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POVZETEK

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je bolezen z izredno inter-individualno variabilnostjo,
ki se odraza tako pri razvoju bolezni, prognozi kot odzivu na zdravila. Gen Ptger4, ki kodira
za receptor EP4, je bil oznacen za potencialni tumor-supresor gen, ekspresija tega pa je bila
povisana na maligno spremenjenih limfocitih B. V predhodnih studijah je bila prikazana
selektivna citotoksi¢nost modulatorja omenjenega receptorja PgE:-OH na celicah KLL.

V priujo¢i magistrski nalogi smo v sklopu klini¢ne Studije §t. 93/12/10 raziskovali
biokemijske in genetske dejavnike, ki bi lahko prispevali k bolj optimalni uporabi
potencialne protirakave spojine PgE1-OH. Na primarnih celicah KLL smo s farmakoloskim
pristopom preverjali citotoksi¢nost spojine PgE:-OH in nato na podlagi izbranih
polimorfizmov ter izraZanja receptorja EP4 dolocili, pri katerih podskupinah pacientov je
PgE1-OH bolj u¢inkovit. Ovrednotili smo Se, ali bi pojavnost polimorfizmov ali izrazanja
receptorja EP4 lahko predstavljala nov prognosti¢ni biomarker za KLL.

V predstavljeni nalogi smo analizirali nadaljnjih 75 vzorcev celic darovalcev s KLL in
potrdili ze prej prikazan citotoksi¢ni u¢inek PgE:-OH in vitro. U¢inek PgEi-OH je bil
¢asovno in koncentracijsko odvisen, vrednosti ECso (12,31 uM 24 h po izpostavitvi in 7,67
uM 48 h po izpostavitvi PgE:-OH) pa so se skladale s predhodnimi raziskavami. Pri
vrednotenju odziva na PgE1-OH smo opazili inter-individualno variabilnost na ve¢ nivojih.
Ugotovili smo, da obstaja spolno pogojena obcutljivost na preiskovano spojino. Citotoksicen
ucinek je bil namre¢ bolj izrazit pri celicah moskih darovalcev. Ti so veéinska in hkrati bolj
rizi¢na skupina, saj imajo vecje tveganje za razvoj KLL. Tudi njihov odziv na zdravljenje je
slabsi. Nadalje je imel PgE1-OH bolj opazne citotoksi¢ne ucinke pri nosilcih mutiranega
alela A (rs4495224), ki predstavljajo 62 % bolnikov. Uc¢inek PgE:-OH ni bil odvisen od
starosti preiskovancev.

Na celotni kohorti klini¢ne $tudije (159 vzorcev) in vzorcih zdravih darovalcev (122
vzorcev) smo preverili pojavnosti polimorfizmov rs4495224 in rs7720838, ki se nahajata v
blizini regulatorne regije gena Ptger4 in vplivata na ekspresijo receptorja EP4. Te so bile v
skladu s Hardy-Weinbergerjevim ravnoteZjem in pojavnostjo pri zdravi ter drugih
populacijah. Mutirani aleli/genotipi so se izrazali neodvisno od spola in niso predstavljali
statisticno znacilnega tveganja za KLL.

Pri vrednotenju izrazanja receptorja EP4 na nivoju mRNA smo prav tako opazili inter-
individualno variabilnost. Moski preiskovanci so imeli vi§jo ekspresijo, izrazenost gena
Ptger4 pa je bila vi§ja pri darovalcih z genotipom AA (rs4495224). Pri celicah darovalcev s
povisano ekspresijo gena Ptger4 smo zabelezili nizje vrednosti ECso za PgE1-OH ter
dokazali, da med njima obstaja korelacija.

IzraZanje receptorja EP4 smo potrdili tudi na nivoju proteina z metodo pretoc¢ne citometrije.
Ob tem smo pokazali, da izpostavitev celic KLL spojinama PGEz in PgEi-OH ne spremeni
izrazanja preiskovanega receptorja, kar je obetaven podatek za potencialno terapijo.

NaSe analize dopolnjujejo vedenje o vlogi receptorja EP4 pri KLL. Na podlagi
farmakoloSkega pristopa, uporabe metod molekularne genetike ter preto¢ne citometrije smo
skusali identificirati morebitne nove prognosticne biomarkerje in napovedati uc¢inkovitost
potencialne protirakave spojine PgE1-OH in vitro.

Kljuéne besede: kroni¢na limfocitna levkemija (KLL), prostaglandinski receptor tipa 4
(EP4), PgE1-OH, polimorfizmi, eskpresija receptorja, ECso
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ABSTRACT

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a disease with high inter-individual variability,
which is reflected in the development of the disease, prognosis and response to the therapy.
Gene Ptger4, encoding the receptor EP4 was identified as a potential tumor suppressor gene
and its expression was elevated on the malignantly transformed lymphocytes B. Previous
studies demonstrated that PgE1-OH had selective cytotoxic effect on the primary CLL cells.
In this master thesis, which was performed in the context of a clinical study No. 93/12/10,
biochemical and genetic factors which may contribute to the optimal use of the potential
anti-cancer substance PgE1-OH were studied. Cytotoxicity of the compounds PgE:-OH was
examined with the pharmacological approach on the cells of CLL patients. Furthermore, two
selected polymorphisms and expressions of the receptor EP4 were determined. In the end
we evaluated which subsets of patients could profit from a therapy with a potentially
anticancer agent PgE:-OH. We evaluated whether the incidence of the polymorphisms or
EP4 receptor expression may represent new prognostic biomarkers for CLL.

With new 75 samples of CLL donors cells we confirmed previously displayed cytotoxic
effects of PgE1-OH in vitro. The effect of PgE1-OH was time- and concentration-dependent
with ECso values (12,31 uM 24 h after exposure and 7,67 uM 48 hours after exposure to
PgE1-OH), consistent with previous studies. In the evaluation of the response to PgE:-OH
we observed inter-individual variability on different levels. Firstly, we found that there is a
sex-dependend sensitivity to the investigated substance. PgE;-OH was more cytotoxic on
the cells of male donors. Male patients represent the majority and, at the same time, a risk
group. In addition, their response to the therapy is poorer. PgE:1-OH was significatly more
cytotoxic toward the cells of the carriers of the mutated allele A (rs4495224), which
represents 62 % of the patients. The effect of PgE1-OH was not dependent on the age of the
subjects.

