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Wprowadzenie

Dtugos¢ genomu ludzkiego przekracza srednice jgdra komorkowego okoto 200 tysiecy razy.
Dlatego musi by¢ on bardzo mocno upakowany, ale rownoczesnie dostepny dla duzych
komplekséw biatkowych biorgcych udziat w replikacji oraz transkrypcji genomu. Dodatkowo,
w trakcie cyklu komérkowego oraz podziatlu komdrkowego organizacja chromatyny ulega
Zznacznym zmianom, co powoduje, ze na poczatku kazdej interfazy konformacja
chromatynowych widkien musi byé niezawodnie odtworzona®. Ponadto, struktury jgdrowe


https://doi.org/10.1038/jid.2012.182
https://doi.org/10.1038/jid.2013.66
https://doi.org/10.1242/dev.103200
https://doi.org/10.1038/s41467-018-07907-2

musza zapewni¢ ekspresje tkanko-specyficznych gendéw by zabezpieczy¢ tozsamosc
komérkowg, a takze przebieg programow réznicowania komérkowego, zaréwno w trakcie
réznicowania sie komérek u dojrzatych organizméw, jak i w trakcie rozwoju embrionalnego?.
Niezbedna jest wiec zaawansowana trojwymiarowa organizacja chromatyny umozlwiajgca
dynamiczne zmiany w dostepnoéci i upakowaniu interfazowego jadra.

Juz niemal 100 lat temu mikroskopia wskazata réznice strukturalne w poszczegoinych
rejonach jadra®, okoto dwadziedcia lat pézniej w 1949 Murray Barr zauwazyt réznice
pomiedzy zenskimi a meskim jgdrami kmorkowymi®, a od 1982 dzieki badaniom braci
Cremer wiemy, ze chromosomy nie mieszajg sie¢ w objetosci catego jadra, lecz zajmujg
ograniczone przestrzenie — “terytoria chromosomowe™.

Do niedawna struktura chromatyny pomiedzy poziomem nukleosoméw a terytoriami
chromosomowymi byta stabo rozumiana. Ostatnie postepy technologiczne szybko zmieniajg
te sytuacje umozliwiajgc studiowanie organizacji genomu z duzo wiekszg dokfadnoscig niz
dotychczas. W szczegoélnosci grupa technik opartych na chromatin conformation capture
(3C°® oraz pochodne 4C, 5C, capture-C and Hi-C’) pozwala na uwidocznienie kontaktéw
DNA-DNA, odzwierciedlajgcych uksztattowanie sie genomu. Te techniki wraz z
nowoczesnymi protokotami fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) oraz trojwymiarowej
mikroskopii bezprecedensowo napedzajg postepy w rozumieniu biologii genomu.

Cel naukowy prac wigczonych w osiggniecie naukowe

Na moje osiggniecie naukowe sktada sie cykl czterech publikacji: trzy artykuty naukowe oraz
jedna praca przegladowa. Nadrzednym celem naukowym tych prac byto pogitebienie
zrozumienia epigenetycznej kontroli ekspresji gendéw poprzez zmiany w strukturze
chromatyny wyzszego rzedu, w trakcie réznicowania si¢ komoérek. Cele specyficzne
obejmowaty:

1. Przygotowanie pierwszego kompleksowego przegladu badan epigenetycznych
zwigzanych z biologig skory (artykut 1).

2. Charakterystyka zmian w strukturze jgder komérkowych w trakcie réznicowania sie
mysiego naskorka oraz zbadania, jak wigze sie to ze zmianami ekspresji genéw
(artykut 2).

3. Opis zmian konformacji locus EDC zawierajgcego geny specyficzne dla naskorka
(artykut 3).

4. Zbadanie jakg role w uwarunkowanymi rozwojem naskérka zmianami konformac;ji
EDC odgrywa nadrzedny regulator p63 a takze modyfikator chromatyny Brg1
(artykut 3).

5. Zbadanie mechanizmu dziatania SmcHD1 w ustanawianiu inaktywacji chromosomu
X w zenskich komoérkach u myszy (artykut 4).

