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Rozgladajac sie dookota nas widzimy, ze ludzie r6znig si¢ od siebie wzrostem, proporcjami, kolorem oczu,
wlosdw czy skory. Jednak z genetycznego punktu widzenia wszyscy jestesmy prawie identyczni. Patrzac dalej
i porownujac genomy pomi¢dzy gatunkami odkrywamy rownie fascynujacy fakt. Z molekularnego punktu
widzenia dzielimy te same kodujace biatka geny z muszka owocowa (60%), rybka danio pregowanym (70%),
prawie 90% z mysza, natomiast az w 98% kod genetyczny matp odpowiada naszemu. Wieloletnie badania
dowiodly, Ze nie tyle biatka, ale sposob w jaki sa regulowane stanowi 0 naszej réznorodnosci, a doktadnie jak
jest rozdzielona w czasie i przestrzeni regulacja oraz intensywnos$¢ ekspresji genéw kodujacych biatka. Wiele
pozioméw tej regulacji byty i sg stale odkrywane. W 1965 roku Jacques Monod i Francois Jacob otrzymali
Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny za odkrycie podstawowego uktadu regulacyjnego u bakterii
— operonu Lac. Ten prosty model regulacji jest jednak niewystarczajacy, aby opisa¢ ztozonos¢ krajobrazu
regulacyjnego genow eukariotycznych. Cho¢ obecnie catosciowe badanie sieci regulacyjnych nie jest
wykonalne, to mozliwa jest analiza ich pewnych aspektéw. Jeden z istotnych etapdw czasoprzestrzennej
regulacji ekspresji gendw zachodzi na poziomie transkrypcji. W tym przypadku, informacja kodowana przez
DNA jest przeksztalcana na RNA, ktore pozniej bedzie stuzy¢ jako matryca dla powstajacych biatek.
Czasoprzestrzenna regulacja transkrypcji, jak rowniez jej intensywno$¢ zdeterminuja pozniejsze fenotypowe
konsekwencje ekspresji gendw. Jednym z przyktadow takiej regulacji jest ekspresja genu Sonic hedgehog
podczas rozwoju konczyn. Postuluje si¢, Zze czas trwania i intensywno$c¢ tej ekspresji biorg udzial w okreslaniu
ksztattu i wielkoSci naszych konczyn (praca laboratoriow John Fallon, Cliff Tabin, Cheryl Tickle i wielu
innych). W zwiazku z tym, badajac regulacje transkrypcyjng waznym jest, aby zrozumie¢ réznorodno$¢ w
obrebie oraz miedzy gatunkami.

Ten projekt skupia si¢ na badaniu ekspresji genéw w obrgbie niezréznicowanych mezenchymalnych komorek
stawowych (NMKZ) (ang. interzone) — obszarze pomi¢dzy rozwijajacymi si¢ kosémi koniczyn, ktore pdzniej
uczestniczg w tworzeniu przyczepoéw $ciegien, wigzadel, organizacji blony maziowej i torebki oraz innych
struktur stawowych. Geny, ktére zamierzamy zbada¢, Smoc2 oraz Dact2, wykazuja bardzo specyficzng
ekspresje w strefie NMKZ. Ponadto mimo, iz sg oddalone o 100,000 par zasad sg transkrybowane w tym
samym czasie i miejscu. Dlatego, aby mogto si¢ tak odbywaé, najprawdopodobniej dzielag one te same
sekwencje regulatorowe zwane wzmacniaczami (ang. enhancers). Dodatkowo, prawdopodobnie sg one
aktywne w obrebie tej samej struktury chromatyny. Wzmacniacze mogg znajdowac si¢ w dowolnym obszarze
tego samego chromosomu wzgledem genu, ktory reguluja. Kiedy struktura chromatyny podlega modyfikacjom
jednym z nastepstw tego procesu jest zblizenie do siebie wzmacniaczy i genéw docelowych, co skutkuje
wystapieniem tkankowo i/lub czasowo specyficznej ekspresji. Zrozumienie tych mechanizmow jest istotne co
najmniej z dwoch powodoéw. Z punktu widzenia badan podstawowych zblizy nas to do pehniejszego
zrozumienia tego w jaki sposob regulacja ekspresji genéw moze uczestniczyé w powstawaniu roznic
fenotypowych miedzy gatunkami. Z kolei z medycznego punktu widzenia istotne jest odkrywanie zwigzanych
z chorobg mutacji w niekodujacych fragmentach DNA, zwtaszcza, Ze jedynie okoto 2% genomu koduje biatka,
podczas gdy reszta jest przypisana sekwencjom regulacyjnym. Od wielu lat nasze laboratorium pracuje nad
indukcjg powstawania stawow, a mozliwos$¢ badania transkrypcyjnej regulacji genéw zaangazowanych w tym
procesie stanowi unikalng mozliwo$¢ lepszego poznania dynamiki tego procesu. Z uwagi na to, ze Smoc2 jest
powiazany z choroba zwyrodnieniowa stawow, odkrycie mechanizmow jego ekspresji w obrebie stawu jest
istotne w poznaniu roli/udzialu Smoc2 w owej chorobie.

Aby osiagnaé nasz cel wykorzystamy najnowoczes$niejsze dostgpne technologie takie jak ukierunkowany
wychwyt chromatyny potaczony z réwnolegtym sekwencjonowaniem nowej generacji, ktory pozwala na
identyfikacje aktywnych transkrypcyjnie domen chromatyny. Aby wykry¢ transkrypcyjnie aktywne domeny
w poblizu genébw Smoc2/Dact2, zmapujemy je w rozwijajagcym si¢ stawie in Vivo przy uzyciu metody
immunoprecypitacji chromatyny. W tym celu zidentyfikujemy regiony chromatyny w poblizu genéw
Smoc2/Dact2, ktore wigzg biatka powiazane z aktywnymi wzmacniaczami. Nastgpnie uzyjemy rozwijajace si¢
zarodki kurze do testowania zidentyfikowanych wzmacniaczy in vivo oraz w celu zbadania konsekwencji
mutacji, ktore sg zwigzane z choroba stawdéw W czasoprzestrzennym wzorze ekspresji Smoc2/Dact2. Wyniki
naszych prac moga by¢ wykorzystywane w przysztosci w przewidywaniu wystgpienia choroby stawow,
zapewnig potencjalny cel interwencji terapeutycznej oraz moga by¢ wykorzystywane jako narzedzie
diagnostyczne do identyfikacji pacjentow, u ktdrych istnieje ryzyko wystapienia choroby.



