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Popularnonaukowy opis badan

Kazda komorka w ciele cztowieka zawiera w swoim jadrze komérkowym ni¢ DNA o dlugosci dwoch
metrow. Przeci¢tnie $rednica jadra komoérkowego wynosi od 5 do 10 um (0,005-0,010 mm). Musi
zatem istnie¢ skomplikowany sposob, w jaki tak dluga ni¢ zwinigta jest w kulce o $rednicy
kilkusetkrotnie mniejszej od gtowki zapatki. Wiemy, ze ni¢ zwinigta jest za pomoca bialek —
histonow, tworzac nukleosomy i w koncu wtokna chromatynowe. Nie jest jednak do konca jasne jak
wspomniane wtokna zorganizowane sa w jadrze, w taki sposob, aby istniat do nich dostgp, migdzy
innymi dla systemow naprawy DNA czy RNA polimerazy Il, odpowiedzialnej za transkrypcje
genow. Wiemy tez, ze organizacja ta jest nieprzypadkowa. Dzigki technikom morfologicznym, takim
jak fluorescencyjna hybrydyzacja in situ DNA (FISH), mozemy wyznakowaé specyficzne odcinki
DNA. Podejscie takie wykazato, ze chromosomy, tatwo wyrdznialne w trakcie podziatu komorki,
w interfazie zajmuja S$ci$le okre$lone przestrzenie zwane terytoriami Chromosomowymi.
Dowiedziono takze, ze od pozycji genu w jadrze moze zaleze¢ jego aktywnos$¢. Ostatnio powstaty
rowniez nowe techniki badania interakcji migdzychromatynowych, tak zwane metody biochemiczne.
Uwidaczniajg one regiony chromatyny, ktore znajdujg si¢ w bezposrednim sgsiedztwie w przestrzeni
jadra. Czesto sg to regiony, ktore znajduja si¢ od siebie w duzej odleglosci liniowej w sekwencji
DNA. Takie interakcje konieczne sg, migdzy innymi, do aktywacji genu. Dzigki wspomnianym
metodom wyodrebniono nowe jednostki funkcjonalne chromatyny — topologiczne domeny
chromatynowe o dlugosci ~ 1 miliona par zasad. W domenach tych obserwuje si¢ silne interakcje
miedzychromatynowe. Ograniczeniem wigkszosci metod biochemicznych jest mozliwo$¢ ich
przeprowadzenia jedynie na populacjach jader komérkowych (miliony jader). Uzyskiwane wyniki s
za$ usrednione. Jesli w obrebie danego regionu obserwujemy 4 domeny topologiczne, nazwijmy je
A, B, C 1 D, nie mozna stwierdzi¢ czy wszystkie cztery domeny wystepuja we wszystkich jadrach
w obu kopiach chromosomu, czy moze w potowie dwie domeny, na przyktad A i B, a w drugiej
potowie dwie kolejne domeny — C i D.

Ze wzgledu na ograniczenia rozdzielczosci stosowanych metod mikroskopowych, domeny te dotad
nie zostaly zwizualizowane. Obserwowano je tylko na mapach kontaktow migdzychromatynowych,
ktére sa wynikiem badan biochemicznych. Nie znana byta zatem miedzy innymi ich fizyczna
wielko$§¢. Poznanie tych wielkosci, a takze nieusredniona informacja o poszczegodlnych jadrach,
a nawet kopiach chromosomu pozwolitaby lepiej zrozumie¢ sposéb, w jaki chromatyna
zorganizowana jest w jadrze komdorkowym.

Dlatego tez celem tego projektu jest opracowanie nowej metody wizualizacji genow i domen
chromatynowych z wysoka rozdzielczoscig w trzech wymiarach. Opracowana przeze mnie technika
3D-EM-ISH taczy trojwymiarowa mikroskopie elektronowg (EM) oraz wspomniang hybrydyzacje in
situ DNA (ISH). Na podstawie danych biochemicznych wybratem region na ludzkim chromosomie
siodmym, w ktorym znajduja si¢ dwie domeny topologiczne. Dzigki takiemu podejsciu po raz
pierwszy zwizualizowatem topologiczne domeny chromatynowe. Domeny te zwizualizowatem takze
z uzyciem najlepszej alternatywnej techniki $wietlnej mikroskopii superrozdzielczej, wykazujac
wyzsza rozdzielczos¢ 3D-EM-ISH.

Kolejnym celem projektu jest doktadne scharakteryzowanie tych domen pod wzgledem ksztattu,
objetosci, wielkosci oraz poréwnanie otrzymanych rzeczywistych struktur z modelami
bioinformatycznymi powstatymi na bazie danych biochemicznych. Zadanie to realizowane jest we
wspotpracy z bioinformatykami z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Podsumowujac, realizacja przedstawionych celow pozwoli na lepsze zrozumienie oOrganizacji
chromatyny w jadrze komérkowym, co stanowi kolejny krok do zrozumienia zwigzku migdzy
strukturg chromatyny a jej aktywnoscig. Takze niesie to ze sobg nadziej¢ na opracowanie
w przysztosci terapii bazujacych na podejsciach modulujacych strukture chromatyny.



