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Povzetek

Tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT) ima velik vpliv na metabolizem tiopurinskih
ucinkovin. Njena visoka aktivnost poveca deaktivacijo tiopurinov in to zmanj$a pojavnost
nevarnih nezelenih u¢inkov. Gen za TPMT je polimorfen in heterozigoti in homozigoti za
mutiran alel imajo znizano aktivnost TPMT in s tem povecano tveganje za pojav nezelenih
ucinkov. Genotipizacija za mutirane alele TPMT je relativno hiter in enostaven
farmokogenetski test, ki omogoca optimacijo posameznikove terapije s tiopurini. Vendar
ujemanje med genotipom in fenotipom ni popolno in to omejuje uporabnost genotipizacije v
klini¢ni praksi.

Zato smo v raziskavi preverili vpliv koncentracije S-adenozilmetionina (SAM) na
aktivnost razli¢nih aloencimov TPMT. Raziskavo smo opravili z merjenjem aktivnosti TPMT
in koncentracije SAM v eritrocitih zdravih preiskovancev z metodo tekoCinske kromatografije
visoke lo¢ljivosti (HPLC). Drugi del raziskave je bil opravljen na COS-7 celicah, v katere
smo vnesli plazmide z zaporedji za najpogostejSe aloencime TPMT*1, TPMT*2, TPMT*3A
in TPMT*3C. Celice smo gojili v prisotnosti in odsotnosti metionina, ki kot prekurzor SAMa
vpliva na njegovo koncentracijo. Z metodo HPLC in z western prenosom smo preverili
kakSen vpliv ima zniZanje znotrajceli¢ne koncentracije SAM na TPMT.

S statisticno analizo smo dokazali, da imajo posamezniki z niZjo koncentracijo SAM tudi
nizjo aktivnost TPMT v eritrocitih. Na COS-7 celicah smo dokazali, da vpliva zniZanje
znotrajceli¢ne koncentracije SAM na znizanje aktivnosti in koli¢ine TPMT. Domnevamo, da
gre za posttranslacijsko uravnavanje aktivnosti TPMT z vezavo SAM na protein in posledi¢no
stabilizacijo njegove strukture. Med seboj smo primerjali razlicne aloencime in ugotovili, da
ima TPMT*3C vecjo aktivnost od TPMT*2 in TPMT*3A in ob znizanju koncentracije SAM
se aktivnost najbolj zniza aloencimu TPMT*3C. To lahko razlozimo z ohranitvijo vezavnega
mesta za SAM pri TPMT*3C medtem, ko vezavno mesto spremenjeno pri TPMT*2 in
TPMT*3A.

Nasa raziskava nakazuje moznost uporabe koncentracije SAM oziroma polimorfizmov v
genih, ki so vpleteni v njegovo biosintezo, kot nove bioloske oznacevalce pri individualizacije

terapije s tiopurini.
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Abstract

Thiopurine-S-methyltransferase (TPMT) has a great impact on the metabolism of
thiopurine drugs. Its high activty leads to greater deactivation of thiopurines and decreases the
life threatening side effects. TPMT is coded by polymorphic gene which exhibits
polymorphisms. Heterozygous and homozygous individuals for mutant allels have decreased
TPMT activity and increased risk for experiencing side effects. Genotyping analysis of TPMT
mutant alleles represents relatively fast and simple pharmacogenetic test for determination the
optimal treatment for specific pacient. The fact that the correlation between genotype and
phenotype is incomplete limitates its clinical application.

In the present study we have determinated influence of S-adenosiylmethionine (SAM)
concentraction on activity of different TPMT allozymes. In study we measured the
concentration of SAM and TPMT activity in erythrocytes of healthy individuals using high-
performance liquid chromatography (HPLC). Second part was conducted on COS-7 cells with
inserted plasmids for the most common TPMT allozymes: TPMT*1, TPMT*2, TPMT*3A
and TPMT*3C. Cells were grown in the presence and absence of methionine which is
precursor for SAM and therefore it influences concentration of SAM. With metods HPLC and
Western blot have we determinated what is the influence of descreased intracellular
concentration of SAM on the TPMT.

With statistic analysis we determinated that individuals with lower concentration of SAM
had lower TPMT activity in erythrocytes. On COS-7 cells we showed that lower intracellular
concentration of SAM results in decreased activity and quantity of TPMT. This is probably
due to posttranslational regulation of TPMT activity by binding SAM and consequent
stabilization of protein structure. By comparing different allozymes we determinated that the
activity of TPMT*3C is greater than TPMT*2 and TPMT*3A and the influence of decreased
SAM concentration is greater on TPMT*3C. Explanation can be that the TPMT*3C
structural changes have no effect on SAM binding site compared to the TPMT*2 and
TPMT*3A.

Our study indicates the potential application of SAM or polymorphisms of enyzmes,

involved in its biosynthesis, as new biomarkers in the individualization of thiopurine therapy.
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OKRAIJSAVA RAZLAGA
5,10-Me-THF 5,10-metilen-tetrahidrofolat
5-Me-THF 5-metiltetrahidrofolat
6-MMP 6-metilmerkaptopurin
6-MP 6-merkaptopurin
6-MTG 6-metiltiogvanin
6-TG 6-tiogvanin
ALL akutna levkoblastna levkemija
AO aldehidna oksidaza
AP alopurinol
AZA azatioprin
BHMT betain-homocistein-metiltransferaza
cDNA komplementarna deoskiribonukleinska kislina
CI interval zaupanja (ang. confidence interval)
DMSO dimetilsulfoksid
DNA deoksiribonukleinska kislina
DNPS biosinteza purinov de Novo
(ang. de novo purine synthesis)
dNTP deoksitrifosfo nukleotidi
dTGTP deoksi-6-tiogvanozin-5'-trifosfat
DTT D,L-ditiotreitol
FBS fetusni serum goveda (ang. fetal bovine serum)
GMPS gvanozinmonofosfat-sintetaza
Hb hemoglobin
HGPRT hipoksantin-gvanin fosforibosil transferaza
HPLC tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti
(ang.high performance liquid chromatography)
huCYC humani ciklofilin
IMPDH inozinmonofosfat-dehidrogenaza
KP-pufer kalijev fosfatni pufer
Met metionin
MeTIMP 6-metiltioinozin-5'-monofosfat
mRNA informacijska ribonukleinska kislina
MTA metiltioadenozin
MTHFR 5,10-metilentetrahidrofolat-reduktaza
NT netransficirane celice
PBS izotoni¢ni fosfatni pufer
(ang. phosphate buffered saline)
RBC eritrociti( ang. red blood cells)
RLB 1 xreporter lysis buffer
RNA ribonukleinska kislina
ROC ang.receiver-operating characteristic
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SAH S-adenozil-L-homocistein

SAM S-adenozilmetionin

SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti
natrijevega dodecil sulfata

SLB nanaSalni pufer s SDS (ang. SDS loading buffer)

TGMP 6-tiogvanozin-5'-monofosfat

TGN tiogvaninski nukleotidi

TGTP 6-tiogvanozin-5'-trifosfata

TIMP 6-tioinozin-5'-monofosfat

TPMT tiopurin-S-metiltransferaza

TYMS timidilat-sintaza

VNTR spremenljivo Stevilo tandemskih ponovitev

X0 ksantin-oksidaza

ZU zdravilna u¢inkovina

B-ME beta merkaptoetanol
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1 Uvod

U¢inki zdravilnih ucinkovin (ZU) so odvisni od izrazanja Stevilnih genov v genomu, ki
vplivajo na farmakokinetiko in farmakodinamiko ZU. S preucevanjem vpliva genetskih
faktorjev na odziv posameznika na ZU lahko prilagodimo terapijo z namenom optimizacije
ucinkovitosti zdravljenja in zmanjSanja nezelenih ucinkov. Ker na u¢inke ZU vpliva vecje
Stevilo genov posamezni farmakogenetski oznacevalci pogosto ne napovedo dovolj natan¢no
kaksna bo ucinkovitost terapije in pojavnost nezelenih uc¢inkov. Zato so potrebni poligenetski
modeli, ki bi bolj natancno opisali vpliv genoma delovanje na ZU, v povezavi z drugimi
negenetskimi vzroki inter-individualih razlik v odzivu na ZU (1). Odkrivanje novih genetskih
oznacevalcev bo pripomoglo k boljsemu razumevanju kompleksnosti ¢loveskega telesa in k

doseganju vecje ucinkovitosti zdravljenja in zmanjSevanju pojava nezelenih uéinkov.

1.1 Tiopurini

1.1.1 Uporaba tiopurinov

Tiopurini so prezdravila, ki potrebujejo znotrajcelicno aktivacijo, da pride do njihovega
citotoksi¢nega ucinka. Strukturno so analogi purinskih baz in mednje spadajo 6-
merkaptopurin (6-MP), 6-tiogvanin (6-TG) in azatioprin (AZA) (slika 1). Uporabljajo se za
zdravljenje Sirokega spektra bolezni, kot je akutna limfoblastna levkemija (ALL), avtoimune
bolezni kot tudi pri transplantacijah (2). Tiopurini se uporabljajo tudi za zdravljenje kroni¢nih
vnetnih bolezni kot so ulcerativni colitis, Chronova bolezen in revmatoidni artritis. Pri
zdravljenje vnetnih bolezni uporabljamo nizje domerke kot pri rakavih bolnikih, vendar pa
samo zdravljenje traja dalj Casa (3). ALL je najpogostejSe maligno obolenje v otrostvu, ki
povzroci nenadzorovano in nepravilno dozorevanje limfocitov in ima za posledico zavrtje
normalne hematopoeze. Zdravljenje poteka ve€inoma s tiopurini, ki imajo ozek terapevtski
indeks (2) zato se lahko pojavijo s tiopurini povezani stranski ucinki, ki so lahko tudi
zivljensko nevarni. Najresnejsi stranski ucinek je mielosupresija, ki se pojavlja pri 1,4-5 %
bolnikov in se odraza kot levkopenija, trombocitopenija in anemija. Pogostejsi stranski ucinki
so hepatitis, infekcije in redkeje pankreatitis, slabost, bruhanje in izguba apetita (4). Stranske
ucinke, predvsem Zzivljensko ogrozujoco supresijo kostnega mozga, v sploSnem pripisujejo
pomankanju encima TPMT (3). Stranskim ucinkom se poskusamo izogniti z doloanjem

aktivnosti TPMT in prilagoditvijo terapije, vendar pa stranskih uc¢inkov kot so alergijske
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reakcije, hepatotoksi¢nost, pankreatitis, slabost in bruhanje ne moremo predvideti z
dolo¢anjem TPMT (5).

6-MP se uporablja za zdravljenje ALL, uporaba AZA pa se opusca, ker so opazne Stevilne
povezave z povecanim Stevilom malignih obolenj. Mednarodna agencija za raziskave raka

(International Agency for Research on Cancer) je AZA uvrstila na seznam karcinogenov (6).

s Res Il

Hipoksantin 6-Merkaptopurin \

Jes ﬁiw o

Gvanin 6-tiogvanin Azatioprin

Slika 1: Strukturna podobnost ZU in endogenih baz
6-Merkaptopurin je tiolni analog hipoksantina, 6-tiogvanin pa tiolni analog gvanina. Azatioprin je predzdravilo

6-merkaptopurina (6).
1.1.2 Mehanizem delovanja tiopurinov in njihova presnova

Tiopurini so neaktivna predzdravila, ki potrebujejo presnovno aktivacijo za svoje
delovanje. Za svojo aktivacijo potrebujejo encim hipoksantin-gvanin fosforibosil transferazo
(HGPRT). 6-tiogvanin (6-TG) se po aktivaciji s kinazami in reduktazami pretvori v
tiogvaninske nukleotide (TGN), ki se vgradijo v DNA in sprozijo apoptozo (3, 7) (slika 2).

6-TG se z encimom HGPRT neposredno pretvori v 6-tiogvanozin-5'-monofosfat (TGMP),
nadaljna pretvorba vodi v nastanek 6-tiogvanozin-5'-trifosfata (TGTP), ki se vgradi v RNA,
ali pa se reducira v deoksi-6-tiogvanozin-5'-trifosfat ({TGTP), ki se vgradi v DNA (7).

6-merkaptopurin (6-MP) in njegovo predzdravilo azatioprin (AZA) se prav tako v celici
pretvorita v tiogvaninske nukleotide (TGN), a je pot vecstopenjska, saj vkljuuje dodatne
encime. Ti encimi ustvarijo dodatne metabolite, ki inhibirajo de novo biosintezo purinov
(DNPS) (3, 7).

AZA se v jetrih neencimsko pretvori v 6-MP (6). 6-MP se z encimom HGPRT pretvori v

6-tioinozin-5'-monofosfat (TIMP) in se nato z encimoma inozinmonofosfat-dehidrogenazo
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(IMPDH) in gvanozinmonofosfat-sintetazo (GMPS) pretvori v TGMP. TIMP pa se lahko tudi
metilira s tiopurin-S-metiltransferazo (TPMT) do 6-metiltioinozin-5'-monofosfata (MeTIMP),
ki je moc¢an inhibitor DNPS (7).

Glavni encimi, ki tekmujejo s HGPRT za presnovo 6-TG in 6-MP so TPMT, aldehidna
oksidaza (AO) in ksantin-oksidaza (XO), katerih produkti imajo malo ali ni¢ citotoksi¢ne
aktivnosti. Pri reakciji s XO nastane tiosecna kislina in pri reakciji z AO nastane 8-hidroksi
derivati. Zaradi teh dveh encimov ima 6-MP per 0s bioloSko uporabnost med 5-37 % in 6-TG
14-46 %.

TPMT pretvarja 6-MP v 6-metilmerkaptopurin (6-MMP) in 6-TG v 6-metiltiogvanin (6-
MTG) in predstavlja glavno deaktivacijsko pot v hematopoetskem tkivu ter v najvecji meri

vpliva na bioloSko uporabnost citotoksi¢nih TGN (8).

8-hidroksi-6-merkaptopurin SH 8-hidroksi-6-tiogvanin

. ‘HN\ | N‘)‘on J\/IIZ S~oH
y s
HaC l\,ﬁ _)HNJ\/[ S _." JI \>‘0H4—.— | H\> an\\ﬁ?
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HN
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on 6H O o OH
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Slika 2: Presnova tiopurinov
6-MP: 6-merkaptopurin, 6-TG: 6-tiogvanin, AO: aldehidna-oksidaza, XO: ksantin-oksidaza, 6-MMP: 6-
metilmerkaptopurin, 6-MTG: 6-metiltiogvanin, HGPRT: hipoksantin-gvanin-fosforiboziltransferaza, TPMT:
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tiopurin-S-metiltransferaza, MeTIMP: 6-metiltioinozin-5'-monofosfat, MeTGMP: 6-metiltiogvanozin-5'-
monofosfat, TIMP: 6-tioinozin-5"monofosfat, IMPDH: inozinmonofosfat-dehidrogenaza, TXMP: 6-tioksantin-5'-
monofosfat, GMPS gvanozinmonofosfat-sintetaza, TGMP: 6-tiogvanozin-5"-monofosfat, TGDP: 6-tiogvanozin-
5'-difosfat, TGTP: 6-tiogvanozin-5'-trifosfat, d-TGDP: deoksi-6-tiogvanozin-5'-difosfat, dTGTP: deoksi-6-

tiogvanozin-5'-trifosfat (6).

1.1.2.1 Glavni encimi presnove tiopurinov

Glavni encimi, ki vplivajo na presnovo tiopurinov so hipoksantin-gvanin-
fosforiboziltransferaza (HGPRT), inozinmonofosfat-dehidrogenaza (IMPDH),
gvanozinmonofosfat-sintetaza (GMPS), ksantin oksidaza (XO) in TPMT (slika 2).

HGPRT aktivira zacetni korak v pretvorbi 6-MP in 6-TG do 6-TGN (9). Njegova aktivnost
je lahko zelo variabilna, a to ne vpliva bistveno na u¢inkovitost in toksi¢nost tiopurinov, ker je
za zadostno aktivacijo tiopurinov zadostna ze zelo nizka aktivnost encima HGPRT (10).