6. Zbadanie jak SmcHD1 wplywa na strukture wyzszego rzedu nieaktywnego zenskiego
chromosomu X (artykut 4).

Omowienie wynikow badan witgczonych do osiggniecia naukowego

W artykule 1 przedstawitem pierwszy kompleksowy przeglad odkry¢ w dziedzinie
epigenetycznej regulacji ekspresji gendow w naskérku. Naskorek to wazny model badawczy z
uwagi zarowno na jego znaczenie kliniczne, ale takze przydatnos¢ dla naukowcow. Jest to
samo-odnawiajgca sie tkanka sktadajgca sie z warstw zréznicowanych do réznego stopnia
keratynocytéw, z dzielagcymi sie komérkami prekursorowymi w warstwie bazalnej®®.
Naskorek ma prostg morfologie, jest tatwo dostepny i moze by¢ stosunkowo prosto
poddawany réoznym manipulacjom. W trakcie terminalnego réznicowania sie keratynocytow,
jadro komorkowe przechodzi przez zaprogramowang transformacje od stanu aktywnego,
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zwigzanego z wykonywaniem programow genetycznych potrzebnych do réznicowania sie
oraz utworzenia bariery naskorka, do stanu w petni nieaktywnego w czes¢ wierzchniej
skeratynizowanej warstwy naskoérka. W tej pracy przegladowej zaprezentowatem obraz
skomplikowanej epigenetycznej regulacji proliferacji oraz réznicowania sie keratynocytow.
Zmiany zaréwno w lokalnej chromatynie jak i organizacji wyzszego rzedu wptywajg na:

- regulacje genéw zwigzanych z cyklem komorkowym;

- kontrole ekspresji genéw zwigzanych z terminalnym réznicowaniem sie keratynocytow;

- programy ekspresji gendéw zalezne od poszczegodlnych czynnikéw transkrypcyjnych, takich
jak p63 NF-kB lub cMyc.

Proliferacja komdrek progenitorowych keratynocytow moze by¢ stymulowana przez grupe
czynnikow, ktére dziatajg gtéwnie jako represywne regulatory chromatyny (HDACs
HDAC1/2, komponenty systemu polycomb Cbx4, Bmil, Ezh1/2, a takze DNMT1) poprzez
negatywng regulacje ekspresji inhibitorow cyklu komoérkowego jak np. p16INK4A, p15INK4B,
p19ARF, oraz p2l. Ponadto niektére z tych czynnikbw (Ezh1/2, Jarid2, DNMT1)
powstrzymujg rowniez przedwczesng aktywacje gendéw zwigzanych z terminalnym
réznicowaniem, dodatkowo pomagajgc w utrzymaniu populacji niezréznicowanych
keratynocytow. Tymczasem terminalne réznicowanie sie keratynocytdw moze byc¢
wspomagane przez niektére modyfikatory chromatyny, ktére zwykle wspierajg aktywna
traskrypcje, takie jak ATP-zalezny modyfikator chromatyny Brgl, demetylaza histonowa
Jmjd3 lub organizator genomu Satb1. Pomimo rosngcej liczby odkry¢, wiele obserwacji w
dalszym ciggu nie jest w peini zrozumiana. W szczegdlnoéci nieznane sg mechanizmy
kontrolujgce specyficznos¢ réznych typow epigenetycznych czynnikbw w regulowaniu
poszczegodlnych gendw/loci w keratynocytach. Niezbednym krokiem do tego celu jest lepsze
zrozumienie topologicznej organizacji genomu, a takze zwigzkow pomiedzy lokalng
organizacjg chromatyny a organizacjg wyzszego rzedu oraz roli jadrowych sub-organelli w
réznicowaniu sie keratynocytéw.

To ostatnie zagadnienie rozwingtem w artykule 2. Poprzednio opublikowana praca
(Fessing M, Madaryev A, Gdula M et al. 2011; omdéwiona w punkcie 5.) pokazata, ze
tréjwymiarowa organizacja genomu keratynocytow jest scisle zwigzana z regulacjg ekspres;ji
gendw. Moje analizy wykazaty, ze modyfikator chromatyny Satb1, regulowany bezposrednio
przez czynnik transkrypcyjn p63, kontroluje konformacje locus EDC oraz ekspresje genéw
podczas réznicowania sie keratynocytow in vivo. Ponadto, przestrzenna organizacja EDC
zmienia sie réwniez w trakcie réznicowania sie kertynocytéw in vitro'®'*. Pomimo rosnacej
ilosci informacji na temat epigenetycznych mechanizméw kontrolujgcych terminalne
réznicowanie keratynocytow (omoéwione w artykule 1), brakowato kompleksowej analizy
zmian trojwymiarowej architektury jadra w trakcie tego procesu in situ. Podobnie, niejasne
byto do jakiego stopnia organizacja jgdra przyjmuje preferencyjne zmiany w poszczegdlnych
stadiach réznicowania sie keratynocytow.

