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STRESZCZENIE 
Rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczęściej występujących nowotworów 

w krajach wysokorozwiniętych. Ryzyko rozwoju RJG w ciągu życia szacuje się 

na około 5–6%. Rocznie w Polsce na ten typ nowotworu umiera około 8 tysięcy 

pacjentów. W Europie i Stanach Zjednoczonych 10 % zgonów będących wynikiem 

choroby nowotworowej jest spowodowane przez raka jelita grubego. 

Ważną rolę w rozwoju nowotworów jelita grubego odgrywają czynniki wzrostu, 

z czego najczęściej wymienia się EGF i TGF-α oraz ich receptory. Wiele badań 

wskazuje na udział innych czynników wzrostowych m.in. PDGF, VEGF, IGFI 

w rozwoju raka jelita grubego, jednak mechanizm autokrynnej regulacji wzrostu 

komórek RJG jest daleki o wyjaśnienia. 

Ustabilizowana linia komórek raka jelita grubego LoVo stanowi model in vitro 

do badań nad omawianym typem nowotworu. W niniejszej pracy zastosowano do bada-

nia autokrynnej stymulacji wzrostu w/w komórek dwa drobnocząsteczkowe inhibitory 

kinaz tyrozynowych receptorów: IGFIR (tyrfostin AG1024) oraz VEGFR2 (tyrfostin 

SU1498). Wpływ tych związków na proliferację, przeżywalność oraz transdukcję 

sygnału w komorkach LoVo porównano z działaniem selektywnego inhibitora receptora 

EGFR – tyrfostinu A23. 

Metody barwienia fioletem krystalicznym oraz test MTT posłużyły do określe-

nia wpływu badanych inhibitorów na zależny od przyczepienia do podłoża wzrost 

komórek LoVo. Wykazano całkowite zahamowanie wzrostu badanych komórek pod 

wpływem każdego z użytych tyrfostinów. W bezsurowiczym medium hodowlanym 

wykryto (stosując technikę ELISA) czynniki wzrostowe TGF-α oraz VEGF, nie 

wykryto natomiast nawet śladowych ilości ani EGF, ani IGFI. Zatrzymanie cyklu 

komórkowego pod wpływem każdego z badanych tyrfostinów następowało w fazie 

G1/G0, co wykazała analiza zawartości komórkowego DNA z zastosowaniem 

cytometrii przepływowej. Tyrfostiny AG1024 i SU1498, podobnie jak inhibitor EGFR, 

wywierają silny proapoptotyczny wpływ na komórki LoVo, jednak efekt ich działania 

różni się nieco od efektu obserwowanego pod wpływem tyrfostinu A23. Tyrfostiny 

A23, AG1024 i SU1498 w podobny choć nie identyczny sposób wpływają na 

fosforylację białek zaangażowanych w przekaz sygnału wewnątrzkomórkowego. 

Wszystkie trzy inhibitory hamują fosforylację kinazy Akt, jednak tylko w przypadku 

AG1024 efekt utrzymywał się nawet po 24 h inkubacji. W przypadku pozostałych 
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dwóch inhibitorów stopień ufosforylowania Akt wracał do poziomu kontroli. 

Największe różnice zaobserwowano we wpływie badanych tyrfostinów na fosforylację 

ERK1/2. Wpływ na aktywację STAT3 oraz fosforylację białka p53 był podobny. 

Badanie profili ekspresji genów kodujących białka zaangażowane w szlaki sygnalizacji 

komórkowej z zastosowaniem mikromacierzy (makromacierzy) wskazuje na istnienie 

pewnych podobieństw oraz różnic we wpływie każdego z badanych tyrfostinów na 

poziom transkryptów wielu z badanych genów. Najwięcej podobieństw w efekcie 

działania wszystkich trzech badanych inhibitorów zaobserwowano w przypadku 

ekspresji genów zaangażowanych w regulację cyklu komorkowego. Tyrfostin AG1024 

wywierał największy wpływ na ekspresję genów zaangażowanych w proces apoptozy 

i transdukcję sygnału wewnątrzkomórkowego. Z kolei działanie tyrfostinu SU1498 

wywołało najwięcej zmian w poziomie mRNA kodującego białka zaangażowane 

w adhezję komórkową oraz zdolność do migracji. 
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ABSTRACT 
Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequent malignancy in developed 

countries. The lifetime risk of developing this type of cancer is estimated at 5-6 %. 

Every year 8 thousands of people in Poland die because of CRC. In Europe and USA 

10% of cancer related deaths is caused by colorectal cancer.  

Growth factors play an important role in tumor formation and development. 

Among all the EGF, TGF-α and their receptors are most often mentioned in 

experimental and clinical data. The results of many research indicated the contribution 

of other growth factors including PDGF, VEGF, IGF-I in development of colorectal 

cancer, however the mechanisms of autocrine growth regulation of CRC cells are far 

from explanation.  

LoVo cell line is a in vitro model of colorectal cancer. In this work I use two 

small molecular tyrosine kinase inhibitors of receptors IGFIR  (tyrphostin AG1024) and 

VEGFR2 (tyrphostin SU1498) to study autocrine growth regulation of LoVo cells. The 

influence of those molecules on proliferation, survival and signal transduction in 

investigated cancer cells was compared with the activity of selective EGFR receptor’s 

inhibitor – tyrphostin A23. 

The influence of used tyrphostins on contact dependent growth of LoVo cells 

was defined using two methods: crystal violet staining and MTT test. I’ve shown totally 

cell growth arrest with the use of all three tyrphostins. In serum-free culture medium 

I’ve determined (using ELISA technique) the presence of TGF-α and VEGF, but not 

EGF nor IGFI. Analysis of cell DNA content with the use of flow cytometry shown cell 

cycle arrest in G1/G0 phase after treatment with each of tested tyrphostins. AG1024 and 

SU1498 similarly to EGFR inhibitor cause strong proapoptocic effect on LoVo cells, 

but the result of their action is slightly different from the effect observed with the use of 

A23. Although not identical, tyrphostins AG1024, SU1498 and A23, influence in 

similar manner on phosphorylation  of selected proteins involved in intracellular signal 

transduction. All three tested tyrphostins inhibits phosphorylation of Akt kinase, but 

only in the case of AG1024 the effect was observed up to 24 hours of incubation. Under 

the influence of two other inhibitors the Akt phosphorylation came back to control 

level. The greatest differences was observed in the influence of tested tyrphostins on 

ERK1/2 phosphorylation. I’ve indicated similar effect on the STAT3 activation and p53 

phosphorylatin. The analysis of gene expression profile of protein involved in cell 
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signal pathways with the use of microarrays (macroarrays) indicate some similarities 

but also some differences in the influence of tested tyrphostins on the level of gene 

transcripts of many tested genes. The most similarities in the effect of all three tested 

inhibitors was observed in the case of expression of genes involved in cell cycle 

regulation. Tyrphostin AG1024 mainly exerts influence on expression of genes involved 

in apoptosis and intracellular signal transduction. The use of SU1498 shown the most 

changes in the level of mRNAs which codes proteins engaged in cell adhesion and 

migration. 
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Wykaz najczęściej używanych skrótów. 
5-FU 5-fluorouracyl 

A23 3,4-dihydroksybenzylidenomalononitryl 

AG1024 3-bromo-5-t-butyl-4-hydroksybenzylidenomalononitryl 

Akt (PKB) kinaza Akt, kinaza białkowa B 

CV fiolet krystaliczny 

DMEM/F12+ DMEM/F12 z dodatkiem albuminy (0,5 mg/ml), 

transferyny (5 μg/ml) i Na2SeO3 (2 ng/ml) 

E2F rodzina czynników  transkrypcyjnych E2F 

EGF epidermalny czynnik wzrostowy 

EGFR (ErbB1, HER1) receptor epidermalego czynnika wzrostowego typu 1 

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

ErbB2 (HER2/neu) receptor epidermalego czynnika wzrostowego typu 2 

ERK1/2 kinaza regulowana sygnałem zewnątrzkomórkowym 

Grb2 białko adaptorowe Grb2 

IC50 steżenie powodujące inhibicje medialną 

IGF-I insulino-podobny czynnik wzrostu I 

IGF-II insulino-podobny czynnik wzrostu II 

IGFIR receptor insulino-podobnego czynnika wzrostowego typu I 

IGFIIR receptor insulino-podobnego czynnika wzrostowego typu II 

IGFs insulino-podobne czynniki  wzrostowe 

InsR receptor insuliny 

IRS białko adaptorowe, substrat receptora insuliny 

MAP białko aktywowane mitogenem 

MAPK kinaza MAP 

MEK kinaza aktywowana zewnątrzkomorkowo 

MTT test MTT 

p53 białko p53, czynnik transkrypcyjny o właściwościach 

supresora nowotworu 

PDGF płytko-pochodny czynnik wzrostu 

PDGFR receptor płytko-pochodnego czynnika wzrostowego 

PI3K  3- kinaza fosfatydyloinozytoli 
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PKC kinaza białkowa C 

PLC fosfolipaza C 

Ras białka Ras (białko G sarkomy szczurzej) 

Raf kinaza Raf 

Shc białko adaptorowe Shc 

Src kinaza tyrozynowa c-Src 

STAT3 czynnik transkrypcyjny należący do rodziny STAT 

SU1498 (E)-3-(3,5-diizopropylo-4-hydroksyfenylo)- 

2-[(3-fenylo-n-propylo)amino-karbonylo]akrylonitryl 

TGF-α transformujący czynnik wzrostowy typu α 

VEGFs czynniki wzrostowe endotelialnych komórek naczyniowych 

VEGFR receptor czynnika wzrostowego endotelialnych komórek 

naczyniowych 
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1. Wstęp 
Najstarsze wzmianki dotyczące nowotworów znaleziono na egipskim papirusie 

Edwina Smitha, opisującym 8 przypadków nowotworu piersi, datowanym na 3000-1500 

roku p.n.e. Najstarsze ślady choroby nowotworowej odkryto w czaszce kobiety z epoki 

brązu (1900-1600 r. p.n.e.) oraz kościach pochodzących ze starożytnego Egiptu [1]. 

Ludzie już od czasów starożytnych poszukują sposobów leczenia raka, lecz 

w XX wieku nowotwory stały się jeszcze poważniejszym problemem. Poprawa 

warunków życia oraz postępy w nauce i praktyce medycznej sprawiły, iż wydłużyła się 

znacznie długość życia ludzi. W związku z tym, że szanse zachorowania na raka 

wzrastają z wiekiem, coraz więcej ludzi w trakcie swojego życia zapada na choroby 

nowotworowe [2]. 

Nowotwory są wynikiem zaburzeń mechanizmów kontrolujących wzrost 

i proliferację komórek. W normalnych warunkach skomplikowany system regulacji 

metabolicznej utrzymuje równowagę pomiędzy ilością komórek dzielących się 

i obumierających. W większości, jeśli nie we wszystkich przypadkach nowotworów, 

wadliwe funkcjonowanie mechanizmów regulacyjnych jest wynikiem uszkodzeń 

genomu. Mutacje w obrębie dwóch licznych klas genów: protoonkogenów oraz genów 

supresorowych, są zaangażowane w proces nowotworzenia.  Protoonkogeny to geny, 

które w wyniku mutacji powodujących ich stałą aktywność, stają się onkogenami – stale 

aktywnymi stymulatorami wzrostu. Geny supresorowe kodują białka, które w nor-

malnych warunkach hamują wzrost i w przypadku ich inaktywacji dochodzi do niekon-

trolowanych podziałów komórkowych [3]. 

Rzadko dochodzi do sytuacji, w których jedna mutacja prowadzi do powstania 

nowotworu. Przykładem przeczącym tej regule może być przewlekła białaczka 

szpikowa (CML), której przyczyną jest translokacja chromosomalna, prowadząca do 

powstania genu fuzyjnego BCR/ABL [4]. Białko kodowane przez ten gen wykazuje 

konstytutywną aktywność i zmienioną w porównaniu z kinazą c-Abl specyficzność 

względem fosforylowanych substratów [5, 6]. W zdecydowanej większości 

przypadków, proces powstawania i rozwoju nowotworów jest wieloetapowy. 

W każdym kolejnym etapie dochodzi do powstawania nowych mutacji lub zmian 

w epigenetycznych mechanizmach regulacji ekspresji genów, powodujących rozwój 

nowotworu w kierunku komórek mniej zróżnicowanych i o złośliwszym fenotypie [3, 

7]. W 2000 roku Hanahan i Weinberg sformułowali listę sześciu właściwości, które 
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nabywa komórka w procesie karcinogenezy, stając się komórką nowotworową. Są to: 

niezależność od zewnętrznych sygnałów stymulujących wzrost, niewrażliwość na 

sygnały hamujące wzrost, nieskończony potencjał replikacyjny, brak apoptozy, 

stymulacja angiogenezy i potencjał metastatyczny [8]. 

Niezależność od zewnętrznych sygnałów stymulujących wzrost była pierwszą 

jasno zdefiniowaną cechą komórek nowotworowych. Wynika to prawdopodobnie 

z faktu, iż wiele zmian w mechanizmach regulujących cykl komórkowy, prowadzących 

do niekontrolowanych podziałów, spowodowanych jest działaniem produktów 

onkogenów. Zmiany prowadzące do przekształcenia protoonkogenów w onkogeny mają 

dominujący charakter. Można wyróżnić trzy strategie, dzięki którym komórki 

uniezależniają się od zewnętrznych stymulatorów wzrostu: autokrynna produkcja 

czynników wzrostu, zmiany dotyczące transdukcji sygnału z udziałem receptorów 

błonowych oraz zmiany w szlakach przekazu sygnału wewnątrzkomórkowego [8]. 

 W 1985 roku Sporn i Roberts sformułowali teorię autokrynnego wydzielania 

czynników wzrostowych przez komórki nowotworowe [9]. Produkcja peptydowych 

czynników wzrostu uniezależnia komórki od zewnętrznych sygnałów stymulujących 

wzrost. Powyższa teoria znalazła do tej pory potwierdzenie w niezliczonej ilości 

artykułów. Wykazano również istnienie innych mechanizmów uczestniczących 

w nasileniu sygnału mitogennego w komórkach nowotworowych. Zwiększona ekspresja 

receptorów czynników wzrostowych na powierzchni komórek nowotworowych, 

uwrażliwia je na nawet bardzo niskie stężenia czynników wzrostowych produkowanych 

autokrynnie lub przez sąsiadujące komórki. Aktywacja białek zaangażowanych 

w przekaz sygnału wewnątrzkomórkowego inicjowanego czynnikami wzrostowymi 

także prowadzi do uniezależnienia od zewnętrznej stymulacji mitogennej. Wykazano 

również zaangażowanie czynników wzrostu w nabywanie przez komórki nowotworowe 

takich cech jak: brak odpowiedzi na czynniki wywołujące apoptozę, stymulacja  

angiogenezy oraz wzmożony potencjał metastatyczny i potencjał proliferacyjny [10]. 

 

1.1. EGF/EGFR a nowotwory. 

 Ligandy z rodziny EGF oraz ich receptory zaangażowane są również w rozwój 

embrionalny oraz takie procesy fizjologiczne jak regeneracja naskórka, wątroby czy 

nabłonka jelit [11]. Uważa się, iż w powstawaniu i rozwoju różnych typów 
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nowotworów kluczową rolę odgrywa rodzina EGF-podobnych czynników wzrostowych 

i ich receptorów [12, 13].  

 Do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych zalicza się EGFR (ErbB-1, 

HER1), ErbB-2 (neu, HER2), ErbB-3 (HER3) i ErbB-4 (HER4) [14, 15]. Wszystkie 

białka należące do tej rodziny posiadają domenę zewnątrzkomórkową wiążącą ligand, 

pojedynczą domenę transbłonową oraz domenę cytoplazmatyczną o aktywności kinazy 

tyrozynowej [16]. Domena wewnątrzkomórkowa receptorów ErbB jest wysoce 

konserwatywna, jednak w obrębie domeny kinazowej ErbB-3 zaobserwowano 

substytucję kluczowych aminokwasów prowadzącą do braku aktywności katalitycznej 

tej kinazy [17]. Domeny zewnątrzkomórkowe wykazują mniejsze podobieństwo 

pomiędzy receptorami ErbB, co wskazuje na różne powinowactwo tych receptorów 

względem różnych ligandów [15, 16, 18]. Ze względu na wiązanie do różnych 

receptorów, EGF-podobne czynniki wzrostowe można podzielić na trzy grupy. 

Pierwsza grupa obejmuje ligandy wiążące się tylko z receptorem EGFR tj.: EGF, 

TGF-α i amfiregulinę (AR). Do drugiej grupy zalicza się betacelulinę (BTC), czynnik 

wzrostowy wiążący heparynę (HB-EGF) oraz epireulinę (EPR), które wykazują 

powinowactwo względem EGFR i ErbB4. Trzecia grupa obejmuje neureguliny 

(NRG’s), które można podzielić na dwie podgrupy: ligandy receptorów ErbB3 i ErbB4 

(NRG-1 i NRG-2) oraz ligandy ErbB4 (NRG-3 i NRG-4) [19-22]. Receptor ErbB2 nie 

wiąże żadnego liganda. 

 Receptory z rodziny EGFR mogą być aktywowane czynnikami wzrostowymi 

produkowanymi przez tą samą komórkę, na której powierzchni występują swoiste 

receptory (stymulacja autokrynna), bądź czynnikami wzrostowymi wydzielonymi przez 

sąsiednie komórki (stymulacja parakrynna) [16, 18]. Związanie ligandów przez 

zewnątrzkomórkowe domeny receptorów ErbB prowadzi do ich homo- lub 

heterodimeryzacji, po której następuje aktywacja kinaz tyrozynowych ich receptorów 

[16]. Udało się zidentyfikować w różnych komórkach wszystkie możliwe kombinacje 

dimerów receptorów ErbB [16, 23, 24]. Aktywacja receptorów prowadzi do ich 

krzyżowej fosforylacji, która zwiększa dodatkowo aktywność enzymatyczną ich 

domeny kinazowej, a także powoduje powstanie miejsc dokowania dla białek 

z domenami rozpoznającymi fosfotyrozynę. Białka zawierające domeny SH2 (Src 

homology 2) lub PTB (phosphotyrosine binding) rozpoznają specyficzne sekwencje 

aminokwasowe zawierające ufosforylowane reszty tyrozyny i asocjują z domenami 

wewnątrzkomórkowymi aktywowanych receptorów. Prowadzi to do aktywacji 
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wewnątrzkomórkowych szlaków przekazu sygnału inicjowanego czynnikami 

wzrostowymi. Aktywowane receptory ErbB przekazują sygnał przez białka takie jak: 

Shc,Grb7, Grb2, Crk, Nck, PLCγ, kinazy Src i PI3K, fosfatazy SHP1i SHP, a także 

ligazę ubikwityny Cbl E3 [25, 26]. Wszystkie ligandy i receptory rodziny EGF 

aktywują szlak Ras/Raf/MEK/ERK z udziałem białek adaptorowych Grb2 lub Shc [27-

29]. Ostatecznie receptory ErbB aktywują wiele różnych czynników transkrypcyjnych 

takich jak: c-fos, c-jun, c-myc, STAT, NFκB czy białka z rodziny ETS [30-34]. 

 

 
Rysunek 1. Drogi przekazywania sygnału: endokrynna (A), parakrynna (B), 
justakrynna (C), autokrynna (D), intrakrynna (E). 

 

 Badania nad wirusem ptasiej erytroblastomy wykazały, iż produkt ekspresji 

wirusowego genu v-erbB może indukować u ptaków erytroblastomę oraz sarkomę [35]. 

Okazało się również, że białko kodowane przez ten gen posiada aktywność kinazy 

tyrozynowej oraz, że jest strukturalnie podobne do EGFR [36, 37].  Badania in vitro 

na mysich komórkach NIH-3T3 wykazały, że nadekspresja receptorów EGFR 

czy ErbB2 prowadzi do transformacji nowotworowej tych komórek. Co ciekawe 

w przypadku zwiększonej produkcji EGFR proces transformacji był zależny od dodania 

EGF do hodowli komórkowej. Natomiast transformacja indukowana nadekspresją 

ErbB2 była niezależna od endogennego liganda [38]. Udowodniono również, 

iż nadekspresja TGF-α w fibroblastach Rat-1 i NRK powoduje transformację tych 

komórek [39, 40]. Natomiast komórki NIH-3T3 ulegają transformacji jedynie gdy 

dochodzi do równoczesnej nadekspresji zarówno TGF-α jak i EGFR [41]. Blokowanie 

sygnalizacji receptora EGFR spowodowało z kolei zahamowanie wzrostu wielu różnych 

linii komórek nowotworowych zarówno in vitro jak i in vivo [42]. Wykazano również 
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przeciwnowotworową aktywność przeciwciał monoklonalnych skierowanych przeciw 

receptorom ErbB2 [42]. 

 Udział receptorów ErbB oraz ich ligandów w procesie nowotworzenia 

potwierdzają również wyniki badań wykazujących nadekspresję tych białek 

w większości ludzkich guzów litych. Przykładowo w 50-70 % przypadków 

nowotworów płuc, jelita grubego czy piersi wykazano nadekspresję receptorów EGFR 

i ErbB3. Występowanie receptora ErbB2 jest mniej powszechne w nowotworach, tylko 

około 30 % pierwotnych raków piersi wykazuje jego ekspresję. Receptor ErbB4 

wykryto w 50 % nowotworów piersi, a także w 22 % przypadków pierwotnych raków 

jelita grubego [42-45]. 

 

1.2. Zaburzenia w systemie sygnalizacji inicjowanej IGFs. 

Kolejnym czynnikiem wzrostowym, który może mieć istotny udział w trans-

formacji nowotworowej są insunolinopodobne czynnike wzrostowe – IGFs. System 

sygnalizacji z udziałem insulinopodobnych czynników wzrostowych obejmuje: dwa 

ligandy o wysokiej homologii (IGF-I i IGF-II), dwa receptory (IGFR-I i IGFR-II), sześć 

białek wiążących IGF (IGFBP 1-6) oraz nową rodzinę białek związanych z IGFBP 

(IGFBP-rP). 

 
Rysunek 2. Białka zaangażowane w regulację aktywności IGFs. 

  

Insulino podobne czynniki wzrostowe I i II są jednołańcuchowymi 

polipeptydami złożonymi z odpowiednio 70 i 67 aminokwasów. Wykazują wysoki 

stopień homologii sekwencji aminokwasowej między sobą (67 %) oraz z insuliną 

(40 %) [46]. Zarówno IGF-I jak i IGF-II pełnią ważną rolę we wzroście i rozwoju 

organizmów ssaków. Krążący IGF-I produkowany jest przede wszystkim w wątrobie, 

pod wpływem hormonu wzrostu (GH) wydzielanego z przysadki, jednak produkowany 
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jest on również lokalnie w wielu tkankach. Uważa się, iż IGF-I pełni ważną rolę 

w życiu pozapłodowym, natomiast IGF-II działa głównie w trakcie embriogenezy 

i w rozwoju płodu [47]. Oba insulinopodobne czynniki wzrostowe przekazują sygnał 

z udziałem receptora IGFIR wykazującego 60 % homologii sekwencji aminokwasowej 

z receptorem insuliny (InsR) [48]. IGFIR syntetyzowany jest jako jednołańcuchowy 

pre-propeptyd zawierający 30-aminokwasową sekwencję sygnałową odcinaną po trans-

lacji. Propeptyd ulega następnie glikozylacji, dimeryzacji oraz cięciu proteolitycznemu 

na podjednostki α i β [49, 50]. Dojrzałą formę receptora IGFIR tworzą dwie 

podjednostki α i β spięte kilkoma mostkami disiarczkowymi [51]. Drugi z receptorów 

insulinopodobnych czynników wzrostowych - IGFR-II wiąże preferencyjnie IGF-II, 

jednak dowiedziono, że nie przekazuje on sygnału mitogennego. Uważa się, że IGFR-II 

wyłapuje ligand i kieruje go do degradacji w lizosomach [52]. 

 Wart wspomnienia jest fakt, iż wykazano wiązanie IGF-II do izoformy receptora 

insuliny InsR-A, z takim samym powinowactwem jak insulina. Izoforma A receptora 

insuliny wykazuje silniejszy efekt mitogenny niż izoforma B. Ekspresję InsA wykazano 

w komórkach płodowych oraz w licznych nowotworach [53, 54]. Udowodniono 

również istnienie hybrydowych receptorów złożonych z podjednostki receptora InsR-A 

oraz podjednostki receptora IGFIR [55, 56]. Uważa się, że receptory hybrydowe mogą 

odgrywać ważną rolę w normalnym funkcjonowaniu organizmów, ale także w rozwoju 

nowotworów [57, 58]. Badania na ludzkich liniach komórek oraz wyniki biopsji raka 

piersi wykazały, że w ponad 75 % próbek ilość hybrydowych receptorów przewyższała 

ilość receptorów IGFIR [58, 59]. 

 Aktywność fizjologiczna insulinopodobnych czynników wzrostowych 

modulowana jest przez wiązanie do specyficznych białek wiążących o wysokim 

powinowactwie do ligandów (IGFBP1-6) oraz czterech białek o niskim powinowactwie 

(IGFBPr) [60-62]. IGFBP1-5 wiążą preferencyjnie IGF-I, natomiast IGFBP6 wykazuje 

100-krotnie wyższe powinowactwo do IGF-II niż do IGF-I [48]. Wśród wielu funkcji 

biologicznych pełnionych przez białka wiążące IGF można wyróżnić: transport 

insulinopodobnych czynników wzrostowych z krwiobiegu do tkanek obwodowych 

(np. IGFBP1, 2 i 4), utrzymywanie stałego poziomu i transport IGF w krwiobiegu 

(IGFBP3), wzmacnianie lub hamowanie aktywności IGF, a także inne funkcje 

niezależne o IGF [63]. 

 Ze względu na różnice w budowie, aktywacja receptorów IGF przebiega nieco 

odmiennie niż transdukcja sygnału przez receptory EGFR. Receptory IGF występują 
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w błonie komórkowej w formie dimerów. Przyłączenie czynników wzrostowych 

prowadzi do zmiany konformacji podjednostek receptora, łańcuchy β zawierające w 

cytoplazmatycznej części domeny kinazowe ulegają zbliżeniu. Dochodzi do 

autofosforylacji receptorów, która tworzy miejsca dokowania dla takich białek 

adaptorowych jak substraty receptora insuliny (IRS) 1-4 czy Shc. Fosforylacja IRS1 

prowadzi między innymi do aktywacji podjednostki regulatorowej (p85) 3-kinazy 

fosfatydyloinozytoli. Zwiększona zawartość 3-fosforanów fosfatydyloinozytoli w błonie 

komórkowej, będąca wynikiem enzymatycznej aktywności PI3K, prowadzi do 

aktywacji kinazy PDK1, która z kolei fosforyluje takie białka jak kinaza p70 S6 oraz 

kinaza białkową B (Akt) [64]. Prowadzi to do zwiększonej syntezy białek poprzez 

aktywację mTOR, uruchamiane są również mechanizmy antyapoptotyczne prowadzące 

do fosforylacji i degradacji białka Bad [65]. Równolegle do szlaku sygnalizacji 

cytoplazmatycznej z udziałem PI3K, oddziaływanie białek adaptorowych IRS1 lub Shc 

z białkami Grb2 i SOS prowadzi poprzez  białka Ras do aktywacji kaskady kinaz MAP, 

czego wynikiem jest stymulacja proliferacji [66, 67]. W niektórych typach komórek 

IGFIR może bezpośrednio fosforylować kinazy Janusa (JAK1 i 2), zaangażowane w 

transdukcję sygnału inicjowanego cytokinami. Z kolei kinazy JAK mogą fosforylować 

IRS-1 [68]. Aktywacja kinaz Janusa może prowadzić do fosforylacji białek STAT. 

