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				Streszczenie

				Histony łącznikowe (H1) są białkami występującymi w jądrze komórkowym większości eukariontów. Pełnią ważną rolę w ich życiu i rozwoju, uczestnicząc m.in. w kondensacji chromatyny, regulacji transkrypcji genów czy indukcji apoptozy. Mimo powszechnego wy-stępowania oraz istotnych funkcji H1, na wiele pytań nie znaleziono dotąd odpowiedzi. Za-gadką pozostaje mechanizm odpowiedzialny za tryb wiązania tego histonu do nukleosomu oraz wpływ każdego z trybów na strukturę chromatyny. Pojawiają się również doniesienia na temat uczestnictwa H1 w procesach fizjologicznych, niezwiązanych bezpośrednio z orga-nizacją materiału genetycznego. Postuluje się, że histon ten bierze udział w powstawaniu wrzeciona podziałowego u roślin, a jego fragmenty – w obronie ryb przed patogenami. Ar-tykuł ten ma na celu przyjrzenie się histonowi H1 pod wieloma aspektami, zgromadzenie i uporządkowanie zdobytej już wiedzy oraz nakreślenie pytań, na które odpowiedzi należy szukać w przyszłości.

				Wprowadzenie

				Histony są białkami odpowiedzialnymi za kondensację DNA eukariontów [1]. Histony rdzeniowe, tj. H2A, H2B, H3 oraz H4, tworzą heterooktamer, na który nawija się lewoskrętnie 145-147 par zasad podwójnej helisy DNA [1]. Kompleks ten, zwany nukleosomem, stanowi pierwszy etap upakowania ma-teriału genetycznego [1]. Histon łącznikowy (H1) łączy się z nukleosomem od zewnątrz, tworząc chromatosom, co skutkuje jeszcze silniejszym upakowaniem DNA [1]. Ze względu na taki sposób oddziaływania z resztą kompleksu histon ten cechuje się dużo wyższą mobilnością niż histony rdzeniowe [2].

				Histony H1 są białkami o długości najczęściej 180-250 aminokwasów (AA). Na N-końcu posiadają krótki, zazwyczaj ok. 20–70-aminokwasowy fragment nieustrukturyzowanego peptydu, po którym występuje charakterystyczna dla nich domena globularna o długości ok. 70–80 aminokwasów. Jest ona wysoce konserwowana ewolucyjnie i odpowiada za oddziaływanie z nukleosomem [1,3]. Za nią znajduje się ok. 100–140-aminokwasowa domena C-końcowa bar-dzo bogata w aminokwasy zasadowe [3] i uczestnicząca w szczególny sposób w kondensacji DNA przez histony łącznikowe in vivo [4] oraz odpowiedzialna za utrzymanie DNA łącznikowego w strukturze łodygi (ang. stem) in vitro [5]. Postuluje się także, że w dużej mierze odpowiada ona za oddziaływania H1 z białkami [3].

				W pracach nad strukturą chromatosomu proponowano jak dotąd wiele od-miennych od siebie modeli oddziaływania H1 z nukleosomem [2,6–10], które podzielono na dwie grupy ze względu na symetrię [1,5]. Do pierwszej z nich zaliczono modele z H1 wiążącym się w trybie symetrycznym (ang. on-dyad), w których histon ten znajduje się w osi symetrii nukleosomu i oddziałuje z frag-mentami DNA łącznikowego z obu jego stron. Druga grupa zawiera modele asymetryczne (ang. off-dyad), w których H1 oddziałuje z 10. lub 20. pz łączniko-wego DNA z jednej tylko strony kompleksu [5]. Obecnie uważa się, że histon H1 może oddziaływać z nukleosomem na różne sposoby, jednak bierze się również pod uwagę, że do tak dużej różnorodności przedstawianych modeli mogła przy-czynić się niedoskonałość metod badawczych [5]. Zagadnienie to omówiono szerzej w rozdziale „Modele struktury chromatosomu a H1”.

				Niealleliczne warianty H1

				W danym organizmie geny kodujące histon H1 mogą występować w różnej liczbie kopii, w zależności od gatunku [11]. Geny te są paralogami [12] i zajmują różne loci – mogą tworzyć klastry lub też lokalizować się w bardzo odległych od siebie miejscach [13].

			

		

	
		
			
				Postępy Biochemii 68 (4) 2022	411

			

		

		
			
				Ssaki

				W organizmach ssaków występuje 11 wariantów histo-nów łącznikowych, co czyni H1 najbardziej zróżnicowaną grupą spośród wszystkich histonów [14]. Wyróżnia się wa-rianty kanoniczne i niekanoniczne, a także somatyczne oraz charakterystyczne dla komórek rozrodczych.

				Warianty somatyczne

				Wśród wariantów somatycznych wyróżnia się zależne (kanoniczne) oraz niezależne od faz cyklu komórkowego. Geny kodujące warianty kanoniczne, tj. H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 oraz H1.5, znane także – odpowiednio – jako: H1a, H1c, H1d, H1e, H1b, zlokalizowane są u człowieka w rejo-nie bogatym w geny histonowe (ang. histone major cluster) na chromosomie 6 w locus 6p21.3-22. W tym locus znajdu-ją się również geny wariantu H1t, który opiszemy później [13]. Geny histonów kanonicznych charakteryzują się bra-kiem intronów oraz ekspresją podporządkowaną fazom cyklu komórkowego. Ponadto ich transkrypty nie posiada-ją ogona poliadeninowego, lecz w ich 3’-UTR znajduje się konserwowany ewolucyjnie zarówno w swojej sekwencji, jak i strukturze, motyw spinki do włosów. Transkrypty te zakończone są klasycznym kapem m7G [15]. Ekspresja ge-nów kodujących wszystkie histony kanoniczne jest najin-tensywniejsza podczas fazy S cyklu komórkowego, podczas której ich mRNA utrzymuje się na nawet 35-krotnie wyż-szym poziomie niż w innych warunkach [15]. Po zakończe-niu replikacji DNA mRNA tych histonów jest natychmiast degradowane [15].

				Wariantami somatycznymi niezależnymi od cyklu ko-mórkowego są H1.0 i H1x (określany także jako H1.10). W przeciwieństwie do wariantów kanonicznych, ich trans-krypty są poliadenylowane [16]. Wiadomo także, że ekspre-sja H1.0 znacznie wzrasta w komórkach krańcowo zróżni-cowanych [16]. Geny kodujące H1.0 oraz H1x znajdują się odpowiednio w loci 22q13.1 i 3q21.3 [13] – poza klastrem kodującym kanoniczne histony łącznikowe u człowieka. Uważa się, że geny te mogły zostać wyłączone spod regula-cji ekspresji zależnej od cyklu komórkowego poprzez zmia-nę struktury 3’-końca mRNA. Dzięki temu mechanizmowi białka te mogą być syntetyzowane także w komórkach nie przechodzących podziałów, co pozwala na systematyczne uzupełnianie zdegradowanych lub uszkodzonych histo-nów [12]. Wariant H1.0 uważany jest za najbliższy homolog H5, histonu łącznikowego występującego w erytrocytach ptaków [3]. Hipotezę bliskiej homologii pomiędzy tymi białkami wspiera fakt, że erytrocyty są komórkami skrajnie zróżnicowanymi, dla których to charakterystyczny jest wa-riant H1.0.

				Warianty somatyczne różnią się między sobą wieloma cechami, zwłaszcza w domenach N- (NTD) i C-końcowej (CTD), które są słabiej konserwowane w ewolucji niż dome-na globularna. Najkrótszym z histonów łącznikowych czło-wieka jest H1.0, a jego CTD liczy sobie jedynie 97 amino-kwasów [17]. Jednocześnie to właśnie ten wariant posiada w swojej sekwencji największą gęstość reszt zasadowych, zawierając jedną argininę i 41 lizyn [17].

			

		

		
			
				Różnice pomiędzy wariantami histonowymi dotyczyć mogą również motywów aminokwasowych o funkcjach regulatorowych. Odpowiedzialne za oddziaływanie H1 z kinazami zależnymi od cyklin motywy (S/T)PxK (gdzie „x” oznacza dowolny aminokwas) występują u człowieka w różnej liczbie w zależności od wariantu. H1.1 zawiera naj-mniej, bo jedynie dwa takie motywy [17] podczas gdy H1.4 oraz H1.5 zawierają ich pięć [18]. Ponadto, wariant H1.4 posiada w domenie N-końcowej motyw ARKS uczestniczą-cy w regulacji kondensacji chromatyny nie występujący w żadnym innym wariancie histonu łącznikowego u człowie-ka, a jedynie w histonie rdzeniowym H3 [19].

				Warianty charakterystyczne dla komórek rozrodczych

				Oprócz wariantów somatycznych, u ssaków wyróżnia się warianty histonowe specyficzne dla komórek rozrod-czych. U człowieka są to: występujące w komórkach mę-skich H1t, H1T2 oraz HILS, a także obecny w komórkach żeńskich H1.oo [13].

