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STRESZCZENIE

CTCF to zachowane w toku ewolucji biatko wigzgce DNA, kluczowe dla regulacji
tréjwymiarowej architektury genomu. Wyznacza granice domen powigzanych
topologicznie (TAD, z ang. topologically associated domain) i reguluje interakcje miedzy
promotorami a wzmacniaczami. W komodrkach ssakow wykazano, ze lokalizacja miejsc
wigzania CTCF (CBS, z ang. CTCF binding sites) pozostaje w duzej mierze niezmienna
podczas réznicowania embrionalnych komaérek macierzystych (ES, z ang. embronic stem
cells) do progenitorowych komadrek pnia nerwowego (NS z ang. z ang. neural stem cells),
mimo wazrostu liczby istabilnosci petli chromatynowych. Zmiany architektury
chromatyny w ktérych uczestniczy CTCF mogg wptywaé na regulacje ekspresji gendéw.
Nie jest jednak jasne, czy i w jaki sposdb funkcje CTCF zmienia sie w trakcie rozwoju.

Celem tej rozprawy doktorskiej byto okreslenie roli biatka CTCF w regulacji
ekspresji genéw podczas réznicowania komodrek embrionalnych. W badaniach
wykorzystano system degronowy CTCF umozliwiajacy kontrolowane i szybkie usuniecie
biatka CTCF w komodrkach ES in NS. Nastepnie przeprowadzono profilowanie
transkryptoméw i reguloméw w obu typach komdrek. Wykazano, ze utrata CTCF
zmieniata ekspresje gendw bez bezposredniego wptywu na aktywnos$é elementow
regulatorowych. Geny o obnizonej ekspresji po usunieciu CTCF byty wczesniej silnie
eksprymowane i miaty wigzanie CTCF w promotorze, natomiast geny o zwiekszonej
ekspresji cechowaty sie niskim poziomem transkrypcji i brakiem CTCF w promotorze.
Dane te wspierajg model, w ktdrym w promotorach, CTCF wspomaga transkrypcje
poprzez kontakt z odlegtymi wzmacniaczami, natomiast w regionach miedzygenowych
dziata jako izolator.

Ponadto, wykazano, ze mimo zachowanego wigzania z DNA, CTCF reguluje rézne
zestawy gendw w komarkach ES i NS, co wskazuje na jego funkcje zalezne od kontekstu
epigenetycznego. Potwierdzono to edycjg genomu w locus Aldh1a3. Dane proteomiczne
otrzymane niezaleznie w laboratorium, ujawnity zwiekszong interakcje CTCF z biatkami
wigzgcymi RNA podczas rdznicowania komérek ES do komdrek NS. Komorki pozyskane
W niniejszej pracy przyczynity sie do zidentyfikowania diugiego niekodujgcego RNA

(IncRNA, z ang. non-long-coding RNA) Pantrl jako mediatora tego procesu.



W ramach rozprawy opracowano wstepny projekt systemu wizualizacyjnego do
obserwacji wybranych loci w zywych komdrkach. To rozwigzanie to moze stanowic
podstawe do badania dynamiki interakcji miedzy kotwicami petli chromatyny w czasie

rzeczywistym.



ABSTRACT

CTCF is a conserved DNA-binding protein that plays a key role in regulating the
three-dimensional architecture of the genome. It defines the boundaries of topologically
associated domains (TADs) and controls interactions between promoters and
enhancers. In mammalian cells, the positions of CTCF-binding sites (CBS) have been
shown to remain essentially unchanged during embryonic stem (ES) cell to neural stem
(NS) cell differentiation, despite an increase in the number and stability of chromatin
loops. Changes in chromatin architecture involving CTCF may influence its role in
regulating gene expression. However, it remains unclear whether, and how, this
regulatory function changes during development.

This doctoral thesis aimed to address this question and assess the functions of
CTCF during the differentiation of ES cells into NS cells. To investigate this, a CTCF degron
system enabling precise, inducible protein depletion was used, followed by
transcriptome and regulome profiling in both cellular states. CTCF loss altered gene
expression, but did not directly affect regulatory element activity. Genes downregulated
upon CTCF depletion were highly expressed and contained CTCF binding at their
promoters, whereas upregulated genes showed low basal expression and lacked
promoter-bound CTCF. These findings support a model in which promoter-bound CTCF
facilitates transcription by mediating contacts with distal enhancers, while intergenic
CTCF acts as an insulator. The experiments outlined in this dissertation revealed that,
despite stable DNA binding, CTCF regulates distinct gene sets in ES and NS cells,
indicating cell-type-specific functions of this factor in development. This was further
validated by genome editing at the Aldh1a3 locus. To unveil what underlies the changes
in CTCF functions in development, proteomic analysis was performed independently in
the lab. These data revealed enhanced interactions between CTCF and RNA-binding
proteins (RBP) in the NS compared to the ES cells. The cells derived in this work help
identify long non-coding RNA (IncRNA) Pantr1 as a mediator of the gain of CTCF-RBP
interactions upon the ES-to-NS transition. In addition, a visualisation system was
developed to monitor selected genomic loci in living cells, which has the potential, in the

future, to enable real-time tracking of chromatin loop anchor dynamics.



In summary, although the localisation of CTCF binding sites remains stable during
differentiation, its transcriptional regulatory function is dynamic and highly context-

dependent.
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SPIS SKROTOW

ATAC-seq - z ang. Assay for Transposase-Accessible Chromatin using Sequencing,
sekwencjonowanie dostepnosci chromatyny z uzyciem transpozazy

Aldh1la3 - z ang. aldehyde dehydrogenase 1 family member A3

BSA - z ang. bovine serum albumin, albumina surowicy bydlecej

Cas9 - z ang. CRISPR-associated protein 9, endonukleaza, ktéra tnie DNA w
konkretnym miejscu, wskazanym przez sgRNA

CARGO - z ang. Chimeric Array of gRNA Oligonucleotides, system do seryjnego
klonowania wielu powtarzajgcych sie modutéw do jednego wektora docelowego
ChIP-seq - z ang. chromatin immunoprecipitatio-sequencing, immunoprecypitacja
chromatyny potaczona z sekwencjonowaniem

CHIR - CHIR99021 z ang. Glycogen Synthase Kinase3, selektywny inhibitor kinazy
GSK-3)

CRE - z ang. cis-regulatory elements, elementy cis-regulatorowe

CRISPR - z ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats,
sekwencje DNA bakterii stanowigce podstawe systemu edycji gendw CRISPR-Cas9
CRISPR-Cas9 - z ang. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-
Cas9 system do edycji genomu, ktéry wykorzystuje CRISPR jako mechanizm
rozpoznawania DNA sekwencji oraz endonukleaze Cas9 jako narzedzie tngce DNA
CTCF z ang. CCCTC-binding factor, biatko wigzgce motyw CCCTC w genomie

DEG - z ang. differentially expressed genes, geny o zmienionej ekspresji

dCas9 - z ang. ,dead” Cas9, nieaktywna forma endonukleazy Cas9

DMSO - dimetylosulfotlenek

dPBS - z ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, bufor fosforanowy bez
dodatku wapnia i magnezu

EGF - z ang. Epidermal Growth Factor, czynnik wzrostu naskérka

ES - z ang. embryonic stem cells, komorki macierzyste embrionalne

FGF - z ang. Fibroblast Growth Factor, czynnik wzrostu fibroblastow

fRIP - z ang. fragmented RNA immunoprecipitation, immunoprecypitacja

pofragmentowanego RNA
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HEPES - kwas N-2-hydroksyetylopiperazyno-N’-2-etanosulfonowy

Hi-C - technika mapowania interakcji chromatyny na skale genomowag

hiPSC - z ang.: human induced pluripotent stem cells, ludzkie indukowane komorki
pluripotencjalne

ICR - z ang. Imprinting Control Region, region kontrolujgcy imprinting genomowy
IP -z ang. Immunoprecipitation, imuunoprecypitacja

kDa - kilodalton, jednostka masy czgsteczkowej

kpz - kilo par zasad

LB - z ang. Lysogeny Broth, pozywka do hodowli bakterii

LB-agar - stata forma pozywki LB zawierajaca agar

LIPS - z ang. Liquid-Liquid Phase Separation

IncRNA - z ang. long non-coding RNA, dtugie niekodujace RNA

mRNA - z ang. messenger RNA, informacyjny RNA

NEAA - z ang. non-essential amino acids, aminokwasy nieesencjalne

nt - nukeotyd

ncRNA - z ang, non-coding RNA, niekodujgce RNA

NS - z ang. neural stem cells, komorki pnia uktadu nerwowego, neuronalne komaorki
progenitorowe

OD - z ang. optical density, gesto$¢ optyczna

PAR-CLIP - z ang. photoactivatable ribonucleoside - enhanced crosslinking and
immunoprecipitation, technika krzyzowego wigzania RNA-biatko z uzyciem
fotoaktywowanych rybonukleozydow

PCR - z ang. polymerase chain reaction, reakcja faricuchowa polimerazy

pz - para zasad

RBR - z ang. RNA-binding region, region wigzacy RNA

RBP - z ang. RNA-binding proteins, biatka wigzgce RNA

RNA-seq - z ang. RNA-sequencing, sekwencjonowanie RNA

Rpm - z ang. rotations per minute, obroty na minute

SICAP - z ang. ChIP with selective isolation of chromatin - associated proteins, ChIP
z selektywng izolacjg biatek zwigzanych z chromatyng

ssDNA - z ang. Single-stranded DNA, jednoniciowy DNA, domeny topologicznie

asocjujace
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TAE - Tris -Acetate-EDTA

TSS - z ang. Transcription Start Site, miejsce startu transkrypcji
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WSTEP

1. Regulacja ekspresji genow i organizacja genomu

Tozsamos¢ komorkowa jest ksztattowana przez charakterystyczny profil ekspres;i
genow, ktéry warunkuje morfologie oraz funkcjonalnosé kazdej komérki (Davidson &
Erwin, 2006). Selektywne uruchamianie i wyciszanie konkretnych gendéw stanowi
podstawe ksztattowania wyspecjalizowanych typow komérkowych, a w konsekwencji
organizacji tkanek i narzadéw podczas rozwoju, co jest istotne do utrzymania ogdlinej
homeostazy organizmu.

Pierwszym poziomem regulacji ekspresji gendéw jest transkrypcja czyli proces
przepisywania informacji genetycznej z DNA na informacyjne RNA (mRNA, ang.
messenger RNA). Na etapie inicjacji transkrypcji integrowane sg sygnaty srodowiskowe
oraz epigenetyczne ktdre wptywajg na dostepnosé¢ promotorow dla czynnikéw
transkrypcyjnych regulujgc poziom aktywnosci transkrypcyjnej genéw (M. Levine &
Tjian, 2003; Spitz & Furlong, 2012). Nastepnie powstate czgsteczki mRNA podlegaja
dalszej regulacji na poziomie post-transkrypcyjnym co pozwala precyzyjnie dostosowac
poziom biatek w komodrce. Krotkie czgsteczki RNA kontrolujg synteze biatek, hamujac
translacje lub inicjujgc degradacje mRNA (Baralle & Giudice, 2017). Dodatkowg warstwe
regulacji stanowig modyfikacje potranslacyjne, ktére dynamicznie modulujg aktywnosé
biatek.

Coraz wiecej dowoddéw wskazuje jednak, ze klasyczne mechanizmy regulacji nie
wyjasniajg w petni ztozonosci kontroli ekspresji genéw (Dekker & Mirny, 2016a;
Schoenfelder & Fraser, 2019a). W tym kontekscie, kluczowg role odgrywa przestrzenne
utozenie chromatyny, ktdore determinuje nie tylko ogdlng dostepnos¢ DNA dla
czynnikdw transkrypcyjnych, ale irdéwniez definiuje ktére elementy genomu moga
wchodzi¢ ze sobg w fizyczng interakcje (Bonev & Cavalli, 2016; Rowley & Corces, 2018).
Szczegdlnie istotne sg interakcje pomiedzy regionami regulatorowymi a miejscami
inicjacji transkrypcji ktére stanowig podstawe precyzyjnej kontroli ekspresji gendow

(M. E. Levine et al., 2018; Schoenfelder & Fraser, 2019b).
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1.1. Przestrzenna regulacja ekspresji gendw: rola elementdéw cis-

regulatorowych.

Regulacja ekspresji gendw u eukariontéw jest procesem wielopoziomowym
obejmujgcym kontrole genetyczng wynikajgcg z sekwencji DNA, regulacje epigenetyczng
oparta na modyfikacjach chromatyny oraz kontrole strukturalng zwigzang
z tréjwymiarowga organizacjg genomu. Centralng role w tym kontekscie odgrywaja
elementy cis-regulatorowe (CRE, z ang. cis-egulatory elements) takie jak: promotory,
wzmacniacze (z ang. enhancers), sekwencje wyciszajace (z ang. silencers) iizolatory
(z ang. insulators), ktdre integrujg sygnaty pochodzace z licznych szlakéw regulacyjnych
i przez to wptywajg na ilos¢ powstatego transkryptu genu, czyli czgsteczki matrycowego
RNA (mRNA) (X. Liu et al., 2023). Aktywnos$¢ elementdw regulatorowych zalezy przede
wszystkim od ich sekwencji nukleotyddw oraz lokalnych modyfikacji chromatyny, ktére
determinujg ich dostepnos¢ oraz potencjat regulacyjny (Shlyueva et al., 2014a; Thurman
et al.,, 2012).

Gtéwne cechy réznych typow CRE:

Promotory to elementy zlokalizowane w poblizu miejsca inicjacji transkrypcji.
Promotory umozliwiajg ztozenie kompleksu transkrypcyjnego i rozpoczecie
ekspresji genu (Hampsey, 1998).

e Wazmacniacze (ang. enhancers) zwiekszajg poziom transkrypcji, czesto dziatajgc
na promotory zlokalizowane w znaczgcych odlegtosciach od nich samych (Banerji
et al., 1981; Shlyueva et al., 2014b). Wzmacniacze tworzg kontakt przestrzenny
(petle regulacyjne) z promotorem i dzieki tej interakcji wptywajg na aktywnosé
genow.

e Sekwencje wyciszajgce (ang. silencers) hamujg aktywnos$¢ promotoréw czym
obnizajg ekspresje gendw

e lzolatory (ang. insulators) hamujg interakcje miedzy poszczegdélnymi CRE.

Poprzez organizacje chromatyny w domeny regulacyjne (omdwione ponizej),

izolatory ograniczajg zasieg dziatania wzmacniaczy czyli region genomu

kontrolowany przez dany CRE zapobiegajagc niekontrolowanej aktywacji

sgsiednich genéw (Bell et al., 1999a). Dwa izolatory definiujgce obie granice
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danej domeny regulacyjnej czesto wchodzg ze sobg w kontakt fizyczny tworzac

petle architekturalna.

Jak opisano powyzej funkcjonalne pary CRE faczg sie ze sobg fizycznie w jadrze
komoérkowym tworzgc petle. Niemniej jednak w genomach ssakéw promotor
i odpowiadajgcy mu wzmacniacz czesto znajdujg sie w duzej odlegtosci od siebie,
mierzonej w parach zasad. W rezultacie tréjwymiarowa architektura chromatyny
w jadrze komoérkowym odgrywa kluczowg role w umozliwianiu tych interakcji
i w regulacji aktywnosci genéw. Tréjwymiarowa organizacja genomu moze z jednej
strony faworyzowac pewne interakcje miedzy CRE, z drugiej strony izolatory blokuja
alternatywne uktady par promotor-wzmacniacz przez co wptywajg na precyzje regulacji
transkrypcyjnej. W tym kontekscie struktury wyziszego rzedu takie jak: petle
chromatynowe czy domeny topologiczne (TAD, z ang. topologically associated domain),
opisane szerzej w dalszej czesci pracy, stanowig funkcjonalne jednostki organizacji
genomu sterujgce tozsamoscig par promotor-wzmacniacz (Bulger & Groudine, 2011;
Franke et al., 2016a; Ghavi-Helm et al., 2014; Oti et al., 2016; Phillips-Cremins & Corces,
2013; S. S. P. Rao et al., 2014a; L. Zhao et al., 2019) Asocjacje pomiedzy CRE ktérych
sekwencje DNA sg zlokalizowane w obrebie tej samej domeny regulacyjnej, s3
preferencyjnie nawigzywane dzieki organizacji chromatyny w ramach TAD. Jednoczesnie
elementy znajdujgce sie w danym TAD pozostajg funkcjonalnie odizolowane od
sekwencji potozonych poza jego granicami.

Biatko wigzgce sekwencje CCCTC (CTCF) oraz kompleks kohezyn sktadajgcy sie
z biatek SMC1, SMC3 (ang. structural maintenance of chromosome 1, 3) i Rad21,
wyznaczajg granice funkcjonalnych domen, oraz stabilizujg petle zapewniajgc
selektywnos¢ kontaktow CRE chronigc geny przed niewtasciwym dziataniem
wzmacniaczy (Dixon et al., 2012a; Ing Simmons et al., 2015; Nora et al., 2012a; M. Rao
& Gershon, 2016; Sofueva et al., 2013; Wutz et al., 2017). Mechanizmy prowadzace do
powstawania tych struktur zostang oméwione w kolejnych rozdziatach.

Aktywnos$¢ CRE jest modulowana w odpowiedzi na sygnaty srodowiskowe co
pozwala komérce elastycznie dostosowac ekspresje gendw do zmieniajgcych sie potrzeb
np. podczas roéznicowania komorki. Klasycznym przyktadem dalekosieznej pary
promotor-wzmacniacz waznej dla rozwoju ssakéw jest wzmacniacz sterujacy ekspresjg

morfogenu Sonic hedgehog (Shh) podczas powstawania koriczyn w embriogenezie
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myszy. Wzmacniacz znany w literaturze pod angielska nazwg Zone of Polarizing Activity
Regulatory Sequence (ZRS) znajduje sie w odlegtosci genomowej ponad 1 Mb od
promotora genu Shh. Pomimo tak znaczacej ilosci par zasad jaka dzieli te elementy
w liniowej czasteczce chromosomu, ZRS nawigzuje efektywny kontakt z promotorem
tworzac petle chromatynowg (regulacyjng), co w konsekwecji umozliwia aktywacje
ekspresji genu (Lettice et al., 2003; Paliou et al., 2019; Williamson et al., 2016a). Funkcja
ZRS zalezy réwniez od lokalnego kontekstu epigenetycznego np.: od obecnosci
czynnikdw modulujgcych dostepnos$é chromatyny, takich jak ETV2, ktére utatwiajg
dostep czynnikdw transkrypcyjnych do wzmacniacza poprzez remodelowanie
dostepnosci chromatyny. Przyktad dziatania ZRS odzwierciedla ogdlng regute
funkcjonowania CRE, ktérych aktywnos¢ jest kontekstowa i powigzana z przestrzenng

organizacjg genomul.

Zrozumienie zasad funkcjonowania CRE w kontekscie przestrzennej organizacji
chromatyny jest kluczowe dla dalszej analizy mechanizméw regulacji ekspresji genéw
oraz ich roli wrdznicowaniu komdrkowym, utrzymaniu tozsamosci komoérkowe;j
i potencjalnych zaburzeniach w chorobach genetycznych czy nowotworowych. Jednym
z kluczowych aspektéw wymagajacych gtebszego poznania jest to czy kaidy
wzmacniacz moze regulowaé¢ kaidy promotor i jak potencjalna kompatybilnos$¢
pomiedzy CRE wigze sie ze zdolnoscia par CRE do tworzenia kontaktéw

w tréjwymiarowej przestrzeni jadra komorkowego.

1.2. Epigenetyczna kontrola ekspresji genow w trakcie réznicowania

komorek

W latach 40. XX wieku Conrad H. Waddington zaproponowat koncepcje
»,epigenetycznego pejzazu”, ktéra stata sie metaforycznym ujeciem proceséw
réznicowania komarek podczas rozwoju embrionalnego. W jego modelu rozwijajaca sie
komorka przypomina kulke toczaca sie po pofatdowanej powierzchni, doliny symbolizujg
konkretne tozsamosci a wzniesienia fakt, iz przejscia miedzy obranymi $ciezkami
rozwojowymi sg niezwykle mato prawdopodobne. Zaproponowany model podkresla, ze
mimo identycznego DNA komorki podlegajg wielopoziomowej regulacji, gdzie sygnaty
wewnetrzne i zewnetrzne kierujg w strone okreslonych $ciezek rdznicowania

(Waddington C.H., 1957). Obecnie wiemy, ze wybér sciezki réznicowania np.: w kierunku
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linii erytrocytarnej lub neuronalnej zalezy od dynamicznych interakcji pomiedzy
czynnikami genetycznymi, a srodowiskowymi (Han & Yoon, 2012; Theunissen &
Jaenisch, 2014).0wocuje to tkankowo-specyficznym profilem ekspresji gendw.
Epigenetyczne modyfikacje chromatyny majg wktad w regulacje ekspresji genéw
podczas rdéznicowania komdrek, modulujgc dostepnosé¢ elementdéw regulatorowych
oraz ksztattujac lokalng strukture genomu. Metylacja DNA odgrywa tu kluczowa role.
W komérkach ES poziom metylacji DNA jest relatywnie niski, co sprzyja otwartej oraz
aktywnej strukturze chromatyny, natomiast w trakcie réznicowania komérek obserwuje
sie dynamiczny wzrost metylacji wrejonach promotoréw oraz wzmacniaczy,
prowadzacy do trwatego wyciszenia gendw nieistotnych dla nowo powstatej linii
komoérkowej (Hawkins et al., 2010; Kaaij et al., 2013; Meissner et al., 2008).
Réwnolegle zachodzg zmiany w modyfikacjach histonéw: tri-metylacja H3K27
(H3K27me3) katalizowana przez kompleks represyjny Polycomb 2 (ang. Polycomb
repressive complex 2, PRC2) sprzyja tworzeniu regiondw chromatyny o ograniczonej
dostepnosci, natomiast acetylacja H3K27 (H3K27ac) katalizowana przez
acetylotransferazy takie jak biatko wigzgce czynnik CREB (CBP, z ang. CREB-binding
protein) lub biatko p300 jest charakterystyczna dla aktywnych promotoréw oraz
wzmachniaczy, wptywajac na profil ekspresji gendw specyficzny dla danego typu komorki
(Mikkelsen et al., 2007; Margueron & Reinberg, 2011; Creyghton et al., 2010; Ealo et al.,
2024). Modyfikacje chromatyny wraz z dostepnoscig chromatyny, mierzong m.in. za
pomocg techniki ATAC-seq, umozliwiajg elastyczng, komdrkowo-specyficzng regulacje
aktywnosci CRE (Buenrostro et al., 2015). Z kolei aktywnos¢ CRE, zapewnia i stabilizuje

program ekspresji gendw charakterystyczny dla okreslonej tozsamosci komérkowe;j.
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1.3. Historyczne i wspotczesne podejscia do organizacji przestrzenne;j

genomu
W klasycznym ujeciu genomu, dominujgcym przez dziesieciolecia, DNA postrzegano jako
liniowg sekwencje nukleotyddéw, analizowang gtéwnie pod katem identyfikacji genow
kodujgcych oraz lokalnych elementdw regulatorowych, takich jak promotory czy
wzmacniacze. Jednak najnowsze badania sugerujg, ze przestrzenna organizacja
chromatyny, w tym formowanie terytoriéw chromosomowych domen regulacyjnych
(TAD) i petli chromatynowych jest kluczowe dla precyzyjnej regulacji ekspresji gendw,
poniewaz decyduje o tym, ktére promotory mogg wchodzié¢ w interakcje z konkretnymi
wzmacniaczami. W tym kontekscie CTCF petni funkcje architekta, wyznaczajgc granice
petli i zapewniajac selektywnosé tych kontaktéw.

Dopiero na poczatku XXI wieku rozwdj technik analizy konformacji przestrzennej
chromatyny umozliwit kompleksowe badanie kontaktéw pomiedzy fragmentami DNA.
Wprowadzenie technologii hybrydyzacji in situ z uzyciem znakowanych fluorescencyjnie
sond (ang. Fluorescence in situ Hybridisation, FISH) byto przetomem w badaniach nad
strukturg chromatyny umozliwiajgc po raz pierwszy bezposrednig obserwacje utozenia
pojedynczych chromosoméw czy ich fragmentéw w jadrze komodrkowym podczas
interfazy cyklu komérkowego. Udowadniajgc organizacje chromosomoéw w terytoria,
FISH wykazato rowniez nieprzypadkowg lokalizacje chromosomdéw w jadrze
komérkowym (aktywne i mate chromosomy majg tendencje do przebywania w centrum
jadra, natomiast chromosomy bogate w elementy hetero-chromatynowe sg czesto
ulokowane blizej otoczki jagdrowej)(M. Cremer et al., 2001; T. Cremer et al., 1993; Eils et
al., 1996; Solovei et al., 2002; Zink et al., 1998). Dalszy rozwdj FISH wykazat, ze sprzezone
ze sobg CRE czyli pary promotor wzmacniacz sterujgce aktywnoscia danego genu sg
czesto blizej siebie niz niezwigzane pary CRE a najnowsze wysokorozdzielcze FISH
umozliwito monitorowanie struktury domen czy kontaktéw PE podczas rozwoju (Z. Chen
et al., 2024a; Ohishi et al., 2024; Williamson et al., 2016b).

Niemniej jednak, bezposrednie obserwacje zachowania wzmacniaczy
i promotoréw wskazujg na ztozong relacje pomiedzy stopniem upakowania chromatyny
oraz bliskoscig pomiedzy elementami regulatorowymi w rozwoju. Aby lepiej zrozumiec

te zaleznosci rozwinieto metody cato-genomowych analiz konformacji chromatyny
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(Benabdallah et al.,, 2019). Pierwszg z tych technik byta z ang. Chromosome
Conformation Capture (3C), ktéra pozwalata analizowad interakcje miedzy dwoma
wybranymi fragmentami genomu, co po raz pierwszy umozliwito wykrycie metodg PCR
funkcjonalnych petli miedzy wzmacniaczami a promotorami (Dekker et al., 2002).
Nastepnie, wprowadzono technike w literaturze znang gtownie pod jej angielskg nazwa
Circular Chromosome Conformation Capture (4C), ktéra rozszerzyta mozliwosci analizy
3D na wszystkie interakcje wybranego fragmentu z resztg genomu, umozliwiajgc
mapowanie sieci dtugodystansowych kontaktéw w wybranych loci (Simonis et al., 2006;
Z.Zhao et al., 2006).

Przetomem w tej dziedzinie byto wprowadzenie metody z ang. High-throughput
Chromosome Conformation Capture (Hi-C), ktdéra dzieki wysokoprzepustowemu
sekwencjonowaniu umozliwia mapowanie kontaktéw w catym genomie (Lieberman-
Aiden et al., 2009; van Berkum et al., 2010). Przy zastosowaniu Hi-C mozliwe stato sie
mapowanie trojwymiarowej architektury genomu z wysoka rozdzielczoscig, co
pozwolito po raz pierwszy zidentyfikowaé domeny TAD oraz kompartmenty
chromosomowe (Dixon et al., 2012a; Nora et al.,, 2012a; S.S. P. Rao et al,
2014a).Gtéwna zaletg Hi-C jest to ze pozwala uchwyci¢ architekture genomu w sposéb
nieobcigzony. Wadg tej techniki jest wysoki koszt wynikajgcy z potrzeby gtebokiego
sekwencjonowania bibliotek. Ciekawym podejsciem, umozliwiajgcym catogenomowe
mapowanie petli tworzacych przez elementy wzbogacone w okreslone czynniki takie jak
kompleks polimerazy Il czy modyfikacje histondéw jest, znana pod angielska nazwa
technologia Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag sequencing (ChIA-PET).
ChlA-PET umozliwia wysokorozdzielcze mapowanie par promotor-wzmacniacz w catym
genomie (Benabdallah et al., 2019; G. Li et al., 2010; Szalaj & Plewczynski, 2018a; Tang
et al.,, 2015).

Odkrycia opierajgce sie na danych 4C, Hi-C czy ChlA-PET, znacznie poszerzyty
wiedze o organizacji chromatyny ijej wptywie na regulacje ekspresji gendw, a takze
stworzyty podstawy do badain nad dynamicznymi interakcjami elementdow
regulatorowych w biologii rozwoju, chorobach genetycznych i nowotworach (Su et al.,

2020).
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1.4. Mapy kontaktéw Hi-C jako narzedzie analizy organizacji

przestrzennej genomu

Technika Hi-C umozliwia analize tréjwymiarowe] organizacji chromatyny w skali catego
genomu. Metoda polega na utrwaleniu fizycznych interakcji pomiedzy fragmentami
DNA, ktére mogg by¢ odlegte w sekwencji liniowej, lecz znajdujg sie w bliskim
sgsiedztwie w przestrzeni jadra komdrkowego, a nastepnie na przecieciu DNA enzymami
restrykcyjnymi i ligowaniu sgsiadujgcych korcdw. Powstate potaczenia analizuje sie za
pomocg wysokoprzepustowego sekwencjonowania, co pozwala odtworzy¢ mapy
kontaktow przestrzennych w genomie.

Mapy kontaktéw Hi-C ujawnity podziat chromatyny na dwa gtéwne
kompartmenty: kompartyment A, ktéry odpowiada regionom aktywnym
transkrypcyjnie, oraz kompartyment B, ktéry odpowiada regionom nieaktywnym
transkrypcyjnie (Lieberman-Aiden et al., 2009b). Co istotne, kompartymenty ktére
odkrywamy w Hi-C odzwierciedlajg znang od dziesiecioleci a odkrytg przy uzyciu
mikroskopii elektronowej, segregacje chromatyny w eu- i heterochomatyne (rycina 1 a,
b; lewy panel).

Na wyzszej rozdzielczosSci Hi-C pozwala identyfikowa¢ TAD, obejmujgce odcinki
genomu o dtugosci kilkaset tysiecy bar zasad do kilku mega par zasad. TAD to wzglednie
autonomiczne jednostki organizacyjne genomu, w ktérej DNA wchodzi przede
wszystkim w interakcje wewnatrz-domenowe, pozostajgc stosunkowo izolowane od
sgsiednich TAD. W obrebie swoich granic, TAD przecinajg elementy regulatorowe takie
jak: promotory, wzmacniacze i wyciszacze. Granice TAD dziatajg jak izolatory, ktére
ograniczajg dziatanie tych elementdéw, sprzyjajac tym precyzyjnej regulacji ekspres;ji
genow (rycina 1 a, b; Srodkowy panel) (Dixon et al., 2012a; Sexton et al., 2012; Nora et
al., 2012).

Tworzenie TAD i lokalnych petli chromatynowych u ssakéw zalezy od aktywnosci
kompleksu kohezyny ktéra wyttacza petle DNA, sprzyjajgc tym tworzeniu sie kontaktow
miedzy sukcesywnymi fragmentami genomu. Proces wyttaczania petli jest hamowany
przez biatko CTCF. Zahamowanie wyttaczania petli w okreslonych miejscach, czyli
miejscach wigzania czynnika CTCF definiuje granice domen (Dixon et al., 2012; Nora et

al, 2012).
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Proces wyttaczania petli dziata w szerszym kontekscie, w ktérym dodatkowe
wtasciwosci fizykochemiczne biatek, wiekszych komplekséw biatkowych i komplekséw
biatka-RNA wptywajg na stopienn upakowania chromatyny i jej strukture. Asocjacje
pomiedzy regionami wykazujgcymi podobng aktywnos¢ powodujg segregacje
chromatyny do eu- orazhetero-chromatyny. Najnowsze dane wskazujg, ze separacja faz
ma wkfad w tworzenie sie tych ogdlnych, wysoko rzedowych struktur upakowania DNA
w jadrze komérkowym (Feric & Misteli, 2021; X. Li et al., 2023). W modelach
teoretycznych wyttaczanie petli moze wptywac na dynamike interakcji miedzy regionami
o podobnej aktywnosci gendéw (Nuebler et al.,, 2018). W obrebie kompartmentéw
powstajg lokalne struktury chromatyny, takie jak TAD-y oraz petle CTCF. Struktury te
organizujg genom na poziomie poszczegdlnych domen. Hierarchiczna organizacja
chromatyny faczy globalng segregacje fazowa z lokalnymi interakcjami DNA w obrebie
TAD (Nuebler et al., 2018).

