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Streszczenie: Heterochromatyna zwana ,.konstytutywna™ i euchromatyna réznia si¢ rodzajem DNA
(sekwencje niekodujace powtorzone tandemowo oraz kodujace unikatowe) oraz modyfikacjami epigene-
tycznymi, tj. metylacja DNA, histonéw H3 i H4, a takze ich acetylacja. Metylacje te powoduja trwatg
kondensacj¢ heterochromatyny. Wyciszenie genéw w euchromatynie jest spowodowane przez odwra-
calna jej kondensacjg, ktora zachodzi w wyniku epigenetycznych modyfikacji DNA oraz histonow H3 i
H4 charakterystycznych dla heterochromatyny. Dane te wskazuja, ze termin ,heterochromatynizacja”
powinien by¢ zastapiony przez ,.kondensacja euchromatyny”.

Stowa kluczowe: heterochromatyna, euchromatyna, heterochromatyna fakultatywna, histony H3, H4,
metylacja, acetylacja.

Summary: Heterochromatin fraction called ,,constitutive” and euchromatin differ in respect of DNA
types (tandem repeats vs coding/unique sequences) and in epigenetic modifications, i.e. in methylation of
DNA, H3 and H4 histones and in acetylation of the latter two. These modifications result in permanent
heterochromatin condensation. On the other hand, during the past decade, it has been well documented
that gene expression in euchromatin is affected by its reversible condensation resulting from epigenetic
modifications of DNA and H3 and H4 histones characteristic of heterochromatin with simultaneous
histone modifications specific for euchromatin. These data imply that the term ,,heterochromatinisation”
should bo replaced with ,,euchromatin condensation”.
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1. WSTEP

Terminy euchromatyna i heterochromatyna zostaty wprowadzone przez Heitza w
1929 r. (ref. [38]) i weszly na state do nazewnictwa cytologicznego dla oznaczenia,
zgodnie z jego koncepcja, chromatyny w stanie luznym (euchromatyna) i trwale
skondensowanym (heterochromatyna). Wprowadzenie przedrostkéw eu- i hetero- (gr.
eu- 1 hetero- — odpowiedni, dobry, wlasciwy oraz odmienny) implikowato, co zostato
dowiedzione po wprowadzeniu do cytogenetyki metod molekularnych, ze heterochro-
matyna rézni si¢ w sposob zasadniczy od euchromatyny. Obecnie wiadomo, ze roznica
ta polega na obecnosci gldéwnie w heterochromatynie krotkich sekwencji DNA (od 59
do 300-400 pz) utozonych w szyku tandemowym.

W 1966 1. Brown (ref. [38]) wprowadzit terminy heterochromatyna konstytutywna,
ktora ma odpowiadac heterochromatynie zdefiniowanej przez Heitza, jest zlokalizowana
w obszarze przycentromerowym i telomerowym i stanowi trwata cechg¢ genomu oraz
heterochromatyna fakultatywna, tj. euchromatyna ulegajaca kondensacji; zmiany
towarzyszace kondensacji zostaly nazwane heterochromatynizacja. Te terminy juz
wkrotce po ich zaproponowaniu zostaly skrytykowane i nadal nie sa akceptowane
przez wszystkich badaczy, czemu daja wyraz ujmujac termin ,,heterochromatynizacja”
w cudzystow (np. [14, 19]).

We wspotczesnych podrecznikach z wyjatkiem jednego [44] przy definicji hetero-
chromatyny konstytutywnej brak jest informacji o jej DNA. Zwraca si¢ uwage na taka
sama jej lokalizacje w chromosomach homologicznych [26, 52], jej kondensacj¢ [5,
52], p6zna replikacje w fazie S [26] lub stwierdza si¢: ,,Ten rodzaj chromatyny jest
prawie zawsze nieaktywny” [52]. Przy charakterystyce heterochromatyny fakultatywne;j
sa podawane takie jej wtasciwosci, jak: obszar kondensacji euchromatyny [26] lub jej
zwarta struktura [5], obecno$¢ tylko w niektorych komorkach oraz wyciszenie zawartych
W niej genow [5, 26] lub jej obecnos¢ tylko w jednym z chromosoméw siostrzanych
[52] (autor miat zapewne na mysli chromosomy homologiczne).

Powszechnie znany jest fakt postepujacej — az do catkowitej — kondensacji
chromatyny wiazacej si¢ z wysoce zasadowym biatkiem, protamina, w plemnikach
zwierzat i glonow (u tych ostatnich niedawno wykrytym [29, 56]). Analogiczny proces
ma miejsce podczas dojrzewania erytrocytow ptakow dzigki obecnosci specyficznego
histonu H5. Trudno nazwac te procesy ,,heterochromatynizacja”, chociaz ich skutki sa
analogiczne. W obu przytoczonych przyktadach ta superkondensacja chromatyny jest
odwracalna: w plemnikach nastgpuje po zaptodnieniu, za§ w erytrocytach ptakéw mozna
spowodowac dekondensacjg¢ chromatyny i przywroci¢ jej aktywno$¢ transkrypcyjna
w warunkach in vitro, dokonujac ich fuzji z komorkami aktywnymi transkrypcyjnie.

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie aktualnej wiedzy o istocie
heterochromatyny oraz o epigenetycznych modyfikacjach uczestniczacych w przeksztat-
caniu euchromatyny w nieaktywna transkrypcyjnie skondensowana strukture. Wyci-
szenie genow obecnych w euchromatynie jest bowiem wynikiem szeregu wspotzalez-
nych jej modyfikacji: metylacji DNA, deacetylacji histonow i metylacji lizyny, glownie
w pozycji 9. w histonie H3 [14]. Procesy te sa zwiazane z przeksztalceniem (remodelin-
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giem) chromatyny; liczne i ztozone mechanizmy, dotyczace m.in. nukleosomow (ref.
[6, 49]) nie beda tu omawiane.

2. RODZAJE CHROMATYNY

Przytoczone nizej dane sa w wigkszosci powszechnie znane; sa one przypominane
celowo, aby przy omawianiu epigenetycznych modyfikacji histonéw H3 i H4 (por.
nizej, 3.) fatwiej byto je odnies¢ do poszczegolnych typow chromatyny.

Podziat chromatyny na strukturalnie i funkcjonalnie odmienne domeny jest doskonale
widoczny w chromosomach politenicznych powstajacych w wyniku tysigcy rund
endoreplikacji DNA. Sa one interfazowq postacig chromatyny. Szczegdlnie wyraznie
zroznicowane domeny widoczne sa w mikroskopie $wietlnym w chromosomach
politenicznych znajdujacych si¢ w gruczotach $linowych larw owadow. U muszki
owocowej (Drosophila) heterochromatyna regionu centromerowego tworzy tzw.
chromocentr; jego DNA przechodzi mniej cykli endoreplikacji DNA niz pozostala
chromatyna, stanowiaca ramiona chromosomoéw, zbudowane z euchromatyny.
Euchromatyna moze by¢ silnie skondensowana i nieaktywna transkrypcyjnie; stanowi
wigc ,,heterochromatyne fakultatywna”, widoczna w postaci silnie barwiacych si¢ w
wyniku kondensacji prazkéw. Obszar mig¢dzy prazkami zawiera euchromatyneg
zdekondensowana, stabo barwiaca si¢ i aktywna transkrypcyjnie. Uktad prazkow jest
zmienny i specyficzny dla okreslonych stadidw rozwoju larwy. Dzigki takiej strukturze
chromosomy politeniczne Drosophila stanowia znakomity i przejrzysty model dla
charakterystyki poszczegdlnych rodzajow chromatyny i dlatego w dalszym ciagu tego
artykutu czesto przytaczane sa wyniki badan przeprowadzonych na tym obiekcie.

