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POVZETEK

Rakava obolenja so v zahodnem svetu zelo razSiienamrljivost je kljub napredku
znanosti Se vedno visoka. Mnoge Studije so zatcetjsme k iskanju novihdnkovin in
terapevtskih pristopov, s katerimi bi poviSali stppprezivetja, zmanjSali nezelen&nke
obstoje&ih ucinkovin ter izboljSali kakovost Zivljenja bolnikoKer so tumorske celice
pridobile sposobnost neskare delitve, je glavni cilj protitumornihéinkovin selektivno
povzraiti apoptozo v teh celicah. Predhodno so bili dimteni in ovrednoteni zaviralci
serinskih proteaz kot modulatorji apoptoze. Pri ferhilo ugotovljeno, da so spojine z N-
amidinopiperidinskim skeletom selektivno takse za celice Burkittovega limfoma, njihov
mehanizem delovanja pa poteka preko zaviranja @sotea. Spojina5 je bila na podlagi
najnizje konstante zaviranja izbrana za nadaljapskave. Z nasSim raziskovalnim delom
smo zeleli doprinesti k razumevanju molekularnih hamézmov, ki so odgovorni
za selektivno toksnost spojine 15 za celice Burkittovega limfoma. S potho
eksperimentov na mikromrezah so bili identificirageeni, ki se zné&lno izrazajo pri
tretiranju s spojindl5. Izmed teh genov smo izbrali tiste tri, pri kabeso bile opazene
najvetje razlike v izrazanju. lzkazalo se je, da je iarg2 genaatf3 najbolj poveano,
izrazanje genatmn3najbolj zmanjSano, za gemgc-32 pa velja, da je sicer v celicah
Burkittovega limfoma zndlno poveano izrazen, spojind5 pa je njegovo izrazanje
mocno zniZzala. Zato smo v prvem delu diplomske nalbgleli preveriti izrazanje teh treh
genov z metodo RT-PCR v celicah Ramos (celice Buoskega limfoma) in sicer v
razlicnih ¢asovnih tékah po izpostavljanju spojiri5. Za primerjavo smo kot pozitivho
kontrolo uporabili bortezomib, ki je znan zaviralpmteasoma. Hkrati pa smo izrazanje
preverjali tudi v celicah U937 (monocitne celicedifuznega histiocitnega limfoma), za
katere je bilo ze predhodno ugotovljeno, da nisazdtne za spojind5. Najvesje razlike
po primerjavi obeh tipov celic (Ramos in U937) perprimerjavi tretiranja s spojintb in
bortezomibom smo opazili pri izrazanju geaté8, scimer smo potrdili njegov potencialen
doprinos k doseganju selektivne citot@kaisti spojinel5. Da bi bolje razumeli njegovo
vlogo, smo Zzeleli preveriti, katere signalne pativpletene v regulacijo omenjenega gena.
Z uporabo zaviralcev signalnih poti smo ugotovilg je izrazanje genatf3 v celicah
Burkittovega limfoma zmanjSano v primeru uporabertmannina, kar nakazuje na
vpletenost Akt signalne poti. Kljub ugotovitvi, de eden izmed izbranih genov

potencialno prispeva k selektivni citotoksosti spojinel5, pa lahko ta gen predstavlja



izhodi&e za nadaljnje raziskave, ki bi podrobneje razjasmehanizem delovanja te

spojine.
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ABSTRACT

Cancer is one of the most common diseases in thsteeworld and despite of the
developed science the mortality rate is still hi@ecause of that numerous studies are
focusing on finding new substances and therapeyproaches to increase survival rate,
reduce side effects of existing substances andowepguality of patients' lives. Since
tumor cells have developed the ability of infindi@ision, the main goal of antitumorigenic
compounds is to selectively cause apoptosis iretiefls. In previous studies inhibitors of
serine proteases have been synthesized and evhlamtsodulators of apoptosis. It has
been found that N-amidinopiperidine-based compouwardsselectively toxic to Burkitt's
lymphoma cells with proteasome inhibition as a na@t$m of action. Compountb was
chosen for further studies due to its lowest cantsthinhibition. Our aim was to elucidate
the molecular mechanisms which are responsible ther selective cytotoxicity of
compoundl5 towards the Burkitt's lymphoma cells. After anadysf data obtained from
microarrays, a gene expression profile of cellsosgp to compountl5 was determined. It
has been found that expression of &lti@ gene was the most up-regulated, while the most
down-regulated was thetmn3 gene. Expression of theyc-32 gene is known to be
characteristically increased in Burkitt's lymphorells and was found to be significantly
decreased in the presence of compobfdTherefore these three genes were chosen for
further evaluation with RT-PCR. We performed theemments on Ramos cells (Burkitt's
lymphoma cells) that were exposed to compoliidor various time points. As positive
control proteasome inhibitor bortezomib was usdadh& same time we were investigating
expression of all three chosen genes on U937 (nywe®cfrom diffuse histiocytic
lymphoma), cells for which was previously demonsiathat they are not susceptible to
compoundl5 mediated cytotoxicity. After comparison of bothl tiees and comparison of
exposure to compourtb and bortezomib, we found that a major differenes wbserved

in the expression of thef3 gene. Thereby we postulate the potential involvearoEATF3

in mediating the selective cytotoxicity of compouttl To better understand its role, we
explored the signaling pathways involved in theutation of this gene. By using inhibitors
of the main signaling pathways we observed a deetkaxpression @ftf3 gene in Ramos
cells when using wortmannin, which indicated inveshent of the Akt signaling pathway.
To confirm the importance o&tf3 gene in mediating the selective cytotoxicity of
compoundl5 further studies are needed. Nevertheless, thersataesults present a basis
for the future.
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SEZNAM KRATIC IN OKRAJSAV
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1 UvOD

1.1LEVKEMIJE IN LIMFOMI
Maligna obolenja zajemajo veliko Stevilo r&mnlih bolezni. So zelo razSirjena v zahodnem
svetu in po smrtnosti so unée$a takoj za kardiovaskularnimi boleznimi (1). Madligna

obolenja spadajo tudi levkemije in limfomi.

1.1.1 Levkemije

Levkemije so redke rakaste novotvorbe krvotvorniga, katerih znélnost je kopéenje
enega klona nenormalnih in poskat nefunkcionalnih krvnih celic v kostnem mozguwin
krvi. Ker celice ne podlezejo apoptozi, se Kgpiv kostnem mozgu, zaradesar se pojavi
slabokrvnost, nevtropenija in trombocitopenija Rt veini je sprozilni znak nepoznan,
zato govorimo o primarnih oblikah levkemig pa je vzrok znan, gre za sekundarno obliko
levkemije. Dejavniki, ki lahko sprozijo nastanek/kemij, so obsevanje z ionizirajoni
Zarki, zdravljenje predhodne bolezni z obsevanjgemetsko ozadije, ragtie kemijske
spojine, citostatiki in nekateri virusi (3). Gled@ vrsto celic jih delimo v limfatne in
mielo¢ne, glede na razvojno stopnjo levkémh celic in potek bolezni pa v akutne (hitro
potekaj@e) in krontne (dolgotrajne). Akutne levkemije so bolj pogodie,levkemije pa
je pogosto odvisen od starosti (2).

Akutne levkemije so heterogena skupina klonskih bolezni, ki so gubs& pridobljene
somatske mutacije in nato nenadzorovane rasti pottntne matne celice. V primeru, da
gre za okvaro mieléhe multipotentne celice, govorimo o akutni mi&hilevkemiji, v
primeru okvare limfatine multipotentne celice pa se razvije akutna lintfaclevkemija
(3).

Kroni éne levkemije so skupina krokno potekajoih krvnih bolezni, pri katerih je
poveano nastajanje krvnih celic zaradi motnje na rdrmbtvorne matine celice. Tudi
tukaj lotimo kronicno mielotno levkemijo, kjer pri v&ni bolnikov najdemo
kromosomsko spremembo Philadelphia (Ph) kromosagaeciprana translokacija med
kromosomoma 9 in 22) ter kramie levkemije limfocitne vrste, ki sodijo med limfeni2).



1.1.2 Limfomi

Maligni limfomi so novotvorbe, ki nastanejo zaradajne in samostojne razrasti celic
limfaticnega tkiva, ki je ireverzibilna. So klonske bolezki nastanejo z maligno
preobrazbo limfocitov T, B ali celic ubijalk (NKNajpogosteje prizadenejo bezgavke,
vranico, nebnici in kostni mozeg. V nekaterih pritheso maligni limfomi dolgocasa
omejeni, drugi pa se hitro razsSirijo v kostni mozedri. V osnovi jih delimo v dve V@i
skupini: Hodgkinov limfom, za katerega so &ihae Reed-Sternbergove celice velikanke
in Hodgkinove celice, ter ne-Hodgkinovi limfomi (3)

Priblizno 95 % limfomov je B-limfocitnega izvora postaja jasno, da njihov nastanek ni
povsem avtonomen, saj so kiju dejavniki, od katerih je odvisna normalna difesiacija
celic B, potrebni tudi za maligno rast ¢uee B-celtnih limfomov. Eden takSnih
dejavnikov je BCR (B-cetni receptor), katerega izraZzanje je kho za prezivetje mnogih
limfomov. Za precej B-calnih limfomov so zndlne recipréne kromosomske
translokacije, v patogenezo pa so pogosto vkle tudi genomske amplifikacije (npr.
gena REL, ki ima pomembno vilogo v prezivetju inlifeoaciji celic B), mutacije v tumor
zaviralnih genih (nprp53 ter virusi (npr. Epstein-Barr virus, humani hespéarus 8).
Poleg tega predvidevajo, da so v razvoj limfomoletgni tudi eksogeni ali avto-antigeni

ter stimulativni signali iz same okolice limfomg) (4

Burkittov limfom (BL) je visoko agresivni B-celhi ne-Hodgkinov limfom in je
najhitreje rast® humani tumor, pri katerem se celice podvojijo 4 @ 48 urah (5).
Njegova genetska zdignost so kromosomske spremembe oanyc onkogenu, Ki
prispevajo k limfomogenezi preko sprememb v regjilacelicnega cikla, cetini
diferenciaciji, apoptozi, celhi adheziji ter metabolizmu (6).

WHO klasifikacija opisuje tri raztne klinicne vrste: enderiino, sporadino in povezano s
pomanjkljivim imunskim odzivom. Medtem ko je endéma oblika zn&lna za
ekvatorialno Afriko (t.j. endemino obmdje malarije) in je skoraj v vseh primerih
povezana z Epstein-Barr virusom (EBV), spotadioblika nima specifne klimatske ali
geografske razporeditve. Imunopomanjkljiva oblilea gonavadi pojavilja pri bolnikih s
HIV infekcijo in je pogostej3a, ko je Stevilo CDA celic vidje od 200/uL (zgodaj v
napredovanju HIV infekcije) (5,6). Predvidevajo, daus HIV vpliva na celice B preko
deregulacije z aktivacijo sprozene citidin deamenter preko krortne aktivacije celic B.

Ena izmed vlog EBV v endetiiem Burkittovem limfomu bi lahko bila blokada apagps



v celicah B prekoc-myc translokacije. EBV lahko sprozi tudi genomsko abshost,
deregulira funkcije telomer in inducira poskodbo AN okuzenih celicah. V EBV
pozitivni endemini in imunopomanikljivi vrsti so opazili virusne KIDRNA, ki jih zato
prav tako povezujejo s tumorigenezo (5).

