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Wstepne wyniki zastosowania techniki
interferencji RNA do wyciszania ekspresji
genéw MMP-2 i MMP-9 kodujacych
metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej
w komorkach raka phuca linii A549

Preliminary results of application of RNA interference
technique to downregulate expression of matrix
metalloproteinases: MMP-2 and MMP-9 genes

in A549 lung cancercells
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STRESZCZENIE

WSTEP

Wazrost guzéw nowotworowych, inwazja otaczajacych tkanek oraz powstawanie
przerzutow wymagaja degradacji biatkowych sktadnikow macierzy pozakomor-
kowej oraz bton podstawnych. Metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowe;j
odgrywaja podstawowg rol¢ w trawieniu skladnikéw macierzy i nasilaja wiele
niekorzystnych zmian w otoczeniu rozwijajacego si¢ nowotworu. W przebiegu
licznych nowotwordéw szczegolnie podkresla si¢ negatywng role metaloproteinaz
nalezacych do grupy zelatynaz. Celem pracy byto zaprojektowanie i zastosowa-
nie metody wykorzystujacej zjawisko interferencji RNA, pozwalajacej obnizy¢
ekspresje genow MMP-2 i MMP-9.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity ludzkie komorki nowotworowe niedrobnokomor-
kowego raka pluca linii A549. Wyciszajace konstrukcje genetyczne zaprojekto-
wano opierajac sie na sekwencjach mRNA dla MMP-2 i MMP-9, pochodzacych
z bazy danych GenBank, za pomocg programu komputerowego Sirna, a nastep-
nie wklonowano do plazmidu pSUPER.neo. Po zweryfikowaniu prawidtowosci
otrzymanych konstrukcji, plazmidowy DNA wykorzystano do transfekcji komo-
rek eukariotycznych A549. Do oceny zmian poziomu ekspresji mMRNA MMP-2
i MMP-9 zastosowano metode Real Time™ RT-PCR.

WYNIKI

W komoérkach A549, do ktorych wprowadzono zaprojektowane konstrukcje
shRNA/MMP-2, po 24 godzinach nie zaobserwowano zmian poziomu mRNA
MMP-2, natomiast po 10 dniach odnotowano 33,1% spadek ekspresji tego genu.
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Wydajniejszy byt proces wyciszania ekspresji genu MMP-9, gdyz w komorkach transfekowanych plazmidami
niosgcymi konstrukcje shRNA/MMP-9 zaobserwowano 95,6% spadek liczby kopii mRNA MMP-9 juz po
24 godzinach. Po 10 dniach poziom ekspresji genu MMP-9 wynosit 26,2% w stosunku do poziomu ustalonego
dla komorek kontrolnych.

WNIOSKI
Technika interferencji RNA moze by¢ wykorzystywana do wyciszania ekspresji genéow zelatynaz zwigzanych
z procesem metastazy nowotworow. Wstepne wyniki potwierdzity zdolnoé¢ zaprojektowanych konstrukcji gene-

tycznych do potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji tychze genow w komorkach niedrobnokomorkowego raka
ptuca linii A549.

SLOWA KLUCZOWE
MMP-2, MMP-9, interferencja RNA, niedrobnokomoérkowy rak ptuca

ABSTRACT

INTRODUCTION

Tumor growth, invasion of surrounding tissues and metastasis require degradation of the protein components of
the extracellular matrix and basement membranes. Matrix metalloproteinases play a major role in the process of
digesting ECM components and intensify the adverse effects around the growing tumor. Increased expression
and activity of MMP-2 and MMP-9 have been observed in many malignancies. The aim of this study was to
design and apply a method based on RNA interference to reduce the expression of gelatinases.

MATERIAL AND METHOD

Silencing oligonucleotides directed at MMP-2 and MMP-9 genes were designed based on the mRNA sequences
(GenBank) in the sirna program. Gene constructs were synthesized and cloned into the pPSUPER.neo vector.
After verifying their correctness, plasmid DNA was used to transfect human non-small cell lung cancer A549
cells. The changes in the level of MMP-2 and MMP-9 mRNA were determined by the Real Time™ PCR tech-
nique.

RESULTS

After 24 hours of ShRNA/MMP-2 construct application, no changes in the MMP-2 mRNA level were observed.
In turn, after 10 days a 33.1% reduction was noticed. Downregulation of the MMP-9 gene was more efficient.
After 24 hours of using plasmids carrying sShRNA/MMP-9 constructs, a 95.6% decrease in the number of
MMP-9 mRNA copies was observed. After 10 days, the level of MMP-9 gene expression was 26.2% in compari-
son to the mRNA level established for the control cells.

CONCLUSIONS

The RNA interference technique can be successfully used to downregulate the expression of MMP-2 and MMP-9
genes. The obtained results confirmed that our ShRNA/MMP-2 and shRNA/MMP-9 constructs are capable of
reducing the mRNA level in the non—small cell lung cancer A549 cell line.

