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Pémbledhje

Qéllimi: Anomalité e receptorit pér faktorin e rritjes s¢ epidermés (EGFR) jané té pranishme
né€ té gjitha aspektet e procesit t€ karcinogjenez€s: shuméfishim gelizor, bllokim i apoptozés
(vdekje gelizore e programuar), angiogjenezé dhe metastatizim. Shprehja mbi normén e EGFR
€shté raportuar né lloje t€ ndryshme tumoresh, kryesisht né até té kolonit, t€¢ qafés dhe kokés
apo té mushkeérive, né t€ cilét korrelon me rezultate klinike t& dob&ta. Modifikimet e mekanizmit
té aktivizimit t¢ EGFR, qé ndodh pas bashk&veprimit me ligandin e tij natyral (EGF), dhe/ose
ndérhyrja né rrugét e transduksionit brendaqelizor té sinjalit té kétij receptori, vlerésohen si strategji
premtuese pér zhvillimin e terapive té reja dhe selektive kundér karcinomave. N& két€ kontekst, ky
studim fokusohet n€ ekzaminimin e bashkéveprimit EGF/EGFR népérmjet rezonancés plasmonike
té sipérfaqes (SPR) duke pérdorur tre modele t&€ ndryshme eksperimentale.

Materialet dhe metodat: EGFR i pérftuar nga njé€ linj€ gelizash t€ karcinomés sé€ epidermés, A431
[1], e njohur pér shprehjen e sasive t€ médha té receptorit, u imobilizua mbi njé chip té€ sensorit
SPR pér t€ studiuar bashkéveprimin me EGF. Mg pas, edhe veté EGF u imobilizua pér t€ analizuar
bashkéveprimin e tij me EGFR t€ gjendur né dy lizate t€ ndryshme gelizash A431. Né t€ dyja rastet,
u pérdor teknika e krijimit t& bishtresés lipidike né sipérfagen e sensorit (OSR). Paralelisht, njé
form€ komerciale e EGFR t€ purifikuar u imobilizua né biosensor, me ané t€ lidhjes aminike dhe
bashkéveprimi me EGF rezultoi pozitiv.

Rezultatet: Eksperimentet né SPR konfirmuan bashkéveprimin EGF/EGFR me njé KD
=368 + 0.65 nM né pérputhje me vlerat e sugjeruara né literatur€ pér bashkéveprimin e receptorit
me ligandin e tij natyral [2].

Konkluzionet: Bashkéveprimi EGF/EGFR €&shté njé model i véshtiré, por shumé i réndésishém qé
luan njé rol thelb&sor né qart€simin e njohurive pér projektimin dhe krijimin e barnave té reja, té afta
té modifikojné bashkéveprimin e EGFR me ligandét e tij. Nga ana tjetér, SPR mundéson studimin
e bashkéveprimit EGF/EGFR né kohé reale dhe me njé shkall€ té larté sensibiliteti dhe specificiteti,
duke rezultuar njé mjet i ideal pér studimet q€ kan€ si objektiv zbulimin e barnave té reja.

Fjalé celés: EGF, EGFR, bashkéveprim, rezonancé e plazmoneve t€ sipérfages.

EGF/EGFR COMPLEX INTERACTION STUDIES BY SURFACE
PLASMON RESONANCE

Abstract
Background: Epidermial growth factor receptor (EGFR) abnormalities are associated with all
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aspects of carcinogenesis: cell proliferation, inhibition of apoptosis, angiogenesis and metastasis.
Overexpression of EGFR has been reported in several tumor types, most notably colorectal, head and
neck, and lung cancers, where it typically correlates with poor clinical outcomes. Thus, interference
with EGFR receptor activation, owing to the binding of ligands such as epidermal growth factor
(EGF), and/or with its intracellular signal transduction pathways represents a promising strategy
for the development of novel and selective anticancer therapies. This work was focused on surface
plasmon resonance (SPR) investigation of the direct EGF/EGFR complex interaction using three
different experimental approaches.

