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POVZETEK

Nedrobnoceli¢ni pljuéni rak (NSCLC) je najpogostejsi vzrok umrljivosti zaradi
rakavega obolenja svetu. Z namenom iskanja novih na¢inov zdravljenja nedrobnoceli¢nega
pljucnega raka so preucili ze razlicne mehanizme preskrbe rakavega tkiva z mascobnimi
kislinami. Raziskave so bile narejene z lipoproteinsko lipaz (LPL), sintazo visjih mas¢obnih
kislin (FASN), LDL receptorjem in apolipoproteinom E (Apo E). Pri preskrbi rakavega tkiva
z mas¢obnimi kislinami sodeluje tudi protein Spot 14 (S14). S14 uravnava izraZzanje encimov
za sintezo vi$jih masScobnih kislin tako v normalnih kot tudi malignih celicah. Njegovo
zvisano izrazanje zagotavlja zvecano sintezo lipidov v tumorjih, kot je npr. rak dojke.

V okviru diplomske naloge smo preucevali izrazanje gena S14 v nedrobnoceli¢nem
pljucnem rakavem tkivu in sosednjem, navidezno zdravem, pljucnem tkivu istega bolnika.
Glede na zZe izvedene raziskave o LPL, sintazi vi§jih mas¢obnih kislin, LDL receptorja, Apo E
in SREBF1 (od sterola odvisen regulatorni element vezoci protein 1¢) ter glede na Ze zapisane
podatke o imunohistokemi¢nih dolocitvah proteina S14 pri raku dojke smo predvidevali, da je
izrazanje gena S14 v nedrobnoceli¢énem pljuénem rakavem tkivu visje kot v kontrolnem tkivu
istega bolnika. Poleg tega smo predvidevali tudi, da je izraZanje gena S14 povezano vsaj S
katerim od opazovanih klini¢nih podatkov bolnika (stadij bolezni, histoloski tip tumorja,
izguba telesne teze bolnika pred operacijo, Stevilo let kajenja, 4-letno prezivetje bolnikov).

Z uporabo metode verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu smo izmerili izrazanje
gena S14 v tumorskem in v sosednjem netumorskem, navidezno zdravem, tkivu 41 bolnikov z
nedrobnoceli¢nim pljué¢nim rakom. Izrazanje S14 v kontrolnem tkivu je bilo, v nasprotju z
naSimi pri¢akovanji, 1,58-krat visje v kontrolnem kot v rakavem tkivu (mediana tumorskih
vzorcev 9,82 proti mediana kontrolnih vzorcev 15,52; p = 0,007). Izrazanje gena S14 v
rakavem in kontrolnem tkivu ni bilo povezano z nobenim od opazovanih klini¢nih podatkov
bolnikov ter ni imelo prognosti¢nega pomena. Ugotovili pa smo, da je izrazanje gena S14
koreliralo z izrazanjem gena FASN v kontrolnem tkivu (p < 0,0001) in v tumorskem tkivu (p
=0,0367).

Rezultate naSe raziskave je tezko primerjati z rezultati predhodnih raziskav, saj S14 v
pljucnem rakavem tkivu Se ni bil izmerjen.

Poleg izrazanja gena S14 bi bilo v prihodnje smiselno izmeriti tudi njegovo
imunoreaktivnost, in sicer isto¢asno v nedrobnocelicnem pljuénem rakavem tkivu in

nerakavem pljucnem tkivu istega bolnika.



ABSTRACT

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of mortality due to cancer
causes in the world. With a view to finding new treatments for non-small cell lung cancer, the
different mechanisms of supply of cancerous tissues with fatty acids have already been
studied. Studies were performed with lipoprotein lipase (LPL), fatty acid synthase (FASN),
LDL receptor and apolipoprotein E (Apo E). Protein Spot 14 (S14) is also involved in the
supply of cancerous tissue with fatty acids. S14 regulates expression of enzymes for the
synthesis of fatty acids in both normal as well as malignant cells. Its elevated expression
provides an increased lipid synthesis in tumors, like breast cancer.

In the thesis, we studied the expression of gene S14 in non-small cell lung cancer
tissue and adjacent, apparently healthy lung tissue of the same patient. According to the
research conducted on LPL, fatty acid synthase, LDL receptor, Apo E and SREBF1 (sterol
regulatory element binding protein-1c), and according to the literature data on the
immunohistochemical determinations S14 protein in breast cancer, we assumed that the S14
gene expression is higher in non-small cell lung cancer tissue than in control tissue of the
same patient. In addition, we also assumed that the S14 gene expression is associated at least
with any of the observed patient clinical data (clinical stage of disease, histologic tumor type,
weight loss patient before surgery, years of smoking, 4-year survival).

By using the technique of real-time polymerase chain reaction, we measured the S14
gene expression in tumor and adjacent non-cancer, apparently healthy tissue of 41 patients
with non-small cell lung cancer. Expression of S14 was contrary to our expectations, 1.58
times higher in control tissue than in cancer tissue (median tumor samples 9.82 against control
samples 15.52, p = 0.007). S14 gene expression in cancer and control tissue was not
associated with any of the observed clinical data of patients and had no prognostic
significance. We found that the S14 gene expression correlated with the expression of FASN
gene in the control tissue (p < 0.0001) and in tumor tissue (p = 0.0367).

The results of our study are difficult to compare with the results of previous research,
as S14 in lung cancer tissue had not yet been measured.

In addition to the S14 gene expression, in the future it would be reasonable to measure
its immunostained activity in non-small cell lung cancer tissue and at the same time in non-

cancer lung tissue of the same patient.
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SEZNAM OKRAJSAV

ACLY ATP citrat liaza

Apo E apolipoprotein E

CAR konstitutivni androstan receptor

CoA koencim A

Ct cikel qPCR, kjer fluorescenca preseze nastavljeni prag

DNA deoksiribonukleinska kislina

FASN gen, ki kodira sintazo visjih mas¢obnih kislin

IDL lipoprotein srednje gostote

LPL lipoproteinska lipaza

MRNA informacijska ribonukleinska kislina

NSCLC nedrobnoceli¢ni pljuéni rak (ang. non-small cell lung cancer)

PXR pregnan X receptor

PUFA veckrat nenasi¢ene mascobne kisline

SD standardna deviacija
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SPOT 14

SREBP-1c

TNM

VLDL
WHO

gen, poznan tudi kot S14, Lpgp (lipogenic protein 1), LPGPL,
MGC21659, THRSP (thyroid hormone responsive)

od sterolov odvisni regulatorni element vezavni protein 1c (ang. sterol
regulatory element binding protein-1c)

tumor, bezgavke, metastaze (ang. tumor, lymph nodes, metastases)
lipoprotein zelo nizke gostote

Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World health organization)

VIl
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1 UVvOD

1.1 PLJUCNI RAK

1.1.1 Epidemiologija pljuénega raka

Pljuéni rak je eden izmed pogostejsih rakavih bolezni v svetu, Evropi in Sloveniji.
Predstavlja 19 % vsega raka pri moskih in 5 % pri Zenskah. Relativno petletno prezivetje
znasa samo 8-10 % (1). Po podatkih svetovne zdravstvene organizacije zaradi pljucnega
raka vsako leto umre 1,3 milijona ljudi na svetu (2). V letu 2007 je bilo v Sloveniji odkritih

1216 ljudi s plju¢nim rakom (3).

1.1.2 Etiologija in dejavniki tveganja pljuénega raka

Kancerogeneza plju¢nega raka je vecstopenjski proces, ki je posledica zunanjih in
notranjih dejavnikov. Med zunanjimi je najpomembnejSe dolgotrajno kajenje, ki je vzrok
za nastanek raka pri 90 % moskih in 78 % Zensk. V toba¢nem dimu so dokazali ve¢ kot
1200 razli¢nih snovi, med katerimi je vsaj 60 kancerogenih. Med pomembnej$imi so
policikli¢ni aromati¢ni ogljikovodiki kot sprozilci kancerogeneze (npr. benzopireni,
dibenzoantracen), ki povzro€ijo mutacije in s tem trajno okvaro DNA, promotorji
kancerogeneze (npr. derivati fenola) ter nitrozamini. Pomembna sta tudi ¢as kajenja in
Stevilo pokajenih cigaret. Po oceni WHO (ang. World health organization) na svetu kadi 47
% moskih in 12 % zensk starejs$ih od 15 let. Zakaj se rak razvije le pri 10-20 % kadilcev, ni
znano, zato vse kaze tudi na druge, predvsem notranje vzro¢ne dejavnike. Po latentni dobi
20-25 let kadilci zbolijo od 10- do 20-krat pogosteje, pasivni kadilci pa do 2-krat pogosteje
kot nekadilci.

Poleg kajenja je nevarna tudi poklicna izpostavljenost kancerogenim dejavnikom,
kot so azbest, tezke kovine in njihove spojine ter druge kemicne spojine: nikelj, berilj,
svinec, kadmij, baker, krom, arzen, policikli¢ni ogljikovodiki, vinilklorid, bisklorometil

eter ter vse vrste sevanja, kot tudi sevanje v rudnikih urana.
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Ucinki navedenih dejavnikov se lahko sesStevajo ali celo mnozijo (kar velja za
azbest in kajenje, kjer je dejavnik tveganja preko 50). Le 1-3 % pljuénega raka naj bi
nastalo zaradi nepoklicne izpostavljenosti onesnaZzenemu zraku. Pomembna je
izpostavljenost radonu in razpadnim produktom v zaprtih, dobro izoliranih in
neprezracenih prostorih.

Omenjajo tudi vpliv hormonov, raznih zdravil, hrane z veliko vsebnostjo mascob,
virusnih okuzb (adenovirusi, papiloma virusi).

Med notranjimi vzroki so pomembne kroni¢ne plju¢ne bolezni z zariS¢nim ali
raz$irjenim brazgotinjenjem pljuc, kot na primer kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen
(KOPB), plju¢na fibroza, tuberkuloza in kovinska tuja telesa.

Pomembna je presnova kancerogenov, njihovo izlo¢anje ali pretvorba v aktivno
obliko. Strastni kadilci, ki ne zbolijo za pljuénim rakom, verjetno niso sposobni
presnavljati kancerogenov v delujoce oblike.

Med najpomembnejSimi notranjimi dejavniki sta aktivacija dominantnih
(proto)onkogenov in zaviranje recesivnih onkogenov (antionkogenov oz. tumor zaviralnih
— supresorskih genov).

Kancerogeneza je v bistvu bolezen celi¢nega cikla in je posledica akumulacije vec
genskih oz. molekularnih sprememb na recesivnih in dominantnih genih, ki jih povzrocajo

razli¢ni zunanji ali notranji dejavniki (4, 5).

1.1.3 Histoloska razvrstitev in patoloske znacilnosti pljué¢nih tumorjev

Dve glavni obliki plju¢nega raka, ki jih potrdimo na osnovi citoloske in/ali
histoloSke preiskave odvzetih tumorskih celic in tkiv, sta drobnoceli¢ni (15-25 %) in
nedrobnoceli¢ni (75-85 %) rak plju¢. Imeni ne opisujeta velikosti tumorja, ampak
govorita o obliki in velikosti celic, ki sestavljajo tumor in so vidne s pomocjo
mikroskopske preiskave rakavih celic in tkiva.

Drobnoceli¢ni rak je znan po hitri rasti z zelo zgodnjimi zasevki po telesu.
Primarni tumor je pogosto zelo majhen in po dolgotrajnem kajenju vznikne v glavnih
dihalnih poteh. Zdravimo ga s kemoterapijo in obsevanjem.

NajpogostejSa oblika raka na plju¢ih je nedrobnoceli¢ni rak plju¢ (non-small cell

lung cancer — NSCLC). Taksno obliko raka ima ve¢ kot 75 % vseh bolnikov s plju¢nim
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rakom. Glede na citolosko in histolosko sliko delimo nedrobnoceli¢ni rak plju¢ na
naslednje oblike:
- ploscatocelicni rak ali karcinom skvamoznih celic (najveckrat se razvije v
osrednjem delu pljuc, kot posledica kajenja),
- Zlezni rak ali adenokarcinom (najveckrat zraste na periferiji plju¢, histolosko ga
prepoznamo po oblikovanih zlezah in/ali zaradi mucinogeneze — izlo¢anja sluzi),
- velikoceli¢ni rak ali makrocelularni karcinom (najpogosteje ga odkrijemo kot
relativno veliko spremembo v obrobnem predelu pljuc).

Izgled histoloskih tipov prikazuje Slika 1, njihove znacilnosti pa Preglednica .

Klasifikacija tumorjev na celi¢ni tip je v€asih tezka, saj so tumorji pogosto mesani.
Ker se drobnoceli¢ni in nedrobnoceliéni zelo razliéno obnasajo, je zdravljenje razli¢no.
Prve zdravimo predvsem s kemoterapijo in obsevanjem, druge, ki dlje Casa ostajajo
lokalizirani, pa kirurSko. Ostali, manj pogosti, tumorji v pljucih so Se: karcinoid, limfom,
adenom, bronhioloalveolarni karcinom, ki je oblika zleznega raka, hematom, sarkom in

nenazadnje metastaze primarnih tumorjev od drugod (4, 6).
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DROBNOCELICNI RAK

Slika 1: HistoloSKi tipi plju¢nega raka. (7)




Diplomska naloga Petra Tomazi¢

Preglednica I: Znacilnosti histoloskih tipov pljuénih rakov. (8)

Histoloski tip pljucnega PloS¢atocelicni  Zlezni Velikoceliéni  Drobnocelic¢ni
raka rak rak rak rak

Ocena incidence 25-30 % 30-35% 15-20% 20-25 %
5-letno prezivetje 25 % 12 % 13 % 1%
Operabilnost 43-50 % 35 % 3543 % redko
Verjetnost nizka do zmerna zmerna zmerna visoka
metastaziranja

Odziv na sistemsko nizek nizek nizek zmeren
zdravljenje

1.1.4 TNM klasifikacija (TNM = Tumor Node Metastasis)

Razsirjenost (zamejenost) oz. stadij bolezni je najpomembnejsi napovedni dejavnik.
Doloc¢amo jo s pomo¢jo TNM Kklasifikacije, kjer stopnje T 1 — 4 pomenijo razli¢no velikost
primarnega tumorja in nacin rasti v okolico, oznake NX, 0, 1, 2 povedo o morebitnih
zasevkih v podro¢ne oddaljene bezgavke, oznake MX, 0, 1 pa o zasevkih v parenhimske
organe. Zadnja revidirana klasifikacija TNM pljucnega raka je v veljavi od leta 1997.
Prikazana je v Preglednici Il. Za dosledno in pravilno uporabo te klasifikacije velja
poudariti naslednje: satelitski tumor v istem pljunem reznju, kjer je najden primarni
tumor, je T4; e je metastaza v drugem plju¢nem reznju kot primarni tumor, je to M1;
karcinoza plevre oz. perikarda je T4 ne glede na to, kako velik je sicer primarni tumor in v
katerem reznju se nahaja; zasevki v istostranskih mediastinalnih in subkranialnih
bezgavkah so N2; zasevki v skalenusnih in supraklavikularnih bezgavkah so N3, v drugih
vratnih, vseh ostalih perifernih in trebusnih bezgavkah pa M1.

Kombinacije po klasifikaciji TNM so razdeljene na §tiri stadije, ki se oznacujejo z

rimskimi S$tevilkami. Prvi trije stadiji se delijo na A in B podstadije (prikazano v
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Preglednici 11l). Razporeditev po stadijihn v praksi omogoca primerjavo rezultatov
zdravljenja, ki bi bili glede na Stevilne moznosti TNM kombinacij preve¢ razdrobljeni (9).
Sedanja zamejitev TNM je prilagojena predvsem potrebam Kkirurgije. Stadij T4
pomeni tumor, ki ni primeren za resekcijo ne glede na to, ali gre za T4 zaradi vras€anja v
mediastinalne organe ali za karcinozo plevre. Pri izboru nekirurSskega zdravljenja,
obsevanja oz. kemoterapije pa to ni vseeno. Tumorje T4 je mogoce obsevati z radikalnim
odmerkom, ¢e gre za vra§¢anje v mediastinum. Ce gre za T4 zaradi karcinoze plevre,
tumor ni primeren za radikalno obsevanje oz. je primeren kvecjemu za obsevanje s
paliativnim odmerkom, ker je za obsevanje z radikalnimi odmerki bolj pomemben
volumen podrocja, ki ga je potrebno obsevati, kot pa stadij T in N (10). Razsirjenost
primarnega tumorja, torej T stadij, ki je sicer neodvisen napovedni dejavnik pri operiranih
bolnikih z nedrobnoceli¢nim rakom, se ni pokazal kot odloc¢ilen pri bolnikih zdravljenih z

obsevanjem v kombinaciji s kemoterapijo ali brez nje (11).

