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Designacao do projeto: NotchBookmark — Estudo da fungao de marcador mitdtico de
RBPJ/Notch na neurogénese de vertebrados

Referéncia do projeto: LISBOA-01-0145-FEDER-029663

Cdédigo do projeto: 02/SAICT/2017

Objetivo principal: OT 1 — Reforgar a investigacao, o desenvolvimento tecnolégico e a
inovacao

Localizacao do projeto (NUTS Il): Lisboa (100%)

Entidades Beneficiarias: Fundagao Calouste Gulbenkian - Instituto Gulbenkian de Ciéncia

Data de aprovagao: 03-05-2018

Data de inicio: 01-08-2018

Data de conclusao: 31-07-2022

Custo total elegivel: 238.698,57 EUR

Apoio financeiro da Unido Europeia (FEEI): 95.479,43 EUR

Apoio financeiro publico nacional (orgamento de estado): 143.219,14 EUR

Descricao do projeto:

A neurogénese em vertebrados requer um perfeito equilibrio entre os programas transcricionais
de manutencao e de diferenciacao das células estaminais neurais (CEN). Durante o chamado
periodo neurogénico, a via de transdug¢ao de sinal Notch tem um papel importante na
manutencao das CENSs, inibindo a diferenciacdao neuronal e promovendo a manuteng¢ao das
caracteristicas estaminais (1,2). A activacdo de Notch caracteristica de CENs promove a
transcricdo de genes através do fator de transcricdo RBPJ (3), que se liga a regides reguladoras
dos genes alvo. A manutencao da identidade celular requer mecanismos que garantam que o
programa de expressao génica especifico de cada tipo celular é perpetuado ao longo das
divisdes celulares. A mitdse constitui um desafio particular, ja que o ADN fica condensado e
refratario a maquinaria transcricional, com consequente paragem da transcricdo. A atual visao
sobre mecanismos que regulam a transmissao de informacdao durante a mitdse invoca



modificacdes no ADN e na cromatin,a que podem ser herdadas durante a divisao celular (4). No
entanto, hd um numero crescente de fatores de transcricao que se sabe permanecerem ligados
a cromatina durante a mitdse. Tem sido proposto que estes estdao envolvidos num mecanismo
de memodria que marca importantes genes activos durante a interfase, com vista a sua eficiente
reativacao apds a divisdo, por forma a manter a identidade celular (5,6). Este mecanismo
denominado de marcacao mitdtica poderia permitir uma maior versatilidade, melhor adaptada
aos estados transitorios caracteristicos das células estaminais e progenitoras. RBPJ € um dos
fatores de transcricdo que permanece associado a cromatina durante a mitose (7). Este projecto
propde investigar a sua fungao como marcador mitético no contexto da via de sinalizagao Notch,
durante a neurogénese em vertebrados. Assim, propomos: i) caracterizar ao nivel mecanistico
a interaccao do RBPJ com a cromatina mitdtica nas CEN, ii) identificar as regides gendmicas
marcadas por RBPJ em mitose e respectivos genes associados, iii) determinar o impacto da
marcacao mitética na compactacao da cromatina e na cinética da reativacao transcricional pés-
mitdtica, e iv) investigar o modo como a marcagcao mitdtica pode ser alterada nos eventos
mitoéticos que precedem a diferenciacdao neuronal. Para alcancgar estes objetivos, combinaremos
a experiéncia dos laboratérios de Neurobiologia Molecular e de Dinamica de Cromossomas,
ambos no Instituto Gulbenkian de Ciéncia. A dinamica e as caracteristicas estruturais da ligacao
do RBPJ a cromatina mitdtica serao estudadas recorrendo a técnicas imagioldgicas in vivo em
CEN submetidas a divisdes proliferativas ou neurogénicas. Estas observacdes serao
complementadas por uma andlise gendmica onde os perfis de ligacdo do RBPJ ao genoma, a
acessibilidade da cromatina e o perfil transcricional serdo combinados com estratégias de
deplecao do RBPJ durante a mitose.
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O prazo de execucdo de projeto NotchBookmark foi prolongado até 31 de julho de 2022.