2.1. Euchromatyna

Euchromatyna stanowi dominujacy sktadnik chromatyny, szczegdlnie w matych
genomach roslin (1C rzedu 150-530 Mpz). Jej DNA ulega replikacji we wczesnej i
srodkowej fazie S cyklu komorkowego i charakteryzuje sig brakiem lub niskim poziomem
metylacji cytozyny. Cecha euchromatyny jest jej luzna struktura i nadwrazliwo$¢ na
dziatanie DNazy 1. Jest bogata w GC i geny, ktore moga by¢ transkrybowane.

2.2. Heterochromatyna

Heterochromatyna (zwana ,,konstytutywna”) jest wysoce i trwale skondenso-
wana; jej dekondensacja nastgpuje tylko podczas replikacji DNA (ref. [28]), ktora ma
miejsce w poznej fazie S cyklu komorkowego. DNA heterochromatyny jest zwykle
wysoko zmetylowany, ale od tej reguly sa wyjatki. Na przyktad, u bobu (Vicia faba)
heterochromatyna prazkow interstycjalnych w chromosomach S jest zbudowana z
sekwencji Fokl 59 pz, w ktorej brak jest dinukleotydow CpG 1 trinukleotydow CpNpG
(N jest dowolnym deoksynukleozydem), w ktérych cytozyna u roslin podlega metylacji
(sekwencjg t¢ zbadali w 1987 . Yakura i wsp., ref. [39]). DNA heterochromatyny jest
zbudowany z sekwencji tandemowych o dlugosci monomerow od 59 do kilkuset pz,
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bogatych w AT. Struktura nukleotydowa monomeré6w moze by¢ genomowo-,
gatunkowo- i rodzajowospecyficzna. Niekiedy wérdd tych monomerdéw znajduja si¢
retroelementy, szczegodlnie obfite u traw (ref. [43]). Wsrod takich sekwencji moga
znajdowac sig nieliczne geny (por. nizej). [lo$¢ i umiejscowienie heterochromatyny jest
cecha gatunkowa. W chromosomach mitotycznych potozenie heterochromatyny
stwierdza si¢ metoda prazkow G lub C, a takze — ze wzgledu na bogactwo w AT —
barwieniem fluorescencyjnym DAPI. Heterochromatyna moze by¢ zlokalizowana na
koncach chromosoméw (obok sekwencji telomerowych), interstycjalnie oraz, zawsze
uwyzszych Eukaryota, w regionie centromerowym. U tego samego gatunku struktura
I-rzedowa DNA poszczeg6lnych prazkéw bywa odmienna.

Centromery u Arabidopsis thaliana (rzodkiewnik) wraz z przylegajaca do nich
heterochromatyna przycentromerowa (pericentromerowa) sa czgstym obiektem badan
heterochromatyny, poniewaz sa one dobrze widoczne w jadrach interfazowych jako
silnie barwiace si¢ grudki, zwane chromocentrami. Jest ich ok. 10, tj. w liczbie
odpowiadajacej liczbie 2n chromosomow. Podobnie jak inne rodzaje nicaktywnej
transkrypcyjnie heterochromatyny, DNA centromeréw i heterochromatyny przycentro-
merowej jest wysoko zmetylowany. O znaczeniu metylacji DNA dla skondensowane;j
struktury chromocentrow §wiadczy ubytek ich heterochromatyny, nawet rz¢du 70—
75% u mutantow z defektywnym genem metylotransferaz DNA przenoszacych grupy
metylowe na cytozyng w dinukleotydach CpG (np. met-1-1 lub ddm1 [12]). Ubytkowi
temu, ktory jest spowodowany przez przemieszczenie si¢ chromatyny z przycentro-
merowych czgsci chromocentru, towarzyszy redukcja poziomu metylacji lizyny 9. w
histonie H3 (por. 3.1; ref. [24]). W jadrach mutanta ddmi-5 nastepuje nie tylko
dekondensacja przycentromerowej heterochromatyny, ale rowniez heterochromatyny
wlasciwego centromeru, zawierajacej sekwencje 180 pz. Natomiast rosliny defektywne
pod wzgledem CTM3 (metylaza uczestniczaca w metylacji cytozyny w trinukleotydzie
CpNpG) wykazuja normalna struktur¢ chromocentréw. Z przytoczonych danych
wyciagnigto wniosek, ze tworzenie chromocentru nie zalezy od metylacji cytozyny w
trinukleotydzie CpNpG [12]. Nalezy zaznaczy¢, ze u mutantdéw hipometylacyjnych
istnieje frakcja jader z normalna struktura heterochromatyny [12].

