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Opracowanie i charakterystyka fizyko-chemiczna nosnikow
transfekcyjnych siRNA na bazie surfaktantow polikationowych

Jednym z najwickszych wyzwan dzisiejszej medycyny jest opracowanie skutecznych metod
leczenia szerokiego spektrum chordb do tej pory nieuleczalnych. Do grupy tej naleza nie tylko wszystkie
schorzenia o podtozu genetycznym jak np: fenyloketonuria, mukowiscydoza, dystrofia mig$niowa,
nowotwory, ale rowniez choroby wywotywane przez bakterie, wirusy itp. Ich roznorodnos$¢ pod wzgledem
przyczyn, objawow i przebiegu powoduje znaczne problemy w znalezieniu satysfakcjonujacych metod
terapeutycznych. Rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ rozwijana w ciagu ostatnich lat ferapia genowa, polegajaca
na leczeniu za pomocg terapeutycznych fragmentow kwasow nukleinowych!. Gtownym jej zalozeniem jest
dostarczenie do chorych komoérek organizmu kroétkiej czasteczki siRNA (tzw. transgenu). Obecnie wyrdznia
si¢ transgeny o réznym sposobie dziatania. Moze ono polega¢ na:

- zastgpieniu przez wprowadzong czasteczke wadliwych genow (fragmentow kwasu nukleinowego),

- modyfikacji procesow prowadzacych do "odczytania" informacji genetycznej, czyli uwidocznienia jej w
postaci cech organizmu,

- blokowaniu powstawania w chorych komorkach nieprawidtowych biatek (tzw. interferencja RNA).

Pomimo szeregu dobrze okreslonych zalozen terapia genowa jest nadal ogromnym wyzwaniem. Jej
realizacja napotyka na naturalne bariery, w ktore na drodze ewolucji wyposazyly si¢ organizmy zywe.
Ominigcie procesoOw odpowiedzi immunologicznej, ktére mogltyby doprowadzi¢ np. do zniszczenia
transgenu lub nawet masowej $mierci komorek zdrowych jest bardzo trudne. Glownym problemem staje si¢
w tym wypadku przeprowadzenie pomyslnej transfekcji, czyli wprowadzenia czasteczki kwasu
nukleinowego do wnetrza chorej komorki. W dalszym ciggu wykorzystywane do tego celu metody nie sa
skuteczne, poniewaz komorki najczgsciej odrzucaja wprowadzone czasteczki terapeutyczne traktujac je jak
ciata obce, patogenne, co prowadzi do naturalnej obrony organizmu przez uklad odporno$ciowy jak to ma
miejsce w przypadku kazdej choroby. Aby temu zapobiec konieczne jest opracowanie odpowiednich
nos$nikéw, ktore bytyby w stanie przetransportowaé transgen do wnetrza komorki bez indukcji proceséw
odpornosciowych. Jedyna mozliwoscia jest wigc stworzenie takich czynnikow, ktére dzigki swojej budowie i
wlasciwosciom fizyko-chemicznych bylyby potraktowane przez komoérke jako "swoje". Obiecujaca grupa
zwigzkow chemicznych posiadajacych takie wlasciwosci sg tzw. surfaktanty.

Ninigjszy projekt dotyczy wytworzenia i dokladnego zbadania pod wzgledem fizyko-chemicznym
wybranych uktadow transfekcyjnych na bazie surfaktantow typu polimerycznego. Do tego celu
wykorzystane zostang zaawansowane techniki badawcze =z zakresu mikroskopii, spektroskopii?,
elektrokinetyki®, metod rozproszeniowych* oraz badan komorkowych’. Dzicki wykorzystaniu tych metod
okreslone zostang migdzy innymi: stabilno$¢ (trwatos$¢) opracowanych komplekséw siRNA-surfaktant, ich
morfologia (ksztatt, wielko$¢, masa, struktura w skali mikro i makro) oraz zmiany w strukturze czasteczki
kwasu nukleinowego, ktora znajduje si¢ w kompleksie. Zbadany zostanie rowniez sam proces powstawania
lipopleksow (taczenia si¢ siRNA z czasteczkami surfaktantu), wplyw (toksycznos$c) tych kompleksow na
wybrane typy komodrek np. nowotworowych w celu sprawdzenia przezywalnosci komorek w obecnosci
kompleksow, a takze proces transfekcji z wykorzystaniem otrzymanych czynnikéw.

Oczekiwanym rezultatem zaplanowanych w niniejszym projekcie badan bedzie opracowanie nowych,
stabilnych 1 nietoksycznych ukladoéw transfekcyjnych, a takze, co najistotniejsze okreSlenie sposobu
przeprowadzania procesu transfekcji siRNA przy wykorzystaniu tych uktadow.

' kwas nukleinowy — wielkoczasteczkowy zwigzek organiczny (biopolimer) wystepujacy we wszystkich
komorkach i wirusach kodujacy informacje genetyczne dotyczace danego organizmu oraz bioracy udzial w
procesie produkcji biatek; zbudowany z zasad azotowych, ktoérych kolejnos¢ decyduje o zmiennosci danej
cechy osobnika np. kolorze wloséw, oczu, charakterze itp.; wsrod kilku rodzajow kwasow nukleinowych
najwazniejsze to kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) oraz rybonukleinowy (RNA). W terapii genowe;j
wykorzystuje si¢ tzw. czasteczki siRNA (small-interference RNA), czyli mate "interferencyjne” RNA.

2 spektroskopia — dziat fizyki dotyczacy zagadnien powstawania i analizy promieniowania wysylanego lub
odbieranego przez roznego typu zwigzki chemiczne, roztwory itp.

3 elektrokinetyka — dziat fizyki dotyczacy charakterystyki zwigzkow chemicznych pod wzgledem wielkosci,
ksztattu, masy itp. na podstawie sposobu poruszania si¢ ich w sztucznie wytworzonym polu elektrycznym.

* metody rozproszeniowe — metody badawcze polegajace na charakterystyce zwigzkoéw chemicznych na
podstawie sposobu w jaki rozpraszajg r6znego typu promieniowanie.

5 badania komdrkowe — eksperymenty prowadzone w warunkach laboratoryjnych na rdznego typu
komorkach.



