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Proces interferencji RNA oraz wykorzystanie tego zjawiska w naukach
biomedycznych

Praca wspéifinansowana jest sdkdéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Buszu Spotecznego w
ramach projektu RFSD2

Tematyka niniejszego projektu ggaiecona jest biatku HspA2. Nalg ono do rodziny
biatek opiekuiczych HSP ljeat shock proteins ulega silnej oraz specyficznej ekspresji w
wielu typach nowotworow. Celem badgest analiza wptywu ekspresji biatka HspA2 na
metabolizm komorek nowotworowych, przede wszystkim na ich opérma czynniki
stosowane w terapii klinicznej. W tym celu planowane jest vzgcie ekspresji gendSPA2
w wybranych liniach nowotworowych, w ktérych omawiane biatko symt®tyane jest w
duzej ilosci (migdzy innymi linie niedrobnokomorkowego raka ptuca NCIH1299 oraz A549).
Zostanie zastosowana metodazymerii genetycznej, ktéra wykorzystuje zjawisko
interferencji RNA.

Interferencja RNA to proces potranskrypcyjnego wyciszania gecbarakterystyczny
dla organizmow eukariotycznych. Jego isti@st enzymatyczna degradacja lub zahamowanie
translacji specyficznego mRNA maggo ulec wyciszeniu. Dokonujeggio poprzez krétkie
czasteczki dwuniciowych RNA, zwane w zatesci od pochodzenia siRNAslort interfering
RNA lub miRNA (mikro RNA. Po znalezieniu siw cytoplazmie komorki, csteczki te
wbudowywane w wielosktadnikowy kompleks enzymatyczny RISC (RNA feremce
silencing complex) i hydrolizowane do formy jednoniciowej. Nasie taicuch si/miRNA
taczy st z docelowym mRNA w oparciu o komplementaih@asad azotowych i tworzy z
nim dwuniciowy fragment. Umdiwia to kompleksowi RISC, w zalmosci od mechanizmu
procesu, przeprowadzenie endonukleolitycznej hydroliagueha mRNA lub inhibig jego
translacji.

Hamowanie ekspresji genéw w oparciu o interfereRiNA jest niezwykle precyzyjne i
swoiste dla konkretnej sekwencji nukleotydowej, przez co zjawisko tezaeok skak
wykorzystuje s obecnie w badaniach z zakresu biologii molekularnej. Stosowaniednarz
inzynierii genetycznej wykorzystagych omawiany proces pozwala na swoiste wyciszanie
ekspresji genéw zaréwno w uktadach in vitro, jak i in vivo. Wimoa to analiz wptywu
zahamowanej syntezy biatek kodowanych przez docelowe geny na matakofnérek oraz
catych organizmow, co jestdédtem cennej wiedzy na temat ich funkciji.

W ramach prezentowanych projektéw, realizowanych w Zaktadzie Biolagiididvorow,
wykorzystuje s§ wspomniane techniki w badaniach biatek szoku cieplnego. Stosowany jest
wektor DNA zawierajcy gen, ktérego ekspresja prowadzi do syntezwusterzki
interferupcego RNA. Konstrukt taki uzyskujegspoprzez ligag sekwencji DNA kodujcej
pozadane mikroRNA z wektorem typu pSIREN skonstruowanym przezgfi@tontech.
Obecnie wektory te wykorzystywane w naszym zaktadzie do uzyskiwania ludzkich oraz
mysich nowotworowych linii komoérkowych ze stabilnym wyciszeniem gerdspA2,
HspA1l oraz HSF1.



