Rola kompleksu MutS oraz biatka MSH2 w kontroli

crossing-over u ro$lin

STRESZCZENIE:

jawisko crossing-over polega na wzajemnej wymianie fragmentéw chromatyd pomie-

dzy chromosomami homologicznymi i zachodzi podczas pierwszego podzialu mejotycz-
nego. Na ostateczna lokalizacje i czestosé crossing-over na chromosomie wplywa wiele czyn-
nikow, m.in. aktywnos$¢é modyfikatoréw dzialajacych in trans, stopienn metylacji chromatyny
czy obecnosé polimorfizméw pomiedzy rekombinujacymi chromosomami. System MMR, a
przede wszystkim biatko MSH2, stuza do rozpoznawania i naprawy nieprawidlowo sparo-
wanych zasad DNA, a w mejozie zapobiegaja rekombinacji pomiedzy niedopasowanymi
regionami chromosomowymi. Okazuje sie, iz u roélin biatko MSH2 moze pelni¢ takze role
pro-rekombinacyjna, rozpoznajac polimorfizmy i nakierowujac zdarzenia crossing-over w
regiony silniej polimorficzne. W niniejszej pracy pokazujemy, jak obecnos¢ polimorfizméw
moze wplywaé na chromosomowa dystrybucje crossing-over, a w konsekwencji - na ewo-
lucje genoméw roslinnych. Jest to szczegélnie istotne w przypadku roslin samopylnych, u
ktorych naturalnie wystepuje duzy stopieir homozygotycznosci. Gdyby rekombinacja zacho-
dzila wylacznie w regionach homozygotycznych, nie dochodziloby do powstawania nowych
genotypow w kolejnych pokoleniach, a ewolucja organizméw bylaby spowolniona.

WPROWADZENIE

Mejoza to proces podzialu komorki, niezbedny do wytworzenia haploidal-
nych gamet, a w konsekwencji umozliwiajacy rozmnazanie plciowe. Mejoza
sklada sie z dwoch etapéw - mejozy I oraz II, ktérych ostatecznym produktem
jest komorka plciowa (u zwierzat) lub spora (u roslin i grzybéw), zawierajaca o
polowe mniej materiatu genetycznego niz komorka rodzicielska. Podczas profa-
zy 1 podziatu mejotycznego, w fazie zwanej pachytenem, dochodzi do crossing-
-over, czyli wzajemnej wymiany fragmentéw DNA pomiedzy chromosomami
homologicznymi. Crossing-over umozliwia wytworzenie nowych kombinacji
alleli w potomstwie poprzez przetasowanie materialu genetycznego pochodza-
cego od obu rodzicéw. Zjawisko to zapewnia zatem zwiekszenie zmiennosci
genetycznej w kolejnych pokoleniach organizméw rozmnazajgcych sie plciowo.
Crossing-over jest rowniez niezbedne dla prawidtowego rozchodzenia sie chro-
mosoméw do biegunéw komorki w trakcie pierwszego podzialu mejotyczne-
go. Zaburzenia w segregacji chromosoméw moga prowadzi¢ do aneuploidii, a
wiec wystepowania w komorce nietypowej liczby chromosoméw (nadmiaru lub
niedoboru). U zwierzat wystepowanie aneuploidii ma czesto skutki letalne lub
jest powodem wystepowania powaznych zaburzen rozwojowych, wiaczajac w
to zesp6t Downa [1,2].