				H1t, H1T2 i HILS znane są również odpowiednio pod na-zwami H1.6, H1.7 oraz H1.9 [1]. H1t – wariant występujący w spermatydach – tak samo jak kanoniczne histony łączni-kowe, kodowany jest w opisanym wcześniej rejonie histone major cluster. Geny kodujące H1T2 oraz HILS – warianty obecne w spermatocytach – znajdują się zaś odpowiednio w loci 12q13.11 oraz 17q21.33 [13]. Co ciekawe, H1t został wy-kryty w śledzionie, a także w limfocytach u myszy [29]. Au-torzy pracy uważają, że mógł on znaleźć się w komórkach somatycznych na dwa sposoby: albo – zsyntetyzowany na wczesnych etapach rozwoju – przetrwał wskutek dużej sta-bilności białek histonowych, albo też powstał w wyniku niespecyficznej transkrypcji zwanej przeciekaniem promo-torów (ang. gene leaking) [20].

				Wariant żeński, H1.oo, znany także pod nazwami H1.foo i H1.8, kodowany jest u człowieka w locus 3q21.3 [13]. Po-siada on dwa warianty splicingowe, stąd niektórzy autorzy podają 12 jako liczbę wariantów histonu H1 u ssaków [1].

				Owady

				Przez długi czas uważano, że w organizmie modelowym, jakim jest muszka owocowa Drosophila melanogaster obecny jest tylko jeden wariant histonu łącznikowego – występujący w tkankach somatycznych dH1. Białko to kodowane jest w klastrze zawierającym geny wszystkich histonów kanonicz-nych, powtórzonym w genomie około 110 razy [21]. W 2013 roku odkryto inny wariant histonu łącznikowego u D. mela-nogaster – dBigH1, obecny we wczesnych etapach rozwoju embrionalnego oraz w gametach owada. Wariant ten cha-rakteryzuje się dużym jak na H1 rozmiarem, za który odpo-wiada m.in. wydłużona na N-końcu NTD. Ten dodatkowy fragment domeny N-końcowej zawiera liczne aminokwasy o charakterze kwasowym (stosunek reszt kwasowych do zasadowych wynosi 5:1), co jest cechą bardzo nietypową dla histonów łącznikowych. Wykazano, że muszki owoco-we pozbawione dBigH1 umierają na wczesnym etapie roz-woju embrionalnego, tak więc dBigH1 pełni istotną rolę w rozwoju tego owada. Spekuluje się, że obecność ujemnego 
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				ładunku na NTD – będąca główną cechą charakterystycz-ną dBigH1 – ma znaczenie w wiązaniu się do chromatyny czynników regulatorowych [22].

				Rośliny

				Liczba wariantów histonów łącznikowych wygląda ina-czej w królestwie roślin. U rzodkiewnika pospolitego Arabi-dopsis thaliana będącego organizmem modelowym wyróż-nia się dwa główne warianty H1 – H1.1 i H1.2 – oraz jeden wariant o ekspresji indukowanej stresem – H1.3. H1.2 jest wariantem najliczniej obecnym w komórkach – przewyższa on stężeniem H1.1 nawet dwunastokrotnie. H1.3 jest syn-tetyzowany głównie w warunkach stresu, ale nawet wtedy jego ilość nie przekracza 1% histonów łącznikowych [14].

				A. thaliana jest organizmem zdolnym do życia nawet przy całkowitym braku H1, mimo występujących wówczas licz-nych defektów rozwojowych. Zaburzenia obejmują m.in. funkcjonowanie aparatów szparkowych (w którym bierze udział H1.3 [23]) formowanie korzeni bocznych, stan spo-czynku nasion, czas kwitnienia oraz powstawanie kalusa [24]. Na poziomie mikroskopowym, u mutantów pozba-wionych H1, można zauważyć dekondensację chromatyny i brak chromocentrów [24]. W przypadku mutantów pozba-wionych pojedynczych wariantów H1 zmiany te są niewiel-kie – prawdopodobnie wskutek przejęcia funkcji usuniętego białka przez inny wariant. Wykazano, że rośliny pozbawio-ne wariantu H1.3 w warunkach kontrolnych charakteryzują się fenotypem takim samym jak dzikie; dopiero ekspozycja na stres w postaci ograniczonego dostępu do wody i światła indukuje charakterystyczne zmiany fenotypowe [23].

				Drożdże

				Drożdże piekarnicze Saccharomyces cerevisiae posiadają tylko jeden wariant histonu łącznikowego. Podobnie jak u roślin, białko homologiczne do H1 (Hho1p) nie jest u nich niezbędne do przeżycia. Pozbawienie tego gatunku histonu łącznikowego wiąże się jednak z zaburzeniami w organi-zacji chromatyny [25], zwiększoną częstością rekombinacji homologicznej, a także skróconym czasem życia [26]. Uwa-ża się, że hamowanie przez histon łącznikowy rekombinacji homologicznej u drożdży może zwiększać stabilność geno-mu [26].

				W przeciwieństwie do wyższych organizmów eukario-tycznych, drożdże charakteryzują się histonem łączniko-wym o dwóch domenach globularnych. C-końcowa z tych domen jest dużo mniej stabilna od N-końcowej w roztworze soli fizjologicznej. Udowodniono, że C-końcowa domena globularna nie jest niezbędna do przyłączania się Hho1p do nukleosomu, stąd wniosek, że prawdopodobnie histon ten, mimo odmiennej budowy, łączy się z nukleosomem jedynie za pomocą N-końcowej domeny globularnej [27].

				Drożdże rozszczepkowe Schizosaccharomyces pombe, w przeciwieństwie do S. cerevisiae, nie posiadają histonu łącz-nikowego [28]. Wykazano jednak, że mimo braku endogen-nego histonu łącznikowego chromatyna S. pombe zdolna jest przyjmować struktury wyższego rzędu w obecności obcego H1 [28].

			

		

		
			
				Orzęski

				Orzęski z rodzaju Tetrahymena – T. thermophila oraz T. pyriformis stanowią częsty przedmiot badań nad histo-nami łącznikowymi. Posiadają one dwa jądra komórkowe – mniejsze (mikronukleus) przechodzące mitozę i odpowia-dające za koniugację oraz większe (makronukleus) dzielące się amitotycznie i odpowiedzialne za funkcje somatyczne [29]. W stadiach wegetatywnych mikronukleus jest nieak-tywny transkrypcyjnie i nie posiada jąderek, zaś makronu-kleus charakteryzuje się intensywną transkrypcją chroma-tyny oraz ich dużą liczbą [29,30].

				W obu jądrach występują odpowiedniki H1; różnią się jednak w swojej budowie od H1 u wyższych eukariontów. W makronukleusie występuje jeden wariant białka pełnią-cego funkcję podobną do histonu łącznikowego – jest on bardzo bogaty w aminokwasy zasadowe, jednak nie posia-da domeny globularnej [31]. Kodowany jest on przez gen HHO występujący w genomie Tetrahymena w pojedynczej kopii [29]. Opisywane orzęski zdolne są do życia bez od-powiednika histonu łącznikowego w większym jądrze [29] jednak utrata tego białka skutkuje zmniejszeniem stopnia upakowania chromatyny i tym samym powiększeniem ją-dra [32].

				Białka o funkcji histonów łącznikowych występujące w mniejszym jądrze komórkowym również kodowane są przez pojedynczy gen – MLH1 (ang. Micronuclear Linker Histone 1). W przeciwieństwie jednak do większego jądra, mikronukleus charakteryzuje się bardziej skomplikowa-nym profilem białek pełniących rolę podobną do H1. MLH1 transkrybowany jest bowiem na 2,4 kb mRNA kodujące białko o masie 71 kDa [33]. Cząsteczka ta jest następnie cię-ta w motywach ↓RTS na cztery krótsze białka: α, β, γ oraz δ [33]. Białka te, podobnie jak eukariotyczne H1, są bardzo bogate w aminokwasy zasadowe [33], jednak nie posiada-ją domeny globularnej [32,34]. Pozbawienie mniejszego ją-dra komórkowego białek o funkcji histonu łącznikowego niesie za sobą poważniejsze skutki niż knock-out HHO w większym jądrze. Co prawda orzęski zdolne są do przeży-cia w stadium wegetatywnym bez odpowiedników H1 w mikronukleusie, jednak oprócz dekondensacji chromatyny i powiększenia jądra [32] modyfikacja ta uniemożliwia ich koniugację i prowadzi do utraty chromosomów mniejszego jądra [34].

				Mimo, że w dużej liczbie publikacji białka pełniące funk-cję histonu łącznikowego u Tetrahymena nazywane są histo-nami H1, trudno jest jednoznacznie wykazać ich homologię. Co prawda, przy obecnym stanie wiedzy nie można wyklu-czyć wspólnego pochodzenia tych białek, jednak z powodu braku domeny globularnej podobieństwo ich sekwencji do H1 jest na tyle małe, że nazywanie ich histonami łączniko-wymi może okazać się nadużyciem. Bardziej zasadnym wy-daje się określanie ich jako pełniących funkcję H1.