Teorije o izvoru celic limfoma so razhe — nekatere raziskave kazejo, da le-te izviajo i
celic germinalnega centra, medtem ko druge nakgg\ge limfom izvira iz spominskih B-
celic (4,5). Poleg Ze omenjenega EBV, bolezen pgegz z malarijo vrste falciparum, ki
naj bi poveala tveganje za endetni BL prek interakcije z EBV okuzenimi celicami (5)

V 70 do 80 % primerov BL najdemo translokacijo 1@)(g24;932), ostali dve translokaciji
t(2;8)(p12;924) in t(8;22)(q24;911) pa se pojawtal0 do 15 % primerov. Omenjene
mutacije povzrgijo translokacijo c-myc zraven tezkih oz.x- ali A-lahkih verig
imunoglobulinov. Zaradi powane transkripcijev genov za tezke in lahke verige
imunoglobulinov v zrelih limfocitih B, se nato pasaetudi transkripcija genamyg ki ima
klju¢no vlogo v nadzoru ceélnega cikla (5,6).

Kljub temu, da je zaradi visokega izrazanja praeirMyc BL definiran kot homogena
bolezen, pa velja omeniti, da v priblizno do 10 #itmerov BL niso zasledili translokacij
povezanih sc-myc (5). Mozno je, da je-mycv teh primerih dereguliran preko drugih
mehanizmov. Odkrili so na primer, da bi péaeo izrazanje proteina c-Myc lahko bila
posledica mutacije na aminokislinskem ostanku freoma mestu 58, kar bi vodilo v
zmanjSano razgradnjo c-Myc preko proteasoma (A)efdmo izrazanje proteina c-Myc v
normalnih celicah B povzto apoptozo preko p53 poti. Ker imajo mnogi BL ptis®
mutacije tumor zaviralnega gep&3 bi tudi to lahko bil vzrok za moteno apoptozdsys,
Od p53 neodvisna pot pa je morda povezana z zmz@raZzanjem celnega proteina
Bim, ki je antagonist antiapoptotiega proteina Bcl-2 (5).

Kliniéno se BL izraza v povanih bezgavkah (limfodenopatiji), pogosto z nabrekl
trebuhom ali ¢eljustjo ter infiltracijo kostnega mozga. Do 30 %lrbkov zboli za
meningitisom. Celice BL povrSinsko izrazajo IgM, [Bcter celéne oznaevalce CD19
CD20, CD22, CD10 ter CD79a in so negativne za QTI323, TdT ter pogosto za Bcl-2
(5,6). Zdravljenje Burkittovega limfoma sestojih ikratkih, intenzivnih ciklov
kemoterapije z razlnimi kombinacijami citostatikov (ciklofosfamid, \knistin,
metotreksat, doksorubicin in citarabin). Prognodabgraslih je sicer na splosno slabSa kot

pri otrocih, vendar pa se v zadnjerasu s pomgo agresivne kombinirane terapije ter



uporabe rituksimaba, monoklonskega protitelesai preticnemu ozn&evalcu CD20,
stopnja prezivetja izboljSuje (5,6). Med potenatalnove dinkovine priStevajo tudi
zaviralce DNA metiltransferaze, protismiselne ofigkleotide, katerih t&a je c-Myc,

zaviralce od ciklinov odvisnih kinaz ter zavirajoeteasoma (6).

1.2 APOPTOZA

Izraz apoptoza, ki prihaja iz starodavne grske deaego-toe-sisn pomeni »listje, ki pada

Z dreves«, so prvi uporabili Kerr, Wyllie in Currie leta 1972 (8,9Apoptoza ali
programirana celnha smrt je fizioloSka oblika c€he smrti, ki ima pomembno vlogo pri
razvoju in zagotavljanju tkivne homeostaze. Priagevse od embrionalnega razvoja do
smrti in je med drugim pomembna v procesu staramjaadzoru poSkodovanih ali
spremenjenih tkiv in ko zdravo tkivo odmre (9,10).

Apoptozo lahko sprozijo Stevilni dejavniki, med dinm protitumorne ginkovine, gama in
ultravijolicno sevanje, pomanjkanje dejavnikov prezivetja (kpt. interlevkin-1) in
razlicnih citokinov, ki aktivirajo smrtne receptorje, keb Fas in TNF receptorji. Preko
razlicnih poti potem ti drazljaji sprozijo karakterigto pot izrazanja mnogih genov (npr.
genov Bcl-2 druzine ali genab3) (11).

Proces apoptoze se odraza v zaporedjdilnita morfoloskih sprememb. V jedru pdee
kondenzacija kromatina, ki se nato razporedi nafgygr le-tega. Pride tudi do Kenja
citoplazme, kar povzte, da se sama celica skrter izgubi stik s sosednjimi celicami.
Jedro se razgradi in na membrani je m@gopaziti majhne mehtkaste izbokline (gre za
t.i. brstenje membrane). V zadnjih fazah apoptazeelic nastanejo Stevilna apoptotska
telesca, to so delci citoplazme, obdani sc¢oei membrano, ki lahko vsebujejo jedrne
fragmente (8,9,11). Membrana celic kljub nekatespremembam med procesom apoptoze
ohrani svojo integriteto. NajpomembnejSa spremembmbrane je izpostavitev negativno
nabitega fosfolipida, fosfatidilserina, na ¢ab povrSino. Fosfatidilserin se sicer nahaja na
notranji strani lipidnega dvosloja, med procesoropapze pa se prestavi ha zunanjo stran
membrane. S tem postane é&eli ozn&evalec, preko katerega fagociti prepoznajo
apoptoténo celico in jo odstanijo. Pri tem ne pride do nzmhja celéne vsebine ter
poskodb ali vnetja okoliSkega tkiva, kot se to agpd nekrozi. Slednjo skoraj vedno
povzrai patoloski stimulus, medtem ko je stimulus za dppp lahko patoloski ali
fizioloSki (8,9).



1.2.1 Mehanizem apoptoze

Osrednjo vlogo v procesu apoptoze imajo kaspazesokvisoko speaihi proteolizni
encimi iz skupine cisteinskih proteaz. Kaspaze smovmalnih celicah prisotne kot
neaktivni proencimi, ki pa se lahko hitro aktivimapodisi z avtoproteolitho razgradnjo
ali pa z razgradnjo preko drugih kaspaz, ki petea specitinih aminokislinskih ostankih.
Poznamo dve vrsti kaspaz, ki sodelujejo pri procepoptoze. Iniciatorske kaspaze
(kaspaze 2, 8, 9, 10) pretvorijo r&pnée signale v proteazno aktivnost, efektorske kaspaz
(kaspaze 3, 6, 7) pacelici odstranijo aktinske in lamininske proteikeoblikujejo celEni
skelet ter tako povztgo morfoloSke spremembe in apoptotd celtno smrt. Aktivacija
kaspaz in s tem programirana ¢el smrt sta lahko povateni preko dveh razinih, a
konvergentnih poti: aktivacija smrtnih receptorjékstrinzéna pot) in mitohondrijska
(intrinzi¢cna) pot (slika 1) (8,9,11).
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Slika 1: Ekstrinziéna in intrinzi ¢na pot apoptoze.Ekstrinzina pot se sprozi po vezavi proteina iz TNF
druzine na njegov receptor, kar vodi v aktivacispaze 8. Intrinzna pot pa se sprozi preko notranjih
dejavnikov in vodi v spra&nje citokroma ¢ preko mitohondrijske membranedd®do aktivacije kaspaze 9.

Obe poti se zdruzita z aktivacijo kaspaze 3 inisipdptoza. (povzeto po (9,13))



Ekstrinzi éno pot sprozi vezava ligandov na smrtne receptorje, kia®ajajo na povrsini
celice. Najbolj znana med njimi sta receptor za HéasR) ter receptor za dejavnik
tumorske nekroze (TNF-R1). Po vezavi liganda sesma&tno domeno receptorja veze
adapterska beljakovina, kar pov@grmastanek signalnega kompleksa, imenovanega DISC
(angl. death-inducing signaling complex). Sem seeveidi prokaspaza 8, ki se znotraj
nastalega kompleksa protealito aktivira v kaspazo 8, ki je osrednji mediatooatpze.
Ta nato aktivira ostale kaspaze, med drugim tudp&ao 3, glavno efektorsko kaspazo (8-
10,12).

Intrinzi ¢éno pot pa lahko sprozijo mnogi dejavniki (reaktivne kisie spojine, posSkodbe
DNA, znizanje rastnih faktorjev,..), ki vodijo v p&anje prepustnosti membrane
mitohondrija ter sprd®&nje mnogih molekul iz medmembranskega prostoraj tu
citokroma c. Slednji se veze z Apaf-1 (apogtatiproteaze-aktiviraj@ faktor 1) ter
prokaspazo 9 v apoptosom, kar sprozi aktivacijgpéas 9, ki potem aktivira kaspazo 3.
Intrinzi¢no pot nadzira ravnhovesje med antiapoptomi in proapoptotinimi proteini Bcl-

2 druzine (8-10,12).

1.2.2 Apoptoza in rak

Ker je apoptoza eden izmed Kipih procesov za zagotavljanje homeostaze v organizm
ni presenetljivo, da se v primeru spremenjenegakaote-te lahko razvijejo razhe
bolezni. Preobsezno odmiranje celic je prisotno iphiemiji po akutnem miokardnem
infarktu, kapi, nevrodegenerativnih boleznih (Alzherjeva ali Parkinsonova bolezen),
avtoimunih boleznih (npr. multipla skleroza), siodru pridobljene zmanjSane imunske
aktivnosti (AIDS), bakterijskih infekcijah (npriNeisseria meningitid)s hematoloskih
motnjah (npr. mielodisplasti sindrom) in pri s toksini povzeenih boleznih (alkoholni
hepatitis). Zavrta apoptoza pa se kaZze v mnogihotjiim avtoimunih boleznih in
arterosklerozi (9,10). RaZhe Studije so pokazale s starostjo povezane sprbmem
proteinih, ki regulirajo apoptozo, katere sovpadajovejo verjetnostjo za nastanek
malignih, avtoimunih ali nevrodegenerativnih boliean starejSih ljudeh (10).

Akumulacija prevelikega Stevila malignih celic gezultat prekomerne proliferacije in/ali
nezadostne apoptoze. Tako mutacije, ki vodijo ktimacijo proapoptotinih genov, kot
tudi poveano izrazanje in/ali aktivnhost antiapoptoih proteinov povzréjo, da proces
apoptoze v malignih celicah ne pt#e (10). NajpogostejSe spremembe predstavljajo



pove&ano izrazanje antiapoptomih proteinov Bcl-2 druzine ter mutacije v tumor
zaviralnem genyp53 (9). Opazili pa so tudi po¢ano izrazanje IAP (proteinov iz druzine
zaviralcev apoptoze), mutacije geffas ter mutacije v genih, ki kodirajo kaspaze (10).
Vecina winkovin, ki se trenutno uporabljajo v terapiji rakamelji na indukciji apoptoze
preko obeh poti. Razvijajo se zaviralci kaspaz,iraési IAP, zaviralci antiapoptatnih
Bcl-2 proteinov ter zaviralci proteaz (10).

1.3 PROTEASOM IN ZAVIRALCI PROTEASOMA

Proteasomje multikataliteni kompleks, ki sodeluje z ubikvitinskim sistemovklju cen je

v razlicne bioloSke procese, med drugim tudi v napredovskgei celéni cikel, popravilo
DNA, apoptozo, imunski odziv, prenos signalov, slaipcijo in metabolizem. Proteasom
26S je sestavljen iz ene 20S podenote in dveh d88nwt (slika 2) (14).

20S podenota predstavlja jedro, v katerem se miotazgradijo. Je cilindéne oblike,
zgrajena iz Stirih heptamernih obew, ki so sestavljeni iz dveh zunangil{strukturnih) ter
dveh notranjihp (kataliticnin) podenot. Na notranji strani slednjih se ngoajai
podenote {1, B2 in B5) s treoninom v aktivnem mestu, ki imajo hidréhid aktivhost —
imajo skupni mehanizem, a tri razie aktivnosti, in sicer kaspazi, tripsinu ter
kimotripsinu podobno aktivnost (14).