REKOMBINACJA MEJOTYCZNA

Rekombinacja mejotyczna (crossing-over) inicjowana jest przez wytworzenie
podwéjnego pekniecia nici DNA (ang. DNA double-strand break, DSB). Liczba DSB
w komérce znacznie przewyzsza liczbe zdarzeri crossing-over, ktore ostatecznie
moga z nich powstac [3]. Na przyktad w roslinie modelowej Arabidopsis thaliana
w jednej komérce mejotycznej powstaje 200-250 DSB, z ktérych zaledwie 10 jest
naprawianych na drodze zdarzen crossing-over [4]. Pozostale DSB naprawiane
sa w oparciu o inne szlaki rekombinacyjne okreélane jako noncrossover, w ktérych
dochodzi co najwyzej do niewzajemnej wymiany krotkiego fragmentu DNA. W
przypadku spadku czestosci DSB liczba crossing-over pozostaje niezmieniona
kosztem mniejszej liczby noncrossover; zjawisko to okreslane jest jako homeosta-
za crossing-over [5]. Bez wzgledu na wielkosé¢ genomu, ilo$¢ crossing-over rzadko
przewyzsza 3 na pare chromosoméw homologicznych [2]. Natomiast konieczne
jest wystapienie co najmniej jednego, tzw. obligatoryjnego crossing-over na pare
chromosoméw. Zaréwno homeostaza crossing-over jak i obligatoryjne crossing-
-over naleza do mechanizméw odpowiedzialnych za $cista kontrole czestosci
rekombinacji w komorce [6].
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Rycina 1. Rekombinacje mejotyczng inicjuje powstanie podwéjnego pekniecia nici DNA. SPO11 katalizuje formowanie DSB i pozostaje katalitycznie zwigzane z DNA
podczas resekgji nici. Powstaty jednoniciowy 3'DNA uczestniczy w inwazji na chromosom homologiczny, co katalizuja rekombinazy RAD51 i DMC1. Powstaje struktura
petli D, ktéra nastepnie moze by¢ dalej procesowana przez szlak ZMM lub rekombinaze MUS81, umozliwiajac powstanie odpowiednio crossing-over klasy I lub II, badz
naprawiona jako noncrossover, np. w procesie SDSA. System MMR rozpoznaje nieprawidlowo sparowane nukleotydy i tym samym wplywa na sposéb naprawy DSB.

Za powstawanie mejotycznych DSB odpowiada wysoce
konserwatywne biatko SPO11 (Ryc. 1), dzialajace jako di-
mer [7]. Resekcja nici powoduje powstanie wolnego korica
3’-OH ssDNA, ktoéry zwigzany zostaje przez rekombinazy
RAD51 i DMC1. Tworza one wspodlnie nukleofilament ata-
kujacy czasteczke DNA homologicznego chromosomu. W
ten sposéb dochodzi do utworzenia petli D (ang. D-loop),
ktéra nastepnie moze zosta¢ przeksztalcona w podwdéjna
strukture Holliday’a (ang. double Holliday Junction, dHJ), a
w konsekwencji w zdarzenia crossing-over. Wiekszos¢ po-
wstajacych crossing-over nalezy do tzw. klasy I, ktéra jest
wrazliwa na zjawisko interferencji (Tabela 1) [8]. Interfe-
rencja crossing-over oznacza, ze zajscie crossing-over w
okredlonym miejscu chromosomu wplywa ograniczajaco
na mozliwos¢ zajécia kolejnego zdarzenia w jego poblizu
[9,10]. Powstawanie crossing-over klasy I kontrolowane jest
przez biatka szlaku ZMM (nazwane od pierwszych liter ge-
néw odkrytych u drozdzy - ZIP1-4, MSH4/5 i MER3). Do-
datkowo, rekombinazy niespecyficzne dla mejozy, gléwnie
MUSS81, moga prowadzi¢ do powstawania crossing-over
klasy II, ktore nie sa wrazliwe na interferencje - maja przy-
padkowe rozmieszczenie na chromosomie (Tabela 1) [11].
Produkty posrednie rekombinagcji, ktére nie uformuja struk-
tury dHJ, naprawiane sa poprzez noncrossover, gléwnie w
oparciu o szlak faczenia nici zalezny od syntezy DNA (ang.
synthesis-dependent strand annealing, SDSA).
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Tabela 1. Por6wnanie mejotycznych szlakéw rekombinacyjnych.