Wszyscy autorzy stusznie za heterochromatyng ,.konstytutywna” uwazaja region
przycentromerowy. Jak wspomniano wyzej, w sktad tego regionu wchodzi centromer
wlasciwy 1 przylegajaca do niego z dwdch stron heterochromatyna przycentromerowa.
Centromer wlasciwy stanowi niewielka struktur¢ w poréwnaniu z heterochromatyna
przycentromerowa. W jadrach interfazowych oraz w chromosomach mitotycznych i
mejotycznych zwykle oba sktadniki regionu przycentromerowego sa widoczne jako catos¢ i
dlatego wielu autorow stosuje termin , ,region przycentromerowy’”. Jednak struktura centromeru
rézni si¢ od flankujacego go regionu heterochromatyny przycentromerowej. Centromery sa
wyspecjalizowana domeng chromosomu, na ktérej sa montowane kinetochory. W sktad obu
sktadnikow regionu przycentromerowego wchodza sekwencje DNA w uktadzie tandemowym.
Te obecne w centromerze sa specyficzne dla gatunku i unikatowe w jego genomie. Obok
tych sekwencji w centromerze wlasciwym, a przede wszystkim w heterochromatynie
przycentromerowej, znajduja si¢ ruchome elementy. W przeciwienstwie do typowej
heterochromatyny, replikacja DNA centromerowego odbywa si¢ badZ asynchronicznie w
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poszczegolnych chromosomach w czasie catej fazy S cyklu komorkowego, badz ma miejsce
na wezesnym jej etapie. We wiasciwym centromerze histon H3 jest zastapiony przez jego
zmodyfikowana czasteczke, zwana CENP-A (u cztowieka) lub CENH3 (u ro$lin). Obecno$¢
tego bialka jest pierwszym i podstawowym warunkiem montowania na centromerze
kinetochoréw. W przeciwienstwie do chromatyny pozacentromerowej, synteza CENP-A
(lub jego homologow) nie jest sprzgzona z replikacja DNA. Synteza i polaczenie z DNA tego
zmodyfikowanego histonu zachodzi dopiero w fazie G2 (ref. [41, 48]). Nastgpna roznica
migdzy typowa heterochromatyna a regionem przycentromerowym jest obecno$¢ w nim
genow ulegajacych ekspresji. U Schizosaccharomyces cerevisiae (drozdze piekarnicze o
najprostszej budowie regionu centromerowego, ref. [41]) wérod sekwencji powtarzalnych
flankujacych centralny rdzen centromeru znajduja si¢ sekwencje kodujace tRNA (ref. [7]). U
wyzszych Eukaryota obecno$¢ sekwencji kodujacych w regionie centromerowym jest
zjawiskiem rzadkim. Jak dotad, wykryto je u Drosophila, cztowieka i u dwoch gatunkow
roslin, ktorych genom zostat zsekwencjonowany, tj. u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) i
u ryzu (Oryza sativa). U rzodkiewnika w chromosomach 4. i 5., zarowno w wyniku
sekwencjonowania genomu jak i pozytywnego sygnatu FISH, stwierdzono w regionie
centromerowym obecno$¢ genu kodujacego 5S rRNA, a takze geny ulegajace ekspresji
(EST), za$ centromer w chromosomie 3. zawiera petna jednostke 45S rDNA (ref. [40—42]).
W centromerze chromosomu 8. u ryzu, poza sekwencjami tandemowymi i retroelementami,
w wyniku sekwencjonowania stwierdzono obecnos¢ 14 sekwencji o cechach odpowiadajacych
genom, w tym cztery potencjalnie aktywne transkrypcyjnie [36]. Jednak liczba genéw
znajdujacych si¢ w heterochromatynie jest znacznie nizsza niz w euchromatynie; ich
zaggszezenie w wylacznie euchromatynowych ramionach chromosomoéw u Arabidopsis
thaliana wynosi $rednio 25 na 100 kpz, zas w heterochromatynie przycentromerowej —
zaledwie 7-9 na 100 kpz (ref. [ 7]). Heterochromatyna per se jest czynnikiem ograniczajacym

aktywnos¢ transkrypcyjna (ref. [8]).

2.3. Euchromatyna skondensowana (,,heterochromatyna fakultatywna’)

Heterochromatyna zwana fakultatywna powstaje z euchromatyny, w wyniku
procesu zwanego ,.heterochromatynizacja”, powodujacego wyciszenie gendw na
okreslonym etapie rozwoju organizmow lub w wyniku zjawiska PEV (ang. Position
Effect Variegation, por. nizej). Powstanie skondensowanej struktury chromatyny jest
inicjowane przez niekodujace, dwuniciowe RNA (dsRNAs) lub krotkie interferencyjne
RNA (siRNAs) i obejmuje kolejno pojawiajace si¢ aktywnosci deacetylaz i metylotrans-
feraz histonéw oraz DNA, dzigki czemu nastgpuje stopniowo przylaczanie biatka HP1
(por. nizej), co powoduje zmiany struktury chromatyny z luznej w zwartg (skonden-
sowang) z wysoko zmetylowanym DNA i ostatecznie doprowadza do wyciszenia genow
(ref. [30, 48, 54]). Struktura I-rzgdowa DNA jest taka sama, jak w euchromatynie, z
ktorej powstaje ten rodzaj chromatyny skondensowanej. W przeciwienstwie do
heterochromatyny ,,konstytutywnej”, ,,fakultatywna” ma charakter przejsciowy, na co
wskazuja chociazby obserwacje mikroskopowe. Mozna oczekiwac, ze powrdt do stanu
charakterystycznego dla euchromatyny powinien by¢ zwiazany z demetylacja histonow,
Jednak, jak dotad, zidentyfikowano tylko u cztowieka enzym specyficznie demetylujacy
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TABELA 1. Metylacja lizyn w histonach H3 i H4 w nicaktywnych transkrypcyjnie i aktywnych
transkrypcyjnie domenach chromatyny (na podstawie wynikéw uzyskanych przez autorow
cytowanych w 3.1)

Rodzaj chromatyny Metylacja H3 i H4
Heterochromatyna "konstytutywna"
Region centromerowy mono-, di- i trimetylacja H3K9. H3K27, H4K20
Interstycjalna H3K9
Euchromatyna mono-, di- i trimetylacja H3K4, H3K36 sporadycznie
H3K9, H3K27
Euchromatyna skondensowana mono-, di- i trimetylacja H3K9, trimetylacja 3K27,
zwana mono-, di- i trimetylacja H4K20 mono-, di- 1

"heterochromatyna fakultatywna" trimetylacja H3K4 i H3K36

Poziomy metylacji (mono-, di- i trimetylacja) moga by¢ odmienne w zalezno$ci od obiektu
badan

lizyne w pozycji 4. w histonie H3 (ref. [47]), ale paradoksalnie metylacja lizyny w tej
pozycji w histonie H3 charakteryzuje wlasnie euchromatyne (por. tab. 1).

Czesto widoczna jest w jadrze tzw. chromatyna przyjaderkowa, zwana takze
okotojaderkowa. Sa to odcinki NOR (ang. Nucleolar ORganizer), pochodzace z
jednego lub kilku chromosomow jaderkotworczych, aktualnie nietranskrybowane.
Rozmiary chromatyny przyjaderkowej, zawierajacej 45S rDNA, sa tym wigksze, im
mniejsza jest aktywno$¢ transkrypceyjna odcinkéw NOR znajdujacych si¢ w stanie
luznym w jaderku [50].

Powszechnie znanym przyktadem wyciszenia gendw jest inaktywacja jednego z
dwoch chromosomoéw X u samic ssakdw, silnie skondensowanego i pdzno replikujacego.
Wyciszenie to jest wynikiem m.in. metylacji DNA oraz metylacji histonu H3 w lizynie
9. (ref. [8]). Mechanizmy powodujace inaktywacj¢ chromosomu X, oznaczanego jako
Xi (ang. inactivated) sa szczegotowo zbadane (por. [17, 57]). Jednak w chromosomie
Xinie wszystkie geny ulegaja dezaktywacji; u cztowieka aktywne geny stanowia 15%
catego ich zasobu (ref. [4]). Nie ustalono dotad reguty, kiedy w rozwoju embrionalnym
nastepuje dezaktywacja chromosomu X oraz czy dotyczy ona wybiérczo X pochodzenia
matczynego czy ojcowskiego lub czy jest przypadkowa [10]. Analogiczne zjawisko
inaktywacji jednego z dwoch chromosomoéw X ma miejsce u roslin okrytozalazkowych.
Bniec biaty (Melandrium album, u osobnikow zenskich 2n=XX+24A=26, u meskich
2n=XY+24A=26) zawiera u osobnikow zenskich jeden chromosom X skondensowany,
jego DNA jest wysoko zmetylowany i pdzno replikujacy (ref. [27]).

