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Drugi kod, czyli co determinuje regiony aktywnosci
transkrypcyjnej oraz miejsca inicjacji replikaciji

Second code, or what determines actively transcribed
regions and replication origins
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Katedra Cytofizjologii, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet t6dzki

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komorki poszczegdlnych tkanek, chociaz zawieraja identyczny material genetyczny, réznia si¢
jednak kodami epigenetycznymi odpowiedzialnymi za odmienne wzorce ekspresji genéw. Kody
takie, poprzez wplyw na strukture chromatyny, wyznaczaja regiony aktywne transkrypcyjnie oraz
maja posredni wptyw na czas replikacji poszczegélnych sekwencji. Metylacja cytozyny oraz mo-
dyfikacje histonéw, np. deacetylacja oraz metylacja Lys9 w histonie H3 odgrywaja rolg podczas
tworzenia i przekazywania kodéw epigenetycznych komérkom potomnym. Poprawne dziedzi-
czenie takich modyfikacji jest wazne dla rozwoju embrionalnego, histogenezy oraz funkcji cate-
go organizmu, a kazde zaburzenie tego dziedziczenia moze prowadzi¢ do niewlasciwego rozwo-
ju oraz chor6b, takich jak np. nowotwory.

kod epigenetyczny * metylacja DNA * modyfikacje histonéw H3 i H4

Summary

Although each cell of a complex organism is governed by the same genome, cells which form
different tissues vary in epigenetic codes that are responsible for various gene expression. These
codes, through their influence on chromatin structure, determine actively transcribed regions and
have indirect impact on replication timing. Cytosine methylation and histone modifications, for
example the deacetylation and methylation of Lys9 in histone H3, play important roles in forming
and transferring epigenetic codes to the next cell generation. The correct copying of such modi-
fications is important for embryonic development, histogenesis, and future functions of the who-
le organism, and any disturbance can cause abnormal development or disease, such as cancer.
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W procesie ewolucji zycia istotne znaczenie miato poczat-
kowo szybkie tempo replikacji. Ze wzgledu na ograniczone
zasoby dostepnych substratéw, dobdr naturalny faworyzo-
wat te z samopowielajacych si¢ komplekséw makroczaste-
czek, ktore charakteryzowaly si¢ duza dynamika reproduk-
cji. Zatozenie to potwierdzity badania w warunkach in vitro,
wskazujace na istnienie presji selekcyjnej prowadzacej do
powstawania krétszych, a co za tym idzie szybciej replikuja-
cych czasteczek kwaséw nukleinowych [30,32]. Nieustannie
postepujace zmiany Srodowiska oraz koniecznos¢ zasiedla-
nia nowych nisz ekologicznych prowadzity jednoczesnie do
tworzenia bardziej zorganizowanych struktur, lepiej przy-
stosowanych do niekorzystnych warunkéw. Kamieniem mi-
lowym na szlaku ewolucji coraz bardziej ztozonych form
materii ozywionej byto pojawienie si¢ komérek pro- i eu-
kariotycznych, umozliwiajacych kolonizacj¢ nowych sro-
dowisk [6,26]. Jeszcze bardziej efektywna ekspansj¢ umoz-
liwito powstanie organizméw wielokomdrkowych. Dzigki
temu wyksztalcity si¢ réznorodne formy, odznaczajace sig
odmiennymi strategiami przetrwania — szybkim badzZ wol-
nym tempem namnazania, w zaleznosci od stopnia ztozo-
nosci struktury oraz dziatajacej presji Srodowiska.

Organizmy wielokomdrkowe charakteryzuja si¢ zréznico-
wanymi fenotypowo komérkami, mimo obecnosci tego sa-
mego genotypu. Wydaje si¢ jednak, ze juz we wczesnych
etapach ewolucji informacja zapisana w sekwencji nukle-
otydéw okazatla si¢ niewystarczajaca do realizacji skompli-
kowanych proceséw morfogenetycznych. W wytworzeniu
grup komérek, wykazujacych wspélne pochodzenie, lecz
réznigcych si¢ budowa oraz funkcja, uczestniczy¢é musia-
ly zatem dodatkowe mechanizmy, réznicujace mozliwo-
Sci wykorzystania informacji zapisanej w identycznych
sekwencjach nukleotydéw.

Za powstanie morfologicznego i funkcjonalnego zrézni-
cowania komérek w obrebie organizmu odpowiadajg réz-
ne wzorce ekspresji gendw, ktére leza u podstaw morfoge-
nezy. Zréznicowana ekspresja informacji genetycznej jest
wynikiem funkcjonowania réznych kodéw epigenetycz-
nych pojawiajacych si¢ w trakcie rozwoju [18].