Szlak I Szlak II
crossing-over crossing-over

Alias nazwy szlaku ZMM MUS81

Gléwna endonukleaza ~MLH1-MLH3-EXO1 MUS81-EME1

Interferencja .

crossing-over Wystepuje B

, Obligatoryjne” .

crossing-over Wystepuje BLS

Ijldm.al w cal.kow1te] 85% 15%

liczbie crossing-over*

Naprawa DSB Glow.me jako Gléwnie jako
crossing-over noncrossover

Zjawisko

heterozygotycznosci Uczestniczy Nie uczestniczy

in cis

Szlak sPecyflczny Tak Nie

dla mejozy

*dla A. thaliana

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA FORMOWANIE
ZDARZEN CROSSING-OVER IN CIS

Struktura chromatyny wzdiuz chromosomu odgrywa
wazna role w formowaniu crossing-over. Tzw. gorace miej-
sca dla DSB (ang. DSB hotspots) powstaja przede wszystkim
w regionach chromatynowych wolnych od nukleosoméw,
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co wskazuje, ze nukleosomy bezposrednio blokuja dostep
do DNA dla SPO11 i biatek mu towarzyszacych [12]. U wie-
lu ssakéw gorace miejsca DSB determinowane s przede
wszystkim przez dzialanie mejozo-specyficznej metyltrans-
ferazy histonowej PRDM9. Co wiecej, struktura chromatyny
ksztattuje wzory rekombinacji wzdluz chromosomu - cros-
sing-over nie zachodzi np. w regionach centromerowych,
co wazne jest dla integralnosci genomu, jako ze zdarzenia
crossing-over wystepujace w centromerach aczone sg z za-
burzeniami w rozchodzeniu si¢ chromosoméw i aneuplo-
idig. W sasiedztwie centromeréw wystepuje duze zagesz-
czenie sekwencji powtarzajacych sie, transpozonéw jak i
powtorzen satelitarnych, ktére wspottworza niedostepna
dla maszynerii rekombinacyjnej heterochromatyne. Regio-
ny te charakteryzuja sie dimetylacja histonu H3 w miejscu
lizyny 9 (H3K9me2) oraz metylacjag DNA w kontekstach
sekwencji CG, CHG i CHH. U Arabidopsis inaktywacja ge-
néw odpowiedzialnych za owe modyfikacje chromatyny
zwigksza czestod¢ rekombinacji mejotycznej w sasiedztwie
centromeréw, na co wplyw maja prawdopodobnie oba szla-
ki powstawania crossing-over (klasa I i II). Ponadto, w mu-
tancie metyltransferazy DNA met1, nie tylko usunieta jest
metylacja DNA w kontekécie CG z regionéw przycentro-
merowych, ale réwniez dochodzi do zwiekszenia poziomu
DSB, co wynika z redukgji iloéci nukleosoméw okupujacych
centromer [13].

Obecnosé polimorfizméw pomiedzy chromosomami ho-
mologicznymi (stan heterozygotycznosci) rowniez wptywa
na dystrybucje crossing-over. Zjawisko redystrybucji cros-
sing-over w odpowiedzi na wzoér heterozygotycznosci in cis
(ang. heterozygosity juxtaposition effect) wystepuje wtedy, gdy
obok siebie na chromosomie sgsiaduja regiony heterozygo-
tyczne i homozygotyczne; w takiej sytuacji region polimor-
ficzny otrzymuje wiecej zdarzen crossing-over nalezacych
do klasy I [14]. Jednoczesnie czestos¢ crossing-over w regio-
nach homozygotycznych ulega zmniejszeniu, wiec ogélna
ilosé crossing-over powstajacych na chromosomie nie ule-
ga zmianie. W przypadku braku w komorce crossing-over
klasy I efekt heterozygotycznosci in cis nie wystepuje, co
zbadano poprzez inaktywacje ZIP4, jednego z biatek ZMM
(szlak I), przy jednoczesnym wylaczeniu anty-rekombina-
cyjnej helikazy FANCM, blokujacej klase 1. Zastosowanie
podwojnego mutanta jest konieczne, jako ze mutanty ge-
néw ZMM, w zwiazku z brakiem obligatoryjnego cros-
sing-over, sa praktycznie sterylne, co uniemozliwialoby
przeprowadzenie eksperymentéw, za$ wylaczenie jedne-
go z anty-rekombinacyjnych czynnikéw przywraca ptod-
nosé. Aktywnos¢ jedynie klasy Il spowodowala dwukrotny
wzrost czestosci rekombinacji, jednak wylacznie w regio-
nach niezawierajacych polimorfizmy. Wydaje sie wiec, ze
szlak Il nie jest w stanie procesowa¢ produktéw posrednich
rekombinacji w regionach heterozygotycznych, co réwniez
wskazuje na zalezno$¢ czestosci crossing-over od gestosci
polimorfizmow.

