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Rak endometrija je od hormonov odvisna oblika raka. V primeru, da se hormonsko
ravnotezje porusi in se poveca koncentracija estrogenov v tkivu in s tem tudi
njihovo delovanje, prihaja do vecjega Stevila delitev celic endometrija, kar poveca
moznost nastanka in kopiCenja naklju¢nih genetskih napak in razvoj malignega
fenotipa. Progestageni delovanju estrogenov nasprotujejo in usmerjajo celice v
diferenciacijo. Uravnavanje delovanja estrogenov in progestagenov poteka na ravni
izrazanja receptorjev, pa tudi na predreceptorski ravni. V okviru diplomske naloge
smo ugotavljali prisotnost in koli¢ino estrogenskih receptorjev ERa in ERP ter
progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B v celi¢nih linijah JEG-3, MCF-7, HepG2
in Ishikawa ter vzorcih raka endometrija in okolnega normalnega endometrija 16
bolnic. 1z vzorcev smo izolirali proteine ter z metodami SDS PAGE elektroforezo,
prenosom western in detekcijo z ojacano kemiluminiscenco ugotavljali prisotnost
receptorjev in hiSnega proteina -aktina. ERB smo potrdili v vseh celi¢nih linijah, za
PR-B signala nismo zaznali le pri celicni liniji raka endometrija Ishikawa. Za ERa
in PR-A signala v nobenem od vzorcev kot tudi v celi¢nih linijah nismo zaznali,
verjetno zaradi nedelovanja primarnih protiteles proti ERa in PR-A. V 12 vzorcih
rakavega tkiva smo dokazali poviSane vrednosti ERP in PR-B, normirane na f-aktin.
Statisti¢no znacilno razliko smo potrdili za PR-B. Z imunohistolo§kim barvanjem
smo potrdili prisotnost PR-B v celicah Zlez endometrija v vzorcih 3 bolnic, nismo pa
ga zasledili v celicah strome. Nasi rezultati nakazujejo vpletenost estrogenskih in
progesteronskih receptorjev v nastanek raka endometrija. Hipotezo bo potreba v
prihodnje preveriti na ve¢jem Stevilu vzorcev, prouciti bi bilo treba tudi pomen
izooblik in polimorfizmov receptorjev pri razvoju kancerogeneze. Rezultati
diplomskega dela bodo prispevali k boljSemu razumevanju in opredelitvi pomena
receptorjev pri nastanku raka endometrija.
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Endometrial carcinoma is a hormone dependent form of cancer. Hormonal
unbalance triggers an increased estrogen production in the tissue that leads to
accelerated cell proliferation which results in a higher possibility of occurrence and
accumulation of random genetic errors and the development of the malignant
phenotype. Progestagens oppose the action of estrogens and lead the cells into the
differentiation. Estrogen and progesterone action can be regulated at the pre-
receptor and the receptor levels. In our study we examined the presence and the
quantity of the estrogen receptors ERa and ERp and the progesterone receptors PR-
A and PR-B in cell lines JEG-3, MCF-7, HepG2 and Ishikawa and the samples of
endometrial cancer and adjacent normal endometrium from 16 female patients. We
isolated the proteins from the samples and by SDS PAGE electrophoresis, Western
blot analysis and enhanced chemiluminescence detection analyzed the expression of
receptors and housekeeping protein B-actin. We detected ERP in all cell lines, while
PR-B was not detected only in the Ishikawa cell line. ERa and PR-A were not
detected in all of the tissue samples as well as in all cell lines, probably because of
malfunction of primary antibodies. We found a higher ERB/B-actin and PR-B/j-
actin ratio in 12 samples of cancerous tissue compared to adjacent samples.
Statistically characteristic difference was determined only for PR-B. The expression
of PR-B was confirmed by immunohistological staining at the cellular level, PR-B
was observed in endometrial gland cells in samples of 3 patients; however, it was
not found in stromal cells. The results indicate the possible involvement of receptors
in development of endometrial cancer. The hypothesis should in future be confirmed
also on a larger number of samples. Furthermore, the effect of isoforms and
polymorphisms of estrogen and progesterone receptors on development of
endometrial cancer should also be examined. Our results will contribute to a better
understanding and evaluation of receptors’ effect on cancerogenesis.
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1 UvOD

Rak endometrija (materni¢ne sluznice) je od hormonov odvisna oblika raka. V primeru, da se
ravnotezje med estrogeni in progestageni porusi, prihaja zaradi povecane koncentracije
estrogenov v tkivu do stimulacije proliferacije celic in s tem do povecanja moznosti naklju¢nih
genetskih napak. Tako stanje lahko vodi do hiperplazije endometrija in raka endometrija.
Znanstveniki so dokazali vi§je koncentracije aktivnega estrogena v vzorcih rakavega tkiva
endometrija v primerjavi z vzorci normalnega endometrija tako pri pacientkah v pre- kot tudi
v pomenopavzni dobi. Uravnavanje delovanja estrogenov in progestagenov poteka na ravni
izrazanja receptorjev, pa tudi na predreceptorski ravni. Najpogosteje delujejo estrogeni in
progestageni preko ustreznih znotrajceli¢nih estrogenskih in progesteronskih receptorjev (od
ligandov odvisnih transkripcijskih faktorjev) na ravni prepisovanja genov. Poznani sta dve
lo¢eni obliki estrogenskih receptorjev, ERa in ERP ter dve obliki progesteronskih receptorjev,
PR-A in PR-B.

Za razvoj raka endometrija so poleg vi§je koncentracije aktivnega estrogena v tkivu
pomembne tudi specificna razporeditev receptorjev znotraj celice, spremembe v razmerju ERa
/ ERP ter PR-A / PR-B, tvorba heterodimerov receptorjev, pojav razli¢nih izooblik ERa, ERp,
PR-A in PR-B ter funkcionalni polimorfizmi posameznih receptorjev. Pri raku endometrija
ima pomembno vlogo tudi spremenjeno izrazanje genov za estrogenske in progesteronske

receptorje.

Prisotnost estrogenskih in progesteronskih receptorjev v endometriju je odvisna od tipa celic
ter tudi od faze menstruacijskega ciklusa. V zadnjem ¢asu proucujejo, ali se geni za receptorje
v rakavem tkivu endometrija izrazajo drugace ter tako zaradi svoje fizioloske vloge vplivajo
na razvoj bolezni. Tovrstne raziskave so kljuénega pomena, ker predstavljajo jedrni receptor;ji

za spolne hormone potencialno tarco za razvoj novih zdravil.
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1.1 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je bil prouciti prisotnost in koli¢ino estrogenskih receptorjev ERa in
ERP ter progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B v vzorcih rakavega tkiva endometrija v
primerjavi z normalnim endometrijem, pa tudi v izbranih celi¢nih linijah (MCF-7, HepG2,
Ishikawa in JEG-3), ter ugotoviti, kaksne so razlike v prisotnosti / koli¢ini receptorjev in kaksen
pomen bi te razlike lahko imele za razvoj raka endometrija.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevamo, da se geni, ki kodirajo za estrogenska receptorja ERa in ERP ter progesteronska
receptorja PR-A in PR-B, razli¢no izrazajo v rakavem endometriju v primerjavi z okolnim

normalnim tkivom, kar se odraza v razli¢nih koli¢inah proteinov ERa, ERB, PR-A in PR-B.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 HORMONSKO ODVISNE OBLIKE RAKA

Med hormonsko odvisne oblike raka priStevamo rak dojke, prostate, endometrija, testisov,
jajénikov, SCitnice ter osteosarkom. Skupno vsem tem oblikam raka je, da na njihov razvoj, za
razliko od rakavih obolenj, ki nastanejo pod vplivom drugih dejavnikov (fizikalnih in
kemijskih mutagenov ter virusov), odlocilno vplivajo hormoni. Tako endogeni kot eksogeni
hormoni sprozijo proliferacijo celic. S povecanjem Stevila celicnih delitev se poveca tudi
moznost nastanka naklju¢nih genetskih napak, pri ¢emer se lahko razvije maligni fenotip
(Henderson in sod., 2000).

2.1.1 Endometrij in rak endometrija

Pred puberteto je tkivo endometrija sestavljeno iz tubularnih Zlez ter kompaktne strome iz
fibroblastov. Kasneje se pod vplivom hormonov v endometriju pricnejo dogajati strukturne in
morfoloSke spremembe, karakteristicne za vsak del menstruacijskega ciklusa posebe;.
Proliferacijski fazi endometrija pod vplivom estrogenov na zacetku cikla sledi sekrecijska faza
pod vplivom progesterona (Deligdisch, 2000). Cikli¢ne spremembe koncentracije estrogenov
in progestagenov med menstruacijskim ciklusom usmerjajo tkivo endometrija od proliferacije

preko diferenciacije do degradacije.

V primeru, da se hormonsko ravnotezje porusi in se poveca koncentracija estrogenov v tkivu
in s tem tudi njithovo delovanje, prihaja zarade vecje proliferacije do poveCanja moznosti
naklju¢nih genetskih napak, tako stanje pa lahko vodi do hiperplazije endometrija in raka
endometrija (Henderson in Feigelson, 2000). Zaradi povecane koncentracije estrogenov
nastaja ve¢ metabolitev estrona, ki lahko poSkodujejo DNA, prav tako pa lahko kateholi, ki
nastanejo iz estradiola s pomocjo citokromov P450, poskodujejo DNA in vplivajo na nastanek
raka endometrija. Visoka koncentracija estrogenov v tkivu lahko sprozi nastanek raka
endometrija torej preko dveh mehanizmov: preko direktnih poskodb DNA z metabolnimi

produkti estrogenov ter delovanjem kateholov in s stimulacijo proliferacije (Sherman, 2000).
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Rak endometrija je primarni maligni epitelijski tumor, ki se pojavi v endometriju (sluznici
maternice). Od tu se lahko razsiri tudi v miometrij in na bliznje organe, npr. ovarij ali
omentum (Laninik Rizner in Sinkovec, 2004). Rak endometrija je najpogostejsi maligni
tumor Zenskega genitalnega trakta v razvitem svetu ter ¢etrto najpogostejSe maligno obolenje
pri Zenskah na splosno, za rakom dojk, plju¢nim rakom ter rakom debelega Crevesa (Prat,
2004 in Ryan in sod., 2005). Vsako leto zboli za rakom endometrija okoli 142 000 zensk po
vsem svetu, od tega je za okoli 42 000 Zensk ta oblika raka smrtna. V svetovnem merilu je rak
endometrija sedma najpogostejSa oblika raka (Amant in sod., 2005). V vecini drzav Evrope,
tudi v Sloveniji, je rak endometrija v porastu (Bray in sod., 2005). V Sloveniji je rak
endometrija po pogostosti na ¢etrtem mestu za rakom dojke, koznim rakom in rakom debelega
¢revesa, pojavnost pa je najpogostejsa pri zenskah po menopavzi. V letih 1999-2003 je bilo v
Sloveniji odkritih 27,5 primerov na 100.000 ljudi, napovedi za leto 2007 so bile 31 primerov
na 100.000 ljudi (Primic-Zakelj in sod., 2006).

2.1.1.1 Tipi raka endometrija

Priblizno 10 % raka endometrija je dedno pogojenega, vecja verjetnost je, da se taka oblika
raka pojavi v zgodnejsi dobi, najpogosteje v povezavi z dedno obliko nepolipoznega raka
debelega Crevesa, pri katerem se pojavijo nepravilnosti v genih za popravljanje neujemanja
DNA baznih parov v zarodni liniji, katerih posledica je nestabilnost mikrosatelitov v DNA.
Vecina primerov raka endometrija (90 %) pa je sporadi¢nih in te lahko razdelimo na podlagi
klini¢no-patoloskih in molekularnih karakteristik v dve kategoriji (preglednica 1) (Ryan in
sod., 2005):

V prvo skupino spadajo od estrogenov odvisni (prisotni so estrogenski in progesteronski
receptorji) primeri raka endometrija (tip I), ki se pojavijo pri mlajSih in mo¢nejsih zenskah ter
zenskah brez otrok v pre- in po- menopavzni dobi. MorfoloSko gledano je vecina tumorjev iz
te skupine endometrioidnih adenokarcinomov, ki se razvijejo preko kompleksnih hiperplazij
endometrija (Shiozawa in Konishi, 2006). Atipicna hiperplazija endometrija je nedvomno
prekurzor ve€ine endometrioidnih karcinomov (Sherman, 2000). Ta tip tumorjev lahko po
FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) sistemu razdelimo v vec
razredov glede na stopnjo diferenciacije. Za G1 razred je znacilna visoka diferenciacija z

dobro razvitimi Zlezami in manj kot 5 % slabSe diferenciranih predelov, za G2 razred pa je
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znacilna zmerna diferenciacija, kjer 6-50 % povrSine zajemajo slabse diferencirani predeli.
Tumorji tipa I imajo dobro prognozo. Mednje spada 80 % vseh sporadi¢nih primerov raka
endometrija (Ryan in sod., 2005 in Shiozawa in Konishi, 2006 in Amant in sod., 2005).

Od vseh sporadi¢nih primerov 20 % raka endometrija oznacujemo kot tip II. To je od
estrogenov neodvisni tip, ki se razvije v atroficnem endometriju, ve¢inoma iz razlo¢nih lezij,
metaplazij, oznaCenih kot intraepitelijski karcinom endometrija (EIC). Pojavlja se v
morfolosko znacilni obliki seroznega, papilarnega in svetlo-celiénega adenokarcinoma. Za te
primere raka endometrija je znacilna slabSa diferenciacija z vec kot 50 % slabse diferenciranih
predelov. Ta oblika raka je agresivna in se pogosto vras€a v miometrij ter se razsirja v
peritonealne metastaze. Tip II tumorjev ima slabSo prognozo (Inoue, 2001 in Ryan in sod.,
2005 in Shiozawa in Konishi, 2006, Sherman, 2000). Zadnje Studije pa nakazujejo, da naj bi
bil tudi rak endometrija tipa II odvisen od estrogenov (Berstein in sod., 2003 in Berstein in
sod., 2006).

Stevilne druge morfoloske oblike raka endometrija, ki se pojavljajo v manjsi meri, lahko tudi

uvrstimo v eno od dveh kategorij (Ryan in sod., 2005)

Preglednica 1: Histoloska klasifikacija raka endometrija (Prirejeno po Amant in sod., 2005)

Endometrioidni adenokarcinomi (tip I)

Drugi adenokarcinomi (tip II) serozni karcinom
svetlo-celi¢ni karcinom
nediferencirani karcinom
drobnoceli¢ni karcinom
mesani karcinom
mukozni karcinom

prehodno-celi¢ni karcinom

skvamozno-celi¢ni karcinom

Z novimi raziskavami na molekularno-bioloskem podrocju so dualisti¢éni model deljenja na
dva tipa raka nekoliko razsirili, saj nekaterih vrst raka endometrija ni mogoce jasno opredeliti.
Nahajajo se v sivem pasu med enim in drugim tipom, saj imajo klini¢ne, morfoloske,
imunohistokemijske in molekularne karakteristike tako raka endometrija tipa I kot tudi tipa II
(Liu, 2007).
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2.1.2 Potek kancerogeneze pri raku endometrija na molekularni ravni

Klasifikacijo na podlagi klini¢no-patoloskih in morfoloskih karakteristik lahko potrdimo na
molekularni ravni (Ryan in sod., 2005). Studije kaZejo, da je karcenogeneza endometrija
vecstopenjski proces, ki vkljuCuje inicijacijo, promocijo in progresijo lezij iz normalnega
epitelija do benignih in malignih tumorjev. Vsako stopnjo spremlja serija biokemijskih in
morfoloskih sprememb, ki nastanejo zaradi okvar onkogenov, tumor zavirajo¢ih genov, genov
za popravljanje neujemanja DNA baznih parov ter efektorskih genov, odgovornih za apoptozo

celic.

Kancerogeneza endometrija poteka na ve¢ nacinov. Glede na molekularno-bioloski profil so
bile do sedaj opisane tri mozne poti nastanka raka endometrija — razvoj rakavega tkiva preko

hiperplazije, metaplazije ali de novo (slika 1) (Inoue, 2001).

‘ NORMALNO TKIVO ‘
STAV wsm
MENOPAVZ NERAVHOVESIE

navadna
metaplazija

atipicna . . .
metaplazija atipicna hiperplazija

0AOU 2P

razlicni tipi raka endometroidni, e':i'jp"('f;;(t"zid' HISTOLOSKA
tip G3, sifind KLASTFTRACTTA
razlicni tipi del tipa G3
mutacija p33 mutacija p33 inaktivacija PTEN
prekomerna ekspresija prekomerna ekspresija nestabilnost mikro satelitovy MOLEKULARNE
Her2/neu Her2/neu mutacija K-ras SPREMEMBE
mutacija B-katenina

Slika 1: Tri poti kancerogeneze in molekularne spremembe, znacilne za posamezno pot
(Prirejeno po Inoue, 2001: 345 in Sherman, 2000: 304, 305).
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2.1.2.1 Molekularne spremembe pri razvoju raka endometrija preko hiperplazije (tip 1)

Pri razvoju raka endometrija preko hiperplazije so znacilne bioloske in genske nepravilnosti,
ki vplivajo na prenos signalov na ravni receptorjev in molekulskih stikal (majhne citosolne
GTPaze) ter na adhezijo celic (Shiozawa in Konishi, 2006). Rak endometrija tip I v sploSnem
povezujemo z nepravilnostmi v genih za popravljanje neujemanja DNA baznih parov (npr.
MSH2, MLHI, ...) in v PB-kateninu, z aktivacijo onkogena K-ras in utiSanjem tumor
zavirajocega gena PTEN (Liu, 2007 in Ryan in sod., 2005 in Inoue, 2001 in Shiozawa in
Konishi, 2006). Mozni dejavnik za nastanek raka endometrija tipa I so tudi spremembe pri
regulaciji apoptoze, pri vzdrZzevanju malignega stanja pa ima pomembno vlogo tudi

spremenjena aktivnost telomeraze (Inoue, 2001).

Hipermetilacija promotorja MLH1 naj bi bila zaCetna genetska sprememba pri kancerogenezi
endometrija, ki ji sledijo mutacije v genih za popravljanje neujemanja DNA baznih parov. To
Se dodatno poveca genetsko nestabilnost mikrosatelitov v DNA ter akumulacijo dodatnih

mutacij v genih, ki so vkljuceni v zgodnjo kancerogenezo (Inoue, 2001).

Za ohranjanje stika med celicami in preko tega strukture tkiv sta odgovorna med drugim tudi
proteina B-katenin in E-kadherin (Shiozawa in Konishi, 2006). Mutacije genov za ta proteina
imajo za posledico napake v stikih med celicami in so lahko klju¢ne v razvoju celic z velikim

potencialom za tvorbo metastaz (Inoue, 2001).

Mutacije in s tem aktivacija K-ras onkogena se pojavljajo tako pri atipi¢nih hiperplazijah kot
tudi kasneje pri endometrioidnih karcinomih, kar nakazuje, da je tudi aktivacija onkogenov

eden od inicijacijskih dogodkov pri nastanku raka endometrija (Inoue, 2001).

Tumor zavirajoCi geni nosijo zapis za proteine, ki inhibirajo proliferacijo celic (Inoue, 2001).
V kar 50-80 % primerov endometrioidnega adenokarcinoma se pojavljajo napake in mutacije
tumor zavirajoega gena PTEN, ki kodira protein s tirozin-kinazno aktivnostjo in s svojim
delovanjem vzdrzuje celico v G1/S fazi celicnega cikla, negativno uravnava integrine, ki
sodelujejo pri migraciji in invaziji celic ter nadzoruje organizacijo citoskeleta, rast in apoptozo
celic (Liu, 2007 in Shiozawa in Konishi, 2006). Mutacije v genu PTEN preprecujejo apoptozo
celic (Shiozawa in Konishi, 2006).
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Telomeraza je moc¢no aktivna pri raku endometrija tipa I. Telomerazna aktivnost je povezana s
proliferacijo celic in igra klju¢no vlogo pri napredovanju in pri vzdrzevanju malignega stanja.
Med napredovanjem karcinoma pridobijo celice nesmrtnost s pomocjo telomeraze celi¢ne
reverzne transkriptaze (TERT). Estrogeni uravnavajo izrazanje telomeraze v endometriju, tako
da aktivirajo prepis gena za telomerazo preko direktne vezave estrogenskih receptorjev na

ustrezno odzivno mesto na promotorju (Inoue, 2001).