DEFINICIA KODU EPIGENETYCZNEGO

Jenuwein i Allis [19] Zrédet ré6znych stanéw epigenetycznych
dopatruja si¢ w informacji zapisanej w postaci kodu histo-
nowego. Sugeruja oni, ze kod taki tworza modyfikacje ami-
nokwaséw w N-terminalnych koricach histonéw H3 i H4, do
ktérych zalicza si¢ m.in. acetylacj¢, metylacje oraz fosfory-
lacjg. Odczyt kodu histonowego w tym przypadku mozliwy
jest dziegki obecnosci biatek, ktore zawieraja bromodomeny
(sekwencje rozpoznajace acetylowane lizyny) oraz chromo-
domeny (chromodomain — CD; sekwencje rozpoznajace me-
tylowane lizyny). Tworzenie miejsc aktywnych transkryp-
cyjnie oraz nieaktywnych regionéw heterochromatynowych
determinowane jest zatem przez przyltaczanie okreslonych
grup chemicznych do aminokwaséw histonowych.

Turner [38] uwaza jednak, ze modyfikacje histonéw, mimo
wplywu na strukturg chromatyny, a przez to na aktywnos¢
transkrypcyjna, nie powinny by¢ okreslane mianem ,.kodu
epigenetycznego”. Sugeruje on, ze termin ten definiuje po-

tencjat przyszlej ekspresji genéw, zapewniony przez modyfi-
kacje w obrebie chromatyny, ktéry pozwala na wiaczanie lub
wylaczanie aktywnosci transkrypcyjnej w poszczegdlnych
fazach morfogenezy. W okreslonym typie komérek mody-
fikacje takie ustanawiane sa podczas wczesniejszego etapu
réznicowania i prowadza w efekcie do zmiany stopnia upa-
kowania chromatyny. Modyfikacje histonéw same w sobie
nie tworza jednak kodu epigenetycznego, a sa jedynie czg-
Scia ztozonego aparatu biochemicznego, ktéry razem z me-
tylacja DNA oraz innymi mechanizmami wptywajacymi na
strukturg chromatyny uczestnicza w tworzeniu kodu charak-
terystycznego dla danego typu komérek [38]. Kody epigene-
tyczne reprezentuja wiec rézne epigenotypy, ktore nie tylko
charakteryzuja si¢ odmienna ekspresja genéw, ale co naj-
wazniejsze, dziedziczone sg podczas mitozy i mejozy [18].

Niezaleznie od dywagacji Turnera [38] dotyczacych zna-
czenia stowa ,.kod”, w niniejszej pracy pojecie zmian epi-
genetycznych réwnoznaczne jest z terminem ,,kodu epi-
genetycznego”’, rozumianego jako Zrédto zréznicowanej
ekspresji genéw oraz zmian w organizacji struktury chro-
matyny interfazowe;j.

Chromatyng dzielimy na heterochromatyng (okreslang nie-
kiedy mianem heterochromatyny konstytutywnej) oraz eu-
chromatyng. Heterochromatyna, ktéra wykazuje znaczny
stopien kondensacji, wystgpuje gtéwnie w centromerowych
oraz telomerowych obszarach chromosoméw i przewaznie
charakteryzuje si¢ niemal catkowitym brakiem sekwencji
genowych. Wigkszos¢ genéw znajduje si¢ w regionach eu-
chromatynowych, odznaczajacych sig¢ zdolnoscia do przyj-
mowania luznej struktury. W euchromatynie, ze wzgle-
du na wystgpowanie regionéw wyciszonych genetycznie,
obecne sg takze obszary o znacznym stopniu kondensacji
[31]. Zmiana struktury chromatyny interfazowej pociaga
za sobg okreslong sekwencj¢ zdarzen w przebiegu repli-
kacji DNA podczas fazy S. Regiony aktywne transkryp-
cyjnie (euchromatyna) replikuja bowiem wczesniej w po-
réwnaniu z regionami nieaktywnymi — heterochromatyna
konstytutywna i fakultatywna [por. 4,31].

