MEA, SWN i FIE wspotdzialaja z innymi biatkami
podobnymi do PRC2 (por. tab. 1). MEA, MSII1, FIE i FIS2 dziataja razem w
kompleksie opisanym jako FIS-PRC2 lub MEA-FIE, ktore powoduja represj¢ PHE1
podczas rozwoju nasion [34].

Obok wyciszania gendw za posrednictwem bialek z kompleksu podobnego do PRC2
(tab. 1), u roslin w tym procesie moze bra¢ udzial wspomniane wyzej (por. 2) biatko
LHP1 oraz, rowniez podobne do HP1, biatko zwane TERMINAL FLOWER?2 (TFL2).
TFL2 odgrywa szczegdlng role w regulacji zakwitania, zatem zostanie omowione w czgsci

TABELA 2. Biatka PcG i trxG u Arabidopsis thaliana, ich rola podczas rozwoju,
geny docelowe i funkcje przewidziane na podstawie homologii z bialkami u zwierzat;
wg [34, 39], zmodyfikowane

TABLE 2. Arabidopsis thaliana PcG and trxG proteins, their role in development,
target genes, predicted function from their animal homologues; according to [34, 39],

modified

Biatko PcG |Regulowany proces Geny docelowe Przewidziana funkcja
rOZWOjowy

MEA Represja FIS PHEI, FUS3,MEA HMTaza dla H3K27me3

CLF Represja kwiatowych (4G, AP3, KNAT2, HMTaza dla H3K27me3
gendéw homeotycznych (STM, AHL17, MEA

SWN Wymiennie z CLS AG, STM, MEA Brak danych

FIE Represja FIS, represja|PHEI, MEA, AG, Zwigkszenie aktywnosci
kwiatowych gendéw AP3, KNAT2,STM, HMTazy dla H3K27me3
homeotycznych BP, AGL17,LFY,MEA

MSI1 Represja FIS, represja |PHEI, MEA, AG,AP3|Zwigkszenie aktywnosci
kwiatowych genow HMTazy dla H3K27me3
homeotycznych

FIS2 Represja FIS AGLI17, PHEI, MEA |Brak danych

EMEF?2 Represja kwiatowych |MFEA, AG, STM Zwigkszenie aktywnosci
genow homeotycznych HMTazy dla H3K27me3

VRN2 Wernalizacja MEA, FLC Brak danych

Biatko trxG |Derepresja genéw AG, PI, AP3, FLC  |Metylacja H3K4 ?

ATX1

EPS Derepresja gendw FLC Metylacja H3K4me3

FFS H3K36me3
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3.5. Biatka TFL/LHP1 maja setki miejsc docelowych w genomie; wiekszos¢ z nich
odpowiada genom zlokalizowanym w euchromatynie (ref. [48]).

Wsrod biatek trxG u Arabidopsis genami docelowymi dla ATX1 sa AG, AP3 i
FLC, za$ ich funkcja jest prawdopodobnie spowodowana obecnoscia HMTazy w
odniesieniu do H3K4. Gen EFS (EARLY FLOWERING IN SHORT DAYS) oprocz
kodowania tej metylazy koduje tez HMTaze dla H3K36, modyfikacj¢ histonu H3
rowniez charakterystyczna dla chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Genem
docelowym dla biatka EFS jest FLC [34].

Metylacji DNA, procesowi powszechnie uznanemu za mechanizm blokujacy aktywno$¢
transkrypeyjna, u roslin podlegaja przede wszystkim geny ruchomych elementow [49].
Mimo ze metylacja DNA u roslin jest od dawna badana, ciagle nie jest jasne, w jakim
stopniu modyfikacja ta kontroluje procesy rozwojowe. Nie budzi watpliwosci udziat metylacji
DNA w imprintingu genomowym (por. tab. 3 i ponizej czgs¢ 4).

Przynajmniej 1/3 gendw potencjalnie aktywnych jest metylowana w regionie
kodujacym, podczas gdy tylko 5% — w regionie promotora. Geny ze zmetylowanym
promotorem maja duzo wyzszy poziom specyficznosci tkankowej [44], w zwiazku
z czym metylacja DNA, poza regionami promotora lub innymi regulatorowymi,
zwykle nie wptywa na ekspresje takich gendw [49]. U roslin transgenicznych lub u
mutantow ze zredukowana metylacja DNA nastegpuje zaktocenie ekspresji genow
AP i SUP, ale brak jest dowodow wskazujacych na udzial metylacji DNA w
kontrolowaniu ekspresji tych gendéw u form dzikich. Jak si¢ obecnie wydaje, jedynymi
wyjatkami sa geny PHB i PHAVOLUTA, kontrolujace morfogeneze lisci. U roslin
sq aktywne glikozydazy DNA, np. DEMETER (DME), wycinajace zmetylowane
cytozyny, co powoduje reaktywacje genow (ref. [39]).

Wprowadzona ostatnio metoda LAM (ang. Laser-Assisted Microdissection)
umozliwia izolowanie wybranych komorek lub ich grup ze skrawkdéw tkanek
odpowiednio utrwalonych. Dzigki zastosowaniu tej metody mozna bylo zbada¢ zmiany
epigenetyczne juz we wczesnych stadiach embriogenezy (por. nizej, 3.1-3.3) [4].

3.1. Gametogeneza

Rozwdj gametofitu zenskiego wydaje si¢ by¢ regulowany za posrednictwem kom-
pleksu PRC2, o czym s$wiadcza zaklocenia w mutancie mea u Arabidopsis. U
takiego mutanta w gametoficie, tj. w woreczku zalazkowym (powstalym z jednej z
megaspor, produktu mejozy) moga tworzy¢ si¢ struktury podobne do nasion [34].

