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Streszczenie

Receptor dla naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor; EGFR) to jeden z protoonkogenow, ktore bardzo czgsto ulegaja nad-
ekspresji w komorkach nowotworowych. Podwyzszong ekspresj¢ tego receptora
zauwazono w przypadku raka trzustki, jelita grubego, watroby, jajnikow, piersi
1 pluc. Zwigkszona ilo§¢ EGFR w btonie komorkowej komorek nowotworowych
jest szczegodlnie niepokojaca, poniewaz receptor ten jest zdolny do wigzania wielu
ligandow, nie tylko EGF (ang. epidermal growth factor), ale takze innych cza-
steczek, takich jak na przyktad TGF-a (ang. transforming growth factor-a), czy
tez naskorkowy czynnik wzrostowy wiazacy heparyne (HB-EGF; heparyne-
-binding EGF-like growth factor). Zwigzanie si¢ liganda ze wspomnianym wy-
zej receptorem skutkuje zwigkszong proliferacja komorek nowotworowych, ich
unie$miertelnieniem 1 zmniejszeniem wrazliwosci na sygnaty proapoptotyczne, co
w efekcie przektada si¢ na wigksza agresywno$¢ nowotworu 1 gorsze rokowanie.
Z tego powodu mozliwos¢ wyciszenia ekspresji EGFR w komorkach nowotworo-
wych wydaje si¢ niezwykle atrakcyjng strategia w terapii nowotworow. Niniejsza
praca skupia si¢ na zahamowaniu szlakow sygnatowych, w ktore zaangazowany
jest EGFR, za pomocg plazmidu kodujgcego wstawki shRNA (ang. short hairpin
RNA) anty-EGFR i anty-HER2. Potencjalne wykorzystanie plazmidu jako nosni-
ka wstawki wyciszajacej wydaje si¢ skuteczng metoda, co potwierdzono pozniej-
szym rozdziatem elektroforetycznym cDNA uzyskanego w reakcji RT-PCR z wy-
izolowanego z komorek linii A549 RNA. Badanie stanu apoptozy w komorkach
przeprowadzono wykorzystujac barwienie jodkiem propidyny (ang. propidium
iodide; PI) oraz aneksyna V. Ukazato ono znamienny statystycznie wzrost odsetka
komorek w pdznej apoptozie po transfekcji plazmidem ze wstawka shRNA an-
ty-EGFR. Wyniki badan pozwalajg sadzi¢, ze hamowanie genu dla EGFR moze
mie¢ znaczenie w ewentualnych probach immunoterapii i terapii genowej niedrob-
nokomorkowego raka ptuca.
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Wstep

Naskorkowy czynnik wzrostu (EGF; epidermal growth factor) jest 53 amino-
kwasowym biatkiem, ktore zostato bardzo wczesnie wyizolowane, bo juz w latach
szescdziesigtych. Wkrotce dowiedziono, ze EGF posiada zdolno$¢ stymulowania pro-
liferacji roznorakiego typu komorek, oraz przyspiesza gojenie si¢ ran. Niestety EGF
odgrywa réwniez znaczng rol¢ w procesach nowotworzenia (Boonstra, Rijken 1995).

Wptyw EGF na komorki jest mozliwy dzigki istnieniu zakotwiczonego
w btonie komorkowej swoistego receptora EGFR (epidermal growth factor re-
ceptor) (c-ErbB-1/HER1) nalezacego do klasy I receptorow wedtug klasyfikacji
Fantla. Do I klasy receptorow, cechujacych si¢ zewnatrzkomorkowymi domena-
mi bogatymi w cysteing oraz wewnatrzkomorkowa domeng o aktywnosci kinazy
tyrozynowej, naleza oprocz EGFR receptory, wsrdd ktorych wymieni¢ mozna:
c-ErbB-2 (HER2), c-ErbB-3 (HER3), c-ErbB-4 (HER4).

EGF nie jest jedynym ligandem receptora dla naskorkowego czynnika wzro-
stu (tab. 1). Wystepuja tutaj rowniez transformujacy czynnik wzrostowy TGF-a
(transforming growth factor-a), naskdrkowy czynnik wzrostowy wigzacy hepa-
ryne¢ (HB-EGF; heparyne-binding EGF-like growth factor), amfireguling (AR;
amphiregulin) oraz betacelluling (BTC; betacellulin) (Prigent, Lemoine 1992).