2.1.2.2 Molekularne spremembe pri razvoju raka endometrija preko metaplazije (tip II)

V tem primeru gre za slabo diferenciran tip raka. Rak se razvije iz atrofi¢nega endometrija in
preko atipi¢nih metaplazij prehaja v invazivno obliko. Do sprememb prihaja tudi v miSi¢nem
tkivu (Inoue, 2001). Na molekularni ravni rak endometrija tip Il v sploSnem povezujemo z
nepravilnostmi v genih p53 in HER/neu (Ryan in sod., 2005). Ostalih sprememb, opisanih pri

tipu I, je pri tem tipu raka manj ali niso bile opazene (Liu, 2007).

Tumor zavirajo¢i gen p53 v normalnih pogojih preko transaktivacije regulatornih proteinov
nadzoruje potek celicnega cikla in proliferacije celic (Liu, 2007 in Inoue, 2001). Mutacije v
p53 genu se pojavljajo v 70-85 % primerov seroznega karcinoma (Inoue, 2001 in Ryan in sod.,
2005). Mutiran, inaktiviran tumor supersorski gen p53 proliferacije celic s poSkodovano DNA
ne inhibira ve¢ (Inoue, 2001).

Aktivacija onkogena Her-2/neu, ki je prisotna pri 40-70 % primerov seroznega karcinoma, se
odraza v sintezi receptorja, ki je po strukturi podoben receptorju za epidermalni rastni faktor
(EGF-R). Prekomerna ekspresija Her-2/neu vodi v povecano proliferacijo celic (Inoue, 2001
in Ryan in sod., 2005).

2.1.2.3 Nastanek raka endometrija de novo

Tretji nacin nastanka raka endometrija, de novo, se pojavlja pri starejSih Zenskah, kjer
normalne celice neposredno preidejo v maligni fenotip (Inoue, 2001). Predvideva se, da je tudi
pri tem nacinu v zgodnji fazi odgovorna mutacija gena p53 in prekomerna ekspresija Her2/neu
onkogena (Liu, 2007).
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2.1.3 Dejavniki tveganja in zasc¢ite pri raku endometrija

Vecina dejavnikov tveganja je posredno ali neposredno povezana s prekomerno koli¢ino ali
izpostavljenostjo estrogenom, zas$Citni dejavniki pa so wvsi tisti, ki v sploSnem zmanjSujejo

vplive estrogenov (preglednica 2).

Preglednica 2: Klasifikacija dejavnikov tveganja za nastanek raka endometrija ter zas¢itnih dejavnikov
(Prirejeno po Sonoda in Barakat, 2005 in Persson, 2000)

Dejavniki tveganja Zascitni dejavniki
pozna menopavza nosec¢nost
zgodnja prva menstruacija kombinirana kontracepcija
neplodnost kajenje
ne-rodnost fizi¢na aktivnost
debelost

izpostavljanje estrogenom
(hormonska nadomestna terapija)
starost
tamoxifen (prototip SRM)
genetske predispozicije
diabetes

SNP (polimorfizem enega nukleotida)

Gre za prekomerno izpostavljenost delovanju endogenih in eksogenih estrogenov brez
nasprotnega delovanja progestagenov. V obdobju pred menopavzo so tak$ne razmere naravno
prisotne v prvi fazi menstruacijskega ciklusa, ko je raven estrogenov visoka, raven
progesterona pa nizka. Zato je tveganje vecje pri Zenskah z zgodnjo prvo menstruacijo in/ali
pozno menopavzo, pri zenskah s kraj§imi menstruacijskimi ciklusi in Zenskah brez otrok
(neplodnost, nerodnost), saj je pri njih skupno Stevilo ciklusov vecje. S Stevilom nosec¢nosti se
zmanjSuje tveganje za pojav raka endometrija (Henderson in Feigelson., 2000). Eksogeni
dejavniki tveganja so predvsem dolgotrajno jemanje oralnih kontracepcijskih sredstev z visoko
ravnijo estradiola, ki so bila na trziScu do leta 1976, ter nadomestna estrogenska terapija brez
dodatka progesterona (Henderson in Feigelson., 2000). Tamoxifen (primer SRM-selektivnega
modulatorja receptorjev) kot sinteticni estrogenski agonist pri zdravljenju raka dojk, ima poleg

tega tudi negativni estrogenski u¢inek na endometrij (Sonoda in Barakat, 2005 in Flototto in




Lozi¢ E. Studije izrazanja estrogenskih in progesteronskih receptorjev pri raku endometrija. 10
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

sod., 2001 in Podczaski in Mortel, 2001). Raziskave so pokazale, da tamoxifen zavira razvoj
raka dojk, s tem da prepreCuje vezavo estrogenov na estrogenske receptorje, hkrati pa
stimulira razvoj raka endometrija preko AP-1 alternativne poti prepisovanja tar¢nih genov
(Akhmedkhanov in sod., 2001 in Gustafsson, 1999).

Dejavnik tveganja pred in po menopavzi je tudi debelost (Akhmedkhanov in sod., 2001). Pred
menopavzo je tveganje povezano z vecjim Stevilom anovulatornih ciklusov in nezadostnim
delovanjemu progesterona (Henderson in Feigelson., 2000). Po menopavzi je tveganje vecje,
ker aromataza v mascobnem tkivu pretvarja androstendion v estron. Raziskave so pri
mocnejSih pacientkah pokazale tudi niZjo vsebnost globulinov v krvi, ki vezejo spolne
hormone, kar ima za posledico ve¢jo vsebnost prostega aktivnega estradiola. Tudi diabetes, v

povezavi z debelostjo, se povezuje z rakom endometrija (Sonoda in Barakat, 2005).

Stevilne $tudije so pokazale, da obstaja povedano tveganje za nastanck raka endometrija pri
posameznikih iz druzin, kjer so te oblike raka Ze diagnosticirali (Sonoda in Barakat, 2005).
Prav tako je vecja verjetnost, da se taka oblika raka pojavi v zgodnejsi dobi, najpogosteje v

povezavi s podedovanim nepolipoznim rakom debelega crevesa (Ryan in sod., 2005).

V zadnjem casu znanstveniki uvr§¢ajo med dejavnike tveganja za nastanek raka endometrija
tudi SNP (polimorfizem enega nukleotida). Z njimi lahko razloZimo individualne razlike v
dovzetnosti za specifi¢na rakava obolenja. SNP ne povzrocajo bolezni, a pomagajo dolociti, s
kaksno verjetnostjo lahko posameznik, zaradi doloCene genetske predispozicije in
soucinkovanja ve¢ genov, razvije dolo¢eno kompleksno bolezen. Raziskave so pokazale, da
nekateri polimorfizmi estrogenskih in progesteronskih receptorjev tveganje za nastanek raka

povecajo (Kang in sod., 2005).

Med zasCitne dejavnike sodijo kombinirana kontracepcija na podlagi estrogenov in
progestagenov, kajenje, fizicna aktivnost ter Stevilo nosecnosti (Persson, 2000 in Henderson in
Feigelson., 2000). Epidemioloske raziskave so pokazale, da kajenje pospesuje metabolizem v
jetrih in s tem zniZuje raven estrogena. Kajenje naj bi tudi vplivalo na zgodnejSo menopavzo
in tako zmanjSevalo moZnost nastanka raka endometrija (Sonoda in Barakat, 2005). Raziskave
so tudi potrdile, da se med nose¢nostjo vzdrzuje visoka raven progesterona, ki nasprotuje
uc¢inkom estrogenov, poleg tega pa se s Stevilom nosecnosti skupno Stevilo ovulatornih

ciklusov zmanjsa, zato obstaja obratno sorazmerje med Stevilom nosecnosti ter tveganjem za
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nastanek raka endometrija (Persson, 2000 in Akhmedkhanov, 2001). S fizicno aktivnostjo se
vzdrzuje ustrezna telesna teza, zmanjsa se tudi Stevilo ovulatornih ciklov, s ¢imer se zmanjs$a
izpostavljenost estrogenom in zniza moznost za nastanek raka enometrija (Akhmedkhanov,
2001).

2.1.4 Zdravljenje raka endometrija

Nacin zdravljenja raka endometrija je odvisen od tega, s kaksno obliko in stopnjo razvoja raka
endometrija imamo opraviti. Glede na klini¢no-patoloske karakteristike lahko rak endometrija,
ki se Se ni vrasel v miometrij maternice, razvrstimo v dve skupini. V prvo skupino uvr§¢amo
primere z nizkim tveganjem (dobro diferencirani endometrioidni karcinomi), v drugo skupino
pa visoko-rizine primere raka endometrija (zmerno ali slabSe diferencirani endometrioidni

karcinomi) (Shiozawa in Konishi, 2006).

NajprimernejSa na¢ina zdravljenja za rakave primere, ki sodijo v prvo skupino, sta operacija
(npr.: histerektomija) in progestinska terapija. Pri dobro diferenciranih endometrioidnih
karcinomih prve skupine se pogosto izrazajo progesteronski receptorji. Progestin z vezavo na
te receptorje zavira rast celic, saj uravnava koli¢ino estrogenskih receptorjev ter povecuje

metabolizem steroidnih hormonov (Shiozawa in Konishi, 2006).

Visoko-rizicni primeri raka endometrija iz druge skupine zahtevajo histerektomijo s
postoperativno kemoterapijo (Shiozawa in Konishi, 2006). Za zdravljenje takih primerov se

uporablja tudi radioterapija (Amant in sod., 2005)
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2.2 STEROIDNI HORMONI

Hormoni so ena izmed glavnih oblik komunikacije med razlicnimi tkivi in organi. Z njihovo
pomocjo se specializirane celice pri kompleksnih organizmih odzivajo in koordinirajo svoje

funkcije glede na spremembe v zunanjem in notranjem okolju (Lazar, 2006).

Steroidi so skupina organskih spojin, med katere uvr§¢amo rastlinske in Zivalske sterole,
steroidne alkaloide, steroidne hormone, Zol¢ne kisline, provitamin D itd. Vsi imajo znacilen
sistem kondenziranih obrocev, sestavljenih iz treh Sestélenskih obrocev, oznacenih z A, B, C,
in enega petClenskega obroca, ki je oznacen z D. Ogljikovi atomi v steroidnem skeletu so
o$tevileni od 1 do 27 (slika 2). Pri razli¢nih steroidih se sistemi obrocev razlikujejo po Stevilu

in poloZaju dvojnih vezi, stranski verigi in Stevilu ter vrsti funkcionalnih skupin (Boyer, 2005).

Slika 2: Steroidni skelet z oStevil¢enimi ogljikovimi atomi in oznakami obrocev.

Med steroidne hormone, derivate holesterola, uvr§¢amo glukokortikoide (kortizol,
kortikosteron), mineralokortikoide (aldosteron), vitamin D ter spolne hormone (estrogene,
progestagene, androgene ) (Garrett in Grisham, 1999). Sintetizirajo se v celicah $tevilnih
organov. Reakcija, ki jo katalizira desmolaza, pretvori holesterol v pregnenolon. V
endoplazmatskem retikulumu se z oksidacijo hidroksi skupine in spremembo polozaja dvojne
vezi pregnenolon pretvori v progesteron, ki je prekurzor sinteze aldosterona, kortizola,

testosterona in preko njega estradiola (slika 3) (Garrett in Grisham, 1999).
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Slika 3: Prikaz sinteze steroidnih hormonov iz holesterola (Prirejeno po Garrett in Grisham, 1999: 848)

Steroidni hormoni so hidrofobne molekule. Preko plazemske membrane prehajajo v celico z

difuzijo ali s prenasalci. V celici z vezavo na jedrne ali citosolne receptorje uravnavajo

izrazanje ustreznih genov, lahko pa delujejo negenomsko, z vezavo na membransko vezane

receptorje, preko interakcij z receptorji za rastne dejavnike (EGFR,...), interakcij z ionskimi

kanalcki ali z G proteini vezanimi receptorji.

Negenomsko delovanje steroidnih hormonov je povezano s spremembo celi¢ne signalizacije.

Steroidni hormoni lahko preko sekundarnih sporocevalcev (cAMP, proteinske kinaze)

aktivirajo MAP kinaze, le-te pa nato fosforilirajo in s tem aktivirajo receptorje za steroidne

hormone (Garrett in Grisham, 1999 in Falkenstein in sod., 2000).
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2.2.1 Spolni hormoni

Spolni hormoni so ozja skupina steroidnih hormonov. Tako kot ostali steroidni hormoni
nastanejo iz holesterola. Tvorijo se v moskih in Zenskih spolnih Zlezah, skorji nadledvicne
zleze in posteljici. Ti hormoni so posredno ali neposredno povezani z reprodukcijo, preko
vpliva na razvoj in vzdrzevanje tkivnih struktur. Poznamo tri glavne skupine steroidnih

spolnih hormonov: androgene, estrogene in progestagene (slika 4).

a) b)

OH

o HO

testosteron estradiol

CH3

Q

progesteron

Slika 4: Strukturne formule glavnih predstavnikov androgenov, estrogenov in progestagenov. a) testosteron, b)
estradiol in c¢) progesteron (Prirejeno po Garrett in Grisham, 1999: 255)

Estrogeni in androgeni so pomembni za oba spola, tako z vidika rasti, razvoja in morfoloske
diferenciacije, kot tudi za razvoj in regulacijo spolnega in reproduktivnega obnaSanja in
ciklusov. Produkcijo in izloCanje spolnih hormonov uravnavata v najvecji meri folikel
stimulirajoci hormon (FSH) in luteinizirajo¢i hormon (LH), sodelujejo pa tudi prostaglandini

ter B-adrenergic¢ne snovi (Graham in Clarke, 1997).

Estrogenov je vec pri zenskah in so odgovorni za razvoj zenskih spolnih organov, sekundarnih
spolnih znakov, potek menstruacijskega ciklusa in nose€nosti. Sintetizirajo se v jajénikih, med
nosecnostjo, pa tudi v placenti. Glavna vloga estrogenov je pospesSevanje proliferacije
endometrija, vplivajo pa tudi na razvoj jajénikov, dojk, vagine itd. (Koolman in Roehm,
2005:374). Estrogeni obstajajo v ve¢ oblikah. V biolosko aktivni obliki estradiol, ki ima

hidroksilni skupini na C3 in C17, v obliki estron, ki predstavlja oksidirano in s tem manj
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aktivno obliko estradiola, in v neaktivnih oblikah estriol in estron-sulfat (LaniSnik Rizner in
Sinkovec, 2004) ter nekaterih drugih oblikah (2-hidroksiestron, 4-hidroksiestron, 16a-
hidroksiestron), katerih funkcije v organizmu niso $e povsem pojasnjene (Slika 5) (Mueck in
sod., 2002).

OH

—
Hi 7 — = |
0
O/\\ l - H“/ﬁ
H \ — 16c.-hidroksiestron
-—
2-hidroksiestron 7 | l
0 A/HO/‘?. p
estron oH
z | -
HOT X O estriol

OH
4-hidroksiestron

Slika 5: Strukturne formule aktivne oblike estradiola, manj aktivne oblike estrona in estriola ter nekaterih drugih
hidroksi oblik estrona, s prikazom pretvarjanja ene oblike v drugo (Prirejeno po Mueck in sod., 2002)

Progestageni se v organizmu nahajajo v ve¢ oblikah. BioloSko aktiven je le progesteron,
reducirana oblika 20a-hidroksiprogesterona je manj aktivna (slika 6). V organizmu se
progestageni nahajajo tudi kot So-dihidroprogesteron in alopregnanolon, ki sta pomembna
nevrosteroida (Lanidnik Rizner in Sinkovec, 2004). Progesteron se sintetizira v rumenem
telescu (corpus luteum) jajénikov v poznejsi fazi menstruacijskega ciklusa. Glavno tar¢no
tkivo progesterona je endometrij, kjer vzpodbuja diferenciacijo celic endometrija ter sekrecijo
zlez, kar omogocCa normalen potek menstruacijskega ciklusa. Ob zanositvi progesteron
vzdrzuje nose¢nost (Koolman in Roehm, 2005:374). Progesteron kot mediator signalov v

mozganih uravnava spolno obnaSanje osebe (Graham in Clarke, 1997).
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Slika 6: Strukturni formuli aktivne oblike progesterona in manj aktivne oblike 20a-hidroksiprogesterona ter
prikaz pretvarjanja ene oblike v drugo s pomocjo encima 200-HSD (Prirejeno po Lani$nik Rizner in
Sinkovec., 2004).

Androgeni prevladujejo pri moskih. Najpomembnejsi predstavnik je testosteron. Sintetizirajo
se v Leydigovih celicah testisov. Odgovorni so za razvoj primarnih in sekundarnih moskih
spolnih znakov, prav tako pa so na splosno udelezeni pri rasti in pri sintezi proteinov,

predvsem v miSicah in kosteh (Koolman in Roehm, 2005).

2.2.2 Delovanje spolnih hormonov

V endometriju se med proliferacijsko in sekrecijsko fazo menstruacijskega ciklusa izmenjuje
delovanje estrogenov in pregestagenov. Estrogeni spodbujajo proliferacijo Zleznega epitelija,
medtem ko progesteron nasprotuje delovanju estrogenov in preusmerja celice strome in
zleznega epitelija v diferenciacijo. Uravnavanje delovanja estrogenov in progestagenov poteka
na ravni izrazanja receptorjev, pa tudi na predreceptorski ravni (Penning, 2003 in Labrie in
sod., 2000 in Smuc in sod., 2006). Na razliéno delovanje estrogenov in pregestagenov vpliva
tkivno specifi¢no izraZzanje encimov (hidroksisteroid-dehidrogenaz in drugih), vkljucenih v

metabolizem steroidnih hormonov ter receptorjev za spolne hormone (Flototto in sod., 2001).

Studije so pokazale znacilno vedje koncentracije estradiola v tumorskem tkivu kot pa v
normalnem tkivu endometrija, tako pri vzorcih bolnic pred menopavzo kot tudi po menopavzi,
kar znanstveniki razlagajo s poveCano lokalno sintezo (Berstein in sod., 2003). Povecana
koncentracija estradiola vpliva na povecano proliferacijo celic, s ¢imer se poveca verjetnost
napak pri podvajanju DNA ter razvoja raka endometrija. Zaradi povefane koncentracije

estrogenov nastaja tudi ve¢ metabolitov estrona, kot sta 2-hidroksiestron ter 4-hidroksiestron,
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ki preko oksidacije do kinonov lahko poSkodujejo DNA. Kateholi, ki nastanejo iz estradiola s
pomocjo citokromov P450 (CYP1BI1, CYP1A1l, CYP3A4), lahko nadalje poskodujejo DNA
(Sherman, 2000 in Mueck in sod., 2002). Tveganje za razvoj kancerogeneze znanstveniki
povezujejo tudi s prekomernim izraZzanjem citokroma P450 CYPIBI ter s funkcionalnim
polimorfizmom v genu, ki kodira ta encim. Zaradi polimorfizma v eksonih 2 in 3 CYPIBI se
spremeni delovanje encima, prihaja do vec¢je hidroksilacije estrogenov, s Cimer se poveca

tveganje za nastanek raka endometrija (Sasaki in sod., 2003).

