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Popularno naukowe streszczenie projektu

Celem projektu jest weryfikacja roboczej hipotezy o udziale lamin i topoizomerazy Il w egigenetycznej
regulacji ekspresji genow w uktadzie modelowym indukcji szoku termicznego w organizmie modelowym
Drosophila melanogaster. U muszki owocowej indukcja szoku termicznego wigze si¢ z zablokowaniem
transkrypcji wszystkich loci z wyjatkiem 6 loci — tzw. ,,heat shock loci” gdzie transkrypcja jest aktywowana.
Daje to mozliwo$¢ globalnej analizy procesu regulacji transkrypcji oraz jednoczesnej wizalizacji zmian na
konkretnych loci na chromosomach politenicznych gruczotdéw sliniankowych larw stadium trzeciego.
Poznanie mechanizmu epigenetycznej regulacji ekspresji gendéw, a w szczego6lnosci molekularnych
mechanizméw stojacych za tym zjawiskiem jest jednym z kluczowych problemoéw biologii molekularnej i
komoérkowej majacy swoje dalekosiezne implikacje nie tylko dla zrozumienia podstawowych relacji
pomigdzy genotypem a fenotypem, ale takze dla rozwoju medycyny i zaawansowanych metod terapii i
inzynierii genetycznej. Mimo, ze intensywne badania nad epigenetyczna regulacja ekspresji genow
prowadzone sg od dziesigtkow lat wciaz daleko nam do zrozumienia wszystkich mechanizmow tego procesu.
Wigkszos¢ dotychczasowych modeli badawczych koncentruje si¢ na analizie szlakéw sygnalizacyjnych i
mechanizmach regulacji transkrypcji bezposrednio majacych wptyw na aktywnos$¢ aparatu transkrypcyjnego
na konkretnych genach i zmian epigenetycznych w obrebie tych genow ignorujac niejako wpltyw struktury
szkieletu biatkowego organizujacego chromatyng¢ na ekspresje genow.

Planowany projekt badawczy proponuje analize¢ mechanizmu molekularnego tego procesu w unikalnym
modelu badawczym oferujacym mozliwo$¢ globalnej oceny zmian w strukturze genomu wraz z analiza
kluczowych biatek organizacyjnych i szkieletowych odpowiedzialnych na organizacj¢ przestrzenng genomu
w jadrze komorkowym. Dodatkowym atutem projektu jest mozliwo$¢ bezposredniej wizualizacji zmian
zachodzacych na aktywnych i nicaktywnych loci technikami fluorescencyjnymi mikroskopii konfokalnej w
potaczeniu z technikami FISH i RISH (chromosomy politeniczne z gruczolow $liniankowych larw stadium
trzeciego).

Wstepne dane eksperymentalne uzyskane w naszym laboratorium, wskazuja na bardzo znaczace
zwickszenie ilosci 1 jako$ci wigzania chromatyny (zaré6wno, DNA jak i RNA oraz histonow) przez lamine
Dm i topoizomeraze II in vivo po indukcji szoku termicznego oraz relokacje tych biatek po indukcji szoku
termicznego. Wczesniejsze dane eksperymentalne potwierdzajg, ze indukcja szoku termicznego u muszki
skutkuje indukcja relokacji wiazania topo II. Zidentyfikowano takze kilka konserwatywnych miejsc wigzania
DNA przez topo Il indukowane szokiem termicznym. Opublikowane przez nas dane eksperymentalne
wskazuja, ze zarowno u topo II jak i u laminy Dm regulacja wiazania DNA i chromatyny jest zwigzana z ich
specyficzng fosforylacja co sugeruje jaki moglby by¢ potencjalny mechanizm regulacji wigzania chromatyny
i regulacji ekspresji genow w trakcie indukkcji szoku termicznego. Dodatkowo, idea projektu wynika z kilku
przestanek zwigzanych z wilasciwosciami laminy Dm i topoizomerazy Il u Drosophila oraz danych
dotyczacych funkcji sekwencji regulatorowych, SAR/MAR DNA, szkieletu jadrowego i chromosomowego
oraz relacji miedzy sekwencjami kotwiczacymi petle chromatyny a laming Dm i topoizomeraza II oraz
lokalizacja w okolicy blaszki jadrowe;.

Gléwny cel projektu, czyli zbadanie wybranych aspektow molekularnego mechanizmu regulujacego proces
epigenetycznego wylaczania transkrypcji genéw indukowanego szokiem termicznym a w szczegdlnosci
analiza roli lamin i topoizomerazy Il w tym procesiec w uktadzie modelowym Drosophila melanogaster
realizowany bedzie w kilku etapach.

Pierwszym celem projektu jest wykazanie fizycznego oddzialywania laminy Dm z topoizomeraza II oraz
innymi biatkami oraz udokumentowanie sktadu biatkowego kompleksow biatkowych zawierajacych laminy,
topoizomerazg oraz biatka oddziatujagce z laminami (np. biatka z domeng LEM, bicaudal, belle, HSP90) in
vitro 1 in vivo w systemie Drosophila. Podjeta zostanie tez proba identyfikacji regiondw lamin i
topoizomerazy Il istotnych dla tych oddziatywan.

Drugim celem projektu jest wykazanie zmian in vivo w asocjacji z chromatyng kompleksow biatkowych
zawierajagcych laminy, topoizomeraz¢ Il oraz biatka z domeng LEM w odpowiedzi na reorganizacje
chromatyny zwigzang z catkowitym wylgczeniem transkrypcji genow indukowanym szokiem termicznym.
Ponadto zostanie dokonana identyfikacja zmian potranslacyjnych modyfikacji histonow (np.: H3K9 tri
metylowany oraz H3K27 acetylowany) indukowana szokiem termicznym na aktywnych i nieaktywnych loci
oraz poziom asocjacji aktywnych i nieaktywnych kompleksow polimerazy RNA II ( bez fosforylacji w
domenie CTD oraz pSer-2 i pSer-5 na domenie CTD) na tych loci.

Trzecim celem projektu jest udokumentowanie zmian w ekspresji, lokalizacji oraz interakcji/kolokalizacji
lamin, topoizomerazy II, nukleoporyn typu F/G oraz biatek z domena LEM indukowanych szokiem
termicznym. W tym etapie badan analizowany bedzie tez stopien asocjacji polimerazy RNA II z chromatyna
1 poszczegdlnymi aktywnymi i nieaktywnymi loci na chromosomach politenicznych komorek gruczolow
sliniankowych larw stadium trzeciego muszki owocowe;.