Tab. 1. Czynniki wzrostowe rodziny EGF wraz z ich receptorami

CZYNNIKI WZROSTOWE RODZINY EGF RECEPTORY

Naskorkowy czynnik wzrostowy EGF

Transformujacy czynnik wzrostowy TGF-a

Naskorkowy czynnik wzrostowy wigzacy heparyne (HB-EGF) EGFR
Amfiregulina (AR)
Betacellulina (BTC)
c-ErbB-2
Hereguliny
c-ErbB-3

Czynnik r6znicowania neu

Hereguliny

c-ErbB-4

Czynnik réznicowania neu

EGFR - budowa

EGFR jest receptorem wykazujacym aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Kodo-
wany jest przez umiejscowiony na siodmym chromosomie gen, ktory koduje 1186
aminokwasowe biatko o masie 170 kDa. Zbudowany jest z trzech czgsci petnigcych
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odmienne funkcje. W sktad czesci zewnatrzplazmatycznej wchodza dwie domeny,
w ktorych skladzie dominuje cysteina. Miejsce pomigdzy wspomnianymi dome-
nami jest miejscem wigzania liganda. Obnizona wrazliwo$¢ receptora na dziatanie
proteolitycznych enzymow ma zwigzek ze stosunkowo duzg iloscig wystepowania
miejsc N-glikozylacji na zewnatrzplazmatycznej czesci EGFR. Pojedyncza hydro-
fobowa domena srodkowa odpowiada za umiejscowienie EGFR w btonie komor-
kowej. Trzecia cze$¢, bedaca czgscig wewnatrzkomorkowa, posiada charakter ki-
nazy tyrozynowej. Jej budowa przypomina biatka z rodziny Src. Funkcjonowanie
kinazy tyrozynowej jest uwarunkowane przez wigzanie ATP dzieki wystepujacej
w budowie receptora lizynie na pozycji 721. Stosunkowo czgsto nastgpuje zamiana
lizyny przez metioning. Zmiana ta jednak nie wptywa w znaczacy sposob na wig-
zanie liganda przez receptor. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na znaczne podobienstwo
metioniny do lizyny pod wzgledem dtugosci wigzan 1 rozmiaréw katow. Jednakze
zamiana tych dwoch aminokwaséw powoduje zniesienie odpowiedzi komorki na
sygnal stymulujacy w postaci czynnika EGF. Potwierdzaja to badania, w ktorych po
stymulacji naskérkowym czynnikiem wzrostu nie zaobserwowano autofosforylacji,
internalizacji receptora ani zmian w poziomie stezenia jonow Ca** wewnatrz komor-
ki, ekspresji genu c-fos, czy wzrostu liczebnosci komorek. Mozna wyrézni¢ dwa
rodzaje EGFR wystgpujace w blonie wigkszosci komorek. Pierwsza klasa cechu-
je sie duzym powinowactwem do liganda, druga natomiast mniejszym. Proporcja,
w ktorej] wystepuja obie z klas wynosi 1:10. Obydwie klasy (o duzym oraz matym
powinowactwie) s kodowane przez ten sam gen, z czego mozna wysung¢ wnio-
sek, ze roznica w powinowactwie ligandow do receptora ma najprawdopodobnie;
zwigzek z oligomeryzacja lub oddzialywaniem z niepoznanymi jak dotad biatkami
blonowymi lub komorkowymi (Davies, Chamberlin 1996; Ciardiello, Tortora 2001).