				Budowa H1

				Białka, jakimi są histony H1, dzielą się na trzy fragmenty strukturalne – nieustrukturyzowane domeny: N-końcową (ang. N-terminal domain, NTD) i C-końcową (ang. C-terminal 
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				domain, CTD), zwane „ogonami” oraz na znajdującą się po-między nimi wysoce konserwowaną ewolucyjnie domenę globularną typu helisy ze skrzydełkiem (ang. winged helix, GH1) [6]. Mimo że nieustrukturyzowane fragmenty na obu końcach H1 nie przyjmują struktur wyższego rzędu w roz-tworze wodnym, zwyczajowo przyjęło się je określać jako domeny. Mogą one tworzyć struktury drugorzędowe pod-czas interakcji z innymi białkami albo z DNA [11,35,36].

				Właściwości końcowych domen determinują siłę kon-densacji DNA oraz specyficzność wiązania danego warian-tu histonowego [37]. Domeny te zawierają również charak-terystyczne motywy aminokwasowe (S/T)PxK umożliwia-jące wiązanie z DNA i będące celem CDK [14].

				Domena N-końcowa H1

				Domena N-końcowa H1 jest peptydem długości około 20-60 AA. Mimo że w danych literaturowych najczęściej po-daje się jej długość jako 20–35 [4,11], czy nawet ok. 45 AA [38], nie można zapomnieć, że np. H1.1 czy H1.2 Arabidop-sis thaliana posiadają NTD długości nawet 60 AA [39]. Pod względem składu aminokwasowego można wyróżnić we-wnątrz tej domeny dwa regiony: fragment bliższy N-koń-cowi charakteryzujący się obecnością aminokwasów hydro-fobowych oraz fragment bliższy GH1 zawierający liczne aminokwasy o charakterze zasadowym [40]. Wykazano, że ten ostatni przyjmuje strukturę α-helikalną podczas interak-cji z DNA [3]. Ponadto, Vila i in. [35] udowodnili, że mimo iż w roztworze wodnym domena N-końcowa nie tworzy struktur drugorzędowych, w roztworze trifluoroetanolu powstają w niej regiony α-helikalne w ilości podobnej jak przy interakcji z DNA, a łańcuchy boczne zasadowych ami-nokwasów tworzą zgrupowania przestrzenne po przeciw-nych stronach helisy [35]. Autorzy uważają, że struktura ta może uczestniczyć w oddziaływaniu pomiędzy znajdujący-mi się niedaleko fragmentami DNA. Dowiedziono także, że NTD nie jest wymagana do związania się H1 do nukleoso-mu [9,18] jednak istnieją przesłanki świadczące, iż w przy-padku jej braku H1 wiąże się z nukleosomem w odmienny sposób [41] tak więc może ona brać udział w zakotwiczeniu domeny globularnej [35].

				Wariant H1.4 człowieka posiada w domenie N-końco-wej motyw ARKS – „binarny przełącznik” odpowiedzial-ny za interakcje z wieloma białkami i rozpoznawany przez chromodomeny [42]. Warto wspomnieć, że dwa powtórze-nia ARKS występują również w domenie N-końcowej H3, otaczając pozycje K9 oraz K27 [19], które – w zależności od PTM – mogą odpowiadać za aktywację lub represję trans-krypcji [43]. Motyw ARKS charakteryzuje się ważną cechą obecności lizyny i seryny obok siebie. Lizyna może ulec me-tylacji, co pozwala na dołączenie białka HP1 promującego kondensację chromatyny. Fosforylacja seryny promuje zaś odłączenie go i tym samym zmniejszenie upakowania DNA [19].

				Wykazano także, że NTD H1.4 myszy przyjmuje w do-datnio naładowanym fragmencie strukturę helisa-Gly-Gly--helisa podczas interakcji z DNA [44]. Przypuszcza się, że motyw dwóch reszt glicynowych może funkcjonować jako zawias umożliwiający uchwycenie podwójnej helisy DNA 

			

		

		
			
				lub też oddziaływanie z dwoma fragmentami kwasu nukle-inowego jednocześnie.

				Domena C-końcowa H1

				Znajdująca się na C-końcu histonów łącznikowych do-mena nieustrukturyzowana zawiera zazwyczaj od 80 do 100 AA [11], jednak podobnie jak w przypadku domeny N--końcowej, warianty H1 u A. thaliana mogą liczyć sobie ich nawet 140 [39], zaś w wariantach ludzkich H1.3, H1.4 i H1.5 jest to około 110 AA. Fakt ten czyni CTD peptydem dłuż-szym od domeny N-końcowej oraz od domeny globularnej. Jest ona regionem szczególnie bogatym w aminokwasy za-sadowe – zawiera ich ok. 60% z całej sekwencji H1 [45], co nadaje jej powinowactwo do kwasowego łańcucha DNA. Około 40% AA znajdujących się w CTD stanowią lizyny, około 20–35% – alaniny, a 15% – proliny [3,4]. Występują-cy w erytrocytach ptaków histon łącznikowy H5 zawiera w CTD również znaczną liczbę reszt argininy, praktycznie nieobecnej w domenach C-końcowych H1 [46]. Oprócz wy-mienionych AA w CTD występują z mniejszą częstością: walina, treonina, seryna i glicyna, natomiast pozostałe 12 AA pojawia się bardzo rzadko, praktycznie w śladowych ilościach [46]. Co ważne, sekwencja CTD nie jest konserwo-wana pomiędzy wariantami histonów łącznikowych [46,47] – np. domeny C-końcowe histonów H1.0 i H1t u myszy wykazują jedynie 30% identyczności sekwencji [36]. Mimo braku tego typu konserwacji, bardzo mocno zachowywany jest skład aminokwasowy [46], a także rozkład ładunku w peptydzie – naładowane reszty lizyny rozłożone są w CTD w bardzo równomierny sposób [48]. Sugeruje to, że właści-wości chemiczne oraz rozmieszczenie reszt aminokwaso-wych pełnią ważną rolę funkcjonalną. Analiza ich położenia [47] wykazała, że nie zostały rozłożone w sposób losowy – wyraźnie preferowane są pojedyncze wystąpienia lizyn – w odstępach 2–7 AA – od ich rozmieszczenia w parach. Również alaniny prezentują przykład ułożenia raczej upo-rządkowanego – preferowane są ich wystąpienia w grupach po dwie nad wystąpieniami po trzy lub cztery, a odległości pomiędzy ich skupiskami wynoszą 4–6 AA. Autorzy uwa-żają, że takie rozmieszczenie ładunku elektrostatycznego w domenie C-końcowej H1 nie pozwala na przyjęcie struktury α-helisy dopóki ładunek ten nie zostanie zneutralizowany, np. przez oddziaływanie z DNA. W momencie zrównowa-żenia ładunku przyjęcie struktury α-helisy uważane jest za bardzo prawdopodobne [47]. Z powodu możliwości przyję-cia struktury drugorzędowej w określonych warunkach C--końcowa domena H1 nie jest zaliczana do białek całkowicie nieustrukturyzowanych. Mówi się o niej raczej jako o tzw. strukturze stopionej globuli – peptydzie gotowym przyjąć konformację wyższego rzędu podczas interakcji z innymi związkami wielkocząsteczkowymi [46]. W CTD można wy-różnić dwa fragmenty odpowiedzialne za oddziaływanie z DNA [4]. Odkrycie tych regionów postawiło pod znakiem zapytania przez długi czas przyjmowaną koncepcję spro-wadzającą rolę domeny C-końcowej jedynie do neutralizacji ładunku kwasu nukleinowego. Lu i Hansen [46] wykazali, że stopniowe pozbawianie H1 coraz większego fragmentu CTD nie skutkuje utratą funkcji proporcjonalną do zmniej-szenia ładunku [46]. Za tworzenie się struktury łodygi i kondensację włókien chromatynowych odpowiadały tylko dwa fragmenty w obrębie tej domeny, nazwane przez ba-
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				daczy subdomenami. Delecja coraz większych fragmentów CTD wpływała jednak negatywnie na efektywność wiąza-nia H1 do nukleosomu. Na podstawie przedstawionych wyników wywnioskowano, że prawdopodobnie dodatni ładunek domeny C-końcowej pełni ważną rolę w tworzeniu chromatosomów, jednak w procesach, za które odpowiada-ją histony łącznikowe związane już z nukleosomem – takich jak kondensacja DNA łącznikowego czy formacja struktur chromatynowych wyższego rzędu – ważniejszą rolę pełnią przedstawione mechanizmy alternatywne [46]. Również pozycja CTD względem domeny globularnej jest istotna dla wiązania H1 do nukleosomu. Wykazał to eksperyment, na potrzeby którego skonstruowano histon łącznikowy z do-menami końcowymi zamienionymi miejscami [49]. Okazało się, że takie białko niezdolne jest do prawidłowego formo-wania struktur chromatyny wyższego rzędu i charaktery-zuje się krótszym czasem oddziaływania z nukleosomem. Badacze uważają, że w białku o takiej strukturze wiązanie do nukleosomu zostało upośledzone przez brak możliwości poprawnego usytuowania CTD względem DNA. Mecha-nizm ten mógł polegać na przyłączaniu się H1 do nukleoso-mu inicjowanym przez domenę globularną [49].