Preglednica Il: Klasifikacija plju¢nega raka TNM. (9, 12)

T (primarni tumor)

TX Primarnega tumorja z bronhoskopskimi in slikovnimi metodami ne moremo
dokazati, rakave celice so prisotne v sputumu ali bronhialnem izpirku.

TO  Niznakov primarnega tumorja.

TIS Karcinom in situ.

T1 Bronhialni tumor v lobarnem bronhiju, manjsi od 3 cm.

T2  Tumor vecji od 3 cm, ali raste v glavnem bronhiju vsaj 2 cm distalno od glavne
karine, ali raste v visceralno plevro, ali povzroca atelektazo oz. obstrukcijski
pnevmonitis dela pljuc.

T3 Tumor, ki ne glede na velikost raste v steno prsne votline, mediastinalno,
perikardialno, diafragmalno plevro, ali je v glavnem bronhiju manj kot 2 cm od
glavne karine, ali povezan s pnevmonitisom oz. atelektazo celih pljuc.

T4  Tumor, ki ne glede na velikost raste v okolne organe (mediastinum, srce, velike zile,
sapnik, poziralnik, hrbtenico, v glavno karino), ali zaseva v isti pljucni reZenj, ali

povzroca maligni plevralni izliv.




Diplomska naloga Petra Tomazi¢

NX
NO
N1

N2

N3

MX

MO

M1

RO

R1

R2

N (bezgavke)
Ocena lokalnih bezgavk ni mogoca.
Ni tumorskih zasevkov v lokalnih bezgavkah.

Zasevki v intrapulmonalne (vkljuéno z direktnim Sirjenjem tumorja), lobarne,

hilusne bezgavke na strani tumorja.

Zasevanje v istostranske mediastinalne ali subkranialne bezgavke.

Zasevanje Vv hilusne, mediastinalne bezgavke nasprotne strani ali v bezgavke vratne

skalenske miSice ali supraklavikularne bezgavke na isti ali drugi strani pljuc.

M (oddaljeni zasevki)
Oddaljenih zasevkov ne moremo opredeliti.
Oddaljenih zasevkov ni.
Zasevki v parenhimske organe ali zasevek pljuénega tumorja v drugi pljucni rezenj.
R (ostanek tumorja po operaciji)
Brez zaznanega ostanka bolezni po operaciji.
Mikroskopski ostanek tumorja po operaciji.

Makroskopsko neradikalna operacija.
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Preglednica I11: Klasifikacija po stadijih TNM. (12)

STADIJ T N N
Prikriti TX NO MO
Stadij 0 TIS NO MO
Stadij 1A T1 NO MO
Stadij 1B T2 NO MO
Stadij 1A T1 N1 MO
Stadij 11B T2 N1 MO

T3 NO MO
Stadij I11A T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stadij 111B Vsi T N3 MO
T4 VsiN MO
Stadij IV Vsi T Vsi N M1

Prizadetost podro¢nih bezgavk ne dolo¢a samo napovedi izida, ampak tudi
odstranljivost: metastaze N1 so odstranljive, metastaze N3 pa praviloma ne. Pri metastazah
N2 ni dolo¢enih meril, kdaj so odstranljive in kdaj ne, ker sedanja klasifikacija ne uposteva
velikosti, Stevila in tudi ne priraS¢enosti na organe v okolici (13). Raznovrstnost stadija
I11A-N2 je vzrok za Sirok razpon ugotovljenega prezivetja bolnikov v tem stadiju. Petletno
prezivetje bolnikov klini¢nega stadija IIlA, pri katerih je bila ugotovljena prizadetost N2
bezgavk pred operacijo, je bilo samo 2 %, ¢e pa so bile najdene slu¢ajno oz. nepricakovano
pri operaciji, pa od 15 % do 30 % (14). To potrjujejo tudi slovenske izkusnje (15): pri 74
radikalno reseciranih bolnikih stadija 111A-N2 v obdobju 1988-92, pri katerih so bile
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odkrite metastaze N2 Sele po operaciji, je bilo petletno prezivetje 28 %. AJCC (American
Joint Committee on Cancer) (16) dodatno priporo¢a k stadiju pTNM e dologitev R. Ce
sega tumor do resekcijskega roba, je verjetno, da je ostal ostanek (residuum) tumorja v
telesu. To dodatno oznadimo kot R1. Ce pa je Ze operater ocenil, da dela tumorja ni
odstranil, je to R2. Z RO oznacujemo radikalno resekcijo in z RX takrat, kadar ni mogoce
ocenjevati morebitnega ostanka tumorja.

Stopnje prezivetja v vsaki fazi se razlikujejo. Celokupno prezivetje bolnikov s
plju¢nim rakom je manj kot 15 %. Vendar pa je lahko nad 80 % bolnikov v zelo zgodnji
fazi (T1, NO) pljucnega raka ozdravljeno s kirursko resekcijo. V II. stadiju bolezni pade 5-
letna stopnja prezivetja na 40 % in v stadiju IIIA znasa le Se 10-40 %. S kirursko resekcijo

so lahko ozdravljeni samo nekateri bolniki s stadijem 1B in IV (samotni zasevki) (17).

1.2 MEHANIZMI PRESKRBE RAKAVEGA TKIVA Z VISJIMI
MASCOBNIMI KISLINAMI

Za vzpostavitev ucinkovite strategije v molekularni terapiji raka je bistvenega
pomena opredelitev znacilnosti bolezni in odkritje na¢inov za izbiro selektivne tarce. Ena
od pomembnih znaéilnosti raka je spremenjena presnova. Otto Warburg je v 20-ih letih 20.
stoletja prvi opazil pove¢ano anaerobno glikolizo pri raku. Zvisan glukozni katabolizem
ustvarja presezek glikoliticnega kon¢nega produkta, piruvata. Vecina piruvata se pretvori v
laktat, nekaj laktata pa se nato pretvori v acetil-CoA, ki se uporablja pri de novo sintezi
mascobnih kislin. Hitro delee rakave celice za izgradnjo membrane potrebujejo za de
novo sintezo mascobnih kislin nenehno preskrbo z lipidi. Sintetizirane ma$cobne kisline se
uporabljajo tudi za proizvodnjo energije s pomocjo B-oksidacije in lipidno modifikacijo
beljakovin. Vecina normalnih c¢loveskih tkiv za sintezo novih strukturnih lipidov
prednostno uporablja lipide iz prehrane (eksogene), kajti de novo (endogena) sinteza
mascobnih kislin je obifajno zavrta in izraZzanje FASN (gen za sintazo vi§jih mas¢obnih
kislin) je na nizki ravni. V rakavih celicah pa je de novo sinteza mas¢obnih kislin obi¢ajno
zvisana in od nje je zelo odvisna preskrba celi¢nih mascobnih kislin (18, 19).

Ceprav se poti, ki vodijo do izboljsane preskrbe tumorskih celic z vigjimi
mascobnimi kislinami, razlikujejo od tistih v netumorskih celicah, pa so mehanizmi

pridobivanja v vecini primerov enaki: s sintezo, v kateri so udelezeni razli¢ni encimi
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(sintaza vi§jih mascobnih Kkislin, lipoproteinska lipaza) ali s pomoc¢jo membranskih
receptorjev (LDL receptor, receptorji Cistilci). Zvecano izrazanje genov, zviSane aktivnosti
encimov in vi§je Stevilo membranskih receptorjev so nekateri izmed dejavnikov, ki
lo¢ujejo tumorske celice od netumorskih. Izkoris¢amo jih v diagnostiki, prognozi in tudi

terapiji rakavih obolenj (19).

1.2.1 EKsogeni mehanizmi

1.2.1.1 Lipoproteinska lipaza

Lipoproteinska lipaza (LPL) je poglavitni encim znotrajzilne presnove trigliceridov.
Sintetizira se v parenhimskih celicah mnogih tkiv, od kjer se prenese na povr$ino
endotelija. FizioloSka aktivnhost LPL je hidroliza trigliceridnih preostankov na
lipoproteinih, bogatih s trigliceridi (hilomikroni in VLDL), ter sposobnost integriranja z
lipoproteini neodvisno od njihove lipolizne aktivnosti, kar omogoc€a encimu, da veze
lipoproteine na steno Zilja. Prav tako vpliva na selektiven privzem lipofilnih vitaminov (A,
E) brez hkratnega privzema ostalih sestavin lipoproteina (20).

Tkivno specificno uravnavanje sinteze in s tem aktivnost LPL v tkivu omogoca
tkivom z velikimi presnovnimi potrebami ucinkovito ¢rpanje mascob iz krvi. Nekatere

raziskave nakazujejo povezavo med LPL in rastjo rakavega tkiva (21).

1.2.1.2 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (Apo E) je sestavni del lipoproteinov, bogatih s trigliceridi. Veze
se na specificne receptorje v jetrih in perifernih celicah ter prenasa lipoproteine,
mascobotopne vitamine in holesterol v kri in limfni sistem. Celice spros¢ajo Apo E v kri,
kjer obogati lipoproteine (LDL, VLDL, IDL), ki se nato laZje veZejo na razli¢ne receptorje
(LDL receptor, VLDL receptor). Tako tkivo dobi ve¢ mas¢ob in ima s tem boljsSo moznost
obnavljanja in rasti. Nenormalnost v delovanju Apo E povezujemo s hiperlipoproteinemijo

tipa I11, aterosklerozo in Alzheimerjevo boleznijo.
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Raziskave v zadnjem Casu kazejo na povisano izrazanje gena za Apo E pri raku
pljuc, raku na jajénikih, prostati, debelem ¢revesju, dojki in pankreasu. Vendar pa po doslej
znanih podatkih visoko izrazanje Apo E ni dokazano povezano s stadijem raka,

histoloskim tipom tumorja ali prezivetjem bolnika (22).

1.2.1.3 LDL receptor

Receptor za lipoprotein nizke gostote je transmembranski protein, ki posreduje pri
endocitozi s holesterolom bogatega LDL. Izrazanje LDL receptorja je v normalnih tkivih
regulirano prek negativne povratne zanke z LDL. Pri tumorskem tkivu pa je ta zanka
okvarjena. Okvarjeno uravnavanje omogoca tumorskim celicam privzem velikih koli¢in
mascobnih kislin, kar omogoci preskrbo celic z dodatnim virom energije ter strukturnimi
molekulami za pospesSevanje nekontrolirane rasti tumorjev.

Zvisano izrazanje LDL receptorjev je potencialna tarca protitumornih uéinkovin,
saj bi se te ucinkovine zaradi razlik v izrazanju receptorjev pri tumorskih in normalnih

celicah specifi¢no in bolj u¢inkovito vezale na tumorske celice (23).

1.2.1.4 Receptorji Cistilci

Receptorji Cistilei so velika skupina strukturno razliénih molekul, ki so vpletene v
niz funkcij. Na podlagi njihove strukture so razvr$¢eni v osem razli¢nih razredov (razred
A, B, C, D, E, F, G inH), vskladu s klasifikacijo, ki jo predlaga Krieger in sodelavci (24).

Izrazajo jih mieloidne celice, izbrane endotelijske celice in nekaj epitelnih celic.
Prepoznajo razli¢ne ligande, vklju¢no z mikrobioloskimi patogeni, kot tudi endogene in
pridobljene molekule (25).

Receptorji Cistilci, predvsem makrofagni receptor Cistilec tipa A, veZejo
spremenjeni LDL, kot je acetiliran LDL ali oksidiran LDL. Ker je rak oksidativni stres, je
mozno zvisano izrazanje gena za receptor v tumorskih celicah, kar omogoca vec¢jo vezavo

spremenjenega LDL. To pa pomeni veéjo preskrbo tumorskega tkiva s hranilnimi snovmi.

10
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1.2.2 Endogeni mehanizmi

1.2.2.1 ATP citrat liaza

Protein ATP citrat liaza (ACLY), ki ga kodira gen ACLY, katalizira pretvorbo
citrata v citosolni acetil-CoA, s ¢imer sodeluje v sintezi masc¢obnih kislin. Porocali so o
zviSanem izrazanju in aktivnosti ACLY v rakavih celicah. Zaviranje ACLY vodi do
signifikantnega poslabsanja od glukoze odvisne lipidne sinteze. Poleg tega zaviranje ACLY
z siRNA ali selektivnim zaviralcem SB-204990 zavira rast in prezivetje tumorskih celic in
vitro in in vivo. Ceprav molekularni mehanizmi celi¢ne smrti, ki je odvisna od zaviranja
ACLY, Se niso pojasnjeni, dosedanje raziskave nakazujejo, da bi ta encim lahko bil tarca v

protitumorni terapiji (18).

1.2.2.2 Acil-CoA sintetaza

Acil-CoA sintetaza (ACS) je encim, ki pretvarja vi§je mas¢obne kisline v acil-CoA.
Ta reakcija je pomemben korak v mnogih lipidnih presnovnih poteh, vkljucno z biosintezo
fosfolipidov in triacilglicerola, 3-oksidacijo in lipidno modifikacijo celi¢nih proteinov. V
sesalcih obstaja pet izooblik ACS (ACSLI, 3, 4, 5 in 6). Studije s specifiénim zaviralcem
encima ACS so razkrile, da zaviranje ACS sprozi selektivno apoptozo v rakavih celicah po
poti posredovani preko mitohondrijev. Ti podatki kazejo, da ACS sodeluje pri prezivetju
tumorskih celic in da bi bilo zaviranje ACS ucinkovita strategija za zdravljenje raka.
Trenutno Se ni jasno, zaviranje katerega dela ACS bi povzro€ilo najbolj selektivno
tumorsko celicno smrt. Za pojasnitev vloge vsake ACS izooblike v normalnih in rakavih

celicah so potrebne dodatne raziskave (18).

1.2.2.3 Sintaza visjih mascobnih Kislin (FASN)

Mascobne kisline so bistvene sestavine vseh bioloSkih membran in predstavljajo
pomembno obliko shranjevanja energije v zivalih in rastlinah, zato se njihova biosinteza
pojavlja v vseh zivih organizmih. Od vseh lipogenih encimov v sintezni poti vi§jih

mascobnih kislin najboljso moznost tarénega zdravljenja ponuja FASN, saj je edini encim

11
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sesalcev, ki je sposoben de novo sinteze mascobnih Kislin in zviSano izrazen v ve€ini

¢loveskih karcinomov (19, 27).

1.2.2.4 Spot 14 (S14)

Spot 14 (S14) je majhen, kisel jedrni protein, znacilen za jetra, mascevje in mlecne
Zleze med laktacijo. V mle¢nih zlezah je odgovoren za proliferacijo epitelija in produkcijo
mleka. Ker S14 uravnava izraZzanje encimov za sintezo vi§jih mascobnih kislin, njegovo

zviSano izraZanje zagotavlja zvecano sintezo lipidov v tumorjih, kar je znacilno za raka na

dojki (26).

1.3 SPOT 14 (S14)

1.3.1 Kaj je SPOT 14 (S14)

THRSP (thyroid hormone responsive) gen, ki kodira protein, je poznan tudi kot
S14, Lpgp (lipogenic protein 1), LPGP1, SPOT 14, MGC21659. Nahaja se na 11gql14.1
kromosomskem lokusu (28) (Slika 2). Velik je 146 AK oziroma 16561 Da in igra
pomembno vlogo pri urejanju lipogeneze. Pomemben je za biosintezo trigliceridov s
srednje dolgo verigo mascobnih kislin. Lipogenezo lahko regulira z vzajemnim
delovanjem z MID1/P1 (gen, ki sodeluje pri oblikovanju mikrotubulov) in preprecuje
njihovo interakcijo z ACACA (gen za acetilCoA karboksilazo alfa). Lahko deluje kot
transkripcijski koaktivator in lahko modelira transkripcijski faktor THRB (receptor beta za
T3) (29).

