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Biatka petnia kluczowa role we wszystkich procesach biologicznych zachodzacych w
komorkach 1 tkankach zywych organizméw, a ich wadliwe dziatanie jest przyczyna wielu choréb
cztowieka. Funkcje bialek sa glownie regulowane na drodze tzw. modyfikacji potranslacyjnych,
polegajacych najczgsciej na trwalej chemicznej modyfikacji okreslonych aminokwaséw budujacych
biatko. Zmiany te wprowadzane sa przez enzymy - biatka zdolne do katalizy reakcji chemicznych.

Chociaz natura wigkszosci modyfikacji potranslacyjnych, mechanizmy ich wprowadzania oraz
rola biologiczna zostalo do$¢ dobrze poznane, nadal istnieja w komoérkach kregowcoédw modyfikacje
biatek, o ktérych wiemy bardzo niewiele. Biatko SETD3 jest przyktadem enzymu, ktory wydaje si¢
katalizowa¢ N-metylacje licznych biatek w komorkach cztowieka, lecz jego wlasciwosci oraz rola
biologiczna pozostaja bardzo stabo poznane.

Biorac pod uwage kluczowe znaczenie wiedzy o modyfikacjach potranslacyjnych dla petnego
zrozumienia funkcjonowania komorek, zaréwno prawidlowych jak 1 zmienionych chorobowo,
celem niniejszego projektu jest:

1) wytworzenie metodami inzynierii  genetycznej duzych 1ilosci ,syntetycznej”

rekombinowanej formy biatka SETD3 czlowieka

2) wytworzenie ludzkich komorek pozbawionych aktywnos$ci badanego enzymu, co umozliwi

identyfikacje jego wewnatrzkomorkowych substratow,

3) uzyskanie metodami inzynierii genetycznej rekombinowanych form zidentyfikowanych

substratow 1 potwierdzenie ich modyfikacji przez badany enzym in vitro.

4) 1dentyfikacja mechanizmu warunkujacego specyficzne rozpoznawanie substratu (swoisto$¢

substratowa) przez biatko SETD3.

Rekombinowany enzym SETD3 begdzie wytwarzany w komorkach ssaczych (COS-7).
Wykorzystujac najnowsze metody biologii molekularnej (technika CRISPR/cas9) zostana
przygotowane komorki ludzkie pozbawione aktywnego genu kodujacego biatko SETD3, ktére
postuza identyfikacji jego wewnatrzkomorkowych substratow. W komorkach bakterii (E. coli) lub
drozdzy piekarniczych (S. cerevisiae) bgda wytwarzane rekombinowane ludzkie substraty biatka
SETD3. Natomiast zastosowanie odpowiednich narzgdzi bioinformatycznych umozliwi
identyfikacje mechanizmu rozpoznawania biatek-substratow przez badany enzym.

Oczekujemy, ze realizacja projektu doprowadzi do petnej identyfikacji reakcji biochemicznych
katalizowanych przez enzym SETD3, co begdzie pomocne w ustaleniu roli fizjologicznej tego
biatka. Natomiast identyfikacja substratow badanego enzymu dostarczy kluczowych informacji o
procesach wewnatrzkomorkowych, w ktore jest on zaangazowany. Liczymy takze, ze uzyskane
wyniki: 1) pomoga w zrozumieniu mechanizmu powstawania powaznych zaburzen rozwojowych
(anatomicznych 1 fizjologicznych) obserwowanych u myszy pozbawionych genu SETD3 oraz
2) przyczynia si¢ do identyfikacji zaburzen zdrowotnych czlowieka, w ktorych patogenezie moze
by¢ zaangazowany badany enzym.