U szczawiu (Rumex thyrsifolius, gatunku dwupiennego) u osobnikow zenskich
zespot chromosomow 2n sktada si¢ z XX+13A=14, u mgskich — XYY+12A=15. U
osobnikéw meskich chromosomy Y sa catkowicie skondensowane i widoczne w jadrach
interfazowych jako silnie barwiace si¢ grudki chromatynowe; w komorkach macierzys-
tych pytku oba Y ulegaja dekondensacji, co zbiega si¢ z intensywna synteza RNA
(Zuk 1986, ref. [38]). U innego gatunku szczawiu (Rumex acetosa) ostatnio wykazano
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w merystemie korzeniowym dekondensacj¢ chromosomow Y pod wptywem czynnika
hamujacego metylacje DNA (5-azacytydyny) oraz stwierdzono obecnos$¢ zmetylowane;j
lizyny 9. w histonie H3, ale brak w tym histonie metylacji lizyny 4. [35]; brak metylacji
lizyny 4. w histonie H3 jest zjawiskiem wyjatkowym w tzw. heterochromatynie
fakultatywnej (por. tab. 11 3).

Jednym z przypadkoéw, kiedy nastgpuje wyciszenie genéw lub modyfikacja ich struktury,
jest zjawisko zwane PEV (ang. Position Effect Variegation) — mozaikowato$¢
(r6znorodnosc) zalezna od pozycji. Zachodzi ona wskutek rearanzacji chromosomow, w
wyniku ktdrej odcinek zawierajacy heterochromatyng (np. centromer) styka si¢ z regionem
euchromatynowym chromosomu. W takim uktadzie nastepuje rozprzestrzenienie strefy
wyciszonych genow, charakterystyczne dla heterochromatyny ,,fakultatywnej”, na
przylegajacy do heterochromatyny , konstytutywnej” region euchromatynowy (ref. [9,
30]). Taka sytuacja zostata m.in. opisana w politenicznych chromosomach gruczotow
slinowych u Drosophila w liniach z PEV. Cytologicznym, dostrzegalnym w mikroskopie
wynikiem PEV jest utrata charakterystycznego uktadu prazkéw i pojawienie si¢ stref
euchromatyny skondensowanej. Do tych miejsc przytacza si¢ biatko HP1 (por. nizej)
oraz nastgpuje dimetylacja lizyny 9. w histonie H3, charakterystyczna dla heterochromatyny
Hkonstytutywnej” (por. tab. 1, ref.[9]). W wyniku PEV, w prawidtowo funkcjonujace;j
luznej euchromatynie powstaje domena chromatyny skondensowanej. Rearanzacja
chromosoméw moze by¢ dziedziczona i prowadzi do mozaikowatego wzoru ekspresji
genoéw oraz powoduje ich mutacje (ref. [9, 18, 25]).

Bialko HP1 (ang. Heterochromatin Protein 1), uczestniczace w wygaszaniu
aktywnosci transkrypcyjnej i w kondensacji chromatyny, jest wysoce konserwatywne.
Jego obecno$¢ stwierdzono u drozdzy rozszczepkowych (Schizosaccharomyces
pombe), nazwano je swibp, u Neurospora, Drosophila i u ssakow (ref. [14, 48]).
Nalezy ono do grupy biatek zawierajacych domeng CHROMO (ang. CHRomatin
Organization MOdifier). W sktad HP1 wchodza dwie domeny w znacznym stopniu
konserwatywne: N-terminalna chromodomena i C-terminalna domena zwana
»chromoshadow”, ktore sa rozdzielone przez krotki rejon ,,zawiasowy” (ang. hinge).
U Drosophila i ssakow HP1 wspotdziata z SU(VAR)3-9 (gléwna metylaza histonu
H3KO9, por. nizej, 3.1) poprzez domeng ,,chromoshadow” i zawiasowa oraz z histonem
H3K9 poprzez N-terminalna chromodomeng (ref. [18, 21]).

U Drosophila istnieja trzy biatka typu HP1, nazwane HP1a, HP1b i HP1c. R6znia
si¢ one nieco dtugoscia oraz sekwencja aminokwasdw zarowno w domenie N-terminalne;j,
jak i w ,,chromoshadow”, natomiast ,,zawias” ma charakter konserwatywny w HP1la
i HP1b, ale jest odmienny w HPlc. Wyniki badan immunocytochemicznych z
zastosowaniem przeciwciat przeciwko kazdemu z tych wariantow HP1 wykazaty, ze
w chromosomach politenicznych HP1a jest zlokalizowane w centromerze (heterochro-
matyna ,.konstytutywna”), HP1b znajduje si¢ zar6wno w euchromatynie, jak i w
prazkach (skondensowana euchromatyna zwana ,.heterochromatyna fakultatywna”),
za$ HP1lc — tylko w euchromatynie luznej (obszar migdzy prazkami). R6znice w
sekwencji aminokwaséw w domenie ,,chromoshadow” i ,,zawiasu” zostaly uznane za
przyczyng odmiennej lokalizacji tych trzech wariantow HP1 u Drosophila [53]. O



398 M. J. OLSZEWSKA

istotnej roli rejonu zawiasowego w wiazaniu HP1 do chromatyny §wiadczy rowniez
zakldcenie tego procesu przez mutacj¢ w tym rejonie [1].

U ssakow rowniez zidentyfikowano kilka biatek typu HP1. Ich obecnos¢ stwierdzono
zar6bwno w heterochromatynie ,.konstytutywnej”, jak i ,,fakultatywnej”, np. w
chromosomie Xi u ssakow (ref. [18, 57]).

Jedyny homolog HP1 o nazwie LHP1, istniejacy u Arabidopsis, nie bierze udzialu
w tworzeniu skondensowanych form chromatyny (ref. [12]), jest bowiem zlokalizowany
wybidrczo w regionach euchromatynowych, ale uczestniczy w specyficznym dla danego
etapu rozwoju wyciszaniu genow (ref. [14]). Analogiczna interpretacja obecnosci HP1
w euchromatynie dotyczy ssakow, u ktorych metylacja histonu H3K9 i wiazanie HP1
byly obserwowane w promotorach nieaktywnych genow (ref. [18, 21]), ale rowniez w
transkrybowanych regionach aktywnych genow (ref. [21]). Sporadyczna obecno$¢ w
euchromatynie histonow H3 z lizyna zmetylowana w pozycji 9127 (por. tab. 1) moze
by¢ zwiazana z taka sytuacja. Jak si¢ obecnie wydaje, obecnos¢ metylotransferazy
SU(VAR)3-9 i metylacji lizyny 9. w histonie H3 nie wystarcza dla wiazania HP1 do
chromatyny (ref. [8]).