Na mapach Hi-C, petle widoczne sg jako punktowe sygnaty zwiekszonej
czestotliwosci kontaktéw (rycina 1, panel prawy a i b). Ich dynamika zalezy od cyklu
komadrkowego, sygnalizacji oraz réznicowania komérek. Zaburzenia tej organizacji takie
jak: mutacje granic TAD czy dysfunkcja CTCF, mogg prowadzi¢ do nieprawidtowej
aktywacji gendw, deregulacji szlakéw sygnatowych oraz chordb o podtozu genetycznym

(Franke et al., 2016b; Lupiafiez et al., 2015).
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Obszary
chromosomowe TAD petle

Rycina 1: Hierarchiczna organizacja przestrzennej struktury chromatyny i jej
prezentacja za pomocqg map Hi-C.

a. Schemat przedstawia hierarchiczng organizacje genomu w jgdrze komorkowym. Na
najwyzszym poziomie chromatyna tworzy odrebne terytoria chromosomowe, gdzie
kontakt miedzy chromosomami jest ograniczony (lewy panel). W obrebie tych terytoriow
wystepujg domeny TAD (panel srodkowy). Na najnizszym poziomie widoczne sq petle
chromatynowe tgczqce odlegte elementy regulatorowe, jak promotory i wzmacniacze,
co umozliwia precyzyjnqg regulacje ekspresji gendw (panel prawy).

b. Schemat map kontaktdw uzyskanych technikq Hi-C ilustrujgcy te samq organizacje
wzgledem panelu (a) w ujeciu ilosciowym. Na poziomie catych chromosomow (chrl,
chr2, chr3) izolowane terytoria chromosomowe widoczne sq jako bloki na przekgtnej
macierzy (panel lewy). Powiekszenie ujawnia domeny TAD jako kwadratowe regiony
o podwyzszonej gestosci kontaktéw (panel srodkowy). Najwieksze powiekszenie ukazuje
lokalne petle chromatynowe jako intensywne sygnaty, odpowiadajgce bezposrednim
interakcjom miedzy odlegtymi fragmentami genomu (panel prawy).
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2. Biatko CTCF: kluczowy regulator architektury genomu oraz
interakcji miedzy CRE
Czynnik wigzgcy CCTC (CTCF) to silnie zakonserwowane pod wzgledem sekwencji
aminokwasow biatko jadrowe wigzgce DNA petnigce kluczowa role w organizacji
genomu oraz regulacji ekspresji gendw u ssakéw (Filippova et al., 1996). Biatko CTCF
sktada sie ztrzech gtéwnych czesci: N-korncowej domeny regulacyjnej, centralnego
regionu zawierajgcego jedenascie palcdw cynkowych typu C2H2, oraz domeny
C- koncowej. Domeny N- i C-koficowa uczestniczg w regulacji ekspresji gendw, izolacji
domen chromatynowych oraz tworzeniu petli (Hashimoto et al., 2017b; Y. Li et al.,
2020b; Mach et al., 2022; Nakahashi et al., 2013; Nora et al., 2020; Yang et al., 2023b;
Zuin et al., 2014). W centralnej czesci biatka CTCF, jedenascie palcow cynkowych typu
C2H2, umozliwia specyficzne rozpoznawanie motywu DNA przez CTCF (rycina 2)
(Hashimoto et al., 2017; Yang et al., 2023a). Kazdy palec cynkowy to niewielka domena
biatkowa w ktérej jon cynku jest koordynowany przez reszty aminokwasowe gtéwnie
cysteiny i histydyny. Ta struktura stabilizuje tréjwymiarowg konformacje palca
pozwalajgc na precyzyjne wigzanie DNA.

Centralne palce (ZF3 - ZF7) odpowiadajg za rozpoznawanie rdzenia motywu DNA
o dtugosci okoto 12 - 15 par zasad, przy czym kazdy z nich oddziatuje z trzema
nukleotydami (Hashimoto et al., 2017; Yang et al., 2023a). Brzezne palce (ZF1 - ZF2 oraz
ZF8 - ZF11) petnig funkcje wspierajacg, rozpoznajac sekwencje otaczajgce rdzen.
Wspbdtpraca wszystkich jedenastu palcéw umozliwia rozpoznawanie sekwencji o tgcznej
dtugosci nawet do 50 par zasad (Yang et al., 2023b).

Modutowa budowa CTCF pozwala na selektywne wigzanie réznych sekwencji
DNA oraz na interakcje z wieloma partnerami biatkowymi, co zapewnia szeroka funkcje
regulatorowg w genomie (Ghirlando & Felsenfeld, 2016; Quitschke et al., 2000a). Dzieki
temu CTCF moze koordynowa¢ tworzenie struktur chromatynowych oraz stabilizowaé

petle CTCF-CTCF.
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Region wigzacy DNA

Region rozpoznajgcy rdzeri motywu

Koniec N - terminalny Koniec C - terminalny

Rycina 2: Schematyczna budowa biatka CTCF.

Schematyczne przedstawienie budowy biatka CTCF zawierajgcego jedenascie
konserwatywnych domen typu palca cynkowego, ktdre umozliwiajg specyficzne
rozpoznawanie sekwencji DNA. Domeny N- | C- koricowe biatka biorq udziat
w interakcjach z innymi biatkami i strukturami chromatyny.
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2.1. Biatko CTCF jako izolator genomu, czyli czynnik umozliwiajacy

blokowanie niepozadanych interakcji miedzy CRE
Biatko CTCF petni kluczowa role w utrzymaniu integralnosci regulacyjnej genomu,
dziatajac jako izolator ktéry ogranicza niepozgdane interakcje miedzy odlegtymi od
siebie CRE zapewniajac precyzyjng kontrole ekspresji (Bell & Felsenfeld, 2000a; Recillas-
Targa, 2002). CTCF dziata na kilku poziomach: i) w potgczeniu z kompleksem kohezyny
stabilizuje petle chromatynowe, wyznaczajgc granice TAD i oddzielajgc sgsiadujace
regiony regulatorowe (Rao et al., 2017; Nora et al., 2017), ii) poprzez tworzenie domen
blokuje bezposrednie kontakty miedzy promotorami a ich wzmacniaczami w obrebie
TAD, dziatajac jako lokalny izolator (Ong & Corces, 2014a).

Lokalny kontekst epigenetyczny reguluje funkcje CTCF jako izolatora. Metylacja
DNA oraz modyfikacje histondw wptywajg na otwarto$¢/dostepnos¢ chromatyny i tym
samym na powinowactwo CTCF do jego miejsc wigzania (CBS, z ang. CTCF binding sites).
Na przyktad aktywna modyfikacja H3K27ac sprzyja otwartej strukturze chromatyny
i zwieksza powinowactwodo tych regiondw. Zmiany w wigzaniu CTCF moga
w konsekwencji przesuwaé granice TAD czy modulowac¢ dostepnos¢ CRE (Ong &
Corces,s 2014a; Rasim Barutcu et al., 2017). W eksperymentach z nagtg deplecja biatka
CTCF obserwuje sie utrate granic TAD, co prowadzi do ektopowych kontaktéw miedzy
promotorami a wzmacniaczami co w konsekwencji prowadzi do deregulacji ekspresji
genow (Nora et al., 2017a). Wyniki te wskazujg, ze CTCF petfni centralng role w integracji
sygnatéw epigenetycznych istrukturalnych, stabilizujgc architekture genomu

i umozliwiajac precyzyjng kontrole ekspresji gendw.

2.2. Funkcja CTCF w organizacji przestrzennej genomu.

CTCF jest kluczowym elementem strukturalnej organizacji genomu. W procesie
formowania petli chromatynowych CTCF wspodtpracuje z kompleksem kohezyny, ktéry
przesuwajac sie wzdtuz DNA, tworzy petle, az napotka CTCF zwigzane w okre$lonym
motywie DNA, co stabilizuje strukture petlii ksztattuje organizacje przestrzenng genomu

(rycina 3) (Dekker & Mirny, 2016b).
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Rycina 3: Model wyttaczania petli zalezne od kompleksu kohezyny i CTCF.

Schemat przedstawia mechanizm wyttaczania petli chromatynowych w ktorym
kompleks kohezyny przesuwa sie wzdtuz DNA az do napotkania czqgstki biatka CTCF. Ruch
wtokna chromatyny ustaje w wyniku interakcji pomiedzy biatkiem SA1 lub 2 kompleksu
kohezyn, a koricem N-biatka CTCF zwigzanego z motywem zorientowanym ,,na wprost”
zblizajgcego sie pierscienia kompleksu kohezyn (CTCF zaznaczono na niebiesko,
orientacja motywu CTCF jest oznaczona strzatkqg). W rycinie, miejsce wigzania biatka
CTCF znajduje sie przy promotorze (zaznaczonym na zielono). Pierscienri, zablokowany
z jednej strony wigzaniem z biatkiem CTCF (koniec 5°), wyttacza jednak petle dalej,
powoduje to przejsciowq interakcje miedzy promotorem a wzmacniaczem (kolor
czerwony). Proces ten jednak nie zatrzymuje sie, a petla jest Powstaje petla CTCF-CTCF:
pierscien kompleksu kohezyny zablokowany przez biatko CTCF stabilizuje kontakt
pomiedzy dwoma miejscami wigzqgcymi CTCF, gdzie oba motywy CTCF sq zwrdcone
naprzeciw siebie. Schemat pochodzi z publikacji, ktorej jestem wspotautorem
(Dehingia,et al., 2022), ktora ukazata sie drukiem w EMBO Reports, z ktorej zostat
zaczerpniety fragment oryginalnej ilustracji mojego autorstwa, na potrzeby tej rozprawy
doktorskiej opisy zostaty przettumaczone na jezyk polski.
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Interakcja CTCF z kompleksem kohezyny odbywa sie poprzez N-koncowy region
biatka CTCF (Y. Li et al., 2020c; Pugacheva et al., 2020). Domena ZF umozliwia
przyfaczenie kompleksu kohezyny w poblizu miejsc wigzania. Podjednostki SA2 oraz
Rad21 kompleksu kohezyny uczestniczg w stabilizacji petli (rycina 4) (Y. Li et al., 2020a).
Dzieki wspotdziataniu biatka CTCF i kompleksu kohezyny utrzymywana jest
tréjwymiarowa architektura genomu, co umozliwia fizyczng koniugacje odlegtych
elementow regulatorowych takich jak: promotory i wzmacniacze stanowigcg podstawe

precyzyjnej regulacji ekspresji gendow.

Rycina 4: Schematyczne przedstawienie procesu wyttaczania petli CTCF-CTCF

Lewy panel przedstawia petle chromatynowqg utworzonq przez kompleks kohezyny,
ktory umozliwia fizyczne potgczenie dwdch odlegtych regiondw DNA, wyznaczonych
przez pare konwergentnie zorientowanych miejsc wigzania biatka CTCF.

Prawy panel (powiekszenie) przedstawia mechanizm dziatania tego kompleksu.
Kompleks kohezyny funkcjonuje jako pierscieri obejmujgcy dwie nici DNA, co zapewnia
stabilizacje i utrzymanie tréjwymiarowej struktury petli chromatynowe;.
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Eksperymenty ingerujace w lokalizacje miejsc wigzania biatko CTCF wykazaty, ze
zaburzenia funkcji kompleksu kohezyny lub metylacja miejsc wigzania biatka CTCF, ktdre
uniemozliwiajg prawidtowe przytgczenie biatka do DNA, prowadzg do destabilizacji TAD.
Konsekwencjg tego zjawiska jest powstawanie nieprawidtowych kontaktéw miedzy
promotorami a wzmacniaczami co moze owocowac deregulacjig ekspresji gendw jak na
przyktad w przypadku aktywacji onkogenu PDGFRA w glejakach (Fudenberg et al., 2016;
Rao et al., 2017).

TAD z ang.
Topologically associated domain

@ CTCF
[CJ wzmacniacz

gen

CTCF blokuje kontakt
miedzy CRE

Rycina 5: Schemat organizacji domeny TAD z granicami wyznaczanymi przez czynnik
CTCF oraz interakcjami funkcjonalnymi w euchromatynie.

Schemat ilustruje strukture domen TAD, ktdrych granice wyznaczane sq przez motywy
wiqgzania biatka CTCF. Wewngtrz domen widoczne sq petle chromatynowe stabilizowane
przez kompleks kohezyny. W powiekszeniu zaprezentowano fragment euchromatyny
z zaznaczonymi interakcjami typu miedzy promotorem a wzmacniaczem oraz obecnosciq
elementow regulatorowych wspierajgcych ekspresje genow. Przerywane linie wskazujq
interakcje miedzy poszczegdlnymi CRE. Wzmacniacz, ktdry funkcjonuje wytgcznie
w obrebie tej samej domeny TAD, aktywujqc gen znajdujgcy sie w tej domenie, natomiast
brak potgczenia ze strzatkq do promotora w sgsiedniej domenie ilustruje ograniczenie
dziatania wzmacniacza do wtasnej TAD.
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Reorganizacja przestrzennej struktury chromatyny podczas rdznicowania
komoérek obejmuje m.in. tworzenie lub usuniecie petli CTCF-CTCF, oraz przesuniecia
gendw wzgledem jgdrowych kondensatéw, takich jak: miedzy innymi plamki jadrowe,
z ang. nuclear speckles. Na przyktad w réznicowaniu mioblastéw do miotub obserwuje
sie przeksztatcenia TAD prowadzace do aktywacji gendw miesniowyc, a geny wczesniej
zwigzane z otoczka jgdrowg przemieszczajg sie do bardziej euchromatynowych
aktywnych regionéw jadra (Peric-Hupkes et al., 2010). Rdznicowanie progenitoréw
neuronalnych wigze sie z reorganizacjg petli CTCF-CTCF (Pekowska et al., 2018a) oraz
relokacjg gendéw zwigzanych z funkcjami synaptycznymi w kierunku plamek jadrowych
co koreluje zaréwno ze zwiekszong ich ekspresjg, jak poprawnym przebiegiem procesu
sktadania RNA (splicingu) (Bonev et al., 2017a; Takei et al., 2025), jednak obecne dane
nie pozwalajg okreslenie doktadnej przyczyny tego zjawiska. Takie zmiany pokazuja, ze
tréjwymiarowa architektura genomu moze korelowaé ze zmianami w ekspresji gendw,
jednak obecne dane nie pozwalajg na okreslenie doktadnej przyczyny tego zjawiska.

Podobne mechanizmy reorganizacji chromatyny obserwuje sie w systemie
réznicowania komoérek ES do NS, ktéry stanowi dobrze scharakteryzowany model do
badania takich zmian. Pozwala on analizowaé dynamike organizacji chromatyny oraz
funkcjonalne konsekwencje przejscia od stanu pluripotentnego do bardziej
wyspecjalizowanego. Reorganizacja chromatyny nie tylko reguluje transkrypcje
w krotkim czasie, ale rowniez stabilizuje charakterystyczne wzorce ekspresji genéw
i profile epigenetyczne, utrzymujac tozsamosé¢ komérkowa.

Mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie i stabilizacje struktur
topologicznych, takich jak: domeny TAD czy petle chromatynowe w trakcie rozwoju
organizmu wciaz nie sg w petni poznane i pozostajg przedmiotem intensywnych badan.
Zrozumienie tych procesdw jest zatem niezwykle istotne dla petnego ujecia
mechanizméw regulujgcych funkcjonowanie komérek (Bai et al., 2025; Ea et al., 2015;

Kentepozidou et al., 2020).
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2.3. Biatko CTCF jako architekt genomu

Czynnik CTCF petni kluczowa role w organizacji przestrzennej chromatyny dziatajac jako
»architekt genomu”. Jego miejsca wigzania sg w duzej mierze konserwowane pomiedzy
réoznymi typami komaérek, w tym miedzy macierzystymi komadrkami embrionalnymi (ES),
aich zréznicowanymi pochodnymi takimi jak komérki pnia nerwowego (NS) (Arzate-
Mejia et al., 2018a; Pekowska et al., 2018b).

Jedng z najczesciej stosowanych metod identyfikacji CBS jest

immunoprecypitacja chromatyny potfgczona z sekwencjonowaniem o wysokiej
przepustowosci (ChIP-seq) (Barski et al., 2007; Rao et al., 2014b; Reynolds & Berridge,
2008).
W trakcie réznicowania komérek dochodzi do tworzenia i modulowania interakcji
pomiedzy promotorami a wzmacniaczami umozliwiajgc precyzyjng regulacje ekspresji
gendw specyficznych dla danego typu komdrki. Wzmocnienie takich kontaktéw
w obrebie TAD i petli CTCF-CTCF koreluje czesto ze zwiekszong aktywnoscig gendw,
z kolei ostabienie czy zanik tych interakcji moze prowadzi¢ do wyciszenia ekspresji (Islam
et al., 2023; H. Liu et al., 2023; Matthews & Waxman, 2018). Przestrzenna architektura
genomu nie tylko stabilizuje domeny i petle, ale takze integruje sygnaty regulacyjne, co
umozliwia dynamiczng kontrole ekspresji gendw w trakcie rozwdj (L. Chen et al., 2021;
Z. Chen et al., 2024b; B. Yang et al., 2023).

Analizy w komodrkach ES i NS oraz we wczesnym rozwoju myszy wykazaty wzrost
liczby petli CTCF-CTCF dalekiego zasiegu i wzmocnienie granic TAD w komérkach
zroznicowanych (Bonev, et al.,, 2017a; Pekowska, et al., 2018b). Choé potozenie CBS
i granic TAD w genomie pozostaje w duzej mierze niezmienne a utrata pluripotentnosci
wigze sie ze stopniowym wzrostem stabilnosci granic TAD oraz liczby petli zaleznych od
CTCF (Pekowska et al., 2018). W niektdrych przypadkach zwiekszenie liczby petli
koreluje z aktywacjg transkrypcji gendw zlokalizowanych w obrebie tych domen, choé
mechanizmy tej zaleznosci nie sg jeszcze w petni poznane (Nora et al., 2017a; Pekowska
et al.,2018).

Zmiany te odzwierciedlajg dynamiczng reorganizacje genomu w komérkach
réznicujgcych sie sugerujgc znaczenie CTCF w utrwalaniu tozsamosci komorkowej oraz

w precyzyjnej regulacji ekspresji gendw w trakcie wczesnego rozwoju.
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2.4. Zaburzenie funkcji czynnika CTCF przyczynia sie zmian fenotypowych

Nieprawidtowe funkcjonowanie biatka CTCF lub utrata jego miejsc wigzania prowadzi do
zaburzen organizacji chromatyny i regulacji ekspresji gendéw, co w konsekwencji
skutkuje defektami w réznicowaniu komorek oraz ich funkcjonowaniu. Liczne badania
na modelach zwierzecych potwierdzajg kluczowa role biatka CTCF w rozwoju organizmu.
Na wczesnych etapach rozwoju homozygotyczne myszy z inaktywowanym genem CTCF
wykazujg letalno$é¢ zarodkowgq (Heath et al., 2008 ,Splinter et al., 2006a) a usuniecie
biatka CTCF w oocytach przed zaptodnieniem zakitdca prawidtowy rozwdj embrionalny
do stadium blastocysty (Fedoriw et al., 2004).

Na pdzniejszych etapach rozwoju zaburzenia funkcjonowania czynnika CTCF
prowadzg do ztozonych defektdw morfogenetycznych, zwigzanych z deregulacja genéw
rozwojowych. Przyktadowo delecja CBS w regionach HoxA i HoxC powoduje deregulacje
gendw Hox prowadzac do transformacji homeotycznych, czyli zmiany tozsamosci
segmentéw ciata (Narendra et al., 2016b). Podobnie inwersja motywu CBS w locus
Sox9/Kcjn2 zaburza interakcje miedzy promotorem a wzmacniaczem skutkujgc
zmianami ekspresji gendéw idefektami rozwojowymi takimi jak: rozszczepienie

podniebienia, czy opdznione kostnienie (de Wit, 2019; Despang et al., 2019).

34



Tabela 2 Zwigzek miedzy defektami w funkcji czynnika CTCF,

chorobowymi

Miejsce
wigzania

Promotor
genu TP53

Kotwice TAD w
obrebie locus
HoxA

Kotwice TAD
w obrebie
locus Sox9

Region ICR w
locus Igf2

Regiony
regulacyjne w
locus Myc

Granice TAD w
obrebie locus
B-globiny

Efekt

Czynnik CTCF w interakcji z IncRNA
- Wrap53, reguluje ekspresje genu
TP53 w odpowiedzi na stres
komérkowy
Delecja miejsc wigzania biatka
CTCF w granicach TAD prowadzi do
deregulacji ekspresji gendw Hox
Wigzanie biatka CTCF na granicy
TAD przy promotorze Sox9
reguluje interakcje promotora z
jego wzmacniaczami w
konsekwencji wptywajac na
ekspresje Sox9.
Czynnik CTCF blokuje ekspresje
ojcowskiego allelu Igf2,
umozliwiajgc aktywnosc¢ tylko
allelu matczynego jako izolator.
CTCF tworzy petle chromatynowe
Myc,
wzmacniaczami

w obrebie locus taczac
promotor  ze
i regulujac ekspresje genu
CTCF

aktywne od

Czynnik izoluje regiony
nieaktywnych,
umozliwiajac prawidtowa regulacje
gendw globinowych w odpowiedzi

na sygnaty transkrypcyjne.
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Jednostka chorobowa

Prawidtowa funkcja TP53
utrzymuje integralnos¢
genomu i zapobiega
nowotworom.

Transformacje homeotyczne -
zamiana tozsamosci
segmentow ciafa.

Rozszczep podniebienia,
opdznione kostnienie kosci
dtugich

Zespot Beckwitha-
Wiedemanna - przerost ciata,
ryzyko nowotworéw,
makroglosja i wady narzgddw.
Zwieksza ryzyko powstawania
oraz niekontrolowanego
rozwoju komorek

nowotworowych
Talasemia - niedokrwisto$¢
spowodowana zaburzong

produkcja hemoglobiny.

fenotypami

Referencje

(Saldafia-Meyer
et al., 2014)

(Narendra et al.,,
2016b)

(de Wit, 2019)

(Prawitt et al,
2005)
(Splinter et al.,
2006b)
(Dixon et al.,
2012¢)



Jak pokazuje m.in. inwersja motywu CBS w locus Sox9/Kcjn2 zaréwno mutacje
w genie CTCF, zaburzenia jego funkcji, jak i same zmiany poziomu biatka mogg istotnie
wptywad na regulacje ekspresji gendw i w konsekwencji rozwdéj organizmu (Despang et
al., 2019b).
Zaréwno nadmierna ekspresja jak i obnizenie poziomu biatka CTCF z zastosowaniem
interferencyjnego RNA (RNAi) prowadzg do zmian w wielu kluczowych procesach
biologicznych takich jak: wzrost, réznicowanie czy apoptoza komérkowa. Efekty te
zostaty wykazane m.in. w liniach komérkowych pochodzenia nowotworowego takich
jak: Hela, K562 oraz w mysich komédrkach ES, co wskazuje, ze czynnik CTCF petni
fundamentalng role w utrzymaniu homeostazy transkrypcyjnej niezaleznie od typu
komorki (Arzate-Mejia et al., 2018; Hernandez-Herndndez et al., 2012; Hou et al., 2010).

Biatko CTCF odgrywa istotng role nie tylko w komadrkach somatycznych ale jako
jeden z gtéwny regulatoréw architektury chromatyny. Mutacje w genie CTCF w tym
warianty powodujace przedwczesne zakonczenie translacji lub substytucje
aminokwasow (np. 1699C > T; p. Arg567Trp) sg powigzane z opdznieniem rozwoju
i niepetnosprawnoscia intelektualng (Gregor et al., 2013). Oprdcz mutacji w sekwencji
samego genu, istotne znaczenie majg réwniez zaburzenia dotyczace jego funkcjonalnych
regiondw wigzania. Warianty genetyczne w miejscach wigzania biatka CTCF mogg
prowadzi¢ do dezorganizacji struktury chromatyny oraz zaktécenia ekspresji gendw.
Przyktadem jest polimorfizm rs1990620 w locus TMEM106B zwigzany ze zwyrodnieniem
ptata czotowo-skroniowego, ktéry jest jedng z najczestszych przyczyn demencji u oséb
ponizej 65 roku zycia (Gallagher et al.,, 2017). Mutacje zaburzajgce strukture TAD
prowadzg do zmian w architekturze chromatyny, co skutkuje nieprawidtowg ekspresijg
gendw istotnych dla rozwoju uktadu nerwowego. Zmiany te zaobserwowano m.in.
w neuronach pochodzacych z ludzkich indukowanych komdrek pluripotentnych (hiPSC)
oraz w post-mortem analizach kory przedczotowej oséb ze schizofrenig (Girdhar et al.,
2022; Rahman et al., 2023). Co wiecej, nieprawidtowa aktywnos$¢ biatka CTCF jest
powigzana z chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak: choroba Alzheimera,
Parkinsona czy stwardnienie zanikowe boczne, gdzie jego dysfunkcja moze uposledzaé
odpowiedz komodrkowg na stres oksydacyjny oraz zaburza¢ prawidtowg organizacje
chromatyny, co sprzyja procesom neurodegeneracyjnym (Islam et al., 2023). Ponadto

zmiany w aktywnosci czynnika CTCF wigzg sie rowniez z zaburzeniami w spektrum
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autyzmu prawdopodobnie na skutek deregulacji gendw odpowiedzialnych za tworzenie

synaps oraz rozwdj neuronalny (Konrad et al., 2019).

2.4.1. RNA jako regulator architektury jadra i aktywnosci transkrypcyjnej

Coraz liczniejsze dane eksperymentalne wskazujg, ze RNA odgrywa istotng role
w regulacji architektury jadrowej wykraczajagc daleko poza klasyczng funkcje
informacyjng przypisywang mRNA. W tradycyjnym ujeciu zgodnym z koncepcjg Francisa
Cricka, RNA postrzegano przede wszystkim jako nosnik informacji genetycznej
posredniczacy miedzy DNA a biatkami (Crick, 1958; Crick, 1970). Obecnie wiadomo, ze
komorki produkujg takze liczne rodzaje RNA ktére nie kodujg biatek, w tym dtugie
niekodujagce RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA), petnigce istotne funkcje
w regulacji i organizacji genomu (Guttman & Rinn, 2012; Quinn & Chang, 2015; Statello
et al., 2020).

RNA wptywa na przestrzenng strukture chromatyny na kilku poziomach: po
pierwsze lokalne transkrypty RNA powstajgce w poblizu sekwencji regulatorowych mogg
modulowa¢ dostepno$é chromatyny oraz rekrutacje biatek regulatorowych. Po drugie
IncRNA uczestniczg w tworzeniu i stabilizacji kondensatéw biomolekularnych takich jak:
plamki jadrowe, paraplamki jadrowe z ang. paraspeckles czy nukleole np. Neat1 (Hirose
et al., 2019; Yamazaki et al.,, 2018). W takich strukturach RNA dziata jako czynnik
organizujacy, umozliwiajgc lokalne zageszczenie biatek regulatorowych i elementéw
maszynerii transkrypcyjnej, co wptywa na poziom aktywnosci gendw w ich poblizu (Takei
et al., 2025). Réwnolegle RNA moduluje globalng architekture chromatyny poprzez
wptyw na petle oraz domeny TAD. Przyktadowo IncRNA Xist odgrywa kluczowa role
w reorganizacji struktury nieaktywnego chromosomu X: moduluje tworzenie petli
i granic TAD oraz rekrutuje kompleksy epigenetyczne odpowiedzialne za inaktywacje
genéw (Cerase et al.,, 2015; Engreitz et al., 2013). Firre wspiera interakcje
miedzychromosomalne, wspodtdziata z CTCF i utrzymuje petle chromatynowe
koordynujgc transkrypcje gendéw potozonych w odlegtych regionach genomu
(Hacisuleyman et al., 2014a). Z kolei PVT1 reguluje lokalng aktywnos$¢ CTCF w obrebie
locus MYC, modulujgc petle promotor-wzmacniacz i precyzyjnie dostrajajgc ekspresje

tego onkogenu (Adriaens et al., 2018; Tseng et al., 2014).
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W ten sposdb RNA zaréwno poprzez obecnos¢ w kondensatach jadrowych jak
i interakcje z maszynerig organizujgcg chromatyne dziata jako dynamiczny regulator
architektury genomu, integrujgc lokalne i globalne mechanizmy przestrzennego

uporzadkowania z kontrolg ekspresji gendw.

2.4.2. Interakcje pomiedzy RNA a biatkiem CTCF i ich znaczenie funkcjonalne
Interakcje pomiedzy RNA a biatkiem CTCF stanowig istotny element regulacji petli
chromatynowych. Badania wykorzystujgce techniki takie jak: PAR-CLIP czy fRIP
wykazaty, ze CTCF moze byé powigzany z réznymi transkryptami RNA zaréwno
kodujgcymi jak iniekodujgcymi w tym z intronami, eksonami oraz regionami 3'UTR
(Saldafia-Meyer et al., 2014b). Ponadto, wykazano, ze lokalna synteza RNA w poblizu
miejsc wigzania CTCF moze modulowa¢ jego interakcje z DNA oraz klastrowanie czynnika
w nukleoplazmie co wptywa na stabilno$¢ petli CTCF-CTCF oraz ekspresje gendw.

Rézne IncRNA mogg dziata¢ w sposdb lokalny lub obejmujacy wieksze regiony
genomu. Na przyktad IncRNA Jpx ostabia wigzania CTCF do DNA, konkurujgc z DNA
o wigzanie do CTCF, co ma znaczenie w rejonach o niskim powinowactwie CTCF do DNA
(Oh et al., 2021). Z kolei Firre wspomaga utrzymanie interakcji miedzy regionami
genomu kluczowych dla organizacji jaderka i inaktywacji chromosomu X (Hacisuleyman
et al., 2014b). Xist wspétdziata z CTCF podczas wyciszania chromosomu X, wptywajac na
lokalng strukture chromatyny czy dostepnos¢ promotoréw (Minajigi et al., 2015).

Nowsze badania sugerujg jednak, ze CTCF prawdopodobnie nie wigze RNA
bezposrednio (J. K. Guo et al., 2024). Nie wyklucza to jednak znaczenia interakcji

posrednich miedzy RNA a CTCF w stabilizacji petli i organizacji przestrzennej genomu.

3. Metody analizy funkcji biatka CTCF i organizacji genomu

Analiza funkcji biatka CTCF oraz organizacji przestrzennej genomu wymaga zastosowania
szerokiego spektrum metod badawczych, ktére pozwalajg zarowno na identyfikacje
miejsc wigzania czynnikdw transkrypcyjnych, jak i na ocene interakcji miedzy odlegtymi
regionami DNA. Techniki takie jak ChlP-seq umozliwiajg identyfikacje miejsc wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych, a metody oparte na konformacji chromatyny np. Hi-C

pozwalajg analizowacd czestos¢ kontaktow miedzy regionami DNA (Lan et al., 2012; Wang

38



et al., 2012). Obie strategie opierajg sie na usrednionych danych z populacji komadrek.
W konsekwencji nadal pozostaje ograniczona mozliwo$¢ uchwycenia petnej dynamiki
interakcji oraz heterogenicznosci miedzy pojedynczymi komérkami, co stanowi istotng
bariere w dogtebnym zrozumieniu mechanizméw regulacji ekspresji genéw. W tym
konteksécie obrazowanie przyzyciowe stanowi obiecujgce rozwigzanie umozliwiajgce
bezposrednia, czasowo-przestrzenng obserwacje kinetyki poszczegdlnych loci w ich
naturalnym fizjologicznym $rodowisku. Dzieki zastosowaniu mikroskopii w czasie
rzeczywistym mozliwe jest uchwycenie przejsciowych interakcji czy dynamicznych zmian
organizacji przestrzennej genomu.

Jedng z najczesciej aktualnie stosowanych metod wizualizacji struktur
chromatyny sg podejscia oparte na technologii CRISPR/dCas9, w ktérym enzym Cas9
pozbawiony aktywnosci nukleazowej (dCas9) skorelowany z biatkiem fluorescencyjnym,
np. GFP kierowany jest do specyficznych sekwencji DNA za pomocg single guide RNA
(sgRNA) (Anton et al.,, 2014; T. Ma et al., 2018). Znaczng przewagg tych metod jest
mozliwos¢ lokalizowania elementédw regulatorowych w czasie rzeczywistym bez
koniecznosci modyfikacji sekwencji genomu (T. W. Chen et al.,, 2013a). Dalszym
usprawnieniem tej technologii jest system SunTag, w ktérym dCas9 jest potgczony
z powtarzalnym motywem rozpoznawanym przez przeciwciato, do ktdérego wigze sie
wiele kopii fluorochromu, zwiekszajgc znacznie sygnat fluorescencji poprawiajgc
rozdzielczos¢ przestrzenng (Tanenbaum et al.,, 2014). Innym podejsciem
wykorzystywanym do wizualizacji jest system ANCHOR (m.in. ANCH3), polegajgcy na
specyficznym rozpoznawaniu bakteryjnych sekwencji wigzacych ParS przez biatko ParB.
Kompleks ParB gdzie flourochrom tworzy trwate skupiska w miejscu docelowym co
umozliwia sledzenie loci DNA w czasie rzeczywistym z wysokga precyzjg (Germier et al.,
2017). Ta metoda podobnie jak wizualizacja oparta na technologii CRISPR jest
stosunkowo nietoksyczna oraz kompatybilna z dtugotrwatg obserwacjg zywych
komorek.

Dla sledzenia nie tylko potozenia, ale i funkcjonalnej aktywnosci sekwencji
regulatorowych stosuje sie metody oparte na rezonansie FRET (z ang. Férster Resonance
Energy Transfer) (Ma et al., 2018). FRET moze by¢é uzywany do badania zmian
konformacyjnych lub bezposrednich interakcji miedzy biatkami regulatorowymi i DNA,

ujawniajgc aktywno$¢ wzmacniaczy lub zmiany w strukturze chromatyny podczas
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aktywacji gendw. W celu uporzadkowania i utatwienia interpretacji danych
przedstawionych w literaturze dotyczgcej technik umozliwiajgcych obserwacje dynamiki
genomu, zestawiono je w tabeli nr 2. Zestawienie to pozwala w sposob zwiezly
syntetyczny poréwnad dostepne metody wizualizacji oraz podkresla potrzebe dalszego
rozwoju technologii umozliwiajgcych $ledzenie zachowania wybranych fragmentow

genomu w czasie rzeczywistym
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Tabela 2: Technologie umozliwiajgce wizualizacje w czasie rzeczywistym zachowania

sie wybranych fragmentow genomu.

metoda

Metody oparte na

technologii
CRISPR-Cas9

SunTag
CRSIPRRainbow
CRISPR-Sirius

system ANCHOR

FRET

Superrozdzielcza
mikroskopia
(STORM, PALM

Ograniczenia metody

Duze tto fluorescencyjne i staby sygnat
pojedynczego kompleksu dCas9 - moga
utrudniaé odréznienie od autofluorescencji
(Thuma et al., 2023).

Niespecyficzne wigzania sgRNA - moga
powodowac fatszywe sygnaty lokalizacji (B. Chen
et al.,, 2013a; L. Z. Yang et al., 2024).