Materials and Methods: EGFR from an overexpressing human epidermoid carcinoma cell line,
A431 [1], was immobilised, on a sensor chip to study its interaction with EGF. Subsequently,
EGF was immobilised to investigate its interaction with EGFR from A431 cell lysate. A new
approach called on surface lipid bilayer reconstitution (OSR), was used in both methods. Besides,
a commercially available purified EGFR was immobilised by amine coupling chemistry on SPR
sensor chip and its interaction to EGF resulted to be positive.

Results: SPR experiments confirmed the EGF/EGFR interaction with a K =368 +0.65 nM, according
to the literature suggested interaction between the receptor and its natural ligand molecule [2].

Conclusions: EGF/EGFR complex interaction represents a challenging but important system that
can lead to significant knowledge about the design and screening of new drugs intended to interfere
with EGFR binding activity. On the other hand, SPR technology allows the study of EGF/EGFR
complex interaction in real-time and label-free with a high degree of sensitivity and specificity thus
representing an important tool for drug discovery studies.

Key words: EGF, EGFR, interaction, surface plasmon resonance.

Hyrje

Funksionimi jo normal i EGFR é&sht€ vrojtuar n€ njé shuméllojshméri t&€ gjeré karcinomash, pérfshiré até
té zorr€s sé trashé, té kokés dhe qaf€s, té gjirit, té fshikézés sé urinés apo karcinomén e mushkérive jo me
geliza t&é vogla (NSCLC) [3]. Duke pasur parasysh rolin thelbésor t& EGFR né procesin e rritjes gelizore,
kuptohet se si aktivizimi i rrugéve t€ sinjalizimit brendaqelizor té kétij receptori i siguron qelizés tumorale
njé€ séré avantazhesh pér t€ mbijetuar edhe né kushte jo t€ pérshtatshme [4]. Pér vet€ rénd€sin€ q€ paraqet
familja e receptoréve t€ EGF né€ biologjiné e zhvillimit t€ karcinomave, EGFR paragqitet si njé objektiv
premtues pér zhvillimin e terapive t€ reja onkologjike té cilat synojné bllokimin e sinjalizimit receptorial.
EGFR aktivizohet kur njé€ ligand si EGF lidhet me domenin e jashtéqelizor t€ receptorit. Ky bashkéveprim
shkakton ndryshime konformacionale, t& cilat kusht€zojné homodimerizimin apo heterodimerizimin e
EGFR me receptoré t€ tjeré [5], duke shkaktuar késhtu aktivizimin e domenit tirozin kinazé té receptorit
me pasojé fosforilimin e tirozinave t€ pozicionuara n€ domenin e tij karboksilik [6]. K&to evente shkaktojné
aktivizimin e mépasém té njé rrjeti kompleks sinjalizimi brendagelizor, i cili kontrollon rritjen gelizore,
shuméfishimin, mbijetesén, invazionin, migrimin si dhe, procesin e angjiogjenezés [7]. Modifikimi i
sinjalizimit t€ receptorit EGFR mundésohet fal€ bllokimit t€ aktivitetit tirozin kinazé (domenit katalitik) t&
receptorit me molekula t€ vogla inhibuese (TKIs) ose, falé pérdorimit t€ antitrupave monoklonalé, té cilét
jané né gjendje té bllokojné€ domenin jashtéqelizor t&€ receptorit duke mos lejuar késhtu bashkéveprimin
e tij me EGF [8, 9, 10, 11]. Aktualisht, jan€ n€ pé€rdorim njé numér i madh inhibitorésh t€ EGFR t€ cilét
kané treguar efikasitet t€ lart€ né frenimin e procesit t€ rritjes qelizore dhe jané né gjendje t&€ induktojné
apoptozén e qelizave kanceroze [ 12]. N¢ ditét e sotme, synohet identifikimi i biomolekulave specifike, té cilat
shérbejné si shénjestér pér terapité onkologjike me q€llim pé€rdorimin sa mé efikas t€ barnave antitumorale.
Né kété kuadér, hetimi i1 bashkéveprimit t€ kompleksit EGF/EGFR paraqitet si njé sfidé e véshtiré, por e
réndésishme g€ mund té siguroj€ njohuri t&€ pérgjithshme dhe t€ réndésishme mbi bashk&veprimet receptor-
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ligand, me synim identifikimin e molekulave optimale pér té projektuar barna t€ pérshtatshme pér njé terapi
selektive t€ kancerit.