Vsak konec jedra je povezan z 19S regulatorno pmidenki prepozna substrate
proteasoma. 19S podenota sestoji iz 19 proteinoyeimazdeljena na bazni del (10
proteinov) ter pokrov (9 proteinov). Bazni del jajen za vezavo in razvijanje

ubikvitiniliranih proteinov, pokrov pa skrbi za dalvitiniliranje substrata (14).
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Slika 2: Shematski prikaz strukture proteasoma. RPN: regulatorni ne-ATPazni del; RPT: ATPaza
odvisni regulatorni del) (povzeto po (14))



Ker je proteasom Kklgni regulator razgradnje proteinov, predstavljapaviralci
proteasoma edinstven pristop v terapiji rakavih obolenj (1%trukturno so si precej
razlicni in jih delimo v dve veliki skupini glede na té tvorijo kovalentno vez v aktivnem
mestu. Vsi nekovalentni zaviralci so reverzibilkéy pa velja tudi za nekatere kovalentne
zaviralce. Mednje spada bortezomib (Veld3déi se v kliniki uporablja za zdravljenje
multiplega mieloma (16). Bortezomib je analog digeg z molekulsko formulo
C1oH25sBN4O4, ki ima v svoji strukturi tudi boronsko kislinoslika 3) (15). Spada v
skupino peptidnih boronatov, ki tvorijo tetragae adukte z aktivnim mestom, ki so nato
Se dodatno stabilizirani z vodikovo vezjo med Nxyteralno amino skupino in eno izmed
hidroksilnih skupin boronske kisline (16). Bortezbnselektivno in reverzibilno zavira
kimotripsinu podobno aktivnost, kar mu omdgaaviranje razgradnje proteinov, ki so

vpleteni v regulacijo cetnega cikla in prezivetje celice (15).
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Slika 3: Struktura bortezomiba




1.4 STATMIN (STMN3)

Mikrotubuli so dinamini polimeri, sestavljeni iz dimernih podenaip tubulina, ki
prispevajo k mnogim celnim procesom, med drugim tudi k premikanju kromosermn
mitozi. Kar nekaj uspesnih protitumorniinkovin deluje na mikrotubule ali tubulinske
podenote, tae pa postajajo tudi proteini, ki regulirajo sestavoazgradnjo mikrotubulov.
Eden izmed teh regulatornih proteinov je fosfoprostatmin/onkoprotein 18 (17).

Je citosolni protein z molekulsko maso 17 kDa,dgulira dinamiko mikrotubulov preko
spodbujanja depolimerizacije le-teh in/ali pregneanja polimerizacije heterodimerov
tubulina. Pred vstopom v mitozo mikrotubuli polinzénajo, da lahko tvorijo delitveno
vreteno. Ta proces je omagm s fosforilacijo statmina, ki se tako inaktiviRreden celice
zapustijo mitozo in vstopijo v interfazo, mora potg@onovna aktivacija statmina z
defosforilacijo (slika 4). Statmin je torej pomembiako za tvorbo delitvenega vretena na
zatetku mitoze, kot za regulacijo funkcije le-tegaaskejSih fazah ter za prasasen izhod
celic iz mitoze. V primeru njegovega pd@amega izrazanja pride do ohromljene ali
onemogdene tvorbe delitvenega vretena ter zastoja celizgudnjin fazah mitoze,
zaviranje izrazanja pa vodi v akumulacijo celic 2/K@ fazah celinega cikla ter je

povezano z napakami v funkciji delitvenega vretiema otezenim izhodom celic iz mitoze
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Slika 4: Vloga statmina v mitotski fazi celtnega cikla. V zatetku mitoze mikrotubuli (mt)
depolimerizirajo in nato repolimerizirajo, da tjoridelitveno vreteno. Inaktivacija statmina s fagézijo
omogai tvorbo delitvenega vretena in vstop v mitozo, teed ko reaktivacija z defosforilacijo spodbudi

razgradnjo le-tega in izhod iz mitoze (povzeto p8)].



Izrazanje statmina je pos¥@no v mnogih rakavih obolenjih (levkemija, limformak
ploXatih celic, adenocistni rak, rak plj&, hepatocelularni rak, adenokarcinom, rak
prostate, sarkomi, glioma, rak dojke ter raknasov). Ugotovljeno je bilo, da so tumorji,
kjer je ta protein prekomerno izrazen, slabo difem@ni in imajo posledno slabso
prognozo, zato se statmin uporablja tudi kot bid®arza spremljanje stopnje
napredovanja raka (17). Obstaja tudi ¢me korelacija med powanim izraZzanjem
statmina in cetino proliferacijo, tako v normalnih kot v malignikleah (17,18).
Dosedanje Studije so pokazale, da zaviranje izfazstatmina v mnogih ceéhih linijah
vodi do zastoja celhega cikla in apoptoze. Do slednje v d@oih celicah pride ze pri
delnem zaviranju izraZanja statmina, vendar pavyilesiajo, da vzrok zanjo ni zaustavitev
mitoze. Na z&etku namré pote&e fosforilacija statmina in med mitozo statmin
mikrotubulov ne destabilizira, zato ni verjetno, biazaviranje prepkglo vstop celic v
mitozo. Zadniji izsledki kazejo na to, da samo zje statmina povzo apoptozo le v
tistih celicnih linijah (tako malignih kot normalnih), kjer gen p53 neaktiven, pricemer
celice zastanejo v G2 fazi agliega cikla. Ti rezultati nakazujejo, da bi v tejialsihko
uporabili zaviranje izrazanja statmina kotéimapovzra@itve apoptoze v tumorjih brez

funkcionalneg@53(17).

1.5 RGC-32

Rgc-32gen je odzivni gen na komplement (angl. respomse o complement), katerega
izrazanje sprozi aktivacija komplementa. Humaya-32 gen kodira protein z molekulsko
maso 12.9 kDa in vsebuje zaporedje 117 aminokislimma 92 % podobnost s podganjim
in miSjim proteinom (19-21). Poleg aktivacije kommplenta izraZanjeyc-32gena sprozijo
rastni faktorji, hormoni in citokini (19).

Protein RGC-32 ima pomembno viogo v ¢eém ciklu. Ugotovljeno je bilo, da deluje kot
substrat in regulator od ciklina odvisne kinaze {84 (CDK2) ter tako spodbuja
proliferacijo. Direktno se veZe na p34?in poveta aktivnost kinaze, za vezavo pa je
klju¢na fosforilacija RGC-32 in sicer na aminokislinskestanku treonina na mestu 91
(21). Ker ima pomembno viogo v a@i proliferaciji, ima vpliv tudi na procese
diferenciacije. Slednje nakazuje ena izmed Stlghy, so iskali tate v s TGFB inducirani

diferenciaciji gladkih miginih celic. Analiza eksperimentov na mikromrezatngnre
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pokazala, da je izrazanje gerge-32 mocno povéano. Ker so ze v poprejSnjih Studijah
ugotovili, da sta Smad in RhoA signalni poti nugaito diferenciacijo, so predpostavili, da
ju TGF{ aktivira, kar nadalje stimuliregc-32 Sledniji sprozi transkripcijo gena za gladke
miSiéne celice ter tako sprozi diferenciacijo (22). G&leuh to, da jegc-32 vkljucen v
procese regulacije céhega cikla ter diferenciacije, ni presenetljivaitogegova vioga v
tumorigenezi (19).

V razli¢nih Studijah so bile opazene spremembe v izraZBGC-32 proteina v tumorijih.
Tako se je v raku debelegeevesa, jajnikov, dojke, mehurja, pluter prostate RGC-32
pove&ano izrazal, medtem ko so v napredovalih stopngitoeitomov opazili zmanjSanje
izrazanja. Pov&ano izrazanjegc-32 gena je bilo opazeno v koznem T-&eém limfomu,
zmanjSano izrazanje pa v multiplem mielomu. Tudid§é izrazanja gena v invazivnih
tumorjih so dale nasprotuje si rezultate, in sicer je bilo izrazanje pé&aeo v raku dojke z
osteolittnimi metastazami, zmanjSano pa v metastaznem i eties in v na androgene
odpornem metastaznem raku prostate (19,20).

Medtem ko pov&ano izrazanje v tumorjih nakazuje na vlogo RGC-3Bmorogenezi, pa
je po drugi strani v razlnih malignih ceknih linijjah pové&ano izrazanje vodilo v
zakasnjeno napredovanje iz G2 v M fazo @ega cikla (19,20). Zanimivo je, da so v
Studiji izrazanja tega gena v nedrobnageim pljnem raku ugotovili, da je njegovo
izrazanje morda pogojeno z mutacijo ggi8 V tumorjih, ki so izrazali divji tipp53 je
rgc-32 deloval kot tumor zaviralec in je metilacija v ggvi promotorski regiji vodila v
nizjo stopnjo prezivetja. Nasprotno pa je zmanganjazanja preko metilacije v tumorjih
z mutiranimp53 vodilo v viSjo stopnjo prezivetja, kar nakazuje, j@ deloval kot tumor
promotor (23).

Vsi ti podatki kaZejo na to, da je vloggc-32 gena v rakavih obolenjih zelo kompleksna in
Se ni povsem raziskana. Potrebne so Se nadaljpjgestki bi osvetlile njegovo nat&no
funkcijo.
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1.6 ATF3

Protein ATF3 (aktivacijski transkripcijski faktor) 3e ¢lan druzine ATF3/CREB (ang.
ATF/cyclic AMP response element-binding) transkijgich faktorjev. Slednja predstavlja
veliko skupino transkripcijskih faktorjev, ki imajosnovni regiji levcinsko zadrgo (bZIP;
angl. basic-region leucine zipper). Osnovna regijgj domeni je odgovorna za speénid
vezavo DNA, medtem ko je t.i. levcinska zadrga aagpna za oblikovanje homodimerov
ali heterodimerov z drugimi bZIP-vsebjmi proteini(24).

Aminokislinsko zaporedje ATF3 vsebuje 181 aminakishjegova molekulska masa pa je
22 kD. ATF3 dimerizira z drugimi ATF/CREB proteinglede na vrsto promotorja pa
lahko ti heterodimeri delujejo kot zaviralci alitadatorji transkripcije (24).

Atf3 gen je adaptivno-odzivni gen, ki sodeluje v razdh celiénih procesih z namenom
prilagoditve na znotraj- ali zunajcétie spremembe (24). Njegovo izrazanje je v miihjo
celicah nizko, v prisotnosti stresnih signalov pars®no poveéa. lzrazanje pov@&jo tako
karcinogeni, DNA poSkodbe, hipoksija in anoksijat kudi signali, ki ne ustrezajo tiii
definiciji stresnega signala — npr. adipocitokihipgisotnost signala za napredovanje skozi

S-fazo celtnega cikla (25).

1.6.1 ATF3 in rakava obolenja

Atf3 gen ima pomembno vilogo v tumorogenezi, saj regulmavnotezje med
proliferativnimi in apoptotinimi signali, ki prispevajo k razvoju raka. Odvisod vrste
celice lahko igratf3 razlicne vioge. To lepo prikazuje Studija, kjer so ugdipda je atf3
okrepil s stresom povzéeno apoptozo v netransformiranih celicah humanirelinije
raka dojke (MCF10A). Nasprotno pa je izrazamnggf3 v maligni celéni liniji
(MCF10CAla) prepr@lo s stresom inducirani zastoj calega cikla ter pospesSilo
gibljivost in invazivni potencial malignih celic. ®F10A in MCF10CAla sta izogeni
celiéni liniji z istim genetskim ozadjem, ki se razlikt@ le v spremembah, nastalih med
maligno transformacijo, kar nakazuje, da stopnjégnasti vpliva na funkcijeatf3 (26).