Wigcej informacji uzyskano w toku badan rozwoju tatwiejszego w preparatyce
gametofitu meskiego (powstajacego w wyniku podziatu mikrospor, produktu mejozy),
tj. ziaren pytku, zawierajacego dwie komorki plemnikowe i jedng komodrke wegeta-
tywna. U lilii (Lilium longiflorum) w jadrze wegetatywnym nastepuje hypoacetylacja
lizyn 5. i 8. w histonie H4. Zwigkszenie poziomu acetylacji ma miejsce dopiero
podczas rozwoju tagiewki pytkowej, w ktorej jadro wegetatywne odgrywa znaczng
rolg. W jadrze tym podczas rozwoju gametofitu i wzrostu lagiewki pytkowej
wykazano korelacj¢ migdzy wyzszym poziomem metylacji DNA i obnizona acetylacja
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histonu H4. Nie stwierdzono zmian w obu tych wskaznikach w jadrze generatywnym
podczas rozwoju gametofitu [14].

W pdzniejszych badaniach gametofitu meskiego zwrdcono uwage na pojawienie
si¢ wariantow histonu H3, ktore sa syntetyzowane i wiaczone do nukleosomdéw
niezaleznie od replikacji DNA. Obecnos¢ wariantu histonu H3.3 charakteryzuje
aktywna transkrypcyjnie chromatyng zardéwno w krolestwie roslin, jak i zwierzat [26].
W przeciwienstwie do obecnych w licznych kopiach genow kodujacych podstawowe
(tzw. kanoniczne) histony, geny kodujace warianty histondw zwykle wystepuja w
pojedynczych kopiach, za$ poszczegdlne warianty sa specyficzne tkankowo (ref.
[30]). Jadra gametofitu meskiego u Arabidopsis zawieraja warianty histonu H3, a
mianowicie H3.3 [12]. W komorce generatywnej dojrzalego ziarnka pytku Lilium
longiflorum istnieje 5 wariantow histonu H3; wariant gH3 jest rdwnomiernie
rozmieszczony w obrgbie chromatyny. Zgodnie z przytoczonymi wyzej wynikami,
w jadrze wegetatywnym jest niski poziom metylacji H3K4, w przeciwienstwie do
komorki generatywnej [30]. Na podstawie przytoczonych danych mozna sig¢
domyslaé, ze regulacja ekspresji gendw podczas rozwoju gametofitu zachodzi z
udziatem m.in. systemoéw PcG i tritorax.

Regulacja proliferacji komorek podczas rozwoju generatywnego najpetniej zostata
zbadana w odniesieniu do kompleksu MEA-FIE. Sktada si¢ on z biatek PcG klasy
FIS: MEA, FIE i FIS2. Sa one homologami biatek u Drosophila, odpowiednio: E(z),
ESC, Suppresor of zeste 12 ([SU(z)12]). Ponadto kompleksy u roslin i zwierzat
zawieraja homologi biatek Drosophila — p55 (por. tab. 1) oraz powtdrzenia
zwierzecego WD40, u Arabidopsis znanego jako MSII [1].

Podczas gametogenezy rodzicielskie allele MEA sa poddane odmiennej regulacji
transkrypcji. MEA ulega wyciszeniu w gametoficie meskim, za$ jego transkrypcja
jest aktywowana w centralnej komoérce woreczka zalazkowego, w genomie pocho-
dzacym z gametofitu meskiego (ref. [15], por. takze nizej).

3.2. Okres przejsciowy od organizmu macierzystego do wczesnych etapow
embriogenezy

U roslin, podobnie jak u zwierzat, podczas wczesnych etapéw embriogenezy ma
miejsce matczyna kontrola syntezy biatek [9]. Mimo ze u kukurydzy dekondensacja
chromatyny jadra komdrki plemnikowej zaczyna si¢ bezposrednio po kariogamii i
postepuje az do stanu umozliwiajacego transkrypcje [38], aktywacja genomu
meskiego jest opdzniona w porownaniu z genomem matczynym [9].

Biatka systemu PcG kodowane przez MEA, FIS2 i FIE zapobiegaja podziatlom
komorki centralnej przed zaptodnieniem (ref. [20]). U Arabidopsis thaliana wykryto
dwa szczyty ekspresji MEA: jeden przed zaptodnieniem i drugi po zaplodnieniu [22].
O roli biatek MEA, FIS2 i FIE $wiadcza fenotypy mutantéw klasy fis-mea oraz
mutantoéw fie, fis2 i msil. U takich mutantéw, zarowno bez zaptodnienia, jak i po
zaplodnieniu, zachodzi nienormalna proliferacja komodrek. Rozwdj nasion, ktore
dziedzicza allele mutanta fis od matki, jest catkowicie zablokowany, za$ zaczatek
nasienia ostatecznie zamiera wraz z zarodkiem zatrzymanym w rozwoju w poznym
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stadium serca. Bielmo nie ulega celularyzacji i zawiera wigcej jader niz formy dzikie
(ref. [1, 13, 17]). FUS3, niedawno zidentyfikowany gen u A. thaliana, koduje czynnik
transkrypcyjny i jest genem docelowym dla kompleksu FIS-PRC2. Gen ten ulega
ekspresji w zarodku i w bielmie (ref. [34]).