Skoro niski stopieri upakowania DNA jest strukturalnym
czynnikiem warunkujacym aktywnos$¢ transkrypcyjna, na-
suwa si¢ pytanie: w jaki sposob determinowane sg zmiany
w stopniu kondensacji chromatyny interfazowej oraz jaki
jest mechanizm ich przekazywania z pokolenia na pokole-
nie. Wydaje sig, ze niektére z nich moga by¢ dziedziczone
m.in. dzigki metylacji cytozyny. Taka modyfikacja w obre-
bie nukleotydéw DNA pozwala nie tylko na zr6znicowanie
stopnia upakowania nici polinukleotydowych w okreslonych
obszarach, ale takze na przekazywanie powstalego wzorca
komérkom potomnym [18]. Jednak sama metylacja, mimo ze
u pewnych organizméw moze uczestniczy¢ w dziedziczeniu
powstatych kodéw epigenetycznych, nie jest wystarczajaca
do tworzenia regionéw heterochromatynowych oraz wyci-
szania genéw. Zmiany o charakterze strukturalnym wyma-
gaja zaangazowania zaréwno biatek histonowych jak i nie-
histonowych, wiazacych si¢ z helisa DNA [28].

METYLACJA CYTOZYNY JAKO JEDEN Z MECHANIZMOW TWORZENIA
KODOW EPIGENETYCZNYCH

Wydaje sig, ze podczas replikacji DNA dochodzi nie
tylko do wiernego powielenia sekwencji nukleotydow,
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ale takze do przekazania kolejnym pokoleniom zmian
epigenetycznych, zwiazanych z metylacja cytozyny.
Modyfikacji takiej podlegaja najczesciej dinukleotydy
CpG, a jej dziedziczenie zapewnia obecnos$¢ metylotrans-
feraz wykazujacych duze powinowactwo do hemimety-
lowanego DNA, kumulujacych si¢ w poblizu widetek
replikacyjnych dzigki interakcji z PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) — biatkiem wspomagajacym funk-
cje polimeraz DNA § oraz € [35,36]. Wtasciwosci takie
u ssakéw wykazuje metylotransferaza DNMT1 (DNA
methyltransferase 1), ktéra ma takze zdolnos¢ metyla-
cji de novo. U ssakéw zidentyfikowano jak dotad jesz-
cze 3 inne metylotransferazy: DNMT2 — kontrolujaca
regiony centromerowe oraz DNMT3A i DNMT3B me-
tylujace cytozyny, ktére nie podlegaty wczesniej takiej
modyfikacji [29]. Metylacja cytozyny nastgpuje nie tyl-
ko w krétkich symetrycznych sekwencjach (CpG: GpC).
U myszy DNMT3A zaangazowana jest np. w przytacza-
nie grup metylowych do asymetrycznych miejsc podat-
nych na metylacje [35].

Okazuje sig, ze metylacja DNA ma istotne znaczenie
dla wszelkich przemian zachodzacych w organizmach
wielokomérkowych. Prawidtowe dziedziczenie wzoru
kodéw epigenetycznych jest niezbedne do wlasciwego
przebiegu embriogenezy oraz pdZniejszego funkcjo-
nowania organizméw. Zmniejszenie poziomu ekspre-
sji metylotransferazy DNMT1 u myszy, Xenopus oraz
Danio rerio (danio prggowany) prowadzi do §mierci juz
we wczesnym stadium rozwoju embrionalnego [5,10].
Dowodem $§wiadczacym o korelacji miedzy metyla-
cja DNA i aktywnoscia transkrypcyjna moga by¢ do-
Swiadczenia polegajace na zastgpowaniu cytozyny jej
analogiem — 5-azacytydyna. Takie podstawienie unie-
mozliwia przylaczenie grupy metylowej i prowadzi do
aktywacji wyciszonych genéw, nawet w nieaktywnym
chromosomie X [17].

U Drosophila melanogaster metylacja cytozyny praw-
dopodobnie nie odgrywa istotnej roli podczas rozwoju
embrionalnego [25]. Weissmann i wsp. [40] wskazuja
jednak na obecnos$¢ u Drosophila potencjalnej zalez-
nosci metylacji Lys9 w histonie H3 od metylacji DNA.
Nadekspresja metylotransferazy DNMT3A (pochodza-
cej od myszy) prowadzi bowiem do hipermetylacji DNA,
zwigkszajac w konsekwencji poziom metylacji Lys9.
Wplyw metylacji cytozyny na strukture chromatyny po-
zostaje jednak do wyjasnienia. Gilbert i wsp. [14] dowo-
dza, ze utrata metylacji DNA w pierwotnych komoérkach
zarodkowych u myszy, prowadzaca do redukcji metyla-
cji oraz wzrostu acetylacji Lys9 w histonie H3, nie powo-
duje zmian stopnia upakowania chromatyny, a zwtaszcza
obszaréw heterochromatyny. Do wyjasnienia pozostaje
rowniez mechanizm dziatania samych metylotransferaz.
Chociaz u myszy biologiczna funkcja metylotransferazy
DNMTTI1 (posrednio zwiazana z regulacja ekspresji ge-
néw) wymaga jej aktywnosci katalitycznej [S], to wyci-
szenie transkrypcji u Xenopus, przed stadium srodkowej
blastuli (midblastula transition — MBT), wydaje si¢ nie-
zalezne od enzymatycznej aktywnos$ci, natomiast uwa-
runkowane sama obecnoscia DNMT1. W tym przypadku
metylotransferaza lokalizuje si¢ w regionach promotoro-
wych, funkcjonujac jako bezposredni represor aktywno-
Sci transkrypcyjnej [10].

