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Il. POVZETEK

Rak endometrija je Cetrto najpogostejse rakavo obolenje pri zenskah v razvitem svetu. Na
njegov razvoj pomembno vplivajo estrogeni. Ti preko receptorjev za estrogene stimulirajo
proliferacijo celic endometrija, poleg tega pa lahko produkti oksidativnega metabolizma
estrogenov, predvsem estrogenkinoni, povzroc¢ajo poSkodbe DNA. V parnih vzorcih
rakavega in okolnega kontrolnega endometrija smo preverili prisotnost dveh encimov,
glutation S-transferaze pi 1 (GSTP1) in NAD(P)H-kinon-oksidoreduktaze tipa 1 (NQO1),
ki imata pomembno vlogo pri detoksifikaciji metabolitov estrogenov. Z metodo prenosa
western smo pokazali, da je koli¢ina encimov GSTP1 in NQOI1 v rakavem endometriju
ve€ja kot v kontrolnem endometriju. Zaznali smo tri izooblike NQO1: NQO1a, NQO1b in
NQOI1c; med njimi je bilo najve¢ NQOlc. Vse tri izooblike so bile v rakavem tkivu
prisotne v vedji koli¢ini kot v kontrolnem tkivu, najbolj pa je pri tem izstopala NQOla.
Prisotnost GSTP1 in NQO1 v tumorskem endometriju smo potrdili tudi z
imunohistokemijskim barvanjem tkivnih rezin. Rezultati nase Studije kazejo, da je v
okolnem kontrolnem tkivu, Ki bi lahko predstavljalo predstopnjo raka endometrija, manj
encimov, ki §¢itijo celice pred toksi¢nimi ucinki estrogenkinonov. Posledi¢no bi lahko to
vplivalo na kopicenje le-teh in s tem na iniciacijo raka endometrija. Nasa S$tudija
pomembno prispeva k razumevanju biokemije raka endometrija, obenem pa odpira nova

vprasanja o vlogi prouc¢evanih encimov, ki bi jih bilo potrebno podrobneje raziskati.
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I11. ABSTRACT

Endometrial cancer is the fourth most common malignancy in women in developed world.
Estrogens play a significant part in development of endometrial cancer; they can stimulate
cell proliferation via estrogen receptors and cause DNA damage via their oxidative
metabolites, such as estrogen quinones. Two of the estrogen metabolizing enzymes,
glutathione S-transferase pi 1 (GSTP1) and NAD(P)H-quinone oxidoreductase type 1
(NQO1), were studied in paired samples of endometrial cancer and adjacent control
endometrium. Both enzymes have an important role in detoxification of estrogen
quionones. Higher protein levels of GSTP1 and NQO1 in endometrial cancer tissue was
shown by western blot. Three isoforms of NQO1 were observed: NQOZla, NQO1b, and
NQO1c; NQO1c was the most abundant. While the levels of all three isoforms were
elevated in tumors compared to controls, the increase was the most noticeable in NQO1la.
Presence of GSTP1 and NQO1 in cancerous endometrium was confirmed by
immunohistochemical staining. Our results show lower levels of protective enzymes in the
control adjacent tissue, which may represent a preliminary stage of endometrial cancer.
This could result in the accumulation of estrogen quinones and thus the initiation of
endometrial cancer. Our study is an important contribution to the understanding of the
biochemistry of endometrial cancer, while the role of the studied enzymes needs to be

further evaluated.

Vi
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1 UVOD

1.1 Rakendometrija

1.1.1 Epidemiologija raka endometrija

Rak endometrija oziroma rak materni¢ne sluznice je Sesti najpogostejsi rak pri Zenskah, za
katerim vsako leto v svetu zboli ve¢ kot 288 000 Zensk, skoraj 74 000 pa jih umre (1). Med
posameznimi regijami obstajajo precej$nje razlike. V drzavah v razvoju so dejavniki tveganja
zaradi drugacnega zivljenjskega sloga manj pogosti, zato je rak endometrija tam redek (2, 3).
V Sloveniji pa je, tako kot v Evropi in ostalem razvitem svetu, najpogostejsi ginekoloski rak
in Cetrti najpogostejsi rak pri zenskah (1). V letih od 2004 do 2008 je bilo v Sloveniji
povprecno 28,5 novih primerov na 100 000 zensk, napoved za leto 2011 pa je 29 novih
primerov na 100 000 zensk (4), kar nas uvrs¢a v sam svetovni vrh (1, 5). Incidenca raka
endometrija je v porastu, kar lahko pripiSemo podaljSevanju pricakovane zivljenjske dobe in
vse pogostejsi debelosti in neaktivnosti prebivalstva, ki vplivata na njegov razvoj (3). Kljub
porastu pojavnosti pa se je umrljivost zaradi boljSih nac¢inov zdravljenja zmanjsala (6). 1zmed
vseh Zensk v svetu, ki umrejo za rakom, je rak materni¢ne sluznice vzrok smrti v 2,2 %
primerov, Kar je relativno malo glede na njegovo pogostost (4,8 % vseh rakavih obolenj pri
zenskah) (1). Razlog temu je, da velik deleZ tega raka odkrijejo zgodaj in sicer na podlagi
nepravilnih krvavitev. V zgodnjih stadijih, ko je tumor omejen na endometrij, je zdravljenje
ve€inoma ucinkovito in prognoza zelo dobra (91-% petletno preZivetje), medtem ko znaSa

skupno petletno prezivetje pri bolnicah z rakom endometrija 73 % (7).

Incidenca raka endometrija drasticno narasca s starostjo in je najvisja pri Zenskah v sedmem
desetletju zivljenja (1, 3). Gre veCinoma za bolezen Zensk po menopavzi, bolnice pred

menopavzo predstavljajo le 20-25 % primerov (7).

1.1.2 Rak endometrija tipov I in |l

Razlikujemo med dvema tipoma raka endometrija. Veéino primerov predstavljajo tumorji tipa
| ali endometroidni adenokarcinomi (7, 8). Razvijejo se preko hiperplazije endometrija, ki je
posledica dolgotrajne izpostavljenosti endogenim in eksogenim estrogenom ob hkratnem

pomanjkanju zas¢itnega delovanja progesterona in posledicno porusenega ravnotezja med
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proliferacijo in diferenciacijo celic (3, 8). Rak endometrija tipa | je najpogostejsi pri mlajsih
zenskah pred, v in po menopavzi. Njegova prognoza je zaradi dobre do zmerne diferenciacije

tumorja in nizke stopnje invazivnosti relativno dobra (7).

Priblizno 10 % primerov raka endometrija uvr§¢amo med tumorje tipa Il (3). Histolosko gre
za serozne papilarne ali svetloceliéne adenokarcinome (7, 8). Ti se razvijejo v atroficnem
endometriju in Ceprav zanje splos$no velja, da so neodvisni od estrogenov (3, 7, 8, 9), studije
kazejo, da to ne drzi v vseh primerih (10). Rak endometrija tipa II je znacCilen za starejSe
zenske po menopavzi (7), ki so v povpreéju 6 let starejSe od pacientk s tumorjem tipa I (9).
Tumorji tipa II so slabSe diferencirani in bolj agresivni, razvijajo se hitreje, pogosteje se
vras€ajo v miometrij, zasevajo v bezgavke ter metastazirajo po telesu in imajo zato slabso

prognozo (7).

Raki endometrija tipov | in Il se razlikujejo tudi v molekularnih znaéilnostih in poteku
kancerogeneze (7, 8, 9, 11, 12). Nekateri primeri raka endometrija pa izkazujejo znacilnosti
obeh tipov in predstavljajo vmesne oblike s prekrivajo¢imi se morfoloSkimi, klini¢nimi,
molekularnimi in patoloskimi lastnostmi (12). V okviru diplomske naloge smo se osredoto¢ili

na raka endometrija tipa .

1.1.3 Dejavniki tveganja in dejavniki zasCite pri razvoju raka endometrija

Dejavniki tveganja za razvoj raka endometrija so v veliki meri povezani s povecano
izpostavljenostjo estrogenom, pri cemer je tveganje odvisno od koli¢ine estrogenov in trajanja
izpostavljenosti (2, 13; Preglednica I). Zas¢itno pa delujejo predvsem tisti dejavniki, ki

zmanjSujejo vplive estrogenov (14).

Preglednica I: Dejavniki tveganja in dejavniki zas€ite pri razvoju raka endometrija (povzeto po 2, 3, 7, 14, 15)

Dejavniki tveganja Dejavniki zaséite

debelost
zgodnja prva menstruacija
pozna menopavza
nuliparnost
hormonska nadomestna terapija
zdravljenje s tamoksifenom
genske predispozicije
sladkorna bolezen
sindrom policisti¢nih jaj¢nikov
tumorji jajénikov, ki proizvajajo estrogene

nosecnost
kajenje
kombinirani peroralni kontraceptivi
fizi¢na aktivnost
prehrana, fitoestrogeni




Katja Svoljsak: Ugotavljanje prisotnosti encimov za detoksifikacijo estrogenkinonov pri raku endometrija

Pred menopavzo so visoke koncentracije estrogenov in nizka raven progesterona naravno
prisotni v proliferativni fazi menstrualnega cikla. Tveganje za razvoj raka endometrija je zato
vi§je pri zenskah z zgodnjo prvo menstruacijo in/ali pozno menopavzo in pri zenskah brez
otrok, saj je pri njih skupno Stevilo ciklov in s tem izpostavljenost endometrija estrogenom
brez nasprotujo¢ega delovanja progesterona vecje. V nose¢nosti se vzdrzuje visoka raven
progesterona, obenem pa se zmanjsa Stevilo menstrualnih ciklov. Oboje naj bi $citilo pred
nastankom raka materni¢ne sluznice, pri Cemer je stopnja zascite odvisna od Stevila
nosec¢nosti (2, 15). Raven estrogenov in s tem tveganje za razvoj raka endometrija se poveca
tudi pri Zenskah s tumorjem jajénikov, ki proizvaja estrogene, in pri sindromu policisti¢nih
jajénikov. Pri slednjem so pogosti cikli brez ovulacije, posledica katerih je zmanjSano
nastajanje progesterona, prisotno pa je povecano nastajanje androgenov, ki se lahko periferno
pretvorijo v estrogene (7). Uporaba hormonske nadomestne terapije telo izpostavi eksogenim
estrogenom in s tem poveca tveganje, ki pa naj bi bilo ob so¢asni uporabi progestagenov vsaj
10 dni v mesecu prakti¢no zanemarljivo (7). Kombinirani peroralni kontraceptivi naj bi zaradi
stalnega vnosa progestagenov delovali celo zas¢itno (3). Tamoksifen je zdravilna u¢inkovina,
ki jo uvrs€amo med selektivne modulatorje estrogenskih receptorjev in se uporablja za
zdravljenje raka dojk. U¢inkovina ima estrogenu podobne ucinke na tkivo endometrija in tako
spodbuja nastanek raka materni¢ne sluznice (2). Prekomerna telesna masa (indeks telesne
mase nad 25 kg/m?) je pomemben dejavnik tveganja, ki je prisoten pri skoraj 50 % Zensk z
rakom endometrija. Pri zenskah s prekomerno telesno maso pred menopavzo so pogosti cikli
brez ovulacije in s tem kroni¢no pomanjkanje progesterona (3), po menopavzi pa So
koncentracije estrogenov poviSane zaradi pretvorbe androgenov v estrogene v adipocitih (2,
3). Dejavnik tveganja, neodvisen od debelosti, je tudi sladkorna bolezen, mehanizmi povezave

z razvojem raka pa $e niso pojasnjeni (2).

Pove€ano tveganje obstaja tudi pri posameznicah, ki izhajajo iz druzin, v katerih je bila
diagnoza te oblike raka Ze postavljena (3). Prav tako je znana povezava s sindromom dednega
nepolipoznega raka debelega Crevesa oziroma Lynchevim sindromom 11, pri katerem pride do
sprememb v popravljalnih mehanizmih DNA. Posledica je visoko tveganje za razvoj razli¢nih

oblik raka, med drugim tudi raka endometrija (3, 7, 15).