IMPDH je klju¢ni encim v de novo sintezi gvaninskih nukleotidov in sicer katalizira
pretvorbo inozin-monofosfata v ksantozin-monofosfat. Ima tudi pomembno vlogo v presnovni
pretvorbi tiopurinov, kjer pretvarja 6-tioinozin-5'-monofosfat (TIMP) v 6-tioksantin-5'-
monofosfat. Vpliva na hitrost pretvorbe 6-TGN iz tiopurinov in njegova koncentracija
pozitivno korelira z 6-TGN (9). Tako naj bi vecja koncentracija tega encima pomenila
intenzivnejSo aktivacijo tiopurinov in visjo toksicnost ter ucinkovitost terapije. Korelacija
med aktivnostjo IMPDH in rezistenco na tiopurine pa do danes $e ni bila dokazana, niti v in
Vitro niti v in vivo poskusih (9).

GMPS ima podobno endogeno vlogo kot IMPDH. Sodeluje pri sintezi gvaninskih
nukleotidov, vendar njegove vloge v povezavi z uc¢inkovitostjo tiopurinov Se niso podrobneje
raziskali. Aktivnost XO se med posamezniki razlikuje tudi do desetkrat. Ni bilo Se
ugotovljeno, ali so za razlike odgovorni genetski polimorfizmi in kakSen vpliv ima to na
zdravljenje s tiopurini (11).

Najpomembnejsi vpliv na zdravljenje s tiopurini ima encim TPMT, ki je opisan v

nadaljevanju.

1.2 Tiopurin-S-metiltransferaza

Tiopurin-S-metiltransferaza (TPMT; EC 2.1.1.67) je citosolni encim (Slika 3) in spada v
druzino od S-adenozilmetionina odvisnih metiltransferaz. Ima molekulsko maso 28kDa in je
sestavljen iz 246 aminokislin (12). Prisoten je v vec€ini tkiv med drugim v srcu, krvnih celicah,

placenti, pankreasu in Crevesju (12). Katalizira S-metiliranje citotoksi¢nih in
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imunosupresivnih tiopurinskih ucinkovin kot tudi drugih aromati¢nih in heterocikli¢nih
sulfthidrilnih spojin (13). Kot donor metilne skupine sodeluje pri reakciji kosubstrat S-

adenozilmetionin (SAM), ki se pretvori v S-adenozil-L-homocistein (SAH).

Slika 3: Struktura humanega TPMT
Od drugih metiltransferaz se razlikuje po prisotnosti N-terminalnega dela. Tridimenzionalna struktura TPMT $e

ni znana, ker je v topni obliki mozno pridobiti le protein brez N-terminalnega dela (14,15).

1.2.1 Aktivnost TPMT

Najpogostejsa variacija alela v kavkazijski populaciji je TPMT*3A (16). Kavkazijci imajo
trimodalno frekvencno porazdelitev TPMT in sicer jih ima 89-94 % visoko aktivnost, 6-11 %
srednjo aktivnost in 0,33 % ima nizko ali odsotno aktivnost (12). Variacija alela TPMT*3C je
najpogostejSa v vzhodni Aziji (16). Frekvencna porazdelitev pri Kitajcih in drugih azijskih
narodih je unimodalna.

Glede vpliva spola na aktivnost TPMT so si rezultati nasprotujoci, nekateri so dokazali
poviSano aktivnost pri Zenskah (17), drugi pri moskih (18), tretji niso opazili razlike med
spoloma (19). Prav tako se raziskave razlikujejo glede vpliva starosti.

Na aktivnost TPMT poleg genetskih vzrokov vplivajo tudi drugi faktorji. U¢inkovine, kot
so aspirin, sulfasalazin, olfasalazin, furosemid, triklormetazid, so znani inhibitorji TPMT (20,
21). Nedavna transfuzija krvi lahko povisa aktivnost TPMT, kadar jo dolo¢amo v eritrocitih.
Terapija s tiopurini lahko privede do indukcije aktivnosti encima (12), kar povisa aktivnost za

30-35 % (2).

1.2.2 Genetski polimorfizmi TPMT

Humani TPMT gen kodira 34 kilobaznih (kb) parov, vsebuje 10 eksonov, 9 intronov in se

nahaja na kromosomu 6 na mestu p22.3. V humanem genomu obstaja tudi procesirani
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psevdogen TPMT, ki je lociran na kromosomu 18 na mestu q21.1 (12). Aktivnost TPMT se
deduje avtosomno, nepopolno dominantno (12).

Poznanih je 29 genetskih polimorfizmov TPMT, od katerih mnogi povzrocijo hitrejSo
razgradnjo, preko ubikvintiliranja ter proteasomske poti in/ali agregacijo proteina (22, 23).
Vecina polimorfizmov je mononukleotidnih, kar pomeni da se zamenja en nukleotid z
drugim. To povzro€i nastanek drugosmiselnih ali nesmiselnih kodonov. Posledica tega je
zamenjava ene aminokisline z drugo ali pa prekinitev tvorbe encima (16). Velike razlike v
aktivnosti TPMT pri ljudeh so posledica prisotnosti najpogostejSih mononukleotidnih
polimorfizmov, in sicer TPMT*2, *3A in *3C. Visoko aktivnost TPMT imajo ljudje, ki so
homozigoti za divji tip gena (TPMT*1), srednja aktivnost ustreza heterozigotnemu genotipu
medtem, ko imajo nizko aktivnost homozogotini posamezniki za mutirana alela. Razdelitev
posameznikov glede na omenjene genotipe v grobem ustreza frekvencni porazdelitvi
aktivnosti TPMT, a povezava ni popolna (24).

Trije najpogostejsi aleli, ki so odgovorni za ~95% prirojenega pomanjkanja TPMT, so

TPMT*2 (A80P), TPMT*3A (A154T/Y240C) in TPMT*3C (Y240C) (slika 4).
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Slika 4: Shema ¢loveskega TPMT gena in Stirih njegovih najpogostejsih alelov
Pravokotniki prikazujejo eksone in Crte introne, velikosti niso v sorazmerju. Temni deli so eksoni, ki se prepisejo

v funkcionalni encim in sivi deli oznacujejo mutacije.

Pri alelu TPMT*2 pride do zamenjave aminokisline na mestu 80 in sicer se alanin zamenja
s prolinom, kar povzro¢i spremembo v heliksu a3, ki meji na aktivnho mesto encima, in
prekinitev vecCih interakcij v encimu, zato nastane v proteinu reza (25). Mutacija povzroci
pospeSeno proteasomsko razgradnjo preko ubikvitiniliranja zaradi Cesar je aktivnost v

primerjavi z nemutiranim proteinom 100-krat nizja (26).

6



Blaz Muhi¢: Diplomska naloga

Pri alelu TPMT*3B pride do zamenjave aminokisline alanina v treonin na mestu 154.
Zamenjava A154T je locirana na vezavnem mestu za kosubstrat in poveca izpostavljenost
topilu, kar lahko skupaj s pospeSeno agregacijo in razgradnjo pojasni popolno pomanjkanje
aktivnosti encima (25, 27).

Mutacija TPMT*3C zamenja tirozin s cisteinom na mestu 240. Ta sprememba je locirana
na B-ravnini 9, ki je oddaljena od aktivnega mesta. Izgubi se povezava stranske verige preko
mesta 240 s heliksom a8 (25). Encim je podvrzen hitrejsi agregaciji in razgradnjikot divji tip.
Posledica je zmanjSanje encimske aktivnosti, a manj kot pri mutacijah TPMT*2 in
TPMT*3A, ker je aktivno mesto encima Se vedno ohranjeno. V poskusu pri katerem so
citosol kvasovk, ki so izrazale TPMT*3C, inkubirali pri 37 °C v 0,1M Tris HCI (pH=7,5) z ali
brez dodanega 1mM SAM je bila aktivnost TPMT*3C ob dodanem SAM po 4 h Se vedno
blizu 100 %, medtem ko je v primeru, ko pufru ni bil dodan SAM, aktivnost padla na 0 % ze
po 2h (28). 1z tega lahko sklepamo, da vezava SAM poveca stabilnost proteina in njegovo
aktivnost. V primeru encima TPMT*2 pa SAM ni ohranil njegove aktivnosti (26,27).

TPMT*3A mutacija privede do zamenjave dveh aminokislin in sicer alanina v treonin na
mestu 154 ter tirozina v cistein namestu 240. Dvojna mutacija ima za posledico splos¢eno,
rahlo popaceno strukturo proteina in povecano dostopnost topila do aktivnega mesta (25).

Mutacija povzroci nastanek agresomov, ki je eden od nacinov odstranjevanja nepravilno
zvitih encimov. Mutiran protein je tudi podvrzen ubikvitiniliranju, ki je 72-krat hitrejse kot pri
nemutiranem in v se to prispreva k temu, da je aktivnost nezaznavna (26, 27).

Dve varianti alela, ki imata za posledico najhitrejSo razgradnjo proteina sta TPMT*2 in
TPMT*3A (25).

Poleg eksonskih polimorfizmov so nasli tudi polimorfizme v promotorski regiji.
Promotorska regija vkljucuje spremenljivo Stevilo tandemskih ponovitev (VNTR) dolgih 17-
18 baznih parov, ki se ponovijo $tiri do osemkrat. Ti polimorfizmi lahko vplivajo na aktivnost
TPMT, vendar je njihov vpliv manjsi (29).

Ucinek in toksi¢nost tiopurinskih uc¢inkovin korelira s koncentracijo 6-TGN v eritrocitih ta
pa se med posamezniki zdravljenimi z enakimi koncentracijami tiopurinov razlikuje (29). Na
razliko v veliki meri vplivajo genetski polimorfizmi TPMT. Pri bolnikih z nizko aktivnostjo
TPMT je deaktivacija tiopurinov manj u¢inkovita in zato nastane ve¢ toksi¢nih 6-TGN, ki so
odgovorni za resne nezelene ucCinke. Pacienti z nizko aktivnostjo TPMT zdravljeni z
standardnimi odmerki imajo skoraj 100 % tveganje za razvoj resne mileosupresije (30). Pri

homozigotnih otrocih z ALL se zato priporo¢a samo 6-10 % standardnega odmerka in 65 %
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odmerka za heterozigotne bolnike (31). Pri takih bolnikih je odzivnost na terapijo vecja, a je

hkrati vecja tudi moznost pojava sekundarnih malignih obolen;j.

1.2.3 Ujemanje med genotipom in fenotipom

Za dolocanje statusa TPMT lahko uporabimo genotipizacijo ali izmerimo aktivnost encima
(5). Na osnovi genotipa lahko napovemo nizko, srednjo ali visoko 0z. normalno aktivnost
encima. Genotipska napoved se ujema z dejansko aktivnostjo pri 76-99 % posameznikov (32).
To ujemanje je najnizje pri skupini, ki ima srednjo encimsko aktivnost. Eden od verjetnih
vzrokov je, da v vecini raziskav izvedejo genotipizacijo le za najpogostejSe stiri alele. Drugih
variant alelov pri taki genotipizaciji ne zaznajo in jih opredelijo kot homozigotne
posameznike z divjim tipom alelov, ¢eprav imajo ti posamezniki mutiran encim in s tem
verjetno znizano aktivnost TPMT. Manjsi vpliv na aktivnost TPMT ima tudi VNTR (2)
oziroma razli¢no Stevilo tandemskih ponovitev GCC (26) v 5' promotorski regiji TPMT gena
vendar je njihov vpliv na neskladnost med genotipom in fenotipom verjetno majhen (24).
Obstajajo dokazi, da se aktivnost encima uravnava tudi posttranslacijsko z biokemijskimi
faktorji kot so SAM, metionin, homocistein in drugi endogenimi metaboliti in kofaktorji (33).
Poleg vsega tega je potrebno upoStevati tudi vplive okolja in posebnosti uporabljene analitske
metode (24).

Neujemanje med genotipom in fenotipom je posledica tudi razliénega dolo¢anja mejnih
vrednosti za encimsko aktivnost med posameznimi raziskavami. Mejne vrednosti se dolo¢ajo
statisticno glede na uporabljeno metodo merjenja aktivnosti in se precej razlikujejo med
raziskavami kar otezuje medsebojno primerjavo (34).

Dolocanje genotipa ima tako pomanjkljivosti, saj lahko spregledamo neznano mutacijo oz.
mutacijo, ki jo ne dolo¢amo in predvidimo previsoko aktivnost encima, kar ima za posledico
neustrezno terapijo. Med homozigotnimi posamezniki za divji tip alelov pa obstajajo tudi do
Stirikratne razlike v aktivnosti, ki jih z genotipizacijo ne moremo zaznati (35).

Po drugi strani pa ima doloc¢anje genotipa prednosti pred fenotipskim merjenjem aktivnosti
TPMT. Encimske aktivnosti ne moremo meriti pri bolnikih, ki so v zadnjih 2-3 mesecih
prejemali transfuzijo, ker meritve ne odrazajo resni¢nega stanja. Pri otrocih, nedavno
diagnosticiranih za ALL, je aktivnost znizana v primerjavi z referen¢no populacijo, kar je
posledica nizje aktivnosti v starejSih RBC, ki jih je pri teh otrocih zaradi anemije v povprecju

vec¢ (36). Prav tako lahko na meritve aktivnosti TPMT vplivajo razne ZU, ki so inhibitorji tega
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encima (20, 21). Tiopurini pa so znani induktorji TPMT, katero aktivnost lahko povecajo za

30-35 % in je zato v tem primeru bolj primerno dolo€iti genotip (2).

1.2.4 Vpliv TPMT na zdravljenje s tiopurini

S testiranjem genotipa TPMT in dolo¢anjem njegove aktivnosti identificirajo posameznike
z nizko ali srednjo aktivnostjo TPMT, kar omogoca prilagoditev zdravljenja in izognitev
strankim u¢inkom, ki so posledica zmanjsane aktivnosti TPMT (30) (slika 5). Pri pacientih z
vecjo aktivnostjo TPMT pride do vecje deaktivacije tiopurinov in zato nastaja manj 6-TGN,
zaradi Cesar je verjetnost za pojav nezelenih u¢inkov manjSa. Vendar je pri njih moznost, za

ponovitev bolezni po standardni terapiji s tiopurini vecja (12).
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Slika 5: Vpliv genetskih polimorfozmov na zdravljenje s tiopurini
Distribucija aktivnosti TPMT v kavkazijcih je trimodalna z 90 % visoke aktivnosti (wt/wt), 11 % srednje (wt/m)
in 0,3 % nizke (m/m). Aktivnost vpliva na koli¢ino nastalih 6-TGN, katerih prekomerna koncentracija lahko

povzroci zivljensko nevarno mielosupresijo. Glavni aleli, ki vplivajo na zmanjsanje aktivnosti TPMT so

TPMT*2,TPMT*3A in TPMT*3C.

Poznavanje aktivnosti TPMT pacienta omogoca prilagoditev odmerka tiopurinov in
izboljSa uspesnost zdravljenja. Vendar pa lahko mielosupresijo povzroc¢ijo tudi drugi
dejavniki kot so virusi in interakcije med zdravili, zato poznavanje aktivnosti TPMT pojasni
le okoli 30 % mielosupresije pri bolnikih. Prav tako ne moremo predvideti neZelenih uc¢inkov,

ki niso v povezavi z TPMT, kot so alergicne reakcije, pankreatitis, bruhanje, slabost (4). Ti
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nezeleni ucinki so lahko posledica polimorfizmov v genu za inozin-trifosfat-pirofosfatazo, ki
pretvarja TIMP v 6-tioinozin-trifosfat, ki je potencialno toksicen (37). Poleg tega imajo na

metabolizem tiopurinov vpliv tudi drugi encimi, vendar je njihov vpliv slabo raziskan.

1.3 S-adenozilmetionin

S-adenozilmetionin se nahaja v vseh Zivih celicah, saj je donor metilne skupine v mnozici
biokemicnih procesov. Je prekurzorska molekula v treh poteh: prenosu metilne skupine
(transmetilaciji), prenosu tiolne skupine (transsulfuraciji) in prenosu aminopropilne skupine
(aminopropilaciji) (38). Sodeluje pri metiliranju proteinov, nukleinskih kislin, fosfolipidov in
nevrotransmitorjev (39). Na ta nacin se uravnavajo replikacijski, transkripcijski in
translacijski mehanizmi, epigentske modifikacije, popravljanje in remodulacija kromatina
(39). Zaradi svoje Siroke vpletenosti ima SAM vpliv na celi¢no proliferacijo, uravnavanje
celi¢nega cikla in apoptozo.