RoLA MODYFIKACJI AMINOKWASOW HISTONOWYCH
W REGULACJI EKSPRESJI GENETYCZNEJ | W TWORZENIU DOMEN
HETEROCHROMATYNY KONSTYTUTYWNE)

Sama modyfikacja cytozyny prawdopodobnie nie jest czyn-
nikiem bezposrednio wplywajacym na strukturg chroma-
tyny i funkcjonuje raczej jako znacznik miejsc jej przy-
szlej rearanzacji. Mechanizmy odgrywajace istotna rolg
w tworzeniu domen heterochromatyny konstytutywnej za-
angazowane sa takze w proces wyciszania gendw w eu-
chromatynie. Obejmuja one przytaczanie do DNA réznych
biatek uczestniczacych w p6zniejszej modyfikacji okreslo-
nych aminokwaséw histonowych. U kregowcéw odkryto
dwa niezalezne mechanizmy taczace metylacje¢ cytozyny
z modyfikacjami histonéw [35]. Pierwszy z nich zaktada
rekrutacj¢ do miejsc metylacji DNA biatka MeCP2 (me-
thylcytosine-binding protein), ktére zawiera domeng TRD
(transcriptional repressor domain). Oddziatuje ona bezpo-
srednio z korepresorem mSin3A, do ktérego przytaczone
sa dwie deacetylazy histonowe: HDAC1 oraz HDAC?2 (hi-
stone deacetylase 1,2), biorace udzial w procesie rearan-
zacji chromatyny (ryc. 1) [34,42]. Drugi mechanizm, od-
kryty u ssakow, wiaze si¢ z bezposrednim oddziatywaniem
migdzy metylotransferaza DNMT1 oraz histonowymi de-
acetylazami [35].

Podczas tworzenia struktur heterochromatynowych oraz
W procesie wyciszania genéw istotna rol¢ petni metyla-
cja Lys9 w N-terminalnym ogonie histonu H3, mozliwa
jedynie po wczesniejszej deacetylacji Lys9 oraz Lys14.
U ssakéw metylacje histonu H3 w pozycji Lys9 prowa-
dzi swoista metylotransferaza SUV39H1 (suppressor of
variegation 3-9 homolog 1) (ryc. 1). Dowodem ogromne-
go znaczenia metylacji w tej pozycji moga by¢ mutanty
Sacharomyces pombe pozbawione aktywnosci genu clr4
(homolog SUV39H1 u S. pombe), ktére wykazuja:

(i) nieprawidlowosci podczas tworzenia heterochromaty-
ny w rejonach okotocentromerowych,

(ii)) wzrost liczby pogubionych chromosoméw,

(iii) ograniczenie wyciszenia pewnych genéw [35].

Ponadto, geny reporterowe wstawiane w rejony telomero-
we u drozdzy ulegaja wyciszeniu, a stan taki utrzymuje si¢
przez wiele pokoleri komoérek [27]. Dla domen heterochro-
matynowych oraz regionéw nieaktywnych transkrypcyjnie
charakterystyczna jest takze deacetylacja Lys16 i metyla-
cja Lys20 w histonie H4. Przylaczenie grupy metylowe;j
do aminokwaséw histonowych moze wyznaczaé réwniez
miejsca aktywne transkrypcyjnie, czego przyktadem jest
metylacja Lys4 w histonie H3. Innym rodzajem potransla-
cyjnej modyfikacji decydujacej o aktywnosci transkryp-
cyjnej jest fosforylacja Serl0 w histonie H3, ktéra unie-
mozliwia metylacje Lys9 [35,31].