Encimi, ki uravnavajo aktivnost in s tem delovanje estrogenov na predreceptorski ravni, so
17B-hidroksisteroid-dehidrogenaze (17B-HSD), aromataza, sulfotransferaza in sulfataza;
encimi, ki uravnavajo aktivnost progestagenov, pa so 20a-hidroksisteroid-dehidrogenaze (20a-
HSD) (Lanisnik Rizner in Sinkovec, 2004). HSD spadajo v beljakovinski naddruZini
kratkoveriznih dehidrogenaz/reduktaz (SDR) in aldo-keto-reduktaz (AKR). Vecina 173-HSD
spada v SDR-naddruzino, 20a-HSD pa uvr§¢amo v naddruzino AKR. Hidroksisteroid-
dehidrogenaze (HSD) z redukcijo ketosteroidov ali oksidacijo hidroksisteroidov dolocen
spolni hormon spremenijo iz aktivne v manj aktivno oziroma neaktivno obliko in obratno. S
tem uravnavajo koli¢ino hormonov, ki se lahko vezejo na znotrajcelicne receptorje. Zaradi
tkivno in celicno specificnega izrazanja teh encimov se razli¢na tkiva razlicno odzovejo na
spolne hormone. Nenormalno izrazanje HSD v tkivih lahko vodi v lokalno neravnovesje med
aktivnimi in neaktivnimi oblikami steroidnih hormonov, kar ima za posledico nastanek
hormonsko odvisnih oblik raka. Zato so HSD zanimive tar¢e za na¢rtovanje novih zdravil za
zdravljenje nekaterih vrst raka (Peltoketo in sod., 1999 in Penning, 2003).
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2.3 URAVNAVANIJE DELOVANJA HORMONOV NA RECEPTORSKI RAVNI

Estrogeni in progestageni delujejo na ravni prepisovanja tar¢nih genov preko ustreznih
znotrajceli¢nih receptorjev (Lani$nik RiZner in Sinkovec, 2004). V aktivni obliki se z vigjo
afiniteto vezejo na ustrezni receptor v primerjavi z manj oziroma neaktivno obliko (Penning,
2003 in Labrie in sod., 2000).

2.3.1 Struktura steroidnih receptorjev ter uravnavanje prepisovanja genov

Jedrni receptorji so od ligandov odvisni transkripcijski faktorji, ki uravnavajo specifi¢no
izrazanje tar¢nih genov, vkljuéenih v metabolizem, razvoj in reprodukcijo. Filogenetske
analize so dokazale obstoj Stevilnih poddruzin znotraj naddruzine jedrnih steroidnih
receptorjev. V prvo poddruzino spadajo steroidni receptorji, v drugo receptorji za tiroidne
hormone, nekateri receptorji za retinojsko kislino in za vitamin Dj;. Tretja poddruzina zajema

receptorje, pri katerih ligandi Se niso povsem okarakterizirani (McKenna in sod., 2006).

Estrogenski in progesteronski steroidni receptorji spadajo v prvo poddruzino jedrnih
receptorjev, od ligandov odvisnih transkripcijskih faktorjev, ki se ob aktivaciji vezejo na DNA
in uravnavajo izrazanje specificnih genov (Ryan in sod., 2005). Vsebujejo za jedrne receptorje

karakteristi¢ne regije s to¢no dolo¢enimi funkcijami (slika 7) (Moutsatsou in Sekeris, 2003).

DN NS Eegija T vemmo liganda
regija
NH, - AB c D E F | COOH
Pagubatorna regija Igibna
regija

Slika 7: Prikaz strukturnih domen molekule jedrnega receptorja (Povzeto po Podczaski in Mortel, 2001).

Gre za konzervativna podrocja, oznatena od A do F. Na najbolj variabilni A/B regiji na

amino-terminalnem koncu receptorja najdemo regulatorno domeno s transkripcijsko
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aktivnostjo, sledita C regija, s katero se receptor veze na DNA molekulo, ter E regija, ki ima
prav tako transkripcijsko aktivnost in ki je odgovorna za vezavo hormona in za dimerizacijo
receptorske molekule (Podczaski in Mortel, 2001 in Moutsatsou in Sekeris, 2003 ). E regija
poskrbi tudi za pravilno lokalizacijo receptorske molekule v jedru celice (McKenna in sod.,
2006). Med C in E regijo je zgibna D regija, ki omogoca rotacijo DNA-vezavne domene
(Aranda in Pascual, 2001). Na meji med C in D regijo se nahaja jedrni lokalizacijski signal
(JLS), s pomoc¢jo katerega se v jedro po sintezi na ribosomih prenesejo jedrni receptor;ji
(Lazar, 2006). Estrogenski receptorji vsebujejo tudi F regijo s Se ne pojasnjeno funkcijo
(Aranda in Pascual, 2001).

Udinke jedrnih receptorjev na prepisovanje genov uravnavajo koregulatorji (Aranda in
Pascual, 2001 in Vienonen in sod., 2004). Ob odsotnosti hormonov je transkripcijsko
neaktiven steroidni receptor v jedru povezan s Stevilnimi »heat shock« proteini, ki imajo
funkcijo korepresorjev. Po vezavi hormona se receptorska molekula konformacijsko spremeni,
inhibitorni proteini se sprostijo, aktivna receptorska molekula z vezanim ligandom nato
spontano dimerizira ter se veze na od hormonov odzivno regijo na DNA molekuli (HRE
regija). Hkrati s tem se na dimer veze ustrezni koaktivatorski kompleks ter drugi adaptorski
proteini. PoteCe prepisovanje tarénih genov in sinteze proteinov (slika 8) (Podczaski in Mortel,
2001 in Aranda in Pascual, 2001).

1. Vemava hormona na receptor 2. Dimerizacija aktiviranega receptora
“heutshndx
homp lebis receptur
“heat shock ™ proteind dimerizacija abtivirre
Teceptorshe molebnale

5, Vezava dimera na HEE vezarmo 4 Wezavaustrezmih koregulatorjer in
mesto na molelnli DHA preplsovanie tarinih ganov

HRE“-~-u...__\_‘_\_\_‘L

/’

Bl gend

Slika 8: Shematski prikaz delovanja steroidnega receptorja. 1) vezava hormona na receptor, 2) dimerizacija
aktiviranega receptorja, 3) vezava dimera na HRE vezavno mesto na molekuli DNA, 4) vezava

ustreznih koregulatorjev in prepisovanje tar¢nih genov (Povzeto po Podczaski in Mortel, 2001).
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Koaktivatorji se veZejo samo na receptor, ki je Ze povezan z ligandom in ze vezan na HRE
mesto na molekuli DNA. Koaktivatorji, specificni za vezavo na steroidne receptorje, spadajo
v posebno SRC (koaktivatorji steroidnih receptorjev) druzino. PospeS$ijo transkripcijo
ustreznih genov, s tem da z acetilacijo lizinskih repov histonov razvijajo kromatinsko

molekulo. Poleg tega privabljajo druge koaktivatorje (Lazar, 2006 in Flototto in sod., 2001).

Korepresorji prepoznajo konformacijsko strukturo prostega receptorja ter se vezZejo nanj. Sami
nimajo encimske aktivnosti. Prepisovanje genov lahko direktno inhibirajo z vezavo na
osnovne transkripcijske faktorje, ali pa z vezavo histonskih deacetilaz, ki omogocijo zvijanje
kromatinske molekule (Lazar, 2006).

2.3.2 Estrogenski receptorji

Poznana sta dva loCena tipa estrogenskih receptorjev: ERa iz 595 aminokislin ter z
molekulsko maso 66 kDa, in ERp iz 530 aminokislin ter z molekulsko maso 56 kDa. Gen za
ERa se nahaja na kromosomu 6, gen za ERP pa na kromosomu 14, kar dokazuje, da gre za dve
loceni receptorski molekuli, ki ju kodirajo razli¢ni geni (Pearce in Jordan, 2004). Primerjava
obeh estrogenskih receptorjev je pokazala veliko konzervativnost v DNA-vezavni regiji (96%
identi¢nosti) in regiji, ki je odgovorna za vezavo hormona (53-55% identi¢nosti). Zelo
variabilne so A/B, D in F regije (sliki 9 in 10) (Podczaski in Mortel, 2001 in Mylonas in sod.,
2005).

AFL 186 263 2342 595

ERu

ER{

i 149 244 238 530

Slika 9: Primerjava strukture in homologije med estrogenskima receptorjema ERa in ERp. Prikazan je procent

identi¢nosti med posameznimi domenami na aminokislinski ravni (Povzeto po Pearce in Jordan, 2004).
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Slika 10: Shema 3D struktur dimera estrogenskega receptorja a z vezanim ligandom (PDB oznaka: 1a52) in

dimera estrogenskega receptorja § z vezanim analogom estrogena (PDB oznaka: 1L.27J).

Estrogenska receptorja ERa in ERf obstajata pri ¢loveku v ve¢ izooblikah, ki nastanejo zaradi
delecije ali podvojevanja eksonov, odkritja eksonov v predhodno doloc¢eni intronski regiji,
ipd. (Hirata in sod., 2003). Zaradi razlike v transaktivacijskih domenah AF-1 na A/B regiji in
AF-2 na E regiji, kamor se veze ligand, so izooblike ERa in ERP odgovorne za razlicne
bioloske funkcije. Namesto vezave liganda se AF-1 domena lahko aktivira s fosforilacijo
(cAMP, dopamin, epidermalni rastni faktor ter nekatere druge molekule) (Herynk in Fuqua,
2004). Nekatere izooblike ERP nimajo vezavnega mesta za ligand, druge raje tvorijo
heterodimere z ERa, s tem preprecijo njihovo vezavo na DNA ter tako delujejo kot selektivni
inhibitorji estrogenske aktivnosti. Znanstveniki sklepajo, da nekatere izooblike ERB nimajo
transkripcijske aktivnosti, temve¢ zavirajo prepisovanje genov tako prek ERa kot tudi ER
(Lewandowski in sod., 2002 in Smuc in sod., 2007). Transkripcijske aktivnosti nimajo tudi
nekatere izooblike ERa, ki so sposobne vezati ligand, a so brez A/B regije, DNA vezavne

regije ali obeh.

Znanstveniki so dokazali prisotnost ERa izooblik v rakavem tkivu endometrija, niso pa
ugotovili signifikantnih razlik v izrazanju v primerjavi z normalnim tkivom, iz ¢esar se da
sklepati, da imajo izooblike dolo¢eno vlogo pri fizioloskih procesih v normalnem tkivu (Hirata
in sod., 2003 in Herynk in Fuqua, 2004). Do sprememb v rakavem tkivu prihaja pri ERf ter
njegovih izooblikah. Te spremembe kot tudi sama raznolikost izooblik imajo pomembno
vlogo pri diagnozi, prognozi in zdravljenju raka endometrija (Skrzypczak in sod., 2004 in
Lewandowski in sod., 2002).
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2.3.2.1 Aktivnost estrogenskih receptorjev

Aktivnost estrogenskih receptorjev kot transkripcijskih faktorjev uravnavajo stevilni dejavniki:
vezava liganda, fosforilacija in vezava koregulatorjev (Pearce in Jordan, 2004). Estrogenski
receptor z vezanim ligandom se lahko direktno veze na ERE (od estrogenov odzivna regija)
mesto na molekuli DNA, ¢emur sledi prepisovanje ustreznih genov, ali indirektno preko
vezave na fos in jun transkripcijska faktorja, s katerima se nato veze na AP-1 aktivatorsko
mesto na molekuli DNA. Alternativna pot prepisovanja genov vkljucuje torej medsebojno
sodelovanje proteinov (slika 11) (Deroo in Korach, 2006 in Podczaski in Mortel, 2001 in
Fl6totto in sod., 2001).

AKTIVNOST ESTROGENSKIH RECEPTORJEV

ELASICNAPOT ATTERNATIVIIAPOT

kg KOREGULATORI ER
v v

O e OO oo

TARCNI GEN TARCHI GEN

Slika 11: Shemi klasiéne in alternativne poti delovanja estrogenskih receptorjev (Prirejeno po Flototto in sod.,
2001).

Uravnavanje prepisovanja genov preko ERE promotorskega mesta na molekuli DNA je za
ERa in ERP povsem enaka, aktivnost obeh estrogenskih receptorjev se razlikuje pri
alternativni poti prepisovanja genov preko AP-1 vezavnega mesta za receptor na molekuli
DNA (Flototto in sod., 2001). Estrogeni zavirajo prepisovanje genov preko AP-1 v primeru
ERB, pri ERa receptorjih pa spodbujajo prepisovanje genov preko AP-1 (Herynk in Fuqua,
2004).

2.3.2.2 Izrazanje estrogenskih receptorjev

ERa se nahaja v jajénikih, maternici, vagini, hipotalamusu ter mle¢nih Zlezah, ERB pa v
endometriju in miometriju, ovarijih ter centralnem zivénem sistemu. Zaradi razlicne
razporeditve in razlicnega izrazanja ERa in ERf v celicah in tkivih, spreminjanja razmerja

ERa / ERP med samim menstruacijskim ciklusom in spreminjanja koncentracije estradiola in
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progesterona, je vpliv estrogenov v doloenem tkivu in v dolo¢enem cCasu razlicen (Lanisnik
Rizner in Sinkovec, 2004 in Ballare, 2006 in Moutsatsou in Sekeris, 2003). Do spreminjanja
koncentracij estradiola in progesterona prihaja v pre- in po- menopavznem obdobju. Za
razumevanje celiéno specificnih ucinkov estrogenov na endometrij je treba analizirati
izrazanje ERa in ERB v razli¢nih fazah menstruacijskega ciklusa. V proliferativni fazi, Se
posebej v periovulatornem obdobju, se isto¢asno izrazata oba tipa receptorjev, s tem da se
ERa receptorji izrazajo bolj intenzivno. Do isto¢asnega izrazanja prihaja tudi med sekretorno
fazo, le da je inteziteta izraZanja obeh nizja. Proti koncu sekretorne faze se koli¢ina ERP v

nekaterih stromalnih in zleznih celicah poveca (Lecce in sod., 2006).

Celi¢no specificni ucinki estrogenov so odvisni tudi od tvorbe homodimerov vsakega
estrogenskega receptorja posebej ali ERa / ERP heterodimerov (Lecce in sod., 2006). Ker ER
receptorji uravnavajo delovanje ERa receptorjev, je prisotnost heterodimera najverjetneje
razlog za inhibitorni vpliv ERP na z ERa inducirano prepisovanje genov (Moutsatsou in
Sekeris, 2003 in Ryan in sod., 2005).

2.3.3 Progesteronski receptorji

Progesteronski receptor se pojavlja v dveh velikostih. PR-B receptor z molekulsko maso 116
kDa ima 933 aminokislin, PR-A receptor z molekulsko maso 81 kDa pa je pri ¢loveku za 164
aminokislinski fragment na amino-terminalnem koncu kraj$i (sliki 13). Obe obliki
progesteronskih receptorjev, PR-A in PR-B, kodira isti gen (Podczaski in Mortel, 2001).
Obliki progesteronskega receptorja nastaneta zaradi razlicnega zaCetka translacije iz iste
molekule mRNA, lahko pa pride do prepisovanja na razli¢nih promotorjih istega gena (Sasaki
in sod., 2001 in Hanekamp in sod., 2003). Progesteronska receptorja PR-A in PR-B se
funkcionalno razlikujeta (Graham in Clarke, 1997). Poznane so tudi druge izooblike
progesteronskega receptorja, pri katerih bioloSke funkcije niso Se povsem pojasnjene (Hirata
in sod., 2003).
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Sliki 12: Slika A prikazuje 3D strukturo dimera progesteronskega receptorja z vezanim ligandom (PDB
oznaka: 1A28), slika B prikazuje primerjavo strukture med progesteronskima receptorjema PR-A in
PR-B (Povzeto po Graham in Clarke, 1997).

Jedrna lokalizacijska signalna sekvenca (JLS) se pri progesteronskih receptorjih nahaja na
dveh mestih na proteinu. Prva sekvenca se nahaja na zgibni regiji, druga pa na DNA-vezavni
regiji proteina (Leslie in sod., 2003). Progesteronska receptorja imata tudi dve domeni s
transaktivacijsko aktivnostjo ter eno inhibitorno domeno (ID). Progesteronski receptor PR-B
ima na N-terminalnem koncu Se tretjo domeno s transaktivacijsko aktivnostjo, ki zavira
delovanje inhibitorne regije. Pri progesteronskemu receptorju PR-A je inhibitorna regija

funkcionalna in inhibira transaktivacijsko aktivnost ostalih domen (Hanekamp in sod., 2003).

2.3.3.1 Aktivnost progesteronskih receptorjev

Razli¢na N-terminalna konca PR-A in PR-B narekujeta razlicne funkcionalne karakteristike

obeh receptorjev.

V Zlezah endometrija estrogeni inducirajo transkripcijo genov in med drugim tudi izrazanje
progesteronskih receptorjev, progesteron pa inhibira izrazanje lastnih receptorjev. Po vezavi
liganda na E receptorsko regijo progesteronskega receptorja, pride do dimerizacije receptorja,
povezovanja dimera s PRE (od progesterona odzivna regija) podro¢jem na tarc¢nih genih ter do
prepisovanja ustreznih genov. Progesteronska receptorja PR-A in PR-B se med sabo

razlikujeta tudi v sposobnosti aktivacije PRE promotorja na tar¢nih genih.
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Glavna funkcija PR-A v endometriju je regulacija delovanja estrogenov z inhibicijo aktivacije
ERa ter s tem inhibicijo od estrogenov odvisne proliferacije endometrija. PR-A v endometriju
zavira tudi izrazanje PR-B, ki velja za mocnega aktivatorja tar¢nih genov. S tem PR-B
neposredno sodeluje pri regulaciji funkcij endometrija. Do razlik v celicni odzivnosti na
progesteron prihaja zaradi razlicnega razmerja PR-A / PR-B ter izrazanja progesteronskih
receptorjev PR-A in PR-B (Graham in Clarke, 1997 in Leslie in sod., 2003 in Miyamoto in
sod., 2004 in Arnett-Mansfield in sod., 2004 in Ryan in sod., 2005 in De Vivo in sod., 2002).

2.3.3.2 Izrazanje progesteronskih receptorjev

Progesteronska receptorja PR-A in PR-B se izrazata v miometriju in endometriju maternice,
kjer sta odgovorna za diferenciacijo le-tega, v jaj¢nikih in vaginalnem tkivu, v tkivu dojk, v
nekaterih predelih mozgan ter celo v zilnem endoteliju, plju¢nem tkivu, timusu in pankreasu
(Graham in Clarke, 1997 in Davies in sod., 2004).

Pod vplivom estrogenov se izraZzanje progesteronskih receptorjev poveca, progesteron pa
izrazanje progesteronskih receptorjev zmanjSa. V prvi polovici ciklusa je izrazanje
progesteronskih receptorjev v epitelnih in stromalnih celicah endometrija in miometrija
povecano. V drugi polovici ciklusa pa raven progesterona naraste, kar pomeni zmanj$ano
izrazanje receptorjev PR-A in PR-B. V primerjavi s PR-A se PR-B bolj izraza v sekrecijski
fazi v zleznih celicah, PR-A pa je skozi ves ciklus bolj izrazen v stromi (Graham in Clarke,
1997 in Sasaki in sod., 2001).

Morfoloske in biokemijske raziskave so pokazale, da se PR-A nahaja v jedru celic tudi v
odsotnosti progesterona, medtem ko se PR-B vefinoma nahaja v citoplazmi in se Sele v
prisotnosti progesterona prenese v jedro celice. Predpostavlja se, da naj bi interakcije med
citoplazmatskim PR-B brez vezanega liganda ter drugimi signalnimi molekulami vplivale na
proliferacijo tkiva endometrija in s tem stimulacijo rasti rakavih celic (Lani$nik Rizner in
Sinkovec, 2004 in Ballare, 2006 in Leslie in sod., 2003). PR-B preko membransko vezanega
receptorja za rastni faktor ali G-proteina vpliva na signalno transdukcijo, kar sprozi ali poveca
proliferacijo celic. Znotraj A/B regije PR-B receptorja se nahaja s prolinom bogat motiv, s
katerim se receptor neposredno poveze s SH3 domeno c-Src, lahko tudi Hck (Leslie in sod.,
2003).
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Specificna znotrajjedrna razporeditev progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B prispeva k
razliéni transkripcijski aktivnosti obeh receptorjev. V proliferacijski fazi sta progesteronska
receptorja enakomerno porazdeljena v jedru celic, v sekrecijski fazi pa sta v jedru urejena v
lo¢ene diskretne enote. Pri raku endometrija so PR-A receptorji v jedru celic porazdeljeni
ve¢inoma enakomerno, medtem ko so PR-B receptorji urejeni v loéene enote. Ce je v jedrih
celic prisotna le ena oblika progesteronskega receptorja, je ta porezdeljen v diskretne enote
(Arnett-Mansfield in sod., 2004).