12
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Slika 2: PoloZaj gena S14 na kromosomu 11. (29)

Protein S14 ima molekulsko maso 18.000 in izoelektricno tocko pri 4,9 (30).
Trodimenzionalna struktura proteina S14 je bila dolo¢ena z rentgensko kristalografijo.
Glavni del monomera S14 je sestavljen iz treh antiparalel alfa heliksa (Slika 3A). Heliks 1
in 2 merita v dolzino 30A, heliks 3 pa priblizno 60A. Podalj$ana dolzina heliksa 3
omogoca interakcije s sosednjimi monomeri. Tako je antiparalela heliksa 4 ustvarjena s
povezavo C-terminalnega dela heliksa 3 z glavnim delom drugega monomera v
homodimer (Slika 3B). Dimer S14 je velik priblizno 25x30x75A z monomeri povezanimi

v dvakratno simetrijo (31).

Slika 3: Kristalna struktura monomera S14 (A) in homodimera (B). (31)

13
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1.3.2 Izrazanje in delovanje Spot 14

S14 je majhen jedrski protein, ki je bogat v lipogenih tkivih (jetra, belo in rjavo
masCevje, mleCne Zleze v laktacijski fazi). Tu je njegovo izrazanje hitro regulirano s
hormoni in prehranskimi sestavinami. S14 deluje na transkripcijski ravni transdukcije
signalov za povecano izrazanje genov, ki kodirajo lipogene encime. Kot to velja za mnoge
transkripcijske faktorje, ima moc¢no nagnjenost k homodimerizaciji. S14 je Kkisel
transkripcijski faktor, ki deluje kot homodimer tako, da modulira izrazanje gena kot
sestavni del tristranskega kompleksa s 36 kDa velikim proteinom v jetrih.

Deluje v tkivno specificnem nadzoru presnove, in sicer kot odgovor na
spreminjajoce se prehranske in hormonske dejavnike. V jetrih se raven mRNA za S14 hitro
dvigne kot odgovor na fizioloSke drazljaje, povezane s prehodom iz stradanja v hranjenje.
Raven dvignejo prehranski ogljikovi hidrati, inzulin in §¢itni¢ni hormon trijodotironin T3.
Nasprotno se izraZzanje S14 zmanjSa ob stradanju, pomanjkanju hormonov $¢itnice, ob
dodatku glukagona ali polinenasi¢enih mascob iz hrane. Taka tkivna specifi¢nost in
hormonsko ter prehransko odvisna regulacija je tipi¢na za lipogene encime. Vendar pa
polipeptidno zaporedje S14 ni podobno kateremu od znanih encimov. Imunohistokemi¢na
analiza podganjih jeter je pokazala, da se S14 primarno nahaja v jedru, kar pa je v
nasprotju z lokacijo sinteze ma$¢obnih kislin, ki je v citoplazmi.

S14 lahko interagira z drugimi jedrskimi proteini, vendar lahko do te interakcije
pride le s S14 homodimeri. Homodimer S14 in vivo lahko komunicira s p53 za nastanek
tristranskega kompleksa v jedru, ki uravnava izraZzanje genov v lipogenih tkivih. V
nasprotju z relativno $ibko povezavo S14 homodimera s p53, pa je pS3 mocno povezan z

relativno netopno jedrsko podkonstrukcijo, kot sta kromatin ali jedrski matriks (32).

1.3.3 Séitniéni hormon in glukoza uravnavata delovanje S14 proteina

3,5,3-trijodotironin (T3) povzro¢i hitro povecanje translacije specificne mRNA
(MRNAS14), ki kodira protein S14 (31). S14 protein se v jedrih hepatocitov, ki so
izpostavljeni glukozi in S§¢itnicnemu hormonu, pojavi zelo hitro. lzpostavljenost
hepatocitov glukozi in T3, zdravljenih z S14 protismiselnimi oligonukleotidi, zavre

indukcijo mRNA, ki kodira ATP citrat liazo, FASN, piruvat kinazo jetrnega tipa,
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fosfoenolpiruvat karboksilazo ter tip | deiodinazo. Ne zavre pa se indukcija
hidroksimetilglutaril-CoA reduktaze, citokroma C in aktina mRNA. Zavre se indukcija
S14, ne pa tudi propionat-CoA karboksilaze in mitohondrijske piruvat karboksilaze. S14
protein torej deluje na indukcijo mRNA, ki kodira klju¢ne lipogene encime (ATP citrat
liaza, FASN), glikoliticne encime (piruvat Kkinaza) in glukoneogene encime
(fosfoenolpiruvat karboksilaza). Deluje tudi na s prehrano odziven tip | deiodinazo. Ne
deluje pa na mRNA, ki kodira encime, ki sodelujejo pri mitohondrijskem celi¢nem dihanju
(citokrom C) ali pri sintezi holesterola (hidroksimetilglutaril-CoA). Ti ucinki so
posredovani na transkripcijski ravni. Protein sodeluje pri aktiviranju genov v jetrih, ki
sodelujejo pri presnovnem preklapljanju med obdobji stradanja in hranjenja.

Jetra, mascevje in mleéne zleze v laktaciji sintetizirajo ma$cobne kisline, ki jih
porabijo kot energetski vir. V teh tkivih je lipogeneza urejena glede na razpolozljivost
prehranskih substratov in krozec¢ih hormonov, ki nadzirajo presnovo. Glavni mehanizem,
na podlagi katerega se pojavi odziv, je regulacija izrazanja genov, ki kodirajo lipogene
encime. S tako tkivno specifi¢no kontrolo je bil povezan S14. S14 mRNA je bogata le v
lipogenih tkivih in njeno izraZanje se hitro spreminja v odvisnosti od drazljajev, ki
modulirajo regulacijo mascobnih kislin, vkljuéno s prehranskimi ogljikovimi hidrati in
polinenasi¢enimi mascobami ter ravnijo §¢itni¢nega hormona in glukagona.

Veéplastna ureditev in jedrska lokalizacija S14 proteina predlagata funkcijo za
nadzor lipogeneze. Indukcija sinteze lipidov z glukozo in trijodotirononom (T3) se zavre v
celicah, ki so bile obdelane s S14 protismiselnimi oligonukleotidi. To naj bi bila posledica

zmanj$ane akumulacije lipogenih encimov, vklju¢no s FASN in ATP citrat liazo (33).

1.3.4 CLA (konjugirana linolna kislina) zavira izrazanje S14 in FASN

genov pri raku dojke in liposarkomu

S14 sodeluje pri uravnavanju genov, potrebnih za sintezo mascobnih kislin v
malignih in normalnih mlecnih epitelnih in adipoznih celicah. CLA zavira izrazanje S14
genov v mle¢ni Zlezi pri govedu in adipoznem tkivu pri misih ter zmanj$a proizvodnjo
mlecne mascobe pri kravah. Iz tega so postavili hipotezo, da CLA zavira izrazanje S14
genov pri raku dojke in liposarkomu pri ljudeh in da bo zavirala njihovo rast.

Izpostavljenost rakavih celic dojke mesanici izoencimov zmanjSa izrazanje S14 in FASN
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genov. MesSanica povzro¢i od odmerka odvisno inhibicijo rasti celic. Dodatek in
zagotavljanje palmitata pa v celoti ali samo delno obrne antiproliferativni ucinek v celicah.
CLA prav tako zmanj$a nivo S14 in FASN mRNA v liposarkomskih celicah in povzroci
zastoj rasti. Ta ucinek se prepreCi s palmitinsko kislino. CLA ni vplivala na rast
nelipogenih celic ali ¢loveskih fibroblastov.

Za CLA je znano, da inhibira rast celic dojke v tkivni kulturi in tumorjev pri
nekaterih modelih raka dojke pri glodalcih. CLA zavira angiogenezo in zilno endotelijski
rastni dejavnik pri mi§jem modelu, kar nakazuje, da lahko ti ucinki prispevajo k njenem

protitumorskem delovanju (34).

1.3.5 lzrazanje proteina S14 v jetrih je regulirano s CAR

PXR in CAR sta bila prvotno izolirana kot jedrska receptorja, ki regulirata
ksenobioti¢no presnovo in izlocanje (35).

CAR (konstitutivni androstan receptor) je protein, ki ga pri ljudeh kodira gen
NR1/3. Je jedrski receptor in skupaj s PXR (pregnan X receptor; protein, ki ga kodira gen
NR1/2) (36), regulira presnovo in izlo¢anje endobioti¢nih in ksenobioti¢nih snovi in je zato
pomemben pri razstrupljanju (37).

Nedavne raziskave pa navajajo, da ti ksenoreceptorji sodelujejo v jetrni presnovi
lipidov. Aktivatorji receptorja CAR (na primer fenobarbital,...) inducirajo izraZzanje gena
S14.

Ugotovljeno je bilo, da CAR ureja serumske vrednosti trigliceridov, medtem ko
PXR povecuje shranjevanje le-teh pri misih. PXR izboljsuje jetrno de novo lipogenezo
prek up-regulacije proteina S14. Gen S14 se uporablja kot model za ureditev de novo
lipogeneze, ker se vsebnost S14 v tkivih spreminja neposredno s sposobnostjo tkiv za
sintezo lipidov. Natan¢neje, raven S14 mRNA v belem in rjavem mascobnem tkivu ter v
jetrih se povisa, ko se aktivira de novo sinteza maS¢obnih kislin s prehrano ali
hormonskimi drazljaji. Poleg tega je ve¢ poskusov pokazalo, da je indukcija S14 potrebna
za indukcijo lipogeneze s T3 in prehranskimi ogljikovimi hidrati v jetrih. Na primer,
THRSP-null miske pokaZejo zmanjS$anje lipogeneze v mle¢ni zlezi, kar vodi do zmanjSanja
skupne rasti mladi¢ev v primerjavi z mladici, ki so sesali. Dejansko THRSP-null miske

pokazejo pomanjkljivosti pri de novo lipogenezi v mle¢ni zlezi in povecano obcutljivost na
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inzulin. Vendar pa se stopnja jetrne de novo lipogeneze poveca, Ce so te miSke
izpostavljene dolgotrajnemu zdravljenju s §¢itniénim hormonom T3 ali se prehranjujejo z
ogljikovimi hidrati. To pokaze, da lahko alternativne poti pokrijejo pomanjkanje THRSP.

Ker je za S14 znano, da je reguliran s §¢itni¢nim hormonom T3, PXR in CAR, so
njihov induktivni ucinek primerjali v ¢loveskih hepatocitih. Aktiviranje T3, CAR in PXR
je povzrocilo precej podoben uéinek na kopic¢enje S14 mRNA. Poleg tega so ugotovili, da
48-urno zdravljenje s CAR ali PXR agonisti povzro¢i povecano izrazanje genov FASN in
ATP citrat liaze v ¢loveskih hepatocitih. Nasprotno pa je bil u¢inek fenobarbitala na
izrazanje lipogenih genov manj izrazit.

V jetrih misk je CAR potreben za indukcijo THRSP, posredovano z zdravili. Da bi
to potrdili in vivo, so vzgojili divji tip misk CAR-null in PXR-null. Zdravili so jih z CAR
aktivatorji, fenobarbitalom in PXR aktivatorji. Te spojine so bistveno povecale izrazanje
S14 mRNA, odvisno od prisotnosti ksenosenzorjev, ki dokazujejo, da so CAR in PXR

potrebni za te ucinke (35).

1.3.6 Vloga vec€krat nenasi¢enih mas€obnih kislin (PUFA) v jetrni

lipogenezi preko SREBP1c

Veckrat nenasi¢ene mascobne kisline (PUFA) zavirajo jetrno prepisovanje genov
lipogeneze prek PPARa (peroksisomski rastni aktivatorski receptor alfa) in prek
ciklooksigenazno neodvisnega mehanizma. Odziv SREBP1 (sterol response element-
binding protein) je bil vpleten v prehransko kontrolo lipogeni¢nega genskega izrazanja.

PUFA zniza tako jetrno mRNA SREBP1 prek PPARa-neodvisnega mehanizma, kot
tudi SREBP1c jedrno vsebino (NSREBP1c). Ko-transfekcija v primarnih hepatocitih je
pokazala razli¢no obcutljivost FASN, S14 in LPK (L-piruvat kinaza) na promotorje, ki so
povzro€ili €¢ezmerno izrazanje nSREBPIlc. LPK je najmanj obcutljiva na cezmerno
ekspresijo nSREBP1c. Analize z delecijo ali genskim premikom S14 promotorja so
lokalizirale funkcionalni SREBP1c cis-regulatorni element v S14 odgovarjajoci regiji
PUFA. Cezmerno izrazanje nSREBPlc je bistveno zmanjsalo S14CAT (CAT =
kloramfenikol acetil transferaza) zaviranje PUFA. Rezultati kazejo, da PUFA ureja jetrno

nSREBP1c, dejavnik, ki funkcionalno komunicira z odzivom S14 regije PUFA. PUFA
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regulacija nSREBP1c je lahko odvisna od PUFA-posredovanega zaviranja transkripcije
S14 genov.
Torej so veckrat nenasiCene mascobne kisline (PUFA) mocni zaviralci jetrne

lipogeneze de novo (38).

1.3.7 Gen S14 pri raku dojke

Povecana sinteza dolgoveriznih mas¢obnih kislin se lahko pojavi pri ve¢ skupinah
neoplazme, vkljucno s tistimi, ki izhajajo iz dojke, prostate, jaj¢nikov, debelega ¢revesa in
endometrija. Izkazalo se je, da napovedujejo slabo prognozo.

Poleg svoje fizioloske vloge pri presnovnih procesih je S14 sestavni del virulentnih
lipogeni¢nih fenotipov opazenih pri raku dojke. Lipogeni¢ni tumorji dojke ¢ezmerno
izrazajo S14 in lipogeni¢ne encime. S14 razklop pri raku dojke pa povzro¢i zmanjSano
lipogenezo in poveda apoptozo. Cloveski primarni tumorji dojke z visokim izrazanjem S14

se bodo veliko verjetneje ponovili (34).

Kot Ze reCeno, se pri raku dojke lahko pojavi okrepljena sinteza dolgoveriznih
mascéobnih kislin, ki je potrebna za rast tumorjev, napoveduje pa slabo prognozo. S14 gen
uvrS¢amo med markerje D11S906 in D11S937, na telomernem koncu regije na 11ql3.
Skladno izrazanje S14 in klju¢nega lipogenega encima (acetil-CoA karboksilaza) v
primarnih vzorcih raka dojke mocno podpira vlogo S14 kot determinante lipidnega
metabolizma pri tumorjih. Izrazanje S14 zagotavlja patofiziolosko povezavo med dvema
prognosti¢nima kazalcema pri raku dojke: izboljSano lipogenezo in 11q13 ojacanje.

Vloga S14 v tkivno specifi¢ni transdukciji hormonsko in s prehrano povzrocenih
signalov za aktivacijo genov, ki sodelujejo v lipogenezi, postavlja hipotezo, da je
nepri¢akovano izrazanje S14 pomembno v pogojih z nenormalno presnovo lipidov. Eden
takih pogojev je rak dojke. Tudi ¢ezmerno izrazanje FASN, glavnega encima biosinteze
mascobnih kislin, je pokazatelj za slabo prognozo pri tumorjih raka dojke. FASN je
pomemben tudi za metabolizem tumorja in njegovo rast. Farmakolosko zaviranje sinteze
mascobnih kislin v celicah raka dojke s ¢ezmernim izrazanjem FASN povzro¢i zmanjSano

rast in programiranje celicne smrti. Ta ucinek se izni€i, ¢e v medij za rast dodamo
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palmitinsko kislino. Vecje izrazanje FASN se pojavlja tudi pri primarnih tumorjih dojke.
Mehanizem povecanega izrazanja lipogenih encimov v tumorjih ni znan.

Kot smo ze povedali, se gen S14 nahaja na dolgi rocici enajstega kromosoma
(11q13). Ta amplikon se pojavlja v priblizno 20 % raka dojke in to ojacanje napoveduje
slabo prognozo. Menijo, da 11913 amplikon vodi v prekomerno izrazanje genov, ki so
kljuénega pomena za rast tumorjev. Zato predvidevamo, da je S14 gen dopolnjen in
prekomerno izrazen pri raku dojke, kar lahko vodi do povecane tumorske lipogeneze.
Ciklin D1 (CCD1) in EMSL1 sta gena, za katera je znano, da se prekomerno izrazata pri
raku dojke z 11ql13 ojacanjem. Ciklin D1 je jedrni protein, ki ureja prehod v G1 fazo
celicnega cikla in je nesporen kandidat za onkogen. Transgene miSke s konstitutivno
prekomernim izrazanjem CCDNL1 razvijejo neoplazijo mle¢ne Zleze. EMS1 kodira substrat,
Ki je povezan z vezavo tumorskih celic na zunajcelicno podlago. Ta protein bi lahko
posredoval interakcijo z zunajceli¢nim matriksom, kar bi bilo pomembno za metastaze.
Nekaj znacilnosti amplikona 11q13 predlaga, da morajo biti drugi geni, ki so pomembni za
rast tumorja, izrazeni iz njega. Na primer, amplikon je dokaj velik (do SMBP) in ojacanje
na njem je nezvezno.