Podczas formowania heterochromatyny u Metazoa istot-
na rol¢ odgrywa biatko HP1 (heterochromatin protein 1).
Zawiera ono w aminoterminalnym konficu motyw CD, wig-
zacy sig swoiscie z metylowana Lys9 w histonie H3. Z kolei
w karboksyloterminalnym konicu znajduje si¢ motyw CSD
(chromo shadow domain), ktéry moze oddziatywac z r6z-
nymi biatkami, np. metylotransferaza SUV39H1. Biatko
HP1 skoncentrowane jest w heterochromatynie okotocen-
tromerowej i telomerach, a takze uczestniczy w wycisza-
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Ryc. 1. Etapy jednego z potencjalnych mechanizméw tworzenia skondensowanych regiondw heterochromatynowych, bogatych w sekwencje
zmetylowanego DNA; metylacja Lys9 w histonie H3 jest efektem dziatania metylotransferazy SUV39H1, po wcze$hiejszym usunieciu reszt
acetylowych przez deacetylazy histonowe HDAC1/HDAC2. Obecno$¢ zmetylowanej Lys9 umozliwia przytaczenie biatka HP1 [na podstawie:
34,35,42 — zmodyfikowano]; ack — acetylacja Lys9, mK — metylacja Lys9

niu pewnych genéw umiejscowionych w euchromatynie.
Dzigki HP1 deacetylacja i metylacja rozprzestrzenia si¢ na
kolejne nukleosomy [35].

W tworzeniu heterochromatyny oraz wyciszaniu genéw
u drozdzy paczkujacych (Saccharomyces cervisiae) uczest-
niczy kompleks SIR zawierajacy biatka: Sir2, Sir3 i Sir4.
Do telomeréw kompleks Sir2/Sir4 rekrutowany jest przez
biatko Rap1 oraz biatka Ku70 i Ku80. Dochodzi wéwczas
do lokalnej deacetylacji histonu H3 prowadzonej przez
Sir2, ktéra w konsekwencji umozliwia przytaczenie do nu-
kleosomoéw biatka Sir3. Multimeryzacja biatek Sir3 i Sir4
oraz enzymatyczna aktywnos$¢ Sir2 pozwala na rozprze-
strzenienie si¢ fali modyfikacji wzdtuz nukleosoméw [27].
Mimo ze u poszczeg6lnych grup organizmdéw w rearanzacji
chromatyny moga uczestniczy¢ odmienne biatka, to ogdl-
ny mechanizm wydaje si¢ konserwatywny.

Nadal do wyjasnienie pozostaje jednak kwestia, czy pod-
czas tworzenie kodéw epigenetycznych informacja prze-
ptywa z 5SmC na histony, czy odwrotnie. ,,Przepisywanie”
informacji zapisanych w modyfikacjach histonéw na me-
tylacje cytozyny mozliwe jest u roslin kwiatowych dzigki
obecnosci metylotransferaz DNA, ktére zawieraja chromo-
domeny mogace aczy¢ si¢ z metylowana Lys9 w histonie
H3, tzw. CMTs (,,chromo methyltransferases”). Dowodem

na taki kierunek transferu informacji moze by¢ mutacja
w genie dim-5 u Nerospora crassa (odpowiadajacym za
syntez¢ metylotransferazy histonu H3), ktéra prowadzi do
zablokowania metylacji wszystkich cytozyn. Mato prawdo-
podobne wydaje si¢ jednak, aby same CMTs uczestniczyty
w ttumaczeniu kodéw histonowych na kod reprezentowany
przez modyfikacje w obrebie cytozyny. [35]. Z kolei prze-
plyw informacji w druga strong mégiby by¢ zapewniony np.
przez oddziatywanie kompleksu biatek HP1 oraz SUV39H1
z bialkiem MBD1. Podobnie jak MeCP2 nalezy ono do bia-
fek, ktore zawieraja domeny wiazace metylowane regiony
CpG (MBD proteins; methyl-CpG binding domain prote-
ins) [13]. Mechanizm tworzenia regionéw heterochroma-
tynowych z udziatem biatek zawierajacych domeny MBD
nadal nie jest wyjasniony. Chociaz pewne badania wska-
zuja, ze heterochromatynowa lokalizacja biatka MBD1 jest
zaburzona w komérkach wykazujacych brak metylotrans-
ferazy DNMT1 [20], to inne sugeruja, ze biatka MeCP2
oraz MBD1 moga wigzaé si¢ zaréwno z metylowanymi jak
i niemetylowanymi wyspami CpG [21,42].