Dotychczasowe wyniki badan mechanizméw uczestniczacych w mitotycznej
kondensacji chromatyny wskazuja, ze r6znia si¢ one catkowicie od przypisywanych
kondensacji euchromatyny prowadzacej do wyciszenia gendw, czyli tzw. heterochro-
matyny fakultatywnej. Glowna role w mitotycznej kondensacji chromatyny wydaja si¢
odgrywac topoizomeraza Ila oraz kondensyny, a wérdd nich rodzina wysoce konserwa-
tywnych biatek SMC (ang. Structural Maintenance of Chromosomes) (ref. [2, 33]).
Fosforylacja histonu H1, wbrew wczesniejszym pogladom, nie ma bezposredniego
zwiazku z mitotyczna kondensacja chromosomow (ref. [33]). Fosforylacja seryn 10.,
28 1 50. w histonie H3, identyfikowana metoda immunocyto-chemiczng, zwigzana z
mitoza i mejoza, jest omoéwiona nizej (por. 3.3).

3. EPIGENETYCZNE MODYFIKACJE HISTONOW H3 I H4

Specyficzne potranslacyjne modyfikacje histonow: metylacja, acetylacja, fosforylacja,
ubikwitynacja i ich kombinacje wspoétdziatajace z metylacja DNA stanowia elementy
kodu epigenetycznego, ktéry uczestniczy w regulacji stanu funkcjonalnego chromatyny.
Swiadczy o tym zréznicowane rozmieszczenie poszczegolnych izoform histonow.

Od kilkunastu lat do badania in sifu epigenetycznych modyfikacji histonow H3 1 H4
stosowana jest metoda immunocytochemiczna z uzyciem przeciwciat przeciwko ich
podstawowym formom. Poniewaz centromery sa powszechnie przyjmowane jako
struktura bedaca heterochromatyna ,,konstytutywna”, nalezy przypomnie¢, ze zawieraja
one zmodyfikowany histon H3. Jest on obecny w centromerach u wszystkich Eukaryota.
Jego homologi sa specyficzne gatunkowo [37, 55, 58] 1 w zwiazku z tym nosza rozmaite
nazwy: u Saccharomyces cerevisiae — Cse4, u Schizosaccharomyces pombe — Cnpl,
u Drosophila— Cid, u Caenorhabditis elegans — HCP-3, u cztowieka, myszy i ropuchy
afrykanskiej (Xenopus levis) — CENP-A, uroslin — CENH3 (ref. [41]). Istotne roznice
migdzy histonem H3 podstawowym a jego modyfikacjami obecnymi w centromerach
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dotycza konca N-terminalnego, ktory jest wysunigty poza nukleosom, natomiast krance
C-terminalne, ktore znajduja si¢ w obrebie nukleosomdw, wykazuja znaczng homologie
(ref. [58]). Aminokwasy obecne w tancuchach N-terminalnych i zawierajace lizyne
(K) i seryng (S), najczesciej ulegaja takim epigenetycznym modyfikacjom, jakie maja
znaczenie dla struktury i funkcji chromatyny. Ich pozycja w CENP-A i CENH3 i ich
homologach znacznie r6zni si¢ od pozycji, jaka zajmuja w histonie H3 podstawowym
[37,55,58]. W $wietle tych danych moga powsta¢ watpliwosci, czy uzyskiwane wyniki
odnosza si¢ do heterochromatyny centromerowej. Do niedawna w publikacjach
dotyczacych epigenetycznych modyfikacji histonu H3 w centromerze, brak byto
wzmianki na ten temat; wyjatek w pracy [14]. Wigkszo$¢ badaczy definiowata te
strukturg jako ,,region pericentryczny” lub ,,region centromerowy”, co ze wzgledu na
niewielkie rozmiary wlasciwego centromeru odnosito si¢ do heterochromatyny przycen-
tromerowej, zawierajacej histon H3 podstawowy.

U kukurydzy (Zea mays) zastosowanie przeciwcial dla roznych epigenetycznych
wariantéw CENH3 dla tego gatunku pozwolito na wykazanie, ze CENH3 niezmodyfi-
kowane, jak i fosforylowane w serynie w pozycji 50. sa zlokalizowane w centromerze,
natomiast podstawowy histon H3 znajduje si¢ w heterochromatynie przycentromerowe;j
[58]. U Arabidopsis thaliana stwierdzono, ze obecnos¢ CENH3 jest ograniczona do
zewngtrznych czgsci centromeru, tj. tych obszarow, na ktorych jest tworzony kinetochor.
Podobnie jest zlokalizowane biatko niehistonowe CENP-C, réwniez uczestniczace w
montowaniu kinetochoru. Caly centromer daje sygnat hybrydyzacyjny w metodzie FISH
z sekwencjami tandemowymi 180 pz, specyficznymi dla heterochromatyny centrome-
rowej u tego gatunku [51]. Te wyniki moga wskazywaé, ze heterochromatyna w
centralnej czg$ci centromeru zawiera histon H3 podstawowy.

3.1. Metylacja histonow H3 1 H4

Metylacja histonéw H3 i H4 jest najbardziej rozpowszechniong ich epigenetyczna
modyfikacja. Metylacji podlegaja lizyny (K) zlokalizowane w tancuchu N-terminalnym. W
histonie H3 sa to lizyny w pozycjach 4.,9., 10., 18., 27.136; w histonie H4 — lizyna 20. W
kazdej z tych pozycji lizyna moze by¢ mono-, di- i trimetylowana. Te procesy metylacji sa
przeprowadzane przez metylazy histonow (HMTazy) z rodziny biatek SU(VAR)3-9, za$
SUV4-20 kontroluje metylacje H4K20 u Drosophila (ref. [9]). Szereg innych HMTaz
uczestniczy w monometylacji H4K20 i H3K4. SU(VAR)3-9 jest biatkiem wysoce
konserwatywnym,; jego homologi zostaty wykryte u przeszto 40 gatunkéw, w tym u grzybow,
ssakow 1 roslin (ref. [9]). Poszczegolne biatka nalezace do rodziny SU(VAR)3-9 sa
specyficzne dla mono-, di- i trimetylacji. Wykazano asocjacjg z heterochromatyna trzech
biatek z tej rodziny: SUVHI, SUVH2 i SUVH4 (ref. [9]). Rezultatem metylacji histonu
H3KO9 jest wyciszenie gendéw i kondensacja chromatyny [11, 13, 15].

Dotychczasowe wyniki badan przeprowadzonych na grzybach, zwierzgtach
(gtownie na Drosophila i ssakach) oraz na roslinach okrytozalazkowych wskazuja, ze
metylacja histonow H3 i H4 jest wstgpnym warunkiem dla metylacji DNA, zachodzace;j
u zwierzat w dinukleotydzie CpG, a u roslin rowniez w trinukleotydzie CpNpG.
Szczegodlng rolg odgrywa metylacja lizyny 9. w histonie H3. U ssakow metylotransferazy
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DNA wspotdziataja ze wspomnianymi wyzej metylotransferazami histonéw z grupy
SUVH, o czym $wiadczy m.in. fakt, ze u osobnikow ze znokautowanym genem Suv39h
nastepuje obnizenie metylacji DNA [14].

