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Eritropoetin (Epo) je glikoprotein iz skupine citokinov. Kot odgovor na hipoksijo tkiva nastaja
predvsem v ledvicah in tudi v jetrih. V kostnem mozgu deluje na predniske eritroidne celice in na
prekurzorje eritrocitov (Erc) ter nadzira njihovo proliferacijo, diferenciacijo in zorenje. Ob vezavi
Epo na eritropoetinski receptor (EpoR) na povrSini celic se sprozi natan¢no uravnavan sistem
signalnih poti. Epo in EpoR se izrazata tudi v mnogih nekrvotvornih tkivih in pri mnogih tipih raka
ter rakavih celi¢nih obolenjih, kjer njuna funkcija $e vedno ni pojasnjena.

Rekombinantni humani Epo (rHUEpo) se uporablja za dvig ravni hemoglobina pri bolnikih z anemijo.
Anemije je lahko med drugim tudi posledica rasti tumorja v kostnem mozgu in zdravljenja raka s
kemoterapijo oziroma obsevanjem. Zdravljenje z rHuEpo odpravi anemijo, zmanj$a potrebo po
transfuziji in izbolj$a bolnikovo pocutje. Poleg tega rHuEpo izbolj$a uspesnost kemo- in radioterapije
zaradi boljse prekrvavljenosti in preskrbe tumorja s kisikom. Toda po drugi strani prisotnost Epo in
njegovega receptorja (EpoR) pri mnogih tipih raka in rakastih celi¢nih linijah postavlja pod vprasaj
terapevtske ucinke rHuEpo pri bolnikih z rakom. Nakazuje se namre¢ moznost, da rHuEpo vpliva na
hitrejSo rast tumorja, pospesuje njegovo angiogenezo in varuje rakaste celice pred apoptozo. Nekatere
nedavne klini¢ne $tudije sto pokazali slabSe preZivetje bolnikov, pri katerih je bila kemo- in
radioterapija kombinirana z rHuUEpo, v primerjavi z bolniki, ki so prejemali samo transfuzije krvi.
Nasprotujoce si ugotovitve o uéinkih rHuEpo v prekliniénih in klini¢nih $tudijah vsekakor terjajo
razjasnitev mehanizma delovanja rHUEpo za odgovorno ravnanje med zdravljenjem.

Nas namen je bil preuciti vpliv rekombinantnega humanega eritropoetina na izraZanje
eritropoetinskega receptorja in proliferacijo v tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Pri obeh
celiénih linijah, tumorski MCF-7 in normalni MCF-10A smo dokazali vpliv rHuEpo, tako na
proliferacijo celic kot na izraZanje tarénih genov za eritropoetinske receptorje EPOR1, EPOR?2 in
EPORT.

Nasa temeljna hipoteza je predvidevala, da deluje eritropoetin razli¢no na proliferacijo tumorskih in
normalnih celic dojke. Vendar pa lahko na podlagi dobljenih rezultov testov MTT sklepamo, da je
proliferativni u¢inek po akutni izpostavitvi rHUEpo pri obeh celi¢nih linijah podoben, medtem ko se
celice po kroni¢nem tetiranju z rHuEpo odzivajo drugace kot po akutnem. S polimerazno reakcijo v
realnem casu smo dokazali tudi nasSo hipotezo, da je izrazanje gena za eritropoetinski receptor
razli¢no pri tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Po kroni¢ni in akutni izpostavitvi celic MCF-7
hormonu rHUEpo se izraZanje eritropoetinskega receptorja zniza, medtem ko pri akutno tretiranih
celicah MCF-10A ni statisti¢no znaéilnih razlik v izrazanju tarénih genov. Razlike v izrazanju tarénih
genov so prisotne tudi po kroni¢nem tretiranju normalnih oz. tumorskih celic po tednih.

Vsekakor bi bilo potrebno nase teste zaradi velike variabilnosti (predvsem napake pri Stevilu
nasajenih celic, napake pri pipetiranju, pasaze v kateri so bile celice) veckrat ponoviti.
Rekombinantni humani eritropoetin ostaja molekula stoletja, ki Se vedno ¢aka, da jo razkrijemo.
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Erythropoietin (Epo) is a glycoprotein from the group of cytokines. In response to tissue hypoxia it is
produced primarily in the kidneys and in the liver. The glycoprotein erythropoietin is essential for the
survival, proliferation and differentiation of the erythrocytic progenitors in the bone marrow. By
binding of Epo to the erythropoietin receptor (EpoR) on the cell surface it initiates a carefully-
regulated system of signaling pathways. Epo and EpoR are expressed in many nonhematopoetic
tissues as well as in many types of cancer and cancer cell diseases, where their function is still
unknown.

Recombinant human Epo (rHuUEpo) is used to raise the level of hemoglobin in anemic patients.
Anemia may also be a result of the growth of tumor in bone marrow and cancer treatment with
chemotherapy or radiotherapy. Treatment with rHUEpo eliminates anemia, reduces the need for
transfusion and improves patient well-being. In addition, rHuUEpo improves performance of chemo-
and radiotherapy due to better blood circulation and oxygen supply to the tumor. But on the other
hand, in many types of cancer and cancer cell lines, the presence of Epo and its receptor (EpoR) calls
into question the therapeutic effects of rHuEpo in patients with cancer. In fact it suggests the
possibility that rHUEpo effects on rapid tumor growth, angiogenesis, and protects cancer cells from
apoptosis. Some recent clinical studies have shown worse survival in patients who had chemo- and
radiotherapy combined with rHuEpo, compared with patients who received blood transfusions only.
Contrasting findings on the effects of rHUEpo in preclinical and clinical studies certainly require
clarification of the mechanism of rHUEpo for responsible treatment.

Our aim was to examine the effect of recombinant human erythropoietin on expression of
erythropoietin receptor and proliferation in tumor and normal breast cell line. In both cell lines,
tumor MCF-7 and normal MCF-10A, we demonstrated the impact of rHUEpo on the proliferation as
well as on expression of target gene for erythropoietin receptor: EPOR1, EPOR2 and EPORT.
Our basic hypothesis assumed that erythropoietin acts differently on the proliferation of tumor and
normal breast cells. However, on the basis of obtained results of MTT tests we suggest that the
proliferative effect of rHUEpo is similar in both acute treated cell lines, tumor and normal, but has
different effect on chronical treated tumor cell line. With the real time polymerase chain reaction we
proved our hypothesis that the gene for erythropoietin receptor expresses differently in tumor and
normal breast cell line. The accute and chronic exposure of tumor cells to rHUEpo changes their
responsiveness in the level of erythropoietin receptor expression, yet it has no effect on acute treated
normal cell line. Differences in level of expression of target genes are present also in chronically
treated tumor and normall cell line after weeks of exposure to rHUEpo.

It would be necessary to repeat our tests several times due to high variability (in particular, errors in
the number of cells seeded, pipetting errors, passages of the cells).

Recombinant human erythropoietin remains a molecule of the century, still waiting to be disclosed.
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Antibiotik, antimikotik
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Beta-2-mikroglobulin

Bcl-2 antagonist celi¢ne smrti

Transmembranske molekule mitohondrija (ang. B-cell
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mRNA (ang. complementary DNA)

male kolonije eritroidnih celic (ang. colony forming units)
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Cista aplazija rde¢ih krvni¢k (ang. pure red cell aplasia)
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Avtokrino

CIN-gen

Citokini

Diferenciacija celice

Endokrino
Epigenetski dejavniki
Encimska enota (U)

Epigenetske
spremembe

Eritropoetin (Epo)

Eritropoetinski receptor
(EpoR)

Imunohistokemija
Incidenca

Klon
Konfluentna kultura

Mednarodna enota (1U)
Metastaza
Mikrokapsula

Mutacija

Neoplazija

Onkogen

Parakrino
PEGilacija

SLOVARCEK

Nana$ajo¢ se na povratno regulatorno delovanje hormona na isto
endokrino Zlezo, ki ga izloca.

Gen, ki kodira protein, potreben za ohranitev stabilne zgradbe
kromosoma, ki je porusena v zacetnih fazah karcinogeneze in vodi do
nastanka mutacij (ang. chromosome instability gene).

Proteini z majhno molekulsko maso, ki delujejo kot posredniki med
elementi imunskega sistema.

Pri delitvi mati¢nih celic je ena od nastalih celic hcerinska ali
predniska celica, ki je bolj specificna oziroma dozorela v svoji
funkciji (bolj diferenciirana). Konéno diferenciirana je celica, Ki je
odgovorna za opravljanje neke naloge v delovanju dolo¢enega organa.
Nanasajo¢ se na izlo¢anje hormonov v krvozilni sistem, po katerem
krozijo in vplivajo na delovanje oddaljenih organov.

Okoljski dejavniki.

Enota, znana tudi kot mednarodna enota za aktivnost encimov.
Poskodbe DNA, ki niso ne posledica mutacij ne sprememb zgradbe
molekule DNA, kljub temu pa se kazejo v spremenjenemi proteinu.
Med drugim sem spadajo doloCene vrste kemijskih reakcij z
molekulami DNA in/ali drugimi strukturami v jedru, ki vplivajo na
prepisovanje genov v delujoce proteine.

Glikoproteinski hormon proizveden v jetrih, odgovoren za
dozorevanje predniskih celic do funkcionalnih eritrocitov.

Receptor na povrsini predniskih eritroidnih celic v kostnem mozgu, Ki
ob vezavi eritropoetina stimulira predniske eritroidne celice, da se
transformirajo v eritrocite.

Uporaba interakcije antigena in protitelesa za histokemicne tehnike.
Stevilo vseh na novo ugotovljenih primerov raka v toéno dolodeni
populaciji v enem koledarskem letu.

Skupina enakih celic, ki izvirajo iz iste materinske celice.

Kultura, v kateri celice prerastejo celotno gojilno povrsino in so v
stiku druga z drugo.

V farmakologije je mednarodna enota merska enota za koli¢ino snovi,
ki temelji na bioloski aktivnosti ali u¢inku.

Zasevek rakavega tkiva, ki se je iz primarnega tumorja razsiril v druge
dele telesa preko krvi ali limfe.

Mikronski delec, zgrajen iz izjemno tanke ene ali ve¢ ovojnic in
tekocCega, plinastega ali trdnega jedra.

Prvotna sprememba ene od aminokislin v zgradbi proteina, ki je
posledica spremenjenega gena v molekuli DNA. Sirse pa se izraz
uporablja za vse prvotne poskodbe DNA, ki so lahko vzrok za
nastanek raka.

Novotvorba, skupek izrojenih celic nekega tkiva, ki se ne ravna po
obi¢ajnem omejevanju normalne rasti.

Gen, ki je specifino aktiviran oziroma moc¢no izrazen v rakavih
celicah in nosi zapis za nastanek proteina, ki povzroca hitrejse deljenje
celic in druge znacilne lastnosti rakavih celic.

Nanasajo¢ se na hormone, s katerimi celica vpliva na sosednje celice.
Kovalentno pripenjanje polietilen glikola (PEG) na lizinske molekule
na povrsini proteina.
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Pleiotropizem
Pluripotentnost

Policitemija
Prevalenca

Promotor

Protoonkogen
Rak

Supresor
Tumor

Tumor-supresorski gen

Pojav, da en gen vpliva na vec¢ vidikov fiziologije ali anatomije.
Sposobnost, da se embrionalne zarodne celice razvijejo v katerokoli
diferenciirano celico.

Nenormalno povecanje $tevila eritrocitov.

Delez ljudi z dolo¢enim znakom ali boleznijo v dolo¢eni populaciji ob
doloc¢enem casu.

Promotor (spodbujevalec) je nukleotidno zaporedje na 5'-koncu
doloCenega gena, na katerega se vezejo RNA-polimeraza in
transkripcijski faktorji, ki vplivajo na proces genskega prepisovanja.
Normalen gen iz katerega lahko pod vplivom mutacije ali poviSane
ekspresije nastane onkogen.

Bolezen, pri kateri celica ali skupina celic nekontrolirano raste, je
invazivna in vCasih metastazira.

Gen, ki zavre fenotipsko ekspresijo drugega gena, ponavadi
mutiranega gena.

Izraz za neoplazijo ali trdno lezijo, ki jo tvori nenormalna razrast celic
in izgleda kot oteklina.

Gen, ki zdrave celice varuje pred rakavimi spremembami. Zascita je
zaradi znizane aktivnosti tega gena oziroma proteina v rakavih celicah
znacilno zmanjSana.


http://sl.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
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1 UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Eritropoetin (Epo) je glikoprotein, ki ga uvr§¢amo v skupino citokinov (Krantz, 1991; Lin
et al., 1996; Wu et al., 1995). Nastaja predvsem v ledvicah kot odgovor na hipoksijo tkiva
in v manjSi meri tudi v jetrih. Deluje na predniske eritroidne celice in na prekurzorje
eritrocitov (Erc) v kostnem mozgu ter nadzira njihovo proliferacijo, diferenciacijo in
zorenje. Ob vezavi Epo na eritropoetinski receptor (EpoR) na povrsini celic, se sprozi
natan¢no uravnavan sistem signalnih poti, ki vkljucujejo fosforilacijo/aktivacijo Stevilnih
kinaz in transkripcijskih faktorjev (Ras/MAP in JAK2-STAT kinazno pot, fosfoinozitid 3-
kinaza (PI3) in protein kinazo C), ki omogo¢ijo eritropoezo (Konstantinopoulos et al.,
2007). Epo deluje avtokrino, parakrino in endokrino. Epo in EpoR sta prisotna tudi v
mnogih nekrvotvornih tkivih. Dokazano je, da ima Epo za$¢itno vlogo v centralnem
zivénem sistemu, celicah srca, prebavnega trakta, reprodukcijskih organov in endotelija
(Grasso, 2004; Um et al., 2007; Ehrenreich et al., 2002; Hanlon et al., 2005; Vesey et al.,
2004; Bagnis et. al., 2001). Kot kaze, je Epo bolj pomemben pleiotropi¢ni dejavnik za rast
in prezivetje celic, kot so sprva mislili (Slika 1). Epo in EpoR se izrazata tudi pri mnogih
tipih raka (Westenfelder in Baranowski, 2000; Juul et al., 1999; Juul et al., 2000; Yasuda et
al., 1998) in pri rakavih celi¢nih obolenjih, kjer njuna funkcija Se vedno ni pojasnjena.

Konec 80. Let prejSnjega stoletja so z izrazanjem Epo v ovarijskih celicah kitajskega hrc¢ka
(CHO) oziroma ledvi¢nih celicah mladica hr¢ka (BHK) pripravili rekombinantni humani
eritropoetin (rHuEpo). Danes je poznanih ve¢ tipov rekombinantnih eritropoetinov (Glaspy
et al., 1997; Demetri et. al., 1998; Gabrilove et. al., 2001; Vensteenkiste et. al., 2002), ki se
razlikujejo po zgradbi sladkornih verig, naéinu priprave ter farmakokineti¢nih in
farmakodinamiénih lastnostih. Rekombinantni humani Epo (rHuEpo) se uporablja za dvig
ravni hemoglobina (Hb) pri bolnikih z anemijo (Hodges et al., 2007). Posledica anemije je
povecana utrujenost, zmanjSana aktivnost in splo$na slabsa kakovost Zivljenja. Med vzroki,
ki botrujejo nastanku anemije, so nekateri Se posebej v ospredju. Tako je bilo ugotovljeno,
da lahko anemija (slabokrvnost) nastane zaradi vnetnega odgovora, krvavitve, hemolize,
odpovedi ledvic, rasti tumorja v kostnem mozgu in tudi kot posledica zdravljenja raka s
kemoterapijo oziroma z obsevanjem. Nekatere raziskave kazejo, da je anemija napovedni
dejavnik slabSega prezivetja bolnikov z rakom. Zdravljenje z rHuEpo odpravi anemijo,
zmanj$a potrebo po transfuziji in izboljsa bolnikovo pocutje. Poleg tega rHuEpo izboljsa
uspesnost kemo- in radioterapije zaradi boljSe prekrvavljenosti in preskrbe tumorja s
kisikom (Cella et al., 2003; Glaspy et al., 1997). Toda po drugi strani prisotnost Epo in
njegovega receptorja (EpoR) pri mnogih tipih raka in rakastih celi¢nih linijah postavlja pod
vprasaj terapevtske u¢inke rHuEpo pri bolnikih z rakom. Nakazuje se namre¢ moznost, da
rHuEpo vpliva na hitrejSo rast tumorja, pospesuje njegovo oziljenje in §¢iti rakaste celice
pred apoptozo. Dve klini¢ni §tudiji (Leyland-Jones, 2003; Henke et al., 2003) sta leta 2003
pokazali slabse prezivetje bolnikov, pri Katerih je bila kemo- in radioterapija kombinirana z
rHUEpo, v primerjavi z bolniki, ki so prejemali samo transfuzijo krvi. V letu 2007 so
dodatne analize bolnikov iz Studije, ki so jo izvajali Henke et al. (2003) pokazale, da
zdravljenje z rHUEpo prizadene bolnike, ki imajo izrazen eritropoetinski receptor (EpoR)
(Henke et al., 2006). Naknadne raziskave so dokazale pomanjkanje specifi¢nosti protiteles
za EpoR, ki so bila uporabljena za odkrivanje izrazanja proteina EpoR (Elliott et al., 2006).



Stepisnik T. Primerjava izrazanja ... eritropoetinskega receptorja ... med izpostavitvijo eritropoetinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

S temi raziskavami se Siroka klini¢na uporaba Epo postavlja pod vprasanje in mora biti
ocenjena ponovno.

Od leta 2003 je bilo objavljenih osem klini¢nih $tudij v katerih je bilo po tretiranju tumorja
z rHuEpo dokazano bodisi povecano napredovanje tumorja, pove¢ana smrtnost ali trend
slabsega prezivetja (Leyland-Jones, 2003; Henke et al., 2003; Leyland-Jones et al., 2005;
Temkin et al., 2006; Overgaard et al., 2007; Wright et al., 2007; Smith et al., 2008;
Thomas et al., 2008, Amgen Announces, 2010). Stevilne reprezentativne $tudije pa so po
drugi strani pokazale koristen ucinek stimulatorjev eritropoeze oz. njihov uc¢inek ni imel
nezelenih posledic.

Nasprotujoce si ugotovitve o uc¢inkih rHuEpo (Slika 1) v predklini¢nih in klini¢nih $tudijah
ter njegove ugotovljene pleiotropi¢ne lastnosti vsekakor terjajo razjasnitev mehanizma
delovanja rHUEpo za odgovorno ravnanje med zdravljenjem.
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»ras TN
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Slika 1: Taré¢na tkiva eritropoetina

Epo, ki krozi po telesu, primarno vpliva na eritroidne celi¢ne linije. Poleg tega hormon sprozi angiogenezo. V
mozganih ima Epo parakrin vpliv. Opazen je bil nevroprotekcijski in kardioprotekcijski vpliv farmakolosko
pripravljenega rHuEpo. Vprasanje o vplivu Epo na rast tumorja ostaja odprto (povzeto po Jelkmann, 2004).

1.2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Na$ namen je bil preuciti vpliv rekombinantnega humanega eritropoetina (rtHUEpo) na
izrazanje eritropoetinskega receptorja v tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke.
Nasa temeljna hipoteza je, da deluje eritropoetin razlicno na proliferacijo tumorskih in
normalnih celic dojke. Poleg tega smo predvidevali, da je izrazanje gena za eritropoetinski
receptor razli€no pri tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Domnevali smo tudi, da
kroni¢na izpostavljenost celic eritropoetinu spremeni njihovo odzivnost.
Zato smo se odlocili, da bomo v okviru diplomskega dela:
- s pomoc¢jo MTT testov spremljali vpliv rekombinantnega humanega eritropoetina
na proliferacijo pri tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke,
- S polimerazno reakcijo v realnem c¢asu raziskali izrazanje eritropoetinskega
receptorja v tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke,
- preverili, ali se po kroni¢ni izpostavljenosti celic rHuEpo spremeni odzivnost celic
na nivoju proliferacije in izrazanja eritropoetinskega receptorja.