Ze wzgledu na losowa dystrybucje starych histonéw do
powstatych w czasie replikacji czasteczek DNA [35] oraz
acetylacj¢ nowo syntetyzowanych histonéw [11], konieczne
wydaje si¢ rozwazenie dwustronnego przeptywu informa-
cji oraz zaangazowania innych mechanizméw w tworzenie
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Tworzenie nowych kompleksow
prereplikacyjnych ulega
zahamowaniu wskute
fosforylagji bitka Cdc6

oraz obecnosci gemininy

Punkt ODP

IS

Rozpoczecie tworzenia kompleksow
prere,alikaan ch; wigzanie biatek ORC1
<. oraz Mcm od DNA

Punkt TDP

Ryc. 2. Umigjscowienie punktéw TDP i ODP w cyklu komérkowym u ssakéw [na podstawie: 7,9 — zmodyfikowano]

réznych stanéw epigenetycznych. Wydaje si¢ mato prawdo-
podobne, aby kody epigenetyczne dziedziczone byty jedy-
nie na podstawie modyfikacji aminokwaséw histonowych.
Innym mechanizmem uczestniczacym w ich powstawaniu
oraz dziedziczeniu wydaje si¢ szlak zaangazowany w two-
rzenie matego interferujacego RNA (siRNA). Hipoteze
taka potwierdzaja badania dotyczace mutacji genu dicer-
2 (kodujacego endonukleaze¢ odpowiedzialng za tworze-
nie siRNA u D. melanogaster), ktéra prowadzi do utraty
metylacji Lys9 histonu H3 w rDNA [33]. Okazuje sig, ze
siRNA moze powodowaé wyciszenie genéw na poziomie
transkrypcji przez regulacj¢ modyfikacji w obrebie DNA
oraz histonéw, powodujac w konsekwencji wzrost pozio-
mu upakowania chromatyny [39]. Badania na modelu C.
elegans dowodza z kolei, ze zmiany ekspresji genéw, w kt6-
rych uczestniczy szlak RNAi podlegaja procesowi dzie-
dziczenia [15]. Wptyw interferujacego RNA na tworzenie
heterochromatyny oraz przekazywanie zmian epigenetycz-
nych opisano w wielu publikacjach [16,39,22].

W ustanawianiu oraz dziedziczeniu kodéw epigenetycz-
nych uczestniczy zatem wiele mechanizméw decyduja-
cych o strukturze chromatyny, ktére nie ograniczaja si¢
jedynie do modyfikacji w obrgbie histonéw oraz mety-
lacji DNA (u organizméw, u ktérych ona wystepuje), ale
takze angazuja inne szlaki, ktérych udzial nadal pozosta-
je do wyjasnienia.

KobY EPIGENETYCZNE JAKO DETERMINANTY MIEJSC INICJACJI ORAZ
czAsu RepLIKAc) DNA

Czas replikacji poszczegdlnych sekwencji genomowego
DNA zalezy od lokalizacji wewnatrzjadrowej oraz struk-
tury i aktywnosci chromatyny. Od dawna wiadomo, ze
miejsca aktywne transkrypcyjnie, o mniejszym stopniu
kondensacji, replikuja wczesniej, natomiast zwarte regio-
ny heterochromatynowe — pézniej. Poniewaz o strukturze
chromatyny decyduja okreslone kody epigenetyczne, wy-
daje sig, ze moga one mie¢ posredni wptyw na czas oraz
miejsca inicjacji replikacji (OR lub ori; origins of repli-
cation). Zalezno$¢ migdzy stopniem kondensacji chroma-
tyny a czasem replikacji pewnych obszaréw potwierdzaja
badania dotyczace efektu mutacji w genie Sir3. Prowadzi
ona do wczesniejszej replikacji regionéw telomerowych,

co zapewne jest zwigzane z aktywnoscia niewykorzysty-
wanych wczesniej miejsc inicjacji replikacji. Z kolei wsta-
wienie sekwencji odpowiedzialnych za wyciszenie genéw
w miejsca wczesnie replikujace prowadzi do opdZnienia
syntezy DNA [43].

