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Tytul projektu: Zastosowanie technologii CRISPR-Cas9 do wyjasnienia czy zmiany architektury jadra
interfazowego w trakcie adipogenezy sa przyczyng czy skutkiem aktywnosci transkrypcyjnej genéw.

Proces powstawania komorek tluszczowych, okreslany mianem adipogenezy, jest intensywnie badany
zardbwno w naukach biomedycznych, ze wzgledu na coraz wigkszy problem otyltosci, jaki i w naukach o
zwierzetach, gdyz tkanka tluszczowa wpltywa na wazne cechy hodowlane, takie jak przezywalnos¢
noworodkéw czy wzrost zwierzat. Na odkladanie tkanki tluszczowej wplywaja zaréwno czynniki
srodowiskowe (np. dieta, aktywnos¢ fizyczna) jak i genetyczne (np. mutacje i polimorfizmy gendéw) oraz
interakcje migdzy nimi. W ostatnich latach zwraca si¢ rowniez coraz wigksza uwage na role w tym procesie
mechanizméw epigenetycznych, takich jak metylacja DNA czy modyfikacje histonow. Stosunkowo nowym
obszarem badawczym jest tzw. architektura jadra interfazowego, ktora zajmuje si¢ tym jak potozenie
chromosoméw i gendw w trojwymiarowej przestrzeni jadra komorkowego moze determinowac ekspresje
gendéw a tym samym wptywac na funkcjonowanie komorek. Nasze wczesniejsze badania prowadzone na
modelu adipogenezy in vitro dowiodty, ze geny znacznie silniej anizeli chromosomy podlegaja dynamiczne;j
reorganizacji w jadrze komorkowym i te zmiany potozenia genow koreluja z poziomem ich transkrypcji. Geny
od swojego terytorium chromosomowego przemieszczaty si¢ formujac tzw. petle chromatynowe jednakze
mechanizm tych zmian nie zostat do tej pory dobrze poznany. Niniejszy projekt jest rozwinigciem tych badan
w oparciu 0 nowoczesne metody badania i edytowania genomu. Gtéwnym celem projektu jest poznanie
mechanizmu przemieszczania si¢ genow kodujacych kluczowe czynniki transkrypcyjne adipogenezy w
przestrzeni jadra komdérkowego w procesie réznicowania i odpowiedz na pytanie czy tworzenie petli/domen
chromatynowych jest niezbedne do aktywacji genu czy jest tylko konsekwencjg organizacji chromatyny
wyzszego rzedu, ktora jest charakterystyczna dla danego stadium réznicowania komorek. Badania prowadzone
beda na swini domowej, ktéra poza tym, ze jest waznym gatunkiem gospodarskim uznawana tez jest bardzo
dobry gatunek modelowy do badania otytosci cztowiceka. Zastosowane zostang techniki wizualizacji badanych
loci na poziomie pojedynczej komorki przy wykorzystaniu zmodyfikowanych wersji techniki fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (3D-FISH). Wysokorozdzielcze mikroskopowanie pozwoli na precyzyjng obserwacje
dynamiki formowania si¢ domen chromatynowych w trakcie réznicowania. Domeny te bedg badane pod katem
wystepowania wybranych znacznikow epigenetycznych, czyli modyfikacji histonéw w oparciu o technike
immunoprecypitacji chromatyny (ChIP). Aby méc wnioskowa¢ o skutkach lub przyczynach formowania si¢
petli  chromatynowych w projekcie zastosowana bedzie technika inzynierii genetycznej, ktora w ostatnich
latach zrewolucjonizowata badania nad edytowaniem genomu, czyli metoda CRISPR/Cas9, okreslana mianem
,molekularnych nozyczek”. Dzigki precyzyjnemu wycieciu fragmentu DNA regulujacego dziatanie
wybranego genu, zostanie dokonana jego inaktywacja. Nastepnie domeny chromatynowe zawierajace badany
gen zostang poddane analizie przy zastosowaniu wyzej wymienionych metod. Jezeli petle chromatynowe beda
ciaggle obecne, mimo braku ekspresji genu, bedzie to $wiadczylo o tym, Zze ich formowanie nie jest
bezposrednio powiagzane z aktywacjg transkrypcyjng genu. Jesli natomiast nie zaobserwuje si¢ w jadrach
zmodyfikowanych komoérek petli chromatynowych, bedzie to wskazanie, ze formowanie petli
chromatynowych jest $ci$le powigzane z aktywacja transkrypcja gendéw kluczowych dla adipogenezy.
Szczegotowe poznanie mechanizmow regulujacych ekspresja gendw na poziomie jadra komorkowego
umozliwi opracowanie nowych metod pozwalajacych na modulowanie ekspresja genow, co bedzie mogto by¢
wykorzystane w przysztosci w terapii chordb (np. otytosci) czy do modyfikowania cechy waznych z punktu
widzenia hodowli zwierzat (np. otluszczenia).