Metylacja DNA odgrywa znaczng role w realizacji prawidtowego wzoru rozwojo-
wego zarodka. U znacznej liczby mutantow metl (MET1 metyluje cytozyny w
dinukleotydach CpG) oraz u mutantow met-cmt3 (chromometylaza metyluje cytozyny
w trinukleotydach CpNpG i CpNpN) maja miejsce niewlasciwe wzory kierunku
podziatéw komorek, zaktocenia polarnosci i gradientu auksyn oraz zaburzenia
ekspresji genow specyficznych dla tozsamosci zarodka [52].

3.3. Rozwoj bielma (endospermy)

Bielmo rozwija si¢ wtornie z diploidalnej zawierajacej dwa genomy haploidalne
z gametofitu zenskiego komorki centralnej woreczka zalazkowego w wyniku
zaplodnienia przez jedna z dwdch komoérek plemnikowych (druga z nich faczy sie z
komorka jajowa). Bielmo u roslin diploidalnych jest tkanka triploidalng — 3n; stosunek
ilosciowy genomoéw matczynych do ojcowskiego ma si¢ jak 2:1. Zmiany tego
stosunku ilosciowego genomdw rodzicielskich w krzyzéwkach form poliploidalnych
powoduja zaklocenia w rozwoju bielma; przy nadmiarze genéw ojcowskich nastgpuje
wzmozony jego rozwdj, zas w odwrotnej sytuacji rozwdj bielma jest zredukowany.
Z reguly krzyzowanie diploidow z heksaploidami powoduje zaburzenia w rozwoju
bielma i obumarcie zarodka, co jest zapewne spowodowane przez odchylenie od
prawidlowej relacji aktywnych i imprintowanych alleli gendw podlegajacych temu
procesowi [20] (por. nizej, 4).

W przeciwienstwie do wczesnych etapdw rozwoju zarodka, wezesnym etapom
rozwoju bielma towarzyszy inicjacja transkrypcji dotad wyciszonych genéw [9]. W
bielmie tylko matczyne allele MEA i FIS2 ulegaja ekspresji, podczas gdy ojcowskie
allele sa wyciszone w wyniku imprintingu. Jak juz wspomniano wyzej, ekspresja
matczynych alleli MEA w bielmie jest wynikiem aktywacji MEA w komorce
centralnej przed zaplodnieniem (ref. [13, 17]).

Geny FIS uczestnicza w regulacji parametréw czasowych rozwoju bielma i
wykazuja matczyny gametofitowy efekt, tzn. mutacje fis przejawiaja sie fenotypowo
tylko wtedy, gdy sa one dziedziczone po matce (ref. [13]). U form dzikich A.
thaliana po osiagnigciu przez zarodek stadium serca, bielmo ulega celularyzacji,
natomiast u mutantéw fis/-mea, fis2 i fis3-fie proliferacja bielma od tego stadium
znacznie si¢ nasila, co wskazuje, ze mutacje fis nie zaklocaja podstawowych
procesow zachodzacych w bielmie przed faza celularyzacji. U form dzikich aktyw-
no$¢ markerow N9185 i G222 jest inicjowana podczas celularyzacji wewnatrz
zarodka; wykazano brak tej aktywnosci u mutantow fie i mea [13].

U form dzikich Arabidopsis thaliana ekspresja MEA i FIS2 jest poczatkowo
jednakowo rozmieszczona w bielmie syncytialnym, a nastgpnie ulega ograniczeniu
tylko do bieguna tylnego (chalazalnego) w zalazku. Wyjasnienia, czy ta zmiana jest
zaklocona przez mutacje fis, dokonano przez badanie ekspresji genu sprzgzonego
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MEA-GUS. U form dzikich, zgodnie z oczekiwaniem, ekspresja tego genu jest
poczatkowo jednakowa w calym obszarze bielma, a nastgpnie ulega ograniczeniu
do bieguna chalazalnego pod koniec 2. fazy rozwoju bielma, tj. kiedy podziat jader
traci rytm synchroniczny, po czym aktywnos¢ tego genu jest niewykrywalna. Gen
sprzezony FIS-GUS ulega ekspresji bezposrednio przy zaplodnieniu i jest aktywny
w 1. fazie rozwoju bielma, tj. podczas trzech kolejnych rund synchronicznych podziatow
jader. W stadium 2. ekspresja tego genu jest ograniczona do duzych jader (zapewne
endopoliploidalnych, komentarz MJO), znajdujacych si¢ w bielmie chalazalnym; ten
stan utrzymuje si¢ przynajmniej do stadium torpedy w rozwoju zarodka. Takie
ograniczenie ekspresji genow FIS-GUS nie nastgpuje u mutantow fie; rozmieszczenie
sygnalow ekspresji jest stale jednakowe w obrgbie bielma. Z faktoéw tych zostat
wyciagniety wniosek, w mysl ktérego mutacje fis i fie powoduja wydhluzenie fazy
jednakowego wzoru ekspresji MEA i FIS2 [13].

Z przedstawionych danych wynika, ze mutacje w genach FIS z kompleksu PcG
nie zaklocaja proliferacji bielma podczas wezesnych etapow jego rozwoju, tj. w
stadium syncytialnym, ale u mutantéw fis wzor rozwojowy bielma jest zaktocony.

Poza udzialem bialek z kompleksu PcG, ekspresja niektorych gendw w bielmie moze
by¢ kontrolowana przez metylacj¢/demetylacje DNA. Wykazano, ze w matczynych
allelach metylacja DNA w promotorze genu F'WA jest usuwana dzigki aktywnosci DNA;
podobnie ekspresja MEA zalezy od aktywnosci tego enzymu ([15]; por. nizej 4).