EGFR - aktywacja

Przylaczenie liganda w postaci czynnika wzrostowego nalezacego do ro-
dziny EGF do receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu powoduje zmiane
konformacyjng w samym receptorze. Ro$nie rowniez powinowactwo sasiednich
receptorow oraz dochodzi do ich dimeryzacji 1 aktywacji kinazy tyrozynowej
w domenie wewnatrzplazmatycznej. Wystgpuja dwa rozne mechanizmy akty-
wacji kinazy tyrozynowej. Pierwszy z nich jest wewnatrzczasteczkowy i zaktada
koniecznos¢ wertykalnej zmiany konformacyjnej w receptorze. Drugi mecha-
nizm noszacy miano mig¢dzyczasteczkowego polega na dimeryzacji receptora
wywotlane] przez zwigzanie liganda, oraz w konsekwencji do aktywacji kinazy
tyrozynowej. Aktywowane w ten sposob kinazy tyrozynowe doprowadzajg do
fosforylacji reszt tyrozynowych wystepujacych na wewnatrzplazmatycznej do-
menie EGFR. Fosforylacja moze zachodzi¢ w mechanizmie wewnatrzczastecz-
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kowym, gdzie domena katalityczna receptora fosforyluje reszty tyrozynowe tego
samego receptora 1 miedzyczasteczkowym, gdzie domena katalityczna jednego
receptora fosforyluje reszty tyrozynowe receptoréw sasiednich. Utrata pigciu
miejsc fosforylacji EGFR uniemozliwia przytaczenie si¢ substratow komorko-
wych, jednak przesyt sygnatu do proliferacji komorek nie zostaje zablokowany.
Wszystkie fosfotransferazy wymagajg do swojego dziatania obecnosci kofak-
tora. Kinaza tyrozynowa EGFR nie jest tutaj wyjatkiem. Najbardziej efektyw-
nym z kofaktoréw jest w tym przypadku mangan. Aktywno$¢ magnezu, kobaltu
1 cynku jako kofaktorow jest ograniczona do ich wysokich stezen (Herbst, Lan-
ger 2002; Herbst, Bunn 2003).

EGFR - regulacja apoptozy

Ligand EGF jest czynnikiem wzrostowym, ktorego funkcja jest réwniez
promowanie proliferacji réznego typu komorek, w tym miedzy innymi keraty-
nocytéw, komorek nabtonkowych sutka, rogowki, tchawicy, ptuc, srodbtonka,
przewodu pokarmowego 1 komorek glejowych. Dziata on rowniez jako mitogen
na dojrzate komoérki nerwowe. W osrodkowym uktadzie nerwowym wywiera
efekt neuromodulujacy, jak 1 neurotroficzny. Niestety, zarowno EGF, jak 1 EGFR
biorg rowniez udziat w transformacji nowotworowej. Na przestrzeni lat udoku-
mentowano dane $§wiadczace o wysokim stopniu korelacji pomigdzy agresyw-
nos$cig nowotworu a wzrostem ekspresji EGFR. W normalnych warunkach, przy
nadmiarze czynnika wzrostowego, dochodzi do obnizenia ilosci jego receptorow
na btonie komorkowej. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na zwigkszong degradacje re-
ceptordow w porownaniu z ich syntezg 1 recyklizacja jako odpowiedZ na nadmiar
liganda. W komorkach nowotworowych mozna dostrzec nadekspresje EGFR.
Liczba receptoréw dla EGF w przebiegu nowotworu zwigksza si¢ z ok. 80.000
(prawidlowa komorka) do 2 milionow (komorka nowotworowa), co pozwala za-
sugerowac, ze gen kodujacy EGFR jest protoonkogenem. Badania molekularne
prowadzone nad receptorem dla naskorkowego czynnika wzrostu sugeruja, ze
poszczegodlne etapy drogi przekazywania sygnatlu EGFR sg powigzane z proce-
sem nowotworzenia (wzmozona proliferacja 1 angiogeneza, hamowanie progra-
mowanej $mierci komorki — apoptoza, tworzenie ognisk przerzutowych). Zwigk-
szong ekspresj¢ EGFR mozna zauwazy¢ prowadzac badania nad nowotworami
wielu roznych narzadow w tym: glowy, szyi, Zotadka, przetyku, trzustki, jelita
grubego, watroby, jajnikow, piersi 1 ptuc. Aktywacja protoonkogenu, ktory ko-
duje EGFR moze spowodowac nieograniczony wzrost komorek jak 1 uodporni¢
je na proces apoptozy, tworzac z komorek nowotworowych komorki niesmier-
telne, ciaggle proliferujace, przyczyniajac si¢ tym samym do wzrostu nowotworu
(Ciardiello, Bianco 1999; Nicholson 1 wsp., 2001).
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EGFR - przekazywanie sygnalu

Istniejg trzy grupy substratow kinazy tyrozynowej. Pierwsza z nich stanowig
enzymy majace mozliwos¢ przemieszczania si¢ do btony komorkowe). Zazwyczaj
sg umiejscowione na btonie komorkowej oraz Scisle z nig zwigzane. W tej grupie
wyrozniamy fosfolipaze C-y (PLCy), biatko aktywujace aktywno$¢ GTP-azowa
biatka RAS (GAP), 3-kinazg fosfatydyloinozytolu (P,-K), biatka JAK oraz biatko-
wa fosfataze tyrozynowa (SHP-2). Druga grupa to nieenzymatyczne biatka zwane
biatkami adaptorowymi. Posrednicza one pomigdzy kinaza tyrozynowa EGFR a in-
nymi biatkami, ktorych funkcjq jest przekazywanie sygnatu np. Grb2 (growth-factor
receptor-bound2). Do trzeciej grupy zalicza si¢ bialka strukturalne, odpowiedzialne
za szybkie zmiany w btonie komorkowej 1 cytoszkielecie (Bromberg, Fan 1998).