The entire cohort of the clinical study (159 samples) as well as the samples of the healthy
donors were genotyped for the single nucleotide polymorphisms (SNPs) rs4495224 and
rs7720838, located in the Ptger4 expression-modulating region on chromosome 5p13. The
allele frequencies of the SNPs were in accordance with the predicted Hardy-Weinberg
equilibrium and the incidence in both healthy as well as other populations. Genetic variants
were expressed independently of sex and did not show higher susceptibility for the CLL.
Evaluating the expression of the receptor EP4 on the mRNA level also revealed inter-
individual variability. Male patients had higher expression of the Ptger4 gene, as did the
donors with the AA genotype (rs4495224). We proved the correlation between an increased
expression of the Ptger4 gene and lower ECsg values.

Expression of EP4 receptor was also confirmed on the protein level with flow cytometry.
We demonstrated that exposure of CLL cells to PGE, and PgE:-OH does not alter the
expression of the receptor EP4 — a promising fact for a potential therapy.

Our analysis offers a novel understanding of the role of EP4 receptor in CLL. Based on
pharmacological approaches with methods of molecular genetic and flow cytometry we tried
to identify new prognostic biomarkers and predict the efficacy of the potential anti-cancer
substance PgE:-OH in vitro.

Key words: chronic lymphocytic leukemia (CLL), prostaglandin receptor typ 4 (EP4), PgE:-
OH, polimorfisms, expression of receptor EP4, ECsxo
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1. UVOD

1.1. Levkemija

Rak je skupina ve¢ kot 100 razli¢nih bolezni, ki lahko prizadenejo vsak del telesa. Skupna
jim je nenormalna rast celic in potencial za Sirjenje v okoliska tkiva. Na globalnem nivoju je
rak vzrok vsaj 16 % smrtim letno (1).

Levkemije spadajo v skupino hematoloskih novotvorb - tumorjev krvotvornih in limfoidnih
tkiv; ti prizadenejo kri, kostni mozeg in limfoidni sistem ter predstavljajo 2,6 % vseh
primerov raka (2). Vrsta levkemije je lahko glede na klini¢no sliko, hitrost, invazivnost in
histrost zdravljenja akutna ali kroni¢na, glede na tip celic, iz Kkaterih se razvije, pa

mieloi¢na/mielocitna ali limfati¢na/limfocitna (3).

1.1.Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL)
KLL predstavlja 11 % vseh rakavih krvnih bolezni ter 1,1 % vseh primerov raka in je tako
najpogostejSi tip levkemije zahodnih drzav pri odraslih (4). Na Sliki 1 so grafi¢no
prikazani kloni limfocitov B, ki preplavijo kri bolnika s KLL.

zdrava kri kri bolnika s KLL

» D

limfociti monociti

® =3

eritrociti  nevtrofilci

trombociti

Slika 1: Grafi¢ni prikaz razmaza krvi zdravih darovalcev v primerjavi 7 bolniki s KLL.
Zaradi genskih sprememeb se zacno limfociti B v kostnem mozgu nenadzorovano deliti, pri cemer nastanejo

mnogostevilcni kloni, ki izrivajo zdrave krvne celice (5). Slika povzeta po (6).

Tveganje za razvoj KLL je priblizno dvakrat ve¢je za mosSke kot za Zenske in narasc¢a s
starostjo, mediana diagnoze bolezni je med 70 in 72 leti. Razmerje med moskimi bolniki in
Zenskami bolnicami je 63 % : 37 % (7, 8). Incidenca v zahodnih drzavah je 6.8/100.000
moskih in 3.5/100.000 zensk (9, 10). V Sloveniji zabelezijo letno 100 novih bolnikov (11).
Druzinska anamneza v povezavi z genetskimi faktorji prispeva k dovzetnosti za bolezen; 9
% bolnikov ima tudi sorodnika s KLL; bliznji sorodniki imajo kar 8,5-krat vecje tveganje za
razvoj bolezni (12). Med rizi¢ne faktorje za nastanek KLL so uvrstili izpostavljenost
razli¢cnim kemikalijam (herbicidu Agent Orange, kmetijskim insekticidom), ni pa dokazov
za povezanost z 1onizirajo¢im sevanjem, virusi, na¢inom prehranjevanja ali Zivljenjskim

stilom (13).



1.1.1. Genetski dejavniki
Raznolikost regulatornih genskih mehanizmov, ki pripeljejo do zelo individualnih
molekularnih fenotipov pri bolnikih s KLL, je izjemna. Karakterizacija teh posebnosti je
pomembna za potrditev diagnoze, doloCitev prognoze ter izbiro ustrezne terapije. V
Preglednici | so opisani najpomembnejsi genetski dejavniki, ki vplivajo na oblikovanje

raznovrstnih oblik bolezni.

Preglednica I: Genetski dejavniki, Ki vplivajo na razvoj KLL.
Povzeto po (13-18).

Somatske Kromosomske Mikro RNA Epigenomska
mutacije nepravilnosti (miRNA) regulacija
e tp53, ATM, SF3B1, e del(13q14) * miR-15a ¢ hipometiliran
XPO1, HIST1H1E, e del(11g22-23) e miR-16-1 genom z vmesnimi
CHD2, MYM3, WNT, e del(17p13) o A hipermetilacijskimi
NOTCH1, MYDS8S, o trisomiia 12 regijami
EGR2, BRAF )

Somatske mutacije

Pogosto se pojavljajo mutacije v genih za popravljanje deoksirobonukleinske kisline (DNA)
(tp53, ATM), mRNA obravnavo (SF3B1, XPO1), kromatinsko preurejanje (HIST1HL1E,
CHD2, MYM3), WNT signaliziranje, Notch signaliziranje (NOTCHL1), vnetne poti
(MYDB88 ) ter za B-celi¢no signaliziranje in transkripcijo (EGR2, BRAF) (14).

Kromosomske nepravilnosti

Pri 80 % bolnikov se pojavlja ena izmed citogenetskih nepravilnosti; delecija kromosomov
(v ve¢ kot 50 % primerih del(13q14)), pri 18 % del(11922-23), pri ~7 % bolnikih pa
del(17p13)) ali trisomija 12 pri 16 % bolnikov (15). Uporabljajo se pri diagnozi (poglavje
1.1.2.), nekatere pa so pokazatelj slabe prognoze, razen del(13g14), ki napoveduje ugodnjesi

potek bolezni (Preglednica IV).