3.4. Rozwoj wegetatywny

Wiedza na temat udziatu kompleksu PcG w regulacji rozwoju wegetatywnego
jest uboga, poniewaz badania sg skierowane gléwnie na mechanizmy indukujace
kwitnienie (por. nizej, 3.5.). W tkankach wegetatywnych nie wykryto ekspresji genu
MEA (ref. [34]), ale mimo braku ekspresji tego genu, H3K27me3 wystepuje obficie
w chromatynie lici. Prawdopodobnie funkcje trimetylacji K27. w histonie H3
spetniaja CLF i SWN, ktore sa bliskimi homologami MEA [22].

Kilka informacji dotyczacych udziatu bialek kompleksu PcG w regulacji rozwoju
wegetatywnego pochodzi z analizy mutantéw. U podwodjnego mutanta df-swn
powstaje tkanka podobna do kalusa, nastepuje przeksztatcenie korzeni w todygi oraz
nie zachodzi tworzenie lisci i organéw kwiatowych. Podobne cechy fenotypowe sa
obecne u podwdjnych mutantow genow EMF2 i VRN2 (ref. [39]).

Genetyczne dowody oparte na analizie mutantow dowodza, ze przynajmniej dwa
odmienne kompleksy podobne do PRC2 reguluja odmienne geny docelowe u Arabi-
dopsis. Przypuszcza sig, ze w tych dwoch kompleksach wydaja sie odgrywac role biatka
— CLF, a w mniejszym stopniu — SWN. CLF powoduje ekspresj¢ homeotycznego genu
AG i genu STM. Geny te sa kluczowymi regulatorami organogenezy kwiatow oraz
tworzenia 1 istnienia merystemu wierzchotkowego todygi. Zatem CLF dziata jako represor
kwiatowych genow homeotycznych (por. tab. 2). Biatko to wiaze si¢ z locus AG w
tym samym miejscu, w ktorym jest obecny histon H3K27me3; histonu tego nie byto u
mutanta c/f. Dane te wskazuja, ze CLF jest niezbedny dla metylacji H3K27me3,
poniewaz ma aktywna HMTaze dla H3K27me3 (tab. 2). Podobnie mutacje w genie
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EMEF?2, ktéry koduje biatko z kompleksu PcG uczestniczace w blokowaniu kwitnienia,
powoduje znaczne zmniejszenie poziomu H3K27me3 w locus AG. Represja AG nastgpuje
takze wskutek dziatania CLF i SWN, tworzacych kompleksy podobne do PR2 (por.
tab. 1). Bialka te uczestnicza rowniez w represji genu FUS3, kodujacego czynnik
transkrypcyjny w tkankach wegetatywnych (ref. [34]).

W przeciwienstwie do kompleksu PcG, wiedza o udziale metylacji DNA w
kontroli rozwoju roslin jest bogata, poniewaz zagadnienie to badano od dawna r6znymi
metodami. Rolg tej epigenetycznej modyfikacji dobrze dokumentuja wyniki badania
fenotypoéw mutantow i skutkéw antysensownych mRNA dla metylaz. Wyniki
uzyskane z uzyciem tej drugiej metody wskazaly znaczne odchylenie od normy, m.in.
modyfikacje liczby i ksztaltow lisci oraz kwiatow. Fakty te wskazujg na niezbednosé
metylacji DNA dla normalnego rozwoju roslin (na przykfadzie rzodkiewnika i tytoniu).
Whiosek ten zostat w pelni potwierdzony przez zaktdcenia rozwoju wystepujace u
mutantow typu metl i ddml (ref. [8]). Jako przyklad zwiazku poziomu metylacji
DNA z rozwojem okreslonych struktur rosliny mozna podaé gen PHB, ktory
specyficznie determinuje los poszczegdlnych komorek w lisciach. W rozwijajacych
si¢ primordiach lisci gromadza si¢ znaczne ilosci mRNA transkrybowanego z PHB.
Metylacja PHB jest nizsza w merystemie liSci niz w tkance zr6znicowanej, w ktorej
brak jest takiego mRNA (ref. [8]).

3.5. INDUKCJA KWITNIENIA

Przejscie z fazy rozwoju wegetatywnego do generatywnego u roslin okryto-
zalazkowych jest tym szlakiem rozwojowym, w ktérym udziatl systemu PcG w
wyciszeniu genow zostal najlepiej rozpoznany. Zapewne stalo si¢ tak dzieki mozliwosci
indukcji przez podlegajace $cislej kontroli badacza czynniki termiczne (wernalizacja)
i $wietlna (dtugos¢ dnia).

Z danych przedstawionych w tabeli 2 i w wykazie nazw gendw wynika, ze
wigkszo$¢ genow docelowych dla bialek kompleksu PcG stanowia geny zwiazane
z kwitnieniem. Geny PI, SEP, AG i API sa genami homeotycznymi (nazwa przez
analogi¢ do genow homeotycznych po raz pierwszy odkrytych u Drosophila), naleza
zatem do gendw regulatorowych; ich mutacje powodujg znaczne zaklocenia programu
rozwojowego. Do inhibitoréw aktywnosci gendw homeotycznych u Arabidopsis
zaliczane jest biatko CLF; zawiera ono HMTaz¢ dla H3K27me3 (ref. [34]).
Wykazano, ze poza kompleksami PcG, w wyciszaniu genéw zwiazanych z kwitnie-
niem biorg udzial biatka bedace homologami HP1, a takze sSRNA (por. nizej).