2'1'%manj§ujejo ogrozenost z rakom in preverja povezave med izpostavljenostjo in boleznijo.
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2 PREGLED OBJAV
21 RAK

Razsirjenost raka

Onkoloska epidemiologija preucuje razsirjenost raka pri prebivalstvu v raznih ¢asovnih
obdobjih in na razli¢nih zemljepisnih obmog¢jih. I$¢e dejavnike, ki povecujejo ali

Najpomembnejsi kazalniki pri ocenjevanju bremena raka so incidenca, prevalenca,
umrljivost in prezivetje. NatanCni in zanesljivi podatki o zbolelih za rakom na nekem
obmocju se zbirajo v registrih raka; v Sloveniji ze od leta 1950 deluje Register raka
Republike Slovenije. Obolevnost v razvitejSem svetu je vedja, in sicer iz ve¢ razlogov:

- podaljsana zivljenjska doba,

- demografski dejavniki (spol, starost, zemljepisna lega),

- dejavniki materinstva (zgodnja menarha, pozna mena, starost ve¢ kot 30 let ob

prvem porodu, nerodnost, nizko Stevilo otrok, opustitev dojenja),

- eksogeni hormoni (oralna kontracepcija, hormonsko nadomestno zdravljenje),

- zivljenjski slog (alkohol, prehrana z nasi¢enimi mas¢obnimi kislinami, debelost),

- lonizirajoCe sevanje,

- mamografska nepreglednost dojk,

- Vi§ja telesna viSina,

- dednost.

V svetu zboli za rakom letno ve¢ kot 12 milijonov ljudi, 7,6 milijona pa jih zaradi raka
umre. V Sloveniji letno zboli za rakom ve¢ kot 10.000 prebivalcev, umre pa jih okrog
6.000. Rak postaja v razvitem svetu glavni vzrok smrti in podobno kot v drugih evropskih
drzavah je tudi pri nas na drugem mestu med vzroki smrti (Novakovi¢, 2009).

V razvitejSem svetu je pri moskih najpogostejsi rak plju¢, pri Zenskah pa rak dojke. To
velja tudi za Slovenijo. Po podatkih Registra raka za Slovenijo se obolevnost z rakom
dojke povecuje od leta 1950. Vsak peti novi primer raka je rak na dojki. Z obolevnostjo
okrog 100/100.000 Zensk (1073 novih bolnic leta 2003) se Slovenija uvrS¢a v sredino

svetovne lestvice (Teden boja..., 2010).

Nastanek raka — kancerogeneza

Proces kancerogeneze je dolgotrajen in zapleten. Na splosno govorimo o treh osnovnih
stopnjah, ki vkljuCujejo vrsto razlicnih podstopenj: 1) iniciacija, ii) promocija in 1iii)
progresija. Osnovne lastnosti rakaste celice so: samozadostnost za lastno proliferacijo,
neodzivnost na signale, ki uravnavajo $tevilo celi¢nih delitev, neodzivnost na signale, ki
sprozajo apoptozo, genomska nestabilnost, preureditev tvorbe citokinov in izrazanja
celi¢nih antigenov, zmoznost prehoda v limfni in krvni obtok ter zmoznost pritrditve v
drugih organih in ponovna klonalna rast (Novakovi¢, 2009).

Obstaja vec teorij o nastanku raka. Hipoteza o klonalni evoluciji tumorskih populacij, ki se
je pojavila v 80. Letih prejSnjega stoletja pravi, da tumor nastane iz enake vrste celic. Ta
hipoteza velja Se danes. Hipoteza o monoklonalnem razvoju tumorjev pa trdi, da nastane
tumor iz ene same poSkodovane (mutirane) celice. Zacetnim mutacijam sledijo nove, ki
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destabilizirajo celice tako, da postajajo dovzetnejSe za nove mutacije in tako pridobijo
vecjo evolucijsko prednost, kar pomeni, da lazje prezivijo v spreminjajocem se tkivu, v
katerem nastaja nova tumorska masa. Gre torej za pravo darvinisti¢no teorijo evolucije, ki
v tem primeru velja za rast novega, sistemu tujega organa — tumorja (Lah, 2011).

Pri tumorski celici gre za zaporedje sprememb v jedru oziroma genskem zapisu v tako
imenovanih onkogenih (odgovorni za celi¢no delitev ter podvojevanje DNA) in tumor-
supresorskih genih (odgovorni za preverjanje podvojene DNA ter nadzor celi¢nega cikla)
ter v dolo¢enih genih (CIN-genih), ki so odgovorni za dodatno destabilizacijo novo
nastajajoce tumorske celice. Onkogeni so med procesom kancerogeneze spodbujeni k ¢im
vecji ekspresiji, medtem ko so tumor-supresorski geni spremenjeni tako, da je njihova
ekspresija zmanjSana oz. da je njihov produkt funkcionalno neaktiven. Na proces
kancerogeneze vplivajo tudi drugi dejavniki, ki neposredno ne povzrocajo sprememb v
nukleotidnem zaporedju DNA in jih imenujemo epigenetski dejavniki (Slika 2). Prav tako,
kot mutageni dejavniki, tudi epigenetski dejavniki najpogosteje prizadenejo regulatorne
gene — protoonkogene, tumor-supresorske gene in ostale gene, ki so vkljuceni v nadzor
podvojevanja celicne DNA oz. celice same.

EPIGENETSKI DEJAVNIKI

- tumor-supresorski geni

» hipermetilacija » utiSani

- DNK popravljalni geni

- geni odgovorni za metastaziranje

Slika 2: Epigenetski dejavniki

Epigenetski dejavniki spreminjajo predvsem metilacijo DNA. Preve¢ metilirani geni se ne prepisujejo,

medtem ko se premalo metilirani geni prepisujejo prekomerno. Poleg metilacije same DNA lahko delovanje

epigenetskih dejavnikov spremeni strukturo kromatina — acetilacija, fosforilacija, metilacija histonov
2 1 @ovzeto po Novakovi¢, 2009).

Vrste tumorjev

Da bi celica »zaZivela« kot rakasta celica, mora torej nakopiciti celo vrsto sprememb in si
pridobiti lastnosti, ki jo naredijo razmeroma neodvisno od ustaljenin mehanizmov v
normalnih celicah. Ker so ti mehanizmi odvisni od vrste celice oz. tkiva, iz katerega celica
izhaja, so kombinacije sprememb oz. lastnosti, ki jih mora rakasta celica pridobiti, razlicne
za razli¢ne vrste raka. Pri osnovnem razvr§€anju upoStevamo mesto oziroma organ, kjer se
je rak pojavil (govorimo npr. o raku dojke, raku pljuc, kostnem raku), natancnejSo vrsto pa
dolo¢imo z mikroskopskim pregledom rakastega tkiva.

Loc¢imo stiri kategorije raka:
- Karcinomi so maligni tumorji, ki zrastejo iz epitelnih celic (celic vrhnjice), ki
gradijo vecino telesnih organov. V kategorijo karcinomov uvrS¢amo okrog 80 %
vseh rakov.
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- Sarkomi so maligni tumorji, ki zrastejo iz celic opornih tkiv in se pojavljajo zlasti v
vezivu, mascevju, kosteh in hrustancu.

- Levkemije so rakaste bolezni krvi in krvotvornih organov. V nasprotju z vecino
drugih rakov se navadno ne pojavljajo v obliki bul ali zatrdlin.

- Limfomi so rakaste bolezni limfatiCnega sistema, ki ga v telesu tvori omrezje
mezgovnic in bezgavk. Limfati¢ni sistem deluje kot nekaksen filter, ki preprecuje,
da bi telesu nevarne snovi (npr. mikroorganizmi) vdrle v krvni obtok (Osnovna
dejstva o raku, 2010).

Glede na vrsto tumorja (Slika 3) pa lo¢imo:

- Benigni tumorji so tumorji, grajeni iz celic, ki so podobne normalnim in imajo le
omejeno sposobnost rasti. Ce jih odstranimo z operacijo, se praviloma ne ponovijo.
Benigni tumorji se ne razsirijo v druge dele telesa in ne ogrozajo zivljenja, zato jih
ne Stejemo med rakaste tvorbe.

- Maligni tumorji so rakaste tvorbe, grajene iz nenormalnih celic, ki se neurejeno in
nenadzorovano delijo in razras¢ajo. Tumorske celice se vras¢ajo v sosednja tkiva in
jih okvarjajo. Pogosto prodrejo tudi v mezgovnice in zile, limfni in krvni obtok pa
jih razneseta v oddaljene organe, kjer se tvorijo novi tumorji, t. i. zasevki ali
metastaze.

Mati¢na celica

l Dif I 5,08 0); Benigni rak z omejenim
SENCANE. ey 2100 1501 | proliferacijskim

P omejena rast AP .

; / 97 potencialom

O | Diferenciacija: 5000

\ pridobitev P 000“0 O

samoobnovitvenega —’ o | = qo, 0 Q'O
potenciala

.\a’Ia]igne. maticne Heterogene maligne
celice maticne celice
Slika 3: Prikaz razvoja benignega in malignega tumorja

Med karcinome spada tudi rak dojke. Najpogosteje se zacne v epitelnih celicah duktusov in
lobulov (Fras, 1994; Mutschler, Derendof, 1995). V najzgodnejSem obdobju se rakave
celice Sirijo le po duktusih oziroma lobulih. Od veziva (strome) jih lo¢i bazalna membrana.
To obliko imenujemo neinvazivni karcinom ali karcinom in situ. Ce je bolezen odkrita v
tem stadiju, je skoraj vedno ozdravljiva, ker se celice pri tej obliki ne raznaSajo po telesu.
O invazivnem karcinomu govorimo takrat, ko so rakave celice Ze presle skozi bazalno
membrano in se vra$¢ajo v stromo dojke (Slika 4).
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Slika 4: Prikaz nastanka raka dojke

2.2 ERITROPOEZA IN ANEMIJA

Nastajanje rde¢ih krvnick oz. eritrocitov imenujemo eritropoeza ali eritrocitopoeza. Gre za
dva procesa, ki pa potekata hkrati; to sta proliferacija (delitev) in diferenciacija
(dozorevanje).

Eritrociti se v prvi vrsti kot vse druge krvne celice razvijejo iz pluripotentnih mati¢nih celic
(PMC), ki se po enem obdobju razvijejo v multipotentne matiéne celice mieloi¢ne vrste
(MMC-M), slednje pa v usmerjene mati¢ne celice (UMC) eritroblastne vrste.

Sele iz mati¢nih celic, usmerjenih v rdedo vrsto (UMC), se lahko prepozna znadilne
predhodnike, ki jih je morfolosko mogoce razlikovati od drugih celic. S skupnim imenom
jih imenujemo eritroblasti. Nadaljnji razvoj poteka po naslednjih stopnjah:

Pronormoblast — bazofilni normoblast — polikromati¢ni normoblast — ortokromati¢ni
normoblast — retikulocit — eritrocit.

Eritropoeza pred rojstvom poteka v jetrih, vranici in kostnem mozgu, po rojstvu pa le Se v
kostnem mozgu, nadzorovana pa je preko zaspletenega sistema humoralnih rastnih
dejavnikov in citokinov. Stimulira jo hormon eritropoetin, ki ga ob pomanjkanju kisika v
tkivih (hipoksiji) izlo¢ajo ledvice (Slika 5). Motnje eritropoeze se kazejo v obliki anemije.

. rdece krvne celice
kostni

i o
Pt

povecana tvorba rdecih krvnih celic

|

v

povecan pomanjkanje _ &
odgovor na kisika »n 1
eritropoetin (hipoksija) |
\\ ) povecana tvorba eritropoetin/ ledvice
g
eritropoetin

Slika 5: Eritropoeza pod vplivom hormona eritropoetin

Prirejeno po http://www.empowerthepatient.com/red-blood-cells.htm.
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Anemija ali slabokrvnost je bolezensko stanje, kjer je zmanjSana celotna koliCina
hemoglobina (Hb), kar je posledica bodisi primanjkljaja eritrocitov bodisi manjse koli¢ine
hemoglobina v eritrocitih. Zaradi zmanjsane koli¢ine hemoglobina se zmanjSa sposobnost
krvi, da prenasa kisik po krvnem obtoku do posameznih tkiv, ki ga nujno potrebujejo za
normalno delovanje.

Hb je sestavljen iz proteinskega dela — globina in hema, ki je obarvan in vsebuje zelezo.
Molekula hemoglobina je tetramer, sestavljen iz dveh podenot a in dveh podenot . V
enem litru krvi se lahko prenasa okoli 190-200 ml kisika. Anemijo ocenimo iz
koncentracije hemoglobina v krvni sliki. Normalne vrednosti Hb so za Zenske od 120 g/l
do 160 g/l in za moske od 140 g/l do 180 g/1. Nizje vrednosti so lahko znak anemije.
Vzroki za nastanek anemije so v sploSnem slaba absorpcija ali pomanjkanje Zeleza,
vitamina B12 ali folne kisline, izguba krvi, bolezni kostnega mozga, rak ali kemoterapija.

Anemija se pojavi pri ve¢ kot 50 % rakavih bolnikov. Pogostost je sorazmerna s starostjo
in Casom diagnosticiranja raka (anemija se pogosteje pojavi pri starejSih bolnikih) (Krantz,
1994). Anemija pri rakavih bolnikih je lahko bodisi rezultat razvoja bolezni same ali pa kot
posledica zdravljenja in predvsem kemoterapije ter radioterapije. Pri tem lahko:

- ledvice postanejo nezmozne tvorbe zadostne koliine eritropoetina za zacetek

nastajanja eritrocitov,
- kostni mozeg se lahko za¢ne pomanjkljivo odzivati na eritropoetinski signal,
- nekateri raki povzrocajo krvavitve, kar vodi v izgubo rdecih krvnih celic.

2.3 ERITROPOETIN

231 Opis in fizioloska vloga

Eritropoetin (Epo) je glikoproteinski hormon iz skupine citokinov, ki sluzi primarni
regulaciji eritropoeze (s stimulacijo rasti, prepreCevanjem apoptoze in prozenjem
diferenciacije predhodnikov eritrocitov) (Mannello in Tonti, 2008) in so ga prvi¢ izolirali
iz urina leta 1977 (Miyake, Kung in Goldwasser, 1977). Nastaja v ledvicah (90 %) ter
jetrih (10 %) in se kot odgovor na tkivno hipoksijo izlo¢a iz peritubularnih celic (Kocjanc¢i¢
et al., 2005). Posledi¢no se dvigne koncentracija Epo v plazmi, nastaja vec eritrocitov
(Erc), kar omogo¢i normalno tkivno oksigenacijo. To preko povratne zanke vpliva na
manjS$e nastajanje Epo in posledi¢no Erc (Ferrario, 2004).

Gen za Epo je bil prvi¢ kloniran in izrazen leta 1985 (Jacobs, 1985; Lin, 1985). Lociran je
na kromosomu 7 na mestu 7q22 kot enojna kopija v 5,4 kb fragmentu DNA, ki vsebuje 4
introne in 5 eksonov. Gen kodira 193 AK (aminokislin) dolgo zaporedje, od katerega se
odcepi 27 AK dolg signalni peptid. Po cepitvi signalnega peptida in posttranslacijskih
spremembah je zrel protein zgrajen iz 165 AK in ima molekulsko maso 18.398 Da (Slika
6) (Breymann, 2000). Molekulska masa Epo doloc¢ena z elektroforezo znasa 34 kDa. Epo
ima dve intramolekularni disulfidni vezi (C7-C161 in C29- C33) in 4 neodvisne sladkorne
verige pripete na asparaginske ali serinske aminokislinske ostanke. Polisaharidi
predstavljajo kar 40 % molske mase proteina. Sladkorne komponente niso pomembne za in
vitro aktivnost eritropoetina, saj se na eritropoetinski receptor veze s proteinskim delom.
Tri N-glikozidno vezane sladkorne verige na asparaginih (N24, N38 and N83) so
pomembne pri bioloski vlogi hormona in vivo, kot so biosinteza, sekrecija ter stabilizacija
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v obtoku in tako zmanjSujejo eliminacijo eritropoetina. O-glikozidno vezana veriga na
serinu (S126) nima znane vloge (Romanowski, 1994; Jelkmann, 2004).

N-vezana

glikozilacija

4+ O-vezana
glikozilacija

Slika 6: Kemijska struktura ¢loveskega eritropoetina

Prirejeno po Mulcahy 2001.

Glikozilacija je nujno potrebna za biolosko aktivnost eritropoetina in vivo za vzdrzevanje
zadostne koli¢ine Epo v krvnem obtoku. Deglikoziliran Epo je sicer tisti, ki izraza polno

biolosko aktivnost, vendar pa se kot tak tudi zelo hitro izloCa iz organizma preko jeter
(Ferrario, 2004).

232 Rekombinantni humani eritropoetin

V primerih nezadostne eritropoeze lahko kot eno od oblik terapije uporabljamo tudi Epo,
pridobljen s tehnologijo rekombinantne DNA — rHuEpo (rekombinantni humani
eritropoetin). RhuEpo pridobivamo iz celi¢ne kulture ovarija kitajskega hrcka (CHO) s
tehnologijo rekombinantne DNA. V Kliniki se uporabljajo ve¢ oblik rHUEpo, med katerimi
so najpogostejse: epoetin alfa in epoetin beta (zaporedje 165 AK z razlicnim
glikozilacijskim vzorcem) ter darbepoetin alfa (hiperglikoziliran derivat z daljsim
razpolovnim ¢asom) (Waller et al., 2005).

Razlika v glikozilaciji med epoetinom alfa, epoetinom beta in darbepoetinom alfa je vidna
na sliki 7 (prirejeno po Kreft, 2005).

f?Y% . PPYPP. IYY PY.

rHuFpo Darhepoetin alfa
3-N-vezana veriga ogljikovih hidratov 4-N-vezana veriga ogljikovih hidratov 5-N-vezana veriga ogljikovih hidratov
- do 14 sialiénih kislin - do 18 sialiénih kislin - do 22 sialiénih kislin
- 30.400 Daltonov - 33.750 Daltonov - 37.100 Daltonov
- ~40% ogljikohidratov - ~45% ogljiikohidratov - ~51% ogljikohidratov
- pl~40 - pl~365 opl~33
BIOLOSKA AKTIVNOST

PREZIVETJEV SERUNMU

VEZAVA RECEFTORJA

Slika 7: Biokemi¢na in biolo§ka struktura rHuEpo in nekaterih analogov rHUEpo

Biokemic¢na in bioloska struktura rHuEpo in analogov rHuEpo, ki vsebujejo 4 in 5-vezano verigo ogljikovih
hidratov (Egrie, 1997).
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RHuEpo se uporablja za zdravljenje slabokrvnosti, in sicer za:

- zdravljenje anemije, povezane s kroni¢no odpovedjo ledvic pri dializnih bolnikih,

- zdravljenje simptomati¢ne anemije pri bolnikih, ki se Se ne zdravijo z dializo,

- preprecevanje anemije pri nedonosenckih,

- prepreCevanje in zdravljenje anemije pri odraslih bolnikih s solidnimi tumoriji,
multiplim melanomi, ne-Hodkinovimi limfomi, malignimi limfomi,

- povecanje koli¢ine avtologne krvi pri bolnikih v programu avtolognega darovanja
Krvi in

- zmanjSanje izpostavljenosti alogenim transfuzijam krvi pred ve¢jimi ortopedskimi
kirur§kimi posegi.

Od leta 2008 se vsi stimulatorji eritropoeze (tudi rHUEpo), uporabljajo le za tiste rakave
bolnike z anemijo kot posledico kemoterapije, pri katerih nivo hemoglobina v krvi pade
med 9 in 11 g/dl (Rizzo et al., 2008; Greil et al., 2008).