Z pomocg 3D-immunoFiSH, wielokolorowej mikroskopii konfokalnej, tréjwymiarowej analizy
obrazu oraz modelowania matematycznego jgdra opisatem zmiany w jgdrowej architekturze
trzech gtéwnych warstw naskérka: 1. bazalnej, zawierajgcej prekursory keratynocytow;
2. spinalnej, zawierajgcej nie dzielgce sie zréznicowane keratynocyty; oraz 3. granularnej, z
terminalnie zréznicowanymi komorkami. Moja analiza pokazata istotne réznice w szeregu
parametréw topologicznych w trakcie przejscia z warstwy bazalnej do spinalnej oraz
granularnej. W szczegodlnosci, moja analiza pokazata, ze terminalne rdéznicowanie sie
keratynocytow w naskorku i przejécie jadra z metabolicznie aktywnego do nieaktywnego
stanu zwigzane jest z:

-zmniejszeniem objetosci jadra;



-internalizacjg oraz zmniejszeniem ilosci jgderek;

-ekspansjg (przemieszczeniem sie blizej powierzchni jadra) oraz zwiekszeniem ilosci
perycentrometrycznych klastrow heterochromatyny;

-znacznym zwiekszeniem sie czestosci kontaktéw miedzy chromosomem 3, zawierajgcym
EDC, a jagderkami;

-podwojeniem sie czestosci peryferyjnej lokalizacji perycentromerycznych rejondw
chromosomow 3.

Zmiana liczby oraz lokalizacji jgderek oraz klastrow perycentrometrycznych ma
prawdopodobnie duzy wptyw na ekspresje gendw. Zaréwno klastry perycentrometryczne jak
i jgderka, ktore powstajg wokot loci NOR zlokalizowanych na kilku chromosomach, sa
strukturalnie zwigzane z chromosomami. Dlatego mogg je przemieszcza¢ w kierunku do
(albo od) represyjnych czesci chromatynowego srodowiska. Zaproponowatem model, w
ktérym zmiany w topologicznej organizacji genomu umozliwiajg uruchomianie i wytgczanie
programow ekspresji gendw zwigzanych z réznicowaniem epidermalnych keratynocytow in
Vivo.

Artykut 2 wniost istotny wkiad zarbwno w lepsze zrozumienie biologii keratynocytow jak i
epigenetyki rozwojowej. Biologiczne znaczenie zaobserwowanych zmian wymaga dalszej
pracy badawczej, lecz dane Quinodoz et al.*? pokazuja, ze znaczna cze$é genomu wykazuje
preferencyjng lokalizacje w odniesieniu do jaderek i sugeruja, ze zmiana lokalizacji
poszczegoélnych loci moze wptywaé na ich aktywnos¢ transkrypcyjng. To samo jest
prawdopodobnie prawdziwe w odniesieniu do klastrow perycentrometrycznych, ktére nie
byty analizowane w tej pracy.

W artykule 3 wykonatem badania pokazujgce jak trojwymiarowa konformacja chromatyny
EDC, locus zawierajgcego geny niezbedne do réznicowania sie keratynocytéw, zmienia sie
w trakcie powstawania dojrzatego naskérka w rozwoju embrionalnym myszy, a takze
demonstrujgce biologiczne znaczenie obserwowanych zmian. EDC (ang. Epidermal
Differentiation Complex) to unikalne locus zawierajgce 61 funkcjonalnie zwigzanych gendéw
rozmieszczonych u myszy na przestrzeni 3.1 Mb. Centralna czes¢ tego locus miesci geny
biorgce udziat w réznicowaniu keratynocytéw oraz formowaniu bariery epidermalnej. Rejony
przylegajgce do brzegow EDC zawierajg geny nalezgce do rodziny S100, wazne poza
réznicowaniem naskorka takze dla funkcjonowania innych tkanek™**. Mysie embriony przed
E9 (tj. 9 dniem zycia embrionalnego) sg otoczone powierzchniowg ektodermg — pojedynczg
warstwg mato zréznicowanych komorek. Okoto E9.5, powierzchniowa ektoderma zaczyna
réznicowacé sie w kierunku naskoérka, co jest zwigzane z ekspresjg p63 — nadrzednego
regulatora programu réznicowania sie naskorka. Zapoczatkowuje to tworzenie
wielowarstwowego naskérka (E14.5) oraz ostatecznie w peini wyksztatconego naskorka
okoto E18.5%.

W celu zbadania dynamiki ekspresji genéw w ramach EDC, wykonaliSmy genomowa analize
ekspresji za pomocg mikromacierzy na keratynocytach warstwy bazalnej wyizolowanych za
pomoca laserowego pozyskiwania mikroskrawkow (ang. laser capture micro-dissection). W
keratynocytach z E11.5 (przed stratyfikacjg) ekspresja gendw kertynocyto-specyficznych z
centrum EDC, takich jak Loricrine oraz geny z rodziny Lce, byta niska. Pomiedzy E14.5 i
E16.5 transkrypcja tych gendéw stopniowo zwiekszata sie, osiggajagc maksymalne wartosci w
naskorku dojrzatych myszy. Geny rodziny S100 zlokalizowane na obrzezach EDC wykazaty
jedynie niewielkie zmiany w transkrypcji pomiedzy E11.5, E16.5 oraz naskérkiem dorostych
myszy. Kontrolne eksperymenty wykonane w skornych fibroblastach pokazaty, ze nie
wystepuja u nich zmiany ekspresji obserwowane u keratynocytow — EDC wykazywato niski