ATF3 kot onkogen
Pove&ano izrazanjatf3 gena v Stevilnih tumorjih nakazuje, da morda aekgt onkogen.
Pove&ano izrazanje so opazili v mnogih tumorjih dojketgmcialno zaradi pomnozitve

gena.Atf3 je namré lokaliziran na kromosomu 1g32.3, znotraj amplikdmg regiji, ki je
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najpogosteje pomnozena v tumorju dojke (26). Udg@aw je bilo tudi, da TG v
malignih celicah raka dojke sprozi izraza@#3 gena, ki nato pova izrazanje t&nih
genov TGFB. TGF je protein, ki nadzoruje cého proliferacijo, diferenciacijo ter druge
procese v wv@ni celic, v rakavih celicah pa so njegove signapwi motene in zato
prispeva k njihovi gibljivosti ter invazivnhemu poigalu. Prav tako so ugotovili, d#tf3
povea izrazanje sameg&gf-f gena in tako ustvarja pozitivno povratno zanko za
signalizacijo TGFB (25).

Pove&ano izrazanje so opazili tudi pri raku plagh celic, (27) ter v cealnih linijah raka
prostate (z najwgo izrazenostjo pri bolj agresivnih linijah) (28Y. tkivu Hodgkinovega
limfoma je bilo izrazanje Wge v primerjavi s tkivom ne-Hodgkinovega limfoma me-
malignim tkivom. Pri zmanjSanju izrazan@f3 se je tukaj zmanjSala proliferacija in
Stevilo Hodgkin/Reed-Sternbegovih celic (29). Tudevkemtnih zrelih celicah T (ang.
adult T-cell leukemia) jeatf3 povetal proliferacijo in sicer preko povanega izrazanja
genov, ki so povezani s c&lim ciklom ter zmanjSanjem izrazanja proapogtoh genov
(30). Ugotovljeno je bilo tudi, datf3 spodbuja invazivnost celic tumorja prostatevitro,
Drg-1 gen (metastaze zaviralni gen) pa zmanjSa sposbbreiastaziranja teh celic preko

zaviranja izrazanjatf3 (31).

ATF3 kot tumor zaviralec

V nasprotju z zgornjimi Studijami, pa so nekatereigg raziskave nakazale, @df3
spodbuja apoptozo in zmanjSa invazivni potencialidgaih celénih linij ter tako zavira
tumorogenezo. V eni izmed Studij so ugotovil, da g po uporabi razinih
kemopreventivnih substanc kot so sulindak sulfrdglitazon in resveratrol, povalo
izrazanje atf3 v HCT-116 celicah kolorektalnega raka, ki je pdgleo vodilo v
spremenjeno izrazanje nekaterih genov, povezamtazivnostjo celic (32).

V celicnih linijjah humanega gasinega raka (TMK-1), raka kolona (HT29, HCT116,
SW620) in raka pankreasa (L3.6pl) so pokazali, deiranje Saperona Hsp90 sprozi
pove&ano izraZzanje proteina ATF3. Hsp90 (ang. heat-dchwotein 90) je s stresom
inducirani protein, ki je pow&ano izrazen v rakavih celicah. Znizanje ATF3 v HC&1
celiécnih linijah je vodilo do pové&ane sposobnosti migracije rakavih ceiic vitro ter
poveane rasti tumorjan vivo, kar nakazuje, da ATF3 deluje kot tumor zaviralec

dejavnik zaviranja tumorske rasti (33).
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Tako pristop pridobitve kot izgube funkcigf3 v misjih fibroblastih sta pokazala, da je
atf3 proapoptotien, saj je zaviral napredovanje skozi @dlicikel in sicer (vsaj delno)
preko vpliva na cikline — vezal se je na promotidita D1, sicer regulatorja cé€hega
cikla, in prepréil njegovo transkripcijo Atf3 je preko spodbujanja apoptoze tudi zavrl z
Ras-om inducirano tumorogenezo, izguba funkcijgepaodila v povéano proliferacijo
Ras transformiranih celic (34). Ugotovili so tudla se protein ATF3 pod vplivom
genotoksinega stresa (doksorubicin, kampotekin, aktinomindirektno veze na C-
terminalni del proteina p53. Tako prefirenjegovo ubikvitinacijo in razgradnjo ter
posledéno poveéa njegovo delovanje. Nasprotno pa izguba ATF3 opraapoptotino in
tumor zaviralno funkcijo p53 (35,36).

Vse zgoraj opisane Studije potrjujejo dihotomnogddATF3 v razvoju raka. Zdi se, da
atf3 gen, ki je povéano izrazen v razinih tumorjih, prispeva k tumorogenezi, s stresom
induciraniatf3 pa le-to zavira. Razlog temu so najverjetnejei¢azblicinki atf3 na njegove
takne gene. Nadaljnje raziskovanje in razumevanje kotdenega ozadja, ki data viogo
ATF3 kot tumor zaviralca ali onkogena bo lahko owtg racionalno nértovanje

ucinkovin v prihodnosti.

14



2 NAMEN DELA

Diplomsko delo je nadaljevanje predhodnih Studijkaterih je bila sintetizirana in
ovrednotena skupina zaviralcev serinskih proteaariduktorjev apoptoze. Pri tem je bilo
ugotovljeno, da so spojine z N-amidinopiperidinskékeletom selektivno tokSie za
celice Burkittovega limfoma. Mehanizem delovanjaegia preko zaviranja proteasoma,
pri ¢emer je imela spojind5 najnizjo konstanto zaviranja, zato je bila izbraaanadaljnje
raziskave. lzvedena analiza eksperimentov na mitedah je pokazala razlike v izrazanju
Stevilnih genov, med katerimi smo izbrali tri zadafnje Studije.

Namen naSega dela je doprinesti k razumevanju mlaekh mehanizmov, ki so
odgovorni za selektivno toksiost spojin€l5 za celice Burkittovega limfoma. Zato bomo
v prvem delu diplomske naloge preverjali izrazagg@ovstmn3 rgc-32in atf3 z metodo
RT-PCR v celicah Ramos (celice Burkittovega limfgnma sicer v razkinih ¢asovnih
tockah po izpostavljanju spojinl5 ter bortezomibu, ki je znan zaviralec proteasoma.
Izrazanje teh genov bomo hkrati preverjali v cdlidd937, za katere spojinkb ni bila
toksikna. V primeru, da bomo potrdili razlike v izrazargenov, bomo v drugem delu
diplomske naloge poskusali osvetliti signalizaajgboti, ki so vpletene v regulacijo teh
genov. V ta namen bomo celice Ramos in U937 ttetrazaviralci signalnih poti ter
preverjali ali v katerem primeru pride do zmanjggmerazanja genov.

V zadnjem segmentu bomo ugotavljali citot@ksist spojinel5 za limfoblastoidne celne
linije, ki so se predhodno izkazale kot dobri modal iskanje tat. V primeru, da bo nasa
spojina za katero od teh aglih linij citotoksicna, bomo tudi na teh linijah ovrednotili

izrazanje izbranih genov.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Kemikalija

Proizvajalec

2-merkaptoetanol

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

absolutni etanol (99 %)

KEFO, Ljubljana, Slovenija

antibiotik  (streptomicin,  penicilin) iy

antimikotik (amfotericin B), raztopina

1 Sigma — Aldrich, MO, ZDA

bortezomib

Janssen-Cilag Internacional NV, Bee

Belgija

DMSO (dimetilsulfoksid)

Merck Chemicals, Darmstadentija

etanol 70 %

Merck Chemicals, Darmstadt, Ngan

goveji serumski aloumin (BSA)

Sigma — Aldrich, MEDA

zaviralec RNAz

Ambion, Invitrogen, California, ZDA

kloroform

MERCK, Whitehouse Station, NY, ZDA

medij RPMI 1640

Sigma — Aldrich, MO, ZDA

Ing.

(PrimeTimé™ Std gPCR Assay)

oligonukleotidni z&etniki za gen 18sRNA | IDT®, Integrated DNA Technologies,
(PrimeTimé™ Std gPCR Assay) Leuven, Belgija

oligonukleotidni zaetniki za gen ATF3 IDT®, Integrated DNA Technologies, Ing.
(PrimeTimé™ Std gPCR Assay) Leuven, Belgija

oligonukleotidni zaetniki za gen RGC-32 | IDT®, Integrated DNA Technologies, Ing.
(PrimeTimé™ Std gPCR Assay) Leuven, Belgija

oligonukleotidni z&etniki za gen STMN3 | IDT®, Integrated DNA Technologies, Ing.

Leuven, Belgija

oligonukleotidni z&etniki (F in R) za gen;
18sRNA in STMN3

aKicgStart” Primers for SYBR Green |
RT-gPCR, Sigma — Aldrich, MO, ZDA

raztopina tripanskega modrila (angl. Tryp

Blue solution)

a@Bigma — Aldrich, MO, ZDA

Trizol®

Invitrogen, California, ZDA
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3.1.2 Reagenti

Reagent

Proizvajalec

Cell Titer 96°AQueous One Solutio
Reagent (reagent za test ¢e# metabolne

nPromega, Madison, WI, ZDA

aktivnosti)

3.1.3 Kompleti

Komplet Proizvajalec

High Capacity cDNA Reverse TranscriptipApplied Biosystems Inc., Foster Cit

Kit

California, ZDA

Purelink™ RNA Mini Kit

Ambion, Invitrogen, California, ZDA

EvaGreefi gPCR Mix Plus

Solis BioDyne, Tartu, Estonija

Kapa Probe Fast Universal gPCR Kit

Kapa BioSysténts, Woburn, MA, ZDA

3.1.4 Gojiga

Gojisce Sestava

za celice Ramos 500 mL RPMI-1640
50 mL FBS

5,5 mL 200 mM L-glutamin
5,5 mL antibiotik/antimikotik 100x
0,5 mL 50 mM 2-merkaptoetanol

za limfoblastoidne ceilne linije

500 mL RPMI-1640

50 mL FBS

11 mL 200 mM L-glutamin

5,5 mL antibiotik/antimikotik 100x
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3.1.5 Laboratorijska oprema

Aparatura/Material

Proizvajalec

aparatura za PCR in reverzno transkrip
2720 Thermal Cycler

Cifgpplied Biosystems, California, ZDA

aparatura za RT-PCR LightCycler 480

Roche Appliee®e, Indianapolis, ZDA

avtoklav

A-21, Kamhi

Semg, Slovenija

laboratorijska oprema

avtomatski Stevec za Stetje celic
(Countes8")

Invitrogen, Carlsbad, ZDA

centrifuge

Tehtnica CENTRIC 322A,Zelezniki, SLO
Tehtnica CENTRIC 150, Zelezniki, SLO
Eppendorf centrifuge 5415 R, Hambu

Nemtija

9,

centrifugirke (15 in 50 mL)

Sarstedt, Numbrechtypiga

hemocitometer

Brand Neubauer (BNlau Brand)

hladilnik/zamrzovalnik

Gorenje, Velenje, Slovenija

inkubator

Heraus Holding GmbH, Hanau Nijan

invertni svetlobni mikroskop

Olympus Optical Co. GmbH, Hambur

(Olympus CK40) Nentija
komora z laminarnim pretokom zraka (LAFWaldner Electronics FAZ 3, Wange
Nentija

komora za delo z RNA in DNA
DNA/RNA UV-cleaner UVC/T-M-AR

+Biosan, Riga, Latvija

krioviale

TPP, Trasadingen, Svica

krovna stekla

Assistent, Sondheim, Ngm

LightCycler480 Multiwell plate 384, white

Roche Ama Science, Indianapolis, ZDA

Light Cycler 480 Sealing Foli

Roche Applied Scienicelianapolis, ZDA

mikrocentrifugirke (0,5, 1,5 in 2mL)

Sarstedt, Ninatht, Nendija

mikrotitrske plogice za gojenje cainih
kultur (z 12, 24 ali 96 vdolbinami)

TPP, Trasadingen Svica

mikrotitrski ¢italec (Safiré TM Genios)

Tecan, Genios, Ziirich, Svica

nastavki za pipete (do 10, 200, 300 ali 1(

D00  SdirshMiimbrecht, Nekja

1
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uL)

pipete (100 — 1000 ul, 20 — 200, 2 — 20| Eppendorf Research Plus, N&ja
pL, 0,5-1QuL, 0,1 — 2,5uL)

programska oprema za Tecan Magellan V3.X IVD

serolodke pipete za enkratno uporabo (5| IBP, Trasadingen, Svica
in 50 mL)

spektrofotometer Nanodrop Thermo Scientific, DEAZD

vibracijski mesSalnik Vortex GENIE 2, Scientific lostries,
Orlando, Florida, ZDA
Combi-Spin, Biosan, ZDA

vsebniki (T-flask) za gojenje ceétiih kultur | TPP, Trasadingen, Svica
(s 25, 75 in 150 chrastne povrsine)

vodna kopel Memmert, Schwabach, Ngm

zamrzovalnik -80°C Forma Scientific, ON, Kanada

3.1.6 Humane celine linije

Humane cetine linije izvirajo iz malignegélovesSkega tkiva. So nesmrtne, kar pomeni, da
so pridobile sposobnost neskoe delitve. To je tudi njihova glavna prednost wnarjavi

s primarnimi cekinimi kulturami, katerih Stevilo delitev in s temviénjska doba sta
omejeni. Pri eksperimentalnem delu smo uporablalicne linje Ramos, U937 ter
limfoblastoidne cetine linije.