2.4 ERITROPOETINSKI RECEPTOR

Eritropoetinski receptor (EpoR) je transmembranski protein tipa-1 in pripada citokinski
druzini receptorjev (Bazan, 1990; D'Andrea et al., 1989; Klingmuller, 1997; Wojchowski
et al., 1999; Farrel, 2004). V to druzino uvrs¢amo tudi receptorje drugih krvotvornih
rastnih faktorjev, vklju¢no z rastnimi hormoni, prolaktin, G-CSF, GM-CSF, trombopoetin,
onkostatin M in nekaterimi interlevkini. Receptorji iz te druzine imajo nekatere skupne
znacilnosti kot je ekstracelularna domena za vezavo liganda z dvema ohranjenima paroma
cisteinskih ostankov in ohranjenim motivom WSXWS, ki je lociran blizu transmembranski
domeni. Skupna znaCilnost je tudi enojna transmembranska domena in intracelularna
domena (z motivoma Box1 in Box2) brez katalitske aktivnosti. (Slika 8).

)

dvapara W
cisteina

Ekstracelularna
domena

WSXWS
< motiv

Celi¢na membrana

<4 Box 1

"
«Box2 Intracelularna
domena

A4

Slika 8: Shematski prikaz eritropoetinskega receptorja

Ekstracelularna in intracelularna domena EpoR sta zasidrani v membrano (prirejeno po Mulcahy 2001).

Eritropoetinski receptor se v eritropoetskih mati¢nih celicah pojavlja v treh razli¢nih
oblikah: v normalni funkcionalni F-EpoR s 484 aminokislinami (ang. full-lenght form),
okrnjeni T-EpoR s 303 aminokislinami (ang. truncated form) in topni obliki S-EpoR s 115
aminokislinami (ang. soluble form) (Nakamura, 1992) (Slika 9). T-EpoR se pojavlja v treh
izoformah, ki so vezane na membrano, a imajo v intracelularni domeni skrajsan C-
terminalni del, ki je odgovoren za prenos signala. S-EpoR pa se pojavlja v dveh izoformah,
ki imata le ekstracelularno domeno.
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Tako na membrano vezan T-EpoR kot topen S-EpoR lahko veZeta Epo, vendar se pri tem
nadaljnja signalna tansdukcija Epo ne sprozi. Tako z divjim tipom EpoR tekmujeta za
vezavo eritropoetina (Sakanaka, 1998). Vendar pa fizioloSke vloge posameznih oblik EpoR
Se niso znane (Sinclair, 2007).

Aekson|1! 20 3 5 6 7 _*8

o
S
i | 3 0 3 v
transkripti EPOR 5 14V 55 6.7 & %8 . »PN* o
FEPORC I T 1T 1 Wk 1 1 R
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T-EPORC_1—TI g ) e o 71— ) [—| 1"}’P~
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pstate N M B
07-311 I
SaNt2 (U7 e
H194
Box-1
Box-2
Y344 ¢
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Slika 9: llustracija gena za eritropoetinski receptor (EPOR) in alternativne kopije EpoR

Gen EPOR z alternativnimi transkripti: prikazano je Stevilo eksonov. * prikazuje stop kodon. B) EpoR
proteinske oblike z dolo¢eno vlogo. Mesto vezave komercialnih protiteles na peptid EpoR (modri kvadratek).
Oranzni kvadratki so tirozini (Y) v citoplazmski domeni, potrebni za signalizacijo. Prikazani so tudi
nehomologni deli okrnjene oblike EpoR (T-EpoR) (siva) in topne oblike EpoR (S-EpoR) (vijoli¢na) v
primerjavi z normalno obliko EpoR (F-EpoR); aa — aminokislina (prirejeno po Sinclair, 2007).



11

Stepi$nik T. Primerjava izrazanja ... eritropoetinskega receptorja ... med izpostavitvijo eritropoetinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

2.5 MEHANIZEM DELOVANJA EPO-EPOR

Aktivacija signalizacije Epo-EpoR

Epo deluje na hormonski in avtokrini/parakrini nacin preko razli¢nih receptorjev, katerih
delovanje se ne prekriva (Manello, 2008).

25.1 A Hormonski nacin B Avtokrini/parakrini naéin
) . ) kopicenje RBC
hipoksija ledvic & T Vnetje Tumor
eritroidni

progenitorji

EpoR ’ ' EpoR/B-CR

Homodimer Heterokompleks

Signalna transdukcija v jedru

Slika 10: Hormonsko ter avtokrino in parakrino delovanje Epo

Epo uravnava Stevilo eritrocitov v krvi preko negativne povratne zanke, ki je znacilna za
endokrini hormon. Eritropoetski odziv na Epo poteka preko aktivacije EpoR in signalnih
poti (Slika 11). Ker EpoR nima endogene tirozin kinazne aktivnosti, se fosforilacijska
kaskada, ki jo inducira Epo, za¢ne S proteinom Janus tirozin kinazo 2 (JAK2), ki je
povezana z motivom Box1-Box2 v intracelularni domeni EpoR. Kot je prikazano na sliki
11, ob vezavi na predhodno formirani homodimer EpoR (Constantinescu, 1999) Epo
povzroci aktivacijo JAK2 preko avtofosforilacije. Aktivirana JAK2 inducira fosforilacijo
osmih tirozinskih mest na distalnem delu intracelularne domene EpoR (Frank, 2002), ki po
fosforilaciji predstavljajo vezavna mesta za Stevilne intracelularne signalne proteine, ki
pozneje aktivirajo Stiri glavne signalne poti za hematopoetski odziv na Epo: signalna pot
JAK2/STATS (transduktor in aktivator signala 5), signalna pot MAPK (protein kinaza
aktivirana z mitogenom), signalna pot PI3K/AKT (kinaza fosfatidilinozitol 3) in signalna
pot PKC (protein kinaza C) (Boudot, 1999). Prvi od signalnih proteinov, ki se aktivirajo in
disociirajo od EpoR, so STATS5, ki se translocirajo v jedro in aktivirajo taréne gene,
kljucne za prezivetje predniskih eritroidnih celic, njihovo proliferacijo, diferenciacijo
(Wojchowski, 1999) in sintezo hemoglobina. Te signalne poti, ki so bile odkrite v
krvotvornih celicah, lahko prav tako prispevajo k razumevanju dogajanja v nekrvotvornih
in rakavih celicah.
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Slika 11: Vezava, aktivacija in deaktivacija EPO-EPOR signalne poti

Vezava Epo na homodimer EpoR, aktivacija preko signalne poti JAK2/STATS5 in njena deaktivacija preko
ve¢ mehanizmov (prirejeno po Szenajch, 2010).

Za razliko od eritropoeze, Epo v nekrvotvornih in rakavih tkivih deluje na
avtokrini/parakrini nacin. Poskodba tkiva, lokalno vnetje, hipoksija in metabolni stres
sprozijo sintezo faktorjev, ki inducirajo hipoksijo (HIF), odgovorno za lokalno povisanje
koncentracije Epo. Tkivno avtokrino/parakrino delovanje Epo ni odvisno od aktivacije
homodimera EpoR, ampak od drugega receptorskega kompleksa, ki vkljucuje EpoR in
dimer B-CR (B-podobni receptor, znan tudi kot CD131) (Brines, 2004; Rossert, 2005;
Sinclair, 2007; Konstantinopoulos, 2007). Za aktivacijo tkivnega heterokompleksa EpoR je
kratkotrajno potrebna visoka koncentracija Epo, ker je vezavna afiniteta bistveno nizja od
koncentracije Epo v krvi. Interakcija med intracelularno domeno EpoR in podenoto B-CR
vodi do aktivacije vecih signalnih poti in posledi¢no transkripcijske aktivacije Stevilnih
genov. Signalna kaskada JAK2/STATS5/MAPK/PI3/AKT, vkljuCena v eritropoezo, je
prisotna tudi pri delovanju tkivnega Epo preko kompleksa EpoR/B-CR, vendar nadaljnje
signalne poti, ki se aktivirajo (NFxB, IAP, HSP70) niso raziskane v celoti.
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Deaktivacija signalizacije Epo-EpoR

Medtem ko fosforilacija aktivira signalizacijo Epo-EpoR, jo defosforilacija zavira (Slika
11). Proteinsko tirozinsko fosfatazo SHP-1 uvr§¢amo v poddruzino citosolnih proteinskih
» 5 Yrozin fosfataz, ki imajo v svojem zaporedju dve domeni SH2 (SCR homology 2). SHP-1
se preko SH2 domene veze na fosfotirozin (na mestu Y429) na EpoR, povzroci
defosforilacijo in s tem inaktivacijo JAK2, kar zmanj$a aktivacijo signalne kaskade.
Tudi proteini SOCS (Cytokine inducible SH2-containing protein) imajo pomembno viogo
pri prekinitvi signala Epo-EpoR. Sestavljeni so iz N-terminalne domene, osrednje SH2
domene in C-terminalne SOCS domene. SOCS so vklju¢eni v negativni povratni zanki.
Poleg SOCS sodeluje pri negativni povratni zanki Se protein Cis (ang. Cytokine inducible
Src homology-2 containing protein). Oba se vezeta na tirozinske ostanke (na mestu Y401).
S tem preprecita vezavo proteinom STAT in SHP2. Poleg tega SOCS sodelujejo Se pri
ubikvitinaciji JAK2.
Tretji mehanizem deaktivacije predstavlja internalizacija in razgradnja EpoR (Walrafen,
2005). Po vezavi Epo na EpoR se receptorski kompleks takoj poliubikvitinira (Beckman,
1999), za kar je potrebna aktivna JAK2 kinaza. Ubikvitinacija je signal za vezavo na
proteasome, kjer pride do razgradnje vecjega dela citoplazemske domene EpoR s
fosfotirozini. S tem se prepreci nadaljnja signalna transdukcija. Razcepljen receptor EpoR
z vezanim Epo se potem internalizira in razgradi v lizosomih. Nekaj kompleksov EpoR se
razstavi in reciklira nazaj na membrano, kjer se kot topni fragmenti Epo in EpoR izloc¢ajo v
ekstracelularni prostor za nadaljnjo aktivnost.
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3

MATERIAL IN METODE

3.1 GOJENJE CELICNIH KULTUR

311

3.1.2

Kemikalije
Gojisce »Roswell Park Memorial Institute« (RPMI 1640), liquid (GIBCO)

liquid (GIBCO, ZDA)

Fetalni goveji serum (FBS) (GIBCO, ZDA)

Antibiotik/antimikotik AA (100x) (GIBCO, ZDA, 100 mL)

Insulin (Sigma, ZDA); stock=10 mg/ mL; 0,5 mL/ 500mL

Hydrocortisone HC (Sigma, ZDA); zatehtali, raztopili v dH,O/EtOH = 1:1, sterilno
filtrirali, stock=1 mg/mL

EGF (Sigma, ZDA); stock = 10 ng/mL; 1 mL/ 500 mL medija

Slani fosfatni pufer (PBS) (pH = 7,4 £0,2) ?

10 x PBS (GIBCO, Invitrogen, ZDA)

Tripsin/ Etildiaminotetraocetna kislina (EDTA): 0,5 g tripsina, 0,2 g EDTA, 0,85 g
NaCl /1 (Sigma, ZDA)

Dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma, ZDA)

Hanksova ozmolarna raztopina soli (HBSS) (Gibco, ZDA)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid formazan (MTT)

Natrijev dodecil sulfat (SDS)

Eritropoetin (Roche, Svica), koncentracija standarda= 1,96 mg/mL, merjeno pri
280 nm, aktivnost pripravka= 204.100 IU/mg, navidezna molekulska masa= 70
kDa

Celicne kulture

MCF-10A (ATCC stevilka CRL-10317); ¢loveske epitelne celice iz tkiva dojke
Celi¢na linija MCF-10A (Slika 12/a) je ¢loveska netumorigena epitelijska celi¢na
linija iz tkiva dojke. Linija je bila izdelana v trajni kulturi v serumu brez medija z
nizko koncentracijo Ca**. MCF-10A izhajajo iz adherentnih celic v populaciji
MCEF-7 (ATCC stevilka HTB-22); ¢loveske epitelne celic adenokarcinoma dojke v
fazi metastaze

Celicna linijja MCF-7 (Slika 12/b) je <c¢loveska epitelna celicna linija
adenokarcinoma dojke v fazi metastaze. Ohranja nekatere znacilnosti
diferenciiranega epitelija mle¢nih Zlez vklju¢no s sposobnostjo izgradnje estradiola
preko citoplazemskega receptorja za estrogen in zmoznostjo izoblikovanja kupole
(ang. »domes«). Vsebuje Tx-onkogen.

~ - e
P , .
V. 9 .
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Odtaljevanje in gojenje celic

Celice MCF-7 in MCF-10A so bile shranjene v tekocem dusiku pri -196 °C. Vialo s
celicami smo odtalili pri sobni temperaturi in vsebino prenesli v 25 cm?-posodo za gojenje
3.1 §elic ter dodali ustrezen medij za gojenje. Pred prvim precepljanjem po odmrzovanju smo
za za$Cito proti okuzbi v gojis¢e dodali tudi 1 X raztopino antibiotika, antimikotika (AA)
(100 x). Po 24 urah smo medij zamenjali s svezim, da smo odstranili dimetilsulfoksid
(DMSO, krioprotektant med zamrznitvijo) in AA.
Celice MCF-10A smo gojili v gojis¢u D-MEM (ang. Dulbecco/Vogt Modified Eagle's
Minimal Essential Medium) s 5-odstotnim FBS (ang. Fetal bowin serum), 10 mg/mL
insulina, 20 ng/mL EGF in 0,5 ng/mL HC, celice MCF-7 pa so rastle v gojis¢u RPMI 1640
(ang. Roswell Park Memorial Institute medium) z 10-odstotnim FBS.
Celi¢ni liniji smo gojili v plastiénih posodah 25 cm? in 75 cm? v inkubatorju na 37 °C v
atmosferi s 5-odstotnim CO,. V logaritemski fazi rasti 0z. ko so celice dosegle vsaj 85-
odstotno konfluentnost, smo celice tripsinizirali. Najprej smo odstranili gojisce, celice
previdno sprali s HBSS (Hanksova ozmolarna raztopina soli) in ga odstranili, nato pa
dodali encim Trypsin-EDTA triple-select (Sigma, ZDA). Po 10-15 minutah inkubacije na
37 °C smo pod mikroskopom preverili, ¢e so se celice ze odlepile od podlage. Delovanje
tripsina smo ustavili z dodatkom Ze prej omenjenega gojis¢a. Stevilo celic v pripravljeni
suspenziji smo dolocili s Stetjem v hemocitometru in ustrezno Stevilo celic nasadili v nove
posode — v naslednjo pasazo.

3.1.4 Tretiranje celic z rekombinantnim humanim eritropoetinom (rHUEpo)

Najprej smo ustrezno redcili standardni pripravek eritropoetina (v nadaljevanju rHuEpo).
Koncentracija standardnega pripravka je bila 1,96 mg/ml z aktivnostjo 204.100 1U/mg, kar
pomeni, da je standard rHuEpo vseboval 400.000 U rHUEpo/ml, ki smo ga red¢ili s sterilno
vodo do ustreznih koncentracij.

Nato smo s pomocjo testa MTT preucevali proliferativni vpliv rHUEpo po predhodnem
tretiranju z rHUEpo:

a) pri akutnem izpostavljanju celic rHUEpo smo po 5.000 celic/luknjico prenesli na
ploscice s 96 luknjicami in jih gojili 24 h v ustreznem mediju, da so se pritrdile na
podlago. Po 24 h smo odstranili medij in celice za 0 h, 24 h, 48 h in 72 h tretirali z
razli¢nimi koncentracijami rHuEpo (0, 5, 10, 20, 40, 80 U rHuEpo/ml gojis¢a) v
Sestih paralelkah.

b) pri kroni¢nem izpostavljanju smo celice do 10 tednov tretirali s 5 U rHuEpo/mi
gojisca, zatem pa je bil postopek povsem identi¢en kot pri akutnem izpostavljanju.

Glede na rezultate testov MTT smo se odlocili, da:

a) celice za izolacijo RNA tretiramo s 50 U rHuEpo/ml (Slika 13), in sicer:

- akutno tretiranje celi¢ne linije MCF-10A in MCF-7 z rHuEpo za razli¢ne case: 0, 4,
8, 16, 32 in 64 minut,

- kroni¢no tretiranje celi¢ne linije MCF-7 s 5 U rHuEpo/ml devet tednov in nato
tretiranje s 50 U rHUEpo/ml za razli¢ne Case: 0, 4, 8, 16, 32 in 64 minut,

- kroni¢no tretiranje celi¢ne linije MCF-7 s 5 U rHuEpo/ml Sest tednov v dveh
paralelkah. Vsak teden smo eno od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/ml za 8 minut,
drugo pa precepili za nadaljnje tretiranje z rHUEpo.
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- kroni¢no tretiranje celicne linije MCF-10A s 5 U rHuEpo/ml Sest tednov v dveh
paralekah. Vsak drugi teden smo eno od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/m za 8
minut, drugo pa precepili za nadaljnje tretiranje z rHUEpo.

b) celice za izolacijo proteinov pa tretiramo s 50 U rHuEpo/ml (Slika 13), in sicer:

- akutno tretiranje celi¢ne linije MCF-10A in MCF-7 z rHuEpo za razli¢ne ¢ase: 0
min, 15 min, 30 min, 1 h,2hin4h,

- kroni¢no tretiranje celi¢ne linije MCF-7 s 5 U rHuEpo/ml devet tednov in nato
tretiranje s 50 U rHuEpo/ml za razli¢ne ¢ase: 0 min, 15 min, 30 min, 1 h,2hin 4 h,

- kroni¢no tretiranje celi¢ne linije MCF-7 s 5 U rHuEpo/ml Sest tednov v dveh
paralelkah. Vsak teden smo eno od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/ml za 1 uro,
drugo pa precepili za nadaljnje tretiranje z rHUEpo,

- kroni¢no tretiranje celi¢ne linije MCF-10A s 5 U rHuEpo/ml $est tednov v dveh
paralekah. Vsak drugi teden smo eno od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/m za 1
uro, drugo pa precepili za nadaljnje tretiranje z rHuUEpo.

tretiranjes 50 U ' trEtianjEf'Eu u
irani rHuEpa/ml za 0 min
akutno tretiranje r|-‘|gu EF,EJ'I;F;II :E,EE’:I’H 15 min 30 min, 1 h, b
| ) hin4h
MCF-104 - 5 ’
kronitno vsak drugi teden vsak drugi teden
tretiranjes5 U tretiranjeens tretiranje ene
rHuEpo/ml & tednov v paralelkes50 U paralelkes 50 U
dveh paralelksh L rHuEpo/ml za 8 min ] 1 rHuEpo/mlza 1 h J
tretiranjes50 U ( tretir;mjesEU u
iranj HuEpo/ml za 0 min
akutno tretiranje rHuEpo/ml za @, 4, r PO, : ,
8, 16, 22 in 64 min 15min, 30 min,1h, 2
J hin4h
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d\rﬁ paralelah rHuEpo/ml za 8 min rHuEpo/mlza 1h
i '
: :HA IZ0LACIIA PROTEINGY
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3.18lika 13: Shematski prikaz tretiranja celic MCF-7 in MCF-10A z rekombinantnim humanim
eritropoetinom za izolacijo celokupne RNA in proteinov

Test MTT

Test temelji na spektrofotometricnem dolocCanju celi¢ne rasti kot funkcije mitohondrijske
aktivnosti v Zivih celicah. Z njim merimo sposobnost Zivih celic, da z mitohondrijsko
sukcinat dehidrogenazo reducirajo topno rumeno tetrazolijevo sol (3-[4,5-dimetiltiaol-2-il]-
2,5-difenil tetrazolijev bromid), v netopne skrlatne formazanske kristale. Te kristale nato
raztopimo v ustreznem topilu in izmerimo absorbanco pri 570 nm. Iz absorbcije lahko
direktno sklepamo na prezivetje celic, saj je absorpcija v linearni odvisnosti od
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mitohondrijske encimske aktivnosti, ta pa v linearni odvisnosti od $tevila prezivetih celic.
Test smo izvedli po modificiranih navodilin Hensen, 1989. Uporabili smo naslednje
reagente:
e MTT raztopina: 5 mg/ml v PBS (s filtrom sterilizirani in na -20 °C shranjeni
alikvoti, alikvoti v uporabi pa shranjeni na 4 °C, v temi, uporabni do enega meseca)
e 20-odstotnim SDS v 0,01 M HCI (shranjeno na sobni temperaturi)

K 100 pl celi¢ne kulture v plos¢icah s 96 luknjicami smo dodali 15 ul MTT raztopine in
inkubirali na 37 °C za 2 uri. Po tem smo v vsako luknjico dodali 100 pl raztopine SDS,
zavili v folijo in polozili ¢ez no¢ na stresalnik. Po 24 urah smo izmerili absorbanco pri 570
nm in 690 nm s citalcem mikrotitrskih plos¢ Tecan (Tecan infinite M200, Tecan Austria
GmbH). Z absorbanco 690 nm smo izmerili vrednost absorpcije ozadja, ki smo jo nato
odsteli od absorpcije pri 570 nm in tako dobili kon¢no vrednost. Na podlagi dobljenih
rezultatov smo izracunali delez prezivetja celic glede na kontrolo (netretirane celice) za
vsako koncentracijo rHUEpo posebej po enacbi 1:

delez prezivelih celic = (absorbcija tretiranih celic/absorbcija kontrole) x 100 [%]...(1)

Konéno vrednost deleza prezivelih celic pri doloceni koncentraciji rHuEpo predstavlja
povpreéna vrednost deleZev prezivelih celic vseh 6 paralelk + standardna napaka (SE).