Teknologjia e biosensoréve t€ rezonancés s€ plazmonéve té sipérfages (SPR) &shté njé tekniké optike
gqé mundéson monitorimin e drejtpérdrejté té€ bashkéveprimeve biomolekulare, ndérkohé g€ ato ndodhin
[13]. SPR pérdoret pér t€ matur kinetikén e reaksioneve dhe pér té llogaritur konstantet e afinitetit té
bashkéveprimeve biomolekulare [14, 15]. Né rastin mé t€ thjeshté té njé eksperimenti né SPR, njéra nga
molekulat bashkévepruese imobilizohet (fiksohet) né siprfagen e aktivizuar t€ njé biosensori ndérkohé qé
njé tret€siré ku ndodhet molekula tjetér bashkévepruese rrjedh mbi sipérfagen e biosensorit. Bashkéveprimi
i molekulés bashkévepruese me partneren e saj t€ imobilizuar né biosensor shkakton njé ndryshim né
peshén specifike mbi sipérfagen e biosensorit duke rezultuar né njé ndryshim t€ indeksit t€ refraksionit
né sipérfagen e biosensorit dhe né zhvendosjen e kéndit té rezonancés sé€ drit€s sé reflektuar. T€ gjitha
kéto dukuri monitorohen né kohé reale duke raportuar ndryshimet e kéndit t€ rezonanés (para dhe pas
bashkéveprimit), pra té sinjalit t€ rezonancés né funksion t& kohés [16, 17].

Né kété studim, jané projektuar dhe ekzaminuar qasje t€ ndryshme eksperimentale té€ cilat sollén né
krijimin e njé metode efikase pér vler€simin e bashkéveprimit t€ kompleksit EGF/EGFR népérmjet SPR.
Kjo metodé e drejtpérdrejté dhe e pérdorshme né kohé reale, paraqitet si njé mjet shumé i réndésishém qé
lejon screening-un e molekulave t€ reja t€ afta t€ bashk&veprojné dhe t€ bllokojn€ EGFR pér t€ mundésuar
identifikimin e barnave optimale pér njé terapi antitumorale sa mé efikase.

Materialet dhe Metodat

1. Imobilizimi i EGFR té pérftuar nga lizati total i gelizave A431 dhe bashkéveprimi me EGF

Mbi biosensorin ¢ SPR u imobilizua EGFR i pérftuar nga lizati total i linjés gelizore humane té carcinomés
sé epidermés, A431, e njohur pér shprehjen e sasive té médha té kétij receptori [18, 19]. EGFR u imobilizua
falé pérdorimit t€ dy antitrupave qé lidhen me domenin e tij karboksilik pér t¢ mundésuar njé€ orientim
hapésinor specifik dhe mé pas, pér t€ siguruar njé ambient sa mé t€ ngjash€ém me até natyral, u rikrijua rreth
receptorit direkt né sipérfagen e chip-it L1 t€ biosensorit njé bishtresé lipidike.

Solubilizimi i receptorit EGFR

Péraférsisht 107 geliza u lizuan n€ 1mL tampon RIPA té modifikuar, ose né ImL tampon t& pérbéré nga PBS,
pH 7.4, 0.01 mg/mL té secilit inhibitor (aprotining, antipaing, leupepting, pestatin€), 0.1 mM fenilmetil
sulfonil fluori (PMSF), 0.5 mM vanadat natriumi dhe 1% Triton X-100 n€ 4°C pér 45 min. Lizatet qelizore
u centrifuguan me shpejtési 14,000 rpm pér 30 min n€ 4°C.

