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STRESZCZENIE
Histony lacznikowe (H1) sa biatkami wystepujacymi w jadrze komérkowym wiekszosci
eukariontow. Pelnia wazna role w ich zyciu i rozwoju, uczestniczac m.in. w kondensacji
chromatyny, regulacji transkrypcji genéw czy indukcji apoptozy. Mimo powszechnego wy-
stepowania oraz istotnych funkcji H1, na wiele pytan nie znaleziono dotad odpowiedzi. Za-
gadka pozostaje mechanizm odpowiedzialny za tryb wiazania tego histonu do nukleosomu
oraz wplyw kazdego z trybow na strukture chromatyny. Pojawiaja sie rowniez doniesienia
na temat uczestnictwa H1 w procesach fizjologicznych, niezwiazanych bezposrednio z orga-
nizacja materialu genetycznego. Postuluje sie, ze histon ten bierze udzial w powstawaniu
wrzeciona podzialowego u roslin, a jego fragmenty - w obronie ryb przed patogenami. Ar-
tykul ten ma na celu przyjrzenie sie histonowi H1 pod wieloma aspektami, zgromadzenie i
uporzadkowanie zdobytej juz wiedzy oraz nakreslenie pytan, na ktére odpowiedzi nalezy
szukaé w przyszlosci.

WPROWADZENIE

Histony sa bialkami odpowiedzialnymi za kondensacje DNA eukariontéw
[1]. Histony rdzeniowe, tj. H2A, H2B, H3 oraz H4, tworza heterooktamer, na
ktéry nawija sie lewoskretnie 145-147 par zasad podwdjnej helisy DNA [1].
Kompleks ten, zwany nukleosomem, stanowi pierwszy etap upakowania ma-
teriatu genetycznego [1]. Histon tacznikowy (H1) taczy sie z nukleosomem od
zewnatrz, tworzac chromatosom, co skutkuje jeszcze silniejszym upakowaniem
DNA [1]. Ze wzgledu na taki sposéb oddzialywania z resztq kompleksu histon
ten cechuje sie duzo wyzsza mobilnoscia niz histony rdzeniowe [2].

Histony H1 sa bialkami o dlugosci najczesciej 180-250 aminokwaséw (AA).
Na N-konicu posiadaja krotki, zazwyczaj ok. 20-70-aminokwasowy fragment
nieustrukturyzowanego peptydu, po ktérym wystepuje charakterystyczna dla
nich domena globularna o dtugosci ok. 70-80 aminokwaséw. Jest ona wysoce
konserwowana ewolucyjnie i odpowiada za oddzialywanie z nukleosomem
[1,3]. Za nig znajduje sie ok. 100-140-aminokwasowa domena C-koricowa bar-
dzo bogata w aminokwasy zasadowe [3] i uczestniczaca w szczegdlny sposéb
w kondensacji DNA przez histony facznikowe in vivo [4] oraz odpowiedzialna
za utrzymanie DNA facznikowego w strukturze todygi (ang. stem) in vitro [5].
Postuluje sie takze, ze w duzej mierze odpowiada ona za oddziatywania H1 z
biatkami [3].

W pracach nad strukturg chromatosomu proponowano jak dotad wiele od-
miennych od siebie modeli oddzialtywania H1 z nukleosomem [2,6-10], ktére
podzielono na dwie grupy ze wzgledu na symetrie [1,5]. Do pierwszej z nich
zaliczono modele z H1 wigzacym sie w trybie symetrycznym (ang. on-dyad), w
ktoérych histon ten znajduje sie w osi symetrii nukleosomu i oddziatuje z frag-
mentami DNA Iacznikowego z obu jego stron. Druga grupa zawiera modele
asymetryczne (ang. off-dyad), w ktérych H1 oddziatuje z 10. lub 20. pz taczniko-
wego DNA zjednej tylko strony kompleksu [5]. Obecnie uwaza sie, ze histon H1
moze oddzialywa¢ z nukleosomem na rézne sposoby, jednak bierze sie réwniez
pod uwage, ze do tak duzej réznorodnoéci przedstawianych modeli mogta przy-
czyni¢ sie niedoskonatos¢ metod badawczych [5]. Zagadnienie to oméwiono
szerzej w rozdziale ,Modele struktury chromatosomu a H1”.

NIEALLELICZNE WARIANTY H1

W danym organizmie geny kodujace histon H1 moga wystepowaé w réznej
liczbie kopii, w zaleznosci od gatunku [11]. Geny te sa paralogami [12] i zajmuja
rézne loci - moga tworzyc¢ klastry lub tez lokalizowac sie w bardzo odlegtych od
siebie miejscach [13].
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SSAKI

W organizmach ssakéw wystepuje 11 wariantéw histo-
néw lacznikowych, co czyni H1 najbardziej zréznicowana
grupa sposéréd wszystkich histonéw [14]. Wyrdznia sie wa-
rianty kanoniczne i niekanoniczne, a takze somatyczne oraz
charakterystyczne dla komérek rozrodczych.

WARIANTY SOMATYCZNE

Wsréd wariantéw somatycznych wyréznia sie zalezne
(kanoniczne) oraz niezalezne od faz cyklu komérkowego.
Geny kodujace warianty kanoniczne, tj. H1.1, H1.2, H1.3,
H1.4 oraz H1.5, znane takze - odpowiednio - jako: Hla,
Hlc, H1d, Hle, H1b, zlokalizowane sa u cztowieka w rejo-
nie bogatym w geny histonowe (ang. histone major cluster)
na chromosomie 6 w locus 6p21.3-22. W tym locus znajdu-
ja sie rowniez geny wariantu H1t, ktéry opiszemy pdzniej
[13]. Geny histonéw kanonicznych charakteryzuja sie bra-
kiem intronéw oraz ekspresja podporzadkowana fazom
cyklu komérkowego. Ponadto ich transkrypty nie posiada-
ja ogona poliadeninowego, lecz w ich 3’-UTR znajduje sie
konserwowany ewolucyjnie zaréwno w swojej sekwencji,
jak i strukturze, motyw spinki do wloséw. Transkrypty te
zakoriczone sa klasycznym kapem m’G [15]. Ekspresja ge-
néw kodujacych wszystkie histony kanoniczne jest najin-
tensywniejsza podczas fazy S cyklu komérkowego, podczas
ktorej ich mRNA utrzymuje sie na nawet 35-krotnie wyz-
szym poziomie niz w innych warunkach [15]. Po zakoncze-
niu replikacji DNA mRNA tych histonéw jest natychmiast
degradowane [15].

Wariantami somatycznymi niezaleznymi od cyklu ko-
moérkowego sa H1.0 i HIx (okreslany takze jako H1.10). W
przeciwienistwie do wariantéw kanonicznych, ich trans-
krypty sa poliadenylowane [16]. Wiadomo takze, ze ekspre-
sja H1.0 znacznie wzrasta w komérkach kraficowo zrézni-
cowanych [16]. Geny kodujace H1.0 oraz H1x znajduja sie
odpowiednio w loci 22q13.1 i 3q21.3 [13] - poza klastrem
kodujacym kanoniczne histony lacznikowe u czlowieka.
Uwaza sie, ze geny te mogly zosta¢ wylaczone spod regula-
qji ekspresji zaleznej od cyklu komérkowego poprzez zmia-
ne struktury 3’-korica mRNA. Dzieki temu mechanizmowi
biatka te moga by¢ syntetyzowane takze w komérkach nie
przechodzacych podzialéw, co pozwala na systematyczne
uzupelnianie zdegradowanych lub uszkodzonych histo-
néw [12]. Wariant H1.0 uwazany jest za najblizszy homolog
H5, histonu tacznikowego wystepujacego w erytrocytach
ptakéw [3]. Hipoteze bliskiej homologii pomiedzy tymi
biatkami wspiera fakt, ze erytrocyty sa komoérkami skrajnie
zréznicowanymi, dla ktérych to charakterystyczny jest wa-
riant H1.0.

Warianty somatyczne réznig sie miedzy soba wieloma
cechami, zwlaszcza w domenach N- (NTD) i C-koricowej
(CTD), ktore sa stabiej konserwowane w ewolucji niz dome-
na globularna. Najkrétszym z histonéw Iacznikowych czto-
wieka jest H1.0, a jego CTD liczy sobie jedynie 97 amino-
kwasoéw [17]. Jednoczesnie to wlasnie ten wariant posiada
w swojej sekwencji najwieksza gestos¢ reszt zasadowych,
zawierajac jedna arginine i 41 lizyn [17].

Postepy Biochemii 68 (4) 2022

Réznice pomiedzy wariantami histonowymi dotyczyé
moga réwniez motywoéw aminokwasowych o funkcjach
regulatorowych. Odpowiedzialne za oddziatywanie H1 z
kinazami zaleznymi od cyklin motywy (S/T)PxK (gdzie ,x”
oznacza dowolny aminokwas) wystepuja u czlowieka w
roznej liczbie w zaleznosci od wariantu. H1.1 zawiera naj-
mniej, bo jedynie dwa takie motywy [17] podczas gdy H1.4
oraz H1.5 zawieraja ich pie¢ [18]. Ponadto, wariant H1.4
posiada w domenie N-koricowej motyw ARKS uczestnicza-
cy w regulacji kondensacji chromatyny nie wystepujacy w
zadnym innym wariancie histonu lacznikowego u czltowie-
ka, a jedynie w histonie rdzeniowym H3 [19].