Njegove znizane koncentracije, najpogosteje kot posledica pomanjkanja folne kisline,
vodijo v nastanek bolezni. Stevilne $tudije so dokazale, da je pri teh stanjih uginkovito
dodajanje SAM. Ucinkovit je pri depresiji, nevroloskih motnjah, osteoartritisu, boleznih jeter.

Zato je marsikje dostopen kot prehransko dopolnilo (38).

NH,
NZ NN
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CH3 N~ "N
HOZC\('S/)\/(E; 0
NH,
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Slika 6: Struktura SAM
Biosinteza potece iz metionina in ATP z encimom metionin-adenoziltransferaza, ki na metionin veze adenozilno

skupino iz molekule ATP(38).

1.3.1 Metabolizem SAM

V homeostazi S-adenozilmetionina igrajo jetra centralno vlogo, saj so glavno mesto
njegove sinteze in razgradnje. Sintetizira se iz aminokisline metionina in ATP s pomocjo
encima metionin-adenoziltransferaze. Metionin vnasamo s hrano, poleg tega pa se v telesu
resintetizira oz. obnavlja z reciklazno sintezo metionina in z metiliranjem homocisteina.
Substrat pri  metilaciji je S-metiltetrahidrofolat (5-Me-THF), ki ga tvori 5,10-
metilentetrahidrofolat-reduktaza (MTHFR) iz 5,10-metilen-tetrahidrofolata (5,10-Me-THF).
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Z doniranjem metilne skupine se SAM pretvori v S-adenozil-homocistein (SAH). SAH je
pomemben kompetitivni inhibitor reakcij transmetilacije, na katere vpliva tako povecanje
koncentracije SAH kot zniZanje koncentracije SAM. SAH se nadalje presnavlja do
homocisteina in adenozina z encimom SAH-hidrolaza (40, 41). Homocistein se ob pomoci
vitamina B pretvori v cistationin. To je prva stopnja reakcij transsulfuracije, ki vodi do
tvorbe glutationa, pomembnega celicnega antioksidanta. Homocistein lahko nastopa tudi kot
akceptor metilni skupine pri reakciji s metionin-sintazo, ki ga pretvori nazaj v metionin.

SAM ima pomembno vlogo pri aminopropilaciji, kjer se pretvori do dekarboksiliranega-
SAM, aminopropilna skupina pa se prenese na putrescin. Dalje se tvorita spermidin in
spermin, ki imata vlogo pri procesih celicne rasti. Pri tem procesu se tvori metiltioadenozin
(MTA), ki se pretvori nazaj v metionin. Na ta nacin celice varCujejo z metioninom in

odstranjuje MTA, ki je moc¢an inhibitor S-adenozilhomocistein-hidrolaze (38).
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Slika 7: Presnova S-adenozilmetionina

5-Me-THF: 5-metiltetrahidrofolat; 5,10-MeTHF: 5,10-metilentetrahidrofolat; Ado: adenozin; AMP: adenozin-
monofosfat; ATP: adenozin-trifosfat; CBS: cistation-f-sintaza; Cys: cistein; Gyl: glicin; GSH: glutation; IMP:
inozin-monofosfat; Ino: inozin; MAT: metionin-adenoziltransferaza; MS: metionin-sintaza; MTA: 5'-

metiltioadenozin; MTHFR: 5,10-metiltetrahidrofolat-reduktaza; SAH: S-adenozilhomocistein; SAHH: S-
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adenozilhomocistein-hidrolaza; Ser: serin; THF: tetrahidrofolat.

1.3.2 Vpliv SAM na aktivnost TPMT

Vpliv SAM na aktivnost TPMT se kaze pri molekularnih Studijah aloencimov TPMT in
tridimenzionalnih strukturnih Studijah. Dodatek eksogenega SAM ohrani stabilnost in
kataliti¢no aktivnost TPMT*3C, medtem ko dodatek SAM taksnega vpliva na TPMT*2 nima.
Ta Studija je bila opravljena na lizatih kvasovk, ki so jih prehodno transficirali s plazmidi z
zaporednji za razlicne aloencime TPMT. Lizate so inkubirali pri 37 °C v 0,IM Tris HCI
(pH=7,5) z dodatkom 1mM SAM ali brez njega in nato izmerili aktivnost TPMT s HPLC. V
primeru encima TPMT*3C je bila ob dodatku SAM ohranjena aktivnost encima, brez dodatka
SAM pa je aktivnost po 2h padla na 0 % (28).

To potrjuje tudi Studija vezave sinefungina (analog SAM) na bakterijski ortologni protein
TPMT. V S$tudiji so pokazali, da vezava sinefungina stabilizirana periferne strukturne
elemente in stabilizira nativno strukturo proteina preko zmanjsanja entropije (42).

V studiji na MOLT F4 celi¢nih linijah je dodatek eksogenega SAM zmanjsal citotoksi¢not
6-MP in zakasnil zacetek apoptoze. Ob hkratnem dajanju SAM in 6-MP je bila koncentracija
toksicnih derivatov 6-MP 6-TGN in MeTIMP nizja kot ob dodajanju le 6-MP. Dodatek SAM
ohrani visoko aktivnost TPMT, kar se odrazi v ve¢jem tvorjenju netoksi¢nih metabolitov 6-
MP. Da SAM ne vpliva na gen za TPMT kaze podatek, da je Stevilo kopij mRNA v obeh
primerih podobno (44).

1.3.3 Vplivi na SAM

MTHFR je edini encim, ki katalizira pretvorbo 5,10-Me-THF v 5-Me-THF, substrat za
resintezo metionina. Gen za MTHFR je polimorfen z najpogostejSima aleloma C677T in
A1298C. Prisotnost C677T je povezana z nizjo aktivnostjo encima in zato je prisotna
povecana koncentracija homocisteina v plazmi. A1298C ima manjs$i vpliv na aktivnost
encima in zato imajo posamezniki s to varianto imajo pogosto normalne koncentracije
homocisteina (50). Posledica nizje aktivnosti MTHFR je manjSa pretvorba 5,10-Me-THF v 5-
Me-THF kar zmanjSa pretvorbo homocisteina v metionin, kar negativno vpliva na
koncentracijo SAM (45). Mutacija C677T v genu za MTHFR povzro¢i tudi znizanje serumske
koncentracije folatov. Vendar je moc¢ ta ucinek izniciti z zadostnim vnosom folatov.

Encim timidilat-sintaza (TYMS) je klju¢en v procesu replikacija DNA in katalizira

metilacijo deoksiuriditilata v deoksitimidilat. Pri reakciji je 5,10-Me-THF kosubstrat in z
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njegovo porabo ga ostaja manj za MTHFR. Tako ima povecana aktivnost TYMS za posledico
manj 5-Me-THF in to zmanj$a nastajanje metionina (33).

Encim betain-homocistein-metiltransferaza (BHMT) tvori iz homocisteina metionin in pri
reakciji je metilni donor betain. Visja aktivnost BHMT pomeni vis§jo koncentracijo metionina
in posledicno SAM. V promotorju za gen BHMT so vezavna mesta za hormone kot so
progesteron, estrogen in androgen. Aktivnost encima BHMT je vi§ja pri moskih kot pri

Zenskah, poleg tega se pri zenskah ve¢ homocisteina pretvori do cistationina (33).
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2 Namen dela

Encim TPMT pretvarja tiopurine v netoksi¢ne metabolite in s tem tekmuje s procesi
pretvorbe v toksi¢ne metabolite, ki so odgovorni za ucinek terapije in tudi za nezelene ucinke,
kot je mielosupresija. Gen je polimorfen in encimi, ki se prepisejo z mutiranih razli€ic gena
imajo zniZzano aktivnost. Bolniki z visoko aktivnostjo TPMT terapijo s tiopurini dobro
prenasajo medtem, ko imajo bolniki z nizko aktivnostjo ve¢jo verjetnost za pojav nezelenih
ucinkov. Odmerek lahko prilagodimo s pomocjo genotipizacije gene za TPMT, ki je hiter in
razmeroma enostaven farmakogenetski test, a ujemanje med genotipom in aktivnostjo TPMT
ni popolno. Zato je potrebno dolociti dodatne dejavnike, ki vplivajo na aktivnost TPMT. Eden
od moznih je SAM, kosubstrat TPMT.

Namen diplomske naloge je preveriti vpliv SAM na aktivnost mutiranih aloencimov
TPMT. Na Katedri za klini¢no biokemijo Fakultete za farmacijo smo Ze opravili merjenje
koncentracije SAM in aktivnosti TPMT v hemolizatih zdravih preiskovalcev. To raziskavo
bomo nadaljevali in poleg tega pa Se preverili vpliv SAM v celicah.

Z metodo HPLC bomo merili aktivnhost TPMT in koncentracijo SAM v hemolizatih in
rezultate zdruzili z dosedanjim delom na Katedri. Z uporabo statisticnih metod bomo
ugotavljali povezavo med SAM in TPMT, povezavo med genotipom in fenotipom in
poskusali neujemanja pojasniti s koncentracijo SAM. Vpliv SAM bomo preucili na celicah, ki
jih bomo prehodno transficirali s plazmidi, ki bodo vsebovali zaporedje cDNA za divji TPMT
in njegove najpogostejSe mutirane alele. Poskus bomo nadaljevali na stabilnih celi¢nih linijah.
Celice bomo gojili v normalnem mediju in mediju brez metionina. Ker poteka biosinteza
SAM v celicah iz metionina, ima njegovo pomanjkanje v mediju za posledico nizjo celi¢no
koncentracijo SAM. S HPLC bomo preverili, kaksna je celotna aktivnost TPMT v celicah,
western prenosom pa kaksna je koli¢ina rekombinatnega in endogenega TPMT v celicah. S
temi poskusi Zelimo pokazati, da ima koncentracija SAM pomemben vpliv na aktivnost
TPMT in posledi¢no na zdravljenje s tiopurini. Pri potrditvi domneve vpliva SAM na TPMT
bi lahko SAM oziroma polimorfizme v genih za encime, ki vplivajo na njegovo koncentracijo,
uporabili kot biokemijske oz. farmakogenetske oznalevalce pri individualizaciji terapije s

tiopurini.
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3 Materiali in metode

3.1 Kemikalije

e Kalijjev klorid, KCI (¢istota > 99,0 %); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Kalijjev dihidrogenfosfat, KH,PO4 (Cistota > 99,0 %); Fluka Chemie, Buchs, Svica

e Kalijev hidrogenfosfat, K;HPO4 (Cistota > 99,0 %); Riedel-de Hien AG, Nemcija

e Metanol: LiChrosolv Methanol for liquid chromatography, MeOH (Cistota > 99,8 %);
Merck KgaA, Darmstadt, Nemcija

e Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat, Na,HPO4x12H,O (¢istota > 99,0 %); Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO

e Natrijev klorid, NaCl (¢istota: 99,5 %); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Fosforjeva kislina, 85 %, H3POy; J.T. Baker B.V., Phillipsburg NJ

¢ Dimetilsulfoksid: Chromasolv Dimethyl sulfoxide for high-performance liquid
chromatography, C,HeOS (Cistota min. 99,7 %); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e 6-merkaptopurin monohidrat, CsH4N4SxH,O (Cistota min. 98 %); Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO

e Alopurinol, CsH4N4O; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e 6-metilmerkaptopurin, C¢HgN4S (Cistota > 98 %); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e D,L- ditiotreitol, C4H90,S, (Cistota > 99 %); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Klorova(VII) kislina, 70% HClO, (&istota > 70 %); Fluka Chemie, Buchs, Svica

e Cos-7 celice; Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
DSMZ, Nem¢ija

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e 10% fetal bovine serum, Invitrogen,USA

e L-glutamin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e Penicylin/streptomycin ,100U/ml Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

o (.25 % trypsin/l mM EDTA, Gibco

e Tripan blue, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO

e [B-galactosidase Enzyme Assay System, Promega, Wisconsin, USA

e Trizol, Invitrogen, USA

e Super Signal West Femto Substrate, Thermo Scientific

e Omniscript RT kit, Qiagen, USA

e TPMT-specific Tagman Gene Expression assay, Applied Biosystems
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3.2 Aparature

e Sistem HPLC Agilent 1100 Series; Agilent Tehnologies Inc., Palo Alto, CA, ZDA
V sestavi:
0 GI1379A MicroVacuum Degasser
0 GI1311A Quaternary Pump
0 GI313A Standard Autosampler
0 GI1215B Diode Array Detector (DAD)
0 Programska oprema ChemStation for LC 3D (Rev.A.10.01(1635))
e Obratno fazna C18 HPLC kolona Agilent ZORBAX ODS, (velikost kolone
4.6x250mm, velikost delcev S5um); Agilent tehnologies Inc., Palo Alto, CA, ZDA
e Obratno fazna C18 HPLC predkolona Agilent ZORBAX ODS Analytical Guard
Column, (velikost kolone 4.6x12,5mm, velikost delcev Sum); Agilent tehnologies
Inc., Palo Alto, CA, ZDA
e pH-meter Mettler Toledo SeavenEasy S20; Columbus, Ohio, ZDA
e Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804R; Hamburg, Nemcija
e Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R; Hamburg, Nemcija
e Aparat za pripravo ultra &iste vode Labwater Purelab™ Classic UF (upornost vode
18,2 MQxcm); ELGA, Marlow, Velika Britanija
e Tehtnica Exacta 300 EB, Slovenija
e Zamrzovalnik Forma Scientific -86°C Freezer (delovna temperatura: -70°C); Thermo
Fischer Scientific Inc., Waltham, MA, ZDA
e Vodna kopel Water Thermostat-bath WB-4MS; BioSan, Riga, Latvija
e Analitska tehtnica Acculab Atilon; Sartorius AG, Gottingen, Nemcija
e FElektroporator Amaxa Nucleofector Kit R ,Lonza
e Avtomatiziranim ¢italcem mikroplos¢ic ,Tecan Safire2, Avstrija
e G:BOX, Syngene, Cambridge, UK
e ND-1000 spektrofotometer,Nanodrop Technologies, Wilmington, USA
e ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Applied biosystems
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3.3 Dolocanje aktivnosti TPMT v hemolizatih z metodo RP-HPLC

Doloc¢anje aktivnosti TPMT z metode RP-HPLC je potekalo po ze opisanem postopku

(48), vendar je bila metoda nekoliko prirejena in optimizirana.

3.3.1 Priprava reagentov, standardnih raztopin, delovnih raztopin in mobilne
faze

Tabela 1: Priprava reagentov za HPLC

Reagent Priprava Hramba
150 mM kalijev fosfatni | 0,259 g KH,PO, in 2,26 g K,HPO, raztopi v Hladilnik na
(KP) 100ml ultra Ciste vode 4°C
pufer s pH 7,50 Vrednost pH uravnaj z2 M H;PO,
500 mM D,L-ditiotreitol | Natehtaj med 2,5 in 4,5 mg DTT in ga raztopi v | Pripravljaj
(DTT) ustreznem volumnu (med 32,4pl in58,3ul) 150 mM | sproti
KP-pufra
40 mM alopurinol 54,44 mg alopurinola raztopi v 10 ml DMSO Na -20°C
67 mM 6-merkaptopurin | 38,26 mg 6-MPxH, 0 raztopi v 3 ml DMSO Na -20°C
100 mM 6- | 83,1 mg 6-MMP raztopi v 5 ml DMSO Na -20°C
metilmerkaptopurin
4 M K,HPO, 696,72 mg K,HPO, raztopi v 1 ml ultra Ciste vode Na -20°C
8 M HCIO4 690ul 70 % HCIO4 (c= 11,6M) dodaj Na -20°C
310 pl ultra Ciste vode
2 M H;PO, 7ml 85,5 % H;PO, raztopi v 43ml ultra Ciste vode Na sobni
temperaturi
10x  izotoni¢ni fosfatni | V 800ml destlirane vode raztopi 80 g NaCl, 2 g KCl, | Na sobni
pufer (PBS) 36,3 g Na,HPO4x12H,0 in 2,4 g KH,POy,. temperaturi
7 NaOH uravnaj pH raztopine na 7,4
100 mM SAM 12,5 mg SAM (80 % cistota) raztopi v 25 pl 1xPBS Na-70°C
(10xPBS red¢i 1:10)

Priprava standardov: Standardne raztopine 6-MMP so bile pripravljene iz osnovne

raztopine s koncentracijo 400 uM. Z ustreznim red¢enjem z raztopino za pripravo standardov
(0,5 mM DTT v 150 mM KP-pufru) smo pripravili standardne raztopine 6-MMP z
naslednjimi koncentracijami: 4 uM; 2 uM; 1 uM; 0,5 uM; 0,25 uM

Priprava delovnih raztopin:

Delovna raztopina A: 150 mM KP-pufer s pH 7,50

Delovna raztopina D: 67 mM 6-MP v DMSO

Delovna raztopina B: 750 uM SAM, 300 uM alopurinol in 0,05 M DTT v KP-pufru. Za
200 pl raztopine B rabimo 177 ul KP-pufra, 20 pl 0,5M DTT, 1,50 ul 100 mM SAM, 1,50 pl

alopurinola.
Priprava mobilne faze: Kot mobilni fazo smo uporabili 50 mM KP-pufer v 25 % mentolu s

pH 7,50 (MFTPMT)
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V litrsko posodo smo natocili priblizno 700 ml ultra Ciste vode in v njej raztopili 7,30 g
K;HPOy4 in 1,09 g KH,POy4 in nato dodali 250 ml metanola. Vrednost pH smo uravnali na
7,50 z dodatkom 2 M H3PO4. Dopolnili smo z ultra ¢isto vodo do 1 litra.

