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Procesy komdrkowe wymagaja Scistej kontroli ekspresji genow. Jednym z mechanizmow
bioragcych w tym udziat jest regulacja epigenetyczna. W naszym obszarze zainteresowan jest
regulacja proceséw neurogenezy regulowanej przez mechanizmy epigenetyczne. Szczegolnie
interesujace dla nas jest bardzo stabo poznane biatko Prdm3 (PR-Domain Zinc Finger Protein3).
Jest to czynnik, ktory pelni funkcje metylotransferazy. Pozostaje jednak wiele pytan do
rozwigzania: jak to biatko rozpoznaje sekwencje DNA, jakie sekwencje, na ekspresj¢ jakich genow
wplywa podczas neurogenezy, czy dziata sam czy w kompleksie z innymi biatkami?

Jako model neurogenezy in vitro wykorzystamy indukcj¢ réznicowania neuronalnego w
komorkach linii P19 (komoérki mysiego raka zarodkowego) za pomoca kwasu retinowego. Nasze
wstepne wyniki wskazuja, ze Prdm3 moze mie¢ newralgiczny wptyw na procesy zachodzace w
komorekach nerwowych. Aby to udowodnié, zastosujemy metode CRISPR-Cas9, ktora pozwoli
nam calkowicie "wylaczy¢" gen Prdm3. Planujmy zbada¢ ekspresje szeregu genow
zaangazowanych w neurogeneze oraz ekspresj¢ genéw w stadium dojrzatych neurondéw. Wyniki
innych grup badawczych sugerujg posrednio, ze Prdm3 moze wplywaé na ekspresj¢ innych gendw
poprzez tworzenie komplekséw biatkowych. W celu wskazania sktadu tego kompleksu biatkowego
wykorzystamy chromatografi¢ cieczows potaczona ze spektrometrig mas (LC-MS/MS, ang. liquid
chromatopgraphy-mass spectrometry). Nastepnie otrzymane wyniki potwierdzimy metodami ko-
immunoprecypitacji (co-IP) oraz immunodetekcji bialek (Western Blot). W celu okreslenia
znaczenia poszczegdlnych biatlek w kompleksie w trakcie neurogenezy uzyjemy metody
interferencji RNA (siRNA). Metoda ta polega powoduje degradacje specyficznego mRNA, a
konsekwencja tego zjawiska jest brak funkcjonalnego biatka. W innych modelach badawczych
wykazano, ze biatko Prdm3 moze wplywa¢ na poziom kondensacji chromatyny. Te mechanizmy
maja kolosalne znaczenie w kontroli dostepu czynnikéw transkrypcyjnych do docelowej sekwencji
DNA. Z tego tez powodu, zbadamy wplyw odkrytych przez nas czynnikéw na zmiany struktury
chromatyny w przebiegu neurogenezy za pomocg metody NoME Seq (Nucleosome Occupancy and
Methylome Sequencing). Wymieniona metoda stuzy ocenie poziomu metylacji CpG w sekwencji
nukleotydowej wytypowanych gendéw, ale rowniez jednoczesnego pozycjonowania nukleosomow.
Analiza opisanych modyfikacji bedzie przeprowadzona metoda sekwencjonowania.

Nasze badania maja za zadanie pozna¢ cz¢$¢ mechanizmdéw epigenetycznych bioracych udziat
w procesach neurogenezy. Uwazamy, ze poznanie tych zjawisk moze leze¢ u podstaw przysztych
metod w medycynie regeneracyjnej.



