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Rola struktury chromatyny w regulacji ekspresji genow Arabidopsis thaliana

Regulacja ekspresji genow eukariotycznych zalezy nie tylko od dziatania czynnikow transkrypcyjnych,
ktore wiaza sie¢ do specyficznych miejsc w DNA, ale takze od biatek tworzacych wraz z DNA
nukleoproteinowy kompleks - chromatyne. Podstawows jednostkg chromatyny jest nukleosom,
kompleks ztozony z DNA owinigtego wokol biatkowego rdzenia, w sktad ktérego wchodzi osiem
czasteczek histonéw rdzeniowych. O strukturze nukleosomow, ich lokalizacji w chromatynie, a tym
samym budowie poszczegdlnych regionow chromatynowych, decyduje wspoétdziatanie wielu
elementow, takich jak histony tacznikowe, stopien i rozmieszczenie metylacji DNA i potranslacyjnych
modyfikacji histonéw rdzeniowych, czy tez dziatanie wielo-podjednostkowych kompleksow
biatkowych przebudowujacych chromatyne z udzialem energii dostarczanej przez ATP. Struktura
przestrzenna chromatyny, determinowana przez rozmieszczenie w niej i posta¢ nukleosomow (rodzaj
wariantow histonéw rdzeniowych, ich modyfikacji, a takze modyfikacji DNA), ma kluczowe znaczenie
dla wigzania si¢ biatkowych czynnikow regulatorowych i, w konsekwencji, dla kontroli i regulacji
wszystkich zachodzacych w jadrze komorki eukariotycznej procesow zwigzanych z DNA. W
odpowiedzi na zmiany zewn¢trznego Srodowiska komorki, a takze na sygnaty wewnatrzkomorkowe
struktura chromatyny ulega zmianom, co odzwierciedla si¢ w zmianach profilu transkrypcyjnego
komorki oraz w sposobie sktadania transkryptow.

W naszym Zespole zajmujemy si¢ badaniem zwiazkow i zaleznosci migdzy konkretnymi
modyfikacjami chromatyny i lokalizacja biatek regulatorowych, a zmianami ilo§ciowymi i

jakosciowymi transkryptomu modelowej rosliny Arabidopsis thaliana W odpowiedzi na dzialanie



czynnikéw hormonalnych oraz streséw srodowiskowych. W tym celu stosujemy genomiczne techniki
wielko-skalowe, jak mikromacierze DNA oraz sekwencjonowanie nowej generacji. Wykorzystujac to
nowoczesne podejscie staramy si¢ nie tylko ustali¢ funkcje badanych przez nas klasycznych elementow
strukturalnych chromatyny, ale takze zidentyfikowa¢ nieznane dotad czynniki majgce podobnie
kluczowy udziat w regulacji ekspresji gendw. System tej regulacji jest wielosktadnikowy i ma charakter
niezwykle zlozonej sieci interakcyjnej. Ze wzgledu na to, a takze na ztozono$¢ informacyjng danych
uzyskiwanych dzigki technikom genomicznym, analiza tych ostatnich jest dalece nietrywialna i
wymaga Scistej interdyscyplinarnej wspotpracy i jednoczesnego zaangazowania zespotéw biologdéw

oraz informatykow.

Podstawowym celem planowanej pracy doktorskiej bedzie opracowanie metod
bioinformatycznych i statystycznych, ktore postuza do analizy oraz biologicznej interpretacji
danych wielko-skalowych, w celu precyzyjnego opisania zalezno$ci mi¢dzy struktura chromatyny

a regulacja ekspresji genéw w modelowej roslinie Arabidopsis thaliana.

Szczegolowe cele badawcze:

1) Poznanie genéw bezposrednio i specyficznie regulowanych przez kompleks przebudowujacy
chromatyne SWI/SNF, w odpowiedzi na dzialania wybranych hormonéw roslinnych.
Identyfikacja wsréd nich genéow Kluczowych (tzw. "hub genes') dla zaleznej od kompleksu
SWI/SNF koordynacji odpowiedzi fizjologicznej na rézne hormony.

Nasze wyniki wstepne oraz dane innych zespolow badawczych wskazuja, ze kompleks SWI/SNF
remodelujacy chromatyne podczas wczesnego rozwoju rosliny jest kluczowy dla integracji sygnatow
(tzw. ,,cross-talk”) przekazywanych przez szlaki sygnatowe roznych hormonéw roslinnych. W celu
ustalenia funkcji SWI/SNF w cross-talk'u hormonalnym, oprocz badan na poziomie fizjologicznym oraz
genetycznym zostang przeprowadzone analizy na poziomie genomowym. Z uzyciem mikromacierzy
DNA wykonane zostang analizy transkryptomiczne siewek typu dzikiego oraz mutanta w genie brm
kodujagcym enzymatyczng podjednostke kompleksu SWI/SNF, ATPaz¢ BRM, w warunkach
kontrolnych oraz w roslinach traktowanych hormonami. Za pomoca immunoprecypitacji chromatyny i
sekwencjonowania wysokoprzepustowego (ChiP-seq), w tych samych warunkach eksperymentalnych
zostang okre$lone miejsca wigzania w genomie Arabidopsis biatka BRM. Zestawienie danych
uzyskanych z obu typow doswiadczen pozwoli na identyfikacje genéw bezposrednio i specyficznie
regulowanych przez ATPaz¢g BRM.