U Arabidopsis pierwszym i kluczowym procesem warunkujacym indukcje
kwitnienia jest epigenetyczne wyciszenie genu FLC, ktory koduje inhibitor kwitnienia.
Wyciszeniu temu towarzysza dimetylacja H3K9 i H3K27 oraz deacetylacja histonow
H3 i H4. Dla represji genu FLC niezbedny jest gen VRN2; u mutantéw vrn2 poziom
metylacji FLC nie zwigksza si¢ podczas wernalizacji, tj. ekspozycji na niska
temperature [46]. Bialka kodowane przez gen VIN3 uczestnicza w wyciszeniu FLC.
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W przeciwienstwie do VIN2, wykazujacego ekspresj¢ konstytutywna, ekspresja VIN3
jest specyficznie indukowana podczas wernalizacji i zanika wkrotce po przeniesieniu
roslin do ciepta (ref. [39]). Deacetylacja histonéw H3 i H4, ktoéra nastepuje w
chromatynie FLC w wyniku wernalizacji, odbywa si¢ z udziatem VIN3 [28, 34]. U
podwdjnego mutanta emf-vrn2 brak jest pietna H3K27me3, za$ poziom H3K4me2
jest zwigkszony w locus STM (ref. [34]).

Nie sg jasne wyniki badan dotyczacych udziatu biatek z kompleksu PcG w
regulacji kwitnienia w zaleznosci od dlugosci dnia. Gen EFS koduje biatko
homologiczne do dwdch HMTaz, uczestniczacych w metylacji lizyny w pozycji
charakterystycznej dla histonow H3 aktywnej transkrypcyjnie chromatyny, zaliczanych
do biatek kompleksu trx: HMTaza drozdzy dla H3K36 i HMTaza u Drosophila dla
H3K4. U mutantow Arabidopsis poziom H3K36me2 byt znacznie zredukowany w
réznych regionach locus FLC, za$ inna grupa badaczy stwierdzita w locus FLC
znaczne obnizenie poziomu metylacji H3K4me3 i brak roznic w odniesieniu do
H3K36me2. Przyjmuje si¢ ostatecznie, ze biatko EFS wydaje si¢ dzialaé¢ jako
HMTaza podtrzymujaca ekspresje FLC na poziomie blokujacym kwitnienie, chociaz
sam mechanizm dziatania EFS jest nieznany (ref. [34]).

W wyciszeniu ekspresji genow uczestniczacych w realizacji szlakow rozwojowych
Arabidopsis uczestnicza rowniez biatka LHP1 (por. wyzej, czes¢ 2.) i TFL2, bedace
homologami HP1, ale obecnymi w euchromatynie. TFL2/LHP1 dzialaja jako
represory genoéw zwiagzanych z kwitnieniem, tozsamoscia organdw kwiatowych,
mejozg i dojrzewaniem nasion [29]. Wyniki doswiadczen metoda ChIP z uzyciem
przeciwciata przeciwko LHP1 wykazaly, ze polaczenie LHP1 z chromatyna
zawierajacg gen FLC nasila si¢ podczas wernalizacji i nadal utrzymuje po
przeniesieniu roslin do ciepta, co swiadczy o udziale LHP1 w wygaszaniu aktywnosci
FLC. LHPI nie jest niezbedne dla inicjacji dimetylacji H3K9, ale jego rola jest istotna
dla podtrzymania dimetylacji H3K9 i dla wyciszonego stanu FLC po przeniesieniu
roslin do ciepta [46]. TFL2/LHP1 in vivo wiaze si¢ niemal wylacznie z regionami
chromatyny zawierajagcymi H3K27me3, a nie wyznakowanymi przez H3K9me?2 lub
me3 (to stwierdzenie jest sprzeczne z poprzednim); autorzy sa zdania, ze
TFL2/LHP1 rozpoznaje specyficznie H3K27me3, stanowiac czgs¢ mechanizmu, ktory
wycisza ekspresje wielu genow docelowych dla PRC2 [48].

W wyciszaniu genu FLC u Arabidopsis biora réwniez udzial dwa sRNA o
dtugosci 30 i 24 nukleotyddéw, ktérych struktura pierwszorzedowa odpowiada
odwrotnej nici DNA genu FLC przy 3' miejscu poliadenilowym [47].

O znaczeniu metylacji DNA dla prawidlowego rozwoju kwiatéw mozna
wnioskowaé na podstawie wynikow uzyskanych u roslin poddawanych dziataniu
antysensownego mRNA dla METazlDNA oraz u roslin ze zmutowanymi lub
znokautowanymi genami kodujacymi te metylotransferazy. W takich warunkach
doswiadczalnych jest zaklocony rozwdj rozmaitych czesci kwiatow (ref. [8]).

Jest mozliwe, ze rozwoj oraz dojrzewanie suchych i miesistych owocéw podlega
takim samym mechanizmom, jakie kontroluja inne szlaki rozwojowe, ale aktualna
znajomos$¢ tych mechanizmow jest znikoma (ref. [44]).
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4. UDZIAL. KOMPLEKSU PcG I METYLACJI DNA
W IMPRINTINGU GENOMOWYM

Imprinting genomowy jest mechanizmem regulacyjnym, powodujacym zr6éznico-
wang ekspresje genow w zaleznosci od pochodzenia rodzicielskiego (ang. parent-
of-origin effect). W jednym z dwoéch rodzicielskich alleli zachodzi wyciszenie genu/
ow z udzialem epigenetycznych wyznacznikow przez kompleks PcG lub czesciej —
w wyniku metylacji DNA (ref. [20], por. tab. 3).