WARIANTY CHARAKTERYSTYCZNE
DLA KOMOREK ROZRODCZYCH

Oprécz wariantéw somatycznych, u ssakéw wyréznia
sie warianty histonowe specyficzne dla komérek rozrod-
czych. U czlowieka sg to: wystepujace w komoérkach me-
skich H1t, H1T2 oraz HILS, a takze obecny w komorkach
zenskich H1.00 [13].

H1t, H1T2 i HILS znane sa réwniez odpowiednio pod na-
zwami H1.6, H1.7 oraz H1.9 [1]. H1t - wariant wystepujacy
w spermatydach - tak samo jak kanoniczne histony faczni-
kowe, kodowany jest w opisanym wczesniej rejonie histone
major cluster. Geny kodujace H1T2 oraz HILS - warianty
obecne w spermatocytach - znajduja sie zas odpowiednio w
loci 12q13.11 oraz 17q21.33 [13]. Co ciekawe, H1t zostal wy-
kryty w Sledzionie, a takze w limfocytach u myszy [29]. Au-
torzy pracy uwazajg, ze mogl on znalez¢ sie w komorkach
somatycznych na dwa sposoby: albo - zsyntetyzowany na
wczesnych etapach rozwoju - przetrwal wskutek duzej sta-
bilnosci biatek histonowych, albo tez powstal w wyniku
niespecyficznej transkrypcji zwanej przeciekaniem promo-
toréw (ang. gene leaking) [20].

Wariant zeniski, H1.00, znany takze pod nazwami H1.foo
i H1.8, kodowany jest u cztowieka w locus 3q21.3 [13]. Po-
siada on dwa warianty splicingowe, stad niektérzy autorzy
podaja 12 jako liczbe wariantéw histonu H1 u ssakow [1].

OWADY

Przez dlugi czas uwazano, ze w organizmie modelowym,
jakim jest muszka owocowa Drosophila melanogaster obecny
jest tylko jeden wariant histonu tacznikowego - wystepujacy
w tkankach somatycznych dH1. Biatko to kodowane jest w
klastrze zawierajacym geny wszystkich histonéw kanonicz-
nych, powtérzonym w genomie okoto 110 razy [21]. W 2013
roku odkryto inny wariant histonu tacznikowego u D. mela-
nogaster - dBigH1, obecny we wczesnych etapach rozwoju
embrionalnego oraz w gametach owada. Wariant ten cha-
rakteryzuje sie¢ duzym jak na H1 rozmiarem, za ktéry odpo-
wiada m.in. wydtuzona na N-koricu NTD. Ten dodatkowy
fragment domeny N-koricowej zawiera liczne aminokwasy
o charakterze kwasowym (stosunek reszt kwasowych do
zasadowych wynosi 5:1), co jest cecha bardzo nietypowa
dla histonéw tacznikowych. Wykazano, ze muszki owoco-
we pozbawione dBigH1 umieraja na wczesnym etapie roz-
woju embrionalnego, tak wiec dBigH1 pelni istotna role w
rozwoju tego owada. Spekuluje sig, ze obecnoé¢ ujemnego
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tadunku na NTD - bedaca gtéwna cechg charakterystycz-
na dBigH1 - ma znaczenie w wigzaniu si¢ do chromatyny
czynnikéw regulatorowych [22].

ROSLINY

Liczba wariantéw histonéw tacznikowych wyglada ina-
czej w krolestwie roslin. U rzodkiewnika pospolitego Arabi-
dopsis thaliana bedacego organizmem modelowym wyréz-
nia sie dwa gtéwne warianty H1 - H1.1 i H1.2 - oraz jeden
wariant o ekspresji indukowanej stresem - H1.3. H1.2 jest
wariantem najliczniej obecnym w komérkach - przewyzsza
on stezeniem H1.1 nawet dwunastokrotnie. H1.3 jest syn-
tetyzowany gtéwnie w warunkach stresu, ale nawet wtedy
jego iloé¢ nie przekracza 1% histonéw Iacznikowych [14].

A. thaliana jest organizmem zdolnym do zycia nawet przy
calkowitym braku H1, mimo wystepujacych wéwczas licz-
nych defektéw rozwojowych. Zaburzenia obejmuja m.in.
funkcjonowanie aparatow szparkowych (w ktérym bierze
udzial H1.3 [23]) formowanie korzeni bocznych, stan spo-
czynku nasion, czas kwitnienia oraz powstawanie kalusa
[24]. Na poziomie mikroskopowym, u mutantéw pozba-
wionych H1, mozna zauwazy¢ dekondensacje chromatyny
i brak chromocentréw [24]. W przypadku mutantéw pozba-
wionych pojedynczych wariantéw H1 zmiany te sa niewiel-
kie - prawdopodobnie wskutek przejecia funkcji usunietego
biatka przez inny wariant. Wykazano, ze rosliny pozbawio-
ne wariantu H1.3 w warunkach kontrolnych charakteryzuja
sie fenotypem takim samym jak dzikie; dopiero ekspozycja
na stres w postaci ograniczonego dostepu do wody i $wiatlta
indukuje charakterystyczne zmiany fenotypowe [23].

DROZDZE

Drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae posiadaja
tylko jeden wariant histonu tacznikowego. Podobnie jak u
roslin, biatko homologiczne do H1 (Hholp) nie jest u nich
niezbedne do przezycia. Pozbawienie tego gatunku histonu
facznikowego wigze sie jednak z zaburzeniami w organi-
zacji chromatyny [25], zwiekszona czestoscia rekombinacji
homologicznej, a takze skréconym czasem zycia [26]. Uwa-
Za sie, ze hamowanie przez histon tacznikowy rekombinacji
homologicznej u drozdzy moze zwieksza¢ stabilnos¢ geno-
mu [26].

W przeciwienistwie do wyzszych organizmoéw eukario-
tycznych, drozdze charakteryzuja sie histonem Igczniko-
wym o dwoéch domenach globularnych. C-koricowa z tych
domen jest duzo mniej stabilna od N-koncowej w roztworze
soli fizjologicznej. Udowodniono, ze C-koricowa domena
globularna nie jest niezbedna do przytaczania si¢ Hholp do
nukleosomu, stad wniosek, ze prawdopodobnie histon ten,
mimo odmiennej budowy, taczy sie z nukleosomem jedynie
za pomoca N-konicowej domeny globularnej [27].

Drozdze rozszczepkowe Schizosaccharomyces pombe, w
przeciwienstwie do S. cerevisiae, nie posiadaja histonu tacz-
nikowego [28]. Wykazano jednak, ze mimo braku endogen-
nego histonu facznikowego chromatyna S. pombe zdolna jest
przyjmowac struktury wyzszego rzedu w obecnosci obcego
H1 [28].
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ORZESKI

Orzeski z rodzaju Tetrahymena - T. thermophila oraz
T. pyriformis stanowia czesty przedmiot badari nad histo-
nami facznikowymi. Posiadaja one dwa jadra komoérkowe
- mniejsze (mikronukleus) przechodzace mitoze i odpowia-
dajace za koniugacje oraz wieksze (makronukleus) dzielace
sie amitotycznie i odpowiedzialne za funkcje somatyczne
[29]. W stadiach wegetatywnych mikronukleus jest nieak-
tywny transkrypcyjnie i nie posiada jaderek, zas makronu-
kleus charakteryzuje sie intensywna transkrypcja chroma-
tyny oraz ich duza liczba [29,30].

W obu jadrach wystepuja odpowiedniki H1; réznig sie
jednak w swojej budowie od H1 u wyzszych eukariontéw.
W makronukleusie wystepuje jeden wariant biatka pelnig-
cego funkcje podobng do histonu tacznikowego - jest on
bardzo bogaty w aminokwasy zasadowe, jednak nie posia-
da domeny globularnej [31]. Kodowany jest on przez gen
HHO wystepujacy w genomie Tetrahymena w pojedynczej
kopii [29]. Opisywane orzeski zdolne sa do Zycia bez od-
powiednika histonu Iacznikowego w wiekszym jadrze [29]
jednak utrata tego bialka skutkuje zmniejszeniem stopnia
upakowania chromatyny i tym samym powiekszeniem ja-
dra [32].

Biatka o funkcji histonéw lacznikowych wystepujace
w mniejszym jadrze komérkowym réwniez kodowane sa
przez pojedynczy gen - MLHI1 (ang. Micronuclear Linker
Histone 1). W przeciwienistwie jednak do wiekszego jadra,
mikronukleus charakteryzuje sie bardziej skomplikowa-
nym profilem biatek pelnigcych role podobna do H1. MLH1
transkrybowany jest bowiem na 2,4 kb mRNA kodujace
biatko o masie 71 kDa [33]. Czasteczka ta jest nastepnie cie-
ta w motywach |RTS na cztery krotsze biatka: a, B, y oraz
0 [33]. Biatka te, podobnie jak eukariotyczne H1, sa bardzo
bogate w aminokwasy zasadowe [33], jednak nie posiada-
ja domeny globularnej [32,34]. Pozbawienie mniejszego ja-
dra komoérkowego bialek o funkcji histonu tacznikowego
niesie za soba powazniejsze skutki niz knock-out HHO w
wiekszym jadrze. Co prawda orzeski zdolne sa do przezy-
cla w stadium wegetatywnym bez odpowiednikéw H1 w
mikronukleusie, jednak oprécz dekondensacji chromatyny
i powiekszenia jadra [32] modyfikacja ta uniemozliwia ich
koniugacje i prowadzi do utraty chromosoméw mniejszego
jadra [34].