RAMOS

Ramos je cetina linijja humanega Burkittovega limfoma, pridobleiez peritonealne
tekatine 3-letnega kavkaskegadta leta 1972. Celice so bile EBV negativne in iajaz
nezreli fenotip limfocitov B. So okrogle celice, kastejo v suspenziji. Optimalna

koncentracija je 0,5 — 1,5 x 16elic /mL. Podvojevalnias je priblizno 48 ur.
U937

Celice U937 so monocitne celice, ki izvirajo izutihega histiocitnega limfoma in so bile

pridobljene iz plevralne efuzije 37-lethega mosSke®a okrogle do mnogokotne oblike, ki
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rastejo posanino v suspenziji. Optimalna koncentracija je 0,1,6 & 10 celic /mL.
Podvojevalnias je priblizno 30 do 40 ur.

Limfoblastoidne celiéne linije (LCL; ang. lymphoblastoid cell lines)

LCL celi¢cne linije predstavljajo humane limfoblastoidne &edi linije. Pridobljene so iz
periferne krvi zdravih posameznikov, iz katere zalifali limfocite B ter z EBV naredili
nesmrtne cetne linije. LCL celéne linije je doniral prof. Gurwitz (medicinska fdleta

Tel-Aviv, Izrael).

3.2 METODE DELA S CELICAMI

Pri delu s celicami moramo vedno zagotavljati Bteripogoje. V ta namen delo
opravljamo v komori z laminarnim pretokom zraka rfiara LAF), ki je hame®na v
prostorih, kjer velja poseben rezigistoce (uporaba z&gne halje, obutve in rokavic iz
lateksa). LAF komora zagotavlja steriine pogoje megenim dostopom ter stalnim
pretokom preko HEPA filtrov filtriranega zraka nalavno povrSino (zrak onemodm
dostop kontaminantom in prahu). Komoro pred uporaiz&uzimo s polurnim obsevanjem
z ultravijolicno svetlobo, tik pred ptfetkom dela pa povrSine komorgigiimo s 70 %
etanolom. Pred vnosom v komoro s 70 % etanolomutamio tudi ves material in

pripomaike, ter za&itne rokavice (slednje ¥&rat razkuzimo tudi med samim delom).

3.2.1 Gojenje celic

Celicne linije RAMOS, U937 in LCL smo gojili in rédi v vsebnikih za gojenje celnih
kultur ali plo€icah za cetine kulture v inkubatorju, ki zagotavlja ustrezngqe za rast
celic (temperatura 37°C, 100 % vlaznost ter atmrasdes % C0Q).

3.2.2 Subkultiviranje celiénih linij
Za doseganje ustreznega Stevila in optimalne cabt smo jih morali subkultivirati vsake
dva do tri dni, tako da smo jih r&tl z medijem RPMI, segretim na 37°C.

3.2.3 Odmrzovanije celic
Celicne kulture shranjujemo v kriovialah pri -80°C v zaowvalniku ali pri -180°C v
Dewarjevi posodi s tekim duSikom. Celice so shranjene v 10 % DMSO, ki je

citotoksicen, zato se mora postopek odmrzovanja izvestitna hi

20



Kriovialo s celicami smo takoj prenesli iz zamrziowiga 0z. tekéega dusSika v vodno
kopel, segreto na 37°C in jo rahlo stresali, da gospeSili odmrzovanje. Odmrznjeno
vsebino smo prenesli v 15 mL centrifugirko, v katemo predhodno odpipetirali 10 mL
medija RPMI, segretega na 37°C. Suspenzijo smaiftegitali 5 minut pri 1200 obr./min.
Nastali supernatant smo odpipetirali in celice spgmdirali v ustreznem volumnu medija
RPMI, segretega na 37°C. Geglo suspenzijo smo prenesli v vsebnik za gojenjgraél

kultur in jo inkubirali v CQ inkubatorju.

3.3 STETJE CELIC

Ro¢no Stetje celic

Celice smo Steli s pondm hemocitometra pod invertnim mikroskopom. Pri megtodi
preStejemo celice v znanem volumnu in s pgmtega podatka izeanamo koncentracijo
celic v suspenziji (St. celic/mL). Pod sterilnimognji smo cellno suspenzijo najprej
resuspendirali, nato pa odpipetirali 10 pL @®# suspenzije in jo prenesli v
mikrocentrifugirko. Dodali smo 10 pL tripanskega dnta, ki obarva poskodovane in
mrtve celice modro ter dobro premesali s pipetou L(ripravljene meSanice smo nanesli
na hemocitometer. Nato smo pod mikroskopom preSteliilo Zivih celic v Stirih velikih

kvadratih ter izréunali koncentracijo po spodnji etia:

; A+B+C+D
St.celic/mL = 2 X f x 10*

A B, C D - it zivih celic v posameznem poljuhemocitometra
f- faktorredéenja zara diredéitve z gojifcem in meianja s tipan modmm

107 - volumen celiéne suspenzije nadkvadratom (1/mL)

Enacba 1. Ra¢unanje koncentracije celic s hemocitometrom

Avtomatsko Stetje celic

Za avtomatsko Stetje celic smo uporabili avtomatikivec Counte§%. Mesanico smo
pripravili na enak n&an kot pri rainem Stetju celic, nato pa smo 10 pL nanesli namos

ki je sestavljena iz dveh merilnih celic. Rim® smo vstavili v instrument in v 30
sekundah smo dobili naslednje rezultate: celokugtewilo celic, Stevilo zivih celic in

Stevilo mrtvih celic.
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3.4 TEST ZA DOLOCANJE CELICNE METABOLNE AKTIVNOSTI Z
REAGENTOM MTS

Test MTS je kolorimettina metoda za dotanje Stevila prezivelih celic v testu
proliferacije ali citotoksinosti. Reagent je sestavlen iz MTS-reagenta [3-(4,
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(dulfofenil)-2H-tetrazol], v obliki soli in
fenazin etosulfata (angl. phenazine ethosulfateS)PE je reagent za prenos elektronov.
PES ima okrepljeno kemijsko stabilnost, ki mu omiagoda z MTS-reagentom tvori
stabilno raztopino. Ta tetrazolijeva sol prehajeelice, kjer se pod vplivom reducirgjb
reagentov v mitohondrijih reducira do formazan&ésb). Kolicina nastalega formazana je
sorazmerna Stevilu zivih metabolno aktivnih cetiga lahko merimo spektrofotometno
pri 490 nm (37).

dehidrogenaza

/ \ Procukt
NAD

NADH

OCH,C00H (\ QCH,COOH

Substrat

reduciran ETR ETR
/N\NIQHSO, K j /N‘N@,soa,
Nz Nazpy
Ny NoH
~ s
Ny N
o, CH,
HC HE
MTS Formazan

Slika 5: Shematski prikaz celétnega metabolizma reagenta MTS.Redukcija MTS v formazan v
metabolno aktivnih celicah je posledica delovamghidrogenaz, ki tvorijo reduciraje reagente, npr. NADH
ali NADPH. NADH prenese svoj elektron na reagenpeenos elektronov (angl. electron transfer reggent
ETR), kot npr. PES v naSem primeru in ga tako rigduda reduciran reagent za prenos elektronovdahk

direktno reagira z MTS, ga reducira in nastangémmbarvan formazan (povzeto po (37)).

Postopek:
Najprej smo si pripravili suspenzijo izbrane ¢eé kulture v koncentraciji 3,3 x 10

celic/mL v mediju RPMI 1640. Suspenzijo celic snikwotirali po 1000 puL na ustrezno
miktrotitrsko plogico. LCL celine linije smo nato tretirali s spojirid v koncentraciji 75
uM. Kot kontrolo smo uporabili netretirano celo kulturo oz. cetino kulturo, ki smo ji
dodali le DMSO. Po tretiranju smo celice v triplikgpo 100 pL prenesli na mikrotitrsko
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ploKico s 96 vdolbinicami. Inkubacija je potekala v ullatorju za gojenje celic (37°C, 5
% CQ,). Po 48 urah smo v vsako vdolbinico dodali 10 gagenta MTS in inkubirali Se 2-
3 ure v inkubatorju. Po ka&ani inkubaciji smo z mikrotitrskingitalcem Tecan Safife
izmerili absorbanco nastalega formazana pri 492 Mwja kot je bila izmerjena
absorbanca, ¥ je bila metabolna aktivhost celic. I&&sno smo test izvedli tudi z
medijem RPMI (brez celic) in 10 uL MTScener smo doleili absorbanco ozadja (slepa

kontrola) in jo odSteli od absorbance vzorcev.

c(vzorca) — c(slepe
( ) — c(slepe) 100

% metabolne aktivnosti = c(kontrole) — c(slepe) x

Ena¢ba 2: Ra¢unanje odstotka metabolne aktivnosti celic

3.5 REAKCIJA POMNOZEVANJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU
Reakcija pomnozevanja s polimerazo v realn&su (RT-PCR) je metoda, ki nam
omogaa in vitro pomnozevanje DNA in spremljanje koncentracije DMAsakem ciklu
(v realnemcasu). Omogea nam, da potem dalmno zaetno koncentracijo DNA v
vzorcu.

Pred izvajanjem RT-PCR reakcije smo morali najpedjce lizirati in izolirati RNA. Ker
pa so molekule RNA precej nestabilne, RNAze v zriakoa kozi pa jih hitro razgradijo, je
potrebno za analitiko izrazanja genov z RT-PCR RIfedhodno Se prepisati v

komplementarno zaporedje DNA.

3.5.1 Izolacija RNA

Ker je bil nas cilj merjenje izrazanja genov, smorati izmeriti kolicino mMRNA v celicah,
saj s tem doléamo tudi izrazanje le-teh.