Dla wybranych hormonéw zostana przeprowadzone doswiadczenia typu "time course analysis”, na
siewkach typu dzikiego oraz mutantach w genie brm, z zastosowaniem mikromacierzy DNA, w celu
umozliwienia analizy dynamiki sieci genowych, i wytypowania w nich potencjalnych kluczowych

integratorow $ciezek hormonalnych, zaleznych od dziatania kompleksu SWI/SNF.



Metody badawcze

Poréwnawcza analiza transkryptomu rosliny dzikiej i mutanta brm w warunkach kontrolnych i pod
wplywem dzialania hormondéw roslinnych z zastosowaniem mikromacierzy DNA umozliwi
identyfikacje gendéw regulowanych przez kompleks przebudowujacy chromatyne SWI/SNF w
odpowiedzi na dzialanie wybranych hormonow. Na wstgpie wykonana bedzie analiza jakoSciowa
danych uzyskanych z mikromacierzy, ktora oceni powtarzalno$¢ profilu ekspresji genéw wewnatrz
poszczegbdlnych wariantow biologicznych oraz wskaze ogdlne réznice w ekspresji pomigdzy
poréwnywanymi wariantami. Analiza jako$ciowa zostanie wykonana z uzyciem analizy gtownych
sktadowych (ang. Principal Component Analysis — PCA). Z kolei zastosowanie analizy wariancji
(ANOVA) pozwoli na wyznaczenie gendw o statystycznie istotnie zmienionym poziomie ekspres;ji
(ang. fold change) pomi¢dzy poréwnywanymi probami. W tych samych warunkach eksperymentalnych,
w ktorych zidentyfikowane beda geny o zmienionej ekspresji wyznaczona zostanie lokalizacja
kompleksu SWI/SNF w chromatynie. Wykorzystanie odpowiednich narzgdzi bioinformatycznych
stluzacych do mapowania odczytow na sekwencje genomowa Arabidopsis oraz metody "peak calling"
pozwoli na wyznaczenie miejsc lokalizacji analizowanego kompleksu w genomie. Zestawienie miejsc
lokalizacji SWI/SNF z genami o zmienionej ekspresji w ustalonych warunkach eksperymentalnych
pozwoli na wykrycie genéw bezposrednio regulowanych przez kompleks remodelujacy chromatyne
zaleznie od dziatania zastosowanych hormondéw roslinnych.

Do analizy dynamiki sieci genowych oraz identyfikacji genéw kluczowych dla integracji Sciezek
hormonalnych Arabidopsis zostanie wykorzystane oprogramowanie BNFinder opracowane oraz
udoskonalone na Wydziale Matematyki, Informatyki i Mechaniki UW (Wilczynski B. et al. 2009; Dojer
N. et al 2013).

2) Ustalenie roli potencjalnego kompleksu bialkowego wiazacego sie do fosfo-acetylowanego
histonu H3 (S10phK14AcH3) Arabidopsis thaliana w regulacji procesu skladania genow
(splicingu) u ro$lin - poznanie gendéw, ktorych splicing podlega regulacji przez nowo
zidentyfikowany kompleks bialtkowy.

Otrzymane przez nasz zespOt wyniki wskazujg na prawdopodobng role fosfo-acetylacji (fosforylacja
seryny 10 i jednoczesna acetylacja lizyny 14) histonu H3 w regulacji procesu dojrzewania mRNA u
Arabidopsis. Wykorzystujac zestaw odpowiednio modyfikowanych peptydow o sekwencji identyczne;j
z fragmentem tzw. ogona histonu H3, technik¢ powinowactwa do peptydu (ang. peptide pull down) oraz
metody spektrometrii mas, zidentyfikowalismy zestaw kilkunastu biatek, ktore specyficznie wigzaty si¢
do zloza zawierajacego fosfo-acetylowany (S10ph-K14Ac) peptyd H3. Przeprowadzone analizy
bioinformatyczne wskazaty z duzym prawdopodobienstwem, ze czg$¢ z wykrytych biatek to sktadniki
wielo-podjednostkowego kompleksu biatkowego. Dane literaturowe oraz wykonane dotad przez nasz
zespot drozdzowe testy dwuhybrydowe potwierdzity oddziatywania dla 6 sposrdéd kilkunastu

zidentyfikowanych biatek. Funkcja wigkszos$ci "znalezionych" biatek jest zwigzana z regulacja



splicingu. Obecnie charakteryzowane sg mutanty Arabidopsis w genach kodujacych trzy sposrod
szesciu zidentyfikowanych bialek nowego kompleksu.