PR-A in PR-B se razlikujeta po razli¢nih funkcijah. Ker se v razli¢nih tipih tkiv pojavljata v
razliénih koli¢inah, je prav razmerje med PR-A in PR-B, ki je odvisno od trenutnega
fizioloskega stanja tkiva, pomembno za odzivnost tkiva na progesteron (Arnett-Mansfield in
sod., 2004).

2.3.4 Vloga steroidnih receptorjev pri kancerogenezi

Stimulacija endometrija z estrogeni brez socCasnega nasprotnega vpliva progesteronov je
primarni etioloski faktor, povezan z razvojem hiperplazije endometrija in kasneje raka
endometrija (Saito in sod., 2003 in Arnett-Mansfield in sod., 2004). V vecini primerov Se
vedno ni pojasnjeno, ali do u¢inkov hormonov prihaja preko jedrnih receptorjev, membranskih
receptorjev ali preko interakcij z drugimi celicnimi makromolekulami (Moutsatsou in Sekeris,
2003).

Pri razli¢nih tipih raka endometrija so znanstveniki ugotovili razlicno izrazanje estrogenskih in
progesteronskih receptorjev in s tem razlicen vpliv hormonov na razvoj raka (Shiozawa in
Konishi, 2006 in Liu, 2007).

2.3.4.1 Vloga estrogenskih receptorjev ERa in ER pri kancerogenezi

Fizioloske funkcije estrogenskih receptorjev ERa in ERP se razlikujejo. ERB uravnava

delovanje ERa in ima antiproliferativno in pro-apoptotsko funkcijo. Ce pride do neravnovesja



Lozi¢ E. Studije izrazanja estrogenskih in progesteronskih receptorjev pri raku endometrija. 27
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

med ERa in ERP v celici, vodi to do od estrogenov odvisne kancerogeneze (Skrzypczak in
sod., 2004). Znanstveniki poro¢ajo tako o povecanem kot tudi o zmanjSanem razmerju ERa /
ERB pri raku endometrija v primerjavi z normalnim tkivom endometrija (Saegusa in Okayasu,
2000 in Sakaguchi in sod., 2002).

Vecina znanstvenih raziskav nakazuje na zmanjSano koli¢ino ERB v rakavem tkivu
endometrija, kar zveca razmerje ERa / ERP. Pri raku endometrija so porocali o signifikantno
nizjem izrazanju ERP na ravni mRNA in proteinov v primerjavi z ERa. Z zmanjSevanjem
kolicine ERP ter vseh izooblik ER se v tkivu relativno poveca proliferacijski u¢inek ERa, kar
vodi v povecano verjetnost za nastanek raka endometrija (Skrzypczak in sod., 2004 in Ryan in
sod., 2005 in Sakaguchi in sod., 2002 in Fujimoto in sod., 2000 in Smuc in sod., 2006).
Skrzypczak in sod. so pri raku endometrija ugotovili tudi spremenjeno raven izrazanja

1zooblik ERB: povecano izrazanje ERBS izooblike ter zmanjSano izrazanje ERB2AS5 izooblike.

Tudi funkcionalni polimorfizem v genu, ki kodira ERa, znanstveniki povezujejo z nastankom
raka endometrija (Weiderpass in sod., 2000). Spremenjeni receptor lahko sprozi
nenadzorovano proliferacijo celic pri nizji koncentraciji estrogenov v tkivu, kar lahko vodi v

razvoj raka endometrija (Herynk in sod., 2004 in Iwamoto in sod., 2003).

2.3.4.2 Vloga progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B pri kancerogenezi

Za razvoj raka endometrija je zelo pomembno razmerje PR-A / PR-B (Ryan in sod., 2005 in
De Vivo in sod., 2002). Pri raku endometrija je razmerje PR-A / PR-B spremenjeno. Zaradi

tega je zmanjSana progesteronska zascita proti u¢inkom estrogenov (Sasaki in sod., 2001).

Znanstveniki predvidevajo, da je v vecini primerov rakavega endometrija izrazanje PR-A, PR-
B ali obeh zmanjSano. Progesteronski receptor PR-B se najveckrat slabo ali pa sploh ne izraza
v jedrih slabo diferenciranih endometrioidnih adenokarcinomov. V poznih stadijih bolezni PR-
A in PR-B nista prisotna. S tem se zmanjSuje ali povsem izni¢i vpliv progesterona na ucinke

estrogenov (Miyamoto in sod., 2004 in Hanekamp in sod., 2003 in Leslie in sod., 2003).
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Z zmanjSanjem izrazanja progesteronskih receptorjev pri raku endometrija se zmanjsa tudi
izrazanje E-kadherina, transmembranskega glikoproteina, ki ima vlogo pri od kalcija odvisni

adheziji celic, kar vodi v bolj invazivni fenotip raka endometrija (Hanekamp in sod., 2003).

V zadnjih Studijah znanstveniki porocajo tudi o povecanem izrazanju PR-B v rakavem tkivu
endometrija. Zaradi funkcionalnega polimorfizma v promotorski regiji progesteronskega
receptorja PR-B se poveca prepisovanje PR-B, s tem se spremeni razmerje PR-A / PR-B, kar
poveca tveganje za nastanek raka endometrija (Ryan in sod., 2005 in De Vivo in sod., 2002).
PR-B deluje v endometriju kot mocni aktivator tarénih genov, PR-A pa naj bi zaviral
delovanje PR-B. Spremenjeno razmerje PR-A / PR-B v prid PR-B ima neposredno vlogo pri
regulaciji funkcij endometrija (Arnett-Mansfield in sod., 2004 in Ryan in sod., 2005 in
Graham in Clarke, 1997 in Leslie in sod., 2003 in Miyamoto in sod., 2004 in De Vivo in sod.,
2002). Predpostavlja se, da naj bi tudi interakcije med citoplazmatskim PR-B brez vezanega

liganda ter drugimi signalnimi molekulami stimulirale rast rakavih celic (Leslie in sod., 2003).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Kemikalije

Ime kemikalije

Firma

Tris-HCI Acros Organics
glicin Carl-Roth
SDS ULTRA PURE Carl-Roth
NaCl Merck
2-propanol (izopropanol) Merck
gvanidin hidroklorid SIGMA
metanol Carl-Roth
etanol Carl-Roth
HCI Merck
APS SIGMA
kloroform Merck
ocetna kislina Merck
TEMED SIGMA
vodikov peroksid 30% Carl-Roth
Tri reagent (monofazna raztopina gvanidin SIGMA
tiocianata in fenola)

Bradfordov reagent Carl-Roth

varekina Sampionka Rence
Na-CITRAT Kemika

DAB SIGMA

mleko v prahu Pomurske mlekarne
Tween 20 SIGMA

NaOH Merck

akrilamid SIGMA

glicerol Merck

ECL reagent Amersham

fiksir Ilford Rapid Fixer
razvijalec Ilford PQ Universal; Paper Developer

»West Pico reagent«

SuperSignal West Pico , Pierce
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»Stripping pufer« - pufer za odstranjevanje

protiteles pri prenosu Western Pierce
KCl Merck
MgCl, Kemika
K,HPO, Kemika
Na,HPO, Kemika
NaH,PO, Kemika

Pertex” medij za pokrivanje

Medite (GmbH), invent. Num. PER 40000

Coomassie Brilliant Blue G250

3.1.2 Laboratorijska oprema

spektrofotometer

UV 1101, Biotech Photometer

magnetna mesala

Tehtnica zelezniki , HM — 532
Magnetic stirrer, HANNA Instruments HI 200 M

pH meter SCHOTT,
HANNA Instruments HI 8519 N

centrifugi SIGMA 2K V (hlajena) rotor 12145, 12141
EPPENDOREF 5415 D

avtoklav MEDICO TEHNIKA

vorteks stresalnik

Tehtnica zelezniki EV-202

usmernik

PS 250-2 , SIGMA Techware

tehtnica

Sartorius Basic BL 1500s

analitska tehtnica

E. Mettler , BS , 226645

digestorij SIEMENS MICROMASTER

ledomat Icematic NSSS

drobilec ledu Santos

stresalnik CATSTS

termo blok neo Block 1, 2-2503, Neolab

termostresalnik EPPENDOREF 1.5 ml

destilator Destillo Ionenaustauscher ; HERCO

Stoparica Oregon scientific

rokavice Kimberly-clark ; SAFESKIN * PFE
Powder-Free Latex exame Gloves

mikrocentrifugirke BRAND

plasti¢ne centrifugirke

CENTRIFUGE TUBES; 50 mL ; TPPg
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mikrovalovna pecica SHARP R-220A
pipete PIPETMAN, GILSON
aparat za vrecke SEVERIN Folio

mikroskop

CARL ZEISS, JENA ; OPTI-COM

zamrzovalnik (T=-70°C)

Scien Temp, Adrian

zamrzovalnik (T=-20°C) Gorenje
hladilnik (T=+4°C) Gorenje
PVDF membrana Roth

plasti¢ne kivete

Disposable cuvettes PMMA 1,5 mL semimicro ;
PLASTIBRAND®

vodna kopel

WB 13 Termo medicinski aparat TKS-1

pH listici

Universal-Indikatorpapier pH 1-14 ; MN ; Carl-
Rooth

kasetnik za razvijanje filmov

Hypercassette RPN 1642; Amersham

filmi

Hyperfilm™ ECL; Amersham Biosciences

membrana

Roth, PVDF, 0,45 pm

miliQ




Lozi¢ E. Studije izrazanja estrogenskih in progesteronskih receptorjev pri raku endometrija.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

3.1.3 Protitelesa, serumi in standardi

proteinski standard

Fermentas standard #SM 0441

PAP (Mouse-Peroxidase-Anti-Peroxidase)

Jackson Immuno Research Laboratories, INC

kozji serum

DAKOcytomation, X0907

misji serum

DAKOcytomation, X0910

primarna misja monoklonska protitelesa proti
ERa

ERa (F-10): sc-8002 , Santa Cruz

primarna zaj¢ja poliklonska protitelesa proti ER[}

ERP (H-150): sc-8974 , Santa Cruz

primarna misja monoklonska protitelesa proti
PR-B

PR (B-30): sc-811 , Santa Cruz

primarna misja monoklonska protitelesa proti
PR-AB

PR (AB-52): sc-810, Santa Cruz

primarna misja monoklonska protitelesa proti 3-
aktinu

kat. §t. A 5441, Sigma

primarna zaj¢ja monoklonska protitelesa proti
aktinu

kat. §t. A 2066 , Sigma

kozja protitelesa I[gG+IgM proti misjim, oznacena
s hrenovo peroksidazo

Jackson Immuno Research Laboratories, INC

kozja protitelesa IgG proti zajc¢jim, oznacena s
hrenovo peroksidazo

kat. §t. A 0545, Sigma

BSA (goveji serumski albumin)

Sigma
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3.2 METODE

3.2.1 Izolacija proteinov

Reagenti:

100 % etanol

2-propanol (izopropanol)

0,3 M gvanidin hidroklorid v 95 % etanolu

2,866 g gvanidin hidroklorid (M=95,53 g/mol) v
100 ml 95 % etanola

1 % SDS

65 % TCA

5 g TCA v 2,7 ml destilirane vode

0,1 M fosfatni pufer (pH 8,0)

5,3 ml raztopina A:
2,76 g NaH,PO,4/ 100 ml vode (0,230 M)

94,7 ml raztopina B:
2,84 g Na,HPO, / 100 ml vode (0,200 M)

do 200 ml destilirana voda

NaOH

Proteine smo izolirali iz vzorcev tkiva endometrija, ki smo jih dobili na Ginekoloski kliniki

Univerzitetnega Klini¢nega centra v Ljubljani. Razpolagali smo z vzorci normalnega in

rakavega tkiva 16 bolnic z rakom endometrija, iz katerih je bila predhodno Ze izolirana RNA.

Vzorci so bili vzeti ob histerektomiji ob soglasju pacientk in Komisije Republike Slovenije za

medicinsko etiko. Potopljeni so bili v raztopino za stabilizacijo RNA (RNA-later, Qiagene) in

shranjeni pri temperaturi -20°C.

Histopatoloska klasifikacija posameznega vzorca raka endometrija je bila narejena na

Ginekoloski kliniki v skladu s histoloskim razvrstitvenim sistemom za adenokarcinom

endometrija SZO (preglednica 3).
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Preglednica 3: Klasifikacija vzorcev raka endometrija. G1-G3: razvrstitev glede na histolosko diferenciacijo
tkiva, S: serozni adenokarcinom, CC: svetloceli¢ni, *: atipi¢na hiperplazija. Leta: starost bolnic

ob histerektomiji.

Stevilka 5 6 8 |11 | 13|14 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |26 | 27 | 30 | 33

vzorca

Stopnja G623 | G1 |G23 | G1 | G2S | G2 | GIZ* | G23 | G2 | GI2* | GI2* | G23* | GI2 | S* | G1 | G3

Leta 41 | 80 | 85 | 62 | 56 | 76 | 75 | 55 | 54 | 37 |46 | 69 | 72 | 62 | 56 | 79

Vsi vzorci tkiv so bili predhodno homogenizirani in obdelani s Tri reagentom (1 ml Tri
reagenta / 50-100 mg tkiva). Po dodatku kloroforma ter centrifugiranju se je mesanica locila v
tri faze: vodno fazo z RNA, interfazo z DNA ter organsko fazo s proteini. Izolacija RNA je

bila ze izvedena, mi smo nadaljevali z izolacijo DNA in proteinov.

Postopek:

Izbrane vzorce smo odtalili in centrifugirali 15 minut pri 12000 g ter 4°C. Nato smo v
digestoriju previdno odstranili vodno fazo, k preostali interfazi in organski fazi pa dodali
absolutni etanol (0,3 ml absolutnega etanola / 1 ml Tri reagenta). MeSanico smo inkubirali 2-3
minute pri sobni temperaturi ob rahlem meSanju ter jo nato centrifugirali 5 minut pri 2000 g
ter 4°C. Tako smo precipitirali DNA. Pelet z DNA smo shranili za kasnejSo dokon¢no

izolacijo pri -20°C.

Supernatant s proteini smo odpipetirali v ve¢je centrifugirke. V digestoriju smo dodali
izopropanol (1,5 ml izopropanola / 1 ml Tri reagenta), ki obori proteine. MeSanico smo 10
minut pocasi stresali na stresalniku pri sobni temperaturi ter nato 10 minut centrifugirali pri
12000 g in 4°C. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli, pelet pa nato spirali z 0,3 M gvanidin
hidrokloridom v 95 % etanolu (2 ml gvanidin hidroklorida / 1 ml Tri reagenta) 20 minut na
stresalniku pri sobni temperaturi. Po spiranju smo vzorce centrifugirali 5 minut pri 7500 g in
4°C ter nato supernatant zavrgli. Postopek spiranja z 0,3 M gvanidin hidrokloridom smo trikrat
ponovili. Pelet smo resuspendirali v 2 ml 100 % etanola. Pomagali smo si z »vorteks«
stresalnikom. Vzorce smo stresali 20 minut na stresalniku pri sobni temperaturi. Sledilo je
centrifugiranje 8 minut pri 10000 g in 4°C. Ce se supernatant ni zbistril, smo centrifugiranje
ponovili pri ve¢jem Stevilu obratov. Supernatant smo odpipetirali. Odprte centrifugirke smo
postavili v eksikator in usedlino pod vakuumom osusili. Za to je bilo potrebno priblizno 25

minut. Usedlino smo popolnoma resuspendirali v 1 % SDS. Volumen dodanega 1 % SDS smo
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prilagodili koli€ini usedline ter si ga zabelezili. Vzorce smo ¢ez no¢ shranili v zamrzovalniku
pri -20°C.

V nadaljevanju smo vzorce odtalili in centrifugirali 10 minut pri 10000 g in 4°C. Supernatant
smo prenesli v nove mikrocentrifugirke (1,5 ml), netopen ostanek pa shranili pri -20°C in po
potrebi kasneje iz njega nadaljevali izolacijo proteinov, ¢e se je izkazalo, da je bila prvotna

kon¢na koli¢ina izoliranih proteinov majhna.

Ob prenosu supernatanta v nove mikrocentrifugirke smo izmerili in zabelezili volumen le-
tega. Sledila je precipitacija s sveze pripravljeno 65 % TCA, v prisotnosti katere se proteini
oborijo. Koli¢ino dodane TCA smo prilagodili izmerjenemu volumnu supernatanta (1
volumen 65 % TCA na 10 volumnov supernatanta). Suspenzijo smo po 40 minutni inkubaciji
na ledu centrifugirali 20 minut pri maksimalnih obratih in 4°C. Supernatant smo v celoti
odstranili, da v nadaljevanju nismo imeli tezav z nizkim pH. Usedlino smo resuspendirali v
0,1 M fosfatnem pufru s pH 8,0. Izmerili smo pH vzorcev ter si zabeleZili konéni volumen. Ce
je bil pH prenizek (pH < 6,0), smo ga zvisali z NaOH na okoli 7,0. Vzorce izoliranih proteinov
smo shranili pri -20°C.
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3.2.2 Izolacija DNA

Reagenti:

0,1 M Na-citrat v 10 % etanolu 2,94 g Na-citrat (M=294,10 g/mol) v 100 ml 10 %
etanola

10 % etanol 12,7 ml 100 % etanola, do 100 ml mili Q

75 % etanol 94,9 ml 100 % etanola, do 100 ml mili Q

8 mM NaOH

Postopek:

Pelet z DNA, shranjen (v mikrocentrifugirkah) pri zacetnih korakih izolacije proteinov, smo
odtajali in spirali z 0,1 M Na-citratom v 10 % etanolu (Iml 0,1 M Na-citrata v 10 % etanolu /
1 ml Tri reagenta). Suspenzijo smo po 30 minutni inkubaciji pri sobni temperaturi ob
obCasnem mesanju s stresanjem centrifugirali 5 minut pri 7000 g in 4°C. Nato smo supernatant
odpipetirali in zavrgli. Postopek spiranja peleta z 0,1 M Na-citratom v 10 % etanolu smo
trikrat ponovili. Sledilo je resuspendiranje DNA usedline v 75 % etanolu, 2 ml na vsako
mikrocentrifugirko, ter inkubacija 10-20 minut pri sobni temperaturi ob previdnem obc¢asnem
stresanju. Nato smo vzorce centrifugirali 5 minut pri maksimalnih obratih in 4°C. Etanol, v
katerem so bile necistoe, smo odpipetirali in zavrgli, usedlino pa v eksikatorju susili do
suhega. Za to je bilo potrebno 20-30 minut. Sprano DNA usedlino smo resuspendirali v
primernem volumnu 8§ mM NaOH (200 pl — 400 pl 8 mM NaOH na mikrocentrifugirko,
odvisno od tega, kako hitro se je usedlina resuspendirala), tako da je bila kon¢na koncentracija
DNA med 0,2 in 0,3 pg/ul. Izolirano DNA smo shranili pri -20°C.
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3.2.3 Dolocevanje koncentracije proteinov z Bradfordovo metodo

Reagenti:
standardna raztopina BSA (goveji serumski ¢=1mgBSA /1 mlmili Q
albumin)
Bradfordov reagent (BioRad)
PBS pufer (pH 7,3) 1 liter:
140 mM NaCl (8,2 g)
2,7 mM KC1 (0,2 g)

10 mM Na,HPO, (1,4 g)
1,8 mM KH,PO, (0,2 g)

destilirana voda do 1 litra

Koncentracijo proteina smo dolocali po znani Bradfordovi metodi. Gre za hitro, natan¢no in
obcutljivo metodo dolocanja koncentracije proteinov. Metoda temelji na vezavi Coomassie
Blue G250 barvila na protein v kislem. Vezava anionske oblike barvila na protein poteka
zaradi elektrostatskih (predvsem preko arginina) ali hidrofobnih interakcij. Absorpcijski

maksimum kompleksa protein-barvilo je pri 595 nm.