Za hitrejSo izolacijo smo uporabili komercialni geat Trizol. Je enofazna raztopina fenola
in gvanidin izocianata, ki med cé&tio lizo ohranja integriteto RNA molekul, hkrati pa
celico unti in razgradi njene komponente. Sledila je ekstjaks kloroformom, Kki
omogai, da RNA ostane v vodni fazi, DNA in proteini paoxganski fazi. Izolirano RNA
smo aistili s pomajo kolon (Purelink™ RNA Mini Kit, Ambion), ki vsebujejo membrane
iz silikagela, na katere se veze RNA. S spiranjerastijo n&istote, na koncu pa se RNA

eluira z vodo.
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Postopek:

Celicno kulturo smo prenesli v 15 mL centrifugirke tergentrifugirali 5 minut pri 2300-
2400 obratih/min. Supernatant smo odpipetiralipiedeti dodali 1 mL Trizola. Suspenzijo
smo dobro resuspendirali ter prenesli v mikrocémditko, ki smo jo takoj dali na led. Po
koncanem delu smo vzorce d@cenja shranjevali v zamrzovalniku pri -80°C.

Delo je potekalo v posebni RNA komori, katere powSsmo predhodno razkuzili z
zaviralcem RNAz ter 15 minut obsevali z ultravifolo svetlobo. Z zaviralcem RNAz smo
razkuzili tudi vse reagente in pripotfke.

Predcis¢enjem smo vzorce odmrznili ter inkubirali 5 minw sobni temperaturi. Dodali
smo 0,2 mL kloroforma ter mikrocentrifugirke o stresali 15 sekund, da smada
ekstrakcijo. Stresali smo z roko in ne z vortekgeen, saj bi lahko poSkodovali RNA. Po
inkubaciji 2-3 minute na sobni temperaturi smo weorprenesli v centrifugo ter
centrifugirali 15 minut na 12000xg pri 4°C. Po cedogiranju se v mikrocentrifugirki
pojavijo tri faze: rd&a kloroform-fenolna, interfaza in vodna faza; voemmslednje je
priblizno 600 pL. Priblizno 400 uL vodne faze snmrergesli v mikrocentrifugirko, pri tem
pa smo morali paziti, da nismo zraven zajeli tntieifaze ali rdée faze. Zatem smo dodali
enak volumen 70 % etanola ter dobro premesSali atabjem. Polovico vzorca smo
prenesli na kolono. Kolone smo centrifugirali n®@@xg 15 sekund pri sobni temperaturi,
eluat zavrgli, na kolono prenesli preostanek vzderaponovno centrifugirali in zavrgli
eluat. Kolono smo spirali s pufri iz kompleta ter koncu eluirali RNA v 50 pL vode brez

RNAz. Koncentracijo RNA smo izmerili s spektrofotetrom Nanodrop.

3.5.2 Reverzna transkripcija

Kot prej omenjeno, reakcijo reverzne transkripagmrabimo za pripravo komplementarne
DNA iz RNA zaporedja. Prepis omogmposeben encim, imenovan reverzna transkriptaza,
ki jo v naravi najdemo v nekaterih virusih (npr.\bll Reakcija poteka pri konstantni

temperaturi, kotiina nastale cDNA pa je po kéeni reakciji enaka kalini maticne RNA.

Postopek:
Ker pri postopku reverzne transkripcije Se vednkupeamo z RNA, je delo tudi tukaj

potekalo v posebni RNA komori, katere povrSine gonedhodno razkuzili z zaviralcem
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RNAz ter 15 minut obsevali z ultravijého svetlobo. Z zaviralcem RNAz smo razkuzili
tudi vse reagente in pripordice.

Odtaljene vzorce z asceno RNA smo premeSali z vorteksiranjem. ¢mr@ali smo
potrebne re¢ltve vzorcev, da smo dobili potrebno kol koncentracijo zmesi za reverzno
transkripcijo. Ta koncentracija je optimalna zangSo aplikacijo na RT-PCR. Uporabili
smo mikrocentrifugirke, vanje smo najprej odpip@tivodo, nato pa Se vzorce. Kan
volumen reditve je bil odvisen od katine RNA, ki smo jo Zeleli prepisati (ai@jno 400
ng, pa tudi 600 ng, 800 ng,..) Potrebne volumnerogo in vode smo izeainali po

naslednjih engah:

m (RNA) . g
Vvzorca = —— inV(H20) = V(zmesi za reakcijo) — V(vzorca)
c(vzorca)

Enacba 3: I1zra éun volumnov vzorca in vode, potrebnih za reakcijo everzne transkripcije

Preglednica I: Primer izra¢una red¢itve vzorca za reverzno transkripcijo.V tem primeru je bila izbrana

koli¢ina za prepis 600 ng RNA, kém volumen na reakcijo pa 15 pL.

Vzorec | Gana[NO/UL] | VivzorcalUL] |V vode[ML]

7 233 2,58 12,42
8 260 2,31 12,69
9 202,1 2,97 12,03

Nato smo pripravili osnovno zmes (mastermix), kielwgie reverzno transkriptazo,
nukleotide, nakljane z&etne nukleotide, zaviralec RNAz ter reagan pufer (glej
preglednico Il). Mastermix smo dobro premesSalie, dodali potrebno kdélino v vsak
vzorec, ponovno premesali in na kratko centrifdgiNzorce smo vstavili v napravo za
PCR reakcijo ter zagnali program za reverzno trapsifo (preglednica IIl). Po katanem
programu smo vzorce takoj uporabili za RT-PCR alismo jih shranili v zamrzovalniku
na -20°C.
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Preglednica Il: Sestavine osnovne zmesi za reakcijo reverzne trangicije. V preglednici je prikazan
tudi primer izr&una koltine osnovne zmesi za 600 ng RNA.

Komponenta Volumen/reakcijo po | Volumen/reakcijo [uL]
predpisu [uL]

10 x RT Buffer 2.0 3
25x dNTP Mix (100mM) 0.8 1.2
10 x RT Random Primers 2.0 3.0
Multiscribe Reverse 1.0 15
Transcriptase
RNAse inhibitor 1.0 1.5
Nuclease-free O 3.2 4.8
Skupni volumen/reakcijo 10 15
Preglednica lll: Program reakcije reverzne transkripcije

1.korak 2.korak 3.korak 4 .korak
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Cas 10 min 120 min 5 sek ©

3.5.3 Verizna reakcija s polimerazo v realnentasu

Verizna reakcija s polimerazo v realnéasu nam omoga@ in vitro pomnozevanje DNA s
hkratno kvantifikacijo novo nastale DNA. Prav takot klastna PCR reakcija nam
omogaa detekcijo in kvantifikacijo (v smislu absolutnegtevila kopij ali pa relativne
vrednosti glede na 2atno DNA) specifinega segmenta DNA molekule. Njena prednost je
v tem, da lahko DNA za razliko od klase PCR reakcije kvantificiramo po vsakem ciklu.
To lahko dosezemo z uporabo nespeifi fluorescetnih sond, ki se interkelirajo v
nastalo DNA in fluorescirajo ali pa uporabimo sfi€¢cie sonde v obliki oligonukleotidov.
Ti so oznéeni s fluorescatmimi barvili, ki emitirajo svetlobo Sele po hibradciji na
komplementarno DNA zaporedje in odstranitvi duSilke

Princip RT-PCR

Princip RT-PCR je v bistvu enak tistemu za kiasi PCR reakcijo in sestoji iz aktivacije
encima, prileganja oligonukleotidov ter pomnozewaspeciftnega odseka DNA. Za
izvajanje reakcije je torej potreben cidi termostat. Ta potem spreminja temperaturo po
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vnhaprej nastavljenem programu. V diplomskem delo simorabili dva raztina kompleta
za RT-PCR reakcijo.
1. EvaGreefi gPCR Mix Plus (Solis BioDyne)

Reakcijsko zmes najprej segrejemo na 95°C za lhitmda aktiviramo encim. Nato

sledijo trije koraki, ki sestavljajo en cikel RT-RCreakcije. Cikel se pine z
denaturacijo dvovi@gne DNA s segrevanjem na 95°C za 15 sekund. Tu m#reaja
vodikove vezi med obema verigama DNA. Nato tempeoata 20 sekund spustimo na
optimalno temperaturo Zetnih nukleotidov, t.j. 60°C, saj se lahko stabileibrid
za&etni nukleotid — DNA matrica tvori le pri zelo damn ujemanju baz. Na ta hibrid se
potem veze polimeraza in fne s sintezo komplementarne verige. Za proces
podaljSevanja DNA verige dvignemo temperaturo ndC72a 20 sekund. DNA
polimeraza sintetizira novo, komplementarno DNA iger med obema zatnima
nukleotidoma v smeri 5' proti 3'. V optimalnih pgigose DNA podvoiji, torej kotiina
eksponentno naréd z vsakim ciklom.

Pri EvaGreefi postopku uporabimo nespetife fluorescegne sonde, ki interkelirajo
v novo nastalo DNA in fluorescirajo.

2. Kapa Probe Fast Universal gPCR Kit (Kapa BioSysjems

Princip pri uporabi te polimeraze je podoben, kazle v tem, da je potek te reakcije
bistveno hitrejSi. Najprej reakcijsko zmes segregema 95°C za 2 minuti, da
aktiviramo encim. Nato sledi polimerizacija v samalveh korakih in sicer najprej
poviSamo temperaturo na 95°C za 3 sekunde, natm gpustimo na 60°C za 20
sekund. Na koncu spustimo temperaturo na 40°C zzikilnd.

V reakcijsko zmes smo dodali tudi sonde @éeme s fluoresce&mim barvilom. Sonde
SO sestavljene iz oligonukleotida, na kateregavetamna Se fluorescé&mo barvilo ter
duSilec. Dokler sta ti dve molekuli na istem oligéteotidu, duSilec onemoga
fluoresciranje barvila. Po razgradnji te sonde s&ldc in barvilo Igita in barvilo po
ekscitaciji z laserjem fluorescira, kar zaznameceiekitorjem. Sonde se sicer prilezejo
na DNA matrico v istemc¢asu kot zé&etni oligonukleotidi. Ko DNA polimeraza
sintetizira novo DNA verigo in doseZe sonde, jisvejim 5'-3' eksonukleaznim delom

razgradi, kar 16i barvo od dusSilca in na detektorju lahko zaznaloréscenco.
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Kvantifikacija rezultatov

Ker je fluorescenca direktno proporcionalna &ali pomnozene DNA, lahko relativne
koncentracije spremljamo z risanjem grafa fluoraseev odvisnosti od cikla. Datomo
mejo kvantifikacije in cikel, v katerem jo fluorestca vzorca preseze, imenujemo prazni
cikel (ang. cycle treshold —{C Tako lahko potem doéimo relativho koncentracijo DNA.
Teorettno bi se naj kolino DNA podvojila v vsakem ciklu. Ker pa niso vsaetni
nukleotidi enako &inkoviti, je winkovitost reakcije redko 2. Zato vedno iwaamo
ucinkovitost reakcije (E), relativna koncentracija pa nato izrd&unana po eribi
c(relativna) = E. Kolicino DNA v vzorcu nato izkunamo iz standardne krivulje.
Standarde pripravimo tako, da serijskociat znane koliine DNA. Pri kvantifikaciji pa

je potrebno upoStevati tudi bioloSko variabilnostedn vzorci. Zato izré&unano
koncentracijo DNA normaliziramo na koncentracij@iega gena (ang. housekeeping gen)
(glej preglednico IV). Tega izberemo tako, da segayo izrazanje v vzorcu skoraj ne
spreminja (oz. so razlike v izrazanju le zarads@mosti¢cloveSkega faktorja). Pri nasem

delu smo uporabili hiSni gen 18sRNA.

Preglednica IV: Primer normalizacije na hiSni gen.lzratunano koncentracijo préevanega gena delimo s

koncentracijo hiSnega gena.