S14 tako zagotavlja kriticno presnovno povezavo med prognosticnima kazalcema
pri raku dojke: 11q13 ojacanje in povecana sinteza mascobnih kislin.

Malo je znanega o urejanju S14 izrazanja v tkivu dojke, razen tega da se sprozi med
lipogenimi zahtevami dojenja pri podganah in tudi pri ¢loveku. V celi¢nih linijah,
pridobljenih iz raka dojk, ki ¢ezmerno izrazajo FASN, je encim induciran iz progestina, kar
kaze na nedotaknjen regulatorni mehanizem. Prihodnost bo pokazala, ali to zahteva
indukcijo S14, podobno njegovi funkciji v transdukciji s $¢itniénim hormonom
povzroéenih signalov za lipogenezo v jetrih. Ce je tako, bi lahko hormonska ali druga
sredstva za manipulacijo izrazanja S14 vplivala na presnovo in rast tumorjev, izbranih na

nacin, podoben kot farmakoloska inhibicija lipogeneze (39).

1.3.8 Izrazanje S14 v hepatocitih

S14 se izraza tudi v hepatocitih, ¢eprav na nizji ravni kot v steatoznih (mas¢obno
degeneriranih) jetrih, v Katerih je presnova mascob nenormalna. Podobno je bila visoka

stopnja S14 mRNA dokazana v nodulih pacientov, ki trpijo za boleznijo Launois-Bensaude
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(je redka bolezen, za katero je znacilna simetricna mascobna obloga v glavnem na vratu in
lahko privede do vecje funkcionalne in estetske skode (40)). To bi lahko bilo povezano z
odpornostjo na kateholamine, opisano pri tej bolezni in na dejstvo, da cAMP moc¢no

zmanjsa izrazanje S14, vsaj pri tkivih glodavcev (41).

Ceprav ostaja natan¢na fizioloska vloga S14 neznana in zahteva nadaljnje
raziskave, je jasno vpleten kot regulator lipogeni¢nega procesa. Dejansko se S14 zdi nujen
za podporo vecji de novo lipogenezi v jetrih in vecjem izraZanju lipogeni¢nih encimov pri
zivalih z visoko vsebnostjo ogljikovih hidratov v hrani ali po zdravljenju s $¢itni¢nim

hormonom (35).
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2 NAMEN DELA

Namen raziskave diplomskega dela je ugotoviti stopnjo izrazanja gena za protein
Spot 14 (S14) v nedrobnoceli¢nem pljuénem rakavem tkivu in izrazanje v sosednjem,
navidezno zdravem, pljuénem tkivu pri istem bolniku. Protein S14 namre¢ uravnava
izrazanje encimov za sintezo vi§jih mascobnih kislin in tako zagotavlja zvecano sintezo
lipidov v tumorju. Po nekaterih $tudijah S14 posreduje indukcijo lipogeneze v rakavih
celicah in pospesuje njihovo rast. Nasprotno pa razklop S14 oslabi de novo sintezo lipidov
in povzro¢i apoptozo. Poleg tega nas zanima, ali izrazanje gena S14 korelira s stadijem
bolezni in stopnjo prezivetja v obdobju $tirih let po operaciji ter ostalimi klini¢nimi podatki
bolnikov, kot sta histoloski tip tumorja in izguba telesne teze bolnikov pred operacijo.
Dokazati zelimo naslednje hipoteze:

1. izrazanje gena za protein S14 je vi§je v tumorskem tkivu kot v sosednjem,

navidezno zdravem plju¢nem tkivu istega bolnika,

2. 1izrazanje S14 je povezano vsaj s katerim od opazovanih klini¢nih znakov.

Kot metodo za preucevanje merjenja izrazanja gena za S14 bomo uporabili verizno
reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (qPCR). Merili bomo izraZanje gena v tumorskem in
kontrolnem tkivu 41 bolnikov z nedrobnoceli¢énim pljuénim rakom. Rezultate teh meritev
bomo statisticno ovrednotili in poskusali z njithovo pomoc¢jo potrditi oziroma ovreci
postavljeni hipotezi.

S14 v pljuénem raku $e ni bil preucen. Glede na raziskave pri drugih rakih pa
pricakujemo, da bomo hipotezi potrdili. Visje izrazanje gena S14 namre¢ potencialno
pomeni boljSo preskrbo rakavega tkiva z vi§jimi maScobnimi kislinami in moZnost laZjega
metastaziranja v okoliska tkiva. Pricakujemo tudi potrditev povezave med izrazanjem gena
in opazovanimi klini¢nimi znaki pri bolnikih. Z vi§jim izrazanjem gena torej pricakujemo
hitrejSe napredovanje rasti tumorskega tkiva, nizjo stopnjo 4-letnega prezivetja in
agresivnejsi histoloski tip tumorja.

Potrjeni hipotezi bi bili dobra osnova za nadaljevanje raziskav na celicnem nivoju.
S14 bi lahko proucevali kot potencialno tar¢o za zdravljenje bolezni. S14 bi lahko uporabili
kot marker za merjenje agresivnosti raka ter morebitno tar¢o za antagoniste, ki bi zavirali
izrazanje gena S14. To bi nam omogocilo zelo usmerjeno zdravljenje ali upocasnitev

napredovanja bolezni.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 IZBIRA BOLNIKOV IN VZORCI

V preiskavi je sodelovalo 42 bolnikov, ki so prestali operativno odstranitev
nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka v stadiju I, Il, 1. Vkljucitveni kriterij je bil tumor pljuc
brez metastaz, ki se ni vra$éal v okolisko tkivo. Vsakemu bolniku so odvzeli dva tkivna
vzorca, in sicer prvega iz periferije tumorja, kjer je obmocje najvecje rasti, in drugega iz
sosednjega, navidezno zdravega tkiva. Mesto odvzema nerakavega plju¢nega tkiva je bilo
od tumorja oddaljeno vsaj 10 c¢cm, tkivo pa je bilo organolepticno neprizadeto. Tkivne
vzorce so odvzeli najkasneje v 15 minutah po resekciji plju€. Vzorce tkiv so do analize
shranili najprej v tekoGem duSiku, izolirane mRNA in prepisane v cDNA pa v
zamrzovalniku na -80 °C. Histoloske analize tumorskih tkiv vzorcev so izvedli po
histoloski klasifikaciji WHO. Stadiji so bili doloeni po TNM Kklasifikaciji (42). Studijo je
odobrila nacionalna eti¢na komisija, dovoljenje so dobili tudi od vseh bolnikov, vklju¢enih
V raziskavo.

Bolnike so opazovali §tiri leta. Prvi dve leti so jih pregledovali vsake tri mesece,
naslednji dve leti pa vsakih Sest mesecev. Klini¢ni status in rezultati rentgenskega slikanja
so bili analizirani pri vsakem pregledu. V primeru suma na napredovanje bolezni so
opravili bronhoskopijo in raCunalniSko tomografijo. Bolniki v stadiju III so bili
postoperativno zdravljeni tudi s kemoterapijo.

Izrazanje gena za protein S14 smo analizirali pri vseh 42 bolnikih, to je v 84

vzorcih cDNA izoliranih iz kontrolnih pljuénih tkiv in iz tumorskih tkiv plju¢nega raka.

3.2 MATERIALI IN APARATURE

e Droben laboratorijski material:
- pinceta,
- eppendorf avtomatske pipete: 0.5-10 pl, 2-20 ul, 100-1000 pl,
- nastavki za pipete,

- Eppendorf mikroepruvete: 0.2, 0.5, 1.5 in 2 ml,
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- stojalo za mikriepruvete,
- prozorna samolepilna folija,
- ploscica za PCR v realnem casu s 96 vdolbinicami (Applied Biosystems).
e Aparature:
- avtoklav,
- brezprasna PCR komora,
- vrtinéno mesalo (BIOSAN),
- centrifugirka (CENTRIC 322A),
- hladilnik (+2 do +8 °C),
- zamrzovalnik (-80 °C),
- aparat za PCR v realnem ¢asu ABI PRISM SDS 7000 (Applied Biosystems).

3.3 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU
(PCR)

Reakcija verizne polimerizacije (PCR) je metoda za hitro pomnozevanje DNA in
vitro. Razvoj te metode je pomagal pri resitvi mnogih problemov, ki so se prej zdeli
neresljivi. MozZnosti za uporabo te metode so ogromne, saj PCR med drugim omogoca
direktno kloniranje genomske DNA ali cDNA, usmerjeno mutagenezo DNA, analizo

DNA, ki je dostopna v majhnih koli¢inah, razli¢ne diagnosti¢éne metode itd. (43).

3.3.1 Optimizacija pogojev PCR

e Pogoji kroga reakcije

Pri tej metodi gre za Casovno hitro pomnozevanje fragmentov DNA med dvema
zaCetnima oligonukleotidoma s termostabilno polimerazo ob spreminjanju temperatur. 1z
enega fragmenta DNA, ki sluzi za matrico, dobimo veliko Stevilo njegovih kopij.
Pomnozevanje poteka v ciklih (30-40). Ponavljajo se tri stopnje: denaturacija (1 minuta, 94
°C), prileganje (45 sekund, 54 °C) in podaljSevanje (1-2 minuti, 72 °C). Na zacetku

reakcije, na stopnji denaturacije, se dvojna vijacnica denaturira. Nato se temperatura zniza,
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da se lahko na razklenjeno DNA vezeta dva zacetna oligonukleotida, komplementarna
delom zaporedja, kjer hoCemo zaceti pomnozevanje. Sledi stopnja, ko se temperatura
dvigne do temperature optimuma za delovanje termostabilne DNA polimeraze. Takrat
zatne DNA polimeraza dodajati nove nukleotide in nastajajo novi fragmenti DNA. Nato se
temperatura ponovno zvisa in postopek se tako ponavlja, dokler ne dobimo Zelene koli¢ine

pomnozene DNA (43).

e Izbira zacetnih oligonukleotidov

Izbira zacetnih oligonukleotidov je najpomembnejsi parameter uspesnosti metode
PCR v realnem casu. Pri oblikovanju zacetnih oligonukleotidov je priporocljivo:

- da je dolzina pomnozenega odseka DNA od 80 do 250 baznih parov, saj se
daljsi odseki ne pomnoZzujejo ucinkovito,

- da so zacetni oligonukleotidi dolgi od 18 do 24 baznih parov, kar je
pomembno za primerno temperaturo prileganja,

- da so zacetni oligonukleotidi specifi¢ni za taréno zaporedje in ne vsebujejo
notranjih sekundarnih struktur,

- da ima par zacetnih oligonukleotidov podobno temperaturo taljenja
(dovoljena odstopanja so priblizno 50 °C) in vsebnost GC priblizno 50 %
(43, 44).

e Sestava reakcijskega pufra

Reakcijski pufer mora imeti optimalno vrednost pH in ionsko jakost za izbrani
encim. Kriti¢na je optimizacija koncentracije Mg®* v reakcijski zmesi. Koncentracija Mg**
lahko vpliva na vezavo zacetnih oligonukleotidov, na temperaturo denaturacije dvoveriznih
molekul DNA, na specifi¢nost produktov, na nastanek oligonukleotidnih dimerov ter na
encimsko aktivnost in natan¢nost. Obicajno je optimalna koncentracija ionov Mg2+ za 0,5-2
mM vecja od skupne koncentracije vseh ANTP-jev.

Pri dodanih dNTP-jih mora biti koncentracija vseh §tirih v reakcijski zmesi enaka.
S tem se zmanj$a verjetnost vgrajevanja napacnih nukleotidov v produkt PCR. Verjetnost

napacnega vgrajevanja se poveca tudi, Ce je koncentracija ANTP-jev previsoka. Optimalno
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koncentracijsko obmocje je med 20 in 200 uM posameznega dNTP-ja. V vecini primerov
je 20 uM posameznega dNTP-ja dovolj, saj zadosc¢a za sintezo 2,6 ug DNA.

Pufer vsebuje tudi razlicne kemikalije, ki povecajo ucinkovitost in specifi¢nost
PCR. Neionski detergenti (Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-40) nevtralizirajo naboj
ionskih detergentov, ki se uporabljajo v postopkih izolacije DNA in pridejo v reakcijsko
zmes kot necistota v vzorcu DNA. Vecja ucinkovitost reakcije se doseze z reagenti, ki
stabilizirajo encim, na primer s proteinom albuminom in Zelatino ali z glicerolom. Ce se
DNA pomnozuje z visokim odstotkom baznih parov GC, je lahko problemati¢na stopnja
denaturacije. V takih primerih se doda formamid, ki zniza Tm (temperatura taljenja), ali pa

protein betain (43).

e |zbira tipa DNA-polimeraz

Tag DNA-polimeraza se najdlje uporablja v metodah molekularne biologije.
Polimeraza nima 3'-eksonukleazne aktivnosti in zato je verjetnost napa¢no vgrajenega
nukleotidnega zaporedja precej velika. Dodaten problem predstavlja Se lastnost Taq
polimeraze, da na 3'-koncu produkta doda nukleotid, obi¢ajno A, po koncu matri¢ne DNA.
Ostale polimeraze (na primer Pfu, Psp, Tbr, Tfl) so sposobne sinteze daljsih produktov,
druge vgrajujejo nukleotide z manjSo pogostostjo napak, nekatere sintetizirajo samo tope
konce DNA, nekatere pa zdruzujejo ve¢ opisanih lastnosti. V sploSnem pa so vsi encimi

manj u¢inkoviti od Taqg DNA-polimeraze (43).

3.3.2 Princip metode

Verizna reakcija s polimerazo v realnem cCasu predstavlja nadgradnjo
konvencionalnega PCR. Sinonim zanj je kineti¢ni ali kvantitativni PCR (qPCR), ki
omogoca doloc¢evanje relativnih koli¢in neke dolo¢ene mRNA v dolocenem vzorcu.
Stevilo molekul v osnovnem vzorcu se dolo¢i glede na to, v katerem krogu reakcije je
produkte mozno zaznati. V reakcijsko zmes je dodana tudi notranja kontrola, to je DNA
znane koli¢ine s parom ustreznih zacetnih oligonukleotidov (43).

Med potekom reakcije merimo fluorescenco reakcijske zmesi. Ce izrisemo krivuljo

odvisnosti fluorescence od stevila ciklov reakcije, dobimo graf pomnozevanja, ki prikazuje
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kopic¢enje produkta v Casu (44). Na grafu so vidne tri stopnje reakcije: bazna linija,
eksponentna faza in plato (Slika 4). Med fazo bazne linije je fluorescenca produkta nizja
od signala ozadja in traja priblizno 3 do 15 ciklov. Ko akumulacija produkta doseze
kriti¢ni prag, je fluorescenca produkta vecja od ozadja. Fluorescenca nato v eksponentni
fazi ali logaritemsko-linearni fazi naras¢a linearno nekaj naslednjih ciklov. Iz te faze
pridobimo podatke, ki so potrebni za izracun kon¢nih rezultatov eksperimenta. Med zadnjo
plato fazo fluorescenca doseze zgornjo najvisjo vrednost. Reaktantov zacne primanjkovati
in podvajanje ni ve¢ ucinkovito. Koli¢ina produkta zato ni ve¢ proporcionalna zacetni
koli¢ini DNA. Ta faza ni ve¢ primerna za pridobivanje podatkov (45).

