Nr rejestracyjny: 2015/19/N/NZ2/01735; Kierownik projektu: mgr Ewelina Angelika Wisnik
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Infekcjom i stanom zapalnym towarzyszy wzrost st¢zenia czynnika stymulujacego tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagdw (ang. granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF),
aktywujacego réznicowanie monocytow w makrofagi, ktore nastepnie w wyniku klasycznej aktywacji
m.in. w odpowiedzi na bakteryjne endotoksyny polaryzuja te komodrki w prozapalne makrofagi M1.
Komorki o fenotypie M1 w odpowiedzi na wniknigcie obcych dla organizmu patogenow, charakteryzuja
si¢ wysokg ekspresja czynnikow m.in. cytokin prozapalnych, takich IL1p i TNFa, ktérych podstawowsa
funkcjg jest mobilizowanie innych komédrek uktadu immunologicznego do gromadzenia si¢ w miejscu
objetym stanem zapalnym. Duza rolg w przebiegu procesu roéznicowania charakteryzujacego si¢ ogromng
dynamika struktury chromatyny odgrywaja proksymalne (promotory) i dystalne (tzw. wzmacniacze,
ang. enhancers) regiony cis-regulatorowe intensyfikujace transkrypcje czynnikoéw, ktore sg odpowiedzialne
za przebieg réznicowania i/lub charakterystyczne dla danego typu komorek.

Wstepne wyniki uzyskane przez Wnioskodawce oraz dane literaturowe pozwalajg wysuna¢ hipoteze
0 udziale procesu ADP-rybozylacji zachodzacego w obrgbie proksymalnych i dystalnych (wzmacniaczy)
regionéw cis-regulatorowych genow ILIf i TNFo w utrzymaniu tych regionéw w formie nieaktywnej,
a obnizenie ekspresji PARP1 podczas rdznicowania monocytow w prozapalne makrofagi M1 ma
fizjologiczne znaczenie dla predysponowania makrofagow do zwigkszonej ekspresji cytokin prozapalnych.
Polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP) to enzymy uczestniczace w podstawowych dla zycia komorki
procesach. PARP1 jest najlepiej poznanym enzymem tej rodziny, ktory zlokalizowany jest
w jadrze komoérkowym, gdzie wystepuje w formie czgSciowo zwigzanej z chromatyng, umozliwiajac
ADP-rybozylacje histonow oraz innych biatek zaangazowanych w warunkowanie struktury chromatyny.
Dzieki temu, enzym ten odgrywa istotng rol¢ w regulowaniu dostepnosci chromatyny dla czynnikow
transkrypcyjnych, co w konsekwencji wptywa na poziom ekspresji czeSci genow. Brakuje informacji
na temat przebiegu i mechanizmu odpowiedzialnego za zmiany statusu proksymalnych i dystalnych
regionéw cis-regulatorowych genow IL1f i TNFo w trakcie réznicowania i polaryzowania prozapalnych
makrofagow M1. Dlatego tez, gldownym celem proponowanego projektu jest identyfikacja molekularnych
mechanizméw oddzialywania polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) na gotowos$¢ i/lub aktywacje
proksymalnych 1 dystalnych (wzmacniaczy)  regionéw cis-regulatorowych genow ILIf i TNFo
odgrywajacych wazng rolg¢ w nieswoistej odpowiedzi immunologiczne;.

Projekt sktada si¢ z czterech tematycznie zorganizowanych etapow, w trakcie ktorych dokonana
zostanie identyfikacja wzmacniaczy ulegajacych aktywacji w trakcie rdéznicowania, funkcjonalnie
zaangazowanych w ekspresje badanych cytokin, okreslenie fizjologicznego znaczenia obnizenia poziomu
PARPI1 dla aranzacji i aktywacji wyselekcjonowanych regionow cis-regulatorowych oraz identyfikacja
elementéw wzmacniacza i promotora ulegajacych ADP-rybozylacji w trakcie réznicowania monocytow
w prozapalne makrofagi M1 i ich aktywacji endotoksyng oraz okreslenie ich wptywu dla repres;ji
transkrypcji genowlIL1f i TNFa. W celu zrealizowania wyzej wymienionych zatozen wykorzystane zostang
nowoczesne techniki biologii komorki oraz biologii molekularnej, takie jak: wyciszanie ekspresji gendéw
za pomocg siRNA, nadekspresja gendow za pomocg transfekcji/elektroporacji wektorem zawierajacym cDNA
dla konkretnego genu, western blot, cykliczna reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR),
immunoprecypitacja chromatyny z analiza ilosciowa w czasie rzeczywistym (ChIP-qPCR) oraz metoda
3C (uchwycenie konformacji chromosomu). Uzyskane wyniki beda mialy istotny wplyw na rozszerzenie
wiedzy o regulacji ekspresji genow, ktora w przysztosci moze zosta¢ wykorzystana w projektach naukowych
z roznych dziedzin nauki, m.in. biologii molekularnej, immunologii, genetyki i genomiki.



