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Receptor HER2 jest receptorem o aktywnosci kinazy tyrozynowej nalezacym do
rodziny receptorow naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) kodowanym przez gen ERBB2
zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 17 (17921.2) i sktada si¢ z 3 domen:
domeny zewnatrzkomorkowej, a-helikalnej czescil przezbtonowe;j oraz
wewnatrzkomorkowej domeny- Kinazy tyrozynowej, odpowiedzialnej za fosforylacje
tyrozyny w biatkach docelowych. Jego nadmierna ekspresja wyst¢puje w okoto 15-20%
przypadkéw chorych na raka piersi i zwigzana jest z gorszym rokowaniem. Receptor HER2
na komorkach raka stanowi doskonaty cel dla przeciwciat anty-HER2, z ktorych pierwszym
stosowanym w codziennej praktyce klinicznej byl trastuzumab. Jego skuteczno$é
udowodniono zard6wno w leczeniu uogolnionego, jak i wezesnego raka piersi z nadekspresja
receptora HER2 lub amplifikacja genu HER2. Niestety u wigkszosci chorych z HER2-
dodatnim rakiem piersi obserwuje si¢ pierwotng lub wtérng opornosc¢ na trastuzumab. Wiele
lat temu zaobserwowano, ze poza wystgpowaniem receptora HER2 na btonie komorkowe;j
obserwuje si¢ takze jego obecno$¢ w jadrze komorkowym, gdzie pelni role czynnika
regulujacego transkrypcje.

Celem pracy doktorskiej byto: poznanie jadrowej funkcji receptora HER2 oraz jego

wplyw na oporno$¢ na leczenie trastuzumabem, a w szczego6lnosci:

1. Poznanie biatek jadrowych oddziatujacych z HER2.

2. Okreslenie czy biatko HER2 moze bezposrednio wigza¢ si¢ do chromatyny w obrebie
loci BRCAL i FBP1.

3. Sprawdzenie czy zahamowanie szlaku HER2 przez trastuzumab wplywa na ekspresje
gendw zaangazowanych w istotne procesy regulacyjne.

4. Analiza wplywu opornosci na trastuzumab na regulacje ekspresji genow.

W tym celu wykonano wiele eksperymentow m.in. barwienie i oceng¢ preparatow
histopatologicznych, hodowle linii komérkowych i wyprowadzenie linii SK-BR-3 opornej na
trastuzumab, a nastgpnie przeprowadzono: frakcjonowanie kompartmentow komoérkowych,
izolacje catkowitego RNA, odwrotng transkrypcje, Western blot, PCR w czasie rzeczywistym
(QRT-PCR), wspot-precypitacj¢ biatek, immunoprecypitacje chromatyny i analiz¢ gPCR.

Dokonano takze analizy mikromacierzy oraz analizy statystyczne.



Zaobserwowano, ze w materiale histopatologicznym od pacjentek z HER2-dodatnim
rakiem piersi wystepuje tez barwienie jadrowe receptora HER2. Na podstawie
przeprowadzonych do$wiadczen i analiz wykazano, ze receptor HER2 znajduje si¢ w jadrze
komorkowym 1 oddzialuje w nim z wieloma bialkami zaangazowanymi w rézne procesy
regulacyjne m. in. z podjednostkami kompleksu remodelujagcego chromatyne typu SWI/SNF, z
ktorym wigze si¢ bezposrednio do DNA w obrebie loci genow FBP1 i BRCAL. Ponadto
udowodniono, ze traktowanie komorek linii SK-BR-3 trastuzumabem powoduje zmiang
ekspresji genéw kodujacych niektore enzymy glikolizy oraz wptywa na ekspresje genow
kodujacych podjednostki kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF. W
komorkach raka piersi HER2-dodatniego opornych na trastuzumab obserwuje si¢ zaburzenia
ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem lipidow oraz zaburzenie aktywno$ci glownego

miernika metabolizmu- kinazy AMPK.

Whioski:

1. HER2 wystepuje nie tylko we frakcji cytoplazmatycznej, ale rowniez w jadrze
komoérkowym w linii HER2-dodatniego raka piersi. Jest rowniez obecny w materiale
od pacjentek.

2. HER2 oddzialuje w jadrze komérkowym z kompleksem remodelujacym chromatyne
typu SWI/SNF.

3. HER2 wiaze si¢ do DNA w obrebie genow FBP1 i BRCAL w miejscach wigzanych
przez kompleks SWI/SNF.

4. Traktowanie komorek wrazliwych trastuzumabem powoduje zmiany ekspresji genoéw,
ktérych produkty sa zaangazowane w metabolizm glukozy oraz genow kodujacych
podjednostki kompleksu SWI/SNF.

5. W komoérkach HER2 pozytywnego raka piersi nastepuje zmiana ekspresji genow
zwigzanych z metabolizmem witaminy A oraz lipidow.

6. W komorkach opornych na trastuzumab obserwuje si¢ spadek aktywnosci kinazy
AMPK- gléwnego miernika metabolizmu w komorkach.

7. Modut SWI/SNF-AMPK- HER2 moze wptywac na rozw0j opornosci na trastuzumab
poprzez regulacje ekspresji genow, ktorych produkty sg zaangazowane w metabolizm,
co w konsekwencji prowadzi do przeprogramowania metabolicznego w komdrkach

opornych vs wrazliwe.