V analizah rezultatov, pridobljenih s PCR v realnem casu, pozitivno reakcijo
detektiramo s kopicenjem fluorescencnega signala. Prag je koli¢ina signala, ki kaze na
statisticno znacilno povecanje signala glede na signal bazne linije. Obi€ajno ga instrumenti
samodejno nastavijo na vrednost, ki je desetkrat ve¢ja od standardne deviacije vrednosti
fluorescence v bazni liniji. Lahko pa je nastavljena ro¢no na poljubno vrednost. Prazni
cikel (ang. threshold cycle, Cy) je cikel, pri katerem fluorescenca preseze nastavljeni prag.
Vrednost C;je obratno sorazmerna zaéetni koli¢ini DNA (44). To pomeni, da niZja kot je
vrednost C;, v vzorcu, vec je nukleinske kisline. Pri 40-ih ciklih pomnoZevanja vrednosti
Ci, ki so manjSe od 29, pomenijo mocno pozitivno reakcijo z veliko prisotne tar¢ne
nukleinske kisline, vrednosti med 30 in 37 pomenijo pozitivno reakcijo z zmerno koli¢ino
taréne nukleinske kisline, vrednosti med 38 in 40 pa pomenijo Sibko reakcijo, ki lahko

nakazuje zelo nizko koli¢ino tar¢ne nukleinske kisline ali celo kontaminiran vzorec.
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Slika 4: Prikaz krivulje jakosti fluorescence v odvisnosti Stevila ciklov pri PCR v

realnem cCasu. (46)

Obstaja ve¢ nacinov za detekcijo produktov pomnoZenih s PCR v realnem casu.
Razdelimo jih lahko v dve skupini glede na to, ali z njimi zaznamo samo specifi¢ni produkt

ali pa zaznamo tudi morebitno prisotne nespecifi¢ne produkte.
e Nespecifi¢ne metode zaznavanja pomnozenih odsekov

Sem sodijo fluorescentna barvila, ki se nespecifi¢no vezejo na dvoverizno DNA,
neodvisno od nukleotidnega zaporedja produkta. Absorbirajo svetlobo nizje valovne
dolZine in oddajajo svetlobo visje valovne dolzine. Njihova fluorescenca se mo¢no poveca
pri vezavi na dvovijaéno DNA (dsDNA). Intenziteta signala je odvisna od prisotne koli¢ine
dsDNA in sicer ve¢ kot je dsDNA, vecja je fluorescenca (44). Na zacetku se je uporabljal
etidijev bromid, vendar ga je kmalu zamenjalo barvilo SYBR Green I, ker ima vecjo
intenziteto do dvoverizne DNA. Barvila, ki se tudi uporabljajo, so BEBO, YOYO-1,
TOTO-1 (47).
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e Specificne metode zaznavanja pomnozenih produktov

Pri  specificnih nacinih  detekcije uporabljamo s fluorofori oznalene
oligonukleotide. Ti se specificno vezejo na odsek DNA, ki ga pomnozujemo. Za meritev
signala izkoris¢amo princip FRET tehnologije — Forster resonance energy transfer ali
Fluorescence resonance energy transfer — princip fluorescentnega resonan¢nega prenosa
energije iz donorske na akceptorsko molekulo. V ta namen uporabljamo dva fluorofora,
katerih ekscitacijski in emisijski spekter se prekrivata. Ko sta fluorofora dovolj blizu,
vzburjenje donorskega barvila povzroci sevanje svetlobe. Ta vzburi akceptorsko barvilo, ki
posledi¢no seva svetlobo drugacne valovne dolzine. Kot sprejemnike lahko uporabljamo
tudi molekule, ki absorbirajo svetlobo donorske molekule, same pa ne fluorescirajo (48).
Najpogosteje se uporabljajo hidrolizirajoce in hibridizacijske sonde ter molekularna

svetila.

Pri hidrolizirajo¢ih sondah izkoris¢amo 5'-eksonukleazno aktivnost DNA-
polimeraz. Najpogosteje se uporablja Tag DNA-polimeraza. V reakcijsko zmes dodamo
sondo, ki se specifi€no veZe na tar¢no zaporedje na DNA in dva neoznafena primerja na
obeh koncih sonde. Sonda ima na obeh koncih vezana razli¢na fluorofora. Na 5° koncu je
vezano donorsko barvilo (reporter), ki seva fluorescenco. Na 3" koncu pa je vezano
akceptorsko barvilo (dusilec), ki to fluorescenco prestreze. 5'-eksonukleazna aktivnost Taq
DNA-polimeraze povzro¢i v stopnji podaljSevanja hidrolizo sonde. Razdalja med
reporterskim barvilom in duSilcem se poveca in onemogoci prestrezanje fluorescence.
Fluorescenca reporterskega barvila zato poraste in je sorazmerna s koli¢ino produkta PCR

(Slika 5). Na tej metodi temelji TagMan analiza (Applied Biosystems) (48, 49).
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Slika 5: Princip delovanja PCR v realnem ¢asu s sondo TagMan. (50)

Hibridizacijske sonde vkljucujejo dve sekvencno specificni sondi. Prva je
oznacena z donorskim, druga pa z akceptorskim fluoroforom. V stopnji prileganja se
zaporedno vezeta na odsek, ki ga pomnozujemo. Vzburjenje donorskega fluorofora na 3
koncu prve sonde povzro¢i prenos energije na akceptorski fluorofor na 5° koncu druge
sonde. Ta seva svetlobo z daljSo valovno dolZzino. Izmerjena svetloba je sorazmerna s
koli¢ino nastalega produkta PCR. Ker nastane signal samo ob vezavi obeh sond na

homologni in zaporedni taréni zaporedji, so te sonde zelo specifi¢ne (48).

Molekularna svetila so hibridizacijske sonde, ki tvorijo stebelno zanko zaradi
komplementarnih zaporedij na 5™ in 3" koncih. Sonda ima na enem koncu vezan reporterski
fluorofor, na drugem pa nefluorescentni dusilec. Kadar je sonda v obliki zanke, dusilec
prestreze fluorescenco reporterskega barvila. V stopnji prileganja se sonda veze na odsek,

ki ga pomnozujemo. Stebelna zanka se razpre in razdalja med reporterskim barvilom in
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dusilcem se poveca. Fluorescenca reporterskega barvila poraste in je sorazmerna s koli¢ino
nastalega produkta PCR. V stopnji podaljSevanja se sonda odlepi od tar¢nega zaporedja in

ponovno oblikuje stebelno zanko (48).

V diplomski nalogi smo PCR v realnem casu uporabili kot metodo merjenja

izrazanja gena S14.

3.3.3 Potek reakcije PCR v realnem ¢asu

Za PCR v realnem ¢asu smo uporabili TagMan kemijsko metodo. Kot matrico smo

uporabili cDNA vzorce bolnikov z nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom.

Postopek:
1. Priprava MasterMix-a:

V brezprasni komori smo najprej pripravili reakcijsko raztopino (MasterMix), pri
¢emer smo uporabili:
e FastStart Universal probe Master (ROX, Roche; ref: 04913949001),
to je raztopina pufra, elektrolita in encima,
e TagMan“Gene Expression Assay (Hs00930058 m1, Applied
Biosystems) — (oligonukleotidni zacetniki in sonda za S14),

e dvakrat destilirana voda (ddH,0).

Koli¢ine posameznih komponent, ki so potrebne za eno reakcijo, so podane v Preglednici
V.
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Preglednica IV: Volumni sestavin za reakcijsko raztopino.

Sestavine Volumen (ul)
FastStart Universal Probe Master 12,5
TagMan“Gene Expression Assay 0,75
Dvakrat destilirana voda (ddH,0) 10,75

Poleg reakcijske raztopine smo za reakcijo PCR v realnem ¢asu potrebovali Se:
e raztopino cDNA tumorskega ali kontrolnega tkiva,
e raztopino cDNA internega standarda s stabilno koncentracijo,

e dvakrat destilirano vodo (ddH-0).

Volumni so podani v Preglednici V.

Preglednica V: Volumni sestavin za koncno raztopino, ki smo jo analizirali s PCR

v realnem casu.

Sestavine Volumni (ul)
MasterMix 24
Raztopina cDNA vzorca tumorskega ali 1

kontrolnega tkiva o0z. cDNA inertnega
standarda oz. ddH,O
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2. Priprava plosce:

Koli¢ino smo pomnozili glede na to, koliko reakcij smo izvedli.

Nato smo pripravili mikrotitrsko plos¢ico za PCR v realnem casu s 96 vdolbinicami
(Applied Biosystems). V vsako vdolbinico smo nanasali po 1 pl reagentov. V prvi dve
vdolbinici smo nanesli dvakrat destilirano vodo (ddH,0O), ki je prestavljala negativno
kontrolo. cDNA vzorce tumorjev in kontrolnega tkiva ter interni standard smo nanasali v
treh ponovitvah, in sicer raztopino cDNA tumorskega tkiva, v naslednje tri vdolbinice
cDNA kontrolnega tkiva istega bolnika, nato zopet tumorsko tkivo in kontrolno tkivo itd.
V zadnjo vrsto plos€ice pa smo nanesli interni standard s stabilno koncentracijo. Nato smo
v vsako vdolbinico z reagentom dodali $e 24 pl MasterMix-a. Tako je skupen volumen
reakcijske zmesi v posamezni vdolbinici znasal 25 pl.

Na ta na¢in smo pripravili vse potrebne mikrotitrske plos¢ice, da smo zaobjeli vseh
42 bolnikov.

Mikrotitrske ploscice smo prelepili s prozorno samolepilno folijo, njeno vsebino
pretresli na vrtinénem mesalu in dali v centrifugirko za 2 minuti na 1900 obratov. V
primeru, da so bili prisotni zraéni mehurcki, smo postopek s centrifugirko ponovili Se
enkrat. Plos¢ico smo nato vlozili v cikli¢ni termostat ABI PRISM SDS 7000 (Applied

Biosystems), Kjer je potekal PCR v realnem ¢asu.
3. Pomnozevanje:
Reakcija pomnozevanja se je zacela z dvominutno inkubacijo pri 50 °C in
nadaljevala z desetminutno zacetno denaturacijo DNA pri 95 °C. Sledilo je 40 ciklov s

temperaturnim profilom: denaturacija DNA 15 sekund pri 95 °C ter prileganje zacetnih

oligonukleotidov in podaljSevanje verige 1 minuto pri 60 °C.
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3.3.4 Analiza rezultatov

Podatke, dobljene s PCR v realnem ¢asu, smo analizirali s programom 7000 System
SDS Software. Program je izracunal vrednost Ct glede na izmerjeni fluorescenc¢ni signal in
nastavljeno bazno linijo ter prag. Vrednosti smo prenesli v program Microsoft Excel in
izraCunali povpreéne vrednosti Ct. Izrazanje tarénega gena S14 so normalizirali na
izrazanje hiSnega gena GUS (gen za B-glukuronidazo). Hisni gen je bil doloc¢en Ze prej, in
sicer s TagMan Human Endogenus Control Plate (Applied Biosystem) po navodilih
proizvajalca. Iz §tirih parov tkiv (tumorska in netumorska) so izolirali mRNA, jo prevedli v
cDNA in v raztopini cDNA izmerili Ct cikle ter ocenili izrazanje 11 genov. Izbor hisnega
gena je temeljil na najmanjSem geometri¢énem povpreéju Ct cikla posameznih kandidatnih
genov z uporabo racunalniskega programa geNorm (51). Poiskali so tisti hisni gen, Ki se je
najbolj enakomerno izrazal v vseh tkivih vseh bolnikov, neodvisno od stanja bolezni oz.
vrste tumorja. HiSni gen se namre¢ izraza vedno enako, ne glede na bolezen.

Predpostavko primerljive PCR ucinkovitosti pri proucevanem in hiSnem genu so
predhodno preverili z dilucijsko krivuljno metodo. Pozitivni rezultati so dovoljevali
uporabo primerjalne metode. S primerjalno metodo so primerjali vrednosti Ct S14 v
tumorskih in kontrolnih vzorcih z vrednostmi Ct GUS v istih vzorcih. Po spodnji enacbi so

dolo¢ili relativno izrazanje S14 glede na izrazanje GUS.

RQ =2 exp (- AACY)

RQ.....relativna koli¢ina mRNA S14 (glede na hi$ni gen in glede na najnizjo koli¢ino S14
mRNA tarénega gena v celotni raziskavi)

Ct.....prazni cikel

ACtyzorca = Ct S14 — Ct GUS v istem vzorcu

ACtmin= najvisja vrednost ACt v celotni raziskavi

AACt = ACtmin — ACtyzorca

Hisni gen se izraZza enako v vseh vzorcih, ne glede na klini¢no stanje bolnika. S

standardizacijo S14 glede na hi$ni gen smo odpravili razlike med vzorci, ki so posledica

razlik med izolacijo mRNA tkiva, uspesnosti izolacije, variabilnosti tkiva za izolacijo...
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3.4 ZANESLJIVOST POSTOPKA IN PRIPOROCILA

Reagente za verizno reakcijo s polimerazo v realnem &asu TagMan“Gene
Expression Assay in FASNtStart Universal Probe Master smo shranjevali v hladilniku, pri
temperaturi +2 do +8 °C, kot je zanje predpisano. V mikroepruveti je koli¢ina reagentov
zadostna za ve¢ meritev. Ker smo poskuse opravljali pri sobni temperaturi, so se tudi
reagenti kraj$i ¢as nahajali na sobni temperaturi. Po kon¢anem delu pa smo preostalo
koli¢ino pospravili nazaj v hladilnik.

cDNA vzorce bolnikov za verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu smo
shranjevali v zamrzovalniku pri -80 °C. Ob vsakem poskusu so bili po¢asi odmrznjeni na
sobni temperaturi. Po odvzemu potrebnih koli¢in ¢cDNA smo jih ponovno zamrznili. Z
veCkratnim odmrzovanjem in zamrzovanjem bi lahko povzroéili spremembe v stabilnosti
cDNA, a je bilo odtajanj malo in iz izkusenj manj od kriticnega Stevila odtajanj, ki bi lahko
okrnilo stabilnost cDNA (pod 6-krat).

Za zanesljive rezultate je pomembna uporaba svezih reagentov in sveze
pripravljenih vzorcev.

Za zmanjSanje Stevila laZzno pozitivnih rezultatov je potek dela natan¢no dolocen, in
sicer vkljuCuje fizi¢no loCene prostore za pripravo reakcijskih mesanic in loCen
laboratorijski material (pipete, nastavki, rokavice,...). Na vsako plos¢ico PCR v realnem
¢asu smo dodali tudi negativno kontrolo in interni standard.

Kot negativno kontrolo smo uporabili vodo. Najbolj optimalno bi bilo izbrali
vzorec, ki ne vsebuje taréne nukleinske kisline in tako ni specificnega pomnozka. Z
dodajanjem negativne kontrole se tudi prepri¢amo, da reagenti niso kontaminirani s tar¢no
nukleinsko kislino.

Interni standard je cDNA pljucnega tkiva naklju¢no izbranega bolnika, ki se
analizira v vsaki seriji meritev z namenom znizanja medserijske variabilnosti. Obdelali
smo tudi meritve internega standarda. Prazno vrednost, ki jo je analizator dolodil
avtomati¢no, smo povecali ali zmanjSali tako, da je bil Ct internega standarda v vseh
meritvah enak. S tem smo zmanjsali medserijsko variabilnost meritev, ki je posledica

razli¢nega delovanja analizatorja, vpliva sistemskih napak...
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3.5 STATISTICNA ANALIZA

Rezultati so predstavljeni kot mediana s 25. in 75. percentilom in razponom
vrednosti. Primerjave parametrov med tumorskimi in kontrolnimi tkivi smo naredili z
Wilcoxonovim testom. Primerjave ve¢ neodvisnih vzorcev, npr. primerjave glede na stadij
bolezni in glede na histoloski tip, smo naredili s Kruskal-Wallisevim testom. Primerjave
dveh neodvisnih vzorcev, npr. glede na kajenje in izgubo telesne teze, pa smo naredili z
Mann-Whitneyjevim testom. Povezave (korelacije) med parametri smo ocenili s
Spearmanovo korelacijo rangov, za teste regresije pa smo uporabili Linearno regresijo.
Coxovo regresijsko analizo smo uporabili za oceno prognosti¢nega pomena opazovanih
parametrov. Statisticno analizo smo izvedli s SPSS v.19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Pri

vseh testih smo kot statisticno pomembno opredelili vrednost p < 0,05 (5 % tveganje).
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4 REZULTATI

4.1 KLINICNI PODATKI O BOLNIKIH

Klini¢ne podatke o bolnikih, ki so sodelovali v $tudiji, smo zbrali v Preglednici VI.

Preglednica VI: Klini¢ne znacilnosti in laboratorijski rezultati bolnikov 7z

nedrobnocelicnim pljuénim rakom.