Mimo, ze w duzej liczbie publikacji biatka peltnigce funk-
¢je histonu tacznikowego u Tetrahymena nazywane sa histo-
nami H1, trudno jest jednoznacznie wykazac ich homologie.
Co prawda, przy obecnym stanie wiedzy nie mozna wyklu-
czy¢ wspdlnego pochodzenia tych bialek, jednak z powodu
braku domeny globularnej podobienstwo ich sekwencji do
H1 jest na tyle male, ze nazywanie ich histonami faczniko-
wymi moze okazac si¢ naduzyciem. Bardziej zasadnym wy-
daje sie okreslanie ich jako pelnigcych funkcje HI.

BUDOWA H1
Biatka, jakimi sa histony H1, dzielq sie na trzy fragmenty

strukturalne - nieustrukturyzowane domeny: N-koricowq
(ang. N-terminal domain, NTD) i C-koricowa (ang. C-terminal
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domain, CTD), zwane ,ogonami” oraz na znajdujaca sie po-
miedzy nimi wysoce konserwowang ewolucyjnie domene
globularng typu helisy ze skrzydelkiem (ang. winged helix,
GH1) [6]. Mimo ze nieustrukturyzowane fragmenty na obu
konicach H1 nie przyjmuja struktur wyzszego rzedu w roz-
tworze wodnym, zwyczajowo przyijeto sie je okresla¢ jako
domeny. Moga one tworzy¢ struktury drugorzedowe pod-
czas interakgji z innymi biatkami albo z DNA [11,35,36].

Wtasciwosci koricowych domen determinuja site kon-
densacji DNA oraz specyficznoé¢ wigzania danego warian-
tu histonowego [37]. Domeny te zawieraja réwniez charak-
terystyczne motywy aminokwasowe (S/T)PxK umozliwia-
jace wigzanie z DNA i bedace celem CDK [14].

DOMENA N-KONCOWA H1

Domena N-koricowa H1 jest peptydem dlugosci okoto
20-60 AA. Mimo ze w danych literaturowych najczesciej po-
daje sie jej diugosé jako 20-35 [4,11], czy nawet ok. 45 AA
[38], nie mozna zapomnie¢, ze np. H1.1 czy H1.2 Arabidop-
sis thaliana posiadaja NTD dlugosci nawet 60 AA [39]. Pod
wzgledem skiadu aminokwasowego mozna wyrézni¢ we-
wnatrz tej domeny dwa regiony: fragment blizszy N-kon-
cowi charakteryzujacy sie obecnoscia aminokwaséw hydro-
fobowych oraz fragment blizszy GH1 zawierajacy liczne
aminokwasy o charakterze zasadowym [40]. Wykazano, ze
ten ostatni przyjmuje strukture a-helikalng podczas interak-
¢ji z DNA [3]. Ponadto, Vila i in. [35] udowodnili, Ze mimo
iz w roztworze wodnym domena N-koricowa nie tworzy
struktur drugorzedowych, w roztworze trifluoroetanolu
powstaja w niej regiony a-helikalne w ilosci podobnej jak
przy interakcji z DNA, a taricuchy boczne zasadowych ami-
nokwaséw tworzg zgrupowania przestrzenne po przeciw-
nych stronach helisy [35]. Autorzy uwazaja, ze struktura ta
moze uczestniczy¢ w oddzialywaniu pomiedzy znajdujacy-
mi sie niedaleko fragmentami DNA. Dowiedziono takze, ze
NTD nie jest wymagana do zwigzania sie H1 do nukleoso-
mu [9,18] jednak istnieja przestanki §wiadczace, iz w przy-
padku jej braku H1 wiaze si¢ z nukleosomem w odmienny
sposob [41] tak wiec moze ona bra¢ udziat w zakotwiczeniu
domeny globularnej [35].

Wariant H1.4 czlowieka posiada w domenie N-korico-
wej motyw ARKS -, binarny przelacznik” odpowiedzial-
ny za interakcje z wieloma biatkami i rozpoznawany przez
chromodomeny [42]. Warto wspomnie¢, ze dwa powtoérze-
nia ARKS wystepuja réwniez w domenie N-koricowej H3,
otaczajac pozycje K9 oraz K27 [19], ktére - w zaleznosci od
PTM - moga odpowiadaé za aktywacje lub represje trans-
krypcji [43]. Motyw ARKS charakteryzuje sie¢ wazna cecha
obecnosci lizyny i seryny obok siebie. Lizyna moze ulec me-
tylacji, co pozwala na dolaczenie biatka HP1 promujacego
kondensacje chromatyny. Fosforylacja seryny promuje za$
odlgczenie go i tym samym zmniejszenie upakowania DNA
[19].

Wykazano takze, ze NTD H1.4 myszy przyjmuje w do-
datnio naladowanym fragmencie strukture helisa-Gly-Gly-
-helisa podczas interakcji z DNA [44]. Przypuszcza sig, ze
motyw dwoch reszt glicynowych moze funkcjonowac jako
zawias umozliwiajacy uchwycenie podwdjnej helisy DNA

Postepy Biochemii 68 (4) 2022

lub tez oddziatywanie z dwoma fragmentami kwasu nukle-
inowego jednoczesnie.

DOMENA C-KONCOWA H1

Znajdujaca sie¢ na C-kornicu histonéw tacznikowych do-
mena nieustrukturyzowana zawiera zazwyczaj od 80 do
100 AA [11], jednak podobnie jak w przypadku domeny N-
-konicowej, warianty H1 u A. thaliana moga liczy¢ sobie ich
nawet 140 [39], zas w wariantach ludzkich H1.3, H1.4i H1.5
jest to okoto 110 AA. Fakt ten czyni CTD peptydem dtuz-
szym od domeny N-koricowej oraz od domeny globularne;j.
Jest ona regionem szczegdlnie bogatym w aminokwasy za-
sadowe - zawiera ich ok. 60% z calej sekwencji H1 [45], co
nadaje jej powinowactwo do kwasowego faricucha DNA.
Okoto 40% AA znajdujacych sie¢ w CTD stanowia lizyny,
okoto 20-35% - alaniny, a 15% - proliny [3,4]. Wystepuja-
cy w erytrocytach ptakéw histon tacznikowy H5 zawiera
w CTD réwniez znaczna liczbe reszt argininy, praktycznie
nieobecnej w domenach C-koricowych H1 [46]. Oprécz wy-
mienionych AA w CTD wystepuja z mniejsza czestoscia:
walina, treonina, seryna i glicyna, natomiast pozostate 12
AA pojawia sie bardzo rzadko, praktycznie w sladowych
ilosciach [46]. Co wazne, sekwencja CTD nie jest konserwo-
wana pomiedzy wariantami histonéw tacznikowych [46,47]
- np. domeny C-koricowe histonéw H1.0 i HI1t u myszy
wykazuja jedynie 30% identycznoséci sekwengji [36]. Mimo
braku tego typu konserwacji, bardzo mocno zachowywany
jest sktad aminokwasowy [46], a takze rozkiad fadunku w
peptydzie - natadowane reszty lizyny roztozone sa w CTD
w bardzo réwnomierny sposéb [48]. Sugeruje to, Ze wilasci-
wosci chemiczne oraz rozmieszczenie reszt aminokwaso-
wych pelnig wazna role funkcjonalna. Analiza ich potoZenia
[47] wykazala, ze nie zostaly rozlozone w sposob losowy
- wyraznie preferowane sa pojedyncze wystapienia lizyn
- w odstepach 2-7 AA - od ich rozmieszczenia w parach.
Réwniez alaniny prezentuja przykiad uloZenia raczej upo-
rzadkowanego - preferowane sa ich wystapienia w grupach
po dwie nad wystapieniami po trzy lub cztery, a odleglosci
pomiedzy ich skupiskami wynosza 4-6 AA. Autorzy uwa-
zaja, ze takie rozmieszczenie tadunku elektrostatycznego w
domenie C-koricowej H1 nie pozwala na przyjecie struktury
a-helisy dopoki tadunek ten nie zostanie zneutralizowany,
np. przez oddziatywanie z DNA. W momencie zréwnowa-
zenia tadunku przyjecie struktury a-helisy uwazane jest za
bardzo prawdopodobne [47]. Z powodu mozliwosci przyje-
cia struktury drugorzedowej w okreslonych warunkach C-
-koricowa domena H1 nie jest zaliczana do biatek calkowicie
nieustrukturyzowanych. Méwi sie o niej raczej jako o tzw.
strukturze stopionej globuli - peptydzie gotowym przyjac
konformacje wyzszego rzedu podczas interakcji z innymi
zwiazkami wielkoczgsteczkowymi [46]. W CTD mozna wy-
r6zni¢ dwa fragmenty odpowiedzialne za oddzialywanie z
DNA [4]. Odkrycie tych regionéw postawilo pod znakiem
zapytania przez dlugi czas przyjmowana koncepcje spro-
wadzajaca role domeny C-koricowej jedynie do neutralizacji
tadunku kwasu nukleinowego. Lu i Hansen [46] wykazali,
ze stopniowe pozbawianie H1 coraz wigekszego fragmentu
CTD nie skutkuje utrata funkcji proporcjonalna do zmniej-
szenia fadunku [46]. Za tworzenie sie struktury todygi i
kondensacje widkien chromatynowych odpowiadaty tylko
dwa fragmenty w obrebie tej domeny, nazwane przez ba-
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daczy subdomenami. Delecja coraz wiekszych fragmentow
CTD wptywala jednak negatywnie na efektywnosé wiaza-
nia H1 do nukleosomu. Na podstawie przedstawionych
wynikéw wywnioskowano, ze prawdopodobnie dodatni
tadunek domeny C-koricowej pelni wazna role w tworzeniu
chromatosoméw, jednak w procesach, za ktére odpowiada-
ja histony tacznikowe zwigzane juz z nukleosomem - takich
jak kondensacja DNA facznikowego czy formacja struktur
chromatynowych wyzszego rzedu - wazniejsza role petnia
przedstawione mechanizmy alternatywne [46]. Réwniez
pozycja CTD wzgledem domeny globularnej jest istotna dla
wigzania H1 do nukleosomu. Wykazal to eksperyment, na
potrzeby ktérego skonstruowano histon tacznikowy z do-
menami koficowymi zamienionymi miejscami [49]. Okazato
sig, ze takie biatko niezdolne jest do prawidtowego formo-
wania struktur chromatyny wyzszego rzedu i charaktery-
zuje sie krotszym czasem oddzialywania z nukleosomem.
Badacze uwazaja, ze w biatku o takiej strukturze wiazanie
do nukleosomu zostato uposledzone przez brak mozliwosci
poprawnego usytuowania CTD wzgledem DNA. Mecha-
nizm ten moéglt polegac na przytaczaniu sie H1 do nukleoso-
mu inicjowanym przez domene globularna [49].