Kajenje je povezano z zgodnej$im nastopom menopavze in indukcijo jetrnih encimov, ki
deaktivirajo estrogene, zato ga Stejemo med zasCitne dejavnike (7). Prav tako ugodno vplivata

tudi vzdrzevanje normalne telesne mase in fizicna aktivnost, ki znizata razpolozljivo raven
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estrogenov (3). Prehrana z visoko vsebnostjo mas¢ob naj bi negativno vplivala na razvoj raka
endometrija (2, 14), medtem ko naj bi fitoestrogeni (14), B-karoten, enkrat nenasiene
mascobne kisline, sadje in zelenjava predstavljali zasCito (2), a raziskave vpliva hrane na

tveganje za razvoj raka endometrija so precej nedosledne in si pogosto nasprotujejo.

1.1.4 Simptomi in zdravljenje raka endometrija

Najpogostejsi simptom je nepravilna krvavitev iz maternice ali krvavitev po menopavzi (15,
16), do 20 % bolnic pa ob diagnozi nima nobenih znakov bolezni (16). Ostali simptomi, kot
so bolecine v spodnjem delu trebuha in gnojen ali krvavkast izcedek iz noznice, se navadno

pojavijo ob napredovali bolezni (16).

Najpomembnejs$i nacin zdravljenja bolnic z rakom endometrija je operativna odstranitev
maternice (histerektomija) ter obeh jajcevodov in jajcnikov (salpingo-ooforektomija) in
izpiranje peritoneja medenice (3, 6, 12). Po potrebi se izvede tudi medeni¢na in obaortna
odstranitev bezgavk (6). Ostali nacini, ki lahko predstavljajo samostojno zdravljenje ali
pomozno terapijo so radioterapija, hormonska terapija s progestageni in kemoterapija (3, 12,
15).

1.2 Vloga estrogenov pri razvoju raka endometrija

Kancerogeneza je vecstopenjski proces, v katerem genotoksi¢nim efektom (iniciaciji) sledi
povecana proliferacija celic (promocija). Estrogeni so v tkivih tako ligandi receptorjev za
estrogene kot tudi substrati encimov prve faze metabolizma (17). Ta dvojna vloga, v kateri
estrogeni simultano povzrocajo poskodbe DNA preko produktov oksidacije in stimulirajo
proliferacijo celic preko vezave na receptorje za estrogene, vpliva na njihovo zmoznost

iniciacije in/ali promocije kancerogenih procesov (18, 19).

Estrogeni preko znotrajceli¢nih receptorjev vplivajo na prepisovanje tar¢nih genov, preko
membranskih receptorjev pa na citosolne signalne poti (8, 19, 20). Preko teh mehanizmov
spodbujajo delitev celic in zavirajo apoptozo (11), tem uéinkom pa nasprotuje progesteron
(6). Poleg antiestrogenskih ucinkov, ki vkljuCujejo zmanjSanje S$tevila receptorjev za
estrogene in poveCano metabolno inaktivacijo estrogenov (2), progesteron inducira
diferenciacijo celic endometrija in tako nasprotuje mitogenemu delovanju estrogenov (8).

Zvisana koncentracija endogenih ali eksogenih estrogenov ob hkratni zniZani koncentraciji

4
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progesterona ali eksogenih progestagenov tako vodi do povecane mitotske aktivnosti
endometrijskih celic in s tem ve¢je moznosti naklju¢nih napak pri podvojevanju DNA, ki

lahko vodijo do nastanka raka endometrija (8).

Poleg od estrogenov odvisne proliferacije celic pa na nastanek tumorja materni¢ne sluznice
vpliva tudi metabolna aktivacija estrogenov v endogene kemic¢ne kancerogene, pri ¢emer se
tvorijo reaktivne kisikove zvrsti (ROS). Pri metabolizmu estrogenov nastajajo reaktivni
estrogenkinoni, ki lahko reagirajo z duSikovimi bazami v DNA in tvorijo predvsem
N3-adeninske in N7-gvaninske adukte (18). ROS pa lahko povzrocajo oksidativne poSkodbe

makromolekul in porusijo redoks ravnovesje v celicah (21).

1.3 Metabolizem estrogenov

1.3.1 Biosinteza estrogenov

Pri Zenskah pred menopavzo poteka sinteza estrona (E1) in estradiola (E2), bioloSko najbolj
aktivnega estrogena, v jajénikih in perifernih tkivih — v mas¢obnem tkivu, kozi in drugih
tkivih. Estrogeni, ki delujejo v dolo¢enem tar¢nem tkivu, lahko izhajajo iz treh virov: (i)
ovarijske sekrecije, (ii) periferne sinteze estronsulfata, ki se v tarénem tkivu pretvori v aktivno
obliko, in (iii) lokalne sinteze estrogenov v tar¢nem tkivu (22). Ob odsotnosti ovarijske
sinteze v obdobju po menopavzi je mozna le $e periferna biosinteza (23, 24). Lokalno, v tkivu
endometrija, se lahko E2 sintetizira po dveh poteh, aromatazni in sulfatazni (Slika 1). Po
aromatazni poti estrogeni nastajajo iz neaktivnih androgenov: dehidroepiandrosteronsulfata in
dehidroepiandrosterona, ki izvirata iz nadledvi¢ne Zleze ter androstendiona in testosterona, ki
nastajata v jajénikih (22, 23, 25). Klju¢en korak te poti je reakcija aromatizacije obroca A
steroidnega skeleta, ki jo katalizira encim aromataza (26). E2 pa lahko nastaja tudi po tako
imenovani sulfatazni poti iz El-sulfata (22, 23, 25). Vsi encimi, potrebni za navedene
pretvorbe, so izrazeni v endometrijskem tkivu (22). E2 se lahko oksidira do manj aktivnega
E1l ali se konjugira s sulfatom, kar vodi v izgubo aktivnosti (8). V nasprotju z ostalimi
konjugati, katerih vloga je povecanje vodotopnosti in olajSanje izloCanja iz telesa, se pri
sulfatiranih estrogenih razpolovni ¢as precej podaljSa (27), kar kaZe na to, da imajo v telesu

vlogo prekurzorjev teh steroidnih hormonov (27, 28).
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Slika 1: Lokalna biosinteza estrogenov (prirejeno po 23). DHEA, dehidroepiandrosteron.

1.3.2 Oksidativni metabolizem estrogenov

Estrogeni se metabolizirajo v hormonsko neaktivne ali manj aktivne vodotopne spojine, ki se
iz telesa izloCajo z urinom in/ali blatom (28). Podvrzeni so oksidativnemu metabolizmu na
razli¢nih mestih, ki ga katalizirajo razli¢ni citokromi P450 (CYP). Pri tem nastajajo predvsem
2- in 4-hidroksilirani metaboliti, imenovani tudi kateholestrogeni, ter v manj§i meri
16a-hidroksilirani metaboliti (Slika 2) (28, 29), mozni pa so $e Stevilni drugi (28). Nastanek
16a-hidroksiestrona/estradiola (16a-OHE1/E2) katalizirajo razlicni encimi CYP. Zanje je
znacilno, da imajo Se delno ohranjeno hormonsko aktivnost (28) ter da se deaktivirajo z
O-metilacijo, glukuronidacijo ali sulfatacijo (30). Encima CYP1Al in CYP1A2 katalizirata
reakcijo pretezno v smeri nastanka 2-OHE1/E2, CYPIB1 pa skoraj izklju¢no v smeri
nastanka 4-OHEL/E2 (24, 30). V jetrih v ve¢ji meri poteka metabolizem do 2-OHEL/E2,
medtem ko v ekstrahepati¢nih tkivih poteka predvsem hidroksilacija do 4-OHE1/E2 (24, 28).
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Slika 2: Oksidativni metabolizem estrogenov (prirejeno po 30). SQ, semikinon.

Kateholestrogeni, ki so produkt hidroksilacije A obro¢a steroidnega skeleta, se v

ekstrahepati¢nih tkivih v veliki meri O-metilirajo s katehol-O-metiltransferazo (COMT) (27,
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31), mozna pa je tudi inaktivacija s  sulfotransferazami (SULT) in
UDP-glukuronoziltransferazami (UGT), ki katalizirajo konjugacije s sulfatom in glukuronsko
kislino (27, 32). Kompetitivna reakcija tem pretvorbam je oksidacija v reaktivne semikinone
in kinone (31). Slednji se lahko v reakciji enoelektronske redukcije pretvorijo nazaj v
semikinone, ti pa spet oksidirajo do ortokinonov. V tem redoks krozenju nastajajo ROS (30,
31). Kinoni se lahko detoksificirajo po dveh mehanizmih. NAD(P)H-kinon-oksidoreduktaza
tipa 1 (NQOL1) in dihidronikotinamid ribozid (NRH)-kinon-oksidoreduktaza tipa 2 (NQO2)
katalizirata dvoelektronsko redukcijo v enem koraku do ustreznih kateholestrogenov, ki lahko
vstopajo v prej nastete reakcije druge faze metabolizma, s ¢imer $Citita celice pred preseZnim
nastajanjem ROS in poskodbami DNA (30). Druga pot odstranjevanja kinonov je konjugacija
z glutationom (30, 33, 34). Ta lahko potece spontano ali jo katalizirajo glutation S-transferaze
(GST), kar je bolj uéinkovito (27, 33). Med encimi GST je glutation S-transferaza pi 1
(GSTP1) najbolj izrazena v $tevilnih tkivih, tudi endometriju (30). Ce sta procesa deaktivacije

estrogenkinonov nezadostna, lahko ti reaktivni elektrofili reagirajo z DNA (34).

1.3.3 UCcinki metabolitov estrogenov

Poruseno ravnovesje med aktivirajo¢imi in deaktivirajoimi potmi v oksidativhem
metabolizmu estrogenov lahko vodi v povecano lokalno sintezo kateholestrogenov in ROS ter
tako vpliva na razvoj raka endometrija (30, 34). V redoks kroZenju med kinoni in semikinoni
namre¢ z redukcijo O, nastaja superoksidni radikal, ki se spontano ali pod vplivom encima
superoksid-dismutaze pretvori v vodikov peroksid. Ob prisotnosti Fe?* jonov se iz slednjega
generirajo hidroksilni radikali (Slika 2) (20, 31), ki lahko porusijo redoks ravnovesje v celicah

(21) in povzrocajo oksidativne poskodbe celiénih makromulekul (20, 21).

4-OHE1/E2 in 2-OHE1/E2 so potencialni kancerogeni, vendar pripisujejo mocnejsi
kancerogeni potencial 4-OHE1/E2 (28, 31). Vzrokov temu je veé: (i) kateholestrogeni so $e
vedno aktivni, pri ¢emer 4-OHEI1/E2 delujejo agonisticno na receptorje za estrogene,
2-OHE1/E2 pa imajo antiestrogene ucinke, (ii) 2-hidroksilirani estrogeni se hitreje izlo¢ajo iz
telesa in deaktivirajo z O-metilacijo, (iii) 2-metoksiestradiol, metabolit 2-OHE2, zavira
angiogenezo in proliferacijo celic (28) in (iv) estrogenkinoni, ki nastanejo iz 2- in
4-OHE1/E2, estron/estradiol-2,3-kinoni (E1/E2-2,3-Q) in E1/E2-3,4-Q, so mo¢ni elektrofili in
lahko reagirajo s celicnimi nukleofili, tudi dusikovimi bazami v DNA, s katerimi lahko tvorijo

stabilne ali depurinirajo¢e adukte (18, 31, 34). Stabilni adukti ostanejo v DNA verigi ali se
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odstranijo s popravljalnimi mehanizmi. Depurinirajoci pa se zaradi destabilizacije glikozidne
vezi sprostijo iz DNA verige in izlo¢ijo iz organizma. E1/E2-3,4-Q tvorijo v primerjavi z
E1/E2-2,3-Q ve¢ depurinirajo¢ih  aduktov z DNA, med njimi previadujeta
4-OHE1/E2-1-N3adenin in 4-OHE1/E2-1-N7gvanin (Slika 3). Nastala mesta v DNA brez
purinskih baz lahko aktivirajo izrezovalne popravljalne mehanizme, preko teh pa se v primeru
napacnega popravljanja uvedejo mutacije, ki lahko sprozijo nastanek rakavega obolenja (31,
34).
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Slika 3: Reakcije estrogenkinonov z DNA kot pot iniciacije rakavih obolenj (prirejeno po 18, 31, 34)