Postopek:

Pripravili smo PBS pufer in standardno raztopino BSA. Pripravili smo dve seriji plasticnih
kivet. V prvo serijo smo odpipetirali razlicne volumne standardne raztopine (1 pl, 2 pl, 5 ul,
10 pl), v drugo serijo pa po 2 pul od vsakega vzorca proteinov. Pripravili smo tudi kiveto za
slepi vzorec. V vse plasti¢ne kivete smo dodali 900 pl PBS pufra (razen v kiveto z 10 ul BSA
standardne raztopine, kamor smo dodali le 890 ul PBS pufra, da skupni volumen v kiveti ni
odstopal za ve¢ kot 1 %) in 100 pl Bradfordovega reagenta. Vsebino kivet smo dobro
premesali ter inkubirali 5 minut. S slepim vzorcem smo umerili spektrofotometer. Ker je ta
metoda dolocanja koncentracije proteinov relativna, smo standardnim raztopinam z znano
koncentracijo BSA izmerili absorbanco pri 600 nm in iz dobljenih rezultatov dolocili

umeritveno krivuljo.

Na podlagi umeritvene krivulje in izmerjenih vrednosti absorbance posameznih vzorcev smo

izracunali koncentracijo proteinov v dolo¢enem vzorcu.




Lozi¢ E. Studije izrazanja estrogenskih in progesteronskih receptorjev pri raku endometrija. 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2008

3.2.4 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti SDS ( SDS PAGE)

Reagenti:

12 % locevalni gel 3,35 ml destilirana voda

2,50 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,10 ml 10 % SDS

4,00 ml 30 % akrilamid / bis akrilamid
50 pl 10 % amonijev persulfat (APS)
5 ul TEMED

4 % koncentrirni gel 6,10 ml destilirana voda

2,50 ml 0,5 M Tris-HCI , pH 6,8

0,10 ml 10 % SDS

1,30 ml 30 % akrilamid / bis akrilamid
50 pl 10 % amonijev persulfat (APS)
10 un TEMED

pufer za pripravo vzorcev 1,00 ml 0,5 M Tris-HCI , pH 6,8
0,80 ml glicerol

1,60 ml 10 % SDS

0,40 ml 2-B-merkaptoetanol

0,20 ml 0,05 % bromfenol modro
4,00 ml destilirana voda

30 % etanol

PBS (pH 7,5)
10 % APS 100 mg APS / 1000 pl destilirane vode
5X elektroforezni pufer (pH 8,3) za 0,8 I:

12 g Tris-HCI
57,6 g glicin
4 g SDS

destilirana voda do 0,8 1

S pomocjo poliakrilamidne SDS PAGE elektroforeze, analitske metode, loCujemo proteine na
osnovi molekulske mase in s tem ugotavljamo vsebnost razli¢nih proteinov v vzorcu. Metoda
temelji na uporabi anionskega detergenta SDS, ki denaturira proteinske molekule, jih razvije
in obda s svojimi molekulami. Ker imajo molekule SDS negativen naboj, bodo imeli tudi vsi s
SDS denaturirani proteini negativen naboj, velikost naboja pa bo odvisna od velikosti

proteinske molekule. Hitrost potovanja takih molekul v elektricnem polju je obratno
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sorazmerna z njihovo velikostjo. SDS elektroforeza poteka na poliakrilamidnih nosilcih z
razlicno zamrezenostjo. Polimerizacija akrilamida in bis akrilamida poteka ob pomoci
TEMEDA in APS. TEMED stimulira nastanek prostih radikalov iz APS, le-ti pa katalizirajo

polimerizacijo.

Slika 13: Shema naprave za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti SDS ( SDS PAGE) (Prirejeno po
Mini PROTEAN® 3 Cell. Instruction Manual).

Postopek:
Za SDS PAGE smo uporabili Mini-PROTEAN® 3 Cell elektroforezno aparaturo proizvajalca
BioRad (ZDA) (slika 13). Postopek smo izvedli po navodilih proizvajalca.

Sestavili smo aparaturo in najprej v digestoriju pripravili 12 % loc¢evalni gel. Gel smo nalili v
aparaturo med stekelci do dolocene viSine, nad gel pa Se 30 % etanol, ki preprecuje gelu, da bi
se med strjevanjem izsuSil. Med strjevanjem locilnega gela (45 minut) v digestoriju smo
pripravili 4 % koncentrirni gel po protokolu. Ko se je locilni gel strdil, smo odlili 30% etanol
ter gel sprali z destilirano vodo in ga osusili s filter papirjem, da bi se koncentrirni gel brez
zracnih Zepov posedel na locCilni gel. Dolili smo koncentrirni gel ter vstavili glavnicke.
Koncentrirni gel smo pustili stati 30 — 40 minut, da se je strdil (Pri pripravi obeh gelov smo
vedno uporabili sveze pripravljeni APS.). Nosilec z gelom smo vstavili v kadicko za
elektroforezo in ga prelili z elektroforeznim pufrom, ki smo ga predhodno 5X red¢ili.

Aparatura je bila pripravljena za nanos vzorcev.
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Med strjevanjem gelov smo pripravili vzorce za elektroforezo. Glede na prvotno izrac¢unano
koncentracijo izoliranih proteinov v posameznem vzorcu smo vzeli tako koli¢ino vzorca, da je
bila kon¢na masa proteinov 60 pg. Vsem vzorcem smo dodali pufer za pripravo vzorcev v
razmerju 1:5 in vzorce segrevali 10 minut pri 105°C v termo bloku. S tem smo denaturirali
proteine. Nato smo vzorce centrifugirali 1 minuto pri 8000 g in nanesli na gel. Poleg vzorcev

smo nanesli tudi proteinske standarde (Fermentas standard #SMO441).

Elektroforeza je potekala 45 minut pri napetosti 190 V v 1X elektroforeznem pufru (pH 8,3).
Ves ¢as smo spremljali potek loCevanja proteinov in potovanje fronte in po potrebi prej ali

kasneje prekinili potek elektroforeze.
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3.2.5 Prenos proteinov na membrano (prenos western)

Reagenti:

pufer za prenos (pH 8,1 —8,4) 3,03 g Tris (25mM)
14,4 g glicin (192 mM)
200 ml metanol (20 %)
do 1 I mili Q

10X TBS (pH 7,5) 24,2 g Tris (200 mM)

292,2 g NaCl (5 M)
do 11 destilirana voda

I1X T-TBS 0,81
80 ml 10X TBS
720 ml destilirane vode
800 pl Tween 20 (0,05 %)
membrana Roth, PVDF, 0,45 um

primarna protitelesa

‘ERa (F-10) - misja monoklonska protitelesa proti
ERa, red¢ena 1 : 500 z 1 % raztopino posnetega
mleka v T-TBS

‘ERP (H-150) - zaj¢ja poliklonska protitelesa proti
ERp, red¢ena 1: 200 z 1 % raztopino posnetega
mleka v T-TBS

‘PR (B-30) - mi$ja monoklonska protitelesa proti
PR-B, red€ena 1 : 500 z 1 % raztopino posnetega
mleka v T-TBS

‘PR (AB-52) - mi§ja monoklonska protitelesa
proti PR-A in PR-B, red¢ena 1 : 1000z 1 %
raztopino posnetega mleka v T-TBS

‘mi§ja monoklonska protitelesa proti f-aktinu,
redCena 1: 3000 z 1 % raztopino posnetega mleka
v T-TBS

sekundarna protitelesa

kozja protitelesa IgG+IgM proti misjim, oznacena
s hrenovo peroksidazo (HRP), red¢ena 1:10000 z
1 % raztopino posnetega mleka v T-TBS

kozja protitelesa IgG proti zaj¢jim, oznacena s
hrenovo peroksidazo (HRP), red¢ena 1: 2000 z

1 % raztopino posnetega mleka v T-TBS
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1 % raztopina posnetega mleka v T-TBS

0,5 g mleka v prahu / 50 ml 1X T-TBS

100 % metanol

5 % raztopina posnetega mleka v T-TBS

(raztopina za blokiranje nespecificne vezave)

2,5 g mleka v prahu / 50 ml 1X T-TBS

Gre za metodo prenosa proteinov iz gela na PVDF membrano. Prenos western je metoda, pri

kateri se uporabljajo protitelesa za ugotavljanje prisotnosti, relativne koli¢ine in molekulske

mase proteinov. Detekcija je lahko direktna (z oznaCenimi primarnimi protitelesi) ali

indirektna (z oznacenimi sekundarnimi protitelesi, ki se vezejo na primarna protitelesa).

Specifi¢nost interakcije protitelo — antigen omogoca identifikacijo tocno dolo¢enega proteina

v proteinski meSanici.

=~ blazinici

— opomo ohisje
aparaturo

posodica za pufer

anoda (+)
P i = eloktrodi
katoda (<)

B'l':':'i":;l >

Slika 14: Shema naprave za prenos western (Western Blot) (prir. po Pierce Biotechnology, Inc., 2005. Western
Blotting Handbook and Troubleshooting Guide).

Postopek:

Za prenos proteinov na membrano smo uporabili Mini Trans Blot aparaturo (BioRad) po
navodilih proizvajalca (BioRad, ZDA) (slika 14).

Po koncani poliakrilamidni gelski elektroforezi smo pripravili pufer za prenos ter PVDF

membrano in filter papir primerne velikosti. Membrano smo najprej potopili za 15 sekund v

100 % metanol, nato za 2 minuti v miliQ ter nazadnje za 5 minut v pufer za prenos. V pufru za

prenos smo namocili Se filter papir, gel ter blazinici, ki sta bili priloZeni aparaturi. Nato smo
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sestavili aparaturo. V pravilnem vrstnem redu in pravilno obrnjeno smo od negativnega (érne
barve) proti pozitivnemu (bele barve) polu v ogrodje aparature ustavili v transfer pufru
namocene blazinico, filter papir primerne velikosti, gel, PVDF membrano, Se en filter papir
primerne velikosti in $e eno blazinico. Pazili smo, da med plastmi ni bilo zraénih mehurckov,
ki bi ovirali prenos na membrano. Ogrodje smo zaprli in pravilno glede na smer toka vstavili v
Mini Trans Blot aparaturo. Vse to smo prelili s transfer pufrom, dodali magnetno mesalo in
posodico z ledom za hlajenje aparature med prenosom. Prenos na membrano je potekal pri 80-
90 V in 150 mA 45 minut.

Po koncanem prenosu je sledilo blokiranje membrane z raztopino za blokiranje nespecificne
vezave (5 % raztopina posnetega mleka v T-TBS). Blokiranje je potekalo 1 uro na stresalniku
pri sobni temperaturi. Preostale proteine na gelu smo obarvali z barvilom Coomassie Brilliant

Blue po postopku, opisanem pod tocko 3.2.8.

Sledilo je 4X spiranje v 1X T-TBS po 5 minut na stresalniku pri sobni temperaturi ter nato
inkubacija z ustreznimi primarnimi protitelesi v 1 % raztopini posnetega mleka v T-TBS (20
ml). Inkubacija je potekala preko noci v hladni sobi. Primarna protitelesa smo odlili in spirali
membrano z 1X T-TBS 4X po 5 minut na stresalniku pri sobni temperaturi. Sledila je
inkubacija s sekundarnimi protitelesi v 1 % raztopini posnetega mleka v T-TBS (10 ml) 1 uro
na stresalniku pri sobni temperaturi. Sekundarna protitelesa smo odlili in spirali membrano z

1X T-TBS 4X po 5 minut na stresalniku pri sobni temperaturi.
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3.2.6 Detekcija z oja¢ano kemiluminiscenco (ECL)

Reagenti:

film

razvijalec

10 ml razvijalca / 90 ml vode

fiksir

20 ml utrjevalca / 80 ml vode

»SuperSignal® West Pico Luminol/Enhancer

Solution«

(reagent B)

0,5 ml za eno membrano

»SuperSignal® West Pico Stable Peroxide

Solution«

(reagent A)

0,5 ml za eno membrano

Pri kemiluminiscenci gre za reakcijo med kemiluminiscentno molekulo (luminolom) in

vodikovim peroksidom, ki jo katalizira hrenova peroksidaza (HRP), vezana na sekundarnih

protitelesih. HRP v prisotnosti vodikovega peroksida reagira z luminolom (ga oksidira), pri

cemer odda svetlobo. IntenzivnejSa in dalj Casa trajajoCa svetloba nastane ob dodatku

kemiluminiscentnega ojacevalca. S tem se obcutljivost metode poveca (slika 15). Svetloba se

zazna na filmu kot temna lisa.

HRP

H202

oksidirana oblika
HRP
+
luminol
+
ojacevalec

oksidiran produkt

" gl
.
.

Slika 15: Potek katalizirane reakcije med vodikovim peroksidom in luminolom (prir. po Pierce Chemical

Company, 2000. Western Blotting with Chemiluminiscent Substrates A Handbook for Beginners A

Troubleshooting Guide for Pros).
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Postopek:
V temnici pripravimo kadicke z razvijalcem, utrjevalcem ter navadno vodo, film narezemo na

kose primerne velikosti.

Membrano smo vzeli iz pufra 1X T-TBS, v katerem smo jo spirali, in jo polozili na Cisto
podlago. Pripravili smo 1 ml raztopine reagentov A (vodikovega peroksida) in B (luminol /
ojaCevalec) v razmerju 1: 1. Tako pripravljeno raztopino smo takoj enakomerno nanesli na
membrano in pustili 5 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji z reagentoma smo membrano
zavili v prozorno folijo in pri tem pazili, da med folijo in membrano ni bilo zra¢nih
mehurckov. Membrano smo prilepili v kaseto za razvijanje in nanjo v temnici polozili film.
Izpostavitev kemiluminiscentni svetlobi je trajala 5 minut. Nato smo film potopili v razvijalec
za 30 sekund, da so se na filmu pojavile lise. Nadalje smo film za nekaj sekund potopili v

vodo in konc¢no v fiksir. Film smo ponovno sprali z vodo in ga posusili.

3.2.7 Odstranjevanje protiteles (»Stripping«) in ponovna detekcija proteinov na

membrani

Reagenti:

pufer za odstranjevanje protiteles pri prenosu | 20 ml za eno membrano

western (»Stripping pufer«)

1X T-TBS 0,81:

80 ml 10X TBS

720 ml destilirane vode
800 ul 0,05 % Tween 20

Prednost metode detekcije z ojatano kemiluminiscenco (ECL reakcije) je, da omogoca
odstranjevanje protiteles s PVDF membrane po prenosu western. S pufrom za odstranjevanje
protiteles (»Stripping pufrom«) s PVDF membrane odstranimo primarna in sekundarna

protitelesa ter o€iS¢eno membrano ponovno uporabimo za detekcijo drugih vrst proteinov na

membrani.
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A. odstranitev
HRP
konquata SuperSignal®
SuperSignal® West Suymln
X HRP Wesl Substrate| .’i
SuperSignal® @;
Wes! Subsirate /k ’ g\ﬂ 4
HRP odstranjevanje testiranje -
protiteles ("Stripping™) 4 aktivnosti -
/6— - - - - SuperSignal®
West Substrate
prvo dett_ektira_nje s \ @ detektiranje z
protitelesi R naslednjimi
P4 protitelesi
B. odstranitev pri-
marnih protiteles in
HRP konjugata

Slika 16: Shematski prikaz poteka odstranjevanja protiteles. (prir. po Pierce Chemical Company, 2000. Western
Blotting with Chemiluminiscent Substrates A Handbook for Beginners A Troubleshooting Guide for
Pros).

Postopek:

Vodno kopel smo segreli na 37°C. Pufer za odstranjevanje protiteles (»Stripping pufer«) smo v
vodni kopeli segreli na 37°C (20 ml odstranjevalnega pufra / 1 membrano). Membrano smo
polozili v stekleno kadicko, jo prelili z 20 ml prej segretega pufra ter jo inkubirali na
stresalniku pri sobni temperaturi 60 — 90 minut. Cas inkubacije smo prilagodili intenziteti lis,
ki smo jih detektirali na filmu. Vmes smo odstranjevalni pufer 1X zamenjali s svezim, prav

tako segretim na 37°C.

Po inkubaciji smo pufer za odstranjevanje protiteles odlili in membrano spirali z 1X T-TBS na
stresalniku na sobni temperaturi 4X po 5 minut. Za preverjanje uspesSnosti odstranitve
primarnih protiteles z membrane smo le-to ponovno inkubirali s sveze pripravljenimi
sekundarnimi protitelesi v 1% raztopini posnetega mleka v T-TBS (10 ml) 60 minut na
stresalniku pri sobni temperaturi. Nato smo ponovili detekcijo z ojatano kemiluminiscenco

(ECL) po postopku, opisanem pod tocko 3.2.6.

Ce smo dobili signal, je to pomenilo, da nismo odstranili vseh primarnih protiteles in smo
postopek odstranjevanja protiteles ponovili. Ce signala ni bilo, smo lahko nadaljevali z

zaznavanjem proteinov z novimi protitelesi (slika 16).
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3.2.8 Barvanje gela z barvilom Coomassie Brilliant Blue

Reagenti:

7 % ocetna kislina 35 ml 100 % ocetne kisline, do 500 ml destilirane
vode

Coomassie Brilliant Blue 0,1 % Coomassie Blue R-250
40 % metanol
10 % ocetna kislina

Postopek:

Po prenosu proteinov na membrano (prenos western) smo gel polozili v ¢aso, ga prelili z
barvilom Coomassie Brilliant Blue, ¢aSo prekrili z aluminijasto folijo ter segrevali do vrenja.
Barvilo smo odlili ter gel sprali z vodo. Gel smo nato v ¢asi prelili s 7 % ocetno kislino, v
kateri smo s segrevanjem do vrenja pospesili razbarvanje ozadja. Ta postopek razbarvanja
ozadja smo ponovili 2-3 krat. 7 % ocetno kislino smo odlili in gel spirali s hladno vodovodno

vodo.

Razbarvani gel smo prenesli na ra¢unalnik in ga nato na belem papirju (za ozadje) osusili s

pomocjo susilca gelov.
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3.2.9 Imunohistokemijsko barvanje

Reagenti:

TBS, pH 7,5 0,05 M Tris-HCI
0,85 % NaCl

ksilen

100 % etanol

96 % etanol

70 % etanol

30 % H,0,

T- PBS

PBS
0,05 % Tween 20

0,01 M Na-citrat, pH 6,0

kozji serum

misji serum

primarna protitelesa (1:200)

misja monoklonska protitelesa proti PR-B

sekundarna protitelesa (1:100)

kozja protitelesa proti misjim

PAP (Mouse-Peroxidase-Anti-Peroxidase)

0,5 M Tris/HCI, pH 7,4

DAB (3,3"- diaminobenzidin tetra -hidroklorid)

hematoksilin

Pertex” medij za pokrivanje

Namen te metode je s specificno reakcijo med oznacenim protitelesom in izbranim antigenom

doloditi, identificirati in vizualizirati porazdelitev in lokalizacijo specifi¢ne tkivne komponente

pri optimalnih pogojih.

MISTA PAP
SERUNDARNC
\T( ; &
PRIMARNO
PROTITELO
ANTIGEN

e &

Slika 17: Shema vezave primarnih protiteles, sekundarnih protiteles in PAP kompleksa (peroksidaza anti

peroksidaza kompleks) (Prirejeno po W. T. Lee, www.anapath.necker.ft.)



http://www.anapath.necker.fr/
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Postopek:
S to metodo smo zeleli dolociti in vizualizirati porazdelitev PR-B receptorjev.