Wymaga modyfikacji genomu - wymaga edycji
genomu (wprowadzenie miejsc rozpoznawanych
przez parS) co moze zaburzac lokalng regulacje
(He et al., 2024; Meschichi et al., 2021).
Agregacja biatek ParB - tworzenie sztucznych
skupisk sygnatu fluorescencyjnego (Martin-
Gonzalez et al., 2024).

Niska uniwersalnos¢ - wymaga dostosowania do
konkretnego locus (Lakadamyali, 2024).

Ograniczona analiza - Dziata tylko na bardzo
matych odlegtosciach (1-10 nm), brak wizualizacji
duzych struktur takich jak TAD, petle CTCF-CTCF
(Lléres et al., 2009).

Fotoblekniecie i wysoka toksycznos¢ - prowadzi
do fotoblekniecia fluoroforow oraz uszkodzenia
komorek podczas dtuzszych eksperymentach
(Fang et al., 2023; Verveer et al., 2006).
Wymaga znakowania donor-akceptor - moze
zaburza¢ dynamike interakcji biatek (Lleres et al.,
2009).

Trudnosci w zastosowaniu do zywych komoérek -
z powodu potrzeby dtugiego naswietlania
preparatu (Barsanti et al., 2023).

Szybka fotodegradacja fluoroforéw - znacznie
ogranicza dtugosc¢ obserwacji (Kamiyama &
Huang, 2012).

Wysokie wymagania sprzetowe - kosztowne

i trudne w obstudze.
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Potrzeba ulepszenia

Udoskonalenie konstrukcji
sgRNA i zwigkszenie
specyficznosci.
Wprowadzenie czasowo
kontrolowanych systemow
(np. Swiattoczutych).

Minimalizacja efektéw
ubocznych zwigzanych

z integracja parS
Udoskonalenie kontrolowanej
ekspresji ParB-flourochrom

Potrzebne nowe pary donor-
akceptor o lepszej wydajnosci,
fotostabilnosci i odpornosci na
zaktdcenia.

Doktadniejsze
oprogramowanie FRET
umozliwi analize sygnatu

z bardziej optymalnym
uwzglednieniem tfa i orientacji
fluoroforéw.

Rozwdj bardziej trwatych

i jasnych fluoroforéw.
Miniaturyzacja systemow
optycznych do zastosowania in
vivo



Zintegrowane podejscie tgczace metody talkie jak: CRISPR/dCas9, system
ParB/ParS, obrazowanie superrozdzielcze takie jak: STORM, PALM, oraz analizy
molekularne otwiera nowe perspektywy w badaniach nad przestrzenno-czasowg
organizacja chromatyny iregulacjg transkrypcji w kontekscie specyfiki komdrkowej
i réznicowania (Kim et al., 2023; Mehra et al., 2022; van Staalduinen et al., 2023; Xu et
al., 2018). Mimo znacznego rozwoju technik wizualizacji, przyzyciowe obrazowanie
chromatyny ciggle wigze sie z szeregiem istotnych wyzwan technicznych oraz
biologicznych. Jednym z wcigz gtéwnych trudnosci jest dynamiczna reorganizacja
chromatyny w jadrze komdérkowym, co znaczgco utrudnia diugoterminowe $ledzenie
konkretnych sekwencji DNA lub stabilnych struktur przestrzennych. Dodatkowo,
dtugotrwate stosowanie fluoroforéw czy znacznikéw biatkowych niezbednych do
wizualizacji moze wywotywaé fotouszkodzenia lub zakidécenia w funkcjonowaniu
oznakowanych biatek. Intensywne obrazowanie zwtaszcza w czasie rzeczywistym moze
prowadzi¢ do stresu komoérkowego wptywajac na fizjologie jadra i zaburzajgc naturalne
procesy wewnatrzkomoérkowe (Douthwright & Sluder, 2017; Icha et al., 2017). Z tego
wzgledu konieczne jest nieustanne doskonalenie metod obrazowania, tak aby byty one
jak najmniej inwazyjne a jednoczesnie pozwalaly na uchwycenie dynamicznych

aspektdéw organizacji chromatyny w zywych komérkach.
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CEL PRACY

Geny sg regulowane przez dedykowane sekwencje DNA, czyli elementy cis-regulatorowe
takie jak: promotory, wzmacniacze, sekwencje wyciszajgce oraz izolatory. Dialog
pomiedzy promotorem a wzmachiaczem odgrywa podstawowga role w okresleniu
czasowo-przestrzennych wzorcéw ekspresji gendw podczas réznicowania komérek.
Izolatory zwigzane z CTCF regulujg swoisto$¢ interakcji miedzy promotorem
a wzmacnhiaczem a tworzenie petli miedzy miejscami wigzgcymi CTCF koreluje z ich
funkcjg izolacyjng. Poprzednie dane wykazaty, ze sita petli CTCF-CTCF wzrasta, gdy
komorki ES traca pluripotencje i réznicujg sie do komdrek NS (Bonev et al., 2017b;
Pekowska et al., 2018a). Mimo licznych badan nad rolg CTCF w organizacji genomu wcigz
pozostaje wiele otwartych zagadnien, ktére wymagajg wyjasnienia w kontekscie jego
funkcji podczas réznicowania komorek pluripotencjalnych w komaérki nerwowe.

1. Po pierwsze, nadal nie wiadomo jaki jest wptyw biatka CTCF na ekspresje gendw
podczas réznicowania. Nie jest takze jasne jak ksztaftuje sie profil ekspresji genow
zaleznych od CTCF we wczesnych fazach rozwoju uktadu nerwowego i czy zmiany w jego
poziomie biatka mogg odzwierciedla¢ modulacje funkcji izolacyjne;j

2. Poniewaz zmiany w ekspresji CTCF mogg wptywac na jego funkcje izolacyjng kolejnym
istotnym zagadnieniem jest ustalenie, jakie czynniki regulacyjne modulujg aktywno$é
CTCF w trakcie réznicowania. Szczegdlng uwage chciatabym zwrdcié na IncRNA, ktore
w ostatnich latach zostaty opisane jako wazne modulatory organizacji chromatyny i jako
czasteczki moggce oddziatywac z biatkiem CTCF zaréwno bezposrednio jak i posrednio.
W zwigzku z tym pojawia sie pytanie, czy IncRNA uczestniczg w regulacji funkcji CTCF
w rozwijajgcym sie uktadzie nerwowym i czy mogg tgczyé zmiany w architekturze petli
z modulacjg ekspresji gendw.

3. Réwnie istotnym nierozwigzanym zagadnieniem, jest zrozumienie jak dynamicznie
zmieniajg sie interakcje pomiedzy kotwicami petli CTCF-CTCF w czasie rzeczywistym oraz
jak te zmiany wptywajg na funkcje izolacyjng i ekspresje genéw w zywych komodrkach

podczas przejscia ze stanu pluripotencji.
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Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okres$lenie roli biatka CTCF
w regulacji ekspresji gendw podczas rdznicowania pluripotencjalnych komodrek
macierzystych (komérek ES) do komodrek pnia nerwowego (komoérek NS) oraz
oszacowanie wkiadu czynnika transkrypcyjnego CTCF w dynamike organizacji

trojwymiarowej struktury chromatyny w komaérkach ES i NS.

W celu realizacji tego nadrzednego zatozenia praca zostata oparta sie na realizacji
nastepujacych celdw szczegdtowych:
1. Okreslenie roli CTCF w regulacji ekspresji gendw podczas wczesnego rozwoju uktadu
nerwowego a w szczegdlnosci:

A) Identyfikacja gendéw regulowanych przez CTCF w komdrkach ES i NS

B) Zbadanie profilu ekspresji genéw zaleznych od bialka CTCF we wczesnych

etapach rozwoju uktadu nerwowego (komérki ES i NS).

2. Identyfikacja IncRNA kluczowych dla regulacji aktywnosci CTCF we wczesnym
rozwoju nerwowym ssakow.
3. Konstrukcja narzedzia wizualizacji umozliwiajgcej badanie dynamiki interakcji

pomiedzy kotwicami petli CTCF-CTCF w czasie rzeczywistym.
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MATERIALY

1. Materiaty laboratoryjne jednorazowego uzytku

W trakcie przeprowadzanych eksperymentow wykorzystano réznorodne materiaty
jednorazowego uzytku oraz plastikowe naczynia laboratoryjne. W tabeli nr. 3
zestawiono wytacznie te elementy, ktdérych typ, producent oraz numer katalogowy
mogg mie¢ znaczenie dla prawidtowej interpretacji wynikdw oraz zapewnienia

odtwarzalnosci przeprowadzonych badan.

Tabela 3: materiaty jednorazowego uzytku wykorzystane podczas doswiadczen.

Nazwa Producent, Nr. katalogowy
Ptytka 6-dotkowa Falcon, 353046
Ptytka 12-dotkowa Falcon, 353043
Ptytka 24-dotkowa Falcon, 353047
Ptytka 96-dotkowa Vwr, 734-2327

4 sektorowe naczynie do wizualizacji IBL, 220.120.022

Szalki Petriego Sartstedt, 82.1473.001
Probdéwka typu CRYOpure 2,0ml Sarstedt, 72 379

Ptytka 96 do PCR Thermo Fisher, 4346907
Folia uszczelniajgca do PCR Thermo Fisher, AB0558

2. Sprzet laboratoryjny

W trakcie przeprowadzanych eksperymentéw wykorzystano szereg urzadzen
i elementow wyposazenia laboratoryjnego, jednak w tabeli nr. 4 zestawiono wytgcznie
wybrane sprzety, ktérych producent oraz model mogg mieé istotny wptyw na

interpretacje wynikéw oraz odtwarzalnos¢ badan.
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Tabela 4: Sprzet laboratoryjny wykorzystywany w eksperymentach.

Nazwa urzadzenia Producent, model
Termocykler Biorad, T100 Thermal Cycler
Nanodrop Thermo scientific, NanoDrop one

Automatyczny system analizy jakoSci DNA/RNA Agilent, TapeStation 4200

Wysokoprzepustowy sekwenator nowej Illumina, NovaSeq6000
generacji
Transiluminator SynGene Bio Imaging, InGenius

3. Linie komorkowe jako modele badawcze

3.1. Linie ESi NS

Do eksperymentow przeprowadzonych w ramach tego projektu wykorzystano mysie
linie komorkowe: ES oraz NS. Linie ES stanowig doskonaty model do analizy
epigenetycznych mechanizmoéow regulacyjnych takich jak dostepno$é chromatyny ze
wzgledu na wysokg zdolno$é¢ do rdznicowania i dynamiczne zmiany w strukturze
chromatyny. Z kolei linie NS odzwierciedlajg stan komérek w trakcie réznicowania
neuronalnego i umozliwiajg badanie reorganizacji chromatyny w kontekscie
specyficznym dla linii neuronalnych.

W celu lepszego zrozumienia roli biatka CTCF podczas procesu réznicowania
w badaniach zastosowano zaréwno linie komdrkowe z systemem degronowym jak
i reporterowym.

Linie degronowe umozliwiajg kontrolowang degradacje biatka CTCF
w odpowiedzi na dodanie okreslonego ligandu co pozwala na ocene wptywu czasowe;j
utraty tego biatka na architekture chromatyny i ekspresje gendéw na réznych etapach

roéznicowania.
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3.1.1. Linia degronowa CTCF EGFP-AID

W celu uzyskania czasowej kontroli nad poziomem biatka CTCF w komdrkach ES i NS
zastosowano linie degronowg ES CTCFECFP-AID otrzymang dzieki uprzejmosci Elphége’a
Nory oraz Benoita Bruneau (Instytut Gladstone, USA) (Nora E.,2017).

Linia ta zostata wygenerowana poprzez modyfikacje genetyczng mysich komodrek
embrionalnych, w ktdrej gen CTCF zostat potgczony z degronem AID (z ang. Auxin-
Inducible Degron) oraz znacznikiem EGFP na koricu C genu CTCF (rycina 6a).

Pofaczenie biatka CTCF z degronem AID umozliwia jego szybka i odwracalng
degradacje zalezng od auksyny, czyli naturalnej roslinnej czgsteczki sygnatowej (np.
kwasu indolilo-3-octowego, IAA) (rycina 6b).

W celu zapewnienia funkcjonalnosci systemu AID do genomu komodrek
wprowadzono réwniez transgen OsTIR1. Jest to komponent pochodzenia roslinnego
ktory w obecnosci auksyny rozpoznaje sekwencje AID i kieruje oznaczone biatko do
degradacji w proteasomie. Aby zagwarantowac stabilng, jednorodng i bezpieczng
ekspresje genu OsTIR1 w komdrkach, konstrukcje transgenu wprowadzono do locus
stabilnej integracji Tigre.

System ten pozwala réwniez na $ledzenie obecnosci biatka dzieki metce EGFP co utatwia

ocene poziomu CTCF m.in. przy uzyciu cytometrii przeptywowej lub mikroskopii.
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Rycina 6: Schemat linii CTCFESFP-AIP j mechanizmu degradacji zaleznej od auksyny.

a) Schemat przedstawia konstrukcje mysiej linii komorkowej ES w ktorej biatko CTCF
zostato potgczone z degronem AID oraz fluorescencyjnym znacznikiem EGFP. W celu
umozliwienia auksyno-zaleznej degradacji biatka CTCF do komdrek wprowadzono
rowniez kompleks OsTIR1, ktory rozpoznaje sekwencje AID i kieruje biatko do
proteasomalnej degradacji w obecnosci auksyny.

b) Po dodaniu auksyny wprowadzony do komorek kompleks SCF-TIR1 rozpoznaje
domene AID zwigzanq z biatkiem CTCF i kieruje kompleks do degradacji w proteasomie.
Pokazane sq komorki ES (gorny panel) oraz wyprowadzone z nich komorki NS (panel
dolny).
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3.1.2. Linia reporterowa CTCFHALO

Wykorzystana w tej pracy linia komdrkowa z biatkiem CTCF potagczonym ze znacznikiem
kowalencyjnym HaloTag (rycina 7a) zostata pozyskana dzieki uprzejmosci Prof. Rafaela
Casellasa (NIH, USA). Domena HALO umozliwia wizualizacje lokalizacji CTCF z uzyciem
liganddéw fluorescencyjnych (rycina 7b). W niniejszej pracy zastosowano dwa barwniki:
zielony HaloTag Alexa Fluor 488 oraz czerwony: HaloTag TMR. System ten znajduje
zastosowanie zaréwno w obrazowaniu przestrzennym jak i w analizach iloSciowych

w zywych komérkach.

Ligand

HaloTag
CTCFEGFP—A!D /TIG R EOsTIR _—

CTCF

e B aaeas 10l
: Ligand

Exonl0 HALOtag HaloTag
—_—

Rycina 7: Schemat konstrukcji i wizualizacja linii ES z CTCF-HaloTag

a) Schemat budowy mysiej linii ES w ktdrej endogenne biatko CTCF zostato genetycznie
potgczone z HaloTag na koricu C-terminalnym.

b) Reprezentatywny obraz fluorescencji po dodaniu ligandu HaloTag wizualizujgcy
rozmieszczenie biatka CTCF w jgdrze komdrkowym. Zmiana koloru wskazuje na
skuteczne znakowanie i obecnos¢ biatka CTCF. Fluorescencja obserwowana jest tylko po
przytgczeniu ligandu, co potwierdza specyficznosc i niskie tto systemu. Obserwacje biatka
CTCF mozna prowadzi¢ w komdrkach ES (panel gérny) jak i NS (panel dolny).
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3.1.3. Linia reporterowa: 46C5ox1-GFP-puro

Do delecji miejsca wigzania biatka CTCF w locus Aldhla3 wykorzystano linie mysich
embrionalnych komdrek macierzystych Sox1-GFP-puro (46C0*x1-GFP-pure ) "ydostepniong
przez Prof. Austina Smitha (Uniwersytet Cambridge) (Ying et al., 2003). Do locus genu
Sox1 wprowadzono konstrukt zawierajacy gen zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP)
oraz gen opornosci na puromycyne rozdzielone sekwencjg IRES (z ang. Internal
Ribosome Entry Site). Taka konfiguracja umozliwia réwnolegtg ekspresje GFP i opornosci
na puromycyne wraz z ekspresjg Sox1 co pozwala na jednoczesne monitorowanie oraz

selekcje komérek wyrazajgcych ten wczesny marker neuroektodermy.

3.2. Linie nowotworowe

Do produkcji wektoréw wirusowych wykorzystanych w trzeciej czesci pracy
zastosowano ludzkg linie komdrkowa 293T pochodzacg z embrionalnych komérek nerki
(HEK293), zmodyfikowang o ekspresje duzego antygenu T wirusa SV40. Komorki 293T
cechuja sie wysoka wydajnoscia transfekcji oraz intensywng ekspresjg biatek co czyni je
standardowym narzedziem do produkcji wiruséw zwtaszcza lentiwirusow.

W ramach eksperymentdw linia 293T postuzyta do generowania wiruséw
wykorzystywanych do transfekcji komérek ES i NS w celu wprowadzenia okreslonych
konstrukcji genetycznych m.in. reporteréw, elementéw systemdéw degronowych oraz
narzedzi regulujacych ekspresje gendw. Wysoka efektywnos$é produkcji wiruséw w 293T
byta kluczowa dla skutecznego i powtarzalnego dostarczania materiatu genetycznego do

komorek docelowych.
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4. Odczynniki stosowane do hodowli komérkowej

4.1. Hodowila linii ES w warunkach standardowych (FBS/LIF)

Tabela 5: Sktad medium do hodowli komorek ES.

Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Glasgow Minimum Essential Medium Invitrogen, 11710035
FBS EmbryoMax ES cell Qualified Sigma-Merck, ES-009-b

LIF (Leukemia Inhibitory Factor) EMBL Protein Expression Facility

B-merkaptoetanol Sigma-Merck, 615226
NEAA (aminokwasy nieesencjalne) Thermo Fisher, 11140035
L-glutamina Thermo Fisher, A2916801
Pirogronian sodu Thermo Fisher, 11360070

4.2. Hodowla komoérek ES w warunkach (2i/LIF)

Tabela6: Odczynniki wykorzystywane do hodowli komdrek mysich ES w warunkach

2i.
Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
DMEM/F12 Thermo Fisher, 31331028
N2 suplement Thermo Fisher, 17502048
B27 suplement Thermo Fisher, 17504044
BSA (Albumina surowicy bydlecej) Thermo Fisher, 15460037
NEAA (aminokwasy nieesencjalne) Thermo Fisher, 11140035
D-(+)-glukoza Sigma-Merck, G8270-1KG
HEPES Thermo Fisher, 15630056
B-merkaptoetanol Sigma-Merck, 615226
CHIR99021 (inhibitor GSK3) Reagent Direct, 27-H76
PD0325901 (inhibitor MEK) Reagent Direct, 39-C68

LIF (czynnik hamujacy biataczke) EMBL, osrodek badan ekspresji i oczyszczania

biatek
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4.3. Hodowla komodrek NS

Tabela 7: Sktad medium stosowanego w indukcji neuronalnej komaérek.

Odczynnik Producent, Nr katalogowy
DMEM/F12 Thermo Fisher, 31331028
N2 (50x) Thermo Fisher, 17502048
B27 (50x) Thermo Fisher, 17504044

BSA (Albumina surowicy bydlecej) Thermo Fisher, 15460037
NEAA (Niezbedne aminokwasy)  Thermo Fisher, 11140035

D-(+)-glukoza Sigma-Aldrich, G8270-1KG
HEPES Thermo Fisher, 15630056
B-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, 615226

Po indukcji komérek, w celu utrzymania ich w stadium neuronalnym do hodowli

dodano odpowiednie suplementy, wyszczegdlnione w tabeli nr. 8.

Tabela 8: Suplementacja pozywki hodowlanej stosowanej w hodowli komérek NS
Odczynnik Producent

EGF (Epidermal Growth Factor) EMBL, oSrodek badan ekspresji i oczyszczania

biatek
bFGF (Fibroblast Growth EMBL, osrodek badan ekspresji i oczyszczania
Factor) biatek
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4.4. Hodowla komorek HEK293

W tabeli nr. 9 przedstawiono podstawowy sktad medium, uzywanego do hodowli

komorek HEK293.

Tabela 9: Sktad medium do hodowli HEK293.

Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM Gibco 11965084
Surowica ptodowa cieleca (FBS) Thermo Fisher, 10500064
Penicylina - streptomycyna Thermo Fisher, 15140122

4.5. Inne odczynniki stosowane przy hodowli komérkowej

Dodatkowo, w procedurach zwigzanych z hodowlg komérkowg wykorzystywano
rowniez inne odczynniki takie jak akutaza (Sigma-Merck, A6964) enzymatyczny Srodek
do odfaczania komodrek adherentnych, oraz DMSO (dimetylosulfotlenek)
wykorzystywany miedzy innymi jako rozpuszczalnik do substancji biologicznie czynnych

lub krioprotektant w procedurach mrozenia komérek.

4.6. Antybiotyki selekcyjne

W eksperymentach wymagajacych selekcji komdrek zawierajacych konstrukt z genem
opornosci stosowano odpowiednie antybiotyki selekcyjne ktérych zestawienie
przedstawiono w tabeli nr. 10. Dobdér konkretnego antybiotyku zalezat od
zastosowanego markera selekcyjnego (np.: opornosci na puromycyne, blastycydyne,
neomycyne lub hygromycyne). Dla kazdej linii komoérkowej optymalne stezenie
antybiotyku zostato wczesniej okreslone doswiadczalnie na podstawie wyznaczenia tzw.

krzywej wrazliwosci na antybiotyk (ang. kill curve).

Tabela 10: Antybiotyki selekcyjne stosowane w hodowlach komérkowych.
Nazwa Producent, Nr. katalogowy
Puromycyna ThermoFisher, A1113803

Blastycydyna S InvivoGen: ant-bl-05
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4.7. Znacznik HaloTag wykorzystane do detekcji metki Halo

W tabeli nr. 11 przedstawiono wybrane fluorofory uzywane do znakowania biatek

z metka HaloTag rdznigce sie kolorem emisji i wtasciwosciami fluorescencyjnymi.

Tabela 11: Znaczniki fluorescencyjne stosowane do znakowania metki HaloTag.

Nazwa znacznika Kolor fluorescenc;ji
HaloTag-TMR Pomaranczowo-czerwony
HaloTag Alexa Fluor 488 Zielony

5. Odczynniki stosowane w eksperymentach biologii

molekularnej

5.1. Enzymy restrykcyjne

Tabela nr. 12 przedstawia zestawienie enzyméw restrykcyjnych zastosowanych
w procedurach trawienia DNA podczas klonowania konstrukcji genetycznych. Wybrane
enzymy umozliwiaty precyzyjne ciecie wektordw i insertdow w miejscach specyficznych

dla odpowiednich sekwencji rozpoznawanych przez dany enzym.

Tabela 12: Zestawienie uzytych enzymow restrykcyjnych.
Enzym Producent, Nr. katalogowy
Pvull New England Biolabs (Lab-Jot), R3151
Xbal New England Biolabs (Lab-Jot), R0145S
BamHI New England Biolabs (Lab-Jot), RO580S
Bbsl New England Biolabs (Lab-Jot), R3539S
BsmBI New England Biolabs (Lab-Jot), R0739S

5.2. Odczynniki do klonowania molekularnego

Do sktadania fragmentéw DNA metodg opartg na homologii zastosowano Ligaze T4

(New England Biolabs, M0202S).
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5.3. Oczyszczanie i izolacja fragmentow DNA

W celu izolacji fragmentdw DNA po rozdziale elektroforetycznym zastosowano
odpowiednie zestawy do oczyszczania DNA ktére zapewniajg wysoka jakosé¢ i czystosc¢
materiatu do dalszych reakcji molekularnych. Szczegétowe informacje o uzytych

odczynnikach i producentach znajdujg sie w tabeli nr. 13.
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Tabela 13: Odczynniki stosowane do izolacji i oczyszczania DNA.

Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Plasmid Miniprep DNA Purification Kit EURxX, E-35001
GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit EURX, E-3540

5.4. Antybiotyki stosowane w hodowli bakterii
Do transformacji wykorzystano bakterie Escherichia coli szczepu NEB Stable (New
England Biolabs), a w celu selekcji transformowanych komérek stosowano odpowiednie
antybiotyki dodawane do podtoza hodowlanego: L-agar (A&A Biotechnology, 2021-
1000) lub LB w postaci ptynnej (A&A Biotechnology; 2020-1000).

Dobdr zastosowanego antybiotyku zalezat od rodzaju markera opornosci
obecnego w uzytym plazmidzie. Antybiotyki przygotowywano w postaci roztwordw
magazynowych w odpowiednim rozpuszczalniku (np. wodzie lub etanolu) a nastepnie

dodawano do podtoza hodowlanego po jego wystudzeniu.

Tabela 14: Antybiotyki stosowane do selekcji bakterii.
Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Amplicylina  VWR, ICNA0219014680
Kanamycyna VWR, E713-20ML

5.5. Odczynniki do transfekcji komarek ssaczych.

Do transfekcji komodrek ssaczych zastosowano komercyjny zestaw do lipofekcji:
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific, 11668019) 1z zastosowanie
zmodyfikowanego podtoza Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, 31985070) ktére
minimalizuje toksyczno$¢ i zapewnia optymalne warunki dla efektywnego

wprowadzenia materiatu genetycznego do komarek.
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5.6. Odczynniki do genotypowania

Do przeprowadzenia reakcji PCR bezposrednio z osadu komdérkowego zastosowano
zestaw Mouse Direct PCR Kit (Bimake, B40015), umozliwiajgcy amplifikacje DNA bez
koniecznosci wczesniejszej izolacji genomowego DNA. Reakcje prowadzono
z wykorzystaniem buforu reakcyjnego M-PCR OPTI Mix zoptymalizowanego pod katem

wysokiej wydajnosci i specyficznosci amplifikacji w warunkach bezposredniego PCR.

5.7. Odczynniki do rozdziatu elektroforetycznego

Do rozdziatu elektroforetycznego DNA wykorzystano odczynniki zestawione w tabeli
nr. 15. Agaroza petnita funkcje matrycy zelowej a bufor TAE zapewniat odpowiednie
przewodnictwo jonowe podczas migracji czagsteczek DNA. Probki mieszaniny DNA przed
naniesieniem na zel pofaczono z barwnikiem zatadunkowym z ang. loading dye ktéry
umozliwia kontrole przebiegu elektroforezy. Do wizualizacji kwaséw nukleinowych

zastosowano barwnik interkalujgcy GelGreen, aktywowany swiattem UV.

Tabela 15: Odczynniki uzyte do elektroforezy DNA.

Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Agaroza Thermo Fisher, J66501 - 30
Tris-Acetate-EDTA (TAE) Buffer 50X. pH 8.3 ABO, MB20901

Barwnik zatadunkowy DNA Gel Loading Dye, 6x = Thermo Scientific, R0611

Barwnik interkalujgcy DNA GelGreen Biotium, 41005

6. Odczynniki do analizy aktywnosci genomu

6.1. RNA-seq

Do izolacji RNA oraz przygotowania bibliotek RNA-seq zastosowano dedykowane
zestawy przedstawione w tabeli nr. 16, ktdre umozliwiajg uzyskanie wysokiej jakosci
materiatu genetycznego oraz precyzyjng kontrole wielkosci fragmentéw DNA przed

sekwencjonowaniem.
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Tabela 16: Zestawy wykorzystane do izolacji RNA i przygotowania bibliotek RNA-seq.
Odczynnik Producent, Nr. katalogowy
Direct-zol RNA MiniPrep Zymo Research, R2050
RNA 6000 Nano Kit Agilent, 5067-1511
KAPA mRNA HyperPrep Kit Roche, 8098115702
xGen™ UDI-UMI Adapters  IDT, 10005903
DNA ScreenTape Agilent, 5067-5585
DNA Reagents Agilent, 5067-5584

6.2 ATAC-seq
Biblioteki ATAC-seq przygotowywano przy uzyciu dedykowanego zestawu ATAC-SEQ Kit
(Active Motif, 5315). Do sekwencjonowania wykorzystano aparat NovaSeq6000

(Hlumina).

6.3. ChiP-seq

Do przeprowadzenia immunoprecypitacji (IP, ang. immunoprecipitation) zastosowano
specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko charakterystycznym modyfikacjom
histonéw oraz biatkom regulatorowym. Uzyte przeciwciata zestawiono w tabeli nr. 17.
Nastepnie uzyskany materiat wykorzystano do przygotowania bibliotek DNA przy uzyciu
zestawu Ovation Ultralow V2 DNA-Seq Library Prep Kit (Tecan, nr kat. 0344NB-32)
umozliwiajacy wydajng ligacje adapteréw iamplifikacje bibliotek DNA z materiatu
o bardzo matej ilosci (ponizej 1 ng).

Jakos¢ RNA oraz dtugosé¢ fragmentédw bibliotek sprawdzono przy uzyciu systemu
TapeStation 4200 (Agilent  Technologies) natomiast sekwencjonowanie

przeprowadzono na platformie NovaSeq 6000 (lllumina).

Tabela 17: Zestawienie przeciwciat uzytych do przeprowadzenia analizy IP.
Przeciwciato Producent, Nr. katalogowy
H3K27ac Cell Signaling, 8173S
H3K4Me3 Abcam, ab213224
CTCF Sigma-Merck, 07-729
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7. Odczynniki wykorzystane do konstrukcji systemu wizualizacji

7.1. Projektowanie zmodyfikowanych jednostek CARGO
Na podstawie publikacji Gu et al. (2018) zaprojektowano dwie wersje rusztowan RNA
przeznaczonych do integracji z jednostkami CARGO. Obie konstrukcje zostaty
zsyntetyzowane i wklonowane do wektora pUC19 (kan) przez firme Genewiz.
W efekcieuzyskano dwa wektory: pUC19-pp7 i pUC19-ms2. Kazdy z wektoréw zawierat
stabilny region jednostki CARGO sktadajacy sie z:

e promotora hU6,

e sekwencji wypetniajgcej (filler),

e scaffold’u dCas9,

e oraz jednego z dwdch motywdw rusztowania RNA: PP7 (rycina 8a) lub MS2

(rycina 8b)

e terminatora transkrypcji.

Na obu koricach jednostki CARGO wprowadzono sekwencje rozpoznawane przez

enzym restrykcyjny Pvull co umozliwia tatwg izolacje konstruktu z wektora pUC19.

Promotor hU6  filler dCas9 scafold  Rusztowanie RNA PP7  terminator
CAGCTG

Promotor hU6  filler  dCas9 scafold Rusztowanie RNA MS2  terminator
CAGCTG

Rycina 8: Konstrukcja jednostek CARGO z roinymi motywami rusztowania,
kompatybilnych z systemem CRISPR-Sirius.

Schemat konstrukcji dwdch wariantow RNA rusztowan dla jednostek CARGO
zaprojektowanych

a) Wariant zawierajgcy motyw rusztowania RNA PP7.

b) Wariant zawierajgcy motyw rusztowania RNA MS2.

Oba konstrukty sktadajg sie z promotora: hU6 (zofty), sekwencji wypetniajgcej
(fioletowy), scaffoldu dCas9 (niebieski), rusztowania RNA (zielony dla PP7, czerwony dla
MS2), oraz sekwencji terminatora (szary). Flankujgce sekwencje CAGCTG stuzq jako
elementy rozpoznawcze dla dalszych etapdw konstrukcji molekularnej lub integracji.
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7.2. Plazmid uzyty jako wektor w konstrukcji wektora CARGO

W koncowym etapie konstrukcji wektora wieloelementowe jednostki CARGO
zawierajgce  syntetyzowane sgRNA zostaty wklonowane do odpowiednio
przygotowanego wektora nosnikowego. W tym celu konieczne byto zastosowanie
niewielkiego wektora zawierajgcego marker selekcyjny takie jak gen odpornosci na
antybiotyk umozliwiajacy selekcje pozytywnych klonéw po transformacji. Wykorzystano
plazmid roboczo nazwany px-filler udostepniony przez promotora pracy. Mape plazmidu

przedstawiona na rycinie nr. 9.

AfINI

pxfiller
5031 bp

Rycina 9. Mapa plazmidu px-filler uzytego jako wektor w klonowaniu wielu jednostek
CARGO.

Rycina przedstawia mape plazmidu px-filler wygenerowanq w programie SnapGene.
Zaznaczono miejsca ciecia enzymami restrykcyjnymi Afllll i Xbal, ktére postuzyty do
przygotowania wektora do dalszego etapu klonowania. Plazmid ten zawiera marker
selekcyjny w postaci genu opornosci na antybiotyk co umozliwia selekcje pozytywnych
klonéw po transformacji. Konstrukcja zostata udostepniona przez promotora pracy.
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7.3. Sekwencje ukierunkowujgce na powtdrzenia telomerowe

Powtdrzenia telomerowe zwierajgce motyw GTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA s3g
powszechnie obecne na koncach chromosomoéw ssakéw i stanowig charakterystyczny
element ich struktury.

Ze wzgledu na wysoka liczbe powtdrzen, regiony te umozliwiajag wiele potencjalnych
miejsc wigzania z sgRNA wykorzystywanych w technologii CRISPR-dCas9, co czyni je
rowniez idealnym celem do zastosowan w eksperymentach wizualizacji. W zwigzku
z tym zaprojektowano startery (tabela nr. 18) umozliwiajgce precyzyjne ukierunkowanie
dCas9 na sekwencje telomerowe ktéore petnity funkcje kontroli pozytywnej

w eksperymentach obrazowania lokalizacji komplekséw dCas9-RNA.

Tabela 18: Startery wykorzystane do uzyskania powtorzen telomerowych.