Szczególnie aktywacja STAT3 może odpowiadać za udział IGFIR w transformacji 

nowotworowej [69, 70]. Do białek aktywowanych przez IGFIR zalicza się również 

kinazę Src [71], kinazę adhezji „zogniskowanej” p125Fak [72] oraz prawdopodobnie 

PLCγ [73]. 

 Doświadczenia na embrionalnych fibroblastach mysich wykazały, iż komórki 

z zaburzoną ekspresją IGFIR nie ulegają transformacji nowotworowej pod wpływem 

większości onkogenów (m.in. antygenu T wirusa SV40, aktywnego mutanta Ras) [74, 

75]. Fibroblasty, w których wywołano nadekspresję IGFIR wykazywały fenotyp 

charakterystyczny dla komórek nowotworowych m.in. tworzyły guzy w myszach SCID 

[76]. Z kolei inhibicja receptorów IGFIR z użyciem przeciwciał monoklonalnych 

powodowała drastyczne zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych piersi, 

jelita grubego, komórek melanomy, białaczkowych, neuroblastomy oraz guzów 

Wilms’a [77]. 

Dane epidemiologiczne nie wskazują jednoznacznie na zaangażowanie 

insulinopodobnych czynników wzrostowych oraz ich receptorów w proces 

karcinogenezy. Początkowo dane epidemiologiczne nie wykazały powiązania pomiędzy 
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IGF-I a rakiem piersi czy prostaty, jednak przeprowadzone w latach 1998-2005 

na szerszą skalę badania sugerowały ponadto powiązanie wysokiego stężenia IGF-I 

oraz niskiego stężenia IGFBP3 w surowicy ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia 

nowotworów piersi, prostaty, płuc, jelita grubego czy pęcherza [77]. Przeprowadzona 

przez Renehan i wsp. wyczerpująca metaanaliza danych literaturowych wykazała 

powiązanie stężenia IGF-I z ryzykiem raka prostaty, przedmenopauzalnego raka piersi 

oraz nowotworów jelita grubego[78]. Udowodniono również zwiększoną ekspresję 

IGF-I, IGF-II oraz IGFIR w różnych nowotworach, a także wykazano pozytywną 

korelację pomiędzy poziomem IGF-I i IGF-II a rozwojem guzów [58, 77]. 

 

Rysunek 3. Ogólny schemat sygnalizacji komórkowej z udziałem IGF. 
 

1.3. Udział VEGF w procesie nowotworzenia. 

Rodzina czynników wzrostu endotelialnych komórek naczyniowych (VEGFs) 

oraz ich receptorów jest obiektem wielu badań w kontekście regulacji powstawania 

naczyń krwionośnych, zarówno w warunkach fizjologicznych jak i stanach 

chorobowych. VEGF (VEGF-A) pierwszy raz został opisany w literaturze w 1983 roku 

przez Sengera i wsp. jako czynnik przepuszczalności naczyń (VPF) [79]. Późniejsze 

badania wykazały, iż białko to jest mitogenem dla komórek endotelialnych [80, 81]. 

Intensywne badania prowadzone nad VEGFs udowodniły, że odgrywają one kluczową 

rolę w procesie waskulogenezy i angiogenezy. Wykazano, iż prawidłowy rozwój układu 

naczyniowego wymaga aktywności obu alleli genu kodującego VEGF. Inaktywacja 

choćby jednego z alleli prowadzi do śmierci organizmów w okresie zarodkowym [82].  
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Do rodziny czynników wzrostowych naczyniowych komórek endotelialnych 

zalicza się szereg polipeptydów strukturalnie podobnych do VEGF-A, takich jak: 

VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D, a także PlGF [83]. W genomie parapokswirusów 

wykryto również gen kodujący białko spokrewnione z VEGF, wiążące się z VEGFR2, 

które nazwano VEGF-E [84, 85]. VEGF-A produkowany jest przez komórki w kilku 

izoformach, będących wynikiem alternatywnego składania egzonów. U człowieka 

występują warianty tego białka zbudowane ze: 121, 145, 165, 189 i 206 aminokwasów. 

Najpowszechniejsze są izoformy 121- i 165-aminokwasowe [86]. 

 

 
Rysunek 4. Swoistość wiązania czynników wzrostowych naczyniowych komórek 
endotelialnych ssaków (VEGF’s i PlGF) przez ich receptory błonowe: VEGFR1, VEGFR2 
i VEGFR3. 

 

Czynniki wzrostowe z rodziny VEGF działają przez trzy strukturalnie zbliżone 

receptory VEGFR1 (Flt1), VEGFR2 (KDR, Flk1) i VEGFR3 (Flt4). Pierwsze dwa 

występują głównie (choć nie wyłącznie) na powierzchni komórek nabłonka 

endotelialnego naczyń krwionośnych. VEGFR3 występuje w komórkach endotelium 

naczyń limfatycznych, choć jego ekspresję wykazano również w innych komórkach 

[87]. Receptory VEGFR1 i VEGFR2 w części zewnątrzkomórkowej posiadają 7 domen 

immunoglobulinopodobnych. Zewnętrzna część receptor VEGFR3 zbudowana jest 

z dwóch łańcuchów polipeptydowych spiętych wiązaniem disiarczkowym, tworzących 
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6 domen Ig-podobnych [88]. Kinazy tyrozynowe wszystkich trzech omawianych 

receptorów wykazują wysokie podobieństwo (~80 %) [89]. W ludzkim łożysku 

zaobserwowano również ekspresję sVEGFR2 skróconej, rozpuszczalnej formy 

receptora VEGFR2, złożonej z 6 domen immunoglobulinopodobnych odpowiadających 

zewnątrzkomórkowej części receptora błonowego [90]. 

Receptory VEGFR różnią się powinowactwem do poszczególnych ligandów 

z rodziny VEGF, co obrazuje rysunek 4. VEGF-A wiąże się silniej do receptora 

VEGFR1, ze stałą powinowactwa o jeden rząd wielkości wyższą niż do receptora 

VEGFR2 [91]. Z drugiej strony aktywność kinazy tyrozynowej po związaniu liganda 

w przypadku receptorów VEGFR2 i VEGFR3 jest znacznie wyższa niż aktywność 

kinazy VEGFR1 [92, 93]. Biorąc pod uwagę wyższe powinowactwo do liganda i niższą 

aktywność kinazy tyrozynowej VEGFR1 oraz fakt, iż myszy z wyłączonym genem 

VEGFR1 umierają w okresie zarodkowym z powodu przerostu endotelium 

naczyniowego i wadliwej budowy naczyń krwionośnych [94], można wnioskować, 

że receptor ten reguluje negatywnie sygnalizację VEGFR2 przez pułapkowanie 

nadmiaru VEGF. 

 
Rysunek 5. Uproszczony schemat szlaków sygnalizacji wewnątrzkomórkowej 
aktywowanych przez VEGFR2 z udziałem VEGF. 

 

Przyłączenie liganda do VEGFR2 powoduje jego dimeryzację oraz krzyżową 

fosforylację licznych reszt tyrozynowych. Fosforylacja tyrozyny 1175 prowadzi do 

aktywacji PLCγ, która poprzez generowanie diacylogliceroli i fosforanów inozytoli oraz 
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wzrost poziomu jonów wapnia w komórce aktywuje kinazę białkową C. Większość 

receptorów o aktywności kinazy tyrozynowej aktywuje białka Ras z udziałem białek 

adaptorowych Shc i Grb2, jednak stymulacja VEGFR2 ligandem prowadzi do stosun-

kowo niewielkiego wzrostu ilości kompleksu Ras-GTP w komórce. Inaktywacja białek 

Ras nie hamuje efektywnie syntezy DNA stymulowanej aktywacją VEGFR [95]. 

Aktywacja kaskady kinaz MAP (c-Raf/MEK/ERK) przez VEGFR2 zachodzi 

z udziałem PLCγ i PKCβ. Bardzo duże znaczenie dla funkcjonowania VEGFR2 ma 

reszta tyrozyny 951. Fosforylacja Tyr951 pozwala na przyłączenie TSAd, białka 

adaptorowego specyficznego dla komórek T, które asocjuje z kinazą Src uczestniczącą 

w regulowaniu organizacji filamentów aktynowych oraz migracji komórek 

endotelialnych stymulowanych VEGF-A [96]. 

 Mechanizm aktywacji VEGFR1 i VEGFR3 jest identyczny, jednak szlaki 

sygnalizacji wewnątrzkomórkowej aktywowane przez te receptory nie zostały jeszcze 

dogłębnie poznane. 

Przeważająca część wiedzy na temat działania czynników wzrostu śródbłonka 

naczyniowego oraz ich receptorów pochodzi z badań nad komórkami endotelialnymi 

oraz stymulacją parakrynną angiogenezy przez komórki nowotworowe. Pojawiają się 

jednak dowody na koekspresję VEGF i VEGFR w pewnych typach komórek 

nowotworowych oraz na ich udział w pętli autokrynnej stymulacji wzrostu. 

Zaobserwowano obecność VEGFR1, VEGFR2 jak i Nrp-1 na powierzchni komórek 

nowotworowych trzustki [97], jelita grubego [98] komórkach neuroblastomy [99] i raka 

piersi [100]. Wykazano również w wdoświadczeniach na liniach ludzkich komórek raka 

piersi MDA-MB-231 oraz MCF-7 antyapoptotyczny wpływ intrakrynnej sygnalizacji 

z udziałem VEGF i VEGFR1 [100]. Tsuchida R i wsp. wykazali, że w hodowlach 

komórek osteosarkomy (HOS), neuroblastomy (SK-N-BE2) oraz rabdomiosarkomy 

(RH-4) traktowanych cisplatyną (CDDP) dochodzi do selekcji oraz przyspieszonego 

wzrostu subpopulacji komórek o wysokiej tumorogenności. We wszystkich trzech 

liniach komórkowych zaobserwowano zwiększoną pod wpływem CDDP ekspresję 

VEGF oraz receptora VEGFR1 (Flt1). Wykazano również, że zahamowanie aktywności 

zarówno VEGFR1 jak i kinaz MAP (ERK1/2) prowadzi do zahamowania wzrostu 

wyselekcjonowanych subpopulacji komórek [101]. W badaniach nad ustabilizowanymi 

liniami komórkowymi gwiaździaków, a także próbkami biopsji pobranych 

od pacjentów z nowotworami gleju gwiaździstego zaobserwowano powszechną 

koekspresję VEGF oraz VEGFR. Wykazano również, że autokrynna stymulacja 
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proliferacji oraz przeżywalności komórek badanych glejaków z udziałem 

VEGF/VEGFR2 zależna jest od równoczesnej aktywacji szlaków sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej: c-Raf/MEK/ERK, PLC/PKC i PI3K/Akt [102]. Komórki raka 

piersi MCF-7, które nabyły oporność na tamoxifen, cechuje podwyższona 

w porównaniu z komórkami wyjściowymi ekspresja VEGF i VEGR2 czego wynikiem 

jest zwiększona aktywacja kinazy p38 [103]. 

 

1.4. Rak jelita grubego – metody leczenia. 

Rak jelita grubego jest jednym z najczęściej występujących nowotworów 

w krajach wysokorozwiniętych. Pod względem liczby zachorowań, a także liczby 

powodowanych zgonów zajmuje czwarte miejsce na świecie (trzecie miejsce w krajach 

wysokorozwiniętych) wśród wszystkich typów nowotworów. Zachorowalność na RJG 

w 2007 roku wynosiła na świecie 1 167 020. Liczba zgonów osiągnęła 597 967 [104]. 

Głównym sposobem leczenia nowotworów jelita grubego we wczesnych 

stadiach rozwoju jest chirurgiczne usunięcie guza. W przypadku przerzutujących 

nowotworów wymagana jest dodatkowo chemioterapia. Szacuje się, że odsetek 

5-letnich przeżyć pacjentów z rakiem jelita grubego w pierwszym stadium rozwoju 

wynosi 91 %. W momencie, gdy nowotwór nacieka sąsiadujące tkanki, organy i węzły 

chłonne, odsetek 5-letnich przeżyć spada do 70 %. W przypadku pacjentów 

z przerzutami nowotworu jelita grubego odsetek ten osiąga co najwyżej 11 % [105], 

a mediana czasu przeżycia nieleczonych pacjentów wynosi 5-6 miesięcy [106]. Niestety 

tylko 39 % przypadków nowotworów jelita grubego jest diagnozowana w I stadium 

choroby [107, 108].  

5-fluorouracyl (5-FU), zsyntetyzowany i opatentowany w 1957 roku przez 

Charles’a Heidelberger’a był najskuteczniejszym farmaceutykiem w leczeniu 

przerzutów raka jelita grubego na przestrzeni 40 lat. 5-FU w komórkach jest 

przekształcany przez fosforylazę tymidyny do monofosforanu fluorodeoksyurydyny, 

który w obecności zredukowanego folianu tworzy kompleks z syntazą tymidynową. 

Zahamowanie syntezy tymidyny prowadzi to do zaburzenia replikacji DNA i apoptozy 

komórek nowotworowych [109]. Co prawda wykazano niewielki wzrost 

przeżywalności pacjentów leczonych chirurgicznie, którym podawano dodatkowo 

5-FU, w porównaniu z pacjentami poddawanymi tylko resekcji, jednak odsetek 

pięcioletnich przeżyć nie przekroczył 15 % [110]. Leucovorin (kwas foliowy) jest 
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bardzo często stosowany w celu zwiększenia efektywności 5-fluorouracylu. Wzmacnia 

on wiązanie monofosforanu fluorodeoksyurydyny do syntazy tymidynowej [109]. 5-FU 

stosowany wraz z leucovorinem pozwolił zwiększyć medianę czasu przeżycia 

pacjentów z metastatycznym rakiem jelita grubego do około 1 roku [111, 112]. 

W ostatnich latach dokonano postępu w chemioterapii raka jelita grubego. 

W 1996 roku wprowadzono do użytku irinotecan, inhibitor topoizomerazy-I, a w 2004 

roku oxaliplatynę [113]. Terapia kombinowana z zastosowaniem 5-fluorouracylu 

i leucovorinu w połączeniu z  irinotecanem bądź oxaliplatyną wydłużyła przeżywalność 

do 20 miesięcy [113, 114]. 

Kolejnym postępem w leczeniu RJG było zastosowanie terapii celowanej. 

Pierwszym lekiem tego typu, dopuszczonym do leczenia był bevacizumab (Avastin™), 

przeciwciało monoklonalne skierowane przeciw VEGF. Preparat ten okazał się 

skuteczny w leczeniu metastatycznego raka jelita grubego. Zastosowanie bevacizumabu 

w kombinacji z klasyczną chemioterapią zwiększało medianę czasu przeżycia o 

dodatkowe 5 miesięcy [115]. Cetuximab (Erbitux™), chimeryczne przeciwciało 

monoklonalne skierowane przeciw receptorowi EGFR było drugim celowanym lekiem 

dopuszczonym do użytku klinicznego, (w lutym 2004 przez FDA, w czerwcu 2004 

przez EMEA). Stosowany w kombinacji z irinotecanem w leczeniu przerzutujących  

nowotworów opornych na irinotecan, cetuximab wzmacniał efekt terapeutyczny 

chemioterapii oraz spowalniał rozwój choroby [116]. Najnowszym przeciwciałem 

skierowanym przeciw receptorom EGFR jest panitumumab (Vectibix™), w pełni 

ludzkie przeciwciało monoklonalne. Preparat ten został dopuszczony przez FDA do 

użytku klinicznego w 2006 roku, w celu leczenia przerzutującego raka jelita grubego 

wykazującego ekspresję EGFR, w przypadku niepowodzenia standardowej 

chemioterapii [109]. Obserwowane w badaniach klinicznych korzyści ze stosowania 

bevacizuambu i cetuximabu, skłoniły badaczy do sprawdzenia skuteczności terapii 

łączącej oba leki. Wstępne badania wykazały pewien postęp w porównaniu z wynikami 

terapii z zastosowaniem cetuximabu lub cetuximabu z irinotecanem [117]. Prowadzone 

na szerszą skalę badania porównujące działanie terapii łączącej capecitabine, 

oksaliplatynę, bevacizumab z cetuximabem lub bez, wykazały brak wpływu stosowania 

cetuximabu na poprawę wskaźników przeżycia [118]. 

Wiele innych celowanych leków przeciwnowotworowych tj. erlotinib, gefitinib 

czy sunitinib jest analizowanych pod kątem możliwości wspomagania oksaliplatyny, 

irinotecanu czy fluoropirymidyn w terapii metastatycznego raka jelita grubego. 
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Większość tych preparatów jest we wczesnych stadiach badań. Jedynym do tej pory 

związkiem w trzeciej  fazie badań klinicznych jest vatalanib (PTK787/ZK 222584 

określany często skrótem PTK/ZK), który jest drobnocząsteczkowym inhibitorem 

angiogenezy. PTK/ZK hamuje aktywność wszystkich znanych do tej pory receptorów 

VEGF (również VEGFR3), w przeciwieństwie do bevacizumabu, który hamuje tylko 

receptory VEGFR1 i VEGFR2 [119]. 
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2. Cel pracy. 
Celem niniejszej pracy było: 

1. sprawdzenie, czy w regulacji wzrostu komórek LoVo może uczestniczyć 

wiele autokrynnych pętli wzrostowych,  

2. ustalenie, czy zablokowanie sygnału inicjowanego przez receptor 

pojedynczego czynnika wzrostowego (IGF-I, VEGF) hamuje całkowicie 

proliferację badanych komórek, 

3. sprawdzenie wpływu inhibitorów receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR 

i VEGFR2 na wzrost i przeżywalność komórek LoVo oraz porównanie 

efektu cytostatycznego i cytotoksycznego tyrfostinów AG1024 (inhibitor 

receptora insulino-podobnego czynnika wzrostu i receptora insuliny) oraz 

SU1498 (inhibitor receptora VEGFR2) do dobrze opisanego wpływu 

inhibitorów EGFR na komórki LoVo, 

4. porównanie wpływu badanych inhibitorów na fosforylację wybranych białek 

sygnałowych oraz na profil ekspresji genów zaangażowanych w wybrane 

szlaki sygnalizacyjne. 
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3. Materiały i metody. 

3.1. Materiały. 

3.1.1. Hodowle komórkowe. 

Linia LoVo (CCL-229™) 
ATCC (American Type Culture 
Collection) 

Albumina bydlęca (BSA); Aminokwasy endogenne 
(MEM-NEAA, MEM Non-Essential Amino Acid 
Solution); EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy); 
Selenian sodu (Na2SeO3); Transferyna; Trypsyna 
1:250 z trzustki świńskiej SIGMA – ALDRICH, USA 

Chlorek potasu (KCl); Chlorek sodu (NaCl); 
Diwodorofosforan potasu (KH2PO4); 
Wodoroortofosforan (V) disodu (Na2HPO4); 
Diwodoroortofosforan (V) potasu (KH2PO4) POCH, Gliwice 

DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham); DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium); Penicylina; 
Płodowa surowica bydlęca (Fetal Bovine Serum – 
FBS); Streptomycyna PAA   Laboratories GmbH, Austria 

Bufory: 

Buforowany roztwór soli fizjologicznej (PBS), pH 7,4: 

• 1,44 g bezwodnego Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4, 0,2 g KCl  i 8,0 g NaCl 
rozpuszczano w wodzie dest., doprowadzono do pH = 7,4 i dopełniano wodą 
do 1000 ml 

Naczynia hodowlane: 

Butelki płaskodenne o powierzchni 25 i 75 cm2, płytki 96, 24 i 6-dołkowe, probówki 
wirówkowe 50 ml, 15 ml i typu eppendorf  szalki 60 x 15 mm zostały wyprodukowane 
przez firmę BD Biosciences, USA. 
 

3.1.2. Aktywność cytostatyczna i cytotoksyczna tyrfostinów. 

2-propanol; Cytrynian sodu; Kwas cytrynowy; 
Metanol;  Kwas octowy POCH, Gliwice 

Bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-  
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difenylotetrazolu (MTT); Dimetylosulfotlenek 
(DMSO); Fiolet krystaliczny; Roztwór Giemzy; 
Hoechst 33258; Jodek propidyny; Tyrfostin A23; 
Tyrfostin AG 1024; Tyrfostin SU1498 

SIGMA – ALDRICH, USA 

Etanol 96% i 99,8% bezwodny EUROCHEM BGD, Tarnów 

Bufory: 

Odbarwiacz do fioletu krystalicznego (0,1 M bufor cytrynianowy w 50 % metanolu): 

• 13,22 g kwasu cytrynowego i 10,88 g cytrynianu sodu rozpuszczono w 1 litrze 
50 % metanolu 

 
Utrwalacz Carnoy’a: 

• 19 ml metanolu i 1 ml lodowatego kwasu octowego 
 

3.1.3. Ocena ilościowa czynników wzrostowych. 

Zestaw RayBio® Human (EGF, IGF-I, TGF-α, 
VEGF) ELISA Kit RayBiotech, Inc., USA 

 

3.1.4. Cykl komórkowy. 

RNaza A  SIGMA – ALDRICH, USA  

Triton X-100 MP Biomedicals, USA 

 
3.1.5. Mikromacierze. 

Agaroza Electrophoresis Grade Ultra Pure AppliChem GmbH, Darmstadt 

Bromek etydyny SIGMA – ALDRICH, USA 

Glukoza; Kwas borowy POCH, Gliwice 

RNeasy® Mini Kit QIAGEN, Niemcy 

Woda do wstrzykiwań Fresenius Kabi, Kutno 

Zestaw Oligo GEArray®, systemu Human Cancer 
Pathway Finder™ 

SuperArray Bioscience Corporation, 
USA 

Bufory: 

TBE (Tris/Borate/EDTA, bufor do elektroforezy RNA),  pH 7,5 

• 89 mM Tris, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA  
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Bufor obciążający (6× stężony): 

• 25 mg błekitu bromofenolowego, 4 g glukozy rozpuszczono w 10 ml wody 
destylowanej 

 

3.1.6. Fosforylacja białek. 

Azydek sodu (NaN3); Formaldehyd 36,5 %; 

Nadtlenek wodoru (H2O2) SIGMA – ALDRICH, USA 

Zestaw CASE™  (Cellular Activation of Signaling 

ELISA) dla AKT, EGFR, ERK1/2, p53, Src, 

STAT3 SABiosciences Corporation, USA, 

 

3.1.7. Odczynniki, bufory i żele do western blottingu. 

Acrylamid (30 %) mieszanina 29:1  (28,5 % 
akrylamid, 1,5 % bis-akrylamid); Nadsiarczan 
amonu APS (ammonium persulfate); TEMED AppliChem GmbH, Darmstadt 

Aprotynina; Kwas bis-cynchoninowy (BCA); 
Leupeptyna; Marker białkowy, barwiony (MW 
27 000 – 180 000); Monoklonalne przeciwciało 
mysie skierowane przeciwko AKT; Monoklonalne 
przeciwciało mysie skierowane przeciwko ERK1/2; 
Monoklonalne przeciwciało mysie skierowane 
przeciwko GAPDH; Monoklonalne przeciwciało 
mysie skierowane przeciwko p53; Przeciwciało 
kozie skierowane przeciwko IgG mysiemu 
sprzężone z peroksydazą chrzanową; Tris (tri-
hydroksymetylo aminometan); β-merkaptoetanol SIGMA – ALDRICH, USA 

Błękit bromofenolowy; Dodecylosiarczan sodu 
(SDS); Fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF); 
Glicyna; Glicerol; Kwas etylenoglikol-O-O'-bis(2-
aminoetyl)-N,N,N',N' tetraoctowy (EGTA); 
Ortowanadan sodu (Na3VO4) ; Tween 20 BioShop, Kanada 

n-Butanol POCH, Gliwice 

Klisza rentgenowska AGFA, Belgia 

Membrana do transferu Immobilon® - P  Millipore, USA 
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Papier Whatman Whatman International, Wielka Brytania 

Siarczan miedzi (CuSO4) POCH, Gliwice 

Zestaw Immun - Star™ HRP Substrate Kit Bio-Rad, USA 

Bufory: 

Bufor obciążający (2× stężony): 

• 125 mM Tris, pH 6,8 zawierający 4 % SDS, 10 % β-merkaptoetanol, 
20 % glicerol i 0,004 % błękit bromofenolowy 

TBS (Tris-buffered saline), pH 7,6: 

• (20 mM Tris, 137 mM NaCl) 2,42 g Tris i 8 g NaCl rozpuszczano w 900 ml 
wody destylowanej, ustalono pH i dopełniano wodą dest. do 1000 ml. 

0,1 % TBS – Tweed: 

• 0,1 ml Tween 20 rozpuszczano w 100 ml buforu TBS. 

0,5 M Tris-HCl, pH 6,8: 

• 6,055 g Tris rozpuszczano w 80 ml wody dest., ustalono pH i dopełniono wodą 
do 100 ml. 

Bufor do elektroforezy pH 8,3 (5 × stężony): 

• (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1 % w/o SDS) - 15,15 g Tris, 72 g glicyny 
i 5 g SDS rozpuszczano w 1000 ml wody destylowanej, przed użyciem bufor 
rozcieńczano pięciokrotnie. 

Bufor do transferu, pH 8,3 (4 × stężony): 

• (16 mM Tris, 120 mM glicyna) - 11,9 g Tris i 56,25 g glicyny rozpuszczano 
w 1000 ml wody destylowanej, przed użyciem rozcieńczano bufor czterokrotnie. 

Bufor do żelu rozwijającego pH 8,8 (4 × stężony): 

• (1,5 mM Tris, 0,4 % w/o SDS) - 181,6 g Tris i 4 g SDS rozpuszczano w 900 ml 
wody destylowanej, ustalano pH i dopełniano do 1000 ml wodą destylowanej. 

Bufor do żelu zagęszczającego pH 6,8 (4 × stężony): 

• (0,5 mM Tris, 0,4 % w/o SDS) - 60 g Tris i 4 g SDS rozpuszczano w 900 ml 
wody destylowanej, ustalano pH i dopełniano do 1000 ml woda destylowanej. 

Żele: 

Żel rozdzielający 12 %: 

• Mieszano:  4 ml akrylamidu 30 % (mieszanina 29:1 28,5 % akrylamid i 1,5 % 
bis-akrylamid), 2,5 ml buforu do żelu rozdzielającego, 90 µl APS, 6 µl TEMED 
i 3,404 ml wody destylowanej. 
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Żel zagęszczający 5 %: 

• Mieszano: 1 ml akrylamidu, 1,5 ml buforu do żelu zagęszczającego, 50 µl APS, 
3 µl TEMED i 3,447 ml wody destylowanej. 

 

3.2. Hodowla komórek nowotworowych jelita grubego linii 
LoVo. 

Wszystkie doświadczenia przeprowadzono na ludzkiej linii nowotworowej 

komórek jelita grubego LoVo. Została ona wyprowadzona w 1976 roku przez B. 

Drewinko z przerzutu w lewym nadobojczykowym regionie, od 56-letniego pacjenta 

z histologicznie zdiagnozowanym nowotworem jelita grubego. Charakteryzuje się ona 

aneuploidalnym kariotypem. Liczba chromosomów metafazowych zawiera się 

w zakresie 48 do 51, a najczęściej wynosi 49. W wielu komórkach zaobserwowano 

nieprawidłowości kariotypu w postaci zmienionego chromosomu A2 oraz dodatkowego 

elementu morfologicznie podobnego do chromosomu B. Komórki w fazie wzrostu 

eksponencjalnego produkują około 54 ng antygenu karcinoembrionalnego na milion 

komórek. Średni czas podwojenia wynosi 37 godzin, natomiast czas generacji wynosi 

30 godzin. Poszczególne fazy cyklu komórkowego trwają odpowiednio: faza G1: 

7 godzin, faza S: 18 godzin, faza G2: 5 godzin [120]. 