Vzorec Cates Cissrna Carrs/ Cissrna
1 2,70386317 1,03909023 | 2,60214473
2 3,54905374 1,02756192 | 3,45385876
3 1,89257567 1,05323294 | 1,79692032
Postopek:

Delo smo izvajali v posebni DNA komori, katere p&ime smo pred delom prebrisali z 70
% etanolom ter obsevali z ultravijotio svetlobo 15 minut. Z 70 % etanolom smo pred
vnhosom v komoro razkuzili tudi ves material in pmpoike ter za&itne rokavice. Sonde,

oligonukleotidne zéetnike in vodo smo odtalili na sobni temperaturi.

1. Kapa Probe Fast Universal gPCR Kit (Kapa BioSysjems

Najprej smo pripravili osnovno zmes za RT-PCR rgak&Jporabili smo splosno
osnovno zmes, ki je Ze pripravljena s strani praalca, ter ji dodali specifne

sonde in vodo. Pripravili smo osnovne zmesi zaihg@n in taéne gene. Na

28



mikrotitrsko plogico s 384 vdolbinami smo nanesli po 4 pL osnovnihegi.
Vzorcke smo razredli do koncentracije 10 ng/pL ali 5 ng/pL (kar gegredhodno
izkazalo za bolj optimalno) ter jih v triplikatihanesli v vdolbinice. V vsako
vdolbino smo dodali po 2 ul vztka. Za tem smo si pripravili standarde za
standardno krivuljo. Potrebne ka&ihe vzotkov smo zdruzili ter jih serijsko réii

v razmerju 1:1 (imeli smo 5 koncentracijskih stadd& - 20, 10, 5, 2.5 in 1.25
ng/pL oz. 10, 5, 2.5, 1.25 in 0.625 ng/puL ). Volumstandardov, ki smo ga
pipetirali, je bil prav tako 2 pL.

. EvaGreefi gPCR Mix Plus (Solis BioDyne)

Kljub Stevilnim optimizacijam pri uporabi Kapa PmlFast Universal qPCR Kit-a

nismo mogli dolgiti standardne krivulje za gestmn3 Zato smo uporabili drug
postopek.

Tudi tukaj smo najprej pripravili osnovno zmes zZ&a-RCR reakcijo, in sicer v
koncentraciji 300 nM. Uporabili smo splosno osnownaes, ki je Ze pripravljena s
strani proizvajalca, ter ji dodali Zetne nukleotide (»forward« in »reverse«) in
vodo. Na mikrotitrsko pladco s 384 vdolbinami smo nanesli po 9 uL osnovne
zmesi. Vzotke smo razredli do koncentracije 5 ng/puL ter jih v triplikatihanesli

v vdolbinice. V vsako vdolbino smo dodali po 6 (oxka. Za tem smo si
pripravili standarde za standardno krivuljo. Potebkoliine vzokkov smo
zdruzili ter jih serijsko redli (imeli smo 4 koncentracijske standarde — 30, 20

in 5 ng/uL). Volumen standardov, ki smo ga pipétifa bil prav tako 6 pL.

3.6 STATISTICNA ANALIZA

Rezultate testov smo podali kot powjee bioloskih ponovitev skupaj s standardnim

odklonom. Rezultate vzorcev smo statisti primerjali z rezultati kontrol. Pri tem smo za

ovrednotenje statistno signifikantne razlike uporabili Studentov t-teZia statistino

signifikantni smo vzeli vrednosti *p < 0,05 ali ** 0,01.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 1ZBOR GENOV

Predhodno je bila sintetizirana in ovrednotena slaizaviralcev serinskih proteaz z N-
amidinopiperidinsko strukturo, ki so bili selektwrcitotokséni za celice Burkittovega
limfoma (Ramos) in so povzeh celicno smrt z indukcijo od kaspaz odvisne apoptoze.
Mehanizem delovanja poteka preko zaviranja proteas@ricemer je imela spojind5
najnizjo konstanto zaviranja, zato je bila izbraaa nadaljnje raziskav@8). Izvedeni so
bili eksperimenti na mikromrezah.

Tehnologija DNA mikromrez omoga celostne Studije genoma (DNA) in transkriptoma
(RNA). Na ravni transkriptoma sledimo izrazanju genz uporabo ekspresijskih
mikromreZz. Vsak gen je na mikromrezi zastopan nbdc@mem mestu. Organizirana
razporeditev skupin DNA molekul predstavlja matrioa kateri po hibridizaciji dotomo
razliko v izrazanju genov med poskusnim vzorcemkamtrolo. Postopek temelji na
hibridizaciji komplementarnih baz oz. verig. Mikrogio izpostavimo fluorescentno ali
radioaktivno ozn&ni sondi, ki jo pripravimo iz preiskovanih celic tkiv. Hibridizacijski
signal na doldenem mestu matrice nam izraza identiteto nukleegdrzaporedja, velikost
signala pa je merilo za keélno izrazenega genskega produkta. Za izrazanjevgeao
uporabljajo tako oligonukleotidne kot cDNA mikrordee V prvem primeriip vsebuje
gene, ki jim je skupna fizha lokacija (npr.cloveSki kromosom 22) ali kar vse gene
dolocenega organizma, pri drugem pristopué¢gavsebuje izbrane gene, ki so med seboj
smiselno (tematsko) povezani (39). Pri eksperimeata delu so bile uporabljene cDNA
mikromreze in sicercipi HumanHT-12 v4 Beadchip (lllumina). Postopek efporba
MRNA v cDNA, hibridizacija in detekcija) je bil ieden v CBM (AREA Science Park,
Trieste), analiza podatkov pa je bila opravljenaFa&ulteti za farmacijo v Ljubljani, in
sicer s programom Chipster (CST-IT Center for Smeitd., Finland).

Analiza eksperimentov na mikromrezah je pokazakire razlike v izrazanju Stevilnih
genov. Ugotovljeno je bilo, da je v celicah Burditega limfoma izraZzanje geretf3

najbolj povéano, izrazanje gemstmn3najbolj zmanjSano, za gegc-32 pa velja, da je v
celicah Burkittovega limfoma zt#gno poveano izrazen, a je spojirid njegovo izrazanje
mocno zniZzala. Zato smo v prvem delu diplomske nalbgleli preveriti izrazanje teh treh

genov z metodo RT-PCR v celicah Ramos in sicer ali¢grah ¢asovnih tékah po
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izpostavljanju spojiniL5 ter bortezomibu, ki je znan zaviralec proteasoanai selektivho
citotoksien. V naSem eksperimentu smo preverili, kako spojib v primerjavi z
bortezomibom modulirana izrazanje teh genov. Izipzagenov smo preverili tudi v

celicah U937, za katere so predhodno ugotovilnida dovzetne za spojiri®.

4.2 |IZRAZANJIE IZBRANIH GENOV PO MODULACIJI
PROTEASOMSKEAKTIVNOSTI

Celice Ramos ter U937 (v koncentraciji 1X1ML) smo tretirali s spojind5 (c = 50uM)
ter z bortezomibom (¢ = 5 ng/mL). Inkubirali smd jrazlicno dolgo ter jih nato po
dologenih ¢asovnih tékah lizirali, izolirali mMRNA ter dolgili nivo izrazanja genov z
metodo RT-PCRCasovne toke in koncentracije smo izbrali na podlagi testostabolne
aktivnosti ter doldanja apoptoze, ki so bili izvedeni v predhodnitdgahn (38). Rezultate
smo primerjali z izraZzanjem genov v netretiraniticad in predstavljajo povpége Stirih

(celice Ramos) oz. dveh (celice U937) bioloSkihgotev.

4.2.1 Izrazanje genatmn3 po modulaciji proteasomske aktivnosti
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Slika 6: IzraZzanje genastmn3 v celicah Ramos po tretiranju s spojino 15 in bogzomibom. IzraZanje
gena smo dol@li z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gteda netretirane celice. Koncentracije
spojin: c(spojindl5) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 6H;5 < 0.01
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Slika 7: 1zrazanje genastmn3 v celicah U937 po tretiranju s spojino 15 in borteomibom. Izrazanje gena
smo dol@ali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gdeda netretirane celice. Koncentracije spojin:
c(spojinalb) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 6h; f5*< 0.01

Na slikah 6 in 7 vidimo, da je tako v celicah Rankos v celicah U937 po stimulaciji s
spojino15 in bortezomibom prislo do zmanjSanega izrazanfeagemn3 ki pa je podobno
v obeh tipih celic. Izrazanje gestmn3po stimulaciji s spojind5 je zmanjSano za najye
20 odstotkov, medtem ko bortezomib izrazanje teg@agopazno bolj zmanjSa, sploh v
kasnejSincasovnih tékah. Kot je bilo Ze omenjeno, so celice Ramos dim&ea spojino
15, celice U937 pa ne, zato je na$ cilj poiskatetigene, pri katerih so (ob izpostavljanju
spojini 15) razlike v izrazanju med obema tipoma celic veliker je trend in nivo
izrazanja podoben v celicah Ramos in U937 pri upoiste koncentracije spojin&5,
lahko predvidevamo, da gestmn3ni klju¢en pri doseganju selektivne citotaksosti

spojinelb.
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4.2.2 Izrazanje genagc-32 po modulaciji proteasomske aktivnosti
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Slika 8: Izrazanje genargc-32 v celicah Ramos po tretiranju s spojino 15 in bokzomibom. Izrazanje
gena smo dolali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gteda netretirane celice. Koncentracije
spojin: ¢c(spojindl5) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 8tp < 0.05; ** p < 0.01
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Slika 9: Izrazanje genargc-32 v celicah U937 po tretiranju s spojino 15 in borteomibom. Izrazanje
gena smo dol@ali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gteda netretirane celice. Koncentracije
spojin: ¢(spojindl5) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 6hp* 0.05; ** p < 0.01
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Iz grafa na sliki 8 je razvidno, da je izrazanje@ggc-32 v celicah Ramos po tretiranju s
Spojino15 zmanjSano, in sicer se izrazanje zmanjSujéasovne toke 6 ur, nato pa Zae
ponovno nara&ti. Pri bortezomibu je opazeno majhno p@arge izrazanja po 1 uri, v
ostalih¢asovnih tékah pa je izrazanje manjSe kot pri netretiranilicedl. V celicah U937
je situacija nekoliko drugaa, saj je nivo izrazanja vseskozi priblizno enak fri
netretiranih celicah, pri izpostavljanju spojibb se vcasovnih tékah 6 ur in 9 ur celo
nekoliko zviSa. Torej, v celicah Ramos tako spojib&ot bortezomib povziéta znizanje
rgc-32 medtem ko v celicah U937 na izrazanje skorajpiwata. Sklepamo lahko, da tudi

ta gen ni kljéen za doseganje selektivne citot@ksisti Spojin€elb.

4.2.3 Izrazanje genaatf3 po modulaciji proteasomske aktivnosti
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Slika 10: IzraZanje genaatf3 v celicah Ramos po tretiranju s spojino 15 in boezomibom. IzraZanje
gena smo dol@li z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gteda netretirane celice. Koncentracije
spojin: c(spojindl5) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 6hp* 0.05; ** p < 0.01
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Slika 11: IzraZanje genaatf3 v celicah U937 po tretiranju s spojino 15 in borteomibom. IzraZanje gena

Relativno izrazanje glede na netretirane
celice

smo dol@ali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali glea netretirane celice. Koncentracije spojin:
c(spojinalb) = 50uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; K 6h — kontrola 6hp* 0.05

Pri izraZzanju genatf3 je prislo do najvgih spremembge primerjamo celice Ramos in
U937. V celicah Ramos se je opazno pade izrazanjeatf3 tako po tretiranju celic s
spojino 15 kot po tretiranju z bortezomibom. Nivo izrazang@je po 6 urah poval za
skoraj 30-krat, nato pa se jeceh ponovno zmanjSevati, po 24 urah pa se je ponovno
poviSal. Na grafu, ki predstavlja izrazanje gatf@ v celicah U937 tretiranih s spojirid,

je opaziti le neznatno po¥@nje izrazanja gena (najveca. 1,5-krat wasovni t@ki 2 uri),
nato pa izrazanje spet pada in po 16 urah je nélo wizji kot pri netretiranih celicah.
Kljub temu, da je med rezultati raatih bioloSkih ponovitev priSlo do nekoliko viSje
standardne deviacije, je bil v vseh primerih opageak trend. Za razliko od spojia8, ki
skoraj ne spremeni izrazarg#f3, pa pri U937 celicah tretiranih s bortezomibomazmo
¢asovno odvisno povisano izrazanje. Na podlagi ¢ézlltatov lahko sklepamo, da g3
pomemben pri doseganju selektivne citotéhkesti. Namreé bortezomib, ki je bil toksien
tako za U937 kot Ramos, v celicah obeh linijah posizpoviSan prepis gena, medtem pa
te spremembe za spojind v U937 celicah ne vidimo.