KEY WORDS
MMP-2, MMP-9, RNA interference, non-small cell lung cancer



WYCISZANIE EKSPRESJI ZELATYNAZ W RAKU PLUCA

WSTEP

Zewnatrzkomoérkowa proteoliza komponentéw macie-
rzy otaczajacej komorki (extracellular matrix — ECM)
nalezy do procesdw zapewniajacych homeostazg
tkankowa organizmu. Jednak podczas rozwoju guzéw
nowotworowych wzmozona proteoliza przyczynia si¢
do inwazji otaczajacych tkanek, niekontrolowanego
wzrostu guza oraz powstawania przerzutow. Liczne
badania potwierdzaja fakt, ze proteolityczne enzymy
zewnatrzkomorkowe, takie jak metaloproteinazy ma-
cierzy pozakomoérkowej (matrix metalloproteinases —
— MMPs), nasilaja wiele niekorzystnych zmian
W otoczeniu rozwijajacego si¢ nowotworu [1].

Gltowng rola MMPs jest degradowanie biatek struktu-
ralnych macierzy pozakomorkowej oraz bton pod-
stawnych, takich jak kolagen, lamina, proteoglikany
czy fibronektyna, co wigze si¢ z utatwieniem migracji
komorek. Do substratow MMPs naleza rowniez roz-
norodne czynniki biatkowe — czynniki chemotaktycz-
ne, czasteczki adhezyjne, inhibitory proteinaz, czynni-
ki wzrostowe oraz receptory zlokalizowane na po-
wierzchni komorek [2]. Ze wzgledu na swojg aktyw-
no$¢ MMPs petnig liczne funkcje i sg zaangazowane
w wiele procesow fizjologicznych i patologicznych
wymagajacych dynamicznych zmian w obrebie ECM.
Wzrost ekspresji oraz aktywnos$ci réznych MMPs
obserwuje si¢ w przebiegu wielu nowotwordw, jednak
szczegblnie podkresla si¢ podstawowa rolg dwodch
enzymow z grupy zelatynaz: MMP-2 i MMP-9. Maja
one zdolno$¢ do degradacji kolagenu typu IV, bedace-
go gtownym sktadnikiem bton podstawnych naczyn
krwiono$nych. Dzigki degradacji sktadnikow ECM
i niszczeniu struktur bton podstawnych, zelatynazy
usuwajg fizyczne bariery ograniczajace mozliwosci
wzrostu guzow nowotworowych, umozliwiajg nacie-
kanie sgsiednich tkanek, penetracje naczyn krwiono-
$nych oraz tworzenie ognisk przerzutowych [3,4].
Najczesciej podwyzszony poziom ekspresji MMPs
u chorych na nowotwory koreluje ze ztym rokowa-
niem, wigkszym ryzykiem wznowy oraz krotszym
okresem przezycia pacjenta [5].

Zwigkszong ekspresj¢ zelatynaz w komorkach guza
oraz wzrost ich st¢zenia w osoczu wykazano m.in.
W przebiegu nowotwordéw pluca [6,7]. Pierwotny rak
phuca nalezy do najagresywniejszych i najczestszych
nowotworow zlosliwych. Jest rowniez glowng przy-
czyna zgonow spowodowanych chorobami nowotwo-
rowymi. Az u 80% pacjentow z rakiem ptuca diagno-
zowany jest niedrobnokomoérkowy rak pluca (non-
-small cell lung cancer — NSCLC). Warunkiem jego
chirurgicznego usunigcia jest brak przerzutow, jednak
ma on wysoki potencjal metastatyczny 1 czgsto
W momencie rozpoznania stwierdza si¢ obecnos¢
guzow wtérnych [8].

Dzigki dynamicznemu rozwojowi wiedzy na temat
molekularnych mechanizméw bedacych podlozem
rozwoju nowotworow mozliwe staje si¢ opracowanie
nowych strategii terapeutycznych. Wspotczesna inzy-
nieria genetyczna dysponuje narz¢dziem pozwalaja-
cym na wylaczanie aktywnosci wybranych genow
dzigki naturalnie wystgpujacemu w komorkach me-
chanizmowi wyciszania ich ekspresji. Zjawisko inter-
ferencji RNA (RNA interference — RNAI) jest indu-
kowane obecnosciag w komoérce dwuniciowych czaste-
czek RNA (double stranded RNA — dsRNA) o se-
kwencji homologicznej do sekwencji docelowego
transkryptu. Pojawienie si¢ egzogennych czasteczek
dsRNA jest dla komorki sygnatem do uruchomienia
procesu RNAI, prowadzacego do degradacji obcego
materiatu genetycznego oraz homologicznych czgste-
czek mRNA [9].