Hodowlę komórek LoVo prowadzono w pożywce DMEM wzbogaconej 10% 

płodową surowicą bydlęcą (FBS) oraz penicyliną (100 I.U./ml) i  streptomycyną (100 

mg/ml) w płaskodennych butelkach typu Falcon o powierzchni 25 i 75 cm2, 

w atmosferze nasyconej parą wodną z dodatkiem 5% CO2, w temperaturze 37ºC. Pasaż 

komórek przeprowadzano dwa razy w tygodniu używając 0,05% roztworu trypsyny 

z 0,5 mM EDTA w PBS. 

 

3.3. Inhibitory receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR i 
VEGFR2 oraz EGFR  - tyrfostiny AG1024, SU1498 i A23. 

W niniejszej pracy skupiono się na trzech potencjalnych drogach mitogennej 

stymulacji komórek LoVo z udziałem receptorów: EGFR, IGFIR i VEGFR2. 

Udokumentowana  doświadczalnie [121-124] sygnalizacja mitogenna przez receptor 

EGFR  została przedstawiona jako odniesienie do badanych dróg inicjowanych 

receptorem IGFIR i receptorem VEGFR2. 

W celu hamowania aktywności badanych receptorów zastosowano inhibitory 

swoiste dla ich kinaz tyrozynowych, tyrfostiny A23, AG1024 i SU1498. Strukturę tych 
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związków przedstawia Rysunek 6. Żaden z użytych inhibitorów nie jest całkowicie 

selektywny, jednak każdy z nich posiada znacznie większe powinowactwo do okre-

ślonego receptora o aktywności kinazy tyrozynowej niż do innych układów enzyma-

tycznych. 

 

Rysunek 6. Struktura tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498. 
 

Tyrfostin A23 (3,4-dihydroksybenzylidenomalononitryl), określany także jako: 

tyrfostin 23, tyrfostin AG18, tyrfostin A1, chociaż posiada szerokie spektrum działania 

(m.in. hamuje: aktywność GTPazową transducyny i aktywację kinaz MAP, a stymuluje 

sekrecję hormonów sterydowych z komórek adrenokortykalnych) [125] to najsil-

niejszym działaniem jest inhibicja kinazy tyrozynowej receptora EGF [126]. Podobnie 

tyrfostin SU1498, który jest silnym inhibitorem kinazy receptora VEGFR2 (IC50 

wynosi 700 nM) posiada także, ale znacznie słabszą aktywność hamowania kinaz 

receptorów PDGF, EGFR i ErbB2 [127, 128]. Tyrfostin SU1498 w stężeniu 5 µM 

selektywnie hamuje stymulowaną VEGF-A165 autofosforylację receptora VEGFR2, nie 

wywiera natomiast wpływu na stopień ufosforylowania VEGFR1 [129]. Inhibicja 

przekazu sygnału przez receptor VEGF skutkuje zahamowaniem procesu angiogenezy, 

zarówno in vitro jak i in vivo [130]. Sygnał przekazywany przez VEGFR2 jest 

wzmacniany przez interakcję z integrynami, co ma znaczenie w różnych procesach 

fizjologicznych w tym w angiogenezie [131]. Podanie SU1498 myszom z indukowaną 

chemicznie astmą wykazuje silne działanie terapeutyczne [132]. Nieco odmienna jest 

sytuacja w przypadku tyrfostinu AG1024 (3-bromo-5-t-butyl-4-

hydroksybenzylidenomalonitryl). Inhibitor ten hamuje zarówno kinazę receptora IGF-I 
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jak i insuliny [133]. Ale także i w tym przypadku różnice w sile działania są istotne. 

Tyrfostin ten hamuje autofosforylację IGFIR przy IC50 = 7 ± 2 µM, a autofosforylację 

receptora insuliny przy IC50 = 57 ± 5 µM. AG1024 hamuje proliferację  i stymuluje 

apoptozę ludzkich komórek nowotworowych m.in. raka piersi (MCF-7), 

drobnokomórkowego i niedrobno-komórkowego raka płuc [134, 135]. Wykazano, że 

stymuluje syntezę białek p21, p53 i Bax a hamuje ekspresję białka Bcl-2 i obniża 

fosforylację kinazy Akt w komórkach raka piersi [136, 137], a ponadto stymuluje 

degradację ufosforylowanej formy białka retinoblastomy i przywraca jego funkcję 

supresyjną w komórkach czerniaka [137]. 

                     

3.4. Ocena zależnego od przyczepienia do podłoża wzrostu 
komórek LoVo. 

Ponieważ wszystkie metody określania liczby komórek w hodowli obarczone są 

mniejszym lub większym błędem, w celu jego zminimalizowania użyto dwóch różnych 

metod kolorymetrycznych. 

 

3.4.1. Metoda barwienia fioletem krystalicznym. 

Fiolet krystaliczny jest barwnikiem zasadowym barwiącym jądra komórek 

zarówno żywych jak i martwych. Zastosowano w niniejszej pracy metodę 

zmodyfikowaną przez Gillies’a i współpracowników, w której jedynie komórki żywe 

ulegają wybarwieniu pozostając przyczepione do podłoża, natomiast martwe zostają 

usunięte wraz z medium hodowlanym [138]. 

Komórki linii LoVo zawieszano w płynie hodowlanym (DMEM + 10 % FBS) 

i w objętości 0,2 ml wysiewano na płytki  96- dołkowe w ilości 5 lub 10 tys./studzienkę. 

Po 24 godzinach hodowli pożywkę usuwano, zastępując ją bezsurowiczym płynem 

zdefiniowanym DMEM/F12 zawierającym albuminę 0,5 mg/ml, transferynę 5 μg/ml 

i Na2SeO3 2 ng/ml (DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach płyn zdefiniowany 

wymieniano na roztwory tyrfostinów, w tymże medium, w łącznej objętości 

0,2 ml/studzienkę. Jednocześnie przygotowywano kontrolę, którą stanowiły komórki 

hodowane w analogicznych warunkach w samym płynie zdefiniowanym. Wykonywano 

również barwienie fioletem krystalicznym, w celu określenia początkowej gęstości 

hodowli w każdym eksperymencie (D0). Po inkubacji trwającej od 24 do 72 godzin, 

komórki utrwalano 80% metanolem (0,15 ml/studzienkę) przez 30 minut, suszono 
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po wcześniejszym usunięciu metanolu i barwiono 0,5% roztworem fioletu 

krystalicznego, dodanym w objętości 50 μl/studzienkę przez 2 minuty. Po usunięciu 

barwnika i przepłukaniu płytek wodą, dodawano roztwór odbarwiacza w objętości 0,15 

ml/studzienkę na 30 minut, a następnie dokonywano pomiaru absorbancji przy długości 

fali 540 nm, przy użyciu czytnika płytek Spectra Fluor Plus firmy Tecan. 

 

3.4.2. Test MTT. 

MTT jest to nierozpuszczalna w wodzie sól tetrazolowa o żółtym zabarwieniu, 

pobierana przez żywe komórki na drodze pinocytozy, a następnie redukowana w ich 

aktywnych mitochondriach przez reduktazę bursztynylo-tetrazolową do purpurowego 

nierozpuszczalnego w wodzie formazonu i akumulowana w postaci kryształków [139]. 

Komórki linii LoVo zawieszono w płynie hodowlanym i w objętości 0,2 ml 

wysiewano na płytki 96-dołkowe w ilości 5 lub 10 tys./studzienkę. Po 24 godzinach 

hodowli pożywkę usuwano, zastępując ją płynem bezsurowiczym. Po kolejnych 

24 godzinach określano początkową gęstość hodowli. W tym celu medium w części 

próbek wymieniano na roztwór MTT (0,5 mg/ml) w płynie zdefiniowanym, w objętości 

0,15 ml/studzienkę. Po 3 godzinach inkubacji usuwano roztwór MTT i ekstrahowano 

powstały formazon stężonym alkoholem izopropylowym. Pomiaru absorbancji 

dokonywano przy długości fali 570 nm przy użyciu czytnika płytek Spectra Fluor Plus 

firmy Tecan. 

Na pozostałych płytkach 96-dołkowych płyn zdefiniowany wymieniano 

na roztwory badanych inhibitorów, w tymże medium, w łącznej objętości 

0,2 ml/studzienkę. Jednocześnie przygotowywano kontrolę, którą stanowiły komórki 

hodowane w analogicznych warunkach w samym płynie zdefiniowanym. Następnie 

komórki inkubowano z badanymi tyrfostinami przez 24, 48  i 72 godziny, wykonując 

dla każdego z czasów test MTT. 

 

3.4.3. Standaryzacja metod pomiarowych. 

Tempo proliferacji komórek LoVo oceniano dwoma niezależnymi metodami: 

barwieniem fioletem krystalicznym i testem MTT. Dla obu metod sporządzono krzywe 

kalibracyjne, które zostały wykorzystane w dalszej części pracy. 
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a. ) Test MTT. 

Komórki linii LoVo wysiano na płytkę 96-dołkową w ilości od 0 do 150 tysięcy 

na studzienkę. Po całonocnej inkubacji w temp 37ºC wykonano barwienie MTT zgodnie 

z procedurą przedstawioną w rozdziale 3.4.2. Średnie wartości absorbancji dla poszcze-

gólnych gęstości komórek przy długości fali 570 nm przedstawiono na rysunku 7. 

Absorbancja próbki w teście MTT była wprost proporcjonalna do ilości 

komórek, w zakresie gęstości do 125 tys. komórek na 1 studzienkę płytki 96-dołkowej. 

Dla wyższych gęstości obserwowano odchylenie od zależności liniowej związane 

z utrudnionym przyczepianiem się komórek do podłoża oraz z tworzeniem wielowarstw 

utrudniających dyfuzję składników odżywczych z pożywki oraz samego MTT. 
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Rysunek 7. Zależność średniej wartości absorbancji (w teście MTT) od ilości komórek 
przypadającej na jedną studzienkę płytki 96-dołkowej. Czerwoną linią zaznaczono 
dopasowaną funkcję liniową. 

 

Gęstości początkowe zostały dobrane tak, aby komórki w trakcie dłuższej 

inkubacji nie osiągały maksymalnego zagęszczenia, a absorbancja próbek zawierała się 

w liniowym zakresie. W związku z tym w części obliczeń można było zastosować 

średnie wartości absorbancji poszczególnych próbek bez konieczności przeliczania ich 

na ilość komórek. 

Na podstawie powyższych danych wyznaczono zależność pozwalająca 

na oszacowanie liczby komórek przypadającej na jeden dołek płytki 96-dołkowej 

w oparciu o pomiar absorbancji w teście MTT. Opisana jest ona wzorem: 
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00772,0
07782,0570 −

= nmAN  

gdzie: 

N – liczba komórek LoVo, w tysiącach, 

Ā570nm– średnia absorbancja próbki przy długości fali 570 nm. 

Dopasowana funkcja liniowa nie przechodzi przez początek układu 

współrzędnych. Dla próbki nie zawierającej komórek absorbancja wynosi około 0,08. 

Zastosowane w dalszej części pracy metody obliczeniowe pozwalają zastosować 

bezpośrednio średnie wartości absorbancji bez konieczności uwzględniania absorbancji 

tła. 

b. )  Barwienie fioletem krystalicznym. 

Komórki nowotworowe jelita grubego LoVo zostały wysiane na płytkę 

96-dołkową w ilości od 0 do 150 tysięcy na studzienkę, a następnie inkubowano je 

przez noc w temp 37ºC pozwalając im przyczepić się do podłoża. Po upływie 

wymaganego czasu wykonano barwienie fioletem krystalicznym. Opis metody 

przedstawiono w rozdziale 3.4.1. Średnie wartości absorbancji dla poszczególnych 

gęstości komórek przedstawiono na rysunku 8. 
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Rysunek 8. Zależność średniej wartości absorbancji komórek barwionych fioletem 
krystalicznym od ich ilości przypadającej na jedną studzienkę płytki 96-dołkowej. 
Czerwoną linią zaznaczono dopasowaną funkcję liniową. 
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Powyższy wykres wskazuje na liniową zależność absorbancji od ilości komórek 

w próbce, nawet dla dużych gęstości hodowli, dlatego w dalszej części pracy 

do obliczeń zahamowania wzrostu zastosowano bezpośrednio średnie wartości 

absorbancji poszczególnych próbek. 

Wyznaczona dla komórek LoVo zależność pozwalająca na oszacowanie gęstości 

hodowli w oparciu o pomiar absorbancji w metodzie barwienia fioletem krystalicznym, 

opisana jest wzorem: 

01314,0
09084,0540 −

= nmAN  

gdzie: 

N – liczba komórek LoVo, w tysiącach, przypadająca na jeden dołek płytki 

96-dołkowej, 

Ā540nm– średnia absorbancja próbki przy długości fali 540 nm. 

 

3.4.4. Wyznaczanie dawki połowicznego zahamowania wzrostu 
(IC50). 

Wyniki pomiarów absorbancji wykorzystano do wyliczenia procentu przyrostu 

liczby komórek względem kontroli, korzystając z poniższego wzoru: 

%100
0

0 ⋅
−
−

=
AA
AAH

K

i
i  

gdzie: 

0A - średnia absorbancja dla dnia zerowego w danym ekperymencie, 

KA - średnia absorbancja kontroli negatywnej w danym eksperymencie, 

iA  - średnia absorbancja i-tego pomiaru dla określonego stężenia tyrfostinu. 

Dla przekształconych w ten sposób danych w pojedynczym doświadczeniu 

średnia wartość H dla kontroli wynosi 100%, a dla dnia zerowego równa jest 0%. 

Opracowane w powyższy sposób wyniki czterech niezależnych eksperymentów (dwa 

z zastosowaniem CV i dwa z MTT) uśredniono. Do uzyskanych danych dopasowano 

trzy modele matematyczne zależności efektu od dawki tyrfostinu. Najlepsze 

dopasowania krzywych do danych eksperymentalnych uzyskano dla modelu 

logistycznego, opisanego równaniem: ( ) ( )[ ]pxxAAAy 0212 /1/ +−+=  
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3.5. Ilościowe oznaczenie wybranych czynników wzrostowych 
w medium kondycjonowanym komórek LoVo. 

W celu oceny ilości produkowanych przez komórki LoVo wybranych 

czynników wzrostowych stosowano zestawy RayBio® Human (EGF, VEGF, IGF-I 

i TGF-α) ELISA Kit firmy RayBiotech, Inc. oparte na technice „sandwich ELISA” 

(ELISA kanapkowa). Stosuje się w niej płytki opłaszczone przeciwciałami 

specyficznymi dla badanego czynnika. Na płytki dodaje się badane medium, a po inku-

bacji i odpłukaniu dołków używa się biotynylowanego przeciwciała skierowanego 

przeciw badanemu czynnikowi. Wykorzystując silne oddziaływania biotyna–

streptawidyna stosuje się enzym skoniugowany ze strepawidyną. Końcowym etapem 

procedury jest dodanie substratu dla enzymu. Po zatrzymaniu reakcji odczytuje się 

absorbancję.  

Procedurę prowadzano zgodnie za załączonym przez producenta protokołem. 

Komórki linii LoVo wysiewano na płytki 24-dołkowe w ilości 100 tys./ml (dla hodowli 

24 godzinnej) i 75 tys./ml (dla hodowli 48 godzinnej) w objętości 0,8 ml w medium 

hodowlanym DMEM + 10 % FBS.  Po 24 godzinach płyn zamieniano na DMEM/F12+ 

i inkubowano prze kolejne 24 godziny. Po czasie medium zmieniano jak poprzednio i 

inkubowano komórki przez 24 godziny (dla TGF-α, EGF, VEGF i IGF-I)  i dodatkowo 

48 godzin dla (EGF, VEGF i IGF-I) . Dla każdego z badanych czynników wzrostowych 

sporządzano krzywe kalibracyjne (Rysunek 9) aby móc ilościowo ocenić poziom 

produkowanych przez komórki czynników wzrostowych. 

Na płytki 96-dołkowe opłaszczone specyficznymi przeciwciałami (anty-EGF, 

anty-VEGF, anty-IGF-I i anty-TGF-α) nakładano seryjne rozcieńczenia załączonych 

standardów jak również media hodowlane znad komórek i inkubowano przez noc 

w 4 ºC delikatnie mieszając. Po odpłukaniu, płytki inkubowano z biotynylowanymi 

przeciwciałami 2 godziny w temperaturze pokojowej delikatnie mieszając. 

Po odpłukaniu przeciwciał dodawano roztwór streptawidyny ze skoniugownym 

enzymem (peroksydazą chrzanową). Po 45 minutach enzym odpłukano i dodano 

substrat TMB (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydynę). Reakcję zatrzymywano po 10 minutach 

i odczytywano absorbancję przy λ = 450 nM. Dodatkowo trypsynizowano komórki 

rosnące na płytkach 24-dołkowych i liczono je w komorze Bürkera, aby skorelować 

poziom wyprodukowanych czynników wzrostowych z ilością komórek. 
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Rysunek 9. Krzywe kalibracyjne służące do oceny stężenia czynników wzrostowych 
(IGF-I, EGF, VEGF i TGF-α) obecnych w medium hodowlanym wyznaczone metodą 
ELISA. 

 

3.5.1. Ocena wpływu tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na 
produkcję TGF-α przez komórki LoVo. 

W celu oceny wpływu badanych tyrfostiów na produkcję TGF-α zastosowano 

zestaw RayBio® Human TGF-alpha ELISA Kit firmy RayBiotech, Inc. Komórki linii 

LoVo wysiewano na płytki 24-dołkowe w ilości 100 tys./ml w objętości 0,8 ml 

w medium hodowlanym DMEM + 10 % FBS.  Po 24 godzinach płyn zamieniano na 

DMEM/F12+ i inkubowano przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium 

zmieniano na roztwory tyrfostinów w DMEM/F12+ (AG1024 i SU1498 w stężeniu 

10 µM oraz A23 w stężeniu 80 µM), a dla próbek kontrolnych na samo medium 

i inkubowano przez 24 godziny. W dalszych etapach postępowano identycznie 

jak to opisano w rozdziale 3.5. 
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3.6. Barwienie roztworem Giemsy. 

W celu określenia cytotoksycznego wpływu badanych inhibitorów na komórki 

LoVo, dokonywano w mikroskopie świetlnym oceny morfologicznej jąder badanych 

komórek poddanych barwieniu roztworem Giemsy. 

Komórki LoVo zawieszano w płynie hodowlanym (DMEM, 10 % FBS) 

i w objętości 0,8 ml wysiewano na płytki 24-dołkowe w ilości 40 tys./studzienkę. 

Po 24 godzinach hodowli pożywkę usuwano, zastępując ją płynem bezsurowiczym 

(DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach płyn zdefiniowany wymieniano 

na roztwory badanych inhibitorów, w tymże medium, w łącznej objętości 

0,8 ml/studzienkę i w 4 powtórzeniach dla każdego badanego związku. Jednocześnie 

przygotowywano kontrolę negatywną, którą stanowiły komórki hodowane 

w analogicznych warunkach w samym płynie zdefiniowanym, oraz kontrole pozytywną 

– komórki hodowane w pożywce z dodatkiem taksolu o stężeniu 20 nM, w obu 

przypadkach również po 4 studzienek. Po 24- lub 48-godzinnej inkubacji usuwano płyn 

hodowlany. Następnie komórki utrwalano przez 5 minut z zastosowaniem 0,5 ml 

utrwalacza Carnoy’a (metanol : kwas octowy, 20 : 1). Po usunięciu mieszaniny 

metanolu i kwasu octowego, płytki suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej, 

a następnie wybarwiano przez 60 minut roztworem Giemzy. Pozostałości roztworu 

barwiącego odpłukiwano wodą destylowaną. Po osuszeniu płytki wykonywano zdjęcia 

w mikroskopie świetlnym Olympus IX50 przy 20-krotnym powiększeniu obiektywu, 

z zastosowaniem aparatu cyfrowego Nikon D5000. 

Doświadczenie powtórzono trzykrotnie. Na zdjęciach zidentyfikowano 

i policzono komórki żywe oraz te, których jądra wykazywały zmiany morfologiczne 

charakterystyczne dla apoptozy. Wyniki uśredniono i przedstawiono jako procentowy 

udział komórek żywych i apoptotycznych. 

 

3.7. Barwienie różnicowe Hoechst 33258/jodek propidyny. 

Hoechst 33258 to bisbenzimidowy barwnik, który wiąże się do mniejszej bruzdy 

cząsteczek DNA, wykazuje wtedy fluorescencję o maksimum wzbudzenia przy 

długości fali ok. 350 nm, oraz maksimum emisji przy ok. 460 nm. Przenika przez błonę 

komórkową i barwi jądra komórek na kolor niebieski, przy czym skondensowana 

chromatyna komórek apoptotycznych daje dużo intensywniejszy sygnał od chromatyny 

komórek żywych. 
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Jodek propidyny to barwnik dodatnio naładowany w pH fizjologicznym. Bardzo 

słabo przenika przez nieuszkodzoną błonę komórkową, dodatkowo jest skutecznie 

usuwany z cytoplazmy komórek żywych. Interkaluje pomiędzy zasady azotowe 

w DNA, następuje wtedy 20- 30-krotne wzmocnienie fluorescencji. Maksimum 

absorbancji obserwuje się dla światła o długości fali 535 nm, a maksimum emisji 

dla 617 nm. Barwi jądra komórek martwych, o uszkodzonej błonie komórkowej, 

na kolor czerwony. 

Komórki LoVo zawieszano w płynie hodowlanym (DMEM, 10 % FBS) 

i w objętości 0,45 ml wysiewano na płytki 48-dołkowe w ilości 25 tys./studzienkę. 

Po 24 godzinach hodowli pożywkę usuwano, zastępując ją płynem bezsurowiczym 

(DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach płyn zdefiniowany wymieniano 

na roztwory badanych inhibitorów, w tymże medium, w łącznej objętości 

0,45 ml/studzienkę i w 6 powtórzeniach dla każdego badanego związku. Jednocześnie 

przygotowywano kontrolę negatywną, którą stanowiły komórki hodowane 

w analogicznych warunkach w samym płynie zdefiniowanym, oraz kontrolę pozytywną 

– komórki hodowane w pożywce z dodatkiem taksolu o stężeniu 20 nM, w obu 

przypadkach również po 6 studzienek. Po 24- lub 48-godzinnej inkubacji do hodowli 

dodawano barwniki fluorescencyjne: Hoechst 33258 (30 min przed pomiarem) i jodek 

propidyny (5 min przed pomiarem), w ilościach takich aby ich końcowe stężenia 

wynosiły odpowiednio 5 μg/ml i 1 μg/ml. Dla każdej próbki wykonywano zdjęcie 

w mikroskopie fluorescencyjnym, w losowo wybranym obszarze studzienki, przy 

zastosowanie dwóch różnych filtrów wzbudzenia. Pierwszy umożliwiał wzbudzenie 

fluorescencji obu barwników, przy zastosowaniu drugiego możliwe było selektywne 

wzbudzenie tylko jodku propidyny. Komórki wybarwione na obu zdjęciach uznawano 

za martwe. Komórki z jądrem fluoryzującym wyłącznie na niebiesko uznawano 

za żywe, natomiast komórki, w których jądro było pofragmentowane i świeciło 

intensywnie na niebiesko, za apoptotyczne. 

 Doświadczenie wykonano trzykrotnie. W sumie zebrano po 12 zdjęć dla 

każdego czasu inkubacji i każdego inhibitora oraz jego stężenia. Na każdym zdjęciu 

policzono komórki żywe, apoptotyczne oraz martwe, a następnie wyliczono ich udział 

procentowy. Suma wszystkich zliczonych komórek na pojedynczym obrazie 

mikroskopowym zawierała się w zakresie 100-700. Uśredniono procentowy udział 

komórek żywych, apoptotycznych i martwych dla każdej serii 12 zdjęć. 
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3.8. Badanie faz cyklu komórkowego metodą cytometrii 
przepływowej. 

Cytometria przepływowa to metoda, która polega na pomiarze i analizie sygnału 

generowanego przez cząstki przepływające w strumieniu cieczy przez wiązkę światła 

[140]. Obiektami badanymi z użyciem tej metody mogą być m.in.: komórki 

eukariotyczne, agregaty komórek (np. wysepki trzustkowe), organelle komórkowe (np. 

mitochondria), bakterie, liposomy, wirusy, a nawet pojedyncze cząsteczki białek [141]. 

 

 
Rysunek 10. Oddziaływanie wiązki światła z komórką eukariotyczną. 

 

W wyniku oddziaływania światła z badanymi obiektami generowanych jest 

szereg sygnałów, które mogą być mierzone z zastosowaniem cytometru 

przepływowego. Zjawiska fizyczne zachodzące przy oświetlaniu wiązką światła 

drobnych obiektów, wykorzystywane w tej metodzie to m.in. absorbancja, rozpraszanie 

światła oraz emisja fluorescencji. Interakcję wiązki światła z komórką eukariotyczną 

przedstawia rysunek 10 [141]. 

Pomiar i analiza powyższych oddziaływań pozwala scharakteryzować obiekty 

badane z użyciem cytometrii przepływowej. Przykładowo ilość światła rozpraszanego 

pod dużym kątem tj. 15°-150° (SSC) wzrasta wraz z zawartością ziarnistości 

w cytoplazmie komórki oraz pofałdowaniem jej powierzchni. Rozproszenie światła 

pod niewielkim kątem tj. 0,5°-5° (FSC) zależne jest natomiast od rozmiarów badanego 

obiektu. Z kolei intensywność fluorescencji jest proporcjonalna do zawartości 
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naturalnych fluorochromów lub znaczników fluorescencyjnych wprowadzonych 

sztucznie do komórki [141]. 

Jednym z najwcześniejszych zastosowań cytometrii przepływowej był pomiar 

zawartości DNA w komórkach. Metoda ta opiera się na stechiometrycznym wiązaniu 

barwników fluorescencyjnych do kwasów nukleinowych. Ilość związanego 

fluorochromu jest wprost proporcjonalna do zawartości DNA. Była to pierwsza metoda 

szybkiej identyfikacji faz cyklu komórkowego, innych niż mitoza [142]. 

Teoretycznie komórki w fazie G2/M wykazują intensywność fluorescencji 

dwukrotnie wyższą od komórek w fazie G1. Komórki w fazie syntezy DNA 

charakteryzują się intensywnością fluorescencji w zakresie pomiędzy wartościami 

cechującymi komórki w fazach G1 i G2/M. Schemat cyklu komórkowego oraz 

histogramów zawartości DNA z zaznaczonymi obszarami charakterystycznymi 

dla poszczególnych faz cyklu przedstawia rysunek 11. 

Dzięki zastosowaniu specjalistycznego programowania np. FCS Express 

czy Cell Quest, z zaimplementowanymi odpowiednimi modelami matematycznymi 

opisującymi rozkład ilości DNA, można oszacować ilość komórek w poszczególnych 

fazach cyklu komórkowego. 

 
Rysunek 11. Cykl komórkowy wraz z histogramami zawartości DNA odpowiadającymi 
jego poszczególnym fazom. 