Zmiany genetyczne powstate w wyniku imprintingu sa wykrywalne w chromo-
somach mitotycznych. Byly one badane u przedstawicieli krolestwa zwierzat. W
obiektach, w ktorych nie zachodzi proces imprintingu, w prazkach R (zawierajacych
wczesnie replikujaca euchromatyng bogata w geny) znajduje si¢ H3H4me3, nato-
miast w prazkach Q/C (obecna pdzno replikujaca heterochromatyna) wystepuje
H3K9me3.W wyniku imprintingu w jednym z alleli w obrebie euchromatyny w
wyciszonym loci pojawiaja si¢ K3K9me3 i H4K20me, charakterystyczne dla
chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie, za§ w aktywnych transkrypcyjnie allelach
w tych loci sa obecne H3K4me3 i H3K36me3, znakujace chromatyng¢ z genami
aktywnymi transkrypeyjnie (ref. [24]). Nalezy zaznaczyé, ze epigenetycznemu
wyciszeniu (poza innymi modyfikacjami) podlegaja sekwencje powstate w wyniku
duplikacji genoéw, zachodzacej w toku ewolucji ze szczegdlnym nasileniem u gatunkow
okrytozalazkowych (ref. [32, 43]).

Wymienione zmiany epigenetyczne dotyczace metylacji lizyn 9. i 27. w histonie
H3 sa sterowane przez mechanizmy kontrolowane przez biatka kompleksu PcG (por.
tab. 1 i 3). Warto zauwazy¢, ze chociaz imprinting wyewoluowal niezaleznie u
ssakow 1 roslin okrytozalazkowych, w obu grupach ewolucyjnie konserwatywne biatka
kompleksu PcG uczestnicza w imprintingu gendéw [17].

TABELA 3. Geny ulegajace imprintingowi u roslin; wg [6, 20], zmodyfikowane
TABLE 3. Imprinted genes in plants; according to [6, 20],modified

Gen Gatunek Ekspresja  |[Kontrola Funkcja/skutki
rodzicielska |molekularna
MEA Arabidopsis thaliana|Matczyna PcG Remodeling chromatyny
FIS2 Arabidopsis thaliana|Matczyna METI1 Remodeling chromatyny
FIE] Zea mays Matczyna  |METI1 ? Remodeling chromatyny
FIE2 Zea mays Matczyna METT1 ? Remodeling chromatyny
R Zea mays Matczyna ? Synteza antocyjanéw
FWA Arabidopsis thalianaMatczyna MET]1 Czynnik transkrypcyjny
PHEI Arabidopsis thaliana|Ojcowska  |PcG Czynnik transkrypcyjny
MEGI Zea mays Matczyna MET1 ? Ochrona przed patogenami ?
AtFHS Arabidopsis thalianaMatczyna — |? Regulacja syntezy aktyny
AGL80  |Arabidopsis thalianaMatczyna — |? Remodeling chromatyny
FIE Arabidopsis thalianaMatczyna  |? Remodeling chromatyny
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U roslin okrytozalazkowych imprinting genomowy ograniczony jest wyfacznie do
bielma, w przeciwienstwie do ssakdw, u ktorych jest to proces znacznie bardziej
powszechny (przeglady: [23, 51]). W bielmie imprinting, z jednym wyjatkiem, dotyczy
alleli ojcowskich (por. tab. 3). Poniewaz zagadnienie to, w odniesieniu do roslin
zostato w 2004 roku omoéwione w sposdb wyczerpujacy [20], w niniejszym artykule
literatura zostala ograniczona, z nielicznymi wyjatkami, do publikacji z lat 2005-2008.

Dotad rozpoznane geny, u ktorych ustalono mechanizmy uczestniczace w
imprintingu wraz ze wskazaniem tych alleli rodzicielskich, ktore mu ulegaja, sa
przedstawione w tabeli 3. Z danych tych wynika, ze nadal obiektem badawczym
jest gldwnie Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) i Zea mays (kukurydza) oraz
ze glownym mechanizmem blokujacym ekspresje gendw jest metylacja DNA.

Biatka kodowane przez FIEI i FIE2 u Zea mays sa podobne do bialek FIE u
Arabidopsis, represora rozwoju bielma przy braku zaptodnienia (por. wyzej, 3.3.). FIE2
jest funkcjonalnym ortologiem genu FIE. Geny FIEI i FIE2 wykazuja wzgledem siebie
znaczng homologi¢ sekwencyjna w obrebie regionu kodujacego, ale catkowity brak
homologii intronéw. Geny te sg aktywne w odmiennych fazach rozwoju: FIEI ulega
ekspresji wylacznie w bielmie rozwijajacych sig¢ ziarniakdéw, poczawszy od ok. 6. dnia
po zapyleniu, natomiast FIE2 jest transkrybowany w woreczku zalagzkowym przed
zapyleniem, zas po zapyleniu — dopiero w zarodku, a w bielmie tylko w nieznacznym
stopniu. Allele ojcowskie FIE2 ulegaja aktywacji 5. dnia po zapyleniu [3]. Matczyna
ekspresja FIEI i FIE2 zostala rowniez wykryta metodq analizy transgendw z genami
sprzezonymi FIEI-GUS i FIE2-GUS [10]. Jak si¢ wydaje, mimo odmiennej struktury
nasion, ktore u Arabidopsis sa bezbielmowe, zas u Zea mays — bielmowe, imprinting
genomowy jest podobny (tab. 3).

Ekspresja genu PHEI nastgpuje zarowno w zarodku, jak i w bielmie podczas
wczesnych etapéw rozwoju nasion, po czym jego aktywnos¢ ulega ograniczeniu do
bielma, w ktérym allela matczyna ulega imprintingowi przez represyjny kompleks
PcG, powodujacy trimetylacje H3K27 przy promotorze (ref. [6]).