Obecnie uwaza sig, ze domena C-koricowa wraz z dome-
na globularna wspomagaja sie wzajemnie podczas wigzania
do nukleosomu [14] - przytoczone dane takze wspierajg ten
poglad [49].

Fragmenty CTD nie wchodzace w sklad wspomnianych
wczedniej ,subdomen” - liczace ok. 50 AA moga zas od-
powiada¢ za oddziatywanie z biatkami, co wykazano dla
metylotransferaz DNA [3] oraz apoptotycznej nukleazy
DFF40/CAD, ktora jest aktywowana przez CTD, co zwiek-
sza jej powinowactwo do DNA [4].

DOMENA GLOBULARNA

Domena globularna (GH1) zawiera okolo 70-80 AA i
jest jedyna natywnie ustrukturyzowana domena H1 oraz
jego najbardziej konserwowana ewolucyjnie czescig [11,50].
Nalezy ona do nadrodziny (ang. superfamily) domen heli-
sy ze skrzydelkiem (ang. winged helix), bedacych odmiang
motywu helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix) [50] i od-
powiada za wigzanie do DNA. Oprécz histonu H1 domene
te posiadaja np. czynniki transkrypcyjne, represory trans-
krypcji - w tym odpowiedzialne za indukcje regulonu SOS
u bakterii biatko LexA - helikazy - cho¢by bakteryjna RuvB
- czy mediatory oddziatywan biatko-biatko [51]. Sama GH1
sklada sie z trzech struktur a-helisy oraz trzech - p-kartki.
Dwie C-konicowe P-kartki oraz znajdujace sie pomiedzy
nimi wypetlenie tworza skrzydetko (ang. wing) od ktérego
pochodzi okreslenie winged helix [11].

Wewnatrz GH1 mozna wyrézni¢ konkretne aminokwa-
sy odpowiedzialne za wiazanie do nukleosomu. Udowod-
niono, ze substytucja kluczowych dla tego procesu pozycji
moze skutkowaé zmiang trybu wigzania z on-dyad na off-dy-
ad [52]. Za pomoca techniki FRAP (odzysk fluorescencji po
fotoblaknieciu, ang. fluorescence recovery after photobleaching)
wykazano takze, ze substytucja za pomoca alaniny nawet
jednego aminokwasu obdarzonego ladunkiem w obrebie
domeny globularnej drastycznie wplywa na czas przeby-
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wania H1 na nukleosomie [3,53]. Pozycje aminokwasowe
w obrebie GH1 odpowiedzialne za oddzialywanie z DNA
- gltéwnie lizyny - w komorkach ssakéw moga ulega¢ PTM
zmieniajagcym powinowactwo H1 do nukleosomu, takim
jak acetylacja czy N*-formylacja [20,54]. U A. thaliana oprocz
wymienionych modyfikacji zidentyfikowano krotonylacje
reszt lizyny, a takze metylacje asparaginy [14].

MODELE STRUKTURY CHROMATOSOMU A H1

Jak dotad przedstawiano wiele propozycji modelu chro-
matosomu rézniacych sie znacznie miedzy soba [2,6-10].
W5sréd nich mozna wyrézni¢ dwie grupy: modele on-dyad,
w ktérych histon tacznikowy wiaze sie z nukleosomem w
osi symetrii i oddziatuje z DNA facznikowym z obu stron,
oraz modele off-dyad, w krérych H1 znajduje sie najczesciej
tuz obok osi symetrii, oddziatujac z najblizszym mu faczni-
kowym DNA (Ryec. 1).

W procesie wigzania sie histonu tacznikowego do nukle-
osomu wazna role odgrywa wariant H1. Wykazano, ze sub-
stytucja pieciu pozycji aminokwasowych w globuli H5 kury
domowej Gallus gallus (wiazanie off-dyad) na odpowiadajace
im reszty z GH1 D. melanogaster (wigzanie on-dyad) skutkuje
zmiang trybu wigzania tego histonu [52] oraz, ze ludzkie
warianty H1.0 i H1.4 sytuuja sie na nukleosomie inaczej niz
H1.10 [55]. Réwniez warianty histonéw rdzeniowych wpty-
waja na powinowactwo histonu tacznikowego do nukle-
osomu. Zamiana ostatnich pieciu aminokwaséw domeny
C-konicowej H2A na odpowiadajace im pozycje z wariantu
H2A.Z zmniejszyta powinowactwo H1 do nukleosomu do
zaledwie wykrywalnego poziomu [5]. Wykazano takze, ze
pozycja ogonéw histonu H2A zalezy od wariantu histonu
tacznikowego zwiagzanego z nukleosomem [55]. Wplyw
modyfikacji potranslacyjnych na tryb wigzania sie histonu
tacznikowego do nukleosomu nie zostat jeszcze doglebnie
zbadany, jednak przypuszcza sie, Ze moga one - zwlaszcza
w obrebie GH1 - réwniez wplywac na to wigzanie [1,26].

Jako, ze struktury chromatosoméw uzyskiwane byly w
réznych warunkach, czesto odmiennych od fizjologicznych,
nalezy wzia¢ pod uwagge, ze moglo przyczynic sie to do po-
wstania tak wielu modeli [5]. Udowodniono na przyklad, ze
utrwalanie (ang. cross-link) za pomoca aldehydu glutarowe-

off-dyad

on-dyad

Browniin., Zhou i in., Syediin.,
Nat Struct Mol Biol, Nature, Proc Natl Acad Sci,
2006 1998 2010

Rycina 1. Wybrane modele chromatosomu. Kolorem niebieskim oznaczono
DNA, zéttym - oktamer histonéw rdzeniowych, zielonym - histon facznikowy.
Kolorem ciemnoniebieskim zaznaczono fragment DNA w osi symetrii nukleoso-
mu.
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go zmienia tryb wigzania histonu H1.4 do nukleosomu oraz
strukture chromatyny wyzszego rzedu [56].

Stopient upakowania chromatyny zalezy od trybu wiaza-
nia H1, jednak eksperymenty dostarczaja jak dotad sprzecz-
nych danych. Dostepne sa zaréwno wyniki sugerujace
najsilniejsze upakowanie chromatyny dla H1 zwigzanego
on-dyad [57,58], jak i off-dyad [59], co sktadnia do przeprowa-
dzenia dalszych badan.

MODELE OFF-DYAD

Zhou i in. [10] przeprowadzili w 1998 roku badania na
domenie globularnej histonu H5 z erytrocytéw G. gallus.
Badacze skonstruowali 6 mutantow posiadajacych punk-
towa substytucje seryny na cysteine, ktéra po modyfikacji
chemicznej mogta pod wpltywem $wiatta UV tworzy¢ wia-
zania (ang. cross-link) z DNA. Na podstawie uzyskanych
danych wywnioskowano, ze helisa I (pierwsza a-helisa od
N-korica domeny globularnej - w tym przypadku GH5)
zwrécona jest w strone rozpuszczalnika, helisa II - w stro-
ne rdzenia nukleosomu, za$ helisa III oddziatuje z DNA w
osi symetrii nukleosomu.

Asymetryczny model wigzania H1 do nukleosomu
przedstawili réwniez Brown i in. w 2006 roku [2]. Bada-
cze sugeruja, ze histon ten lokalizuje si¢ za osia syme-
trii, promujac bardzo silne zagiecie DNA Iacznikowego
wzdluz obwodu nukleosomu. W modelu tym histon fgcz-
nikowy oddzialuje z nukleosomem na dwéch powierzch-
niach. Wyniki te wykazuja czesciowq zgodnoéc¢ z danymi
Goytisolo i in. [60], ktérzy w 1996 roku réwniez zidenty-
fikowali dwie powierzchnie wigzania sie GH5 do nukle-
osomu - w obu badaniach podziat na powierzchnie od-
dzialywania z DNA jest podobny, jednak Goytisolo i in.
nie uwzgledniaja niektérych pozycji aminokwasowych
uznawanych przez Brown i in. w I powierzchni, a takze
przyporzadkowuja do II powierzchni dwa aminokwasy,
ktore autorzy drugiej publikacji uznali za nieuczestnicza-
ce w wiagzaniu z DNA - nie mozna wykluczyé, ze roz-
bieznosci w rezultatach obu badart mialy swoje Zrédto w
odmiennym sposobie wigzania sie histonu facznikowego
do nukleosomu.