poziom ekspresji gendw we wszystkich badanych etapach rozwojowych. Williams et al.
zauwazyli w ludzkich kertaynocytach in vitro, ze EDC jest zlokalizowane na obrzezach
chromosomu pierwszego™ (ktéry zawiera EDC w ludzkim genomie), dlatego postanowitem
sprawdzi¢ czy podobna lokalizacja wystepuje rowniez w mysich komdrkach. W tym celu
wykonatem serie eksperymentow 3D-FISH potgczonych z mikroskopia konfokalng. Analiza
trojwymiarowych danych mikroskopowych pokazata, ze w naskérku z E11.5 EDC ulokowane
jest na obrzezach jadra, podczas gdy u embrionéw E16.5 EDC zlokalizowane jest wyraznie
w jego wnetrzu. Wykazatem réwniez, ze EDC w E16.5 znajduje sie preferencyjnie blisko
plamek jadrowych (ang. nuclear speckles) — ciatek jgdrowych wzbogaconych w czynniki
biorgce udziat w splicingu i umozliwiajgce wydajna transkrypcje. Moje poprzednie badania
(Fessing M, Mardaryev A, Gdula MR et al. 2011) pokazaty, ze p63 reguluje bezposrednio
Satb1l, ktore z kolei odpowiada za odpowiednie upakowanie centralnej domeny EDC. Z kolei
analiza 3D FISH lokalizacji EDC wykonana w trakcie prac nad artykutem 3 w komorkach
naskorka E16.5 pozbawionych p63 (p63 KO) pokazata, ze podobnie do E11.5 jest on
jednowarstwowy i w przeciwienstwie do komoérek E16.5 typu dzikiego, EDC wystepuje na
obrzezach jadra. Jednoczes$nie, ekspresja gendw z centralnej czesci EDC jest mocno
obnizona. Dodatkowo, u keratynocytdw z E16.5 p63 KO szereg biatek modyfikujgcych
chromatyne ma obnizony poziom ekspresji. Jednym z najbardziej dotknietych biatek byto
Brgl. Analiza 3D FISH wykazata, ze w naskérku ze znacznie obnizonym poziomem Brgl,
podobnie jak w przypadku p63 KO, locus EDC znajdowat sie na obrzezach jadra.
Dodatkowo, keratynocyty pozbawione Brg1 wykazywaty obnizony poziom ekspresji genéw z
centralnej domeny EDC.

Podsumowujgc, w artykule 3 opisatem zmiany w lokalizacji jadrowej naskoérko-
specyficznego locus EDC zalezne od etapu rozwoju embrionalnego, pokazujgc, ze sg one
niezbedne dla poprawnej ekspresji gendw waznych w formowaniu sie naskérka. Ponadto,
zaprezentowatem mechanistyczne wyjasnienie wskazujgce, ze obserwowane zmiany w
lokalizacji sg zalezne od Brg1, ktéry z kolei jest bezposrednio regulowany przez p63.
Zasugerowatem réwniez, ze internalizacja EDC jest potrzebna by przemiesci¢ locus z
transkrypcyjnie  represyjnego mikro-Srodowiska peryferii jagdrowych do otoczenia
sprzyjajgcego wydajnej transkrypcji - wnetrza jgdra w okolice plamek jgdrowych. Badania
prezentowane w artykule 3 dajg solidne podstawy do dalszych badah nad epigenetyczng
regulacja morfogenezy naskérka. Stanowig takze dobry przyktad, jak geny mogg byc¢
regulowane przez zmiany w strukturze chromatyny wyzszego rzedu. Pomimo dalszych
badan'®'’ caty czas nie jest w petni wyjasnione jak regulowane sg poszczegdlne geny EDC i
dlaczego obrzeza EDC z genami S100 zachowujg sie odmiennie.

Po badaniach nad wptywem struktury wyzszego rzedu na ekspresje gendow w naskorku w
rozwojowo zaawansowanych embrionach, zdecydowatem sie na zmiane systemu
eksperymentalnego i dalsze badanie organizacji jgdrowej na wczesniejszych etapach
rozwoju zarodkowego. Biologicznie istotne interakcje chromatynowe ksztattujg sie stopniowo
w trakcie rozwoju organizmu i procesow roznicowania, a ich efekt na ekspresje genow
czesto ujawnia sie dopiero kilka etapéw rozwojowych pdzniej'®. Artykut 4 przedstawia moje
ostatnio opublikowane badania nad rolg interakcji i topologii chromatyny w ustanawianiu de
novo inaktywacji zenskiego chromosomu X. Inaktywacja chromosomu X w mysich
komodrkach embrionalnych jest unikalnym systemem, umozliwiajgcym $ledzenie, jak na
jednym z dwdch identycznych genetycznie, aktywnych chromosomow zmienia sie zupetnie
epigenetyka oraz prawie wszystkie geny zostajg wyciszone. Na kazdym etapie mozliwe jest
poréwnanie z homologicznym, aktywnym chromosomem X.