Pozycja 1 poziom metylacji lizyn sa wykrywane in situ z zastosowaniem
wyznakowanych fluorescencyjnie przeciwcial przeciwko histonom H3 i H4 specyficz-
nych zaréwno dla potozenia lizyny, jak i poziomu jej metylacji (mono-, di- i trimetylacja).

W badaniach obecno$ci metylowanych histonow H3 i H4 jako heterochromatyne
»konstytutywna” wybierano najcze$ciej region centromerowy, niekiedy takze
heterochromatyng interstycjalna. Z reguty w tych strukturach jest obecny histon H3K9
mono-, di- i trimetylowany, przy czym poziom metylacji r6zni si¢ u poszczegolnych
gatunkow. Fakt ten stwierdzono u bardzo licznych organizmow: Schizosaccharomyces
pombe (ref. [14]), u Drosophila [9], u ssakow [46], (ref. [11, 15]) i u roslin
okrytozalazkowych [14, 19, 24]. Obecnos¢ mono-, di- i trimetylowanego histonu H3K27
byta badana i stwierdzana u Drosophila w centromerze [9], za$ u ssakow jest on tylko
monometylowany (ref. [11]), podobnie jak u jeczmienia (Hordeum vulgare),
dimetylowany u Arabidopsis thaliana i bobu (Vicia faba) (ref. [14]). Wydaje sig, ze
trimetylowany H3K27 jest obecny tylko u organizméw wielokomodrkowych (Metazoa)
[14]. Rownie powszechna jest obecno$s¢ w heterochromatynie ,,konstytutywne;j”
metylowanego histonu H4K20. Wystepuje on u Schizosaccharomyces pombe (ref.
[14]) oraz Drosophila [9]; tylko trimetylowany jest u ssakow (ref. [11]) i tylko
monometylowany u roslin wyzszych (ref. [14]).

Dla euchromatyny charakterystyczne jest wystgpowanie mono-, di- i
trimetylowanego histonu H3K4. Jego obecnos¢ stwierdzono u Drosophila i ssakow
(ref. [9]) oraz u roslin okrytozalazkowych [14, 19, 24]. W euchromatynie u Drosophila
i Arabidopsis znajduja si¢ mono-, di- i trimetylowane histony H3K36 (ref. [9]).

Przez heterochromatyne ,,fakultatywna” autorzy, badajacy wystgpowanie w
niej metylowanych histonéw H3 i H4, rozumieja te domeny euchromatyny, ktore
okresowo lub trwale ulegaja kondensacji z wylaczeniem aktywnosci transkrypcyjne;j
(por. wyzej, 2.3). Mono-, di- i trimetylowane H3K9, H3K27 i H4K20 znajduja sig¢ w
prazkach chromosoméw politenicznych u Drosophila [9], w nieaktywnych chromoso-
mach Xi u samic ssakow [8], w ktorych ma miejsce dimetylacja H3K9 [34], przejSciowo
u ssakow [46] i trwale u roslin okrytozalazkowych o duzym genomie, tj. 1C powyzej
500 Mpz [19], zawierajacych znaczne ilo$ci chromatyny skondensowanej, zbudowane;j
zro6znego rodzaju dhugich sekwencji powtarzalnych, gtdwnie retroelementow (ref. [45]),
a wigc o strukturze DNA odmiennej od heterochromatyny. Wskutek metylacji DNA
retroelementow, zawierajaca je chromatyna jest skondensowana i wylaczona z
transkrypcji. W tego typu chromatynie sg obecne rowniez trimetylowane H3K27 oraz
H4K20, charakterystyczne dla heterochromatyny ,konstytutywnej” [9, 19]. Obok
wymienionych, w prazkach chromosomow politenicznych u Drosophila znajduja si¢
mono-, di- i trimetylowane histony H3K4 i H3K36 [9], specyficzne dla euchromatyny.

Charakterystyczna dla heterochromatyny ,.konstytutywnej” obecno$¢ i poziom
metylacji histonow H3K9, H3K27 1 H4K20 oraz rola metylowanego H3K9 w kondensacji
chromatyny wydaje si¢ wyjasnia¢ ich wystgpowanie takze w skondensowanej
euchromatynie (,,heterochromatynie fakultatywne;j”). U Arabidopsis wykazano, ze u
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mutantdéw, u ktorych brak jest metylotransferaz uczestniczacych w metylacji lizyny 9.
w histonie H3, nastepuje redukcja takiego histonu do poziomu charakterystycznego dla
euchromatyny [23]. Wsrod czterech metylaz histonow z rodziny SUV(VAR)3-9, tylko
mutacja suvh2 powoduje znaczny ubytek heterochromatyny, oceniany na podstawie
barwienia DAPI oraz redukcje sygnalow po immunobarwieniu dla dimetylowanego
H3K9, monometylowanego H4K20 oraz dla 5-metylocytozyny obecnej tylko w
metylowanym DNA [11]. Wyniki te sugeruja, ze w regulacji stanu skupienia chromatyny,
zarowno w heterochromatynie ,konstytutywne;j”, jak i ,,fakultatywnej”, tj. ich
kondensacji, uczestniczy nie tylko metylacja DNA, ale i metylacja histonéw charakte-
rystyczna dla heterochromatyny ,,konstytutywne;j”.

Jak wynika z przytoczonych danych, zestawionych w tabeli 1, metylowane H3K9,
H3K27 i H4K20 sa konserwatywnymi wyznacznikami heterochromatyny zwanej
konstytutywna, ale sa obecne rowniez w wyciszonej transkrypcyjnie euchromatynie w
wyniku zlozonego procesu zwanego ,,heterochromatynizacja”. Charakterystyczna dla
euchromatyny metylacja H3K4 i H3K36 jest zachowana po jej kondensacji i wyciszeniu
aktywno$ci transkrypcyjne;j.

3.2. Acetylacja histonéow H3 i H4

Ten rodzaj epigenetycznej modyfikacji powoduje rozluznienie chromatyny, co jest
jednym z czynnikéw prowadzacych do jej aktywacji transkrypcyjnej. Niski poziom
acetylacji histonu H4 lub jej brak byt od dawna stwierdzany w heterochromatynie
centromerdow u drozdzy rozszczepkowych (ref. [48]) oraz chromosoméw cztowieka i
roslin (ref. [3, 15]).

W histonie H3 acetylacji podlegaja lizyny w pozycjach 9., 14.1 18., za$ w histonie
H4 — lizyny w pozycjach 5., 8., 12. i 16. Obecnie acetylacja histonow in situ jest
badana metoda immunocytochemiczng, z zastosowaniem przeciwciat przeciwko
histonom z lizyna acetylowana w okreslonej pozycji. Obiektem badan sa rozne typy
chromatyny, chromosomy mitotyczne oraz chromatyna podczas kolejnych faz cyklu
komorkowego.