Jak dotad nieznane sg geny, ktorych splicing mogtby by¢ regulowany przez zidentyfikowane biatka. W
zwiagzku z tym planowana jest jakosciowa analiza pelnego zestawu transkryptow z zastosowaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania (RNA-seq) w ro$linach typu dzikiego oraz w
scharakteryzowanych mutantach. Pozwoli to na identyfikacje gendéw, ktorych transkrypty sa réznie
sktadane w badanych mutantach. Dodatkowo, wykorzystujac immunoprecypitacje chromatyny i
sekwencjonowanie wysokoprzepustowe (ChiP-seq), zostang okre$lone miejsca wigzania w genomie
Arabidopsis dwoch biatek kompleksu. Zestawienie danych uzyskanych z obu typow doswiadczen
pozwoli na identyfikacje genéw bezposrednio i specyficznie regulowanych przez badane czynniki
biatkowe.

Metody badawcze

Analiza RNA-seq oraz zastosowanie wlasciwych narzedzi bioinformatycznych pozowli na wykrycie
genow, ktorych transkrypty sa roznie sktadane w mutantach Arabidopsis z wylaczona ekspresja genow
kodujacych trzy sposrdd szesciu zidentyfikowanych biatek nowego kompleksu potencjalnie
zaangazowanego w regulacje procesu altrenatywnego splicingu w poréwnaniu do roslin dzikich. W
celu identyfikacji alternatywnie sktadanych genéw na wstepie zostanie zastosowane oprogramowanie
TopHat, ktore umozliwia identyfikacje miejsc taczacych sasiadujace egzony (ang. exon-exon splice
junctions). Nastepnie narzedzie JuncBASE (Brooks AN et al. 2011) postuzy do identyfikacji zdarzen
alternatywnego splicingu (AS) takich jak zachowanie intronu lub wycigcie egzonu, alternatywne
miejsce splicingowe 5' lub 3', alternatywne miejsce inicjacji transkrypcji (alternatywny egzon pierwszy)
czy alternatywne miejsce poliadenylacji (alternatywny egzon terminalny).

Do identyfikacji miejsc wigzania bialek badanego kompleksu zostang wykorzystane takie same
narzedzia, jak zastosowane do ustalenia lokalizacji kompleku SWI/SNF (opisane w punkcie
poprzednim).

Zestawienie wynikow z obu typow doswiadczen pozwoli na identyfikacj¢ gendéw bezposrednio i

specyficznie regulowanych przez nowo odkryty kompleks biatkowy.

3) Zastosowanie iloSciowej analizy transkryptoméw do ustalenia biologicznego roli
konserwowanego ewolucyjnie wariantu histonu lacznikowego w adaptacji ros§lin do stresu
Srodowiskowego.

Rosliny, jako organizmy osiadle, aby przetrwa¢ w zmiennych warunkach zewnetrznych, musiaty
wytworzy¢ zlozony system adaptacji do stresow $rodowiskowych, w szczegodlnosci ograniczonej
dostepnosci wody i $wiatla, stanowiacych gtowne zasoby dla fotosyntezy. W naszej Pracowni
udokumentowalismy, ze w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana kluczowa role w inicjacji

procesow adaptacyjnych pelni indukcja jednego z ewolucyjnie konserwowanych wariantéw histonow



tacznikowych, okres$lanego jako H1.3 (Rutowicz et al. 2015). Dotychczas wykonane przez nas analizy
zmian na poziomie struktury chromatyny oraz mapowanie pozycji w genomie roznych modyfikacji
epigenetycznych mozna thumaczy¢ za pomoca modelu zaktadajacego, ze H1.3 dziata podobnie jak
zwierzgce pionierskie czynniki transkrypcyjne, powodujac otwieranie zamknigtych przedtem rejonow
skondensowanej chromatyny dla innych czynnikéw transkrypcyjnych. Dla weryfikacji tej hipotezy
niezbgdne jest porownanie ilosciowego profilu transkrypcji indukowanej w réznych typach komorek w
wyniku zadziatania stresu, dla ro$lin dzikich i mutantéw w genie H1.3. W tym celu wykorzystamy
stosowana dotychczas w naszej Pracowni do celow charakterystyki jakosciowej, zaawansowang

technologie sekwencjonowania transkryptow (RNA-seq) do analizy ilosciowe;.

Metody badawcze

Kwantyfikacja transkryptow za pomoca danych z analizy RNA-seq, mimo dost¢pnosci szeregu
programéw komputerowych i algorytmoéw, jest dalece nietrywialna i wymaga zaawansowanej i ztozonej
analizy informatycznej oraz opracowania nowych narzedzi analitycznych. Dotyczy to w szczegdlno$ci
porownywania danych ilosciowych uzyskanych z analiz niewielkich ilo$ci materiatu pochodzacego z
réznych typoéw komorek (w wypadku tego projektu beda to: komorki aparatow szparkowych, komoérki
tkanki migkiszowej liscia i komorki inicjalne zawigzkow korzeni bocznych).

Wiarygodna iloSciowa charakterystyka zmian transkryptomicznych dla opisanych wyzej modeli
doswiadczalnych pozwoli na wyciagniecie daleko glebszych wnioskéw niz bylo to dotychczas
mozliwe, o mechanizmie biologicznym lezacym u podtoza adaptacj roslin do niekorzystnych warunkow

srodowiskowych.
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