Dva encima, ki pomembno sodelujeta v detoksifikaciji $kodljivih kinonov, sta GSTPI in
NQO1, Kkaterih prisotnost v rakavem in kontrolnem nerakavem endometriju bomo preverjali v

okviru te diplomske naloge.
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1.3.4 Glutation S-transferaze (GST)

Transferaze katalizirajo prenos funkcionalnih skupin iz ene molekule na drugo (35). Encimi
GST so naddruzina encimov, ki katalizirajo konjugacijo kosubstrata, reduciranega glutationa,
s $tevilnimi elektrofili (27). Siroko so prisotni v filogenetski vrsti ter se nahajajo v mnogih
izooblikah v Stevilnih tkivih, v katerih lahko predstavljajo ve¢ kot 10 % citosolnih proteinov.
Razdelimo jih v tri skupine: citosolne, mitohondrijske in mikrosomalne oblike. Prvi dve
skupini vkljucujeta topne, tretja pa membransko vezane proteine (36). Pri sesalcih poznamo 6
druzin citosolnih GST: alfa, mu, pi, theta, zeta in omega (37). Topni encimi GST so veliki od
45 do 55 kDa (38) in so homo ali heterodimeri (27, 36), katerih podenoti izhajata iz iste
druZine. Encimi iz druZine pi so lahko prisotni tudi kot monomeri in tvorijo interakcije z
drugimi proteini (36). Ocenjeno je, da obstaja pri cloveku vsaj 20 razli¢nih izooblik GST (27).
Med njimi je najpomembnejSa GSTP1, ki je prisotna v Stevilnih tkivih in tudi v vecini

tumorskih celic (27, 39).

GST so encimi druge faze metabolizma, ki detoksificirajo $irok nabor reaktivnih elektrofilov
preko konjugacije z glutationom - tripeptidom, sestavljenim iz glutaminske kisline, cisteina in
glicina. Vpleteni so v metabolizem razli¢nih endogenih substanc kot tudi ksenobiotikov (36),
med njimi Stevilnih zdravil (27). Prav tako so wvpleteni v sintezo eikozanoidov
(prostaglandinov in levkotrienov) (36) in imajo vlogo v intracelicnem transportu steroidnih

hormonov (39).

Izrazanje GST inducirajo policiklicni aromatski ogljikovodiki, fenolni antioksidanti, ROS,
barbiturati, sintezni glukokortikoidi in $tevilne druge spojine (27). Velik del induktorjev
aktivira transkripcijo preko elementa, odzivnega na antioksidante (angl. antioxidant-
responsive element), elementa, odzivnega na ksenobiotike (angl. xenobiotic-responsive
element), GSTP ojaCevalca 1 (angl. GSTP enhancer 1) ali elementa, odzivnega na
glukokortikoide (angl. glucocorticoid-responsive element). Za veéino induktorjev velja, da so
hkrati tudi substrati encimov GST ali da se metabolizirajo v spojine, ki nastopajo kot njihovi
substrati. Indukcija GST tako predstavlja adaptacijski mehanizem na obremenjenost celic z
elektrofili (40).

10
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1.3.5 NAD(P)H-kinon-oksidoreduktaze

Oksidoreduktaze so encimi, ki katalizirajo prenos elektronov, navadno v obliki hidridnih
ionov  ali  vodikovih  atomov  (35). NAD(P)H/dihidronikotinamid  ribozid
(NRH)-kinon-oksidoreduktaze (NQO) so citosolni flavoproteini, ki katalizirajo prenos dveh
elektronov in s tem redukcijo kinonov v hidrokinone. Pri sesalcih poznamo dve
kinon-oksidoreduktazi, NQO1 in NQO2, v evbakterijah, glivah in arhebakterijah pa so
prisotne Se druge poddruzine: NQO3, NQO4 in NQOS5 (41).

NQO so proteini s flavin adenin dinukleotidom kot prosteticno skupino, ki katalizirajo
obligatorno dvoelektronsko redukcijo kinonov, kinoniminov, nitroaromatov in azo barvil (42).
S tem preprecujejo nezeleno enoelektronsko redukceijo, ki generira ROS (43). NQO1 in NQO2
se razlikujeta v potrebnih kofaktorjih. NQO1 uporablja kot elektron donor NAD(P)H, NQO2
pa njegov metabolit NRH (41). NQO1 sodeluje tudi pri odstranjevanju superoksidnih
radikalov, ¢eprav manj ucinkovito kot superoksid-dismutaza, ter ima za$¢itno vlogo,
nepovezano z encimsko funkcijo. Regulira namre¢ proteasomsko razgradnjo specifi¢nih

proteinov preko interakcije z njimi. Tako stabilizira tumor zavirajoce proteine p53, p73a in
p33 (42).

NQO1 inducirajo Stevilni oksidanti, antioksidanti, ksenobiotiki in UV svetloba (44).
Induktorji aktivirajo transkripcijo gena predvsem preko elementa, odzivnega na antioksidante

(angl. antioxidant-responsive element) in tako $¢itijo pred citotoksi¢nimi in kancerogenimi
udinki (42).

11
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2 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge je prouditi prisotnost encimov GSTP1 in NQO1 v rakavem in
kontrolnem nerakavem endometriju. Encima sta vpletena v patogenezo raka endometrija, saj
detoksificirata estrogenkinone, ki lahko delujejo kot iniciatorji kancerogeneze. Nasa hipoteza
je, da je koli¢ina encimov v rakavem in nerakavem tkivu razlicna. Raven encimov bomo
preverili z dvema metodama, prenosom western in imunohistokemijskim barvanjem

parafinskih rezin tkiva, ki ju bomo predhodno tudi optimizirali za na§ namen uporabe.

12
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Vzorci tkiva

Vzorci tkiva, ki smo jih uporabili v nasi $tudiji, so bili zbrani v sodelovanju z Ginekolosko
kliniko Univerzitetnega klininega centra Ljubljana (prim. asist. Jasno Sinkovec).
Uporabljenin je bilo 45 parov vzorcev rakavega in okolnega kontrolnega nerakavega
endometrija bolnic z rakom endometrija (Preglednica Il), starih med 27 in 83 let (povprec¢na
starost 62 let), ki so prestale histerektomijo v letih med 2003 in 2010.

Preglednica I1: Podatki o bolnicah. Oznaceni so vzorci Zensk pred menopavzo.

Vzorec Star(_)_s_t ob Diferenciacija* | Vzorec Star(_)_s_t ob Diferenciacija*
operaciji (leta) operaciji (leta)

5 39 G2/G3 38 78 G2/G3
7 50 Gl 40 71 Gl

8 83 G2/G3 42 81 Gl
10 53 Gl 44 73 Gl
11 60 Gl 47 27 G1/G2
13 64 G2 49 70 Gl
14 73 G2 50 73 Gl
18 79 Gl 52 75 G2/G3
19 74 G1/G2 53 50 G2/G3
20 76 G2/G3 54 71 Gl
21 53 G2 55 75 G2
22 36 G1/G2 56 55 G1/G2
23 45 G1/G2 57 43 Gl
24 69 G2/G3 59 48 Gl
25 54 G3/CC 61 83 G2
26 72 G1/G2 62 59 Gl
27 62 SCE** 63 66 G1/G2
30 54 Gl 65 80 G1/G2
31 69 G2/G3 66 72 Gl
32 52 Gl 68 45 Gl
33 77 G3 70 55 G2
34 57 Gl 71 48 G1/G2
35 61 G2

* Diferenciacija po klasifikaciji Mednarodne organizacije za ginekologijo in porodnistvo (International
Federation of Gyneacology and Obstetrics): G1 pomeni dobro, G2 zmerno in G3 slabo diferenciacijo. Tumor se
uvrsti v skupino z nizjo diferenciacijo v primeru hudih citoloskih atipij (2, 3, 6).

** Serozni cistadenokarcinom endometrija
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Vzorci so bili odvzeti s soglasjem pacientk, Studija pa je bila odobrena s strani Komisije
Republike Slovenije za medicinsko etiko. Vzorci so bili po odvzemu do nadaljnje obdelave
shranjeni v raztopini za stabilizacijo RNA (RNA Later) pri -20 °C. Diagnozo karcinoma je s

histologko preiskavo potrdila izkugena patologinja (prim. asist. Jasna Sinkovec).

3.1.2 Kemikalije, topila in standardi

Kemikalije z ve¢jim vplivom na rezultat so zbrane v spodnji preglednici (Preglednica I11).

Preglednica I11: Uporabljene kemikalije

Kemikalije

Proizvajalec

Bradfordov reagent (Quick Start Bradford Dye Reagent) BioRad
bromfenolno modro BioRad
Coomassiejevo briljantno modro Sigma
DAB substrat in kromogen Thermo Scientific
RapidStep ECL Reagent Calbiochem
eozin Sigma
floksin Sigma
hematoksilin Sigma
S hrenovo'peroksidaZO' oznacen streptavidin (Precision Protein BioRad
StrepTactin HRP Conjugate)
Pertex® medij za pokrivanje Medite
Ponceau S Sigma
zaviralec proteaz (Protease inhibitor coctail) Sigma
proteinska standarda za dolo¢evanje molekulskih mas

=  Precision Plus Protein WesternC Standards BioRad

= Page Ruler Prestained Protein Ladder Plus Fermentas
raztopina za stabilizacijo RNA (RNA Later) Qiagene
akrilamid/bisakrilamid (Rotiphorese gel) Roth
goveji serumski albumin BioRad
TRI Reagent Sigma

3.1.3 Protitelesa in sredstva za blokiranje nespecifi¢ne vezave

Preglednica IV: Protitelesa in sredstva za blokiranje nespecifi¢ne vezave

Protitelo/sredstvo za blokiranje

Proizvajalec in kataloska Stevilka

posneto mleko v prahu

primarna miS$ja protitelesa proti ciklofilinu A
sekundarna kozja protitelesa proti misjim,
konjugirana s hrenovo peroksidazo

primarna kuncja poliklonska protitelesa proti
GSTP1

Pomurske mlekarne
AbCam, ab58144

Jackson ImmunoResearch, 115-035-146

AbCam, ah65977
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Protitelo/sredstvo za blokiranje Proizvajalec in kataloska Stevilka

primarna kuncja poliklonska protitelesa proti AbCam, ab97385
NQO1

sekundarna kozja 1gG + IgM protitelesa proti
kuncjim, konjugirana s hrenovo peroksidazo
sekundarna kozja 1gG protitelesa proti kun¢jim  Jackson Immunoresearch, 111-005-003
kozji serum Jackson Immunoresearch, 005-000-121
kuncja peroksidaza-antiperoksidaza protitelesa  Jackson Immunoresearch, 323-005-024

Jackson Immunoresearch, 111-035-045

3.1.4 Raztopine, pufri in geli

Pufer za lizo celic (angl. lysis buffer; v naSem primeru uporabljen za raztapljanje proteinov)

urea 8449
tiourea 300
3-[(3-holamidopropil)dimetilamonijev]-1-propansulfonat (CHAPS) 0,8 g

bidestilirana voda do 20 ml

Locevalni/separacijski 10-% NaDS gel

bidestilirana voda 4,1 ml
1,5 M 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol (Tris)-HCI, pH 8,8 2,5 ml
30-% akrilamid/bisakrilamid (Rotiphorese gel) 3,3 mi
10-% natrijev dodecilsulfat (NaDS) 100 ul
amonijev persulfat 100 ul
N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 5ul

Zbiralni/koncentracijski gel

bidestilirana voda 6,1 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml
30-% akrilamid/bisakrilamid 1,3ml
10-% NaDS 100 pl
amonijev persulfat 100 pl

N,N,N’,N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) 10 ul

NaDS pufer
4x Tris-HCI/NaDS, pH 6,8 7 ml
glicerol 3ml
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NaDS 19
ditiotreitol 0,93¢g
barvilo bromfenol modro 1,2 mg

5x elektroforezni pufer

Tris-HCI 159
glicin 72 ¢
NaDS 509

destiliranavoda do1ll

Pred uporabo pufer 5x red¢imo.