Takze George i in. [61] zaproponowali zbiér aminokwa-
s6w uczestniczacych w oddziatywaniu H1-nukleosom na-
noszac sekwencje H1.0 oraz H1.2 odpowiednio na uzyskane
metoda NMR modele struktury domen globularnych H1 i
H5 G. gallus. Badacze spostrzegli, ze mysi wariant H1.2 cha-
rakteryzuje sie odmienng powierzchnig wigzania od H1.0
co wskazuje na zréznicowany charakter wigzania sie po-
szczegodlnych wariantéw H1.

MODELE ON-DYAD

Model chromatosomu, w ktérym histon lacznikowy
znajduje sie w osi symetrii nukleosomu zostat przedsta-
wiony m. in. przez Syed i in. [9]. Przy uzyciu znakowania
rodnikami hydroksylowymi (ang. hydroxyl radical foot-
printing) wykazano, ze H1 ostania 10 par zasad DNA w
osi symetrii nukleosomu oraz dodatkowo po 10 pz DNA
tacznikowego z obu stron. Ponadto, za pomoca mikrosko-
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pii krioelektronowej udato sie zaobserwowaé, ze obec-
nos¢ domeny C-koricowej jest wymagana dla utworzenia
sie struktury lodygi z nici DNA Iacznikowego. Udowod-
niono takze, ze mutanty H1.5 nie posiadajace ostatnich
50 lub 100 aminokwaséw CTD zdolne sg do organizacji
struktury fodygi podobnie do pelnego H1, za§ mutant po-
zbawiony 100 koricowych AA CTD generuje ja w ok. 15%
rzadziej. Mutant pozbawiony 50 AA na C-koricu CTD for-
muje strukture lodygi z taka sama efektywnoscia jak H1
typu dzikiego. Wyniki te zgodne sa z hipoteza Lu i Han-
sena, ktorzy zasugerowali, Ze za kondensacje DNA tacz-
nikowego odpowiadaja gtéwnie dwa krétkie fragmenty
CTD [46].

Bednar i in. w 2017 roku [62] zbadali sposéb wiazania
sie do nukleosomu wariantu H1.0 Zaby szponiastej (Xero-
pus laevis). Przedstawiono model, w ktérym GH1 oddziatu-
je gléwnie z mniejszym rowkiem DNA. Pierwsza i trzecia
a-helisa domeny globularnej oddzialuja z DNA Iaczniko-
wym, druga za$ wraz ze ,skrzydetkiem” znajduje sie przy
DNA nawinietym na rdzeni. Helisy nr 1 i 2 oddzialuja row-
niez z kwasem nukleinowym za pomocg tadunkéw dodat-
nich obecnych na swoich N-koricach.

STRUKTURY KRYSTALOGRAFICZNE
CHROMATOSOMU

Struktura nukleosomu zostata po raz pierwszy rozwia-
zana w 1997 roku przez Luger i wspétpracownikéw [63],
a od tego czasu w bazie danych Protein Data Bank (rcsb.
org) zdeponowano wiele jej podobnych. Struktura chro-
matosomu jednak okazala si¢ by¢ trudniejsza do opraco-
wania - w bazie PDB do niedawna znajdowalo sie tylko
kilka tego typu rekordow, co jednak zmienito sie w ciagu
ostatnich dwoch lat (Tab. 1).

STRUKTURA CHROMATOSOMU 5NLO

Jedna z pierwszych uzyskanych struktur krystalicz-
nych chromatosomu jest struktura uzyskana przez Bednar
i in. [62] (5NLO), o rozdzielczosci 5,4 A (Ryc. 2). Wykorzy-
stane DNA to palindromiczna pochodna sekwencji pozy-
cjonujacej ,Widom 601”7 - ,Widom 601L", za$ sekwencje
aminokwasowe histonéw pochodza z gatunku X. laevis.
Co wazne, krystalizacji poddano rekonstytuowany chro-
matosom czlowieka, jednak najblizsza rozwiazang struk-
tura o mozliwie najwyzszej rozdzielczosci byl nukleosom
X. laevis (3UT9) réwniez zawierajacy sekwencje , Widom
601L". W rezultacie wykorzystano wiec ten model w me-
todzie podstawienia molekularnego [62] - jest to metoda
wykorzystujaca strukture podobna do analizowanej w
celu rozwigzania tzw. problemu fazowego w metodzie
dyfrakcji promieni X [65]. Dzieki szybkiemu wzrostowi
liczby zasobéw baz danych struktur makroczasteczek,
metoda ta zyskuje na popularnosci ze wzgledu na swoja
szybko$é, stopiert automatyzacji oraz brak koniecznosci
przeprowadzania dodatkowych eksperymentéw [65].

Jako, ze w rozwiazywaniu struktury wykorzystano
model nukleosomu, a wiec jednostki pozbawionej histo-
nu tacznikowego, koniecznym byto opracowanie modelu
tego histonu. Domene globularng wariantu H1.0b X. la-
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Tabela 1. Modele chromatosoméw dostepne obecnie w bazie danych PDB oraz ich parametry.

4QLC 2015 Gallus gallus H5 3,50 XRD on-dyad
5NLO 2017 Xenopus laevis H1.0b 5,40 XRD on-dyad
5WCU 2018 Gallus gallus H5 5,53 XRD on-dyad
6HKT 2018 Xenopus laevis H1.0b 9,70 XRD on-dyad
6L9Z 2021 Homo sapiens H1.X 2,50 XRD off-dyad
6LAB 2021 Homo sapiens H1.0 3,20 XRD off-dyad
6LA2 2021 Homo sapiens H1.0 3,89 XRD on-dyad
6LAS8 2020 Homo sapiens H1.0 3,40 XRD off-dyad
6LA9 2020 Homo sapiens H1.0 3,70 XRD on-dyad i off-dyad (dinukleosom)
7COW 2021 Homo sapiens H1.0 2,86 XRD on-dyad
7DBP 2021 Homo sapiens H1.0 4,50 Cryo-EM on-dyad
7K5X 2020 Homo sapiens H1.0 2,93 Cryo-EM on-dyad
7K5Y 2020 Homo sapiens H1.4 2,76 Cryo-EM on-dyad
7K60 2020 Homo sapiens H1.X 3,12 Cryo-EM on-dyad
chimeryczny:
7K63 2020 Homo sapiens gIT{? __ II__IIll ;4( 3,03 Cryo-EM on-dyad
CTD - H1.4
7KBF 2021 Xenopus laevis H1.8 4,42 Cryo-EM on-dyad

XRD - krystalografia rentgenowska; Cryo-EM - kriomikroskopia elektronowa.

evis wymodelowano na podstawie homologii do kurze- -Vina). Otrzymany wynik pokrywat si¢ z uzyskana mapa
go histonu H5, ktérego model obecny jest w bazie PDB gestosci elektronowej [62]. W opisywanej strukturze H1
(IHST), i zadokowano do nukleosomu z uzyciem specja- taczy sie do nukleosomu w trybie on-dyad. Za zalete tej
listycznego oprogramowania (HADDOCK, Autodock- struktury mozna uznaé obecnosé¢ dlugiego (po 25 pz)

tacznikowego DNA, formujacego strukture stem w obec-
nosci histonu H1.

Rycina 2. Struktura chromatosomu 5NLO zdeponowana w bazie danych PDB. Rycina 3. Struktura chromatosomu 4QLC zdeponowana w bazie danych PDB.
Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem czerwonym oznaczono Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem czerwonym oznaczono
histon H1. Odcieniami koloréw niebieskiego i zielonego oznaczono histony rdze- histon H1. Odcieniami koloréw biekitnego, zielonego i pomararniczowego ozna-
niowe. czono histony rdzeniowe.
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STRUKTURA CHROMATOSOMU 4QLC

Inng struktura chromatosomu jest rozwiazana przez
Zhou i in. 4QLC (Ryc. 3) [57]. Posiada ona rozdzielczosé
3,5 A-wyzszaniz5NL0-jednak charakteryzuje sie krotszy-
mi niz w tamtej strukturze DNA lacznikowymi (po 10 pz).
Sekwencja histonéw rdzeniowych pochodzi z D. melanoga-
ster, za$ histonu lacznikowego - z G. gallus (wariant H5);
wszystkie biatka wyprodukowane zostaly w Escherichia coli.
Laricuch DNA jest dlugosci 167 pz, z czego 147 centralnych
pz to sekwencja pozycjonujaca , Widom 601”.

Podobnie jak w strukturze 5NLO histon tacznikowy zwia-
zany jest do nukleosomu w trybie on-dyad. Warto jednak
zwrdci¢ uwage na zagiecie jednego z tacznikowych DNA.

