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Retrowirusowy system transferu genow w uzyskiwaniu komoérek o zimicowanej
ekspresji HSF1
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Gtownym mechanizmem odpowiedzi komorek na stres termiczny gktwacja
czynnika transkrypcyjnego HSF1, ktéra prowadzi do indukcji ekspresgibldEP. Synteza
biatek HSP utatwia przgcie komorek ze zdenaturowanymi biatkami i @giza ich oporng
na dziatanie czynnikow indukagych smier¢ komorkows. Indukcja takiej oporniei w
komorkach nowotworowych bytaby oczyieie niekorzystna z punktu widzenia skutecano
terapii przeciwnowotworowej. W komérkach nowotworowychesta dochodzi do statej
aktywacji HSF1 i uruchomienia nadmiernej syntezy bialek H&Pwhze sk z gorszym
rokowaniem. Nie jest jednak jasne, jakie mechanizmy molekularne umiaoha § w
komorkach nowotworowych z podwszory aktywnacia HSF1.

Celem ustalenia tych mechanizméw konstruujemy epagicy model badawczy.
Komorki czerniaka mysiego B16(F10) oraz ludzkiego WM793B i Lul205 modyfikyje
uzyskupc komorki z ekspregjkonstytutywnie aktywnego czynnika transkrypcyjnego HSF1
(z delecy w jego domenie regulatorowej) oraz komorki z wyciszekspresj HSF1 (przy
pomocy shRNA). Modyfikacje wprowadzamy wykorzystujetrowirusowy system transferu
genow. W tym celu sekwenckodupca dla aktywnego ludzkiego HSF1 wprowadzono do
wektora plazmidowego pLNGX a sekweneg kodupca shRNA do wektora pSIREN.
Plazmidy te zawierajwirusowy sygnat pakagy, potrzebny do wytworzenia infekcyjnych
wirionow. Uzyskanymi plazmidami transfekujemy zyadiem liposomow komorki linii
pakupcej PT67. Linia pakaca posiada w genomie sekwencje retrowirusowe potrzebne do
produkcji biatek otoczki wirusowej. Komorki linii pakigej PT67 wytwarzajwirusy zdolne
infekowa® szeroki zakres komoérek ssakow, jednak nie goegse namnaa¢ poza ling
pakupca. Uzyskanymi wirusami transdukujemy linie docelowe otrzysmukomorki ze
zroznicowary ekspresgj HSF1. Po wbudowaniu wektora do genomu dodatkowo uzyskuje si
opornd¢ na G418 lub puromycyn co umdaliwia eliminacg komorek niezmodyfikowanych.

Obecnie posiadamy trzy wyprowadzone, stabilne linie komorkowe o
scharakteryzowanej ekspresji aktywnej formy HSF1 zarbwno na pezieMA jak i biatka.
Ponadto uzyskalimy zmodyfikowane komorki czerniaka mysiego zscmowo wyciszola
ekspresy HSF1. W najbliszym czasie planujemy skoncentréwsic na uzyskaniu lini
komérkowych z catkowicie wyciszanekspresj HSF1 oraz ich charakteryzacji. Dla oceny
wptywu HSF1 na fenotyp nowotworowy w uktadanevitro przeprowadzona zostanie analiza
tempa proliferacji komérek oraz analiza wptywu HSF1 na zach@&wamotencjatu
tumorogennego (czyli zdoldoi do tworzenia guzéwn vivo).