  

W doświadczeniach wykonanych przez mnie komórki wysiewano na szalki 

60 mm w ilości po 750 tysięcy (125 tys/ml) w medium hodowlanym (DMEM, 

10% FBS). Po 24 godz. zmieniono płyn na bezsurowiczy DMEM/F12+. Po kolejnych 
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24 godzinach płyn zdefiniowany wymieniano na roztwory tyrfostinów (A23 40 μM 

i 80 μM, AG1024 4 μM i 10 μM i SU1498 4 μM i 10 μM), w tym samym medium, 

w łącznej objętości 5 ml/szalkę. Kontrolę stanowiły komórki hodowane 

w analogicznych warunkach w samym płynie zdefiniowanym DMEM/F12+. Komórki 

inkubowano 30 i 48 godzin. Następnie komórki trypsynizowano i wirowano (7 minut, 

280 g) łącznie z zebranym wcześniej medium hodowlanym. Zlewano supernatant 

i zawieszono komórki w 0,5 ml zimnego PBS bez Ca2+ i Mg2+. Do probówek z 4,5 ml 

zimnego 70% etanolu (z zamrażarki) dodawano powoli zawiesinę komórek i utrwalano 

przez 2 godziny w temp. 4°C. Następnie komórki wirowano (7 minut, 280g), zlewano 

alkohol, dodawano po 5ml PBS (bez Ca2+ i Mg2+) z 1% FBS. Po około 60 sekundach 

zawiesinę komórek wirowano (7 minut, 280 g), zlewano nadsącz i dodawano po 1 ml 

roztworu barwiącego (0,2 mg RNAzy A, 0,02 mg jodku propidyny, 1 μl Triton X-100 

w PBS-ie z 1%FBS). Inkubowano 30 minut w 37°C. Zawartość DNA mierzono przy 

użyciu cytometru przepływowego FACSscan Beckton-Dickinson. 
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Rysunek 12. Przykład zastosowania bramki do analizy pomiarów cytometrii przepływowej 
komórek LoVo. Z lewej cytogram FL2-A vs. FL2-W, z prawej histogram FL2-A. Kolorem 
czerwonym zaznaczono pomiary uwzględnione w analizie cyklu komórkowego. 

 

Analizę faz cyklu komórkowego przeprowadzono z zastosowaniem programu 

FCS Express V3. W celu ułatwienia obliczeń odrzucono w analizie, dzięki 

zastosowaniu bramki,  obiekty o średnicy dużo większej (np. agregaty komórek) i dużo 

mniejszej np. pofragmentowane w trakcie procedury barwienia komórki (Rysunek 12). 

Pojedyncze komórki wyselekcjonowano na podstawie analizy cytogramu FL2-W 

(średnica obiektu) vs FL2-A (powierzchnia pod krzywą sygnału danego obiektu). 
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3.9. Metoda oceny stopnia fosforylacji wybranych białek 
sygnałowych. 

Wpływ inhibitorów kinaz tyrozynowych receptorów EGFR, IGFI-R/IR oraz 

VEGFR2 na fosforylację białek, które mogą być zaangażowane w przekaz sygnału 

inicjowanego czynnikami wzrostowymi, badano przy użyciu zestawów CASE™ 

(SuperArray Biosciences). Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z instrukcją 

dostarczoną przez producenta z wyjątkiem jednej modyfikacji polegającej 

na wydłużeniu czasu inkubacji preparatów z przeciwciałem pierwszorzędowym. 

Komórki LoVo wysiewano na płytki 96-dołkowe w ilości 25 tys./studzienkę. 

Następnego dnia medium hodowlane zastępowano zdefiniowanym płynem 

bezsurowiczym. Po kolejnych 24 godzinach komórki traktowano roztworami 

tyrfostinów: A23 o stężeniu 80 μM, AG1024 10 μM oraz SU1498 10 μM w medium 

bezsurowiczym DMEM/F12+. Następnie po 3, 6, 12 i 24 godzinach inkubacji 

z badanymi inhibitorami komórki utrwalano na płytkach 4% formaldehydem w PBS. 

Endogenną peroksydazę inaktywowano przy użyciu 1% H2O2 i 1% azydku sodu przez 

20 min. w temperaturze pokojowej. Płytki z utrwalonymi komórkami blokowano przez 

1 godzinę, roztworem zawartym w zestawie CASE, przepłukiwano, a następnie 

dodawano przeciwciała I-rzędowe i umieszczano na noc w lodówce. Inkubację 

z II-rzędowymi przeciwciałami przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 

1 godzinę, po czym dodawano substrat chromogenny dla peroksydazy chrzanowej, 

a po około 3-5 minutach zatrzymywano reakcję i mierzono absorbancję przy 450 nm 

(OD450). Następnie w celu określenia względnych ilości komórek w poszczególnych 

próbkach, wykonywano barwienie fioletem krystalicznym i dokonywano pomiaru 

absorbancji przy długości fali 590 nm (OD590). Wynik dla każdej studzienki płytki 

96-dołkowej standaryzowano dzieląc absorbancję mierzoną przy 450 nm przez 

absorbancję dla 590 nm (OD450/OD590).  

Wpływ badanych związków wyrażono jako stosunek średnich, 

wystandaryzowanych absorbancji próbek inkubowanych z przeciwciałem dla białka 

fosforylowanego i białka całkowitego. Na wykresach przedstawiono wyniki 

znormalizowane względem kontroli (wartość dla kontroli wynosi 1). 
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 3.10. Oznaczenie ekspresji wybranych genów metodą 
mikromacierzy. 

Do oznaczania zmiany poziomu ekspresji genów komórek LoVo poddanych 

działaniu tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 użyto zestawu Human Cancer Pathway 

Finder™ Oligo GEArray®. Zestaw zawiera odczynniki potrzebne do uzyskania 

wyznakowanej próbki i jej hybrydyzacji. W jego skład wchodzi również macierz cDNA 

oparta na membranie nylonowej. Na jej powierzchni znajduje się 113 sond 

oligonukeotydowych dla genów zaangażowanych w szlaki sygnałowe, 7 dla genów 

konstytutywnych (kontrola pozytywna) i 4 sztuczne sekwencje oraz 2 puste miejsca 

(kontrola negatywna). 

Badane geny zaklasyfikowano (zgodnie z sugestią producenta zestawu) do 

6 grup odzwierciedlających 6 szlaków biologicznych zaangażowanych w transformację 

i wzrost neoplastyczny. Indukcja genów sugeruje aktywację powiązanego z nimi szlaku, 

inhibicja odwrotnie. Zestawienie wszystkich badanych genów, ich przyporządkowanie 

do szlaków sygnałowych przedstawiono poniżej. Układ sond na macierzy przedstawia 

tabela 1. 

Funkcjonalne pogrupowanie genów: 

1. Kontrola cyklu komórkowego oraz naprawa uszkodzeń DNA: 

ATM, BRCA1, BRCA2, CCND1 (cyklina D1), CCNE1 (cyklina E1), CDC25A, CDK2, 

CDK4, CDKN1A (p21Waf1), CDKN1B (p27Kip1), CDKN2A (p16Ink4), CHEK2 

(chk2 / Rad53), E2F1, MDM2, PRKDC (DNA-PK), PTEN, S100A4, RB1, TP53 (p53). 

2. Apoptoza i starzenie komórkowe: 

APAF1, BAD, BAX, BCL2, BCL2L1 (bcl-X), BIRC5 (Surwiwina), CASP8, CASP9, 

CFLAR (CASPER), GZMA, HTATIP2, TERT (telomeraza), TNFRSF1A (receptor 

TNF-α), TNFRSF6 (Fas), TNFRSF10B (DR5), TNFRSF25 (DR3).  

3. Cząsteczki zaangażowane w transdukcję sygnału oraz czynniki transkrypcyjne: 

AKT1, CTNNB1 (β-katenina), ERBB2, ETS2, FOS, JUN, MAPK14 (p38 MAPK), 

MAP2K1 (MEK), MYC, NFKB1 (NFκB), NFKBIA (IκBα), PIK3CB (PI3K p110b), 

PIK3R1 (PI3K p85α), RAF1, RASA1, SNCG, SRC. 
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4. Adhezja: 

CD44, CDH1 (kadheryna E), ICAM1, ITGA1 (integryna α1), ITGA2 (integryna α2), 

ITGA3 (integryna α3), ITGA4 (integryna α4), ITGA5 (integryna α5), ITGA6 (integryna 

α6), ITGAV (integryna αV), ITGB1 (integryna β1), ITGB3 (integryna β3), ITGB5 

(integryna β5), MCAM, MICA (MUC18), MTSS1, NCAM1, PNN, SYK, UCC1. 

5. Angiogeneza: 

ANGPT1 (angiopetyna-1), ANGPT2 (angiopetyna -2), BAI1, COL18A1 (endostatyna), 

EGF, EGFR, FGF2 (bFGF), FGFR2, FLT1 (VEGFR), HGF, IFNA1 (IFN α), IFNB1 

(IFNβ), IGF1, IL8, PDGFA, PDGFB, TEK (tie-2), TGFB1, TGFBR1 (ALK-5), THBS1 

(trombospondyna-1), THBS2 (trombospondyna-2), TNF, VEGF. 

6. Inwazyjność i przerzutowanie: 

KISS1, KAI1, MET, MMP1 (kolagenaza-1), MMP2 (żelatynaza A), MMP9 (żelatynaza 

B), MTA1, MTA2, NME1, NME4 (Nm23), PLAU, PLAUR, S100A4, SERPINB2 

(PAI2), SERPINB5 (maspina), SERPINE1 (PAI1), TIMP1, TIMP3, TWIST1. 

 
Tabela 1. Układ sond dla badanych genów na powierzchni membrany zestawu Human 
Cancer Pathway Finder™ Oligo GEArray®. Kolorem szarym oznaczono rozmieszczenie 
sond dla genów kontrolnych. 

RPS27A AKT1 ANGPT1 ANGPT2 APAF1 ATM BAD BAI1 
BAX BCL2 BCL2L1 BIRC5 BRCA1 BRCA2 CASP8 CASP9 

CCND1 CCNE1 CD44 CDC25A CDH1 CDK2 CDK4 CDKN1A 
CDKN1B CDKN2A CFLAR CHEK2 COL18A1 CTNNB1 E2F1 EGF 

EGFR ERBB2 ETS2 FGF2 FGFR2 FLT1 FOS GZMA 
HGF HTATIP2 ICAM1 IFNA1 IFNB1 IGF1 IL8 ITGA1 

ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGA5 ITGA6 ITGAV ITGB1 ITGB3 
ITGB5 JUN CD82 KISS1 MAP2K1 MAPK14 MCAM MDM2 
MET MICA MMP1 MMP2 MMP9 MTA1 MTA2 MTSS1 
MYC NCAM1 NFKB1 NFKBIA NME1 NME4 PDGFA PDGFB 

PIK3CB PIK3R1 PLAU PLAUR PNN PRKDC PTEN RAF1 
RASA1 RB1 S100A4 SERPINB2 SERPINB5 SERPINE1 SNCG SRC 

SYK TEK TERT TGFB1 TGFBR1 THBS1 THBS2 TIMP1 
TIMP3 TNF TNFRSF10B TNFRSF1A TNFRSF25 FAS TP53 TWIST1 
EPDR1 VEGFA PUC18 Blank Blank AS1R2 AS1R1 AS1 
GAPDH B2M HSP90AB1 HSP90AB1 ACTB ACTB BAS2C BAS2C 

 

Komórki LoVo wysiano w ilości 1 mln na 1 szalkę hodowlaną o średnicy 

60 mm, w medium hodowlanym (DMEM/F12 + 10% FBS). Po 24 godzinach medium 

hodowlane zastępowano bezsurowiczym płynem zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po 

kolejnych 24 godzinach wymieniano płyn zdefiniowany na roztwory tyrfostinów (A23 

w stężeniu 80 μM, AG1024 i SU1498 - 10 μM), w tym samym medium, w łącznej 
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objętości 5 ml na szalkę i 3 powtórzeniach. Jednocześnie przygotowywano kontrolę, 

którą stanowiły komórki hodowane w analogicznych warunkach w samym płynie 

zdefiniowanym. 

Całkowite RNA izolowano z około 6 mln komórek, po 30 godzinach inkubacji 

z badanymi inhibitorami, przy użyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Germany), zgodnie z instrukcją dostarczoną przez producenta. Wyizolowane RNA 

rozpuszczono w 30 μM wody wolnej od RNAz. Stężenie oraz stopień zanieczyszczenia 

białkami i związkami organicznymi określano przy użyciu spektrofotometru NanoDrop, 

przez wyznaczenie stosunków absorbancji próbek dla charakterystycznych długości fali 

(odpowiednio A260 nm/A280 nm oraz A260 nm/A230 nm). Uzyskane dane pomiarowe podano 

w tabeli 2. 

Stosunek absorbancji przy długości fali 260 nm do absorbancji przy 280 nm 

określa stopień zanieczyszczenia próbki białkami, wartość bliska 2 oznacza wysoką 

czystość próbki RNA. Stosunek A260 nm/A230 nm natomiast powinien zawierać się 

w granicach 2,0-2,2. Niższa wartość świadczy o lekkim zanieczyszczeniu próbek 

związkami organicznymi, pochodzącymi prawdopodobnie z roztworów stosowanych 

w izolacji RNA. 

Tabela 2. Charakterystyka spektrofotometryczna próbek całkowitego RNA izolowanego 
z komórek LoVo. 

 Stężenie [ng/μl] A260 nm/A280 nm A260 nm/A230 nm 
Kontrola 823,0 2,05 1,92 

A23 839,3 2,07 1,93 
AG1024 766,8 2,09 1,84 
SU1498 1137,0 2,04 1,84 

 

W celu sprawdzenia czy wyizolowane RNA nie uległo zdegradowaniu, w trakcie 

procedury izolacji, przeprowadzono elektroforezę w 1% żelu agarozowym z dodatkiem 

bromku etydyny. Zdjęcie żelu wykonane w świetle UV przy użyciu aparatu 

Phosphoimager zamieszczono poniżej (Rysunek 13). 
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Rysunek 13. Obraz elektorofretyczny próbek całkowitego RNA wyizolowanych z komórek 
LoVo.  

 

Na powyższym zdjęciu widoczne są wyraźne prążki rybosomowego 18S i 28S 

RNA, nie obserwuje się rozmycia w kierunku niższych mas cząsteczkowych. Świadczy 

to o wysokiej jakości wyizolowanych preparatów RNA i bardzo niskim, praktycznie 

niezauważalnym, stopniu degradacji badanych próbek. 

 Dalsze etapy eksperymentu przebiegały zgodnie z instrukcją dołączoną 

do zestawu Oligo GEArray®. Jednoniciowe cDNA syntetyzowano z użyciem ok. 7 μg 

całkowitego RNA. Następnie przeprowadzono znakowanie dUTP-biotyną oraz 

namnażanie cDNA, przez 100 min. Hybrydyzację macierzy z wyznakowanym biotyną 

cDNA prowadzono przez noc w 60°C. Następnie dokonano detekcji sygnału na kliszy 

rentgenowskiej (Agfa), z użyciem alkalicznej fosfatazy sprzężonej z biotyną oraz 

substratu chemiluminescencyjnego CDP Star, dostarczonych w zestawie. Uzyskane 

zdjęcia zeskanowano i zapisano w postaci cyfrowej do dalszych analiz. 

Celem większości eksperymentów wykorzystujących mikromacierze (czy też 

makromacierze) jest badanie wzorów ekspresji wielu setek, tysięcy, czy nawet 

dziesiątków tysięcy genów w trakcie pojedynczego doświadczenia. Zwykle RNA 

izolowane jest z różnych tkanek, stadiów rozwojowych, stanów chorobowych lub 

z próbek poddanych różnemu traktowaniu. RNA jest następnie znakowane i poddawane 

hybrydyzacji na macierzach w sposób pozwalający porównać różnicę w ekspresji 

pomiędzy powiązanymi próbkami. Najczęściej używa się jednego znacznika i próbki 

hybrydyzuje na oddzielnych macierzach lub używa się dwóch różnych barwników 

fluorescencyjnych (zwykle czerwonego i zielonego) dla dwóch oddzielnych próbek 

RNA, a hybrydyzację przeprowadza się na jednej membranie. Niezależnie od sposobu 

wyznakowania i hybrydyzacji macierze są skanowane a wynik zapisywany w postaci 

pary 16-bitowych obrazów w formacie TIFF (Tagged Information File Format). 

     K     AG1024    SU1498  A23 
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Następnie uzyskane skany poddawane są analizie, która ma na celu identyfikację genów 

zhybrydyzowanych w określonych punktach macierzy oraz pomiar względnej 

intensywności fluorescencji (luminescencji) dla każdego z nich [143]. 

Analizę uzyskanych w tym doświadczeniu cyfrowych obrazów 

zhybrydyzowanych mikromacierzy, wykonano z użyciem programów z pakietu TM4 

(The Institute of Genome Reasearch). W celu określenia intensywności luminescencji 

punktów na macierzach, odpowiadających ekspresji poszczególnych genów, użyto 

programu Spotfinder 3.1.1. Uzyskane dane liczbowe poddano dodatkowo standaryzacji 

z zastosowaniem programu MIDAS 2.19. 

Hipoteza, na której opiera się analiza wyników eksperymentów z użyciem 

mikromacierzy, zakłada, że względna intensywność sygnału dla każdego genu 

odzwierciedla jego rzeczywisty poziom ekspresji w komórce. Zwykle wynik takiego 

doświadczenia podawany jest w postaci stosunku względnych poziomów ekspresji (Ti), 

pomiędzy próbką badaną a próbką kontrolną, wyliczanego z  wzoru: 

i

i
i G

R
T =  

gdzie: 

Ti – stosunek względnych poziomów ekspresji ( expression ratio) dla i-tego genu, 

Ri – intensywność fluorescencji (luminescencji) i-tego elementu macierzy dla próbki 

badanej, 

Gi – intensywność fluorescencji (luminescencji) i-tego elementu macierzy dla próbki 

kontrolnej. 

W powyższym wzorze intensywności sygnału dla próbki badanej i kontrolnej 

oznaczono umownie literami kolejno R i G w związku z tym, że dla dwóch próbek 

hybrydyzowanych na jednej mikromacierzy stosuje się zwykle znakowanie dwoma 

barwnikami fluorescencyjnymi czerwonym (Red) i zielonym (Green). W przypadku 

próbek poddawanych hybrydyzacji na oddzielnych membranach litery R i G oznaczają 

kolejno intensywność sygnału na mikromacierzy dla próbki badanej (T – treated) 

i kontrolnej (C – control) [143]. 

Stosunek względnych poziomów ekspresji wyliczony w ten sposób jest 

użytecznym sposobem przedstawienia wyników, jednak ma pewną wadę, otóż wzrost i 

spadek ekspresji wyrażane są „niesymetrycznie”. Dwukrotny przyrost ilości mRNA 

spowodowany badanym czynnikiem daje stosunek poziomów ekspresji równy 2, 

natomiast dwukrotny spadek 0,5. 
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Najczęściej stosowanym sposobem przekształcania wyników jest użycie 

logarytmu o podstawie 2. Przewagą tego podejścia jest to, że wzrost i spadek ekspresji 

wyrażone są w podobny sposób. Logarytm z liczby oraz logarytm z jej odwrotności 

mają tę samą wartość bezwzględną, ale przeciwne znaki np.  log2(2) = 1 i log2(½) = -1 

[143]. 

Zgodnie z powyższymi założeniami, zmianę ekspresji genów badanych 

z użyciem zestawu mikromacierzy Human Cancer Pathway Finder™, wyrażono jako 

logarytm przy podstawie 2 ze stosunku intensywności luminescencji próbki badanej 

do próbki kontrolnej. Korzystając z przeprowadzonych analiz, wyselekcjonowano geny, 

dla których następowała przynajmniej dwukrotna zmiana poziomu ekspresji pod 

wpływem, któregoś z badanych tyrfostinów, a intensywność luminescencji 

odpowiadających tym genom punktów na macierzach przekraczała wartość 10000. 

 

3.11. Metoda Western blotting. 

Wpływ tyrfostinów A23, AG1024 oraz SU1498 na ekspresję AKT w komórkach 

nowotworu jelita grubego linii LoVo oceniano metodą Western blotting. W tym celu 

wysiano komórki w ilości 1 mln na 1 szalkę hodowlaną o średnicy 60 mm, w medium 

hodowlanym (DMEM/F12 + 10% FBS). Po 24 godzinach medium hodowlane 

zastąpiono bezsurowiczym płynem zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po kolejnych 

24 godzinach wymieniono płyn zdefiniowany na roztwory tyrfostinów (AG1024 

i SU1498 w stężeniach 1 μM, 5 μM i 10 μM), w tym samym medium, w łącznej 

objętości 5 ml na szalkę i 2 powtórzeniach. Jednocześnie przygotowywano kontrolę, 

którą stanowiły komórki hodowane w analogicznych warunkach w samym płynie 

zdefiniowanym. 

 Białko izolowano po 12, 24, 48 i 72 godzinach inkubacji. W tym celu szalki 

z komórkami 2-krotnie przepłukiwano zimnym PBS. Dodawano po 0,75 ml tego 

buforu. Komórki zdrapywano przy użyciu jednorazowych gumowych skrobaczek. 

Zawiesinę komórek przenoszono do jałowych probówek typu Eppendorf. Szalki 

ponownie przepłukiwano zimnym PBS w objętości 0,75 ml i zlewano płyn 

ze spłukanymi komórkami do odpowiednich probówek. Eppendorfy z zawiesinami 

komórek LoVo wirowano przy 10 tys. obrotów na minutę, w temperaturze 4°C przez 

10 minut. Zlewano nadsącz i dodawano po 100 µl buforu lizującego pH=7,4 (10mM 

Tris, 150mM NaCl, 1mM EGTA) z dodatkiem inhibitorów proteaz (aprotyniny 
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[10 µg/ml], leupeptyny [10 µg/ml], PMSF [1 mM] i Na3VO4 [2 mM]) dokładnie 

rozpipetowując pelet. Tak przygotowane próbki inkubowano na lodzie przez 30 min, 

od czasu do czasu intensywnie mieszając. Następnie lizat komórkowy wirowano 

(10 tys. obr./min, 4°C, 10 min). Nadsącz zbierano do opisanych probówek i zamrażano 

i przechowywano w -80°C. 

 Stężenie białka całkowitego w próbkach oznaczano metodą BCA. W skrócie. 

Przygotowano standardy białkowe z użyciem roztworu albuminy wołowej (BSA) [1000 

µg/ml, 750 µg/ml, 500 µg/ml, 250 µg/ml, 125 µg/ml, 75 µg/ml, 50 µg/ml, 25 µg/ml, 

0 µg/ml] w buforze lizującym z dodatkami używanymi do izolacji białka i dalszych 

oznaczeń. Tuż przed eksperymentem sporządzano roboczy roztwór BCA zawierający 

na każdy 1 ml BCA 20 µl 4 % roztworu siarczanu miedzi. Na płytkę 96-dołkową 

nakładano po 25 µl standardów białkowych i 10–krotnie rozcieńczonych próbek białka 

(każdego w 5 powtórzeniach). Następnie dodawano po 200 µl roboczego roztworu BCA 

i delikatnie mieszano. Płytki inkubowano 30 min. w 37 °C. Po tym czasie płytki 

schładzano do temperatury pokojowej, mierzono absorbancję przy długości fali 570 nm. 

Następnie do uzyskanych danych pomiarowych dopasowywano z zastosowaniem 

programu Origin™ krzywą standardową, a na jej podstawie wyliczano stężenie białka 

w badanych próbkach. 

Przygotowane próbki rozdzielano elektroforetycznie metodą SDS-PAGE. 

Przygotowywano 12% żel rozdzielający oraz 5% żel zagęszczający. Na żel 

poliakryloamidowy nakładano po 40 μg białka w 10 μl buforu lizującego zmieszanego 

z 10 μl buforu obciążającego. Elektroforezę prowadzono na lodzie przez ok. 3 godziny 

przy stałym natężeniu prądu (40 mA). W kolejnym etapie wykonywano elektrotransfer 

mokry białek z żelu na membranę PVDF przez noc (ok. 15 godzin) stosując stałe 

natężenie prądu wynoszące 16 mA. Immunodetekcji białek dokonywano z zasto-

sowaniem pierwszorzędowych przeciwciał mysich skierowanych przeciw badanej 

kinazie białkowej B oraz drugorzędowych kozich przeciwciał anty-mysich sprzężonych 

z peroksydazą chrzanową (HRP). Membrany z wyznakowanym białkiem traktowano 

substratem chemiluminescencyjnym. Obraz elektroforetyczny utrwalano na kliszach 

rentgenowskich, które następnie skanowano. Analogicznie oznaczano poziom 

referencyjnego białka, dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH). 
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3.12. Analiza statystyczna. 

 Analizę statystyczną wyników eksperymentów przeprowadzono z zastoso-

waniem pakietu STATISTICA 6.0. Wszystkie założenia wykorzystane w analizie 

statystycznej wyników dobrano w oparciu o „Przystępny kurs statystyki z zastoso-

waniem STATISTICA PL na przykładach z medycyny” Andrzeja Stanisza [144].  

 Wyniki doświadczenia oceniającego wpływ tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 

na produkcję TGF-α poddano jednoczynnikowej analizie wariancji ANOVA. 

Czynnikiem grupującym był rodzaj inhibitora, natomiast zmienną analizowaną poziom 

produkcji badanego białka w medium znad hodowli oznaczony z zastosowaniem 

metody ELISA. 

 W przypadku badania wpływu w/w inhibitorów receptorowych kinaz 

tyrozynowych na fosforylację wybranych białek sygnalizacyjnych, wyniki uzyskane 

z zastosowaniem zestawów CASE poddano dwuczynnikowej analizie wariancji 

ANOVA. Zmienną  wyjaśnianą był stopień ufosforylowania badanego białka, natomiast 

czynnikami grupującymi był rodzaj tyrfostinu oraz czas inkubacji. 

 Weryfikacji jednorodności wariancji w poszczególnych grupach dokonano 

z zastosowaniem testów C Cochrana, testu F-max Hartley’a oraz testu chi-kwadrat 

Bartletta. Przy omawianiu wyników podano minimalny poziom prawdopodobieństwa p 

uzyskany dla tych trzech testów. 

 Weryfikację normalności rozkładów w obrębie każdej z analizowanych grup 

przeprowadzono analizując wykresy normalności, które są wykresami skumulowanych 

częstości względnych obserwacji w układzie współrzędnych dobranych w taki sposób, 

aby dystrybuanta rozkładu normalnego była linią prostą [144]. 

 Analizę istotności statystycznych pomiędzy badanymi grupami, po przepro-

wadzonej analizie wariancji ANOVA, wykonano z zastosowaniem testu HSD (Honestly 

Significant Difference Test) Tukey’a. Zaletą tego testu jest fakt, iż niezależnie od liczby 

dokonywanych porównań, prawdopodobieństwo popełnienia błędu pierwszego rodzaju 

dla wszystkich porównań, nie przekracza określonego przez badacza poziomu 

istotności. 

 Do wyrażenia wielkości efektów eksperymentalnych użyto dwóch 

współczynników. Cząstkowe eta kwadrat (ηp
2) jest proporcją wariancji błędu i efektu 

opisaną poniższym wzorem: 
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%1002 ⋅
+

=
bladefekt

efekt
P SSSS

SS
η  

gdzie: 

SSefekt – suma kwadratów związana z danym efektem, 

SSbłąd – suma kwadratów błędu. 

Współczynnik ten opisuje procent wariancji wyjaśnionej przez dany efekt 

jedynie dla danej próby. 

Drugi z użytych współczynników, omega kwadrat (ω2) jest estymatorem 

wariancji zmiennej wyjaśnionej przez zmienną niezależną w całej populacji. 

W jednoczynnikowej analizie wariancji wyliczany jest z wzoru: 

%1002 ⋅
+

⋅−
=

bladecałałkowit

bladefektefekt

MSSS
MSdfSS

ω  

gdzie: 

SSefekt – całkowita suma kwadratów, 

SSefekt,– sumy kwadratów związana z danym efektem, 

df – stopnie swobody ziązane z danym efektem, 

MSbłąd – średni kwadrat błędu. 

W przypadku dwuczynnikowej analizy wariancji współczynniki omega kwadrat 

dla każdego z obserwowanych efektów eksperymentalnych opisane są równaniami: 

%1002 ⋅
+
⋅−

=
bladecałałkowit

bladAA
A MSSS

MSdfSSω  

%1002 ⋅
+
⋅−

=
bladecałałkowit

bladBB
B MSSS

MSdfSSω  

%1002 ⋅
+

⋅−
= ××

×
bladcałałkowi

bladBABA
BA MSSS

MSdfSSω  

gdzie: 

SSA, SSB, SSAxB – sumy kwadratów związane z efektem A, B oraz interakcją AxB, 

dfA, dfB, dfAxB – stopnie swobody ziązane z odpowiednimi efektami, 

MSbłąd – średni kwadrat błędu. 

