Экспрессия опухолевых маркеров в клетках стандартных линий A431 и MCF7 
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Рецептор эпидермального фактора роста EGFR – важный опухолевый маркер, индуцирующий пролиферацию и дифференцировку клеток [1]. Маркер CD133/Prom1 связан с ранними этапами дифференцировки клеток и часто используется для оценки злокачественности опухоли [2]. Известно, что в опухолевых клетках повышено содержание нуклеолина, NCL, который может служить мишенью для противоопухолевого аптамера AS1411 [3]. Оценка экспрессии опухолевых маркеров используется для диагностики и определения тактики терапии у пациентов. Наиболее часто экспрессию гена определяют по количеству мРНК при помощи ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ).
Цель работы: протестировать различные наборы праймеров для определения экспрессии опухолевых маркеров на линейных клетках A-431 и MCF7.
В рамках работы были выбраны 2 набора пар праймеров к EGFR - s1 и s2, 2 пары праймеров к CD133/Prom1, пара праймеров к NCL. Перед проведением ПЦР-реакций пары праймеров проанализировали с использованием программ SnapGene Viewer и Multiple Primer Analyzer. В работе использовали клетки стандартной линии эпидермоидной карциномы А-431, экспрессирующей EGFR, и клетки стандартной линии рака молочной железы MCF-7, в которых экспрессия EGFR незначительна по данным литературы [4]. Реакцией обратной транскрипции с мРНК получали копию кДНК. Методом ПЦР-РВ оценили экспрессию генов NUCL, EGFR (с праймерами s1), Prom1 и CD133 в МСF7. В качестве референсных использовали гены GAPDH, RPL13A и Act-β. Длины полученных в результате ПЦР продуктов оценивали методом электрофореза в агарозном геле.
Согласно результатам, полученным при анализе праймеров с помощью Multiple Primer Analyzer, выбранные праймеры не являются комплементарными и не образуют праймер-димеров. Для клеток MCF-7 наблюдали сигнал флуоресценции ПЦР-РВ со всеми исследуемыми генами, кроме CD133, что согласуется с данными Human Protein Atlas [5]. В ходе работы были протестированы различные наборы праймеров, проведен анализ полученных данных, а также сравнение результатов исследования с данными Human Protein Atlas.
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