Replikacja inicjowana jest w miejscu przytaczenia kom-
plekséw prereplikacyjnych, tworzonych przez biatka ORC,
Cdc6, Cdtl oraz Mcm (2-7), montowanych juz podczas po-
przedniego cyklu komdérkowego. U ssakéw ORC(origin
recognition complex) sktada si¢ z 6 podjednostek, spo-
§réd ktérych 5 — ORC (2-6) — pozostaje trwale zwiaza-
nych z chromatyna. Pod koniec mitozy do DNA wiaze
si¢ kompleks Orc1/Cdc6, co w konsekwencji pozwala na
przylaczenie si¢ biatka Cdtl. Jego zwigzanie z chromaty-
na umozliwia rekrutacj¢ kompleksu Mcm (2-7), funkcjo-
nujacego jako helikaza DNA. Po rozpoczeciu replikacji
biatko Cdc6 oddysocjowuje w wyniku fosforylacji pro-
wadzonej przez kompleksy Cdk2-cyklina A. Aktywnos¢
Cdt]l hamowana jest z kolei przez gemining, pojawiajaca
si¢ podczas fazy S. Zapobiega to stabilnemu wigzaniu si¢
kompleksu Mcm (2-7) do chromatyny oraz uniemozliwia
tworzenie nowych komplekséw prereplikacyjnych przed
ukoniczeniem mitozy, gwarantujac tylko jedna runde re-
plikacji na kazdy cykl komérkowy [7].

Dimitrova i Gilbert [9] wyznaczaja w fazie G1 dwa punk-
ty determinujace przyszta lokalizacje miejsc inicjacji re-
plikacji (ryc. 2). Pierwszym z nich jest punkt TDP (timing
decision point), zlokalizowany we wczesnej fazie G1, de-
cydujacy o czasie w jakim bgda replikowane okreslone se-
kwencje w nadchodzacej fazie S. Z kolei drugi punkt — ODP
(origin decision point) — zlokalizowany w péznej fazie G1,
wyznacza swoiste miejsca inicjacji replikacji. Wydaje sig,
ze struktura chromatyny jest czynnikiem, ktéry decyduje
o czasie replikacji poszczeg6lnych jej obszaréow. Mozliwe,
ze kompleksy prereplikacyjne w regionach heterochroma-
tynowych sa tylko czgSciowo zmontowane, ze wzgledu na
utrudniony dostep biatek do chromatyny, w przeciwien-
stwie do miejsc aktywnych transkrypcyjnie, gdzie kom-
pleksy prereplikacyjne moga by¢ kompletnie zmontowane.
Poniewaz biatka kompleksow, w ktérych nastapi inicjacja
replikacji wiaza si¢ z chromatyng juz na przelomie fazy
M i Gl (ryc. 2) [7], bardziej prawdopodobne wydaje si¢
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jednak, ze struktura chromatyny utrudnia dostgp biatkom
bezposrednio inicjujacym replikacje, np. dla komplekséw
cykliny A oraz kinazy Cdk2. Tezg¢ o roli struktury chroma-
tyny wydaja si¢ potwierdza¢ badania, w ktérych komoérki
drozdzy pozbawione aktywnosci deacetylazy histonowe;j
wykazuja wczesna aktywacj¢ pdzno replikujacych sekwen-
¢ji ori znajdujacych si¢ w wewnetrznych loci chromoso-
mowych. Z kolei ektopowa lokalizacja sekwencji HMR-
E (pochodzacej z wyciszonego locus MAT) prowadzi do
opdZnienia syntezy DNA w miejscach wczesnie repliku-
jacych, przy czym opdZnienie to wymaga obecnosci kom-
pleksu biatek SIR [2,37,43]. Pewne badania wskazuja, ze
struktura chromatyny bezposrednio determinuje jedynie
czas replikacji poszczegdlnych jej domen, decydujac tym
samym w jakiej kolejnosci beda powielane poszczegdlne
regiony genomu (punkt TDP) [23]. Jednym z mozliwych
mechanizmoéw taczacych aktywnos¢ transkrypcyjna oraz
replikacj¢ moze by¢ — wspomniany juz — szlak zwigzany
z postaciami interferujacego RNA [8,22].