Omawiane parametry wyrażają udział poszczególnych czynników 

eksperymentalnych (np. rodzaju inhibitora, czasu inkubacji) w wyjaśnieniu 

obserwowanych różnic pomiędzy poszczególnymi grupami. 
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4. Wyniki. 

4.1. Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 oraz A23 na 
proliferację komórek LoVo. 

Wpływ selektywnych inhibitorów kinaz tyrozynowych receptorów: IGF-I/IR 

(AG1024) i VEGFR2 (SU1498) na tempo proliferacji komórek LoVo oceniano przy 

użyciu metody barwienia fioletem krystalicznym i testu MTT. 

We wstępnym doświadczeniu, komórki wysiano w ilości 5 i 10 tys. na jedną 

studzienkę płytki 96-dołkowej w DMEM z zawartością 10% surowicy, w objętości 0,2 

ml. Po 24 godzinach medium hodowlane zastąpiono bezsurowiczym płynem 

zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach wymieniono płyn 

zdefiniowany na roztwory tyrfostinów (AG1024 i SU1498 dodanych w zakresie stężeń 

1 -10 μM), w tym samym medium, w łącznej objętości 0,2 ml/dołek i 10 powtórzeniach. 

Kontrolę stanowiły komórki hodowane w analogicznych warunkach w samym płynie 

zdefiniowanym. Oceniono również ilość komórek znajdującą się na płytkach w 

momencie rozpoczęcia eksperymentu (dzień zerowy – D0). Po 24, 48 i 72 godzinach 

inkubacji sprawdzono liczbę komórek w hodowlach traktowanych różnymi stężeniami 

tyrfostinów AG1024 i SU1498 oraz w próbkach kontrolnych. Eksperyment powtórzono 

dwukrotnie. 

Wyniki pomiarów absorbancji przeliczono na gęstości komórek korzystając 

z wyznaczonych wcześniej (rozdział 3.4.3. Standaryzacja metod pomiarowych.) 

zależności średnich absorbancji (dla metody barwienia fioletem krystalicznym i testu 

MTT) od ilości komórek w próbce. Otrzymane wyniki uśredniono i przedstawiono na 

rysunkach 14 i 15. 

Po 72 godzinach inkubacji liczba komórek LoVo w kontroli wzrosła 3,5 razy 

w przypadku gęstości początkowej 5 tysięcy na dołek i 4,3 razy dla próbek o gęstości 

początkowej 10 tysięcy. Na podstawie tych wartości oszacowano średnie czasy 

podwojenia, które wyniosły odpowiednio 40 i 34 godziny. Wartość średnia jest 

identyczna jak wartość literaturowa wynosząca 37 godzin [120]. Powyższe dane 

potwierdzają fakt, że szybkość autokrynnego wzrostu komórek zależy istotnie od ich 

początkowej gęstości hodowli. 

Wpływ tyrfostinów AG1024 i SU1498 na autokrynny wzrost komórek LoVo 

obrazują rysunki 14 i 15. Wyniki przedstawione na rysunku 14 wskazują, że całkowite 

zahamowanie wzrostu komórek LoVo następuje dla stężeń tyrfostinu AG1024 > 5 μM 
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w przypadku gęstości początkowej hodowli 5 tysięcy komórek oraz = 7,5 μM dla 

komórek wysianych w ilości 10 tysięcy. Wyższe stężenia badanego inhibitora powodują 

spadek liczby komórek w próbkach, w odniesieniu do dnia rozpoczęcia eksperymentu. 
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Rysunek 14. Wpływ różnych stężeń tyrfostinu AG1024 na tempo proliferacji komórek 
LoVo dla różnych gęstości początkowych hodowli, po lewej 5 tysięcy, po prawej 10 
tysięcy komórek na dołek. 
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Rysunek 15. Wpływ różnych stężeń tyrfostinu SU1498 na tempo proliferacji komórek 
LoVo dla różnych gęstości początkowych hodowli, po lewej 5 tysięcy, po prawej 10 
tysięcy komórek na dołek. Pionowe słupki błędu oznaczają SEM. 

 

Na podstawie wykresów sporządzonych dla komórek LoVo poddanych 

działaniu tyrfostinu SU1498 można wnioskować, że do całkowitego zahamowania 

wzrostu wystarcza stężenie inhibitora ok. 2,5 μM w przypadku mniejszej z badanych 

gęstości początkowych hodowli i ok. 7,5 μM dla gęstości większej. Prawdopodobny 

efekt cytotoksyczny zaobserwowano tylko w hodowlach o niższej gęstości poddanych 

działaniu tyrfostinu SU1498 w stężeniu ≥ 7,5 μM. 

W związku ze zróżnicowanym wpływem badanych inhibitorów, zależnym 

od warunków początkowych hodowli, w dalszych badaniach, w których używano 

naczyń hodowlanych o większej powierzchni, wysiewano na nie proporcjonalnie 
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większą liczbę komórek, odpowiadającą gęstości 10 tysięcy komórek na studzienkę 

płytki 96-dołkowej. 

Wyniki każdego z przeprowadzonych eksperymentów poddano standaryzacji 

w celu zniwelowania różnic absorbancji wynikających z zastosowania dwóch różnych 

metod oceny tempa proliferacji oraz (niewielkich) rozbieżności pomiędzy 

doświadczeniami np. w trakcie wykonywania barwień. Dokładny opis procedury 

podano w rozdziale 3.4.4. 

Wystandaryzowane wyniki czterech niezależnych eksperymentów (dwa z zasto-

sowaniem CV i dwa z MTT) uśredniono. Wyliczone wartości posłużyły do wyzna-

czenia połowicznych dawek zahamowania wzrostu (IC50) komórek LoVo  hodowanych 

w różnych warunkach. Do uzyskanych danych dopasowano model logistyczny 

zależności efektu od dawki tyrfostinu. 

 Odczytane z dopasowanych krzywych zależności efektu od dawki (Rysunki 16 

i 17) wartości parametru IC50 oraz przedziały ufności (95 %) przedstawiono w tabeli 3. 

 
Tabela 3. Wartości IC50 wyznaczone dla dwóch różnych czasów inkubacji oraz dwóch 
różnych gęstości początkowych komórek LoVo. 

 
 AG1024 SU1498 

Czas IC50 

[μM] 

95 % CI 

[μM] 

IC50 

[μM] 

95 % CI 

[μM] 

48 godz. 4,19  2,79 – 5,47 3,28 3,06 – 3,51 

72 godz. 4,59 4,05 – 5,15 4,14 3,32 – 4,82 

 

Zahamowanie wzrostu komórek nowotworu jelita grubego LoVo o 50 % po 72 

godzinach inkubacji zaobserwowano przy stężeniu tyrfostinu AG1024 równym 4,6 μM. 

Współczynnik IC50 wyznaczony po 72 godzinnej inkubacji dla tyrfostinu SU1498 

wyniósł natomiast 4,1 μM. Wart wspomnienia jest fakt, iż literaturowe wartości 

połowicznej dawki zahamowania aktywności kinaz tyrozynowych receptorów IGFIR, 

IR oraz VEGFR2 wynoszą odpowiednio: 0,4 μM, 10 μM i 0,7 μM. 
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Rysunek 16. Wpływ tyrfostinu AG1024 na zależny od przyczepienia do podłoża wzrost 
komórek LoVo wysiewanych w ilości 10 tysięcy na dołek, określony po 48 (góra) i 
72-godzinnej (dół) inkubacji w medium bezsurowiczym. Pionowe słupki błędu oznaczają 
SEM. Niebieską linią oznaczono przedziały 95 % ufności dopasowanego modelu. 
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Rysunek 17. Wpływ tyrfostinu SU1498 na zależny od przyczepienia do podłoża wzrost 
komórek LoVo wysiewanych w ilości 10 tysięcy na dołek, określony metodą barwienia CV 
i MTT po 48 (góra) i 72-godzinnej (dół) inkubacji w medium bezsurowiczym. Pionowe 
słupki błędu oznaczają SEM. Niebieską linią oznaczono przedziały 95 % ufności 
dopasowanego modelu. 
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Jednym z celów niniejszej pracy było porównanie wpływu zahamowania 

aktywności kinazowej receptorów IGFIR oraz VEGFR2 z obszernie opisywanym w 

literaturze wpływem inhibitorów receptora EGFR na wzrost i przeżywalność komórek 

nowotworowych. Dlatego w kolejnych doświadczeniach zastosowano do hamowania 

aktywności receptora EGFR tyrfostin A23, selektywny inhibitor kinazy tyrozynowej 

tegoż receptora. Doświadczenia przeprowadzono w warunkach identycznych jak dla 

tyrfostinów AG1024 oraz SU1498, stosując tyrfostin A23 w zakresie stężeń 1 do 

100 μM. 

Krzywe wzrostu komórek LoVo dla wybranych stężeń przedstawia rysunek 18. 

Opracowane wyniki w postaci wykresów zależności efektu od dawki tyrfostinu A23 

wraz z dopasowanym modelem logistycznym przedstawia rysunek. 
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Rysunek 18. Wpływ różnych stężeń tyrfostinu A23 na tempo proliferacji komórek LoVo 
hodowanych w medium bezsurowiczym, wyznaczony dla gęstości początkowej 10 tysięcy 
komórek na dołek. Pionowe słupki błędu oznaczają SEM. 

 

 Powyższe wyniki wskazują na złożony wpływ tyrfostinu A23 na proliferację 

komórek LoVo. W niskim zakresie stężeń (1 – 10 μM) badany inhibitor w istotny 

sposób stymuluje wzrost badanych komórek nowotworowych jelita grubego. Wyraźne 

zahamowanie wzrostu zaobserwowano dopiero dla stężenia 20 μM, natomiast całkowite 

zahamowanie proliferacji nastąpiło przy stężeniu 75 μM. Najwyższe z zastosowanych 

stężeń (100 μM) powodowało stopniowy spadek liczby komórek w próbkach, co 

wskazuje na efekt cytotoksyczny. 
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Rysunek 19. Wpływ tyrfostinu A23 na zależny od przyczepienia do podłoża wzrost 
komórek LoVo wysiewanych w ilości 10 tysięcy komórek na dołek, określony metodą 
barwienia fioletem krystalicznym i testem MTT po 48 (góra) i 72-godzinnej (dół) inkubacji 
w medium bezsurowiczym. Pionowe słupki błędu oznaczają SEM. Niebieską linią 
oznaczono przedziały 95 % ufności dopasowanego modelu. 
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W celu wyznaczenia dawki połowicznego zahamowania wzrostu odrzucono dwa 

punkty pomiarowe dla stężeń 0 μM  i 1 μM, co pozwoliło na dokładniejsze 

dopasowanie modelu logistycznego do pozostałych danych. Wartość IC50 dla czasu 

inkubacji 72 h wyniosła 35,52 μM z przedziałem 95 % ufności: 28,59 μM – 42,10 μM. 

Dawka połowicznego zahamowania wzrostu wyliczona dla 48-godzinnej inkubacji 

wyniosła 32,90 μM z przedziałem 95 % ufności: 27,01 μM – 38,72 μM. Wyznaczone 

wartości są bardzo zbliżone do literaturowej wartości połowicznej dawki tyrfostinu A23 

hamującej aktywność kinazową receptora EGFR, która wynosi 35 μM. 

Tyrfostin A23 w zakresie stężeń 1-10 μM wyraźnie stymulował wzrost komórek 

LoVo. Ilość komórek w hodowli po 72 godzinach inkubacji z 2,5 μM tyrfostinu A23 

była o 24 % wyższa niż w próbkach kontrolnych. 

 

4.2. Produkcja wybranych czynników wzrostowych przez 
komórki LoVo. 

  W celu oceny produkcji wybranych czynników wzrostowych przez komórki 

LoVo wykorzystano test ELISA. Przeprowadzono oznaczenie zawartości badanych 

białek w medium hodowlanym znad komórek LoVo hodowanych w płynie 

bezsurowiczym przez 24 i 48 godzin. Na podstawie sporządzonych krzywych 

wzorcowych obliczono ilość produkowanych przez te komórki wybranych czynników 

wzrostowych. 

Nie stwierdzono w medium hodowlanym obecności EGF i IGF-I nawet 

po 48-godzinnej inkubacji (Rysunek 20). Wartości absorbancji uzyskane z zastoso-

waniem testu RayBio® Human TGF-α ELISA dla próbek medium pobranego znad 

hodowli komórek LoVo była praktycznie równa absorbancji próbki ślepej (bufor 

do rozcieńczeń). Po 24 godzinach wykazano natomiast obecność TGF-α w ilości 356,7 

pg (przedział 95 % ufności 304,0 pg – 409,4 pg) oraz VEGF  w ilości 292,6 pg 

(przedział 95 % ufności 239,3 pg – 345,9 pg) w przeliczeniu na 106 komórek. Stężenie 

to nie uległo znaczącej zmianie w przypadku 48-godzinnej hodowli. 
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Rysunek 20. Średnie absorbancje (450 nm) uzyskane w metodzie ELISA dla: buforu 
wzorcowego, wybranych próbek standardowych EGF (A),  IGF-I (B), TGF-α (C) i VEGF 
(D) oraz próbek medium bezsurowiczego znad hodowli komórek LoVo po 24 i 48 
godzinach inkubacji. Pionowe słupki błędu oznaczają SEM. Istotność statystyczną próbek 
badanych względem kontroli oceniano z użyciem testu U Mann-Withney (* - p < 0,05; 
ns - nieistotne statystycznie) 

 

4.2.1. Wpływ tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na produkcję TGF-α. 

 W celu oceny wpływu badanych inhibitorów na produkcję TGF-α przez komórki 

LoVo poddano je 24-godzinnej inkubacji z badanymi tyrfostinami. Następnie 

oznaczono ilość wyprodukowanego TGF-α w medium hodowlanym metodą ELISA. 

Z krzywej wzorcowej odczytano ilość wyprodukowanego czynnika wzrostowego dla 

każdej badanej próbki. Uzyskane wartości przeliczono, korzystając w wyznaczonych 

wcześniej gęstości poszczególnych hodowli, aby wyrażały ilość wyprodukowanych 

czynników wzrostu przypadającą na 106 komórek. Przekształcone w ten sposób wyniki 

przedstawia rysunek 21. 

Dane eksperymentalne nie odbiegały od rozkładu normalnego, a testy na jedno-

rodność wariancji nie wykazały różnic pomiędzy próbkami medium znad komórek 

traktowanych tyrfostinami oraz próbkami kontrolnymi (p = 0,560118). 
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Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, wykazała istotne statystycznie różnice 

w ilości produkowanego TGF-α (p = 0,0000001). Zmienną grupującą w tej analizie był 

„tyrfostin”, a zmienną wyjaśnianą „ilość wyprodukowanego TGF-α”. Test HSD 

Tukey’a wykazał istotne statystycznie różnice w ilości wyprodukowanego TGF-α przez 

komórki LoVo traktowane badanymi tyrfostinami oraz komórkami w hodowlach 

kontrolnych (p = 0,000199). Tyrfostiny A23 oraz AG1024 wpływały na produkcję 

badanego białka w podobny sposób, nie wykazano różnic istotnych statystycznie 

pomiędzy tymi próbkami (p = 0,959939). Efekt działania tyrfostinu SU1498 różnił się 

od efektu działania pozostałych dwóch inhibitorów w sposób wysoce istotny 

statystycznie (p = 0,000199). 

Tyrfostin; Oczekiwane średnie brzegowe
Bieżący efekt: F(3, 12)=260,89, p=,00000
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Rysunek 21. Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na produkcję TGF-α przez 
komórki LoVo w medium bezsurowiczym.  Pionowe słupki oznaczają przedziały 95 % 
ufności. 

 

Komórki LoVo w ilości 106 w warunkach kontrolnych produkują 356,7 pg 

(CI 95 % = 304,0 pg – 409,4 pg) transformującego czynnika wzrostowego. Każdy 

z badanych tyrfostinów powodował istotne statystycznie zwiększenie produkcji 

i wydzielania TGF-α do medium hodowlanego przez komórki LoVo. Najsilniej 

stymulował ekspresję tego czynnika wzrostowego tyrfostin SU1498, ilość 

wyprodukowanego TGF-α przypadająca na 106 komórek LoVo wyniosła 1307 pg 
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(CI 95 % = 1254 pg – 1360 pg), co oznacza wzrost o około 3,7 razy względem kontroli. 

Komórki LoVo traktowane tyrfostinami A23 i AG1024 wyprodukowały odpowiednio 

921 pg (CI 95 % = 868 pg – 974 pg) i 904 pg (CI 95 % = 852 pg – 957 pg) TGF-α 

(w przeliczeniu na 106 komórek). Ilości wyprodukowanego transformującego czynnika 

wzrostowego α wzrosły ok. 2,5 razy pod wpływem badanych inhibitorów receptorów 

EGFR i IGFIR. 

Efekt działania badanych inhibitorów jest bardzo silny. Wielkość wariancji 

wyjaśnionej zmiennej „ilość TGF-α” wyrażona współczynnikiem ω2 wynosi 98,00 % 

(współczynnik ηp
2 wyniósł dla analizowanej próby 98,49 %). Oznacza to, iż rodzaj 

zastosowanego tyrfostinu wyjaśnia w 98 % różnice w ilości produkowanego TGF-α. 

 

4.3. Efekt cytotoksyczy tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498. 

Następnym krokiem było sprawdzenie w jaki sposób trzy badane inhibitory 

kinaz tyrozynowych wpływają na przeżywalność komórek nowotworowych jelita 

grubego linii LoVo. W doświadczeniach tych użyto dwóch metod barwienia komórek: 

barwienia Giemzy oraz podwójnego barwienia z zastosowaniem fluorescencyjnych 

barwników Hoechst 33258 i jodku propidyny. 

 

4.3.1. Barwienie Giemzy. 

W pierwszym doświadczeniu komórki LoVo poddano działaniu tyrfostinów 

przez 48 godzin. Po tym czasie komórki utrwalono i wybarwiono roztworem Giemzy, 

a następnie dokonano w mikroskopie świetlnym oceny morfologicznej jąder 

komórkowych. Dokumentację stanowią zdjęcia wykonane w mikroskopie Olympus 

IX-50, przy 20-krotnym powiększeniu obiektywu z użyciem cyfrowego aparatu 

fotograficznego Nikon D5000.  Przykładowe fotografie przedstawia rysunek 22. 

Komórki LoVo traktowane tyrfostinami A23, AG1024 i SU1498 przez 48 

godzin wykazują zmiany morfologii charakterystyczne dla procesu apoptozy. Pod 

wpływem badanych inhibitorów dochodzi do fragmentacji jądra komórkowego i two-

rzenia ciałek apoptotycznych. Rozpad komórek oraz degradacja jądra komórkowego 

charakterystyczne dla procesu apoptozy, nie pozwalały na dokładne rozróżnienie 

pojedynczych komórek, co uniemożliwiło oznaczenie ilości komórek apoptotycznych 

w hodowlach inkubowanych z badanymi tyrfostinami. 
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Rysunek 22. Komórki LoVo po 48 godzinach inkubacji z tyrfostinami: kontrola (A), 
AG1024 (B), SU1498 (C),  i A23 (D) wybarwione roztworem Giemzy. 

 

4.3.2. Barwienie różnicowe. 

W celu ilościowej oceny wpływu tyrfostinów A23 (40 μM i 80 μM), AG1024 

oraz SU1498 (4 μM i 10 μM) na przeżywalność komórek linii LoVo, po 24 i 48 

godzinach inkubacji, zastosowano metodę barwienia różnicowego z użyciem 

niebieskiego barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33258 oraz jodku propidyny 

fluoryzującego na czerwono. Dokładny opis metody przedstawiono w rozdziale 3.7. 

Na rysunku 24 przedstawiono wyliczony średni udział procentowy komórek: 

żywych, apoptotycznych oraz martwych w badanych próbkach. Komórki, których jądra 

wybarwione  zostały jodkiem propidyny uznano za martwe. Apoptotyczne komórki 

zidentyfikowano na podstawie intensywniej fluorescencji niebieskiej, pochodzącej 

wyłącznie od barwnika Hoechst 33258 oraz widocznej fragmentacji jądra. Za komórki 

żywe uznano tylko te, których jądra fluoryzowały na niebiesko oraz nie obserwowano w 

nich zmian morfologicznych wskazujących na apoptozę. Przykładowe zdjęcia 

przedstawiono na rysunku 23 

A B 

C D 
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Rysunek 23. Komórki LoVo po 48 godzinach inkubacji z tyrfostinami: kontrola (A), 
AG1024 (B), SU1498 (C),  i A23 (D) oraz taksolem (E) wybarwione barwnikami: Hoechst 
33258 i jodkiem propidyny. 

 

 

Wszystkie badane tyrfostiny wykazują istotny statystycznie (p<<0,05) wpływ 

cytotoksyczny na komórki nowotworowe jelita grubego LoVo. W stężeniu równym 

dawce połowicznego zahamowania wzrostu (IC50) wyniki uzyskane dla wszystkich 

badanych inhibitorów po 24 godzinach inkubacji są bardzo zbliżone (różnice są 

nieistotne statystycznie). Żywotność wynosi około 70 %. Różnice we wpływie 

poszczególnych tyrfostinów na przeżywalność komórek LoVo, można zaobserwować 

dopiero przy wyższych stężeniach inhibitorów lub po wydłużeniu czasu inkubacji. 
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Rysunek 24. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 oraz taksolu na przeżywalność 
komórek linii LoVo inkubowanych przez 24 i 48 godzin w medium bezsurowiczym. 
Pionowe słupki błędu oznaczają SEM. (ns – wynik nieistotny statystycznie, p > 0,05; * - 
0,01 < p < 0,05; ** - 0,001 < p < 0,01; *** - p < 0,001) 
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Tyrfostin A23 stymuluje w sposób zależny od czasu, a niezależny od stężenia 

(w zastosowanym zakresie) apoptozę komórek nowotworowych jelita grubego LoVo. 

Badany inhibitor kinazy tyrozynowej receptora EGFR wykazuje najsłabszy, spośród 

badanych tyrfostinów, wpływ cytotoksyczny na komórki LoVo. Udział komórek 

żywych po 48 godzinach inkubacji w stężeniu 80 μM wynosi 62 %, a apoptotycznych 

32 %. Dla porównania w kontroli żywotność osiąga  95 % i tylko 4% komórek 

wykazuje cechy charakterystyczne dla procesu apoptozy. 

Nieco silniejszy efekt cytotoksyczny obserwuje się w hodowlach komorek LoVo 

traktowanych tyrfostinem SU1498. Liczba komórek żywych po 48 godzinach inkubacji 

spada do 51 %, a udział komórek apoptotycznych wynosi 35 %. Największy wpływ 

proapoptotyczny wykazuje tyrfostin AG1024. Badany inhibitor receptora IGFIR/IR 

powoduje spadek ilości komórek żywych do 36 %, przy 45 % udziale komórek 

apoptotycznych, w hodowlach traktowanych tym związkiem. Efekt działania obu 

powyższych tyrfostinów jest zależny zarówno od stężenia jak i czasu inkubacji. 

 

4.4. Wpływ tyrfostinów A23, AG1024 oraz SU1498 na przebieg 
cyklu komórkowego. 

Metodą cytometrii przepływowej sprawdzono wpływ badanych inhibitorów 

kinaz tyrozynowych receptorów: EGFR, IGFIR oraz VEGFR2 na przebieg cyklu 

komórkowego. Komórki LoVo inkubowano z tyrfostinami: A23 (40 μM i 80 μM), 

AG1024 (4 μM i 10 μM) i SU1498 (4 μM i 10 μM) w medium bezsurowiczym 

(DMEM/F12+). Kontrolę stanowiły komórki hodowane w analogicznych warunkach, 

w samym płynie zdefiniowanym.  Po upływie 30 godzin komórki trypsynizowano, 

przepłukiwano, utrwalano i wybarwiano jodkiem propidyny. Pomiarów intensywności 

fluorescencji jodku propidyny związanego z DNA dokonywano z zastosowaniem 

cytometru przepływowego Becton Dickinson FACScan, a wyniki analizowano przy 

użyciu programu FCS Express V3. Szczegółowy opis w rozdziale 3.8. 

Wyniki komputerowej analizy wpływu badanych inhibitorów na cykl 

komórkowy przedstawia rysunek 25. Udział komórek LoVo w poszczególnych fazach 

cyklu komórkowego wyrażono jako procent komórek żywych (z wyłączeniem frakcji 

subG1). Udział komórek apoptotycznych (założono, że znajdują się we frakcji sub-G1) 

w badanych próbkach przedstawiono jako procent wszystkich komórek. Uzyskane dane 

zawarto w tabeli 4. 
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Rysunek 25a. Efekt działania badanych tyrfostinów na liczbę komórek LoVo w różnych fazach cyklu komórkowego. Zawartość DNA mierzona była przy 
użyciu cytometru przepływowego po 30 godz. inkubacji. Skala wykresów została dostosowana proporcjonalnie do ilości zmierzonych komórek. 
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Rysunek 25b. Efekt działania badanych tyrfostinów na proporcję komórek LoVo w różnych fazach cyklu komórkowego. Zawartość DNA mierzona była przy 
użyciu cytometru przepływowego po 30 godz. inkubacji. Skala wykresów została dostosowana proporcjonalnie do ilości zmierzonych komórek. 
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Tabela 4. Wpływ badanych tyrfostinów na zawartość DNA w poszczególnych fazach 
cyklu komórkowego komórek LoVo, hodowanych w medium bezsurowiczym 
(DMEM/F12+). 

 
Kontrola 

30 h 
Kontrola 

48 h 
A23 
IC50 

A23 
80 μM 

AG1024 
IC50 

AG1024 
10 μM 

SU1498 
IC50 

SU1498 
10 μM 

G1/G0 * 51,8 48,9 62,6 62,3 64,6 41,1 72,9 54,7 
S* 32,4 37,0 32,0 33,5 26,4 50,6 21,3 40,1 
G2/M* 15,6 13,9 5,3 4,0 8,8 7,5 5,8 4,8 
Apoptoza** 0,0 0,0 12,5 21,6 8,9 68,0 11,1 49,2 
G1/G0 : G2/M 3,33 3,52 11,86 15,42 7,30 5,47 12,67 11,31 

 
* - udział wyrażony jako procent żywych komórek 
** - frakcja sub-G1 wyrażona w procentach wszystkich komórek 
 
Wszystkie badane tyrfostiny w stężeniu równym połowicznej dawce 

zahamowania wzrostu powodują zwiększenie udziału komórek LoVo w fazie G1/G0 

cyklu komórkowego kosztem fazy S i G2/M. Najskuteczniej działa w tym przypadku 

SU1498. Wpływ A23 i AG1024 jest bardzo zbliżony. Uzyskane wyniki jednoznacznie 

wskazują na zatrzymanie cyklu komórkowego komórek LoVo w fazie G1/G0 pod 

wpływem każdego z powyższych inhibitorów receptorowych kinaz tyrozynowych. 