W przebiegu procesu RNAi wyrdzni¢ mozna dwa
etapy. W pierwszym dochodzi do enzymatycznej
degradacji dwuniciowego RNA przeprowadzanej
przez rybonukleaze Dicer. Jest to tzw. etap inicjujacy,
mozliwy zardbwno w cytoplazmie, jak i w jadrze ko-
morkowym. W wyniku hydrolizy dsRNA powstaja
tzw. krotkie interferujace czasteczki RNA (short inter-
fering RNA — siRNA) o dlugosci 19-23 nukleotydow,
zbudowane z nici sensowej i antysensowej, ktore
tworzg 19 nt komplementarny dupleks. Celem drugie-
go, tzw.wykonawczego etapu przebiegajacego
W cytoplazmie, jest degradacja docelowej czasteczki
mRNA. Wygenerowane przez Dicer czgsteczki siRNA
sq wigzane w kompleks biatkowy RISC (induced
silencing complex — RNA), po czym dochodzi do
rozplecenia ich dwuniciowej struktury i degradacji
jednej z nici. Pozostata ni¢ antysensowa odgrywa role
przewodnika, umozliwiajac aktywnemu kompleksowi
RISC odnalezienie w komorce komplementarnej se-
kwencji mRNA. W wyniku hybrydyzacji dochodzi
do wyzwolenia aktywnos$ci nukleazowej kompleksu
RISC i do przeciecia dupleksu siRNA/mRNA. Prze-
cigta czasteczka mRNA zostaje nastepnie zdegrado-
wana przy udziale egzonukleaz [10,11,12,13]. Degra-
dacja endogennych transkryptéw skutkuje ogranicze-
niem wydajnosci translacji i przyczynia si¢ do reduk-
cji poziomu wybranych biatek. Dzigki wysokiej wy-
dajnos$ci, specyficznosci oraz mozliwosci uzyskania
stosunkowo stabilnego efektu wyciszenia, technika
interferencji RNA daje nadziej¢ na postgpy w terapii
genowej chorob, w ktorych zmniejszenie poziomu
jednego badz kilku konkretnych biatek mogtoby spo-
wodowa¢ spowolnienie lub zahamowanie procesu
chorobowego [14].

Majac na uwadze wielokierunkowy udziat Zelatynaz
W procesie przerzutowania nowotwordw, w ramach
niniejszych badan podjeto probe zastosowania techni-
ki interferencji RNA do wyciszenia ekspresji genow
MMP-2 i MMP-9.
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MATERIAL | METODY

Hodowle komérkowe

Materiat do badan stanowity ludzkie komoérki nowo-
tworowe niedrobnokomoérkowego raka pluca linii
A549 (ATCC: CCL-185). Hodowleg in vitro prowa-
dzono w standardowych warunkach (temperatura
37°C, atmosfera 95% powietrza i 5% dwutlenku we-
gla) w podtozu wzrostowym RPMI-1640 z dodatkiem
10% bydlgcej surowicy ptodowej FBS (PAA Labora-
tories GmbH) oraz gentamycyny (20 pg/ml) (PAA
Laboratories GmbH) w inkubatorze Hera-Cell (Hera-
eus). Czas podwojenia liczby komoérek wynosit ok.
22 godzin. Stan hodowli monitorowano za pomocg
mikroskopu odwréconego Axiovert (Zeiss). Zywot-
no$¢ komoérek wyznaczano w komorze hemocytome-
trycznej Neubauera z uzyciem roztworu 0,1% blekitu
trypanu w soli fizjologicznej (Sigma).

Przygotowanie konstrukcji genetycznych do
ekspresji ShRNA

W celu wyciszenia ekspresji genow kodujacych zela-
tynazy skonstruowano wektory posiadajace w swojej
strukturze inserty kodujace czasteczki shRNA (short-
-hairpin RNA) specyficznie nakierowane wzgledem
docelowych sekwencji mMRNA  metaloproteinaz
MMP-2 i MMP-9. Konstrukcje genetyczne oparto na
czasteczce tzw. molekularnego wektora ekspresyjne-
go, jakim byt plazmid pSUPER.neo (OligoEngine).
Do wyboru sekwencji docelowych w obrebie mRNA
badanych metaloproteinaz wykorzystano program
komputerowy sirna, wchodzacy w sktad pakietu
EMBOSS  (http://emboss.bioinformatics.nl/).  Jako
pliki wyjsciowe do projektowania in silico czasteczek
shRNA wykorzystano sekwencje mRNA dla MMP-2
i MMP-9, pochodzace z bazy danych GenBank (od-
powiednio: NM_004530 oraz NM_004994.2). Opiera-
jac sie na wybranych sekwencjach i algorytmie sirna,
zaprojektowano 60-nukleotydowe oligomery DNA
kodujace shRNA: MMP2shF: 5°-GAT CCC CGA
GTT GGC AGT GCA ATA CCT TCA AGA GAG
GTA TTG CAC TGC CAA CTC TTT
TTA-3’, MMP2shR: 5>-AGC TTA AAA AGA GTT
GGC AGT GCA ATA CCT CTC TTG AAG GTA
TTG CAC TGC CAA CTC GGG-3’, MMP9shF:
5’-GAT CCC CAC TAC TCG GAA GAC TTG CCT
TCA AGA GAG GCA AGT CTT CCG AGT AGT
TTT TTA-3’, MMP9shR: 5°-AGC TTA AAA AAC
TAC TCG GAA GAC TTG CCT CTC TTG AAG
GCA AGT CTT CCG AGT AGT GGG-3°. W celu
uzyskania dwuniciowych czasteczek DNA, nastgpnie
poddawanych strategii klonowania w struktur¢ wekto-
ra pSUPER.neo, otrzymane oligomery forward
i reverse dla MMP-2 i MMP-9 poddano hybrydyza-
cji. Uzyskane w ten sposob dwuniciowe inserty zosta-

ly wklonowane w zlinearyzowany uprzednio
zapomocyg enzymoOw restrykcyjnych Bglll i Hindlll
(Fermentas) wektor ekspresyjny pSUPER.neo pod
kontrolg promotora H1. Zrekombinowane plazmidy
namnazano w Systemie prokariotycznym (hodowle
kompetentnych komorek bakteryjnych E. coli DH5a,
Gibco BRL) oraz wyizolowano metoda lizy alkalicz-
nej. Poprawno$¢ klonowania insertéw kodujacych
czasteczki ShRNA wzgledem wektora potwierdzono
technika analizy restrykcyjnej oraz za pomoca se-
kwencjonowania.