Parameter Podatki
Stevilo 11
Spol (zenske/moski) 11/30
Starost (leta) 61,41 {53,0/68,0} (44-77)
BMI (kg/m?) 25,60 {22,15/28,35} (16,4-46,5)
Izguba teze v zadnjih treh mesecih (ne/da) 24/17
Kadilec (nikoli/trenutni ali bivsi) 5/36
Stadij bolezni (I-111)* 17/14/10
Histoloski tip tumorja 19/13/5/4
(ploscatoceli¢ni/zlezni/velikoceli¢ni/drugi)

Vrednosti so predstavljene kot mediana {25-percentil/75-percentil} in (najmanjsa vrednost —
najvecja vrednost) ali Stevilo osebkov.
BMI — body mass index — indeks telesne mase

* Po TNM Kklasifikaciji (9)

36



Diplomska naloga Petra Tomazi¢

Med 4-letnim spremljanjem bolnikov je 1 bolnik umrl zaradi nerakavega razloga,
zato smo ga izkljucili iz statisti¢ne obdelave. Klini¢ne znacilnosti preostalih 41 bolnikov so
povzete v Preglednici VI. 21 bolnikov je med 4-letnim spremljanjem umrlo zaradi
napredovanja bolezni, ostali so po 4-ih letih $¢ Zivi.

V raziskavi so sodelovali pretezno moski, teh je bilo 30 od skupaj 41 bolnikov.
Zensk je bilo 11. Povpreéna starost bolnikov je bila 61,41 let.

Indeks telesne mase (BMI) je razmerje med telesno maso v kilogramih in
kvadratom telesne viSine v metrih. BMI dobro ocenjuje delez telesne mascobe, vendar ga
ne smemo uporabljati kot natancen izra¢un. Obstajajo korelacije med BMI in delezem
telesne mascobe, ki so odvisne od spola in starosti. BMI se uporablja kot pokazatelj
nepravilnega prehranjevanja in kot opozorilo za zdrav nacin zivljenja. Uporaben je tudi pri
preucevanju vpliva telesne teze na zdravje in dejavnikov tveganja za razvoj bolezni,
povezanih predvsem z debelostjo, kot so na primer sladkorna bolezen, sréno-Zilne bolezni,
itd. Povprec¢en BMI pri bolnikih je bil 25,60.

Tezo je v zadnjih treh mesecih pred operacijo izgubilo 17 od 41 bolnikov, kar bi
lahko povezali z napredovanjem bolezni.

36 obravnavanih bolnikov je trenutnih ali nekdanjih kadilcev, le 5 od 41
sodelujocih ni nikoli kadilo. To sovpada z dejstvom, da je kajenje glavni dejavnik tveganja
za nastanek plju¢nega raka.

Studija je vkljutevala bolnike v vseh treh stadijih bolezni (I, II in III). 17
sodelujocih je bilo v 1. stadiju bolezni, 14 v 1. Stadiju, 10 pa jih je imelo II. stadij. 46,3 %
bolnikov je imelo ploscatoceli¢ni tip tumorja, 31,7 % zlezni tip, 12,2 % velikoceli¢nega,

9,8 % bolnikov pa je imelo drugi histoloski tip raka.
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4.2 REZULTATI MERITEV IZRAZANJA SPOT 14 (S14)

Preglednica VII: Rezultati meritev mRNA tarénega gena S14, hisSnega
gena GUS, normalizacija S14, glede na izraZanje GUS, relativno izraZanje S14 ter

razmerje izraZanja S14 v kontrolnem in tumorskem tkivu.

Spot 14 GU S Normali  zacija Spot  Spot  Spot

Spotl4  glede 14K 14T 14TKK
na GUS

vzorec K T K T  ACk ACt TIK 244G 444 K
2280 2316 2752 26,46 -472 -330 141 2629 987 0,38
2326 2225 2694 2607 -368 -382 -014 12,85 1416 1,10
21,33 2226 2569 2394 -436 -168 268 2049 320 0,16
21,40 2317 2626 2485 -486 -168 3,18 2911 3,20 0,11
21,89 2304 2546 26,03 -357 -299 058 11,88 7,93 0,67
21,18 23,10 2559 2562 -441 -252 1,89 2126 574 027
2150 2252 2576 2545 -426 -293 132 19,12 7,64 0,440
10 22,95 2128 2595 2513 -300 -385 -0,85 800 1442 1,80
11 21,54 22,67 26,40 2572 -486 -305 1,82 2911 826 0,28
12 2151 2212 2582 2647 -431 -435 -004 19,79 20,39 1,03
13 22,03 2296 26,38 26,17 -435 -321 114 20,39 925 045
14 22,18 2351 2585 2657 -367 -306 062 12,76 832 0,65
16 22,00 2325 2556 2629 -356 -304 052 11,77 821 0,70
17 21,68 2197 2654 26,88 -486 -491 -005 29,11 30,06 1,03
18 2332 2281 2577 2520 -245 -239 006 548 524 0,96
19 20,92 22553 2503 2510 -411 -257 154 1723 592 034
20 21,66 2372 2539 26,06 -373 -234 139 1324 505 0,38
22 21,34 2306 2642 2664 -508 -358 150 33,75 11,93 0,35
23 2511 2166 2579 2507 -068 -341 -273 160 10,65 6,65
25 21,31 22,07 27,31 2629 -600 -422 178 64,00 1859 0,29

© o0 o ~ W N B
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26 21,92 2427 2621 2615 -429 -1,88 241 1952 367 0,19
27 22,62 23,68 2654 2591 -392 -223 1,69 1508 4,68 0,31
28 2344 2357 2597 2746 -253 -389 -1,36 579 1486 257
29 21,30 22,57 2544 2535 -414 -2,78 1,36 17,59 685 0,39
31 2238 22,54 2517 26,03 -279 -349 -070 6,90 1124 1,63
32 2408 21,99 2504 2640 -096 -441 -345 195 2131 10,93
33 2211 2352 2567 2648 -356 -2,96 060 11,82 7,78 0,66
34 2153 23,14 26,04 2641 -451 -327 124 22,84 967 042
35 2294 2321 2638 2541 -344 -220 124 1083 458 0,42
37 2428 22,30 24,85 2504 -057 -2,74 -2,17 148 668 451
38 21,64 22,03 2497 2535 -3,33 -332 0,00 10,03 10,01 1,00
39 21,11 23,12 2593 2672 -482 -3,60 1,22 2825 1210 0,43
40 21,48 27,72 2572 26,72 -424 100 524 1885 050 0,03
41 2250 22,87 2523 26,77 -273 -390 -116 665 14,89 2,24
42 21,39 22,40 26,48 26,17 -509 -377 1,32 3398 1361 040
43 24,07 2326 2435 2574 -028 -248 -220 121 558 461
44 2411 23,98 2440 2522 -029 -124 -096 1,22 237 1,9
45 2248 2327 2653 2539 -405 -2,12 193 1656 4,35 0,26
46 2271 21,77 26,14 2572 -343 -395 -051 10,80 1542 1,43
47 2324 2326 2588 24,91 -264 -165 099 623 313 0,50
48 2246 23,34 2567 2620 -321 -286 035 925 726 078
49 2427 21,11 2470 2522 -043 -411 -368 1,35 17,27 1279
Povp. 22,36 2291 2583 2587 -347 -297 050 1584 966 1,58
sD 1,06 104 070 070 144 105 176 1200 599 2,69

K — kontrolno tkivo;
T — tumorsko tkivo;
GUS — B-glukuronidaza

T/K — razmerje tumorsko tkivo/kontrolno tkivo
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4.2.1 Primerjava in povezava izrazenosti gena Spot 14 v tumorskem in

zdravem tkivu

V raziskavah je bilo odkrito, da S14 regulira biosintezne poti trigliceridov,
metaboli¢ne procese lipidov in biosintezne procese lipidov. Bogato se nahaja v tkivih s
sintezo mascobnih kislin, ki se uporabljajo kot energetski vir (mlecne Zleze, mascevje,
jetra). Studije, ki so preu¢evale izrazanje S14 v hepatocitih, podpirajo idejo, da S14
signalizira izrazanje gena, ki kodira encime za sintezo mas¢obnih kislin, ko prehransko in
hormonsko okolje ni ugodno. Geni, ki kodirajo encime za sintezo masc¢obnih kislin, so zelo
izrazeni pri Stevilnih oblikah raka, vklju¢no z rakom dojke, prostate, debelega Crevesa,
jajénikov in levkemije (52).

Studija, ki bi merila izrazanje S14 v pljuénem tkivu, $e ni bila narejena. Prav tako
Se ni nih¢e izmeril izrazanja gena v plju¢nem rakavem in kontrolnem tkivu z namenom
primerjanja.

Narejene so bile imunohistokemi¢ne analize izrazanja S14 pri raku dojke in
ugotovili so, da je izrazanje gena S14 moc¢no povecano v vecini oblik raka dojke. Ugotovili
s0, da nivo izrazanja gena za S14 korelira z morfoloskim tipom tumorja. Se pomembnejsa
pa je bila povezava visokega nivoja S14 s krajSim prezivetjem v invazivnih oblikah raka.
Visoko izrazanje S14 napoveduje vecjo verjetnost ponovitve bolezni. S14 inducira
lipogenezo v celicah raka dojke in pospesuje njihovo rast. Nasprotno pa razklop S14 oslabi
de novo sintezo lipidov in povzro¢i apoptozo. Celice raka na dojki ne izrazajo
lipoproteinske lipaze (LPL) in zato nimajo dostopa do visjih masc¢obnih kislin iz krvi,
razen iz lokalnega okolja. To pojasni, zakaj primarni rak dojke z nizko koncentracijo S14
ne prezivi prehoda iz okolja bogatega z mle¢nimi mas¢obami na podrocja brez njih, kot so
na primer bezgavke, kar posledicno onemogoca zasevanje v oddaljena tkiva. Tako je S14

pokazatelj za agresivnost raka na dojki (52).

Zaradi teh Studij smo pricakovali, da bo izrazanje S14 tudi v plju¢nem rakavem
tkivu visje kot v kontrolnem, navidezno zdravem tkivu.

Rezultati naSe raziskave so v nasprotju s pri¢akovanji. Statisticna analiza rezultatov
je pokazala, da je bilo izrazanje gena S14 viSje v kontrolnem tkivu (za 63,3 %) in ne v

tumorskem tkivu. Mediana tumorskih vzorcev je bila 9,82, mediana kontrolnih vzorcev pa
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15,52. Izrazanje gena S14 je bilo 1,58-krat visje v kontrolnem, navidezno zdravem tkivu.
Wilcoxonov test je pokazal, da je bila razlika statisti¢no znacilna (p = 0,007).

14 od 41 (34 %) bolnikov je imelo visje izrazanje gena v tumorskem tkivu, 27 od
41 (66 %) bolnikov pa je imelo visje izraZzanje gena S14 v kontrolnem tkivu.

Rezultati so predstavljeni v Preglednici VIII in na Sliki 6.

Preglednica VIII: Primerjava izrazenosti gena S14 v obolelem in zdravem tkivu.

N 25 75 Min. Max. M SD p
percentil  percentil
MRNA S14 v 41 6,78 20,44 1,21 64,00 1552 11,96 0,007*
kontrolnem tkivu
MRNA S14 v 41 5,41 13,89 0,50 30,06 9,82 5,97

tumorskem tkivu

Vrednosti so standardizirane na izrazanje hisnega gena, mMRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 6: Grafi¢ni prikaz statisti¢ne analize izraZenosti gena S14 v kontrolnem in

tumorskem tkivu.

Iz Preglednice VIII in Slike 6 je razvidno, da je izrazanje gena S14 statisti¢no
pomembno visje v kontrolnem kot v tumorskem tkivu (p = 0,007). Slika 6 prikazuje tudi
mediano za posamezno skupino vzorcev, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni
razpon, osamelce ter asimetri¢nost porazdelitve izrazenosti gena S14 v obolelem in
kontrolnem tkivu. Osamelec ( ° ) prikazan pri tumorskem tkivu je zunaj intervala Qs +

1,5Q, ekstremni osamelec pri kontrolnem tkivu ( * ) pa je zunaj intervala Qs + 3Q.

Glede na to, da se rezultati naSe raziskave ne ujemajo z rezultati studije raka dojk,

bi morda razlog morali iskati v morfologiji obeh tkiv.
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Opraviti bi morali se bolj razsirjeno raziskavo, ki bi vkljucevala ve¢ vzorcev in ve¢
primerov posameznih histoloskih tipov raka. Glede na to, da je visje izraZzanje gena za S14
povezano z morfoloSkim tipom tumorja pri raku dojke in z invazivnostjo raka, je mozno,
da smo v na$i raziskavi merili izrazanje gena S14 pri premalo bolnikih z najbolj
napredujocim stadijem bolezni, kjer bi bilo mogoce izrazanje gena S14 visje v tumorskem
tkivu. Pljucni raki v stadiju IV (Ze prisotni zasevki) se namre¢ ne operirajo in taksna tkiva

so za preiskave obi¢ajno nedostopna.

4.2.2 Korelacija med izrazanjem Spot 14 v tumorskem in kontrolnem

tkivu

Ker smo v na$i raziskavi primerjali tumorsko in kontrolno tkivo istega bolnika, nas
je zanimalo, ali med obema tkivoma obstaja povezava v izrazanju gena. Spearmanov test
korelacije je pokazal, da izrazanje gena S14 v tumorskem tkivu ne korelira z izrazanjem
S14 v kontrolnem tkivu (r = 0,101; p = 0,529). To pomeni, da zvi$ano izrazanje ni znac¢ilno
le za tumorsko ali kontrolno tkivo, ampak je do zviSanega izraZanja gena priSlo v obeh
tkivih bolnika. Nasa predvidevanja so bila, da bo izraZanje gena S14 zviSano v tumorskem
tkivu, v kontrolnem pa zniZzano. Tako bi bila rast in razvoj tumorja lahko utemeljena s
povecano koli¢ino endogenih mascobnih kislin. Rezultati izrazanja gena v tumorskem
tkivu pa so se spreminjali neodvisno od izraZzanja v kontrolnem tkivu. Verjetno so
mehanizmi izrazanja v tumorskem tkivu druga¢ni kot v kontrolnem tkivu, ali pa je
populacija celic v obeh tkivih razli¢na. Ce bi imele tumorske in ostale celice enak

mehanizem izraZanja, bi moralo izrazanje v obeh tkivih medsebojno korelirati.

Preglednica IX: Korelacija prisotnosti gena S14 v obolelem in kontrolnem tkivu.

Spermanov Rho p

0,101 0,529
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4.2.3 lzrazanje gena Spot 14 v tumorskem tkivu glede na stadij bolezni

Predvidevali smo, da bo v vi§jih stadijih bolezni vi§je tudi izrazanje gena S14 v
tumorskem tkivu, kar bi pomenilo, da ima tumorsko tkivo v vi§jem stadiju raka vecje
energetske potrebe in zato vi§jo de novo sintezo masc¢obnih kislin, pri kateri sodeluje tudi
S14. Po statisticni obdelavi rezultatov analize se je izkazalo, da izraZzanje gena za S14 ne

korelira s stadijem bolezni (1.-111.) (p = 0,679).

Preglednica X: Primerjava izraZenosti gena S14 v tumorskem tkivu glede na

stadij bolezni.

Stadij N 25 75 Min. Max. M SD p

percentil  percentil

mMRNA S14 v 16 6,72 13,65 4,58 20,39 10,11 4,82 0,679
tumorskem tkivu pri

stadiju |

mMRNA S14 v 13 4,13 12,05 0,550 21,31 8,56 5,65
tumorskem tkivu pri

stadiju Il

MRNA S14 v 12 4,57 1497 2,37 30,06 10,81 7,75
tumorskem tkivu pri

stadiju 111

Vrednosti so standardizirane na izraZanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 7: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na razli¢ne

stadije tumorske bolezni.

Iz Preglednice X in Slike 7 lahko razberemo, da ni statisti¢cno pomembne razlike v
izrazenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na stadij same bolezni (p = 0,679). Slika 7
prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter
asimetri¢nost porazdelitve izrazenosti gena S14 v obolelem tkivu pri razli¢nih stadijih

bolezni.