3.2 MOLEKULARNO BIOLOSKE METODE
321 Izolacija celokupne RNA

Iz netretiranih celic in celic tretiranih z rHuEpo smo po navodilih proizvajalca s
kompletom High Pure Total RNA Isolation Kit (Roche, ZDA) izolirali celokupno RNA.
Raztopini WASH I in WASH 11 sta del kompleta.
Celicam smo odstranili medij, jih sprali s 3 ml toplega HBSS ter postrgali v 400 ul pufra za
lizo celic. Po vorteksiranju (15 s) smo celi¢ni lizat prenesli na filtrirno enoto in
centrifugirali 15 s na 8.000 obr./min. Eluat smo odlili, dodali 100 pl mesanice DNAze (10
ul DNAze + 90 pl pufra) in inkubirali na sobni temperaturi 15 min. Nato smo dodali 500 pl
WASH I, centrifugirali 15 s na 8.000 obr./min in odlili eluat. Dodali smo 500 ul WASH 11,
centrifugirali 15 s na 8.000 obr./min in odlili eluat. Ponovno smo dodali 200 ul WASH 11,
centrifugirali 2 min na 13.000 obr./min in odlili eluat. Vse skupaj smo prenesli v sterilno
epico, dodali 50 ul elucijske raztopine in centrifugirali 1 min na 8.000 obr./min. Na
Bioanalizatorju 2100 smo dolo¢ili koncentracijo izolirane celokupne RNA in preverili
32 njeno kvaliteto, preostalo celokupno RNA pa smo shranili na -80 °C do nadaljnjih raziskav
2agilent in qRT-PCR).

Analiza celokupne RNA na Bioanalizatorju 2100

Metoda se uporablja za merjenje integritete in koncentracije RNA v vzorcu. Kroni¢no in
akutno izpostavljenim celicam (glej poglavje 3.1.5) smo odstranili medij in jih s 50 U
rHuEpo/ml inkubirali 8 min na 37 °C. Po zgoraj opisanem postopku smo izvedli izolacijo
celokupne RNA, nato pa smo sledili navodilom proizvajalca (Agilent Technologies, ZDA).
Za ugotavljanje kakovosti celokupne RNA smo uporabili komplet Agilent RNA 6000
Nano Kit (Agilent Technologies, ZDA) in aparaturo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, ZDA). Aparatura omogoca avtomatizirano locevanje molekul RNA na
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osnovi njihovih velikosti s kapilarno elektroforezo, izmeri fluorescenco in poda rezultat v
obliki elektroferograma in faktorja RIN (angl. »RNA Integrity Number«), ki opise
kakovost RNA.

Po navodilih proizvajalca smo ustrezno redcene vzorce celokupne RNA in standard
velikosti Agilent RNA 6000 Ladder (Agilent Technologies, ZDA) denaturirali 2 min pri 70
°C, kratko centrifugirali in shranili na ledu. Nato smo pripravili meSanico gela (Agilent
RNA 6000 Nano Gel Matrix) in barvila (RNA Nano Dye Concentrate) in jo nanesli po 9 ul
v predpisane vdolbine na ¢ipu (RNA 6000 Nano Chip). V vdolbine za standard velikosti in
vzorce na ¢ipu smo najprej nanesli po 5 pl reagenta Agilent RNA 6000 Nano Marker in
nato v iste vdolbine po 1 pl standarda velikosti 0ziroma vzorcev. Cip smo z vorteksiranjem
premesali in vstavili v aparaturo Agilent 2100 Bioanalyzer. Podatke smo analizirali s
programom 2100 Expert Software.

Sinteza cDNA

3.2.Bo izolaciji smo celokupno RNA prepisali v komplementarno DNA (cDNA), ki predstavlja
matrico za pomnozevanje med kvantitativnim PCR v realnem ¢asu (qPCR). Sintezo smo
izvedli z oligonukleotidnimi zacetniki oligo-dT, ki se vezejo na poli-A rep mRNA, kar
predstavlja zacetek reverzne transkripcije.
Za sintezo cDNA smo uporabili komplet Transcriptor First Strand cDNA synthesis kit
(Roche, ZDA): mesanico iz celokupne RNA, oligo(dT);; in dH,O smo inkubirali v
termobloku za 10 min na 65 °C, nato pa dodali pripravljeno mesanico za RT-PCR: 4 pl
RT-PCR pufra (5X; kon¢na konc. 8 mM MgCl,), 0,5 ul Protector RNA inhibitorja (40
U/ul; konéna kone. 20 U), 2 ul mesanice deoksiribonukleotidov (10 mM; konéna kone. 1
mM) in 0,5 ul Transcriptor RNA transkriptaze (20 U/ul; konéna konc. 10 U). Po kratkem
centrifugiranju smo mesanico prenesli v GeneAmp PCR system 9600 (Perkin Elmer, ZDA)
in jo inkubirali 60 min na 50 °C. Reakcijo smo zaustavili z inkubacijo v termobloku na 85
°C za 5 min, sintetizirano cDNA smo shranili na -20 °C do uporabe.

3.24
Verizna reakcija s polimerazo

Z verizno reakcijo s polimerazo smo v ¢cDNA celi¢ne kulture MCF-7 pri ¢asu 0 min
preverili prisotnost tar¢nih genov EPO, EPOR, EPORT ter EPORS in kontrolnih genov
TOP1, UBC, YWHAZ, SDH1, 18S, SF3A1.

Za tar¢ne gene smo uporabili 25 ng cDNA vzorca, 12,5 ul 2 x PCR Master Mix (Promega),
2 ul 5 uM oligonukleotidni zacetnik F, 2 pl 5 uM oligonukleotidni zadetnik R, 0,5 pl
c¢DNA in 8 pl dH;0.

Reakcijska mesanica za 25 ng cDNA vzorca za referenéne gene pa je vsebovala 1 ul PCR
Master Mix (Promega), 1 ul Primer Mix (geNorm), 1 ul cDNA in 11 ul dH20.

Verizno reakcijo s polimerazo smo izvedli pri pogojih navedenih v preglednici 1.
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Preglednica 1: Pogoji reakcije PCR za sintezo cDNA

1. denaturacija:

o 94°C, 3 min
2. amplifikacija:

o 94°C,30s

o 60°C,30s,

o 72°C,1min
3. elongacija:

o 72°C,7min
4. ohlajanje:

o 4°C

Po koncani reakciji smo vzorec shranili na -20 °C do nadaljnje uporabe (za agarozno
gelsko elektroforezo).

Agarozna gelska elektroforeza

32.pgarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za analizo produktov verizne reakcije s
polimerazo. Gel smo pripravili s segrevanjem raztopine agaroze v 1x TAE pufru.
Fragmente DNA (produkti PCR) smo lo¢evali na 2,0-odstotnem agaroznem gelu pri 85 W
(45 min). Vzorcem DNA smo pred nanosom na gel dodali DNA nanasalni pufer (6x) v
razmerju 1:5 (v/v). Po koncani elektroforezi smo gel namakali v raztopini EtBr (0,5 pg/ml)
in DNA opazovali na UV transiluminatorju. Za arhiviranje gelov smo uporabljali sistem
UVltec (UVltec Limited, V.B).

3.2.6 L . .. .. .
Merjenje izrazanja genov s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v realnem

casu

S poskusi kvantitativnega PCR v realnem ¢asu (qPCR) smo primerjali izrazanje izbranih
genov eritropoetinskega receptorja v tumorskih in normalnih celicah, akutno in kroni¢no
tretiranih z rekombinantnim humanim eritropoetinom (rHUEpo) ter v humani referen¢ni
celokupni RNA (Stratagene, Agilent Technologies, ZDA).

Princip metode kvantitativne verizne reakcije s polimerazo temelji na detekciji
pomnozenega zaporedja DNA med samo reakcijo PCR (Slika 14). Od zacetnega Stevila
kopij tarénega zaporedja nukleinske kisline je odvisno, koliko ciklov bo potrebnih, da
zaznamo fluorescenco porocCevalske molekule (Bustin, 2005), v nasem primeru barvila
SYBR Green I, ki se vrine v dvovija¢no DNA in mo¢no fluorescira. V tej fazi fluorescenca
produkta preseze fluorescenco ozadja. Tu dolo¢imo linijo prazne vrednosti, ki predstavlja
intenziteto fluorescence, ki je znacilno razlicna od fluorescence ozadja. Nato za vsak
vzorec dolo¢imo cikel, ko krivulja preseze nastavljen prag, ang. »treshold cycle« (Ct
vrednost). To je tocka prehoda (Cp, ang. »crossing point«) reakcije PCR, kjer doseze
fluorescenca reakcije maksimum drugega odvoda amplifikacijske krivulje, ki ustreza tocki,
ko je fluorescentni signal najvecji.

Vezava je nespecificna, zato lahko zaznamo tudi nespecificne produkte in dimere

oligonukleotidnih zacetnikov, kar preverimo z analizo disociacijske krivulje po zadnjem
ciklu PCR (Wong, 2005).
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Slika 14: PomnoZevanje DNA z uporabo fluorescentnega ozna¢evalca SYBR Green

Pomnozevanje DNA z uporabo fluorescentnega oznacevalca SYBR Green (SG) (prikaz pomnoZevanja ene
verige DNA): stopnja 1 — prileganje zadetnih oligonukleotidov na denaturirano DNA, SYBR Green prost v
raztopini; stopnji 2 in 3 — podaljSevanje in postopna vezava SYBR Green-a v dvojno vijacnico (prirejeno po
Silva, 2003).

Za merjenje izraZzanja genov EPOR smo metodo predhodno optimizirali: uporabili smo
smerne in protismerne oligonukleotidne zacetnike (Preglednica 2) za pomnozevanje
nukleotidnih zaporedij tar¢nih in referen¢nih genov; dolo¢ili smo ustrezne koncentracije
oligonukleotidnih zaCetnikov in  CcDNA, temperaturo naleganja oligonukleotidnih
zacetnikov ter ¢as pomnozevanja pri 50 °C. Reakcije qPCR smo izvajali v ciklicnem
termostatu LightCycler 480 Il in meritve spremljali s programom LightCycler 480 SW,
Ver. 1.5 (Roche Applied Science, ZDA).

Za pripravo reakcijskih meSanic smo uporabili komplet LightCycler 480 SYBR Green |
Master, 2x conc. (Roche Applied Science, ZDA). Ta je vseboval DNA-polimerazo
FastStart Tag DNA Polymerase, reakcijski pufer, 2'-deoksinukleozid trifostate, barvilo
SYBR Green | in MgCl,. Pripravo reakcijskih mesanic in reakcije qPCR smo izvajali v
skladu z navodili proizvajalca kompleta in aparature.
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Preglednica 2: Zacetni oligonukleotidi in, njihove lastnosti

Oligonukleotidni | Nukleotidno zaporedje DolZina pomnoZenega
zaletnik zaporedja cDNA[bp]
EPOR1F CAGGCCAGATCTTCTGCTTC 95

EPOR1R GACGCTCTCCCTCATCCTC

EPOR2 F GCTGGAAGTTACCCTTGTGG 148

EPOR2 R CTCATCCTCGTGGTCATCCT

EPORT F GGTCCAGGTCGCTAGGCGTCAG 249

EPORTR TGCTTCTTGCAGCCAAACTGC

EPORS-F CTCCACCCTCTGTACGCTCCCTGC | 183

EPORS-R ACGCCTAGCGGGCTCTGAAGC

Zagetni oligonukleotidi za pomnozevanje zaporedja genov EPOR1, EPOR2, EPORT in EPORS: ime
oligonukleotidnega zacetnika, nukleotidno zaporedje za smerni (F) in protismerni ® oligonukleotidni

zacCetnik ter dolzina pomnoZzenega zaporedja (bp).
1]849 bp

s | 3
EPORTI-F

EPOR2-R

:
EPORS2-R
1bp
|

mRNA

EPORT2-F EPOR2F

IEPORI-I-' I

EPORS EPOR1 y,q bp

183bp 95bp

EPORT
249 bp

Slika 15: Shematski prikaz vezavnih mest zaéetnih oligonukleotidov na mRNA EpoR

Oligonukleotidne zacetnike za kontrolne gene TOP1, UBC, YWHAZ, SDH1, 18S in
SF3A1 smo uporabili iz kompleta Human geNorm-kit 6 SYBR Green gene detection
(PrimerDesign, VB). Proizvajalec ne navaja zaporedja oligonukleotidnih zacetnikov in
mesta njihove vezave.

Reakcijska mesSanica je vsebovala avtoklavirano ultradisto vodo, reagent SYBR Green I
Master ter smerni (F) in protismerni (R) oligonukleotidni zacetnik (Preglednica 2).
Pripravljeno reakcijsko meSanico smo premesali z vorteksiranjem in kratko centrifugirali.
Po 17 ul reakcijske meSanice najprej nanesli v vdolbinice na mikrotitrski ploscici s 96
luknjicami (LightCycler480 Multiwell Plate 348, Roche Applied Science, ZDA) in dodali
po 3 ul vzorca cDNA razli¢nih koncentracij (0,016 ng/ul, 0,08 ng/ul, 0,4 ng/ul, 2 ng/ul, 10
ng/ul). Vse skupaj smo pokrili s folijo, ploscico vorteksirali na vibracijskem mesalniku in
0,5 min centrifugirali na 1200 obr./min. Nato smo po 5 ul reakcijske mesanice v treh
paralelkah odpipetirali na mikrotitrske plosc¢ice s 384 vdolbinicami. Za vsako reakcijsko
mesanico na ploscici smo izvedli tudi slepo reakcijo, pri kateri smo namesto cDNA k
reakcijski meSanici dodali avtoklavirano ultracisto vodo. Plos¢ico smo pokrili S prozorno
samolepilno folijo (LightCycler 480 Sealing Foil, Roche Applied Science, ZDA), jo
centrifugirali 1 min pri 1.800 obr./min in dali v cikli¢ni termostat ter dolo¢ili pogoje
reakcije qPCR za pomnozeno zaporedje (Preglednica 3). Po reakciji smo vzorce shranili na
-20 °C.
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Preglednica 3: Pogoji reakcijCR

1. Predinkubacija
e 95°C, 5min, 4,8°C/s
2. Amplifikacija 40 ciklov, kvantifikacija:
e denaturacija — razklenitev verig DNA: 95 °C, 10 s, 4,8 °C/s
e vezava oligonukleotidnega zacetnika - prileganje: 64 °C, 10 s, 2,5 °C/s
e elongacija - podaljsevanje: 72 °C, 10 s, 4,8 °C/s
3. Talilna krivulja
e 95°C,5s,4,8°C/s
e 65°C,1min,25°C/s
e 97°C,0,11°C/s
4. Ohlajanje
e 40°C,30s,2,5°C/s

Pogoji reakcij gPCR za dolo¢anje pomnozenih zaporedij genov.

Z metodo absolutne kvantifikacije (Absolute Quantification Analysis), ki jo ponuja
program LightCyclerR 480 SW, Ver. 1.5 (Roche Applied Science, ZDA), smo dolocili
posamezne vrednosti Ct treh paralelnih vzorcev cDNA ter izracunali povpre¢no vrednost
Ct za vsak tar¢ni in referencni gen.

Za relativno kvantifikacijo izraZzanja genov smo morali zadostiti pogoju, da je ucinkovitost
izrazanja tar¢nih in referen¢nih genov primerljiva.

Netretiran vzorec cDNA celi¢nih linij MCF-7, MCF-10A in kontrolne celokupne RNA
Stratagene smo serijsko redcili z avtoklavirano ultracisto vodo in pripravili pet redcitev
cDNA (10 ng/ul, 2 ng/ul, 0,4 ng/ul, 0,08 ng/ul in 0,016 ng/ul). Vzorce smo nanesli na
mikrotitrsko ploscico v trojnikih (po 3 ul) in v vsako vdolbino dodali po 17 pl reakcijske
mesanice. Reakcijo gPCR za dolocitev umeritvene krivulje smo izvajali pri enakih pogojih
kot optimizirano reakcijo qPCR (Preglednica 3).

Izracunali smo povpreéne vrednosti Ct za vsako koncentracijo cDNA ter s programom
GraphPad Prism narisali umeritvene krivulje za tar¢ne in referen¢ne gene pri celi¢nih
linijah MCF-7, MCF-10A in kontrolni celokupni RNA Stratagene. Umeritvene krivulje so
linearne regresijske premice, ki prikazujejo povprecne vrednosti Ct v odvisnosti od
logaritma koncentracije cDNA (log c). Iz naklona umeritvene krivulje (k) smo izracunali
ucinkovitost (E) izrazanja po enacbah:

e= 10" .. (2
E=e-1 ... (3)

Za statistitno vrednotenje vrednosti Ct in ucinkovitosti pomnozevanja tar¢nih in
referen¢nih genov smo uporabili program Rest2009 (Pfaffl et al., 2002), ki analizira
podatke o izrazanju genov, dobljenih s poskusi kvantitativne verizne reakcije v realnem
Casu. Program nam pove, ali se je izrazanje genov razlicnih oblik eritropoetinskega
receptorja povisalo ali znizalo ter nam to poda z grafi¢nim prikazom (Whiskers-box plot).
Program Rest2009 uporabi matemati¢ni model, ki uposteva razli¢ne ucinkovitosti tar¢nih
in referen¢nih genov. Razmerje izracuna po enacbi 4:
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Eéarcvm- gen)ACt()farélzi gen) 4
ACt(referencni gen) .. ( )

razmerje izrazanja= -
E(referencni gen)

Pri ¢emer je:
ACt(tarcni gen)= povprecna vrednost kontrole — povprecna vrednost vzorca tar. gena
ACt(referencni gen)= povprecna vrednost kontrole — povprecna vrednost vzorca ref. gena

V primerjavi z uporabo enega samega referencnega gena, dobimo z uporabo vecjega
Stevila referencnih genov (v nasem primeru treh) zanesljivejse rezultate.