Bialka JAK i STAT

Biatka wchodzace w sktad rodziny JAK/TYK sg cytoplazmatycznymi kinaza-
mi tyrozynowymi. Posiadajg dwie domeny katalityczne. Ich aktywacja moze zaj$¢
dzieki receptorom cytokinowym, w tym przez EGFR. Gtownym biatkiem, ktore zo-
staje aktywowane przez receptor dla naskorkowego czynnika wzrostu jest biatko
JAK1, lecz istniejg rowniez doniesienia o aktywacji JAK2. Biatko JAK1 ma postaé
fosfoproteiny o wielkosci 130 kDa, posiadajacej aktywnos¢ fosfotransferazy jak
1 aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Substratem kinaz JAK sg biatka STAT. Ufosfory-
lowane biatka przechodza w posta¢ dimerow 1 przemieszczaja si¢ do jadra komorko-
wego. Tam, po rozpoznaniu sekwencji GAS, aktywujg transkrypcje roznych genow.
Prowadzac badania nad nowotworami zauwazono zaleznos¢ migdzy aktywnoscia
biatka STAT3 a ekspresja genow wspomagajacych wzrost nowotworu. Hamowanie
aktywnos$ci STAT3 zmniejszato ekspresje kluczowych genow odpowiedzialnych za
proces proliferacii 1 przezywalnosci komorek, a takze spowalniato wzrost guza do-
prowadzajac nawet do jego regresji. Zauwazono rowniez wzmozong produkcje cy-
tokin takich jak RATNES, czy IL-10. PowyzZsze obserwacje sugeruja, ze aktywnos¢
biatka STAT3 moze wptywac na odpowiedz immunologiczng skierowang przeciw-
ko komorkom guza. Biatko STAT3 odgrywa znaczacg rolg w tworzeniu 1 rozwo-
ju nowotworu. Aktywuje ono onkogenne Sciezki sygnatowe oraz moze regulowac
transkrypcje czynnikéw stymulujacych wzrost komorek nowotworowych. Aktyw-
no$¢ antyapoptotyczna i mitotyczna biatka STAT3 doprowadza do zwigkszenia eks-
presji wielu genow regulujacych procesy przezycia i proliferacji komorek nowotwo-
rowych. Zauwazono réwniez role¢ STAT w angiogenezie, metastazie oraz regulo-
waniu ekspresji czynnikow immunosupresyjnych. Biatka STAT odpowiedzialne sa
rowniez za akumulacje limfocytow regulatorowych, ktorych zwigkszona liczba jest
powigzana z niekorzystnym rokowaniem dla chorych (Liu 1 wsp., 1998).
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Kinaza MAP

MAPK (mitogen-activated protein kinase) to grupa kinaz biatkowych ak-
tywowanych miogenem. Sg to kinazy serynowo-treoninowe, ktore umozliwiajg
komorkom odczyt sygnatow pochodzacych ze srodowiska zewnatrzkomorko-
wego. Sygnaty te najczescie) dotycza regulacji cyklu komérkowego, proceséw
proliferacyjnych jak rowniez roznicowania komorek. Szlak Map odpowiedzial-
ny jest takze za efekt nabywania przez komorki ztosliwosci. Map dziata poprzez
fosforylacje kolejnych biatek az do fosforylacji czynnikéw transkrypcyjnych
1 wlasnie w ten sposob reguluje ekspresje niektorych genow.