Mikro RNA (miRNA)

KLL je bila prva bolezen, kjer so odkrili, da lahko enoverizne, kratke (21-23 nukleotidov),
nekodirajoce molekule ribonukleinske kisline (RNA) vplivajo na izrazanje genov (13, 19).
MiR-15a in miR-16-1 sta spremenjeni pri 60 % bolnikov, obe pa se vezeta na informacijsko
MRNA gena za anti-apoptoticna proteina Bcl-2 in Mcl-1 (17). Povecana ekspresija miR-155
je vezana na poveCano signaliziranje preko BCR receptorja, B-celi¢no delitev in

limfogenezo (16).



Epigenomska regulacija

Genom je pretezno hipometiliran, z vmesnimi hipermetilacijskimi regijami, kot pri vecini
rakov. Neenotnost epigenomov pri KLL je bila potrjena v ve¢ Studijah, ki so prikazale
izredno intra-individulano tumorno variabilnost. Raziskave na nivoju kromatina so mutacijo
gena IGHV (gen variabilnega podrocja za tezko verigo imunoglobulinov) karakterizirale kot
enega najpomembnejsih vzrokov za heterogenost, a je mutacija uspela pojasnili le 5-10 %

heterogenosti vzorca — nadaljnje stopnje so pripisali epigenomski (de)regulaciji (13, 18).

1.1.2. Diagnoza
Bolezen se velikokrat odkrije naklju¢no, ko pri hematoloski preiskavi opazijo presezek
limfocitov B. Simptomi so namre¢ zelo nespecifiéni — utrujenost, upad telesnih sposobnosti,
nepojasnjena poveCana telesna temperatura, no¢no potenje, nepojasnjeno hujSanje in

zmanj$anje teka (7). V Preglednici Il so navedeni kriteriji za potrditev diagnoze KLL.

Preglednica Il: Najpogostejsi diagnostiéni pristopi pri KLL.
Povzeto po (7, 20-24).

’\ e hematogram: >5x10%L limfocitov B, tri zaporedne mesece
/' (" o razmaz periferne krvi: mali, zreli limfociti z ozkim robom
’ “ ' citoplazme in z gostim jedrom

krvni testi

o Kklonskost potrebno potrditi s pretocno citometrijo

cD20 CD5 CD19
|

}

T-celi¢ni antigen CD5

B-celi¢ni povrsinski antigeni CD19, CD20 in CD23
% povrsinskih imunoglobulinov CD20 in CD79b je
znacilno manj$i kot pri normalnih zrelih limfocitih B
ZAP-70 in CD38

ZAP-70

imunofenotip

D23 ————4

delecija dolgega kraka kromosoma 13 (del13q14)
delecija dolgega kraka kromosoma (del11g22-23)
trisomija kromosoma 12

delecija kratkega kraka kromosoma 17 (del17p13)

molekularna
genetika
[ ]

Najpogostejsi so Krvni testi, z uporabo preto¢ne citometrije dolo¢ajo imunofenotip oziroma
celicne imunoloske oznacevalce, pogosto pa se uporabljajo tudi metode molekularne
genetike, ki odkrivajo citogenetske nepravilnosti. Med omenjene spadajo preiskave
kariotipa (klasi¢na citogenetika) in interfazna FISH (flourescencna in situ hibridizacija), ki

so pomemben napovednik klini¢nega poteka KLL in imajo velik vpliv na izbiro primernega



Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana (UKCL) Ze rutinsko opravljajo pri vseh bolnikih
s KLL, pri katerih njihovo telesno stanje dopus¢a vec vrst zdravljenja (7).

V sklopu klini¢nih raziskav se opravljajo tudi preiskave mutacijskega statusa IGVH ter
prisotnost celi¢nih in serumskih oznacevalcev. Redkeje sta uporabljeni punkcija in biopsija
kostnega mozga, s katerima ocenijo, v kaks$ni meri so celice KLL preplavile kostni mozeg.
Poseg je smiselen pred uvedbo terapije, prav tako pa je koristen podatek pri doloCanju
prognoze. S slikovnimi tehnikami pa se pogosteje spremlja, kateri deli telesa so prizadeti in

kaksen je potek zdravljenja (7, 23).

1.1.3. Prognoza
Za uvrstitetev bolnikov v tri klini¢ne stadije sta v uporabi dva sistema; klasifikacija po
Binetu in stopnjevanje po Rai—ju, ki ju prikazuje Preglednica I1l. Prvotna razvrstitev po Rai-
ju se pogosteje uporablja v ZDA, klasifikacija po Binetu pa v Evropi, med drugim jo
uporabljajo tudi na UKCL (5, 13).

Preglednica ll1: Dva razli¢na sistema za razvrstitev pacietov pri KLL.

Klasifikacija po Binetu (25) Klasifikacija po Rai-ju (26)
Stadij Klini¢ne znacilnosti Me?.' Ian? Stadij  Klini¢ne znadilnosti ~ Tveganje (27)
prezivetja
odsotni anemija in
A trombocitopenija, < 3 podrocja 12 let 0 limfocitoza nizko
s povecanimi bezgavkami

odsotni anemija in

. .. ” limfocitoza in
B trombomtvop?nl!a, >3 pOdI‘O'C_]a 5 let | limfadenopatija
s povecanimi bezgavkami srednie
limfocitoza, J
nemi 1 splenomegalija ali
anemua hepatomegalija
(Hb <100 g/L) : : =
(63 in/ali 2 leti m limfocitoza, anemija
. . (Hb < 110 g/l)
trombocitopenija - - .
limfocitoza, visoko

9
(<100 x 10%L) \V; trombocitopenija

(<100 x 109/1)

Sami uvrstitvi pa nimata dovolj velike prognosticne vrednosti, zato so se v preteklosti
uveljavili Se drugi kazalci, ki natan¢neje napovejo potek KLL. Dana$nje razumevanje ostalih
prognosticnih faktorjev se je oblikovalu v sklopu vecje kohorte, ki jih je identificirala
nems$ka KLL Studijska skupina (ang. German CLL Study Group (GCLLSG)) (28). Prikazuje
jih Preglednica IV.



Preglednica IV: Faktorji, ki napovedujejo slabo prognozo pri KLL.
Povzeto po (28).