Za zjawisko heterozygotycznosci in cis odpowiada biatko
MSH?2, kluczowy element systemu MMR (system napra-
wy nieprawidlowo sparowanych zasad DNA, ang. DNA
mismatch repair system), ktére jest gléwnym detektorem
niedopasowann DNA w komoérce [15]. Biatko MSH2 rozpo-
znaje polimorfizmy i prawdopodobnie nakierowuje na nie
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kompleks MutL, w sklad ktérego wchodzi biatko MLHI1,
uczestniczace rowniez w formowaniu crossing-over szlaku
I. W konsekwencji polimorficzne regiony na chromosomie
otrzymuja wiecej zdarzen crossing-over.

CZYNNIKI WPLYWAJACE NA FORMOWANIE
ZDARZEN CROSSING-OVER IN TRANS

Trans-modyfikatory zdarzen crossing-over to czynniki,
ktére wplywaja na rekombinacje bez wzgledu na ich loka-
lizacje na chromosomie. Jednym z takich bialek jest konser-
watywna ligaza ubikwityny/SUMO - HEI10, ktéra jest nie-
zbedna w szlaku ZMM. Dziatanie HEI10 jest wysoce zalez-
ne od poziomu jej ekspresji - zwiekszenie ekspresji HEI10
poprzez dodanie dodatkowych kopii genu nawet dwu-
krotnie zwieksza czesto$¢é zdarzeri crossing-over wzdluz
euchromatyny [16]. Innym czynnikiem, zidentyfikowanym
u Arabidopsis, jest TAF4b (TBP-ASSOCIATED FACTOR
4b), ktéry koduje podjednostke czynnika transkrypcyjnego
TFIID polimerazy RNA II. W mutancie taf4b dochodzi do
obnizenia liczby crossing-over, gtéwnie w regionach subte-
lomerowych [17].

U Arabidopsis jak dotad opisano trzy gtéwne szlaki an-
ty-rekombinacyjne, na ktérych dzialanie wptywaja biatka:
FANCM (Fanconi anemia complementation group M) [18],
RECQ#4 [19] oraz FIGL1 (AAA-ATPase FIDGETIN-LIKE-1)
[20]. FIGL1 oddziatuje z rekombinazami RAD51 i DMC1,
blokujac je i tym samym wplywajac na etap inwazji homo-
logicznej nici DNA, ograniczajac iloé¢ zdarzen crossing-
-over klasy II. FANCM i RECQ4 to helikazy, ktére rowniez
wplywaja na formowanie crossing-over klasy 1I, zaleznej
od MUS81 (Ryc. 1). Ich dziatanie polega jednak na rozpla-
taniu czgsteczek DNA - produktéw posrednich rekombi-
nagji i odrzucaniu inwazyjnej nici DNA, co uniemozliwia
powstanie crossing-over. Odrzucona ni¢ moze potaczy¢ sie
z wolnym 3’ koricem podwojnego pekniecia DNA, przecho-
dzac proces SDSA. Interesujace jest, iz helikazy FANCM i
RECQ4 w réznym stopniu reaguja na obecnos¢ polimorfi-
zmow pomiedzy rekombinujgcymi homologami. W mutan-
cie fancm czestos¢ rekombinacji wzrasta ~3-krotnie jedynie
w przypadku braku polimorfizméw, czyli gdy chromoso-
my homologiczne sa identyczne. Natomiast w recq4 wzrost
czestosci crossing-over zalezy od poziomu heterozygotycz-
noéci [21] - w hybrydach zaobserwowano wzrost ~4-krot-
ny, natomiast az ~6-krotny w krzyzéwkach wsobnych. Wy-
raznie wskazuje to wiec, ze oba szlaki antyrekombinacyjne
sa wrazliwe na obecnos¢ polimorfizméw pomiedzy rekom-
binujacym DNA, co wplywa na decyzje o naprawie poprzez
crossing-over lub noncrossover.