Pufer za prenos

Tris 3,039
glicin 144 ¢
metanol 200 ml

bidestiliranavoda do1 |l

Raztopina barvila Ponceau

ocetna kislina, 100-% 12,5 ml
bidestilirana voda 225 ml

upraSeno barvilo Ponceau S 12,5 mg

Raztopina barvila Coomassiejevo briljantno modro

Coomassiejevo briljantno modro 0,1 %
metanol 40 %

ocetna kislina 10 %

10x pufer s Tris-om in NaCl (TBS)

Tris 24,2 9
natrijev klorid 292,29
bidestiliranavoda do 1|l

Sestavine med meSanjem raztopimo v bidestilirani vodi in pH uravnamo na 7,5.

0,1-% pufer s Tris-om in polisorbatom 20 (TTBS)

10x TBS 100 ml
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destiliranavoda do1ll

Tween 20 1ml

5-% mleko

posneto mleko v prahu 2,50
0,1-% TTBS do 50 ml

Mayerjev hematoksilin

hematoksilin 12 g

kalijev aluminijev sulfat 200 g
kalijev jodat 08¢
citronska kislina 409
kloralhidrat 200 g

demineralizirana voda 41

V polovici vode ob rahlem segrevanju in meSanju raztopimo kalijev aluminijev sulfat in
barvilo. Pustimo stati preko noc¢i, naslednji dan dodamo segreti raztopini citronsko kislino,
kloralhidrat in jodat. Dodamo ostalo demineralizirano vodo in raztopino med mesanjem hitro

ohladimo.

Eozin-floksin

raztopina eozina (1 g eozina v 100 ml demineralizirane vode) 50 ml
raztopina floksina (1 g floksina v 100 ml demineralizirane vode) 5 ml
ocetna Kislina 2ml
etanol, 95-% 390 ml

Tris-EDTA pufer za izpostavitev antigenov

Tris 1,21 ¢
EDTA 0,37¢g
destiliranavoda do 1l
Tween 20 0,5 ml

Tris pufer za izpostavitev antigenov

Tris 6,19
natrijev Klorid 8,89
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doll

pH uravnamo na 9,0 in nato dodamo Tween 20 (0,5 ml).

destilirana voda

10x PBS

natrijev hidrogenfosfat 1099
natrijev dihidrogenfosfat 3,7 g
natrijev klorid 90g
bidestilirana voda do1ll

pH uravnamo na 7,4.

Fosfatni pufer s polisorbatom 20 (TPBS)

10x PBS 100 ml
destiliranavoda do 11
Tween 20 1ml

3.1.5 Laboratorijska oprema

Preglednica V: Laboratorijska oprema

Oprema Proizvajalec in model
oprema za vakuumsko koncentriranje in susenje vzorcev — Speed Vac, Thermo
spektrofotometer BioTek Sinergy H4

aparatura za NaDS PAGE in prenos western
usmernik

polivinilidenfluoridna (PVDF) membrana
opticni Citalec

mikrovalovna pecica

aparatura za detekcijo kemiluminiscence
mikroskop

fotoaparat

Mini Trans-Blot, BioRad
Sigma Techware
Millipore

Amersham Biosciences
Zanussi

LAS-4000, Fujifilm
Zeiss AXIO scope Al
Canon PowerShot G10

3.1.6 Programska oprema

Preglednica VI: Programska oprema

Programska oprema

Proizvajalec

Lab Scan

Mini Image Reader LAS-4000 V 2.11
Multi Gauge V 3.2

GraphPad Prism 6.01

AxioVision Release 4.8.2

Amersham Biosciences
Fujifilm

Fujifilm

GraphPad software
Zeiss
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3.2 Metode

3.2.1 lzolacija proteinov in prenos western

Z metodo prenosa western smo semikvantitativno dolocili koli¢ino proteinov GSTPI in

NQOL1 v 30 parih vzorcev rakavega in kontrolnega nerakavega endometrija.

3.2.1.1 lzolacija proteinov

Proteine smo izolirali iz vzorcev, iz katerih je bila predhodno Ze izolirana RNA. Vzorce
rakavega in kontrolnega nerakavega endometrija, ki so bili shranjeni v raztopini za
stabilizacijo RNA, so predhodno zamrznili v tekocem duSiku in zdrobili v prah ter jih obdelali
s TRI Reagent-om (1 ml TRI Reagent-a na 50 — 100 mg tkiva) po navodilih proizvajalca (45).
Po dodatku kloroforma in centrifugiranju se je meSanica locila v tri faze: vodno fazo z RNA,
interfazo z DNA in organsko fazo s proteini. Po izolaciji RNA so preostali dve fazi do
nadaljnje obdelave shranili pri -20 °C.

Izbrane vzorce smo odtalili in centrifugirali (12000 g, 15 min, 4 °C). Previdno smo odstranili
preostalo vodno fazo, nato pa oborili DNA z dodatkom brezvodnega etanola (0,3 ml na 1 ml
TRI Reagent-a). Mesanico smo nezno pretresli in inkubirali 3 min pri sobni temperaturi med
rahlim stresanjem in jo centrifugirali (2000 g, 5 min, 4 °C). Supernatant smo odpipetirali v
centrifugirko in ob tem zdruzili vsebino vseh mikrocentrifugirk, ki so vsebovale isti vzorec.
Oborjeno DNA smo ustrezno oznacili in shranili pri -20 °C. Proteine smo iz supernatanta
oborili z izopropanolom (1,5 ml na 1 ml TRI Reagent-a), inkubirali pri sobni temperaturi med
rahlim stresanjem 10 min, nato pa centrifugirali (7200 g, 15 min, 4 °C). Supernatant smo
odpipetirali in oborjene proteine 20 min spirali z 0,3 M gvanidinijevim kloridom v 95-%
etanolu (2 ml na 1 ml TRI Reagent-a) pri sobni temperaturi med rahlim stresanjem. Po
centrifugiranju (7200 g, 6 min, 4 °C) smo supernatant odstranili. Postopek spiranja smo Se
dvakrat ponovili. Oborjene proteine smo spirali Se z brezvodnim etanolom (2 ml na 1 ml TRI
Reagent-a) 20 min pri sobni temperaturi med pocasnim stresanjem. Sledilo je centrifugiranje
(7200 g, 10 min, 4 °C). Potem smo supernatant odstranili, centrifugirke pa odprte postavili v
aparaturo za koncentriranje in susenje vzorcev SpeedVac in oborjene proteine pod vakuumom
posusili. SuSenje je trajalo priblizno 30 min. Posusene oborjene proteine smo shranili v

zamrzovalniku pri -20 °C, dokler nismo izolirali proteinov iz vseh vzorcev.
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Proteine smo raztopili v pufru za lizo (priblizno 150 pl na 1 ml TRI Reagent-a, po potrebi tudi
vec). Raztopino smo prenesli v mikrocentrifugirke, ponovno centrifugirali (2000 g, 1 min,
4 °C) in dvakrat na kratko sonificirali, da smo razbili agregate proteinov. Med posameznima
korakoma sonifikacije smo vzorce postavili na led, da ni pri§lo do povisanja temperature in

denaturacije proteinov. Sledilo je centrifugiranje (2000 g, 3 min, 4 °C).

Raztopinam proteinov smo pomerili koncentracijo (opisano v poglavju 3.2.1.2), dodali
zaviralec proteaz (1 pl na 100 upl vzorca), premesali z vibracijskim stresalnikom in
centrifugirali (3000 g, 15 min, 4 °C). Vzorce smo nato alikvotirali in jih ustrezno oznacili. Po
dva alikvota za skoraj$njo uporabo smo shranili v zamrzovalniku pri -20 °C, preostale,

namenjene daljSemu shranjevanju, pa pri -80 °C.

3.2.1.2 Merjenje koncentracije proteinov z Bradfordovo metodo

Koncentracije proteinov smo dolo¢ili z Bradfordovo metodo, ki temelji na vezavi barvila
Coomassiejevo briljantno modro na protein v kislem mediju. Interakcije med barvilom in
proteinom so elektrostatske (predvsem z argininom, v manj$i meri z lizinom in histidinom) in
hidrofobne (s tirozinom, triptofanom in fenilalaninom). Nastali kompleks ima absorpcijski
maksimum pri 595 nm, samo barvilo pa pri 465 nm. Metoda je relativha - za dolocitev

koncentracije potrebujmo umeritveno krivuljo (46).

Meritev koncentracije proteinov v vzorcih smo opravili po navodilih proizvajalca
Bradfordovega reagenta (BioRad, 47). Vzorce smo pripravili tako, da smo 1 pl vsake od
raztopin proteinov (v primeru slepega vzorca 1 pl pufra za lizo) dodali 19 ul bidestilirane
vode, dobro premesali na vibracijskem stresalniku in na kratko centrifugirali (20 s). 5 ul tako
pripravljenih vzorcev smo odpipetirali v vdolbine mikrotitrske plo§¢e. Enako smo pripravili
tudi raztopine govejega serumskega albumina, standarda za umeritveno krivuljo (0, 1, 3, 5, 7,
9in 11 pul 1 mM govejega serumskega albumina in bidestilirana voda do 20 pl). Vzorcem in
standardnim raztopinam smo dodali po 250 pul na sobno temperaturo ogretega Bradfordovega
reagenta in dobro premesali, ob tem pa pazili, da nismo ustvarjali mehurc¢kov, ki bi motili
meritev. PloS¢ico smo inkubirali 5 min na sobni temperaturi in nato s spektrofotometrom
izmerili absorbanco pri 595 nm. 1z izmerjenih absorbanc standardnih raztopin smo narisali

umeritveno krivuljo in na podlagi te izraCunali koncentracije proteinov v vzorcih.
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3.2.1.3 Locitev proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS

(NaDS PAGE)

Elektroforeza je separacijska tehnika, ki temelji na potovanju nabitih delcev v elektricnem
polju. NaDS PAGE temelji na uporabi anionskega detergenta NaDS, ki se nespecificno veze
na protein in ga pri tem popolnoma denaturira, disulfidne vezi pa moramo prekiniti z
dodatkom reducenta. Razmerje med nabojem in dolzino polipeptidne verige v kompleksu z
NaDS je enako za vse proteine, zato se lo¢itev med elektroforezo vrsi le na podlagi velikosti

molekul (46).

NaDS PAGE smo izvedli na gelu debeline 1,5 mm v aparaturi Mini Trans-Blot (BioRad) po
navodilih proizvajalca (48). Gel smo pripravili tako, da smo sestavili stekelca in s preizkusom
z vodo preverili ali tesnijo. Pripravili smo loc¢evalni gel in ga vlili med stekelca do primerne
viSine, nanj pa nalili 20-% etanol, ki je prepreceval izsusitev gela. Med strjevanjem (priblizno
35 min) smo pripravili Se koncentracijski gel. Odstranili smo etanol in locevalni gel osusili s
filter papirjem, nato pa nanj nalili koncentracijski gel in vstavili glavni¢ek ter pustili, da se

strdi (priblizno 30 min).

Vzorce za elektroforezo smo pripravili tako, da smo volumnu raztopine proteinov, ki je
ustrezal 30 pg proteinov, dodali bidestilirano vodo do volumna 10 ul in 6 ul NaDS pufra.
Tako pripravljene vzorce smo dobro premeSali na vibracijskem stresalniku in jih na kratko
centrifugirali (20 s). Vzorce smo inkubirali 10 min pri sobni temperaturi. Na vsaki membrani
sta bila kot pozitivni kontroli tudi nanosa proteinskih frakcij placente in celi¢ne linije raka
endometrija Ishikawa. Vzorce teh smo pripravili na enak naCin, le da smo pri Ishikawi

uporabili 15 ug proteinov in inkubirali 10 min pri 95 °C.

Nosilec z gelom smo vstavili v elektroforezno kadicko, odstanili glavnicek in v kadicko nalili
elektroforezni pufer. Na gel smo nanesli vzorce in proteinska standarda za dolocevanje
molekulskih mas ter kadicko obdali z ledom. Locéevanje vzorcev na gelu je potekalo pri

napetosti 200 V, dokler ni fronta dosegla dna gela (priblizno 40 min).