				Obecnie uważa się, że domena C-końcowa wraz z dome-ną globularną wspomagają się wzajemnie podczas wiązania do nukleosomu [14] – przytoczone dane także wspierają ten pogląd [49].

				Fragmenty CTD nie wchodzące w skład wspomnianych wcześniej „subdomen” – liczące ok. 50 AA mogą zaś od-powiadać za oddziaływanie z białkami, co wykazano dla metylotransferaz DNA [3] oraz apoptotycznej nukleazy DFF40/CAD, która jest aktywowana przez CTD, co zwięk-sza jej powinowactwo do DNA [4].

				Domena globularna

				Domena globularna (GH1) zawiera około 70–80 AA i jest jedyną natywnie ustrukturyzowaną domeną H1 oraz jego najbardziej konserwowaną ewolucyjnie częścią [11,50]. Należy ona do nadrodziny (ang. superfamily) domen heli-sy ze skrzydełkiem (ang. winged helix), będących odmianą motywu helisa-skręt-helisa (ang. helix-turn-helix) [50] i od-powiada za wiązanie do DNA. Oprócz histonu H1 domenę tę posiadają np. czynniki transkrypcyjne, represory trans-krypcji – w tym odpowiedzialne za indukcję regulonu SOS u bakterii białko LexA – helikazy – choćby bakteryjna RuvB – czy mediatory oddziaływań białko-białko [51]. Sama GH1 składa się z trzech struktur α-helisy oraz trzech – β-kartki. Dwie C-końcowe β-kartki oraz znajdujące się pomiędzy nimi wypętlenie tworzą skrzydełko (ang. wing) od którego pochodzi określenie winged helix [11].

				Wewnątrz GH1 można wyróżnić konkretne aminokwa-sy odpowiedzialne za wiązanie do nukleosomu. Udowod-niono, że substytucja kluczowych dla tego procesu pozycji może skutkować zmianą trybu wiązania z on-dyad na off-dy-ad [52]. Za pomocą techniki FRAP (odzysk fluorescencji po fotoblaknięciu, ang. fluorescence recovery after photobleaching) wykazano także, że substytucja za pomocą alaniny nawet jednego aminokwasu obdarzonego ładunkiem w obrębie domeny globularnej drastycznie wpływa na czas przeby-

			

		

		
			
				wania H1 na nukleosomie [3,53]. Pozycje aminokwasowe w obrębie GH1 odpowiedzialne za oddziaływanie z DNA – głównie lizyny – w komórkach ssaków mogą ulegać PTM zmieniającym powinowactwo H1 do nukleosomu, takim jak acetylacja czy Nε-formylacja [20,54]. U A. thaliana oprócz wymienionych modyfikacji zidentyfikowano krotonylację reszt lizyny, a także metylację asparaginy [14].

				Modele struktury chromatosomu a H1

				Jak dotąd przedstawiano wiele propozycji modelu chro-matosomu różniących się znacznie między sobą [2,6–10]. Wśród nich można wyróżnić dwie grupy: modele on-dyad, w których histon łącznikowy wiąże się z nukleosomem w osi symetrii i oddziałuje z DNA łącznikowym z obu stron, oraz modele off-dyad, w krórych H1 znajduje się najczęściej tuż obok osi symetrii, oddziałując z najbliższym mu łączni-kowym DNA (Ryc. 1).

				W procesie wiązania się histonu łącznikowego do nukle-osomu ważną rolę odgrywa wariant H1. Wykazano, że sub-stytucja pięciu pozycji aminokwasowych w globuli H5 kury domowej Gallus gallus (wiązanie off-dyad) na odpowiadające im reszty z GH1 D. melanogaster (wiązanie on-dyad) skutkuje zmianą trybu wiązania tego histonu [52] oraz, że ludzkie warianty H1.0 i H1.4 sytuują się na nukleosomie inaczej niż H1.10 [55]. Również warianty histonów rdzeniowych wpły-wają na powinowactwo histonu łącznikowego do nukle-osomu. Zamiana ostatnich pięciu aminokwasów domeny C-końcowej H2A na odpowiadające im pozycje z wariantu H2A.Z zmniejszyła powinowactwo H1 do nukleosomu do zaledwie wykrywalnego poziomu [5]. Wykazano także, że pozycja ogonów histonu H2A zależy od wariantu histonu łącznikowego związanego z nukleosomem [55]. Wpływ modyfikacji potranslacyjnych na tryb wiązania się histonu łącznikowego do nukleosomu nie został jeszcze dogłębnie zbadany, jednak przypuszcza się, że mogą one – zwłaszcza w obrębie GH1 – również wpływać na to wiązanie [1,26].

				Jako, że struktury chromatosomów uzyskiwane były w różnych warunkach, często odmiennych od fizjologicznych, należy wziąć pod uwagę, że mogło przyczynić się to do po-wstania tak wielu modeli [5]. Udowodniono na przykład, że utrwalanie (ang. cross-link) za pomocą aldehydu glutarowe-
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				Rycina 1. Wybrane modele chromatosomu. Kolorem niebieskim oznaczono DNA, żółtym – oktamer histonów rdzeniowych, zielonym – histon łącznikowy. Kolorem ciemnoniebieskim zaznaczono fragment DNA w osi symetrii nukleoso-mu.
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				go zmienia tryb wiązania histonu H1.4 do nukleosomu oraz strukturę chromatyny wyższego rzędu [56].

				Stopień upakowania chromatyny zależy od trybu wiąza-nia H1, jednak eksperymenty dostarczają jak dotąd sprzecz-nych danych. Dostępne są zarówno wyniki sugerujące najsilniejsze upakowanie chromatyny dla H1 związanego on-dyad [57,58], jak i off-dyad [59], co składnia do przeprowa-dzenia dalszych badań.

				Modele off-dyad

				Zhou i in. [10] przeprowadzili w 1998 roku badania na domenie globularnej histonu H5 z erytrocytów G. gallus. Badacze skonstruowali 6 mutantów posiadających punk-tową substytucję seryny na cysteinę, która po modyfikacji chemicznej mogła pod wpływem światła UV tworzyć wią-zania (ang. cross-link) z DNA. Na podstawie uzyskanych danych wywnioskowano, że helisa I (pierwsza α-helisa od N-końca domeny globularnej – w tym przypadku GH5) zwrócona jest w stronę rozpuszczalnika, helisa II – w stro-nę rdzenia nukleosomu, zaś helisa III oddziałuje z DNA w osi symetrii nukleosomu.

				Asymetryczny model wiązania H1 do nukleosomu przedstawili również Brown i in. w 2006 roku [2]. Bada-cze sugerują, że histon ten lokalizuje się za osią syme-trii, promując bardzo silne zagięcie DNA łącznikowego wzdłuż obwodu nukleosomu. W modelu tym histon łącz-nikowy oddziałuje z nukleosomem na dwóch powierzch-niach. Wyniki te wykazują częściową zgodność z danymi Goytisolo i in. [60], którzy w 1996 roku również zidenty-fikowali dwie powierzchnie wiązania się GH5 do nukle-osomu – w obu badaniach podział na powierzchnie od-działywania z DNA jest podobny, jednak Goytisolo i in. nie uwzględniają niektórych pozycji aminokwasowych uznawanych przez Brown i in. w I powierzchni, a także przyporządkowują do II powierzchni dwa aminokwasy, które autorzy drugiej publikacji uznali za nieuczestniczą-ce w wiązaniu z DNA – nie można wykluczyć, że roz-bieżności w rezultatach obu badań miały swoje źródło w odmiennym sposobie wiązania się histonu łącznikowego do nukleosomu.

				Także George i in. [61] zaproponowali zbiór aminokwa-sów uczestniczących w oddziaływaniu H1-nukleosom na-nosząc sekwencje H1.0 oraz H1.2 odpowiednio na uzyskane metodą NMR modele struktury domen globularnych H1 i H5 G. gallus. Badacze spostrzegli, że mysi wariant H1.2 cha-rakteryzuje się odmienną powierzchnią wiązania od H1.0 co wskazuje na zróżnicowany charakter wiązania się po-szczególnych wariantów H1.