Transfekcja komorek eukariotycznych

Przygotowane konstrukcje genetyczne postuzyty do
transfekcji komorek linii A549. W dniu poprzedzaja-
cym transfekcje komorki wysiano na 12-dotkowe
phytki hodowlane w liczbie 2 x 10° komoérek na dotek.
Bezposrednio przed transfekcjg usunigto podtoze
hodowlane, a komorki przeptukano pozywka RPMI-
-1640 bez dodatku surowicy. Transfekcj¢ przeprowa-
dzono przy uzyciu odczynnika majacego zdolno$¢
wigzania plazmidowego DNA i jego przenoszenia do
komorek — Nanofectin (PAA Laboratories) — zgodnie
z protokotem producenta. Plazmidowy DNA (2 pg)
mieszano z odczynnikiem Nanofectin (6,4 pul)
w zalecanym stosunku v/v 1. 3.2. W badaniach
uwzgledniono hodowle kontrolne, w tym: komorki
nietraktowane plazmidowym DNA oraz komorki
transfekowane oligomerami zaprojektowanymi na
podstawie przypadkowej sekwencji SCR (scrambled)
niewykazujacej homologii w stosunku do Zzadnego
ludzkiego genu. Po 24 godzinach od transfekcji do
hodowli komorek A549 dodawano czynnik selekcyjny
W postaci genetycyny o stezeniu 750 pg/ml. Selekcje
pozytywnie transfekowanych komorek linii AS549
prowadzono przez 10 dni.

Oznaczanie ekspresji genow MMP-2 i MMP-9
technikg Real-Time RT-PCR
Poziom transkryptow mRNA MMP-2 i MMP-9

w komorkach, w ktorych indukowano proces interfe-
rencji RNA, oraz w komdrkach kontrolnych oznaczo-
no stosujac ilosciowa technike RT-PCR z mozliwos$cia
detekcji produktow reakcji w czasie rzeczywistym
(Real-Time™ RT-PCR). Z hodowanych in vitro ko-
morek A549 po 24 godzinach oraz po 10 dniach od
transfekcji wyizolowano catkowity RNA metoda
fenolowo-chloroformowsg przy uzyciu odczynnika Tri-
-Reagent (Sigma-Aldrich). 1zolaty RNA wykorzysta-
no jako matryce w jednostopniowej reakcji RT-PCR.
Reakcje prowadzono w 15 pl mieszaniny reakcyjnej,
ktorej sktad, z wyjatkiem starterow specyficznych dla
badanych transkryptow, byt identyczny. Ilos¢ calko-
witego RNA w kazdej reakcji wynosita 200 ng. Zasto-
sowano barwnik fluorescencyjny SYBR Green |,
ktory interkaluje w struktur¢ dwuniciowego DNA,


http://emboss.bioinformatics.nl/

WYCISZANIE EKSPRESJI ZELATYNAZ W RAKU PLUCA

powodujac wzrost intensywnosci fluorescencji pro-
porcjonalny do ilosci powstajacych produktow ampli-
fikacji. Do detekcji mRNA MMP-2 zastosowano
startery F: 5’-CAG GGA GCG CTA CGA TGG
AG-3’ oraz R: 5’-TCC TTG GGG CAG CCA TAG
AA-3’, natomiast do detekcji mMRNA MMP-9 startery
F: 5°-GCT CAC CTT CAC TCG CGT G-3’ i R:
5’-CGC GAC ACC AAA CTG GAT G-3".
Rownocze$nie, aby umozliwi¢ poréwnywanie wyni-
kéw pomiedzy analizowanymi prébami, prowadzono
amplifikacje mRNA tzw. genu referencyjnego W po-
staci B-aktyny. Gen ten nalezy do genéw metabolizmu
podstawowego (housekeeping genes), ktorych ekspre-
sja w komorce jest utrzymywana na statym poziomie.
Jego amplifikacje prowadzono z zastosowaniem pary
starterow: F:5’-TCA CCC ACA CTG TGC CCA
TCT ACG A-3’ iR: 5’-CAG CGG AAC CGC TCA
TTG CCA ATG G-3°.

Po zakonczeniu reakcji przeprowadzono analize tem-
peratur topnienia (Tm) produktéw amplifikacji w celu
weryfikacji specyficznosci reakcji RT-PCR. Poziom
ekspresji badanych genéw ustalano postugujac sie
warto$cig Ct (Cycle threshold) oznaczajaca wejscie
reakcji amplifikacji w faze logarytmicznego przyrostu
produktow. Zmiany poziomu mRNA MMP-2 i MMP-
-9 wyznaczano metoda AACrt, tzw. metoda relatywne;j
oceny ekspresji w odniesieniu do poziomu ekspresji
genu B-aktyny stanowigcego kontrole endogenng. Jako
kalibrator metody wykorzystano hodowle komorek
A549 transfekowane plazmidem kontrolnym (kon-
strukcja sShRNA o sekwencji scrambled). Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej w pakiecie
Microsoft Office 2007 oraz w programie STATISTI-
CA V. 6.0.