Nazwa Sekwencja
TR_sgl_F gg8acCATGAGGTCTTCGAGAAGACCTAACCCTAACCCTAAC
TR_sgl R aaacGTTAGGGTTAGGGTTAGGTCTTCTCGAAGACCTCATG
TR_sg2_F ggacTAACCCTAACCAGGTCTTCGAGAAGACCTCTAG
TR_sg2_R 2aacCTAGAGGTCTTCTCGAAGACCTGGTTAGGGTTA

7.4. Sekwencje starterow sgRNA ukierunkowanych na kotwice petli w

locus Celf4

Oligonukleotydy zaprojektowano w celu ukierunkowania kompleksu dCas9 na okreslone
sekwencje w regionie kotwicy petli CTCF-CTCF: 5’ (tabela nr. 19) i 3’ (tabela nr. 20).
Sekwencje te reprezentujg zaréwno nici sensowne jak i komplementarne w zaleznosci

od orientacji docelowego fragmentu genomowego.
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Tabela 19: Sekwencje ukierunkowane na kotwice 5’ CTCF-CTCF w locus Celf4.
Lp. Sekwencja
GGAGAGAATTTCTAAGTCTGGGG
AGTTATTTCTGTTATCACCGTGG
CTTCCTAGCATTATCTGCACAGG
AGTAGCTAGGCAAAGAACGACGG

1
2
3
4
5 TCACACGCATAATGATCACGTGG
6 TTTAACTTCTGTCAATGCTGAGG
7 CCAAGAGCTGACAGAGTACTAGG
9 TACAATCTAATACTAGGGTCTGG

10 GATACTGCCATGTGCATGGCTGG

Tabela 20: Sekwencje ukierunkowane na kotwice 3’ CTCF-CTCF w locus Celf4.
Lp. Sekwencja
1 TGCTCATCCAAGGTTCATCCAGG
CAAGGAGGCTGACTGAGACCGGG
GGACTTCACTGACGTCACCCTGG
TCCACTAGACTGAAGCCGCAAGG
GAGCAAACAGCTAGGGAGACAGG
CCCTGATGGAGCCTTTCTGTCGG
AGCTGTTATTGTCTCCATGCAGG

00 N oo u A~ W N

TTGACTCTTTGGACCTTGTGGGG
10 TGCTTTCTCAAAGATTGCATAGG

Do utworzenia oligonukleotydow ukierunkowanych na okreslone sekwencje w regionie
kotwicy petli CTCF-CTCF wykorzystano specjalnie zaprojektowane startery ktdrych
sekwencje zostaty przedstawione w tabeli nr. 21 dla kotwicy 5’ oraz tabeli nr. 22 dla

kotwicy 3.
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Tabela 21: Startery wykorzystane do amplifikacji sekwencji rozpoznajacych region 5’

kotwicy CTCF-CTCF w locus Celf4.

Nazwa
sgl Celf4d 5' F
sgl Celf4_5' R
sg2 Celf4 _5' F
sg2 Celf4 5' R
sg3 Celf4d 5' F
sg3_Celf4_5' R
sgd4 Celf4d 5' F
sg4 Celf4d 5' R
sg5_Celf4_5' F
sg5_Celf4_5' R
sgb_Celf4 5' F
sgb_Celf4 5' R
sg7_Celf4 5' F
sg7_Celf4d_5' R
sg8 Celf4d 5' F
sg8 Celf4 5' R
sg9 Celf4 5' F
sg9 Celf4 5' R

Sekwencja
gg8acCATGAGGTCTTCGAGAAGACCTTAG AAATTCTCTCC
23aacGGAGAGAATTTCTAAGGTCTTCTCGAAGACCTCATG
ggacCCCCAGACTTAGAAGGTCTTCGAGAAGACCTTAACAGAAATAACT
aaacAGTTATTTCTGTTAAGGTCTTCTCGAAGACCTTCTAAGTCTGGGG
ggacCCACGGTGATAACAGGTCTTCGAGAAGACCTATAATGCTAGGAAG
aaacCTTCCTAGCATTATAGGTCTTCTCGAAGACCTGTTATCACCGTGG
g8acCCTGTGCAGATAAAGGTCTTCGAGAAGACCTTTTGCCTAGCTACT
aaacAGTAGCTAGGCAAAAGGTCTTCTCGAAGACCTTTATCTGCACAGG
ggacCCGTCGTTCTTTGAGGTCTTCGAGAAGACCTCATTATGCGTGTGA
aaacTCACACGCATAATGAGGTCTTCTCGAAGACCTCAAAGAACGACGG
g8acCCACGTGATCATTAGGTCTTCGAGAAGACCTTGACAGAAGTTAAA
2aacTTTAACTTCTGTCAAGGTCTTCTCGAAGACCTAATGATCACGTGG
ggacCCTCAGCATTGACAGGTCTTCGAGAAGACCTCTGTCAGCTCTTGG
23aacCCAAGAGCTGACAGAGGTCTTCTCGAAGACCTGTCAATGCTGAGG
aaacGGTAGGTGAGTCTGAGGTCTTCTCGAAGACCTTGTGCATGGCTGG
aaacTACAATCTAATACTAGGTCTTCTCGAAGACCTACAGAGTACTAGG
2aacGGTGTGTCTCAAACAGGTCTTCTCGAAGACCTTCTGAGGCTCTGG
aaacGATACTGCCATGTGAGGTCTTCTCGAAGACCTTACTAGGGTCTGG

sg10_Celf4_5' F ggacCCAGAGCCTCAGAAGGTCTTCGAGAAGACCTCTAG

sgl0_Celf4_5'_F aaacCTAGAGGTCTTCTCGAAGACCTTCTGAGGCTCTGG
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Tabela 22: Startery wykorzystane do amplifikacji sekwencji rozpoznajacych region 3’

kotwicy CTCF-CTCF w locus Celf4.

Nazwa
sgl Celf4_3' F
sgl Celf4_3' R
sg2 Celf4_3' F
sg2 Celfd 3' R
sg3 Celfd_3' F
sg3_Celf4_3' R
sg4 Celfd 3' F
sg4 Celfd _3' R
sg5_Celf4_3' F
sg5_Celf4_3' R
sgb_Celfd _3' F
sgb_Celf4_3' R
sg7_Celf4_3' F
sg7 Celf4_3' R
sg8 Celfd 3' F
sg8 Celf4_3' R
sg9 Celf4_3' F
sg9 Celf4_3' R

Sekwencja
ggacCATGAGGTCTTCGAGAAGACCTACCTTGGATGAGCA
aaacTGCTCATCCAAGGTAGGTCTTCTCGAAGACCTCATG
g8acCCTGGATGAACCTAGGTCTTCGAGAAGACCTAGTCAGCCTCCTTG
aaacCAAGGAGGCTGACTAGGTCTTCTCGAAGACCTAGGTTCATCCAGG
g8acCCCGGTCTCAGTCAGGTCTTCGAGAAGACCTCGTCAGTGAAGTCC
23aacGGACTTCACTGACGAGGTCTTCTCGAAGACCTGACTGAGACCGGG
g8acCCAGGGTGACGTCAGGTCTTCGAGAAGACCTTTCAGTCTAGTGGA
aaacTCCACTAGACTGAAAGGTCTTCTCGAAGACCTGACGTCACCCTGG
g8acCCTTGCGGCTTCAAGGTCTTCGAGAAGACCTCTAGCTGTTTGCTC
2aacGAGCAAACAGCTAGAGGTCTTCTCGAAGACCTTGAAGCCGCAAGG
g8acCCTGTCTCCCTAGAGGTCTTCGAGAAGACCTAGGCTCATCAGGG
aaacCCCTGATGGAGCCTAGGTCTTCTCGAAGACCTCTAGGGAGACAGG
g8acCCGACAGAAAGGCAGGTCTTCGAGAAGACCTAGACAATAACAGCT
2aacAGCTGTTATTGTCTAGGTCTTCTCGAAGACCTGCCTTTCTGTCGG
g8acCCTGCATGGAGACAGGTCTTCGAGAAGACCTGTCCAAAGAGTCAA
2aacTTGACTCTTTGGACAGGTCTTCTCGAAGACCTGTCTCCATGCAGG
g8acCCCCACAAGGTCCAGGTCTTCGAGAAGACCTTCTTTGAGAAAGCA

2aacTGCTTTCTCAAAGAAGGTCTTCTCGAAGACCTGGACCTTGTGGGG

sg10_Celf4_3' F ggacCCTTTTCCATCTCAGGTCTTCGAGAAGACCTCTAG

sgl0_Celf4_3'_R aaacCTAGAGGTCTTCTCGAAGACCTACAGAACAATGGG
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7.5. Zestawy i materiaty wykorzystane do konstrukcji wektorow metoda

CARGO.

Do konstrukcji wektoréw metodg CARGO uzyto nastepujgcych zestawow i
odczynnikow:
e Kulki magnetyczne do oczyszczania kwaséw nukleinowych Mag-bind (VWR,
M1378-01P)
e Exonuclease Ill (NEB, M0206)
e Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego: Agarose-out DNA purification Kit

(eurx, E3540-02)

7.6. Plazmidy wykorzystane do konstrukcji wektorow ekspresyjnych

Do konstrukcji systemu wizualizacji loci w jadrze komdrkowym wykorzystano miedzy
innymi plazmidy komercyjnie oferowane przez firme Addgene (tabela nr. 23).
Zastosowano plazmid kodujgcy biatko dCas9 oraz plazmidy zawierajace geny biatek
fluorescencyjnych potaczonych z sekwencjami rozpoznajacymi struktury obecne
w zaprojektowanym weczesniej rusztowaniu molekularnym (tabela nr. 23). Takie
podejscie umozliwiato precyzyjne odwzorowanie lokalizacji wybranych regionow

genomowych.

Tabela 23: Wykaz uzytych plazmidéow do systemu wizualizacji wraz z numerami
katalogowymi.
Nazwa plazmidu Addgene ID
pHAGE-EFS-PCP-3xGFPnls #75385
pHAGE-EFS-MCP-3xBFPnls #75384
pHAGE-EFS-N22P-3xRFPNLS #75387
pGH125-dCas9-Blast #85417
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7.7. Plazmidy lentiwirusowe wykorzystane do produkcji czasteczek
wirusa

Plazmidy pakujgce i otoczkowe umozliwiaty produkcje rekombinowanych czgsteczek
lentiwirusowych na podstawie konstrukcji ekspresyjnych wprowadzonych do komérek

produkujgcych wirusa.

Tabela 24: Plazmidy lentiwirusowe wykorzystane do produkcji czgsteczek wirusa.

Nazwa plazmidu Funkcja Addgene ID
psPAX2 Plazmid pakujacy #12260
pMD2.G (VsVg) Plazmid kodujgcy otoczke #12259

Do zwiekszenia wydajnosci produkcji wirusa oraz zwiekszania efektywnosci transdukcji

komorek docelowych uzyto odczynnikéw przedstawionych w tabeli nr. 25.

Tabela 25: Odczynniki do produkcji i transfekcji lentiwirusowe;.

Odczynnik Firma, nr. katalogowy
Viral Boost reagent Alstem, VB100
Lenti-X Concentrator Biokom, 631232

polybrene Merck, TR-1003-G
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METODYKA

Czes¢ | i Il Analiza funkcji CTCF i ncRNA regulujgcego jego

aktywnos¢ w komadrkach ES i NS

1. Warunki hodowli komoérkowej

Hodowle komdrkowa przeprowadzono w trzech warunkach hodowlanych. Linie ES byty
hodowane w i) standardowych warunkach FBS/LIF, ii) warunkach (2i/LIF) w celu
uzyskania jak najwyzszego poziomu pluripotencji w hodowli komérkowe;j. Linie NS byty

hodowane w warunkach standardowych dla tego typu linii (EGF/FGF).

1.1. Hodowla linii ES w warunkach standardowych (FBS/LIF)

Komorki hodowano w plastiku hodowlanym powlekanym 0,2% zelatyng. Do hodowli

kultury komdrkowej uzywano medium hodowlanego do komérek ES w sktadzie:

Tabela 26: Sktad medium hodowlanego do komorek ES.
Odczynnik Stezenie
Glasgow Minimum Essential Medium -
FBS EmbryoMax ES cell Qualified 10%

LIF (Leukemia Inhibitory Factor) 2 ng/ml

B-merkaptoetanol 1 mM
NEAA (Non-Essential Amino Acids) 1x
L-glutamina 1x
Pirogronian sodu 1x

Komérki utrzymywano w temperaturze 37°C w 5% CO». W gestosci 30 000 komdrek/cm?.
Przy zmianie medium hodowlanego co 24 godziny. Komdrki pasazowano co 48 godziny

przy uzyciu akutazy.
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1.2. Hodowla linii ES w warunkach (2i/LIF)
Komorki ES (2i/LIF) hodowano w podtozu hodowlanym DMEM/F12 + inhibitory + LIF.

Szczegdtowy sktad medium przedstawiono w tabeli nr. 27.

Tabela 27: Odczynniki wykorzystywane do hodowli komérek mysich ES w warunkach

2i.
Odczynnik Stezenie
DMEM/F12 =
N2 suplement 0,5x% (2,5 ml /500 ml)
B27 suplement 0,5% (5 ml / 500 ml)
Albumina surowicy bydlecej (BSA), frakcja V 0,012%
NEAA (aminokwasy nieesencjalne) 1%
D-(+)-glukoza 0,03 M
HEPES 4,5 mM
B-merkaptoetanol 0,1 mM
CHIR99021 (inhibitor GSK3) 3 uM
PD0325901 (inhibitor MEK) 1uM
LIF (czynnik hamujacy biataczke) 2 ng/ml

1.3. Hodowla komoérek NS
Komérki ES indukowano z zastosowaniem podtoza hodowlanego DMEM/F12.

Szczegbtowy sktad medium przedstawiono w tabeli nr.28.
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Tabela 28: Sktad medium stosowanego w indukcji neuronalnej komérek.

Odczynnik Stezenie
DMEM/F12 -
N2 (50x) 0,5x
B27 (50x) 1x (czyli 10x z 50x)
BSA (Albumina surowicy bydlecej) 0,012%
NEAA (aminokwasy nieesencjalne) 1x
D-(+)-glukoza 0,03 M
HEPES 4,5 mM
B-merkaptoetanol 0,1 mM

Aby utrzymaé komédrki w stadium neuronalnych progenitoréw, do medium
indukujgcego neurogeneze dodawano dwa czynniki wzrostu: mysi EGF (mEGF) oraz mysi
FGF (mFGF), w stezeniach podanych w tabeli 29. Obecno$¢ tych czynnikow

podtrzymywata niedojrzaty stan komoérek.

Tabela 29: Suplementacja pozywki hodowlanej stosowanej w hodowli komdrek NS
Odczynnik Stezenie
MEGF (z ang. Epidermal Growth Factor) 10 ng/ml
mbFGF (z ang. basic Fibroblast Growth Factor) 10 ng/ml

1.4. Warunki hodowli linii HEK293K

Komérki HEK293 hodowano w warunkach standardowych: w temperaturze 37 °C, z 5%
CO,. Hodowle prowadzono w szalkach Petriego o $rednicy 10 cm?. Medium wymieniano
co 2 - 3 dni. Komoérki pasazowano po osiggnieciu okoto 80 - 90% konfluencji przy uzyciu

0,05% roztworu trypsyny-EDTA zgodnie z zaleceniami producenta.
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Tabela 30: Sktad medium do hodowli HEK293.

Odczynnik Stezenie
DMEM -
FBS 10%
Penicylina i streptomycyna 1%

1.5. Procedura wyznaczania krzywej $mierci komorek

Do okreslenia optymalnego stezenia antybiotyku selekcyjnego dla danej linii
komodrkowej wyznaczono krzywa wrazliwosci komdrek na antybiotyk.

Komorki wysiewano do ptytek hodowlanych w gestosci odpowiedniej dla
badanej linii komdrkowej a nastepnie poddawano je dziataniu serii rosngcych stezen
wybranego antybiotyku. Kazde stezenie testowano w osobnym dotku pamietajac
o replikatach technicznych pozostawiajgc réwniez kontrole bez antybiotyku. Komaorki
monitorowano codziennie pod katem zywotnosci i morfologii.

Na podstawie uzyskanych wynikéw okreslono najnizsze stezenie antybiotyku
ktére powodowato petng eliminacje nieopornych komdrek (nie zawierajgcych kasety
odpornosci) w ustalonym czasie (2 - 3 dni). Takie stezenie przyjeto jako optymalne do

dalszych eksperymentéw selekcyjnych.

1.6. Selekcja prekursorow neuronalnych z uzyciem markera CD44

Komérki oddzielono od plastiku hodowlanego za pomocg akutazy. Nastepnie osad
komoérkowy przeptukano dwukrotnie Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (dPBS).
Komérki inkubowano z buforem blokujgcym (0,5% BSA-PBS) w temperaturze 4°C. Po 30
minutach dodano przeciwciato CD44 w rozciericzeniu 1:200 i inkubowano przez kolejne
40 minut w temperaturze 4°C bez dostepu Swiatta. Po inkubacji komorki ponownie

przemyto dwukrotnie dPBS. Komérki sortowano za pomoca sortera Cell BD FACSAriall.
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1.7. Mrozenie komérek

Aby umozliwi¢ dtugoterminowe przechowywanie, po osiggnieciu odpowiedniej
konfluencji (okoto 80 - 90%) komorki zostaty poddane procedurze mrozenia ktéra
przebiegata nastepujaco:

Komorki oddzielono od podtoza przy pomocy akutazy, a nastepnie przeniesiono
do probowek i odwirowano (ok. 5 minut, 300 x g, temperatura pokojowa). Po
odwirowaniu, supernatant odrzucono a komérki zawieszono w niewielkiej objetosci
medium do mrozenia o skfadzie podstawowego medium komdrkowego z dodatkiem
DMSO (koncowe stezenie 10%). Komoérki zawieszono w objetosci 1 ml (od 0,5 do
1 miliona komdrek) i rozdysponowano do krioprobdwek.

Probowki umieszczano w specjalnym pojemniku z izopropanolem co zapewniato
stopniowe obnizanie temperatury (~1°C/min). Najpierw komérki przechowywano przez
24 godziny w -80°C a nastepnie komorki przeniesiono do ciektego azotu (temp =-179°C)

w celu dtugoterminowego przechowywania.

1.8. Degradacja CTCF wywotana auksyng

W celu zbadania funkcjonalnej roli biatka CTCF podczas rdznicowania zastosowano
komorki ES i NS linii CTCFECFPAID (materiaty 3.1.1.). Komérki posiano w odpowiednich
gestosciach i po 24 godzinach traktowano kwasem IAA w stezeniu 500 uM (Nora et
al.,2017) rozcieiczonym w odpowiednich podtozach hodowlanych.

Komérki inkubowano z IAA przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po
zakonczeniu inkubacji komdrki oddzielano od plastiku przy uzyciu akutazy nastepnie
komorki przeptukano roztworem PBS i wykorzystano do dalszych analiz. Cze$¢ populacji
(10 000 komoérek) zostata wykorzystana do sprawdzenia efektywnosci degradacji za

pomocg cytometrii przeptywowe;.

2. Analiza dostepnosci chromatyny

W przypadku dalszych analiz, komérki kierowano do izolacji materiatu do bibliotek
ATAC-seq, ChIP-seq lub RNA-seq aby zbadaé konsekwencje utraty CTCF na poziomie

epigenetycznym jak i transkrypcyjnym.
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CTC FEGFP—AID/ TIGREOSTIR

.

ES NS
CTCF+ CTCF - CTCF + CTCF -
* Sprawdzenie poziomu ekspresji genow RNA-seq
* Sprawdzenie otwartosci chromatyny ATAC-seq
* Sprawdzenie aktywnosci CRE ChiP-seq H2K27ac
* Sprawdzenie obecnosci CTCF ChiIP-seq CTCF

Rycina 10: Uproszczony schemat metodologii dotyczqcej analizy struktury
chromatyny po deplecji CTCF w komodrkach ES i NS.

Na schemacie przedstawiono zastosowane technik umozliwiajgcych ocene zmian
w strukturze chromatyny i dostepnosci elementow regulatorowych w odpowiedzi na
utrate CTCF.

2.1. RNA-seq

RNA wyizolowano z komodrek przy uzyciu zestawu Direct-zol RNA MiniPre zgodnie
z instrukcjg producenta. Jakos¢ RNA oceniono za pomocg zestawu Agilent RNA 6000
Nano Kit.

Biblioteki RNA-seq przygotowano przy uzyciu zestawu KAPA mRNA HyperPrep,
zgodnie z protokotem producenta wykorzystujgc 1 ug RNA jako materiat wyjsciowy. Do
konstrukcji bibliotek zastosowano adaptery xGen™ UDI-UMI zawierajgce unikalne
znaczniki molekularne.

Wielkos¢ fragmentéw DNA oceniono z wykorzystaniem urzgdzenia TapeStation
4200 oraz zestawu TapeStation DNA ScreenTape & Reagents. Natomiast
sekwencjonowanie przeprowadzono na platformie Illlumina NovaSeq 6000 w trybie

paired-end (2 x 100 bp).
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2.2. ATAC-seq

Biblioteki ATAC-seq wykonano przy uzyciu zestawu ATAC-seq kit zgodnie z zaleceniami
producenta. Do przeprowadzenia eksperymentu uzyto 100 000 komdrek oddzielonych
od plastiku hodowlanego. Biblioteki sekwencjonowano (2x100 pz, sparowany koniec)

przy uzyciu NovaSeq6000.

2.3. ChiP-seq

Eksperymenty ChIP-seq przeprowadzono zgodnie z wczedniej opisang metodologia
(Pekowska et al., 2018). W celu analizy modyfikacji histonowych zastosowano
przeciwciata rozpoznajgce markery charakterystyczne dla aktywnych regionéw
chromatyny tj. aktywnych promotoréw i wzmacniaczy: H3K27ac oraz H3K4me3. Do
kazdego immunoprecypitatu uzyto ilosci chromatyny odpowiadajacej 3 milionom
komorek. Natomiast w przypadku analizy ChIP-seq biatek CTCF zastosowano ilos¢
chromatyny odpowiadajgcg 10 milionom komorek.

Biblioteki do sekwencjonowania przygotowano przy uzyciu zestawu Ovation
Ultralow V2 DNA-Seq Library Preparation Kit zgodnie z instrukcja producenta.
Sekwencjonowanie przeprowadzono na platformie /llumina NovaSeq 6000 w trybie

paired-end (2 x 100 pz).

2.4. Analiza bioinformatyczna

Wszystkie obliczenia oraz analizy bioinformatyczne zostaty przeprowadzone przez
cztonkéw zespotu specjalizujgcych sie w bioinformatyce. Szczegdéty metod analizy
bioinformatycznej zostaty opisane w publikacji Dehingia B i Milewska-Puchata M. 2025

opublikowanej w Nature Cell Biology.
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3. Techniki biologii molekularnej

3.1. Hodowla bakterii Escherichia coli

Bakterie Escherichia coli szczepu NebStable hodowano 12 - 18 godzin w ptynnej pozywce
LB (ang. Lysogeny Broth) bez lub z dodatkiem ampicyliny w temperaturze 37°C
z wytrzgsaniem 180 rpm.

Selekcje bakterii po transformacji prowadzono przez 12 - 16 godzin z uzyciem pozywki
statej LB-agar na szalkach Petriego z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku. Uzycie
antybiotyku byto zalezne od rodzaju wektora, uzytego do transfekcji bakterii: ampicyliny

100 pg/ml, kanamycyny 50 pg/ml.

3.1.1. Przygotowanie bakterii kompetentnych

Komodrki kompetentne bakterii przygotowano przy uzyciu bakterii Escherichia coli
szczepu NebStable. Pierwszego dnia procedury przygotowano catonocng hodowle
bakteryjng hodowano przez noc w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem 180 rpm.
Nastepnego dnia z ptynnej catonocnej hodowli bakterii przeszczepiono do Swiezego
cieptego medium LB bez antybiotykdw w rozciericzeniu 1/100. Wykonywano posiew
redukcyjny na statym podtozu LB-agar bez czynnika selekcyjnego i hodowano
temperaturze 37°C z wytrzgsaniem do uzyskania OD w przedziale 0,4 - 0,6. Wynik OD
mierzono za pomocg spektrofotometru.

Hodowle bakteryjng schtodzono na lodzie przez godzine a nastepnie wirowaniu 5 500
rpm przez 10 min w temperaturze 4°C.

Osad bakteryjny zostat zawieszony w 15 ml 100mM CaCl,. Takg zawiesine
inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Nastepnego dnia zwirowano ponownie
w 5500 rpm przez 10 min w 4°C a osad zawieszono sterylnym chtodnym w roztworze
10mM CaCl; z 10% glicerolem przeniesiono do probéwek po 40ul zawiesiny na
probdéwke. Tak przygotowane bakterie kompetentne przechowywano w temperaturze -

80°C.
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3.2. Edycja genomu CRISPR-Cas9 w komorkach ES
3.2.1. Projektowanie sgRNA
Do zaprojektowania sekwencji sgRNA wykorzystatam narzedzie online CRISPOR

(http://crispor.tefor.net; (Concordet & Haeussler, 2018)). Dla kazdej strategii delecji

zaprojektowano zestaw czterech sgRNA po dwa skierowane na region od strony 5’ i dwa
na region od strony 3’ miejsca docelowego.
Zaprojektowane pary sgRNA zgodnie z sekwencjami referencyjnego genomu mysiego
mm10 wykorzystano do delecji ponizszych regionow:
a) trzy miejsca wigzania CTCF w locus Aldh1a3 w nastepujacych lokalizacjach:
i) KO#1 (chr7: 66 389 290 - 66 389 666),
ii) KO#2 (chr7: 66 409 322 - 66 410 004),
iii) KO#3 (chr7:66,434,748 - 66,435,124).
b) locus Neat1 (chr19:5,703,000 - 5,715,000)
c) Region locus Pantrl (chrl: 42 694 916 - 42 692 353)

Miejsca wigzania CTCF w Aldh1a3 usunieto w linii ES 46C (materiaty 3.1.3.) natomiast
delecji Pantr1, Neat1 dokonano w komdrkach ES CTCFHAC (materiaty 3.1.2.). Komorki ES
w ktorych przeprowadzono delecje hodowano w standardowych warunkach

(ES FBS/LIF).

3.2.2. Klonowanie sgRNA do wektora zawierajgcego wektor Cas9

Otrzymane inserty zawierajgce zaprojektowane sekwencje sgRNA zostaty wklonowane
do plazmidu 2A-GFP (px458) w miejscu rozpoznawanym przez enzym restrykcyjny Bbsl.
Proces klonowania przeprowadzono zgodnie z ogdlnodostepnym protokotem
opracowanym przez laboratorium Prof. F. Zhang'a

(https://www.addgene.org/crispr/zhang/).

Plazmid px458 zawiera sekwencje kodujgcg dCas9 sprzezong z markerem
fluorescencyjnym GFP co umoizliwia jednoczesng ekspresje ukierunkowanego systemu
CRISPR-dCas9 oraz identyfikacje transfekowanych komodrek za pomoca detekcji sygnatu
GFP. Wektory zweryfikowano pod katem prawidtowej insercji za pomocg

sekwencjonowania (Genomed, Polska).
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3.2.3. Transformacja bakterii metoda metod3 szoku cieplnego (Heat schock)

Plazmidowe DNA wprowadzano do komdrek bakterii kompetentnych E.coli stosujgc
metode szoku cieplnego. Do 50 ul zawiesiny bakteryjnej dodawano 3 pl mieszaniny
ligacyjnej i mieszano przez kilkukrotne ostrozne pipetowanie a nastepnie prébki
inkubowano na lodzie przez 30 minut. Szok cieplny zostat wprowadzony przez
natychmiastowe podwyzszenie temperatury do 42°C przez 45 sekund (poprzez
umieszczenie w bloku grzewczym) od razu po wprowadzeniu szoku termicznego komaérki
odtozono na I6d na 5 minut, kolejno zawieszono komérki w 200 pl ptynnego LB bez
zawartosci antybiotykow i inkubowano przez godzine w temperaturze 30°C z powolnym
wytrzgsaniem 200 rpm. Po uptywie czasu inkubacji komdrki zawieszone w 100 pl LB
wysiano na szlakach Petriego ze statym podiozem LB-agar zawierajgcym czynnik

selekcyjny w postaci antybiotyku amplicyliny o stezeniu 100 ug/ml.

3.2.4. Sprawdzenie poprawnosci konstruktu
W celu weryfikacji poprawnosci konstruktu, czyli obecnosci zaprojektowanych sekwencji
sgRNA, recznie wybrano okofo 10 pojedynczych kolonii bakteryjnych, ktére uprzednio
wyrosty na podtozu LB-agar z ampicyling. Kazdg kolonie przeniesiono do hodowli ptynnej
LB, zawierajgcej ampicyline (100 ug/ml) w celu zachowania selekcji. Hodowle
inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C z wytrzgsaniem (180 rpm).
Nastepnego dnia zawiesine bakteryjng zwirowano w 16 000 rpm. Z uzyskanego
osadu bakteryjnego wyizolowano DNA za pomocg zestawu Plasmid Miniprep DNA
Purification Kit zgodnie z instrukcja producenta. Wyizolowane DNA oddano do
sekwencjonowania metoda Sangera (Genomed, Polska) w celu potwierdzenia obecnosci

sgRNA w plazmidzie bakteryjnym.

3.2.5. Transformacja komarek ES plazmidami zawierajgcymi sgRNA kierujace do
miejsca delecji

Komorki ES wysiano w gestosci 370 000 komérek na dotek 9,5 cm?, 24 godziny przed
planowanym doswiadczeniem. Transfekcje przeprowadzono z uzyciem dwdch
plazmidéw typu px458 (px458-GFP), zawierajgcych sekwencje sgRNA. Do kazdego dotka
dodano po 3 ug kazdego z plazmidéw. Transfekcji dokonano przy uzyciu odczynnika

Lipofectamine™ Stem Transfection Reagent zgodnie z zaleceniami producenta.
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24 godziny po transfekcji komérki eksprymujace biatko fluorescencyjne GFP
zostaty wyselekcjonowane przy uzyciu cytometrii przeptywowej (FACSAria BD II).
Nastepnie komorki wysiano na szlake Petriego pokryta 0,2% zelatyng (150
komadrek/cm?2). Po 5 dniach pojedyncze kolonie zostaty recznie wybrane i przeniesione
do ptytek 96-dotkowych w celu otrzymania linii monoklonalnych.

Po uzyskaniu 90% konfluencji, z kazdego dotka pobrano 60% komoérek, z ktérych
wyizolowano DNA przy uzyciu zestawu Mouse Direct PCR Kit. Pozostate 40% kultury
komodrkowej przesiano do pojedynczego dotka ptytki 12-dotkowej w celu dalszej hodowli
komoérkowe;.

Do sprawdzenia poprawnosci delecji w poszczegdlnych klonach komdrkowych
przeprowadzono reakcje PCR z uzyciem gotowej mieszaniny M-PCR OPT| Mix zgodnie
z zaleceniami producenta. Warunki reakcji PCR byty dobrane indywidulanie dla kazdego

locus oddzielnie. Reakcja byta przeprowadzona w sposéb opisany ponizej

3.2.6. Warunki reakcji PCR w celu sprawdzenia delecji miejsc wigzania CTCF w locus
Aldhla3:

#1 Miejsce wigzania Ctcf w Aldhla3: poczatkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie

35 cykli denaturacji 95°C, 20 s; hybrydyzacja 60°C, 20 s; wydtuzenie 72°C 30s. Ostateczne
wydtuzenie przeprowadzono w temperaturze 72°C przez 5 min.

#2 Miejsce wigzania Ctcf w Aldhla3: poczatkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie

35 cykli denaturacji 95°C, 20s; hybrydyzacja 60°C, 20s; wydtuzenie 720C 30s. Ostateczne
wydtuzenie przeprowadzono w temperaturze 72°C przez 5 min.

#3 Miejsce wigzania Ctcf w Aldhla3: poczatkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie

35 cykli denaturacji 95°C, 20s; hybrydyzacja 52°C, 20s; wydtuzenie 72°C 30s. Ostateczne

wydtuzenie przeprowadzono w temperaturze 72°C przez 5 min.

3.2.7. Warunki reakcji PCR w celu sprawdzenia delecji regionu w locus Pantr1:

Reakcja PCR przy uzyciu starteréw znajdujacych sie poza miejscem delecji:

poczgtkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie 35 cykli denaturacji 95°C, 30 s;
hybrydyzacja 58°C, 30 s; wydtuzanie 68°C 1,40 min. Ostateczne wydtuzenie
przeprowadzono w 68°C przez 5 min.

Reakcja PCR przy uzyciu starteréw znajdujacych sie w miejscu delecji:
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poczgtkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie 35 cykli denaturacji 95°C, 20 s;
hybrydyzacja 52°C, 20 s; wydtuzanie 72°C 25 s. Ostateczne wydtuzenie przeprowadzono

w 72°C przez 5 min.

3.2.8. Warunki reakcji PCR w celu sprawdzenia delecji locus Neat1:
poczgtkowa denaturacja 95°C, 3 min, a nastepnie 35 cykli denaturacji 95°C, 30 s;
hybrydyzacja 56°C, 30 s; wydtuzanie 68°C 2,30 min. Ostateczne wydtuzenie

przeprowadzono w 68°C przez 5 min.

3.2.9. Rozdziat elektroforetyczny w celu weryfikacji wielko$ci uzyskanych
konstruktow
Kazda prébke genotypowano, a produkty reakcji analizowano za pomoca rozdziatu
elektroforetycznegow 1% zelu agarozowym zawierajgcym znacznik Midori Green w celu
wizualizacji namnazanych fragmentéw DNA. Elektroforeze prowadzono w aparacie do
elektroforezy poziomej (BioRad, CA, USA) w buforze TAEx1 przy statym napieciu 80 V
przez 60 minut. Do prébek przed natozeniem na zel dodawano bufor obcigzajgcy
w rozcienczeniu 1:6. Wyniki elektroforezy wizualizowano w Swietle UV
w transiluminatorze InGenius.