Vzorce smo dobili z GinekoloSke klinike Univerzitetnega Klini¢nega centra v Ljubljani.
Parafinske rezine tkiva (5 um) so bile posusene na pozitivno nabitem predmetnem stekelcu pri

50°C preko noci.

Tako pripravljene vzorce smo postavili v pokonéno stojalo in inkubirali v kadicki s ksilenom 5
minut oziroma toliko Casa, da se je odstranil parafin. Sledila je rehidracija v padajocih
koncentracijah etanola (100 % Et-OH, 96 % Et-OH, 70 % Et-OH in destilirana voda).
Inkubacija v posameznik koncentracijah etanola in vodi je potekala 1-5 minut. Nato smo
vzorce spirali v TBS na stresalniku 5 minut pri sobni temperaturi. Z raztopino T-PBS in H,0,
(3 ml 30 % H,0, v 97 ml T-PBS) smo 20 minut blokirali vse endogene peroksidaze, da nas v

nadaljevanju ne bi ovirale. Sledilo je 5 minutno spiranje v sveze pripravljenem T-PBS.

V naslednji stopnji smo z denaturacijo proteinov izpostavili antigene. Vzorce v kadicki smo 20
minut inkubirali v mikrovalovni pecici z 0,01 M Na-citratom (pH 6,0). Kadicke z vzorci in
0,01 M Na-citratom smo zaprli s preluknjano plasticno folijo, da je para lahko izhajala. Po
potrebi smo med inkubacijo dolivali toplo destilirano vodo, tako da se vzorci niso osusili. Po
segrevanju smo vzorce pustili 20 minut pri sobni temperaturi, da so se ohladili. Sledilo je

spiranje v T-PBS 5 minut na stresalniku.

Pred vsakim v nadaljevanju opisanim nanosom dolocene raztopine smo predmetno stekelce

obrisali po robu, da je celoten volumen raztopine ostal na predmetnem stekelcu.

Pripravili smo raztopino kozjega seruma s TBS v razmerju 1:5. Na predmetno stekelce smo
nanesli 200 ul raztopine kozjega seruma in vzorce blokirali 20 minut. Tako smo preprecili

nespecifi¢no vezavo sekundarnih protiteles. Nato smo serum odlili.

Pripravili smo raztopino primarnih protiteles, tako da smo primarna protitelesa red¢ili z
razredc¢enim (1:5) kozjim serumom v razmerju 1:200. Na predmetno stekelce z vzorcem smo
nanesli 200 pl raztopine primarnih protiteles. Predmetnik smo pokrili s krovnim stekelcem.

Pazili smo, da ni bilo mehurckov med predmetnikom in krovnim stekelcem, ker na obmocju
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mehurckov ne pride do vezave protiteles. Inkubacija s primarnimi protitelesi je potekala preko
noc¢i pri 4°C. Ker so bila primarna protitelesa mis§ja, smo za kontrolo specificnosti vezave

namesto protiteles red¢ili misji serum s kozjim serumom v razmerju 1:200.

Naslednji dan smo vzorce spirali v T-PBS dvakrat po 5 minut. Krovna stekelca so sama
odpadla med spiranjem. Sekundarna protitelesa (kozja protitelesa proti misjim) smo redcili s
T-PBS v razmerju 1:100. Na predmetno stekelce z vzorcem smo odpipetirali po 100 pl
raztopine protiteles. Sledila je 30 minutna inkubacija s sekundarnimi protitelesi. Vzorce smo

nato spirali v T-PBS dvakrat po 5 minut.

Sledila je inkubacija vzorcev z mi§jo PAP (mi§ja peroksidaza-anti-peroksidaza). Na
predmetno stekelce smo nanesli 100 pul PAP 500-krat redéen v 0,5 M Tris/HCI. Vzorce smo
inkubirali 30 minut — 2 uri na sobni temperaturi in nato ponovno spirali v T-PBS dvakrat po 5
minut. Po spiranju smo na vzorce nakapali po 200 pl raztopine svezega DAB, Tris/HCI in
H,0, (0,0025 g DAB; 5 ml 0,05 M Tris/HCI, pH 7,4; 1,5 ul 30 % H,0,) (slika 18). Pod
mikroskopom smo opazovali razvijanje barve in v pravem trenutku (5-30 minut) ustavili
reakcijo. To smo storili tako, da smo raztopino DAB, Tris/HCI, H,O; odlili in vzorce
inkubirali v destilirani vodi dvakrat 1-5 minut brez stresanja, da je tkivo ostalo na predmetnem

stekelcu.

Nato smo v digestoriju s hematoksilinom obarvali ozadje, kar poveca prepoznavnost in
omogoca Stevnost celic. Vzorce smo inkubirali v kadicki s hematoksilinom. Po 45 sekundah
smo vzorce sprali z navadno vodo. Sledila je dehidracija v naras¢ajocih koncentracijah etanola
(70 % Et-OH, 96 % Et-OH, 100 % Et-OH) in v ksilenu. Vsaka stopnja je trajala 1-5 minut.
Krovna stekelca smo na predmetnik prilepili z medijem Pertex” in pustili ez no¢, da se je

medij posusil.

Preparate smo opazovali pod mikroskopom in na podlagi razlicne obarvanosti ocenili delez

celic z vecjo vsebnostjo PR-B receptorja.
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3.2.10 Racunalni§ka obdelava podatkov

Po ECL reakciji smo filme skenirali. Signale proteinov, ki smo jih zaznali na filmu, smo
ovrednotili s programom UN-SCAN-IT (Silk Scientific Inc USA). S tem programom smo
izraCunali skupno Stevilo toCk za posamezen vzorec. Program ovrednoti na izbranem obmocju
na filmu posamezne tocke (pike) glede na barvo od bele do ¢rne in na koncu seSteje te

vrednosti. Tako dobimo skupno Stevilo tock za posamezno izbrano obmocje na filmu.

3.2.11 Statistiéna analiza

Statisticno smo obdelali rezultate raziskave koli¢ine estrogenskega receptorja ER[ in
progesteronskega receptorja PR-B v razli¢nih vzorcih na osnovi postopka SDS PAGE, prenosa
western in detekcije z ojacano kemiluminiscenco. Za statisticno analizo rezultatov smo
uporabili raCunalniSki program SPSS. IzraCunali smo povpre¢je skupnega Stevila tock
estrogenskega receptorja ERP in progesteronskega receptorja PR-B, normirano s proteinom [3-

aktin za normalno tkivo in za rakavo tkivo endometrija, ter standardno napako povprecij.

Statisticno znacilne razlike med normalnim in rakavim tkivom vzorcev smo preverili z
Wilcoxonovim neparametricnim testom za pare s stopnjo zaupanja (p) 0,05. Postavili smo
hipotezo (Hy), da sta koli€ini estrogenskega receptorja ERf in progesteronskega receptorja
PR-B v normalnem in rakavem tkivu enaki. To hipotezo smo v okviru nase raziskave zeleli
ovrecCi ter dokazati, da obstaja statisticno znacilna razlika v izrazanju estrogenskega receptorja

ERp in progesteronskega receptorja PR-B v rakavem endometriju v primerjavi z normalnim.
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4 REZULTATI

4.1 IZOLACIJA PROTEINOV

Izolirali smo proteine iz vzorcev raka endometrija in vzorcev okolnega normalnega

endometrija bolnic z rakom endometrija. Proteine smo izolirali tudi iz S$tirih celi¢nih linij
(HepG2, Ishikawa, MCF7 in JEG-3). Z Bradfordovo metodo, opisano pod tocko 3.2.3, smo

dolocili koncentracijo in izracunali maso proteinov v vzorcih. Podatki za posamezne vzorce so

podani v preglednici (preglednica 4).

Preglednica 4: Koncentracija in masa izoliranih proteinov iz vzorcev rakavega in okolnega normalnega

endometrija in celi¢nih linij, dolo¢ena po Bradfordovi metodi.

KONC. IZOL. PROTEINOV (pg/pl)

MASA IZOL. PROTEINOV (ug)

VZOREC NORMALNO TUMOR NORMALNO TUMOR

E5 4,1 5,6 1430 3660
E6 4,6 6,7 366 1350
E8 4,7 4,3 469 854
Ell 3,7 6,9 1210 3860
E13 6,1 5,4 1410 1990
E14 3,8 5,8 1340 1570
E19 2,8 3,1 283 465
E20 2,8 3,7 2240 1110
E21 5,9 6,1 1180 1890
E22 5,2 3,7 624 813
E23 5,1 6,1 1020 1960
E24 4,5 6,3 581 2260
E26 7,2 53 1660 1590
E27 3,2 4,3 443 1160
E30 4,1 5,1 495 868
E33 3,3 4,0 665 998
JEG-3 6,3 1630

MCEF-7 5,7 1310

HepG2 5,9 1360

Ishikawa 2,0 614
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42  ZAZNAVANIE ERB, PR-B TER B-AKTINA V CELICNIH LINIJAH

Prisotnost estrogenskega receptorja ERp, progesteronskega receptorja PR-B ter hiSnega
proteina B-aktina smo najprej proucevali v vzorcih celi¢nih linij. Uporabili smo celi¢no linijo
raka jeter HepG2, celi¢no linijo raka endometrija Ishikawa, celicno linijo raka dojke MCF-7 in
celi¢no linijo raka horionskih resic JEG-3 (slika 18).

Za receptor ERP smo pri vseh celi¢nih linijah na filmu zaznali signal. Zelo intenziven signal
smo zaznali pri celi¢nih linjjah JEG-3, MCF-7 in HepG2, medtem ko je bil signal pri celi¢ni
liniji Ishikawa Sibkejsi (slika 19). Za progesteronski receptor PR-B smo bolj intenziven signal
na filmu zaznali pri celi¢nih linijah JEG-3 in HepG2, relativno Sibkejsi pa pri MCF-7. Pri

celiéni liniji Ishikawa signala nismo zaznali (slika 20). Za protein -aktin smo zaznali signal

na filmu pri celi¢nih linijah MCF-7, HepG?2 in Ishikawa. Pri celi¢ni liniji JEG-3 signala nismo
zaznali (slika 21)

—

JEG-3 MCF-7 HepG2 Ishik.

Slika 18: SDS-PAGE gel celi¢nih linij po barvanju s Coomassie Brilliant Blue
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Slika 19: Film po zaznavanju ERp v vzorcih celi¢nih linij z oja¢ano kemiluminiscenco.
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Slika 20: Film po zaznavanju PR-B v vzorcih celi¢nih linij z oja¢ano kemiluminiscenco.
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Slika 21: Film po zaznavanju B-aktina v vzorcih celi¢nih linij z oja¢ano kemiluminiscenco.
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4.3 ZAZNAVANJE ERB IN PR-B V VZORCIH RAKA ENDOMETRIJA IN
NORMALNEGA ENDOMETRIJA

Prisotnost estrogenskih receptorjev ERP in progesteronskih receptorjev PR-B smo proucevali
v 16 parih vzorcev raka endometrija in okolnega normalnega endometrija. Proucili smo tudi
prisotnost hiSnega proteina B-aktina. Dobljene signale proteinov, ki smo jih zaznali na filmu,
smo ovrednotili s programom UN-SCAN-IT (Silk Scientific Inc USA) (preglednica 5).
Koli¢ino estrogenskega receptorja ERP, ki smo jo zaznali, smo normirali s proteinom [-aktin
za vsak vzorec posebej. Enako smo naredili za progesteronski receptor PR-B. Skupno Stevilo
tock za estrogenski receptor ERP ter za progesteronski receptor PR-B smo delili s skupnim
Stevilom tock za protein P-aktin. Relativno razmerje med koli¢ino receptorja ERB v
normalnem in rakavem tkivu ter tudi med koli¢ino receptorja PR-B v normalnem in rakavem

tkivu smo predstavili z grafi in slikami (slika 22, od a do 0).

Preglednica 5: Vrednosti za celotno $tevilo tock za ERB, PR-B in B-aktin v normalnem (N) in tumorskem (T)

tkivu vzorcev.

CELOKUPNO STEVILO TOCK

VZOREC ERB PR-B B-AKTIN
N5 180855 434406 1331698
T5 337840 712161 1204487
N6 611239 165186 1552676
T6 246798 523879 1299353
N8 59581 203322 792035
T8 65481 261726 84988
NI11 270512 27671 926234
Ti1 658370 440855 1313500
N13 426654 436 1095509
T13 288996 135464 999696
N14 293498 355082 1411323
T14 475375 774420 1201903
N19 45707 390598 248443
T19 95193 561175 390032
N20 38066 337857 2214794
T20 166998 420868 1053766
N21 78567 454475 1085811
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T21 197614 327212 1174473
N22 29742 303244 283204
T22 116853 49278 542859
N23 38386 387479 715768
T23 463294 652855 721823
N24 245590 488007 704387
T24 416032 505995 543144
N26 81573 506880 621754
T26 75187 508244 591495
N27 427030 397429 834803
T27 543868 379919 177083
N30 282401 370438 152071
T30 31364 819861 438449
N33 124571 357849 430659
T33 131961 773254 93583
a)
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Slika 22: Zaznavanje ERpB, PR-B in hiSnega proteina p-aktina v 16 vzorcih rakavega tkiva endometrija (T) in
okolnega normalnega tkiva (N). Slika SDS PAGE gela prikazuje nanose vzorcev proteinov normalnega
(N) in tumorskega (T) tkiva. Slike filmov prikazujejo zaznavanja estrogenskega receptorja ERf,
progesteronskega receptorja PR-B ter proteina -aktina po prenosu western in ECL reakciji: a) vzorec
5, b) vzorec 6, c) vzorec 8, ¢) vzorec 11, d) vzorec 13, e) vzorec 14, f) vzorec 19, g) vzorec 20, h)
vzorec 21, i) vzorec 22, j) vzorec 23, k) vzorec 24, 1) vzorec 26, m) vzorec 27, n) vzorec 30, 0) vzorec
33. Grafi (od a do o) prikazujejo kvantificirane podatke skupnega Stevila tock: ERB / B-AKTIN
(normalno tkivo, tkivo tumorja endometrija) in PR-B / B-AKTIN (normalno tkivo, tkivo tumorja
endometrija).
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Razmerje ERP / B-AKTIN je bilo vi§je v 12 vzorcih pri rakavem tkivu, v 4 vzorcih je bilo pri
rakavem tkivu manj$e. Normirane vrednosti so predstavljene v grafu (slika 23).
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Slika 23: Razmerje ERp / B-AKTIN za 16 vzorcev (normalno tkivo, tkivo tumorja).

Razmerje PR-B / B-AKTIN je bilo vi§je v 12 vzorcih pri rakavem tkivu, v 4 vzorcih je bilo pri

rakavem tkivu manj$e. Normirane vrednosti so predstavljene v grafu (slika 24).
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Slika 24: Razmerje PR-B / B-AKTIN za 16 vzorcev (normalno tkivo, tkivo tumorja).
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4.3.1 Statisticna obdelava rezultatov razmerja ERp / B-AKTIN in PR-B / -AKTIN

Statisticno znacilnost razlik med normalnim in rakavim tkivom smo ocenjevali z
Wilcoxonovim neparametri¢énim testom za pare (Wilcoxon Signed Ranks Test) s stopnjo
zaupanja (p) 0,05. Uporabili smo normirane vrednosti vzorcev ERB / B-AKTIN in PR-B / B-
AKTIN. Razlika pri ERP ni bila statisti¢no znacilna, p je bil 0,056 (>0,050), za PR-B pa smo
dobili statisticno znacilno razliko, p je bil 0,044 (<0,050).

Izracunali smo povprecno vrednost razmerja celokupnega Stevila tock za ERP proti
celokupnemu S$tevilu tock za B-aktin, lo¢eno za normalno in rakavo tkivo, in rezultat
predstavili v obliki grafa (slika 25). Enako smo naredili za PR-B (slika 26). Strandardna
napaka povpre¢ne vrednosti razmerja ERp / B-AKTIN za normalno tkivo znaSa 0,3165; za
rakavo tkivo pa 0,5813. Za povprecno vrednost razmerja PR-B / B-AKTIN znasa standardna
napaka za normalno tkivo 0,6236, za rakavo tkivo pa 1,3982.

Povprecje koli¢ine ERP v rakavem tkivu vzorcev je 1,8 krat vecje kot v normalnemu tkivu,

povprecje koli¢ine PR-B v rakavem tkivu pa 2,2 krat ve¢je kot v normalnem tkivu.
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Slika 25: Povprecne vrednosti razmerja ERB / B-AKTIN v vzorcih normalnega in rakavega tkiva, s
prikazano standardno napako.
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Slika 26: Povpreéne vrednosti razmerja PR-B / B-AKTIN v vzorcih normalnega in rakavega tkiva, s

prikazano standardno napako.
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44  ZAZNAVANIE RECEPTORJEV ERa IN PR-A V CELICNIH LINIJAH IN V
VZORCIH RAKA ENDOMETRIJA IN NORMALNEGA ENDOMETRIJA

4.4.1 Zazanavanje receptorja ERa v celi¢nih linijah in v vzorcih raka endometrija in
normalnega endometrija

Prisotnost estrogenskega receptorja ERa smo proucevali v vzorcih celicnih linij raka jeter
HepG2, raka endometrija Ishikawa, raka dojke MCF-7 in raka horionskih resic JEG-3 (slika
18, SDS PAGE gel). Za detekcijo ERo smo uporabili primarna mis$ja monoklonska protitelesa
proti ERa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz). Za receptor ERa z molsko maso 66 kDa
signala pri celi¢nih linijah na ustrezni viSini na filmu nismo zaznali. Pri vseh celi¢nih linijah
pa smo zelo intenziven signal zaznali na viSini filma, ki ustreza velikosti med 50 kDa in 60
kDa (slika 27).

- 82

. & (66kDa)
w—- < (~56 kDa)
- 47
-36
-26
-20
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Slika 27: Film po zaznavanju estrogenskega receptorja ERa v vzorcih celi¢nih linij z ojacano kemiluminiscenco.

Glede na to, da signala za ERa v celi¢nih linijah nismo zaznali, prisotnosti estrogenskega
receptorja ERa v vzorcih raka endometrija in okolnega normalnega endometrija v

nadaljevanju nasega poskusa nismo proucevali.
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4.4.2 Zazanavanje receptorja PR-A v celi¢nih linijah in v vzorcih raka endometrija in

normalnega endometrija

Prisotnost progesteronskega receptorja PR-A smo najprej proucevali v vzorcih celi¢nih linij
JEG-3, MCF-7, HepG2 in Ishikawa (slika 18, SDS PAGE gel), vendar signala na ustrezni
viSini na filmu za PR-A z molsko maso 81 kDa nismo zaznali. Signal smo zaznali pri vseh
celi¢nih linijah na viSini filma, ki ustreza velikosti molekule progesteronskega receptorja PR-B
(116 kDa). Signal je bil intenzivnejsi pri celi¢nih linijah JEG-3 in HepG2, medtem ko je bil pri
celi¢nih linijah MCF-7 in Ishikawa signal $ibkejsi (slika 28). Za detekcijo PR-A smo uporabili

primarna misja monoklonska protitelesa proti PR-A in PR-B (Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz).
L 118
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Slika 28: Film po zaznavanju progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B v vzorcih celi¢nih linij z ojacano
kemiluminiscenco.