Med seboj smo primerjali razlicne vzoréne in kontrolne skupine ter po vnosu podatkov v
Rest2009 dobili vrednosti za razmerje izrazanja - vrednosti, ki nam povedo, za kolkokrat
se je izrazanje posameznega gena za posamezen ¢as vzoréne skupine spremenilo glede na
kontrolno skupino.

3.3 BIOKEMISKE METODE
Priprava proteinskih lizatov

33K roni¢no in akutno izpostavljenim celicam rHUEpo (glej poglavje 3.1.5) smo odstranili
medij in jih s 50 U rHuEpo/ml inkubirali 0 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 hin 4 h na 37 °C.
Po tretiranju smo pripravili proteinske lizate. Uporabili smo naslednje reagente:
MOPS/EGTA pufer (20 mM/2 mM) (pH = 7.0), proteazni inhibitor Complete (Roche) 25 x
stock v MOPS/EGTA, fosfatazni inhibitor PhosStop (Roche) 10 x stock v MOPS/EGTA, 1
mM DTT (20 mM), 5 mM pepstatin A, 1-odstotni Triton X-100.
Celicam smo najprej odstranili medij in jih 2x sprali s HBSS. Dodali smo pufer za lizo
celic in celice spraskali v pufer za lizo celic ter jih s pipeto prenesli v sterilne epice. Za tem
smo celice sonificirali na ledu 4 x po 10 s z vmesnimi 10 s odmori. Sledilo je
centrifugiranje na Kontron centrifugi na 35.000 obr./min, 30 min na 4 °C.
Supernatant smo prenesli v 1,5 ml sterilne krioviale, jih zalepili s parafilmom in shranili na
-80 °C za nadaljnje raziskave na proteinskih Cipih.

3.32

Dolocanje koncentracije proteinov po Bradfordu

Vsebnost proteinov v proteinskih lizatih smo dolocali s pomo¢jo metode po Bradfordu
(Bradford, 1976).

K 50 pl ustrezno razredcenega vzorca smo dodali 1500 ul Coomassie Plus (Bradford)
Protein Assay reagenta (Thermo Scientific, ZDA). Po 10 min smo od¢itali absorbanco s
spektrofotometrom (UV1101 Biotech Photometer) pri valovni dolzini 595 nm proti
slepemu vzorcu, ki je vseboval le vodo. Uporabljali smo plasti¢ne kivete (1=1 cm).
Koncentracijo proteinov smo dolo¢ili s pomoc¢jo umeritvene krivulje, ki smo jo naredili z
BSA (goveji serumski albumin, Pierce) v obmocju koncentracije 0 — 2.000 pg/ml BSA.
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4 REZULTATI

41 TESTMTT

Pri ugotavljanju optimalnega stevila celic za poskuse smo uporabili naslednje stevilo celic:
344, 688, 1.375, 2.750, 5.500, 11.000 in 22.000 celic/luknjico v Sestih paralelkah. Na sliki

16 prikazujemo vrednosti absorbance pri 570 nm v odvisnosti od Stevila nasajenih celic
MCEF-7. Stevilo celic na luknjico smo preverjali po 24 h, 48 h in 72 h.

1.5

Oh

24h
48h
72h

L |

A570
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0 5000 10000 15000 20000 25000
Stevilo celic
Slika 16: Absorbanca pri 570 nm v odvisnosti od $tevila nasajenih celic MCF-7 in inkubacijskega ¢asa

Vsaka tocka predstavlja povprecje 6 paralelk + SE.

S testom MTT smo v nadaljevanju preverili akutni in kroni¢ni vpliv rHUEpo na
proliferacijo celic MCF-7 in MCF-10A po 24 h, 48 h oz. 72 h (Slika 17, 18 in 19). Testirali
smo naslednje koncentracije rHuEpo: 0, 5, 10, 20, 40 in 80 U rHuEpo/ml. Rezultate smo
obdelali s programom GraphPad Prism in jih ovrednotili s statistiénim testom Two-way
ANOVA, Bonferroni posttests (statisticna obdelava za obe celi¢ni liniji je prikazana v
preglednici 18 v prilogi A).
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Slika 17: Grafi¢ni prikaz, za kolikokrat se spremeni $tevilo celic v odvisnosti od akutne izpostavitve
celic MCF-7 razli¢nim koncentracijam rHuEpo za 24 h,48 hin 72 h

Sprememba $tevila celic je podana relativno glede na kontrolo (netretirana celi¢na linija MCF-7). Vsaka
tocka predstavlja povprecje 6 paralelk + SE.
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Pri akutni izpostavitvi celi¢ne linije MCF-7 razli¢énim koncentracijam rHuEpo lahko po
primerjavi s kontrolo (netretirane celice) pri vzorcih 5 U rHuEpo/ml (P<0,01), 10 U
rHUEpo/ml (P<0,001) in 20 U rHuEpo/ml (P<0,05) opazimo upad Stevila celic, ki je
statisticno znacilen pri 72 h.

Pri vi§jih koncentracijah, 40 U rHuEpo/ml (P<0,01) in 80 U rHuEpo/ml (P<0,05) se v
primerjavi z netretiranimi celicami po 24 h statisti¢no poveca Stevilo celic, prav tako po 48
h pri koncentraciji 40 U rHUEpo/ml (P<0,05).
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Slika 18: Grafi¢ni prikaz, za kolikokrat se spremeni $tevilo celic v odvisnosti od akutne izpostavitve
celic MCF-10A razli¢nim koncentracijam rHuEpo za 24 hin 48 h

Sprememba $tevila celic je podana relativno glede na kontrolo (netretirana celi¢na linija MCF-10A). Vsaka
tocka predstavlja povprecje 6 paralelk + SE.

Tudi celi¢no linijo MCF-10A smo akutno izpostavili razli¢nim koncentracijam rHuEpo in
po 48 h opazili statisticno znacilno moc¢no povecano Stevilo celic pri visjih koncentracijah

40 U rHuEpo/ml (P<0,001) in 80 U rHuEpo/ml (P<0,001) v primerjavi z netretiranimi
celicami, tudi do 10-krat oz. 15-krat.
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Slika 19: Grafi¢ni prikaz, za kolikokrat se spremeni $tevilo celic v odvisnosti od kroni¢ne izpostavitve
celic MCF-7 5 U rHuEpo/ml za deset tednov in nadaljnjega tretiranja z razli¢nimi koncentracijami
rHuEpoza24 h,48hin72h

Sprememba $tevila celic je podana relativno glede na kontrolo (netretirana celi¢na linija MCF-7). Vsaka
tocka predstavlja povprecje 6 paralelk + SE.
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Pri celi¢ni liniji MCF-7, ki smo jo kroni¢no tretirali z rHUEpo, se statisti¢no znacilno
poveca Stevilo celic pri nizjih koncentracijah rHuEpo (za cca. 2-krat), medtem ko je pri
vi§jih koncentracijah u¢inek na rast celic sicer prisoten, a ta ni statisti¢no znacilen.

4.2 1ZOLACUA IN ANALIZA CELOKUPNE RNA

Celi¢ni liniji MCF-7 in MCF-10A smo kroni¢no izpostavili 5 U rHuEpo/ml za 6 tednov.
Izolacijo celokupne RNA iz MCF-7 celic smo opravili vsak teden, izolacijo RNA iz celic
MCF-10A pa zaradi pocasne rasti celic vsaka dva tedna.

Da bi preveriti odzivnost celic po daljsi izpostavitvi nizkim koncentracijam rHUEpo, smo
kroni¢no tretirane celic (5 U rHuEpo/ml) MCF-7 0z. MCF-10A za 8-minut izpostavili 50
U rHuEpo/ml in iz njih izolirali celokupno RNA.

S pomocjo Bioanalizatorja 2100 (Agilent, ZDA) smo dolocili koncentracijo celokupne
RNA ter preverili njeno integriteto in kvaliteto. Rezultati analize so zbrani v prilogi B.
Primer analize celokupne RNA izolirane iz celic MCF-7 po 64-minutnem tretiranju s 50 U
rHUEpo/ml je prikazan na sliki 20.

MCF7 50U EPO G4min

RIN: $.80
[AR)]
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Slika 20: Primer elektroferograma kapilarne elektroforeze (Bioanalizdtor 2100) celokupne RNA

Primer elektroferograma kapilarne elektroforeze (BioAnalyzer) celokupne RNA, izolirane iz vzorca celic
MCF-7, izpostavljenih 50 U rHUEpo za 64 min.
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4.3 VERIZNA REAKCIA S POLIMERAZO (PCR)

Celokupno RNA, izolirano iz celic MCF-7 oz. MCF-10A, smo uporabili za sintezo cDNA
s kompletom Transcriptor First Strand cDNA Sythesis in oligonukleotidnimi zacetniki
oligo-dT. cDNA smo nato uporabili kot matrico v verizni reakciji s polimerazo, da bi
potrdili prisotnost tar¢nih genov EPO, EPOR, EPORT ter EPORS in kontrolnih genov
TOP1, UBC, YWHAZ; SDH1 in SF3AL.

Produkte verizne reakcije s polimerazo smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo
(Slika 21)

25 ng / reakcijo (25 ul)

M 100bp EPO1 EPO2 EPORT EPORS
148bp 112bp 249bp 183bp
EPOR1 EPOR2 SDHA SF3A1 TOP1 UBC YWHAZ
95bp 148bp

Slika 21: Analiza prisotnosti tar¢nih in referencnih genov

Agarozna gelska elektroforeza za potrditev prisotnosti tarénih in referen¢nih genov v cDNA (25 ng) izolirani
iz netretirane celi¢ne linije MCF-7. Oznacbe EPO1 in EPO2 oz. EPORI in EPOR2 smo uporabili za vzorce,
pomnozene z razli¢nimi oligonukleotidnimi zacetniki (glej sliko 14).

4.4 MERJENJE IZRAZANJA GENOV S KVANTITATIVNO VERIZNO REAKCIIO
S POLIMERAZO V REALNEM CASU

Za dolocanje izrazanja genov za eritropoetinski receptor smo celice MCF-7 in MCF-10A

akutno in kroni¢no izpostavili rHUEpo (glej poglavje 3.1.5).

Relativno izrazanje genov smo spremljali z metodo qPCR. Za natanc¢no relativno
4.4kvantifikacijo smo podatke normalizirali glede na izrazanje referencnih genov, ki se

izrazajo enako ne glede na eksperimentalne pogoje.

Iskanje primernih referencnih genov za normalizacijo izraZanja genov S
programom geNorm

Program geNorm (Vandesompele et al., 2002) smo uporabili za dolo¢itev najbolj stabilnih
genov iz nabora potencialnih referencnih genov v danem vzorcu. Z njim lahko za vsak
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vzorec izracunamo faktor za normalizacijo izrazanja genov, ki temelji na geometri¢ni

sredini izbranih referen¢nih genov.

Testirali smo sedem referen¢nih genov (GAPDH, SF3A1, TOP1, UBC, YWHAZ, 18S
rRNA in B2M), od katerih so se za normalizacijo najbolj stabilni izkazali SF3A1, GAPDH

in TOP1. Ti so v nadaljevanju predstavljali nase referen¢ne gene.

122

- > ® 3
o ~ ~ ©

Povprec¢na stabilnost izraZzanja

N
N

18 IRNA B2M uBC SF3A1 GAPDH
<z Najmanj stabilni geni Najbolj stabilni geni ::::>

TOP1
YWHAZ

Slika 22: Povpreéna stabilnost izraZzanja (M) kontrolnih genov v enem od vzorcev

44.2 kontrolni celokupni RNA

Ucinkovitost pomnozevanja tarcnih genov v celicni liniji MCF-7, MCF-10A in

Na podlagi vrednosti Ct petih razredCitev ¢cDNA za celi¢no linijo MCF-7, MCF-10A in
kontrolno celokupno RNA Stratagene smo v programu GraphPad Prism narisali
umeritvene krivulje za tar¢ne in referen¢ne gene. Iz naklona linearne regresijske premice
smo izracunali u¢inkovitost (E) izrazanja po enac¢bah 2 in 3 (poglavje 3.2.6).

MCF-7
401
—o—
"’"“‘“MM% —o—
—e
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O 204 -
-
104
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Slika 23: Umeritvene krivulje za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-7

EPOR1
EPOR2
EPORT
SF3A1
TOP1
UBC
YWHAZ

Umeritvene krivulje za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-7, kjer je na x-osi logaritem koncentracije (log

€), na y-osi pa povpredje treh vrednosti Ct za vsak gen.
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Preglednica 4: Vrednosti povpreénega Ct za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-7 in izracun
ucinkovitosti izraZzanja

Koncentracija (ng/ul) (10 2 0,4 0,08 0,016 Linearna regresijska premica E-ucinkovitost (0<E<1)

log(c) 1 0,30103 -0,39794 -1,09691 -1,79588 [Naklon 1/naklon £=10n-1/k E=g—1 Vrednostykojex=0 r2
EPOR1 25,68 28,28 30,88 32,99 33,58 -2,93+0,34 -0,34 2,19 1,19 29,11+0,36 0,96
EPOR2 27,06 29,38 31,97 34,42 35,79 -3,22+0,18 -0,31 2,05 1,05 30,44+0,19 0,99
EPORT 28,65 30,99 33,61 34,51 / -2,89+0,38 -0,35 2,22 1,22 31,80+0,30 0,97
SF3A1 23,33 26,08 28,85 31,52 34,38 -3,94+0,02 -0,25 1,79 0,79 27,26+0,02 1,00
TOP1 24,43 27,02 29,85 32,49 / -3,86+0,04 -0,26 1,81 0,81 28,26+ 0,04 1,00
UBC 22,49 24,91 27,57 30,13 33,32 -3,85+0,11 -0,26 1,82 0,82 26,15+0,12 1,00
YWHAZ 18,82 21,24 23,87 26,39 29,34 -3,75+0,07 -0,27 1,85 0,85 22,44 +0,08 1,00

Ct v tabeli je povpredje treh Ct vrednosti za vsako posamezno koncentracijo.

MCF-10A

40-
— EPOR1
= —— EPOR2
§ EPORT
o —— SF3A1
O 201 — TOP1
= UBC
10 YWHAZ
2 1 0 1 2
log c

Slika 24: Umeritvene krivulje za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-10A
Umeritvene krivulje za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-10A, Kjer je na x-osi logaritem koncentracije
(log c), na y-osi pa povprecje treh vrednosti Ct za vsak gen.

Preglednica 5: Vrednosti povpreénega Ct za posamezne gene pri celi¢ni liniji MCF-10A in izracun
ucinkovitosti izraZanja

Koncentracija (ng/pl) (10 2 0,4 0,08 0,016 Linearna regresijska premica E-ucinkovitost (0<E<1)

log(c) 1 0,30103 -0,39794 -1,09691 -1,79588 |Naklon 1/naklon |e=10-1/k E=g—1 Vrednostykojex=0 r2
EPOR1 27,2 29,77 32,65 34,64 -3,61+0,10 -0,28 1,89 0,89 30,89+0,11 1,00
EPOR2 28,73 31,63 34,43 36,68 -2,68+0,21 -0,37 2,36 1,36 31,80+0,23 0,98
EPORT 30,91 32,91 33,76 34,89 -1,83+0,14 -0,55 3,52 2,52 33,03+0,15 0,98
SF3A1 25,67 27,74 30,19 33,66 36,41 -3,92+0,20 -0,26 1,80 0,80 29,17+0,22 0,99
TOP1 23,95 26,38 29,44 31,5 34,52 -3,76+0,12 -0,27 1,85 0,85 27,66+0,12 1,00
UBC 20,73 23,46 25,88 28,82 30,88 -3,67+0,10 -0,27 1,87 0,87 24,49+0,11 1,00
YWHAZ 19,12 21,59 24,25 26,62 29,15 -3,59+0,03 -0,28 1,90 0,90 22,72+0,03 1,00

Ct v tabeli je povprecje treh Ct vrednosti za vsako posamezno koncentracijo.
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Stratagene RNA
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Slika 25: Umeritvene krivulje za posamezne gene pri kontrolni celokupni RNA
Umeritvene krivulje za posamezne gene pri kontrolni celokupni RNA Stratagene, kjer je na x-osi logaritem
koncentracije (log ¢), na y-osi pa povprecje treh vrednosti Ct za vsak gen.

Preglednica 6: Vrednosti povpreénega Ct za posamezne gene pri kontrolni celokupni RNA in izrac¢un
ucinkovitosti izraZanja

Koncentracija (ng/ul) 10 2 0,4 0,08 0,016 Linearna regresijska premica E-ucinkovitost (0<E<1)

log(c) 1 0,30103 -0,39794 -1,09691 -1,79588 |Naklon 1/naklon |e=10"-1/k E=g—1 Vrednosty ko je x=0 r2
EPOR1 26,08 28,25 30,93 32,87 -3.30+0,08 -0,30 2,01 1,01 29,37+0,08 1,00
EPOR2 27,51 30,84 32,15 -3,32+0,22 -0,30 2,00 1,00 31,17+0,23 0,99
EPORT 29,57 32,43 -4,09 + 0,00 -0,24 1,76 0,76 33,66 +0,00 1,00
SF3A1 24,39 26,99 29,91 32,17 -3,76 £ 0,07 -0,27 1,85 0,85 28,18 +0,08 1,00
TOP1 24,86

UBC 22,02 24,24 26,93 29,7 32,58 -3,80+0,10 -0,26 1,83 0,83 25,58 +0,11 1,00
YWHAZ 23,86

Ct v tabeli je povprecje treh Ct vrednosti za vsako posamezno koncentracijo.

Ucinkovitosti pomnozevanja zaporedij tarénih genov EPOR1, EPOR2 in EPORT ter
referenénih genov SF3A1, GAPDH in TOPI so bile priblizno enake, zato smo iz
umeritvenih krivulj obeh celi¢nih linij in kontrolne celokupne RNA Stratagene za vsak gen
posebej izracunali povprecno ucinkovitost (E) (Preglednica 7).

Preglednica 7: Vrednosti ufinkovitosti pomnoZevanja tar¢nih in referen¢nih genov za izracun
povpreéne vrednosti, ki predstavlja u¢inkovitost (E)

MCF-7 | MCF-10A | Stratagene | Povpretna vrednost | E
EPOR1 1,19 0,89 1,01 1,03 1,00
EPOR2 1,05 1,36 1,00 1,02 1,00
EPORT 1,22 2,52 0,76 0,99 0,99
SF3A1 0,80 0,80 0,85 0,81 0,81
TOP1 0,81 0,85 0,83 0,83
uBC 0,82 0,87 0,83 0,84 0,84
YWHAZ 0,85 0,90 0,87 0,87
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Povprecne vrednosti, ki so presegale vrednost 1, pa smo dali na vrednost 1. Vrednosti Ct in
ucinkovitost pomnozevanja tarcnih in referen¢nih genov smo vnesli v program REST 2009
(Pfaffl et al., 2002) in jih statisti¢no ovrednotili (poglavje 4.4.3).

Analiza izrazanja genov s programom REST 2009

Program REST 2009 nam je sluzil pri analizi podatkov o izrazanju genov, dobljenih s

oskusi kvantitativne verizne reakcije s polimerazo v realnem casu. Analizirali smo
4'4'$zra2anje tarénih (EPOR1, EPOR2 in EPORT) in referenénih genov (SF3A1, TOPI in
YWHAZ) v tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke ter v referen¢ni celokupni RNA
Stratagene. Med seboj smo primerjali tudi izrazanje genov po akutnem o0z. kroni¢nem
tretiranju s hormonom rHuUEpo. Na slikah 26, 27, 28 smo obravnavali celice tretirane z
rHuEpo kot vzoréno skupino, medtem ko so netretirane celice predstavljale kontrolno
skupino.

