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Ludzkie ciato sktada si¢ z ponad dwustu réznych tkanek. Praktycznie wszystkie nasze komorki majg ten sam
genom 1 jednym z najwigkszych pytan we wspotczesnej biologii jest to, jak owa zdumiewajgca zlozonosc¢
komorkowa jest generowana podczas rozwoju i nastgpnie utrzymywana w dorostym zyciu. Na poziomie
molekularnym, tozsamos$¢ kazdej komorki jest definiowana przez zestaw genow ktore sg w niej aktywne. Owocuje
to ekspresja Sciste okreslonego zbioru biatek, ktore spelniaja konkretna grupe zadan, takich jak na przyktad
odpowiedz immunologiczna w komorkach T lub B lub transdukcja sygnatu elektrochemicznego w neuronach.
Ekspresja niewlasciwego zestawu genéw moze mie¢ katastrofalne konsekwencje dla poszczegdlnych komorek,
tkanek a nawet catego organizmu. Na przyklad, brak ekspresji pojedynczego biatka moze zaburza¢ tworzenie
komorek odpornosciowych, a tym samym zaburzy¢ obrone przed patogenami; tworzenie podniebienia w czasie
rozwoju embrionalnego moze by¢ zaktocone przez zmniejszona ekspresje kluczowego morfogenu. Podobnie
niewlasciwa aktywnosci genomu moze prowadzic do raka. Odkrycie mechanizméw kontrolujacych ekspresja
gendw stanowi zatem klucz do zrozumienia molekularnych podstaw tozsamosci komorki.

Elementy regulatorowe DNA (ERD) to grupa sekwencji w genomie wspotpraca ktorych okresla poziom
aktywnosci genow. ERD obejmuja: promotory — sekwencje DNA w sasiedztwie poczatku genu, ktore umozliwiaja
jego ekspresje; enhancery (pol.: wzmacniacze) — ERD, ktore aktywuja promotory, czestokro¢ pomimo znaczacych
odleglosci genomowych separujacych je od promotoréw; silencery (pol.: ttumiki) — ERD, ktére redukuja
aktywnos$¢ promotoréw; i insulatory (pol.: izolatory) - sekwencje DNA, ktoére koordynujg interakcje pomigdzy
promotorami i enhancerami.

Dane zgromadzone na przestrzeni ostatnich lat wskazuja ze dialog pomiedzy ERD czgstokro¢ opiera si¢ na
tworzeniu bezposrednich fizycznych kontaktow pomigdzy nimi. Poniewaz, jak widzieliSmy wczesniej, ERD sa
czesto oddzielone od siebie dlugimi odcinkami DNA, genomy musza przyjmowaé okreslong strukture
trojwymiarowa, ktora sprzyjata bedzie wydajnym jak i specyficznym tworzeniu si¢ kontaktow pomiedzy ERD.

Hi-C to technologia badania struktury chromatyny, ktora opiera si¢ na wysokoprzepustowym sekwencjonowaniu
DNA. Hi-C umozliwia okreslanie sposobu uporzadkowania DNA w jadrze, odpowiednio przygotowanych
zakonserwowanych komorek. Dane Hi-C ujawnily podziat genomow ssakow na domeny kontaktow ktore zostalty
okreslone mianem domen topologicznych (DT). Granice owych domen dziatajg jak silne izolatory, ktore fizycznie
blokuja interakcje pomiedzy sekwencjami znajdujacymi si¢ w sasiednich DT. Obecne modele zaktadaja ze DT
stanowig funkcjonalne jednostki aktywnosci genomow okreslajace ktore kontakty pomigdzy ERD sg ‘dozwolone’.
Genetyczne usuni¢cie granic DT moze prowadzi¢ do stanow patologicznych wynikajacych z deregulacji ekspres;ji
gendw. Co ciekawe, granice DT czesto oddziatujg ze sobg tworzac struktury przypominajace petle. CTCEF, to
wielozadaniowe biatko wigzace si¢ z DNA. CTCF lezy u podstaw tworzenia granic DT i petli. Usunigcie tego
biatka powoduje demontaz obu struktur a w konsekwencji utrate aktywnos$ci insulatorow w genomie. Mechanizmy
dzigki ktorym CTCF wypehiania te zadania nie sg jasne a ich poznanie bgdzie miato fundamentalne znaczenie
dla biologii molekularnej i rozwojowe;.

Wezesniejsze badania wykazaty, iz genomowe wspolrzgdne granic DT i petli s3 nadzwyczaj dobrze zachowane
podczas rozwoju ssakow. Niedawno, rownolegle z dwiema innymi grupami, odkryli§my, ze DT i petle ulegaja
globalnemu wzmocnieniu podczas najwczesniejszych etapéw rozwoju zarodka. Pokazalismy, ze tworzenie si¢
dojrzatej topologii genomu podczas rozwoju zbiega si¢ z nieodwracalng utratg plastycznosci komorek, majaca
miejsce w chwili, kiedy embrionalne komorki macierzyste roznicujg si¢ do jednej z trzech gtownych warstw
zarodkowych. Nasze wyniki sugeruja wigc generalng modyfikacje¢ funkcji czynnika CTCF w rozwoju.
Molekularne mechanizmy lezace u podstaw wyzej wymienionych zjawisk sg obecnie nieznane. Nie wiemy
rowniez, w jaki sposob owa konsolidacja genomu opisana na podstawie danych Hi-C, przektada si¢ na dynamike
tworzenia si¢ petli w czasie rzeczywistym, w zywych komorkach. Niniejszy projekt badawczy ma na celu
udzielenie odpowiedzi na te dwa pytania. Zidentyfikujemy czynniki wigzace si¢ z CTCF w trakcie rozwoju
komorek embrionalnych co da nam liste bialek zaangazowanych w regulacje funkcji CTCF. Nastgpnie, uzywajac
wysokoprzepustowych technologii sekwencjonowania, okreslimy w jaki sposob najciekawsze zidentyfikowane
przez nas biatka wplywaja na biologie CTCF w rozwoju. Wykorzystamy technologi¢ edycji genomu CRISPR-
Cas9, aby usuna¢ odkryte przez nas czynniki regulujagce CTCF. Okreslimy jakie konsekwencje dla sity granic DT
i petli ma brak owych biatek. W rownoleglej osi badawczej wykorzystamy innowacyjne techniki mikroskopii, aby
zmierzy¢ czasowo-przestrzenna dynamike kontaktow pomigedzy ERD w embrionalnych komoérkach macierzystych
i w ich zréznicowanym potomstwie. Nasze wyniki pozwola lepiej zrozumie¢, w jaki sposob trojwymiarowa
struktura genomu i ekspresja genow sg regulowane podczas rozwoju.