SYSTEM NAPRAWY NIEPRAWIDEOWO
SPAROWANYCH ZASAD DNA

System MMR zapewnia integralnoé¢ genomu poprzez
rozpoznawanie i naprawe niedopasowan pomiedzy oby-
dwiema ni¢mi DNA. Niedopasowania te wynikaja z ble-
déw polimerazy podczas replikacji DNA oraz powstaja w
wyniku uszkodzeri oksydacyjnych, dziatania niektérych
zwiazkéw chemicznych czy promieniowania UV-B. Muta-
cje w genach systemu MMR wplywaja na zwiekszong pre-
dyspozycje do rozwoju niektérych rodzajéow nowotworéw,
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie dziatania systemu rozpoznawania nieprawidlowo sparowanych zasad DNA (MMR) w naprawie DNA. Rozpoznanie niedopaso-
wania przez kompleks MutS tworzacy strukture pierscienia, wyciecie fragmentu nici sgsiadujacego z niesparowaniem i resynteza DNA.

wyksztalcenie opornoéci na chemoterapeutyki, na wysta-
pienie nieprawidtowosci podczas podzialu mejotycznego
i nieptodnoé¢ u ssakow [22]. U roslin takze obserwuje sie
akumulacje mutacji w kolejnych pokoleniach, gdy wylaczo-
ny jest gen MSH2, co moze znaczgco wplywac na fenotyp,
np. na plodnos¢ rosliny [23].

Mechanizm dziatania systemu MMR zostat szczegélowo
zbadany w komoérkach somatycznych. Polega on na rozpo-
znaniu nieprawidtowo sparowanych miejsc, wycieciu DNA
otaczajacego niedopasowanie oraz resyntezie nici przez
polimeraze naprawcza (Ryc. 2). Niedopasowania rozpozna-
wane sg przez heterodimer MutS, w sklad ktérego zawsze
wchodzi biatko MSH2, a ponadto MSH3, MSH6 lub MSH7
(specyficzne dla roslin). Wylaczenie genu kodujacego bial-
ko MSH2 inaktywuje caty system MMR, jako Ze biatko to
wchodzi w skiad wszystkich komplekséw MutS. Komplek-
sy MutS tworza strukture pierscienia, ktéry skanuje DNA w
poszukiwaniu bledéw - niedopasowania pojedynczych za-
sad lub wiekszych insercji i delecji. Po rozpoznaniu niedo-
pasowania, MutS rekrutuje kompleks MutL (MLH1-PMS1),
ktéry wykazuje aktywnosé¢ endonukleazy. DNA sasiaduja-
ce z niedopasowaniem jest wycinane przez egzonukleaze
EXO1, a jednoniciowe DNA stabilizowane przez biatko
RPA. Po usunigciu niesparowania, ni¢ DNA jest resyntezo-
wana przez polimeraze oraz taczona przez ligaze DNA, co
finalizuje proces naprawczy [24,25].

WPLYW SYSTEMU MMR NA
REKOMBINACJE MEJOTYCZNA

Udowodniono, ze biatka komplekséw MutS, niezbedne
skladowe systemu MMR, moga mie¢ anty-rekombinacyj-
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na role, gdyz posiadaja zdolnoé¢ rozpoznawania niedo-
pasowan oraz jednoczes$nie oddzialywania z produktami
posérednimi rekombinacji - np. poprzez rozplatanie hete-
rodupleksu DNA lub aktywacje tego procesu przy udziale
helikaz [26].

U Arabidopsis thaliana, MSH2 zostato opisane jako czyn-
nik anty-rekombinacyjny, dzialajacy poprzez supresje re-
kombinacji pomiedzy chromosomami homologicznymi po-
chodzacymi z réznych ekotypoéw (pomiedzy ktérymi wy-
stepuja polimorfizmy DNA; [27]). Natomiast w analizach
calogenomowych pokazano, ze wylaczenie MSH2 skutkuje
redystrybucja zdarzen crossing-over z wysoce polimorficz-
nych regionéw pericentromerowych do mniej polimorficz-
nych subtelomerowych, nie zaobserwowano jednak zmiany
w ogolnej liczbie crossing-over [15].