A ser
HindITT

B
==
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Ryc. 1. Strategia klonowania sekwencji modulatorowych w wektor
ekspresyjny pSUPER.neo. A - plazmid pSUPER.neo zlinearyzowany za
pomoca enzyméw restrykcyjnych Hindlll i Bglll; B - insert (sekwencja
kodujaca shRNA) posiadajacy lepkie korice komplementarne do korcow
powstatych w wyniku ciecia plazmidu enzymami restrykcyjnymi; C —
— zrekombinowany plazmid (konstrukcja ekspresyjna dla shRNA).

Fig. 1. Strategy of cloning modulating sequences into pSUPER.neo
expression vector. A — plasmid pSUPER.neo linearized with restriction
enzymes Hindlll and Bglll; B — insert (shRNA coding sequence) with sticky
ends complementary to ends generated by cutting plasmid with restriction
enzymes; C — recombinant plasmid (construction for shRNA expression).

WYNIKI

Etapem warunkujacym przeprowadzenie niniejszych
badan byto uzyskanie prawidtowych konstrukcji gene-
tycznych umozliwiajacych zainicjowanie procesu
interferencji RNA w komorkach nowotworowych.
Aby zapewni¢ ciaglte powstawanie czasteczek wyci-
szajacych ekspresje genow MMP-2 i MMP-9 w ko-
morkach (in situ), do plazmidu pSUPER.neo wklono-
wano specjalnie zaprojektowane konstrukcje dsDNA
(ryc. 1).

60-nukleotydowe inserty koduja dwa komplementarne
odcinki DNA rozdzielone 9-nukleotydowg niekodujg-
cg sekwencja tacznikowa odpowiedzialng za utworze-
nie tzw. petli. Dzigki specyficznej budowie insertow
ulegaja one w komorce transkrypcji do czasteczek
RNA zdolnych do spontanicznego zwijania sie
w strukture spinki do wloséw (shRNA). Prekursorowe
transkrypty shRNA sa w komorkach szybko prze-
ksztatcane do funkcjonalnych czasteczek siRNA (ryc. 2).

A) GAGUUGGCAGUGCAAUACCUU
UUCUCAACCGUCACGUUAUGG
‘H- ucC
B) GAGUUGGCAGUGCAAUACC VY T2

UUCUCAACCGUCACGUUAUGGAGAG

y

I

<) Docelowa sekwencja sensowa

GAGTTGGCAGTGCAATACC
CTCAACCGTCACGTTATGG

Docelowa sekwentja antysensowa

GGTATTGCACTGCCAACTC
CCATAACGTGACGGTTGAG

PSUPER.neo

Ryc. 2. Proces transkrypcji insertu i przeksztatcanie produkiu jego
ekspresji (shRNA) do funkcjonalnych czasteczek siRNA zdolnych do
wyciszania ekspresji genu MMP-2. C — budowa insertu wklonowanego do
plazmidu pSUPER.neo (konstrukcja shRNA); B - produkt transkrypcji
oligomeru tworzacy spontanicznie strukture spinki do wiosow; A —
- funkcjonalna czasteczka siRNA powstajgca w  wyniku ciecia
nukleolitycznego shRNA przez endogenne RNazy.

Fig. 2. Transcription of insert and transformation of resulting product
(shRNA) to functional siRNA molecules which are capable of silencing
MMP-2 gene expression. C — sequence of insert cloned into pPSUPER.neo
plasmid (shRNA construction); B — transcription product spontaneously
forming hairpin structure; A — functional siRNA molecule produced by
cutting shRNA with endogenous RNases.
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W celu uzyskania odpowiedniej puli zrekombinowa-
nych plazmidéw wprowadzono je do komorek proka-
riotycznych Escherichia coli szczepu DHS5a, w kto-
rych plazmidowe DNA jest w naturalny sposéb po-
wielane. Transformowane klony E. coli selekcjono-
wano na szalkach z podtozem LB z dodatkiem ampi-
cyliny. Po ich namnozeniu izolowano plazmidowy
DNA, ktéry dodatkowo weryfikowano pod wzgledem
poprawnosci klonowania. Analiza restrykcyjna po-
zwolita odrézni¢ klony zawierajace wektor z insertem
od klonéw negatywnych, czyli ,,pustych”, na podsta-
wie roznicy dlugosci powstajacych produktow trawie-
nia. Na rycinie 3 przedstawiono przyktadowy wynik
rozdziatu elektroforetycznego produktow trawienia
plazmidowego DNA za pomoca enzyméw ECORI
i HindlIl.

& 287pz
& 227 pz

Ryc. 3. Przyktadowy wynik rozdzialu elektroforetycznego produktow
trawienia plazmidowego DNA izolowanego z klonéw bakteryjnych
transformowanych rekombinowanymi plazmidami zawierajacymi inserty
kodujace shRNA wyciszajace MMP-2.