Chromatyna nieaktywnego chromosomu X w zenskich komorkach ssaczych jest
zorganizowana w nietypowy sposéb: prawie zupetnie brakuje tam topologicznie

7



powigzanych domen (Topologicaly Associated Domains - TADs"), zamiast tego caly
chromosom jest strukturalnie podzielony na dwie mega-domeny®. W artykule 4 pokazuje,
ze SmcHD1, niekanoniczny cztonek rodziny biatek Smc, odgrywajacy wazne role w wielu
zmianach epigenetycznych oraz wyciszeniu gendéw na nieaktywnym chromosomie X* (Xi),
jest takze odpowiedzialny za tg nietypowg architekture chromosomu.

Aby wyjasni¢ role SmcHD1 w X inaktywacji przeprowadzitem analize transkrypcji i
epigenomu wigczajgc w to analize interakcji chromatynowch (Hi-C). Zeby zapewni¢ dane
dobrej jakosci oraz rozdzielczosci wygenerowalismy zenskg linie klonalnych mysich
fibroblastéow (MEF). MEFy pochodzity od myszy o mieszanym podtozu genetycznym — ich
rodzice pochodzili z dwoéch réznych szczepow: Mus musculus domesticus (domesticus) X
Mus musculus castaneus (castaneus). Stworzylismy dwie linie komoérkowe: MEFy typu
dzikiego oraz z germinalnym SmcHD1 KO. Dzieki licznym jedno nukleotydowym
polimofizmom (SNP; 1 na 250 zasad na chromosomie X) mozliwe byto zmapowanie ~30%
odczytow (ang. reads) do genomoéw rodzicielskich. Allelo-specyficzna analiza transkrypcji i
epigenomu w komdrkach SmcHD1 KO wykazata pojawienie sie domen mierzgcych ponizej 1
Mb, charakteryzujgcych sie re-aktywacjg genow, hypermetylacja DNA oraz obnizeniem
poziomu H3K27me3. Te domeny korelujg z wzbogaceniem SmcHD1 na Xi w komorkach
typu dzikiego, ponadto przyjmuja konformacje podobng do aktywnego chromosomu X,
wigczajgc w to czesciowe odtworzenie TAD’6w. Obserwowane zmiany mogtyby potencjalnie
byé spowodowane w duzej mierze de-represjg genow. Zeby przetestowaé te hipoteze
wykonatem nowa serie eksperymentéw Hi-C we wspotpracy z laboratorium Prof. Joba
Dekkera. Nowe eksperymenty zostaty wykonane na somatycznym SmcHD1 KO (somKO) —
komoérkach, w ktérych SmcHD1 zostato inaktywowane po wyizolowaniu z embrionéw tzn. po
ustanowieniu X inaktywacji (w przeciwienstwie do KO germinalnego). W petni uformowana X
inaktywacja polega na szeregu zsynchronizowanych, cho¢ w duzej mierze redundantnych
procesdéw wyciszajgcych geny. W wielu wypadkach, gdy jeden z tych proceséw jest
zakiocony - szczegolnie, gdy stanie sie to po zakonhczeniu inaktywacji - nie wptywa to na
wyciszenie gendw. RNA-seq w SmcHD1 somKO potwierdzit, ze nie ma istotnych zmian w
poziome ekspresji genéw na chromosomie X. Natomiast analiza danych Hi-C z komdrek
SmcHD1 somKO ukazata zmiany w strukturze chromatyny wyzszego rzedu podobne do tych
z KO germinalnego, u ktdrego wiekszos¢ genow jest aktywna. To wskazuje, ze zmiany w
konformaciji Xi wywotane brakiem SmcHD1 sg niezalezne lub w matym stopniu zalezne od
transkrypcji. Dodatkowo sugeruje to rowniez, ze wazne moze by¢ ustanowienie specyficznej
struktury Xi, widocznej u komorek typu dzikiego, w odpowiednim etapie rozwoju
embrionalnego. Jest prawdopodobne, ze SmcHD1 moze wptywac¢ zaréwno na wyciszenie
gendw, jak i zmiany epigenetyczne poprzez ustanowienie odpowiedniej konformacji Xi w
okreslonym ,oknie” rozwoju embrionalnego. Jesli ta konformacja jest obecna w tym
krytycznym czasie, to wyciszenie bedzie utrzymane nawet jesli pozniej zostanie ona
powaznie zaburzona. ChIP-seq CTCF pokazat, ze SmcHD1 wplywa na strukture Xi
najprawdopodobniej poprzez antagonizowanie wigzania CTCF, ktére ma podstawowe
znaczenie w formowaniu wiekszo$ci kontaktéw chromatynowych??. Zaréwno u germinalnego
jak i somatycznego SmcHD1 KO zaobserwowatem zwiekszone wigzanie CTCF na
nieaktywnym chromosomie X. Projekt zostat opublikowany najpierw jako preprint w biorXiv*
a potem w Nature Communications (artykut 4). Pod koniec projektu okazato sie, ze nad
bardzo podobng tematykg pracujg dwie inne grupy badawcze® *°. Ich prace w duzym
stopniu potwierdzity moje wyniki.