@

@

4 min Smin  16min 32min 64 min 4mn 8min  16mn 32min 64 min 4 min 8min 16 min  32min 64 min

EPOR1 EPOR2 EPORT

Slika 26: Razmerje izrazanja genov EPOR1, EPOR2 in EPORT pri celi¢ni liniji MCF-10A po akutni
izpostavitvi rHuEpo za razli¢ne ¢ase

»Boxes« predstavljajo interkvartilni razpon ali sredino, 50 odstotkov vrednosti. Prekinjena Crta predstavlja
mediano izrazanja genov. »Whiskers« predstavljajo najnizjo in najvisjo vrednost.
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Razmerje izrazanja
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EPOR1 EPOR2 EPORT
Slika 27: Razmerje izraZzanja genov EPOR1, EPOR2 in EPORT pri celi¢ni liniji MCF-7 po akutni
izpostavitvi rHuEpo za razli¢ne case

»Boxes« predstavljajo interkvartilni razpon ali sredino, 50 odstotkov vrednosti. Prekinjena ¢rta predstavlja
mediano izrazanja genov. »Whiskers« predstavljajo najnizjo in najvi§jo vrednost.

Razmerje izrazanja

4min  8min 16 min 32 min 64 min 4min 8min 16 min 32 min 64 min 4min 8min 16min 32min 64 min

EPOR1 EPOR2 EPORT

Slika 28: Razmerje izrazanja genov EPOR1, EPOR2 in EPORT pri celi¢ni liniji MCF-7 po kroni¢ni
izpostavitvi rHuEpo za razli¢ne ¢ase

»Boxes« predstavljajo interkvartilni razpon ali sredino, 50 odstotkov vrednosti. Prekinjena Crta predstavlja
mediano izrazanja genov. »Whiskers« predstavljajo najnizjo in najvi$jo vrednost.
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V nadaljevanju smo s pomocjo programa REST 2009 glede na izrazanju tarénih genov
EPOR1, EPOR2 in EPORT med seboj primerjali Se razli¢ne vzoréne in kontrolne skupine
(Preglednice 8, 9, 10, 11, 12, 13 in 14). Odebeljene vrednosti nam povedo, za kolikokrat se
je izraZanje posameznega gena za posamezen Cas vzoréne skupine spremenilo glede na
kontrolno skupino. Simbol 1 oz. | pomeni, ali se je glede na kontrolno skupino izrazanje
gena v vzorcni skupini statisti¢no znacilno povisalo ali znizalo. V primeru, da statisticno
znacilnih razlik v izraZzanju gena med obema skupinama ni, je simbol odsoten.

Preglednica 8: Primerjava izraZanja tar¢nih genov v netretiranih celicah MCF-10A (vzoréna skupina)
in celicah MCF-10A, ki so bile Sest tednov izpostavljene 5 0z. 50 U rHUEpo/ml (kontrolna skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT
2 tednabU 3,09 3,90 1,01
S.E. 0,78-15,9 | 1,75-7,38 | 0,23-5,39
P(H1) 0,11 0,00 1 0,98
4 tedni/5U 1,69 2,66 1,44
S.E. 0,43-9,09 | 1,14-517 | 0,29-7,56
P(H1) 0,37 0,01 1 0,60
6 tednov/5U 2,28 2,66 0,98
S.E. 0,52-10,83 | 1,32-5,61 | 0,26 -5,86
P(H1) 0,22 0,02 1 0,98
2 tedna/50U 3,52 5,48 1,76
S.E. 0,78-19,41 | 2,21-13,26 | 0,45-9,71
P(H1) 0,09 0,00 1 0,42
4 tedni/50U 1,48 3,52 0,85
S.E. 0,41 -5,89 1,64-7,60 | 0,20 -4,77
P(H1) 0,59 0,01 1 0,80
6 tednov/50U 0,63 3,43 0,64
S.E. 0,15-3,52 | 1,60-6,78 | 0,14 - 3,20
P(H1) 0,43 0,00 1 0,48

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljucja.
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Preglednica 9: Primerjava izrazanja tar¢nih genov v netretiranih celicah MCF-7 (vzoré¢na skupina) in
celicah, ki so bile $est tednov izpostavljene 5 oz. 50 U rHuEpo/ml (kontrolna skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT
1teden5U 0,66 0,62 1,11
S.E. 054-0,81 | 0,51-0,74 | 0,86-1,58
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,67
2 tedna5U 3,55 2,00 4,29
S.E. 290-4,37 | 1,65-2,36 | 3,40-6,21
P(H1) 0,00 1 0,00 1 0,00 1
3tedni5U 0,95 0,73 1,37
S.E. 0,76 -1,15 | 0,61-0,86 | 1,06 - 2,02
P(H1) 0,86 0,00 | 0,03 1
4 tedni5 U 0,71 0,69 1,14
S.E. 0,57-0,86 | 0,58-0,82 | 0,88-1,61
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,53
5 tednov 5 U 1,00 1,00 1,46
S.E. 0,79-1,23 | 0,83-1,20 | 1,14-2,09
P(H1) 0,99 0,98 0,00 1
6 tednov 5 U 1,01 0,91 1,50
S.E. 0,82-1,24 | 0,76-1,08 | 1,19-2,18
P(H1) 0,97 0,43 0,00 1
1 teden 50 U 0,62 0,29 0,87
S.E. 0,50-0,75 | 0,23-0,34 | 0,67 -1,23
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,37
2 tedna 50 U 1,23 0,91 1,42
S.E. 099-150 | 0,73-1,11 | 1,10-2,02
P(H1) 0,10 0,45 0,01 1
3 tedni 50 U 0,88 0,32 1,00
S.E. 0,72-1,07 | 0,26-0,37 | 0,78-1,42
P(H1) 0,33 0,00 | 1,00
4 tedni 50 U 0,68 0,28 0,55
S.E. 0,54-0,84 | 0,23-0,35| 0,43-0,81
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,01 |
5 tednov 50 U 0,45 0,48 0,56
S.E. 0,362 -0,55 | 0,40-0,56 | 0,41-0,78
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,01 |
6 tednov 50 U 1,21 0,39 1,10
S.E. 097-1,48 | 0,31-0,50 | 0,83-1,55
P(H1) 0,12 0,00 | 0,72

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljucja.
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Preglednica 10: Primerjava izraZanja tar¢nih genov v celicah MCF-10A, ki so bile $est tednov
izpostavljene 5 U rHuEpo/ml (kontrolna skupina), in tarénih genov v kroni¢no tretiranih celicah
MCEF-10A, ki smo jih vsaka dva tedna izpostavili 50 U rHUEpo/ml (vzoréna skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT
2 tedna 1,14 1,40 1,75
S.E. 0,61-1,91 | 0,75-2,87 | 0,60 - 4,65
P(H1) 0,74 0,23 0,20
4 tedne 0,87 1,33 0,60
S.E. 0,46-1,65 | 0,79-2,05 | 0,28 -1,50
P(H1) 0,64 0,22 0,17
6 tednov 0,28 0,29 0,65
S.E. 0,10-0,79 | 0,86-1,84 | 0,39-1,06
P(H1) 0,03 | 0,18 0,09

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljuéja.

Preglednica 11: Primerjava izraZanja tarénih genov pri celicah MCF-7 po kroni¢ni izpostavitvi 5 U
rHUEpo za Sest tednov (kontrolna skupina) in kroni¢no tretiranih celic MCF-7, ki smo jih vsak teden
izpostavili 50 U rHUEpo/ml (vzoréna skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT
1 teden 0,94 0,46 0,78
S.E. 0,87-1,03 | 0,43-0,51|0,72-0,85
P(H1) 0,03 | 0,00 | 0,001 |
2 tedna 0,35 0,46 0,33
S.E. 0,30-0,40 | 0,40-0,50 | 0,30-0,37
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,00 |
3 tedne 0,93 0,43 0,73
S.E. 0,88-0,99 | 0,42-0,44 | 0,63-0,85
P(H1) 0,03 | 0,00 | 0,00 |
4 tedne 0,96 0,41 0,49
S.E. 0,88-1,09 | 0,37-0,46 | 0,43-0,55
P(H1) 0,34 0,00 | 0,00 |
5 tedne 0,45 0,48 0,38
S.E. 0,41-0,49 | 0,45-0,50 | 0,33-0,45
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,00 |
6 tednov 1,20 0,42 0,73
S.E. 1,16 -1,27 | 0,35-0,52 | 0,65-0,83
P(H1) 0,00 1 0,00 | 0,00 |

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljucja.
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Preglednica 12: Razmerje izraZanja tarénih genov kroni¢no izpostavljenih celic MCF-7 za devet
tednov 5 U rHuUEpo/ml in nato tretiranih s 50 U rHUEPo/ml (vzoréna skupina) za razli¢ne ¢ase v
primerjavi z akutno tretiranimi celicami MCF-7 (kontrolna skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT

0 min 0,55 0,58 0
S.E. 0,44-0,73 | 0,44-0,82 | 0,21 -0,66
P(H1) 0,00 | 0,00 | 0,01 |

4 min 0,64 0,63 0,71
S.E. 0,43-0,90 | 0,42-0,90 | 0,27 -1,81
P(H1) 0,02 | 0,01 | 0,39

8 min 0,95 0,97 0,87
S.E. 0,72-1,23 | 0,76 -1,23 | 0,56 - 1,30
P(H1) 0,66 0,76 0,52

16 min 0,98 0,95 1,00
S.E. 0,80-1,25|0,77-1,19 | 051-1,92
P(H1) 0,85 0,53 0,98

32 min 1,01 1,05 0,88
S.E. 0,85-1,18 | 0,93-1,16 | 0,58 -1,40
P(H1) 0,86 0,48 0,51

64 min 0,79 0,87 0,865
S.E. 0,48-1321|0,70-1,10 | 0,42-1,71
P(H1) 0,24 0,15 0,60

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljuéja.

Preglednica 13: Razmerje izrazanja tar¢nih genov akutno izpostavljenih celic MCF-7 (vzoréna
skupina) v primerjavi z akutno tretiranimi celicami MCF-10A (kontrolna skupina) za razli¢ne ¢ase

EPOR1 EPOR2 EPORT
0 min 1,86 14,49 3,03
S.E. 0,51-9,38 | 6,67 -28,92 | 0,83 - 14,69
P(H1) 0,32 0,00 1 0,13
4 min 0,53 6,36 0,00
S.E. 0,12-3,66 | 2,36 -16,94 | 0,14-5,82
P(H1) 0,36 0,00 1 0,71
8 min 1,42 4,55 2,06
S.E. 0,80-2,90 | 3,20-6,62 | 1,32-391
P(H1) 0,27 0,00 1 0,02 1
16 min 0,61 7,44 1,26
S.E. 0,14-4,45 | 3,30-23,53 | 0,34-6,18
P(H1) 0,50 0,00 1 0,68
32 min 1,03 8,51 1,66
S.E. 0,40-3,00 | 4,56-19,31 | 0,56-5,47
P(H1) 0,95 0,00 1 0,30
64 min 0,51 5,40 1,60
S.E. 0,13-2,87 | 2,77-11,21 | 0,32 - 12,05
P(H1) 0,29 0,00 1 0,48

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljucja.
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Preglednica 14: Razmerje izraZanja tar¢nih genov kroni¢no izpostavljenih celic MCF-7 po tednih
(vzor¢na skupina) v primerjavi s Kroni¢no tretiranimi celicami MCF-10A po tednih (kontrolna

skupina)

EPOR1 EPOR2 EPORT
2 tedna 5U 2,14 7,42 12,93
S.E. 159-28516,12-9,34 | 7,50- 27,34
P(H1) 0,00 1 0,00 1 0,00 1
4 tedne5U 0,78 3,78 2,40
S.E. 0,57-1,10 | 293-4,85 | 1,27-5,46
P(H1) 0,15 0,00 1 0,01 1
6 tednov 5 U 0,83 4,98 4,64
S.E. 0,36-2,89 | 3,67-7,27 | 3,72 -5,47
P(H1) 0,62 0,00 1 0,00 1
2 tedna 50 U 0,65 2,42 2,44
S.E. 0,41-1,18 | 1,30-4,23 | 1,50 - 4,45
P(H1) 0,14 0,02 1 0,01 1
4 tedne 50 U 0,86 1,16 1,98
S.E. 054-175|0,79-1,74 | 1,27-3,9
P(H1) 0,53 0,48 0,001 1
6 tednov 50 U 3,59 1,62 5,22
S.E. 2,35-496 | 1,22-2,21 | 3,13-8,39
P(H1) 0,00 1 0,01 1 0,00 1

S.E. = standardna napaka, P(H1)= verjetnost alternativne hipoteze, da je razlika med vzor¢no in kontrolno
skupino samo posledica nakljuéja.
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45 PRIPRAVA PROTEINSKIH VZORCEV ZA ANALIZO NA CIPIH

Iz celic MCF-7 in MCF-10A, ki smo jih kroni¢no in akutno izpostavili delovanju rHUEpO
(glej poglavje 3.1.5), smo pripravili proteinske lizate in dolo¢ili koncentracijo proteinov z
metodo po Bradfordu. Umeritvena krivulja za BSA je v prilogi C.

Preglednica 15: Koncentracija proteinov v proteinskih lizatih celic MCF-7 in MCF-10A akutno
tretiranih s 50 U rHuEpo/ml za razli¢ne ¢ase

Cas tretiranja | MCF-7 akutno | MCF-10A akutno
s 50 U rHUEpo/mi ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)
Oh 0,86 1,15
15 min 1,23 1,30
30 min 1,13 1,01
1h 1,34 1,21
2h 1,07 1,14
4 h 0,78 1,52

Pri akutni izpostavitvi celic MCF-7 smo za vsak tretma nacepili po 175.000 celic, pri celicah MCF-10A pa
po 200.000 celic.

Preglednica 16: Koncentracija proteinov v proteinskih lizatih celic MCF-7 kroni¢no tretiranih s 5 U
rHUEpo in nato vsak teden 1 paralelka 1-urno tretiranje s 50 U rHuEpo/ml

Izpostavljenost | MCF-7 kroni¢no 5 U | MCF-7 kroni¢no 5-50U
5 U rHuEpo/ml ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)

1 teden 1,04 0,82

2 tedna 1,37 0,91

3 tedne 0,68 0,68

4 tedne 0,71 0,65

5 tednov 1,12 1,13

6 tednov 0,96 0,8

Oznaka 5-50U rHuEpo pomeni, da smo po kroni¢nem tretiranju 5 U rHuEpo/ml Sest tednov vsak teden eno
od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/ml za 1 uro. Za vsak teden smo nacepili po 50.000 celic na posodico T-
25.

Preglednica 17: Koncentracija proteinov v proteinskih lizatih celic MCF-10A kroni¢no tretiranih s 5 U
rHuUEpo in nato vsak drugi teden 1 paralelka 1-urno tretiranje s 50 U rHuEpo/ml

Izpostavljenost | MCF-10A kroni¢no 5 U | MCF-10A kroni¢no 5 -50U
5 U rHuUEpo/ml ¢ (mg/ml) ¢ (mg/ml)

2 tedna 0,58 0,21

4 tedne 0,94 0,75

6 tednov 2,14 1,57

Oznaka 5-50U rHuEpo pomeni, da smo po kroni¢nem tretiranju s 5 U rHuEpo/ml Sest tednov vsak drugi
teden eno od paralelk tretirali s 50 U rHuEpo/m tretirali za 1 uro. Za drugi in Cetrti teden smo nacepili po
200.000 celic na posodico T-25, za Sesti teden pa 150.000 celic na posodico T-25.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Test MTT

S testom MTT smo ugotovili najprimernejse zacetno $tevilo celic 5.000 celic/luknjico, saj
so vrednosti absorbance tudi po 72 h v linearnem obmocju (pod vrednostjo ena).
5.1.1

Vzrokov za upad Stevila celic pri nizjih koncentracijah rekombinantnega humanega
eritropoetina (rHUEpo) pri akutni izpostavitvi celic MCF-7 po 72 h je lahko ve¢: napaka pri
izvajanju poskusov (nasajeno manjSe Stevilo celic), primanjkovanje hranil, lateralna
inhibicija celic, ¢eprav ne moremo izkljuéiti moznosti, da je to posledica delovanja
rHUEpo. V visjih koncentracijah (40 in 80 U rHUEpo/ml) pa deluje rHuEpo proliferativno
na rast celic MCF-7 (okoli 2-kratna porast celic). Visoke koncentracije rHUEpo imajo velik
vpliv tudi na proliferacijo celic MCF-10A po akutni izpostavitvi rHuEpo (10-15-kratna
porast celic).

Za razliko od akutnega tretiranja z rHUEpo, se pri kroniéni izpostaviti celic MCF-7
statisticno znacilno poveca Stevilo celic pri nizjih koncentracijah rHuEpo, medtem ko je pri
visjih koncentracijah ucinek na rast sicer prisoten, a ta ni statistiéno znacilen. Kljub temu,
da smo celice MCF-7 za deset tednov izpostavljali delovanju 5 U rHuEpo/ml, se njihova
odzivnost na nivoju proliferacije ni bistveno spremenila. Opazili smo 2-krat vecje Stevilo
celic.

Pri vecini raziskav, ki so proucevale vpliv rHuEpo na celi¢no rast, je bila celicna
proliferacija izmerjena po 1-5 dneh inkubacije z 0,25-100 U rHuEpo/ml. Tako kot v nasih
poskusih (akutno tretirane celice MCF-7 in MCF-10A), je bila tudi v drugih raziskavah
povecana proliferacija celic opazena le pri vi§jih koncentracijah rHUEpo. Pri poskusih z
nizjimi koncentracijami (0,25-10 U rHuEpo/ml) je bilo poveCanje proliferacije
zanemarljivo — Stevilo celic se je povecalo od 1,25-krat do 3-krat (Acs, 2001).
Proliferativen u¢inek rHuEpo je bil v teh raziskavah v glavnem sorazmerno odvisen od
koncentracije rHUEpo, vendar je bil odziv tudi pri visokih koncentracijah rHuEpo (100-200
U rHuEpo/ml) zanemarljiv. Kljub temu je lahko tudi relativno skromna (npr. 2-kratna)
porast Stevila celic v daljSem casovnem obdobju zadostna, da dobijo rakave celice
proliferativno prednost, ki se na daljsi rok za rakave bolnike izkaze za $kodljivo. Kljub
temu, da so bili transkripti EPOR in proteini EpoR v celi¢ni liniji zaznani, se tudi po 1000-
kratnem povisanju koncentracije rHuEpo od tiste, ki jo uporabljajo v medicini, pri
tumorski celi¢ni liniji dojke ni sprozila proliferacija (Westpahl, 2002).

Pri 68 tumorskih celi¢nih linijah v osmih drugih raziskavah pri meritvah proliferacije in
rasti ni bilo opaZenega bioloskega odziva na rHuEpo. Pri eni raziskavi izrazanja
povrSinskega EpoR pri tumorskih celi¢nih linijah se je izkazalo, da pri celi¢nih linijah, ki
na povrsini izrazajo EpoR, ni mogoce sproZiti proliferacije, kadar jih izpostavimo rHuEpo
(Liu, 2004).