Pérgatitje e pérzierjes lipide/detergjent

U pérdorén alikuota me 2.5 mg pérzierje lipidesh té€ pérbéré prej 16.7% fosfatidiletanolaming, 10.6%
fosfatidilsering, 9.6% fosfatidilkoling, 2.6% acid fosfatik, 1.6% fosfatidil inozitol, 58.7% lipide té tjera
(Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL) té cilat u solubilizuan né tampon HBS né praniné e 30 mM t&
detergjentit n-Oktill-b-D-glukozid (Anatrace, Maumee, OH).

Imobilizimi i EGFR dhe bashkéveprimi me EGF

Antitrupat kundér EGFR (abcam plc, Cambridge, UK dhe Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
u solubilizuan né pérputhje me instruksionet e prodhuesve. 25 ug/mL e secilit antitrup u imobilizua né
biosensor népérmjet reaksioneve té lidhjes aminike, duke injektuar secilin mbi biosensor pér 7 minuta me
njé€ fluks prej 5 mL/min.

Lizati gelizor g€ pérmbante EGFR u injektua mbi sipérfaget e biosensorit L1 ku mé paré ishin imobilizuar
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antitrupat pér 20 min me fluks 5 mL/min duke pérdorur funksionin COINJECT. Paralelisht me injektimin e
EGFR u rikrijua mbi biosensor njé bishtresé lipidike (OSR) falé injeksionit t& pérzierjes lipidike pér 10 min
me fluks 5 mL/min [20]. Si sipérfaqe referimi (kontroll negativ) u pérdorén sipérfaqe ku ishin imobilizuar
antitrupat dhe ku u injektua vetém tretésira lipidike, por jo lizati gelizor.

Pér té studiuar bashkéveprimin EGF/EGFR, mbi sipérfaget aktive dhe ato té referimit u injektuan
pérgendrime rrité€se t€ EGF 20 nM-1 uM (PreproTech, Rocky Hill, NJ) dhe tamponi HBS (kontroll) pér 3
min me fluks 30 uL/min. EGF u lejua té vet€shképutej pér 10 min pérpara se t€ procedohej me rigjenerimin
e sipérfages sé biosensorit.

T¢€ gjitha eksperimentet u zhvilluan me instrumentin Biacore 2000 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) té
pajisur me chip-in L1 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) dhe tampon rrjedhés HBS.

2. Imobilizimi i EGF dhe bashkéveprimi me EGFR

EGF u imobilizua mbi biosensor pér t€ testuar bashkéveprimin e tij me EGFR té pranishém né dy lizate
té ndryshme té gelizave A431. 107 geliza u lizuan pér 30 min né akull me ImL PBS gé pérmbante 10mM
EDTA, 1mM PMSF, 0.1 mg/mL aprotininé dhe 1% TritonX-100 (tampon A) [21] ose 20 min né +4°C me 1
mL 50mM Tris-HCIL, pH 7.4, 50 mM MgCl,, 10 uM vanadat natriumi, 5 mg/mL aprotinin€, 1 mM EDTA
dhe ImM PMSF (tampon B) duke centrifuguar né t€ dyja rastet me 10,000 rpm pér 15 min né€ +4°C [22].

100 mg/mL EGF u imobilizua mbi biosensorin L1 pér 10 min me fluks 5 mL/min népérmjet reaksionit
té lidhjes aminike. Nj€ sipérfaqge referimi (kontroll negativ) u trajtua njésoj si sipérfagja aktive, por pa
injeksionin e EGF. Lizatet qelizore u injektuan pér 20 min me fluks 10 mL/min mbi sipérfagen e biosensorit
ku ishte imobilizuar EGF. ME pas, u rikrijua nj€ bishtres€ lipidike (OSR) duke injektuar tretésirén lipidike
pér 10 min me fluks 10 mL/min.

Eksperimentet u zhvilluan me instrumentin Biacore S51 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) dhe tampon
rrjedhés HBS.

3. Imobilizimi i EGFR té purifikuar dhe bashkéveprimi me EGF

56 nM EGFR (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) u imobilizua mbi biosensor népérmjet reaksionit t€ lidhjes
aminike pér 12 minuta me fluks 5 mL/min. Sipérfagja e referimit (kontroll negativ) nuk iu nénshtrua
injeksionit t& EGFR.