Wyniki badan mutantéw phel i mea wykazuja, ze gen MEA jest niezbedny dla
wyciszenia matczynych alleli PHEI. Zdaniem autorow tych badan, ich rezultaty
przemawiajg za stusznoscia hipotezy, w mysl ktérej MEA wycisza geny, w ktorych
allele ojcowskie sgq aktywne, zas matczyne — wyciszone [17, 18]. Allele matczyne
MEA koduja istotny sktadnik kompleksu PcG, utrzymujacy wyciszenie ojcowskich
alleli; zachodzi zatem sprzezenie zwrotne, ktore zapewnia catkowita kontrole
ekspresji MEA w obu allelach rodzicielskich [16]. Trafnos¢ tego pogladu zostala
potwierdzona w dalszych badaniach. Wykazano, ze przed i po zaptodnieniu MEA
jest niezbedne dla wyciszenia ekspresji matczynych alleli MEA, za$ pdzniej, podczas
rozwoju nasion, MEA utrzymuje w stanie wyciszenia ojcowskie allele MEA. W
okresie zaptodnienia MEA bezposrednio kontroluje wyciszenie alleli ojcowskich MEA.
Ta samoregulujaca si¢ funkcja MEA jest niezalezna od kompleksu MEA-FIE.
Ojcowskie wyciszanie jest skorelowane z metylacja histonu H3K27 [1, 34].

Inny mechanizm zapewniajacy aktywnos¢ transkrypcyjna alleli matczynych polega
na wyciszaniu genow kodujacych biatka wchodzace w sktad kompleksu PeG (ref. 11]).
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Imprinting genomowy przez metylacje DNA jest znacznie bardziej rozpow-
szechniony niz imprinting za posrednictwem kompleksu PcG (tab. 3). Metylacja DNA
odbywa si¢ dzigki aktywnosci MET1 (metylotransferazy DNA 1). W bielmie aktywne
transkrypcyjnie matczyne allele sa hipometylowane, za$ ojcowskie — hipermetylowane.
Hipometylacja matczynych alleli nastepuje wskutek dziatania DME (DEMETER),
glikozydazy DNA specyficznie usuwajacej z DNA S-metylocytozyng. Inicjacja
demetylacji w zenskim gametoficie jest niezbgdna dla demetylacji matczynych alleli.
Proces ten zachodzi juz w diploidalnej komorce centralnej, przed zaptodnieniem. U
mutantéw dme DNA obu rodzicielskich alleli jest zmetylowany. Udziat DME w
demetylacji matczynych alleli zostal wykazany w odniesieniu do genow FIS2 i FWA.
Gen FWA jest wyciszony podczas fazy wegetatywnej rozwoju roslin wskutek dzialania
MET1. DME, w wyniku demetylacji DNA, przywraca aktywnos¢ FWA w komorce
centralnej. Po zaplodnieniu, aktywne matczyne allele sa przekazywane do bielma, gdzie
ulegaja transkrypcji, podczas gdy ojcowskie pozostaja wyciszone, poniewaz w takim
stanie zostaly przekazane gamecie meskiej (ref. [6, 11, 16, 34]).

Na przykladzie genow FIE] i FIE2 stwierdzono, ze rozmieszczenie i liczba wysp
GC u kukurydzy spetnia warunek mozliwosci imprintingu poprzez metylacj¢ DNA.
Warunki te to dtugos¢ wyspy ok. 200 pz o zawartosci GC > 50% [3].

Brak imprintingu, tj. bialleliczna ekspresja genow, nie zawsze zaktdca rozwdj nasion.
W sytuacji, kiedy genom ojcowski pochodzi z mutantow metl, geny FIS2 i FWA ulegaja
w bielmie ekspresji z alleli obojga rodzicéw, a nasiona sa zywotne [16].

Uzyskane dotad dane wskazuja, ze imprintowane geny reguluja rozwoj bielma u roslin
okrytozalazkowych oraz ze imprinting w bielmie jest spowodowany przez dwa odmienne
mechanizmy: kompleks FIS z PcG, w sklad ktérego wechodza MEA, FIS2, FIE i MSI1
oraz przez metylacje DNA. Czy i jak te procesy sa ze soba zwiazane, dotad nie
wiadomo. Wzbogacenie wiedzy o genach docelowych dla bialek PcG i metylotransferaz
DNA niewatpliwie pomoze w wyjasnieniu ewentualnych prawidlowosci w tym zakresie.

5. UDZIAL. KOMPLEKSOW PcG I TRITORAX
W REMODELINGU CHROMATYNY

Remodeling chromatyny, tj. odwracalne przeksztalcenie jej uktadu z luznego w
zwarty (skondensowany) zwiazany jest z ekspresja obecnych w niej gendw. W stanie
luznym geny ulegaja ekspresji, zas w chromatynie zwartej sa one wyciszone. Rola
w tych przemianach biatek kompleksu PcG (wyciszanie, metylacja H3K9, H3K27
i H4K20) oraz tritorax (aktywacja, metylacja H3K4 i H3K36, acetylacja H3KO,
H3K14, H4KS5 i H4K8) zostata doktadnie rozpoznana na modelowym obiekcie —
chromosomach politenicznych Drosophila, ale w publikacjach na ten temat nie byty
wymieniane nazwy PcG i tritorax. Wspomniane modyfikacje histonow w jadrach
interfazowych, charakterystyczne dla stanu represji, sa obecne w heterochromatynie
zwanej konstytutywna (trwale skondensowanej, bez aktywnosci transkrypcyjne;j),
natomiast w aktywnej transkrypcyjnie, luznej euchromatynie wystepuja modyfikacje
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histonéw typowe dla tego stanu funkcjonalnego. W euchromatynie okresowo
skondensowanej, zwanej heterochromatyng fakultatywna, wystepuja modyfikacje
histonéw charakterystyczne dla obu rodzajow chromatyny (ref. [31]).