Do kazdej reakcji zawsze stosowano kontrole negatywng, czyli inie komdrkowa
bez delecji w genomie oraz prébe pozytywng, czyli mieszanine komérek poddanych

delecji metoda CRISPR-Cas9.

3.3. Generowanie prob kontrolnych

W procesie generowania linii komoérkowych z delecjg nalezy uwzgledni¢ mozliwosc
powstania efektéw ubocznych wynikajgcych z wprowadzenia stresu komérkowego,
zwigzanego z samg procedurg edycji genomu. Aby zwiekszy¢ specyficznosé
i wiarygodno$é pdiniejszych analiz, wygenerowano réwniez monoklonalne linie
kontrolne (A1, A2, A3) ktdére nie zawierajg delecji zadnego genu, jednak przeszty
identyczny proces modyfikacji jak linie eksperymentalne. Dzieki temu mozliwa jest
selektywna ocena efektéw wynikajgcych wytgcznie z usuniecia danego genu

z wykluczeniem zmian bedgcych konsekwencjg samej procedury edytowania genomu.
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Komérki ES linii CTCF"A© zostaty wysiane dzieri wczeséniej w gestoséci 370 000
komodrek na dotek, ptytki 6-dotkowej. Nastepnie komérki zostaty transfekowane dwoma
plazmidami px458 nie zawierajgcymi zadnego sgRNA (uzyto 3 ug kazdego plazmidu) przy
uzyciu odczynnika LipofectamineTM Stem Transfection Reagent zgodnie z instrukcjg
producenta.

24 godziny po transfekcji komorki eksprymujgce biatko fluorescencyjne GFP pochodzace
z plazmidu px458, zostaty wyizolowane metodg cytometrii przeptywowej. Nastepnie
posiano je na szalki Petriego pokryte 0,2% zelatyng, w gestosci 150 komorek/cm?, co
odpowiada 10 000 komdrkom na jedng szalke. Po 5 dniach pojedyncze kolonie zostaty
recznie wybrane iprzeniesione do ptytek 96-dotkowych, w celu otrzymania linii
monoklonalnych. Komérki zostaty wyselekcjonowane na obecnosci antygenu CD442

przy uzyciu cytometrii przeptywowe;.

3.4. Analiza ekspresji gendw: izolacja RNA i analiza ilosciowa

3.4.1. Ekstrakcja RNA

Do ekstrakcji RNA przygotowano palety z 250 000 komérek, ktére poddawano lizie
w odczynniku TRI. RNA zostato wyizolowane za pomocg zestawu Direct-zol RNA
MiniPrep zgodnie z instrukcjg producenta. Jakos¢ RNA oceniono przy uzyciu sprzetu

Nanodrop.

3.4.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Do otrzymania cDNA uzyto zestawu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.
Materiatem wyjsciowym byto z 600 ng RNA w objetosci reakcji 20 pl. Jako$¢ cDNA zostata
zmierzona na urzadzeniu Nanodrop Reakcja uwzgledniata przygotowanie réwniez

kontroli negatywnych w postaci prébek bez enzymdw odwrotnej transkryptazy.

3.4.3. Reakcja ilosciowa PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje qPCR przeprowadzono przy uzyciu systemow CFX Opus Real-Time PCR Systems
(BIO-RAD). W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito: 4 pl odczynnika Fast SYBR™Green
Master Mix (Thermo Fisher, 4385616), startery o stezeniu 10 pmol/ul kazdy (zawieszone

w objetosci 0,5 ul wody), 4,5pul roztworu cDNA (cDNA zostato kazdorazowo
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przygotowane w stezeniu 1:80 - 20 ng). Wszystkie reakcje qPCR opisane w pracy zostaty
przeprowadzone w nastepujgcych warunkach: denaturacja wstepna: 95 °C przez

3 minuty a nastepnie 40 cykli w 95 °C przez 10 sekund i 60 °C przez 30 sekund.
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Czesc lll Konstrukcja systemu do pomiaru kinetyki interakcji
pomiedzy kotwicami petli w czasie rzeczywistym

4. Projektowanie i konstrukcja narzedzia do wizualizacji loci

Aby umozliwi¢ $ledzenie kinetyki petli chromatynowych, zaprojektowatam
dwukanatowy system wizualizacji oparty na technologii CRISPR-Sirius umozliwiajgcy
rownoczesne monitorowanie dwoch odrebnych miejsc wigzania dCas9 w obrebie tego
samego locus genetycznego.

W pierwszym etapie eksperymentu wykorzystano wczes$niej opisang linie
komorkowg CTCFESFPAD ymozliwiajgcg indukowang degradacje biatka CTCF. Jednak
w toku dalszych analiz okazato sie, ze linia ta nie jest optymalna dla zaplanowanych
eksperymentéw. W zwigzku z tym na kolejnych etapach pracy, zdecydowano sie na
zastosowanie linii CTCFHALO,

W pierwszym etapie komérki ES i NS zostaty poddane transdukcji wektorami
lentiwirusowymi kodujacymi biatka fuzyjne:
1) w przypadku linii CTCFEGFP-AID:
i) PCP sprzezone z fluorescencjg (PCP-BFP)
ii) MCP sprzezone z czerwong fluorescencjg (MCP-mCherry).
2) w przypadku linii CTCFHALC:
i) PCP sprzezone z zielong fluorescencjg (PCP-GFP)

ii) MCP sprzezone z czerwong fluorescencjg (MCP-mCherry).

Zaréwno biatko PCP jak o MCP majg zdolnos¢ specyficznego wigzania
odpowiednich motywdéw, odpowiednio: PCP i MS2 (rycina 11) ktére zostaty wbudowane
w konstrukty sgRNA jako element rusztowann RNA (materiaty 7.1.). Zastosowanie
wielokrotnie powtdrzonych sekwencji tzw. ,,hairpindw” w obrebie kazdego rusztowania
umozliwia wielokrotng rekrutacje znacznikdw fluorescencyjnych do pojedynczego
miejsca docelowegoco znaczgco poprawia czutosé detekeji i zwieksza stosunek sygnatu
do szumu.

W kolejnym etapie komérki zostaty poddane dodatkowej transdukcji wektorem

kodujgcym katalitycznie nieaktywng forme dCas9 umozliwiajgca lokalizacje wybranych
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sekwencji genomowych poprzez wigzanie z odpowiednio zaprojektowanymi
czagsteczkami sgRNA. Dzieki zastosowaniu dwdch odrebnych rusztowan RNA z ktérych
kazda zawiera inny zestaw struktur hairpin (rozpoznawanych odpowiednio przez PCP lub
MCP) mozliwa jest réwnoczesna wizualizacja dwdch réznych punktéw docelowych ktére
odpowiadajg np. dwdédm kotwicom petli chromatynowej w obrebie badanego locus. Taka
konfiguracja umozliwia bezposrednig obserwacje zmiennosci odlegtosci przestrzennej
miedzy kotwicami petli w czasie rzeczywistym oraz analize wptywu obecnosci lub braku

CTCF na dynamike ich oddziatywan (rycina 11).

e |00000000 e J0000000( =

PCP % \ MCP
TR I -

Rycina 11: Schematyczne przedstawienie dziatania systemu CRISPR-Sirius.

Kazde z zaprojektowanych sgRNA zostafo dobrane w taki sposdb, aby specyficznie
rozpoznawac okreslong sekwencje docelowg w genomie. W przedstawionym uktadzie
jeden z zestawdw sgRNA zawartym w specjalnie zaprojektowanym rusztowaniu RNA
kieruje do sekwencji kotwicy 5’ petli CTCF-CTCF natomiast drugi do kotwicy petli 3. Oba
rusztowania zawierajg oktametr specjalnie zaprojektowanych struktur typu hairpin. Po
zwigzaniu sgRNA z docelowq sekwencjg genomowqg kompleksy sq stabilizowane przez
dCas9. W tym czasie struktury hairpin pozostajg odstoniete co umozliwia ich rozpoznanie
przez odpowiednie biatka wirusowe sprzezone z fluorofortami: i) PCP sprzezone z GFP
oraz ii) MCP sprzeZzone z mCherry.

4.1. Projektowanie i konstrukcja narzedzia do wizualizacji kotwic petli

W czasie rzeczywistym

System wizualizacji zaprojektowano w taki sposdb aby umozliwi¢ jednoczesne
znakowanie dwodch kotwic petli CTCF-CTCF w obrebie locus Celf4. Sekwencje
odpowiadajgcg kotwicy 5’ (chr18:26,014,299 - 26,015,177) ukierunkowatam za pomoca
zestawu sgRNA sprzezonych z rusztowaniem rozpoznawanym przez biatko fuzyjne MCP-
mCherry, natomiast kotwice 3’ (chr18:28,078,028 - 28,079,060) przy uzyciu sgRNA

rozpoznawanego przez PCP-GFP.
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Aby uzyskaé wystarczajgco silny sygnat fluorescencyjny, zaprojektowatam po 10
sgRNA dla kazdej z kotwic co umozliwito rekrutacje wielu komplekséw zawierajgcych
biatko fluorescencyjne do wybranych regionéw genomu. Kazdy zestaw sgRNA zostat
potgczony z odpowiednim rusztowaniem RNA umozliwiajgcym specyficzne wigzanie sie

z odpowiadajgcym mu biatkiem znacznikowym.

4.2. Projektowanie i konstrukcja wirusow eksprymujacych wybrane

biatka

Klonowanie sekwencji kodujgcej biatko fluorescencyjne RFP do wektora pHage-MCP. Na
podstawie przegladu literatury oraz przeprowadzonych testdow na komodrkach HEK
zdecydowano sie na klonowanie sekwencji mCherry do wektora zawierajagcego MCP
wykorzystujgc dostepne konstrukty z bazy Addgene. Celem tej modyfikacji byto
uzyskanie bardziej specyficznego i jednoznacznego sygnatu fluorescencyjnego

w dalszych analizach.

4.2.1. Trawienie restrykcyjne plazmidu pHage-N22-RFPnls
Pierwszym krokiem byto trawienie restrykcyjne komercyjnego wektora pHage-N22-RFP.
Po przeprowadzeniu ciecia uzyskano fragment zawierajgcy potrdjng kopie insertu RFP

(x3). Doktadny sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli nr. 31.

Tabela 31: Sktad mieszaniny reakcyjnej w celu pozyskania insertu:

Odczynnik Objetos¢
Xbal 5U
BamHI 5U
Bufor CutSmart 2,0 ul
pHage - N22-RFP 3000 ng
Woda 40 ul

4.2.2. Trawienie restrykcyjne plazmidu pHAGE-EFS-MCP-3xBFPnls
Pierwszym etapem byto przeprowadzenie trawienia restrykcyjnego komercyjnego

wektora pHage-MCP-BFP. Proces ten pozwolit na wyciecie catego fragmentu
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odpowiadajgcego ,szkieletowi plazmidu” zwanego w dalszej czesci jako wektor, czyli
plazmidu pozbawionego sekwencji kodujgcej BFP. Uzyskany w ten sposdb wektor zostat
przygotowany do dalszych etapdéw klonowania. Doktadny skfad mieszaniny ligacyjnej

przedstawiono w tabeli nr. 32.

Tabela 32: Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do uzyskania docelowego wektora.

Odczynnik Objetosé
Xbal 10U
BamHI 10U
Bufor CutSmart 4,0 pl

pHage-MCP-BFP 3000 ng

Woda Do 40 pl

4.2.3. Elektroforeza i izolacja fragmentow z zelu agarozowego
Tabela 33: Wyciete fragmenty DNA.

Fragment Dtugos¢ [pz]
RFP (wstawka) 2202
pHage-MCP (wektor) 6500

Fragmenty DNA wyizolowane z zelu oczyscitam za pomoca kulek magnetycznych

4.2.4. Oczyszczanie DNA
Po rozdziale elektroforetycznym w Zzelu agarozowym fragmenty DNA zostaty
wyizolowane przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit
zgodnie z instrukcjg producenta.

W celu zwiekszenia wydajnosci ligacji uzyskane fragmenty poddano
dodatkowemu oczyszczaniu wykorzystujgc zestaw Mag-Bind® TotalPure NGS zgodnie

z zaleceniami producenta (ratio przy elucji 1,8).
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4.2.5. Ligacja wektoru pHage-MCP z wstawka RFPx3
Reakcje przeprowadzono w temperaturze pokojowej w czasie 15 minut. Szczegoty

mieszaniny ligacyjnej przedstawiono w tabeli nr. 34.

Tabela 34: Sktad mieszaniny ligacyjne;.
Odczynnik Objetosé
T4 ligaza DNA 0,5 ul
Bufor do ligazy T4 1,0 ul
Wstawka: RFPx3 50,80 ng
wektor: pHage - MCP 50 ng
Woda Do 10 pl

4.2.6. Transformacja komarek bakteryjnych mieszaning ligacyjna

Po zakoniczeniu reakgcji ligacji, powstate konstrukty plazmidowe zostaty wykorzystane do
transformacji wczesniej przygotowanych bakterii kompetentnych szczepu NebStable.
Proces ten umozliwit namnazanie zrekombinowanego DNA oraz selekcje pozytywnych
klonéw zawierajgcych pozadany insert. Szczegdtowy przebieg procedury transformacji

oraz selekcji antybiotykowej, zostat opisany wczesniejszej czesci pracy.

4.2.7. Weryfikacja poprawnosci klonowania przez trawienie restrykcyjne

Reakcje przeprowadzona na bloku grzewczym w 37°C przez 1,5 godziny. Szczegdtowy
sktad mieszaniny ligacyjnej przedstawiono w tabeli nr. 35. Analize dtugosci otrzymanych
fragmentow wykonano za pomocg podziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym.

Zatadowano po 5 ul prébki na dotek.

Tabela 35: Sktad mieszaniny do kontrolnego trawienia trawienia enzymem Pvull
Odczynnik Objetos¢
Enzym Pvull 0,4 ul
DNA 400ng
Bufor CutSmart = 1,0 ul
Woda Do 10 ul
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5. Nadekspresja wybranych biatek w komadrkach ES i NS.

5.1. Produkcja wektora lentiwirusowego umozliwiajacego ekspresje

biatek.

Produkcja wektora ekprymujacego docelowe biatka i) dCas9-blast ii) PCP-GFP iii) MCP-
mCherry zostata przeprowadzona zgodnie ze standardowym protokotem,
z zastosowaniem odczynnika Viral Boost reagent , w celu zwiekszenia efektywnosci
produkcji wirusa.
Dzien przed transfekcjg komorki HEK293T wysiano na szalki Petriego o srednicy
10 cm. w gestosci pozwalajacej na osiggniecie okoto 70 - 80% konfluencji nastepnego
dnia co stanowi optymalne warunki do przeprowadzenia transfekg;ji.
W dniu transfekcji przygotowano 3 mieszaniny reakcyjne mieszanine plazmidéw
w medium Opti-Mem w ktérym kazda zawierata:
e jeden wektor letiwirusowy kodujgce biatko docelowe:
i) pHage-dCas9-Blast
ii) ii) pHage-PCP-mBFPx3nls
iii) iii) pHage-MCP-mCherryx3nls, w ilosci koricowej 10 ug
e plazmid pakujgcy psPAX2 w ilosci koricowej 5 ug
e plazmid kodujacy biatko ostonowe VSVG (pMD2.G), w ilosci korncowej 5 uG
Nastepnie do kazdej mieszaniny zawierajgcej Lipofectamine 2000 w buforze Opti-
MEM dodano Viral Boost reagent w rozciefczeniu 1:1000 wzgledem koricowego
stezenia w medium. Kompleksy DNA z odczynnikami inkubowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej, a nastepnie dodano do komérek.
Komérki inkubowano w warunkach standardowych (37°C, 5% CO,) przez
72 godziny. Supernatant zawierajgcy wirusa zbierano dwukrotnie: pierwszy raz po
48 godzinach, a nastepnie po uptywie 72 godzin od momentu transfekcji. W celu
zwiekszenia efektywnosci transdukcji wirus zostat skoncentrowany z uzyciem Lenti-X
Concentrator zgodnie z zaleceniami producenta, a nastepnie przechowywany w -80°C.
Zastosowanie odczynnika Viral Boost umozliwito zwiekszenie wydajnosci transfekcji, bez

wywotywania toksycznosci charakterystycznej dla polikationéw, takich jak Polybrene.
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5.2. Transdukcja lentiwirusowa komorek ES i NS
Transdukcje komodrek ES i NS przeprowadzano z wykorzystaniem tak zwanej metody
spinfekcji. Komérki wysiewano na ptytki hodowlane 6-dotkowe pokryte 0,2% zelatyna
w gestosci 125 000 komdrek na 9,5 cm?, dla komérek ES oraz 500 000 komédrek na 9,5
cm?, dla komodrek NS.
W celu optymalizacji warunkdéw transdukcji dla komérek NS zastosowano dwa
warianty eksperymentalne:
e pierwszy obejmowat komodrki przyczepione do podtoza (500 000 komodrek
wysianych dzien wczesniej),
e drugi to komorki zawieszone, nieprzyczepione do podtoza (réwniez w liczbie
500 000 komorek na dotek).
Nastepnego dnia medium hodowlane wymieniano na swieze odpowiednie dla danego
typu komorek a nastepnie dodawano Polybrene w koricowym stezeniu 10 pg/ml.
Po inkubacji z Polybrene do hodowli dodawano zawiesine lentiwirusowg w réznych
stezeniach:
e dla komdrek ES stosowano standardowg dawke wirusa 20 ul zawiesiny
odpowiadajgcej 1/10 objetosci konncowej pozyskanej z jednej szalki Petriego,
e dla komodrek NS testowano trzy rdzne stezenia wirusa:
o wysokie: odpowiadajgce 1/6 objetosci wirusa z jednej szalki,
o standardowe: 1/10 objetosci z jednej szalki,

o niskie: 1/40 objetosci z jednej szalki Petriego.

Ptytke hodowlano szczelnie owinieto parafilmem, by medium nie wyparowato
podczas wirowania (spinfekcji), a nastepnie wirowano przez 1 godzine 30 minut
w temperaturze 30°C przy obrotach . Po wirowaniu do hodowli dodano 1 ml swiezego
medium hodowlanego i hodowano w inkubatorze przeznaczonym do GMO klasy 2. Po
48 godzinach zmienione medium hodowlane na sSwieze. Gdy populacja komédrek
osiggneta konfluencje 90% wysortowano komoérki o odpowiedni znacznik selekcyjny

(mCherry lub BFP) za pomocg cytomertii przeptywowej lub traktowania antybiotykiem.
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5.3. Oznaczenie toksycznego poziomu blastycydyny

W celu okreslenia minimalnego stezenia blastycydyny niezbednego do skutecznej
selekcji komodrek ES i NS linii CTCFHAY po transfekcji wektorem lentiwirusowym
produkujgcym biatko dCas9-Blast, przeprowadzono test cytotoksycznosci. Do hodowli
komorek ES oraz hodowli komdrek NS dodano blastycydyne w stezeniach: 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12 i 14 pg/ml. Pierwszego dnia po rozpoczecia selekcji wymieniono pozywke
utrzymujac obecnos¢ antybiotyku. Drugiego dnia od zaczecia selekcji antybiotykiem,
komorki zostaty zebrane ipoliczone w celu monitorowania przezywalnosci.
Zaobserwowano znaczng smier¢ komoérek przy stezeniu: 14 ug/ml dla komédrek ES
i 2 ug/ml dla komorek NS co pozwolito okresli¢ te wartos$¢ jako wystarczajgcg do dalszej

selekcji NS.

Wykres 1: Wykres przezywalnosci komorek w zaleznosci od stezenia blastycydyny.

100%
88%
81%

69%
44%
21%

Oug/ml 2ug/ml 4ug/ml 6ug/ml 8ug/ml 10ug/ml 12 ug/ml 14 ug/ml

HES ENS

6. Projektowanie i konstrukcja wektorow zawierajacych sgRNA

Do konstrukcji wektoréw wykorzystatam strategie CARGO (z ang. Chimeric Array of
gRNA Oligonucleotides) (Gu et al., 2018) co pozwolito mi na ztozenie wszystkich sgRNA
w ramach pojedynczego wektora ekspresyjnego w jednym etapie klonowania. W efekcie

uzyskatam dwa niezalezne wektory zawierajgce zestaw sgRNA skierowany do jednej
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z kotwic petli przy locus Celf4 co umozliwito ich rownoczesng wizualizacje w komadrkach

zywych (rycina 12).
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Rycinal2: System wizualizacji kinetyki petli CTCF-CTCF w locus Celf4 oparty na
specyficznym znakowaniu sgRNA.

Wycinek mapy Hi-C przedstawiajgcy interakcje w locus Celf4 (tréjkgtna struktura)
z zaznaczonymi miejscami docelowymi dla 10 sgRNA skierowanych na kotwice petli
CTCF-CTCF.

W celu umozliwienia jednoczesnego znakowania wielu miejsc w okreslonym regionie
genomu zastosowano system CARGO z ang. Chimeric Array of gRNA Oligonucleotides
(Gu et al., 2018). Technologia ta pozwala na szybkie i efektywne klonowanie wielu sgRNA

do jednego wektora. Takie podejscie znaczgco zwieksza skutecznos¢ rekrutacji
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komplekséw dCas9-RNA w komdrkach wzmacniajgc tym samym sygnat fluorescencyjny
niezbedny do wizualizacji struktur chromatynowych.

System CARGO wykorzystuje syntetyczne oligonukleotydy ztozone z kolejnych
jednostek sgRNA ktére mozna ztozy¢ w trakcie jednej procedury klonowania. Kluczowym
elementem tej metody jest zastosowanie struktur zwanych minicircle (rycina 13, pkt 2),
czyli krétkich fragmentéw DNA zawierajgcych sgRNA pofaczone z odpowiednimi
rusztowaniami RNA rozpoznawane przez biatka fuzyjne: MCP-mCherry czy PCP-GFP.

Dzieki zastosowaniu enzymow restrykcyjnych, np. Bpil, oraz ligazy DNA, mozliwe
jest seryjne i kierunkowe sktadanie tych fragmentéw w jedng wstawke zawierajaca

nawet kilkanascie unikalnych sgRNA (rycina 13).

Kluczowe etapy metody CARGO obejmuja:

1. Hybrydyzacje oraz fosforylacje zaprojektowanych oligonukleotydéw sgRNA

2. Tworzenie tzw. struktur minicycles, czyli ligacje zhybrydyzowanych sgRNA
z jednostkami CARGO oraz oczyszczanie produktu z form liniowych,

3. Ztozenie plazmidu koncowego z uzyciem enzymu Bpil i ligazy DNA,

umozliwiajgcej integracje modutu serii sgRNA z wektorem px-filler.

Dzieki tej strategii mozliwe jest precyzyjne i jednoczesne znakowanie wielu miejsc
w genomie, zachowanie wysokiej specyficznosci i skutecznosci wigzania dCas9 do DNA,
istotne zwiekszenie stosunku sygnatu do szumu, a takze zmniejszenie liczby koniecznych
transfekcji, co przektada sie na mniejsze obcigzenie komérkowe i wiekszg powtarzalnosé

eksperymentow.
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Rycina 13: Schemat skfadania wektora zawierajgcego wiele powtarzajgcych sekwencji
z zastosowaniem metody CARGO.

Schemat ilustruje etapy sktadania wektora z wykorzystaniem metody CARGO.
Korncowym produktem procedury jest plazmid zawierajgcy sekwencje specjalnie
zaprojektowanych rusztowarn (scaffoldow), z ktorych kazde wigze unikalne, kierunkujgce
SgRNA. Schemat zostat opracowany na podstawie publikacji Gu et al, 2018. Podpisy
graficzne przettumaczono na jezyk polski, przy zachowaniu kluczowej terminologii
technicznej w jezyku angielskim.
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W niniejszej pracy metoda CARGO zostata wykorzystana do skonstruowania wektoréw
zawierajgcych serie rusztowan RNA z unikalnymi czasteczkami sgRNA. Wektory te
stanowity element systemu wizualizacji, umozliwiajagcego jednoczesne znakowanie
dwéch kotwic petli CTCF-CTCF w locus Celf4 poprzez zaprojektowanie oddzielnych
zestawdw po 10 sgRNA dla kazdej z nich. Zestawy te zostaty potgczone z odpowiednimi
rusztowaniami RNA i zintegrowane z wektorami kompatybilnymi z systemem CRISPR-
Sirius.

Chociaz pierwotnym celem byto jednoczesne oznaczenie obu kotwic (5’ i 3'),
jedynie kotwica 5 wykazata wystarczajgcg intensywnos$¢ i stabilnos¢ sygnatu
fluorescencyjnego, pozwalajgcq na wiarygodng analize obrazéw mikroskopowych.
Pomimo tego ograniczenia opracowany system pozwolit na uzyskanie specyficznego
i powtarzalnego sygnatu w czasie rzeczywistym w zywych komodrkach, umozliwiajgc

wizualizacje zachowania wybranego regionu chromatyny.

6.1. Projektowanie oligonukleotydow umozliwiajgcych wizualizacje

kotwic petli w czasie rzeczywistym

Na podstawie sekwencji genomowej locus Celf4 zaprojektowano po 10 sgRNA dla kazdej
z dwéch kotwic petli CTCF-CTCF: i) Kotwica 5: chr18:26,014,299-26,015,177, ii) Kotwica
3": chr18:28,078,028-28,079,060.

Kazde sgRNA zostato zaprojektowane z uwzglednieniem wysokiej specyficznosci
wobec docelowego regionu oraz minimalizacji potencjalnych niespecyficznych miejsc
wigzania. Oligonukleotydy do kazdej z kotwic zaprojektowano tak aby zawieraty
zaréwno sekwencje kierujgcg ok 20 nukleotydéw (nt), jak i state elementy niezbedne do
ligacji w systemie CARGO: i) miejsca restrykcyjne dla Bpil oraz ii) kompatybilne korice

integracji z rusztowaniem RNA-MCP lub PCP).
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6.2. Fosforylacja i hybrydyzacja wybranych oligonukleotydow
Zaprojektowane startery zsyntetyzowano jako jednoniciowe ssDNA (Eurofins, 100 uM).
Nastepnie kazdg pare oligonukleotydéw poddano hybrydyzaciji i fosforylacji. W tym celu

przygotowano mieszanine reakcyjng zgodnie z ponizszg tabelg nr.36.

Tabela 36: Skitad mieszaniny reakcyjnej do reakcji fosforylacji i hybrydyzacji

oligonukleotydow.

Odczynnik Objetosé
Sense oligo (100 uM) 1l
Antisense oligo (100 uM) 1ul
T4 DNA ligase buffer (10x) 1ul
Polynucleotide kinase (PNK) 0,5 pl
H,0 6,5 pl

Reakcje przeprowadzitam w termocyklerze wedtug nastepujgcego programu:
e 37°C przez 30 minut (fosforylacja),
e 98°Cprzez 5 minut,
e ramp-0,1°C/s do 16°C (hybrydyzacja),

e nastepnie inkubacja w 16°C.

6.3. Przygotowanie zmodyfikowanych jednostek CARGO

Przygotowanie wstawek zawierajacych jednostki CARGO polegato na enzymatycznym
trawieniu plazmidéw pUC19-PP7 oraz pUC19-MS2 (GeneWiz). Celem tego etapu byto
wyizolowanie samej wstawki (zmodyfikowane] jednostki CARGO do dalszych etapéw

konstrukcji plazmidu docelowego wykorzystywanego do przyzyciowe]j wizualizacji loci.
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Tabela 37: Skfad mieszaniny reakcyjnej do trawienia plazmidéw pUC19 enzymem

BsmBl.
Odczynnik llos¢
plazmid 3000 ng
BsmBI -HF 10U

NEBuffer rCutSmart (10x) 2 ul

woda do 20 ul

Reakcja byta przeprowadzona w 37°C przez godzine. Wyciety fragment zostat

oczyszczony z zelu agarozowego przy uzyciu zestawu do ekstrakcji DNA.

6.4. przygotowanie wektora docelowego.
W celu przygotowania wektora do dalszego klonowania, przeprowadzono trawienie
plazmidu px-filler z uzyciem enzymow restrykcyjnych Afllll-HF i Xbal-HF. Reakcje

trawienia wykonano w objetosci 20 pul. Reakcje prowadzono w 37°C przez 1 godzine.

Tabela38: Skfad reakcji trawienia plazmidu px-filler enzymami Afllll i Xbal.

Odczynnik llos¢
Plazmid px-filler 3000 pg

AflIl-HF 10U

Xbal-HF 10U

NEBuffer rCutSmart (10x) 2 ul
H20 do 20 p.|

Strawiony fragment plazmidu (wektor) zostat wyizolowany z zelu agarozowego

przy uzyciu zestawu Agarose-Out DNA Purification kit zgodnie z instrukcjg producenta.

6.5. Tworzenie struktur minicircle sgRNA
Kazdy z fosforylowanych i zhybrydyzowanych oligonukleotydéw zostat potgczony

z fragmentem jednostki CARGO w reakgji ligacji.
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Tabela 39: Sktad mieszaniny ligacyjnej do tworzenia struktur minicircle sgRNA

Odczynnik llos¢
Rozcienczony sgRNA 1:50 2 ul
Jednostka CARGO 100-250 ng

Bufor do Ligazy DNA T4 (10x) 1ul
Ligaza DNA T4 0,5 ul
H,0 do 10 pl

Mieszaniny reakcyjne inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej
a nastepnie oczyszczono je z liniowego DNA, stosujgc zestaw Plasmid Safe Exonuclease.

Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 1 godzine.

6.6. Ligacja wektora px-filler z jednostkami CARGO zawierajagcymi sgRNA
W koncowym etapie konstrukcji wektora, ztozone struktury minicircle zawierajgce
sgRNA zostaty potgczone z przygotowanym wektorem w reakcji ligacji z udziatem
enzymu restrykcyjnego Bpil oraz ligazy DNA.

Podczas tej procedury ligacji nastepuje seryjne, kierunkowe sktadanie
wieloelementowych jednostek CARGO w pojedynczym wektorze koncowym px-filler.
Powstaty produkt stanowi kompletny plazmid zawierajgcg zestaw wielu funkcjonalnych

jednostek CARGO przeznaczonych do jednoczesnej ekspresji w komérkach.
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Tabela 40: Sktad Mieszaniny ligacyjnej do koncowej ligacji minicircle zawierajgcych
sgRNA z wektorem px-filler.
Odczynnik llos¢

Mieszanina Minicircle 10 fmol kazdy

Wektor: px-filler 5 fmol
ATP 25mM
DTT 0,1M
Tango buffer (10x) 1ul
T7 DNA ligase 5U
Bpil 10 U
H,O do 20 pl

Reakcje przeprowadzono w termocyklerze wedtug ponizszego programu:
e 37°Cprzez 5 minut,
e 20°C przez 5 minut,
przez 50 cykli

e Zatrzymanie reakcji w temp. 4°C.

Mieszanine poreakcyjng oczyszczono z niezligowanych fragmentéw za pomoca zestawu

Plasmid Safe zgodnie z zaleceniami producenta.

6.7. Transformacja i walidacja

Transformowatam 4 pl oczyszczonej mieszaniny do kompetentnych bakterii E.coli

szczepu NebStable, a nastepnie posiatam je na selektywne podtoze z antybiotykiem. Po

inkubacji przez noc wyselekcjonowatam 10 kolonii, ktdre przesiatam do hodowli ptynnej.
Z hodowli bakteryjnych wyizolowatam plazmidowe DNA za pomocg zestawu

MiniPrep, a jego stezenie oraz czystos¢ oznaczytam spektrofotometrycznie. W celu

weryfikacji poprawnosci konstruktu wybrane kolonie poddatam analizie restrykcyjnej

z uzyciem enzymoéw restrykcyjnych.
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7. Wizualizacja

7.1. Przygotowanie komoérek do wizualizacji

Pierwszym etapem przygotowania komérek do eksperymentu wizualizacji byto wysianie
ich w gestosci 200 000 komodrek na sektor o powierzchni 3,14 cm?, w naczyniu
przeznaczonym do wizualizacji o szklanym dnie. Po 24 godzinach od wysiania,
transfekcje przeprowadzano zgodnie z protokotem Lipofectamine2000. Mieszanine
przygotowywano w objetosci 20 pul medium Opti-MEM, dodajac 1,2 ug plazmidowego
DNA oraz 1,5ul odczynnika Lipofectamine. Po inkubacji kompleksow DNA
z odczynnikiem, mieszanine nanoszono na komorki iinkubowano w warunkach

standardowych (37°C, 5% CO,).

7.2. Obrazowanie

Obrazowanie komodrek przeprowadzono 24 godziny po transfekcji, przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego Zeiss Cell Discoverer 7 z modutem LSM. Nagrania
potwierdzajgce ruch loci przeprowadzono w trybie confocal z wykorzystaniem obiektu
PLAN-APO 50x.1,2 WATER Auto-immersion. Komérki ES byty utrzymywane w warunkach
37 °C i atmosferze 5% CO,. Nagrania typu time-lapse prowadzono przez 5 minut
wykonujgc serie zdjec¢ co 500 ms (2 klatki na sekunde). Kazdy punkt czasowy obejmowat
stack osi-Z, aby uchwyci¢ catkowitg objetos¢ komorki. Obrazy rejestrowano w kanatach
dla mCherry (ex.561 nm) i GFP (ex. 488 nm), przy rozdzielczosci 512 x 512 px
z ustawieniem usredniania linii (line averaging) x2 dla poprawy stosunku sygnatu do
szumu. W trakcie eksperymentu wtgczono opcje autofocusu, aby zminimalizowac¢ dryf

w 0si Z oraz przesuniecia obrazu wynikajgce z niestabilnosci potozenia probki.