U roélin MSH2 moze mie¢ podwoéjng role, zalezna od
kontekstu genomowego, gdyz w pewnych warunkach peini
tez funkcje pro-rekombinacyjna. Jak juz wspomniano, biat-
ko MSH?2 jest odpowiedzialne za redystrybucje crossing-
-over w odpowiedzi na wzér heterozygotycznosci in cis -
rozpoznaje polimorfizmy i stymuluje crossing-over w regio-
nach polimorficznych, prawdopodobnie poprzez rekrutacje
mejozo-specyficznego kompleksu MLH1-MLH3 (zwanego
MutLy), dziatajgcego w formowaniu zdarzeni crossing-over
klasy I [15]. Akumulacja kompleksu MutLy na dHJ powo-
duje przeksztalcenie rekombinujacych nici w zdarzenie
crossing-over klasy I. MutLy posiada aktywnosé endonu-
kleazy i uwazane jest za rezolwaze dH]J, potrzebna do na-
prawy tej struktury na drodze crossing-over - w przypadku
braku MutLy, dH] przeksztalcana jest do noncrossover [28].
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Wystepowanie zjawiska heterozygotycznosci in cis ma
kolosalne znaczenie w utrzymywaniu zmiennosci popula-
cyjnej genomoéw rodlinnych, ktére wykazuja sie wysokim
poziomem wsobnosci w wyniku samopylnosci - gdyby
crossing-over zachodzilo wylacznie w regionach homo-
zygotycznych, przetasowanie materialu genetycznego w
mejozie byloby znaczaco ograniczone. To skutkowaloby
ograniczeniem zmienno$ci genotypéw w kolejnych poko-
leniach, a w konsekwencji ewolucja organizméw bylaby
ograniczona.

Czeéciowo przeciwstawne wyniki dla MSH2 opisano u
drozdzy. Mutanty msh2 wykazywaly ogélny wzrost licz-
by crossing-over i ich redystrybucje do regionéw polimor-
ficznych [29] wskazujac na antyrekombinacyjne dzialanie
MSH?2. Jednocze$nie badania in vitro pokazaly, Ze hetero-
dimer MSH2-MSH3 stymuluje kompleks MutLy (MLHI-
-MLH3), ktéry jest niezbedny do formowania crossing-over
klasy I [30].

Dodatkowe funkcje kompleksu MMR w mejozie zostaty
opisane u pszenicy. Pszenica zwyczajna (Triticum aestivum)
jest heksaplodiem, posiada wiec 6 zestawéw chromosoméw
(AABBDD), ktore pochodza z miedzygatunkowego krzyzo-
wania sie trzech diploidéw. Te zestawy chromosomoéw sa
wzgledem siebie homeologiczne, a wiec nie ma miedzy nimi
pelnej homologii. Aby zapewni¢ stabilnosé genomu, w trak-
cie mejozy nie moze dochodzi¢ do crossing-over pomiedzy
chromosomami homeologicznymi - dopuszczalna jest jedy-
nie rekombinacja pomiedzy homologami w obrebie tego sa-
mego genomu pszenicznego. Rekombinacja homeologiczna
jest blokowana przez dwa chromosomowe loci: Phl i Ph2
(Pairing homoelogous 11 2). Genem odpowiedzialnym za Phl
jest ZIP4, jedno z bialek ZMM [31, 32], natomiast jako glow-
ny czynnik odpowiedzialny za locus Ph2 zidentyfikowano
niedawno gen MSH?7 [33]. Wskazuje to na role MSH7, biatka
systemu MMR, w stabilizacji poliploidéw podczas podzialu
mejotycznego u roslin.

MutS W KONTROLI FORMOWANIA
ZDARZEN CROSSING-OVER KLASY I T1I

Redystrybucja zdarzen crossing-over do polimorficznych
rejonéw chromosomowych, czyli zjawisko heterozygotycz-
nosdci in cis, zalezna jest od wystepowania interferujacych
crossing-over szlaku I. W przypadku wylaczenia szlaku I w
komorece, efekt heterozygotycznosci in cis nie wystepuje, zas
szlak II wrazliwy jest na obecno$¢ polimorfizméw i powo-
duje powstanie crossing-over jedynie w regionach homozy-
gotycznych. Zjawisko heterozygotycznosci in cis kontrolo-
wane jest przez biatko MSH2, co sugeruje jego interakcje z
maszyneria klasy L.