3.2.1.4 Prenos proteinov na membrano (prenos western)

Prenos western je prenos proteinov iz gela na membrano, izvaja pa se z namenom imunoloske
detekcije proteinov po elektroforezi. Protitelesa so velike molekule, zato je hitrost njihove
difuzije skozi poliakrilamidni gel zelo majhna in posledi¢no neposredna inkubacija gela v

raztopini protiteles ni najbolj uspesna. Proteine tako prenesemo na membrano, na katero se
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vezejo preko mocnih hidrofobnih interakcij. Nezasedena mesta na membrani blokiramo ter jo
inkubiramo najprej v primarnih protitelesih proti iskanemu proteinu, nato pa v ustrezno

oznac¢enih sekundarnih protitelesih, ki se vezejo na Fc-regijo primarnih protiteles (46).

Za prenos western smo uporabili aparaturo Mini Trans-Blot (BioRad) in postopek izvedli po
navodilih proizvajalca (48). Ze med potekom NaDS PAGE smo izrezali PVDF membrano in
filter papir v velikosti gela. Aktivirali smo membrano: za 15 s smo jo potopili v metanol,
zatem za 2 min v bidestilirano vodo, nato pa v pufer za prenos, v katerem smo jo pustili do
uporabe. Po konc€ani elektroforezi smo locili stekelci od gela. Koncentracijski gel smo
odrezali in zavrgli, locevalni gel pa potopili v pufer za prenos. Prav tako smo v ta pufer
namocili blazinici, ki sta prilozeni aparaturi, tik pred namestitvijo pa tudi filter papir. Kaseto
smo sestavili, kot je prikazano na sliki (Slika 4), ob tem pa pazili, da se med plasti niso ujeli
zraéni mehurcki. Kaseto smo zaprli in jo pravilno glede na smer toka vstavili v aparaturo.
Prelili smo z dobro ohlajenim pufrom za prenos ter dodali magnet za meSanje in hladilno
enoto. Kadicko smo obdali z ledom in postavili na magnetno mesalo. Prenos je potekal pri
napetosti 100 V med stalnim meSanjem 1 h, pri ¢emer smo ga po 30 min ustavili in kaseti

zamenjali med seboj, da smo zagotovili enake pogoje prenosa za oba gela.

Po kon¢anem prenosu smo vizualizirali proteine, preneSene na membrano, in tiste, ki so ostali
na gelu. Membrano smo 5 min inkubirali v raztopini barvila Ponceau med rahlim stresanjem,
nato pa jo sprali z destilirano vodo in skenirali. Spirali smo jo s TTBS dvakrat po 5 min
oziroma do razbarvanja. Gel smo med rahlim stresanjem barvali 5 min z raztopino barvila
Coomassiejevo briljantno modro, nato pa ga spirali v 7-% ocetni Kislini dokler se ni ozadje

razbarvalo. Ob tem smo ocetno kislino veckrat zamenjali. Nato smo gel skenirali.
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pokrov

blazinica

filter papir
membrana
gel

filter papir
blazinica

kaseta

elektrodni modul

hladilna enota

vsebnik s pufrom

Slika 4: Aparatura za prenos western (prirejeno po 49)

Membrano smo 2 h blokirali v 5-% mleku pri sobni temperaturi ob po¢asnem stresanju. S tem
smo preprecili nespecificno vezavo protiteles na nezasedena mesta na membrani. Sledila je

inkubacija s primarnimi protitelesi proti ciklofilinu A (peptidilprolil-izomeraza A; CYC
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oziroma PPIA), ki je bil na podlagi predhodnih $tudij izbran za referencni protein (29).
Uporabljena so bila misja protitelesa proti PPIA (1:1000) v 1-% raztopini mleka v TTBS
(enako raztopino mleka smo uporabili za red¢enje vseh protiteles). Inkubacija je potekala
preko noc¢i pri 4 °C ob pocasnem stresanju. Primarna protitelesa smo odlili in membrano
spirali s TTBS (4 x 5 min) pri sobni temperaturi med hitrejSim stresanjem. Sledila je
inkubacija s sekundarnimi protitelesi. To so bila kozja protitelesa proti misjim (1:5000),
konjugirana s HRP. Dodali smo Se s HRP oznacen streptavidin za zaznavo proteinskih
standardov (predhodno redcen 1:10 s TTBS; 1 pl na 10 ml raztopine protiteles). Inkubacija je
potekala 2 uri pri sobni temperaturi ob po¢asnem stresanju. Po ponovnem spiranju s TTBS
(4 x 5 min) pri sobni temperaturi ob hitrejSem stresanju smo detektirali ciklofilin po postopku,
opisanem v nadaljevanju. Po detekciji smo membrano spet spirali s TTBS ob stresanju pri

sobni temperaturi (4 X 5 min).

Postopek smo ponovili §e za imunodetekcijo encimov GSTP1 oziroma NQOI1. Membrane
smo inkubirali preko no¢i pri 4 °C med pocasnim stresanjem v primarnih kuncjih protitelesih
proti GSTP1 (1:300) oziroma primarnih kuncjih protitelesih proti NQO1 (1:3000). Spet je
sledilo spiranje s TTBS in inkubacija v sekundarnih, s HRP konjugiranih kozjih protitelesih
proti kun¢jim (1:10000), katerim smo dodali 1 ul streptavidin-HRP. Inkubacija je potekala 2
uri pri sobni temperaturi ob rahlem stresanju. Po ponovnem spiranju s TTBS je sledila

detekcija.

3.2.1.5 Detekcija z ojacano kemiluminiscenco (ECL)

Pri kemiluminiscenci gre za pretvorbo kemicne energije v svetlobno (50). Ob reakciji med
kemiluminiscentno molekulo (luminolom) in vodikovim peroksidom se sprosc¢a svetloba
(Slika 5). Reakcijo katalizira HRP, vezan na sekundarno protitelo (Slika 6). Intenzivnost

svetlobe se poveca ob prisotnosti ojacevalcev (51).

O
NH COOr
HRP
| + H,0p ——— + N, + hv
NH OH
COOr
R 0 R

Slika 5: Reakcija ECL detekcije med luminolom (R...-NH,) in vodikovim peroksidom, katalizirana s HRP
(prirejeno po 51)
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Proteine smo identificirali na podlagi njihove velikosti z uporabo proteinskih standardov
Precision Plus Protein WesternC. Ti so oznaceni z zaporedjem Strep-Tag®, sinteznim
peptidom iz osmih aminokislin, ki ob dodatku sinteznega streptavidina StrepTactin®,
oznacenega s HRP, omogoca njihovo detekcijo z ECL (Slika 6) (52).

luminol

luminol l

il sekundarno protitelo,
’ oznaceno s HRP

. //l f ’Q;\
StrepTactin®, primarno

oznacen s HRP l protitelo

e /\
membrana ‘

proteinski taréni protein ostali proteini
standard Vv vzorcu

Slika 6: ECL detekcija proteinskih standardov in tarénih proteinov pri prenosu western (prirejeno po 53)

Sprano membrano smo polozili na ravno povr§ino in enakomerno poprsili z reagentom
RapidStep ECL Reagent. Po eni minuti smo jo vstavili v prozorno plasticno mapo in pri tem
pazili, da se med mapo in membrano niso ujeli zra¢ni mehurcki. Z detektorjem LAS-4000
smo opravili meritev oddane svetlobe. Po detekciji smo membrano sprali s TTBS (4 x 5 min)
in uporabili za detekcijo drugih proteinov ali pa jo posusili na zraku in shranili zas¢iteno pred

vlago.

3.2.1.6 RacunalniSka obdelava podatkov in statisticna analiza

Rezultate detekcije smo zajeli s programom Image Reader LAS-4000. Signale, zajete ob
detekciji, pa tudi tiste iz gelov in membran smo glede na intenziteto ovrednotili s programom
Multi Gauge.

Signali na razlicnih membranah se lahko razlikujejo v stopnji; ta odstopanja smo zmanjsali z
uporabo vzorcev placente (P) in celi¢ne linije Ishikawa (Ish). Ti vzorci so sluzili kot pozitivna

kontrola, hkrati pa tudi kot zunanji standardi na vsakem gelu in membrani. Za normalizacijo
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signalov ECL detekcije se obic¢ajno uporabljajo referen¢ni proteini (v naSem primeru je bil to
PPIA), ki so interni standardi in so hkrati pokazatelji nanosa na gel, prenosa na membrano in
stanja proteinov (npr. morebitnega razpada proteinov). Drug nacin normalizacije pa je z
upostevanjem celokupne koli¢ine proteinov v vzorcu, na katero lahko sklepamo iz signalov
barvanja membran in gelov. Preverili smo normalizacijo na referen¢ni protein PPIA, na
celokupno koli¢ino proteinov na membrani in na celokupno koli¢ino proteinov, ki so ostali na
gelu po prenosu na membrano ter jih primerjali med seboj in izbrali najustreznejSo metodo.
Dobljene rezultate smo statisticno ovrednotili s programom GraphPad Prism 6.01. Pri tem
smo uporabili neparametricni t-test (Wilcoxonov test) za parne vzorce z dvostranskim

tveganjem in stopnjo zaupanja 0,95.

3.2.2 Barvanje parafinskih tkivnih rezin

Parafinske rezine rakavega in kontrolnega nerakavega endometrija so nam odstopili na
Ginekoloski kliniki Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana (prim. asist. Jasna Sinkovec).
Uporabili smo 26 tkivnih rezin rakavega endometrija. Na 5 preparatih smo imeli poleg
rakavega endometrija tudi tkivo okolnega kontrolnega nerakavega endometrija. Z
imunohistokemijskim barvanjem parafinskih tkivnih rezin smo vizualizirali porazdelitev
encimov GSTP1 in NQO1 v rakavem in kontrolnem tkivu endometrija ter ovrednotili

intenziteto obarvanja.

3.2.2.1 Barvanje parafinskih tkivnih rezin s hematoksilinom in eozinom

Tkivnim rezinam, fiksiranim na objektnih stekelcih, smo odstranili parafin s ksilenom (2 x 4
min) in jih hidrirali z namakanjem v etanolu padajoc¢ih koncentracij (100-%, 96-% in 70-%, v
vsakem 5 min) in destilirani vodi (3 min). Rezine smo nato inkubirali v Mayerjevem
hematoksilinu (6 min) in spirali v mla¢ni vodi (5 min), ki smo jo vmes enkrat zamenjali.
Sledilo je Se spiranje v demineralizirani vodi (1 min) in 80-% etanolu (1 min), nato pa
barvanje v raztopini eozin-floksina (2 min). Tkivne rezine smo potem inkubirali v 96-% (2
min), nato pa Se v brezvodnem etanolu (2 + 5 min) in ksilenu (2 x 4 min) ter jih pustili v
digestoriju, da so se posu$ile. Na tkivo smo kanili malo medija za pokrivanje Pertex® in

namestili krovno stekelce, pocakali, da se je lepilo posusilo, in preparate oznacili.
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3.2.2.2 Imunohistokemijsko barvanje tkivnih rezin

Namen imunohistokemijskega barvanja tkivnih rezin je s pomocjo specifi¢ne reakcije med
izbranim antigenom in oznacenimi protitelesi identificirati dolo¢eno tkivno komponento (v
nasem primeru NQO1 in GSTP1) in vizualizirati njeno porazdelitev. Pri tem smo uporabili
metodo s kompleksom peroksidaza-antiperoksidaza (PAP). Ta temelji na kompleksu encima
peroksidaze in antiperoksidaznega protitelesa, ki je enakega izvora kot primarno protitelo.
Antiperoksidazno protitelo in primarno protitelo, usmerjeno proti tkivnemu antigenu, lahko
povezemo preko sekundarnega protitelesa (Slika 7). Metoda s kompleksom PAP zaradi

dodatne stopnje omogoca ojacitev signala (52).