V prvem delu diplomske naloge smo torej ugotowdi je le eden izmed treh izbranih
genov tisti, ki potencialno prispeva k selektivitotoksicnosti spojin€l5.
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4.3 1ZRAZANJE GENA atf3 OB SOCASNI UPORABI ZAVIRALCEV
SIGNALNIH POTI

V drugem delu diplomske naloge smo se osraflotma atf3 gen. Zanimalo nas je, katere
signalne poti so vpletene v njegovo regulacijo. &/ ntamen smo izrazanje slednjega
ugotavljali ob dodatku zaviralcev signalnih poti,dicer U0126 (zavira del MAP kaskade)

ter wortmannina (zavira Akt signalno pot).

Celice Ramos ter U937 (v koncentraciji 1%1nL) smo tretirali s spojindl5 ali z
bortezomibom in sicer v prisotnosti ali odsotnoativiralca U0126 ali wortmannina.
lzrazanje genatf3 smo merili véasovni t@ki 6 ur, saj smo v predhodnih eksperimentih
pokazali, da je takrat njegov nivo izrazanja naijv} tej ¢asovni t@éki smo celice lizirali,
izolirali mMRNA ter dol@ili nivo gena z metodo RT-PCR. Primerjali smo izajg ob
dodatku enega ali drugega zaviralca s celicamgokbile tretirane samo s spojiié ali

bortezomibom. Rezultati predstavljajo poufjeedveh bioloskih ponovitev.
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Slika 12: IzraZanje genaatf3 v celicah Ramos ob prisotnosti zaviralcev signalhipoti. 1zraZzanje gena
smo dol@ali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali géeth netretirane celice. Celice smo tretirali 6 ur.
Koncentracije spojin: c(spojind5) = 25 uM ali 50 uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; c(U0126) = mM;
c(wortmannin) = 300 nM; * p < 0.05

36



Prvi trije stolpci na grafu (slika 12) predstawjagrazanje gena v celicah Ramos samo v
mediju z 0,1 % DMSO, ter ob dodatku U0126 (c gNB) oz. wortmannina (¢ = 300 nM).
Kot vidimo, je nivo izrazanja priblizno enak, karaze na to, da smo uporabili
koncentracije zaviralcev, ki same po sebi ne vjiven izrazanjetf3.

Primerjava izraZzanja gena v celicah tretiranih su®b spojino 15 in wortmaninom ali
U0126 pokaze signifikantni vpliv na niaif3. Zaviranje MAP kinaznih poti z U0126 vodi
v rahlo poviSanje, medtem pa prisotnost wortmanpiozrai znizanje izrazanja. Slednji
ucinek izzveni,ce uporabimo viSje koncentracije spojib® saj wortmannin ne more &e
premostiti m@énega delovanja spojine na izrazanje gena. To ngkada je Akt signalna
pot sicer vpletena \atf3 regulacijo, vendar najverjetneje ni kKinega pomena. Za
natargnejSe razumevanje bi bilo potrebno te mehanizmeghoeje raziskati. Pri tretiranju

celic v kombinaciji bortezomib in zaviralci, ni apt razlik v izraZzanju.

M brez zaviralcev

Z 2 U0126

L5 I 1 I z wortmanninom

Relativno izrazanje glede na netretirane
celice
N
u
_|

kontrola spojina 15 spojina 15 bortezomib
25uM 50uM 5ng/mL

Slika 13: IzraZanje genaatf3 v celicah U937 ob prisotnosti zaviralcev signalnilpoti. IzraZanje gena smo
dolocali z metodo RT-PCR in rezultate normalizirali gleda netretirane celice. Celice smo tretirali 6 ur.
Koncentracije spojin: c(spojind5) = 25 uM ali 50 uM; c(bortezomib) = 5 ng/mL; c(U0126) = mM;
c(wortmannin) = 300 nM; * p < 0.05
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Za primerjavo smo enak preizkus opravili Se nace@liU937. Lahko vidimo, da je sama
skala izrazanjatf3 gena v prisotnosti spojing5 v teh celicah v primerjavi s celicami
Ramos precej niZja. lzrazanje geaidi3 v U937 celicah je tako po 6-urnem tretiranju s
spojinol5ali z bortezomibom precej podobno. Medtem ko voedliRamos opazimo vpliv
Akt kot tudi MAP kinazne signalne poti na regulacgtf3, pa v U937 temu ni tako.
Sadasno tretiranje s spojin@5 in U0126 ali wortmanninom namteni doprineslo k
signifikantnim spremembam v izrazanju tega genalU387 celicah pa je viden vpliv
wortmannina na izraZzanjatf3, ki ga povzréi bortezomib, saj ga zg#no zniza. Ce
povzamemo rezultate, lahko sklepamo, da ima ATRE®joipri selektivni toksnosti
spojinels, saj so opazne razlike tako med celicam Ramo®Bi7Ukot tudice primerjamo
izraZzanje z izrazanjem pri izpostavljanju bortezmmiTi podatki predstavljajo osnovo za

nadaljne Studije, kjer bo potrebno dodatno osvatlipotrditi viogo ATF3.
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4.4 VREDNOTENJE CITOTOKSICNOSTI V LIMFOBLASTOIDNIH
CELI CNIH LINIJAH (LCL)

Limfoblastoidne cetine linije (LCL) izvirajo iz B limfocitov in ohrang veiino njihovih
fenotipskih lastnosti. Zanje je ztilmo, da se EBV genom ne vk{uv jedrno DNA, tako
da jedrno genomsko zaporedje ostane intaktno, kirighsmi LCL celiénih linij pa
vsebujejo velik del humanih genov iz r&giih signalnih poti celic. Ker LCL-i ohranijo
genomske, transkriptomske in proteomske variaoigazajo heterogenost, speio za
posameznika in tako predstavljajo preprost, zaweglpnovljiv in Wwinkovit vir za Studije

v humani genetiki, farmakogenetiki ter v Studijahnskriptoma, epigenoma in proteoma.
Te linije so se izkazale kot dobre v Studijah, kger preko izraZzanja genov iskali nove
markerje v reakcijah za ¢btljivost na &inkovine. Primerjali so transktriptome »krajnih«
LCL-ov, t.j. tistih celénih linij z relativno nizko ali visoko alutljivostjo na potencialne
citotoksine winkovine (40).

V zadnjem delu smo zato Zeleli ovrednotiti citoidkest spojinel5 za te celice. V ta
namen smo izbrali 11 LCL linij (LCL 5, LCL 10, LCL976, LCL 4, LCL 2, LCL 6432,
LCL 1754, LCL 1801, LCL 1564, LCL 1112 ter LCL 191%elice smo tretirali s spojino
15 (c = 75uM) ter z bortezomibom (c = 10 ng/mL), ki smo ga tgiwli z namenom, da bi
laZje ocenili citotoksinost spojinel5. Celice smo inkubirali 48 ur, nato pa izvedli test
MTS, kot je opisano v protokollRezultate smo podali v odstotkih metabolne aktitinos
glede na kontrolo, ki jo predstavljajo netretiraadice.
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Slika 14: Metabolna aktivnost limfoblastoidnih celénih linij pri tretiranju s spojino 15 in
bortezomibom. 11 celnih linij LCL smo inkubirali s spojindl5 (c = 75uM) ali bortezomibom (c = 10

ng/mL) 48 ur. S testom MTS smo izmerili églo metabolno aktivnost. Slika prikazuje metabolktivaost

celic, normaliziranih na metabolno aktivnost kofrtile (netretiranih) celic.

Na podlagi testa MTS je razvidno, da je bortezomiibgo bolj citotoksien za celice LCL
kot spojinal5. Slednja ne izkazuje nobenega vpliva na metabaktionost LCL 5, LCL 4
in LCL 1801. Tudi na ostalih céhih linijah je prisoten le minimalen vpliv ha metdio
aktivnost. Zakljgimo lahko, da cetine linijje LCL niso dovzetne za spojirh. Ker s
poma:jo testa MTS nismo uspeli da@iti »krajnih« LCL-ov (t.]. tistih z relativno nizkali
visoko olgutljivostjo na spojinol5), LCL linij nismo mogli uporabiti kot model za

nadaljnje vrednotenje izraZzanja izbranih genov.
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5 SKLEP

Burkittov limfom spada med najbolj agresivhe B-¢ed limfome. Ker se za zdravljenje
uporablja kombinacija zelo agresivnih citostatikew, nezeleni tinki pogosti. V zelji po
iskanju novih terapevtskih pristopov, ki bi boljledivno vplivali na molekularne
spremembe Burkittovega limfoma, je bila sintetimaan ovrednotena skupina zaviralcev
serinskih proteaz kot induktorjev apoptoze. Pri ferbilo ugotovljeno, da so spojine z N-
amidinopiperidinskim skeletom selektivno takse za celice Burkittovega limfoma, njihov
mehanizem delovanja pa poteka preko zaviranja @sotaea. S spojino, ki je imela najnizjo
konstanto zaviranja, je bila izvedena analiza naromrezah, ki je pokazala razlike v
izrazanju Stevilnih genov.

Da bi ovrednotili rezultate, dobljene na mikromiezamo v prvem delu diplomske naloge
preverili izrazanje treh genov, katerih izrazargenpjbolj izstopalo, z metodo RT-PCR.
Ugotovili smo, da so signifikantne razlike v izrapa genov ob tretiranju celic
Burkittovega limfoma ter celic U937 (za katere sepredhodno izkazalo, da izbrana
spojina zanje ni tok&ha) s spojinol5 ter neselektivnim zaviralcem proteasoma
bortezomibom, prisotne le pri geratf3. Zato smo v drugem delu diplomske naloge
poskusSali ugotoviti, katere signalne poti so vpletev regulacijo gena, ki ima vlogo v
selektivni citotoksinosti te spojine. Z uporabo zaviralcev signalnilti ppo ugotovili, da

je izrazanje genatf3 v celicah Burkittovega limfoma zmanjSano v primarporabe
wortmannina, kar nakazuje potencialno vpletenogtségnalne poti v regulacijo tega gena.
Da bi to nedvomno potrdili, bi bilo potrebno opiade druge preizkuse, lahko bi na
primer preverili, kateri transkripcijski faktorjesvezejo na promotorsko regigif3 gena in

Z uporabo zaviralca signalnih poti nato preverjali, pride do zaviranja katerega od
transkripcijskih faktorjev.

Zeleli smo tudi preveriti izrazanje gea#3 v celicah limfoblastoidnih celhih linij, ki so
dober model za iskanje molekul, ki povga razltno okkutljivost na winkovine. V ta
namen smo opravili test MTS, s pofjmkaterega pa smo ugotovili, da nobena izmed 11-
ih uporabljenih LCL cetinih linij ni bila dovzetna za delovanje spojih8, zato tudi nismo
mogli iskati korelacije med izrazanjeatf3 in olkZutljivostjo na spojino in nadalje nismo

vrednotili izrazanjatf3 gena v LCL-ih.
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