Fig. 3. Example result of electrophoretic separation of digested plasmid
DNA isolated from bacterial clones transformed with recombinant plasmids
containing inserts encoding shRNA for MMP-2 silencing.
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Wybrane izolaty plazmidowego DNA, pochodzace
z klonéw przyjetych na podstawie wynikéw analizy
restrykcyjnej za pozytywne, zostaty poddane sekwen-
cjonowaniu. Pozwolilo to potwierdzi¢ petng zgodno$é
sekwencji w obrebie insertow oraz ich prawidlowa
orientacje wzgledem otwartej ramki odczytu, umozli-
wiajaca ich ekspresje in situ.

W kolejnym etapie badan gotowe preparaty plazmi-
dowego DNA zostaly przeznaczone do transfekcji
hodowanych in vitro komorek raka ptuca A549. Ana-
lizg efektow modulacji ekspresji badanych genow
przeprowadzono po uplywie 24 godzin oraz po 10
dniach od transfekcji komorek. Oceny zmian poziomu
ekspresji genéw MMP-2 i MMP-9 w komoérkach do-
konano z zastosowaniem techniki Real Time™
RT-PCR. Relatywny poziom ekspresji wyciszanych
gendw wyznaczono tzw. metoda (AACt) w odniesie-
niu do ekspresji genu B-aktyny.

Jak stwierdzono, zaprojektowane konstrukcje gene-
tyczne shRNA/MMP-2 oraz shRNA/MMP-9, po
wprowadzeniu do komorek eukariotycznych AS549,
pozwalaja obnizy¢ ekspresje genéow kodujacych bada-
ne zelatynazy. Mimo iz postgpowanie w trakcie pro-

jektowania oraz realizacji do$wiadczenia bylo iden-
tyczne w odniesieniu do MMP-2 i MMP-9, odnoto-
wano znaczne roznice w efektywnosci obnizania po-
ziomu ekspresji badanych genow z wykorzystaniem
zastosowanych konstrukcji.

W hodowlach komoérek A549, ktore transfekowano
rekombinowanymi plazmidami zawierajacymi kon-
strukcje shRNA/MMP-2, po uptywie 24 godzin nie
zaobserwowano istotnych zmian w poziomie ekspresji
genu MMP-2, jednak po 10 dniach nastapit spadek
jego ekspresji do poziomu 66,9% w stosunku
do hodowli komoérek kontrolnych. W wyniku trans-
fekcji komorek A549 analogicznymi plazmidami
rekombinowanymi zawierajacymi konstrukcje shRNA/
IMMP-9 obserwowano spadek poziomu ekspresji
genu MMP-9 zaréwno po 24 godzinach, jak i po 10
dniach. Po uptywie doby od transfekcji spadek byt
bardzo istotny — w komorkach wykryto jedynie 4,4%
ilosci mRNA MMP-9 wzgledem poziomu wystepuja-
cego w komoérkach kontrolnych, po uptywie 10 dni
w warunkach prowadzonej selekcji obserwowany
poziom ekspresji MMP-9 byt ciagle niski i utrzymy-
watl si¢ w granicach 26,2% wartosci odnotowywanej
dla hodowli kontrolnej (ryc. 4).
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Ryc. 4. Zmiany odsetka relatywnej ekspresji genow MMP-2 i MMP-9 na
poziomie mRNA w linii komérkowej A549 po 24 godzinach oraz po 10
dniach od wprowadzenia do komérek konstrukcji kodujacych shRNA
w odniesieniu do hodowli kontrolnej. Poziom ekspresji genéw MMP-2
i MMP-9 w komérkach kontrolnych byt staly i zostat przyjety jako 100%.
Fig. 4. Changes in relative levels of MMP-2 and MMP-9 mRNA in A549
culture after 24 hours and 10 days from introduction of shRNA expressing
constructions into cells in relation to control culture. Level of MMP-2 and
MMP-9 gene expression in control cells was stable and considered as
100%.

DYSKUSJA

Zdolno$¢ do przerzutowania komoérek nowotworo-
wych jest wynikiem wielu ztozonych procesow, wsrod
ktorych niewatpliwie duza role nalezy przypisa¢ ak-
tywnosci proteolitycznej enzymow z grupy metalopro-
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teinaz, a wérdd nich szczegdlnie MMP-2 i MMP-9
[15]. Konwencjonalne metody leczenia nowotworow
obejmujace wycigcie chirurgiczne guzow, radioterapi¢
oraz chemioterapi¢ czesto nie sg skuteczne, zwlaszcza
w przypadku tak agresywnych i szybko dajacych
przerzuty nowotworow jak niedrobnokomorkowy rak
ptuca. W zwiazku z istotnym wplywem MMP-2
i MMP-9 naprocesy o charakterze patologicznym,
kontrola poziomu degradacji macierzy pozakomorko-
wej z ich udzialem od dawna byla brana pod uwage
jako jedna ze strategii terapii przeciwnowotworowej
[16]. Obecnie coraz czesciej podejmowane sg proby
wyciszania ekspresji MMPs na poziomie mRNA.
Efekt taki mozna osiagna¢ wykorzystujac naturalnie
wystepujace W komoérkach zjawisko interferencji
RNA, pozwalajace na degradacj¢ wybranych czaste-
czek mRNA w odpowiedzi na wprowadzenie do ko-
morek dwuniciowych czasteczek RNA. Jednak zasto-
sowanie gotowych sekwencji wyciszajacych siRNA
powoduje jedynie przejSciowe wyciszenie ekspresji
docelowych gendéw [17]. Ten krotkotrwatly efekt zani-
ka po kilku podziatach komérkowych w wyniku nie-
rownomiernego rozdziatu siRNA do komérek potom-
nych. Rozwigzaniem alternatywnym, zapewniajacym
ciagla produkcje siRNA bezposrednio w komorkach,
jest wykorzystanie odpowiednio skonstruowanych
wektorow ekspresyjnych. Wprowadzenie do komodrek
za posrednictwem wektora ekspresyjnego sekwencji
DNA kodujacej shRNA zapewnia ciagly produkcje
czasteczek  wyciszajagcych  siRNA  bezposrednio
w komorkach, przez co mozliwe staje si¢ trwate wyci-
szenie ekspresji docelowego genu [18].