EGF u injektua mbi sipérfagen e biosensorit pér 7 min me fluks 5 mL/min né triplikaté pér pérgendrime
rritése 15 nM-2 uM. EGF u lejua té vetéshképutej pér 5 min pérpara se t€ procedohej me rigjenerimin e
biosensorit. U pérdor instrumenti Biacore S51 i pajisur me chip-in L1.

Té¢ gjitha eksperimentet e pérmendura mé sipér u pérséritén t€ paktén katér heré.
Rezultatet

1. Bashkéveprimi i EGF me EGFR e imbobilizuar, té pérftuar nga lizati total i gelizave A431

Lizati i gelizave A431 u pérdor si burim i receptorit t€ EGF pér imobilizim né sipérfaget L1 t&€ biosensorit.
Pér njé orientim sa mé té pérshtatshém té receptorit né sipérfagen e sensorit, dy antitrupa Abcam Plc
(Cambridge, UK) dhe Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) qé lidhin domenin karboksiterminal t&
EGFR, u imobilizuan paraprakisht mbi biosensor me densitet t€ nj&jt€ dhe rezultuan né 10-13 kRU.

Mbi kéto sipérfaqe t€ mbuluara me antitrupa u injektua lizati i gqelizave A431 pér 20 min dhe menjéheré u
procedua me krijimin e bishtresés lipidike népérmjet funksionit COINJECT c¢ka rezultoi, né€ t€ dyja rastet e
pérdorimit t€ lizateve n€ tampon RIPA apo PBS, né 600-750 RU.

Pérgendrime rritése t&€ EGF (20 nM-1 uM) dhe tamponi HBS (kontroll) u injektuan mbi sipérfaget aktive
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dhe té referimit pér 3 min me fluks 30 pul/min dhe vetéshképutja ¢ EGF u lejua pér 10 min pérpara se t&
procedohej me rigjenerimin e biosensorit.

Sikurse tregohet né figurén 1, bashkéveprimi me EGF nuk rezultoi pozitiv duke treguar se kur u pérdor si
burim i receptorit lisati gelizor né PBS sasi njé¢ shumé e vogél EGFR apo EGFR inaktiv u imobilizua né
biosensor. N& sipérfagen aktive t€ pérftuar nga imobilizimi i EGFR nga lizati qelizor né tamponin RIPA mbi
antitrupin kundér EGFR té Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), u vrojtuan nivele shumé té uléta
bashkéveprimi me EGF. U regjistrua njé nivel maksimal prej 5 RU dhe kjo vetém pér pérqendrime t&€ EGF
20-160 nM (Figura 2), duke treguar se sasia e EGFR t€ imobilizuar né€ sipérfagen e biosensorit ishte tepér e
ulét. T€ gjitha sensogramet e paraqgitura u korrektuan me sinjalet e pérftuara nga sipérfaqet e referimit dhe
injeksionit té tamponit rrjedhés.
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Figura 1: Bashkéveprimi i EGF me sipérfaqet aktive t€ pérftuara nga pérdorimi i lizateve qelizore né
tamponin PBS si burim EGFR dhe antitrupave kundér EGFR a) abcam plc (Cambridge, UK) dhe b) Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) pér imobilizimin e receptorit.

00

RU
2

2l — EF 2N

EGF il — & o

— EGF 80nM — EGF 80nM

— EGF T — EGF 1M

—EGF e

Response
Response

e | 5 EGF Sl
— GRS BN
0
— EGF 1000nM — EGF 1000nM
15
f t t t t t t t 1 f t t t t t t t |
410 0 0 0 0 @ 50 0 i) a0 10 0 0 0 k) 400 50 0 0 a0
Tine s Tine s