Użycie wyższego stężenia tyrfostinów utrudnia jednoznaczną interpretację 

wyników, ze względu na wyraźne zwiększenie frakcji sub-G1 tj. komórek o intensyw-

ności fluorescencji mniejszej niż komórki w fazie G1, głównie w hodowlach komórek 

traktowanych tyrfostinami AG1024 i SU1498. Komórki zaklasyfikowane do frakcji 

sub-G1 utraciły, w wyniku procesu apoptozy (i charakterystycznej dla niej degradacji 

DNA) część materiału genetycznego co przekłada się na zmniejszenie ilości związanego 

jodku propidyny i mniejszą intensywność fluorescencji. W przypadku inhibitora kinazy 

tyrozynowej receptora EGFR wzrost ilości komórek apoptotycznych jest zdecydowanie 

mniejszy, a odsetek komórek w poszczególnych fazach cyklu jest bardzo zbliżony dla 

obu zastosowanych stężeń. Obserwacja ta potwierdza wyniki uzyskane metodą 

barwienia różnicowego komórek LoVo, wyraźną zależność efektu proapoptotycznego 

tyrfostinów AG1024 i SU1498 od ich stężenia oraz znacznie słabszą zależność 

w przypadku tyrfostinu A23. 
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4.5. Wpływ badanych tyrfostinów (AG1024, SU1498 i A23) na 
fosforylację wybranych białek uczestniczących w przekazie 
sygnału wewnątrzkomórkowego. 

Wpływ inhibitorów kinaz tyrozynowych receptorów EGFR, IGFI-R/IR oraz 

VEGFR2 na fosforylację białek, które mogą być zaangażowane w przekaz sygnału 

inicjowanego czynnikami wzrostowymi, badano przy użyciu zestawów CASE™ 

(SuperArray Biosciences). Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z instrukcją 

dostarczoną przez producenta z wyjątkiem jednej modyfikacji polegającej na wydłu-

żeniu czasu inkubacji preparatów z przeciwciałem pierwszorzędowym. Komórki 

nowotworowe linii LoVo poddawane były działaniu inhibitorów przez 3, 6, 12 i 24 

godziny. Wyniki dla każdego pomiaru wyskalowano w stosunku do rzeczywistej liczby 

komórek. Uzyskane rezultaty znormalizowano względem kontroli, tak aby dla każdego 

badanego czasu inkubacji wartość kontroli była równa 1. 

Uzyskane wyniki nie odbiegały od rozkładu normalnego, wariancje były 

zbliżone, a próby równoliczne. W związku z tym możliwe było zastosowanie 

dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Czynnikami grupującymi był rodzaj 

tyrfostinu oraz czas inkubacji, zmienną wyjaśnianą był stopień ufosforylowania 

badanych białek. Istotność statystyczną różnic w stopniu fosforylacji poszczególnych 

białek pomiędzy komórkami traktowanymi tyrfostinami oraz próbkami kontrolnymi dla 

każdego z czasów określono z zastosowaniem testu post-hoc Tukey’a. 

 

4.5.1. Fosforylacja receptora EGF (EGFR). 

 Wyniki dla każdej z grup eksperymentalnych nie wykazywały znacznych 

odstępstw od rozkładu normalnego. Testy jednorodności wariancji (Hartleya, C 

Cochrana i Chi-kwadrat Barletta) wykazały brak różnic pomiędzy wariancjami 

badanych grup (p = 0,165715). 

 Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotny statystycznie wpływ 

tyrfostinów na fosforylację receptora EGF (p = 0,000001). Rysunek 26 przedstawia 

uśrednione stopnie ufosforylowania EGFR. Każdy z badanych tyrfostinów powodował 

obniżenie fosforylacji receptora EGF względem kontroli, choć w teście Tukey’a istotne 

statystycznie jest tylko zahamowanie fosforylacji dla AG1024 i SU1498 po 24 

godzinach inkubacji.  Czas nie wpływał w znaczący sposób na stopień ufosforylowania 

EGFR (p = 0,294320). Fosforylacja receptora EGF pozostawała na podobnym poziomie 
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przez cały czas trwania eksperymentu. Nie wykazano również interakcji pomiędzy 

rodzajem inhibitora a czasem inkubacji (p = 0,294281), tzn. zmiany stopnia 

ufosforylowania EGFR w czasie przebiegały dla każdego z badanych inhibitorów 

w podobny sposób. 
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Rysunek 26. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację EGFR po 3 , 6 , 
12 i 24 godz. inkubacji w medium bezsurowiczym (DMEM/F12+). Pionowe słupki 
oznaczają przedziały 95 % ufności. 

 

 Wielkość efektów działania badanych tyrfostinów oraz czasu inkubacji 

wyrażono w postaci współczynników ηp
2 oraz ω2, których graficzną interpretację 

przedstawia rysunek 27. Wartości w/w parametrów potwierdzają fakt, iż różnice 

w stopniu ufosforylowania EGFR w poszczególnych próbkach, są głównie wynikiem 

działania badanych inhibitorów, choć efekt ten jest raczej słaby. Wpływ czasu inkubacji 

jest nieistotny. Wielkość wariancji zmiennej wyjaśnianej „fosforylacja EGFR” przez 

trzy kontrolowane źródła zmienności (czas, rodzaj inhibitora, interakcja czas-inhibitor) 

wyniosła 44,3 %. Oznacza to, iż zastosowane w tym eksperymencie warunki inkubacji 

komórek wyjaśniają tylko w 44,3 % zmiany w stopniu ufosforylowania receptora EGF. 

Reszta związana jest z niekontrolowanymi źródłami zmienności składającymi się 

na błąd. 
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Rysunek 27. Graficzna ilustracja wielkości efektów eksperymentalnych wyrażona w 
postaci współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega 
kwadrat (strona prawa). 

 

4.5.2. Fosforylacja kinazy Akt/PKB. 

Wyniki badania wpływu tyrfostinów AG1024, SU1498 oraz A23 na fosforylację 

kinazy Akt poddano dwuczynnikowej analizie wariancji ANOVA. Dane uzyskane dla 

każdej z prób nie odbiegały znacząco od rozkładu normalnego. Testy na homo-

geniczność wariancji wykazały brak różnic pomiędzy wariancjami poszczególnych grup 

(p = 0,152436). 

Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na proces fosforylacji kinazy 

białkowej B (Akt) przedstawia Rysunek 28. Już wstępne porównanie wyników 

wskazuje, że efekt działania wszystkich tyrfostinów jest zależny od czasu inkubacji. 

Początkowo (3 do 6 godzin inkubacji) każdy z badanych inhibitorów obniżał stopień 

ufosforylowania kinazy Akt, choć efekt był nieistotny statystycznie (test Tukey’a: 

p > 0,05). Dopiero po 12 godzinach nastąpiło znaczące obniżenie fosforylacji kinazy 

białkowej B (p < 0,013369) po działaniu każdego z badanych inhibitorów. Wydłużenie 

czasu inkubacji do 24 godzin przyniosło wzrost stopnia ufosforylowania Akt i ujawniło 

różnice w działaniu badanych tyrfostinów. Fosforylacja PKB w komórkach 

traktowanych tyrfostinami A23 i SU1498 wróciła po 24 godzinach inkubacji 

do poziomu kontroli natomiast w przypadku tyrfostinu AG1024 mimo niewielkiego 

wzrostu, nadal była istotnie niższa niż w przypadku kontroli. 

Powyższe obserwację potwierdzają wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji 

ANOVA. Zarówno rodzaj zastosowanego inhibitora, jak i czas inkubacji wpływały 

w sposób istotny statystycznie na fosforylację Akt (wartości p = 0,0000001, dla obu 

efektów). Istotna statystycznie okazała się również interakcja czynników 
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eksperymentalnych czasu i rodzaju tyrfostinu (p = 0,001823), co jest spowodowane 

prawdopodobnie faktem, iż fosforylacja PKB wraca po 24 godzinach inkubacji 

z tyrfostinami A23 i SU1498 do poziomu kontroli, natomiast w komórkach 

traktowanych tyrfostinem AG1024 utrzymuje się nadal obniżony stopień 

ufosforylowania badanego białka. 
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Rysunek 28. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację kinazy AKT po 
3 , 6 , 12 i 24 godz. inkubacji w medium bezsurowiczym (DMEM/F12+). Pionowe słupki 
oznaczają przedziały 95 % ufności. 

  

Wpływ zastosowanych warunków eksperymentalnych (czasu inkubacji i rodzaju 

inhibitora) na fosforylację kinazy Akt  jest silny. Wielkość wariancji wyjaśnionej przez  

trzy kontrolowane źródła zmienności (czas, rodzaj inhibitora, interakcja czas-inhibitor) 

dla stopnia ufosforylowania Akt wyniosła 67,03 %. Największy wkład w wyjaśnienie 

różnic pomiędzy poszczególnymi próbkami ma zastosowany tyrfostin (32,11 %). 

Reprezentację graficzną wielkości efektów eksperymentalnych przedstawia Rysunek 

29. 
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Rysunek 29. Graficzna ilustracja wielkości efektów eksperymentalnych wyrażona w 
postaci współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega 
kwadrat (strona prawa). 

 

4.5.3. Fosforylacja białka p53. 

Wyniki uzyskane w eksperymencie badającym wpływ tyrfostinów A23, 

AG1024 i SU1498 na fosforylację białka p53,  nie wykazywały znacznych odstępstw 

od rozkładu normalnego dla żadnej z grup eksperymentalnych. Testy jednorodności 

wariancji (Hartleya, C Cochrana i Chi-kwadrat Barletta) wykazały brak różnic 

pomiędzy wariancjami badanych grup (p = 0,786610). Dwuczynnikowa analiza 

wariancji ANOVA nie wykazała różnic we wpływie badanych tyrfostinów na stopień 

ufosforylowania p53 (p = 0,328301). Fosforylacja białka p53 była jednak, w sposób 

istotny statystycznie, zależna od czasu inkubacji komórek LoVo z badanymi 

inhibitorami (p = 0,0000001). 

Wpływ badanych tyrfostinów na fosforylację białka p53 różnił się znacznie 

od profilu fosforylacji kinazy białkowej B (Rysunek 30). W przypadku p53 

zaobserwowano spadek stopnia fosforylacji tego białka po 12-24 godzinach inkubacji, 

poprzedzony był niewielkim wzrostem po 3 i 6 godzinach. Choć w żadnym przypadku 

poziom fosforylacji nie był równy kontroli, to jednak różnica ta nie jest istotna 

statystycznie. Istotny statystycznie w teście Tukey’a okazał się spadek fosforylacji 

białka p53 w komórkach traktowanych badanymi tyrfostinami, obserwowany pomiędzy 

6-tą a 12-tą godziną inkubacji (p < 0,01). Obniżenie stopnia ufosforylowania p53 

utrzymywało się nadal na podobnym poziomie po 24 godzinach inkubacji. 
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Rysunek 30. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację p53 po 3 , 6 , 
12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe słupki oznaczają przedziały 95 % ufności. 

 
Stosowane warunki inkubacji komórek LoVo pozwalają wytłumaczyć w 55 % 

różnice stopnia ufosforylowania białka p53 pomiędzy próbkami. Zaobserwowany efekt 

eksperymentalny był zależny praktycznie tylko od czasu inkubacji. Wpływ rodzaju 

inhibitora na różnice stopnia ufosforylowania białka p53 pomiędzy poszczególnymi 

próbkami był znikomy. 
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Rysunek 31. Graficzna ilustracja wielkości efektów eksperymentalnych wyrażona w 
postaci współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega 
kwadrat (strona prawa). 
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4.5.4. Fosforylacja kinazy ERK1/2. 

Efekt działania tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację kinazy 

ERK1/2 (Rysunek 32) jest bardziej skomplikowany, niż w przypadku wcześniej 

omawianych białek. Wyniki uzyskane w tym eksperymencie spełniły założenia analizy 

wariancji. Dane dla poszczególnych grup nie wykazywały znaczących odchyleń od 

rozkładu normalnego, a wariancje nie różniły się znacząco między sobą (p = 0,170676). 

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazała istotny wpływ tyrfostinów na różnice 

stopnia ufosforylowania ERK1/2 (p = 0,003588). Istotny statystycznie okazał się 

również wpływ czasu na zróżnicowanie wyników dla poszczególnych próbek (p = 

0,000659). Przeprowadzona analiza wykazała także istotność efektu interakcji czasu 

i rodzaju tyrfostinu (p = 0,000129). 
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Rysunek 32. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację kinazy ERK1/2 
po 3 , 6 , 12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe słupki oznaczają przedziały 95 % ufności. 

 
 
 Trudno jednoznacznie określić wpływ tyrfostinu A23 na fosforylację kinazy 

ERK1/2 (Rysunek 32). W przypadku 3-godzinnej inkubacji komórek LoVo z badanym 

inhibitorem kinazy EGFR, obserwuje się spadek stopnia ufosforylowania badanego 

białka. Kolejne 3 godziny inkubacji przynoszą istotny statycznie (w teście Tukey’a) 

wzrost fosforylacji ERK1/2, natomiast wynik uzyskany po 12 godzinach trwania 

eksperymentu nie różni się znacząco od wyników uzyskanych dla pozostałych 
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tyrfostinów. Stopień ufosforylowania wzrasta dalej po 24 godzinach inkubacji, a zmiana 

ta jest istotna statystycznie względem wyników uzyskanych po 3 i 12 godzinach trwania 

eksperymentu. 

SU1498 zdaje się praktycznie nie wywierać wpływu na poziom ufosforylowanej 

kinazy efektorowej MAPK. Choć obserwuje się początkowo niewielkie obniżenie 

fosforylacji ERK1/2 względem kontroli to jednak różnice są nieistotne statystycznie 

(p > 0,99).  W przypadku inhibitora IGFIR/IR obserwuje się niewielki spadek 

fosforylacji tego białka już po 3 godzinach inkubacji. Efekt działania tyrfostinu 

AG1024 osiąga maksimum po 6 godzinach (jednak wynik nie istotny w teście Tukey’a 

p = 0,115720), a dalsze wydłużenie czasu inkubacji powoduje z kolei powrót 

do poziomu kontroli (dla 12 i 24 h).  
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Rysunek 33. Graficzna ilustracja wielkości efektów eksperymentalnych wyrażona w 
postaci współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega 
kwadrat (strona prawa). 

  

Efekt działania tyrfostinów okazał się w równym stopniu zależny od rodzaju 

inhibitora i czasu inkubacji (Rysunek 33). Duży wkład do różnic w poziomie 

fosforylacji pomiędzy próbkami miała interakcja analizowanych czynników (czasu 

i zastosowanego tyrfostinu). Największe różnice we wpływie tyrfostinów A23, AG1024 

oraz SU1498 na fosforylację analizowanych białek sygnalizacyjnych zaobserwowano 

właśnie w przypadku kinazy ERK1/2. 

 

4.5.5. Fosforylacja kinazy Src. 

 Efekt działania wszystkich badanych tyrfostinów na fosforylację kinazy Src był 

bardzo podobny. Zaobserwowano niewielki wzrost stopnia ufosforylowania badanego 
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białka po 3 godzinach inkubacji, po którym następowało stopniowe obniżanie 

fosforylacji kinazy Src (Rysunek 34). 

 Uzyskane dla każdej z grup wyniki spełniały założenia analizy wariancji. 

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazała istotny wpływ rodzaju inhibitora 

na zróżnicowanie stopnia ufosforylowania kinazy Src pomiędzy próbkami (p = 

0,024121). Wysoce istotny okazał się również wpływ czasu na zmiany fosforylacji Src 

(p = 0,000025). Test post-hoc Tukey’a wykazał brak istotnych statystycznie różnic 

pomiędzy fosforylacją kinazy Src w komórkach LoVo inkubowanych z badanymi 

tyrfostinami, a kontrolą. Istotny statystycznie okazał się jedynie spadek stopnia 

ufosforylowania Src w komórkach LoVo pomiędzy 6-tą a 24-tą godziną inkubacji 

z tyrfostinem AG1024 (p = 0,009536). 
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Rysunek 34. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację kinazy Src po 3 , 
6 , 12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe słupki oznaczają przedziały 95 % ufności. 

 

 Spośród wszystkich analizowanych białek uczestniczących w przekazie sygnału 

wewnątrzkomórkowego, badane tyrfostiny najsłabiej wpływały na fosforylację kinazy 

Src. Jak można było się spodziewać analizując Rysunek 35, największy udział 

wyjaśnieniu różnic stopnia ufosforylowania kinazy Src pomiędzy próbkami, miał czas 

inkubacji. 
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Rysunek 35. Graficzna ilustracja efektów eksperymentalnych wyrażona w postaci 
współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega kwadrat 
(strona prawa). 

 

4.5.6. Fosforylacja białka STAT3. 

Fosforylacja białka STAT3 pod wpływem działania badanych inhibitorów 

obniża się, w sposób istotny statystycznie, dopiero po 12-godzinnej inkubacji komórek 

z tyrfostinami AG1024 i SU1498 i utrzymuje się na niskim poziomie również po 24 

godzinach (Rysunek 36). Silniejszy efekt zaobserwowano dla inhibitora IGFIR. Stopień 

ufosforylowania białka STAT3 w komórkach LoVo inkubowanych 12 i 24 godziny 

z tyrfostinem A23 również jest obniżony, jednak spadek fosforylacji jest mniejszy niż 

w przypadku tyrfostinów AG1024 i SU1498, a różnica względem kontroli jest 

nieistotna statystycznie w teście HSD Tukey’a. 

Żadna z analizowanych próbek nie wykazywała znaczącego odchylenia wartości 

stopnia ufosforylowania od rozkładu normalnego. Testy na jednorodność wariancji 

wykazały również brak różnic pomiędzy badanymi grupami (p = 0,361083). Założenia 

analizy wariancji zostały spełnione. 
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Tyrfostin*Czas; Oczekiwane średnie brzegowe
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Rysunek 36. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na fosforylację STAT3 po 3 , 6 , 
12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe słupki oznaczają przedziały 95 % ufności. 

 

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA, wykazała wysoce istotny wpływ 

badanych tyrfostinów oraz czasu inkubacji na różnice fosforylacji STAT3 pomiędzy 

próbkami (p = 0,0000001). Uzyskany efekt eksperymentalny był stosunkowo silny 

(Rysunek 37) i porównywalny z wpływem badanych inhibitorów na fosforylację kinazy 

Akt. 
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Rysunek 37. Graficzna ilustracja efektów eksperymentalnych wyrażona w postaci 
współczynnika cząstkowego eta kwadrat (strona lewa) i współczynnika omega kwadrat 
(strona prawa). 
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4.6. Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 oraz A23 na ekspresję 
wybranych genów w komórkach nowotworowych jelita grubego 
LoVo. 

W celu sprawdzenia wpływu inhibitorów kinaz tyrozynowych receptorów 

EGFR, IGFIR i VEGFR2, na ekspresję wybranych genów zaangażowanych w szlaki 

przekazu sygnału, przeprowadzono eksperyment z użyciem zestawu mikromacierzy 

Oligo GEArray® Human Cancer Pathway Finder™ OHS-033 (SuperArray® 

Bioscience Corporation; Frederick, MD). Szczegółowy spis genów dla których sondy 

umieszczono na membranie podano w rozdziale 3.10. 

 

4.6.1. Tyrfostin A23. 

Wstępne porównanie obrazów hybrydyzacji próbek RNA dla kontroli oraz RNA 

izolowanego z komórek traktowanych inhibitorem EGFR (Rysunek 38) wskazuje 

na znaczący wpływ tyrfostinu A23 na poziom ekspresji wybranych genów 

zaangażowanych w proces regulacji wzrostu neoplastycznego. 

 
Rysunek 38. Wpływ  tyrfostinu A23 na syntezę mRNA wybranych genów 
zaangażowanych w szlaki sygnalizacji komórkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium 
bezsurowiczym (DMEM/F12+). 

 

Spośród genów kodujących białka zaangażowane w regulację cyklu 

komórkowego pod wpływem tyrfostinu A23 zaobserwowano spadek ekspresji cykliny 

E1 (CCNE1), cdk4 i Rb (RB1). Wzrósł natomiast poziom mRNA p21CIP (CDKN1A) 

i czynnika transkrypcyjnego E2F1. 
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Spada ekspresja NFκB (NFKB1), proapoptotycznego białka BAX oraz 

inhibitora apoptozy BIRC5 (surwiwiny). Obserwuje się też wyraźny wzrost ekspresji 

genów receptorów dla TNFα (TNRSF10B, TNFRSF1A, TNFRSF25). 

Zahamowanie aktywności kinazy receptora EGFR powoduje nieznaczny spadek 

ekspresji genów receptorów EGFR i ERBB2. Wyraźnie maleje także komórkowy 

poziom mRNA dla PDGFB. Wzrasta również poziom ekspresji mRNA białek kaskady 

kinaz MAPK: Raf1 (RAF1) i ERK1/2 (MAP2K1). 

Wpływ badanego inhibitora na zdolność migracji i przerzutowania komórek 

LoVo jest niejasny. Spada wyraźnie poziom metaloproteinazy MMP2, odpowiedzialnej 

za degradację kolagenu typu IV (głównego składnika błony podstawnej). Równocześnie 

obserwuje się spadek poziomu mRNA dla NME1 (kinazy difosforanów nukleozydów), 

co często następuje w komórkach o wysokiej zdolności do metastaz. Wrasta też 

nieznacznie ekspresja S100A4, genu zaangażowanego w regulację cyklu komórkowego, 

różnicowania oraz przerzutowanie komórek nowotworowych. 

 

4.6.2. Tyrfostin AG1024. 

Porównanie obrazów hybrydyzacji próbek RNA dla kontroli oraz RNA 

izolowanego z komórek traktowanych inhibitorem IGFIR/IR (Rysunek 39) wskazuje 

zarówno na pewne podobieństwa jak i na różnice w sposobie działania tego tyrfostinu 

na komórki LoVo w porównaniu z tyrfostinem A23. 

Podobnie jak w przypadku inhibitora EGFR, pod wpływem działania tyrfostinu 

AG1024, następuje zahamowanie ekspresji cykliny E1 (CCNE1) i cyklinozależnej 

kinazy cdk4 oraz wzrost poziomu inhibitora cdk’s – p21CIP (CDKN1A). Równocześnie 

obserwuje się inhibicję ekspresji genu białka Rb (RB1) połączoną z niewielkim 

wzrostem poziomu E2F1. Pod wpływem zahamowania sygnału od receptora IGFIR/IR 

wzrasta również ekspresja fosfatazy CDC25A, której aktywność jest niezbędna 

do przejścia przez punkt restrykcyjny w później fazie G1. 

Tyrfostin AG1024 wpływa również na ekspresję genów kodujących białka 

zaangażowane w proces apoptozy oraz przeżycie komórek. Spada poziom mRNA 

zarówno dla białka proapoptotycznego BAX jak i inhibitora apoptozy BIRC5 

(surwiwiny). Równocześnie wzrasta poziom ekspresji genu BCL2L1, kodującego 

białko, które w zależności od formy splicingowej oraz rodzaju tworzonych dimerów 

(homo- oraz hetero dimerów), może wykazywać działanie pro- albo antyapoptotyczne i 
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jest odpowiedzialne za apoptozę indukowaną wewnątrzkomórkowo. Pod wpływem 

badanego inhibitora obserwuje się wyraźny wzrost ekspresji genów receptorów dla 

TNFα, oraz spadek poziomu NFκB (NFKB1) i BIRC5, a także zwiększone stężenie 

IκBα (NFKBIA). 

 
Rysunek 39. Wpływ  tyrfostinu AG1024 na syntezę mRNA wybranych genów 
zaangażowanych w szlaki sygnalizacji komórkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium 
bezsurowiczym (DMEM/F12+). 

 

Zahamowanie aktywności kinazy receptora IGFIR powoduje nieznaczny spadek 

ekspresji receptorów ERBB2. W przeciwieństwie jednak do tyrfostinu A23, tyrfostin 

AG1024 stymuluje syntezę mRNA receptora EGFR. Wpływ na poziom PDGFB jest 

taki sam dla obu wymienionych inhibitorów. 

Działanie AG1024 na komórki LoVo powoduje zmiany w szlakach sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej. Poziom mRNA kinazy Akt (AKT) oraz kinazy ERK1/2 

(MAP2K1) ulega obniżeniu. Wpływ na poziom Raf1 (RAF1) jest taki sam jak dla A23, 

spada ekspresja jego genu. 

Pod wpływem badanego inhibitora IGFIR obserwuje się  zmianę ekspresji 

genów kodujących białka odpowiedzialne za zdolność do migracji i przerzutowania 

komórek LoVo. Spada wyraźnie poziom metaloproteinazy MMP2, odpowiedzialnej 

za degradację kolagenu typu IV (głównego składnika błony podstawnej). Z drugiej 

strony obserwuje się spadek poziomu mRNA dla dwóch genów: NME1 (kinazy 

difosforanów nukleozydów), którego ekspresja jest niska w komórkach o wysokiej 

zdolności do metastaz oraz HTATIP2, który uważany jest za inhibitor przerzutowania. 
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Wrasta też nieznacznie poziom S100A4, genu zaangażowanego w regulację cyklu 

komórkowego, różnicowania oraz przerzutowanie komórek nowotworowych. 

 

4.6.3. Tyrfostin SU1498. 

Inhibitor kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 wykazuje znaczący wpływ 

na ekspresję genów białek sygnałowych w komórkach nowotworu jelita grubego LoVo 

(Rysunek 40), jednakże wzór ekspresji jest nieco inny niż w przypadku dwóch 

pozostałych badanych tyrfostinów. 

 
Rysunek 40. Wpływ  tyrfostinu SU1498 na ekspresję wybranych genów zaangażowanych 
w szlaki sygnalizacji komórkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium bezsurowiczym 
(DMEM/F12+). 

 

Wpływ tyrfostinu SU1498 na geny regulujące cykl komórkowy jest podobny jak 

w przypadku pozostałych dwóch inhibitorów. Spada poziom mRNA cykliny E1 

(CCNE1), wzrasta poziom inhibitora kinaz cyklino zależnych p21 (CDKN1A). 

Dodatkowo wzrasta również  poziom mRNA dla białka  p27 (CDKN1B), zależnej od 

cyklin kinazy 4 (CDK4) oraz fosfatazy cdc25A (CDC25A). 

Tyrfostin SU1498 wywiera odwrotny niż A23 wpływ na ekspresję EGFR i 

ERBB2 oraz czynnika wzrostowego PDGFB. Wzrasta poziom mRNA zarówno 

receptorów z rodziny EGFR, jak i płytko-pochodnego czynnika wzrostowego B. 

Zwiększa się także poziom transkryptów genów kodujących enzymy, zaliczane 

do układów efektorowych receptorów czynników wzrostu, takie jak: kinaza aktywująca 

Erk1/2 (MAP2K1) i kinaza białkowa B (AKT). 
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Zmiany profilu ekspresji genów w komórkach LoVo traktowanych SU1498 

obejmują również część czynników transkrypcyjnych oraz regulatorów transkrypcji. 

Spada poziom mRNA dla białka retinoblastomy (RB1), a wzrasta poziom mRNA Fos, 

który tworzy wraz z białkiem  Jun kompleks czynnika transkrypcyjnego AP-1. 

Obniżeniu ulega ekspresja ETS2, a także genu synukleiny γ (SNCG), której wysoki 

poziom obserwuje się w zaawansowanych nowotworach piersi. Rośnie poziom mRNA 

dla genu MTA1, kodującego białko będące regulatorem transkrypcji i czynnikiem 

remodelacji chromatyny. 

Badany inhibitor kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 ujawnia taki sam jak 

tyrfostin AG1024 wpływ na ekspresję trzech z genów zaangażowanych w apoptozę, 

których poziom mRNA określano w tym doświadczeniu. Spada poziom mRNA 

proapoptotycznego BAX oraz antyapotpotycznego BIRC5, a wzrasta poziom BCL2L, 

które może wykazywać właściwości zarówno pro- jak i antyapoptotyczne. 

Największy wpływ badany inhibitor VEGFR2 wywiera na ekspresję genów 

związanych z migracją i przerzutowaniem komórek nowotworowych. Zmniejsza on 

wyraźnie poziom mRNA dla metaloproteinazy MMP2, a także zwiększa eskpresję 

inhibitora metaloproteinazy TIMP1 oraz inhibitora proteinaz serynowych (i 

cysteinowych) SERPINB2. Pod wpływem tyrfostinu SU1498 obniża się ekspresja 

genów ITGA3 i ITGB1, kodujących odpowiednio podjednostkę α i β kompleksu 

integryny, określanej jako: receptor 1 macierzy zewnątrzkomórkowej (ECMR1, z ang. 