W przedstawionej pracy, aby zapewni¢ ciagla ekspre-
sj¢ wyciszajacych czasteczek siRNA, do plazmidu
pSuper.neo wklonowano specjalnie zaprojektowane
konstrukcje dsDNA, ulegajace w komorkach eukario-
tycznych transkrypcji do czasteczek RNA zdolnych
do spontanicznego tworzenia struktury typu spinki do
wlosoéw (shRNA). Przeprowadzone badania pozwolity
potwierdzi¢ specyficzng sekwencyjnie zdolno$¢ za-
projektowanych konstrukcji genetycznych do wyci-
szania ekspresji badanych genow. W komoérkach
A549, do ktorych wprowadzono zaprojektowane kon-
strukcje SARNA/MMP-2, po 24 godzinach nie zauwa-
zono zmian w poziomie ekspresji mRNA MMP-2,
natomiast po 10 dniach od zastosowania strategii
wyciszania i w warunkach prowadzonej selekcji odno-
towano stosunkowo niewielki, wynoszacy 33,1%
spadek ekspresji badanego genu. Wydajniejszy byt
proces wyciszania ekspresji genu MMP-9. W tym
wypadku w komorkach A549 transfekowanych pla-
zmidami niosgcymi konstrukcje shRNA/MMP-9 za-
obserwowano az 95,6% spadek liczby kopii mRNA
MMP-9 juz po 24 godzinach. Co istotne, spadek ten
utrzymywat si¢ na wysokim poziomie w badanym
interwale czasowym. Po uptywie 10 dni poziom eks-

presji genu MMP-9 wynosit 26,2% w stosunku do
poziomu ustalonego dla komoérek kontrolnych.
Roznice migdzy skutecznoscig wyciszania ekspresji
genéw MMP-2 i MMP-9 moga mie¢ zrdéznicowane
podtoze. Odmienna wydajno$¢ procesu moze wynikac
m.in. z czasu pottrwania samego mRNA wyciszanych
MMPs oraz ich biatek — produktéw ostatecznej eks-
presji modulowanych genéw. Przyczyng braku wi-
docznego wyciszenia ekspresji genu MMP-2 po upty-
wie 24 godzin od transfekcji moze by¢ stosunkowo
dhugi czas poltrwania czasteczek jego mRNA [19].
W poréwaniu z MMP-2 czasteczki mRNA powstajace
na matrycy genu MMP-9 charakteryzuja si¢ mniejsza
stabilno$cig  [20], coznalazto odzwierciedlenie
w uzyskanych wynikach.

Inng przyczyna mniejszej wydajnosci wyciszania
ekspresji genu MMP-2 moze by¢ przyjmowanie przez
docelowg czasteczke mRNA MMP-2 pewnych lokal-
nych struktur drugorzgdowych, ktére moglyby unie-
mozliwi¢ przylaczanie wyciszajacych czasteczek
SiRNA i zainicjowanie procesu degradacji transkryp-
tow [21]. Mimo uzyskania wysokich wynikéw score
w trakcie projektowania in silico czasteczki shRNA/
IMMP-2 mozliwe jest, ze transkrypt genu MMP-2
w warunkach invitro przyjmuje konformacje, ktora
ogranicza dostepnos¢ sekwencji docelowej dla wyci-
szajacych czasteczek siRNA. W zwiazku z tym zasad-
ne byloby zweryfikowanie efektow wyciszenia uzy-
skanych dla kilku odmiennych sekwencji wyciszaja-
cych, komplementarnych do réznych odcinkow doce-
lowego mRNA.

