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Rak ptluca jest jednym z najcze$ciej wystepujacych i najbardziej $miertelnych nowotworéw na
$wiecie. Przyczyna tak ztych statystyk jest bardzo wysokie zréznicowanie genetyczne w obrebie
podtypow tego nowotworu. Dzieki badaniu mechanizméw molekularnych bioracych udziat
W powstawaniu nowotworow mozliwe jest zdobycie wiedzy, ktora by¢ moze w przysztosci przyczyni
si¢ do rozwoju nowych terapii i lekow. Przedmiotem tych badan sa krotkie, 22-24 nukleotydowe,
jednoniciowe czasteczki RNA zwane microRNA (miRNA). Poprzez komplementarne przytaczanie do
MRNA genu docelowego, moga wptywaé na jego negatywng po-transkrypcyjng regulacje ekspresji.
Taki mechanizm powoduje "wyciszenie" pewnych genéw i tym samym potencjalnie pozwala na
zatrzymanie niekorzystnego mechanizmu, aktywowanego np. w komoérce nowotworowej. Stad tez
wynika duze zainteresowanie jakimi cieszag si¢ te czasteczki w kontekScie terapii
przeciwnowotworowych. W badaniach przeprowadzonych na tkankach nhowotworowych pobranych of
pacjentow z rakiem ptuca wykazaliémy znacznie obnizony poziom ekspresji czasteczki miR-30a-5p
wzgledem zdrowej tkanki ptucnej. Poniewaz czasteczka ta jest okre$lana jako antyonkogen, badania te
zbadaja jej potencjalnie terapeutyczne dziatania na komorki raka pluca. Na podstawie analizy
bioinformatycznej, gen DLGAP1 (disks large-associated protein 1), kodujacy biatko GKAP (guanylate-
kinase-associated protein) zostal okre$lony jako przypuszczalny gen docelowym dla miR-30a-5p.
Wedlug najnowszych badan biatko to bierze udziat w regulacji aktywnosci receptora NMDAR (N-
methyl-D-aspartic acid) wystgpujacego w komorkach raka ptuca, gdzie moze wywiera¢ wplyw na
procesy zwigzane z wzrostem i rozwojem komorek nowotworowych.

Celem tego projektu jest okreslenie czy czasteczka miR-30a-5p faktycznie ma mozliwos¢
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genu DLGAP1 oraz czy ma pozytywne - antynowotworowe -
dziatanie w komorkach raka ptuca. W celu zbadania $ciezki sygnatowej miR-30a-5p-DLGAP1-
NMDAR2B zostang przeprowadzone badania in vitro na linii komorkowej raka ptuca A549. Komorki
zostang poddane transfekcji syntetycznymi oligonukleotydami RNA, ktore odpowiednio beda
zwigksza¢ lub wycisza¢ ekspresje badanych genow. Nastepnie przy zastosowaniu metody qRT-PCR
oraz Western Blot, komorki te zostang poddane badaniom molekularnym, ktore umozliwig weryfikacje
procesow i interakcji jakie zaszty na poziomie mRNA oraz biatka. Wptyw wyciszania badz zwigkszania
ekspresji czasteczki miR-30a-5p oraz genu DLGAP1 na proliferacj¢ oraz apoptoze komorek rakowych
bedzie badany przy uzyciu testu MTT oraz cytometrii przeptywowej. Wigzania czasteczki miR-30a-5p
z genem docelowym zostanie zweryfikowane przy pomocy badania genu reporterowego lucyferazy.

Poznanie funkcjonowania $ciezki sygnatowej miR-30a-5p-DLGAP1-NMDAR2B oraz jej roli
W rozwoju raka ptuca, niewatpliwie przyczyni si¢ do poglebienia wiedzy i wigkszego zrozumienia
patogenezy raka ptuca, a by¢ moze w przysztosci zaowocuje rozwojem nowych lekow i terapii
celowanej.