. . Biokemijske kazalci .
Genetske nepravilnosti Znacilnosti bolnikov
in celi¢ni oznacevalci

delecija del17p13

(053 deleciia ali mutaciia) povedana vrednost serumske timidin kinaze starost > 60

delecija 11922-23 (ATM gen) serumski -2-mikroglobulin moski spol

nemutiran IGHV CD49d+, CD38+ ECOG > 1*
BIRC3, NOTCH1, SF3B1 ZAP-70+

*ECOG Scale of Performance status - Skala zmogljivosti, ki jo je dolocila Eastern Cooperative
Oncology Group, imenovana tudi WHO ali Zubrod skala. Rankiranje 0-3, pri cemer 0 pomeni popolno
zdravje, 5 pa smrt (29).
Preverjanje celi¢nih 0znacevalcev pa nima pomembne vloge le pri prognozi, ampak tudi pri
spremljanju uspesnosti zdravljenja. S prisotnostjo omenjenih preverijo, ali so po terapiji v
telesu ostale maligne celice, ki lahko povzroéijo relaps 0ziroma ponovitev bolezni. Podatek
o stevilu teh celic podajamo s strokovnim terminom minimalna preostala bolezen (angl.

minimal residual disease — MRD) (30).

1.1.4. Zdravljenje

Pregled razvoja zdravljenja

V preteklih desetletjih se je na podro¢ju zdravljenja KLL zgodilo ve¢ relevatnih sprememb,
ki so prispevale k dinami¢nemu preoblikovanju smernic (31), obetavne nove ucinkovine pa
narekujejo prav taks$no prihodnost. Nedavno so vecino bolnikov zdravili s klorambucilom
ali uporabljali razlicne sheme polikemoterapije. Te so bile le delno uspesne, niso se obnesle
predvsem pri bolnikih z agresivnej$§imi vrstami KLL (32). Uvedba sheme fludarabin +
ciklofosfamid (FC) je izkazala dobre odgovore pri zdravljenju in pove¢ano prezivetje brez
napredovanja bolezni v ve¢ randomiziranih $tudijah, vendar nobena od §tudij ni zabelezila
koristi v prid skupnega prezivetja (33, 34). M.D. Anderson Cancer Center iz Teksasa je v
svojih klini¢nih Studijah leta 1999 kot prvi dodal rituksimab k shemi FC (FCR). FCR je
doprinesel k boljsim izidom zdravljenja ter dodatni alternativni terapiji za bolnike z delecijo
11q, ki so bili sicer uvrsceni v skupino, pri Katerih zaetno zdravljenje s fludarabinom
pogosto ni uspesno (35, 36). Kombinacijo uporabe monoklonskih protiteles s klasi¢nimi
citostatiki imenujemo kemoimunoterapija, v primeru KLL pa se omenjeni najveckrat

kombinirajo z rituksimabom (7). Ena izmed tak$nih kombinacij je R-Ben (rituksimab z



novejsim alkilirajo¢im citostatikom bendamustinom), ucinkovita predvsem za starejse
bolnike s pridruzenimi komorbidnostmi (37).

Kmalu je postalo jasno, da so za ohranjanje KLL zelo pomembne signalne poti, ki
zagotavljajo esencialne signale za razvoj KLL in kot take lahko predstavljajo pomembno
terapevtsko tar¢o (32). Po uporabi zaviralcev kinaz, na primer ibrutiniba (inhibitor
Brutonove kinaze) in idelalisiba (PI3-kinazni inhibitor), prihaja pri kontinuiranem
zdravljenju do dolgotrajnejSe faze remisije bolezni. Kljub temu pri vecini bolnikov ne uspejo
zabeleziti negativnega MRD-ja, ki nakazuje odsotnost malignih celic v telesu (32). V
primeru slabSega odziva na zaviralce kinaz je danes mozno uporabiti sodobnejsi
venetoklaks. Ta kot mimetik molekule BH3 zavira anti-apoptoti¢ni protein Bcl-2 in je
predvsem priporo¢ljiv za bolnike z delecijo kromosoma 17p13 (38). Evropska komisija ga
je v lanskem letu uvrstila na seznam zdravil sirot, sicer za zdravljenje akutne mieloi¢ne
levkemije, a je v nekaterih drzavah, npr. v Nemc¢iji, Ze registriran tudi za KLL (39).

Na pomenu pri zdravljenju pridobivajo tudi najmodernejse vrste imunoterapije. Na primer
imunomodulacija; derivat talidomida — lenalidomid je dosegel ze fazo III klini¢nih $tudij,
ko so le-te prekinili zaradi veéjega Stevila smrti v skupini, tretirani s lenalidomidom v
primerjavi s skupino, ki je dobivala klorambucil (40, 41). Ena izmed oblik imunoterapije
temelji na T celicah, ki imajo modificiran himerni antigenski receptor - CAR T celicah (ang.
chimeric antigen receptor-modified T cells) (42). Se modernejsi pristop pa predstavljajo
zaviralci imunskih kontrolnih to¢k (ang. immune checkpoint inhibitors). Tumorski signali
pogosto inhibirajo kontrolne toCke, da se zas¢€itijo pred napadom bolnikovega imunskega
sistema; omenjeni zaviralci pa te stimulirajo in povrnejo funkcijo imunskega sistema. Dobre
rezultate pri zdravljenju kaze tudi individualizirana kombinirana tar¢na terapija (13, 43).
Mnogo bolnikov se kljub veliko dostopnim zdravilom $e vedno ne odziva na terapijo.
Omenjen problem sku$a premagati v tem letu razvit projekt farmakoskopija (ang.
Pharmacoscopy), ki je nastal v sodelovanju med Medicinsko univerzo in centrom CEMM
na Dunaju. Razvita tehnologija na principu ex vivo fotoanaliz delovanja obstojecih u¢inkovin
preverja njhov imunomodulatorni potencial na malignih celicah bolnikov. Z uporabo
label« uporaba). Ugotovili so, da ima priblizno 10 % registriranih zdravil Se nepoznano
imunomodulacijski vlogo, ki bi lahko pomagala pri premagovanju resistentnih hematoloskih
bolezni. Pristop identificira potencialne ucinkovine po meri bolnika in tako predstavlja

mejnik v razvoju personalizirane medicine (44).