				Modele on-dyad

				Model chromatosomu, w którym histon łącznikowy znajduje się w osi symetrii nukleosomu został przedsta-wiony m. in. przez Syed i in. [9]. Przy użyciu znakowania rodnikami hydroksylowymi (ang. hydroxyl radical foot-printing) wykazano, że H1 osłania 10 par zasad DNA w osi symetrii nukleosomu oraz dodatkowo po 10 pz DNA łącznikowego z obu stron. Ponadto, za pomocą mikrosko-

			

		

		
			
				pii krioelektronowej udało się zaobserwować, że obec-ność domeny C-końcowej jest wymagana dla utworzenia się struktury łodygi z nici DNA łącznikowego. Udowod-niono także, że mutanty H1.5 nie posiadające ostatnich 50 lub 100 aminokwasów CTD zdolne są do organizacji struktury łodygi podobnie do pełnego H1, zaś mutant po-zbawiony 100 końcowych AA CTD generuje ją w ok. 15% rzadziej. Mutant pozbawiony 50 AA na C-końcu CTD for-muje strukturę łodygi z taką samą efektywnością jak H1 typu dzikiego. Wyniki te zgodne są z hipotezą Lu i Han-sena, którzy zasugerowali, że za kondensację DNA łącz-nikowego odpowiadają głównie dwa krótkie fragmenty CTD [46].

				Bednar i in. w 2017 roku [62] zbadali sposób wiązania się do nukleosomu wariantu H1.0 Żaby szponiastej (Xeno-pus laevis). Przedstawiono model, w którym GH1 oddziału-je głównie z mniejszym rowkiem DNA. Pierwsza i trzecia α-helisa domeny globularnej oddziałują z DNA łączniko-wym, druga zaś wraz ze „skrzydełkiem” znajduje się przy DNA nawiniętym na rdzeń. Helisy nr 1 i 2 oddziałują rów-nież z kwasem nukleinowym za pomocą ładunków dodat-nich obecnych na swoich N-końcach.

				Struktury krystalograficzne chromatosomu

				Struktura nukleosomu została po raz pierwszy rozwią-zana w 1997 roku przez Luger i współpracowników [63], a od tego czasu w bazie danych Protein Data Bank (rcsb.org) zdeponowano wiele jej podobnych. Struktura chro-matosomu jednak okazała się być trudniejsza do opraco-wania – w bazie PDB do niedawna znajdowało się tylko kilka tego typu rekordów, co jednak zmieniło się w ciągu ostatnich dwóch lat (Tab. 1).

				Struktura chromatosomu 5NL0

				Jedną z pierwszych uzyskanych struktur krystalicz-nych chromatosomu jest struktura uzyskana przez Bednar i in. [62] (5NL0), o rozdzielczości 5,4 Å (Ryc. 2). Wykorzy-stane DNA to palindromiczna pochodna sekwencji pozy-cjonującej „Widom 601” – „Widom 601L”, zaś sekwencje aminokwasowe histonów pochodzą z gatunku X. laevis. Co ważne, krystalizacji poddano rekonstytuowany chro-matosom człowieka, jednak najbliższą rozwiązaną struk-turą o możliwie najwyższej rozdzielczości był nukleosom X. laevis (3UT9) również zawierający sekwencję „Widom 601L”. W rezultacie wykorzystano więc ten model w me-todzie podstawienia molekularnego [62] – jest to metoda wykorzystująca strukturę podobną do analizowanej w celu rozwiązania tzw. problemu fazowego w metodzie dyfrakcji promieni X [65]. Dzięki szybkiemu wzrostowi liczby zasobów baz danych struktur makrocząsteczek, metoda ta zyskuje na popularności ze względu na swoją szybkość, stopień automatyzacji oraz brak konieczności przeprowadzania dodatkowych eksperymentów [65].

				Jako, że w rozwiązywaniu struktury wykorzystano model nukleosomu, a więc jednostki pozbawionej histo-nu łącznikowego, koniecznym było opracowanie modelu tego histonu. Domenę globularną wariantu H1.0b X. la-
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				evis wymodelowano na podstawie homologii do kurze-go histonu H5, którego model obecny jest w bazie PDB (1HST), i zadokowano do nukleosomu z użyciem specja-listycznego oprogramowania (HADDOCK, Autodock-

			

		

		
			
				-Vina). Otrzymany wynik pokrywał się z uzyskaną mapą gęstości elektronowej [62]. W opisywanej strukturze H1 łączy się do nukleosomu w trybie on-dyad. Za zaletę tej struktury można uznać obecność długiego (po 25 pz) łącznikowego DNA, formującego strukturę stem w obec-ności histonu H1.

			

		

		
			
				Tabela 1. Modele chromatosomów dostępne obecnie w bazie danych PDB oraz ich parametry.

				
					PDB ID

				

				
					Rok

				

				
					Gatunek H1

				

				
					Wariant H1

				

				
					Rozdziel-czość [Å]

				

				
					Metoda

				

				
					Położenie H1

				

				
					4QLC

				

				
					2015

				

				
					Gallus gallus

				

				
					H5

				

				
					3,50

				

				
					XRD

				

				
					on-dyad

				

				
					5NL0

				

				
					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

				

				
					6LA8

				

				
					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
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				Rycina 2. Struktura chromatosomu 5NL0 zdeponowana w bazie danych PDB. Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem czerwonym oznaczono histon H1. Odcieniami kolorów niebieskiego i zielonego oznaczono histony rdze-niowe.
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				Rycina 3. Struktura chromatosomu 4QLC zdeponowana w bazie danych PDB. Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem czerwonym oznaczono histon H1. Odcieniami kolorów błękitnego, zielonego i pomarańczowego ozna-czono histony rdzeniowe.
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				Struktura chromatosomu 4QLC

				Inną strukturą chromatosomu jest rozwiązana przez Zhou i in. 4QLC (Ryc. 3) [57]. Posiada ona rozdzielczość 3,5 Å – wyższą niż 5NL0 – jednak charakteryzuje się krótszy-mi niż w tamtej strukturze DNA łącznikowymi (po 10 pz). Sekwencja histonów rdzeniowych pochodzi z D. melanoga-ster, zaś histonu łącznikowego – z G. gallus (wariant H5); wszystkie białka wyprodukowane zostały w Escherichia coli. Łańcuch DNA jest długości 167 pz, z czego 147 centralnych pz to sekwencja pozycjonująca „Widom 601”.

				Podobnie jak w strukturze 5NL0 histon łącznikowy zwią-zany jest do nukleosomu w trybie on-dyad. Warto jednak zwrócić uwagę na zagięcie jednego z łącznikowych DNA.

				Struktura heksachromatosomu 6HKT

				W bazie danych PDB zdeponowano także bardziej zło-żoną strukturę – heksachromatosom (6HKT) (Ryc. 4) [66]. Mimo, że interpretacja położenia histonu łącznikowego nie była możliwa z uwagi na niską gęstość elektronową (mogą-cą wynikać z lokalizowania się H1 po dwóch stronach osi symetrii nukleosomu [66]), histon ten był obecny na nukle-osomach podczas dokonywania pomiarów. Struktura ta nie jest zatem heksanukleosomem, jak mogłoby się wydawać, a heksachromatosomem o nieznanym położeniu H1. Obec-ność histonu łącznikowego można zidentyfikować obser-wując charakterystyczną strukturę stem formowaną przez łącznikowe DNA.

				W modelu tym wykorzystano ludzkie histony rdzenio-we, histon łącznikowy X. laevis w wariancie H1.0b oraz sześciokrotnie powtórzoną sekwencję DNA „Widom 601”. Uzyskana struktura ma rozdzielczość 9,4 Å [67].

				Modyfikacje potranslacyjne H1

				Histony łącznikowe, podobnie jak rdzeniowe, są mody-fikowane potranslacyjnie. Ogony H1 zawierają specyficzne miejsca (ang. regulatory hotspots), ulegające licznym mody-fikacjom posttranslacyjnym (ang. post-translational modifica-tion, PTM) i pełniące ważne funkcje regulacyjne [19]. Mody-

			

		

		
			
				fikacje te uczestniczą m.in. w regulacji cyklu komórkowego [68], regulacji transkrypcji genów [12], decydują o stopniu upakowania DNA [12], wpływają na oddziaływania z biał-kami [69] a także prawdopodobnie na sposób wiązania się H1 do nukleosomu [1].

				Fosforylacja H1

				Fosforylacja jest jedną z pierwszych opisanych PTM histonów [70]. Nadaje ona ładunek ujemny resztom AA i wpływa na wiele procesów związanych ze zmianami struk-tury chromatyny podczas cyklu komórkowego [68].

				Odpowiedzialne za wiązanie DNA motywy (S/T)PxK, a konkretnie seryna lub treonina, są celem kinaz CDK i ule-gają fosforylacji zależnie od fazy cyklu komórkowego [14]. W komórkach jajnika chomika chińskiego (CHO) podczas fazy G1 na histonie H1 obecna jest średnio jedna reszta fos-foranowa, w fazie S i G2 – 3 takie reszty, natomiast podczas mitozy na histonie H1 znajduje się średnio 6 reszt fosforano-wych. Podczas telofazy następuje całkowita defosforylacja tego białka, oznaczająca początek kolejnego cyklu komór-kowego [68].

