Anna Habryka.
Centrum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Gliwicac h

Zaktad Biologii Nowotworéw

Klonowanie fragmentu genuHSPA2. Wprowadzenie do klonowania.

Biatka szoku cieplnego,HSP (ang.Heat shock proteins) sa grum biatek, ktorych
ekspresja wzrasta, gdy komoérki saraone na dziatanie czynnikéw stresowych takich jak
podwyzszona temperatura, toksyny, promieniowanie UV, gtodzenie czy hipokigktohe
spasréd biatek szoku cieplnega produkowane w komoérce konstytutywnie. HSRasbiatka
opiekwicze odpowiedzialne za prawidtowe fatdowanie innych biatek, ich oliggraeg,
translokacj oraz degrada¢j Funkcje HSP u wszystkich organizmaywych s podobne. Ze
wzgledu na mas czasteczkovy biatka HSP dzieli si rodziny takie jak: HSP27, HSP60,
HSP70, HSP90, HSP100.

Bedacy przedmiotem planowanych baddudzki gen HSPA2 jest unikalnym
przedstawicielem rodziny gendw strebl8P70. Gen ten jest homologiem gendwst70
szczura i Hsp70-2 myszy najsilniej aktywnych podczas spermatogddegyzoni produkt
biatkowy tego genu jest odpowiedzialny za dysogj&gmpleksu synaptonemalnego, ppst
mejozy oraz ptodnid samcow. Ludzki gen HSPA2 charakteryzuje &omoérkowo- i
narzadowo swoistym profilem ekspresji. Poza komérkami spermatogeniizego wysok
ekspresj wykazano w niektérych typach komorek somatycznych (np. niektére nabtonki).
Gen ten ulega rownieaktywacji w niektérych typach nowotworow.

Podstawowym celem pracy jest zbadanie mechanizmu regedg transkrype¢j genu
HSPA2 w wybranych typach komorek nowotworowych i prawidtowych. Mechanizmy te
zostaty dotychczas bardzo stabo scharakteryzowane. Zadania kedatvegmug wykonanie
funkcjonalnej analizy regionu regulatorowego gdtfPA2, wskazanie sekwencji DNA, z
ktorymi oddziatuj czynniki transkrypcyjne oraz zbadanie warunkéw, w ktérych ekspresja
genu jest aktywowana.

Pierwszym etapem prac jest sklonowanie fragmentu promotora H&RA2 o
diugasci ok. 2000 pz i wprowadzenie go do wektora reporterowego pGL3 Basic (Fapme
zawierajcego gen wskanikowy lucyferaz oraz gen oporrigi na ampicylig.

Pierwszym etapem klonowania jest otrzymanie fragmentu DN#mptora genu
HSPA2 metody amplifikacji PCR na matrycy genomowego DNA. Nasie namngony
fragment promotora oraz wektor reporterowy pGL3 Basgiqprizygotowywane do ligacji
poprzez trawienie odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi. Po reéigegji oba fragmenty
DNA tworza nowe koliste casteczki DNA, ktére $ wprowadzane do bakterii, w nich
namnaane i selekcjonowane na odpowiednich pédéh hodowlanych. Ostatnim etapem jest
izolacja plazmidow z kolonii bakteryjnych oraz identyfikacja klon&@awierajcych
prawidtiowo wprowadzony padany fragment DNA (we wkgiwe] orientacji). Ostatecznie
prawidtiowa¢ klonowania potwierdzana jest poprzez sprawdzenie sekwencji nukleotydowej
otrzymanego plazmidu metpdekwencjonowania.

Otrzymany plazmid ddzie wykorzystany w kolejnym etapie bad@ako matryca do
otrzymania serii plazmidow zawiegaych wybrane fragmenty promotora HSPA2.