Po aktywacji EGFR mozliwe jest oddzialywanie biatka adaptorowego Grb2
z fosfotyrozyng EGFR, w sposob bezposredni (przez domeng SH2), lub w sposob
posredni (wigzanie z biatkiem Shc). Biatko Grb2 odpowiedzialne jest rowniez za
transport biatka Sos w poblize blony komorkowej. Obecnos¢ Sos w sasiedztwie blo-
ny umozliwia aktywowanie biatka Ras zakotwiczonego w dwuwarstwie lipidowe;.
Jedng z podstawowych funkcji wspomnianego biatka jest regulacja wzrostu komo-
rek. Aktywacja biatka Ras jest mozliwa przy obecnosci GTP. Natomiast zalezne od
EGFR bialko GAP negatywnie reguluje aktywnos¢ Ras. EGF posiada mozliwos$¢ in-
dukcji dwoch zaleznych od Ras kaskad MAP. Aktywowanie Ras doprowadza do ak-
tywowania kinazy Raf-1. Nastgpnie dochodzi do fosforylacji kinazy MEK/MAPKK
(mitogen activated protein kinase kinase). Aktywowana MEK fosforyluje kinazy
MAP, ERK1 oraz ERK?2 (extracelluuarly regulated protein kinasel, 2). EGF moze
takze regulowac szlak kinaz MAP prowadzacy do aktywacji INK (c-JUNNH, termi-
nal kinase). Aktywowana ERK 1 moze fosforylowa¢ czynnik transkrypcyjny Elk-1.
Elk-1, wraz z czynnikiem transkrypcyjnym SRF (serum response factor), wigze si¢
do SRE (serum response element) w promotorach genow aktywujac transkrypcje.

Fosfolipaza Cy

Fosfolipaza C jest enzymem katalizujgcym reakcje hydrolizy PIP2 (fosfatydylo-
inozytolobifosforan) na IP3 (tri fosforan mozytolu) oraz DAG (diacyloglicerol). Prze-
kazniki te z kolei aktywuja PKC (kinaza biatkowa C) 1 uczestnicza w uwalnianiu jo-
ndéw wapniowych z wewnatrzkomorkowej przestrzeni. Dzigki takim dziataniom maja
znaczacy wplyw na roznorakie procesy komorkowe takie jak: réznicowanie, prolifera-
cja, endocytoza, przekazywanie sygnatow, aktywacje kanatow jonowych. Aktywacja
fosfolipazy PLCyl moze by¢ wynikiem dziatania receptorowych kinaz tyrozynowych
takich jak PDGFR (platelet-derived growth factor receptor), EGFR, FGFR (fibroblast
growth factor receptor) oraz niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Src, Syk, Tec).
Aktywacja PLCy przez EGFR polega na oddzialywaniu domeny SH2 fosfolipazy
z fosfotyrozyng EGFR, co doprowadza do fosforylacji reszt tyrozynowych na PLCy.
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PI-3K (3 kinaza fosfatydyloinozytolu)

Aktywacja PI-K3 przez EGFR zachodzi za posrednictwem biatek ErbB-3,
Cbl oraz Gab-1. W pierwszej kolejnosci dochodzi do przytaczenia kinazy fos-
fatydyloinozytolu (P13-K) do aktywnego kompleksu receptorowego. W blonie
komoérkowej dochodzi do fosforylacji PIP2 (fosfatydyloinozytolo-(4,5)-difos-
foran) do PIP3 (fosfatydyloinozytolo-(3,4,5)-trifosforan), przy zaangazowaniu
PI3-K. PIP3 uczestniczy w aktywacji kinazy biatkowej AKT. Do glownych
funkcji tej kinazy zaliczamy regulacje proliferacji 1 apoptozy komorek np. przez
hamowanie czynnikow proapoptotycznych (biatka Bad, kaspaza 9). Dodatkowo
substratem dla AKT jest kinaza mTOR, majaca swoj udziat w regulacji proce-
sow proliferacji 1 programowanej $mierci komorek (Liu 1 wsp., 1998).

Celem badan byto sprawdzenie potencjalnej mozliwosci wykorzystania pla-
zmidu pLKO.1-puro, zawierajacego swoiste wstawki shRNA anty-EGFR 1 shR-
NA anty-HER2, jako czynnikéw wywolujacych zmiany fenotypowe i czynno-
sciowe potencjalnie prowadzace do nasilenia odpowiedzi uktadu immunologicz-
nego gospodarza.