PAP kompleks

sekundarno protitelo
primarno protitelo

tkivni antigen

Slika 7: PAP metoda (prirejeno po 52)

Iz tkivnih rezin smo s ksilenom odstranili parafin (2 x 5 min) in jih hidrirali z namakanjem v
etanolu padajoc¢ih koncentracij (100-%, 96-%, 80-% in 70-%, v vsakem 5 min) in destilirani
vodi (5 min). Nato smo vzorce spirali s TPBS med pocasnim stresanjem (5 min). Endogene
peroksidaze smo 40 min med stresanjem blokirali z 0,9-% raztopino vodikovega peroksida v
TPBS, nato pa ponovno spirali s TPBS (5 min). V naslednji stopnji smo izpostavili antigene.
Uporabili smo 0,01 M raztopino natrijevega citrata (pH 6), s katero smo prelili tkivne rezine v
stekleni kadicki, vse skupaj segreli do vrenja v mikrovalovni pecici in nato inkubirali 30 min
med stalnim vrenjem, ob tem pa po potrebi dolivali raztopino. Po 30 min ohlajanja smo 5 min
spirali s TPBS med rahlim stresanjem, nato pa stekelce po robovih obrisali in pri tem pazili,
da se nismo dotaknili tkiva. Na vsako tkivno rezino smo nanesli 100 pl blokirne raztopine
(5-% kozji serum v TPBS) in jo pokrili s kosom parafilma, ob tem pa pazili, da vmes nismo
ujeli mehurckov zraka. Tkivne rezine smo v blokirni raztopini inkubirali 1 uro pri sobni
temperaturi. Serum smo odstranili in na rezine nanesli 100 pl primarnih kunéjih protiteles
proti GSTP1 (1:20) oziroma proti NQO1 (1:200) v 5-% kozjem serumu, na negativno

kontrolo pa le 5-% kozji serum. Tkivne rezine smo prekrili s parafilmom. Inkubacija v
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primarnih protitelesih je potekala preko noci pri 4 °C v vlazni komori. Stekelca smo nato
spirali s TPBS (2 x 5 min) med rahlim stresanjem, robove previdno obrisali in na tkiva nanesli
100 pl sekundarnih kozjih protiteles proti kun¢jim (1:100 v TPBS). Inkubacija je potekala 1
uro v vlazni komori na sobni temperaturi. Ponovno smo spirali s TPBS (2 x 5 min), nato pa na
rezine nakapljali 100 pl kuncjih PAP protiteles (1:500) v 0,05 M Tris-HCI in inkubirali 30
min v vlazni komori pri sobni temperaturi. Po spiranju s TPBS (2 x 5 min) smo obrisali
robove stekelc in na tkivne rezine nanesli 100 pl meSanice substrata DAB in kromogena
(20 ul DAB kromogena na 1 ml DAB substrata (55)), ki smo jo pripravili tik pred uporabo.
Inkubacija je potekala do zadostnega obarvanja tkivnih rezin oziroma do zacetka obarvanja
kontrolnih rezin, vendar najve¢ 15 min. Reakcijo smo ustavili tako, da smo stekelca spirali z
destilirano vodo (2 x 5 min). Sledila je inkubacija v hematoksilinu (45 s), spiranje v navadni
vodi (90 s, vmes smo vodo zamenjali) in v destilirani vodi (5 min). Dehidracija tkiva je
potekala z izpostavitvijo etanolu naras¢ajo¢ih koncentracij (70-%, 80-%, 95-% in 100-%, v
vsakem 5 min) in ksilenu (5 min). Ko so se stekelca posusila, smo na tkivne rezine nanesli

kapljico medija Pertex® in pritrdili krovna stekelca.

3.2.2.3 Ovrednotenje barvanja tkivnih rezin

Tkivne rezine smo si ogledali pod mikroskopom in vizualno ocenili njihovo obarvanost v
primerjavi z negativno kontrolo. Pri prepoznavanju tkiv in struktur smo si pomagali s tkivno
rezino istega vzorca, pobarvano z eozinom in hematoksilinom. Nekatere odseke smo slikali s

fotoaparatom in slike zajeli s programom AxioVision.
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4 REZULTATI

4.1 Optimizacija metod

4.1.1 Optimizacija prenosa western

V seriji preliminarnih poskusov smo optimizirali metodi NaDS PAGE in prenos western za
na$ namen uporabe. Preverili smo, ¢e za ustrezne kon¢ne rezultate zadostuje uporaba 30 ug
proteinov vsakega vzorca namesto predhodno uporabljanih 60 pug. Na elektroforezna gela smo
nanesli ustrezno pripravljene izbrane vzorce v dveh nanosih, pri ¢emer je bilo enkrat
nanesenih 60 ug, drugi¢ pa 30 ug proteinov. Priprava vzorcev in elektroforeza je potekala po
protokolu, opisanem v poglavju 3.2.1.3, prav tako prenos western (poglavje 3.2.1.4). Lise so
bile jasno vidne tudi v primerih, ko smo uporabili le 30 ug proteinov. Poleg tega so bile lise v
teh primerih lepSe locene med seboj kot ob nanosih 60 pg proteinov (Slika 8). Zato smo se

odlo¢ili, da v nadaljnjih poskusih uporabljamo nanos 30 pg proteinov.

A B
—“«_.- ——

—

Slika 8: Optimizacija nanosa proteinov. Prikazana je detekcija PPIA pri nanosu 60 pg (A) in 30 pg (B)
proteinov: ob uporabi manjse koli¢ine proteinov so signali dobro vidni in lepSe lo¢eni med seboj.

Zagotoviti smo Zeleli tudi ustrezno detekcijo referencnega proteina PPIA, pri katerem so se v
preteklosti pojavljale tezave zaradi slabe detekcije. Za razliko od predhodnih poskusov, ki so
potekali v nasi raziskovalni skupini, smo ¢as prenosa na membrano skrajSali iz 75 min na 60
min. Ker je PPIA majhen protein, bi namre¢ ob daljSem ¢asu prenosa lahko prehajal preko
PVDF membrane in se izgubljal v medij. Ob detekciji je bil PPIA lepo viden, torej je bila nasa

odlocitev o skrajSanju ¢asa prenosa proteinov na membrano pravilna.

Preverili smo tudi, ¢e lahko inkubiramo dve membrani hkrati v isti raztopini protiteles. Po
elektroforezni lo¢itvi proteinov in prenosu western smo membrani, na katerih se je zaporedje
vzorcev dvakrat ponovilo, razpolovili tako, da so vse polovice vsebovale enako zaporedje
vzorcev. Po dve polovici smo inkubirali v protitelesih v isti kadicki, pri tem sta bili membrani
enkrat obrnjeni druga proti drugi, torej spodnja navzgor in zgornja navzdol, drugi¢ pa obratno,

druga vstran od druge. Med signali ob detekciji ni bilo opaznih razlik. Z opravljenimi poskusi

29



Katja Svoljsak: Ugotavljanje prisotnosti encimov za detoksifikacijo estrogenkinonov pri raku endometrija

smo pokazali, da je mozna inkubacija dveh membran naenkrat v istih protitelesih ter da njuna

orientacija nima vpliva na vezavo protiteles.

Ob preliminarnih poskusih smo opazili tudi, da prihaja do nespecifi¢ne vezave protiteles na
membrano, zato smo blokiranje v 5-% raztopini mleka podaljsali iz zacetne 1 h na 2 h. Poleg
tega smo zaradi moc¢nih signalov zmanj$ali nanose proteinov, izoliranih iz celicne linije
Ishikawa, iz 30 pug na 15 pg. Vse ugotovitve iz preliminarnin poskusov smo prenesli v
protokole, ki so bili nato uporabljeni za analizo vseh nadaljnjih vzorcev in so opisani v
poglavjih 3.2.1.3 in 3.2.1.4.

Z optimizacijo NaDS PAGE in prenosa western smo uspeli:

e zmanjSati porabo vzorcev zaradi manjSega nanosa, ob tem pa se kvaliteta rezultatov ni
zmanjSala, pac¢ pa zaradi boljSe locenosti lis le Se povecala;

e zagotoviti pogoje poskusov, pri katerih smo dobili ponovljivo dobro detekcijo PPIA;

e zmanjsati porabo protiteles z inkubacijo dveh membran hkrati v isti kadicki;

e poenotiti prenos proteinov na obeh membranah z menjavo pozicije kaset med prenosom
proteinov na membrano;

e zmanjsati nespecificno vezavo protiteles na membrano.

4.1.2 Izbira ustreznega nacina normalizacije

Za normalizacijo signalov iskanih proteinov (GSTP1 oziroma NQO1) smo uporabili tri
razli¢ne pristope: normalizacijo na (i) signal referen¢nega proteina PPIA, (ii) celokupni signal
proteinov, Ki so se prenesli na membrano (normalizacija na proteine na membrani) in (iii)
celokupni signal proteinov, ki so po prenosu na membrano ostali na gelu (normalizacija na
proteine na gelu). Uporaba referenénega proteina za normalizacijo ima ve¢ prednosti. Signali
proteinske frakcije na gelu in membrani so odvisni le od nanosa vzorca in njegovega prenosa
iz gela na membrano. Iz signala za referenéni protein, ki je odvisen tudi od uporabljenih
reagentov, pa lahko sklepamo $e na morebitne poskodbe ali razpad proteinov. Vsi ti dejavniki
vplivajo tudi na signal iskanega proteina. Pri normalizaciji na referen¢ni protein naj bi tako
dobili med seboj bolj primerljive rezultate, ki so manj odvisni od nanosa, prenosa,
uporabljenih reagentov in stanja proteinov in zato bolje prikazujejo realno stanje v vzorcu.

Zato se pri prenosu western najpogosteje uporablja normalizacija na referencni protein.
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Signale smo obdelali, kot je opisano v poglavju 3.2.1.6, in primerjali koli¢ino proteinov
NQOL1 in GSTP1 v rakavem (T) in kontrolnem (K) endometriju. Iz spodnje preglednice je
razvidno, da smo z razlicnimi nacini normalizacije dobili precej razliCne rezultate
(Preglednica VII). lzstopali so predvsem rezultati normalizacije na referen¢ni protein PPIA,
medtem ko so bili rezultati, ki smo jih dobili z normalizacijo na proteine na gelu in
normalizacijo na proteine na membrani, med seboj zelo primerljivi tudi na ravni posameznih

vzorcev (podatki niso prikazani).

Preglednica VII: Izbira ustreznega nacina normalizacije. Primerjava rezultatov, pridobljenih z normalizacijo na
PPIA, proteine na gelu in proteine na membrani.

Normalizacija na Normalizacija na Normalizacija na
PPIA proteine na gelu proteine na membrani
T/IK p vrednost T/K p vrednost T/IK p vrednost
GSTP1 = 0,5699 1 < 0,0001 1 0,0002
NQO1 1 0,0961 0 < 0,0001 1 < 0,0001
NQOla 1 < 0,0001 0 < 0,0001 1 < 0,0001
NQO1b = 0,4400 0 < 0,0001 1 0,0002
NQOlc = 0,2286 1 0,0405 1 0,0248

Koli¢ina proteina v tumorskem vzorcu je: 1 pove¢ana (T/K > 1,2), = nespremenjena (0,8 < T/K < 1,2).

Rezultati, ki smo jih pridobili z normalizacijo na PPIA, so zelo odstopali od rezultatov, ki smo
jih dobili ob normalizaciji na proteine na gelu in membrani. Poleg tega smo ze ob detekciji
PPIA na membrani opazili, da obstajajo razlike v koli¢ini tega proteina med tumorskimi in
kontrolnimi vzorci (Slika 10, Slika 11, poglavje 4.2), zato smo njegovo raven v nasih vzorcih
natanéneje proucili. Po normalizaciji na proteine na membrani smo ugotovili, da je koli¢ina
PPIA v tumorskem tkivu endometrija statisti¢no znacilno povec¢ana v primerjavi s kontrolnim
nerakavim endometrijem (1,7-krat, p = 0,0001); povecano koli¢ino tega proteina smo opazili
v 67 % parov vzorcev (Slika 9). Do enakih ugotovitev so v svoji raziskavi prisli tudi Li in
sodelavci, ki so zaznali pove€ano izrazanje PPIA in vecje koli¢ine PPIA v rakavem tkivu

endometrija (56).
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Slika 9: PPIA pri raku endometrija. Okvir z ro¢aji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini PPIA v vzorcih kontrolnega
in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaze razmerje T/K (PPIA) za posamezne vzorce. Vrednosti na
grafih so prikazane na logaritemski skali.