				Uważa się także, że fosforylacja H1 wpływa na konden-sację chromosomów podczas mitozy [29] oraz że może ona funkcjonować jako wczesny mechanizm indukujący prze-budowę chromatyny, aktywację genów oraz replikację i na-prawę DNA [26].

				Również w motywach ARKS fosforylacja odgrywa waż-ną rolę, o czym wspomnieliśmy wcześniej [19]. W histonach łącznikowych fosforylowane mogą być także reszty ami-nokwasowe nie znajdujące się w żadnym z wymienionych motywów – wiele z takich reszt znajduje się np. w NTD wa-riantu H1.2 u A. thaliana [14].

				U T. thermophila, w przeciwieństwie do większości eu-kariontów, odpowiednik H1 w makronukleusie jest silnie ufosforylowany w interfazie, a uniemożliwienie tej fosfory-lacji nie jest letalne dla komórek [29]. Z drugiej strony, kon-stytutywna fosforylacja wspomnianego białka skutkuje fe-notypem charakterystycznym dla osobników całkowicie go pozbawionych. Dzieje się tak wskutek neutralizacji ładunku odpowiedzialnego za silniejsze oddziaływanie z DNA [71]. Prawdopodobnie fosforylacja odpowiednika H1 u tego or-ganizmu zmienia sposób jego oddziaływania z chromatyną, co prowadzi do aktywacji lub represji transkrypcyjnej nie-których genów [72].

				U śluzowca Physarum polycephalum nadmierna fosforyla-cja H1 wywołuje zmiany fenotypowe, deregulując występu-jącą naturalnie ścisłą synchronizację cyklu komórkowego i przyczyniając się do przedwczesnego rozpoczęcia replikacji DNA [73]. Spekuluje się, że modyfikacja ta promuje jego odłączanie się od chromatyny, co pozwala na utworzenie widełek replikacyjnych.

				Acetylacja H1

				Acetylacja polega na dołączeniu grupy acetylowej do wolnej reszty aminowej w białku. Najczęściej tej PTM ule-
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				Rycina 4. Struktura heksachromatosomu 6HKT zdeponowana w bazie danych PDB. Wizualizacja w programie UCSF Chimera [70]. Kolorem błękitnym ozna-czono DNA. Pozostałymi kolorami oznaczono histony rdzeniowe.
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				ga łańcuch boczny lizyny lub N-koniec białka, a dołączona grupa acetylowa neutralizuje dodatni ładunek grupy ami-nowej. Acetylacja lizyny, w przeciwieństwie do acetylacji N-końca, jest odwracalna [74]. Wykazano, że w komór-kach człowieka modyfikacji tej ulega N-koniec wszystkich kanonicznych wariantów H1 oraz H1.X [67] i H1.0 [20]; w tkankach myszy acetylację N-końca H1 potwierdzono dla wariantów kanonicznych, H1.0 oraz H1t [20]; modyfikację tą stwierdzono także w obu wariantach somatycznych H1 u A. thaliana [14].

				Histony acetylowane są przez acetylotransferazy hi-stonowe (HATs), ostatnio określane także jako acetylo-tranferazy lizynowe (KATs) ze względu na modyfikowa-ne przez nie białka niebędące histonami [74]. Enzymy te, modyfikując reszty lizyny, zmieniają ich powinowactwo do DNA oraz zdolność do oddziaływania z innymi biał-kami. Acetylacja usuwana jest przez deacetylazy histono-we (HDACs), również określane jako deacetylazy lizyno-we (KDACs) [74].

				Modyfikacji tej ulegają reszty GH1 wskazane przez Goytisolo i in. [60] jako uczestniczące w oddziaływaniu H1 z nukleosomem [20]. Poza domeną globularną tę PTM wykryto w NTD oraz CTD [20]. Poszczególne warianty histonu łącznikowego różniły się między sobą liczbą ace-tylowanych reszt aminokwasowych – w przeprowadzo-nym badaniu najwięcej z nich zidentyfikowano w H1.4 człowieka [20].

				Obecność H1 na nukleosomie hamuje acetylację histonu H3 przez PCAF (ang. p300/CREB-binding protein(CBP)-asso-ciated factor), prawdopodobnie wskutek powstawania zawa-dy sterycznej poprzez osłonięcie H3 przez ogony H1. Mimo że komórkowa PCAF – występująca w kompleksie z innymi białkami – potrafi ominąć tę zawadę, obecność H1 wciąż jest czynnikiem ograniczającym acetylację H3 i tym samym roz-luźnienie chromatyny [75].

				Krotonylacja H1

				Obecność reszt krotonylowych dołączonych do lizyny w histonach została zidentyfikowana w 2011 roku; pośród krotonylowanych histonów znalazł się także H1 [76]. Oka-zało się, że modyfikacja ta szczególnie często występu-je na histonach w regionach promotorów i wzmacniaczy (ang. nhancers) aktywnych transkrypcyjnie genów [76] a nawet, że promuje ona ekspresję genów silniej od acetylacji [77], która uważana jest za modyfikację charakterystyczną dla aktywnych regionów chromatyny.

				Krotonylacja okazała się być modyfikacją nanoszoną i usuwaną z histonów za pomocą tych samych białek co acetylacja. Acetylotransferazy i deacetylazy histonowe okazały się być – odpowiednio – krotonylotransferazami i dekrotonylazami [78]. Analogicznie, białka odczytujące informację o acetylacji (ang. readers) okazały się również wykazywać powinowactwo do krotonylacji [78], a posia-dające domenę YEATS białko AF9 wykazywało do niej na-wet większe powinowactwo niż do acetylacji [79], z której rozpoznawaniem głównie kojarzona jest ta domena.

			

		

		
			
				Nε-formylacja lizyny w H1

				W warunkach stresu oksydacyjnego w histonach do grupy aminowej w łańcuchu bocznym lizyny dołączana bywa reszta formylowa. Dzieje się to najprawdopodobniej wskutek reakcji transacylacji z 3’-formylofosforanem – pro-duktem 5’-oksydacji deoksyrybozy [80]. Ze względu na bezpośrednie oddziaływanie z DNA histony są szczególnie podatne na uleganie tej PTM – najczęściej modyfikowanym histonem jest H1 [54]. Formylacji ulegają lizyny zarówno w ogonach, jak i w domenie globularnej tego histonu [54].

				W komórkach limfoblastoidalnych człowieka (TK6) w warunkach hodowlanych modyfikacji tej ulegało 0,04–0,1% lizyn należących do białek rozpuszczalnych w środowi-sku kwasowym, zaś w warunkach stresu oksydacyjnego wartość ta wzrastała kilkukrotnie [80]. Uważa się, że Nε-formylacja lizyny w histonach łącznikowych zachodzi naj-częściej w miejscach odpowiedzialnych za oddziaływanie z DNA, a modyfikacja ta – jako że ulegają jej ważne pozycje aminokwasowe, których inne modyfikacje, a głównie me-tylacja i acetylacja, uczestniczą w regulacji funkcji chroma-tyny – może prowadzić do deregulacji ważnych procesów komórkowych, a w konsekwencji do chorób [54].

				Inne acylacje H1

				Histon H1 ulega także innym, słabo dotąd poznanym acylacjom. Jak dotąd, w histonach łącznikowych w mózgu myszy zidentyfikowano także propionylację [14]. W histo-nach rdzeniowych zaś wykryto również acylacje takie jak butyrylacja, bursztynylacja czy malonylacja [14], możliwe więc, że wkrótce modyfikacje te zostaną również zidentyfi-kowane w histonach łącznikowych.

				Monometylacja H1

				Monometylacja lizyny jest modyfikacją rzadko wystę-pującą w zwierzęcych H1 [14]. Modyfikacja ta może jednak wpływać na stopień kondensacji DNA – białko HP1 łączy się ze zmetylowaną resztą lizyny w motywie ARKS w do-menie NTD H1.4 [19].

				Monometylowane reszty H1 są bardziej popularne w A. thaliana – badanie z wykorzystaniem spektrometrii mas (MS) wykazało, że w wariancie H1.2 pojedynczej metylacji mogą ulegać dwie lizyny w CTD, a także reszta asparaginy w GH1, co jest modyfikacją nie spotykaną wcześniej w hi-stonach [14].

				Dimetylacja H1

				Częstość występowania dimetylacji lizyny w histonach trudno oszacować z uwagi na podobieństwo jej masy do Nε-formylacji. Z powodu częstego występowania i stosunkowo późnej identyfikacji tej ostatniej, liczba opisanych dimety-lacji może być mocno przeszacowana, gdyż w badaniach z użyciem MS najprawdopodobniej formylacja była często mylona z dimetylacją [14]. W najpowszechniej występują-cym wariancie histonu łącznikowego A. thaliana (H1.2) mo-dyfikacja ta występuje na C-końcu CTD [14].
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				Monoubikwitynacja H1

				Ubikwityna – białko o długości 76 AA i masie ok. 8,6 kDa – może być dołączane do innych peptydów w komórce. Ubikwitynacji mogą ulegać wolne reszty aminowe tworząc wiązanie peptydowe z C-końcem ubikwityny [81].