Poza udziatem systeméw PcG i tritorax, remodeling chromatyny moze nastapié
w wyniku innych mechanizméw molekularnych. Obok metylacji DNA, pozostate
dotycza wiezi migdzy DNA i histonami, w tym z histonem HI, a takze zmian w
obrebie nukleosomu. Do takich naleza np. kompleksy biatka SWI/SNF, ktore posred-
nicza w remodelingu chromatyny, polegajacym na zakldceniach w wigzi miedzy DNA
i histonem; u Arabidopsis mutacja genu kodujacego SWI jest letalna [37]. Rozmaite
sposoby montowania wariantow histondw i réznorodne potranslacyjne modyfikacje
ich N-terminalnych krancéw umozliwiaja zmiany struktury chromatyny na réznych
poziomach (ref. [30]). Nalezy zaznaczy¢, ze zaséb dokumentowanych wynikow
dotyczacych tego zagadnienia jest niezwykle ubogi, a remodeling chromatyny
przewiduje si¢ tylko na podstawie zmian w ekspresji genow (np. [2, 6]).

Rozw¢j zarodka i bielma, podobnie jak u wszystkich wielokomorkowych
organizmdw, uwarunkowany jest przez skoordynowane réznicowanie komorek. U
zwierzat biatka kompleksu PcG i trxG, tj. powodujace wyciszanie lub aktywacje
genow, sa kluczowymi czynnikami w ustalaniu specyficznych komérkowo programow
réznicowania, polegajacych na represji badz aktywacji gendw uczestniczacych w
tym procesie. U roslin udziat systeméw PcG i trxG (por. wyzej, czgs$¢ 2. oraz tabela
2) powoduje zapewne odpowiednie zmiany w ukladzie chromatyny, ale brak jest
dokumentacji na poziomie przynajmniej mikroskopu elektronowego.

Wiadomo, ze odréznicowaniu komorek roslinnych, tj. przywroceniu im zdolnosci
do podziatow, towarzyszy dekondensacja chromatyny. Sytuacja taka ma miejsce w
wyniku uszkodzenia mechanicznego tkanek zréznicowanych oraz podczas zaktadania
kultur in vitro. Np. w $wiezo wypreparowanych komorkach mezofilu tytoniu
niewielka ilo$¢ chromatyny skondensowanej ulega redukcji przed rozpoczeciem fazy
S. W czasie odwrotnego procesu, tj. podczas réznicowania komorek kalusa, naste-
puje kondensacja chromatyny wraz z wyciszeniem genow poprzez metylacje H3K9
i H3K27 w wyniku dziatania HMTaz, obecnych w CLF i SWN z systemu PcG.
Wykazano réwniez, ze wyciszenie genu FLC podczas wernalizacji (por. wyzej, czgs¢
3.5.) z udziatem biatek z kompleksu PcG powoduje kondensacje chromatyny wokot
tego locus, na co wskazuje zmniejszona wrazliwos¢ na DNazg (ref. [5]).

Mozna oczekiwad, ze w przyszlosci skojarzenie wiedzy o aktywacji/represji gendw i
czynnikow powodujacych ten proces, doprowadzi do pelnego wskazania zaleznosci miedzy
stanem strukturalnym chromatyny a aktywnoscia gendw, rowniez na poziomie molekularnym.

6. PODSUMOWANIE

W ciagu minionych kilkunastu lat wyniki badan dotyczacych obecnosci bialek
grupy Polycomb (PcG) u roslin (gtéwnie Arabidopsis thaliana), wykazaly, ze jest
on wyposazony w szereg bialek o znacznym stopniu homologii do bialek PcG u
Drosophila, myszy i czlowieka. Podobnie jak w krolestwie zwierzat biatka PcG
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funkcjonuja jako represory aktywnosci transkrypcyjnej niektorych genéw. Rola bialek
PcG polega na epigenetycznej kontroli aktywnoscei gendw. Dzigki homologii, wobec
znacznie wigkszej znajomosci funkcji bialek PcG u zwierzat, mozna przypisaé
niektorym bialkom PcG u roslin obecnos¢ HMTaz dla histonu H3K27me3, bedacego
od dluzszego czasu znanym sktadnikiem nukleosomow nieaktywnej transkrypcyjnie
chromatyny. Istnieje szereg genow docelowych dla biatek PcG; wigkszos¢ dotad
rozpoznanych gendéw docelowych nalezy do kwiatowych genow homeotycznych.

Podobnie jak w krélestwie zwierzat u Arabidopsis biatka PcG tworza rozmaite
kompleksy zwane PRC2. U roslin sktad tego kompleksu bywa rozmaity, co moze
stanowi¢ mechanizm regulujacy rozmaite rodzaje genéw docelowych podczas cyklu
zyciowego. Represja za posrednictwem PRC2 jest odwracalna w wyniku dziatania
biatek stanowiacych system tritorax, w ktérym obecne sa HMTazy dla H3K4 oraz
acetylazy histonow, tj. tej znanej juz dawniej modyfikacji histonow, charakteryzujacej
nukleosomy chromatyny aktywnej transkrypcyjnie. Bialka kompleksu tritorax kontro-
luja ekspresje gendw poprzez mechanizmy epigenetyczne.

W rozpoznanych dotad mechanizmach powodujacych imprinting genomowy u
roslin, dominuje metylacja DNA, za$ wyciszenie alleli za posrednictwem biatek
kompleksu PcG jest zjawiskiem niezwykle rzadkim.
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