Rezistenca na zdravljenje

Neravnovesje med anti-apoptoti¢no druzino proteinov Bcl-2 in proapoptoticnim BAX je
izpostavljeno kot glavni vzrok rezistence na zdravila pri KLL (45). Neravnovesje je
posledica konstituivno aktivne signalne poti transkripcijskega dejavnika NF-kB, ki s
povecanjem proizvodnje anti-apoptoti¢nih proteinov povzro¢i neodzivnost na apoptozo in
na terapijo, ki deluje prek mehanizmov indukcije le-te (46). Vzrok temu, da apoptoza
izostane, so lahko tudi neugodne citogenetske preureditve. Uc¢inkovine, ki sicer inducirajo
apoptozo, ne delujejo, ko je pri bolniku prisotna delecija 17p13 ali delecija 11g22-23. Obe
citogenetski preureditvi sta povezani z izgubo genov, ki nadzorujejo apoptozo; delecijo gena
za p53 (del17p13) ali delecijo ATM (del11g22-23) (angl. ataxia-telangiectasia mutated)
(47). Drugi, z zmanj$anjem apoptoze povezani mehanizmi, so visoke koli¢ine inhibitornih
apoptoti¢nih proteinov (ang. inhibitors of apoptosis proteins-IAP) in celi¢éni FLICE-ju
podobni inhibitorni proteini (ang. cellular FLICE-like inhibitory protein-cFLIP), ki naj bi
pojasnjevali rezistenco KLL na signalni poti receptorja smrti (48).

Zdravljenje v Sloveniji

Zdravljenje se ponavadi pri¢ne, ko nastopi anemija ali trombocitopenija (bolniki v stadiju
II/IV po Rai-ju oziroma C po Binetu), simptomatska limfadenopatija ter pridruzeni
bolezenskimi simptomi (no¢no potenje, slabost, nenamerna izguba teze, nerazlozena
vro¢ina) (13). Preglednica V prikazuje najpogosteje uporabljene sheme za zdravljenje KLL
v Sloveniji in komentar, za katero podskupino bolnikov so primerne (49).

Preglednica V: Najpogosteje uporabljene sheme za zdravljenje KLL v Sloveniji.
Povzeto po (7, 49, 50).

starejsi bolniki s pridruzenimi

LP p.o. klorambucil (+metilprednizolon) komorbidnostmi
p.o. ali i.v. fludarabin
FC/Flucy p.o.alii.v. fludarabin, ciklofosfamid
FCR iv. fludarabin, ciklofosfamid, rituksimab prva izbira za miajse, klinicno sposobne

bolnike brez del17p13
cifiklofosfamid, epirubicin, ,

V- 1N p-o. metilprednizolon (+rituksimab)
iv. metilprednizolon resistentna KLL
s.C. alemtuzumab neodzivni na fludarabin, bolniki z del17p13
iv. bendamustin neodzivni na fludarabin
iv. ofatumumab neodzivni na rituksimab

Nacin aplikacije: p.0.- per 0s, peroralno, i.v.-intravensko, s.c.-subkutano, Skupina zdravil: alkilirajoci
citostatik, glukokortikosteroid, antimetabolit; analog adenozina, protitelo proti antigenu CD52, protitelo
proti antigenu CD20, antraciklinski (antibiotik),




1.2.  Prostaglandinski receptor EP4

Lipidni mediatorji prostanoidi se v telesu sintetizirajo iz arahidonske kisline s pomocjo
encima ciklooksigenaze (COX). Skupino prostanoidov sestavljajo prostaglandini (PGD2,
PGE2, PGF2,, PGF2, PGG,, PGHy), prostaciklin (PGI2) in tromboksan Az (TXAz). Najbolj
raz§irjen prostaglandin E> (PGE2) deluje kot avtokrini ali parakrini mediator signalov -
zadolzen je za signaliziranje med celicami kakor tudi povratne signale do celic. Zaradi
svojega lokalnega ucinka je molekula s kratkim razpolovnim ¢asom, razgradi se v nekaj v
minutah (51, 52). Na Sliki 2 so prikazani receptorji, na katere se veze PGEg, pripadajoce

signalne poti ter terapevtski potencial modulatorjev, ki delujejo na njih.
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Slika 2: Signalne poti receptorjev EP1-4.
Prikaz signaliziranja po vezavi prostaglandina E2 (PGEy) in aktivaciji enega izmed stirih prostaglandinskih

receptorjev EP1-EP4. Receptorji so sestavljeni iz sedmih transmembranskih domen in so sklopljeni z
razli¢nimi G-proteini. Modulatorji prostaglandinskih recepetorjev so tudi obetavne spojine; na sliki je
navedena skupina bolezni, kjer modulatorji receptorjev EP1-4 izkazujejo terapevtski potencial. Slika povzeta
po (52).

PGE: lahko aktivira stiri podtipe prostaglandinskih receptorjev EP1-EP4, najvecjo afiniteto
pa ima do prostaglandinskega receptorja E tipa 4 (EP4). Omenjeni receptorji so del vecje
skupine transmembranskih, z G-proteinom sklopljenih receptorjev, ki po aktivaciji

inducirajo razli¢ne signalne poti. EP1 je sklopljen s proteinom Gagq, vezava PGE2 pri njem



pa sprozi povisanje citosolne Ca?* koncentracije. Po aktivaciji receptorja EP2, vezanega na
stimulativni protein Gas se povisa znotrajcelicna koncentracija cAMP. Receptor EP3 je
sklopljen z inhibitornim proteinom Gai in zmanjsa sintezo cAMP. Odvisno od tipa celice
lahko aktivacija receptorja EP4 vodi do povisanja cAMP in v nekaterih primerih do
aktivacije CAMP neodvisnih poti; PI3BK/AKT, MEK/ERK1/2 in modulacije NF-xB (51, 53,
54).

Receptor EP4 je v najvedji meri izrazen v gastrointestinalnem traku, uterusu, kozi,
krvotvornih organih in ozilju, kar pojasnjuje njegovo vlogo pri imunskem odzivu,

regulaciji krvnega pritiska, funkciji gastrointestinalnih organov ter plodnosti (51).