Kljub temu, da progesteronskega receptorja PR-A v vzorcih celi¢nih linij nismo zaznali, smo
poskusali prisotnost PR-A ugotoviti tudi v devetih vzorcih raka endometrija (T) in okolnega
normalnega endometrija (N). Za kontrolo smo uporabili celi¢no linijo raka horionskih resic
JEG-3. Za detekcijo receptorja PR-A smo uporabili mi§ja monoklonska primarna protitelesa
proti PR-A in PR-B, enaka smo uporabili Ze za detekcijo receptorjev v celi¢nih linijah. Za
progesteronski receptor PR-A z molsko maso 81 kDa signala tudi v vzorcih raka endometrija
(T) in normalnega endometrija (N) na ustrezni viSini na filmu nismo zaznali. Signal smo
zaznali pri vecini vzorcev kot tudi pri pozitivni kontroli JEG-3 na viSini filma, ki ustreza

velikosti molekule progesteronskega receptorja PR-B (116 kDa) (slika 29).
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Slika 29: Slike filmov prikazujejo zaznavanje samo progesteronskega receptorja PR-B po prenosu western in
ECL reakciji v devetih vzorcih ( a) vzorci: 27, 30, 33; b) vzorci: 11, 13, 14; ¢) vzorci: 5, 6, 21 )
rakavega tkiva endometrija (T) in okolnega normalnega tkiva (N) ter pri pozitivni kontroli JEG-3.
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4.5 IMUNOHISTOKEMIJA

Prisotnost in lokacijo progesteronskega receptorja PR-B smo Zeleli potrditi tudi na celi¢ni
ravni. S protitelesi proti PR-B smo obarvali parafinske rezine raka endometrija in okolnega
normalnega endometrija. Prisotnost PR-B smo proucevali v treh vzorcih (10, 13, 24) pod
mikroskopom pri 100x povecavi (slike 30-32).

PR-B smo pri vseh treh vzorcih zaznali v celicah endometrijskih Zlez, nismo pa ga zasledili v

celicah strome.

N i S AR 4 v gl

Slika 31: Histoloski preparat, vzorec 13, obarvan z imunohistokemijsko metodo. Levo rakavo tkivo, desno

kontrola rakavo tkivo endometrija.
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Slika 32: Histoloski preparat, vzorec 24, obarvan z imunohistokemijsko metodo. Levo rakavo tkivo, desno

kontrola rakavo tkivo endometrija.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Rak endometrija je od hormonov odvisna oblika raka. V primeru, da se ravnotezje med
estrogeni in progestageni porusi in se poveca koncentracija estrogenov v tkivu ter s tem tudi
njihovo delovanje, se Stevilo delitev celic poveca in s tem tudi moznost naklju¢nih napak pri
podvojevanju DNA. Tako stanje lahko vodi do hiperplazije endometrija in raka endometrija
(Henderson in Feigelson, 2000). Znanstveniki so dokazali vi§je koncentracije aktivnega
estrogena v vzorcih rakavega tkiva endometrija v primerjavi z vzorci normalnega endometrija
pri pacientkah pred in po menopavzi (Berstein in sod., 2003). Na razlicno delovanje
estrogenov in pregestagenov vpliva poleg razli¢ne lokalne koncentracije hormonov tudi tkivno

specifi¢no izrazanje receptorjev za spolne hormone (Fl6totto in sod., 2001).

Estrogeni in progestageni delujejo predvsem preko ustreznih znotrajcelicnih receptorjev, s
¢imer vplivajo na prepisovanje tarcnih genov (Penning, 2003 in Labrie in sod., 2000 in
Lanignik Rizner in Sinkovec, 2004). Na ta nacin so estrogenski in progesteronski receptorji
povezani z razvojem raka endometrija. Izrazanje estrogenskih ter progesteronskih receptorjev
je odvisno od tipa celic ter od faze menstruacijskega ciklusa (Vienonen in sod., 2004), ni pa
odvisno od koncentracije estradiola v rakavem tkivu endometrija kot tudi ne od ¢asa nastopa
menopavze (Berstein in sod., 2003). Za razvoj raka endometrija je poleg izrazanja
estrogenskih in progesteronskih receptorjev pomembno tudi razmerje ERa / ERP ter PR-A /
PR-B, specificna znotrajjedrna razporeditev receptorjev, pojav izooblik posameznih

receptorjev ter funkcionalni polimorfizmi v promotorski regiji PR-B in ERa.

Receptorji za estrogene in progesteron lahko delujejo tudi brez vezanega liganda. Znanstveniki
so ugotovili, da receptorji PR-B brez vezanega liganda preko drugih signalnih molekul
vplivajo na proliferacijo tkiva endometrija in s tem stimulirajo rast rakavih celic (LaniSnik
Rizner in Sinkovec, 2004 in Ballare, 2006 in Leslie in sod., 2003).

V okviru diplomske naloge smo zeleli prouciti izrazanje estrogenskih receptorjev ERa in ERP
ter progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B v rakavem in okolnem normalnem tkivu

endometrija iste osebe. Predvidevali smo, da se estrogenski in progesteronski receptorji
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razliéno izrazajo v rakavem endometriju v primerjavi z okolnim normalnim tkivom

endometrija.

5.1.1 Vzorci tkiva endometrija

Proteine smo izolirali iz vzorcev tkiva endometrija, ki smo jih dobili na Ginekoloski kliniki
Univerzitetnega Klini¢nega centra v Ljubljani. Razpolagali smo z vzorci normalnega in
rakavega tkiva 16 bolnic z rakom endometrija. Iz vzorcev je bila predhodno ze izolirana RNA.
Opravljena je bila tudi histopatoloska klasifikacija vzorcev. Pri 15 vzorcih je Slo za tip I raka
endometrija, endometrioidne adenokarcinome, pri 1 pa za tip II raka endometrija in sicer za
serozni adenokarcinom. Pri 7 vzorcih raka endometrija tipa I je bilo tkivo dobro do zmerno

diferencirano, pri 8 pa zmerno do slabo diferencirano.

5.1.2 Izolacija proteinov

Proteine smo izolirali iz vzorcev raka endometrija in okolnega normalnega endometrija ter
dolocili koncentracijo. Za primerjavo smo proteine izolirali tudi iz celi¢nih linij raka jeter
HepG2, raka endometrija Ishikawa, raka dojke MCF-7 in raka horionskih resic JEG-3.

Koli¢ina izoliranih proteinov v posameznem vzorcu je bila odvisna od zacetne koli¢ine vzorca
in uspesnosti postopka izolacije. Izratunane koncentracije za posamezen vzorec so nam sluzile
za dolocitev volumna vzorca za nanos na gel. Iz posameznih vzorcev smo skupno izolirali od
283 ng do 3660 ug proteinov. Proteine smo izolirali po postopku, ki temelji na uporabi TRI
reagenta. TRI reagent je primeren za so€asno izolacijo RNA, DNA in proteinov. Ta metoda je
zelo uporabna, saj lahko iz manjSe koli¢ine istega vzorca pridobimo vec informacij.
Zasledujemo lahko izrazanje genov na ravni mRNA kot tudi na proteinski ravni, na ravni

DNA pa npr. prisotnost somatskih mutacij, polimorfizmov.
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5.1.3 Izbira ustreznih pogojev za zaznavanje ERP in PR-B ter izbira ustreznega
hiSnega proteina

5.1.3.1 Izbira ustreznih primarnih in sekundarnih protiteles za zaznavanje ERf in PR-B

Za zaznavanje ERB smo uporabili primarna zaj¢ja poliklonska protitelesa proti ERPB (ERP (H-
150): sc-8974, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). Primerno koncentracijo
primarnih protiteles proti ERB (1:200) smo dolocili na podlagi objavljenega ¢lanka Jarzabeka
in sod. (2005) ter protokola o steroidnih receptorjih (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA). Za zaznavanje progesteronskega receptorja PR-B smo uporabili primarna misja
monoklonska protitelesa proti PR-B (PR (B-30): sc-811, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA). Primerno redCenje protiteles (1:500) smo izbrali na podlagi protokola o

steroidnih receptorjih (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA).

Za dolocitev primerne koncentracije sekundarnih protiteles (kozja protitelesa proti primarnim
misjim protitelesom (Jackson Immuno Research Laboratories, INC) ter proti primarnim
zaj¢jim protitelesom (Sigma), oznaena s hrenovo peroksidazo (HRP)), smo preizkusili
razliéna red¢enja le-teh (1:10000, 1:5000, 1:2000 in 1:1000). Pri majhnih koncentracijah
sekundarnih protiteles je bila zaznava manjsa ali je ni bilo, pri vecjih koncentracijah pa je
prislo do prehitre porabe substrata za kemiluminiscenco in je bilo zaznavanje ravno tako
slabSe. Zato smo se odlocili za razmerje sekundarnih protiteles proti primarnim zajcjim
poliklonskim protitelesom 1:2000, proti primarnim misjim monoklonskim protitelesom pa 1:
10000.

5.1.3.2 Izbira ustreznega hiSnega proteina

Za normiranje signalov ter s tem primerjavo izrazanja proteinov med razli¢nimi vzorci se
uporabljajo hi$ni proteini, najpogosteje gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH),
ciklofilin, B-aktin, B-tubulin, hipoksantin fosforiboziltransferaza (HPRT) ter fosfolipaza-A2
(PLA2). Hisni proteini se pojavljajo v vseh tkivih in celicah, njihova evolucija poteka
pocasneje kot pri tkivno specifi¢nih proteinih. Vse Stevilénejse raziskave nakazujejo, da naj bi

na izrazanje hishih genov in proteinov vplivalo veliko faktorjev, med drugim stopnja
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diferenciacije ali proliferacije tkiva, starost, spol, faza celi¢nega cikla, eksperimentalni pogoji
ter patolosko stanje tkiva. Razlike v izrazanju hiSnih proteinov lahko vplivajo na interpretacijo
rezultatov, zato je izbira ustreznega hiSnega proteina kljucnega pomena (Ferguson in sod.,
2005).

V naSem primeru smo za interni standard izbrali hi$ni protein B-aktin. Predvideva se, da se
izrazanje B-aktina v celicah razli¢nih tkiv ne spreminja veliko, ne glede na vplive fizioloskih
in patoloSkih faktorjev (Ferguson in sod., 2005), za razliko od GAPDH, ki je znano bolj
izrazen v rakavem tkivu. Za koncentracijo primarnih misjih monoklonskih protiteles proti -
aktinu (Kat. s§t. A 5441, Sigma) smo se odloCili na podlagi neobjavljenih rezultatov
predhodnih 3tudij (Smuc in sod.). Red&enje 1:3000 smo uporabili pri vseh poizkusih. Za
razmerje sekundarnih protiteles proti primarnim mis§jim monoklonskim protitelesom smo
izbrali 1: 10000.

5.1.4 Zaznavanje ERp, PR-B ter hiSnega proteina p-aktina v celi¢nih linijah

Prisotnost ERP in PR-B smo proucevali v Stirih vzorcih celi¢nih linij. Celi¢no linijo raka
endometrija Ishikawa smo uporabili za primerjavo z vzorci raka endometrija in okolnega
endometrija. Celi¢ni liniji MCF-7 in JEG-3 smo vkljucili, ker gre v teh dveh primerih za od
hormonov odvisno obliko raka, HepG2 pa zato, ker vemo, da imajo estrogeni in progestageni
pomembno vlogo tudi v jetrih. Nekateri znanstveniki celo trdijo, da naj bi bil hepatom od

hormonov odvisna oblika raka.

Za receptor ERf smo pri vseh celi¢nih linijah na filmu zaznali signal, za progesteronski
receptor PR-B smo mocen signal zaznali pri JEG-3 in HepG2, Sibkejsi signal na filmu pri
MCF-7, pri celi¢ni liniji Ishikawa pa signala nismo zaznali, verjetno zaradi manjSe koli¢ine
nanesenih proteinov. Za protein B-aktin smo zaznali signal na filmu pri vseh celi¢nih linijah,
razen pri celi¢ni liniji JEG-3. Z nasimi rezultati na proteinski ravni smo potrdili objavljene in
neobjavljene $tudije (Smuc in sod.), v katerih so rezultati PCR v realnem &asu pokazali, da se
ERB izraza v vseh celi¢nih linijah, PR-AB pa dobro v celi¢nih linijah Ishikawa in MCF-7 ter
slabie v HepG2 in JEG-3 (Smuc, 2006).
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Za pozitivno kontrolo v nadaljnjih poskusih na vzorcih tkiv smo izbrali celi¢ni liniji JEG-3 ter
HepG2, ker smo tako za estrogenski receptor ERB kot tudi za progesteronski receptor PR-B

pri obeh dobili mocan signal.

5.1.5 Zaznavanje ERP ter PR-B v vzorcih raka endometrija in normalnega

endometrija

Prisotnost ERP in PR-B smo proucevali v 16 parih vzorcev raka endometrija in okolnega
normalnega endometrija. Za kontrolo smo uporabili celi¢ni liniji JEG-3 ter HepG2. Po
kvantifikaciji s programom UN-SCAN-IT smo koli¢ini receptorjev ERP ter PR-B normirali s
koli¢ino B-aktina in relativno razmerje predstavili z grafi. Tako pri ERP kot tudi pri PR-B smo
zaznali poviSane vrednosti v 12 vzorcih rakavega tkiva v primerjavi z normalnim in v 4
vzorcih normalnega endometrija v primerjavi z rakavim. Povisane vrednosti ERB in PR-B smo

zaznali v razliénih vzorcih tkiva.

Da bi dokazali statisticno znacilnost razlik med normalnim in rakavim tkivom, smo uporabili
Wilcoxonov neparametri¢ni test za pare (Wilcoxon Signed Ranks Test) s stopnjo zaupanja (p)
0,05. Ta test smo izbrali, ker je primeren tudi za manjSe Stevilo vzorcev. Poskusali smo ovreci
hipotezo (Hy), da sta koli¢ini ERB in PR-B v normalnem in rakavem tkivu enaki. Po tem
izracunu razlika med normalnim in rakavim tkivom s 95 % stopnjo zaupanja pri ERP ni bila
statisticno znacilna, (p) je bila 0,056 (>0,050), za PR-B pa smo dobili statisti¢cno znacilno
razliko, (p) je bila 0,044 (<0,050). Izracunali smo tudi povpre¢no vrednost razmerja
celokupnega Stevila to€k za ERP proti celokupnemu Stevilu tock za B-aktin, loeno za
normalno in rakavo tkivo. Enako smo naredili za PR-B. Povprecje koli¢ine ERP v rakavem
tkivu vzorcev je 1,8 krat ve¢je kot v normalnemu tkivu, povprecje koli¢ine PR-B v rakavem

tkivu pa 2,2 krat vecje kot v normalnem tkivu.

Na osnovi vecje koli¢ine estrogenskega receptorja ERP ter progesteronskega receptorja PR-B
v veCini vzorcev raka endometrija (12 od 16) lahko sklepamo, da tako ERf kot tudi PR-B
vplivata na razvoj raka endometrija, kljub temu, da se dobljeni rezultati ne ujemajo z vecino

do sedaj objavljenih znanstvenih raziskav.
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Znanstveniki poroc¢ajo tako o povecanem kot tudi o zmanjSanem razmerju ERa / ER pri raku
endometrija, v primerjavi z normalnim tkivom (Saegusa in Okayasu, 2000 in Sakaguchi in
sod., 2002 in Smuc in sod., 2007). Do spremenjenega razmerja prihaja tudi zaradi razli¢énega
izrazanja izooblik estrogenskih receptorjev. Vec€ina znanstvenih raziskav pa vendarle nakazuje
zmanjSano koli¢ino ERf v rakavem tkivu endometrija. Skrzypczak in sod. so ugotovili, da se
med kancerogenezo zmanjsSujeta koli¢ina in vloga ERP v tkivu, v primerjavi z normalnim
endometrijem, pri ¢emer se relativno poveca proliferativni u¢inek ERa, kar poveca verjetnost
za nastanek raka endometrija. Do podobnih ugotovitev so prisli tudi drugi znanstveniki (Ryan
in sod., 2005, Sakaguchi in sod., 2002 in Fujimoto in sod., 2000, Saegusa in Okayasu, 2000).
Zanimivo je, da so na istih vzorcih raka endometrija in normalnega endometrija Smuc in sod.
(2006) ter Lani$nik-Rizner in sod. (2006) predhodno dokazali manjSe izrazanje ERf na ravni
mRNA. Ker ERP uravnava delovanje ERa in ima antiproliferativno in pro-apoptotsko
funkcijo, zmanjSana koli¢ina receptorja in s tem povecano razmerje ERa / ERB vodi do

hiperplazije endometrija in raka endometrija.

Znanstveniki tudi predvidevajo, da se v velini primerov rakavega endometrija zmanjSa
izrazanje PR-B, PR-A ali obeh, pri Cemer se spremeni razmerje PR-A / PR-B (Sasaki in sod.,
2001 in Miyamoto in sod., 2004 in Hanekamp in sod., 2003 in Leslie in sod., 2003).
Miyamoto in sod. so dokazali, da se progesteronski receptor PR-B najveckrat slabo ali pa
sploh ne izraza v jedrih slabo diferenciranih endometrioidnih adenokarcinomov. Do podobnih
zakljuckov so prisli tudi Leslie s sod. ter Hanekamp s sod. Slednji so ugotovili, da se z
zmanjSanjem izrazanja progesteronskih receptorjev pri raku endometrija zmanjSa tudi
izrazanje E-kadherina, ki ima vlogo pri od kalcija odvisni adheziji celic. To naj bi vodilo v

bolj invazivni fenotip pri raku endometrija.

Rezultati drugih raziskav dopuscajo moznost vpliva povecanih koli¢in progesteronskega
receptorja PR-B na razvoj raka endometrija. Zanimive so ugotovitve Arnett-Mansfield in sod.
ter Ryan in sod., da deluje PR-B v endometriju kot agonist estrogenom in da velja za mo¢nega
aktivatorja tar¢nih genov, PR-A pa naj bi zaviral delovanje PR-B. Spremenjeno pazmerje PR-
A / PR-B v prid PR-B ima tako neposredno vlogo pri uravnavanju delovanja endometrija. Do
podobnih zaklju¢kov so prisli tudi Graham in Clarke, Leslie in sod., Miyamoto in sod. in De
Vivo in sod. Ryan in sod. ter De Vivo in sod. so pomembnost razmerja PR-A / PR-B potrdili

tudi z na novo opisanim funkcionalnim polimorfizmom v promotorski regiji PR-B. Zaradi
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polimorfizma se poveca prepisovanje PR-B, s tem se spremeni razmerje PR-A / PR-B, kar naj

bi po njihovi razlagi povecalo tveganje za nastanek raka endometrija.

5.1.6 Zaznavanje PR-B na ravni celic

Prisotnost in lokacijo PR-B smo Zeleli potrditi tudi na celi¢ni ravni. S protitelesi proti PR-B
smo obarvali parafinske rezine raka endometrija in okolnega normalnega endometrija treh
bolnic (10, 13, 24). PR-B je bil prisoten v vseh treh vzorcih v celicah raka endometrija, lepo je
bil viden v celicah zlez endometrija, nismo pa ga zasledili v celicah strome. S tem smo potrdili
Studije drugih znanstvenikov. Leslie in sod. so dokazali prisotnost PR-B v dobro
diferenciranem raku endometrija predvsem v citoplazmi Zleznih celic. V normalnem tkivu se
je PR-B obarval v jedrih Zleznih celic endometrija ter v celicah strome. O prisotnosti
progesteronskega receptorja PR-B v rakavem zleznem epiteliju so porocali tudi drugi
znanstveniki (Sasaki in sod., 2001 in Arnett-Mansfield in sod., 2004). Mylonas in sod. so
dokazali prisotnost PR-B v zleznem epiteliju in v celicah strome. Primerjali so tudi izrazanje
PR-B med proliferacijsko in sekrecijsko fazo menstruacijskega ciklusa pri normalnem in
rakavem endometriju. PR-B se je v sekrecijski fazi manj izrazal v primerjavi s proliferacijsko,
razlika v izraZzanju med normalnim in rakavim endometrijem pa ni bila statistino

signifikantna.

Rezultati nasega imunohistokemijskega barvanja se pri vzorcih 13 in 24 ujemajo z rezultati
prenosa western. Vzorca Stevilka 10 ne moremo primerjati z rezultati prenosa western, ker ga

nismo vkljucili v sklop 16 vzorcev.