„extracellular matrix receptor 1”) lub galaktoproteina b3 (GAPB3). Wzrasta natomiast 

poziom ekspresji genu kodującego podjednostkę β5. 

Analogicznie do tyrfostinu AG1024, SU1498 powoduje spadek poziomu mRNA 

genu NME1 oraz wzrost ekspresji S100A4. Zauważalnie przyrasta natomiast ilość 

trankryptu genu HTATIP2, uważanego za inhibitor przerzutowania. 

 

4.6.4. Komputerowa analiza wyników. 

Komputerowa analiza uzyskanych profili ekspresji genów potwierdza wszystkie 

wcześniejsze obserwacje dotyczące zmian, w poziomie mRNA dla poszczególnych 

genów, powodowanych działaniem badanych inhibitorów receptorowych kinaz 

tyrozynowych na komórki LoVo (Rysunek 41).  

Największe podobieństwa we wpływie wszystkich trzech badanych inhibitorów 

obserwuje się dla genów: NFKB1A i TNFRSF10B. Pod wpływem każdego z tych 
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tyrfostinów następuje odpowiednio spadek i wzrost ich ekspresji na zbliżonym 

poziomie. W większości przypadków efekt działania tyrfostinów A23, AG1024 

i SU1498 jest zbieżny, tzn. ekspresja danego genu spada lub wzrasta dla każdego 

z powyższych inhibitorów, choć występują niewielkie różnice w sile efektu. 

W przypadku części genów, takich jak: CDKN1A, EGFR, ERBB2, HTATIP2, 

MYC, NFKBIA, PNN, RAF1 czy TNFRSF1A i TNFRSF25 jeden z tyrfostinów 

wykazuje przeciwstawny do pozostałych inhibitorów wpływ na poziom odpowiedniego 

mRNA. 

Najbardziej zróżnicowane efekty zaobserwowano dla CDK2 i MAP2K1. 

W przypadku tych genów jeden tyrfostin powoduje wzrost, drugi spadek ekspresji, 

natomiast trzeci nie wpływa na poziom transkryptów tych genów. 

Podsumowując liczbę zmian w ekspresji genów zaangażowanych w poszcze-

gólne szlaki sygnalizacyjne (Rysunek 42), można zauważyć spore różnice w działaniu 

badanych inhibitorów receptorowych kinaz tyrozynowych. Wszystkie trzy badane 

tyrfostiny w podobnym stopniu wpływają na poziom mRNA kodującego białka 

zaangażowane w cykl komórkowy. Jak można było się spodziewać największy wpływ 

na ekspresję genów zaangażowanych w proces apoptozy wykazał inhibitor kinazy 

tyrozynowej receptora IGFIR (AG1024). Z kolei najwięcej zmian w poziomie 

transkryptów kodujących białka odpowiedzialne za zdolność do migracji komórek oraz 

tworzenia przerzutów zaobserwowano dla tyrfostinu SU1498. Również zmiany 

w ekspresji genów kodujących białka adhezyjne zaobserwowano prawie wyłącznie 

w przypadku komórek traktowanych inhibitorem kinazy receptorowej VEGFR2. 
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Rysunek 41. Wpływ  tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 na poziom mRNA wybranych genów w komórkach LoVo poddanych 30-godzinnej inkubacji 
w medium bezsurowiczym (DMEM/F12). 
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Rysunek 42.  Wpływ tyrfostinów A23, AG1024 oraz SU1498 na ekspresję wybranych 
genów zaangażowanych w wybrane szlaki sygnalizacyjne. 

 

 

4.7. Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na ekspresję 
kinazy PKB/Akt. 

Wyniki doświadczeń z zastosowaniem macierzy cDNA wykazały pewne różnice 

we wpływie badanych inhibitorów na profil ekspresji wybranych genów w komórkach 

LoVo. Zaobserwowano m.in. zróżnicowany wpływ tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 

na poziom mRNA kodującego kinazę Akt, czyli jedno z białek sygnalizacyjnych, 

którego fosforylację badano w niniejszej pracy. W związku z tym postanowiono 

sprawdzić, czy różnice w poziomie mRNA przekładają się na różnice w poziomie 

białka. Zbadano metodą Western blotting wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 oraz 

A23 na ekspresję kinazy białkowej B (Akt) w komórkach nowotworu jelita grubego 

linii LoVo. Obraz elektroforetyczny badanych próbek izolowanych z komórek 

poddanych działaniu tyrfostinów A23, AG1024 i SU1498 przedstawiono na rysunku 43. 

 W komórkach inkubowanych 12 i 24 godziny z badanymi inhibitorami nie 

zaobserwowano zmian w poziomie kinazy Akt. Wykazano znaczące zmniejszenie 
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poziomu kinazy białkowej B w komórkach LoVo, pod wpływem działania tyrfostinu 

AG 1024 w stężeniach ≥ 5 µM, po 48 i 72 godzinach inkubacji. 

 Tyrfostiny SU1498 i A23 tylko w nieznaczny sposób obniżały poziom kinazy 

Akt, a efekt działania tych inhibitorów można było zaobserwować dopiero po 72 

godzinach. 

 

  AG1024 
K   1µM   5 µM   10 µM 

SU1498  
K   1µM   5 µM   10 µM 

A23  
     K      1µM    40 µM  80 µM 

12 
godz. 

AKT    
GAPDH    

24 
godz. 

AKT    
GAPDH    

48 
godz. 

AKT    
GAPDH    

72 
godz. 

AKT    
GAPDH    

Rysunek 42. Wpływ różnych stężeń tyrfostinu SU1498 na ekspresję Akt w komórkach 
LoVo, inkubowanych 12-72 godzin w medium bezsurowiczym , określony metodą Western 
Blotting. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 82 

5. Dyskusja. 

5.1. Komórki LoVo w badaniach nowotworu jelita grubego. 

Rak jelita grubego (RJG) stanowi poważny problem zdrowotny, szczególnie 

w krajach wysokorozwiniętych. W pierwszym stadium rozwoju nowotworu, 

chirurgiczne usunięcie guza daje spore szanse przeżycia. W przypadku wystąpienia 

przerzutów odsetek 5-letnich przeżyć gwałtownie spada. Standardowa chemioterapia, 

a także terapie kombinowane stosowane wraz z zabiegiem chirurgicznym przyniosły 

pewne wymierne korzyści w leczeniu metastatycznego raka jelita grubego, jednak tylko 

stosunkowo niewielkie wydłużenie średniego czasu przeżycia pozostawia wiele do 

życzenia. 

Wielu autorów wykazało udział czynników wzrostowych z rodziny EGF oraz 

ich receptorów w transformacji nowotworowej [38-41, 145]. W związku z tym, 

w poszukiwaniu nowych sposobów leczenia nowotworów jelita grubego, naukowcy 

dużą uwagę skupili na hamowaniu aktywności receptora EGFR [45, 146-155]. W terapii 

raka jelita grubego wykorzystuje się także inhibitory VEGF/VEGFR’s [27, 156-162]. 

Badacze sugerują również udział innych cząsteczek sygnałowych oraz specyficznych 

dla nich receptorów w powstawaniu i rozwoju raka jelita grubego. Przykładem mogą 

być insulinopodobne czynniki wzrostowe [47, 163-168] czy interleukina 6 [169]. 

Pomimo intensywnych prac nad nowymi sposobami leczenia raka jelita grubego, 

mechanizm molekularny autokrynnej regulacji wzrostu komórek nowotworowych, 

który przynajmniej częściowo odpowiada za ich rozwój i potencjał metastatyczny, jest 

daleki od wyjaśnienia. 

W badaniach in vitro nad nowotworami jelita grubego wykorzystuje się ustalone 

linie komórkowe np. Caco-2, WiDr, HT-29, Co 205 czy SW480. Komórki te znajdują 

również zastosowanie w badaniach in vivo. Implantowane są one wtedy w ciałach 

myszy z niedoborem odporności (np. BALB/c) [170]. W swojej pracy wszystkie 

doświadczenia wykonałem na ludzkiej linii komórek nowotworowych jelita grubego 

LoVo. Została ona wyprowadzona w 1976 roku przez B. Drewinko z przerzutu 

w nadobojczykowym regionie, od 56-letniego pacjenta z histologicznie diagnozo-

wanym nowotworem jelita grubego. Dotychczas wykazano w komórkach LoVo 

obecność mRNA kodującego EGF i EGFR, ale nie TGF-α [171]. Udowodniono 

również obecność funkcjonalnej formy receptora EGFR na powierzchni tych komórek 

[172]. Jednak do tej pory nie zaobserwowano produkcji przez komórki LoVo 
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czynników wzrostowych z rodziny EGF. W swojej pracy wykazałem z zastosowaniem 

metody ELISA, iż badana linia komórkowa produkuje TGF-α. W medium znad hodowli 

komórek LoVo nie wykryłem natomiast nawet śladowych ilości EGF. 

W literaturze fachowej można znaleźć informacje odnośnie badań nad 

komórkami LoVo z zastosowaniem drobnocząsteczkowych inhibitorów receptorowych 

kinaz tyrozynowej EGFR. Dotychczas wykazano, iż ZD1839 (Iressa™) hamuje wzrost 

komórek LoVo in vitro (IC50 = 24,5 μM) [173], natomiast erlotonib (Tarceva™) 

znacznie spowalnia wzrost komórek LoVo implantowanych do organizmów mysz 

z niedoborem odporności [174]. Próby hamowania receptora EGFR z zastosowaniem 

chimerycznego przeciwciała – cetuximabu (Erbitux™) wykazały brak wpływu tego 

inhibitora na wzrost komórek LoVo (a także HT29 i Colo209), w myszach 

bezgrasiczych. Niewielkie zahamowanie wzrostu zaobserwowano w przypadku 

komórek WiDr, jedynie komórki Geo były jednoznacznie hamowane przez cetuximab 

[175]. Testowano również na komórkach LoVo dwa różne siRNA skierowane 

przeciwko EGFR. Oba zastosowane równocześnie zmniejszyły eksresję EGFR o 90 % 

na poziomie mRNA i białka, zwiększyły frakcję komórek apoptotycznych do 15 % 

(0,9 % w kontroli). Komórki transfekowane obiema wersjami siRNA wykazywały 

znacznie zwiększoną wrażliwość na 5-fluorouracyl (IC50 = 3,13 ± 0,39 μg/ml) 

w porównaniu z komórkami nie modyfikowanymi (IC50 = 9,67 ± 0,81 μg/ml) [176]. 

Badano również wpływ inhibitorów wewnątrzkomórkowego szlaku przekazania 

sygnału mitogennego na wzrost  komórek LoVo. FTI-227 inhibitor białek Ras hamował 

wzrost komórek LoVo oraz stymulował ich apoptozę, nie wykazano jednak jego 

wpływu na fosforylację kinaz MEK i ERK [177]. Inhibitor PI3K (LY294002) 

powodował silne zahamowanie wzrostu komórek LoVo in vitro i w mysich modelach 

SCID, indukował apoptozę i obniżał fosforylację kinazy Akt (Ser473) [178]. U0126 

inhibitor ERK1/2 hamował wzrost komórek LoVo oraz indukował apoptozę, 

stymulował aktywację kaspazy 3, zmniejszał fosforylcję ERK1/2 oraz MEK1/2. Efekt 

inhibitora U0126 był silniejszy w komórkach transfekowanych plazmidem 

zawierającym gen kodujący białko XAF1 (XIAP associated factor 1) [179]. 

Dowiedziono również, iż EGF stymuluje migrację komórek LoVo przez 

aktywację PLCγ, co prowadzi do aktywacji NFκB i spadku ekspresji Hsp70. Wykazano 

zależne od dawki inhibitora PLCγ (U73122) zahamowanie migracji komórek LoVo 

[180]. 
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5.2. Wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na autokrynny 
wzrost komórek LoVo. 

Jednym z zadań badawczych niniejszej pracy było ustalenie, czy zahamowanie 

aktywności kinaz tyrozynowych receptorów IGFIR i VEGFR2 hamuje autokrynny 

wzrost komórek LoVo. W badaniach zastosowano w miarę selektywne inhibitory kinaz 

receptora IGFIR (tyrfostin AG1024) i receptora VEGFR2 (tyrfostin SU1498). W celu 

porównania aktywności cytostatycznej powyższych związków, wyznaczono dla każ-

dego z nich stężenie (IC50), przy którym następowało połowiczne zahamowanie 

wzrostu komórek LoVo. 

Ocenę zahamowania wzrostu komórek LoVo pod wpływem badanych 

tyrfostinów dokonano z zastosowaniem dwóch metod kolorymetrycznych, barwienia 

fioletem krystalicznym oraz testu MTT. Doświadczenie powtórzono trzykrotnie. Dane 

uzyskane z zastosowaniem obu metod poddano standaryzacji, a następnie uśredniono. 

Szczegółowy opis w rozdziale 3. Materiały i metody. 

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazały, iż oba badane tyrfostiny w zakresie 

stężeń 2,5 – 10 μM hamują w sposób zależny od dawki autokrynny wzrost komórek 

LoVo. Stężenia tyrfostinu AG1024 powodujące połowiczne zahamowanie wzrostu 

(IC50) komórek LoVo wyznaczone po 48 i 72 godzinach inkubacji wyniosły 

odpowiednio: 4,2 μM i 4,6 μM. Różnica wyznaczonych wartości IC50 dla różnych 

czasów inkubacji nie jest istotna statystycznie. Stężenie badanego inhibitora kinazy 

tyrozynowej receptora IGFIR równe 7,5 μM spowodowało całkowite zahamowanie 

wzrostu komórek LoVo. W hodowlach komórek LoVo inkubowanych z tyrfostinem 

AG1024 w stężeniu 10 μM zaobserwowano zależne od czasu inkubacji zmniejszanie 

liczby komórek w porównaniu z ilością komórek na początku eksperymentu, 

co wskazuje na wpływ cytotoksyczny badanego inhibitora. 

Uzyskane przeze mnie wyniki hamowania aktywności IGFIR na wzrost 

komórek LoVo znajdują poparcie w danych lieraturowych. Jones HE i wsp. wykazali 

in vitro zahamowanie wzrostu komórek LoVo pod wpływem innego inhibitora 

receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR oraz InsR (ABDP) [181]. Dowiedziono 

również w badaniach in vivo, iż IGFBP3, białko wiążące IGFs, które negatywnie regu-

luje ich aktywność, hamuje proliferację komórek LoVo w myszach BALB-c [182]. 

W medium hodowlanym komórek LoVo nie wykryto obecności IGF-I. Wynik 

ten sugeruje udział IGF-II w autokrynnej stymulacji wzrostu badanych komórek. 

Powyższa hipteza znajduje uzasadnienie w danych literaturowych. Udowodniono 
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bowiem ekspresję mRNA kodującego IGF-II w sześciu liniach komórek 

nowotworowych jelita grubego m.in. w komórkach LoVo [183]. Co więcej ilość mRNA 

kodującego IGF-II określona z zastosowaniem RT-PCR okazała się ponad 4-krotnie 

wyższa w komórkach LoVo niż w komórkach innych linii nowotworowych (A549, 

DU145 i MCF-7) [181]. 

Komórki LoVo, jak dowiodły badania Lehmann’a i wsp. wykazują ekspresję 

zmutowanej, nieaktywnej formy furyny, enzymu należącego do rodziny 

subtilizynopodobnych konwertaz pro-białek. Skutkiem braku aktywności 

enzymatycznej furyny, na powierzchni komórek LoVo nie stwierdzono występowania 

dojrzałej formy receptora IGFIR. Nie można jednak wykluczyć istnienia innych, 

alternatywnych enzymów zaangażowanych w dojrzewanie receptorów IGFIR, lecz 

o znacznie niższej od furyny aktywności proteolitycznej [184]. 

Doświadczenia prowadzone przez Jones HE i wsp. wykazały w komórkach 

LoVo ekspresję izoformy A receptora insuliny [181]. Receptor insuliny występuje 

w dwóch izoformach InsR-A oraz InsR-B powstających w wyniku alternatywnego 

składania egzonu 11. Cechą charakterystyczną InsR-A jest to, iż wykazuje on takie 

samo powinowactwo względem insuliny jak i IGF-II. Izoforma B tegoż receptora wiąże 

preferencyjnie insulinę [53]. Co ciekawe, wykazano, iż insulina i IGF-II działając przez 

ten sam receptor InsR-A, mogą wywoływać częściowo odmienne efekty, nawet 

w obrębie jednej linii komórkowej [59]. Badania nad komórkami miosarkomy 

wykazały, że IGF-II jest silniejszym aktywatorem szlaku sygnalizacji 

wewnątrzkomórkowej Shc/ERK niż insulina. Z kolei insulina silniej stymulowała 

aktywność szlaku PI-3K/Akt [185].  

Wyznaczona przeze mnie wartość połowicznej dawki zahamowania wzrostu 

(IC50) komórek LoVo jest ponad 10 razy wyższa od literaturowej wartości IC50 

wyznaczonej dla aktywności enzymatycznej kinazy tyrozynowej receptora IGFIR 

(0,4 μM). Z drugiej strony, 50 % zahamowanie autofosforylacji badanego receptora IGF 

następuje przy stężeniu tyrfostinu AG1024 równym 7 ± 2 μM, czyli wyższym niż IC50 

wyznaczonego dla zahamowania wzrostu komórek LoVo. To ostatnie porównanie 

wskazuje na bezpośredni udział receptora IGFIR w stymulacji wzrostu autokrynnego 

komórek LoVo. Tyrfostin AG1024  hamuje również aktywność receptora insuliny, 

jednak znacznie słabiej niż w przypadku IGFIR. Aktywność kinazowa receptora 

insuliny hamowana jest o 50 % przez tyrfostin AG1024 w stężeniu 10 μM, natomiast 
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IC50 wyznaczone dla procesu autofosforylacji InsR wynosi 57 μM [133], co praktycznie 

wyklucza udział tego receptora w regulacji wzrostu komórek LoVo. 

Uzyskane przeze mnie wyniki oraz przedstawione powyżej dane literaturowe 

wskazują, iż najprawdopodobniej ligandem zaangażowanym w autokrynną stymulację 

wzrostu komórek LoVo jest IGF-II. Trudno jednak stwierdzić jednoznacznie, który 

z dwóch receptorów IGFIR czy InsR-A uczestniczy w przekazie sygnału mitogennego 

od wydzielanego autokrynnie IGF-II. Nie można również wykluczyć równoczesnego 

funkcjonowania obu tych receptorów w komórkach LoVo. 

Tyrfostin SU1498 hamuje również wzrost komórek LoVo w sposób zależny 

od dawki. 50 % zahamowanie proliferacji komórek LoVo obserwuje się po 48 godzin-

nej inkubacji przy stężeniu inhibitora równym 3,3 μM. Po wydłużeniu czasu inkubacji 

do 72 godzin wartość IC50 wzrasta do 4,1 μM, jednak różnica nie jest istotna 

statystycznie. Zastosowany inhibitor kinazy receptora VEGFR2 w stężeniach 7,5 μM 

i 10 μM powoduje spadek liczby komórek w hodowli w porównaniu z liczbą komórek 

wyznaczoną na początku eksperymentu. Wyznaczone wartości połowicznej dawki 

zahamowania wzrostu komórek LoVo pod wpływem tyrfostinu SU1498 były 5-6 razy 

wyższe od podawanego przez producenta IC50 dla aktywności kinazy tyrozynowej 

receptora VEGFR2 wynoszącego 0,7 μM. Brak w piśmiennictwie fachowym danych 

o wpływie badanego inhibitora na proces autofosforylacji receptora VEGFR. 

Dotychczas publikowane dane dotyczące hamowania wzrostu komórek LoVo 

przez inhibitory VEGFR2 są na pierwszy rzut oka przeciwstawne. Badania prowadzone 

przez Sakurai i wsp. wykazały brak wpływu drobnocząsteczkowego inhibitora kinaz 

tyrozynowych Ki23057 na wzrost komórek LoVo w stężeniu ≤ 300 nM [186]. Tyrfostin 

Ki23057 wykazuje szerokie spektrum działania. Hamuje aktywność VEGFR2, FGFR1 

i FGFR2, a wyznaczone wartości IC50 dla aktywności kinaz tyrozynowych tych 

receptorów wynoszą odpowiednio 38 nM, 89 nM i 91 nM [187]. 

Z drugiej strony udowodniono, iż inhibitor kinazy tyrozynowej VEGFR2 

(ZD6474) hamuje proliferację (w fazie G0/G1 cyklu komórkowego) oraz indukuje 

apoptozę komórek LoVo, a wartość IC50 dla komórek LoVo wynosi 3,5 ± 0,9 μM 

(po 72 godzinach inkubacji) [188]. Tyrfostin ZD6474 cechuje się wysoką 

specyficznością względem kinazy receptora VEGFR2 (IC50 = 40 nM), i znacznie słabiej 

hamuje aktywność receptorów EGFR (IC50 = 0,5 μM) oraz PDGFR (IC50 = 1,1 μM) 

[189]. Wartość dawki połowicznego zahamowania wzrostu komórek LoVo wyznaczona 

przez Azzariti i wsp. jest prawie 90-krotnie wyższa od wartości IC50 dla aktywności 
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izolowanej kinazy VEGFR2 wyznaczonej przez Carlomagno i wsp. Podsumowanie 

aktywności tyrfostinów SU1498, ZD6474 i Ki23057 przedstawia Tabela 5. 

Tabela 5. Porównanie aktywności biologicznej wybranych drobnocząsteczkowych 
inhibitorów kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 określonej przez wartości ich IC50. 

             IC50  SU1498 ZD6474 Ki23057 
Aktywność 
enzymatyczna (AE) 

0,7 µM 
[126] 

0,04 µM 0,038 µM 
[127] 

Wzrost autokrynny (WA) 4,1 µM * 3,5 µM b.d. ** 
WA : AE 5,9 87,5 b.d. 

* - wyniki własne, 
** - nie zaobserwowano wpływu badanego inhibitora na komórki LoVo w stężeniach 
≤ 0,3 μM 

 

 Dane zawarte w tabeli 3 wskazują, iż spośród omawianych powyżej inhibitorów 

kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2, największy potencjał w hamowaniu wzrostu 

komórek LoVo wykazuje tyrfostin SU1498. Wydaje się również, iż Sakurai i wsp. 

zastosowali w swoich badaniach zbyt niskie stężenia Ki23057, by można było 

zaobserwować wpływ tego tyrfostinu na wzrost komórek LoVo. 

 W medium bezsurowiczym (DMEM/F12+) znad hodowli komórek LoVo 

wykryłem obecność VEGF. Ilość wyprodukowanego w ciągu 24 godzin VEGF 

przypadająca na 106 komórek LoVo wyniosła 292,6 pg. Wartość ta jest zbliżona 

do danych literaturowych. Ottaiano i wsp. wykazali, iż komórki LoVo w ilości 106 

produkują ok. 250 pg VEGF w ciągu 24 godzin [190]. Niewielka różnica może wynikać 

z faktu, iż w omawianej pracy Ottaiano, zastosowano inną pożywkę (RPMI), która 

zawierała dodatek 0,5 % FCS. 

Również inni autorzy wykazali, że komórki LoVo syntetyzują nie tylko VEGF 

[191], ale także VEGFR2 [192]. Przedstawione dane literaturowe oraz wyniki moich 

badań wskazują jednoznacznie na istnienie pętli autokrynnej stymulacji wzrostu 

komórek LoVo z udziałem VEGF oraz receptora VEGFR2. 

 Wyniki doświadczeń nad wpływem tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 

wykazały dla najwyższych zastosowanych stężeń tych inhibitorów, spadek liczby 

komórek LoVo hodowanych przez 48 i 72 godziny, w porównaniu z ilością komórek 

na początku eksperymentu. Barwienie Giemsy potwierdziło przypuszczenia o pro-

apoptotycznym wpływie badanych tyrfostinów na komórki LoVo. Wyniki ilościowe 

uzyskane z zastosowaniem metody podwójnego barwienia (Hoechst 33258/PI) po 

24 godzinnej inkubacji wykazały, iż każdy z badanych inhibitorów użyty w stężeniu 



 

 88 

równym połowicznej dawce zahamowania wzrostu powoduje podobny spadek 

żywotności komórek LoVo o ok. 30 %. Różnice w proapoptotycznym wpływie 

tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na badane komórki ujawniły się dopiero po 

wydłużeniu czasu inkubacji do 48 godzin. Najsilniejszy efekt zaobserwowano, jak 

można było się spodziewać, dla inhibitora kinazy tyrozynowej receptora IGFIR. 

Dwukrotne zwiększenie stężenia badanych tyrfostinów, co ciekawe, tylko w przypadku 

inhibitorów IGFIR i VEGFR2 skutkowało zwiększeniem ilości komórek 

apoptotycznych. Największy spadek żywotności wraz ze wzrostem stężenia badanego 

inhibitora zaobserwowano w przypadku komórek LoVo inkubowanych z tyrfostinem 

AG1024. Obserwację tą można przynajmniej po części wytłumaczyć analizując kształty 

krzywych obrazujących zależności efektu od dawki wyznaczone dla tyrfostinów 

AG1024, SU1498 i A23 (Rysunek 43).  
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Rysunek 43. Zależności tempa proliferacji komórek LoVo od stężenia tyrfostinów A23, 
AG1024 i SU1498, wyznaczone po 72 godzinnej inkubacji. Stężenie inhibitorów wyrażono 
jako krotność IC50. 

 

Często się zdarza, że krzywe zależności efektu od dawki inhibitora, są kształtem 

zbliżone do krzywej wiązania inhibitora przez receptor [193]. Zgodnie z tym 

założeniem, na podstawie analizy krzywych zależności efektu od dawki tyrfostinów 

(Rysunek 43), można wysnuć wniosek, iż po przekroczeniu stężenia równego IC50, 

stopień asocjacji tyrfostinu AG1024 z kinazą IGFIR rośnie szybciej niż stopień 

asocjacji tyrfostinu A23 z kinazą EGFR. Wyższy stopień asocjacji inhibitora ze 

specyficznym dla niego receptorem przekłada się na silniejszą inhibicję docelowej 

kinazy tyrozynowej, co z kolei prowadzi do silniejszego zahamowania sygnalizacji 

z udziałem badanego receptora. 
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Wpływ badanych tyrfostinów na cykl komórkowy LoVo oceniany metodą 

cytometrii przepływowej był podobny. Tyrfostiny AG1024 i SU1498 podobnie jak 

badany inhibitor receptora EGFR, powodowały zatrzymanie cyklu komórkowego 

w fazie G1/G0. Podobne wyniki uzyskano także dla innych tyrfostinów. Wykazano 

znaczne zwiększenie procentowego udziału komórek w fazie G1/G0 pod wpływem 

gefitinibu (inhibitora kinazy tyrozynowej EGFR) oraz ZD6474 (inhibitora kinazy 

tyrozynowej VEGFR2) [188]. 

W świetle powyższych obserwacji nasuwa się wniosek, iż komórki LoVo do 

prawidłowego przebiegu cyklu komórkowego wymagają stymulacji nie tylko receptora 

EGFR, ale również innych receptorów czynników wzrostu tj. IGFIR/InsR oraz 

VEGFR2. Stężenie odpowiedzialne za połowiczne zahamowanie wzrostu komórek 

LoVo jest porównywalne ze współczynnikiem IC50 dla aktywności kinazy tyrozynowej 

tylko w przypadku inhibitora receptora EGFR. W przypadku tyrfostinów AG1024 

i SU1498, stężenie potrzebne do zmniejszenia tempa proliferacji o 50% jest 

odpowiednio 6 i 10 razy wyższe od stężenia potrzebnego do zahamowania aktywności 

receptorowych kinaz tyrozynowych będących celem tych inhibitorów. W związku z tym 

można przypuszczać, iż pętla autokrynna TGF-α/EGFR ma pierwszorzędne znaczenie 

w regulacji wzrostu komórek LoVo, jednak do prawidłowego przebiegu cyklu 

komórkowego wymagana jest również aktywność receptorów IGFIR/InsR-A oraz 

VEGFR2, stymulowanych odpowiednio IGF-II i VEGF. Jeśli porównać wartości stężeń 

badanych inhibitorów powodujących zahamowanie wzrostu komórek LoVo do 50 % 

z wartościami IC50 dla aktywności kinaz tyrozynowych. 

