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Regulacja ekspresji gendw jest jednym z podstawowych proceséw kontrolujacych funkcjonowanie
organizmdéw zywych. Zsekwencjonowanie genomdw szeregu organizmow eukariotycznych
pokazalo, ze bez doglgbnego wyjasnienia mechanizmdéw regulacji ekspresji gendw niemozliwe jest
zrozumienie informacji zawartych w sekwencji DNA. Jednym z najbardziej intrygujacych
mechanizméw kontrolujgcych aktywnosé genomow jest transkrypcyjne wyciszanie genow, w
roslinach znane jako metylacja DNA zalezna od RNA (RNA-dependent DNA methylatibn, RdDM).
Proces ten kontroluje aktywnos¢ transpozondw oraz innych powtarzajacych sig sekwencji, ktorych
uaktywnienie moze by¢ szkodliwe dla organizmu. Posrednio, przez transpozony obecne w
sekwencjach regulatorowych genéw, RdDM reguluje tez aktywnos¢ szeregli gendéw kodujacych
biatka.

Mechanizm RdDM jest w duzej mierze podobny do interferencji RNA, tylko zamiast
wplywad na aktywno$c genow przez degradacje mRNA, kontroluje modyfikacje chromatyny i
wycisza geny przez ustanowienie metylacji DNA i posttranslacyjnych modyfikacji histonow.
Dziatanie RADM opiera si¢ na wspotdziataniu dwoch klas niekodujacego RNA (non-coding RNA,
ncRNA). Jedna klasa to mate RNA (small interfering RNA, siRNA), ktére rozpoznaja konkretne
sekwencje DNA i kieruja modyfikacje chromatyny do otaczajacych je obszaréw. Druga klasa to
diugie niekodujace RNA (long non-coding RNA, IncRNA). Pozostawata ona do niedawna nieznana i
odkrycie jej oraz wyjasnienie podstawowego mechnizmu jej dziatania stanowi gléwne osiggniecie
wymienionych wyzej prac.

Punktem wyjscia bylo odkrycie, ze genomy roslinne zawieraja geny kodujace podjednostki
polimeraz RNA istotnie réznigcych sie od typowych polimeraz eukariotycznych (Onodera et al.,
2005). Polimerazy te okazaty si¢ petni¢ istotng role w RdDM, jednak mechanizm ich dziatania
pozostawat nieznany (Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005; Onodera et al., 2005; Pontier et al.,
2005). Nie tylko nie wiadomo bylo, jaka jest funkcja produkowanych przez te polimerazy
transkryptow, ale wrecz istnialy przypuszezenia, ze mogg one mie¢ zupetnie inne aktywnosci
enzymatyczne niz klasyczne polimerazy RNA zalezne od DNA.

Moéj wklad w rozszyfrowanie mechanizmu dziatania jednej z tych polimeraz znanej jako Pol
V (RNA Polymerase V) zaczat sie od obserwacji, ze w Arabidopsis thaliana istnieje grupa
transkryptow, ktére mozna wykry¢ w dzikich roslinach, lecz sa niewykrywalne w mutancie
nieposiadajacym najwigkszej podjednostki Pol V. Transkrypty te powstaja w niekodujgcych
obszarach genomu i sg znaczaco diuzsze od siRNA, sa wigc najprawdopodobniej IncRNA. Nastepnie
badajac oddziatywania Pol V z DNA i z IncRNA oraz sprawdzajac zachowanie mutanta Pol V z
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najprawdopodobmiej bezposrednio produkuje IncRNA. Dalej wykorzystujac mutanta w centrum
aktywnym bylem w stanie pokazaé, ze produkcja IncRNA przez Pol V jest nezbedna do
transkrypcyjnego wyciszenia innych polimeraz RNA transkrybujacych potozone w poblizu
transpozony. Wyciszenie to jest powodowane przez metylacje DNA i posttranslacyjne modyfikacje
histonéw. Wreszcie na koniec udato si¢ ustalié, ze produkcja IncRNA przez Pol V nie wymaga
obecnosci siRNA lub metylacji DNA, natomiast jest zalezna od biatka DRD1, ktore jest niezbedne
aby Pol V mogta wigza¢ si¢ do chromatyny. Wyniki te zostat opublikowane w pierwszej z prac
bedacych czgsciag wskazanego osiagnigeia (Wierzbicki et al., 2008).

Bezposrednia kontynuacja opisanych eksperymentdw polegata na probie ustalenia
molekularnego mechanizmu dziatania IncRNA produkowanego przez Pol V. Badania te skupily sig
na dwdch biatkach wytypowanych na podstawie danych genetycznych. Pierwsze z tych biatek,
DMS3, okazato si¢ mie¢ funkcje podobng co DRD1. Jest ono niezbedne do wigzania Pol V do
chromatyny i do produkcji IncRNA. Drugie biatko, ARGONAUTE4 (AGO4), nie jest niezbgdne do
produkcji IncRNA. Okazato si¢ natomiast, ze wigze si¢ ono z chromatyng i wigzanie to wymaga
aktywnosci Pol V. Co wigcej, AGO4 bezposérednio oddziatuje z IncRNA produkowanym przez Pol
V. Wyniki te zostat opublikowane w drugiej z prac bgdacych czgscia wskazanego osiagnigcia
(Wierzbicki et al., 2009).