5.1.7 Nezaznavanje ERa ter PR-A v celi¢nih linijah in v vzorcih raka endometrija in
normalnega endometrija

Tudi prisotnost ERa smo proucevali pri celi¢nih linijjah HepG2, Ishikawa, MCF-7 in JEG-3,
prisotnost PR-A pa tudi v 16 parih vzorcev raka endometrija in okolnega normalnega

endometrija. Za kontrolo nanasanja smo uporabili celicno linijo raka horionskih resic JEG-3.
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Za zaznavanje ERa smo uporabili primarna miSja monoklonska protitelesa proti ERa (ERa (F-
10): sc-8002, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA), za zaznavanje PR-A pa smo
uporabili primarna mi§ja monoklonska protitelesa proti PR-A in PR-B (PR (AB-52): sc-810,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). Primerno redCenje primarnih protiteles proti
ERa (1:500) in proti PR-AB (1:1000) smo izbrali na podlagi objavljenih ¢lankov Lia in sod.
ter Hanekamp in sod. in na podlagi protokolov o steroidnih receptorjih (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA). Sekundarna protitelesa (kozja protitelesa proti primarnim
misjim protitelesom (Jackson Immuno Research Laboratories, INC)) smo za ERa red¢ili v
razmerju 1:10000, za PR-AB pa v razmerju 1:20000.

Prisotnost ERa in PR-A smo Zeleli potrditi tako pri celi¢nih linijah kot tudi v vzorcih raka
endometrija in okolnega normalnega endometrija, vendar signala v nobenem od vzorcev kot

tudi v celi¢nih linijah nismo zaznali.

Smuc in sod. (2006) so dokazali izrazanje ERa na ravni mRNA v celi¢ni liniji raka
endometrija Ishikawa. Potrdili so tudi vec¢je izraZzanje ERa v primerjavi z ERf. Rezultati PCR
v realnem ¢asu v $e neobjavljenih $tudijah (Smuc in sod.) so pokazali, da se ERa izraza v
skoraj vseh celi¢nih linijah, razen v MCF-7, PR-AB pa dobro v celi¢nih linijah Ishikawa in
MCEF-7 ter slabse v HepG2 in JEG-3.

Ker se fizioloSke vloge estrogenskih receptorjev ERa in ERp razlikujejo in ker ERP uravnava
delovanje ERa, znanstveniki predvidevajo, da ima ERa pomembno vlogo pri nastanku raka
endometrija (Ryan in sod., 2005 in Sakaguchi in sod., 2002 in Fujimoto in sod., 2000). Z
zmanjSevanjem koli¢ine ERP v tkivu se vzpostavi neravnovesje med ERa in ERp,
proliferativni uc¢inek ERa se relativno poveca, kar vodi do od estrogenov odvisne
kancerogeneze (Skrzypczak in sod., 2004 in Smuc in sod., 2006). Raziskava Saegusa in
Okayasu je pokazala, da se v rakavem tkivu ne poveca samo raven ERa mRNA, pa¢ pa tudi
ERa proteinov. Tudi funkcionalni polimorfizem ERa, ki lahko sprozi nenadzorovano
proliferacijo celic pri nizji koncentraciji estrogenov v tkivu, znanstveniki povezujejo z
nastankom raka endometrija (Herynk in sod., 2004 in Iwamoto in sod., 2003 in Weiderpass in
sod., 2000).

Tudi PR-A receptorji imajo v endometriju pomembno vlogo. V endometriju inhibirajo

aktivacijo ERa in s tem od estrogenov odvisno proliferacijo endometrija ter zavirajo izrazanje
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PR-B. Ker je razmerje PR-A / PR-B pri raku endometrija spremenjeno, se zaradi tega lahko
zmanj$a progesteronska zaséita proti u¢inkom estrogenov (Graham in Clarke, 1997 in Leslie
in sod., 2003 in Miyamoto in sod., 2004 in Arnett-Mansfield in sod., 2004 in Ryan in sod.,
2005 in De Vivo in sod., 2002 in Sasaki in sod., 2001 in Hanekamp in sod., 2003).

Mozni vzroki za nezaznavanje receptorjev ERa in PR-A v vzorcih bi lahko bili: napacno
zvijanje receptorjev po translaciji, mutacije v specificnih epitopnih regijah receptorjev,
razgradnja receptorjev s proteazami, Se najverjetnejs$i vzrok pa je v nedelovanju primarnih
misjih monoklonskih protiteles tako proti ERa kot tudi proti PR-A. Merlino in sod. so
ugotavljali prisotnost in koli¢ino progesteronskih receptorjev z dvema vrstama primarnih
monoklonskih protiteles (proizvajalcev Dako North America in Santa Cruz). SploSno
uporabna primarna zajc¢ja protitelesa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) so se
izkazala za neuncikovita. Z njimi v vzorcih niso uspeli detektirati niti PR-A niti PR-B.
Podobnih informacij o nedelovanju primarnih protiteles Santa Cruz v drugih ¢lankih nismo
zasledili. Smuc in sod. so tako ERa kot tudi PR-A v istih vzorcih kasneje detektirali z novimi

primarnimi protitelesi drugega proizvajalca.
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5.2 SKLEPI

Preveriti smo zeleli postavljeno hipotezo, da se ERP in ERa ter PR-B in PR-A zaradi
spremenjenega hormonskega ravnovesja v tkivu, ki vpliva na napa¢no podvojevanje DNA,
razlicno izrazajo v rakavem endometriju v primerjavi z normalnim ter da te razlike v izrazanju

vodijo v razvoj hormonsko odvisne oblike raka.

Izolirali smo proteine iz vzorcev rakavega in normalnega tkiva 16 bolnic, izracunali
koncentracijo, dolo¢ili maso proteinov v posameznem vzorcu ter koli¢ino izoliranih proteinov
za nanos na gel. Za zaznavanje estrogenskih receptorjev ERa in ERP ter progesteronskih
receptorjev PR-A in PR-B smo izbrali ustrezne pogoje: ustrezno redcenje primarnih in
sekundarnih protiteles ter na podlagi predhodnih $tudij p-aktin kot interni standard. Cas
izpostavitve filma na membrani (5 minut) kot tudi ¢as razvijanja filma (30 sekund) sta bila za

vse vzorce vedno enaka.

Za primerjavo smo uporabili Stiri celine linije: Ishikawa, ker je celina linija raka
endometrija, celi¢ni liniji MCF-7 in JEG-3, ker gre v teh dveh primerih za od hormonov
odvisno obliko raka ter celi¢no linijo raka jeter HepG2, ker vemo, da imajo estrogeni in
progestageni pomembno vlogo tudi v jetrih. Za primerjavo z vzorci raka endometrija nas je
zanimala prisotnost estrogenskih in progesteronskih receptorjev v celi¢ni liniji Ishikawa.
Zaznali smo predvsem ERP, vzrok za odsotnost PR-B v tej celi¢ni liniji pa je lahko v pogojih
gojenja. Za kontrolo izrazanja ERP in PR-B smo izbrali JEG-3 in HepG2, za kontrolo
izrazanja ERa in PR-A pa samo JEG-3. V vecini vzorcev (12 od 16) izoliranih proteinov smo
zasledili vecje koli¢ine receptorjev ERP in PR-B v rakavem tkivu endometrija v primerjavi z
normalnim tkivom. Prisotnost progesteronskega receptorja PR-B smo dokazali tudi na celi¢ni
ravni z imunohistokemijskim barvanjem. PR-B je bil prisoten v vseh treh vzorcih v Zleznih
celicah raka endometrija. Za ERa in PR-A signala niti v vzorcih kakor tudi v celi¢nih linijah

nismo zaznali.

Glavni razlog za nezaznavanje estrogenskega receptorja ERa in progesteronskega receptorja
PR-A v vzorcih raka endometrija in okolnega normalnega endometrija bi lahko bil v
nedelovanju primarnih misjih monoklonskih protiteles tako proti ERa kot tudi proti PR-A.
Smuc in sod. so ERo in PR-A kasneje detektirali z novimi primarnimi protitelesi drugega

proizvajalca.
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Za ERp in PR-B smo ugotovili pove€ano izrazanje v rakavem tkivu endometrija v primerjavi z
normalnim. Rezultati za ERB se ne ujemajo z vefino dosedaj objavljenih znanstvenih
raziskav, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna. Statisti€éno znacilno razliko smo potrdili za
PR-B. Raziskavo bi bilo potrebno nadaljevati na ve¢jem Stevilu vzorcev, v nadaljnjih Studijah
pa bi bilo zanimivo preveriti tudi prisotnost izooblik estrogenskih in progesteronskih
receptorjev in ugotoviti, kakSen pomen bi razlike v izrazanju le-teh lahko imele za razvoj raka
endometrija. Izmeriti bi bilo treba tudi aktivnost posameznih receptorjev, smiselno pa bi Se bilo

nadaljevati s proucevanjem izrazanja posameznih receptorjev na celi¢ni ravni.

Receptorji imajo v endometriju razlicne funkcije: ERP ima antiproliferativno in pro-
apoptotsko funkcijo in uravnava delovanje ERa, PR-A pa uravnava delovanje estrogenov ter
zavira izrazanje PR-B. Ker je za razvoj raka endometrija zaradi razli¢nih fizioloSkih funkcij
estrogenskih in progesteronskih receptorjev v tkivu pomembno poznati tudi razmerje ERa /
ERB ter PR-A / PR-B, bi bilo za natan¢nejSo predstavo o vlogi receptorjev pri raku
endometrija treba imeti rezultate izrazanja receptorjev ERa in PR-A. Do sedaj znani rezultati
po predhodnih analizah na istih 16. vzorcih, kazejo na mRNA ravni manjSe izrazanje ERB v

primerjavi z ERa in s tem povecano razmerje ERa / ERP pri raku endometrija.

Pomembnost razmerij ERa / ERP ter PR-A / PR-B potrjujejo tudi na novo opisani
funkcionalni polimorfizmi, ki povecajo prepisovanje ERa in PR-B in s tem tveganje za
nastanek raka endometrija. Nadaljnje raziskave funkcionalnih polimorfizmov pri raku
endometrija bi lahko bile usmerjene v dolo¢anje SNP kot genskih markerjev, v SNP mapiranje
ter v izdelavo individualnih SNP profilov, na podlagi katerih bi se dalo dolociti dovzetnost

posameznikov za nastanek rakavega obolenja.

BoljSe poznavanje izrazanja in vloge receptorjev pri nastanku raka endometrija lahko
pripomore tudi k razvoju novih potencialnih zdravil za to bolezen, selektivnih modulatorjev
estrogenskih receptorjev (SERM) ali selektivnih modulatorjev progesteronskih receptorjev
(SPRM).
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6 POVZETEK

Rak endometrija je primarni maligni epitelijski tumor, ki se pojavi v sluznici maternice, od
koder se lahko razsiri tudi v miometrij in na okolne organe. Je od hormonov odvisna oblika
raka. V primeru, da se hormonsko ravnotezje porusi in se poveca koncentracija estrogenov v
tkivu in s tem tudi njihovo delovanje, prihaja do vecjega Stevila delitev celic ter vecje

moznosti nakljuénih genetskih napak, kar lahko vodi do nastanka raka endometrija.

Gre za najpogostejSi maligni tumor zenskega genitalnega trakta v razvitem svetu. V
svetovnem merilu je sedma najpogostej$a oblika raka. Stevilo novih primerov raka
endometrija v Sloveniji narasca (za leto 2007: 31 primerov / 100.000 ljudi). Po pogostosti je
rak endometrija na Cetrtem mestu za rakom dojke, koZznim rakom in rakom debelega Crevesa,
pojavnost pa je najpogostejSa pri zenskah po menopavzi. Vecina dejavnikov tveganja je
povezana s prekomerno koli¢ino ali izpostavljenostjo estrogenom. Tveganje za nastanek raka
je vecje pri zenskah z zgodnjo prvo menstruacijo in/ali pozno menopavzo ter pri Zenskah brez
otrok. Med dejavnike tveganja pristevamo tudi nadomestno estrogensko terapijo brez dodatka
progestagenov, kontracepcijska sredstva z visoko ravnjo estrogena, zdravljanje drugih oblik
raka s tamoxifenom, diabetes, starost, genetske predispozicije, debelost in SNP. Tveganje za
nastanek te bolezni zmanjSujejo fizicna aktivnost, nosecnost in kombinirana kontracepcija.
Nacin zdravljenja raka endometrija je odvisen od tega, s kaksno obliko in stopnjo razvoja raka

imamo opraviti, najprimernejsa pa sta operacija in/ali kemoterapija.

Na podlagi klini¢no-patoloskih karakteristik lahko obravnavamo dva tipa raka endometrija: tip
I, kamor spadajo razlicno diferencirani endometrioidni adenokarcinomi z dobro prognozo, in
tip II, kamor uvr§¢amo serozni, papilarni in svetlo-celi¢ni adenokarcinom s slabSo napovedjo.
Glede na molekularno-bioloski profil pa poznamo tri poti nastanka raka endometrija: preko
hiperplazije, metaplazije ali de novo. Vse tri poti vkljucujejo ve¢ stopenj, ki jih spremlja serija
biokemijskih in morfoloskih sprememb zaradi genetskih sprememb v onkogenih, tumor

zavirajoCih genih, genih za popravljanje neujemanja DNA baznih parov ter efektorskih genih.

Znano je, da so v razvoj raka endometrija vkljueni estrogeni in progestageni, ki med
menstruacijskim ciklusom izmeni¢no delujejo preko ustreznih znotrajcelicnih receptorjev.

Med proliferacijsko fazo so bolj dejavni estrogeni, ki spodbujajo deljenje celic Zleznega
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epitelija, v sekrecijski fazi pa je mocnejSe delovanje progestagenov, ki vodijo celice
endometrija v diferenciacijo in tako nasprotujejo mitogenemu delovanju estrogenov.
Uravnavanje bioloSke aktivnosti estrogenov in progestagenov poteka na ravni izrazanja
receptorjev, pa tudi na predreceptorski ravni. Na predreceptorski ravni imajo osrednjo vlogo
pri uravnavanju aktivnosti steroidnih hormonov encimi hidroksisteroid-dehidrogenaze, na
receptorski ravni pa to vlogo prevzamejo jedrni receptorji, od ligandov odvisni transkripcijski
faktorji. Mednje spadajo estrogenska receptorja ERa in ERp in progesteronska receptorja PR-A
in PR-B. Ob vezavi liganda se vezejo na DNA in uravnavajo izrazanje specificnih genov.
Fizioloske funkcije receptorjev se razlikujejo. Nanje vplivajo specificna znotrajjedrna
razporeditev receptorjev, spremembe v razmerju ERa / ERP ter PR-A / PR-B, tvorba
heterodimerov receptorjev, pojav izooblik ter funkcionalni polimorfizmi posameznih
receptorjev. Citoplazmatski PR-B lahko delujejo tudi brez vezanega liganda v povezavi s
signalnimi molekulami ter tako vpliva na proliferacijo tkiva endometrija. Predvidevamo, da
ima pomembno vlogo pri raku endometrija tudi spremenjeno izraZanje estrogenskih in

progesteronskih receptorjev.

Namen diplomske naloge je bil prouditi izrazanje estrogenskih receptorjev ERo in ERP in
progesteronskih receptorjev PR-A in PR-B v rakavem tkivu in okolnem normalnem tkivu
endometrija. Iz vzorcev normalnega in rakavega tkiva 16 bolnic smo izolirali proteine. Tem
proteinom in proteinom celi¢nih linij smo dolocili koncentracijo z Bradfordovo metodo.
Koli¢ina izoliranih proteinov v vzorcih bolnic in celi¢nih linij je bila od 283 pug do 3660 g,
odvisno od zacetne koli¢ine vzorca in uspeSnosti izolacije. Z metodami SDS PAGE
elektroforezo, prenosom western ter detekcijo z ojacano kemiluminiscenco smo ugotavljali
prisotnost receptorjev in hiSnega proteina B-aktina v vzorcih in celi¢nih linijah. Dolo¢ili smo
ustrezne pogoje za detekcijo: ustrezne koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles (za
ERP in PR-B) ter na podlagi predhodnih $tudij B-aktin kot interni standard. Cas izpostavitve
filma na membrani kot tudi ¢as razvijanja filma sta bila za vse vzorce vedno enaka. Dobljene
rezultate na filmu smo ovrednotili z racunalniSkim programom UN-SCAN-IT ter jih
statisticno obdelali. Statisticno znacilne razlike med normalnim in rakavim tkivom vzorcev

smo preverili z Wilcoxonovim neparametri¢nim testom za pare s stopnjo zaupanja 0,05.

Prisotnost estrogenskih in progesteronskih receptorjev ter hiSnega proteina B-aktina smo
pricakovali pri vseh celi¢nih linijah, predvsem pa nas je zanimala prisotnost v celi¢ni liniji

raka endometrija Ishikawa, kjer smo prisotnost ERf tudi potrdili. Za kontrolo izraZzanja ERf in
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PR-B smo izbrali JEG-3 in HepG2, kjer je bil signal najmocne;jsi, za kontrolo izrazanja ERa in
PR-A pa samo JEG-3. Povisane vrednosti ERB in PR-B, normirane na -aktin, smo zaznali v
vecini vzorcev (12 od 16) rakavega tkiva in v 4 vzorcih okolnega normalnega tkiva. Razlika
med normalnim in rakavim tkivom pri ERP ni bila statisticno znacilna, za PR-B pa smo dobili
statisti¢no znacilno razliko. Povprecje koli¢ine ERP v rakavem tkivu vzorcev je 1,8 krat vecje
kot v normalnemu tkivu, povprecje koli¢ine PR-B v rakavem tkivu pa 2,2 krat vecje kot v
normalnem tkivu. Prisotnost progesteronskega receptorja PR-B smo potrdili na celi¢ni ravni z
imunohistoloSkim barvanjem. PR-B je bil prisoten v vseh treh vzorcih v Zleznih celicah raka
endometrija. Za estrogenski receptor ERa in progesteronski receptor PR-A signala v nobenem
od vzorcev kot tudi v celi¢nih linijah nismo zaznali. To bi lahko utemeljili z nedelovanjem
primarnih misjih monoklonskih protiteles tako proti ERa kot tudi proti PR-A, kar so potrdile

tudi kasnejSe raziskave s primarnimi protitelesi drugega proizvajalca.

Za ERp in PR-B smo ugotovili pove€ano izrazanje v rakavem tkivu endometrija v primerjavi z
normalnim, za ERa ter PR-A podatkov nimamo. Rezultati za ERf se ne ujemajo z vecino
dosedaj objavljenih znanstvenih raziskav. Studije izrazanja ERo in ERP v istih vzorcih kazejo
na mRNA ravni na manjse izrazanje ERP v primerjavi z ERa in s tem povecano razmerje ERa
/ ERP pri raku endometrija. Seveda pa ni nujno, da rezultati na ravni mRNA odrazajo raven
proteinov v celici. Studije izrazanja ERB na proteinski ravni bi bilo treba nadaljevati na
vecjem Stevilu vzorcev. Smiselno bi bilo na vec¢jem Stevilu vzorcev preveriti tudi prisotnost
posameznih receptorjev na celi¢ni ravni. Za boljSe razumevanje in opredelitev pomena
receptorjev pri nastanku raka endometrija bi bilo v prihodnje treba preveriti prisotnost izooblik
estrogenskih in progesteronskih receptorjev in ugotoviti njihov pomen pri razvoju
kancerogeneze, upostevati pa bi bilo treba tudi vse faktorje, ki vplivajo tako na izrazanje kot

tudi na razli¢ne funkcije posameznih receptorjev v tkivu.

Nadaljnje proucevanje estrogenskih in progesteronskih receptorjev bi lahko bilo usmerjeno
tudi v dolo¢anje SNP kot genskih markerjev ter v izdelavo individualnih SNP profilov. Boljse
poznavanje izrazanja in vloge receptorjev pri nastanku raka endometrija lahko pripomore tudi

k razvoju novih potencialnih zdravil za to bolezen.
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