Figura 2: Bashkéveprimi i EGF me sipérfaqet aktive t€ pérftuara nga pérdorimi i lizateve gelizore né
tamponin RIPA si burim EGFR dhe antitrupave kundér EGFR a) abcam plc (Cambridge, UK) dhe b) Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) pér imobilizimin e receptorit. Vet€m njé sinjal 5 RU (jo n€ pérputhje
me pérgendrimin rrit€s t€ EGF) u regjistrua né rastin e pérdorimit t€ antitrupit kundér EGFR t€ Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA).
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2. Bashkéveprimi i EGFR me EGF e imobilizuar

Pér té studiuar bashkéveprimin e kompleksit EGF/EGFR edhe EGF u pérdor si mjet pér imobilizimin e
EGFR mbi sipérfagen e biosensorit L1. EGF u imobilizua n€pérmjet reaksionit t€ lidhjes aminike dhe
mé pas u ekzaminua bashkéveprimi i tij me dy lizate té€ ndryshme qelizash A431 (burim i EGFR). EGF u
solubilizua né€ acetat natriumi 10 mM, pH 4.5 dhe nj€ solucion 100 pg/mL u injektua mbi biosensorin pér
10 min me fluks 5 pL/min duke rezultuar né 800 RU sikurse tregohet né figurén 3. Niveli 1 bashkéveprimit
té lizateve gelizore t€ gelizave A431 n€ tamponét A apo B (pérshkruar mé paré) rezultoi mé i lart€ né
sipérfaqget e referimit (ku nuk ishte imobilizuar EGF) krahasuar me sipérfaget aktive, pérkatésisht 4375
RU kundrejt 2180 RU pér lizatet né tamponin A dhe 2462 RU kundrejt 1528 RU pér lizatet né tamponin B.
Sikurse tregohet né figurén 4, njé bashkéveprim jo specifik me sipérfagen e biosensorit u regjistrua pér té
dyja lizatet gelizore té pérdorura.
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Figura 3: Lidhja aminike e EGF né chip-in L1. A) Niveli bazg. B) Aktivizimi i sip€rfaqes sé biosensorit
0.4 M EDC/0.1 M NHS pér 7 min. C) Bashkéveprimi i 100 pg/mL EGF né 10 mM acetat natriumi, pH 4.5
injektuar pér 10 min. D) Inaktivizimi i sipérfaqes s€ sensorit me etanolaminé 1 M pér 7 min. E) Sasia e
imobilizuar e EGF (E-A).
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Figura 4: Sensogramet pérfagésuese té€ sipérfaqes s€ referimit a) dhe asaj aktive b) g€ tregojné
bashkéveprimin e lizateve qelizore t&€ A431 me EGF t€ imobilizuar né chip-in L1. A) Niveli bazé. B)
Injektimi 1 lizatit gelizor. C) Injektimi i tretésir€s lipidike. D) Niveli i bashkéveprimit (D-A).

3. Bashkéveprimi i EGF me EGFR e purifikuar t€ imobilizuar népérmjet ¢iftimit aminik

Forma komerciale e EGFR t€ purifikuar Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) u imobilizua mbi chip-in L1
népérmjet reaksionit t& lidhjes aminike, duke rezultuar né 3500 RU.

Sipérfaget aktive dhe té referimit (kontroll negativ) u ekuilibruan me injektimin e katér cikleve té
njépasnjéshme t€ tamponit rrjedhés pér 7 min me fluks 5 pL/min.

Pérgendrime rrit€se t€ EGF u injektuan mé& pas me t€ njéjtat parametra né€ t€ dyja sipérfaget e biosensorit.
Njé sinjal i konsiderueshém bashkéveprimi u regjistrua nga sensogramet e korrektuara me kontrollet (Figura
5). Bashkéveprimi i EGF me EGFR rezultoi t€ ishte i varur nga pérgendrimi. EGF u lejua t€ vetéshképutej
nga sipérfaqja pér 5 min pérpara se té procedohej me rigjenerimin e biosensorit.