STRUKTURA HEKSACHROMATOSOMU 6HKT

W bazie danych PDB zdeponowano takze bardziej zto-
zona strukture - heksachromatosom (6HKT) (Ryc. 4) [66].
Mimo, Ze interpretacja polozenia histonu tacznikowego nie
byta mozliwa z uwagi na niska gestos¢ elektronowa (moga-
ca wynika¢ z lokalizowania si¢ H1 po dwoch stronach osi
symetrii nukleosomu [66]), histon ten byt obecny na nukle-
osomach podczas dokonywania pomiaréw. Struktura ta nie
jest zatem heksanukleosomem, jak mogtoby sie wydawag,
a heksachromatosomem o nieznanym potozeniu H1. Obec-
nos¢ histonu tacznikowego mozna zidentyfikowaé obser-
wujac charakterystyczng strukture stem formowana przez
facznikowe DNA.

W modelu tym wykorzystano ludzkie histony rdzenio-
we, histon Iacznikowy X. laevis w wariancie H1.0b oraz
szeSciokrotnie powtdérzona sekwencje DNA , Widom 601”.
Uzyskana struktura ma rozdzielczos¢ 9,4 A [67].

MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE H1

Histony facznikowe, podobnie jak rdzeniowe, sa mody-
fikowane potranslacyjnie. Ogony H1 zawieraja specyficzne
miejsca (ang. regulatory hotspots), ulegajace licznym mody-
fikacjom posttranslacyjnym (ang. post-translational modifica-
tion, PTM) i pelnigce wazne funkcje regulacyjne [19]. Mody-

Rycina 4. Struktura heksachromatosomu 6HKT zdeponowana w bazie danych
PDB. Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem biekitnym ozna-
czono DNA. Pozostatymi kolorami oznaczono histony rdzeniowe.
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fikacje te uczestnicza m.in. w regulacji cyklu komérkowego
[68], regulacji transkrypcji genéw [12], decyduja o stopniu
upakowania DNA [12], wplywaja na oddziatywania z biat-
kami [69] a takze prawdopodobnie na spos6b wiazania sie
H1 do nukleosomu [1].

FOSFORYLACJA H1

Fosforylacja jest jedna z pierwszych opisanych PTM
histonéw [70]. Nadaje ona tadunek ujemny resztom AA i
wplywa na wiele proceséw zwigzanych ze zmianami struk-
tury chromatyny podczas cyklu komérkowego [68].

Odpowiedzialne za wigzanie DNA motywy (S/T)PxK, a
konkretnie seryna lub treonina, sa celem kinaz CDK i ule-
gaja fosforylacji zaleznie od fazy cyklu komérkowego [14].
W komorkach jajnika chomika chifiskiego (CHO) podczas
fazy G1 na histonie H1 obecna jest srednio jedna reszta fos-
foranowa, w fazie Si G2 - 3 takie reszty, natomiast podczas
mitozy na histonie H1 znajduje sie érednio 6 reszt fosforano-
wych. Podczas telofazy nastepuje calkowita defosforylacja
tego biatka, oznaczajaca poczatek kolejnego cyklu komor-
kowego [68].

Uwaza sie takze, ze fosforylacja H1 wptywa na konden-
sacje chromosoméw podczas mitozy [29] oraz ze moze ona
funkcjonowac jako wczesny mechanizm indukujacy prze-
budowe chromatyny, aktywacje genéw oraz replikacje i na-
prawe DNA [26].

Réwniez w motywach ARKS fosforylacja odgrywa waz-
na role, o czym wspomnieliémy wczeéniej [19]. W histonach
tacznikowych fosforylowane moga by¢ takze reszty ami-
nokwasowe nie znajdujace si¢ w zadnym z wymienionych
motywow - wiele z takich reszt znajduje si¢ np. w NTD wa-
riantu H1.2 u A. thaliana [14].

U T. thermophila, w przeciwieristwie do wiekszosci eu-
kariontéw, odpowiednik H1 w makronukleusie jest silnie
ufosforylowany w interfazie, a uniemozliwienie tej fosfory-
lacji nie jest letalne dla komorek [29]. Z drugiej strony, kon-
stytutywna fosforylacja wspomnianego biatka skutkuje fe-
notypem charakterystycznym dla osobnikéw catkowicie go
pozbawionych. Dzieje sie tak wskutek neutralizacji tadunku
odpowiedzialnego za silniejsze oddzialywanie z DNA [71].
Prawdopodobnie fosforylacja odpowiednika H1 u tego or-
ganizmu zmienia sposéb jego oddziatywania z chromatyna,
co prowadzi do aktywagji lub represji transkrypcyjnej nie-
ktérych genow [72].

U s8luzowca Physarum polycephalum nadmierna fosforyla-
cja H1 wywoluje zmiany fenotypowe, deregulujac wystepu-
jaca naturalnie Scisla synchronizacje cyklu komérkowego i
przyczyniajac sie do przedwczesnego rozpoczecia replikacji
DNA [73]. Spekuluje sie, ze modyfikacja ta promuje jego
odlaczanie sie od chromatyny, co pozwala na utworzenie
widetek replikacyjnych.

ACETYLACJA H1

Acetylacja polega na dotaczeniu grupy acetylowej do
wolnej reszty aminowej w biatku. Najczesciej tej PTM ule-

417



ga faricuch boczny lizyny lub N-koniec biatka, a dotagczona
grupa acetylowa neutralizuje dodatni tadunek grupy ami-
nowej. Acetylacja lizyny, w przeciwienistwie do acetylacji
N-korica, jest odwracalna [74]. Wykazano, ze w komor-
kach czlowieka modyfikacji tej ulega N-koniec wszystkich
kanonicznych wariantéow H1 oraz H1.X [67] i H1.0 [20]; w
tkankach myszy acetylacje N-korica H1 potwierdzono dla
wariantéw kanonicznych, H1.0 oraz H1t [20]; modyfikacje
ta stwierdzono takze w obu wariantach somatycznych H1
u A. thaliana [14].

Histony acetylowane sa przez acetylotransferazy hi-
stonowe (HATSs), ostatnio okreslane takze jako acetylo-
tranferazy lizynowe (KATs) ze wzgledu na modyfikowa-
ne przez nie biatka niebedgce histonami [74]. Enzymy te,
modyfikujac reszty lizyny, zmieniaja ich powinowactwo
do DNA oraz zdolnos¢ do oddzialywania z innymi bial-
kami. Acetylacja usuwana jest przez deacetylazy histono-
we (HDACs), rowniez okreslane jako deacetylazy lizyno-
we (KDACs) [74].

Modyfikacji tej ulegaja reszty GH1 wskazane przez
Goytisolo i in. [60] jako uczestniczace w oddzialywaniu
H1 z nukleosomem [20]. Poza domena globularng te PTM
wykryto w NTD oraz CTD [20]. Poszczegélne warianty
histonu tacznikowego r6znily sie miedzy sobaq liczba ace-
tylowanych reszt aminokwasowych - w przeprowadzo-
nym badaniu najwiecej z nich zidentyfikowano w H1.4
cztowieka [20].

Obecnos¢ H1 na nukleosomie hamuje acetylacje histonu
H3 przez PCAF (ang. p300/CREB-binding protein(CBP)-asso-
ciated factor), prawdopodobnie wskutek powstawania zawa-
dy sterycznej poprzez ostoniecie H3 przez ogony H1. Mimo
ze komorkowa PCAF - wystepujaca w kompleksie z innymi
biatkami - potrafi omina¢ te zawade, obecnosé¢ H1 wcigz jest
czynnikiem ograniczajacym acetylacje H3 i tym samym roz-
luznienie chromatyny [75].

KROTONYLACJA H1

Obecnosé reszt krotonylowych dotaczonych do lizyny
w histonach zostata zidentyfikowana w 2011 roku; posréd
krotonylowanych histonéw znalazt sie takze H1 [76]. Oka-
zalo sie, ze modyfikacja ta szczegélnie czesto wystepu-
je na histonach w regionach promotoréw i wzmacniaczy
(ang. nhancers) aktywnych transkrypcyjnie genéw [76] a
nawet, ze promuje ona ekspresje genéw silniej od acetylacji
[77], ktéra uwazana jest za modyfikacje charakterystyczna
dla aktywnych regionéw chromatyny.

Krotonylacja okazala sie by¢ modyfikacja nanoszona
i usuwana z histonéw za pomoca tych samych biatek co
acetylacja. Acetylotransferazy i deacetylazy histonowe
okazaly sie by¢ - odpowiednio - krotonylotransferazami
i dekrotonylazami [78]. Analogicznie, biatka odczytujace
informacje o acetylacji (ang. readers) okazaly sie réwniez
wykazywaé powinowactwo do krotonylacji [78], a posia-
dajace domene YEATS biatko AF9 wykazywalo do niej na-
wet wieksze powinowactwo niz do acetylacji [79], z ktérej
rozpoznawaniem giéwnie kojarzona jest ta domena.
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N=-FORMYLACJA LIZYNY W H1

W warunkach stresu oksydacyjnego w histonach do
grupy aminowej w laficuchu bocznym lizyny dolaczana
bywa reszta formylowa. Dzieje sie to najprawdopodobniej
wskutek reakcji transacylacji z 3’-formylofosforanem - pro-
duktem 5’-oksydacji deoksyrybozy [80]. Ze wzgledu na
bezposrednie oddziatywanie z DNA histony sa szczegélnie
podatne na uleganie tej PTM - najczeéciej modyfikowanym
histonem jest H1 [54]. Formylacji ulegaja lizyny zaréwno w
ogonach, jak i w domenie globularnej tego histonu [54].