W chromosomach mitotycznych bobu heterochromatyna interstycjalna,
zbudowana z tandemowych powtorzen sekwencji Fokl 59 pz, nie zawiera w histonie
H4 acetylowanej lizyny w pozycjach 5., 8. 1 12.; podobnie brak jest acetylowanych
lizyn w pozycjach 9/18 i 14. w histonie H3. W niektorych prazkach hetero-
chromatynowych u tego gatunku, niezawierajacych sekwencji Fokl, nie wykryto
acetylacji lizyn 5., 8. 1 12. w histonie H4, natomiast w histonie H3 acetylowane sa
lizyny w pozycjach 9/18 i 14. [3, 22]. U jeczmienia heterochromatyna centromerow i
regionu przycentromerowego charakteryzuje si¢ niskim poziomem acetylacji lizyn 9/18
i 14. w histonie H3. W tym samym chromosomie metafazowym wzor znakowania
tego regionu przeciwciatem przeciwko acetylowanemu H4KS bywa rozmaity: centromer
i heterochromatyna przycentromerowa sa wyznakowane silniej niz ramiona chromoso-
mow, tak samo lub zupehie nie daja sygnatow [23]. W centromerach myszy histony
H3 i H4 wykazuja bardzo niski poziom acetylacji [8]. Centromery w chromosomach
politenicznych Drosophila sa pozbawione acetylowanych H3K9 i H3K14 [9]. W
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chromocentrach Arabidopsis (interfazowa forma regionu centromerowego, por. 2.2)
brak jest acetylacji histonow H4, z wyjatkiem H4K 16, ktory jest acetylowany w zwiazku
z replikacja ich DNA [22].

U ssakéw intensywna acetylacja lizyn w histonach H3 i H4 ma miejsce w tzw.
prazkach R w chromosomach mitotycznych. W prazkach tych znajduje si¢ wezesnie
replikujaca w fazie S i potencjalnie aktywna transkrypcyjnie euchromatyna.
Heterochromatyna jest stabiej wyznakowana (ref. [14]). W chromosomach politenicz-
nych Drosophila acetylacja H4K5, H4K8 1 H3K14 ma miejsce wybidrczo w
euchromatynie (ref. [9, 14]). U roslin w regionie NOR jest wysoki poziom acetylacji
H4KS5 [22].

W heterochromatynie ,,fakultatywnej”, w prazkach chromosoméw politenicz-
nych u Drosophila, ma miejsce acetylacja H3K9 i H3K14 [9]. Chromatyna prazkow,
w odpowiednich stadiach rozwoju larw, ulega dekondensacji, wskutek czego nastepuje
przywrdcenie cech euchromatyny, tj. staja si¢ aktywne transkrypcyjnie. Natomiast w
chromosomie Xi u samic ssakow hipoacetylacja histonu H4 wraz z metylacja DNA
powoduje dezaktywacje transkrypcyjna (ref. [8]).

W jadrach interfazowych bobu i jeczmienia najwyzszy poziom acetylacji H4KS5
przypada na fazg S. Nalezy przypomnie¢, ze replikacja DNA odbywa si¢ podczas
rozmaitych etapow fazy S w poszczegolnych typach chromatyny. To stwierdzenie sktania
niektorych autoréw do wniosku, ze — przynajmniej u roslin — acetylacja histonow H3 i
H4 jest zwiazana raczej z procesem replikacji DNA niz transkrypcja [3, 23].

Z przytoczonych danych zestawionych w tabeli 2 wynika, ze w heterochromatynie
»konstytutywnej” nie zachodzi acetylacja histonow H3 i H4, z wyjatkiem okresu replikacji
DNA heterochromatyny u roslin. Euchromatyng charakteryzuje wysoki poziom acetylacji

TABELA 2. Acetylacja histonow H3 i H4 w nieaktywnych i aktywnych transkrypcyjnie
domenach chromatyny (na podstawie danych autoréw cytowanych w 3.2)

Rodzaj chromatyny Rodzaj histonu i polozenie acetylowanej lizyny

H3K9 | H3K14 | H3K9/18 | H4KS5 | H4K8 | H4K12 | H4K16
Heterochromatyna
"konstytutywna" + - - - - - +
region centromerowy*
interstycjalna* NB - - - - - -
Euchromatyna + + NB + + NB NB
Euchromatyna + + NB + NB NB NB
skondensowana zwana
"heterochromatyna
fakultatywna"

obecna (+) lub brak (-) w zaleznosci od sktadu nukleotydowego heterochromatyny
interstycjalnej lub fazy cyklu komorkowego (u roslin acetylacja nastgpuje w fazie S);
NB — nie badano
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histonow H3 i H4, podobnie jak heterochromatyne ,,fakultatywna”, zawierajaca
euchromatyng skondensowana, co jest jedna z przyczyn wyciszenia obecnych w niej gendw.

3.3. FOSFORYLACJA HISTONU H3 I JEGO WARIANTU
CENTROMEROWEGO

Powszechnie znany jest fakt, ze fosforylacja histonu H3 zachodzi w dwoch
przeciwstawnych funkcjonalnie stanach chromatyny: w skondensowanej, nieaktywnej
transkrypcyjnie oraz w luznej, z aktywnymi genami (ref. [25]).

Epigenetyczna modyfikacja histonu H3 polega na fosforylacji seryny (S), gtéwnie
10., ale takze 28. 1 50. oraz treoniny (T) w pozycji 11. W badaniach in situ stosowane
sa przeciwciala przeciw histonowi H3 lub jego wariantowi centromerowemu,
specyficzne dla pozycji ufosforylowanego aminokwasu.

Jedynym rodzajem heterochromatyny , konstytutywnej”, w jakim stwierdzono
fosforylacj¢ histonu H3, jest heterochromatyna centromeru i przycentromerowa
zaréwno u roslin okrytozalazkowych [14, 16, 20, 32] (Polit, inf. ustna), jak i zwierzat. U
ssakow fosforylacja H3T11 jest ograniczona podczas mitozy tylko do centromerow
(ref. [14]). U ro$lin staby sygnat obejmuje takze ramiona chromosomow [14], z
wyjatkiem heterochromatyny interstycjalnej, w ktorej histon H3 nie jest ufosforylowany
w S w pozycji 10. [20].

Fosforylacja H3S10 i H3S28 z reguly zachodzi w zwiazku z mitoza i rozpoczyna si¢
od regionu centromerowego [9, 14, 16, 20, 25, 58]. U pierwotniakow, nicieni, owadow
1 ssakow histon H3 z ufosforylowana S10 jest rozmieszczony homogennie w obrebie
chromosomow zardwno podczas mitozy, jak i mejozy (ref. [16]). U ssakoéw fosforylacja
H3S10, rozpoczgta w heterochromatynie przycentromerowej w poznej fazie G2,
rozprzestrzenia si¢ na ulegajace kondensacji ramiona chromosomow 1 istnieje az do
zakonczenia mitozy (ref. [20]). Natomiast u roslin okrytozalazkowych podczas mitozy
poziom fosforylacji histonu H3 jest wysoki tylko w centromerze i w heterochromatynie
przycentromerowej, za$ niski wzdtuz ramion chromosoméw. Histon centromerowy
CENH3 jest szybko defosforylowany podczas przejscia od metafazy do anafazy, a
proces defosforylacji wiaze sig z kontrola inicjacji anafazy [58]. Fosforylacja w trakcie
dekondensacji chromosomow podstawowego histonu H3 utrzymuje si¢ az do pdznej
telofazy, poczem zachodzi jego defosforylacja [14, 16, 20, 32].