Podsumowanie i najwazniejsze wyniki osiggnhiecia naukowego:



scharakteryzowanie dynamiki zmian w architekturze jagdra komérkowego w trakcie
réznicowania sie keratynocytow in situ i pokazanie powigzania tych réznic ze zmianami
globalnej transkrypciji;

pokazanie internalizacji locus EDC zwigzanej z postepem w morfogenezie naskorka;
udowodnienie, ze ta internalizacja zalezy od nadrzednego regulatora réznicowania
naskorka, czynnika p63, ktory bezposrednio kontroluje modyfikatora chromatyny Brg1;
opisanie transkrypciji oraz krajobrazu epigenetycznego na nieaktywnym chromosomie X w
zenskich MEFach typu dzikiego oraz somatycznym i germinalnym SmcHD1 KO;
pokazanie, ze brak SmcHD1 u germinalnego KO powoduje duze zmiany w konformac;ji Xi
poprzez anatgonizowanie wigzania CTCF oraz, ze te zmiany korelujg z domenami o
zmienionej epigenetyce oraz aktywnosci transkrypcyjnej;

wykazanie, ze zmiany strukturze chromatyny wyzszego rzedu sg w duzym stopniu
niezalezne od transkrypcji oraz, ze odpowiednia struktura Xi jest wazna gtéwnie w ciggu
pewnego ,okna” rozwoju embrionalnego.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczch
Na moje pozostate prace, nie wchodzace w skfad osiggniecia naukowego, sktadajg sie:

- 2 artykuly badawcze w tematyce terminacji transkrypcji, wykonane we wspotpracy z
laboratorium Nicka Proudfoota (jeden z nich jako wsp&t-pierwszy autor);

- 3 artykuty badawcze poruszajgce tematyke aktywnosci komplekséw polycomb w trakcie X
inaktywacji, wykonane w laboratorium Neila Brockdorffa,;

- 2 artykuly badawcze w tematyce réznicowania sie naskorka wykonane w laboratorium
Vladimira Botchkareva (zwigzane tematycznie z osiggnieciem naukowym, ale jeden artykut
zawiera prace z okresu doktoratu a w drugim nie jestem autorem wiodacym);

- 2 artykuty badawcze publikujgce moje wyniki osiggniete w trakcie pracy magisterskiej na
temat dziedziczenia transgenu HBV w satacie;

- 1 artykut badawczy oraz 1 rozdziat ksigzki w tematyce uszkodzen DNA, wykonane w
czasie doktoratu we wspotprace z laboratorium Prof. Diany Anderson, do ktérych
przyczynitem sie mikroskopig i analizg obrazu.

Wspétpraca z grupg Nicka Proudfoota powstata dzieki mojemu szerokiemu zainteresowaniu
regulacjg transkrypcji, a takze =zapotrzebowaniem tej grupy na moje umiejetnosci
bioinformatyczne. Oba projekty dotyczyty roli kluczowego czynnika transkrypcyjnego PCF11,
ktéry fgczy obrébke RNA z terminacjg transkrypcji, i w obu projektach wykonatem catg
analize bioinformatyczng danych NGS. Pierwszy projekt, prowadzony w systemie
drozdzowym (Grzechnik P, Gdula MR et al., 2015) byt w duzej mierze eksperymentalny i
moja rola nie byta wiodgca. Drugi projekt, o roli PCF11 w terminacji transkrypcji u ludzi i
danio pregowanego (ang. zebrafish, Kamieniarz-Gdula K*, Gdula MR*, 2019), opierat sie w
duzej mierze na analizie eksperymentow cato-genomowych, dlatego jestem jego wspot-
pierwszym autorem. W tym ostatnim projekcie pokazatem, ze zaréwno u cziowieka jak i u
danio rola PCF11 wychodzi poza umozliwianie terminacji transkrypcji. Okazato sie, ze
PCF11 kontroluje ekspresje tysiecy gendéw na dwa sposoby: 1) zwieksza ekspresje genéw
umieszczonych blisko siebie poprzez zapobieganie interferencji RNA za pomocg wydajne;j
terminacji transkrypcji oraz 2) obniza ekspresje podzbioru gendéw, wzbogaconych w
regulatory ekpresji genow, poprzez wywotywanie przedwczesnej terminacji.