				Dołączanie ubikwityny do H1 zachodzi między innymi wskutek aktywności TAF-1. Białko to katalizuje monoubi-kwitynację H1 – w przeprowadzonych badaniach na ko-mórkach raka piersi MCF7 wykazano, że histony H1.2, H1.3 oraz H1.4 były ubikwitynowane w pozycji K46, co wiązało się z aktywacją transkrypcji [20,81]. Co ciekawe, warianty H1.0, H1x, H1t, a także H1.1 nie posiadają lizyny we wspo-mnianej pozycji, nie były więc w niej modyfikowane – wy-kazano jednak, że do H1.1 ubikwityna dołączana była do K116 [20].

				Poliubikwitynacja H1

				Ubikwityna może być także dołączona do jednej z sied-miu reszt lizyny w innej cząsteczce ubikwityny. Poliubikwi-tynacja peptydów pełni wiele istotnych funkcji. Łańcuchy połączone ze sobą poprzez K63 oraz M1 często stanowią miejsce wiązania dla innych białek – np. związanych z na-prawą DNA czy przekazywaniem sygnału odpowiedzi im-munologicznej [81,82] – natomiast łańcuch cząsteczek ubi-kwityny połączonych ze sobą w inny sposób, np. poprzez K48, najczęściej jest sygnałem kierującym do degradacji przez proteasom [81].

				Poliubikwitynacja H1 zachodzi w odpowiedzi na dwuni-ciowe pęknięcie genomowego DNA i jest ważnym znaczni-kiem umożliwiającym maszynerii naprawczej rozpoznanie uszkodzenia [82]. Dołączony do H1 łańcuch K63-poliubi-kwityny stanowi ważne miejsce wiązania czynników na-prawy materiału genetycznego – zmniejszenie ekspresji lub powinowactwa do chromatyny H1 skutkowało mniejszą skutecznością naprawy dwuniciowych pęknięć DNA [82]. Ponadto wykazano, że K63-poliubikwitynację histonów: H1 oraz H2A katalizują dwa osobne, rozpoznające tylko dany histon enzymy [82].

				Sumoilacja H1

				SUMO (ang. small ubiquitin-like modifier) jest konserwo-wanym ewolucyjnie białkiem długości około 100 AA [83]. W organizmie człowieka wykryto cztery jego warianty. Wariant 1 wykazuje ok. 47% identyczności sekwencji z wa-riantami 2 i 3, które z kolei różnią się między sobą tylko kil-koma pozycjami AA na N-końcu [84]. Wariant 1 zazwyczaj dołączany jest do białek pojedynczo, zaś 2 oraz 3 tworzą łańcuchy [84]. Udowodniono, że do histonów łącznikowych dołączany jest wariant 1 [84].

				Białko SUMO najczęściej dołączane jest do lizyny w motywie ΨKx[D/E] (gdzie Ψ oznacza duży hydrofobowy aminokwas); możliwe jest także występowanie motywu odwróconego, tj. [D/E]xKΨ [85]. W motywie tym obecność aminokwasów o charakterze kwasowym odgrywa kluczo-wą rolę, a jego substytucja za pomocą alaniny całkowicie eliminuje sumoilację [86]. W ludzkim H1.3 sumoilacji ulega 

			

		

		
			
				jednak lizyna w motywie VKKP [84] – posiadającym prolinę w miejscu aminokwasu kwasowego. Nietypowa sekwencja sumoilacji wiąże się najprawdopodobniej z rzadkim wystę-powaniem w białkach histonowych aminokwasów o cha-rakterze kwasowym.

				Mimo, że białko SUMO jest w swojej budowie podobne do ubikwityny, a mechanizmy sumoilacji i ubikwitynacji w większości dzielą te same ścieżki metaboliczne [84], su-moilacja generuje odmienny sygnał od ubikwitynacji. W przeciwieństwie do tej ostatniej, nie jest ona związana z degradacją peptydów, ale uczestniczy w procesach takich jak kierowanie ich do odpowiedniego przedziału komórko-wego czy oddziaływania białko-białko [87]. Modyfikacje te posiadają niekiedy właściwości antagonistyczne – sumoila-cja danego białka może zapobiegać jego ubikwitynacji [88]. Zdarza się jednak, że współdziałają one w ramach jednego procesu, co ma miejsce np. w reakcji na stres toksyczny [84]. Mimo przypadków, w których sumoilacja aktywuje trans-krypcję genów, uważa się, że zazwyczaj przyczynia się ona do jej represji [88].

				Mono(ADP-rybozylacja) H1

				Reszty glutaminianu, argininy, a także prawdopodobnie fosfoseryny [89] w H1 mogą być modyfikowane poprzez dołączenie pojedynczej reszty ADP-rybozy. Mono(ADP-ry-bozylacja) glutaminianu uważana jest za modyfikację zare-zerwowaną u eukariontów dla białek jądra komórkowego [89]. Możliwe, że jest ona odpowiedzią na stres genotok-syczny, gdyż w poddanych mu komórkach liczba tak zmo-dyfikowanych histonów wzrasta od 3 do 15 razy [89] zaś H1 ulega mono(ADP-rybozylacji) ponad 30-krotnie częściej [90]. Uznaje się jednak, że na częstość zachodzenia tej mo-dyfikacji może mieć także wpływ faza cyklu komórkowego czy stopień zróżnicowania komórki [89].

				Poli(ADP-rybozylacja) H1

				Poli(ADP-rybozylacja) H1 polega na dołączeniu do glu-taminianu lub lizyny [91,92] łańcucha PAR przez polime-razę PARP (PAR polymerase) wykorzystującą NAD+ jako substrat. Polimer ten może tworzyć łańcuchy proste lub rozgałęzione [89], a jego dołączenie do histonu łącznikowe-go może być odpowiedzią komórki na uszkodzenia DNA [89,93]. Wykazano, że choć w niestymulowanych komór-kach aktywność PARP jest bardzo niska, to w warunkach mitozy lub stresu genotoksycznego wzrasta ona od 10 do 500 razy. Czas półtrwania łańcuchów PAR powstałych w wyniku odpowiedzi na stres wynosi jednak mniej niż 40 s, podczas gdy czas półtrwania łańcuchów syntetyzowanych konstytutywnie wynosi 7,7h [89] – uważa się, że w warun-kach stresowych degradacja PAR zachodzi natychmiast po syntezie.

				Łańcuchy PAR mogą współzawodniczyć z DNA o wią-zanie z histonami. Przypuszczano, że – jako że PAR niesie większy ładunek ujemny niż DNA – bogate w zasadowe reszty aminokwasowe histony będą preferencyjnie się z nim łączyć. Wykazano jednak, że chociaż histon H1 tworzy kompleksy z poli(ADP-rybozą) to jego powinowactwo do DNA jest większe niż do niej. Co ciekawe, inne histony nie 
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				podzielają tych właściwości; np. H3 wykazuje takie samo powinowactwo do PAR i do DNA, natomiast H4 preferen-cyjnie łączy się z PAR [93].

				Z wymienionych powodów poli(ADP-rybozylacja) hi-stonów promuje rozluźnienie struktury chromatyny [92]. Postuluje się, że synteza PAR zmniejsza upakowanie mate-riału genetycznego w jądrze, czym ułatwia czynnikom na-prawczym dostęp do uszkodzonego DNA.

				Inne modyfikacje H1

				W histonach łącznikowych A. thaliana zidentyfikowano także nie obserwowane wcześniej w histonach PTM. Nie określono dotąd jednoznacznie natury wszystkich z nich; na podstawie danych MS podejrzewa się jednak, że wśród nierozpoznanych modyfikacji może znajdować się fosfogli-cerylacja, priopionylacja czy występująca u archeonów me-tylopirolinylacja [14].

				Funkcje H1 w chromatynie

				Rola H1 w procesach związanych z chromatyną nie jest w pełni wyjaśniona. Stosunek liczbowy histonów łączniko-wych do nukleosomów zależy od rodzaju komórek i może przyjmować bardzo odmienne wartości [94]. Niekiedy licz-ba H1 jest mniejsza od liczby nukleosomów, a więc w da-nym momencie nie do każdego z nich musi być przyłączony H1. Dawniej uważano, że histon ten wiąże do nukleosomu w sposób stabilny, a jego wymiana zachodzi rzadko. Bada-nia z wykorzystaniem metody FRAP udowodniły jednak, że histony łącznikowe opuszczają nukleosomy zazwyczaj po minucie lub dwóch od związania się z nimi [2,53]. Oprócz natury oddziaływania H1 z nukleosomem zastanawiano się nad rolą histonu łącznikowego w regulacji transkrypcyjnej genów. Przez długi czas uważano, że H1 odpowiedzialny jest głównie za ich wyciszanie, jednak obecnie wiadomo, że histon ten pełni dużo bardziej złożoną rolę [95]. Udowod-niono na przykład, że białko o funkcji histonu łącznikowe-go u Tetrahymena może przyczyniać się do aktywacji trans-krypcji: w przeprowadzonym eksperymencie mutacja typu knock-out jego genu nie tylko nie przyczyniła się – wbrew oczekiwaniom badaczy – do wzmożenia ekspresji większo-ści genów u orzęska, ale poskutkowała spadkiem ekspresji niektórych z nich [29,32]. Podobnie zmniejszenie ilości H1 u D. melanogaster nie skutkowała masowym wzrostem eks-presji genów [95].