Nasprotno je bilo v nekaterih raziskavah pokazano, da se v tumorskih celicah kot odgovor
na rHuEpo sprozi proliferacija (Acs, 2001; Takeshita, 2000). Vendar pa ti podatki zaradi
stevilnih vzrokov niso zanesljivi. Prvi¢, povecana proliferacija je bila zaznana znotraj Suma
ozadja, ki se obicajno pojavi pri vsaki analizi celi¢ne proliferacije. Drugi¢, vzpostavljene ni



40

Stepisnik T. Primerjava izrazanja ... eritropoetinskega receptorja ... med izpostavitvijo eritropoetinu.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

bilo nobene povezave med koncentracijo dodanega rHUEpo in odgovorom celic. Poleg tega
v $tirih drugih raziskavah (Berdel, 1992; Berdel, 1991; Mundt 1992; Rosti, 1993), kjer so
uporabljali enako celi¢no linijo, proliferativni odziv v tumorski celi¢ni liniji dojke ni bil
zaznan. Dve raziskavi (Westenfelder, 2000; Feldman, 2006), ki sta preucevali povezavo
med koncentracijo rHUEpo in proliferacijo tumorske celi¢ne linije, sta porocali, da je
proliferacija v celi¢ni liniji glodalca in v 7 ¢loveskih celi¢nih linijah ledvic in prostate
narasla od 1,25 do 4-krat po tretiranju z 0,5 U rHuEpo/ml — 100U rHuEpo/ml tako v
mediju brez seruma, kot v mediju s serumom. Zaradi odsotnosti kontrole in uporabe
izredno visokih koncentracij rHUEpo je pomen teh raziskav vprasljiv. Ti podatki se
razlikujejo od raziskav, kjer so ugotovili, da se pri farmakolosko obi¢ajnih koncentracijah
(0,01-0,4 U rHuEpo/ml) poveéa proliferacija eritroidne celi¢ne linije za kar 650-krat.
(Hammerling, 1996).

Kot ze omenjeno, je bilo pri eni od raziskav (Acs, 2001) za tumorsko celi¢no linijo dojke
MCF-7 ugotovljeno, da se je proliferacija pod vplivom koncentracije 10 U rHuEpo/mi
zvisala za 1,25-krat, po drugi strani pa drugi raziskovalci niso zaznali nobenega vpliva
rHUEpO na rast iste celicne linije (Gewirtz, 2006; Laugsch, 2008; LaMontagne, 2006). Ni
pojasnjeno, ali so tako raznoliki rezultati posledica razli¢nega izvora celic, razlicnih
pogojev gojenja celic ali razli¢nih postopkov izvajanja poskusov. Prav zato bi bilo za
nadaljnje raziskave na tem podro¢ju izrednega pomena, ¢e bi uspeli zagotoviti celi¢ne
linije podobnega izvora in izvajati poskuse po Ze v naprej predpisanih merilih. Tudi
vprasanje, kako natan¢no lahko in vitro pogoji, v katerih se testi izvajajo, posnemajo
fiziolosko okolje tumorja, ostaja odprto.

Vsekakor pa bi bilo potrebno tudi nase teste zaradi velike variabilnosti (predvsem napake
pri $tevilu nasajenih celic, napake pri pipetiranju, pasaze v kateri so bile celice) potrebno
veckrat ponoviti.

>12 Izolacija in analiza celokupne RNA
Za natan¢nost metode qPCR je klju¢na kakovost izolirane celokupne RNA, saj je
ucinkovitost reverzne transkripcije iz delno razgrajene celokupne RNA znatno slabsa kot iz
intaktne RNA (Swift, 2000).
Na elektroferogramih so bili vidni lo¢eni in visoki vrhovi ribosomskih RNA razli¢nih
velikosti (18S in 28S rRNA) v vzorcih celokupne RNA. Vrednost faktorja RIN, steviléne
vrednosti kakovosti izolirane celokupne RNA, je bila za skoraj vse vzorce blizu
maksimalne vrednosti 10, med 9,7 in 10. To pomeni, da je bila kakovost izolirane
celokupne RNA dobra in med izolacijo ni prislo do njenega razpada.
Koncentracije celokupne RNA iz celic MCF-7 pri akutni izpostavitvi rHUEpo so med 20 —
36 ng/ul, za MCF-10A pa v obmoc¢ju 88 — 120 ng/ul. Pri kroni¢no tretiranih celicah po
tednih smo pri MCF-7 dolocili koncentracijo celokupne RNA od 100 — 347 ng/ul, pri
celicah MCF-10A pa so bile vrednosti od 33 — 110 ng/pl.
Razlike v koncentraciji celokupne RNA med celicami MCF-7 in MCF-10A pri akutni
1zpostavitvi se pojavijo zaradi razlik v Stevilu nasajenih celic, saj smo pri gojenju celic za
akutno izpostavitev celic MCF-7 uporabljali plos¢e s po 6 luknjicami, medtem ko smo
celice MCF-10A gojili v posodicah T-25.
Pri kroni¢ni izpostavitvi celic rHuEpo opazimo, da je koncentracija celokupne RNA celic
MCF-7 veliko vecja kljub 4-krat nizjemu Stevilu nasajenih celic v primerjavi s celicami
MCF-10A. Celice MCF-7 so majhne z velikimi jedri, njihova delitev je hitra in zato
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dobimo ob izolaciji celokupne RNA visje koncentracije, medtem ko so celice MCF-10A
vedje, a imajo manjsa jedra, kar sovpada z nizjo koncentracijo celokupne RNA.

Izolacija celokupne RNA je bila uspesna, saj smo dobili Cisto in kvalitetno RNA v zadostni
koli¢ini za nadaljnje poskuse.

Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za doseganje rezultatov je potrebno zagotoviti specifi¢nost zacetnih oligonukleotidov,
optimizirati njihove koncentracije in preveriti ali nastajajo njihovi dimeri.

'S pomocjo verizne reakcije s polimerazo smo preverili prisotnost tarénih genov EPO,
EPOR, EPORT ter EPORS, in kontrolnih genov TOP1, UBC, YWHAZ, SDH1, SF3Al v
cDNA izolirani iz netretirane celi¢ne linije MCF-7. Produkte PCR smo analizirali na
agarozni gelski elektroforezi in potrdili produkte ustrezne velikosti. Ugotovili smo, da so
razli¢nih velikosti. Ker ne poznamo zaporedja nukleotidnih zacetnikov za UBC in mesta
njihove vezave, Zal ne moremo zagotovo trditi, da je to zaradi alternativnega izrezovanje
intronov iz mMRNA za UBC. Zato tega kontrolnega gena nismo uporabili za hormalizacijo
pri kvantitativnem PCR v realnem c¢asu.

514 Merjenje izrazanja genov s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v realnem

o casu

5.1.4.1 Iskanje primernih referen¢nih genov za normalizacijo izrazanja genov s
programom geNorm

Metoda, s katero smo preverili izraZzanje genov, je bila verizna reakcija s polimerazo v
realnem casu (QPCR). Eden od osnovnih korakov pri analizi podatkov je normalizacija na
ustrezen referen¢ni gen. Ce v tem koraku izberemo napaden pristop, so lahko rezultati
zavajajoCi.

V ta namen smo raziskovali stabilnost ve¢ referen¢nih genov (GAPDH, SF3Al, TOP1,
UBC, YWHAZ, 18S rRNA in B2M), med katerimi so se z analizo z geNorm za
normalizacijo najbolj stabilni izkazali SF3A1, GAPDH in TOP1. Ti so v nadaljevanju
predstavljali nase referencne gene.

5.1.4.2 Ucinkovitost pomnozevanja tarénih genov v celi¢ni liniji MCF-7, MCF-10A in
kontrolni celokupni RNA

Ucinkovitosti pomnozevanja zaporedij tarcnih genov EPOR1, EPOR2 in EPORT ter
referencnih genov SF3A1, GAPDH in TOP1 so bile priblizno enake, zato smo iz
umeritvenih krivulj obeh celi¢nih linij in Stratagene za vsak gen izracunali povprecno
vrednost, ki predstavlja ucinkovitost (E). Te vrednosti smo uporabili za statisticno
obdelavo v programu REST 2009. Povprecne vrednosti, ki so presegale vrednost 1, Smo
dali na vrednost 1, ta pa je tudi predstavljala vrednosti, ki smo jih uporabili za nadaljnjo
obdelavo v programu REST 2009.

5.1.4.3 Analiza izrazanja genov s programom REST 2009

S programom REST 2009 smo nato analizirali izraZanje genov.
Pri akutni izpostavitvi celic MCF-10A hormonu rHuEpo se izrazanje tar¢nih genov
vzoréne skupine ne razlikujejo od kontrolne skupine (netretirane celice). Pri celi¢ni liniji
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MCEF-7 tretirani 4 minute z rHuEpo se izrazanje tarénih genov EPOR1, EPOR2 in EPORT
vzoréne skupine ne razlikuje od kontrolne skupine (netretirane celice), medtem ko imajo v
preostalih Casovnih tockah vsi geni znizano raven izrazanja v primerjavi s kontrolno
skupino.

Pri kroni¢ni izpostavitvi rHuEpo celic MCF-7 imajo geni EPOR1, EPOR2 in EPORT v
vseh Casovnih tockah znizano raven izrazanja v primerjavi s kontrolno skupino.

Pri primerjavi izrazanja tarénih genov v netretiranih celicah MCF-10A in celicah MCF-
10A, ki so bile Sest tednov kroni¢no izpostavljene 5 0z. 50 U rHuEpo/ml, ima taréni gen
EPOR2 zviSano raven izrazanja v vzor¢ni skupini (v primerjavi s kontrolno skupino) v
vseh tockah inkubacije. Izrazanje je poviSano zlasti v prvih dveh tednih, tako pri kroni¢ni
izpostavitvi 5 U rHUEpo/ml (za faktor 3,9), kot pri celicah, ki so bile v nadaljevanju za 8
minut tretirane s 50 U rHuEpo/ml (povis$ano izraZanje za faktor 5,5).

Izrazanje ostalih dveh tarénih genov EPORI1 in EPORT se statisticno ne razlikuje od
kontrolne skupine (netretiranih celic).

Izrazanja tarénih genov v netretiranih celicah MCF-7, in celicah MCF-7, ki so bile Sest
tednov kroni¢no izpostavljene 5 0z 50 U rHUEpo/ml, zelo variira:

EPORI1 ima znizano raven izrazanja v vzorcni skupini v primerjavi s kontrolno skupino v
prvem in Cetrtem tednu kroni¢ne izpostavljenosti 5 U rHuEpo/ml, prav tako v prvem,
¢etrtem in petem tednu po tretiranju s 50 U rHuEpo/ml, medtem ko se njegovo izraZzanje v
drugem tednu kroni¢ne izpostavljenosti 5 U rHuEpo povisa (za faktor 3,6).

Podobno je tudi pri tarénem genu EPOR2, ki ima v prvem, tretjem in Cetrtem tednu
kroni¢ne izpostavitve 5 U rHuEpo/ml znizano raven izrazanja. Pri kroni¢ni izpostavitvi in
nadaljnjem tretiranju s 50 U rHUEpo/ml je izrazanje znizano v vseh tednih (razen v drugem
tednu) . V drugem tednu kroni¢ne izpostavljenost 5 U rHuEpo/ml pa se, prav tako kot pri
genu EPORL, pojavi povisano izrazanje gena (za faktor 2).

Izrazanje tarénega gena EPORT se poviSa v vseh tednih kroni¢ne izpostavitve 5 U
rHUEpo/ml (razen v prvem in ¢etrtem tednu), zlasti po dveh tednih (za faktor 4,3), medtem
ko ima gen EPORT po tretiranju s 50 U rHuEpo/ml v Cetrtem in petem tednu zniZano
raven izrazanja, vV drugem tednu pa je izrazanje povisano.

Pri primerjavi izraZanja tar¢nih genov v celicah MCF-10A, ki so bile Sest tednov kroni¢no
tretirane s 5 U rHuEpo/ml in celicah MCF-10A, ki smo jih nato vsaka dva tedna izpostavili
se 50 U rHuEpo/ml za 8 minut, se izkaze, da ima taréni gen EPOR1 po Sestih tednih
tretiranja s 5 U rHuEpo/ml zniZano raven izraZanja v vzor¢ni skupini (v primerjavi s
kontrolno skupino brez tretmaja s 50 U rHuEpo/ml) za faktor 0,3. Ostali tretmaji se
statisti¢no ne razlikujejo od kontrolne skupine.

Na podlagi primerjave izraZzanja tarénih genov pri celicah MCF-7, ki smo jih kroni¢no
izpostavili 5 U rHUEpo/ml za Sest tednov in celicah MCF-7, ki smo jih potem vsak teden
tretirali se s 50 U rHuEpo/ml za 8 minut, ugotavljamo, da imajo skoraj vsi tar¢ni geni vV
tretirani vzor¢ni skupini znizano raven izrazanja v primerjavi z netretirano kontrolno
skupino, razen pri genu EPOR1 po Sestih tednih, ko je izraZanje gena zviSano, in po Stirih
tednih tretiranja, ko ne pride do statisticno znacilne razlike.
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Rezultati razmerja izrazanja tarénih genov kroni¢no izpostavljenih celic MCF-7 za devet
tednov 5 U rHuEpo/ml in nato tretiranih s 50 U rHuEPo/ml za razli¢ne Case v primerjavi z
akutno tretiranimi celicami MCF-7 za razli¢ne ¢ase nam pokazejo, da imajo vsi trije tar¢ni
geni, EPOR1, EPOR2 in EPORT, znizano raven izrazanja v vzor¢ni skupini (kroni¢no
tretirane celice) v primerjavi s kontrolno skupino (akutno tretirane celice) pri ¢asu 0 minut,
gena EPORL1 in EPOR?2 pa tudi pri ¢asu 4 minute.

Razmerje izrazanja tar¢nih genov akutno izpostavljenih celic MCF-7 v primerjavi z akutno
tretiranimi celicami MCF-10A za razli¢ne ¢ase je pri genu EPOR2 moé¢no poviSano pri
vseh Casih tretiranja (4,6 - 14,5-krat), zlasti v ¢asu 0 min (netretirane celice), kjer je faktor
izrazanja 14,5. 1z tega sklepamo, da je izrazanje tega gena ze v osnovi veliko vi§je pri
tumorski celi¢ni liniji kot pri normalni in je zato poviSano izrazanje prisotno tudi v ostalih
Casih akutne izpostavitve. Vendar se to razmerje s ¢asom tretiranja manjsa, iz ¢esar lahko
sklepamo dvoje: ali se z daljSanjem cCasa tretiranja povisuje izraZanje tarénih genov pri
normalni celi¢ni liniji ali pa se z daljSanjem cCasa tretiranja zniZuje izrazanje tarénih genov
pri tumorskih celicah. Pri tarénem genu EPORT je izrazanje povisano le pri ¢asu 8 minut,
in sicer za faktor 2,1. V ostalih tretmajih in pri genu EPOR1 ni bilo statisti¢no znacilnih
razlik v izrazanju.

Razmerje izrazanja tar¢nih genov kroni¢no izpostavljenih celic MCF-7 po tednih v
primerjavi s kroni¢no tretiranimi celicami MCF-10A po tednih je pri tarénem genu EPORI1
povisano po dveh tednih kroni¢ne izpostavitve 5 U rHuEpo/ml in po Sestih tednih
nadaljnega tretiranja s 50 U rHuEpo/ml (za 3,6-krat). Pri genu EPOR2 je razmerje
izrazanja poviSano v vseh tretmajih (zlasti v drugem tednu izpostavitve 5 U rHuEpo/ml, za
faktor 7,4), razen v Cetrtem tednu pri tretiranju s 50 U rHuEpo/ml. Pri genu EPORT pa je
poviSano izrazanje prisotno pri vseh tretmajih, zlasti v drugem tednu kroni¢ne izpostavitve
5 U rHuEpo/ml (za faktor 13) in po Sestih tednih kroni¢ne izpostavitve rHuEpo in nato
tretiranju s 50 U rHUEpo/ml (za faktor 5). Vsem trem tarénim genom je skupno povisanje
izrazanje v istih tretmajih — po dveh tednih kroni¢ne izpostavitve 5 U rHuEpo/ml in po
Sestih tednih kroni¢ne izpostavitve rHUEpo in nato tretiranju s 50 U rHuEpo/ml.

Razlika v izrazanju gena EPOR1 in EPOR2 se verjetno pojavi zato, ker oligonukleotidni
zacetniki ne zavzemajo celega funkcionalnega dela receptorja v enakem obsegu. Ta razlika
je opazna zlasti pri primerjavi celic MCF-10A tretiranih z rHUEpo po tednih v primerjavi z
netretiranimi celicami ter pri primerjavi akutno tretiranih celic MCF-7 v primerjavi z
akutno tretiranimi celicami MCF-10A, kjer se gen EPOR2 izraza poviSano v vseh
tretmajih, raven izrazanja gena EPOR1 pa ni spremenjena.

Pri Stevilnih raziskavah je bila v tumorjih prisotna ekspresija EPOR, iz ¢esar so sklepali na
negativen vpliv na rast tumorja in prezivetje. Vendar pa so mnoge od teh raziskav
vprasljive zaradi tezav z metodami za zaznavanje proteina EpoR, potrebe po primernih
kontrolah in pomanjkljivega zaznavanja fizioloske prisotnosti povrSinskih EpoR na
tumorskih celicah. Ena od pomembnejsih metodoloskih tematik se navezuje na uporabo
nespecifi¢nih oz. slabo specifi¢nih protiteles za EpoR. V vecini raziskav, predvsem tistih
pred letom 2006 (Henke, 2006; Westenfelder, 2000; Acs, 2001; Brines, 2004; McBroom,
2005), so uporabljali protitelo C-20 (Santa Cruz Biotechnology), ki se je izkazalo za
nezanesljivega tako za imunski odtis kot imunohistokemijo (zaradi navzkrizne reaktivnosti
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z drugimi proteini, med drugim s stresnim proteinom HSP70, katerega prisotnost se poveca
v $tevilnih humanih karcinomih in je pod vplivom hipoksije).

Pri tumorskih celicah, ki so se na rHUEpo in vitro odzvale, je bil njihov odziv zanemarljiv
kljub temu, da je bil EpoR izrazen ali pa so Sele izredno visoke koncentracije rHUEpo
izzvale bioloski odgovor. Te ugotovitve kazejo na moznost odsotnosti znotrajceli¢ne
signalizacije po vezavi liganda na receptor, nizke vsebnosti EpoR ali pa nefunkcionalnosti
EpoR na celi¢ni povrsini v tumorski celi¢ni liniji (Sinclair, 2007). To bi si lahko razlagali
kot posledica uporabe metode, pri kateri se je raziskovala prisotnost EpoR izklju¢no z
uporabo mRNA, ki kodira divji tip EpoR po celotni dolzini. Arcasoy et al. (2003) so v ve¢
tumorskih celi¢nih linijah in primarnih rakih z RT-PCR odkrili prisotnost petih dodatnih
oblik receptorja (poleg normalne funkcionalne oblike), ki sicer lahko vezejo Epo, vendar se
nadaljnja signalna transdukcija Epo ne sprozi. Tako topna in okrnjena oblika receptorja
EpoR tekmujeta za vezavo liganda (Epo) z divjim tipom EpoR. Ce je razmerje mutantov v
primerjavi z divjim tipom visoko, lahko to vpliva na signalizacijo EpoR. Ta hipoteti¢na
situacija bi lahko razlozila, zakaj so za rast tumorskih celic/aktivacijo receptorja potrebne
visoke koncentracije rHUEpo (Szenajch, 2010).

Za rakave celice obstaja ve¢ bioloski vidikov signalne poti Epo/EpoR, ki lahko igrajo
pomembno vlogo pri posredovanju Epo signala in pri nekrvotvornih celicah pospesujejo
njihovo rast. Prvi vidik domneva nizjo afiniteto EpoR do liganda pri rakavih celicah v
primerjavi z afiniteto pri normalnih celicah (Sytkowski, 2004). Drugo pomembno
vprasanje je lokalizacija in Stevilo molekul EpoR v rakavih celicah. LaMontagne et al.
(2003) so odkrili, da je bil EpoR v celicah raka dojke MCF-7 prisoten predvsem
intracelularno. Do sedaj so menili, da se na ekstracelularni Epo odzove le na membrano
vezan EpoR, s Cimer so Stevilni avtorji pojasnjevali odsotnost odgovora na rHuEpo.
Njihovi rezultati so §e vedno v nasprotju s prej omenjeno Studijo (Arcasoy, 2002), ki pri
celicah MCF-7 navaja izrazanje membranskega EpoR in pozitiven odgovor na Epo.
Razumevanje teh razlik je mogoce razloZiti s Studijo (Um et al., 2007) pri celicah
humanega neuroblastoma. Z novo metodo so avtorji uspeli z manj kot 50 visoko
afinitetnimi molekulami EpoR na povrsini celic SH-SY5Y dokazati aktiviranje Epo
signalnih poti. Na ta na¢in bi lahko prispevali pri reSevanju tezav s Stetjem majhnega
Stevila. molekul EpoR na povrSini nekrvotvornih celic pri do sedaj objavljenih
nasprotujo¢ih rezultatih.