W trakcie stazu podoktoranckiego w grupie Prof.Neila Brockdorffa uczestniczytem w
szeregu projektéw, z ktorych dotychczas 4 zastaty opublikowane (tgcznie z artykutem 4



wchodzgcym w skiad osiggniecia naukowego). W pracy Cerase et al. 2014 przeanalizowatem
z kolegami rekrutacje PRC2 zalezg od Xist. Inaktywacja zenskiego chromosomu X w komodrkach
ssaczych zostaje ustanowiona poprze rekrutacje czynnikow modyfikujgcych chromatyne przez
Xist RNA, ktore pokrywa in cis caty X. Wczesniej wykazano, ze kompleks PRC2, ktory jest
jednym z tych czynnikéw, wigze sie bezposrednio z rejonem Xist, zawierajgcym powtorki A
poprzez interakcje z Ezh2 i Suz12?’. W tej pracy pokazujemy, ze w 24 godziny po
zsynchronizowanej indukgji ekspres;ji Xist, nowo powstate wzbogacenia PRC2 wystepujg gtéwnie
w rejonach bogatych w geny. Niespodziewanie, nowe miejsca depozycji PRC2 stabo korelujg z
wyciszeniem genow indukowanym przez Xist. Moja analiza danych z mikroskopii super-
rozdzielczej pokazata istotng separacje oraz brak ko-lokalizacji pomiedzy transkryptami Xist a
elementami PRC2. Te obserwacje nie zgadzajg sie z pogladem o bezposrednich
oddziatywaniach pomiedzy Xist a biatkami kompleksu PRC2 i sugerujg, ze aktualny model
wyjasniajgcy rekrutacje PRC2 w trakcie inaktywacji X powinien zosta¢ zrewidowany. Artykut
Grijzenhout et al. 2016 demonstruje, ze myszy pozbawione AEBP2, jednego z biatek PRC2,
wykazujg defekty rozwojowe podobne do fenotypu Trithorax. W Almeida et al. 2017 wraz z
kolegami pokazujemy, ze paradygmat, méwiacy, ze kompleksPRC1 jest rekrutowany przez
PRC2, przynajmmniej w przypadku zehskiego Xi, jest nieprawdziwy. Na Xi PRC1 pojawia
sie przed PRC2, a bez niego nie ma rekrutacji PRC2. Moje analizy RNA-seq pokazaty, ze
mysie komorki embrionalne pozbawione niekanonicznych komplekséw PRC1 zawierajgcych
PCGF3 oraz PCGF5 majg znaczaco ograniczone wyciszenie genow.

W trakcie mojej pracy w grupie Prof. Vladimira Botchkareva, w Fessing MY, Mardaryev AN,
Gdula MR et al. 2011 pokazaliSmy wraz z kolegami, ze p63 realizuje czes¢ swoich funkcji
poprzez bezposrednig regulacje ekspresji Satb1 w prekursorach keratynocytéw. P63 wigze
sie do regulatorowego miejsca Satb1, a jego usuniecie powoduje znaczne obnizenie sie
ilosci Satb1 w naskdrku. Myszy Satb1 KO majg zaburzong strukture naskérka. Dodatkowo,
moje analizy wykazaty, ze u keratynocytéw pozbawionych Satbl, konformacja centralnej
czesci EDC, ktéra u komorek typu dzikiego jest wzbogacona w Satbl, jest istotnie
zmieniona. Co ciekawe, radialna pozycja wewnatrz jadra sie nie zmienia, tak jak ma to
miejsce w przypadku opisanego Brg1 KO (artykut 3). Te obserwacje pokazaty nieznany
mechanizm, wazny dla morfogenezy naskorka, w ktérym Satb1, jest bezposrednio
regulowany przez Satb1 ustanawia konformacje EDC specyficzng dla keratynocytéw,
niezbedng dla poprawnej ekspresji genéw. W laboratorium Prof. Botchkareva wdrozytem tez
protokotu 5C w celu doktadnego scharakteryzowania konformacji EDC. Ostatecznie,
rozpoczety przeze mnie projekt zostat opublikowany po wielu latach w Poterlowicz K. et al
2017. Analiza interakcji chromatynowych w pierwotnych keratynocytach, jak i kontrolnie w
tymocytach, gdzie EDC jest nieaktywne, ujawnita interakcje pomiedzy promotorami a
enhancerami specyficzne dla keratynocytow. W EDC zaobserwowano kilka TAD’6w oraz
intensywne interakcje w ich ramach, a takze pomiedzy r6znymi TAD’ami bogatymi w geny.
Te interakcje, jak pokazaty nasze wczesniejsze badania tworzg funkcjonalng sie¢ niezbedng
dla prawidtowej ekspresji genow w EDC w keratynocytach. Szczegétowe wyjasnienie
dziatania tej sieci wymaga dalszych badah.