S14 je bil predmet raziskave tudi pri raku na dojki. Ker je veéina rakov dojke
lipogeni¢nih, so za rast in razvoj odvisni od maS€obnih kislin in definirani z visoko
koli¢ino sintaze mascobnih kislin (FASN). S14 je jedrski protein, ki aktivira gene,
potrebne za sintezo mascobnih kislin. Gen S14 je poviSan v priblizno 15 % raka dojke,

vendar je klini¢na korelacija za njegovo izraZzanje Se neznana. Pri imunohistokemicni
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analizi raka dojke so analizirali 131 primerov za FASN in S14. Rezultati so pokazali, da
sta S14 in FASN povezana z velikostjo tumorja (p = 0,005 za S14, p = 0,038 za FASN),
vendar pa ne s stadijem bolezni. Rezultati izrazanja S14 korelirajo s stopnjo tumorja, in
sicer v obeh primerih; DCIS ( = ductal carcinoma in situ) (p = 0,003) in v invazivnih
primerih (p < 0,001). Invazivni primeri s $§ibkim obarvanjem S14 po 300 dneh spremljanja
niso kazali ponovitve. Nizka stopnja izrazanja S14 je povezana z dolgotrajnim prezivetjem
v invazivnih primerih, vklju¢no s tistimi, ki imajo oddaljene zasevke v bezgavkah. Visoko
izrazanje S14 doloCa visoko tveganje raka dojke in daje molekularno korelacijo s
histoloskimi znacilnostmi ponovitve (53).

S14 torej tudi pri raku dojke ne korelira s stadijem bolezni. Vendar pa nasi rezultati
niso popolnoma primerljivi z rezultati $tudije na raku dojke, saj Studiji temeljita na
razlicnih analizah. Za popolno primerljivost bi morali naSe vzorce analizirati Se

imunohistokemic¢no.

Zgoraj opisana Studija opisuje Se korelacijo visokega izrazanja S14 z agresivnostjo
tumorja pri raku dojke, medtem ko je prezivetje pacientov, ki imajo nizko stopnjo
izrazenosti S14, dolgotrajno tudi v invazivnih primerih rakov. Te podatke bi lahko deloma
primerjali z naSimi rezultati o izrazanju S14 v obolelem in kontrolnem tkivu pri prezivelih
in pokojnih bolnikih 4 leta po operaciji (4.2.7) in z rezultati o izrazanju S14 T/K v skupini
pokojnih udeleZzencev, glede na cas spremljanja prezivetja (4.2.8). Rezultati so si
nasprotujoCi, saj smo v naSi raziskavi ugotovili, da imajo preziveli bolniki 4 leta po
operaciji 1,46-krat vi§je izrazanje S14 v tumorskem tkivu, medtem ko bi glede na zgoraj
opisano Studijo pricakovali vi§je izrazanje S14 pri pokojnih bolnikih. Tudi primerjava
izrazenosti gena S14 T/K nasprotuje ugotovitvam iz raziskave o Studiji raka dojke.
Rezultati nase analize so pokazali, da imajo pokojni bolniki, katerih ¢as spremljanja je bil
daljsi (2,31-4,50 let), 3,07-krat vi§je izrazanje S14 T/K kot bolniki, ki so preminuli po
krajSem casu spremljanja. Vendar pa razlike v obeh primerih niso bile statisti¢no
pomembne. Razlike v rezultatih obeh raziskav pa bi lahko iskali tudi v zasnovi analiz. Mi
smo namre¢ analizirali tumorsko in kontrolno tkivo, oba vzorca pa sta bila odvzeta in
primerjana pri istem bolniku. Podobne $tudije o izrazanju S14 pri katerih drugih tumorjih
nismo zasledili. Rezultate bi bilo tudi v tem primeru potrebno analizirati Se

imunohistokemic¢no.
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4.2.4 I1zrazanje gena Spot 14 v tumorskem tkivu glede na histoloski tip

bolezni

Vzorci pljuénih tumorjev bolnikov so se razlikovali po histoloskih tipih. Pri
pregledu histoloSkega tipa tumorja je najvecje Stevilo bolnikov imelo ploscatoceli¢nega
raka (razvije se iz ploscatih epitelnih celic) in adenokarcinom (razvije se iz Zleznih celic).
Ugotoviti smo zeleli, ali obstaja razlika med posameznimi histoloskimi tipi raka v
izrazanju S14.

Rezultati statisticne analize so pokazali, da je izrazanje S14 v tumorskem tkivu
1,21-krat vi§je v ploscatoceli¢nem tipu raka kot v Zleznem tipu raka. To ni bilo v skladu z
nasimi pri¢akovanji, saj smo pri¢akovali, da bo izrazanje gena vi§je v zleznem histoloskem
tipu, za katerega je znano, da je agresivnejsi in tako povezan s krajSim preZivetjem bolnika.
Izrazanje S14 v tumorskem tkivu je 1,33-krat visje v ploscatoceli¢nem tipu raka kot v

velikoceli¢nem tipu raka.

Preglednica Xl: Primerjava izraienosti gena S14 v tumorskem tkivu glede na

histolosSki tip.

Histoloski tip N 25 75 Min. Max. M SD p
percentil  percentil

Velikoceli¢ni tip ) 3,48 12,15 2,37 1442 7,83 4,69 0,107

(makro)

Plosc¢atocelicni tip 19 5,58 1416 050 21,31 10,45 5,62

(epi/skvamo)

Zlezni tip (adeno) 13 4,18 915 3,13 30,06 8,67 7,44

nedrob/drugo 4 10,49 15,29 10,01 15,42 13,06 2,55

Vrednosti so standardizirane na izraZanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 8: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na razli¢ne

histoloske tipe.

Iz Preglednice X1 in Slike 8 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne razlike v
izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na histoloski tip bolezni (p = 0,107). Slika 8
prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter
asimetri¢nost porazdelitve izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu pri razli¢nih histoloskih

tipih bolezni.

Nasi rezultati so torej v nasprotju s pri¢akovanji, vendar so trenutno tezko
razlozljivi. Ne moremo jih primerjati z ze znanimi $tudijami, ker nismo zasledili Se nobene
Studije, ki bi na kateri koli nacin analizirala izrazanje S14 v plju¢nem rakavem tkivu. Iz
tega razloga bi bile potrebne nadaljnje Studije, ki bi temeljile na analizi S14 na celi¢nem

nivoju.
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4.2.5 Primerjava izrazenosti gena Spot 14 v tumorskem tkivu glede na

izgubo telesne teze

Znano je, da med rakavo boleznijo in njenim napredovanjem vecina bolnikov
izgubi telesno tezo. Izguba telesne teze je eden glavnih prognostiénih znakov slabsega
prezivetja in motenega odziva na specifi¢no protirakavo terapijo.

Zeleli smo ugotoviti, ali je izrazanje gena S14 povezano z izgubo telesne teze v
zadnjih treh mesecih pred izrezom tumorja. Primerjali smo izrazanje S14 v tumorskem
tkivu bolnikov, ki niso izgubili telesne teze, s tistimi, ki so izgubili od 1 do 8 kg telesne
teze.

1z rezultatov po statisti¢ni obdelavi podatkov je razvidno, da ni statisticno znacilne
razlike v izrazanju gena S14 v tumorskem tkivu pri bolnikih, ki so, in tistih, ki niso izgubili
telesne teze (mediana 9,71 pri tistih bolnikih, ki niso izgubili telesne teze, in 9,97 pri
bolnikih, ki so izgubili do 8 kg telesne teze; p = 0,491). 58,54 % bolnikov ni izgubilo
telesne teze, 41,46 % pa jo je izgubilo.

Preglednica Xll: Primerjava izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na

izgubo telesne teZe.

hujsanje N 25 75 Min. Max. M SD p
percentil  percentil

MRNA S14 v 24 5,37 10,93 2,37 30,06 9,71 6,56 0,491

tumorskem tkivu brez

izgube telesne teze

MRNA S14 v 17 4,97 1464 50 18,59 9,97 521

tumorskem tkivu z

izgubo telesne teze

Vrednosti so standardizirane na izraZanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 9: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na izgubo

telesne teze 1-3 mesece pred operacijo.

Iz Preglednice XII in Slike 9 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne razlike v
izrazenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na izgubo telesne teze (p = 0,491). Slika 9
prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter
asimetri¢nost porazdelitve izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu pri razli¢nih histoloskih

tipih bolezni.

Rezultatov nase raziskave ne moremo primerjati, saj nismo zasledili studije, ki bi

podobno obravnavala izgubo telesne teze.
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Preverili smo Se, ali obstaja povezava med Stevilom izgubljenih kilogramov in

izrazanjem S14 v obolelem tkivu. Rezultati so prikazani v Preglednici XIII.

Preglednica XIII: Korelacija prisotnosti gena S14 v obolelem tkivu in koli¢ino

izgubljene teZe v kg.

Spermanov Rho p

0,107 0,506

Zgornja preglednica prikazuje, da korelacija med izrazenostjo gena S14 v obolelem

tkivu in koli¢ino izgubljene teze v kilogramih ni statisticno pomembna.

4.2.6 Primerjava izrazenosti gena za Spot 14 v tumorskem tkivu glede

na kajenje

Najpomembnejsi dejavnik tveganja za nastanek pljucnega raka je kajenje. V
tobatnem dimu naj bi bilo ve¢ kot 1200 razlicnih snovi, med katerimi je veliko
kancerogenih, ki povzro¢ijo mutacije in s tem trajno okvaro DNA, ali pa so promotorji
kancerogeneze.

Zato smo statisticno ovrednotili razliko v izrazanju gena S14 v tumorskem tkivu
bolnikov kadilcev in nekadilcev. Analiza je presenetljivo pokazala, da imajo nekadilci
1,27-krat visje izrazanje gena S14 kot kadilci in nekdanji kadilci, vendar pa razlika ni
statisti¢no signifikantna (p = 0,403). Rezultati raziskave nimajo visoke vrednosti, saj je

bilo med preiskovanci 36 kadilcev (ali bivsih kadilcev) in le 5 takih, ki niso nikoli kadili.
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Preglednica XIV: Primerjava izraienosti gena S14 v obolelem tkivu glede na

kajenje.

N 25 75 Min. Max. M SD p
percentil  percentil
MRNA v 5 4,47 17,93 3,20 18,559 12,04 7,06 0,403
tumorskem tkivu
nekadilcev
MRNA v 36 5,33 12,06 0,50 30,06 951 5,85
tumorskem tkivu

kadilcev

Vrednosti so standardizirane na izraZanje hiSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 10: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na kajenje.
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Iz Preglednice XIV in Slike 10 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne
razlike v izrazenosti gena S14 v obolelem tkivu glede na kajenje (p = 0,403). Slika 10
prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter
asimetricnost porazdelitve izrazenosti gena S14 v tumorskem tkivu pri kadilcih in

nekadilcih.

Studije, ki bi opisovala izrazanje gena S14 v pljuénem rakavem tkivu, nismo
zasledili. Tako ne moremo primerjati rezultatov nase raziskave. Glede na $tevilo bolnikov,
ki so trenutni ali bivsi kadilci, proti Stevilu bolnikov, ki niso nikoli kadili (36:5), bi bilo
potrebno raziskavo ponoviti z vzorcem, ki bi bil bolj homogen. Potrebno bi bilo analizirati
vecje Stevilo udelezencev in med kadilci ter nekadilci zagotoviti Vvsaj priblizno enako
Stevilo. Znano je namrec, da je kajenje eden izmed najpomembnejSih dejavnikov tveganja
za nastanek plju¢nega raka. Verjetno bi lahko ze iz deleza bolnikov kadilcev, ki so bili
udeleZeni v raziskavi, potrdili, da je kajenje pomemben dejavnik tveganja za nastanek
plju¢nega raka. Vendar pa dobljeni rezultati niso potrdili statisticno pomembne razlike v

izrazanju S14 pri kadilcih in nekadilcih.

Preverili smo Se, ali obstaja povezava med trajanjem kajenja v letih in izrazanjem

S14 v obolelem tkivu. Rezultati analize so prikazani v Preglednici XV.

Preglednica XV: Korelacija prisotnosti gena S14 v obolelem in trajanjem kajenja
v letih.

Spermanov Rho p

-0,135 0,400

Preglednica XV prikazuje, da korelacija med izrazenostjo gena S14 v obolelem

tkivu in trajanje kajenja ni statisticno pomembna.
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4.2.7 Primerjava izrazenosti gena Spot 14 v tumorskem in kontrolnem

tkivu pri prezivelih in pokojnih udelezencih 4 leta po operaciji

Nedrobnoceli¢ni plju¢ni rak (NSCLC) je najpogostejsi vzrok za umrljivost,
povezano z rakom, na svetu. NSCLC je razlog za priblizno 80 % smrti (55). Do sedaj je
bilo le nekaj primerov diagnosticiranih v zgodnji fazi tumorja. V ¢asu odkritja je bilo le 15
% bolnikov takih, ki so imeli bolezen omejeno le na pljuca, v 22 % primerov se je rak
razsiril na regionalne bezgavke, v 55 % primerov so bili prisotni Ze oddaljeni zasevki (54).
Vecina bolnikov z napredovalno lokalno boleznijo ali z oddaljenimi zasevki ima kljub
napredkom v terapiji slabo prognozo. 5-letno prezivetje bolnikov z nedrobnoceli¢nim
plju¢nim rakom v Evropi je nizko, znasa le 11 % (55).

Primerjali smo izrazanje gena S14 v tumorskem tkivu med prezivelimi in
preminulimi bolniki 4 leta po operaciji. Priakovali smo, da bo izrazanje S14 v tumorskem
tkivu visje pri bolnikih, ki so med 4-letnim spremljanjem umrli, saj bi to potrdilo nase
domneve o agresivnejSem poteku bolezni pri bolnikih z vi§jim izrazanjem S14.

Rezultati analize so pokazali, da imajo preziveli bolniki 1,46-krat visje izrazanje
S14 v tumorskem tkivu kot pokojni bolniki, vendar pa razlika ni statisti¢no signifikantna (p

=0,095). To ni v skladu z nagimi pri¢akovanji.

Preglednica XVI: Primerjava izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu pri preZivelih

in pokojnih bolnikih 4 leta po operaciji.

N 25 75 Min. Max. M SD p

percentil  percentil

MRNA S14 v 20 6,72 16,81 4,58 30,06 11,71 6,90 0,095
tumorskem tkivu pri

prezivelih

mRNA S14 v 21 4,01 11,59 050 14,86 8,02 4,37

tumorskem tkivu pri

pokojnih

Vrednosti so standardizirane na izraZanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 11: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v obolelem tkivu pri preZivelih in

pokojnih bolnikih 4 leta po operaciji.

Iz Preglednice XVI in Slike 11 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne
razlike v izraZzenosti gena S14 v obolelem tkivu prezivelih in pokojnih bolnikov 4 leta po
operaciji, (p = 0,095). Slika 11 prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero
razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter asimetricnost porazdelitve izraZzenosti gena S14 v

obolelem tkivu pri osebah, ki so preZivele in tistih, ki so podlegle bolezni.

Naredili smo $e statisti¢no analizo izrazanja gena S14 v kontrolnem tkivu prezivelih
in pokojnih bolnikov po 4-letnem spremljanju. Primerjava tudi v tem primeru ni pokazala

statistiéno signifikantne razlike (p = 0,549). Ce bi rezultati pokazali signifikantno nizje
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izrazanje gena V kontrolnem tkivu preminulih, bi lahko sklepali, da je zdravo tkivo

iz¢rpano.

Preglednica XVII: Primerjava izraZenosti gena S14 v kontrolnem tkivu pri

prezivelih in pokojnih bolnikih 4 leta po operaciji.

N 25 75 Min. Max. M SD p

percentil  percentil

MRNA S14 v 20 6,72 16,81 1,35 64,00 17,05 13,99 0,549
kontrolnem tkivu pri

Zivih

MRNA S14 v 21 6,01 20,01 1,21 3398 14,06 9,78

kontrolnem tkivu pri

pokojnih

Vrednosti so standardizirane na izrazanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot 14 (S14) je na sliki prikazan kot mRNA S14, relativno glede na mRNA GUS.

Slika 12: Statisti¢na analiza izraZenosti gena S14 v kontrolnem tkivu pri preZivelih in

pokojnih bolnikih 4 leta po operaciji.

Iz Preglednice XVII in Slike 12 lahko razberemo, da 4 leta po operaciji ni
statisticno pomembne razlike v izrazenosti gena S14 v obolelem tkivu prezivelih in
pokojnih bolnikov (p = 0,549). Slika 12 prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero
razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter asimetricnost porazdelitve izraZenosti gena S14 v

obolelem tkivu pri osebah, ki so prezivele in tistih, ki so podlegle bolezni.