				Uważa się również, że H1 preferencyjnie łączy się ze zmetylowanym DNA oraz że obecność niektórych jego wa-riantów hamuje metylację wysp CpG w promotorach [96]. W należącym do workowców grzybie Ascobolus immersus udowodniono, że histon H1 nie jest czynnikiem wymaga-nym do metylacji DNA, a jego usunięcie wiąże się z hiper-metylacją obszarów ulegających tej modyfikacji w szczepie dzikim [97].

				Ciekawych spostrzeżeń dostarczyły także badania na muszkach owocowych. W zarodkach D. melanogaster tryb wiązania histonu łącznikowego do nukleosomu miał wpływ na późniejsze jego przesunięcia względem DNA. Nukleoso-my, do których H1 dołączył się po lewej stronie względem 

			

		

		
			
				osi symetrii przesuwały się na lewo podczas dalszego roz-woju owada, zaś te, w których H1 znalazł się z prawej stro-ny – na prawo. Przesunięcie to prowadziło do ulokowania się histonu łącznikowego w osi symetrii nukleosomu [98]. W tym samym badaniu wykazano, że im intensywniejszej ekspresji ulega gen oraz im bliżej miejsca startu transkrypcji nukleosom się znajduje, tym rzadziej dołącza się do niego H1. Ponadto, histon łącznikowy lokuje się częściej na nukle-osomach w 3’-końcu niż w 5’-końcu ciała genu. Dołączenie H1 do nukleosomu zaś zmniejsza prawdopodobieństwo jego przesuwania się [98].

				Funkcje pozachromatynowe H1

				Poza uczestnictwem w kondensacji chromatyny, histon H1 pełni w komórkach inne funkcje. U niektórych organi-zmów może stanowić on ośrodek organizacji mikrotubul wiciowych, co potwierdzono w gametach jeżowca i ziele-nicach Chlamydomonas [99]. Na pochodzących z tytoniu ko-mórkach BY-2 wykazano zaś, że organizacja mikrotubul na powierzchni jądra komórkowego rozpoczyna się od przy-łączonych do niej białek, zidentyfikowanych jako H1 [100]. Ważną hipotezą jest, że u nieposiadających centrosomów roślin wyższych H1 koordynuje proces organizacji mikrotu-bul z kondensacją chromosomów [101].

				W komórkach myszy transport H1.2 do cytoplazmy skut-kuje uwolnieniem cytochromu C z mitochondriów i induk-cją apoptozy, a podobnego skutku nie wywołuje żaden inny wariant H1 [102].

				Fragmenty histonu H1 w postaci 30 aminokwasów z do-meny N-końcowej wykryto w śluzie łososia atlantyckiego Salmo salar i dowiedziono, że mają one właściwości hamu-jące rozwój mikroorganizmów [103]. Właściwości te nie zależą jednak prawdopodobnie od samej sekwencji amino-kwasowej, gdyż syntetyczny peptyd o tej samej sekwencji wykazywał je dopiero po traktowaniu cis-trans-izomerazą peptydyloproliny [103].

				H1 i jego fragmenty zidentyfikowano również w śluzie z przewodu pokarmowego człowieka. Próbki pobrano z jelita krętego, które, jako że zawiera pokarm bogaty w substancje odżywcze, musi posiadać naturalne mechanizmy ograni-czające wzrost mikroogranizmów bytujących licznie w są-siadującym z nim jelicie grubym [104]. H1 syntetyzowany w cytoplazmie komórek nabłonka z kosmek jelitowych uwal-niany jest do światła jelita najprawdopodobniej na drodze ich apoptozy [104].

				Podsumowanie

				W porównaniu do histonów rdzeniowych, histon łączni-kowy przez długi czas pozostawał słabo opisany. W ciągu ostatnich lat jednak sytuacja ta zmieniła się – pojawiło się wiele nowych publikacji i modeli kompleksu H1-nukle-osom; mimo to niektóre kluczowe pytania, np. o sposób wiązania się H1 do nukleosomu in vivo, pozostają otwar-te. Dogłębne poznanie funkcji H1 jest niezbędne do zro-zumienia praw rządzących epigenetyką oraz do odkrycia powiązań pomiędzy strukturą chromatyny a procesami komórkowymi. Mimo że do kompleksowego opisania tych 
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				zależności potrzeba jeszcze wielu lat pracy, obserwując na bieżąco publikacje naukowe, można śledzić jak coraz więk-sza wiedza i doskonalsze metody pozwalają na odkrywanie kolejnych tajemnic tego interesującego białka.
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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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STRESZCZENIE

Hlstuny lacznikowe (HI) s bialkami wystepujacymi w jadrze komérkowym wiekszosci
eukariontéw. Pelnia wazng role w ich Zyciu i rozwoju, uczestniczac m.in. w kondensacji
chromatyny, regulacji transkrypcji genéw czy indukeji apoptozy. Mimo powszechnego wy-
stepowania oraz istotnych funkeji H1, na wiele pytas nie znaleziono dotad odpowiedzi. Za-
gadka pozostaje mechanizm odpowiedzialny za tryb wiqzania tego histonu do nukleosomu
oraz wplyw kazdego z trybéw na strukture chromatyny. Pojawiaja sie réwniez 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 roélin, a jego fragmenty - w obronie ryb przed patogenami. Ar-
tykul ten ma na celu przyjrzenie sie histonowi HI pod wieloma aspektami, zgromadzenie i
uporzadkowanie zdobytej juz wiedzy oraz nakreélenie pytas, na ktére odpowiedzi nalezy
szukac w przyszlosci.

WPROWADZENIE

Histony sa bialkami odpowiedzialnymi za kondensacje DN'A eukariontow
[1]. Histony rdzeniowe, §j. H2A, H2B, H3 oraz H4, tworza heterooktamer, na
ktéry nawija sie lewoskretnie 145-147 par zasad podwojnej helisy DNA [1].
Kompleks ten, zwany nukleosomem, stanowi pierwszy etap upakowania ma-
terialu genetycznego [1]. Histon lacznikowy (H1) laczy sie z nukleosomem od
zewnatrz, tworzac chromatosom, co skutkuje jeszcze silniejszym upakowaniem
DNA [1]. Ze wzgledu na taki sposb oddzialywania z reszta 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-koricu posiadaja krotki, zazwyczaj ok. 20-70-aminokwasowy fragment
nieustrukturyzowanego peptydu, po ktorym wystepuje charakterystyczna dla
nich domena globularna o diugosci ok. 70-80 aminokwascw. Jest ona wysoce
Konserwowana ewolucyjnie i odpowiada za oddzialywanie z nukleosomem
[1,3]. Za nia znajduje sie ok. 100-140-aminokwasowa domena C-koricowa bar-
dzo bogata w aminokwasy zasadowe [3] i uczestniczaca w szczegélny sposob
w kondensacji DNA przez histony lacznikowe in vivo [4] oraz odpowiedzialna
7za utrzymanie DNA lacznikowego w strukturze lodygi (ang. stem) in vitro [5].
Postuluje sie takze, ze w duzej mierze odpowiada ona za oddzialywania H1 z
bialkami [3]

W pracach nad struktura chromatosomu proponowano jak dotad wiele od-
miennych od siebie modeli oddzialywania 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 wiazacym sie w trybie symetrycznym (ang. on-dyad), w
Ktérych histon ten znajduje si¢ w osi symetrii nukleosomu i oddzialuje z frag-
mentami DNA lacznikowego z obu jego stron. Druga grupa zawiera modele
asymetryczne (ang. off-dyad), w ktorych HI oddzialuje z 10, lub 20. pz laczniko-
wego DNA z jednej tylko strony kompleksu [5]. Obecnie uwaza sie, ze histon H1
moze oddzialywac z nukleosomem na r6zne sposoby, jednak bierze sie rowniez
pod uwage, ze do tak duzej roznorodnosci przedstawianych modeli mogla przy-
czyni¢ sie niedoskonalos¢ 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 wystepowac w réznej
liczbie kopii, w zaleznosci od gatunku [11]. Geny te sa paralogami [12] i zajouja
r62me loci - moga tworzy¢ klastry lub tez lokalizowaé sie w bardzo odleglych od
siebie miejscach [13].
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