3.3.2 Priprava hemolizatov

Polno kri smo centrifugirali (1000 g, 5 min, 25 °C) in odstranili plazmo in levkocite. Peleti
RBC smo dodali 1xPBS do 10 ml in narahlo premesali z obracanjem epruvete. Centrifugirali
smo pri 1000 g ,5 min, 25 °C, odpipetirali supernatant in ponovili postopek spiranja s PBS ter
centrifugiranje. Ponovno smo odpipetirali supernatant.

Postopek lize RBC smo zaceli z dodatkom 6 ml ledeno mrzle vode peleti RBC. Zmes smo
mocno premesali in pustili na ledu 10 min. Odpipetirali smo Stiri alikvote in jih centrifugirali
(14000 g, 10 min, 4 °C). Iz vsakega alikvota smo odpipetirali po 1 ml v dve krio viali (skupaj

4 ml) in shranili na -80 °C do izvedbe analize.

3.3.3 Priprava vzorcev

Iz zmrzovalnika smo vzeli vzorce (hemolizate) in jih na pocasi odtalili. Ustreznemu
volumnu hemolizata (volumen smo izracunali tako, da je bilo v inkubacijski zmesi vedno
enako $tevilo RBC in sicer 2,16x10*) smo dodali 15 pl raztopine B, 8 pl raztopine D in
dopolnili do 225 ul z raztopino A. Vzorce smo inkubirali 2 h na vodni kopeli (37 °C).
Reakcijo smo prekinili z dodatkom ledeno mrzle 8 M HCIO4 (11,3 pl) in pustili na ledu 10
min. Vzorce smo centrifugirali (11000 g, 10 min, 4 °C). Supernatante smo nevtralizirali s 4 M
K>HPO4 (22,6 pl) in pustili na ledu 10 min. Nevtralizirane vzorce smo ponovno centrifugirali
(11000 g, 10 min, 4 °C). Kon¢ni volumen je bil 215 pul. Tako pripravljene vzorce smo
razdelili v dve paralelki in uporabili za analizo s HPLC. V primeru, da analiza ni bila

opravljena $e isti dan, smo vzorce shranili na — 20 °C za najvec en dan.

3.3.4 Analiza s HPLC in kromatografski pogoji

Za analizo vzorcev smo uporabili sistem HPLC Agilent 1100 Series in obratnofazno C18
kolono Agilent ZORBAX ODS. Kolona je bila zaS¢itena s predkolono Agilent ZORBAX
ODS Analytical Guard Column. Pred za¢etkom smo spirali kolono z MFpyr toliko ¢asa, da
smo dosegli nespremenljiv delovni tlak okoli 240 barov in konstantno bazno linijo
absorbance. Eluacija je potekala izokratsko z MFtpyr pri pretoku 1,5 ml/min in delovnem
tlaku med 230 do 240 bari. Analiza posameznega vzorca je trajala 12 min, volumen

vbrizganega vzorca je bil 90 pl. Posamezne vzorce smo analizirali v dveh paralelkah skupaj s
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standardi. Detekcija je potekala pri valovni dolzini 290 nm (referencna valovna dolzina je
bila 400 nm). Po koncu posamezne serije smo kolono spirali 1 h s 40 % metanolom. S
pomocjo umeritvene premice, pridobljene iz povrsin kromatografskih vrhov standardov, smo
iz povrsine kromatografskih vrhov izracunali nastalo mnozino 6-MMP.

Encimsko aktivnost smo izracunali po enacbi:

N6 — MMP(NMOI) XV, o2 nia (258,924

aktivnost =
Vhemolizata (/’ll ) X tinkubacije (Zh) X kOﬂC. H b( g / I ) X varizganega supernatanta (1 OOIUI )

nmol6 — MMP
gHbxh

In jo izrazili v enoti

3.4 Dolocanje koncentracije SAM z metodo RP-HPLC

Priprava standardov: Standardne raztopine SAM smo pripravili iz osnovne raztopine s

koncentracijo 100 mM, ki smo jo redCili z vodo, da smo dobili vmesni standard s
koncentracijo 125 uM katerega smo shranili pri -20 °C. Iz vmesnega standarda smo z
ustreznim red¢enjem z 0,5 M HClOy4 pripravili naslednje koncentracije standardov: 5 pM, 2,5
uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,3125 uM.

Priprava mobilnih faz: Mobilna faza B (MFsamg): 50 mM NaH,POy4 in 10 mM natrijev 1-

heptansulfonat v 20 % metanolu. V litrsko posodo smo nato¢ili 650 ml ultra ¢iste vode in v
njej raztopili 10,14 g NaH,PO4<2H,0 ter 2,02 g natrijevega 1-heptansulfonata. Dodali smo
200 ml metanola in uravnali pH na 3,00 z dodajanjem 2 M H3PO4. Nato smo dopolnili z ultra
¢isto vodo do 1 litra. Mobilna faza C (MFsam.c): 42 mM NaH,POy4 in 8,3 mM natrijev 1-

heptansulfonat v 40 % metanolu. 250 ml mobilne faze B dodamo 50 ml metanola.

3.4.1 Priprava vzorcev

Hemolizate smo na ledu pocasi odtalili. Alikvotu (200 pl) smo dodali 9 ul 70 % HCIOs,.
Nato smo vorteksirali in inkubirali na ledu 10 min. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali
(11000 g, 10 min, 4 °C). Supernatant smo odpipetirali in ponovno centrifugirali pod istimi

pogoji. Vzorce smo v nekaterih primerih do analize zamrznili pri -80 °C.

3.4.2 Analiza s HPLC in kromatografski pogoji

Za analizo vzorcev smo uporabili sistem HPLC Agilent 1100 Series in obratnofazno C18
kolono Agilent ZORBAX ODS. Kolona ni bila zaS¢itena s predkolono. Pred zacetkom smo

spirali kolono z MFsamp toliko Casa, da smo dosegli nespremenljiv delovni tlak okoli 140
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barov in konstantno bazno linijo absorbance. Eluacija je potekala z naslednjim gradientom

mobilnih faz.

Tabela 2: Gradient mobilnih faz pri merjenje koncentracije SAM

Cas Mobilna faza

0-6 min 100% MF SAM-B

6-6,5 min 0-100% MF SAM-C

6,5-18 min 100% MFSAM-C

18—18,5 min 0-100% MFSAM-B

18,5-27 min | 100% MFgam.p

Pretok je bil 1 ml/min, volumen vbrizganega vzorca je bil 100 pl. Posamezne vzorce smo
analizirali v dveh paralelkah skupaj s standardi. Detekcija je potekala pri valovni dolzini 254
nm (referen¢na valovna dolzina je bila 300 nm). Po koncu posamezne serije smo kolono
spirali 1 h s 40% metanolom. S pomocjo umeritvene premice smo izracunali koncentracijo

SAM v hemolizatu po enacbi:

nSAM (anI) ><Vsupel’natanta

koncentracijaSAM =
Vhemolizata (200’1’!') X konC‘Hb(g / I) ><varizganegasupernatanta (1 OO/UI)

nmolSAM
gHb

In jo izrazili v enoti

3.5 Modelni in vitro sistemi za proucevanje aloencimov TPMT na celi¢cnem
nivoju

StarSevske ali prejemne celice so ledvi¢ne celice afriSke zelene opice (Cercopithiecus
aethiops) imenovane CV-1. COS-7 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, DSMZ) so pripravljene s transformacijo starSevske CV-1 celi¢ne linije s
SV-40 virusom z nedelujo¢im mestom ori. Virus je nepatogen za celice COS-7 in celice
virusa tudi ne izlocajo. Celice niso sposobne prezivetja izven nadzorovanega okolja in
ustreznih hranilnih medijev.

Pricakovano $tevilo celic je 2-3x10%80 cm?, saturacijska gostota je 2-3x10%/80 cm?.

Celice so podobne fibrinoblastom in rastejo v monosloju. Celice moramo gojiti pri 37 °C
in 5 % CO; in v ustreznem mediju. Medjj je potrebno zamenjati na 2-3 dni.

Medij: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Sigma) z 10 % FBS (Invitrogen), 2 mM L-

glutamina in 1 % antibiotikom/antimikotikom (100 U/ml penicilin/streptomicin) (Sigma).
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3.6 Gojenje stabilnih linjih COS-7 celic

Stevilo celic COS-7 se podvoji po priblizno 35 do 48 h in zato je bilo potrebno na vsaka
dva do tri dni celice razred¢iti, da ni prislo do prerascanja oz. prekomerne konfluentnosti.

Najprej smo odstranili ves medij in dodali ustrezno koli¢ino 0,25 % tripsina/lmM EDTA
(Gibco) (300 pl, ker smo jih gojili v plos¢i s 6 vdolbinicami) in inkubirali na 37 °C in 5 %
CO; dokler nismo pod mikroskopom opazili, da so se odlepile od podlage. Po tem smo dodali
celicam medij (600 pul za plosco s 6 vdolbinicami), s ¢imer smo inaktivirali tripsin, za kar je
zasluZen FBS v mediju. Nato smo celice red¢ili v razmerju 1:3 do 1:5, in sicer tako, da smo na
novo gojisce preneseli le eno petino do eno tretjino (200-300 pl) skupnega volumna tripsina
in medija. Na gojis¢e smo nato dodali Se medij, koli¢ina dodanega medija je odvisna od

gojisca, za plosco s 6 vdolbinicami je kon¢ni volumen 3 ml.

3.6.1 Stetje celic

Celice smo odlepili od podlage, jih prenesli v falkonke in centrifugirali 5 min pri 1300
rpm. Odstranili smo supernatant in dodali 1 ml medija in premesali s pipeto. V epico smo
napipetirali 20 pl 0,4 % (v/v) tripanskim modrilom in dodali 20 pl celic iz falkonke. Konéni
volumen je bil 40 pl s 0,2 % (v/v) tripanskega modrila. Del te raztopine smo prenesli na
merilno objektno steklo in presteli celice pod mikroskopom. Presteli smo celice v Stirth 4x4
kvadratih in izracunali Stevilo celic po formuli:

ml 4 4 Vor 4

3.7 Gojenje stabilnih celi¢nih linij v mediju z metioninom in mediju brez
metionina

Celice smo odlepili od podlage z uporabo tripsina in jih prenesli v falkonke in
centrifugirali (1300 rpm, 5 min). Odstranili smo supernatant, resuspendirali celice v mediju in
jih presteli.

Vsako celi¢no linijo smo gojili pod dvema pogojema v plastenkah T25: v mediju z
metioninom (Met), mediju brez Met. Za gojenje v Met uporabimo 1x10°celic in za gojenje
brez Met 2x10°celic. Prvih 24 h smo celice gojili v normalnem mediju, da so se ponovno
prilepile na podlago. Po 24 h smo odstranili medij in sprali z 1xPBS (Sigma) in nato
odpipetirali na eno gojisc¢e medij z Met in na drugo medij brez Met. Po 24 h smo z uporabo
tripsina celice odlepili, jim dodali 1,5 ml medija brez Met in jih preneseli v falkonke ter

centrifugirali pri 13000 rpm 5 min. Odstranili smo supernatant, resuspendirali celice v 1 ml
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I1xPBS in jih presteli. Celoten volumen PBS s celicami smo prenesli v epice in ponovno

centrifugirali (13000 rpm, 5 min). Odstranili smo supernatant in jih zamrznili na -80 °C.

3.8 Plazmidi

COS-7 celice smo transficirali s pomocjo elektroporacije (Lonza, Amaxa). Kot vektor smo
uporabili plazmid pcDNA3.1 (Invitrogen Carlsbad, CA). Vektor pcDNA3.1 je velik 5,4 kb in
izpeljan iz vektorja pcDNA3 z namenom ucinkovitega stabilnega in prehodnega izrazanja
izbranega proteina. Vektor pcDNA3.1 vsebuje:

¢ Klonirajo¢e mesto (MCS), kamor vstavimo vkljucek.

e CMV promotor, ki omogoca ekspresijo vkljucka v evkariontskih celicah.

e T7 promotor in mesto vezave zacetnih oligonukleotidov.

e BGH poliadenilacijsko zaporedje in mesto vezave zacetnih oligonukleotidov.

e SV40 poliadenilacijsko zaporedje, ki signalizira konec transkripcije v
evkariontskih celicah.

e Gena za rezistenco na neomicin in ampicilin Neo™/Amp"®

e pUC mesto Ori.

e SV40 zgodnji promotor, ki omogoc¢a izrazanje Neo' v evkariontskih celicah in s
tem selekcijo transficiranih evkariontskih celic z G418.

e {1 mesto zaCetka pomnozevanja

e SV40 mesto zacetka pomnoZevanja oz. episomsko replikacijo v evkariontskih
celicah, ki za funkcionalnost zahteva ekspresijo SV40 T antigena.

V novo nastalem organizmu ostane celotni vektor. V vektor smo vstavili vkljucke, ki
izvirajo iz Cloveka in predstavljajo kodirajoCe regije gena za tiopurin-S-metiltransferazo.
Vkljucki se razlikujejo po mutacijskem statusu. TPMT*1 ustreza nemutiranemu zaporedju
divjega tipa, medtem ko vkljucki TPMT*2, TPMT*3A in TPMT*3C ustrezajo najpogostejSim
alelom TPMT (TPMT*2 mutacija 238G>C, TPMT*3A mutaciji 460G>A in 719A>G,
TPMT*3C mutacija 719A>G).

3.9 Transfekcija COS-7 celic

Na §tiri plastenke T150 smo prenesli po 4x10° celic in jih pustili rasti do naslednjega dne.
Drugi dan smo celice odlepili od podlage z dodatkom 2-3 ml 0,25 % tripsina/l mM, dodali 8
ml medija in vse prenesli v §tiri falkonke (priblizno 2 ml v vsako). Centrifugirali smo 5 min

pri 1300 rpm, odstranili supernatant in celice resuspendirali v 1 ml medija. Vse celice smo
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nato zdruzili v eni falkonki (dobili smo 4 ml medija s celicami) in jih presteli (za Stetje smo
jih redéili 30x). V Sest epic smo prenesli po 2x10° celic in centrifugirali 5 min pri 1200 rpm,
odstranili supernatant in celice resuspendirali v 100 pl reakcijske zmesi, ki smo jo pripravili iz
82 ul raztopine Nucleofector (Lonza, Walkersville, MD) in 18 pl suplementa (za Sest vzorcev
492 pl+108 ul). Suspenziji celic (100 ul) smo dodali 4,5 ug plazmida pcDNA3.1 oziroma
pcDNA3.1 z vkljucki TPMT in 0,5 pg plazmida pcDNAHygro/lacZ.