Vloga receptorja EP4 pri procesih kancerogeneze je prav tako v veliki meri odvisna od tkivne
lokalizacije receptorja in pridruzenega mikrookolja. VV nekaterih primerih a) prispeva k
rasti in razSirjanju tumorjev, v drugih pa ima b) protektivno vlogo.

a) Negativna vloga tumorske promocije se izkazuje v sledeCih procesih; zaviranje
apoptoze, spodbujanje proliferacije, motilitete, metastaziranja in angiogeneze.
Omenjeno so zabelezile Studije pri raku debelega Crevesa in danke, prostate,
materni¢nega vratu, jajénikov, gornjih secil, dojk, jeter in pljuc¢ (54).

b) Protektivno delovanje je vezano na izrazanje receptorja v limfocitih B. V B-celi¢nih
limfomih se je po aktivaciji BCR receptorja povecala ekspresija gena Ptger4 in v
limfocitih B sprozila proces apoptoze (55). Poskusnim mis$im z B-celi¢nim limfomom
so izbili gen Ptger4. Zabelezili so pospeseno razsiritev tumorja, ko pa so ponovno
inducirali ¢ezmerno ekspresijo Ptger4, je ta izkazala protektivno vlogo pri razsirjanju
tumorja. Po izbitju gena se je povecalo izrazanje proliferativnih in z NF-kB povezanih
genov, ki inhibirajo apoptozo. Gen Ptger4 je bil na podlagi teh ugotovitev predlagan za
tumor supresor gen (52, 55). Poleg tega je bil receptor EP4 karakteriziran kot negativni
povratni regulator proliferacije v odgovoru na signaliziranje preko BCR. Pri povec¢anem
signaliziranju preko BCR se poveca sinteza PGE», ta pa aktivira receptor EPA4.
Aktivacija receptorja EP4 inducira apoptozo malignih limfocitov B in zavira nadaljno
delitev malignih celic (53, 55-57). Receptor EP4 se tako z efektom zaviranja
proliferacije, ki ga povzro¢i od aktivacije B celicnega receptorja (BCR) odvisna sinteza
PGE., zdi kljucen ¢len v signalni kaskadi malignega Sirjenja. Zaradi vloge v omenjenih

procesih je bil oznacen za obetavno terapevtsko tarco (55, 57, 58).



1.2.1. Deregulacija signalnih poti pri KLL
Signaliziranje po aktivaciji receptorja EP4 v limfocitih B poteka preko signalnih poti in sicer;
a) preko cAMP-odvisne poti, b) aktivacije jedrnega transkripcijskega dejavnika NF-
kB, v manjsi meri tudi preko poti PISK/ERK/Akt (57). Slika 3 prikazuje mozZne signalne

poti po vezavi PGE: in aktivaciji receptorja EP4.
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Slika 3: Signalne poti, ki se lahko aktivirajo po vezavi agonista PGE2 na receptor EP4.
Vezava agonista PGE; na receptor sprozi aktivacijo adenilat ciklaze (AC), sintezo cAMP, sledeci koraki pa so

lahko; aktivacija AMP-aktivirane protein kinaze (APMK), aktivacija PKA ali aktivacija izmenjevalnega faktorja

Epac. PKA v signalni kaskadi sledijo odzivni element za CAMP - CREB, eNOS ter ICER. Podaljsan C-terminalni
del receptorja EP4 omogoca interakcijo z EP4 vezavnim proteinom EPRAP, ki stabilizira p105 podenoto in

prepreci aktivacijo NF-xB in inhibira mitogen aktivirano protein kinazo (MEK). Na ta nacin se inhibira sinteza

provnetnih citokinov v aktiviranih makrofagih. Receptor se lahko hitro desenzitira, ko se G-receptorske kinaze

(GRK) vezejo na del C-terminalnega dela. Fosforizacija GRK inducira f-arestine, ki sprozijo internalizacijo

receptorja in Src, ki vodi do tranaktivacije receptorja EGFR in nadalje aktivira pot PI3K/ERK/Akt. Alternativno

lahko omenjeno pot aktivira tudi vezava Pertussijevega toksina na inhibitorni protein Gai (54).

Ciljanje vseh signalnih poti je pristop ve¢ raziskovalnih skupin, pri tem pa je potrebno paziti,
da so spojine specifi¢ne za konkretno signalno pot in da je le-ta deregulirana pri malignih in
ne pri zdravih celicah. Danes namre¢ vemo, da vezava razliénih modulatorjev na z G-

proteinom sklopljene receptorje sprozi raznolike odzive nizje lezecih signalnih poti.
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Omenjeno se zgodi zaradi stabilizacije razlicnih aktivnih oblik G-proteinov. Neko¢ so
mislili, da obstaja le ena, ki inducira vse signalne poti z enako jakostjo. Novejse raziskave
so pokazale, da aktivacija signalnih poti po vezavi razli¢nih ligandov sprozi ¢asovno (ena od
poti se sprozi prednostno, druga kot sekundarni val), lokalno (aktivacija na razli¢nih delih
zunanje ali jedrne membrani ali v endosomih) in biokemijsko (aktivacija druga¢nih poti)
razlicne vzorce. Termin, ki opazeno opisuje, najsmotrnejSe prevedemo kot favoriziranje
liganda (ang. ligand bias). U¢inkovine prihodnosti bodo uporabljale le Zeleno vrsto aktivne
oblike receptorja, ki bo sprozila kaskado Zelenih signalov; ligand bo favoriziral izbrano
signalno pot (59, 60). Za obe signalni poti; klasi¢cno cAMP-odvisno ter alternativno NF-kB,
je bilo dokazano, da sta drugace regulirani pri KLL kot pri normalnih limfocitih B, zato je
ciljanjanje teh poti smiselno. Na tak nacin lahko delujemo bolj selektivno na maligno
spremenjene celice in v manj§i meri ogrozamo zdrave limfocite B (24).

Pri KLL je konstitutivno aktivno tako signaliziranje preko BCR, kakor tudi signalna pot
STATS3, kar omogoca celicam daljSe prezivetje, Se dodatno aktivira NF-kB in poveca

produkcijo vnetnih kemokinov in citokinov (61, 62).

a) signalna pot cAMP/PKA/CREB

Cikli¢ni adenozin monofosfat (CAMP) je signalna molekula, ki ima v celici vlogo
sekundarnega obvescevalca. Po aktivaciji encima adenilat ciklaze (AC) se CAMP sintentizira
iz adenozin-5'-trifosfata (ATP), razgrajujejo ga encimi fosfodiesteraze (PDE). Pri KLL se
CAMP metabolizira predvsem preko izoforme PDE4 (63). CAMP lahko nadalje aktivira ve¢
molekul (Slika 3), najpogosteje se aktivira protein kinaza A (PKA) in ta fosfolira CREB. Ta
se kot dimer veZe na izbrani del genoma ter tako uravnava transkripcijo nekaterih genov.
Znano je, da se pri KLL zmanjsa transkripcija anti-apoptiticnega gena Bcl-2, zaradi ¢esar
maligne celice prezivijo dlje in so odporne na terapijo, ki deluje na principu indukcije
apoptoze (64).