W komorkach limfoblastoidalnych cztowieka (TK6) w
warunkach hodowlanych modyfikacji tej ulegato 0,04-0,1%
lizyn nalezacych do bialek rozpuszczalnych w $rodowi-
sku kwasowym, za§ w warunkach stresu oksydacyjnego
warto$¢ ta wzrastata kilkukrotnie [80]. Uwaza sig, ze N
formylacja lizyny w histonach tacznikowych zachodzi naj-
czesciej w miejscach odpowiedzialnych za oddziatywanie z
DNA, a modyfikacja ta - jako ze ulegaja jej wazne pozycje
aminokwasowe, ktérych inne modyfikacje, a gtéwnie me-
tylacja i acetylacja, uczestnicza w regulacji funkcji chroma-
tyny - moze prowadzi¢ do deregulacji waznych proceséw
komoérkowych, a w konsekwencji do choréb [54].

INNE ACYLACJE H1

Histon H1 ulega takze innym, stabo dotad poznanym
acylacjom. Jak dotad, w histonach Iacznikowych w mézgu
myszy zidentyfikowano takze propionylacje [14]. W histo-
nach rdzeniowych za$ wykryto réwniez acylacje takie jak
butyrylacja, bursztynylacja czy malonylacja [14], mozliwe
wiec, ze wkrotce modyfikacje te zostana réwniez zidentyfi-
kowane w histonach tacznikowych.

MONOMETYLACJA H1

Monometylacja lizyny jest modyfikacja rzadko wyste-
pujaca w zwierzecych H1 [14]. Modyfikacja ta moze jednak
wplywac na stopient kondensacji DNA - biatko HP1 faczy
sie ze zmetylowang reszta lizyny w motywie ARKS w do-
menie NTD H1.4 [19].

Monometylowane reszty H1 s bardziej popularne w
A. thaliana - badanie z wykorzystaniem spektrometrii mas
(MS) wykazalo, ze w wariancie H1.2 pojedynczej metylacji
moga ulega¢ dwie lizyny w CTD, a takze reszta asparaginy
w GH1, co jest modyfikacja nie spotykang wczesniej w hi-
stonach [14].

DIMETYLACJA H1

Czestos¢ wystepowania dimetylacji lizyny w histonach
trudno oszacowac z uwagi na podobieristwo jej masy do N--
formylacji. Z powodu czestego wystepowania i stosunkowo
poznej identyfikacji tej ostatniej, liczba opisanych dimety-
lacji moze by¢ mocno przeszacowana, gdyz w badaniach
z uzyciem MS najprawdopodobniej formylacja byla czesto
mylona z dimetylacja [14]. W najpowszechniej wystepuja-
cym wariancie histonu facznikowego A. thaliana (H1.2) mo-
dyfikacja ta wystepuje na C-koricu CTD [14].
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MONOUBIKWITYNACJA H1

Ubikwityna - biatko o dlugosci 76 AA i masie ok. 8,6 kDa
- moze by¢ dolaczane do innych peptydéw w komorce.
Ubikwitynacji moga ulegac¢ wolne reszty aminowe tworzac
wigzanie peptydowe z C-koticem ubikwityny [81].

Dotaczanie ubikwityny do H1 zachodzi miedzy innymi
wskutek aktywnosci TAF-1. Biatko to katalizuje monoubi-
kwitynacje H1 - w przeprowadzonych badaniach na ko-
morkach raka piersi MCF7 wykazano, ze histony H1.2, H1.3
oraz H1.4 byly ubikwitynowane w pozycji K46, co wigzato
sie z aktywacja transkrypcji [20,81]. Co ciekawe, warianty
H1.0, H1x, H1t, a takze H1.1 nie posiadaja lizyny we wspo-
mnianej pozycji, nie byty wiec w niej modyfikowane - wy-
kazano jednak, ze do H1.1 ubikwityna dolaczana byla do
K116 [20].

POLIUBIKWITYNACJA H1

Ubikwityna moze by¢ takze dofaczona do jednej z sied-
miu reszt lizyny w innej czasteczce ubikwityny. Poliubikwi-
tynacja peptydow pelni wiele istotnych funkeji. Laricuchy
polaczone ze soba poprzez K63 oraz M1 czesto stanowia
miejsce wigzania dla innych biatek - np. zwiazanych z na-
prawa DNA czy przekazywaniem sygnatu odpowiedzi im-
munologicznej [81,82] - natomiast taricuch czasteczek ubi-
kwityny polaczonych ze sobg w inny sposéb, np. poprzez
K48, najczesciej jest sygnalem kierujacym do degradacji
przez proteasom [81].

Poliubikwitynacja H1 zachodzi w odpowiedzi na dwuni-
ciowe pekniecie genomowego DNA i jest waznym znaczni-
kiem umozliwiajacym maszynerii naprawczej rozpoznanie
uszkodzenia [82]. Dotaczony do H1 taficuch K63-poliubi-
kwityny stanowi wazne miejsce wigzania czynnikéw na-
prawy materialu genetycznego - zmniejszenie ekspres;ji lub
powinowactwa do chromatyny H1 skutkowalo mniejsza
skutecznoscia naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA [82].
Ponadto wykazano, ze K63-poliubikwitynacje histonéw: H1
oraz H2A katalizuja dwa osobne, rozpoznajace tylko dany
histon enzymy [82].

SUMOILACJA H1

SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) jest konserwo-
wanym ewolucyjnie biatkiem diugosci okoto 100 AA [83].
W organizmie czlowieka wykryto cztery jego warianty.
Wariant 1 wykazuje ok. 47% identycznosci sekwencji z wa-
riantami 2 i 3, ktére z kolei r6znia sie miedzy soba tylko kil-
koma pozycjami AA na N-konicu [84]. Wariant 1 zazwyczaj
dotaczany jest do biatek pojedynczo, zas 2 oraz 3 tworza
taficuchy [84]. Udowodniono, ze do histonéw tacznikowych
dotaczany jest wariant 1 [84].

Biatko SUMO najczesciej dolaczane jest do lizyny w
motywie WKx[D/E] (gdzie W oznacza duzy hydrofobowy
aminokwas); mozliwe jest takze wystepowanie motywu
odwroéconego, tj. [D/E[xKW [85]. W motywie tym obecnos¢
aminokwaséw o charakterze kwasowym odgrywa kluczo-
wa role, a jego substytucja za pomoca alaniny calkowicie
eliminuje sumoilacje [86]. W ludzkim H1.3 sumoilacji ulega
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jednak lizyna w motywie VKKP [84] - posiadajacym proline
w miejscu aminokwasu kwasowego. Nietypowa sekwencja
sumoilacji wigze si¢ najprawdopodobniej z rzadkim wyste-
powaniem w biatkach histonowych aminokwaséw o cha-
rakterze kwasowym.

Mimo, Ze biatko SUMO jest w swojej budowie podobne
do ubikwityny, a mechanizmy sumoilacji i ubikwitynacji
w wiekszosci dzielg te same Sciezki metaboliczne [84], su-
moilacja generuje odmienny sygnal od ubikwitynacji. W
przeciwienstwie do tej ostatniej, nie jest ona zwigzana z
degradacja peptydéw, ale uczestniczy w procesach takich
jak kierowanie ich do odpowiedniego przedzialu komorko-
wego czy oddzialywania biatko-biatko [87]. Modyfikacje te
posiadaja niekiedy wilasciwosci antagonistyczne - sumoila-
¢ja danego biatka moze zapobiegac jego ubikwitynacji [88].
Zdarza sie jednak, ze wspoéldziataja one w ramach jednego
procesu, co ma miejsce np. w reakcji na stres toksyczny [84].
Mimo przypadkéw, w ktérych sumoilacja aktywuje trans-
krypcje genéw, uwaza sie, ze zazwyczaj przyczynia si¢ ona
do jej represji [88].

MONO(ADP-RYBOZYLACJA) H1

Reszty glutaminianu, argininy, a takze prawdopodobnie
fosfoseryny [89] w H1 moga by¢ modyfikowane poprzez
dolgczenie pojedynczej reszty ADP-rybozy. Mono(ADP-ry-
bozylacja) glutaminianu uwazana jest za modyfikacje zare-
zerwowang u eukariontéw dla biatek jadra komérkowego
[89]. Mozliwe, ze jest ona odpowiedzia na stres genotok-
syczny, gdyz w poddanych mu komérkach liczba tak zmo-
dyfikowanych histonéw wzrasta od 3 do 15 razy [89] za$
H1 ulega mono(ADP-rybozylacji) ponad 30-krotnie czesciej
[90]. Uznaje sie jednak, ze na czesto$¢ zachodzenia tej mo-
dyfikacji moze miec¢ takze wplyw faza cyklu komérkowego
czy stopien zréznicowania komorki [89].

POLI(ADP-RYBOZYLACJA) H1

Poli(ADP-rybozylacja) H1 polega na dotaczeniu do glu-
taminianu lub lizyny [91,92] taficucha PAR przez polime-
raze PARP (PAR polymerase) wykorzystujagca NAD* jako
substrat. Polimer ten moze tworzy¢ lanicuchy proste lub
rozgalezione [89], a jego dofaczenie do histonu facznikowe-
go moze by¢ odpowiedzia komoérki na uszkodzenia DNA
[89,93]. Wykazano, ze choé¢ w niestymulowanych komor-
kach aktywnos¢ PARP jest bardzo niska, to w warunkach
mitozy lub stresu genotoksycznego wzrasta ona od 10 do
500 razy. Czas poéttrwania taficuchéw PAR powstatych w
wyniku odpowiedzi na stres wynosi jednak mniej niz 40 s,
podczas gdy czas péltrwania faricuchéw syntetyzowanych
konstytutywnie wynosi 7,7h [89] - uwaza sie, ze w warun-
kach stresowych degradacja PAR zachodzi natychmiast po
syntezie.