7.3. Obrabka obrazéw mikroskopowych

Wszystkie obrazy zostaty obrobione w programie Fiji z zachowaniem zasady
nienaruszalnos$ci danych surowych zastosowano jedynie opcje globalne takie jak:
ustawienia Z-Stack (max intensity, brightness/contrast) i kazdorazowo wykonywano je
jednakowo dla catej serii zdjeé. Surowe dane zostaty zachowane a ustawienia jasnosci
i kontrastu zostaty dostosowane jedynie do poprawy widocznosci sygnatu, bez utraty

informacji. Nie stosowano lokalnych zmian.
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WYNIKI

Czesc | Analiza wptywu CTCF w regulacji ekspresji genéow
réznicowania

1. Rola CTCF w regulacji ekspresji genow

W celu zrozumienia komdrkowo-specyficznej role CTCF w regulacji ekspresji gendéw
wykorzystano linie komérkowg CTCFESFPAID RGznicowanie komdrek ES do komdrek NS
pozwolito uzyska¢ wysoce jednorodng populacje co umozliwia doktadng analize
dynamicznych zmian transkryptomu i architektury genomu zachodzacych w trakcie
przejscia od stanu pluripotentnego do neuronalnego. Podejscie to pozwala na ocene
wptywu CTCF zaréwno na globalng organizacje chromatyny, jak i na komodrkowo-
specyficzng ekspresje gendw dostarczajgc wgladu w mechanizmy dzieki ktédrym izolatory
chromatyny uczestniczg w regulacji tozsamosci komérkowej.

Tozsamos¢ obu populacji komérek potwierdzity analizy poréwnawcze RNA-seq
(rycina 14 a,b). Komdrki ES wykazywaty sie zwiekszong aktywnoscig loci kodujgcych
czynniki wazne dla utrzymanie pluripotencjalnego charakteru tych komoérek, takich jak
Pou5f1 (czyli Oct4) czy Nanog. Natomiast, komérki NS cechowaty sie znaczaco
podwyzszong ekspresjg markerdw neuronalnych komdrek macierzystych, takich jak
Pax6 czy Hes5, przy jednoczesnym znaczacym obnizeniu ekspresji markeréw

pluripotenc;ji (rycina 14c).
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Rycina 14: Walidacja poprawnosci réznicowania komérek ES do NS linii CTCF EGFP-AID
a. Wykres rozrzutu przedstawiajgcy porownanie poziomdw ekspresji gendw miedzy
komdérkami ES i NS na podstawie danych RNA-seq z linii CTCFAPE6FP Kazdy punkt
reprezentuje pojedynczy gen. Dane zostaty znormalizowane przy uzyciu pakietu
DESeq2. Geny silniej eksprymowane w komdrkach ES zaznaczono kolorem
czerwonym, natomiast geny o wyiszej ekspresji w komdrkach NS kolorem
niebieskim.

Wykres wulkaniczny do analizy DESeq2, w celu identyfikacji gendw o réZnej ekspresji
po indukcji komdrek ES do NS linii CTCFECFPAID, Na zielono zaznaczono geny o istotnie
zmienionej ekspresji (p < 0,1), natomiast na szaro geny dla ktdrych zmiany ekspresji
nie byty istotne statystycznie (p > 0,1).

Panel przedstawia IncRNA wskazane przez (Saldafa-Meyer et al. 2019) jako
wchodzgce w interakcje z CTCF dla ktorych oceniono zmiany ekspresji podczas
zostata przeprowadzona

réznicowania komorek ES do NS. Analiza na

transkryptomach, czyli kompletnych zbiorach RNA obecnych w komdrkach w danym
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momencie. Analiz wykonano na komadrkach ES i NS linii z zastosowaniem metody
DESeq2 (*p<0,1).

W obu typach komérek linii CTCFECFP-AID ysunetam biatko CTCF uzyskujgc efektywnoscé
deplecji rzedu 96% w komadrkach ES i 80% w komdrkach NS (rycina. 15 a-c). Za pomoca
analizy RNA-seq przeprowadzonej w komdrkach ES i NS w warunkach kontrolnych oraz
po traktowaniu IAA bioinformatycy z laboratorium zidentyfikowali 1 250 gendéw
réznicowo-eksprymowanych (DEG; p-adj. < 0,1, metoda DESeq2), ktdrych ekspresja
zostata zmieniona w wyniku utraty CTCF. Zmieniong ekspresjg charakteryzowato sie: 775
(54,8% z 1250) gendw w komorkach ES, oraz 556 (39,38% z 1250) gendw w komadrkach
NS. Zdecydowanie mniejszg czes$¢ stanowity geny dotkniete utratg CTCF w obu typach
komorek w liczbie 81 genow (5,73% z 1250). ID gendw sg zawarte w ,,tabeli rozszerzonej
nr 2” w publikacji: ,,RNA binding proteins mediate the maturation of chromatin topology
during differentiation” ktérej jestem wspot-pierwszym autorem (Dehingia B, Milewska-

Puchata M, et al., 2025), opublikowanej w Nature Cell Biology.
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Rycina 15: CTCF moduluje ekspresje genow w sposob specyficzny dla typu komorki.
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a. Usuniecie biatka CTCF w komdrkach NS CTCF ECFPAID  Intensywnos$¢ sygnatu EGFP
informuje o poziomie biatka CTCF przed i po traktowaniu IAA. Intensywnosc¢ sygnatu
EGFP byta mierzona za pomocq cytometrii przepfywowej.

b. Analiza profilu wigzania biatka CTCF do DNA metodqg ChlP-seq w komorkach ES i NS
linii CTCFECF-PAID trgktowanych i nietraktowanych IAA. Poziom wigzania biatkaCTCF zostat
oszacowany w komdrkach w warunkach kontrolnych oraz w komorkach po traktowaniu
1AA.

c. Logz-krotna zmiana sygnatu biatka CTCF po traktowaniu IAA w komorkach ES i NS linii
CTCF ECGFP-AID Uwzgledniono wspétrzedne pikéw (miejsc wigzania) biatka CTCF
w warunkach kontrolnych. Znormalizowany sygnat RPGC zintegrowano wokot szczytow
pikéw (+/- 50 par zasad) w komdrkach traktowanych i nietraktowanych. Wiekszos¢
miejsc wigzania biatka CTCF traci sygnat biatka CTCF w wyniku po traktowaniu IAA.

d. Wykres wulkaniczny analizy DESeq2 na podstawie danych RNA-seq komdrek ES i NS
linii CTCFECFPAID traktowanych i nietraktowanych IAA. Na czerwono zaznaczono geny
o istotnie zmienionej ekspresji (p-adj. < 0,1), natomiast na szaro geny, dla ktorych zmiany
ekspresji nie byty istotne statystycznie (p-adj. > 0,1).

e. Poréwnanie efektow transkrypcyjnych po usunieciu biatka CTCF w komdrkach ES i NS
(log2-krotna zmiana ekspresji genu zostata obliczona przy uzyciu metody DESeq2).
Uwzgledniono DEG, ktore zostaty zidentyfikowane w co najmniej jednym porownaniu (p-
adj. < 0,1). Czerwony: geny zmieniajgce aktywnosc¢ tylko w ES; niebieski: tylko w NS;
zielony: statystycznie istotna zmiana w obu typach komorek.

1.1. Funkcje izolacyjne CTCF determinujg zmiany transkrypcyjne

Aby ustali¢ co przyczynia sie do deregulacji genéw po utracie biatka CTCF w pierwszej
kolejnosci przeanalizowatam profil aktywnosci promotoréw i wzmacniaczy w komaorkach
ES i NS. Zastosowatam analize ChIP-seq dla cato genomowego zmapowania obecnosci
modyfikacji H3K27ac oraz analize otwartosci chromatyny metodg ATAC-seq, ktérg na
moich komadrkach przeprowadzita Aleksandra Piotrowska - techniczka w laboratorium.
Obie metody wykazaty jedynie niewielkie zmiany w profilach aktywnosci
chromatyny po traktowaniu IAA zaréwno w komérkach ES jak i NS. Wyniki te wskazujg,
ze usuniecie CTCF nie wptywa istotnie na globalng aktywno$¢ CRE (rycina 16).
taczna analiza danych z RNA-seq, ATAC-seq i ChlIP-seq przedstawionych w tej pracy
doktorskiej silnie sugeruje, ze obserwowane zmiany w ekspresji genéw w obu typach
komorek (ES i NS) sg prawdopodobnie konsekwencjg utraty funkcji izolacyjnych czynnika
CTCF. Efekty transkrypcyjne zaobserwowane po traktowaniu IAA wynikajg wiec przede
wszystkim z perturbacji architektury chromatyny spowodowanej funkcjonalnym

czynnika CTCF.
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Rycina 16: Usuniecie biatka CTCF nie przyczynia sie do istotnych zmian w ogdlnej

aktywnosci elementéw regulatorowych.

a) Diagramy Venna pordéwnujg zbior pikow zidentyfikowanych w komdrkach
kontrolnych (nietraktowanych IAA) i komdrkach traktowanych IAA. Usuniecie biatka
CTCF, nie prowadzi do zmian w otwartosci chromatyny, zbadanej przy uzyciu metody
ATAC-seq (lewy panel) i aktywacji elementow regulatorowych zbadanej analizq
H3K27ac ChlP-seq (prawy panel).

Wykresy pudetkowe przedstawiajgce liczbe pikow (odpowiednio H3K27ac i ATAC-
seq) po usunieciu biatka CTCF. w odstepach 500 kpz skupionych wokdt miejsca czasu
transkrypcji (z ang. Transcription Start Site).

b) gendw deregulowanych po traktowaniu IAA w komdrkach ES (zaznaczone kolorem
czerwonym) i NS (zaznaczone kolorem niebieskim).
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1.2. Zyskanie funkcji CTCF jako izolatora po utracie pluripotencji

Poréwnujgc geny deregulowane wskutek usuniecia biatka CTCF w komadrkach ES i NS,
zaobserwowatam wyrazny trend zmian ekspresji zalezny od typu komdrkowego.
W komérkach ES dominowaty geny z obnizong ekspresjg po traktowaniu IAA podczas
gdy w komdrkach NS wieksza liczba genéw wykazata podwyzszong ekspresje po utracie
CTCF (rycina 17, p= 4,2 x 101}, test Fishera). W puli genéw deregulowanych w obu
typach komoérek na 81 gendw po traktowaniu IAA wiekszo$¢é z nich (73%) wykazywata

spadek ekspresji po utracie CTCF podobnie jak miato to miejsce w komadrkach ES.
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Rycina 17: Utrata CTCF prowadzi do odmiennych zmian ekspresji genow w zaleznosci

od stanu roznicowania komorki.

a. Usuniecie biatka CTCF w komdrkach NS (zaznaczone kolorem niebieskim) prowadzi
czesciej do wzmocnienia ekspresji gendw niz jej obnizenia, natomiast w komdrkach
ES (zaznaczone kolorem czerwonym) utrata biatka CTCF prowadzi gtdwnie do
obnizenia ekspresji gendw. Geny o rdznicowym poziomie aktywnosci miedzy
komdrkami w warunkach kontrolnych, a traktowanymi IAA zostaty zidentyfikowane
przy uzyciu metody DESeq?2 (p-adj. < 0,1)

b. Wykres pudetkowy znormalizowanego poziomu ekspresji transkryptu na milion par
sekwencjonowanych odczytéw (TPM) gendw, ktdrych ekspresja jest derequlowana
po utraciebiatka CTCF w komdrkach ES (zaznaczone kolorem czerwonym) i NS

(zaznaczone kolorem niebieskim).
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W celu znalezienia trendu determinujgcego deregulacje gendw po indukcji neuronalne;j
zaleznej od czynnika CTCF porédwnatam geny o podwyzszonej ekspresji w komorkach NS
w warunkach kontrolnych i traktowanych IAA. Geny, ktérych ekspresja zostata
wzmocniona pod wplywem utraty biatka CTCF charakteryzowaty sie krétszymi
odlegtos$ciami genomowymi od siebie (test Kotmogorowa-Smirnowa; p = 3,4x1077; rycina
18) oraz od najblizszych aktywnych wzmacniaczy (test Kotmogorowa-Smirnowa
p = 5,4x10%; rycina 18a). Dodatkowo promotory gendw, ktérych ekspresja wzrastata po
utracie biatka CTCF znajdowaty sie w obrebie domen petli ktére byty flankowane przez
wiekszg liczbe wzmacniaczy (rycina 18b; dwustronny test T, p = 6 x 107¢). Ponadto geny
o podwyzszone] ekspresji po traktowaniu IAA w komdrkach NS charakteryzowaty sie
dwukrotnie mniejszg czestoscig wigzania biatka CTCF wswoim promotorze
w poréwnaniu do gendéw, ktérych ekspresja ulegta obnizeniu (doktadny test Fishera,

p =2,4x107% rycina 18c).
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Rycina 18: Zmiany w funkcjonalnosci czynnika CTCF podczas réznicowania.

a. Wykres pudetkowy przedstawia znormalizowanq odlegtos¢ fizyczng w genomie
(wyrazong w kilo parach zasad, kpz) dla genow, ktorych ekspresja ulega deregulacji
po utracie biatka CTCF w komdrkach NS w gdre (oznaczone kolorem zielonym) lub
w ddt (oznaczone kolorem pomarariczcowym). Zaobserwowano, ze geny, ktorych
promotory znajdujq sie blizej siebie Ilub aktywnych wzmacniaczy, wykazujg
zwiekszongq ekspresje w komdrkach NS linii CTCF E¢FP-AID- po traktowaniu IAA.

b. Wykres pudetkowy przedstawia zaleznos¢ miedzy zmianami ekspresji genow
a obecnosciq aktywnych wzmacniaczy po traktowaniu IAA) w komdrkach NS. Geny,
ktdrych ekspresja wzrosta, sq czesciej powigzane z aktywnymi wzmacniaczami niz
geny o obnizonej ekspresji. Wzmacniacze zdefiniowano na podstawie sygnatow
ATAC-seq i H3K27ac zlokalizowanych poza regionami promotorowymi. Analiza
objeta domeny petli zawierajgce geny deregulowane lub losowo wybrane regiony
genomu. Adnotacja petli zostata oparta na istniejqcych juz danych Hi-C (komorki
NS pozyskane in vitro z komdrek ES linii E14 (Bonev et al., 2017c).

c. Wykres kolumnowy ilustrujgcy procent gendw, ktorych ekspresja jest
deregulowana po traktowaniu IAA w komdrkach NS i ktére jednoczesnie majqg
miejsce wiqzania CTCF w swoim promotorze.
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Jednym z gtéwnych objawéw utraty jednego z alleli kodujacych gen CTCF
u cztowieka jest opdznienie rozwojowe i deficyt intelektualny. Analiza ontologii genow
deregulowanych w komadrkach NS wykazata, ze nagte usuniecie biatka CTCF prowadzi do
zwiekszonej ekspresji gendw zwigzanych z rdéznicowaniem komérek w kierunku
neuronalnym (G0:0030154, p = 2,9x10?). Przyktadami takich genéw sg miedzy innymi:
Receptor czynnika wzrostu nerwdéw (Ngfr) (rycina 16a), neuronalny receptor
pentraksyny (Nptxr), gen dehydrogenazy aldehydowej 1, cztonek rodziny a3 (Aldhla3).
Geny zwigzane z gestoscig postsynaptyczng (GO:0014069, p = 2,2x102%) w tym kinaza
biatkowa Il alfa zalezna od wapnia (Camk2a) (rycina 19a), czy Neureksyna-1 (Nrpnl).
Geny te sg zwigzane z aktywnoscig neuronalna i przewodzeniem bodzcow, czyli
procesami ktére majg miejsce na pdzniejszych etapach rozwoju oraz funkcjonowania
osrodkowego uktady nerwowego. Moje dane sugerujg wiec, ze wiasciwa dawka biatka
CTCF jest kluczowa dla prawidtowej synchronizacji tranzycji rozwojowych. Obnizenie
ilosci biatka CTCF prowadzi do przedwczesnej aktywacji genéw neuronalnych
w komarkach macierzystych.

Co ciekawe, grupa gendéw o obnizonej ekspresji zawierata geny kodujace biatka
adhezyjne komérek (N = 28, GO:0007155, p = 1,2x1019), gtéwnie kadheryny (N = 21,
p = 3,5x1024). Co istotne, rola czynnika CTCF w regulacji loci kodujacych protokadheryny
zostata szeroko opisana w literaturze. Otéz CTCF jest kluczowym biatkiem organizujgcym
strukture chromatyny w duzych klastrach genéw kodujacych protokadheryny (Pcdha,
PcdhB, Pcdhy). Jego gtéwna funkcja polega na kotwiczeniu petli chromatynowych, ktére
umozliwiajg kontakt pomiedzy pojedynczymi promotorami Pcdh a wspdlnymi
wzmacniaczami znajdujgcymi sie poza klastrem gendw. Dzieki stochastycznemu
tworzeniu petli miedzy miejscami wigzania CTCF w promotorach Pcdh a wzmacniaczem,
mozliwa jest izoformowo-specyficzna, losowa ekspresja protokadheryn w neuronach
(Golan-Mashiach et al., 2012; Y. Guo et al., 2012; Hirayama et al., 2012; Monahan et al.,
2012). Sugeruje to bezposrednig role biatka CTCF w nawigzywaniu kontaktéw miedzy
promotorami i wzmacniaczami.

Szersza analiza ontologii wykazata, ze geny zwigzane z tozsamoscig gleju takie jak
Sox5wykazywaty obecnos¢ biatka CTCF w obrebie promotoréw lub wzmacniaczy, oraz

czesto wykazywaty spadek ekspresji po delecji CTCF (rycina 19b). W tym przypadku,
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analogicznie do sytuacji w loci kodujgcym protokadheryny, czynnik CTCF moze petnic

role kotwicy sprzyjajgcej interakcjom miedzy elementami regulatorowymi.
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Rycina 19: Utrata biatka CTCF koreluje ze wzrostem ekspresji genow neuronalnych
Rycina przedstawia sciezki RNA-seq, CTCF ChiIP-seq; H3K27ac-seq i ATAC seq linii dla
CTCF i H3K27ac CTCF ECFPAID komérek NS po traktowaniu IAA (zaznaczone jako CTCF-)
oraz w warunkach kontrolnych (zaznaczone jako CTCF+) w obrebie 3 wybranych loci.

a. Dwa pierwsze geny: Camk2a oraz Ngfr sq zwigzane z rozwojem komdrek nerwowych
oraz wykazujq wyraznq zwiekszonqg ekspresje po traktowaniu IAA wyfqcznie
w komorkach NS.

b. Gen Sox5 jest charakterystyczny dla komdrek dojrzewajqgcych w kierunku glejowym
wykazuje spadek ekspresji po traktowaniu IAA w komdrkach NS.
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Sposréd gendw ktore zidentyfikowatam tylko 5,73 % ulegto deregulacji pod wptywem
utraty biatka CTCF zaréowno w komdrkach ES jak i NS (rycina 15e). Geny wykazujace
deregulacje w obu typach komérek to loci ktére reguluja:

i) aktywnos¢ i funkcjonowanie mitochondrium

ii) wigzanie jonéw

iii) aktywnosé genéw

iv)  adhezje komérkowa,

V) organizacje cytoszkieletu.

W trakcie rozwoju mézgu komdrka pnia nerwowego generuje najpierw neurony.
Nastepnie, pod wptywem tak zwanego przetgczenia neuronalno-glejowego komaérka ta
generuje astrocyty i oligodendrocyty czyli komorki gleju. Mechanizmy molekularne tego
zjawiska sg bardzo stabo poznane. Moje odkrycia mocno sugerujg istotng role
czynnikaCTCF w sterowaniu decyzjami rozwojowymi komorki pnia nerwowego i udziat
tego czynnika w kluczowych przejsciach rozwojowych komorek NS. Dalsze badania bedg
konieczne aby lepiej zrozumiec jaki jest doktadnie wktad biatka CTCF we wczesny rozwdj

mozgu.

1.3. Utrata pluripotencji komarki wzmacnia role CTCF jako izolatora

Zrozumienie w jakich kontekstach czynnik CTCF petni funkcje izolatora jest kluczowe nie
tylko dla doktadnego poznania jego roli w organizacji chromatyny, lecz takze dla
szerszego zrozumienia mechanizmow regulacji transkrypcji genéw. W zwigzku z tym,
w dalszej czesci pracy skupitam sie na analizie gendw ulegajacych represji po utracie
biatka CTCF wytgcznie w komaérkach NS. Jednym z przyktaddw ilustrujgcych komérkowo-
specyficzny wptyw biatka CTCF na regulacje ekspresji gendw jest gen Aldhla3 kodujgcy
dehydrogenaze aldehydowg 1 zrodziny A3. Gen Aldhla3 odgrywa znaczacg role
w rozwoju uktadu nerwowego szczegdlnie w kontekscie rdznicowania przez udziat
w regulacji beztlenowej glikolizy (Lange et al., 2016). Jego ekspresja jest istotnie
zwigzana z metabolizmem komodrek nerwowych oraz ich zdolnoscig do tworzenia

neurosfer (La Rosa et al., 2016). Ekspresja Aldhla3 po utracie CTCF jest wzmocniona
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w komdrkach NS. CTCF nie ma wptywu na poziom aktywnosci tego locus w komadrkach

ES (rycina 20 a, b).
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Rycina 20: Komdrkowo-specyficzny wptyw czynnika CTCF na ekspresje genu Aldhla3
a. Wykres punktowy przedstawiajgcy wszystkie geny deregulowane w komdrkach ES i NS
po traktowaniu IAA. Na wykresie wskazano Aldhla3 jako gen deregulowany w gore,
tylko w komadrkach NS (zaznaczony kolorem niebieskim).

b. Wykres kolumnowy pokazujqcy ekspresje genu Aldhla3 na podstawie analizy RNA-
seq w komdrkach ES (zaznaczone kolorem czerwonym) i NS (zaznaczone kolorem
niebieskim) linii CTCF E¢PF AP w warunkach kontrolnych i traktowanych IAA. Wartosci p
uzyskano metodq DESeq?2.

Na podstawie danych CTCF ChlIP-seq (ta praca, Dehingia, Milewska-Puchala, et

al., 2025) oraz wczeséniej opublikowanych danych Hi-C (Bonev et al., 2017c),
zidentyfikowatam, iz Aldh1a3 znajduje sie w domenie wyznaczonej przez kotwice petli
CTCF-CTCF, ktére sg wyraznie wzmocnione po indukcji neuronalnej komérek ES do
komodrek NS. Dane z analizy CTCF ChIP-seq pozwolity w zidentyfikowaniu trzech miejsc
wigzania biatka CTCF blisko promotora genu Aldhla3 (rycina 20). Dodatkowo analiza
wspomnianych juz danych map Hi-C (Bonev et al., 2017c) sugerowata, ze miejsca
wigzania biatka CTCF #1 i #2 petnity funkcje architektoniczne jako kotwice petli CTCF-
CTCF, w przeciwienstwie do #3 miejsce wigzania biatka CTCF (rycina 20).

Uzywajgc CRISPR-Cas9, usunetam kazde z trzech miejsc wigzania biatka CTCF
w komdrkach ES uzyskujgc po dwie homozygotyczne linie klonalne dla delecji kazdego

miejsca wigzania biatka CTCF w locus Aldh1a3 (rycina 21). Poprawnos¢ kazdej z trzech
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delecji potwierdzitam na poziomie genomowym za pomocg reakcji PCR (rycina 20, panel

dolny).
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Rycina 21: Utrata pluripotencji prowadzi do wzmocnienia petli architektonicznych.
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Podczas indukcji neuronalnej komorek ES do komdrek NS dochodzi do wzmocnienia petli
CTCF-CTCF w locus Aldh1a3 (gérny panel: mapy Hi-C (Bonev et al., 2017b).

Sciezki CTCF ChIP-seq, ATAC-seq oraz H3K27ac ChIP-seq (panel srodkowy) wskazujg,
ze globalne usuniecie CTCF nie wpfywa istotnie na aktywnosc¢ lokalnych elementow
requlatorowych w obrebie genu Aldhla3.

Analiza danych CTCF ChiP-seq pozwolita na identyfikacje miejsc wiqzania CTCF
(oznaczonych jako szare pola), ktére mogq potencjalnie wptywac na ekspresje genu
Aldh1a3. Kazde z tych miejsc zostato indywidualnie usuniete w komdrkach ES za pomocq
systemu CRISPR-Cas9.

Poprawnosc¢ delecji potwierdzono na poziomie genomowym metodqg PCR (panel dolny:
zdjecia zeli).

W celu okreslenia wptywu poszczegdlnych miejsc wigzania CTCF w locus Aldh1a3

na regulacje ekspresji tego genu podczas wczesnego rozwoju neuronalnego, komérki ES
z delecjg miejsca CTCF (#1, #2 lub #3) zostaty zréznicowane do komdrek NS a nastepnie
przeprowadzono analize poziomu transkryptu Aldhla3 metodg gqPCR w obu typach
komorek.
Po delecji kazdego z trzech wybranych miejsc wigzania biatka CTCF w obrebie locus
Aldhla3 w komodrkach ES nie zaobserwowano istotnych zmian poziomu ekspresji genu
w poréwnaniu do komodrek typu dzikiego (WT). Niezaleznie od tego, ktére miejsce
wiazania biatka CTCF (#1, #2 lub #3) zostato usuniete. Dane te wskazujg, Zze w warunkach
pluripotencji obecnos¢ analizowanych sekwencji CTCF nie jest kluczowa dla
transkrypcyjnej regulacji Aldhla3.

W przeciwieistwie do komorek ES, w komdrkach NS delecja miejsca wigzania
biatka CTCF #1 doprowadzita do 2,4-krotnego zwiekszenia poziomu ekspresji genu
Aldhla3 wzgledem komoérek typu dzikiego (rycina 22a). Wszystkie trzy analizowane
miejsca wigzania biatka CTCF zlokalizowane sg w obrebie granicznego izolatora (rycina
22c). Sposrdd nich tylko miejsce #1, ktérego usuniecie wptyneto na ekspresje Aldhla3
jest zorientowane w kierunku 3’ korica locus tego genu. Miejsca #2 i #3 skierowane s3
w strone 5’ konca (rycina 22b).

Co istotne, miejsce #1 ukierunkowane jest w strone licznych sygnatéw ATAC-seq i ChlIP-
seq (H3K27ac), specyficznych dla komodrek NS, co sugeruje obecnos¢ aktywnych

wzmachiaczy w jego sgsiedztwie. Samo miejsce #1 nie wykazuje jednak cech aktywnego
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elementu regulatorowego - nie obserwuje sie w nim sygnatu H3K27ac, ani otwartej
chromatyny (rycina 22c).

Obserwacje te wskazujg, ze miejsce #1 najprawdopodobniej petni funkcje
izolacyjng chronigc Aldhla3 przed wptywem CRE aktywnych w komérkach NS. Z kolei
delecja miejsc #2 i #3 nie miafa istotnego wptywu na ekspresje Aldhla3 w komérkach
NS co sugeruje ich mniejsze znaczenie w stosunku do regulacji Aldhla3 na tym etapie
réznicowania (rycina 22a). Ponadto, fakt iz motyw CTCF w miejscu #1 jest zwrdcony
w kierunku tych potencjalnych wzmacniaczy sugeruje udziat kompleksu kohezyny

w tworzeniu kontaktéw miedzy tymi potencjalnymi wzmacniaczami a promotorem

Aldhla3.
a b X .
ES NS Orientacja motywu CTCF
#2 #3
1,00 0,5 p=0,01 #1
Lo ES [0-80] «+ —-» —-»
=
-2 075 041 4 1 | |
= m®
§ U] - 03 | NS [0-80] | ‘
o @ 0500, », i A
© VIt T 0 4 Aldh1a3
L] L
E 0’25 .‘; L] 01 o : . S PRSP S T W A N Y P
' ' * - Miejsce wigzania CTCF na nici wiodgcej
0,00 0,0 Il L I
\x<\ ,gv ,QJ,Q?: q{\ ,@- ,&\a@ 66,360,000 66,380,000 66,400,000 66,420,000 bb,440,000
PEE PO | |
Genotyp
c
CTCF[050] _y | ot i A
ES | ATAC[0-50] 4+ . ! J A A
+1_:_ 1 | "
H3K27ac [0-50] -1 ! . —
— + 1 a
CTCF[0-50] _u | P i n
NS Lt | VN ‘ .
ATAC[0-50] +, ! Y J ;
- 1
H3K27ac [0-50] ,~= i
L v e i i
s ... Aldhla3
66,280,000 66,300,000 66,320,000 66,340,000 66,360,000 66,380,000

Rycina 22: Utrata pluripotencji i roznicowanie do komodrek NS prowadzi do
wzmocnienia funkcji CTCF jako izolatora w locus Aldhla3.

a) Wykres punktowy przedstawia ilosciowq analize ekspresji genu Aldhla3 w komdrkach
ES i NS typu dzikiego (WT) oraz komodrkach z delecjq pojedynczego miejsca wigzania
CTCF w locus Aldh1a3 (#1, #2 lub #3).
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b) Profil wigzania CTCF w locus Aldh1a3 w komdrkach ES i NS linii 46C. Rycina uwzglednia
adnotacje orientacji motywow CTCF oraz umiejscowienie pikow CTCF z uwzglednieniem
orientacji/typu nici (wiodgcej lub komplementarnej).

c) Sciezki analiz CTCF: ChIP-seq, ATAC-seq oraz H3k27ac ChIP-seq powyzej locus Alhla3.
Zaznaczone piki sciezek H327ac i ATAC-seq w komorkach ES, swiadczq o obecnosci
aktywnych elementow regulatorowych (wzmacniaczy) powyzej locus Aldhla3,
aktywowanych w tym typie komarki.

Podsumowanie czesci |

Przedstawione analizy sugerujg, ze czynnik CTCF petnigc role izolatora odgrywa
kluczowa funkcje w utrzymywaniu stanu wyciszenia genéw neuronalnych w komérkach
macierzystych.

Whnioski te oraz ich potencjalne konsekwencje biologiczne zostang szczegétowo
omowione w dyskusji, jednak na obecnym etapie istotne byto zrozumienie mechanizmu
dziatania czynnika CTCF w kontekscie jego specyficznosci komdrkowej.

W Sswietle zgormadzonych danych zdecydowaliémy sie pogtebi¢ analize
molekularnych zmian towarzyszacych réznicowaniu komorek, koncentrujgc sie na roli
czynnika CTCF i jego potencjalnych partneréw w regulacji architektury chromatyny.
W kontekscie uzyskanych wynikow, intrygujgcym wydaje sie rola RNA w funkcjach
czynnika CTCF oraz mechanizmy stojgce za tymi interakcjami, ktére w dalszym ciggu
pozostawaty niejasne. Na tym etapie projektu fundamentalne wydawata sie
identyfikacja nowych typéw RNA wigzacych sie z czynnikiem CTCF oraz doktadniejsze

zrozumienie ich funkcji w regulacji topologii chromatyny.
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Czesc Il Identyfikacja ncRNA istotnych w toipologii chromatyny

2. ncRNA stabilizuje interakcje CTCF-RBP w komdrkach NS.

W toku naszych prac w laboratorium odkryli$my, ze utrata pluripotentnosci komérek ES
oraz ich indukcja do linii neuronalnej jest zwigzana ze wzrostem asocjacji pomiedzy
czynnikiem CTCF a biatkami wigzgcymi RNA takimi jak zalezna od ATP helikaza RNA
DEAD-box helicase 5 (Ddx5) czy biatkiem Fused in Sarcoma (FUS, Dehingia B. Milewska-
Puchata M et al., 2025 Nat. Cell Biol).

Nasza grupa wykazata, ze biatka wigzagce RNA wptywajg na aktywnosc¢ izolatorowa
czynnika CTCF oraz na jego zdolnos¢ do tworzenia petli chromatynowych. Asocjacja
CTCF-RBP jest catkowicie zalezna od obecnosci RNA (Dehingia, Milewska-Puchata, et al.,
2025, czesé pracy Bondity Dehingii). PostawiliSmy hipoteze, ze aktywnos¢ specyficznych
RNA odpowiada za wzrost interakcji pomiedzy czynnikiem CTCF a biatkami wigzgcymi
RNA, a przez to za dojrzewanie tréjwymiarowej struktury genomu podczas rozwoju.

W celu identyfikacji IncRNA potencjalnie wptywajgcych na architektoniczng
funkcje czynnika CTCF wykorzystatam dane opublikowane przez Saldafia-Meyer
i wspotpracownikéw (Saldafa-Meyer et al.,, 2019), ktére obejmujg wykaz RNA
zidentyfikowanych jako te oddziatujgce z CTCF. Na podstawie analizy ich aktywnosci
w komédrkach ES oraz NS we wspdtpracy z doktorantkg Misbah Abbas wspdlnie
wyréznitysmy kilka niekodujgcych RNA. Sposréd nich szczegdlng uwage poswiecitysmy
Pantrl, czyli IncRNA charakteryzujgcemu sie wyraznym wzrostem ekspresji
w komédrkach nerwowych (rycina 23). Zmieniajacy sie profil ekspresji Pantrl w trakcie
réznicowania komaorek oraz jego nasilona interakcja z biatkiem CTCF mocno sugerowaty

mozliwy udziat Pantrl w regulacji przestrzennej organizacji chromatyny.
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Rycina 23: Roznicowanie komorek ES do NS ujawnia dynamiczng regulacje IncRNA
wiqgZgcych biatkoCTCF.

Wykres uwzgledniajgcy zmiane poziomu ekspresji IncRNA podczas rdznicowania
komdrkowego (p < 0,01 metoda DESeq2). W analizie uwzglednione tylko IncRNA
wchodzqgce w interakcje z biatkiem CTCF na podstawie danych (Saldafia-Meyer et al.,

2019). Dane ekspresji otrzymane na podstawie analiz RNA-seq komadrek ES i NS linii 46C.