Tabela 3: Plazmidi za transfekcijo

Plazmidi Koncentracija(ug/ul)
pcDNA3.1 2,97834
pcDNA3.1-TPMT1 | 2,53593
pcDNA3.1I-TPMT2 | 2,46224
pcDNA3.1-TPMT3A | 2,988
pcDNA3.1-TPMT3C | 2,37521
pcDNAHygro/lacZ 0,500

Tabela 4: Plazmidi dodani posameznim celicam

Oznaka Dodan plazmid Dodan plazmid

UT- ne transficirane | -brez -brez

pcDNA 1,51ul pcDNA3.1 1,00ul pcDNAHygro/lacZ
1 1,77ul pcDNA3.1-TPMT1 1,00ul pcDNAHygro/lacZ
2 1,83ul pcDNA3.1-TPMT2 1,00ul pcDNAHygro/lacZ
3A 1,51ul pcDNA3.1-TPMT3A | 1,00ul pcDNAHygro/lacZ
3C 1,89ul pcDNA3.1-TPMT3C | 1,00ul pcDNAHygro/lacZ

Suspenzijo s celicami in plazmidi smo prenesli v kiveto za elektroporacijo, jo vstavili v
Nucleofector in pognali optimiziran program za COS-7 celic (W-001). Po koncanem
programu smo na sobni temperaturi inkubirali 10 min. Nato smo dodali 0,5 ml medija in vse
nezno preneseli v epico in iz nje odpipetirali po 300 pl v dve plastenki T25 kamor smo
predhodno Ze dodali 3,7 ml medija. Na koncu smo tako dobili 12 plastenk T25 s po 1x10°
celicami. Pustili smo rasti ¢ez no€ v inkubatorju s 37 °C in 5 % CO,.

Naslednji dan smo zamenjali medij, in sicer smo dodali v eno plastenko T25 4 ml medija z
Met v drugo T25 z enakimi celicami pa 4 ml medija brez Met (medij brez metionina z 10 %
FBS, 1 % ml antibiotik/antimikotik, 2 mM L-glutamin in 200 uM cistein) ter pustili rasti ¢ez
no¢. Naslednji dan smo odlepili celice s podlage in jih prenesli v falkonke in centrifugirali 5
min pri 1300 rpm. Odstranili smo supernatant in resuspendirali v 1 ml 1xPBS ter presteli
celice. Pripravili smo po §tiri epice za vsako vrsto celic in v dve odpipetirali po 1x10° celic in
v dve po 3x10° celic. Epice smo centrifugirali 5 min pri 1300 rpm, odstranili supernatant in
zamrznili pri -80 °C. Celicam smo nato doloc¢ili aktivnost B-galaktozidaze, aktivnost TPMT z

HPLC in dolo¢ili izraZanje proteina TPMT s pomoc¢jo western prenosa.
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3.10 Aktivnost 3-galaktozidaze

Peleti, ki vsebuje 1x10° celic smo dodali 50 pl Ixreporter lysis buffer(RLB) na kratko
vorteksirali in sonicirali in pustili 15 min na ledu. Po 15 minutnem centrifugiranju pri 4 °C in
14000 rpm smo na ploscici s 96 vdolbinicami zmesali 20 pl (oz. 15 pl, kjer ga ni bilo dovolj)
supernatanta in 20 pl 2xassay buffer (Promega, Madison, WI) (200 mM natrijev fosfatni
pufer s pH 7,3; 2 mM MgCl,; 100 mM 2-merkaptoetanol; 1,33 mg/ml o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozidaze=substrat). Plos¢ico smo inkubirali pri 37 °C 30 min. Reakcijo smo
prekinili z dodatkom 60 pul 1 mM natrijevega karbonata (Sigma). Izmerili smo absorbanco
produkta (o-nitrofenol) pri 420 nm z avtomatiziranim ¢italcem mikroploscic (Tecan, Safire2).

Pripravili smo tudi slepi vzorec, pri katerem smo namesto supernatanta dodali 20 ul RLB
in standarde B-galaktozidaze od 0,125 mU do 1,5 mU. Standardi so bili pripravljeni iz
osnovne raztopine z 1 U/ul in red¢eni najprej 160x (1 pl z 159 pl RLB) in nato 50x (2 ul z 98
ul RLB), da smo dobili 0,125 mU/ul, nato pa smo primeren volumen te raztopine dali na

ploscico in red¢ili z RLB do konénega volumna 20 pl.

Tabela 5: Priprava standardov beta-galaktozidaze

Standard (mU) | Volumen st. 0,125 mU/ul (ul) | Volumen RLB (ul)
0,125 1 19

0,25 2 18

0,5 4 16

1 8 12

1,5 12 8

Aktivnost smo izra¢unali po formuli:

Aav — A\)Iank Y/

SN

aktivnOSt __‘umeritvenepremice
odpipetirano X Nét.celic
Co muU
In jo izrazili v enotah: ————
10°celic

3.11 Merjenje aktivnosti TPMT v celicah

Zamrznjeni peleti z 3x10° celic smo dodali 50 ul raztopine A, 50 pl raztopine C in 1 pl
raztopine E. Raztopine A je bila 150 mM kalijev fosfatni pufer, pH 7,5; raztopina C je bila
100 uM SAM, 500 uM DTT in 40 puM alopurinol v 150 mM kalijevem fosfatnem pufru;
raztopina E je bila 225 mM 6-MP v DMSO. Vzorce smo vorteksirali, na kratko sonificirali in
kratko centrifugirali. Inkubirali smo jih 2 h na 37 °C. Dodali smo 5 ul ledeno mrzle 8 M
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HCIO,4 in takoj dali na led za 10 min. Centrifugirali smo 10 min pri 14000 g in 4 °C.
Supernatant smo nevtralizirali z 10 ul 4 M K;HPOy in dali na led za 10 min. Ponovno smo
centrifugirali 10 min pri 14000 g in 4 °C. Supernatant (90 pl odpipetiranih za analizo) smo
analizirali s HPLC. Pogoji HPLC so bili enaki kot pri merjenju TPMT v hemolizatih, kakor
tudi priprava standardov.

Aktivnost TPMT smo izracunali po formuli:

Area xV (115 ul) " pmol6 — MMP

- V enot
xt(2h)x N x aktivnost enow

k 5-gal mU xh

umeritvene premice §t.celic

3.12 SDS-PAGE in western prenos

Med stekelci smo vlili lo¢evalni (angl.separating) gel, priblizno 8 ml za en gel. Dodali smo
tri kapljice izobutanola (Sigma) (levo, desno in na sredino), ko se je gel strdil smo splaknili z
vodo in do vrha vlili zbiralni (angl.stacking) gel in vanj vstavili glavnicek. Ko se je strdil smo
odstranili glavnicek in splaknili zepke z vodo. Stekleca z gelom smo vstavili v nosilec za
elektroforezo ga vstavili v kadi¢ko in nalili 1x Tris glycine EF buffer (Sigma). Peleto s 3x10°
celic smo raztopili v 40 pl 1xPBS, sonificirali in 10 pl nato prenesli v 26 pl pufra sestave:
I1xSLB (Sigma), 5 % brom fenol modro (Sigma) in 5 % B-merkaptoetanol (Sigma) in v zepke
naneseli po 30 pl. Na gel smo naneseli tudi 5 ul markerja kaleidoscope v prvi in zadnji Zepek.
Dolili smo 1x Tris glycine EF buffer (Sigma) povsem do vrha in namestili elektrodi. Napetost

smo nastavili na 100 V in tok na 400 mA in pustili priblizno 2 h, da potece elektroforeza.

Tabela 6: Priprava gelov za elektroforezo

Separating gel (20ml) Stacking gel (5ml)

7,9ml H,0O 3,4ml H,O

6,7ml 30% akrilamid/bisakrilamid | 830ul 30% akrilamid/bisakrilamid
Sml 1,5M Tris pufer (ph=8,8) 630ul 1,0M Tris pufer (ph=6,8)
200ul 10%SDS 50ul 10%SDS

200u1 10% amonijev persulfat 50ul 10% amonijev persulfat

8ul TEMED S5ul TEMED

Po koncani elektroforezi smo prenesli vzorce iz gela na nitrocelulozno membrano z
uporabo iBlot-a. Membrano smo potem sprali s IXTTBS (50 ml 10xTBS (Sigma) smo dodali
vodo do 500 ml in temu dodali 0,5 ml Tweena 20 (Sigma)). Nadalje smo membrano inkubirali
1 hv5 % (m/v) mleku (2,5 g mleka v prahu smo raztopili v 50 ml ¢iste vode) temu je sledilo
spiranje 2x po Smin z IXTTBS. Membrano inkubirali v 15 ml raztopine primarnih protiteles

(redcili smo jih 1:500 v 3 % (m/v) BSA) pri 4 °C ¢ez noc€. Sledilo je spiranje 3% po 5 min s
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IXTTBS in inkubacija (1 h) v 15 ml raztopine sekundarnih protiteles (kozja anti-misja igG
protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo,Millepore) v 5% mleku (red€imo jih 1:2000)
pri sobni temperaturi. Po spiranju s 1XxTTBS smo membrano 5 min inkubirali s po 750 pl
reagentov A (pufer) in B (luminol, substrat za peroksidazo, Femto ThermoScientific).
Preneseli smo jo v G-BOX (Syngene, Cambridge, UK) in posneli svetlobo, ki nastane pri
reakciji luminola s peroksidazo. Membrano smo prenesli v pufer za odstranjevanje protiteles
(angl.stripping buffer) (2 % SDS, 62,5 mM Tris Cl, 100 mM B-ME) in meSali 1 h pri 50 °C v
digestoriju. Ponovili smo postopek naveden zgoraj, le da smo inkubirali v 1,5 ml primarne
raztopine protiteles proti aktinu (1:3000 v 5 % (m/v) mleku) in red¢enje sekundarnih je bilo
1:1000.

3.13 Stabilne celicne linije

Stabilnim celi¢nim linijam smo poleg merjenja aktivnosti TPMT s HPLC in westren
prenosa z RT-PCR dolocili $e kolikSna koli€ina zaporedja mRNA TPMT se je izrazala v

celicah.

3.13.11zolacija RNA

Celice (5-6x10°) smo lizirali v 1 ml Trizolu (Invitrogen) na celic in jih inkubirali 5 min na
sobni temperaturi. Dodali smo 0,2 ml kloroforma na 1 ml Trizola in inkubirali nadaljne 2-3
minute. Centrifugirali smo pri 12000 g 15 min na 4 °C. PriSlo je do locitve raztopine v
spodnjo rdeco fenol-kloroformno fazo (vsebuje proteine), belo interfazo (vsebuje DNA) in
brezbarvno zgornjo vodno fazo (vsebuje RNA). Volumen zgornje faze je bil priblizno 600 pl
od katere smo 400 ul prenesli v svezo epico. Dodali smo enak volumen 70 % etanola in dobro
premesali z vorteksiranjem in dispergirali morebitni precipitat. Na kolono za ¢iS¢enje RNA
(RNA Spin Cartridge) smo naneseli 700 pl vzorca. Centrifugirali smo 15 s pri 12000 g na
sobni temperaturi in zavrgli eluat in dvakrat ponovili (prvi¢ smo dodali 700 ul Wash Buffer I
in drugi¢ 350 pl). Kolonco smo prenesli v ¢isto RNA Wash Tube in dodali 500 ul Wash
Buffer II. Nato smo dvakrat centrifugirali in zavrgli eluat. Centrifugirali smo na 12000 g 1
min pri sobni temperaturi, da se membrana kolone z vezano RNA osu$i. Zbirno
mikrocentrifugirko smo zavrgli in vstavili kolono v mikrocentrifugirko za zbiranje RNA
(RNA Recovery Tube) dodali 50 pl vode brez RNAaze in inkubirali 1 min pri sobni
temperaturi. Centrifugirali smo na 12000 g 2 min pri sobni temperaturi, odpipetirali alikvote

po 5 ul in jih postavili na led najvec za nekaj ur, ostalo pa shranili pri -80 °C. V alikvotih
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smo dolocili koncentracijo RNA z ND-1000 spektrofotometrom (Nanodrop Technologies,

Wilmington, USA) (na aparaturo smo nanesli po 2 ul vzorca).

3.13.2 Reverzna transkripcija

Za reverzno transkripcijo smo uporabili Omniscript RT kit (Qiagen, USA). Pripravili smo
mati¢no raztopino, ki vsebuje na en vzorec: 2 ul 10xRT buffer; 0,8 pl 25xdNTP; 2 ul
10xoligonukleotidov; 1 ul RTaza; 1 pul inhibitor RNAze. Preratunali smo volumen raztopine
z RNA, ki ga potrebujemo, da dobimo na koncu koncentracijo RNA 10ng/ul. Dodali smo
toliko RNAaza proste vode, da je bil kon¢ni volumen 20 pl. V vsako epice smo dali najprej
6,8 ul mati¢ne raztopine nato RNAaza prosto vodo in na koncu raztopino RNA (200 ng RNA
v kon¢nem volumnu). Poleg vzorcev smo pripravili Se kontrolo brez matrice (no template
control), ki ni vseboval raztopine RNA. Vzorce smo vstavili v aparat ( za pogoje glej tabelo 8)

in pustili,da se je RNA prepisala v cDNA.

Tabela 7: Pogoji reverzne transkripcije

1.korak | 2.korak | 3.korak | 4.korak

Temperatura(°C) | 25 37 85 4
Cas 10min | 2h 15s 00
3.13.3RT-PCR

TPMT mRNA koli¢ino smo kvantificirali z uporabo kompleta za doloCanje ekspresije gena
TPMT s specificno Tagman sondo (Applied Biosystems) relativno glede na ekspresijo
humanega ciklofilina (huCYC). Pripravili smo dve mati¢ni raztopini eno za doloCanje

zaporedja za TPMT in drugo za dolocanje zaporedja »hisSnega« gena huCYC.

Tabela 8: Priprava mixov za RT-PCR

Zmes za TPMT | Naen vzorec V(ul) | Zmes za huCYC | Na en vzorec V(W)
MM, 2x 10 MM, 2x 10

TPMT zmes, 20x | 1 huCYC zmes, 20x | 1

Voda 7 Voda 7

MM je bila raztopina polimeraze, TPMT zmes je vsebovala 2 specificna zacetna
oligonukleotida za pomnoZevanje amplikona TPMT in specifi¢ni reporterski oligonukleotid
oznacen z fluorescen¢nim barvilom FAM, huCYC zmes je vsebovala 2 specificna zacetna

oligonukleotida za pomnozevanje amplikona huCYC in specifi¢ni reporterski oligonukleotid
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oznacen z fluorescen¢nim barvilom FAM. Za umeritveno krivuljo in dolocitev u¢inkovitosti

pomnoZevanja smo pripravili red¢itve vzorca cDNA pripravljenega iz celic 1/1:

Tabela 9: Redc¢itve za umeritveno krivuljo RT-PCR

R1 RO,5 R0,25 RO,125 R0,0625
20ul raztopine 10pl RNAaze free | 10ul RNAaze free | 10ul RNAaze 10pul RNAaze free
cDNA vode vode free vode vode
Prenesemo 10 ul | Prenesemo 10 pl Prenesemo 10 pl | Prenesemo 10 pl
raztopine R1 raztopine R0,5 raztopine R0,25 | raztopine R0,125

Delali smo na ploscici z 96 vdolbinicami. Za vsak vzorec in red¢itev smo pripravili dve
paralelki za merjenje TPMT zaporedja in enako za merjenje huCYC. V zepek smo prenesli 18
ul mati¢ne raztopine in nato dodali 2 pl vzorca. Poleg tega smo pripravili Se kontrolo brez
matrice in vodo. Plos¢ico smo centrifugirali pri 1900 g 2 min in jo nato preneseli v aparaturo

(ABI Prism 7000 Sequence Detection System). Aparatura je opravila 50 ciklov.

Tabela 10: RT-PCR pogoji

2min | 50°C
10min | 95°C
15s 95°C
Imin | 60°C

Kot rezultat smo dobili prazni cikel (Ct) pri katerem je bila koli¢ina podvojene DNA vecja
od signala, ki sta ga dajala kontrola brez matrice in voda. 1z red¢itev celic TPMT*1/1 smo

dobili umeritveni premici za gen TPMT in za gen huCYC in iz njunega naklona izracunali

-1
Etpmr in Enycyc po formuli E =10M" Nato smo izraunali razmerje med koli¢ino mRNA v

celicah brez vneSenega zaporedja TPMT (pcDNA) in ostalimi celicami po formuli:

ACtTPMT ( pcDNA-vzorec)
TPMT
ACthuCYC( pcDNA-vzorec)
huCYC

razmerje =
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4 Rezultati

4.1 Vpliv koncentracije SAM na aktivnhost TPMT v hemolizatih

Domnevo o vplivu SAM na aktivnost TPMT smo preverili z merjenjem aktivnost TPMT in
koncentracijo SAM na 205 hemolizatih zdravih preiskovancev in uporabili Se podatke za 159

vzorcev, ki so bili izmerjeni predhodno (49).