Lanicuchy PAR moga wspétzawodniczyé z DNA o wig-
zanie z histonami. Przypuszczano, ze - jako ze PAR niesie
wiegkszy fadunek ujemny niz DNA - bogate w zasadowe
reszty aminokwasowe histony beda preferencyjnie sie z
nim faczyé. Wykazano jednak, ze chociaz histon H1 tworzy
kompleksy z poli(ADP-ryboza) to jego powinowactwo do
DNA jest wieksze niz do niej. Co ciekawe, inne histony nie
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podzielaja tych wtasciwosci; np. H3 wykazuje takie samo
powinowactwo do PAR i do DNA, natomiast H4 preferen-
cyjnie taczy sie z PAR [93].

Z wymienionych powodéw poli(ADP-rybozylacja) hi-
stonéw promuje rozluznienie struktury chromatyny [92].
Postuluje sie, ze synteza PAR zmniejsza upakowanie mate-
rialu genetycznego w jadrze, czym utatwia czynnikom na-
prawczym dostep do uszkodzonego DNA.

INNE MODYFIKACJE H1

W histonach tacznikowych A. thaliana zidentyfikowano
takze nie obserwowane wczeséniej w histonach PTM. Nie
okreslono dotad jednoznacznie natury wszystkich z nich;
na podstawie danych MS podejrzewa sie jednak, ze wsréd
nierozpoznanych modyfikacji moze znajdowac sie fosfogli-
cerylacja, priopionylacja czy wystepujaca u archeonéw me-
tylopirolinylacja [14].

FUNKCJE H1 W CHROMATYNIE

Rola H1 w procesach zwigzanych z chromatyna nie jest
w pelni wyjasniona. Stosunek liczbowy histonéw taczniko-
wych do nukleosoméw zalezy od rodzaju komoérek i moze
przyjmowac bardzo odmienne wartosci [94]. Niekiedy licz-
ba H1 jest mniejsza od liczby nukleosomoéw, a wiec w da-
nym momencie nie do kazdego z nich musi by¢ przytaczony
H1. Dawniej uwazano, ze histon ten wiaze do nukleosomu
W sposob stabilny, a jego wymiana zachodzi rzadko. Bada-
nia z wykorzystaniem metody FRAP udowodnily jednak, ze
histony tacznikowe opuszczaja nukleosomy zazwyczaj po
minucie lub dwoch od zwigzania sie z nimi [2,53]. Oproécz
natury oddziatywania H1 z nukleosomem zastanawiano sie
nad rolg histonu tacznikowego w regulacji transkrypcyjnej
genéw. Przez dlugi czas uwazano, ze H1 odpowiedzialny
jest gtéwnie za ich wyciszanie, jednak obecnie wiadomo, ze
histon ten pelni duzo bardziej ztozona role [95]. Udowod-
niono na przyklad, Ze biatko o funkcji histonu Iacznikowe-
go u Tetrahymena moze przyczyniac sie do aktywacji trans-
krypcji: w przeprowadzonym eksperymencie mutacja typu
knock-out jego genu nie tylko nie przyczynita sie - wbrew
oczekiwaniom badaczy - do wzmozenia ekspresji wiekszo-
sci gendéw u orzeska, ale poskutkowata spadkiem ekspresji
niektérych z nich [29,32]. Podobnie zmniejszenie ilosci H1
u D. melanogaster nie skutkowata masowym wzrostem eks-
presji genéw [95].

Uwaza sie réwniez, ze H1 preferencyjnie taczy sie ze
zmetylowanym DNA oraz ze obecnoé¢ niektérych jego wa-
riantéw hamuje metylacje wysp CpG w promotorach [96].
W nalezacym do workowcoéw grzybie Ascobolus immersus
udowodniono, ze histon H1 nie jest czynnikiem wymaga-
nym do metylacji DNA, a jego usuniecie wiaze si¢ z hiper-
metylacja obszaréw ulegajacych tej modyfikacji w szczepie
dzikim [97].

Ciekawych spostrzezeri dostarczyly takze badania na
muszkach owocowych. W zarodkach D. melanogaster tryb
wigzania histonu tacznikowego do nukleosomu miat wptyw
na pézniejsze jego przesuniecia wzgledem DNA. Nukleoso-
my, do ktérych H1 dotaczyt sie po lewej stronie wzgledem
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osi symetrii przesuwaly sie na lewo podczas dalszego roz-
woju owada, za$ te, w ktérych H1 znalaz! si¢ z prawej stro-
ny - na prawo. Przesuniecie to prowadzilo do ulokowania
sie histonu tacznikowego w osi symetrii nukleosomu [98].
W tym samym badaniu wykazano, ze im intensywniejszej
ekspresji ulega gen oraz im blizej miejsca startu transkrypcji
nukleosom sie znajduje, tym rzadziej dotacza sie do niego
H1. Ponadto, histon tacznikowy lokuje sie czeéciej na nukle-
osomach w 3’-kornicu niz w 5’-koricu ciata genu. Dotaczenie
H1 do nukleosomu zas$ zmniejsza prawdopodobieristwo
jego przesuwania sie [98].

FUNKCJE POZACHROMATYNOWE H1

Poza uczestnictwem w kondensacji chromatyny, histon
H1 pemni w komérkach inne funkcje. U niektérych organi-
zméw moze stanowi¢ on osrodek organizacji mikrotubul
wiciowych, co potwierdzono w gametach jezowca i ziele-
nicach Chlamydomonas [99]. Na pochodzacych z tytoniu ko-
morkach BY-2 wykazano za$, ze organizacja mikrotubul na
powierzchni jadra komérkowego rozpoczyna sie od przy-
taczonych do niej bialek, zidentyfikowanych jako H1 [100].
Wazna hipoteza jest, Ze u nieposiadajacych centrosoméw
roélin wyzszych H1 koordynuje proces organizacji mikrotu-
bul z kondensacja chromosomoéw [101].

W komorkach myszy transport H1.2 do cytoplazmy skut-
kuje uwolnieniem cytochromu C z mitochondriéw i induk-
cja apoptozy, a podobnego skutku nie wywoluje zaden inny
wariant H1 [102].

Fragmenty histonu H1 w postaci 30 aminokwaséw z do-
meny N-koricowej wykryto w §luzie tososia atlantyckiego
Salmo salar i dowiedziono, ze maja one wtasciwosci hamu-
jace rozw¢j mikroorganizmow [103]. Wlasciwosci te nie
zaleza jednak prawdopodobnie od samej sekwencji amino-
kwasowej, gdyz syntetyczny peptyd o tej samej sekwengji
wykazywat je dopiero po traktowaniu cis-trans-izomeraza
peptydyloproliny [103].

H1 ijego fragmenty zidentyfikowano réwniez w §luzie z
przewodu pokarmowego cztowieka. Probki pobrano z jelita
kretego, ktore, jako Ze zawiera pokarm bogaty w substancje
odzywcze, musi posiada¢ naturalne mechanizmy ograni-
czajace wzrost mikroogranizméw bytujacych licznie w sa-
siadujacym z nim jelicie grubym [104]. H1 syntetyzowany w
cytoplazmie komoérek nablonka z kosmek jelitowych uwal-
niany jest do $wiatla jelita najprawdopodobniej na drodze
ich apoptozy [104].

PODSUMOWANIE

W poréwnaniu do histonéw rdzeniowych, histon taczni-
kowy przez dlugi czas pozostawal stabo opisany. W ciagu
ostatnich lat jednak sytuacja ta zmienila sie - pojawilo sie
wiele nowych publikacji i modeli kompleksu H1-nukle-
osom; mimo to niektére kluczowe pytania, np. o sposob
wigzania si¢ H1 do nukleosomu in vivo, pozostaja otwar-
te. Doglebne poznanie funkcji H1 jest niezbedne do zro-
zumienia praw rzadzacych epigenetyka oraz do odkrycia
powiagzan pomiedzy struktura chromatyny a procesami
komérkowymi. Mimo ze do kompleksowego opisania tych
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zaleznosci potrzeba jeszcze wielu lat pracy, obserwujac na
biezaco publikacje naukowe, mozna $ledzi¢ jak coraz wiek-
sza wiedza i doskonalsze metody pozwalajg na odkrywanie
kolejnych tajemnic tego interesujacego biatka.
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ABSTRACT

Linker histones (H1) are proteins found in the nuclei of the vast majority of Eucaryota, playing important roles in their life and development.
H1 takes part in processes such as chromatin condensation, transcriptional regulation of gene expression, apoptosis induction and many more.
Despite its common presence and essential function, many questions remain unanswered. Experiments conducted to date don’t provide un-
ambiguous information on such crucial issues as e.g. the way linker histones bind to nucleosome. There is also much surprising information
about H1 participating in physiological processes not connected directly to its widely known function - e.g. providing a microtubule organi-
zation centre in plants or contributing to the defence against pathogens in fish. The objective of the present work is to provide insights into
many aspects of linker histone structure and function, collect and systematize current knowledge and to outline questions worth answering
in the future.
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