Badania drozdzowe pokazaly, Zze biatka MSH2 i MSH6
oddziatuja z helikazg SGS1 (drozdzowy homolog RECQ4),
anty-rekombinacyjnym czynnikiem dziatajgcym w II szla-
ku crossing-over, powodujacym odrzucenie heteroduplek-
su podczas procesu dopasowania pojedynczych nici DNA
(ang. single-strand annealing, SSA), jednego z mechanizméw
naprawy DSB w komoérkach somatycznych [34]. U ludzi
zaobserwowano, iz kompleks MSH2-MSH6 moze stymulo-
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wacé rozplatanie heterodupleksowego DNA przez oddzia-
tywanie z helikaza WRN, nalezaca do tej samej rodziny co
RECQ4 i SGS1 [35].

Obecnosé¢ polimorfizméw pomiedzy rekombinujacymi
chromosomami réznych gatunkéw moze doprowadzad
do tzw. sterylnosci mieszaricow, czyli niemoznosci zajscia
crossing-over, a w konsekwencji zaburzeri w rozchodzeniu
sie¢ chromosomoéw i aneuploidii. U Saccharomyces cerevisiae i
S. paradoxus, ktérych genomy réznia sie w ok. 12%, hybry-
dy sa sterylne. Poprzez wylaczenie dwoch genéw, MSH2 i
SGS1, udato sie zwiekszy¢ ptodnosé hybryd az o 70% [36].

Te oraz podobne obserwacje wskazuja, ze kompleks MutS
wplywa na zachodzenie crossing-over zaréwno w klasie I,
jak i w klasie II, przy czym przypuszczalnie efekty dla tych
dwoch szlakéw sa przeciwstawne. Dlaczego tak sie dzieje?
Trzeba pamietad, ze szlak ZMM tworzacy crossing-over kla-
sy I jest gtownym szlakiem zapewniajacym rekombinacje w
mejozie, dominujacym u wiekszosci eukariotéw. Rekombi-
nacja mejotyczna ma za zadanie przetasowanie chromoso-
moéw pochodzacych od obojga rodzicéw, zatem jest niejako
predysponowana do zachodzenia pomiedzy chromosoma-
mi réznigcymi sie w pewnym stopniu sekwencja. Zatem
zablokowanie przez MutS crossing-over klasy I pomiedzy
polimorficznymi wzgledem siebie chromosomami homo-
logicznymi mogloby prowadzi¢ do braku rekombinacji i w
konsekwencji nieprawidiowej segregacji chromosomoéw. Z
kolei klasa II crossing-over jest szlakiem dodatkowym, kto-
rego gléwna rola polega na naprawie przypadkowych dwu-
niciowych peknie¢ DNA w komérkach somatycznych. Nie
zalezy ona od prawidlowego parowania chromosomoéw,
w zwigzku z czym mogtaby prowadzi¢ do przypadkowej
rekombinacji miedzy losowymi fragmentami DNA - stad
pojawia sie potrzeba jej blokowania przez system MutS w
przypadku wykrycia niedopasowan. Dalsze badania beda
prawdopodobnie skupialy sie na okresleniu, w jakim stop-
niu system MMR, rozpoznajacy polimorfizmy, kontroluje
takze powstawanie crossing-over szlaku I oraz II, a takze
czy biatka MMR oddzialuja z innymi elementami maszyny
rekombinacyjne;j.
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ABSTRACT

Crossover is a reciprocal exchange of chromatid fragments between homologous chromosomes and takes place during second meiotic divi-
sion. Many factors affect the distribution and frequency of crossovers - for instance, the activity of trans-acting modifiers, chromatin methy-
lation level or the presence of polymorphisms between recombining chromosomes. MMR system, and specifically MSH2 protein, serves to
recognize and repair mismatched DNA bases, and prevents recombination between divergent chromosomal regions during meiosis. Unexpec-
tedly, MSH2 displays also a pro-recombination role in plants by detecting polymorphisms and directing crossover events into more diverged
regions. In this review, we demonstrate how interhomolog polymorphism may affect crossover chromosomal distribution and, as a conse-
quence, plant genomes evolution. It is especially important for self-fertilizing plants which naturally exhibit high level of homozygosity. If
recombination were to occur only in homozygous regions, no new genotypes would be created in subsequent generations, slowing down the

evolution of the organisms.
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