Na podstawie opisanych wyzej badan zaproponowali$my model dziatania IncRNA w
transkrypcyjnym wyciszaniu gendéw przez RADM. Pol V produkuje IncRNA na matrycy DNA.
DRDI i DMS3 sa niezbedne aby Pol V przylaczyta sig do DNA i rozpoczela transkrypeje. IncRNA
pozostaje przynajmniej przez pewien czas zwigzany z produkujaca go polimeraza i stanowi punkt
zaczepienia dla AGO4. AGO4 rozpoznaje locus w genomie przez bezposrednie oddziatywanie
wlaczonego wen siRNA z IncRNA. Zwigzany AGO4 nastepnie kieruje metylotransferaze DNA i
enzymy modyfikujace histony. Modyfikacje chromatyny wyciszajg transkrypcje transpozondw przez
inne polimerazy RNA (Wierzbicki et al., 2009). ‘

Zaproponowany przez nas model zostal w ciagu nastepnych paru lat przyjety przez
srodowisko naukowe (Law and Jacobsen, 2010). Dalsze badania, w ktérych czg$¢ bytem
bezposdrednio zaangazowany pozwolity znaczaco rozszerzy¢ ten model. Pokazaty zaangazowanie Pol
II wraz z komplexem Mediator (Kim et al., 2011; Zheng et al., 2009). Pozwolily zidentyfikowaé dwa
biatka wigzace IncRNA, z ktorych jedno dziata rownolegle do AGO4 (Bies-Etheve et al., 2009; He et
al., 2009; Rowley et al., 2011), a drugie wigze dwuniciowy RNA i rekrutuje inne biatka wplywajace
na strukture chromatyny (Ausin et al., 2009, 2012; Xie et al., 2012a, 2012b; Zhang et al., 2012; Zhu
et al., 2013). Pokazaty, ze IncRNA rekrutuje kompleks przebudowujgcy chromatyne i wptywa na
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pozycjonowanie nukleosoméw (Zhu et al., 2013). Pokazaty wreszcie dziatanie IncRNA w
perspektywie calego genomu i wskazaty, ze gldwng funkcja IncRNA moze by¢ nie wyciszanie
transpozonow a regulacja ekspresji gendw (Wierzbicki et al., 2012; Zheng et al., 2013; Zhong et al.,
2012). Aktualny stan'wiedzy w tej dziedzinie opisany jest w niedawnym artykule przegladowym
(Wierzbicki, 2012).

5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Pierwsza czgs¢ opisywanego dorobku powstata w grupie prof. dr hab. Andrzeja Jermanowskiego,
gdzie zajmowatem sig biatkami strukturalnymi chromatyny. Histon H1 (zwany réwniez jako histon
facznikowy) jest szczegdlnie ciekawym biatkiem z tej grupy. Jest silnie konserwowany ewolucyjnie i
wystepuje w znacznych ilosciach w jadrach praktycznie wszystkich organizméw eukariotycznych.
Pomimo to, w przeciwiefistwie do intensywnie badanych histonéw rdzeniowych, jego funkcja
pozostaje nieinana. W mojej pracy wykorzystalem podejscie genetyczne. Najpierw uzywajac metody
antysensownego RNA wyciszytem ekspresj¢ czterech z szesciu wariantdéw H1 w tytoniu (Nicotiana
tabacum). Zaskakujace wyniki tego eksperymentu pokazaty, ze rosliny niezwykle dobrze toleruja
manipulacje proporcji wariantéw H1 i pozostate dwa warianty byly w stanie skompensowa¢ skutki
przeprowadzonej manipulacji (Przewloka et al., 2002). Podobne podejscie zastosowane w
Arabidopsis pozwolito na wyciagniecie dalej idacych wnioskéw. Wyciszenie wszystkich trzech
wariantow H1 metodg interferencji RNA pokazato, ze histon H1 jest niezbedny do utrzymania
prawidlowego poziomu metylacji DNA (Wierzbicki and Jerzmanowski, 2005). Cho¢ w ciggu
ostatnich o$miu lat postgp w badaniach nad H1 byl raczej wolny, wyniki te ostatnio doczekaty sie
potwierdzenia i rozszerzenia przez inng grupe (Zemach et al., 2013).