Parametrat kinetiké té€ bashkéveprimit (ka=1.18 = 0.28 x 10*M'sec™), si dhe ata t€ disocimit (kd =
4.24 £0.31 x 10* sec™') u llogaritén duke pérdorur sofiware-in BlAevaluation 4.1 dhe vlera e pérftuar e K|
(368 = 0.65 nM) pér njé model t&€ supozuar bashkéveprimi t€ llojit Langmuir 1:1, rezultoi e krahasueshme
me até té raportuar né literaturé pér bashkéveprimin e EGF me domenin jashtéqelizor t€¢ EGFR [2]. Natyra
me t€ cilén paraqiten sensogramet e pérftuara tregon se bashkéveprimi i EGF me receptorin me shumé
probabilitet shkakton shfagjen e dukurive té tjera, sic mund t€ jen€ ndryshimet e konformacionit té veté
receptorit, t€ cilat ndérhyjné né procesin e formimit t€ kompleksit EGF/EGFR.
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Figura 5: Pérshtatja e kurbave t€ bashkéveprimit t&¢ EGF me EGFR e imobilizuar népérmjet lidhjes aminike
falé software-it BIAevaluation 4.1. Katér cikle t€ njépasnjéshme tamponi rrjedhés u injektuan mbi biosensor
té ndjekura nga injeksione, né pérqgéndrim rrit€s dhe né triplikaté t€ EGF, pér 7 min me fluks 5 pL/min.
Disocimi (vetéshképutja) i EGF u lejua pér 5 min pérpara rigjenerimit t€ biosensorit pér 1 min, me gliciné
10 mM, pH 2.0.

Diskutim

Pérftimi 1 njohurive t€ pérdit€suara mbi mekanizmat molekularé qé gqéndrojné né themelet e biologjisé
sé tumoreve, ka sjell€ si rezultat t€ menjéhershém zhvillimin e njé numri té larté biomolekulash té afta té
shnjestrojné specifikisht EGFR, t€ cilat shfaqin njé selektivitet t€ theksuar kundrejt gelizave canceroze [23].
Né kété kuadér, analiza e mekanizmit t€ bashkéveprimit molekular midis EGF dhe EGFR, rezulton t€ jeté
tejet e réndésishme né optikén e pérftimit t€ njohurive t€ pérgjithshme qé mund té luajné njé rol thelbésor
né procesin e projektimit t€ barnave t€ reja t€ cilat kané pér géllim modifikimin e aftésis¢ bashkévepruese
té EGFR me ligandét e tij.