Tabela 6. Porównanie aktywności biologicznej tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 
określonej przez wartości ich IC50. 

             IC50  A23 AG1024 SU1498 
Aktywność 
enzymatyczna* 

35 µM 
[126] 

0,4 µM 0,7 µM 
[127] 

Autofosforylacja* EGFR 
40 µM [194] 

IGF1R 
7 µM 

InsR 
57 µM 

VEGFR2 
b.d. 

Wzrost autokrynny** 35,5 µM 4,6 µM 4,1 µM 
* - dane literaturowe, ** - wyniki własne, b.d. – brak danych 
 

Wyniki badania cytometrycznego zawartości DNA w oszczególnych fazach 

cyklu komórkowego, potwierdziły również proapoptotyczny wpływ badanych 

związków na komórki LoVo. Podobną ilość komórek apoptotycznych, które cechują się 

intensywnością fluorescencji mniejszą niż komórki w fazie G1/G0 (frakcja sub-G1), 
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zaobserwowano w przypadku stężeń badanych tyrfostinów równych IC50. Dwukrotne 

zwiększenie dawki badanych inhibitorów, podobnie jak w przypadku wyników 

uzyskanych z zastosowaniem barwienia różnicowego, spowodowało uwidocznienie 

różnic w ich wpływie cytotoksycznym na komórki LoVo. Najwięcej komórek we 

frakcji sub-G1 zaobserwowano w próbkach z hodowli komórek inkubowanych z 

tyrfostinem AG1024. Potwierdza to obserwację, iż inhibitor kinazy tyrozynowej 

receptora IGFIR/InsR wykazuje najsilniejszy spośród badanych tyrfostinów, wpływ 

proapoptotyczny na komórki LoVo. 

 

5.3. Wpływ tyrfostinów AG1024 i SU1498 na wybrane etapy 
sygnalizacji mitogennej. 

 Mechanizm sygnalizacji mitogennej z udziałem receptorów czynników wzrostu 

jest wieloetapowy. W pierwszym etapie czynniki wzrostowe przyłączają się do 

swoistych receptorów, co prowadzi do ich homo- lub heterodimeryzacji. Zmiany 

konformacyjne zachodzące w obrębie domen cytoplazmatycznych prowadzą do wzrostu 

aktywności kinaz tyrozynowych, co umożliwia krzyżową fosforylację receptorów. 

W wyniku procesu autofosforylacji powstają miejsca dokowania dla wielu białek, które 

uczestniczą w przekazie sygnału wewnątrz komórki. Aktywność części białek 

asocjujących z receptorami czynników wzrostu, może być regulowana przez 

fosforylację. W związku z tym w swojej pracy sprawdziłem wpływ badanych 

tyrfostinów na fosforylację receptora EGFR oraz kilku wybranych białek, które mogą 

być zaangażowane w przekaz sygnału od receptorów czynników wzrostu. 

 Wyniki doświadczeń przeprowadzonych metodą ELISA, wykazały obniżenie 

stopnia ufosforylowania receptora EGFR pod wpływem każdego z badanych 

inhibitorów. Różnice pomiędzy zastosowanymi tyrfostinami są niewielkie. Obniżona 

fosforylacja EGFR wydaje się nieodwracalna, utrzymuje się praktycznie na stałym 

poziomie przez 24 godziny. Uzyskane wyniki wskazują, iż w aktywacji receptora 

EGFR, przynajmniej pośrednio uczestniczą receptory IGFIR oraz VEGFR2. 

Jedną z hipotez tłumaczących przepływ sygnału pomiędzy różnymi receptorami 

sformułowali w 1999 roku Prenzel i wsp. Tłumaczy ona zależną od liganda 

transaktywację receptorów EGFR przez receptory zasocjowane z białkami G. Hipoteza 

ta opiera się ona na mechanizmie potrójnego przeniesienia sygnału przez błonę 

komórkową. W uproszczeniu, stymulacja receptorów zasocjowanych z białkami G 

uruchamia szlak(-i) sygnalizacji wewnątrzkomórkowej, który powoduje aktywację 
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metaloproteinaz katalizujących proteolizę prekursorów EGF-podobnego czynnika 

wzrostowego wiążącego heparynę i uwolnienie dojrzałych form HB-EGF z powierzchni 

komórki. Wydzielony do medium czynnik wzrostowy przyłącza się z kolei 

do receptorów EGFR, powodując ich aktywację [195]. Wykazano również podobny 

mechanizm przeniesienia sygnału pomiędzy receptorem IGFIR a receptorem EGFR 

z udziałem aktywacji metaloproteinaz trawiących proHB-EGF [196]. Udowodniono 

także indukowaną LPA (kwasem lipofosfatydowym) transaktywację receptora 

PDGF-β-R w komórkach COS-7 [197] oraz stymulowaną AngII transaktywację tego 

receptora w komórkach naczyniowych mięśni gładkich [198, 199]. W badaniach 

na komórkach LoVo udowodniono transaktywację receptora EGFR przez LPA, w którą 

zaangażowane były białka Gi i metaloproteinazy [200]. Ponieważ istniała szansa, 

iż receptory VEGFR2 i IGFIR mogłyby uczestniczyć w aktywacji EGFR przez 

stymulację produkcji bądź uwalniania TGF-α, sprawdziłem wpływ tyrfostinów SU1498 

i AG1024, a także A23 na zawartość TGF-α w medium z nad hodowli komórek LoVo. 

Przeprowadzone doświadczenia wykazały, iż zahamowanie aktywności każdego 

z trzech badanych receptorów paradoksalnie powoduje wzrost wydzielania TGF-α przez 

komórki LoVo. Tyrfostiny A23 i AG1024 powodują prawie trzykrotne, a tyrfostin 

SU1498 czterokrotne zwiększenie ilości transformującego czynnika wzrostowego α 

w medium hodowlanym komórek LoVo. Podobnych obserwacji dokonali niedawno 

Mutsaers i wsp. Wykazali oni wzrost ilości TGF-α zarówno w medium z hodowli 

komórek nowotworowych (m.in. jelita grubego HT29 i GEO) inkubowanych z inhi-

bitorami EGFR jak i w surowicy pacjentów z nowotworem jelita grubego poddanych 

leczeniu Cetuximabem (przeciwciałem anty-EGFR). Dowiedli oni również, że wzrost 

ilości wydzielonego TGF-α jest wynikiem zwiększenia aktywności metaloproteinazy 

TACE, a nie jest zależny od stymulacji ekspresji genów kodujących TGF-α czy TACE 

[201]. Wzrost wydzielania transformującego czynnika wzrostowego α spowodowany 

wpływem inhibitorów receptorów czynników wzrostu sugeruje istnienie mechanizmu 

regulacyjnego, dostosowującego ilość wydzielanego autokrynnie TGF-α do natężenia 

zewnętrznej stymulacji mitogennej. Z jednej strony, przy zbyt niskim stężeniu TGF-α w 

środowisku komórki ulegają apoptozie. Z drugiej strony nadmierna ilość liganda 

prowadzi do zmniejszenia, w wyniku endocytozy, ilości swoistych dla niego receptorów 

na powierzchni komórki, a co za tym idzie uniewrażliwienia komórek na stymulację 

badanym czynnikiem wzrostowym. Równocześnie zbyt wysoka w porównaniu z 
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zapotrzebowaniem, produkcja jakiegokolwiek białka jest niekorzystna dla każdej 

komórki. 

Trudny jest jednak do wytłumaczenia fakt hamowania fosforylacji EGFR przez 

tyrfostiny AG1024 i SU1498, pomimo zwiększania przez nie stężenia TGF-α w płynie 

hodowlanym. W przypadku tyrfostinu A23 dochodzi do zahamowania aktywności 

kinazy tyrozynowej EGFR, w związku z tym zwiększenie stężenia ligandów z rodziny 

EGF nie powinno mieć większego wpływu na fosforylację tego receptora. Tyczasem 

inhibitory kinaz tyrozynowych receptorów IGFIR i VEGFR pomimo stymulacji 

wydzielania TGF-α, podobnie jak tyrfostin A23 obniżają fosforylację EGFR. Jednym z 

wyjaśnień tego zjawiska mogłaby być, bezpośrednia lub zachodząca z udziałem innych, 

cytoplazmatycznych białek, transaktywacja receptora EGFR przez receptory IGFIR i 

VEGFR2. Wtedy zahamowanie aktywności, któregoś z badanych receptorów IGF i 

VEGF, mogłoby skutkować obniżeniem stopnia ufosforylowania receptora EGF. 

Zwiększoną, pod wpływem badanych inhibitorów receptorowych kinaz 

tyrozynowych, produkcję TGF-α, można powiązać z zaobserwowaną przeze mnie, 

aktywacją kinazy Src. Badania z zastosowaniem metody ELISA wykazały, iż każdy 

z badanych tyrfostinów powodował wzrost stopnia ufosforylowania kinazy Src. 

Wiadomo, że wzrost aktywności enzymatycznej kinazy Src skutkuje autofosforylacją 

tyrozyny 418, znajdującej się w pętli aktywacyjnej tej kinazy, co stabilizuje aktywną 

formę enzymu. Badania nad mechanizmem transaktywacji receptora EGFR przez 

prostaglandynę E2 [172] wykazały, iż prostaglandyna E2 powoduje w komórkach LoVo 

aktywację kinazy Src, co prowadzi do wzrostu aktywności metaloproteinaz 

na powierzchni komórki i uwolnienia dojrzałej formy TGF-α do medium. Uwolniony 

z powierzchni komórki ligand stymuluje z kolei receptor EGFR. Najsilniejszą 

stymulację kinazy Src oraz największy wzrost ilości wyprodukowanego TGF-α 

zaobserwowano w komórkach LoVo traktowanych tyrfostinem SU1498. 

Podsumowując, można przypuszczać, iż zahamowanie aktywności receptorów EGFR, 

VEGFR2 i IGFIR prowadzi do zwiększonej aktywności kinazy Src, czego następstwem 

jest zwiększone wydzielanie TGF-α, przez komórki LoVo. 

 Wszystkie trzy badane tyrfostiny w podobny, choć nie identyczny sposób 

wpływały na fosforylację kinazy Akt. Początkowo (3-6 godzin inkubacji) obserwuje się 

niewielkie obniżenie stopnia ufosforylowania tego białka. W 12 godzinie następuje 

silny spadek fosforylacji Akt. Efekt ten jest jednak w przypadku tyrfostinów A23 i 

SU1498 odwracalny, poziom ufosforylowania Akt wraca po 24 godzinach inkubacji do 
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poziomu kontroli. Obniżona fosforylacja Akt utrzymuje się tylko w komórkach 

inkubowanych z tyrfostinem AG1024, co może tłumaczyć silniejszy wpływ 

proapoptotyczny tego inhibitora na komórki LoVo. 

 Największe różnice we wpływie badanych inhibitorów receptorowych kinaz 

tyrozynowych zaobserwowano w przypadku kinazy ERK1/2. Tyrfostin SU1498 nie 

zmienia w sposób istotny statystycznie stopnia ufosforylowania kinazy ERK1/2. 

Tyrfostin AG1024 początkowo nieznacznie hamuje fosforylację badanego białka, 

jednak efekt ten jest nietrwały. Ufosforylowanie ERK1/2 wraca do poziomu kontroli już 

po 12 godzinach i utrzymuje się na stałym poziomie przez kolejne 12 godzin. Inhibitor 

receptora EGFR powoduje spadek stopnia ufosforylowania ERK o około 20 % po 

3 godzinach inkubacji. Z czasem poziom fosforylacji badanej kinazy rośnie, a po 24 

godzinach obserwuje się istotny statystycznie względem kontroli wzrost fosforylacji 

ERK1/2 w komórkach traktowanych tyrfostinem A23. Wzmożona aktywacja kaskady 

kinaz MAP pod wpływem inhibitorów EGFR, może przyczyniać się do powstawania 

oporności komórek nowotworowych na ten rodzaj leków. 

Kolejnym białkiem, którego fosforylację zbadałem, było białko STAT3. Białka 

STAT mogą być aktywowane przez receptory cytokin, czynników wzrostu, ale także 

przez cytoplazmatyczne kinazy tyrozynowe. Fosforylacja białek STAT powoduje ich 

homo- lub heterodimeryzację, co umożliwia ich translokację do jądra komórkowego, 

gdzie funkcjonują jako czynniki transkrypcyjne [Klein A 2002]. Spadek 

ufosforylowania białka STAT3 w komórkach LoVo traktowanych tyrfostinami A23, 

AG1024 i SU1498 obserwuje się dopiero po 12 godzinach od zahamowania aktywności 

któregokolwiek z badanych receptorów, a niski  poziom fosforylacji utrzymuje się przez 

kolejne 12 godzin. Opóźniona w czasie hipofosforylacja białka STAT3, może być 

wynikiem zahamowania sygnału zarówno bezpośrednio od receptorów badanych 

czynników wzrostowych, jak i pośrednio przez obniżenie syntezy IL6 i/lub jej 

receptora. Wykazano bowiem, że aktywacja tych białek może być stymulowana przez 

IL-6 z udziałem gp130 i kinaz Janusa [202, 203]. W komórkach LoVo stwierdzono 

ekspresję mRNA kodującego IL-6, IL-6R oraz gp130 [204]. Matsuo i wsp. również 

wykazali ekspresję IL-6R oraz gp130 w komórkach LoVo. Stwierdzili także obecność 

IL-6 oraz rozpuszczalnej formy IL-6R (sIL-6R) w medium z nad hodowli badanych 

komórek [205]. Ponieważ (w niektórych liniach komórkowych) udowodniono również 

stymulację produkcji IL-6 przez aktywację receptora EGFR [206], można przypuszczać, 

że zahamowanie aktywności receptorów EGFR, IGFIR i VEGFR2 wpływa na spadek 
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produkcji IL-6, co tłumaczyłoby opóźniony wpływ tyrfostinów na fosforylację białka 

STAT3. 

W swoich badaniach sprawdziłem również wpływ tyrfostinów AG1024, SU1498 

i A23 na fosforylację białka p53. Fosforylacja białka p53 m.in. na serynie 15 stabilizuje 

to białko i prowadzi do jego akumulacji w komórce, co z kolei prowadzi do wejścia 

komórki na drogę apoptozy [207]. Zwiększony stopień ufosforylowania białka p53 

może być wynikiem aktywacji kinazy p38 np. przez promieniowanie UV [208], może 

być również wynikiem zahamowania aktywności fosfatazy białkowej PP-1 np. w 

odpowiedzi na działanie takich induktorów apoptozy jak staurosporyna czy 

bafilomycyna [209]. Badane przeze mnie inhibitory receptorowych kinaz tyrozynowych 

EGFR, IGFIR i VEGFR2 nie wykazują różnic we wpływie na poziom fosforylacji 

białka p53. W przypadku każdego z badanych tyrfostinów obserwuje się niewielki 

wzrost ufosforylowania p53 po 6 godzinach od ich dodania do hodowli komórek LoVo. 

W trakcie dalszej inkubacji (12 godzin) fosforylacja p53 spada poniżej poziomu 

kontroli i utrzymuje się dalej (24 godziny) na stałym poziomie (85 %). 

 Wiele białek, których aktywność jest regulowana przez szlaki sygnalizacyjne 

inicjowane czynnikami wzrostu, to typowe czynniki transkrypcyjne. W związku z tym 

sprawdziłem z pomocą macierzy DNA wpływ badanych tyrfostinów na profil ekspresji 

genów w komórkach LoVo. Należy wyraźnie podkreślić, że metoda ta została użyta 

przede wszystkim dla porównania wpływu badanych tyrfostinów na wybrane szlaki 

sygnalizacyjne. 

Wszystkie trzy badane inhibitory powodują spadek ekspresji cykliny E1 

(CCNE1) oraz wzrost poziomu inhibitora cdk’s – p21CIP (CDKN1A), dodatkowo pod 

wpływem tyrfostinów A23 i AG1024 spada poziom cyklinozależnej kinazy 4 (cdk4). W 

komórkach LoVo traktowanych tyrfostinem obserwuje się również wzrost ekspresji 

genu kodującego białko p27 (CDKN1B), które hamuje kompleksy cyklina E/cdk2 i 

cyklina D/cdk4. Zdarzenia te są prawdopodobnie główną przyczyną zahamowania 

cyklu komórkowego w fazie G1/G0, obserwowanego w hodowlach komórek LoVo 

tratowanych badanymi tyrfostinami. Z drugiej strony inhibicja genu białka Rb (RB1) 

równocześnie z niewielkim wzrostem poziomu E2F1 pod wpływem każdego z 

badanych tyrfostinów, a w przypadku SU1498 dodatkowo wzrost poziomu mRNA Fos, 

tworzącego wraz z białkiem Jun kompleks czynnika transkrypcyjnego AP-1, może 

prowadzić do wzrostu aktywności transkrypcyjnej, a w konsekwencji inicjować 

przejście G1/G0 → S. Wiadomo jednak, że czynniki transkrypcyjne z rodziny E2F 
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(E2F1-3) są również zaangażowane w proces apoptozy zależny [210, 211] i niezależny 

[212, 213] od p53, co może  tłumaczyć zahamowanie cyklu komórkowego w fazie 

G1/G0 i nasilenie apoptozy komórek LoVo pod wpływem badanych inhibitorów 

receptorowych kinaz tyrozynowych. Niejasny jest także wzrost ekspresji fosfatazy 

cdc25A (CDC25A), która promuje przejście z fazy G1/G0 do fazy S cyklu 

komórkowego. Tyrfostiny A23, AG1024 i SU1498 powodują w badanych komórkach 

nowotworu jelita grubego spadek ekspresji ETS2, a także genu synukleiny γ (SNCG), 

której wysoki poziom obserwuje się w zaawansowanych nowotworach piersi. Pod ich 

wpływem rośnie poziom mRNA dla genu MTA1, kodującego białko będące 

regulatorem transkrypcji i czynnikiem remodelacji chromatyny. 

Wpływ proapoptotyczny badanych tyrfostinów na komórki LoVo jest 

trudniejszy do wyjaśnienia. Spada poziom zarówno białka proapoptotycznego BAX jak 

i inhibitora apoptozy BIRC5 (surwiwiny). Obserwuje się też wyraźny wzrost ekspresji 

genów receptorów dla TNFα (TNFRSF10B, TNFRSF1A, TNFRSF25). Spadek 

poziomu NFκB (NFKB1) i BIRC5 obserwowany pod wpływem wszystkich trzech 

badanych inhibitorów oraz stymulowany AG1024 wzrost IκBα (NFKBIA) może 

wskazywać na udział TNFR’s w indukcji apoptozy poprzez białka FADD. Poziom 

mRNA dla samego TNFα jest jednak poza skalą czułości użytej metody, więc nie 

można określić jego udziału w stymulacji apoptozy przez badane  tyrfostiny. 

Tyrfostiny AG1024 i SU1498 stymulują ekspresję EGFR. Wzrost poziomu 

receptora EGF po zahamowaniu aktywności receptorów IGFIR i VEGFR2 może 

prowadzić wzmocnienia mitogennej stymulacji wzrostu komórek LoVo z udziałem pętli 

TGFα/EGFR. Może to prowadzić do uodpornienia się badanych komórek 

nowotworowych na inhibitory IGFIR i VEGFR2. Zahamowanie aktywności kinazy 

receptora EGFR powoduje nieznaczny spadek ekspresji genów receptorów EGFR i 

ERBB2. Wyraźnie  maleje również komórkowy poziom mRNA dla PDGFB. Wskazuje 

to na ingerencję tyrfostinu A23 w sygnał autokrynny regulowany pętlą TGFα/EGFR 

oraz prawdopodobnie też pętlą PDGF/PDGFR, co może się objawiać osłabieniem 

stymulacji zewnątrzkomórkowej. Podobny wpływ na ekspresję ERBB2 i PDGFB w 

komórkach LoVo wywiera tyrfostin AG1024. W komórkach LoVo inkubowanych z 

tyrfostinem SU1498 obserwuje się z kolei wzrost ekspresji zarówno ERBB2 jak i 

PDGFB, co może powodować wzmocnienie stymulacji mitogennej z udziałem tych 

białek. 
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Tyrfostin A23 powoduje w badanych komórkach wzrost poziomu mRNA białek 

kaskady kinaz MAPK: Raf1 (RAF1) i MEK (MAP2K1) oraz białka c-myc, natomiast 

nie wpływa na poziom mRNA kodującego kinazę Akt. Zahamowanie aktywności 

EGFR może więc prowadzić do wzmocnienia sygnalizacji wewnątrzkomórkowej w 

udziałem kaskady kinaz MAP oraz białka c-myc. Tyrfostin AG1024 działa 

przeciwstawnie do inhibitora EGFR. Obserwuje się pod jego wpływem spadek ekspresji 

genów kodujących kinazy MEK i Akt oraz białko c-myc. Inhibitor VEGFR2 słabiej 

ingeruje w szlaki transdukcji sygnału wewnatrzkomórkowego zmienia tylko 

nieznacznie ekspresję genów RAF1 i AKT. 

Wpływ badanych inhibitorów receptorowych kinaz tyrozynowych na zdolność 

migracji i przerzutowania komórek LoVo jest niejasny. Pod wpływem każdego z 

badanych tyrfostinów spada wyraźnie poziom metaloproteinazy MMP2, 

odpowiedzialnej za degradację kolagenu typu IV (głównego składnika błony 

podstawnej). Równocześnie obserwuje się spadek poziomu mRNA dla NME1 (kinazy 

difosforanów nukleozydów), której ekspresja jest niska w komórkach o wysokiej 

zdolności do metastaz. Wrasta też nieznacznie ekspresja S100A4, genu 

zaangażowanego w regulację cyklu komórkowego, różnicowania oraz przerzutowanie 

komórek nowotworowych. Tyrfostin SU1498 dodatkowo zwiększa w komórkach LoVo 

eskpresję inhibitora metaloproteinaz TIMP1 oraz inhibitora proteinaz serynowych (i 

cysteinowych) SERPINB2. Prawdopodobnie prowadzi to do zmniejszenia inwazyjności 

badanych komórek nowotworowych jelita grubego. Pod wpływem tyrfostinu SU1498 

obniża się także ekspresja genów ITGA3 i ITGB1, kodujących odpowiednio 

podjednostkę α i β kompleksu integryny, określanej jako: receptor 1 macierzy 

zewnątrzkomórkowej (ECMR1, z ang. „extracellular matrix receptor 1”) lub 

galaktoproteina b3 (GAPB3). Wzrasta natomiast poziom ekspresji genu kodującego 

podjednostkę β5.  Integryny oprócz uczestnictwa w adhezji komórkowej oraz migracji, 

mogą uczestniczyć także w przekazie sygnału zewnątrzkomórkowego stymulowanego 

oddziaływaniem z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej. 
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6. Wnioski. 
1. Zahamowanie aktywności kinaz tyrozynowych receptorów IGFIR oraz VEGFR2 

prowadzi do zahamowania wzrostu komórek nowotworowych jelita grubego LoVo. 

Tyrfostiny AG1024 i SU1498 działają cytostatycznie na komórki LoVo 

w podobnym zakresie stężeń (IC50 po 72 godz. inkubacji wynosi odpowiednio 4,59 

µM i 4,14 µM). Użyte w stężeniu ≥ 7,5 μM powodują całkowite zahamowanie 

proliferacji badanych komórek. 

2. Zatrzymanie cyklu komórkowego pod wpływem obu badanych inhibitorów, 

podobnie jak w przypadku zahamowania aktywności EGFR z zastosowaniem 

swoistego dla kinazy tego receptora tyrfostinu A23, następuje w fazie G1. 

3. Wszystkie trzy badane inhibitory wpływają cytotoksycznie na komórki LoVo. 

Najsilniejszy efekt obserwuje się dla tyrfostinu AG1024. 

4. Przeprowadzone doświadczenia wykazały jednoznacznie produkcję TGF-α przez 

komórki LoVo w ilości 356,7 pg (CI 95 %: 304,0-409,4 pg) w przeliczeniu 

na 106 komórek. Uzyskane wyniki  potwierdziły również dane literaturowe odnośnie 

produkcji VEGF (292,6 ng w przeliczeniu na 106 komórek). Nie obserwowano 

natomiast syntezy i sekrecji ani EGF ani IGF-I. Można przypuszczać, iż autokrynna 

stymulacja receptora IGFIR następuje z udziałem liganda o niższym 

powinowactwie, najprawdopodobniej wydzielanym również przez komórki LoVo 

IGF-II.  

5. Uzyskane wyniki wskazują, że regulację wzrostu komórek LoVo w medium 

pozbawionym mitogenów, zaangażowane są przynajmniej trzy pętle autokrynne: 

TGF-α/EGFR, IGF-II/IGFIR oraz VEGF/VEGFR2. 

6. Zahamowanie sygnalizacji przez IGFIR i VEGFR2 prowadzi do obniżenia stopnia 

ufosforylowania receptora EGFR. Efekt jest trwały, utrzymuje się przez minimum 

24 godziny. 

7. Wykazano wpływ zahamowania aktywności receptorów EGFR, IGFIR oraz 

VEGFR2 na autokrynną produkcję TGF-α w hodowlach komórek LoVo. Tyrfostiny 

A23 i AG1024 powodowały prawie 3-krotny, a tyrfostin SU1498 prawie 4-krotny 

wzrost ilości wydzielanego do medium transformującego czynnika wzrostu α. 
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8. Obniżona pod wpływem tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 fosforylacja EGFR 

nie jest wynikiem zmniejszenia produkcji TGF-α, przez komórki LoVo. 

9. Wszystkie trzy zastosowane inhibitory wywierają podobny wpływ na fosforylację 

kinazy Src, białka p53 i białka STAT3. Obserwuje się pewne różnice pomiędzy 

badanymi tyrfostinami we wpływie na stopień ufosforylowania kinaz ERK1/2 i Akt. 

10. Fosforylacja białka STAT3 jest wyraźnie hamowana działaniem inhibitorów 

receptorów IGFIR, VEGFR2 oraz EGFR. Jednak efekt działania ujawnia się dopiero 

po dłuższym czasie inkubacji komórek LoVo z badanymi tyrfostinami. Nie można 

wykluczyć, że obniżona aktywacja STAT3 obserwowana po 12-24 godzinach od 

dodania badanych tyrfostinów jest wynikiem zmniejszenia wydzielania IL-6. 

11. Obserwuje się pewne różnice we wpływie badanych tyrfostinów na profil ekspresji 

genów zaangażowanych w wybrane szlaki sygnalizacyjne w komórkach LoVo. 

Tyrfostin A23 najsilniej ingeruje w ekspresję genów kodujących białka 

uczestniczące w transdukcji sygnału wewnątrzkomórkowego oraz transkrypcję. 

Inhibitor kinazy IGFIR wpływa głównie na poziom transkryptów genów kodujących 

białka uczestniczące w regulacji procesu apotpozy. Najwięcej zmian w ekspresji 

genów kodujących białka zaangażowane w adhezję i migrację komórek 

zaobserwowano w komórkach LoVo traktowanych tyrfostinem SU1498. 

12. Różnice we wpływie tyrfostinów AG1024, SU1498 i A23 na fosforylację kinaz 

ERK1/2 i Akt oraz na profil ekspresji genów sugerują przynajmniej częściowo 

niezależny przepływ sygnału od każdego z receptorów. 
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