Wyjasnienia wymaga jednak sposéb w jaki wyznacza-
ne sa swoiste miejsca inicjacji replikacji w punkcie ODP.
Sugeruje sig, ze aktywnos¢ transkrypcyjna moze by¢ jed-
nym z czynnikéw decydujacym o miejscu zapoczatkowania
syntezy DNA [1,8]. Blokowanie transkrypcji uniemozliwia
bowiem wyznaczenie tych miejsc w jadrach pre-ODP (re-
plikacja inicjuje w miejscach przypadkowych), natomiast
tylko nieznacznie zmienia ich lokalizacje w jadrach post-
ODP. Wskazuje to, ze utrzymanie wtasciwych miejsc ini-
cjacji replikacji podczas péZnej fazy G1 jest w mniejszym
stopniu uzaleznione od przebiegu proceséw transkrypcyj-
nych, niz proces ich wyznaczania we wczesnej fazie G1
[8]. Okazuje sig, ze problem wyznaczania swoistych miejsc
startu replikacji jest bardziej ztozony. U ssakéw ustalo-
ne w okreslonym typie komérek miejsca inicjacji syntezy
DNA nie ulegaja zmianie w kolejnych rundach replikacji
[24]. Z kolei najnowsze badania na modelu Xenopus su-
geruja, ze swoiste miejsca inicjacji replikacji na poziomie
replikonéw wyznaczane sa u tego gatunku w sposéb przy-
padkowy [23]. Ponadto, nie do korica jest pewny wptyw sa-
mej transkrypcji na wyznaczanie miejsc inicjacji replikacji.
Pewne obserwacje wskazuja jednak, ze wzorzec, wedlug
ktérego przebiega replikacja zalezy raczej od sekwencji
DNA i struktury chromatyny, a wigc czynnikéw wpltywa-
jacych takze na transkrypcje, niz od transkrypcji jako ta-
kiej. Dowiedziono réwniez, ze na wyznaczanie swoistych
miejsc inicjacji replikacji moga mie¢ wptyw sekwencje,
ktére sa odpowiedzialne za regulacje transkrypcji. Na przy-
ktad utrata promotora w genie DHFR u chomika chiniskiego
prowadzi do rozpoczecia replikacji DNA w miejscach we-
whnatrzgenowych, w ktérych ona nie zachodzi, gdy struktu-
ra genu jest prawidtowa. Zmiany miejsc inicjacji replikacji
pojawiaja si¢ rowniez w locus ludzkiej B-globiny w wyni-
ku utraty regionu LCR (locus control region) [1].

PismiennicTwo

Wydaje sig, ze transkrypcja moze odgrywac role w wy-
znaczaniu wczesnie oraz pézno replikujacych regionéw
w punkcie TDP. Badania dotyczace czasu replikacji po-
szczegollnych sekwencji ludzkiego genomu wykonane
technika mikromacierzy wskazuja, ze transkrypcja moze
wplywacé na sekwencje¢ zdarzen podczas replikacji [41].
Z kolei rola transkrypcji w wyznaczaniu swoistych miejsc
inicjacji replikacji w punkcie ODP nadal pozostaje do wy-
jasnienia.

Mozliwe, ze zmiany epigenetyczne wptywaja nie tylko na
aktywnos¢ transkrypcyjna komorek, ale uczestnicza takze
w wyznaczaniu wczesnych 1 péZnych miejsc inicjacji repli-
kacji. Jednym z dowodéw na taki zwiazek moze by¢ wiaza-
nie przez Orc1 biatka Sirl [3] lub biatka HP1 [12], zaanga-
zowanych w proces wyciszania genéw. Udokumentowano
takze bezposrednie interakcje migdzy biatkiem Orc2 oraz
biatkami regulujacymi transkrypcje [37]. Doktadny mecha-
nizm skladania komplekséw prereplikacyjnych oraz wy-
bor swoistych miejsc inicjacji replikacji w zaleznosci od
stopnia kondensacji chromatyny i aktywnosci transkryp-
cyjnej nadal pozostaja do wyjasnienia.

Whnioski

W strukturze DNA zapisana jest nie tylko informacja o se-
kwencji aminokwaséw w biatkach, ale takze informacja
o ekspresji genéw, co ma szczegdlne znaczenie dla proce-
séw morfogenezy. Swoiste kody epigenetyczne prawdo-
podobnie nie tylko wyznaczaja aktywne transkrypcyjnie
regiony, ale takze determinuja czas replikacji okreslonych
obszaréow chromatyny. Dlatego informacja zapisana we
wzorcu metylacji cytozyny, modyfikacje aminokwasow
histonowych oraz inne mechanizmy uczestniczace w re-
aranzacji chromatyny, np. RNAIi, maja istotne znaczenie
dla funkcjonowania komérek. Wierne odtwarzanie okre-
Slonych kodéw epigenetycznych wydaje si¢ podstawowe
dla rozwoju catego organizmu. Zaburzenie dziedzicze-
nia kodu epigenetycznego we wczesnych etapach rozwo-
ju embrionalnego moze prowadzi¢ do $§mierci [5,10], na-
tomiast w dalszych etapach ontogenezy moze powodowac
wystapienie choréb nowotworowych [29]. Dlatego istot-
ne jest podejmowanie dzialan zmierzajacych do ustale-
nia wzorca metylacji w poszczegdlnych komérkach orga-
nizmu. W tym celu wprowadzony zostal projekt majacy
za zadanie rozszyfrowanie ,.kodu” zapisanego w metyla-
cji cytozyny, ktéry okreslono mianem HEP (human epi-
genome project) [29].
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