Material i metoda

Badanie przeprowadzono wykorzystujac linie komorkowa niedrobnoko-
morkowego raka ptuca A549. Receptory z rodziny Erb-B, w tym receptor dla
naskorkowego czynnika wzrostu EGFR oraz receptor HER2, eksprymuja na ko-
morkach A549, wywierajac na nie silny efekt mitogenny. Dlatego tez hamowanie
receptorow dla czynnikow wzrostowych, przez ich state blokowanie, prowadzic
powinno do spadku aktywnosci transformujgcej in vitro, zmniejszenia zdolnosci
do tworzenia guzoéw oraz zwigkszenia wrazliwosci komorek na dziatanie czyn-
nikow proapoptotycznych. Komorki linii niedrobnokomérkowego raka ptuca
hodowano w pozywce DMEM, wzbogaconej odpowiednimi antybiotykami oraz
surowicg, w temperaturze 37°C z atmosferg 5% dwutlenku wegla 1 pasazowano
przed osiggnigciem stanu konfluencji. Komorki transfekowano wykorzystujac
wektor plazmidowy zawierajacy swoiste wstawki w postaci shRNA skierowane
przeciwko EGFR oraz HER2. Jako kontroli uzyto pusty plazmid kontrolny nie
posiadajacy wstawek. Do zbadania cyklu komorkowego postuzono si¢ badaniem
wykorzystujgcym barwienie DNA z uzyciem jodku propidyny (PI). Jodek pro-
pidyny nie posiada mozliwosci przenikania przez nieuszkodzong btong komor-
kowa, ktora jest obecna na komorkach zywych oraz tych we wezesnym stadium
apoptozy. Komorki nekrotyczne, oraz te w poznej apoptozie, barwig si¢ na czer-
wono. Apoptoze¢ badano wykorzystujac technike barwienia komorek przy uzy-
ciu aneksyny V. Stuzy ona do cytofluorymetrycznej analizy komorek apopto-
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tycznych. Stosuje si¢ ja, by wykry¢ obecnos¢ fosfatydyloseryny na powierzchni
btony komorkowej. Fosfatydyloseryna pojawia si¢ na powierzchni komorek juz
na poczatku ich apoptozy. W normalnych warunkach wystepuje jako sktadnik
bton wewnatrzkomorkowych 1 znajduje si¢ po wewngtrznej stronie dwuwarstwy
lipidowej. Stosujac analize¢ cytometryczng oraz barwienie komorek zestawem
ztozonym z aneksyny V oraz jodku propidyny (PI), oprocz badania cyklu ko-
morkowego, mozemy rozrozni¢ komorki zywe, nekrotyczne jak 1 oceni¢ stadia
apoptozy. Komorki zywe pozostajg niezabarwione, nekrotyczne barwig si¢ jod-
kiem propidyny, komorki we wezesnym stadium apoptozy barwig si¢ aneksyna,
a w poznej fazie obydwoma odczynnikami. W celu zbadania hamowania eks-
presji EGFR 1 HER2, przy wykorzystaniu czasteczek shRNA, przeprowadzono
izolacje catkowitego RNA z komorek linii A549 transfekowanych plazmidem
zawierajgcym shRNA anty-HER2, shRNA anty-EGFR, plazmidem kontrolnym
oraz izolacje z komorek nietransfekowanych. W tym celu wykorzystano zestaw
do izolacji High Pure Isolation Kit firmy Roche. Przeprowadzono réwniez reak-
cj¢ odwrotnej transkrypcji, polegajacej na otrzymaniu cDNA na matrycy RNA.
Otrzymany w ten sposob cDNA powielono pdzniej w reakcji PCR, czyli reakeji
tancuchowej polimerazy. Reakcja PCR umozliwia amplifikacje¢ kopii odpowied-
niego fragmentu genu. Metoda RT-PCR nie jest metoda tylko jakosciowa, ale
rowniez ilosciowa, pozwalajacg na oszacowanie poczatkowej ilosci czasteczek
DNA. Tloé¢ okreslonego mRNA w komorce zalezy od poziomu ekspresji odpo-
wiedniego genu, po przepisaniu mRNA na cDNA za pomocg enzymu odwrotnej
transkryptazy 1 jego pozniejszej amplifikacji za pomocg RT-PCR, mozliwa jest
analiza ekspresji genow. W celu zbadania efektu wyciszania genu dla EGFR
oraz HER2 przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny otrzymanych produk-
tow reakcji PCR na zelu agarozowym. Rozdziat elektroforetyczny umozliwia
odseparowanie od siebie fragmentow DNA o roznej dtugosci, wykorzystujac
roznice w szybkosci poruszania si¢ fragmentow kwasow nukleinowych w polu
elektrycznym. Ujemnie natadowane czasteczki kwasoéw nukleinowych wedrujg
w kierunku dodatniego pola elektrycznego. Znakowanie kwasow nukleinowych
na zelu przeprowadza si¢ przy uzyciu barwnikéw takich jak np. bromek ety-
dyny, ktéry ma mozliwos¢ interkalowania mi¢dzy pary zasad DNA. Rozdzial
czasteczek DNA zalezy od takich czynnikow jak: natezenie pola elektryczne-
go, wypadkowego tadunku elektrycznego oraz wielkosci 1 ksztattu migrujacych
czasteczek.
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Wyniki