V naSem primeru, ko koli¢ina izbranega referen¢nega proteina med tumorskim in kontrolnim
tkivom ni bila primerljiva in je to vplivalo na rezultate, je bila normalizacija na osnovi
proteinov na membrani oziroma gelu ustreznejsa. Na podlagi tega smo se odlocili, da podamo

rezultate, normalizirane na koli¢ino proteinov, ki so se prenesli na membrano.

4.1.3 Optimizacija imunohistokemijskega barvanja tkivnih rezin

Namen preliminarnih poskusov imunohistokemijskega barvanja je bil dolociti optimalno
koncentracijo primarnih protiteles, ki bi zagotavljala dobre rezultate in ¢im manj
nespecificnega barvanja. Na tkivnih rezinah enega vzorca so bile po protokolu, opisanem v
poglavju 3.2.2.2, preizkuSene razlicne redCitve primarnih protiteles: za GSTP1 redCitev v
razmerju 1:30 in 1:100, za NQO1 pa 1:100 in 1:200. Pri GSTP1 je bilo v obeh primerih
barvanje precej Sibko, zato smo se odlocili za Se vi§jo koncentracijo protiteles (1:20). V
koncentraciji je bila razlika v barvanju minimalna, smo pa zaznali ve¢ nespecificnega
barvanja, zato smo se odlocili za uporabo red¢itve v razmerju 1:200. Izbiro koncentracij smo

potrdili Se na ve¢jem Stevilu vzorcev.

Ze v zadetnih poskusih je bilo barvanje v primeru GSTP1 zelo §ibko, zato smo se odlo¢ili za
optimizacijo postopka izpostavitve antigenov (angl. antigen retrieval). Formalin in ostali
aldehidi, uporabljeni za fiksiranje tkivnih rezin namre¢ povzro€ijo premreZenje proteinov, kar
lahko zakrije antigene. Posledica je Sibek ali lazno negativen rezultat imunohistokemijskega

barvanja, zato protokol vkljucuje uporabo raztopine, ki prekine te povezave in razkrije
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antigene (57). Poleg v zacetnem protokolu uporabljene 0,01 M raztopine natrijevega citrata
(pH 6) smo preizkusili Se Tris-EDTA in Tris pufer. Barvanje se s tem ni izboljSalo, pri Tris
pufru pa so se tkivne rezine celo delno odlepile od objektnega stekelca. Zaradi teh rezultatov
smo se odlo¢ili §e naprej uporabljati citratni pufer, le da smo prilagodili ¢as inkubacije. Po
nasvetu proizvajalca protiteles smo preizkusili z 8 minutno inkubacijo namesto zacetnih 20
min. Tudi ta ni dala Zelenih rezultatov, zato smo podaljsali ¢as na 30 min, kar je izboljSalo
barvanje, zato smo to prilagoditev vnesli v protokol, ki smo ga nato uporabili za barvanje
vzorcev in je opisan v poglavju 3.2.2.2.

Z optimizacijo imunohistokemijskega barvanja smo torej uspeli doloCiti optimalni
koncentraciji primarnih protiteles proti GSTP1 in NQOI. Poleg tega smo z manjSo

spremembo zacetnega protokola dosegli nekoliko boljse barvanje v primeru GSTPI.

4.2 Rezultati prenosa western

Prisotnost proteinov GSTP1 in NQOL1 smo z metodo prenosa western preverili v 30 parih
vzorcev tumorskega in kontrolnega okolnega nerakavega endometrija. Poleg iskanih encimov
smo preverili tudi koli¢ino referencnega proteina PPIA, na katerega smo zeleli normalizirati
rezultate vsakega posameznega vzorca. Na spodnjih slikah (Slika 10, Slika 11) so prikazani

zbrani rezultati za vse vzorce in za proteinske frakcije placente in celi¢ne linije Ishikawa.

4.2.1 Encima GSTP1 je v rakavem endometriju ve¢ kot v kontrolnem tkivu

GSTP1 smo zaznali v vseh vzorcih raka endometrija in v 28 vzorcih kontrolnega endometrija
(Slika 10). Koli¢ina encima GSTP1 v tumorskem endometriju je statisti¢no znacilno vecja kot
v kontrolnem endometriju (1,7-krat, p = 0,0002). V 63 % parov vzorcev smo v tumorskem
tkivu opazili vecjo koli¢ino GSTP1 kot v kontrolnem tkivu (T/K (GSTP1) > 1,2), le v 17 %
parov vzorcev je bilo GSTP1 v tumorskem tkivu manj kot v kontrolah (T/K (GSTP1) < 0,8).
V preostalih 20 % parov vzorcev pa je bila njegova koli¢ina prakti¢éno nespremenjena (0,8 <
T/K (GSTP1) < 1,2) (Slika 12).
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Slika 10: ECL detekcija GSTP1 po prenosu western. Signali GSTP1 (A) in PPIA (B) po ECL detekciji, gel, barvan z raztopino barvila Coomassiejevo briljantno modro (C)
in membrana, barvana z raztopino Ponceau (D). Nad slikami so oznake vzorcev.
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Slika 11: ECL detekcija NQO1 po prenosu western. Signali vseh treh izooblik NQO1 (A) in PPIA (B) po ECL detekciji, gel, barvan z raztopino barvila Coomassiejevo
briljantno modro (C) in membrana, barvana z raztopino Ponceau (D). Nad slikami so oznake vzorcev.
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Slika 12: GSTP1 pri raku endometrija. Okvir z roaji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini GSTP1 v vzorcih
kontrolnega in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaze razmerje T/K (GSTP1) za posamezne vzorce.
Vrednosti na grafih so prikazane na logaritemski skali.

4.2.2 Spremenjena porazdelitev izooblik NQOL1 pri raku endometrija

NQO1 smo zaznali v vseh vzorcih rakavega kot tudi kontrolnega endometrija. Detektirali smo
tri izooblike encima: NQOZla, NQO1b in NQO1c. Njihova porazdelitev se je razlikovala med
posameznimi vzorci, v nekaterih vzorcih posameznih izooblik nismo zaznali. Najvecje razlike
med tumorskimi in kontrolnimi vzorci smo zaznali pri izoobliki NQO1la. Ta je bila prisotna v
27 vzorcih rakavega endometrija in le v 14 vzorcih kontrolnega nerakavega endometrija
(Slika 11). Koli¢ina izooblike NQOla je bila v rakavem endometriju v primerjavi s
kontrolnim tkivom statisticno znacilno povecana (9,2-krat, p <0,0001). Povisano raven
NQO1la v tumorskem endometriju glede na kontrolni endometrij smo zaznali kar v 90 %

parov vzorcev, le v treh parih (10 %) vzorcev pa je bila raven NQOZla znizana (Slika 13).
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Slika 13: NQOla pri raku endometrija. Okvir z ro¢aji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini NQOla v vzorcih
kontrolnega in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaze razmerje T/K (NQOla) za posamezne vzorce.
Vrednosti na grafih so prikazane na logaritemski skali.
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Statisti¢no znacilno povecana je bila tudi koli¢ina izooblike NQO1b v tumorskem tkivu v
primerjavi s kontrolnim endometrijem (2,0-krat, p = 0,0002). Povecano koli¢ino proteina Smo
zaznali v 70 % parov vzorcev, v 17 % je bila raven znizana, v preostalih 13 % parov vzorcev

pa nismo zaznali bistvenih sprememb NQO1b (Slika 14).
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Slika 14: NQOI1b pri raku endometrija. Okvir z ro€aji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini NQO1b v vzorcih
kontrolnega in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaZe razmerje T/K (NQO1b) za posamezne vzorce.
Vrednosti na grafih so prikazane na logaritemski skali.

Izoobliko NQO1c smo zaznali v vseh vzorcih rakavega in kontrolnega endometrija. Opazili
smo statisticno znacCilno povecano koli¢ino NQOIlc v rakavem endometriju glede na
kontrolno nerakavo tkivo (1,3-krat, p =0,0248). Koli¢ina NQO1c je bila v 60 % parov
vzorcev vecja v tumorskem tkivu kot v kontrolnem endometriju, v ostalih vzorcih pa je bila v

rakavem endometriju koli¢ina le-tega zmanjSana (17 %) ali nespremenjena (23 %) (Slika 15).
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Slika 15: NQOJ1c pri raku endometrija. Okvir z roéaji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini NQOIl¢ v vzorcih
kontrolnega in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaze razmerje T/K (NQOlc) za posamezne vzorce.
Vrednosti na grafih so prikazane na logaritemski skali.

36



Katja Svoljsak: Ugotavljanje prisotnosti encimov za detoksifikacijo estrogenkinonov pri raku endometrija

Celokupna kolicina encima NQO1 je bila v rakavem endometriju 1,9-krat vecja kot v
kontrolnem nerakavem tkivu, razlika je bila statisticno znacilna (p < 0,0001). Povec¢ano raven
celokupnega NQO1 v rakavem endometriju glede na kontrolo smo opazili v 87 % parov
vzorcev, zmanjSano pa v 10 % parov vzorcev. V preostalih 3 % vzorcev nismo zaznali
bistvenih razlik med tumorskim in kontrolnim endometrijem v celokupni koncentraciji NQO1
(Slika 16).
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Slika 16: Celokupni NQOL1 pri raku endometrija. Okvir z ro¢aji (levo) prikazuje razlike v koli¢ini NQO1 v
vzorcih kontrolnega in rakavega endometrija. Histogram (desno) pa kaze razmerje T/K (NQO1) za posamezne
vzorce. Vrednosti na grafih so prikazane na logaritemski skali.

Med rakavim in kontrolnim nerakavim endometrijem smo zaznali pomembne razlike v
porazdelitvi posameznih izooblik NQO1. V kontrolnem endometriju so izooblike NQOla,
NQO1b in NQO1c predstavljale 7 %, 14 % in 79 % celokupne NQO1, v rakavem endometriju
pa 31 %, 13% in 56 % (Slika 17). Opazili smo, da je bil v rakavem endometriju delez
izooblike NQOla veliko vecji kot v kontrolah. Nasprotno je bil delez izooblike NQOlc v
rakavem endometriju manjsi. Le izooblika NQOI1b je bila zastopana v podobnem delezu v

rakavem in kontrolnem endometriju.

Kontrolni endom etrij Rakav endom etrij

[] NQO1a
[ NQO1b
Il NQOlc

Slika 17: Delez izooblik NQO1 v kontrolnem (levo) in rakavem (desno) endometriju.
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4.3 Rezultati barvanja tkivnih rezin

Prisotnost encimov GSTP1 in NQOI smo zeleli prikazati tudi na ravni celic. Z
imunohistokemijskim barvanjem smo preverili lokacijo obeh encimov na 26 tkivnih rezinah
raka endometrija. Na 5 preparatih smo imeli poleg rakavega endometrija tudi tkivo okolnega
nerakavega endometrija. Intenziteto obarvanja v primerjavi z negativno kontrolo smo

vizualno ocenili. Rezultati so zbrani v spodnji preglednici (Preglednica VIII).

Preglednica VIII: Ocena intenzitete obarvanosti tkivnih rezin po imunohistokemijskem barvanju. Obarvanje je
ocenjeno na lestvici od — (ni obarvanja) do +++ (intenzivno obarvanje).