Druga grupe opisywanych prac stanowia publikacje powstate podczas stazu podoktorskiego,
ktore obejmujg rézne aspekty kontroli aktywnosci genomu przez IncRNA. Pierwsza z nich to
ustalenie budowy komplekséw polimeraz IV i V (Ream et al., 2009), ktére byto znaczacym krokiem
ku zrozumieniu ewolucji i funkeji tych polimeraz. Kolejna to dokonana we wspolpracy z grupg dr
Jian-Kang Zhu charakteryzacja bialka KTF1/SPT5L (He et al., 2009), ktére odgrywa znaczaca role w
kierowaniu metylacji DNA. Luzniej zwigzana jest praca, w ktorej opisali$my znaczenie
migdzygenowych transkryptéw w regulacji ekspresji rybosomalnego RNA (Earley et al., 2010). Do
tej grupy nalezy réwniez artykut przegladowy opisujacy uwczesny stan wiedzy na ten temat (Pikaard
et al., 2008). Najbardziej znaczaca jest jednak praca, w ktorej pokazalismy miejsca wigzania i

aktywnosci Pol V w skali catego genomu (Wierzbicki et al., 2012).
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Trzecia grupa prac to publikacje powstale w mojej grupie na University of Michigan.
Pierwsza z nich to préba ustalenia mechanizmu dziatania biatka KTF1/SPTSL w RdADM (Rowley et
al., 2011). SPT5L jest paralogiem czynnika elongacyjnego powigzanego z polimeraza RNA II.
Zwiazany jest on funkcjonalnie z Pol V, jednak nie jest niezb¢dny do wiazania Pol V z DNA ani
elongacji transkrypcji Pol V. SPT5L sam wigze si¢ do DNA w sposob zalezny od Pol V. Wigzanie to
jednak nastgpuje w sposob inny niz w przypadku AGO4, gdyz jest niezalezne od dostgpnosci siRNA.
Oba biatka (SPT5L i AGO4) wigza si¢ z chromatyng niezaleznie od siebie i — przynajmniej na
zbadanych loci — oba sg niezbedne do metylacji DNA i wyciszania genéw. Pozwolito to
zaproponowa¢, ze SPTSL i AGO4 wspdlnie tworza warunki zo zwigzania metyloransferazy DNA.
Druga praca rowniez skupia si¢ na biatkach wigzacych IncRNA (Zhu et al., 2013). W pracy tej
pokazali$my, ze IncRNA produkowane przez Pol V oddziatuja z biatkiem IDN2. Z kolei IDN2
oddziatuje z podjednostka kompleksu remodelujacego chromatyne SWI/SNF. Kompleks ten okazat
si¢ by¢ czynnikiem biorgcym udziat w RADM, $cisle funkcjonalnie powigzanym z IncRNA. Okazato
si¢ rowniez, ze IncRNA kieruje pozycjonowanie nukleosoméw do loci na ktdrych zachodzi RADM,
najprawdopodobniej przez oddziatywanie z kompleksem SWI/SNF. W trzeciej pracy pokazali$my
mechanizm i specyfike wigzania AGO4 do chromatyny w skali calego genomu (Zheng et al., 2013).
Poniewaz RdDM jest procesem dziatajacym gtdwnie na transpozonach, zakltadano, ze zaangazowane
wen biatka wiazg si¢ gtéwnie do obszaréw genomu z duza iloscia transpozonéw. Nasza praca
pokazata, ze zalozenie to bylo calkowicie blgdne. AGO4 nie tylko nie wykazuje preferencji wobec
obszaréw centromerowych, ale specyficznie wiaze si¢ do promotoréw genéw kodujacych biatka. Ten
wynik pokazal, ze RADM moze mie¢ zupetnie inne znaczenie biologiczne niz do tej pory
przypuszczano. Zamiast zapobiegaé aktywizacji transpozondéw moze regulowaé ekspresj¢ genow.
Zgodnie z tg hipotezg szereg gendw, ktérych promorory zg miejscami wigzania AGO4, jest
regulowanych przez IncRNA i AGO4. Pozostate publikacje z ostatniego okresu to komentarz
(Wierzbicki, 2010), artykul przegladowy (Wierzbicki, 2012) i artykut opisujacy wybrane stosowane
przez nas metody (Rowley et al., 2013). '

" Podsumowujac, na podstawie opisanych wyzej badan mozna zaproponowac nastepujacy
model dzialanie IncRNA w RdDM. Pol V produkuje IncRNA, ktéry pozostaje przynajmniej
przej$ciowo zwigzany z polimerazg i stanowi miejsce wigzania dla szeregu biatek odpowiedzialnych
za modyfikacje chromatyny. Sposrod tych biatek znamy AGO4 i SPTSL, ktére wspdlnie tworza
warukni do wigzania metylotransferazy DNA oraz IDN2, ktéry wigze kompleks remodelujacy

chromatyne SWI/SNF. Kompleks ten pozycjonuje nukleosomy i kombinacja metylacji DNA ze



specyficznym pozycjonowaniem nukleosomoéw wycisza aktywnos$c polimerazy RNA II. Mechanizm
ten dziata najcz¢$ciej na promotorach gendw i wpltywa na regulacje ich ekspresji.

Obecnie pracujemy nad rozwinieciem tego modelu w dwoch kierunkach. Po pierwsze
chcemy lepiej zrozumie¢ jak IncRNA kontroluje strukturg chromatyny (zaréwno na poziomie
nukleosomdw jak i na poziomie organizacji chromosomoéw) oraz jak IncRNA i zwigzane z nim
biatka kontrolujg aktywnos$¢ enzymdéw modyfikujacych chromatyne. Po drugie chcemy zrozumied
jak produkcja IncRNA jest regulowana i w jakim stopniu regulacja niekodujacej transkrypcji

przyczynia si¢ do regulacji aktywnog$ci genomu.
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