Tabela 11: Vrednosti aktivnosti TPMT in koncentracij SAM (povpre¢na vrednost in SD) glede na genotip

Aktivhost TPMT Koncentracija SAM
Genotip N Odstotek(%) (nmol/gHb/h) (nmol/gHb)

Divji tip *1/*1 232 56,6 36,28 £ 9,54 13,47 £ 7,07
Heterozigoti *1/*3A 119 40,1 17,67 £5,07 18,43 £ 9,50
*1/*3C 11 2,4 16,24 + 3,19 14,03 £ 8,32
*1/*3 130 42,5 17,55 +4,94 18,06 £ 9,46

Homozigoti *3A/*3A 1 0,5 2,44 32,36

*3A/*3C 1 0,5 2,07 35,45
*3/*3 2 0,9 2,25+0,26 3391 +2,19
Skupaj 364 29,40 + 12,30 15,22 £+ 8,39

4.1.1 Aktivnost TPMT

Povprecna aktivnost TPMT pri divjem genotipu je bila 36,28+9,54 nmol/gHb/h v razponu

16,86 — 75,80 nmol/gHb/h. Pri heterozigotih je bila povprecna aktivnost
17,55+4,94nmol/gHb/h v razponu 6,14 — 36,72 nmol/gHb/h. Pri mutiranih homozigotih je bila
povprecna aktivnost 2,25+0,26 nmol/gHb/h.

Normalnost porazdelitve aktivnosti TPMT za skupino z divjim genotipom in skupino
heterozigotov smo preverili s Kolmogorov-Smirnovim in Shapiro-Wilkovim testom.
Normalnost ni v nobeni skupini potrdil ne Kolmogorov-Smirnov ne Shapiro-Wilkov test. Zato
smo izvedli logaritemsko transformacijo aktivnosti TPMT ( f(x)=log(x) ). Po transformaciji je
normalnost porazdeliteve potrdil Kolmogorov-Smirnov test pri obeh skupinah (pwt > 0,10;
Pmut > 0,10), Shapiro-Wilkovim test pa je normalnost potrdil le pri skupini z divjim
genotipom (p=0,6916), pri skupini heterozigotov (p= 0,0489) pa normalnosti ni potrdil (slika
8).

Neparni t-test je pokazal signifikantno razliko med aktivnostjo TPMT med skupinama z
divjim genotipom in skupino heterozigotov (razlika= 0,2693; 95% interval zaupanja= 0,2343-

0,3043; p<0,0001)
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Slika 8: Histograma frekven¢ne porazdelitve aktivnosti TPMT in logTPMT glede na genotip

A: Aktivnost TPMT se v obeh skupinah preiskovancev ni porazdeljevala normalno.

B: Po logaritemski transformaciji je bila porazdelitev v obeh skupinah normalna.

4.1.2 Koncentracija SAM

Povpre¢na koncentracija SAM v skupini z divjim genotipom je bila 13,47 + 7,07nmol/gHb

in v skupini heterozigotov 18,06 + 9,46 nmol/gHb. Kolmogorov-Smirnov in Shapiro-Wilkov

test nista potrdila normalnosti porazdelitve koncentracije SAM v nobeni skupini (pw:< 0.0001;

Pmut< 0.0001). Tudi po logaritemski transformaciji sta testa pokazala nenormalnosti

porazdelitve v obeh skupinah (slika 9).

Mann-Whitneyev test je pokazal, da je razlika v 1ogSAM med skupinama (p < 0.0001)

statisti¢no signifikantna. Statisti¢no signifikantno razliko je pokazal tudi Studentov t-test za

logSAM (A=0,1156; CI: 0.06241- 0.1688:p < 0.0001).
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Slika 9: Histogram frekven¢ne porazdelitve koncentracije SAM in logSAM glede na genotip

A: Koncentracija SAM se v skupini z divjim genotipom in v skupini heterozigotov ni porazdeljevala normalno

B: Tudi po logaritemski transformaciji koncentracije SAM ni bila poradelitev v nobeni skupini normalna
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4.1.3 Korelacija med genotipom in fenotipom

Aktivnost TPMT smo razdelili v dve skupini s pomoc¢jo ROC analize, s katero smo
arbitrarno dolocili mejo med obema skupinama pri 22,91 nmol/gHb/h. Pri tej meji je bil
fenotipski test za doloanje posameznih genotipov specificnost 96,12 % in obcutljivost 91,54
%. Vse posameznike z aktivnost pod mejo smo razvrstili v skupino s srednjo aktivnostjo
TPMT (N=128) in vse posameznike z aktivnost nad mejo smo razvrstili v skupino z visoko
aktivnostjo TPMT (N=234). Devet vzorcev z divjim genotipom (2,5 % vseh vzorcev) je bilo
uvrSéenth v skupio z srednjo aktivnostjo TPMT (vrednosti vzorcev od 22,53 do 16,86
nmol/gHb/h) in enajst vzorcev s heterozigotnim genotipom (3,0 % vseh vzorcev) je bilo
uvrscenih v skupino z visoko aktivnostjo (od 23,91 do 36,72 nmol/gHb/h) (slika 10). Mann
Whitney test je pokazal, da med vzorci s heterozigotnimi genotipom s srednjo aktivnostjo
TPMT (logSAM+95%CI= 1,18+0,05; N=119) in heterozigotnimi vzorci z visoko aktivnostjo
(logSAM=95%CI= 1,17+£0,21; N=11) ni bilo statisti¢no signifikantne razlike (p=0,8869) v
logSAM. Tudi ni bilo statisti¢no znacilne razlike v logSAM (p=0,6376) med vzorci z divjim
genotipom s visoko aktivnostjo TPMT (logSAM=95%CI= 1,07+ 0,03; N=223) in vzorci z
divjim genotipom in srednjo aktivnostjo TPMT (logSAM+95%CI= 1,02+ 0,18; N=9).
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Slika 10: Aktivnost TPMT glede na genotip
Mejna vrednost med visoko in srednjo aktivnostjo TPMT je bila 22,91 nmol/gHb/h. V skupino s srednjo
aktivnostjo TPMT je bilo razvr§¢enih 128 vzorcev od tega 9 z divjim genotipom in v skupino z visoko

aktivnostjo TPMT pa 234 vzorcev od tega 11 heterozigotov.
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4.1.4 Ugotavljanje povezave med koncentracijo SAM in aktivnostjo TPMT

S statisticno analizo smo zeleli tudi preveriti koncentracija SAM vpliva na aktivnost TPMT
ali gre za obratno povezavo.

Vzorce smo razdelili v Sest skupin glede na genotip TPMT*1/1, TPMT*1/3A in
TPMT*1/3C in glede na visoko ali nizko koncentracijo SAM. Meja med visoko in nizko
koncentracijo SAM je bila arbitrarno postavljena na povprecno vrednost logSAM zmanjSano
za eno standardno deviacijo (10gSAM mejna vrednost=0,83463)

Neparni t-test je pokazal, da razlika v aktivnosti TPMT med heterozigoti TPMT*1/3A z
visoko koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,23 + 0,13; N=106) in heterozigoti z nizko
koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,24 £+ 0,09; N=13) ni statisticno signifikantna
(p=0,6356). Test tudi ni pokazal signifikantne razlike (p= 0,7796) med heterozigoti
TPMT*1/3C z visoko koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,19 = 0,08; N=8) in
heterozigoti z nizko koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,23 £ 0,09; N=3). Pri vzorcih z
genotipom TPMT*1/1 s visoko koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,56 + 0,11; N=195)
in vzorcih z nizko koncentracijo SAM (povpr. logTPMT= 1,48 + 0,07; N=37) pa je bila
razlika statisti¢no signifikantna (A=0,076; p< 0.0001; CI=0,03863-0,1136).

Rezultati dobljeni za genotip TPMT*1/1 kazejo, da ima koncentracija SAM pozitiven vpliv
na aktivnost TPMT. Tega nismo dobili pri heterozigotih, vendar je razlog za to lahko majhno

Stevilo vzorcev.

4.2 Vpliv koncentracije SAM na aktivnost TPMT na prehodno
transficiranih celicah

Celice transficirane z plazmidi z zaporedji za razlicne variante TPMT smo gojili ob
prisotnosti metionina in brez njega. Ker je metionin prekurzor SAM njegova odsotnost v
mediju za gojenje celic zniza znotrajcelicno koncentracijo SAM. Tako smo z primerjavo med
celicami gojenimi v razli¢nih pogojih videli kak$no razliko povzroci pomanjkanje SAM.

V COS-7 celice smo vgradili pet razli€nih plazmidov, ene pa smo imeli za kontrolo
(NT=netransficirane). Vgradili smo §tiri plazmide z cDNA zaporednji za razli¢ne alel TPMT,
enega z divjim genotipom (*1) in tri z mutiranim TPMT genotipom (*2,*3A,*3C) in en
plazmid brez zaporedja TPMT (pcDNA). Eno paralelko celic smo gojili v mediju z

metioninom (Met+) in drugo v mediju brez metionina (Met-).
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4.2.1 B-galaktozidaza

Izrazanje tega encima sluzi kot kontrola ucinkovitosti transfekcije in dolocanjem njegove
aktivnosti v celi¢nih lizatih odpravimo razlike, ki nastanejo zaradi razline ucinkovitosti
transfekcije med vzorci.

Vse celice, ki smo jih transficirali z lacZ plazmidom, imajo veliko vi§jo aktivnost -
galaktozidaze kot netransficirane celice (NT). To pomeni, da je bila transfekcija uspesna. Z
pomocjo aktivnosti B-galaktozidaze normaliziramo nadaljne rezultate. Najvecjo aktivnost
imajo celice TPMT*3C gojene v metioninu (0,5774 mU gal/10"5 celic) in najmanjso celice
pcDNA gojene brez metionina (0,1952 mU gal/10"5 celic).

Gojenje v prisotnosti metionina oziroma brez metionina ne vpliva na aktivnosti -
galaktozidaze. Pri celicah z divjim genotipom TPMT je pri obeh paralelkah podobna
aktivnost, pri celicah z genotipom TPMT*3A je vi§ja aktivnost pri gojenju brez metionina in
pri genotipih TPMT*2, TPMT*3C in brez TPMT zaporedja je visja aktivnost pri gojenju v

metioninu (slika 11).

0,7
mhet+ OMet-

0,6

0,5 -

0.3 —

mU galf 10075 celic

0.1 —

0.0 -
NT pcDNA 1 2 *3A *3C

Slika 11: Aktivnost p-galaktozidaze v prehodno transfeciranih COS-7 celicah

NT:ne transficirane celice; pcDNA:brez TPMT zaporedja; *1:divji genotip; *2,*3A,*3C:mutiran alel;
Met+:gojenje v metioninu; Met-:gojenje v odsotnosti metionina.

Aktivnost B-galaktozidaze kaze u¢inkovitost transfekcije in posledi¢no na koli¢ino vnesenega gena v celice. V

nadaljnih rezultatih jo uporabimo za normalizacijo.

4.2.2 lIzrazanje TPMT na proteinskem nivoju-Western prenos
S to metodo smo Zeleli relativno primerjati koli¢ine proteina TPMT v razli¢nih celicah. S

pomocjo SDS PAGE smo zaradi molekulske mase lahko dosegli loc¢itev med endogenim
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TPMT in eksogenim TPMT in smo tako lahko primerjali samo aloencime med seboj ter

kaksen je vpliv SAM na njihovo razgradnjo (slika 12).

TPMT
UT PcDNA *1  *2  *3A  *3C
Met + - + - 4+ - 4 - + - 4 -
TPMT-R—>
TPMT-E—P> ™= - oy -

DETa-aCHN [ - — o - — -t S G e

Slika 12: Western prenos prehodno transficiranih celic gojenih v metioninu oziroma brez metionina
Celice smo 24 h gojili v prisotnosti (+) ali odsotnosti (-) metionina (Met). pcDNA: celice s plazmidom brez
vkljucka TPMT ; *1,*2,*3A in *3C : s plazmidom z vkljucki za razli¢ne aloencime TPMT

UT: ne transficirane celice; TPMT-R:rekombinantni protein; TPMT-E:endogeni protein

Dobimo loceni lisi za endogeni TPMT in eksogeni TPMT in tako lahko primerjamo aloencime med seboj in
vpliv znotrajceli¢ne koncentracije SAM nanje. Po dolo¢itvi TPMT smo membrano sprali in dolo¢ili B-aktin, ki
sluzi kot merilo enakomernosti nanosa vzorcev v zepke gela za SDS-PAGE. Pri UT in pcDNA celicah ni
rekombinantnega TPMT saj ga nismo vnesli s plazmidi. Najve¢ rekombinantnega TPMT je vidnega pri obeh
TPMT*1 in pri TPMT*3C gojenjih v metioninu. Pri TPMT*2 in TPMT*3C je vidna tudi razlika med celicami

gojenimi v Met in celicami gojenjih brez Met, kjer je manj proteina.

Najvecja koli¢ina proteina TPMT je v primeru aloencima TPMT*1, temu sledi TPMT*3C,
v primeru aloencimov TPMT*2 in TPMT*3A pa je koli¢ina precej manjsa kot pri TPMT*1.
Ob znizanju koncentracije SAM pride v vseh primerih do zmanjSanja koli¢ine encima razen
pri TPMT*3A, kjer ostane koli¢ina podobna. To potrjuje domnevo, da SAM stabilizira
proteinsko strukturo in na ta nacin upocasni razgradnjo. Ker je v primeru TPMT*2 in
TPMT*3A mutacija blizu vezavnega mesta za SAM se verjetno ne veze veliko SAM na
protein tudi, ko je njegova koncentracija visoka in zato je koli¢ina teh dveh aloencimov nizka
in se ne spremeni dosti ob zniZanju koncentracije SAM. V primeru TPMT*3C mutacija ni
blizu vezavnega mesta SAM in zato je ob zadostni koncentraciji SAM njegova koli¢ina Se
vedno precej$na in ob znizanju koncentracije SAM pa drasti¢no pade. SAM ima torej najvecji
vpliv na TPMT*3C in njegova zadostna koncetracija lahko precej upocasni razgradnjo in

ohrani dobrsen delez koli¢ine v primerjavi s TPMT*1.
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Slika 13: Koli¢ina rekombinantnega TPMT v prehodno transfeciranih celicah

Dobljene rezultate smo delili z aktivnostjo B-galaktozidaze v posameznih celicah ter nato vse delili z vrednostjo
dobljeno pri celicah TPMT*1. Koli¢ina je izrazena v odstotkih koli¢ine v celicah TPMT*1 gojenimi v
metioninu. Vidimo, da je koli¢ina proteina nizja pri gojenju brez metionina, razen pri celicah TPMT*3A kjer je
podobna. Prav tako je vidno, da je najmanj proteina pri celicah TPMT*2 in TPMT*3A, pri katerih mutacija
najbolj pospesi razgradnjo. Pri celicah TPMT*3C gojenimi v metioninu je koli¢ina proteina precej velika v
primerjavi z drugima dvema mutacijama, je pa viden najvecji padec v koli¢ini proteina pri gojenju brez
metionina. Pomankanje metionina vodi do zniZzanja znotrajceli¢ne koncentracije SAM in s tem se izgubi tudi

stabilizacija strukture encima, ki je zato podvrzen hitrejsi razgradnji.

Koli¢ina rekombinantnega TPMT je izrazena kot odstotek koli¢ine TPMT pri celicah z
divjim genotipom TPMT*1 gojenimi v metioninu, pri katerih je bilo najve¢ proteina (100 %).
Pri drugih genotipih gojenjih v metioninu je bila koli¢ina TPMT nizja: pri TPMT*3C 71,3 %,
TPMT*2 24,6 %, TPMT*3A 11,7 %. Pri celicah gojenjimi v mediju brez metionina je bila
koli¢ina proteina, glede na gojene v metioninu nizja: TPMT*1 82,2 %, TPMT*3C 19,8 %,
TPMT*2 15,4 % oziroma podobna TPMT*3A 12,4 % (slika 13). Razlog za nizjo koli¢ino

TPMT*2 in TPMT*3A je pospeSena razgradnja proteina zaradi njegove nepravilne strukture.