W celu sprawdzenia roli Pantrl w biologii czynnika CTCF oraz jego interakcji
z biatkami wigzgcymi RNA (Ddx5 i FUS) usunetam obszar genomowy obejmujgcy
promotor i cze$¢ pierwszego eksonu genu Pantrl, pozwalajgcy na wyciszenie jego
ekspresji w komadrkach ES. Poprawnosc¢ delecji potwierdzitam na poziomie genomowym
w dwdch homozygotycznych liniach klonalnych (rycina 24a). Za pomocg analizy qPCR
wykazatam, ze ekspresja Pantr1 ulegta pomniejszeniu ponad 10-krotnie w zmutowanych
komoérkach NS w poréwnaniu do typu dzikiego (rycina 24b). Z powodu bardzo niskiej
ekspresji Pantrl w komérkach ES nie sprawdzatam zmiany poziomu ekspresji badanego

genu w tym typie komorek.
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Rycina 24: Charakterystyka funkcjonalna i molekularna komorek po delecji IncRNA
Pantrl

a) Schematyczne przedstawienie strategii delecji genu Pantrl w genomie mysim (mm10).
b) Wyniki reakcji PCR, potwierdzajgcych delecje Pantrl, Panel gdrny: namnozZenie
fragmentu starterami flankujgcymi obszar poza delecji. Dtugos¢ fragmentu typ dziki
(WT): 3,375 pz, delecja: 786 pz, panel dolny: namnozenie fragmentu starterami
flankujgcymi obszar w regionie delecji. Dtugos¢ fragmentu typ dziki (WT): 723 pz,
delecja: brak fragmentu,

c) Wyniki ilosciowej reakcji RT-PCR ilustrujgce znormalizowanq ekspresje Pantrl
w komadrkach NS typu dzikiego (WT) i dwdch linii klonalnych z delecjq Pantrl -/-.

d) Wykresy przedstawiajgce ustawienia bramek selekcyjnych uzytych do sortu komdrek
NS metodg cytometrii przeptywowej. Do sortowania uzyto dwodch linii NS
monoklonalnych z delecjq genu Pantrl -/- oraz linii WT ES jako kontroli negatywnej.
W analizie zastosowano trzy etapowy sposob sortowania. Panel goérny: bramka
selekcyjna na podstawie parametrow FSC/SSC umoZliwiajgca wykluczenie
zanieczyszczen. Panel srodkowy:bramka zywotnosci pozwalajgca na wyodrebnienie
komdrek zywych na podstawie wykluczenia barwnika martwych komdrek. Panel dolny:
identyfikacja komdrek pozytywnych wzgledem ekspresji antygenu docelowego CD44
przy uzyciu znakowanego przeciwciata, wykorzystywanego do sortowania.

Przeprowadzone przez Bondite Dehingie testy ligacji zblizeniowej: PLA z ang.
Proximity Ligation Assay wykazata wyrazny wptyw delecji Pantrl na poziom interakcji
miedzy CTCF a biatkami wigzgcymi RNA-Ddx5 oraz FUS. Zmniejszenie sity interakcji CTCF-
Ddx5 (p < 0,001) oraz CTCF-FUS (p <0,001) wskazuje na potencjalny wptyw Pantrl na
stabilizacje tych interakcji. Przedstawione wyniki pokazujg istotng rdznice
w intensywnosci interakcji CTCF-RBP po usunieciu Pantrl co daje silne dowody na role
Pantrl w regulacji kontaktéw CTCF z RBP w komadrkach NS.

Cho¢ w obu przypadkach zaréwno dla interakcji CTCF-Ddx5, jak i CTCF-FUS usuniecie
Pantrl korelowato ze spadkiem sity interakcji, efekt ten byt bardziej wyrainy
w przypadku interakcji biatka CTCF z Ddx5.

Reasumujgc, uzywajac komorek ktore otrzymatam odkrylismy, ze usuniecie
pojedynczego IncRNA Pantrl pozornie niewielkiego elementu prowadzi do istotnego
ostabienia interakcji petli CTCF-CTCF co wyraznie widoczne jest na mapach Hi-C
(eksperyment przeprowadzony przez Bondite Dehingie). Tak wyrazna reorganizacja
struktury chromatyny wskazuje, ze Pantrl moze petni¢ istotng role w regulacji funkgji

czynnika CTCF zarowno w kontekscie jego zdolnosci do tworzenia petli jak
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i klastrowania. To odkrycie podkresla znaczenie niekodujgcych RNA jako potencjalnych
regulatoréw architektury genomu i dowodzi jak fundamentalne dla funkcjonowania

CTCF moga byé mechanizmy zalezne od IncRNA.

Uzyskane wyniki sktaniajg do postawienia pytania o specyficzno$é roli Pantrl
w biologii CTCF szczegdlnie w kontekscie wczesnych etapéw rozwoju uktadu
nerwowego. W celu lepszego zrozumienia mechanizméw stabilizujgcych oddziatywania
CTCF z RBP na podstawie analizy interakcji CTCF-RNA wytonitam Nuclear Enriched
Abundant Transcript 1 (Neat1) jako jednego z gtéwnych kandydatéw mogacych petnic
istotng funkcje w biologii biatka CTCF. Neat1 wraz z Pantr1 nalezat do grupy IncRNA silnie
oddziatujgcych z CTCF. Dodatkowo, Neatl wykazywat znane interakcje z biatkami Ddx5
oraz FUS.

Aby zbadad czy Neatl petni podobng role przeprowadzitam delecje genu
kodujagcego Neatl w komdrkach ES linii CTCFMAO  uzyskujgc trzy niezalezne
homozygotyczne linie klonalne. Nastepnie linie te zostaty poddane réznicowaniu do
komodrek NS. W celu zapewnienia jednorodnej populacji neuronalnej przeprowadzitam
sortowanie komodrek NS po indukcji neuronalnej z wykorzystaniem powierzchniowego

antygenu CD44 i cytometrii przeptywowej (rycina 25c).
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Rycina 25: Charakterystyka funkcjonalna i molekularna komoérek po delecji IncRNA

Neatl

a. Schematyczne przedstawienie strategii delecji genu Neat1l w genomie mysim (mm10).
b. Wyniki analizy PCR potwierdzajgce skutecznq delecje genu Neatl w komdrkach ES.
Widoczne pasma odpowiadajgce skroconym produktom amplifikacji wskazujg na
prawidfowe usuniecie wybranego regionu obejmujgcego promotor oraz czesc
pierwszego eksonu Neatl w trzech niezaleZnych liniach klonalnych.

c. Wykresy przedstawiajgce ustawienia bramek selekcyjnych uzytych do sortu komorek
NS metodqg cytometrii przeptywowej. Do sortowania uzyto dwdch z trzech linii NS
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monoklonalnych z delecjq genu Neatl”” oraz linii WT ES jako kontroli negatywne;.
W analizie zastosowano trzy etapowy sposob sortowania. Panel gorny przedstawia
bramke selekcyjng na podstawie parametrow FSC/SSC umozliwiajgca wykluczenie
zanieczyszczen i zidentyfikowanie populacji komorek. Panel srodkowy: bramka
zywotnosci pozwalajgca na wyodrebnienie komdrek zywych na podstawie wykluczenia
barwnika martwych komodrek. Panel dolny: identyfikacia komdrek pozytywnych
wzgledem ekspresji antygenu docelowego CD44 przy uzyciu znakowanego przeciwciata,
wykorzystywanego do sortowania.

Usuniecie Neatl nie spowodowato istotnych zmian w poziomie ekspresji CTCF,
ani w jego rozmieszczeniu wewnatrz jagdra komoérkowego (nukleoplazmie) zaréwno
w komérkach ES jak i NS. Ten wynik sugeruje, ze obecnos¢ Neatl nie jest niezbedna do
prawidtowego rozmieszczenia biatka CTCF w jadrze komdérkowym w analizowanych
warunkach. Mgr Bondita Dehingia przeprowadzita eksperyment PLA na wygenerowanej
przeze mnie linii z delecjg genu Neatl, gdzie wykazata, ze interakcje CTCF z wybranymi
biatkami wigzgcymi RNA: FUS i Ddx5 pozostajg niezmienione po delecji Neatl. Brak
statystycznie istotnych réznic w poziomie tych interakcji wskazuje, ze Neatl nie petni
istotnej roli w bezposrednim wspomaganiu lub stabilizacji komplekséw CTCF-RBP

w komodrkach ES oraz NS.
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Podsumowanie czesci ll

Przedstawione badania pokazujg, ze interakcje miedzy biatkami wigzgcymi RNA a CTCF
sg zalezne od obecnosci RNA i majg istotny wptyw na tworzenie struktur przestrzennych
chromatyny, takich jak petle CTCF-CTCF. Na poziomie populacyjnym zaobserwowano,
ze roznicowaniu komorek ES do NS towarzyszy stopniowe wzmacnianie przestrzennej
architektury chromatyny, w szczegdlnosci zauwazalna byfa wieksza liczba stabilnych
petli kotwiczonych przez biatka CTCF oraz wyrazniejsze ostrzej zdefiniowane granice TAD
w komdrkach NS w poréwnaniu do ES.

Obecnos¢ Pantrl w interakcji miedzy czynnikiemCTCF a RBP sugeruje, ze
niekodujagce RNA moze dziata¢ jako strukturalny komponent chromatyny, ktory
stabilizuje powstaty kompleks CTCF-RBP utatewiajgc tworzenie sie petli DNA czy
klastréw biatka CTCF. Zgromadzone dane wskazujg, ze takie kompleksy moga lokalnie
regulowaé kinetyke wigzania biatka CTCF do DNA oraz oddziatywa¢ na kompleks
kohezyny, prowadzagc do bardziej trwatych interakcji istabilnych struktur
przestrzennych.

Wyniki te dajg podstawy do wnioskowania, ze IncRNA nie tylko modulujg
ekspresje gendéw, ale mogg rowniez bezposrednio wptywaé na organizacje
tréjwymiarowg genomu. Co istotne, nie wszystkie INcRNA wykazujg takg aktywnosé. Jak
wykazano w tej pracy doktorskiej delecja Neatl nie wptywata na interakcje miedzy
czynnikiem CTCF a badanymi RBP co dodatkowo podkresla specyficzng role Pantrl w
tym mechanizmie. Warto réwniez zaznaczy¢, ze Pantrl wykazuje szczegblng aktywnosé
podczas réznicowania komodrek ES do NS co sugeruje, ze RNA tego typu moze
wspomagac komadrkowo-specyficzng kontrole nad strukturg przestrzenng genomu oraz

dojrzewaniem architektury 3D podczas rozwoiju.
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Czesc lll Przyzyciowa analiza kinetyki petli CTCF w komadrkach
ESi NS

3.Strategia eksperymentalna badajaca kinetyke petli CTCF w zywych
komarkach

Wyniki przedstawione we wczesniejszych czesciach pracy pokazujg ogdlng zmiane
funkcji biatka CTCF w trakcie rozwoju neuronalnego. Aby odpowiedzieé na wcigz otwarte
pytanie, w jaki sposdb konsolidacja genomu wptywa na dynamike formowania sie petli
CTCF-CTCF w zywych komdrkach, istotne byto okreslenie zmian przestrzennej
aktywnosci biatka CTCF petnigcego role kotwic petli w komodrkach ES i NS
z wykorzystaniem zaawansowanych technik mikroskopowych.

W tym kontekscie, kluczowym krokiem byto zaplanowanie eksperymentoéw,
ktore pozwolityby uzyskaé realny wglad w zmiany dynamiki petli podczas wczesnego
rozwoju neuronalnego ussakéw, unikajagc jednoczesnie wprowadzenia stresu

komorkowego, ktory mogtby zafatszowac wyniki.

W celu realizacji tego celu, moja praca zostata podzielona na trzy gtéwne etapy:

1. Wybdr odpowiedniego locus do obserwacji: identyfikacja regionu genomu, ktory
bedzie reprezentatywny dla badanych procesow.

2. Konstrukcja narzedzia umozliwiajagcego czasowa obserwacje dynamiki petli
w zywych komadrkach: opracowanie technologii, ktéra pozwoli na obrazowanie
w czasie rzeczywistym bez wprowadzania znieksztatced w funkcjonowaniu
komorek.

3. Optymalizacja wizualizacji: dopracowanie metod analitycznych, by uzyska¢ jak

najbardziej precyzyjne i uzyteczne dane.
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3.1. Wybor locus

Technika, ktdéra najlepiej odpowiadata potrzebom projektu byt system CRISPR-Sirius
(Ma H. etal., 2018), ktéry pozwala na wizualizacje wybranych loci w czasie rzeczywistym.
Zatozeniem projektu byta wizualizacja kotwic wybranej petli CTCF-CTCF w czasie
rzeczywistym zywych komaérkach ES i NS w celu pozyskania reprezentacyjnego modelu
zmiany w dynamice petli podczas wczesnego rozwoju neuronalnego u ssakow.
Technologia CRISPR-Sirius, mimo wielu istotnych zalet takich jak: mozliwos¢
prowadzenia obserwacji w czasie rzeczywistym, tworzenie stabilnych linii komérkowych
czy niska toksycznos¢ wobec komdrek cechuje sie jednak ograniczong przepustowoscia.
Oznacza to, ze pozwala na szczegétowe monitorowanie jedynie kilku wybranych miejsc
w genomie. Z tego wzgledu wybér odpowiedniego loci do wizualizacji stat sie jednym
z kluczowych etapdéw catego eksperymentu. Konieczne byto staranne dobranie takiego
fragmentu genomu, ktoéry nie tylko pozwalatby na uchwycenie zmian przestrzennych
| czasowych, ale réowniez dostarczatby danych istotnych z punktu widzenia ogdlnych
mechanizmoéw regulacji genomu w badanych komadrkach. W procesie doboru locus do
wizualizacji kierowatam sie trzema gtéwnymi kryteriami:

1. Wzmocnienie petli po utracie pluripotencji: wyboér locus, ktdrego struktura petli
wykazuje wyrazng zmiane po przejsciu komodrek z stanu pluripotentnego do
stanu bardziej zréznicowanego.

2. Odpowiednia dtugos$¢ petli umozliwiajgca jej obrazowanie: przy wizualizacji
petli CTCF-CTCF w czasie rzeczywistym istotne jest uwzglednienie dystansu
genomowego miedzy kotwicami petli. Petle o bardzo matym dystansie miedzy
kotwicami sg trudne do wyraznego zobrazowania z powodu ograniczen
rozdzielczosci mikroskopowej oraz naktadajgcych sie sygnatéw podczas gdy petle
o umiarkowane] rozpietosci umozliwiajg uzyskanie jakoSciowych obrazow
przestrzennej struktury chromatyny.

3. Ciekawe locus pod wzgledem funkcjonalnosci oraz roli czynnika CTCF w tym
locus: wybdr locus, ktore posiada istotne znaczenie w kontekscie regulacji
transkrypcyjnej oraz interakcji z czynnikiem CTCF, a takze jest zaangazowane

w procesy funkcjonalne, takie jak splicing czy regulacja ekspresji genéw.
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Na podstawie powyzszych kryteriow wybratam locus Celf4, ktére koduje biatko
wigzgce RNA i jest zaangazowane w regulacje alternatywnego obrdbki potranslacyjnej
RNA Celf4 moze takze wptywaé na rozwdj neurondw. Wyniki analizy RNA-seq z linii
degronowej CTCFECFPAD \wykazaty, Ze ekspresja Celf4 byta znaczaco zwiekszona po
usunieciu biatka CTCF w komdrkach NS nie zaobserwowatam tego efektu w komérkach
ES. Dodatkowo, przejscie komorek ES do komdrek NS byto zwigzane z pojawieniem sie
licznych petli tgczgcych miejsca wigzania CTCF w locus Celf4 (rycina 29, panel dolny).

Podobnie jak w poprzednich przyktadach usuniecie biatka CTCF nie wptyneto na
aktywnos¢ promotora ani innych elementéw regulatorowych w obszarze tego locus.
Sugeruje to, ze to funkcje izolacyjne czynnika CTCF najprawdopodobniej prowadzg do

obserwowanej regulacji transkrypcyjnej Celf4 po jego usunieciu.
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Rycina 26: Zaleznos¢ miedzy reorganizacjq petli CTCF a ekspresjq Celf4 w komérkach
neuronalnych.

Profil Hi-C w locus Celf4 ukazuje zwiekszong liczbe petli CTCF-CTCF w komdrkach NS
wzgledem ES (Bonev et al., 2017) co wskazuje na reorganizacje struktury chromatyny
podczas réznicowania. Rownoczesnie, sciezki przedstawiajgce analize RNA-seq (gorny
panel) ilustrujg wzrost ekspresji Celf4 po przejsciu komorek ES do komodrek NS
(porownanie sciezek niebieskich i czerwonych). W samych komdrkach NS po traktowaniu
IAA ekspresja rowniez wzrasta, mimo braku zmian w otwartosci promotora ATAC-seq
(gorny panel).
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Wyniki analizy Hi-C dla locus Celf4 w komdrkach ES i NS ukazujg wyrazne réznice
w organizacji przestrzennej chromatyny w obu typach komoérek. W komodrkach NS
zaobserwowano obecno$¢ wielu petli zakotwiczonych w miejscach wigzania CTCF
z zlokalizowanych w regionie 5' wzgledem promotora Celf4, ktore nie byly widoczne
w komoérkach ES (rycina 26, dolny panel). Dodatkowo, analiza sciezek RNA-seq i ATAC-
seq w komoérkach ES i NS wykazata, ze ekspresja genu po usunieciu CTCF poziom
transkryptu Celf4 znaczgco wzrdst wytgcznie w komérkach NS (p <0,01) (rycina 26, panel
gérny). Co istotne zjawisko to wystepuje pomimo braku zmian w dostepnosci promotora
Celf4. Wyniki te silnie sugeruja, ze deregulacja Celf4 moze wynika¢ ze zmian w strukturze
petli chromatynowe] zaleznej od biatka CTCF, a nie z bezposredniego wptywu

na dostepnos¢ promotora.

3.2. Konstrukcja statej linii komadrkowej ES i NS do wizualizacji loci

Celem badan byto poznanie mechanizméw, za posrednictwem ktérych biatko CTCF
wptywa na organizacje chromatyny oraz regulacje ekspresji genéw niezaleznie od zmian
w dostepnosci promotora.

W pierwszym etapie eksperymentow wykorzystano linie komdrkowe ES i NS
zawierajagce system degronowy na koricu C-korica genu CTCF (CTCFEGFP-AID)
umozliwiajgcy kontrolowang degradacje biatka CTCF. Poczgtkowo planowano uzycie tej
linii zarébwno do kontroli, jak i do przeprowadzenia eksperymentéw wiasciwych
z zastosowaniem systemu CRISPR-Sirius.

Pomimo prawidtowego dziatania uktadu w warunkach testowych m.in. podczas
wizualizacji telomerdéw, gdzie w komodrkach ES uzyskano satysfakcjonujgcy jakosc
sygnatu, jego zastosowanie w badaniach docelowych okazato sie ograniczone. Préby
wizualizacji locus Celf4 wigzaty sie z niskg jakoscig sygnatu: nie obserwowano
wiarygodnych sygnatéw niebieskich, a sygnat czerwonej fluorescencji byt w duzej mierze
zdominowany przez artefakty.

Dodatkowo, linia degronowa wykazywata wysoky wrazliwo$é na stres
komodrkowy wywotywany przez procedury takie jak transdukcja lentiwirusowa,
transfekcja plazmidami o duzej wielkos$ci okoto 15 kpz czy posiew komodrek na szkle

w celu przeprowadzenia mikroskopii. Czynniki te prowadzity do powstawania licznych
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artefaktéw, znaczgco obnizajgcych jakos¢ uzyskiwanych obrazéw oraz wiarygodnosé
wynikéw. W zwigzku z powyzszym, do dalszych badan wybrano inng linie mysich
komorek CTCFHALO, ktéra wykazywata wiekszg stabilno$¢ oraz nizszg podatnosé na stres
komorkowy podczas eksperymentéw zwigzanych z wizualizacja.

Uzyskane linie komorkowe ES i réznicowane do stadium NS wykazaty wiekszg
stabilnos¢, a zastosowane procedury wizualizacyjne, mimo wyzwan technicznych,
pozwolity na uzyskanie funkcjonalnych wynikéw, szczegdlnie w warunkach kontrolnych.

W przypadku komérek ES transdukcja lentiwirusowa przebiegta efektywnie
i szybko bez koniecznosci czasochtonnej optymalizacji. Dla komdrek linii NS proces ten
okazat sie bardziej wymagajacy. W celu zapewnienia optymalnych warunkéw transfekcji,
skorzystatam z optymalizacji przeprowadzonej na komdrkach NS przez mg. Eryka
Dunskiego (doktoranta w laboratorium) gdzie poréwnat efektywnos¢ transdukcji przy
réznych stezeniach wirusa, zaréwno w warunkach adhezyjnych (komoérki przyklejone)
jak i nieadhezyjnych (komorki nieprzyklejone). Uzyskane wyniki wskazuja, ze niezaleznie
od zastosowanego stezenia wirusa kluczowym czynnikiem determinujgcym efektywnos¢
transdukcji byt stan fizjologiczny komodrek oraz ich interakcja z podtozem. Komorki
przyczepione wykazywaty wyraznie wyzszg podatnos¢ na transdukcje w poréwnaniu do

komodrek zawieszonych.
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Rycina 27: Optymalizacja warunkéw transdukcji wirusowej w komérkach NS.
Reprezentatywne obrazy mikroskopii fluorescencyjnej pokazujg skutecznos¢ transdukcji
lentiwirusowej w komdrkach NS linii CTCFHAt°, Komdrki hodowano w dwdéch warunkach
i) adhezyjnych (przyklejone do podtoza) oraz ii) nieadhezyjnych (w zawiesinie).
Transdukcje przeprowadzono przy uzyciu trzech rdznych stezenn wirusa, a obrazy
zarejestrowano w 1. i 2. dniu po zakazeniu. Intensywnos¢ sygnatu fluorescencyjnego
odzwierciedla poziom ekspresji transgenu, co pozwala oceni¢ wptyw stanu adhezji
komdrek na efektywnosc infekcji lentiwirusowej.

3.3. Wizualizacja i testowanie systemu

W celu przetestowania aktywnos$c opracowanego systemu oraz metody klonowania
wielu sgRNA (metoda CARGO, Gu et al., 2018), sklonowatam sgRNA ukierunkowane na
powtdrzenia telomerowe i wprowadzitam je do wektora bazowego (px-filler, materiaty
7.2.). Po 24 godzinach od transfekcji, przeprowadzitam wizualizacje na zywych
komdrkach ES i NS linii reporterowej: CTCFHAO oraz komdrkach ES linii degronowej:
CTCFEGFPAID - Telomery wybrano jako sekwencje docelowg ze wzgledu na wysoka
liczebnos¢ ich kopii w genomie, przewidywalng lokalizacje oraz dobrze
udokumentowang architekture jgdrowga. Taki wybér umozliwia jednoznaczng ocene
dziatania systemu znakowania DNA, poniewaz przy skutecznym kierowaniu dCas9 sgRNA
do powtdrzen telomerowych powinno dochodzi¢ do widocznego skupienia sygnatu

w postaci punktéw fluorescencyjnych w jadrze.
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Rycina 28: Schemat obrazowania powtorzen telomerowych przy uzyciu mikroskopii
przyZyciowej z wykorzystaniem skonstruowanego systemu wizualizacji opartego na
metodzie CRISP-Sirius.

Schemat przedstawia eksperymentalne podejscie do wizualizacji powtdrzen
telomerowych w genomie myszy przy uzyciu systemu CRISPR-Sirius. Technologia ta
opiera sie na kierowaniu nieaktywnego biatka dCas9, stabilizujgcego specjalnie
zaprojektowane rusztowania RNA nakierowujgce na powtarzajgcq sie w telomerach
sekwencje TTAGG. Skuteczne wigzanie kompleksu prowadzi do powstania skupisk
zielonego sygnatu fluorescencyjnego w jgdrze komdrkowym, odpowiadajgcych
lokalizacjom telomerdw.

Uzyskane wyniki pozwolity na zaobserwowanie jasno-czerwonych punktéw
w jgdrach komdrkowych, co wskazuje na skuteczne kierowanie sgRNA do specyficznych
miejsc docelowych w jgdrze komdérkowym. Wizualizacja ta potwierdza, ze ekspresja PCP-
mCherry oraz dCas9 zostata uzyskana na odpowiednio wysokim poziomie, umozliwiajgc
skuteczng detekcje i $ledzenie sekwencji DNA w czasie rzeczywistym w zywych
komodrkach. Takie wyniki wskazujg na stabilno$¢ konstruktu oraz jego zdolnos¢ do

precyzyjnego monitorowania dynamiki petli CTCF-CTCF w czasie rzeczywistym.
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Kontrola negatywna Powtdrzenia telomerowe
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Rycina 29: Wizualizacja powtdrzen telomerowych w Zywych komodrkach w czasie

rzeczywistym.

Wizualizacje wykonano z w komdrkach ES i NS linii CTCF"AL0, z wykorzystaniem Systemu
CRISPR-Sirius w Zywych komdrkach. Zdjecia zostaty wykonane przy uzyciu mikroskopu
CD7 LSM900.

Kolejnym krokiem byto opracowanie systemu wizualizacji umozliwiajgcego
detekcje kotwic petli chromatynowych w locus Celf4. Na tym etapie zaprojektowatam
wektor kodujgcy zestaw 10 sgRNA kierowanych do wybranego obszaru w celu
precyzyjnego zlokalizowania wigzan biatka CTCF w Zzywych komdrkach. Warunki
eksperymentalne zostaty zoptymalizowane pod katem wydajnosci transfekcji oraz
minimalizacji stresu komérkowego, ktéry w przypadku duzych konstrukcji plazmidowych
(~10 kpz) stanowit istotne ograniczenie.

W poczatkowej fazie oceny efektywnosci systemu korzystatam z testéow typu
Jtest-cut”, wykorzystujgcych enzymy restrykcyjne. Cho¢ dawaty one sygnat
w przewidywanym regionie, ich ograniczona specyfika nie pozwalata na jednoznaczna
interpretacje wynikéw. Dopiero na pdzniejszym etapie badan, kiedy mozliwe stato sie
przeprowadzenie sekwencjonowania konstrukcji plazmidowej (ustuga
sekwencjonowania dtugich odczytéw byta wczesniej niedostepna), ujawniono,
ze rzeczywista zawartos¢ wektora odbiegata od pierwotnych zatozenn projektu.
Skonstruowany wektor zawierat 8 sgRNA, z czego tylko 4 okazaty sie unikatowe,

a pozostate stanowity powtérzenia. Mimo tych ograniczen uzyskano wyraing detekcje
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sygnatu, co potwierdza funkcjonalnos$¢ konstrukcji w jej podstawowym zakresie
i wskazuje na mozliwo$é wykorzystania jej zgodnie z pierwotnym zatozeniem.
Ostatecznie obserwacje te postuzyty jako punkt wyjscia do przeprojektowania uktadu
oraz wnioski dotyczgce konieczno$ci wczesnej walidacji wektoréw na poziomie
sekwencji szczegdlnie w przypadku bardziej ztozonych uktadéw wielosktadnikowych.

W celu weryfikacji poprawnosci dziatania systemu, w pierwszej kolejnosci
zdecydowatam sie wprowadzi¢ jedynie pojedynczy wektor zawierajacy sgRNA
skierowane przeciw jednej z kotwic petli CTCF-CTCF (5’). Po transfekcji komodrek
zaobserwowatam wyrazne, zielone sygnaty punktowe w obrebie jgder komdrkowych,
wskazujgce na obecnos¢ kotwicy petli w locus Celf4 (rycina 30).

Zielony sygnat odpowiadat za lokalizacje w obrebie specyficznego miejsca
w genomie, kotwicy 5’ petli CTCF-CTCF. Obecnos¢ tych punktéw w komodrkach ES i NS
jest potwierdzeniem uzyskania uniwersalnego systemu wizualizacji, ktéry pozwoli
miedzy innymi na ocene przestrzennej organizacji chromatyny w réznych warunkach
eksperymentalnych, co stanowito wazny krok w kierunku zrozumienia, jak dynamika
petli CTCF zmienia sie w czasie rzeczywistym w trakcie przejscia od komérek ES do
bardziej zréznicowanych komérek NS.

Za pomoca tej konfiguracji wizualizacji udato sie réwniez uzyskac wysokiej jakosci
obrazy czasowej. Zoptymalizowatam parametry mikroskopii tak, aby mozliwe byto
uzyskanie stabilnego sygnatu przy akwizycji obrazéw co 5 minut, w seriach o interwale
500 ms. Umozliwito to uzyskanie ciggtego zapisu zmian przestrzennej organizacji
chromatyny, stanowigcego podstawe do szczegétowej analizy kinetyki petli CTCF-CTCF.
Zastosowane ustawienia systemu w przysziosci pozwolg na dokfadne $ledzenie
interakcji miedzy poszczegdlnymi regionami genomu w réznych stanach komaérkowych,
przyczyniajac sie tym samym do lepszego zrozumienia roli czynnika CTCF w regulacji

przestrzennej organizacji chromatyny.
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Kontrola negatywna Kotwica 5’ petli w locus Celf4
I \
ES . . . .
NS . . . .

Rycina 30: Wizualizacja kotwicy 5’ petli CTCF-CTCF w locus Celf4.
Wizualizacje wykonano z w komdrkach ES i NS linii CTCFAtO z wykorzystaniem Systemu

CRISPR-Sirius Zywych komdrkach. Zdjecia zostaty wykonane przy uzyciu mikroskopu CD7
LSM900.

Podsumowanie czesci lll
Opracowany system wizualizacji stanowi zaawansowane narzedzie umozliwiajgce
badanie interakcji molekularnych w czasie rzeczywistym w zywych komdrkach, miedzy
innymi takie jak kontakty elementéw regulatorowych. Dzieki zastosowaniu technologii
CRISPR-Sirius, opracowany system umozliwia precyzyjne $ledzenie lokalizacji oraz zmian
w zajemnej interakcji CRE w genomie komoérki. Kluczowym etapem podczas tworzenia
linii eksperymentalnej jest integracja dCas9 z genomem, co zapewnia stabilne
i specyficzne wigzanie sie z wybranymi sekwencjami DNA za posrednictwem sgRNA.
Takie rozwigzanie pozwala na szybka i ukierunkowang wizualizacje wybranych loci
genomowych w dalszych etapach eksperymentu, bez potrzeby ponownego
wprowadzania systemu. W potgczeniu z biatkami fluorescencyjnymi, w tej pracy: EGFP
i mCherry, system pozwala na wizualizacje okreslonych loci genomowych z wysokg
rozdzielczoscig, co zapewnia uzyskanie wysokiej jakosci obrazéw w czasie rzeczywistym,
co ma kluczowe znaczenie dla analizy interakcji molekularnych w zywych komérkach.
Wyrazng zaletg systemu jest rowniez mozliwo$¢ wizualizacji dwoch punktow
fluorescencyjnych znajdujacych sie w dalekich odlegtos$ciach od siebie. Fakt ten stanowi

znaczng przewage opisanego systemu np. nad powszechng technologiag FRET gdzie
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wymog bliskiej odlegtosci fluorochromdéw ogranicza zakres zastosowania systemu.
Dzieki implementacji systemu do stabilnej linii komdrkowej, badacze zyskujg mozliwos¢
wielokrotnego i szybkiego do osiggniecia monitorowania interakcji molekularnych
w réznych warunkach eksperymentalnych.

Dodatkowo w poréwnaniu do tradycyjnych metod, ktére zazwyczaj pozwalajg na
analize pojedynczych interakcji lub wymagajg skomplikowanej konstrukcji wielu
wektoréw, zastosowanie metody CARGO daje mozliwos¢ uproszczenie procesu
eksperymentalnego. Ten fakt, czyni zaproponowany system szczegdlnie uzyteczny
w badaniach nad regulacja transkrypcji, czy architekturg chromatyny.

Podsumowujac, opracowany system wizualizacji stanowi poteine narzedzie
w badaniach nad interakcjami molekularnymi, oferujac precyzyjnosé¢, elastycznosé
i mozliwos¢ wielokrotnego stosowania w réinych warunkach komdrkowych. Jego

zastosowanie moze przyczyni¢c sie do gitebszego zrozumienia mechanizméw

regulacyjnych zachodzacych w komérkach.
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DYSKUSJA

Dotychczasowe badania wykazaty, ze biatko CTCF petni istotng role w organizacji
przestrzennej struktury chromatyny m.in.: poprzez wyznaczanie granic TAD, regulujac
kontakty miedzy CRE takimi jak: promotory czy wzmacniacze w konsekwencji
kontrolujac ekspresje gendéw (Dixon et al., 2012; Nora et al., 2012). Cho¢ biatko CTCF
przez lata postrzegano jako czynnik o konserwatywnej i uniwersalnej funkcji, ktéry
wykazuje podobny mechanizm dziatania niezaleznie od typu komorki czy gatunku coraz
wiecej danych sugeruje, ze jego funkcja zaleze¢ lokalnego kontekstu epigenetycznego
(Beagan et al., 2017; Narendra et al., 2015). Zgromadzone w ramach tej rozprawy wyniki
potwierdzajg wczesniejsze obserwacje, ze czynnik CTCF moze petni¢ dwie pozornie
przeciwstawne funkcje: i) jako swoista antena wspierajagc kontakt wzmacniaczy
z promotorami, tym samym zwiekszajgc efektywnos¢ aktywacji genéw (Kubo et al.,
2021; Ren et al.,, 2017a), ii) z drugiej dziata¢ jako izolator blokujgc kontakty miedzy
elementami regulatorowymi i dzielac genom na niezalezne TAD (Bell et al., 1999b;
Bower & Kvon, 2024, Jia et al., 2020).