Za KLL se predvideva zmanj$ano bazalno signaliziranje preko cAMP in posledi¢no nizji
bazalni nivo apoptoze. Razlog zato naj bi bila vpletenost ve¢ih PDE izoform, ki dodatno
razgrajujejo CAMP (65). Ze prej omenjena izoforma PDE4 je bila v raziskavah Ze
uporabljena kot potencialna terapevtska tarCa; zaviranje le-te je namre¢ povisalo
znotrajceli¢no koli¢ino CAMP in nivo apoptoze. Indukcijo programirane celicne smrti so

najprej opazili na celi¢ni liniji KLS49, nato pa potrdili $e na celicah bolnikov s KLL (63).
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b) NF-xB (jedrni transkripcijski dejavnik kapa B)

NF-kB druzino proteinov sestavljajo dimerni proteini p52/p100, p50/p105, c-Rel, p65 in
RelB. V nestimuliranih celicah so v citoplazmi, vezani na zaviralni protein IkB. Ob
stimulaciji celice se aktivira IkB kinaza (IKK), ki fosforilira zaviralni protein IxkB, dimeri
NF-kB se sprostijo in premaknejo v jedro, kjer z vezavo na DNA uravnavajo izrazanje
genov, ki so odgovorni za imunski sistem, vnetne in stresne procese, razvoj B-celic ter razvoj
limfati¢ni organov (66). Opisana pot aktivacije je klasi¢na, mozZna je tudi alternativna, Ki
poteka preko aktivacije NF-kB inducibilne kinaze (NIK).

V zdravih celicah je aktivacija induktivna, v malignih celicah pa postane konstitutivna, kar
privede do zaostajanja apoptoze in rezistence na zdravila (24, 67). Konstituivna aktivnost
NF-kB poti pri KLL prispeva k malignosti, saj se veca sinteza proliferativnih in anti-
apoptoti¢nih proteinov, ki preprecujejo rakavim celicam, da stopajo v apoptozo. Pomembna
za KLL je predvsem zmanjSana vezava na promotor gena za anti-apoptoti¢na proteina Bcl-
XL in Bcl-2 ter na promotor tumor nekrotizirajocega dejavnika a (TNF-a).

Ciljanje konstitutivno aktivne NF-«xB je eden izmed novih terapevtskih pristopov; inhibitorji
IKK v kombinaciji ali kot sami predstavljajo obetavno tarco, podatki iz literature pa
navajajo, da bi lahko presli zas¢ito mikro-okolja, ki ohranja KLL celice pri prezivetju. Ta
pristop je zanimiv predvsem zaradi dejstva, ker indukcija apoptoze preko inhibicije NF-xB
zaobide nepravilnosti pri p53, kar je izrednega pomena za terapijo; bolniki z nepravilnostmi
gena za p53 so definirani kot skupina z vecjim tveganjem in slabim odgovorom na

kemoterapijo in bi s ciljanjem te poti lahko veliko pridobili (24).

1.2.2. Mutacije gena za receptor EP4

22 Kb velik gen Ptger4, ki kodira za receptor EP4, obsega tri eksone in se nahaja na
kromosomu 5. V neposredni blizini gena Ptger4 (270 Kb stran), v genski pus¢avi na 5p13.1
so identificirali 250 Kb veliko regijo, v kateri je ve¢ polimorfizmov posameznega nukleotida
(angl. single nucleotide polymorphism — SNP) (68).

V regiji se nahajata dva SNP-ja, ki sta tematika pricujoce magistrske naloge - rs4495224 in
rs7720838 (Slika 4), za njiju pa so ugotovili, da vplivata na ekspresijo gena Ptger4.
Spoznanja so iz GWA studije, ki so jo izvedli na kavkazijskih bolnikih s Crohnovo boleznijo
(CB), kjer so dokazali statisti¢no znacilno povezavo s CB (69). Ugotovitve so replicirali na
ve¢jem Stevilu vzorcev, kontrol in trojk ter potrdili povezanost rizi¢nih alelov omenjenih

SNP-jev s CB.
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SNP rs7720838 je bil med drugim oznacen tudi kot kandidatni lokus za astmo in

avtoimunska obolenja (34, 71). Mesto na genomu, kjer se nahaja, je bilo prepoznano kot

vezavno mesto za transkripcijska dejavnika c-Myc in CREB. Mielocitomatozni onkogen

oziroma c-Myc (ang. myelocytomatosis oncogene) je ze dokazano povezan s signaliziranjem

preko BCR, saj stimulira klonsko proliferacijo limfocitov B in zavira procese diferenciacije,

pri mnogih rakih pa so zabelezili njegovo konstituivno aktivnost. Vloga CREB je pomembna

zaradi regulacije transkripcije anti-apoptiti¢nega proteina Bcl-2.

Rs4495224 pa je del vezavnega mesta za NF-«xB, katere signalna pot je konstitutivno aktivna

pri KLL. Prav z moc¢nejSo vezavo transkripcijskih dejavnikov na lokus SNP-jev razlagajo

njihov vpliv na izrazenost gena Ptger4 (56, 69, 72, 73).
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Slika 4: Prikaz kromosoma 5.
Na lokosu 5p13.1 se nahaja genska puscava s SNP rs4495224 in rs7720838, ki vplivata na ekspresijo bliznje
leZecega gena Ptgerd(74). SNP rs4495224 je del vezavnega mesta za NF-xB, rs7720838 pa c-Myc in CREB.