4.2.3 Aktivnost TPMT izmerjena z metodo HPLC

Celokupna aktivnost TPMT je vsota aktivnosti endogenega TPMT in rekombinantnega
TPMT, ki se dodatno izraza zaradi vneSenega plazmida. Z merjenjem vidimo kakSne so
razlike med razliénimi aloencimi TPMT in koliko na posamezne aloencime vpliva zniZanje

koncentracije SAM oz. gojenje v odsotnosti Met.
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Slika 14: Normalizirana aktivnost TPMT v prehodno transficiranih celicah

Z HPLC smo izmerili aktivnost TPMT v celicah, ki smo jih transficirali z plazmidi z zaporedji za razli¢ne
aloencime TPMT. Celice so bile razdeljene v dve paralelki ene gojene v normalnih pogojih in druge v odsotnosti
metionina, kar ima za posledico zniZanje znotrajceli¢ne koncentracije SAM.

Primerjava med celicami gojenimi v metioninu in celicami gojenimi brez metionina kaze, da je v odsotnosti
metionina aktivnost TPMT nizja. Vidno je tudi, da je aktivnost pri genotipu TPMT*2 in TPMT*3A nezaznavna
oziroma podobna celicam pcDNA. Najvecji vpliv ima pomankanje metionina na genotip TPMT*3C pri katerem
se SAM veze na TPMT, stabilizira strukturo in upocasni proteolizo. Brez SAM pa ni stabilizacije in zato se

razgradnja pospesi in je zaradi mutacije hitrejsa kot pri divjem tipu.

Izmerjena aktivnost je vsota aktivnosti endogenega TPMT, ki je produkt celi¢nega
genoma, ter rekombinantnega TPMT, ki smo ga vnesli s transfekcijo s plazmidi z genom za
TPMT. Najvisja aktivnost je pri divjem genotipu TPMT*1, druga najvi§ja aktivnost je pri
genotipu TPMT*3C. Pri genotipih TPMT*2 in TPMT*3A je aktivnost podobna pcDNA, kjer
v plazmidu ni bilo zaporedja za TPMT. To kaze, da je aktivnost rekombinantnega proteina
TPMT*2 in TPMT*3A minimalna oz. je skoraj ni.

Pri vseh celicah gojenih v mediju brez metionina je bila aktivnost niZja kot pri celicah
gojenjih v metioninu. Najvecja razlika je bila pri celicah z genotipom TPMT*3C: 206,56
pmol 6-MMP/mU/h v mediju z metioninom in 93,43 pmol 6-MMP/mU/h brez metionina
(zmanjSanje za 55%). ZmanjSanje pri pcDNA je 32 % (Met+: 97,44 pmol 6-MMP/mU/h;
Met-: 66,27 pmol 6-MMP/mU/h) pri divjem tipu TPMT*1 je 28 % (Met+: 269,34 pmol 6-
MMP/mU/h; Met-: 193,68 pmol 6-MMP/mU/h) pri genotipu TPMT*2 je 38 % (Met+: 86,24
pmol 6-MMP/mU/h; Met-: 53,82 pmol 6-MMP/mU/h) in pri genotipu TPMT*3A je 42 %
(Met+: 86,98 pmol 6-MMP/mU/h; Met-: 50,59 pmol 6-MMP/mU/h) (slika 14).

Ti rezultati so skladni z rezultati western prenosa oz. izmerjena aktivnost s sklada z

izmerjeno koli¢ino proteina. Najvi§jo aktivnost ima TPMT*1, ki mu sledi TPMT*3C,
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aktivnost TPMT*2 in TPMT*3A pa je minimalna. Ob znizanju koncentracije SAM se zniza
aktivnost pri vseh aloencimih. V primeru TPMT*2 in TPMT*3A je tu padec vecji kot padec
koli¢ine doloCen z western prenosom. To je posledica tega, da najve¢ji delez k aktivnosti
prispeva endogeni encim TPMT*1, kar je vidno iz tega, da je aktivnost v teh primerih
podobna aktivnosti pri pcDNA. Kakor je bil pri western prenosu najvecji padec v koli¢ini pri
TPMT*3C, je tudi tu vidno najvecje znizanje aktivnosti encima. U¢inek SAM na stabilizacijo

strukture in ohranitev aktivnosti je o€itno najve¢ji pri aloencimu TPMT*3C.

4.3 Vpliv koncentracije SAM na aktivnost TPMT pri stabilnih celi¢nih
linijah

Dobljene rezultate s prehodno transficiranih celic smo zeleli potrditi Se na stabilnih
celicnih linijjah v katere smo vgradili plazmide z zaporedji za divji genotip TPM*1 in
mutaranimi zaporedji TPMT*2, TPMT*3A in TPMT*3C. Kot kontrolo smo imeli celice v
katere smo vgradili plazmid brez zaporedja za TPMT oznacen kot pcDNA. Vzgojili smo pet
linij z divjim genotipom TPMT*1/1-5 dve za TPMT*2 (TPMT*2/1 in TPMT*2/3), po eno za
mutaciji 3A in 3C in dve kontroli (pcDNA/1 in pcDNA/2).

4.3.1 RT-PCR

Z uporabo PCR smo dolocili kaksno je relativno izrazanje mRNA za TPMT glede na celice
pcDNA, ki jim s plazmidi nismo vnesli dodatnega zapordje za TPMT. Pri¢akovano je bilo, da
bo koli¢ina mRNA vsaj nekajkrat visja kot pri pcDNA, kar je dokaz, da je TPMT zaporedje

stabilno vgrajeno v genom in se tudi prepisuje (slika 15).

300

o
(=]

250

wn
=

i
=

200

150

(=]
=1

100

=
(=1

50 4

Relativna koliéina mRMA glede na
koli€ino mRNA v pcDNA
L
=

[=]
[=]

x 3C

_\\'\ b

_\'\ %

NN N S A

IS S
& &

Slika 15: Koli¢ina mRNA v stabilnih celi¢nih linijah
1z stabilnih celi¢nih linij smo najprej izolirali RNA in nato za vse linije enako koli¢ino RNA prepisali v cDNA in
nato smo z RT-PCR dolo¢ili koli¢ino zaporednja za TPMT. Koli¢ina mRNA je razen pri celi¢nih linijah

TPMT*2/3 povsod vecja od celicne linije pcDNA, ki ni imela vgrajenega zaporedja za rekombinantni TPMT.
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Koli¢ino mRNA z zaporedjem za TPMT v stabilnih celi¢nih linijah smo primerjali glede
na koli€ino izrazeno v celicah pcDNA/I in pcDNA/2, pri katerih ni bilo vneSenega zaporedja
za TPMT z plazmidom. Koli¢ina mRNA v celicah pcDNA ima tako relativno vrednost okoli
1. Pri ostalih celi¢nih linijah dobljena vrednost pove kolikokrat je koli¢ina mRNA vecja kot v
pcDNA. Razmerje med koli¢ino mRNA v celicah pcDNA in ostalimi smo izracunali po
formuli

ACtTPMT ( pcDNA-vzorec)

. _ Eqpmr
Fazmer)e = — e ove (pedNA—vzorec)

huCYC

V vecini primerov razen pri TPMT*2/3 je bilo izrazanje mRNA poviSano in s tem tudi
potrjeno, da je zaporednje TPMT vgrajeno v genom in se pripisuje. Med vsemi vzorci izstopa
predvsem TPMT*3C pri katerem je prepisovanje najve¢je in s tem verjetno tudi nastajanje
proteina.

Najve¢ je mRNA v celicahTPMT*3C (razmerje=242,5). Pozitivni so tudi vzorci
TPMT*1/1 (razmerje=36,6), TPMT*1/2 (razmerje=22,5), TPMT*1/3 (razmerje=56,2),
TPMT*1/4 (razmerje=50,1) TPMT*1/5 (razmerje=48,7) TPMT*3A/1 (razmerje=10,1).
Najmanj mRNA je v TPMT*2/1 (razmerje=3,3). V celicah TPMT*2/3 (razmerje=0,6) ni ni¢
ve¢ mRNA kot v kontrolnih celicah pcDNA (slika 15).

4.3.2 Aktivnost TPMT

Poskus smo izvedli enako kot na prehodno transficiranih celicah in smo zato tudi
pricakovali podobne rezultate. Pri¢akovano je bilo, da bodo aktivnosti pri celicah gojenjih
brez metionina povsod nizje. Najvi§jo aktivnost TPMT smo pri¢akovali pri divjem tipu nato

mutaciji TPMT*3C in najnizjo pri TPMT*2, TPMT*3A in pcDNA (slika 16).
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Slika 16: Aktivnost TPMT pri stabilnih celi¢nih linijah izmerjena s HPLC

Merjenje aktivnosti TPMT je potekalo enako kot pri prehodno transficiranih celicah.

Pri¢akovano je bilo, da bo aktivnost pri gojenju brez metionina povsod niZja kot pri gojenju z metioninom. A
rezultati tega ne potrjujejo, ker je pri celicah TPMT*1/5 aktivnost podobna in pri celicah TPMT*1/2, *1/3, *1/4

celo visja pri gojenju brez metionina.

Aktivnost je glede na pcDNA visja le pri celicah TPMT*3C in malo vi§ja pri TPMT*3A,
medtem ko je pri celicah TPMT*1 in TPMT?*2 primerjiva s pcDNA (slika 16).

Dobljeni rezultati ne kaZejo pri€akovanega znizanja aktivnosti TPMT pri celicah gojenimi
v mediju brez metionina glede na celice gojene v metioninu. Nizjo aktivnost TPMT, pri
celicah gojenjih brez metionina, dobimo pri celiénih linijah TPMT*1/1, TPMT*2/1,
TPMT*3A, TPMT*3C in pcDNA. Pri celicah TPMT*1/5 dobimo podobni vrednosti medtem,
ko pri TPMT*1/2, TPMT*1/3 in TPMT*1/4 dobimo vi§je aktivnosti TPMT pri celicah
gojenih v mediju brez metionina.

Rezultat dobljen pri prehodno transficiranih celicah smo v primeru stabilnih celi¢nih linij
potrdili le v primeru TPMT*3C. Tudi tu je bila aktivnost encima precej visja kot aktivnost pri

pcDNA in je ob zniZani koncentraciji SAM priSlo do znizanja aktivnosti TPMT*3C.

4.3.3 Western prenos
Ker pri merjenju aktivnosti TPMT s HPLC nismo dobili pri¢akovanih rezultatov smo

izvedli Se Western prenos. S to metodo ne merimo aktivnosti TPMT, ampak le njeno kolicino.
Ker smo z metodo RT-PCR dokazali, da je zaporedje TPMT uspeSno vgrajeno in se prepisuje,
lahko s to metodo vidimo ali je napaka pri translaciji in encim ne nastaja ali pa je kaj drugega

krivo, da encim nima pri¢akovane aktivnosti.
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Slika 17: Western prenos stabilnih celi¢nih linij

TPMT-R:rekombinantni , TPMT-E: endogeni TPMT, MET:metionin +/-:gojenje z/brez metionina

Metodo je bila enaka kot pri prehodno transficiranih in z njo vidimo locena endogeni TPMT in eksogeni.

Liso rekombinatnega TPMT vidimo le celicah TPMT*1/2 in TPMT*3C. Najvec¢ rekombinantnega proteina je pri

celicah TPMT*3C, kjer je vidna tudi razlika pri gojenju z ali brez metionina.

Vidimo, da pri vecini celic ni prislo do izraZzanja rekombinantnega proteina.

Edino pri celicah TPMT*1/2 in TPMT *3C vidimo liso, ki ustreza rekombinantnemu
TPMT vneSenim s plazmidom. Pri ostalih celicah vidimo le liso, ki ustreza endogenemu
proteinu. Pri vseh celicah pa dobimo tudi mocno pozitiven rezultat za protein, ki ima priblizno
dvakrat ve¢jo molekulsko maso, zato domnevamo, da je to dimer TPMT (slika 17).

Najbolj pozitiven rezultat za rekombinantni TPMT dobimo pri celicah TPMT*3C.
Koli¢ina proteina je bistveno visja pri gojenju v Met in se precej zniza ob gojenju brez Met.
To wustreza izmerjeni aktivnosti s HPLC s padcem aktivnosti TPMT*3C ob znizanju
koncetracije SAM. Koli¢ina proteina je najve¢ja pri TPMT*3C, pri katerem je bilo tudi
najvecje izrazanje mRNA kar pomeni, da je koli¢ina TPMT odvisna od koli¢ine mRNA oz.

od hitrosti prepisovanja gena za TPMT.

40



Blaz Muhi¢: Diplomska naloga

5 Razprava

5.1 Dolocanje vpliva SAM na aktivnhost TPMT v hemolizatih zdravih

preiskovancev

Merjenje SAM in TPMT smo izvedli na 364 hemolizatih zdravih preiskovancev. Med temi
vzorci je bilo 56,6 % homozigotnih za divji tip, 42,5 % heterozigotnih in 0,9 % homozigotnih
za mutiran alel. To ne ustreza splosni populaciji, kjer je 89 % homozigotnih za divji tip, 11 %
heterozigotnih in 0,33 % mutiranih homozigotov (12), ker smo Zeleli zajeti ¢im §irSi razpon
aktivnosti encima. Frekvencna distribucija je imela trimodalno obliko, ki je pri¢akovana v
kavkazijski populaciji (12).

Aktivnost TPMT je bila precej vi§ja pri skupini homozigotnih za divji genotip kot pri
hetorozigotih (36,28+9,54 nmol/gHb/h proti 17,554+4,94 nmol/gHb/h) in homozigotnih za
mutiran genotip (36,284+9,54 nmol/gHb/h proti 2,254+0,26 nmol/gHb/h). Tak rezultat je bil
pri¢akovan, saj mutacija povzroci hitrejSo razgradnjo proteina (46).

Osnovna statisti¢na analiza je pokazala, da se koncentracija SAM bistveno razlikuje med
posamezniki homozigoti za divji genotip in heterozigotnimi posamezniki. Koncentracija SAM
je bila vi§ja pri heterozigotnih posameznikih (18,06£9,46 nmol/gHb proti 13,47+7,07
nmol/gHb).

Raziskave in vitro na modelnih celi¢nih linijah so pokazale, da se v celicah s povecano
aktivnostjo TPMT poveca tudi poraba SAM (51). Iz tega sledi, da je pri posameznikih
homozigotnih za divji genotip, ki imajo vi§jo aktivnost TPMT koncentracija SAM nizja.
Temu so naSi rezultati tudi ustrezali.

Vzorce smo tudi razdelili glede na nizko in visoko koncentracijo SAM. Meja je bila eno
standardno deviacijo pod povprecno koncentracijo SAM celotnega vzorca in primerjali smo
jih glede na aktivnost TPMT. Primerjali smo posameznike homozigotne za divji tip med
seboj, skupino heterozigotnih pa smo razdelili glede na mutacijo TPMT*3A in *3C. Pri
homozigotih smo dobili statisticno signifikantno razliko in sicer je bila pri skupini z visoko
koncentracijo SAM tudi vi§ja aktivnost TPMT. Pri heterozigotih pa razliki med skupinami
nista bili signifikantni.

Heterozigotnih z mutacijo TPMT*3C je bilo samo 11 vzorcev in je bila zato skupina
premajhna, da bi lahko videli razliko, ¢e je obstajala. Pri mutaciji TPMT*3A je bila skupina
precej vecja, a je imelo nizko koncentracijo SAM samo 13 vzorcev proti 106 z visoko
koncentracijo. 1z rezultatov homozigotov lahko sklepamo, da ima koncentracija SAM

pozitiven vpliv na aktivnost TPMT. Vendar ima takSen nacin pomankljivost zaradi arbitrarno
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postavljene meje, ki ne temelji na teoreti¢nih predpostavkah oziroma na predhodno dolo¢enih
kriterijih.

Glavna omejitev genotipizacije kot metode za napovedovanje aktivnosti TPMT je slabsa
korelacija med genotipom in fenotipom. Pri nasi raziskavi je bila korelacija med njima 96,12
%. Razlog za razhajanje bi bil lahko v tem, da smo genotipizirali le mutacije TPMT*3A,
TPMT*3B in TPMT*3C. Vzorce, ki niso imeli te mutacije smo opredelili kot homozigote za
divji tip alelov. Vendar odstaja Se precej mutacij, ki so sicer v kavkazijski populaciji redke,
najpogostejsa je mutacija TPMT*2 z frekvenco 0,2-0,8 % (32). V raziskavi na estonski
populaciji so identificirali dva posameznika z aleloma TPMT*9 in TPMT*12 slednji od njiju
naj bi zmanjSal aktivnost TPMT na okoli 70 % divjega tipa (47). Z dolocitvijo celotnega
zaporednja gena za TPMT bi najverjetneje pojasnili dolocena odstopanja med genotipom in
fenotipom. Del variabilnosti lahko pripiSemo tudi variacijam v VNTR promotorski regiji,
katerih vpliv pa naj bi bil majhen (35).