Na rycinie 1 zwraca uwagg brak prazkow w przypadku komorek transfeko-
wanych plazmidami ze wstawka shRNA anty-EGFR (Sciezka nr 3), w porow-
naniu do komorek transfekowanych pustym plazmidem kontrolnym ($ciezka
2) oraz nietransferowanych ($ciezka 4), co $wiadczy o zahamowaniu ekspresji
EGFR. Podobng sytuacje mozna zaobserwowa¢ dla HER2. Rowniez nie zaob-
serwowano prazkow w przypadku komorek transfekowanych plazmidami ze
wstawka shRNA anty-HER2 (Sciezka nr 6), w porownaniu do komorek transfe-
kowanych pustym plazmidem kontrolnym ($ciezka 5) oraz nietransferowanych
(Sciezka 7), co Swiadczy o zahamowaniu ekspresji HER2.

M — marker wielkosci

pE — komorki transfekowane pustym plazmidem
E — komorki transfekowane shRNA anty-EGFR
NTR E — komorki nietransfekowane

pH — komorki transfekowane pustym plazmidem
H — komorki transfekowane shRNA anty-HER2
NTR H - komérki nietransfekowane

Rye. 1. Elektroforetyczny rozdziat produktow RT-PCR (cDNA EGFR 1 HER2 z lini komorkowej A549)

Tab. 2. Wczesna i pdzna apoptoza komorek linii A549 - barwienie aneksyng V FITC oraz jodkiem
propidyny

Komorki Pusty plazmid shRNA shRNA
nietransfekowane kontrolny anty-EGFR anty-HER2
[% komorek] [% komorek] [% komorek] [% komorek]
Aneksyna V + PI - 6.7 17.1 112 93
(wczesna apoptoza)
Ancksyna V + PI+ 3,1 18,2 430+ 23,1

(p6zna apoptoza)

Tabela 2. przedstawia wyniki badah wczesnej 1 pdznej apoptozy zaobser-
wowane] w komorkach linii niedrobnokomérkowego raka ptuca barwionych
aneksyng V FITC. Dzigki rownoczesnemu barwieniu przyzyciowemu badanych
komorek jodkiem propidyny wyznakowano komorki bedace w pdznej apopto-
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zie. Zwraca uwage wzrost odsetka komérek w podznej apoptozie po transfekeji
z plazmidem kodujacym czgsteczki shRNA anty-EGFR oraz shRNA anty-HER?2.
Jednakze tylko w przypadku zastosowania plazmidu kodujagcego shRNA anty-
-EGFR wzrost odsetka komorek w poznej apoptozie byt znamienny statystycznie.

Whioski

1.

Przy uzyciu plazmidow pLKO.1-puro zawierajacych wstawki shRNA anty-
-EGFR oraz shRNA anty-HER2 zahamowano ekspresje onkogenéw EGFR
oraz HER2 w komérkach linii A549 niedrobnokmorkowego raka phuca.
Uzyskany wynik potwierdzono technika RT-PCR oraz rozdziatem elektro-
foretycznym na zelu agarozowym.

2. Zahamowanie ekspresji EGFR prowadzito w linii A549 do znamiennego
statystycznie wzrostu odsetka komorek w apoptozie, zwlaszcza w pozne;j
apoptozie, w pordwnaniu z komorkami transferowanymi plazmidem kon-
trolnym 1 komorkami nietransferowanymi.

3. W swietle uzyskanych wynikow wydaje sie, ze hamowanie genu dla EGFR
moze mie¢ znaczenie w ewentualnych probach immunoterapii 1 terapii ge-
nowej niedrobnokomérkowego raka phuca.
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