Pri nedavnih raziskavah (Larsson, 2009) se je izkazalo, da lahko s pomocjo izrazanja
EPOR napovemo prisotnost tumorja, vendar se te napovedi razlicne pri posameznih
oblikah raka. Pri bolnikih z rakom dojke je pomenilo visoko izrazanje EPOR pozitivno
napoved prisotnosti tumorja, ¢e je bil tumor pozitiven za estrogenski receptor (ER),
medtem ko pri tumorjih z negativnim ER ni bilo mogo¢e napovedati prisotnosti tumorja.
Pomen raziskav, ki so povezane z detekcijo izrazanja EPOR pri rakavih celicah je torej
izreden in Se dokaj neraziskan.

Zavedati pa se moramo, da so med fiziolosko najpomembnejSimi in vivo raziskave
tumorja, pri katerih je bil rezultat tretiranja s stimulatorji eritropoeze (ESA) zmanjsanje
rasti tumorja preko radiosenzibilnosti, znizanje hipoksije oz. povecanje imunosti tumorja.
In najpomembnejse, pri nobeni zivali se pri in vivo raziskavah tumorja ni pokazalo, da bi
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ESA sami po sebi povecali rast tumorja oz. zmanjsali moznosti preZivetja. Sele nadaljnje
dobro nadzorovane raziskave bodo razjasnile, ali je uporaba ESA pri anemi¢nih bolnikih
varna (Sinclair, 2007).

Priprava proteinskih vzorcev za analizo na cipih

Koncentracije proteinov celic MCF-7 pri akutni izpostavitvi rHUEpo so bile med 0,78 —
1,34 mg/ml, pri celicah MCF-10A pa med 1,01 — 1,52 mg/ml. Pri kroni¢no tretiranih
5.18elicah po tednih smo pri tumorski celi¢i liniji MCF-7 dolo¢ili koncentracijo proteinov od
0,65 — 1,37 mg/ml, pri celicah MCF-10A pa so bile vrednosti od 0,21 — 2,14 mg/ml.
Za analizo izrazanja proteinov na proteinskih ¢ipih z nanosenimi protitelesi za signalne
proteine ter proteine udelezene pri proliferaciji in apoptozi bi potrebovali koncentracijo
proteinov 2 mg/ml. Ker smo v proteinskih lizatih dobili prenizke koncentracije proteinov,
bi vilo potrebno poskuse ponoviti na ve¢jem Stevilu celic.

Glede na 5-krat ve¢jo koli¢ino proteinov pri kroni¢no tretiranih celicah MCF-10A z
rHuEpo za Sest tednov v primerjavi z dvema tednoma, domnevamo da ima rHuUEpo
proliferativen ucinek na rast celic. Tega z MTT testi Zal nismo uspeli ovrednotiti, saj so se
nam po Sestih tednih kroni¢nega tretiranja z 5 U rHuEpo/ml celice okuzile.

Za vecjo zanesljivosti rezultatov bi bilo potrebno vse poskuse ponoviti. Za SirSo predstavo
0 sami signalizaciji rHuEpo bi bilo vsekakor potrebno preveriti vpliv rHUEpo tudi na
nivoju izrazanja proteinov.

5.2 SKLEPI

Pri analizi proliferacije normalne celi¢ne linije MCF-10A in tumorske celi¢ne linije MCF-
7 pod vplivom rekombinantnega humanega eritropoetina (rHUEpo) smo prisli do
naslednjih sklepov:

- Pri akutni izpostavitvi celic deluje rHuEpo podobno na normalne in tumorske
celice. Dokazali smo namre¢, da rHuEpo v vi§jih koncentracijah (40 in 80 U
rHuEpo/ml) vpliva na obe celi¢ni liniji proliferativno.

- Pri kroni¢ni izpostavitvi celic rHUEpoO je proliferativen ucinek na celice MCF-7
drugacen kot pri akutnem tretiranju celic MCF-7. Pri kroni¢ni izpostavitvi celic
MCF-7 se namrec statisti¢no znacilno poveca Stevilo celic pri nizjih koncentracijah
rHUEpo.

- Dolgotrajno (deset tednov) delovanje 5 U rHuEpo/ml ni bistveno vplivalo na
proliferacijo celic MCF-7.

Proucevali smo tudi izrazanje genov za eritropoetinski receptor (EPOR) pri normalni
MCF-10A in tumorski MCF-7 celi¢ni liniji po akutni in kroni¢ni izpostavitvi rHUEpo. 1z
dobljenih rezultatov lahko sklepamo:

- Po akutnem tretiranju z rHuEpo je izrazanje gena za eritropoetinski receptor
razli¢no pri tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Pri akutni izpostavitvi celic
MCF-10A se izrazanje tar¢nih genov EPOR1, EPOR2 in EPORT statisticno ne
razlikuje od kontrolne skupine (netretiranih celic), medtem ko je pri akutno
tretiranih tumorskih celicah MCF-7 izrazanje vseh treh tarénih genov pri skoraj
vseh Casih zniZano.
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- Tudi kroni¢no izpostavljene celice MCF-7 imajo po deset tednih tretiranja s 5 U
rHUEpo/ml v vseh casovnih to¢kah znizano izrazanje genov za eritropoetinski

receptor v primerjavi s kontrolo.

- Pri kroni¢no izpostavljenih celicah MCF-10A (5 oz. 50 U rHuEpo/ml za Sest
tednov) ima hormon vpliv na tar¢ni gen EPOR2, in sicer se njegovo izraZanje zvisa,
medtem ko pri izrazanju genov EPOR1 in EPORT ni statisti¢no znacilnih razlik v

primerjavi s kontrolno skupino (netretiranimi celicami).

- Pri kroni¢no izpostavljenih celicah MCF-7 (5 oz. 50 U rHuEpo/ml za Sest tednov)
so razlike v izrazanju genov EPOR1, EPOR2 in EPORT zanemarljive, razen v
drugem tednu tretiranja s 5 U rHuEpo/ml, ko je izrazanje vseh treh tarénih genov

precej povisano (2 - 4,3-krat) v primerjavi s kontrolo (netretiranimi celicami).

Izrazanje genov smo medsebojno primerjali pri razli¢nih kontrolnih in vzorénih skupinah,

in ugotovili:

- Pri visokih koncentracijah rHuEpo (50 U rHuEpo/ml v primerjavi s 5 U
rHUEpo/ml) smo opazili znizano izrazanja tar¢nih genov pri kroni¢no tretiranih
tumorskih celicah po tednih. Tega nismo zasledili pri kroni¢no tretiranih normalnih

celicah po tednih.

- Ce primerjamo kroni¢no izpostavljene tumorske celice MCF-7 z akutno tretiranimi
celicami MCF-7 v razli¢nih ¢asovnih tockah, ni bistvenih razlik v izrazanju tarénih

genov EPOR1, EPOR2 in EPORT.

- Ce primerjamo izrazanja tar¢nih genov med kroni¢no izpostavljenimi celicami
MCF-7 in kroni¢no tretiranimi celicami MCF-10A po tednih, opazimo da je
izrazanje genov EPOR2 in EPORT povisano, zlasti v drugem tednu kronicne

izpostavitve 5 U rHUEpo/ml (za faktor 7,4, in 13).

- Izrazanje EPOR2 je veliko vi§je pri tumorski celi¢ni liniji kot pri normalni celini
liniji. Ce primerjamo akutno tretirane celice MCF-7 s celicami MCF-10A, lahko
ugotovimo, da je izrazanje gena EPOR2 veliko visje pri tumorski celi¢ni liniji kot
pri normalni v vseh ¢asovnih toCkah, vendar se s ¢asom akutne izpostavitve to

razmerje niza.
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6 POVZETEK

Eritropoetin (Epo) je glikoprotein iz skupine citokinov. Kot odgovor na hipoksijo tkiva
nastaja predvsem v ledvicah in tudi v jetrih. V kostnem mozgu deluje na predniske
eritroidne celice in na prekurzorje eritrocitov (Erc) ter nadzira njihovo proliferacijo,
diferenciacijo in zorenje. Ob vezavi Epo na eritropoetinski receptor (EpoR) na povrsini
celic se sprozi natan¢no uravnavan sistem signalnih poti. Epo in EpoR se izrazata tudi v
mnogih nekrvotvornih tkivih in pri mnogih tipih raka ter rakavih celi¢nih obolenjih, kjer
njuna funkcija Se vedno ni pojasnjena.

Rekombinantni humani Epo (rHuEpo) se uporablja za dvig ravni hemoglobina (Hb) pri
bolnikih z anemijo. Anemije je lahko med drugim tudi posledica rasti tumorja v kostnem
mozgu in zdravljenja raka s kemoterapijo oziroma obsevanjem. Nekatere raziskave kazejo,
da je anemija napovedni dejavnik slabSega prezivetja bolnikov z rakom. Zdravljenje z
rHuEpo odpravi anemijo, zmanjSa potrebo po transfuziji in izboljSa bolnikovo pocutje.
Poleg tega rHuEpo izboljsa uspesSnost kemoterapije in radioterapije zaradi boljse
prekrvavljenosti in preskrbe tumorja s kisikom. Toda po drugi strani prisotnost Epo in
njegovega receptorja (EpoR) pri mnogih tipih raka in rakastih celi¢nih linijah postavlja pod
vprasaj terapevtske ucinke rHuEpo pri bolnikih z rakom. Nakazuje se namre¢ moZznost, da
rHuEpo vpliva na hitrejSo rast tumorja, pospeSuje njegovo angiogenezo in varuje rakaste
celice pred apoptozo. Nekatere nedavne klini¢ne Studije sto pokazali slabSe prezivetje
bolnikov, pri katerih je bila kemo- in radioterapija kombinirana z rHUEpo, v primerjavi z
bolniki, ki so prejemali samo transfuzije krvi. Nasprotujoce si ugotovitve o ucinkih
rHuEpo v prekliniénih in klinicnih Studijah vsekakor terjajo razjasnitev mehanizma
delovanja rHUEpo za odgovorno ravnanje med zdravljenjem.

Na$ namen je bil preuciti vpliv rekombinantnega humanega eritropoetina na izraZanje
eritropoetinskega receptorja in proliferacijo v tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Pri
obeh celi¢nih linijah, tumorski MCF-7 in normalni MCF-10A smo dokazali vpliv rHUEpo,
tako na proliferacijo celic kot na izrazanje tarénih genov za eritropoetinske receptorje
EPOR1, EPOR2 in EPORT.

Nasa temeljna hipoteza je predvidevala, da deluje eritropoetin razlicno na proliferacijo
tumorskih in normalnih celic dojke. Vendar pa lahko na podlagi dobljenih rezultov testov
MTT sklepamo, da je proliferativni u¢inek po akutni izpostavitvi rHuEpo pri obeh celi¢nih
linijah podoben. Dokazali smo namre¢, da v vi§jih koncentracijah (40 in 80 U rHuEpo/ml)
deluje akutna izpostavitev rHuEpo proliferativno na rast celic MCF-7. Visoke
koncentracije rHUEpo imajo velik vpliv tudi na proliferacijo celic MCF-10A po akutni
izpostavitvi rHUEpo. Po drugi strani pa se za razliko od akutnega tretiranja z rHUEpo, pri
kroni¢ni izpostaviti celic MCF-7 statisticno znacilno poveca Stevilo celic pri nizjih
koncentracijah rHuEpo, medtem ko je pri vi§jih koncentracijah ucinek na rast sicer
prisoten, a ta ni statisticno znacilen. Kljub temu, da smo celice MCF-7 za deset tednov
izpostavljali delovanju 5 U rHuEpo/ml, se njihova odzivnost na nivoju proliferacije ni
bistveno spremenila.

S polimerazno reakcijo v realnem ¢asu smo dokazali tudi naso hipotezo, da je izraZzanje
gena za eritropoetinski receptor razliéno pri tumorski in normalni celi¢ni liniji dojke. Po
kroni¢ni in akutni izpostavitvi celic MCF-7 hormonu rHuEpo se izrazanje
eritropoetinskega receptorja zniza, medtem ko pri akutno tretiranih celicah MCF-10A ni
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statisti¢no znacilnih razlik v izrazanju tar¢nih genov. Razlike v izrazanju tar¢nih genov so
prisotne tudi po kroni¢nem tretiranju normalnih oz. tumorskih celic po tednih.

Kot smo domnevali, se po kroni¢ni izpostavljenosti celic eritropoetinu po tednih spremeni
njihova odzivnost na nivoju izrazanja eritropoetinskega receptorja, in sicer se pri normalni
celi¢ni liniji MCF-10A zviSa izrazanje EPOR2, pri tumorski celi¢ni liniji MCF-7 pa pride
do zviSanega izrazanja vseh treh tarénih genov po dveh tednih tretiranja s 5 U rHUEpo/ml.

Vsekakor bi bilo potrebno nase teste zaradi velike variabilnosti (predvsem napake pri
Stevilu nasajenih celic, napake pri pipetiranju, pasaze v kateri so bile celice, viabilnosti
celic) veckrat ponoviti.
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9 PRILOGE
Priloga A

TWO-WAY ANOVA, BONFERRONI POSTTESTS

Preglednica 18: Statisticna obdelava rezultatov testa MTT s programom GraphPad Prism (vpliv na
proliferacijo celic MCF-7 in MCF-10A po akutni in kroni¢ni izpostaviti rHuEpo)
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i 22 |25 oL 03700058 72 1,76 212 035 -0.20t0 0.91 0 1 1 0 171do 1.71
2 135 154 019 -152do 1.89
Cas (h) Razlika t vrednost P Povzetek Cas (h) Razlika t Vrednost P Povzetek 48 132 '10,45 9,13 7.23do 11.04
0 0 0 P>005 ns 0 010 [P>005 Ins . _
24 0,45 322 P<0.01 ok 24 015 096 P>0.05 ns Cas (h) Razlika t Vrednost P Povzetek
® o |20 lP<om I* 48 029 178 P>005 ns 0 0 0 P>005 ns
' ' 72 035 221 P>005 ns 24 019 037 P>005 ns
72 0,1 0,74 P>0.05 ns 0w 80 48 913 '16,56 P<0.001 I
0vs 80 . ; ;
N r ; . Cas (h) 0 80 Razlika 95% ClI of diff. 0vs 80
Cas (h) 0 80 |Razlika  |95% Cl of diff. 0 1 1 o 055 do 0.5 Cas(h) 0 80 Razika  95% Clof diff.
0 ! L 10 -048do 048 24 133 1,68 034 -0.21do 0.90 0 1 1.0 -171do 171
24 163 207 044 -0.06do 0.94 3 174 199 025 031 do 0.80 2 135 161 026 -1.45do 1.96
48 2 225 025 0.23do 0.72 7 176 203 027 028 do 0.82 48 132 14471315 11.36 do 14.94
72 249 253 004 0.43do 052
: _ Cas (h) Razlika t Vrednost P Povzetek Cas (h) Razlika t Vrednost P Povzetek
Cas (h) Razlika t vrednost P Povzetek 0 0 0 P>005 ns 0 0 0 P>0.05 ns
 Tom Jsoilpeoms I+ 2 los 24lp>0t5 s w st et peoms e
: g : 48 025 153 P>005 ns Z x :
8 025 18 P>005 ns 7 027 167 P>005 ns
72 004 03 P>005 ns




Priloga B
AGILENT - KONCENTRACIJA CELOKUPNE RNA

Preglednica 19: Celice MCF-7 in MCF-10A: §tevilo nacepljenih celic, koncentracija, ¢istost (285/18S)
in kakovost (RIN) celokupne RNA v vzorcih

Vzorec Stevilo celic ~ Koncentracija rRNA Ratio RIN
(ng/ul) [28S/18S]
MCF-7 50 U 0 min 40.000 28 19 9,1
MCF-7 50 U 4 min 40.000 22 1,9 9,3
MCF-7 50 U 8 min 40.000 20 2,1 10,0
MCF-7 50 U 16 min 40.000 32 19 9,8
MCF-7 50 U 32 min 40.000 36 2,1 9,9
MCF-7 50 U 64 min 40.000 28 2,1 9,8
MCF-10A 50 U 0 min 200.000 120 2,2 10
MCF-10A 50 U 4 min 200.000 88 2,1 9,8
MCF-10A 50 U 8 min 200.000 96 2,1 10,0
MCF-10A 50 U 16 min 200.000 112 2,1 9,8
MCF-10A 50 U 32 min 200.000 98 2,1 10,0
MCF-10A 50 U 64 min 200.000 96 2,2 10,0

Vzorec je poimenovan z razliénim ¢asom akutne izpostavitve 50 U rHuEpo/ml za 0, 4, 8, 16, 32 in 64 min.

Preglednica 20: Celice MCF-7: $tevilo nacepljenih celic, koncentracija, ¢istost (28S/18S) in kakovost
(RIN) celokupne RNA v vzorcih po tednih tretiranja z rHUEpo

Vzorec Stevilo celic ~ Koncentracija rRNA Ratio RIN
(ng/ul) [28S/18S]
MCF-7 1teden5 U 50.000 126 2,0 10,0
MCF-7 1 teden 5-50 U 50.000 100 2,0 10,0
MCF-7 2 teden5 U 50.000 200 1,9 9,8
MCF-7 2 teden 5-50 U 50.000 157 1.8 9,9
MCF-7 3teden5 U 50.000 313 19 9,9
MCF-7 3 teden 5-50 U 50.000 203 1.8 9,9
MCF-7 4 teden5 U 50.000 347 19 9,7
MCF-7 4 teden 5-50 U 50.000 220 2,1 9,9
MCF-7 5teden5 U 50.000 217 1,9 9,8
MCF-7 5 teden 5-50 U 50.000 208 19 9,9
MCF-7 6 teden5 U 50.000 169 1,9 9,9
MCF-7 6 teden 5-50 U 50.000 167 2,0 9,9

Vzorec je poimenovan s Stevilom tednov kroni¢ne izpostavitve 5 U rHuEpo/ml ter vzporedne 8-minutne
izpostavitve 50 U rHuEpo/ml. Za vsako izpostavitev smo pripravili tri paralelne vzorce celic.



Preglednica 21: Celice MCF-10A: $tevilo nacepljenih celic, koncentracija, ¢istost (285/18S) in kakovost
(RIN) celokupne RNA v vzorcih po tednih tretiranja z rHUEpo

Vzorec

MCF-10A 2 teden 5 U
MCF-10A 2 teden 5-50 U
MCF-10A 4 teden 5 U
MCF-10A 4 teden 5-50 U
MCF-10A 6 teden 5 U
MCF-10A 6 teden 5-50 U

Stevilo celic

200.000
200.000
200.000
200.000
150.000
150.000

Koncentracija
(ng/pl)
90
69
110
48
66
33

rRNA Ratio
[28S/18S]
1,9
2,0
1,9
1,8
1,9
2,1

RIN

10,0
9,9
9,9
N/A
9,9
9,7

Vzorec je poimenovan s $tevilom tednov kroni¢ne izpostavitve 5 U rHuEpo/ml ter vzporedne 8-minutne
izpostavitve 50 U rHuEpo/ml. Za vsako izpostavitev smo pripravili tri paralelne vzorce celic.



Priloga C
KONCENTRACIJA PROTEINOV - BRADFORD

0 . T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

BSA (ug/ml)

Slika 29: Umeritvena krivulja BSA za dolo¢anje koncentracije proteinov po Bradfordu
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