Vzorec | NQO1 1:200 GSTP1 1:20 Vzorec NQO1 1:200 GSTP1 1:20
T K T K T K T K
5 - / - / 25 + / + /
7 ++ / + / 26 ++ / + /
8 ++ / -/+ / 27 + / + /
10 ++ / + / 30 +++ / ++ /
11 +++ / - / 31 +++ / ++ /
13 + / -[+ / 32 ++ / ++ /
18 +++ / + / 33 +++ / ++ /
19 +++ / ++ / 34 +++ / + /
20 +++ / -+ / 35 + +/++ -+ +/++
21 ++ / + / 38 + ++ +++ +++
22 ++ / -/+ / 40 -/+ ++ -/+ +
23 + / - / 42 + ++ + +
24 ++ / - / 44 +++ + - -+

Z barvanjem smo pokazali, da se oba encima nahajata tako v rakavem kot tudi v kontrolnem
endometriju. NQO1 smo zaznali v 25 od 26 vzorcev raka endometrija, prav tako pa tudi v
vseh 5 nerakavih rezinah. Obarvanje je bilo ve¢inoma precej intenzivno, zaznali pa smo ga
predvsem v celicah endometrijskih Zlez, ne pa tudi v stromalnih celicah. Pri GSTP1 je bilo
obarvanje manj intenzivno, vendar ni bilo omejeno le na celice endometrijskih zlez, ampak so
se rahlo obarvale tudi celice strome. GSTP1 smo sicer zaznali v 21 od 26 tumorskih vzorcev
in v vseh 5 kontrolnih tkivnih rezinah. Izbrani izseki nekaterih reprezentativnih preparatov so
prikazani na spodnjih slikah (Slika 18, Slika 19, Slika 20).
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Slika 18: Barvanje histoloSkega preparata T21. Imunohistokemijsko barvanje GSTP1 (A), NQO1(B) in kontrole
(barvanje brez primarnih protiteles; C) ter barvanje z eozinom in hematoksilinom (D). Slikano ob 400x povecavi.

b4 o . - K 2 s

Slika 19: Barvanje histoloskega preparata T30. Imunohistokemijsko barvanje GSTP1 (A), NQO1(B) in kontrole
(barvanje brez primarnih protiteles; C) ter barvanje z eozinom in hematoksilinom (D). Slikano ob 400x povecavi.
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Slika 20: Barvanje histoloskih preparatov K40 (levo) in T40 (desno). Imunohistokemijsko barvanje GSTP1 (A),
NQO1(B) in kontrole (barvanje brez primarnih protiteles; C) ter barvanje z eozinom in hematoksilinom (D).
Slikano ob 400x povecavi.
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Pri preparatih 35, 38, 40, 42 in 44, kjer smo razpolagali z rakavim in okolnim endometrijem,
smo opazili nekoliko manj$o intenziteto obarvanja rakavih preparatov tako za GSTP1 kot tudi
za NQOL1. Pri treh od petih preparatov s parnimi tkivnimi rezinami je bilo obarvanje za
GSTP1 nekoliko sibkejse v tumorskem tkivu, pri dveh vzorcih pa ni bilo bistvenih razlik v
intenziteti obarvanja. Tudi pri NQO1 smo v stirih od petih parov preparatov opazili manjso
intenziteto obarvanja v rezini rakavega endometrija, v enem preparatu pa je bilo v rakavem
tkivu obarvanje bistveno mocnejse kot v kontrolnem tkivu. Ob tem je potrebno omeniti, da pri
imunohistokemijskem barvanju z uporabljenimi protitelesi ne razlikujemo med posameznimi
izooblikami NQO1.
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5 RAZPRAVA

Oksidativni metabolizem estrogenov je pri raku endometrija moten. Hevir in sodelavci so
porocali o zmanjSanem izrazanju encimov prve faze metabolizma in poveCanem izrazanju
encimov druge faze metabolizma v rakavem endometriju. Postavili so hipotezo, da so
metaboliti estrogenov pomembni v fazi iniciacije kancerogeze, medtem ko so v nadaljnjem
razvoju raka endometrija estrogeni odgovorni predvsem za proliferacijo celic (29). Na podlagi
te hipoteze smo zeleli natanCneje raziskati detoksifikacijo estrogenkinonov. Zato smo v
okviru te diplomske naloge proucili prisotnost encimov GSTP1 in NQO1 v rakavem in

okolnem kontrolnem endometriju.

GSTP1 je encim, ki katalizira reakcijo Stevilnih elektrofilov, tudi estrogenkinonov, z
glutationom in tako pomembno prispeva k detoksifikaciji v celicah. Njegovo koli¢ino smo z
metodo prenosa western raziskali na 30 parih vzorcev raka endometrija in pripadajoega
kontrolnega nerakavega tkiva materni¢ne sluznice. Zaznali smo statistiéno znacilno povec¢ano
raven GSTP1 v rakavem tkivu glede na kontrolni endometrij. Skladno z nasimi rezultati so
Hevir in sodelavci tudi na ravni mRNA zaznali povecano izrazanje GSTP1 v tumorskem
endometriju na 38 parih vzorcev (29). V nasprotju z omenjeno raziskavo in nasimi rezultati pa
so Chan in sodelavci porocali o zmanj$sanem izrazanju GSTP1 na ravni mRNA, vendar so
izvedli Studijo na manjSem Stevilu vzorcev (25 parov), hkrati pa razlika ni bila statistiéno
znacilna (39). Z imunohistokemijskim barvanjem smo GSTP1 zaznali v 81 % tumorskih
preparatov in v vseh kontrolnih preparatih. Barvanje je bilo vefinoma S$ibko, kar je
nenavadno, saj je tega proteina v celicah veliko. Nizka intenziteta ali odsotnost barvanja bi
bila lahko povezana s starostjo preparatov, saj je bila precej pogostejSa pri starejSih vzorcih.
Moznost za izbolj$anje barvanja pa bi bila tudi uporaba drugih protiteles. GSTP1 smo zaznali
tako v celicah endometrijskih zlez kot tudi v stromalnih celicah, kar je precej pricakovano
glede na funkcijo encima GSTPI in z njo povezano Siroko izrazenostjo encima v Stevilnih

razliénih tkivih in celicah.

Raziskali smo tudi prisotnost encima NQOZ1, ki katalizira redukcijo kinonov v hidrokinone v
enem koraku in tako sodeluje v detoksifikaciji v celicah. Detektirali smo tri izooblike NQO1:
NQO1la, NQO1b in NQOlc. Koli¢ina vseh treh izooblik NQO1 je bila v tumorskem
endometriju statisticno znacilno povecana, posledicno je bila povecana tudi raven
celokupnega NQO1. Najbolj izrazito povecanje kolicine smo opazili pri izoobliki NQO1a,

manjse pa pri ostalih dveh izooblikah. Posledica teh sprememb je bila razlika v porazdelitvi
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izooblik NQO1. Vloge posameznih izooblik NQO1 S$e niso pojasnjene, a morda je prav
razmerje med njimi kljuénega pomena pri obrambni funkciji NQO1 pred oksidativnim
stresom. Tako v rakavem kot v kontrolnem endometriju je med izooblikami NQO1
prevladovala NQO1c, vendar je bil njen delez izrazito vecji v kontrolnem (79 %) kot v
rakavem tkivu (56 %). Po drugi strani je v kontrolnem endometriju izooblika NQOla
predstavljala le 7 % celokupne NQOL1, v rakavem endometriju pa kar 31 %. Zanimivo je, da je
porazdelitev izooblik v normalnem endometriju zensk, ki nimajo raka endometrija ali katere
druge ginekoloske bolezni, povsem druga¢no. Hevir in sodelavci so pokazali, da v normalnem
endometriju Zensk pred menopavzo (povprec¢na starost 41 let) prevliaduje NQO1la (75 %),
medtem ko NQOJ1c predstavlja le 5 % celokupne NQO1 (58). Ker so bile v studijo Hevir in
sodelavcev vkljucene le Zenske pred menopavzo, smo preverili, ¢e se razmerje izooblik
NQOL1 v vzorcih tkiva Zensk z rakom endometrija pred in po menopavzi razlikuje, vendar
nismo opazili znacilnih razlik (podatki niso prikazani). Da bi lahko pojasnili vlogo posamezne
izooblike NQO1, bi morali poznati njihovo kataliti¢no uc¢inkovitost, vendar o tem nismo nasli
nobenega podatka. 1z proteinske podatkovne baze smo razbrali, da NQOlc ne vsebuje
aminokislinskega zaporedja AYTY in s tem dveh kljué¢nih tirozinskih preostankov (59), ki naj
bi bila odgovorna za vezavo substrata (60, 61). V drugih dveh izooblikah je omenjeno
vezavno mesto za substrat prisotno in zato domnevamo, da sta obe izoobliki kataliti¢no
aktivni, medtem ko NQOJ1c najverjetneje ne more ustrezno opravljati svoje naloge. Zaznane
spremembe v delezu posameznih izooblik bi lahko vodile v moteno detoksifikacijo
estrogenkinonov v tkivu kontrolnega endometrija in tako vplivale na razvoj raka endometrija.
To nakazuje, da bi kontrolno tkivo, v katerem NQOIc predstavlja vecinski delez in je tudi
celokupna koli¢ina NQO1 zmanjSana, lahko predstavljalo predstopnjo raka endometrija.
Prisotnost NQO1 pri raku endometrija smo potrdili tudi z imunohistokemijskim barvanjem
tkivnih rezin, pri tem smo encim zaznali kar v 96 % tumorskih preparatov. Obarvanje je bilo
prisotno predvsem v celicah endometrijskih zlez, stromalne celice so ostale prakti¢no

neobarvane.

Hevir in sodelavci so predlagali, da poruseno ravnovesje med oksidativnim metabolizmom in
konjugacijami v kontrolnem  endometriju  favorizira  nastajanje  kancerogenih
kateholestrogenov in estrogenkinonov (29). Tudi nasi podatki 0 povecani koli¢ini encimov
GSTP1 in NQO1 v rakavem tkivu endometrija kazejo, da bi lahko bila detoksifikacija
estrogenkinonov v tumorskih celicah boljSa kot v celicah kontrolnega endometrija.

Predpostavljamo lahko, da estrogenkinoni v tumorskem tkivu nimajo vec bistvenega vpliva,
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lahko pa bi bili pomembni kot iniciatorji kancerogeneze v okolnem kontrolnem endometriju.
V tem smo namre¢ zaznali manjSe koli¢ine GSTP1 in NQO1 (predvsem NQOla), kar
nakazuje slabSo detoksifikacijo estrogenkinonov in moznost njihovega kopic¢enja. Glede na to,
da je bil kot kontrolno tkivo uporabljen endometrij iz neposredne blizine rakavega tkiva, so

tudi v njem ze mozne neoplasti¢ne spremembe.
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6 SKLEP

Na razvoj raka endometrija imajo mocan vpliv estrogeni. Preko receptorjev za estrogene
stimulirajo proliferacijo celic endometrija, poleg tega pa produkti oksidativnega metabolizma
estrogenov povzrocajo poskodbe DNA. Raziskali smo prisotnost encimov GSTP1 in NQO1,
ki imata pomembno vlogo pri detoksifikaciji metabolitov estrogenov. V rakavem endometriju
smo zaznali povecano koli¢ino obeh proucevanih encimov, GSTP1 in NQOI1. Pri slednjem
smo zaznali povecano raven vseh treh izooblik encima: NQOZla, NQO1b in NQO1c; najbolj
je bila povecana koli¢ina izooblike NQO1la. Tudi razmerje med izooblikami v tumorskem
endometriju je bilo spremenjeno glede na kontrolno tkivo. Vloge posameznih izooblik NQO1
Se niso pojasnjene, a morda je prav razmerje med njimi kljunega pomena pri obrambni
funkciji NQO1 pred oksidativnim stresom in s tem tudi v patogenezi raka endometrija. Zdi se,
da je vloga GSTP1 in NQO1 pomembnejsa v nerakavem endometriju kot v rakavem. Okolno
tkivo bi lahko predstavljalo predstopnjo raka, moten metabolizem estrogenov v njem pa bi
lahko povzrocil kopicenje kateholestrogenov in estrogenkinonov ter tako vplival na iniciacijo

rakavega obolenja.

Vlogo GSTP1 pri raku endometrija sta predhodno proucevali le dve raziskovalni skupini (29,
39), medtem ko smo pomen NQOL1 pri tej bolezni raziskali kot prvi. Nasi rezultati pomembno
prispevajo k razumevanju biokemije raka endometrija, ob tem pa odpirajo nova vprasanja o
vlogi GSTP1 in NQO1 pri nastanku in nadaljnjem razvoju raka endometrija, kar ostaja izziv

prihodnjim raziskavam.
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