Dane przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wskazujg, ze balans
miedzy tymi funkcjami biatka CTCF jest zalezny od typu komdérkowego oraz
epigenetycznego kontekstu danego locus, co podkresla dynamiczny azarazem
komodrkowo-specyficzny charakter dziatania biatka CTCF. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
w trakcie réznicowania komadrek ES do NS funkcja CTCF ulega istotnej zmianie. Po nagtej
deplecji biatka CTCF zaobserwowano odmienne profile transkrypcyjne w obu typach
komorek co potwierdza, ze rola biatka CTCF nie jest uniwersalna, lecz silnie zalezna od
kontekstu epigenetycznego. W komdrkach ES, biatko CTCF czesciej dziata jak element
wspierajgcy aktywacje, stabilizujgc kontakty miedzy promotorem a wzmacniaczem i tym
samym utrzymuje ekspresje gendéw kluczowych dla pluripotencji. Jednoczesnie petni
funkcje izolatora, choc ta rola jest mniej dominujgca w tym typie komarki. W komaorkach
NS trend dziatania czynnika CTCF jest odwrotny. Przewaza funkcja izolacyjna, ktéra
ogranicza niepozadane w tym typie komérki interakcje miedzy CRE oraz chroni przed
niewtasciwg aktywacjg gendw. Takie przesuniecie balansu funkcji biatka CTCF pokazuje,
ze jego rola w regulacji genomu jest dynamiczna idostosowana do kontekstu

rozwojowego komaorki.
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Biatko CTCF, mimo ze wigze sie z DNA w sposdb sekwencyjnie specyficzny nie jest
klasycznym  czynnikiem  transkrypcyjnym, poniewaz nie posiada domeny
transaktywacyjnej, a co za tym idzie, nie rekrutuje bezposrednio kompleksu polimerazy
RNA Il ani nie inicjuje bezposrednio procesu transkrypcji. Jego wptyw na ekspresje
gendw ma charakter posredni iwynika z mozliwosci ksztattowania architektury
przestrzennej genomu. W tym kontekscie biatko CTCF dziata jako czynnik
architektonicznycz  utrzymujacy granice domen TAD orazstabilizujgcy petle
chromatynowe wytwarzane przez kompleks kohezyny (Sanborn et al., 2015; Rao et al.,
2017). Ten architektoniczny aspekt roli biatka CTCF zapewnia selektywny dostep
wzmacniaczy do odpowiednich promotoréw, chronigc jednoczesnie przed
niepozgdanymi interakcjami miedzy sgsiednimi domenami.

Wyniki uzyskane w komérkach ES i NS pokazujg, ze konserwatywne miejsca

wigzania biatka CTCF moga petni¢ odmienne funkcje w zaleznosci od typu komorki,
mimo identycznej sekwencji motywu i pozycji w genomie. Analiza lokalnych modyfikacji
histonowych oraz dostepnosci chromatyny pokazata, ze rola danego miejsca wigzania
biatka CTCF jest determinowana przez $Srodowisko epigenetyczne w tym poziom
acetylacji H3K27 obecnosé markerdw aktywnych wzmacniaczy oraz interakcje z biatkami
wigzgcymi. Te obserwacje sg zgodne z doniesieniami w ktdrych wykazano, ze aktywne
wysokoacetylowane s$rodowisko koreluje z funkcjg czynnika CTCF jako elementu
wspomagajgcego interakcje miedzy CRE, natomiast regiony o nizszej aktywnosci czesciej
petnig funkcje graniczng i izolacyjng (Lee et al., 2023; Ren et al., 2017b).
Przedstawione dane potwierdzajg dominujgcy model zaleznosci funkcji CTCF od
otoczenia epigenetycznego, ale jednoczesnie wskazujg, ze architektura genomu zawiera
elementy bardziej odporne na lokalne zmiany chromatyny oraz elementy zdolne do
czesciowego ,przeskoczenia” izolacji czynnika CTCF.

Jednym z przyktaddéw gendw regulowanych przez CTCF w zaleznosci od kontekstu
epigenetycznego i typu komorki jest gen Aldhla3. Po usunieciu CTCF ekspresja genu
Aldhla3 wzrastata wytgcznie w komérkach NS, podczas gdy w komoérkach ES nie
zauwazono zmiany ekspresji Aldhla3 po deplecji biatka CTCF. Dane te potwierdzaja
komodrkowo-specyficzny mechanizm regulacji zalezny od biatka CTCF. Dodatkowo,
delecja specyficznego miejsca wigzania biatka CTCF w locus Aldhla3 (jednego z trzech -

w regionie 3’) skutkowata istotnym wzrostem ekspresji genu Aldhla3, jednak tylko
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w komdrkach NS. Obszar ten wykazywat cechy strukturalne typowe dla miejsc
architektonicznych, co popiera rowniez hipoteze, ze biatko CTCF petni funkcje izolatora
blokujgcego niepozadane interakcje miedzy promotorem awzmacniaczem
w okreslonym stadium réznicowania.

W komérkach ES brak aktywacji genu Aldh1a3 po delecji miejsca wigzania biatka
CTCF moze wynikac z przestrzennej niezgodnosci w interakcji miedzy CRE (promotorem
genu Aldhla3, a jego wzmacniaczami), ktére w naturalnych warunkach w komadrkach NS
wspotdziataja.

Aldhla3 nie jest jedynym przyktadem genu regulowanego przez biatko CTCF
w sposob zalezny od typu komorki. W tej rozprawie doktorskiej przedstawiono kilka
przyktadéw gendéw neuronalnych, ktérych zwiekszona ekspresja po deplecji CTCF
w komérkach NS moze wskazywaé, ze dziatanie czynnika CTCF jako izolatora
ograniczajgcego kontakt aktywnych wzmacniaczy z promotorem.

W przypadku gendw glejowych obserwowany jest natomiast spadek ekspres;ji po
utracie biatka CTCF, co sugeruje, ze w tych Jloci biatko CTCF petni funkcje
architektoniczng, stabilizujgc interakcje promotor-wzmacniacz lub w przypadku, gdy
biatko CTCF jest zwigzane w miejscu wzmacniacza moze petni¢ funkcje anteny
wspomagajgcej efektywny kontakt wzmacniacza z promotorem. Delecja czynnika CTCF
prowadzi wowczas do dezintegracji lokalnej topologii chromatyny, ostabienia sygnatéow
aktywacyjnych a w konsekwencji zmniejszenia ekspresji oraz acetylacji H3K27. Takie
obserwacje uzupetniajg wyniki dotyczace Aldhla3, gdzie brak aktywacji genu
w komdrkach ES po delecji biatka CTCF wynikat najprawdopodobniej z niezgodnosci
przestrzennej miedzy promotorem a wzmacniaczami, ktére wspodtdziatajg w komérkach
NS. Dane te sugerujg, ze biatko CTCF petni nie tylko funkcje izolatora, blokujgcego
niepozgdane interakcje, ale takze dziata jak “antena” rekrutujgca sygnaty lokalnych
wzmachniaczy kierujgc je do witasciwych promotoréw w sposéb zalezny od kontekstu
epigenetycznego i typu komarki.

Dane przedstawione w tej rozprawie doktorskiej sugeruja, ze balans miedzy
funkcjg anteny wzmacniajgcej sygnaty wzmacniaczy, a izolacyjng rolg biatka CTCF
zmienia sie w trakcie rdznicowania komoérek, co jest istotne dla precyzyjnej regulacji
ekspresji gendw podczas réznicowania. W komdrkach ES, CTCF wspédtdziata gtdwnie

z czynnikami transkrypcyjnymi specyficznymi dla pluripotentnosci. Wiekszos$¢ gendw
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reaguje obnizeniem ekspresji po delecji biatka CTCF, co wskazuje, ze funkcja ,anteny”
jest dominujgca, natomiast funkcja izolatora jest obecna, lecz mniej wyrazna. Zgodnie
z opublikowanymi danymi, dynamiczna i otwarta architektura chromatyny w komérkach
ES ogranicza spontaniczne oddziatywanie wzmacniacza z promotorem. W konsekwencji
usuniecie biatka CTCF nie zawsze prowadzi do aktywacji genéw (Lee et al.,
2023).Natomiast, w komdrkach NS petle CTCF-CTCF sg bardziej skonsolidowane a biatko
CTCF wspodtdziata gtéwnie z RBP. W tym kontekscie funkcja izolatora dominuje, blokujac
niepozadane interakcje miedzy promotorem a wzmacniaczem. Po delecji biatka CTCF
czyli w sytuacji zniesienia bariery izolacyjnej czes¢ gendw ulega aktywacji (Beagan et al.,
2017; Lee et al., 2023).

Przyktad genu Alhla3 wskazuje, ze pojedyncze miejsce wigzania biatka CTCF
moze petni¢ funkcje izolatora skutecznie blokujac interakcje miedzy promotorem
a wzmacniaczem, ktére sg niepozgdane w okreslonym typie komdrkowym. Dotychczas
opisano jedynie nieliczne przypadki, w ktérych tak wyrazna rola izolacyjna mogta by¢
przypisana pojedynczemu motywowi CTCF, a jeszcze mniej danych wskazuje, ze efekt
ten moze by¢ Scisle zalezny od typu komérki. (Gombert & Krumm, 2009;Pant et al.,
2004). Odkrycia te podkreslajg, ze funkcja biatka CTCF jest zalezna od kontekstu
komodrkowego i strukturalnego, a jej dziatanie nie ogranicza sie wytgcznie do tworzenia
granic domen czy stabilizacji petli. W tym miejscu rodzi sie istotne pytanie: jakie czynniki
molekularne modulujg te komérkowo-specyficzng aktywnos¢ czynnika CTCF. Coraz
wiecej dowoddow wskazuje, ze kluczowa role mogg odgrywaé RNA niekodujace, ktore
wptywajg na lokalng organizacje chromatyny i interakcje biatkowe.

Dotychczasowe badania wskazywaty, ze niektdre IncRNA takie jak: RMST czy
TUNA, uczestniczg w neurogenezie gtdwnie poprzez regulacje transkrypcji lub interakcje
z czynnikami transkrypcyjnymi (Lin et al., 2014; Ng et al.,, 2013). Cho¢ funkcjonalne
znaczenie RNA w organizacji chromatyny byto juz wczesniej podkreslane, brakowato
bezposrednich dowoddéw pokazujgcych zaleznos¢ architektonicznej aktywnosci biatka
CTCF od IncRNA (Hansen et al., 2019b; Saldafia-Meyer et al., 2014b). Przyktadem takiej
zaleznosci jest Jpx, IncRNA dziatajacy w kontekscie inaktywacji chromosomu X. Jpx wigze
sie z biatkiem CTCF, konkurujgc z DNA w granicach chromosomowych co umozliwia
rozprzestrzenienie Xist i reorganizacje struktury 3D chromosomu X (Sun et al., 2013; Tian

et al., 2010). Takie obserwacje wskazujg, ze IncRNA petnig wielowymiarowg role
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W organizacji przestrzennej genomu obejmujac zarédwno bezposrednie wzmocnienie
petli, jak i modulacje dostepnosci granic chromosomowych. Wyniki przedstawione w tej
pracy rozszerzajg wiedze z poprzednich lat pokazujac, ze IncRNA mogg réwniez dziataé
jako elementy stabilizujgce strukturalne kompleksy biatkowe lub wigzania biatko-DNA,
ktdre sg znaczgce dla przestrzennej organizacji genomu.

Istotnym aspektem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie zmian
w molekularnych interakcjach biatka CTCF podczas réznicowania komorek ES do NS ze
szczegbdlnym uwzglednieniem roli RNA oraz RBP. W ramach projektu OPU17 mgr Bondita
Dehingia wykazata, ze w komdrkach NS dochodzi do wyraznego wzmocnienia interakgcji
biatka CTCF z RBP (Dehingia, Milewska-Puchala., et al., 2025). RBP stabilizujg
w komoérkach NS skupiska biatka CTCF wzmacniajgc jego wigzanie do DNA tym samym
sprzyjajac tworzeniu petli, co odpowiada obserwowanemu globalnemu wzmocnieniu
architektury chromatyny po utracie pluripotentnosci co zostato réwniez opisane
W naszej najnowszej publikacji (Dehingia, Milewska-Puchala., et al., 2025).

Jednym z kluczowych odkryé, do ktérych przyczynita sie moja praca byto to, ze
IncRNA Pantr1 jest zaangazowane w regulacje funkcji biatka CTCF. Pantr1 jest niezbedny
do indukcji interakcji miedzy CTCF a RBP w komédrkach NS. W komérkach ES, gdzie
ekspresja Pantrl jest niska, interakcje miedzy biatkiem CTCF a RBP s3 znacznie stabsze
co przektada sie na ograniczong aktywnos¢ izolacyjna chromatyny. Jednakze, nie
wszystkie miejsca wigzania CTCF reagujg jednakowo na brak Pantrl co wskazuje na
lokalng specyficznos¢ jej funkcji. Analizy Hi-C oraz ChIP-seq przeprowadzone w ramach
projektu OPUS 17 przez mgr Bondite Dehingie pokazaty, ze tylko czes¢ kotwic biatka
CTCF, szczegdlnie tych zwigzanych z konsolidacjg struktur chromatyny w komadrkach NS
traci stabilno$¢ po delecji Pantrl. Petle osadzone w stabszych lub mniej aktywnych
miejscach wigzania biatka CTCF pozostajg wzglednie odporne na utrate Pantr1.

Whioski te mogg sugerowad, ze architektoniczna funkcja biatka CTCF formuje sie
stopniowo podczas réznicowania, przy czym kompleksy z udziatem IncRNA takich jak
Pantr1 dziatajg jako specyficzny ,,modulator” dla wybranych miejsc wigzania biatka CTCF
umozliwiajac stabilizacje kluczowych petli chromatynowych w komérkach NS podczas
gdy inne petle pozostajg wzglednie niezalezne od Pantrl.

Utrata Pantrl wprawdzie nie prowadzi do ostabienia klastréw biatka CTCF

zaleznych od RBP, ale zaburza zdolnos¢ biatka CTCF do stabilizacji petli chromatynowych.
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Co istotne tego efektu nie kompensujg inne IncRNA obecne w NS takie jak Neatl co
wskazuje na funkcjonalng swoistos¢ Pantrl. Neatl, mimo ze wchodzi w interakcje
z biatkiem CTCF nie wspiera tworzenia interakcji miedzy biatkiem CTCF a RBP. Wyniki te
wskazujg, ze dziatanie Pantrl jest miejscowo i funkcjonalnie wyspecjalizowane
ograniczone do podzbioru kompleksow CTCF-RBP ktérych Neatl nie jest w stanie
stabilizowac.

Motywy DNA bogate w guaniny, ktére wigze CTCF, majg tendencje do tworzenia
G-kwadruplekséw (G4q, z ang. G-quarduplex), specjalnych czterotaricuchowych struktur
DNA powstajacych w sekwencjach bogatych w guanine) oraz petli R, struktur DNA-RNA,
w ktorych transkrypt RNA hybrydyzuje z jedng nicig DNA, wypychajgc drugg ni¢ na
zewnatrz co moze zardwno wspiera¢ wigzanie biatka CTCF jak i wptywa¢ na proces
wydtuzania petli przez kompleks kohezyny. Natomiast, gdy G4q powstajg bezposrednio
na miejscu rozpoznawanym przez biatko CTCF, mogg utrudnia¢ jego przytaczenie do DNA
(Robinson et al., 2021; Wulfridge et al., 2023). Helikaza Ddx5 przeciwdziata powstawaniu
G4q i petli R a jej brak prowadzi do ostabienia petli zakotwiczonych przez biatko CTCF co
wskazuje na jej podwdjng role w usuwaniu G4q utatwiajgcych dostep biatka CTCF do
DNA oraz w modulacji petli R w poblizu motywu CTCF (Wu et al., 2019). Jest wiec
mozliwe, ze Pantrl poprzez promowanie petli R wzmacnianych przez G4q, sprzyja
rekrutacji RBP, takich jak Ddx5, ktére tworzg kondensaty biomolekularne przy kotwicach
petli co prawdopodobnie spowalnia ruch kompleksu kohezyny stabilizujgc petle

architektoniczne.
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Na podstawie powyzszych obserwacji mozna zatem wyrézinic kilka etapéw, w ktérych

Pantrl wptywa na stabilizacje petli chromatynowych w komaérkach NS:

1. Wzrost ekspresji Pantrl w komérkach NS. Podczas réznicowania komoérek ES do NS
poziom Pantrl ro$nie, co uruchamia zmiany w architekturze chromatyny zaleznej od
biatka CTCF.

2. Pantrl najprawdopodobniej promuje tworzenie petli R-IncRNA. Na podstawie
obserwacji formutujemy hipoteze, ze Pantrl mozie promowac tworzenie petli R,
szczegblnie w poblizu miejsc wigzania CTCF.

3. Pantr1 moze sprzyjac rekrutacji rekrutacje biatek RBP do kotwic petli. Proponujemy
model, gdzie petle R zalezne od Pantrl mogg petni¢ funkcje platform rekrutacyjnych dla
biatek RBP (Ddx5 i FUS), ktdre nastepnie tworzg kondensaty biomolekularne w obrebie
miejsc wigzania CTCF.

4. Stabilizacja skupisk CTCF. Obecnos¢ Pantrl + petli R + RBP stabilizuje: i) klastry biatka

CTCF ii) wigzanie CTCF do DNA iii) kotwice petli chromatynowych.
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Komorki ES Komorki NS

Gen Inny Gen Inny
neuronalny gen neuronalny gen
RNAs regulujg interakcji
miedzy CTCF a RBP
Kompleksy CTCF - RBP
stabilizuja wigzanie CTCF
oraz petle CTCF

RBPs CTCF .-*" Aktywne wzmacniacze nie mog3™~. _
e aktywowac genéw neuronalnych .

«~ NcRNA stabilizujgce

petle CTCF — CTCF Pantrl rekrutuje

RBPs do kotwic petli

e S W e N N

I Wzmachniacze neuronalne

Rycina 31: CTCF, ncRNA i RBP wspdlnie stabilizujq strukture chromatyny podczas
roznicowania komorek ES do NS.

Schemat przedstawia reorganizacje struktury chromatyny podczas rdznicowania
komorek ES do NS. W miare postepu réznicowania obserwuje sie (1) zwiekszenie liczby
petli chromatynowych zakotwiczonych przez CTCF oraz (ll) wzrost liczby interakcji
pomiedzy biatkiem CTCF a RBP. Niektdre niekodujgce RNA (ncRNA) w tym IncRNA mogq
stabilizowaé¢ te kompleksy, wspierajgc konsolidacje architektury chromatyny w
komérkach NS. Rycina, przettumaczona na jezyk Polski, pochodzi z publikacji Dehingia,
Milewska-Puchata et al., 2025.

Wyniki te wskazuja, ze lokalne, RNA-zalezne wzmocnienie interakcji CTCF-RBP
przez Pantrl jest przyktadem szerszej zasady funkcjonowania biatka CTCF w organizacji
genomu. Czynnik CTCF funkcjonuje jako centralny koordynator architektury genomu,
ktdérego dziatanie obejmuje zaréwno klasyczng role izolatora, jak i utatwienia kontaktéw
miedzy promotorem awzmacniaczem, w zaleznosci od lokalnego kontekstu
epigenetycznego i obecnosci partneréw biatkowych. Kompleksy CTCF-RBP stabilizowane
przez RNA pozwalajg na elastyczne, czasowo kontrolowane ksztattowanie przestrzennej
organizacji chromatyny, umozliwiajagc precyzyjng regulacje gendéw w trakcie

réznicowania neuronalnego. Taka plastycznos¢ funkcjonalna jest kluczowa dla
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utrzymania réwnowagi miedzy aktywacja, a wyciszeniem genéw w komdrkach
w réznych stadiach rozwoju, zapewniajagc prawidtowy przebieg programéw
transkrypcyjnych i stabilizacje struktury genomu. Z perspektywy klinicznej mechanizm
ten jest szczegdlnie istotny, poniewaz heterozygotyczna utrata biatka CTCF wigze sie
z zaburzeniami  neurorozwojowymi  a komoérki  neuronalne  tworza  wiele
dtugo - zasiegowych petli obejmujgcych loci choréb neuropsychiatrycznych. Otwiera to
pytanie czy linia neuronalna w wiekszym stopniu niz inne wymaga stabilnych interakcji
dalekiego zasiegu (Gregor et al., 2013b).

Opisany model sugeruje kilka kierunkéw przysztych badan. Przede wszystkim
konieczne jest potwierdzenie istnienia kondensatéw biatkowo-RNA przy kotwicach petli
identyfikacja innych RNA wspodtpracujgcych z biatka CTCF, zrozumienie dynamiki G4q
oraz petli R a takze ocena klinicznego znaczenia Pantrl, zwtaszcza w kontekscie choréb
neurorozwojowych. Jednoczesnie przedstawiony model daje nowe mozliwosci od
potencjalnych terapii ukierunkowanych na RNA i RBP po zaawansowang inzynierie
architektury genomu, ktéra mogtaby pozwoli¢ na precyzyjng regulacje struktury i funkcji
chromatyny w rozwoju i chorobie.

Rygorystyczna analiza tego modelu wymaga uwzglednienia kilku kluczowych
kwestii i potencjalnych ograniczen. Istotny jest fakt, iz istnienie kondensatéw RBP-CTCF-
RNA przy kotwicach petli wymaga dalszego potwierdzenia, poniewaz dotychczasowe
dane majg charakter posredni (Hnisz et al., 2017; Sabari et al., 2018; Dehingia, Milewska-
Puchala et al.,2025). Obserwacje wskazujg, ze biatko CTCF, RBP i petle R wspotwystepujg
w tych samych regionach chromatyny, a Pantrl zwieksza lokalne nagromadzenie RBP
(Saldana-Meyer et al., 2019; Li et al., 2021). Te wyniki sugerujg mozliwos¢ tworzenia
kondensatow o charakterze ciekto-fazowym (LLPS), cho¢ dalsze badania sg potrzebne,
aby bezposrednio wykaza¢ cechy typowe dla kondensatéw ciekto-fazowych, takie jak
dynamiczna wymiana czgsteczek, zdolno$¢ do koalescencji czy wrazliwo$é na 1,6-
hexanodiol (Banani et al.,, 2017; Shin & Brangwynne, 2017). Obecnie brakuje
bezposrednich eksperymentéw pokazujgcych te wiasciwosci dla komplekséw CTCF-
RNA-RBP. Zrozumienie, czy i w jaki sposdb takie kondensaty powstajg, jest kluczowe, by
zrozumie¢ pozwolitoby mechanizm stabilizacji petli chromatynowych w komérkach

neuronalnych (Bonev et al., 2017).
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Znaczace jest rowniez pytanie o bezposredniosc¢ interakcji miedzy CTCF i RNA.
Wyniki moge sugerowac, ze Pantrl wigze biatko CTCF i stabilizuje tym samym petle
posrednio poprzez rekrutacje RBP. Jednak niezalezne badania wskazujg, ze ta interakcja
moze by¢ bardziej ztozona. Praca Huber’a i wspotpracownikéw z wykorzystaniem
pojedynczo-molekularnego obrazowania pokazata, ze domeny cynkowe biatka CTCF
mediujg klastrowanie biatka, a to klastrowanie umozliwia rekrutacje RNA i biatek takich
jak podjednostka SA kompleksu kohezyny, co wydtuza czas przebywania SA na
chromatynie z nowych kotwicach TAD (Huber et al., 2024). To sugeruje, ze czynnik CTCF
moze bezposrednio rekrutowaé RNA, ale dzieje sie to w kontekscie klastrow biatkowych
a niekoniecznie poprzez prosty, bezposrednig interakcje. Z drugiej strony, istnieje jawna
krytyka teorii bezposredniego wigzania CTCF z RNA. Guo, Blanco i Guttman zastosowali
denaturujgce puryfikacje (CLAP) po UV-crosslinkingu, gdzie nie wykryli stabilnych
trwatych interakcji miedzy biatkiem CTCF a RNA w warunkach in vivo, co sugeruje, ze
wiele doniesien o bezposrednim wigzaniu RNA przez biatko CTCF moze by¢ artefaktem
(J. K. Guo et al., 2024). Ich wyniki sktaniajg do refleksji czy interakcje CTCF z RNA
zaobserwowane w wielu eksperymentach, sg rzeczywiscie biologicznie istotne, czy moze
sg zalezne od warunkow eksperymentalnych.

Z uwagi na obserwowane sprzecznosci, przedstawiony model jest innowacyjny,
poniewaz sugeruje komdrkowo-specyficzny mechanizm w ktérym Pantrl w komérkach
NS dziata jako wzmacniacz architektury petli CTCF, nie jako uniwersalny czynnik
stabilizujgcy petle, lecz jako mediator zalezny od kontekstu epigenetycznego, czy typu
komorki. Takie spojrzenie stanowi istotny krok w kierunku zrozumienia w jaki sposéb
funkcje CTCF sg dynamicznie regulowane podczas rozwoju. Potwierdzenie
przedstawionego modelu wymaga dalszych, ukierunkowanych eksperymentéw. Po
pierwsze, warto przeprowadzié¢ eksperyment CLIP-seq (lub inne techniki crosslinkowania
RNA-biatko) w komérkach NS i ES uwzgledniajagc mutacje Pantrl, w celu doktadnego
zmapowania bezposrednich miejsc interakcji miedzy CTCF i RNA. Po drugie, badania typu
knockdown lub knockout innych IncRNA obecnych w tych komérkach mogtyby ujawnié
czy rekrutacja Pantrl do komplekséw CTCF-RBP jest rzeczywiscie specyficzna, czy tez
inne INcRNA moga petni¢ podobng role w stabilizacji tych interakcji. Warto podkreslié,

ze takie podejscie zostato uwzglednione w moim grancie Preludium 22, ktdry
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otrzymatam w 2024 roku (obecnie kierownikiem tego grantu jest mgr. Bondita Dehingia)
co daje realng mozliwos¢ realizacji tych kluczowych eksperymentow.
Poza badaniami CLIP-seq i analiza funkcji innych IncRNA, istotnym krokiem bedzie
rowniez analiza czasu i dynamiki powstawania petli chromatynowych w trakcie
réznicowania, np. przy uzyciu Hi-C w seriach czasowych lub mikroskopii przyzyciowej.

Te podejscie pozwolitoby zrozumieé, kiedy i w jakim stopniu interakcje Pantri-
CTCF-RBP wptywajg na ksztattowanie granic TAD. Dodatkowo, biorgc pod uwage, ze
stabilnos¢ petli CTCF-CTCF moze by¢ modulowana przez inne elementy np. struktury G-
kwadrupleks, czy struktury typu petle R, nalezy réwniez rozwazy¢ eksperymenty, ktére
testujg wptyw takich struktur na zalezno$é miedzy biatkiem CTCF a Pantr1.

Podsumowujac, zaproponowany model daje istotny wktad w aktualng wiedze
w zakresie epigenetycznej regulacji genomu. Bazujac na zebranych danych bardzo
prawdopodobny jest mechanizm, gdzie IncRNA moga modulujg funkcje biatka CTCF
w sposob specyficzny dla typu komarki i etapu réznicowania, a nie jedynie jako ogdlne
»rusztowanie” petli. Jednocze$nie petne potwierdzenie tego mechanizmu wymaga
dalszych eksperymentéw, ktére uwzglednig ztozonos¢ bezposrednich i posrednich
interakcji oraz dynamike architektury chromosomowej podczas rozwoju.

W celu doktadnego zbadania czasowo-przestrzennego aspektu regulacji biatka
CTCF konieczne jest zastosowanie technik pozwalajgcych na obserwacje architektury
chromatyny oraz interakcji np: kotweic petli CTCF w czasie rzeczywistym, w zywych
komodrkach. Tradycyjne metody, takie jak FISH czy mikroskopia elektronowa, choé
dostarczajg szczegbétowych informacji strukturalnych wymagaja utrwalania komérek, co
uniemozliwia obserwacje tych proceséw w czasie rzeczywistym. Nadzieje na pokonanie
tych ograniczen dajg systemy oparte na dCas9 sprzezonym z biatkami fluorescencyjnymi
takimi jak GFP, umozliwiajace nieinwazyjne znakowanie endogennych sekwencji DNA
w zywych komdrkach (T. W. Chen et al., 2013b). Techniki wzmacniania sygnatu, takie jak
SunTag, pozwalajg na wizualizacje pojedynczych loci nawet w mniej powtarzalnych
obszarach genomu (Zhang et al., 2014.) Dzieki temu mozliwe jest sledzenie ruchu
i organizacji wybranych miejsc na chromosomach w czasie rzeczywistym (B. Chen et al.,
2013; IMa et al,, 2016;Gu et al.,, 2018). Zastosowanie tych systemoéw wizualizacji
w modelach zwierzecych (np. myszy transgeniczne z dCas9-EGFP) pozwala na sledzenie

architektury genomu takze in vivo (Duan et al., 2018). Mimo postepow, systemy takie
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jak SunTag majg ograniczenia: efektywnosc sygnatu w unikalnych regionach genomu jest
niska, a koniecznos¢ ekspresji wielu biatek fuzyjnych moze wywotywal stres
komodrkowy, zaburzajgc naturalne procesy. W zwigzku z tym nadal istnieje potrzeba
konstruowania nowych systemoéw wizualizacyjnych, ktére bedg nie tylko bardziej
stabilne i czute, ale takze minimalizujgce wptyw na funkcje komdrkowe, jednoczesnie
pozwalajgc na monitorowanie chromosoméw z wysoka rozdzielczosciag czasowg
i przestrzenna.

W odpowiedzi na przedstawione powyzej wyzwania, opracowatam przyzyciowy
system wizualizacji konkretnych locus oparty na potaczeniu technologii CRISPR-Sirius
z metodg klonowania wielu sgRNA w jednym wektorze. Metoda CARGO znaczgco
wzmacnia sygnat fluorescencyjny, umozliwiajac efektywng i nieinwazyjng obserwacje
wybranych Jlocus genomowych w Zzywych komodrkach bez wywotywania stresu
komodrkowego.

System CRISPR-Sirius, implementowany w niniejszej pracy, tgczy technologie
dCas9, amplifikacje sygnatu SunTag oraz wielokolorowe markery (EGFP, mCherry).
Umozliwia to dynamiczne, wielopunktowe s$ledzenie wybranych regionéw genomu
w zywych komodrkach bez utrwalania, co pozwala obserwowac¢ kontakty miedzy
promotorem a wzmacniacz w ich naturalnym srodowisku i czasie. System jest elastyczny
dzieki tatwej modyfikacji sgRNA co umozliwia stosowanie go w réznych modelach
i dtugotrwatych eksperymentach.

CRISPR-Sirius pozwala precyzyjnie sledzi¢ molekularne interakcje, kluczowe dla
zrozumienia zmian w architekturze chromatyny i regulacji transkrypcyjnej. Amplifikacja
sygnatu poprzez SunTag i aptamery RNA (np. MS2/PP7) umozliwia wizualizacje
unikalnych regionéw genomu, a wielokolorowe markery pozwalajg monitorowac wiele
loci jednoczesnie.

Implementacja w stabilnych liniach komdrkowych zwieksza powtarzalnosé
i umozliwia dtugoterminowe obserwacje, przewyziszajac tradycyjne metody
wymagajgce ztozonych modyfikacji genetycznych. System ten otwiera nowe mozliwosci
badan dynamicznej przestrzennej struktury genomu podczas rdéznicowania komorek,
odpowiedzi na bodzce np. stresowe oraz proceséw chorobowych, stanowigc cenne

uzupetnienie istniejgcych metod.
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Przeprowadzone badania w ramach niniejszej rozprawy wykazaty, ze:

1.Utrata biatka CTCF prowadzi do komérkowo-specyficznych zmian w ekspresji genow
Usuniecie biatka CTCF w komdrkach ES i NS powoduje deregulacje ekspresji gendw, przy
czym efekt jest zalezny od typu komarki. W komérkach ES przewazajg geny o obnizonej
ekspresji, natomiast w NS geny o zwiekszonej ekspres;ji.

2. CTCF dziata jako izolator w locus Aldh1la3 w komérkach NS

Przyktadem genu deregulowanego tylko w komdrkach NS podczas utraty biatka CTCF
jest gen Aldhla3. Usuniecie specyficznego miejsca wigzania CTCF w tym Jocus 3'
koricowego, znaczgco zwieksza ekspresje genu w komdrkach NS. To miejsce jako jedyne
z trzech wystepujacych wlocus Aldhla3 petni funkcje architektoniczng. W tym
przypadku CTCF dziata jako izolator, blokujgc kontakt promotora z potencjalnymi
wzmacniaczami. W komérkach ES brak aktywacji Aldhla3 moze wynikac
z niekompatybilnosci miedzy wzmacniaczami aktywnymi wokét tego  locus
a promotorem Aldhla3.

3. IncRNA i RBP moga wzmacnia¢ funkcje biatka CTCF podczas réznicowania

W trakcie réznicowania komorek ES do komdrek NS, obserwuje sie zmiane ilosci INcRNA,
ktére moga oddziatywac z czynnikiem CTCF i biatkami wigzgcymi RNA (RBP), takimi jak
Ddx5 i FUS. Jednym z badanych IncRNA jest Pantrl1, ktdry mégtby stabilizowaé kompleks
CTCF-RBP i wspiera¢ tworzenie petli chromatynowych.

4. CTCF wraz z biatkami wigzgcymi RNA i IncRNA wspiera utrzymanie represji genéw
neuronalnych w komérkach NS.

Konsolidacja struktury chromatyny przez wzmocnienie granic TAD i petli
architektonicznych zakotwiczonych przez biatko CTCF jest czynnikiem stabilizujgcym
tozsamos¢ komorki NS co podkres$la znaczenie zaréwno tréjwymiarowej organizacji
struktury chromatyny, jak funkcji biatka CTCF w regulacji ekspresji gendw

w rdznicowaniu.
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