Glavna ugotovitev je, da imajo posamezniki z genotipom *1/*1 in visoko aktivnostjo
TPMT tudi vi§jo koncentracijo SAM v primerjavi s posamezniki z nizko aktivnostjo TPMT.
To kaze, da povisana koncentracija SAM vpliva na poviSanje aktivnosti TPMT. SAM
verjetno uravnava aktivnost TPMT na posttranslacijskem nivoju, kar so posredno dokazali ze
na modelnih celi¢nih linijah (44) in neposredno pri Studijah vpliva SAM na stabilnost
proteinskega ogrodja TPMT (42). Visja koncentracija SAM omogoci vezavo ve¢ molekul

SAM na TPMT in upocasni njegovo razgradnjo s povecano stabilizacijo strukture proteina.

5.2 Dolocanje vpliva SAM na prehodno transficirane celice

COS-7 celice smo transficirali s plazmidi, ki so vsebovali zaporedja za TPMT. Uporabili
smo zaporedja za divji tip TPMT in njegove najpogostejSe mutacije TPMT*2, TPMT*3A in
TPMT*3C. Kot kontrolo smo uporabili plazmid brez zaporedja za TPMT. TPMT se je v
celicah izraZzal na dva nacina: kot endogeni protein, ki se izraZa zaradi zaporednja TPMT na
celicnem genomu in kot produkt zaporedja na transficiranem plazmidu.

Gojili smo jih v mediju z metioninom in mediju brez metionina. Ker je metionin prekurzor
SAM, njegovo pomanjkanje zniza znotrajceli¢no koncentracijo SAM pri celicah gojenih brez
metionina glede na celice gojene v metioninu. Z uporabo metod HPLC in western prenosa
smo preverili, kakSen je vpliv koncentracije SAM na razli¢ne aloencime TPMT.

Z western prenosom smo doloc¢ili kaksSna je bila koli¢ina TPMT pri posameznih celicah. S
to metodo smo locili endogeni encim in in rekombinantni TPMT, ki je bil produkt plazmida.

Pri celicah pcDNA smo tako videli le lisi, ki ustrezata endogenemu TPMT. Koliine
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rekombinantnega TPMT smo relativno primerjali med seboj glede na koli¢ino pri celicah
TPMT*1 gojenimi prisotnosti metionina, kjer je bilo najve¢ encima. Ob normalni
koncentraciji SAM je bilo tako najve¢ aloencima TPMT*I1, sledil je TPMT*3C z 71 %
koli¢ine TPMT*1 in nato TPMT*2 z 24 % in TPMT*3A z 11 %. Te razlike v koli¢ini lahko
razlozimo z spremembo strukture zaradi mutacije in s stabilizacijskim u¢inkom vezave SAM
na encim (42). Mutacija TPMT*2 povzro¢i zamenjavo aminokisline v bliZini aktivnega mesta
in nastanek velikih strukturnih sprememb, zaradi ¢esar je mo¢no ovirana encimska reakcija,
prav tako pa se pospesi proteasomska razgradnja (25, 26). Mutacija TPMT*3A povzroci
zamenjavo dveh aminokislin ena od njiju je blizu vezavnega mesta za SAM (25, 27) in zato je
afiniteta vezave SAM na encim manjSa. Dvojna zamenjava povzro¢i tudi strukturne
spremembe v encimu, ki dobi sploS¢eno obliko in je zato podvrZen nastajanju agresomov in
pospeseni proteasomski razgradnji (29). Ker je mutacija pri teh dveh aloencimih na vezavnem
mestu SAM, je njegova vezava verjetno minimalna in zato nima velikega vpliva na
stabilizacijo strukture TPMT. Vse to je verjeten vzrok, da je koli¢ina pri TPMT*2 celicah in
TPMT*3A celicah majhna.

Mutacija TPMT*3C je oddaljena od aktivnega mesta in vezavnega mesta za SAM.
Mutacija povzro¢i spremembo v strukturi encima in pospeseno razgradnjo, ki pa je poCasnejsa
kot pri mutacijah TPMT*2 in TPMT*3A. Strukturna sprememba je pri tej mutaciji najmanjsa
in se zgodi v heliksu a8, ki je oddaljen od aktivnega mesta. Zaradi tega je vezava SAM mozZna
in prispeva k stabilizaciji, kar ohrani precejsen del koli¢ine v primerjavi z divjim aloencimom
(26, 28).Pri primerjavi med celicami gojenimi v metioninu in brez metionina je bilo opaziti
zniZanje koliine encima ob gojenju brez metionina. Razlika je bila najvec¢ja pri TPMT*3C,
velika tudi pri TPMT*1 medtem, ko je bila pri TPMT*2 majhna in pri TPMT*3A je bila
kolil¢ina celo malo vi§ja. Te rezultate lahko razlozimo z stabilizacijskim u¢inkom kosubstrata
SAM na TPMT in upocasnitev razgradnje. Zaradi mutacij je pri TPMT*2 in TPMT*3A
vezava SAM moc¢no zmanjS$ana in SAM se ne veZe na encim tudi, ¢e ga je dovolj in zato ni
stabilizacija encima veliko vecja ob vi§ji koncentraciji SAM. Pri mutacijah TPMT*2 in
TPMT*3A je zato koli¢ina TPMT nizka ze pri normalni koncentraciji SAM in se ob zniZanju
koncentracije ne spremeni veliko. Ker sprememba pri TPMT*2 ni na vezavnem mestu SAM,
je verjetno njegova vezava na ta aloencim malo boljSa in je zato opazna sprememba Vv
koli¢ini. Mutacija pri aloencimu TPMT*3C je najmanjSa, nima vpliva na vezavno mesto za
SAM in aloencim je strukturno najbolj podoben TPMT*1 (25). Zaradi tega je verjetno
afiniteta vezave SAM na encim podobna kot pri TPMT*1. Z vezavo SAM se delno odpravi

strukturna sprememba aloencima in aloencim postane bolj podoben TPMT*1 (29) in bi tako
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imel tudi podobno hitrost razgradnje (25). Zaradi tega je ob visji koncentraciji SAM, v
primerjavi z divjim aloencimom Se vedno ohranjen precejSen delez encima. Ob pomanjkanju
SAM pa koli¢ina TPMT*3C pade na podoben nivo kot TPMT*2 in TPMT*3A, Ceprav je je Se
vedno malo ve¢. Ce domnevamo, da vezava SAM na TPMT*3C povzroéi konformacijsko
spremembo, ki stabilizira strukturo proteina, bi se s pomanjkanjem SAM izgubil
stabilizacijski u¢inek in posledica bi bila hitrejSa razgradnja encima.

Z metodo HPLC smo tudi preverili kak$na je aktivnost encima v celicah. S to metodo smo
merili produkt reakcije s TPMT: 6-MMP. SAM sodeluje pri reakciji kot kofaktor, ki donora
metilno skupino, katero TPMT pripne na 6-MP in ga tako pretvori v 6-MMP. Kot rezultat
dobimo celokupno aktivnost endogenega TPMT*1 in aloencima s plazmida. Pri gojenju z
metioninom je imel najvi§jo aktivnost aloencim TPMT*1/*1, sledil je aloencim TPMT*3C,
aktivnost pa je bila najnizja pri aloencimih TPMT*2, TPMT*3A in pcDNA. Ob gojenju brez
metionina smo opazili znizanje aktivnosti encima pri vseh celicah. To ustreza rezultatom
pridobljenimi z western prenosom, kjer je bilo opaziti podobno sliko v koli¢inah encima.
Tako je pri celicah z zaporednjem TPMT*1 gojenimi brez metionina ohranjene 72 %
aktivnosti v primerjavi z gojenjem v metioninu, pri TPMT*2 je 62 %, TPMT*3A 58 %,
TPMT*3C 45 % in pri kontroli 68 %. Najvec¢ji padec aktivnosti smo opazili v primeru
aloencima TPMT*3C. To nakazuje, da ima SAM najvecji vpliv na aloencim TPMT*3C, pri
katerem je ohranjeno njegovo vezavno mesto in moznost njegove vezave, s Cimer se
stabilizira struktura TPMT in upocasni razgradnja. Ob znizanju koncentracije SAM se zato
zmanjSa stabilizacija TPMT in posledica je velik padec aktivnosti. Pri TPMT*2 in TPMT*3A
je aktivnost Ze pri normalni koncentraciji SAM precej manjSa in je podobna kot pri pcDNA.
To nakazuje, da je izmerjena aktivnost v teh dveh primerih predvsem aktivnost endogenega
encima. Opazen padec aktivnosti je v zato najvecji meri verjetno posledica padca aktivnosti

endogenega TPMT*1.

5.3 Dolocanje vpliva SAM na izraZanje TPMT v stabilnih celi¢nih linijah
Rezultate dobljene na prehodno transficiranih celicah smo Zzeleli potrditi Se na stabilnih
celi¢nih linijah. V prvi stopnji smo zeleli ugotoviti, ali se vgrajeno zaporedje izraza. To smo
preverili s RT-PCR, kjer smo izmerili koli¢ino prenasalne RNA, z vgrajenim zaporedjem
TPMT. Med celi¢nimi linijjami smo dobili velike razlike od linije TPMT*3C, ki je imela 242-
kratno koli¢ino mRNA kot linija pcDNA do linije TPMT*2/3 ki je imela 0,6-kratno koli¢ino.
Za linijo TPMT*2/3 tako nismo dobili pozitivnega rezultata in smo jo zato izlo¢ili iz

nadaljnih poskusov. Ostale celi¢ne linije smo gojili v mediju z Met in mediju brez Met in nato
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dolocili aktivnosti TPMT s HPLC in koli¢ino TPMT z western prenosom. Aktivnost TPMT*1
je bila primerljiva z mutacijo TPMT*2 in kontrolno linijo pcDNA in ob znizani koncetraciji
SAM ni bilo opaznega znizanja aktivnosti.. Rezultate dobljene pri prehodno transficiranih
celicah smo potrdili le pri TPMT*3C. Ob normalni koncentraciji SAM je bila aktivnost
TPMT*3C precej visja kot pri pcDNA in ob znizani koncentraciji SAM je bil opazen padec
aktivnosti encima. Po analizi imunoblota smo ugotovili, da imata le liniji TPMT*3C in
TPMT*1/2 lise, ki ustrezajo rekombinantnemu TPMT in pri TPMT*3C je bilo opazno
zmanjSanje koli¢ine encima ob znizani koncentraciji SAM. Pri vseh pa smo tudi opazili
mocne lise, ki ustrezajo proteinu s precej vecjo molekulsko maso. Nasa domneva je, da bi te
lise lahko ustrezale dimerom TPMT. Encim v stabilnih celi¢nih linijah bi bil lahko podvrzen
neobifajnim posttranslacijskim spremembam in zaradi dimerizacije bi se izgubila aktivnost
encima in to bi lahko bi eden od vzrokov za rezultate meritev s HPLC.

Pri TPMT*3C smo izmerili najvecjo koli¢ino mRNA in zaradi tega bi bil negativni rezultat
pri ostalih aloencimih lahko tudi posledica prenizkega izrazanja gena za TPMT. Razlog v
nizjem izrazanju gena za TPMT bi bil lahko v nacinu priprave celi¢nih linij. Plazmidi so bili v
celice vneSeni s pomocjo elektroporacije in nato selekcionirane z gojenjem v prisotnosti
antibiotika, po doloenem ¢asu pa smo gojenje v antibiotiku prekinili. Z elektroporacijo
nismo mogli nadzorovati, koliko plazmida se bo dejansko vgradilo v celice. Mozno je, da je
potrebna za odpornost na antibiotik manjSa koli¢ina plazmida, kot je potrebna za uspeSno
nastajanje TPMT in smo s selekcijo dobili celice z zelo majhno koli¢ino zaporedja za TPMT.
Temu vprid je zelo nizko izrazanje mRNA v celi¢nih linijah TPMT*2/1 in TPMT*2/3.

V na$i raziskavi smo dokazali vpliv koncentracije SAM na aktivnost TPMT. PoviSana
koncentracija SAM povisa aktivnost TPMT in tako posredno vpliva tudi na terapijo s
tiopurini. Ob visji koncentraciji SAM je tako inaktivacija tiopurinov vec¢ja in to ima za
posledico zmanjSanje stranskih ucinkov povezanih s koncentracijami toksi¢nih produktov
tiopurinov (tiogvaninskih nukleotidov) in tudi zmanjSanje ucinkovitosti terapije, za katero so
odgovorni isti produkti tiopurinov (3). SAM bi zato lahko uporabili kot bioloski oznacevalec
pri individualizaciji terapije s tiopurini. Vendar koncentracija SAM, zaradi njegove Siroke
vpletenosti v bioloske procese in vpliva Stevilnih faktorjev (38), ni najbolj primeren bioloski
oznacevalec. Vec¢jo uporabo bi imelo dolocanje polimorfizmov v genih za encime, ki imajo
vpliv na sintezo SAM. Te bi skupaj z genotipom TPMT in drugimi klinicnimi podatki
(uporaba drugih zdravil) uporabili pri nacrtovanju terapije s tiopurini in doloc¢itvi optimalnega
odmerka za posameznika. Tak nacin bi zmanjSal pogostost stranskih ucinkov in izboljSal

ucinkovitost zdravljenja, kar bi povecalo prezivetje bolnikov z ALL.
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6 Sklep

V tej diplomi smo dolo¢ili aktivnost TPMT in koncentracijo SAM v hemolizatih zdravih
preiskovancev in preverili vpliv znizane koncentracije SAM na izrazanje najpogostejSih
aloencimov TPMT v COS-7 celicah. Metoda HPLC nam je omogocala dolo¢anje aktivnosti
TPMT z kvantifikacijo 6-MMP in dolo¢anje koncentracije SAM. Dodatno nam je analiza
western prenosa omogocila relativno primerjavo med koli¢inami razli¢nih aloencimov
izrazenimi v celicah.

S pomocjo statisticnih metod smo v nasi raziskavi dokazali pozitivno korelacijo med
aktivnostjo TPMT in koncentracijo SAM v hemolizatih preiskovancev. Ob vi§ji koncetraciji
SAM so imeli vzorci tudi vi§jo aktivnost TPMT in obratno. Te rezultate so potrdili tudi
podatki dobljeni na celicah. Ob zniZzanju koncentracije SAM je bil opazen padec aktivnosti
vseh aloencimov TPMT. Razlika je bila najve¢ja pri aloencimu TPMT*3C, kar nakazuje, da
ima SAM najvecji vpliv na ta aloencim. Z western prenosom smo dokazali, da se aktivnost
TPMT ujema z njegovo koli¢ino. To nakazuje, da so razlike v aktivnosti med aloencimi
posledica razlicne hitrosti razgradnje TPMT. Ker je ob vecji koncentraciji SAM vecja tudi
koli¢ina encima to potrjuje pozitiven vpliv. SAM na stabilizacijo proteinske strukture in
upocasnitev razgradnje. Zaradi oddaljenosti mutacije TPMT*3C od vezavnega mesta SAM je
vezava SAM pri tem aloencimu vecja kot pri aloencimih TPMT*2 in TPMT*3A in posledica
je vecja stabilizacija TPMT*3C, ki se odraza v precej vecji koli¢ini in aktivnosti encima in v
vecji spremembi ob znizanju kocentracije SAM, kakor je pri TPMT*2 in *3A.

Rezultati te raziskave nakazujejo na moznost uporabe SAM oz. polimorfizmov v genih, ki
imajo vpliv na njegovo koncentracijo, kot potencialne nove bioloSke oznacevalce, ki bi skupaj
s genotipom TPMT in klinicnimi podatki omogoc€ili boljSo individualizacijo terapije s
tiopurini. Tak pristop bi glede na dosedanji empiri¢ni nacin zdravljenja omogocil izboljSanje
kvalitete zdravljenja in zmanjSal pogostost stranskih ucinkov ter povecal prezivetje bolnikov z

ALL in jim izboljsal kvaliteto zivljenja.
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