Tre qasje t€ ndryshme eksperimentale u testuan me gé€llim krijimin e njé modeli eksperimental t&
pérshtatshém pér analizén e bashkéveprimit té kompleksit EGF/EGFR népérmjet teknikés SPR. N& plan té
paré€, u synua té krijohej njé tekniké e cila do t€ mundésonte analizén e kétij bashkéveprimi duke pérdorur
si burim t€ receptorit, vet€ gelizat tumorale. Prandaj, u procedua pikésépari, duke imobilizuar receptorin
nga lizati total i gelizave A431, t&€ njohura pér sasiné e madhe t€ EGFR t€ shprehur né€ to. N¢ fakt, né
ményré qé t€ sigurohej njé orientim i pérshtatshém i receptorit mbi sipérfagen e biosensorit, u pérdorén
dy antitrupa t€ ndryshém kundér EGFR, té cilét do t€ siguronin imobilizimin e tij mbi sensor duke 1€né t&
lir€ domenin aminik (domenin lidhés t&€ EGF). Njékohésisht, u procedua me krijimin e njé ambienti sa mé
té pérafért me ambientin natyral té receptorit duke rikrijuar né sipérfagen e sensorit njé bishtres€ lipidike
(OSR), fal€ injektimit t€ njé tretésire lipidesh. EGF u imobilizua né sipérfagen e biosensorit pér t€ analizuar
bashkéveprimin e tij t€ drejtpérdrejt€ me receptorin e gjendur né lizatet totale té qelizave A431. Pérséri u
procedua me rikrijimin e bishtresés lipidike mbi sipérfagen e biosensorit. Gjithsesi, t€ dyja kéto projekte
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eksperimentale, q€ synonin krijimin e njé ambienti natyral pér receptorin dhe pérdorimin e njé numri sa
mé t€ ulét procedurash eksperimentale pér izolimin e tij, pér t€ modifikuar sa mé pak t€ ishte e mundur
gjendjen natyrale t€ receptorit, rezultuan né praktiké me rezultate jo t€ kénaqshme. Imobilizimi i EGFR nuk
rezultoi efikas duke pasur parasysh faktin se SPR &shté njé tekniké shumé e ndjeshme ndaj ndryshimeve té
masés sé biomolekulave t€ gjendura né sipérfagen e biosensorit dhe kompleksiteti i larté (sasia e madhe e
biomolekulave t€ pranishme) i lizateve totale t€ qelizave A431 t€ p€rdorura né€ eksperimente mund t€ keté
ndikuar negativisht mbi aftésiné matése té biosensorit. Edhe né rastin kur EGF u imobilizua mbi biosensor
pér t€ analizuar bashkéveprimin e tij me EGFR t€ pranishém né lizatet e qelizave A431, u pérftuan rezultate
jo t€ kénagshme duke sugjeruar késhtu se njé purifikim paraprak i EGFR ishte i nevojshém pér t€ proceduar
me analizén e bashkéveprimit t€ kompleksit EGF/EGFR né SPR. Njé formé komerciale e purifikuar e
receptorit t&€ EGF u imobilizua né biosensor duke rezultuar né 3500 RU. Pérgendrimet rritése t€ EGF t&€
injektuara mbi receptorin e imobilizuar treguan se EGFR ishte n€ gjendje t€ bashkévepronte me EGF me
njé vler€ té€ llogaritur t&€ K = 368 + 0.65 nM, duke supozuar se bashkéveprimi EGF/EGFR ndjek modelin
¢ Langmuir 1:1. Duke pasur parasysh relacionin e kundért qé ekziston mes K dhe afinitetit, ky model
eksperimental &sht€ i pérshtatshém pér screening-un e molekulave t€ reja q€ shenjestrojné EGFR dhe g€
shfaqgin njé afinitet mé té larté€ pér receptorin krahasuar me EGF me qéllim identifikimin e molekulave té
reja t€ afta t€ bllokojné bashkéveprimin e EGFR me EGF.

Pérfundime

Népérmjet kétij studimi u synua té krijohej njé metodé e re pér té matur né ményré specifike bashkéveprimin
e EGFR me ligandin e tij natyral, EGF. Specifikisht, u pérzgjodh pér kété studim Biosensor Surface
Plasmon Resonance e njohur si teknik€ qé mundéson matjen e bashkéveprimeve biomoleulare né kohé
reale dhe n€ ményré t€ drejtpérdrejte, pa nevojén e pérdorimit t€ molekulave gjurmuese t€ cilat mund té
ndikojné negativisht né bashkéveprimin EGF/EGFR duke krijuar artefakte. Rezultatet e pérftuara lidhur
me bashkéveprimin e EGFR me EGF tregojné se metoda e zhvilluar pér matjen e bashkéveprimit né SPR
paraget specificitet t€ larté dhe éshté njékohésisht e shpejté dhe e thjeshté pér t’u riprodhuar. Kjo metodé,
gjithashtu, pércakton njé piké referimi shumé t€ dobishme pér studime t€ métejshme té cilat kané pér
qéllim krijimin e barnave té reja antitumorale, t& projektuara pér t€ ndérhyré né€ bashkéveprimin e receptorit
me EGF duke e bllokuar até. N& kété kuadér, krahasimi i aft€sisé lidhése pér EGFR, mes molekulave té
ndryshme natyrale apo t& sintetitizuara dhe EGF, paraqitet si nj€ test i shpejt€ i tipit screening qé do té
lehtésojé seleksionimin né€ kohé reale t€ molekulave mé premtuese, atyre qé bashkéveprojné me receptorin
duke spostuar késhtu EGF. Metoda e paraqitur n€ kété studim hedh nj€ hap t€ rénd€sishém n€ avancimin
e studimeve né fushén e farmakologjisé, dhe n€ vecganti até t& zhvillimit t€ antitumoraléve qé synojné
shenjestrimin specifik t€ receptorit t& EGF.
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