W trakcie moich studiéw doktoranckich pomogtem grupie Prof. Diany Anderson w
mikroskopii, analizie danych, a takze opracowaniu metod kwantyfikacji uszkodzerh genomu.
Projekty, do ktorych sie przyczynitem zostaty opublikowane w Laubenthal et al. 2012 oraz
jako rozdziat ksigzki Laubenthal et al. 2013.

Moja praca projektu magistranckiego na temat dziedziczenia transgenu HBV w safacie,
wykonywanego pod nadzorem dr Tomasza Pniewskiego zostata opublikowana w Pniewski
at al. 2011 oraz Pniewski at al. 2012.
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Jesli chodzi o wskazniki bibliograficzne, moéj raport cytowani z bazy Web of Science
wykazuje h-index = 11, fgcznie 435 cytowan, oraz sumaryczny impact factor z bazy Journal
Citation Reports rony 137.49 (w tym 31.38 dla osiaggniecia naukowego, oraz 106.11 dla
pozostatego dorobku).

Uwagi koncowe i przyszte plany badawcze

Biologiczne implikacje wynikajgce z konformacji chromatyny, tréjwymiarowej architektury
jadra oraz ogélnie biologii genomu s3g aktualnie intensywnie badane. Spadajgce ceny
sekwencjonowania nowej generacji (NGS), udoskonalone, bardziej dostepne oraz
niezawodne protokoly metod opartych na 3C, a takze postepy w mikroskopii napedzajg
bezprecedensowy postep w zrozumieniu biologii jadra komodrkowego. Réwnoczesnie
znaczna wiekszos¢ tych badan jest robiona na komoérkach hodowanych w kulturach
tkankowych, co ma wiele zalet, ale przy badaniu zjawisk w konteks$cie biologii rozwoju lub
réznicowania sie komorek jest czesto suboptymalne albo po prostu btedne.

Czuje sie uprzywilejowany, ze w trakcie moich badan podoktoranckich miatem szanse
pracowaé¢ w wiodgcych naukowo osrodkach z $wiatowej klasy ekspertami. Pozwolito mi to
zyskaé wglad w ich organizacje, a takze zdoby¢ duze doswiadczenie w technikach
chromatynowych, mikroskopii, analizie trojwymiarowych obrazéw oraz analizie
bioinformatycznej danych NGS.

Przez ostatnie 8 lat, po uzyskaniu dyplomu doktora, bratem udzial w wielu projektach
badajgcych wptyw architektury jadra oraz interakcji chromatynowych na ekspresje gendéw, w
kilkku z nich jako wiodgcy naukowiec. Mialem okazje prezentowaé swoje wyniki na wielu
miedzynarodowych konferencjach naukowych. Organizowatem roéwniez seminaria i
warsztaty edukacyjne, a takze zdobytem istotne doswiadczenie w kierowaniu pracg
studentow i doktorantow. W przysztosci bede kontynuowac¢ badania nad konformacjg
chromatyny i kontrola ekspresji gendw. Pod koniec roku planuje zatozy¢ grupe badawczg w
ramach Zaktadu Ekspresji Gendw, Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii na
Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza. Aktualnie jestem w trakcie
aplikowania o finansowanie: czekam na rozstrzygniecie mojego wniosku w konkursie OPUS
16, napisatem tez wniosek to programu NAWA Polskie Powroty, bede tez wnioskowat o
dalsze granty. Jesli chodzi o tematyke, chciatbym kontynuowaé badania nad zmianami
epigenetycznymi w trakcie rozwoju embrionalnego myszy, robigc to w bardziej kompleksowy
sposob i uwzgledniajgc rowniez etapy rozwojowe nieobjete w dotychczasowych badaniach.
Chciatbym takze zastosowaé capture-C i w duzej mierze zastgpi¢ nim Hi-C, co powinno
pozwoli¢ mi na uzyskanie danych o jeszcze lepszej rozdzielczosci oraz obnizy¢ koszty
sekwencjonowania. Uwazam, ze moze to mie¢ réwniez pozytywny wptyw na polskg nauke,
poniewaz pomimo wagi badah nad konformacjg chromatyny, tematyka tg zajmuje sie w
Polsce mato naukowcow.
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