Obserwowany wzrost poziomu transkryptow genu
MMP-9 po uptywie 10 dni od transfekcji w poréwna-
niu z wynikami otrzymanymi po 24 godzinach mozna
probowaé wyjasni¢ wyciszaniem ekspresji wprowa-
dzonego transgenu ShRNA/MMP-9 w komorkach
nowotworowych na drodze epigenetycznej. W niekto-
rych doniesieniach wykazano spadek wydajnosci
procesu interferencji RNA w komoérkach wraz z upty-
wem czasu, mimo syntezy czasteczek interferencyj-
nych in situ. Utrudniony transport z jadra do cytopla-
zmy jest tu jednym z czynnikéw obserwowanego
spadku wydajnosci procesu wyciszenia ekspresji genu
docelowego [22]. Co istotne, istniejg rowniez dane
$wiadczace o spadku ekspresji w komorkach nowo-
tworowych kompleksu enzymatycznego DICER,
spadek taki opisano m.in. dla komorek raka ptuca,
sutka czy jajnika [23]. Spadek ekspresji DICER nieza-
leznie wigze si¢ z aktywacja syntezy w komorkach
czagsteczek mikroRNA, m.in. miR-103/107 aktywnie
hamujacego syntez¢ DICER w komorkach [24].
Skuteczne wyciszenie ekspresji genow MMP-2
i MMP-9 ma potencjalnie ogromne znaczenie w za-
pobieganiu rozwojowi raka pluca oraz blokowaniu
jego zdolnosci do przerzutowania. W potaczeniu ze
skutecznym sposobem dostarczania czasteczek efekto-
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rowych do komorek, leki oparte na shRNA moga
W przysztoéci stanowi¢ nowa generacj¢ terapeutykow
do leczenia raka i innych chordéb zwigzanych z nie-
prawidlowa ekspresja pewnych genow.

W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia opisujace
proby wyciszania ekspresji zelatynaz technika interfe-
rencji RNA. Niejednokrotnie badania te dotycza regu-
lacji profilu ekspresji MMPs w komorkach nowotwo-
rowych. Z badan Zhi i wsp. [25] wynika, ze induko-
wany proces interferencji RNA skierowany przeciwko
MMP-2 prowadzi do zmniejszenia ekspresji tej zela-
tynazy na poziomie zar6wno mRNA, jak i biatka.
W konsekwencji naukowcy obserwowali znaczny
spadek adhezji i inwazyjnoéci badanych przez nich
komorek raka trzustki. W badaniach prowadzonych
przez Chetty i wsp. [26] wykazano, ze transfekcja
komorek raka pluca AS549 wektorem adenowiruso-
wym niosagcym sekwencje kodujaca siRNA skierowa-
ne przeciwko MMP-2 powodowala zmniejszenie
poziomu syntezy biatka MMP-2.

Naukowcy ocenili rowniez wplyw uzyskanego wyci-
szenia genu MMP-2 w komoérkach A549 na ich inwa-
zyjnos¢, szybkos¢ rozwoju guza, zdolno$¢ do angio-
genezy i potencjal przerzutowy. W badaniach tych
zastosowano mysi model eksperymentalny raka ptuca.
Po wstrzyknieciu podskornym  komoérek  A549
u wszystkich myszy obserwowano wzrost guza, ktory
dawal przerzuty do ptuc. Natomiast u myszy, ktérym
podano dozylnie wektor adenowirusowy zapewniajacy
ekspresje siRNA przeciwko MMP-2, zaohserwowano
zahamowanie wzrostu guza w miejscu podania komo-
rek A549 oraz brak powstawania przerzutow w plu-
cach. Ponadto w guzie podskornym u myszy, u kto-
rych zastosowano opisang strategi¢, wystapity liczne
rozlegle regiony martwicze w poroéwnaniu z guzami
kontrolnymi.

Sukcesy w wyciszaniu ekspresji genéw zwigzanych
Z chorobami, obserwowane w hodowlach komorko-
wych oraz modelach zwierzecych, zachgcaja do
podejmowania prob wykorzystania zjawiska interfe-
rencji RNA w leczeniu wielu chordb. Przedstawione
osiaggni¢cia wskazuja na mozliwo$¢ potencjalnego
zastosowania strategii RNAI w terapii genowej nowo-
tworow.

WNIOSKI

Technika interferencji RNA moze by¢ wykorzystywa-
na w celu wyciszania ekspresji genéow MMP-2
i MMP-9  zwigzanych =z procesem przerzutowania
NOWOtWOrow.

Zaprojektowane konstrukcje genetyczne ShRNA/
IMMP-2 i shRNA/MMP-9 wykazaty zdolnos¢ do
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji gendéw ko-
dujacych MMP-2 i 9 na poziomie mMRNA w komor-kach
niedrobnokomorkowego raka ptuca linii A549.
Poziom ekspresji genu MMP-2 po 10 dniach od
wprowadzenia do komorek konstrukcji wyciszajacej
ShRNA/MMP-2 wynosit 66,9%.

Wyzsza zdolno$¢ wyciszania ekspresji genu zaréwno
po 24 godzinach od momentu wprowadzenia do ko-
morek modulatora shRNA, jak i po 10 dniach prowa-
dzonej selekeji transfekowanych komoérek wykazywa-
ly czasteczki ShARNA/MMP-9, pozwalajace na uzy-
skanie spadku ekspresji genu MMP-9 do poziomu
4,4% po 24 godzinach i do 26,2% po 10 dniach.
Wysoce pozadane sg dalsze analizy zmian fenotypo-
wych wynikajacych z modulacji poziomu ekspresji
badanych genow.

Praca wykonana w ramach uméw KNW-1-151/10 oraz KNW-1-036/P/1/0.
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