Studija, ki je preuevala agresivnost raka na dojki glede na izrazanje S14, je Ze bila

narejena. Z imunoloskimi metodami so merili izrazanje S14 v vzorcih raka dojke in jih
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primerjali s kontrolnimi vzorci, kjer izrazanje S14 ni bilo povecano. Ugotovili so, da je
povecano izrazanje S14 marker za agresivnost raka dojke. Frekvenca vi§jega izrazanja S14
korelira s stadijem tumorja v primerih raka dojke in situ in tudi v invazivnih primerih.
Stopnja izrazanja je povezana tudi z velikostjo tumorja. S14 je potreben za rast in
prezivetje celic raka dojke, zaviranje izrazanja S14 pa povzroCi apoptozo celic. Z
odkrivanjem nivoja izrazanja S14 v vzorcu bolnika in primerjavo izrazanja S kontrolnim
vzorcem se lahko napove, ali ima osebek agresivno ali ne-agresivno obliko raka, s tem pa
tudi Stevilo let prezivetja ob zdravljenju (56).

Rezultati nase raziskave so v nasprotju z zgoraj opisano Studijo. Tako v primerjavi
izrazenosti gena S14 v tumorskem tkivu pri prezivelih in pokojnih udelezencih 4 leta po
operaciji, kot tudi v izrazenosti gena S14 v kontrolnem tkivu, rezultati niso pokazali
statisticno pomembne razlike. Izrazanje S14 je bilo v tumorskem in kontrolnem tkivu visje
pri prezivelih bolnikih. Glede na izsledke ze opravljenih Studij o agresivnosti raka dojke in
0 moznosti napovedovanja prezivetja pa bi pricakovali, da bodo imeli pokojni bolniki visje
izrazanje S14 vsaj v tumorskem tkivu. Vendar pa raziskave, ki bi opisovala plju¢no rakavo

tkivo, nismo zasledili, zato bi bile potrebne nadaljnje analize.

4.2.8 Primerjava izrazenosti gena Spot 14 T/K v skupini pokojnih

udelezencev glede na €as prezivetja

Naredili smo $e primerjave izrazenosti gena S14 T/K z nekaterimi opazovanimi
Klini¢nimi znaki. V zgoraj opisanih rezultatih smo posami¢no analizirali S14 v tumorskem
tkivu in S14 v Kkontrolnem tkivu. V nadaljevanju pa smo analizirali razmerje
S14tymor/ S14kontrola-  Te kvociente smo primerjali s prezivetiem v skupini pokojnih

udelezencev, s hujSanjem v zadnjih treh mesecih in s stadijem bolezni.

Najprej smo primerjali izrazanje gena S14 T/K v skupini pokojnih udeleZencev, in
sicer glede na Cas prezivetja po operaciji (koliko let po operaciji je Se zive¢ do smrti).
Razdelili smo jih v dva razreda, prvi razred so predstavljali udelezenci v raziskavi, ki smo
jih spremljali 0,3-2,3 leta, drugi razred pa so predstavljali pacienti, ki so umrli po 2,31-4,50
let spremljanja, in jih analizirali z Mann-Whitneyjevim testom.
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Rezultati analize so pokazali, da imajo pokojni bolniki, katerih ¢as spremljanja 0z.
prezivetja je bil 2,31-4,50 let, 3,07-krat vi$je izrazanje S14 T/K kot bolniki, ki so preminuli
po krajsem Casu spremljanja. Vendar pa razlika ni statisti¢no signifikantna (p = 0,172).
Pri¢akovali smo, da bo izrazanje S14 T/K visje pri bolnikih, ki so prej podlegli bolezni, to
je v skupini 0,3-2,3 let spremljanja. To bi potrdilo naSo domnevo, da vi§je izraZanje gena

S14 nakazuje agresivnejsi potek bolezni, s tem pa slabSo prognozo in hitrejso smrt bolnika.

Preglednica XVIII: Primerjava izraZenosti gena S14 T/K v skupini pokojnih

udeleZencev, glede na cas preZivetja.

Cas spremljanja N 25 percentil 75 percentil  Min. Max. M SD p

0,30-2,30 leta 14 0,24 099 003 257 0,74 0,72 0,172

2,31 - 4,50 leta 7 0,38 461 034 666 227 244

Vrednosti so standardizirane na izrazanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot T/K (S14 T/K) je na sliki prikazan kot mMRNA S14, relativno glede na mRNA
GUS.

Slika 13: Statisti¢na analiza izraZenosti S14 T/K pri pokojnih bolnikih glede na ¢as

spremljanja.

Iz Preglednice XVIII in Slike 13 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne
razlike v izrazenosti gena S14 T/K pri pokojnih bolnikih glede na ¢as spremljanja (p =
0,172) po operaciji. Slika 13 prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprsenosti,
celotni razpon, osamelce ter asimetricnost porazdelitve izrazenosti gena S14 T/K glede na

Cas spremljanja pri osebah, ki so podlegle bolezni.

Tudi analiza izrazenosti gena S14 T/K v skupini pokojnih udelezencev glede na cas
prezivetja je nasprotovala dosedanjim znanim Studijem, ki so bile narejene na raku dojke.

Vendar pa nismo zasledili Se nobene raziskave, ki bi proucevala plju¢ni rak. Prav tako
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nismo zasledili studije, ki bi imela podobno zasnovo za analiziranje, to je, da smo merili in

primerjali tumorske in kontrolne vzorce izrazanja S14 istega bolnika.

Preverili smo tudi, ali obstaja povezava med izrazenostjo gena S14 T/K pri

pokojnih bolnikih in ¢asom spremljanja (v letih po operaciji) do smrti bolnika.

Preglednica XIX: Korelacija prisotnosti gena S14 T/K pri pokojnih bolnikih in

casom spremljanja le-teh.

Spermanov Rho p

0,111 0,633

Iz Preglednice XIX je razvidno, da korelacija med prisotnostjo gena S14 T/K pri

pokojnih bolnikih in ¢asom spremljanja ni statisti¢no pomembna.

4.2.9 Primerjava prisotnosti gena Spot 14 T/K glede na poro¢anje

udelezencev o hujsanju v zadnjih treh mesecih

Primerjali smo izrazanje S14 T/K glede na huj$anje oziroma ne-hujSanje bolnikov v
zadnjih treh mesecih pred operacijo. Podatke smo prav tako analizirali z Mann-
Whittneyjevim testom.

Rezultati analize so pokazali, da imajo bolniki, ki v zadnjih tren mesecih pred
operacijo niso shujsali, 1,26-krat viSje izrazanje razmerje S14 T/K kot bolniki, ki so v
zadnjih treh mesecih shujsali. To ni v skladu z nasimi pri¢akovanji, saj bi sklepali, da visje
izrazanje S14 T/K in s tem slabsa prognoza ter hitrejsi potek bolezni povzrocita hujSanje

pri bolnikih. Vendar pa razlika ni statisticno signifikantna (p = 0,853).
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Preglednica XX: Primerjava izraZenosti gena S14 T/K glede na porocanje o

hujSanju v zadnjih treh mesecih.

Hujsanje N  25percentil  75percentil  Min. Max. M SD p

Ne 24 0,38 1,03 0,27 12,79 1,77 3,25 0,853

Da 17 0,28 202 003 666 141 1,80

Vrednosti so standardizirane na izrazanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot T/K (S14 T/K) je na sliki prikazan kot mMRNA S14, relativno glede na mRNA
GUS.

Slika 14: Statisticna analiza izraZenosti S14 T/K glede na poroc¢anje o hujSanju v

zadnjih treh mesecih.
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Iz Preglednice XX in Slike 14 lahko razberemo, da ni statisti¢cno pomembne razlike
v izrazenosti gena S14 T/K glede na porocanje o hujSanju v zadnjih treh mesecih pred
operacijo (p = 0,853). Slika 14 prikazuje tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero
razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter asimetri¢nost porazdelitve izrazenosti gena S14

T/K glede na porocanje o hujSanju v zadnjih treh mesecih.

Ko smo primerjali izrazenost gena S14 v obolelem tkivu glede na izgubo telesne
teze, nismo ugotovili statisticno pomembne razlike. Tudi korelacija med izrazenostjo S14 v
tumorskem tkivu in Kkoli¢ino izgubljenih kilogramov statisticno ni pomembna. Rezultati
primerjave izrazenosti razmerja S14 T/K so prav tako podobni. V izrazenosti gena S14 T/K
glede na porocanje o hujSanju v zadnjih treh mesecih ni statisticno pomembne razlike,
korelacija (analizirano s Spearmanovim testom) ni statistiéno pomembna (p = 0,772).

Rezultatov te analize ne moremo primerjati z nobeno Studijo, saj podobnih raziskav

v literaturi nismo zasledili.

4.2.10 Primerjava izrazenosti gena Spot 14 T/K glede na stadij bolezni

Primerjali smo tudi izrazanje S14 T/K glede na stadij bolezni. Podatke smo
analizirali s Kruskal-Wallisevim testom.

Rezultati analize so pokazali, da imajo bolniki v tretjem stadiju bolezni 1,27-krat
vi§je izrazanje S14 T/K kot bolniki z drugim stadijem bolezni in 2,56-krat visje izrazanje
kot bolniki s stadijem ena. To potrjuje nasa pri¢akovanja. Visje izrazanje S14 T/K pomeni
slabso prognozo in agresivnej$i potek bolezni, kar sovpada z visjim stadijem bolezni.

Vendar pa razlika ni statisti¢no signifikantna (p = 0,650).
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Preglednica XXI: Primerjava izraZenosti gena S14 T/K glede na stadij bolezni.

Stadij N  25percentil  75percentil Min. Max. M SD p
Stadij 1 16 0,32 1,02 0,27 451 091 1,09 0,650
Stadij 2 13 0,40 2,18 0,03 10,93 1,83 3,01
Stadij 3 12 0,35 186 019 12,79 233 3,74
Vrednosti so standardizirane na izrazanje hisSnega gena, mRNA GUS.
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Spot T/K (S14 T/K) je na sliki prikazan kot mMRNA S14, relativno glede na mRNA
GUS.

Slika 15: Statisti¢na analiza izraZenosti S14 T/K glede na stadij bolezni.
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Iz Preglednice XXI in Slike 15 lahko razberemo, da ni statisticno pomembne
razlike v izrazenosti gena S14 T/K glede na stadij bolezni (p = 0,650). Slika 15 prikazuje
tudi mediano, 1. in 3. kvartil kot mero razprSenosti, celotni razpon, osamelce ter

asimetri¢nost porazdelitve izraZzenosti gena S14 T/K glede na stadij bolezni.

Ceprav rezultati izpolnjujejo nasa pri¢akovanja, jih ne moremo primerjati z ostalimi
raziskavami, saj Studij, ki bi na podoben nacin raziskovale izrazanje S14 v plju¢nem
rakavem tkivu in le to primerjale s kontrolnim tkivom istega bolnika, nismo zasledili. Da bi

potrdili dobljene rezultate, bi bile potrebne nadaljnje raziskave razsirjene na celi¢ni nivo.

4.2.11 Prognosti¢ni pomen izrazanja gena Spot 14 v tumorskem tkivu

V nasi raziskavi smo proucili tudi morebiten prognosti¢ni pomen izrazanja S14. V
tem primeru smo izrazanje izrazili relativno glede na kontrolno tkivo. Na podlagi Coxove
regresijske analize smo ugotovili, da izrazanje gena S14 ni napovedovalo 4-letnega
prezivetja bolnika, torej nima prognosticnega pomena (rezultati statisticne analize niso
prikazani). Raziskave, ki bi do sedaj to ze preucevale v pljuénem rakavem tkivu, nismo
zasledili. Zato ne moremo primerjati nasih rezultatov z rezultati ze znanih $tudjij.

Prognosti¢en pomen izrazanja S14 bi lahko primerjala le s Studijo, ki je preiskovala
izrazanje S14 pri tumorju dojke. V tem primeru so ugotovili, da je stopnja izrazanja S14

povezana z agresivnostjo tumorja in s tem napovedovanjem prezivetja (56).
Ce gledamo rezultate v celoti (Zivi in pokojni po operaciji, ¢as preZivetja bolnika po

operaciji, Coxova regresijska analiza), ugotovimo, da izrazanje S14 ni povezano S

prezivetjem bolnikov po operaciji.

4.2.12 Primerjava izrazanja gena Spot 14 in gena FASN

FASN je encim, ki v prisotnosti NADPH Kkatalizira sintezo palmitata iz acetil-CoA
in malonil-CoA v dolgoverizne mascone kisline. Nahaja se v Golgijevem aparatu,

mitohondrijih, glikogenskih zrncih, citoplazmi, plazemskih membranabh,...
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Ker imajo rakave celice povecane potrebe po mascobnih kislinah, potrebujejo tudi
mehanizem, s katerim lahko pridobijo proste mascobne kisline za te namene. Ena od poti, s
katero lahko pridobijo maSc¢obne kisline, je de novo sinteza mascobnih kislin. FASN pa je
encim, Ki je sposoben de novo sinteze mascobnih kislin in zato je njegovo izrazanje
zviSano v vecini ¢loveskih karcinomov.

V tkivih istih bolnikov, v katerih smo izmerili izrazanje S14, so v preteklosti Ze
izmerili tudi izrazanje gena za FASN. Izrazanje gena za FASN je bilo v kontrolnem tkivu
1,83-krat visje kot v tumorskem tkivu (p = 0,0045). Rezultati te raziskave so bili v
nasprotju s pri¢akovanji.

Glede na to, da je bilo tako izrazanje gena S14, kot tudi gena FASN zvisano v
kontrolnem tkivu, smo naredili §e primerjavo med njima. Ugotovili smo, da je izrazanje
gena S14 v kontrolnem tkivu koreliralo z izrazanjem gena FASN v kontrolnem tkivu (r =
0,8658, p < 0,0001). Tudi v tumorskem tkivu je izrazanje S14 koreliralo z izrazanjem
FASN (r =0,3273, p = 0,0367).

Glede na to, da je izrazanje S14 in izraZzanje FASN zvisano tako v kontrolnem kot
tudi tumorskem tkivu, lahko sklepamo na povezavo znotrajcelicnega signaliziranja. To je

skladno z vedenjem mehanizmov, ki uravnavajo izrazanje genov.
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5 SKLEP

Z namenom iskanja novih nac¢inov zdravljenja nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka so
preucili ze razli¢ne nacine preskrbe rakavega tkiva. Raziskave so bile narejene z LPL,
sintazo vis§jih mascobnih kislin (FASN), LDL receptorjem in Apo E. Za dopolnitev
medsebojnih korelacij, ki so bile rezultat teh raziskav, smo preucili Se izraZzanje gena za
S14, ki naj bi tudi sodeloval pri preskrbi rakavega tkiva z vi§jimi maS¢obnimi kislinami.

Z metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu Smo izmerili izraZzanje gena
S14 v tumorskem in sosednjem, navidezno zdravem, kontrolnem tkivu 41 bolnikov.

Nase ugotovitve:

e Izrazenost gena S14 je statisticno pomembno vi§ja v kontrolnem in ne v tumorskem
tkivu.

e Korelacija med izrazenostjo gena S14 v tumorskem in kontrolnem tkivu ni
statisticno pomembna.

e Pri analizi izraZenosti gena S14 v tumorskem tkivu s klini¢nimi znaki (stadij
bolezni, histoloski tip tumorja, izguba telesne teZe bolnikov pred operacijo, kajenje,
4-letno preZivetje bolnikov) nismo ugotovili statisticno pomembne razlike.

e Pri analizi razmerja izrazenosti gena S14ymor/S14kontrola s klininimi znaki (Cas
prezivetja v skupini pokojnih udelezencev, izguba telesne teZze bolnikov pred
operacijo, stadij bolezni) nismo ugotovili statisticno pomembne razlike.

e Analiza razmerja izrazenosti gena S14ymor/S1l4kontrola glede na stadij bolezni je
pokazala, da imajo bolniki v tretjem stadiju bolezni 1,27-krat visje izrazanje S14
T/K kot bolniki z drugim stadijem bolezni in 2,56-krat visje izrazanje kot bolniki s
stadijem ena. Razlika ni statisti¢cno pomembna.

e lzrazanje gena S14 v tumorskem in kontrolnem tkivu Korelira z izrazanjem gena

FASN v tumorskem in kontrolnem tkivu.
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