Podczas mejozy u roslin okrytozalazkowych fosforylacja histonu H3S10 i H3S28
rozpoczyna si¢ we wczesnej profazie I podziatu, w regionie centromerowym, po czym
rozprzestrzenia si¢ na ramiona chromosomoéw [14, 16, 32, 58]. Po zakonczeniu I podziatu
mejozy, nastgpuje defosforylacja [16, 32]. W okresie od metafazy do telofazy Il podzialu
fosforylacja histonu H3 ma miejsce tylko w regionie centromerowym [16, 32]. U zwierzat
(na przyktadzie konika polnego Eyprepocnensis plorans) poczatek fosforylacji H3S10
zachodzi dopiero w diplotenie, ale w nast¢pnych stadiach podziatu I mejozy przebiega ona
podobnie jak uroslin. Istotna réznica dotyczy Il podziatu mejozy: fosforylacja H3S10 odbywa
si¢ nie tylko w regionie centromerowym, ale i wzdhuz ramion chromosomoéw [32].
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Zastosowanie przeciwciat specyficznych dla centromerowego CENH3 u kukurydzy
pozwolito na stwierdzenie, ze fosforylacja S50 w tym histonie rozpoczyna si¢ w poznej
profazie [ podziatu mejozy, nastepnie zachodzi w heterochromatynie przycentromerowe;j
w histonie H3 podstawowym w S10 i S28 [58].

W policentrycznych (holokinetycznych) chromosomach, w ktorych histon H3
centromerowy, tj. CENP-A rozmieszczony jest wzdtuz zewngtrznej powierzchni
chromatyd siostrzanych (tj. od strony biegunoéw wrzeciona), co stwierdzono u nicienia
Caenorhabditis elegans [31]. U kosmatki (roslina okrytozalazkowa, Luzula luzoides
z policentrycznymi chromosomami), wykazano podobna lokalizacj¢ histonow H3 z
fosforylowana S w pozycji 10. 1 28. [14, 16]. Natomiast u Arabidopsis thaliana
lokalizacja przeciwciat przeciwko ufosforylowanemu H3S10 nie pokrywa sig z
umiejscowieniem specyficznego gatunkowo CENH3 (homologu CENP-A) w
chromosomach mitotycznych. Wyniki immunobarwienia wykazaty obecnos¢ CENH3
w zewngetrznej czesci centromeru (por. wyzej, 2.2), za$ ufosforylowany histon H3S10
znajdowat si¢ w centralnej czgsci centromeru [51].

W interfazowych chromosomach politenicznych u Drosophila H3S10 dominuje w
obszarze migdzyprazkowym, tj. w aktywnej transkrypcyjnie euchromatynie [9]. Wyniki
licznych badan wskazuja, ze fosforylacja histonu H3S10 jest wezesng odpowiedzia na
indukcjg transkrypcji (ref. [25]).

Rezultaty wielu (niecomawianych tu) badan sugeruja, ze powszechnie wystgpujaca
fosforylacja histonu H3 w centromerach i w regionie przycentromerowym jest zwiazana
zregulacja przebiegu mitozy i mejozy, poniewaz ma ona charakter przejsciowy — poczatek
w poznej fazie G2 lub w profazie, defosforylacja — podczas startu anafazy, w ktérym
uczestnicza procesy regulujace punkt kontrolny wrzeciona. Uzyskane dotad wyniki
wskazuja, ze fosforylacja H3 nie ma zwiazku z epigenetyczna regulacja stanow
chromatyny podczas interfazy.

4. WNIOSKI

Przedstawione dane dotyczace charakterystycznych cech heterochromatyny zwanej
»konstytutywna” i euchromatyny wskazuja, ze oba te typy chromatyny ro6znia si¢ nie
tylko rodzajem sekwencji DNA, jego metylacja, kondensacja i wyposazeniem w
transkrybowane geny, ale rowniez epigenetycznymi potranslacyjnymi modyfikacjami
nukleosomowych histonéw H3 1 H4. Natomiast wlasciwoscia przeksztatconej strukturalnie
i funkcjonalnie euchromatyny jest metylacja DNA i wysoki stopien jej kondensacji,
wyciszenie aktywnosci transkrypcyjnej oraz pojawienie si¢ modyfikacji epigenetycznych
histonow H3 i H4, przy zachowaniu takich modyfikacji tych histonow, ktore sa typowe
dla euchromatyny. Te roznice i podobienstwa zostaly zestawione w tabeli 3, w ktorej dla
uproszczenia pominigto takie modyfikacje, ktore byty stwierdzone tylko sporadycznie
(por. tab. 1), za§ w odniesieniu do acetylacji byty kojarzone z replikacja DNA.

Skondensowany stan skupienia zmodyfikowanej strukturalnie i funkcjonalnie
euchromatyny, spowodowany przez charakterystyczne dla heterochromatyny mechaniz-
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TABELA 3. Charakterystyczne cechy heterochromatyny "konstytutywnej", euchromatyny
i euchromatyny skondensowanej ("heterochromatyny fakultatywne;j")

Rodzaj chromatyny | DNA Stan Modyfikacje epigenetyczne Bialka
skupienia HP1
chroma- | metylacja acetylacja
tyny

DNA | H3 H4 | H3 H4

Heterochromatyna | sekwencje skonden- | + K9 K20 | - - obecne

"konstytutywna" tandemowe sowany K27

przewaga AT | trwale
nieliczne geny

Euchromatyna przewaga GC | luzny - K4 - K9 K5 | warianty

liczne geny K36 K14 | K8 | euchro-
matynowe

Euchromatyna taki, jak w skonden- | + K9 K20 | K9 K5 | obecne

skondensowana euchroma- sowany K27 K14

zwana tynie przej- K4

"heterochromatyng $ciowo K36

fakultatywna"

my, jest jedyna jej wlasciwos$cia przypominajaca heterochromatyng. W przeciwienstwie
do heterochromatyny, kondensacja tak zmodyfikowanej euchromatyny jest odwracalna.

W $wietle przedstawionych danych termin ,heterochromatyna fakultatywna”
powinien by¢ zastapiony przez ,,euchromatyna skondensowana”, a ,heterochro-
matynizacja” przez ,.kondensacj¢ euchromatyny”, w odrdznieniu od mitotycznej
kondensacji chromatyny, ktorej mechanizmy sa catkowicie odmienne.
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