NF-xB, ki je pri KLL konstituivno aktivna vpliva na povecano izrazanje provnetnih in antiapoptoticnih
genov, c-Myc zavira procese diferenciacije in spodbuja klonsko proliferacijo limfocitov B, CREB pa poveca
transkripcijo anti-apoptoticnega proteina Bcl-2 (70).
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1.2.3. Ekspresija receptorja EP4

Na nivoju fluorescentne mikroskopije ter pretocne citometrije je bila potrjena visja
ekspresija receptorja EP4 na razli¢nih tipih maligno spremenjenih celi¢nih linij (Ramos,
MHH-PRE B, NALM-6, KOPN-8, JURKAT, THP1, U93) (46). Kot kontrola so bile
uporabljene limfoblastoidne celi¢ne linije (LCL). Te so z Epstein-Barr virusom (EBV)
preobrazene celi¢ne linije, pridobljene iz krvi zdravih darovalcev. Ker ohranijo vecino
prvotnih lastnosti limfocitov B, so primeren model za razli¢na in vitro testiranja (74, 75). Pri
malignih B-celi¢nih linijah (Ramos, MHH-PRE B, NALM-6 in KOPN-8) so zabelezili tudi
citotoksi¢en uc¢inek potencialne protirakave spojine PgE:-OH, pri ostalih tipih celic pa ne.
Preverili so, ali nivo ekspresije korelira z efektom PgE:-OH, in ugotovili, da temu ni tako.
Sklepali so, da raznolika aktivacija receptorja EP4 ni odvisna od ekspresije receptorja EP4,
ampak bolj verjetno od tipa transformirane imunske celice. Maligne B-celi¢ne linije so bile
namre¢ obcutljive na PgE1-OH in so imele hkrati povecano ekspresijo, pri limfocitni T liniji
JURKAT ter monocitnima linijama THP1 in U93 pa so zabelezili le visjo ekspresijo, ne pa
tudi obcutljivosti na PgE1-OH (46). Ugotovljena selektivnost za maligne B-celi¢ne linije je
vodila v kreiranje klini¢ne Studije, v sklopu katere so ucinek potencialne protirakave
molekule PgEi1-OH ovrednotili tudi na primarnih celicah bolnikov s KLL in vitro.
Citotoksic¢en ucinek PgE1-OH je bil opaznejsi na celicah KLL v primerjavi z LCL, prav tako
ekspresija receptorja EP4 na nivoju pretocne citometrije. Na podlagi nastetih dognanj so
receptor EP4 oznacili za potencialno tarco za zdravljenje KLL (46, 58, 76), s prou¢evanjem
njegove vloge pa nadaljujemo v pricujoc¢i magistrski nalogi.

Vpliv ekspresije gena Ptger4 je bil identificiran tudi v $tudiji BCR receptorja, kjer je bil
prepoznan kot vodilni, Ki se je izrazil v zrelih, ne pa tudi v nezrelih limfocitih B, kar prikazuje
njegovo pomembno vlogo pri aktivaciji B-celi¢nih mehanizmov in diferenciacije (56, 69).
V drugi studiji so mu pripisali vlogo tumor supresorja. Ko so v in vivo poskusnem modelu
B-celi¢cnih limfomov izbili gen Ptgerd, so zabelezili pospeSeno razsiritev tumorja. V
naslednjem poskusu so inducirali ¢ezmerno ekspresijo Ptger4 in ta je izkazala protektivno
vlogo pri razsirjanju tumorja (55).

Naveden primer protektivne vloge je bil zabelezen pri B-celi¢nih limfomih, pri nekaterih
patoloskih stanjih pa je imelo povisano izrazanje receptorja EP4 negativen u¢inek. Na primer
pri limfocitnem kolitisu, eni od podvrst kroniéne vnetne érevesne bolezni (KVCB) so opazili
povecan nivo provnetnih citokinov, z njimi pa je koreliralo tudi povecano izrazanje

receptorja EP4 (77). Povisano ekspresijo receptorja EP4 so odkrili tudi pri raku materni¢ne
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sluznice in maternicnega vratu, pri raku debelega Crevesa in danke, pri celi¢ni liniji
ledvi¢nega karcinoma pa je izbitje gena Ptgerd zmanjsalo tumorsko invazijo in sposobnost

metastaziranja po eksperimentih na poskusnih zivalih in vivo (78-81).

1.3. Modulatorji receptorja EP4

PGE. (Slika 5a), nativni ligand prostaglandinskih receptorjev EP1-4 je kot uc¢inkovina
dinoproston v Slovenji indiciran za spodbujanje kréenja maternice pri porodu, sicer pa Se
kot abortiv ter vazodilatator pri ishemijah ali plju¢ni hipertenziji. Zaradi izredno hitrega
metabolizma in nezazelenih u¢inkov je njegova uporaba omejena (53, 91). Glede na splosno
razsirjenost v telesu ter vlogo receptorja EP4 v razli¢nih boleznih so razvili kar nekaj
obetavnih spojin, ki modulirajo delovanje le-tega. Agonisti so v raziskavah uporabljeni pri
ulcerativnem Kkolitisu (spojina rivenprost (Slika 5¢) je ze dosegla fazo Il klini¢nih $tudij),
remodelaciji kosti, Alzheimerjevi bolezni, B-celi¢nih limfomih ter kardiovaskularnih
boleznih. Antagonisti so izkazali ucinek pri tumorjih prostate, dojk, pljuc (grapiprant), raku

danke in debelega Crevesja (56, 57).

PgEi1-OH

Selektivni ligand receptorja EP4, PgE:-OH (Slika 5b) je v preteklih predklini¢nih $tudijah
izkazal svoj potencial kot spojina za terapijo B celi¢nih limfomov (46, 58, 76). Citotoksi¢ni
u¢inek PgE1-OH je posredovan preko aktivacije receptorja EP4, ki sprozi aktivacijo spodnje
lezecih signalnih poti; aktivira se CAMP-odvisna pot, obenem pa inhibira translacija NF-«kB.
Po izpostavitvi malignih B celi¢nih linij PgE1-OH so dokazali inhibicijo NF-xB — odvisnih
antiapoptoti¢nih proteinov, zmanjSana aktivnost omenjenih proteinov pa je povecala tudi

ucinek v kombinaciji z Ze uveljavljenimi zdravili; bortezomibom in doksorubicinom (46).
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Slika 5: a) PGE: (dinoproston), b) PgE1-OH in c) rivenprost (ONO-4819).
Vse molekule razpolagajo z zacetno (pri rivenprostu zaestreno) karboksilno skupino, osrednjim
ciklopentanonskim fragmentom in pripeto lipofilno verigo, ki se razlicno zakljuci. Prostorska konfiguracija je
pri vseh enaka. Povzeto po (82-84).
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2. NAMEN DELA

Namen dela je doprinesti k razumevanju vloge prostaglandinskega receptorja EP4 pri
izredno heterogeni bolezni KLL. Raziskovali bomo dejavnike, ki bi lahko prispevali k bolj
optimalni uporabi obetavne protirakave spojine PgE:-OH in ovrednotili, ali bi lahko katera

od proucevanih entitet predstavljala potencialni prognosti¢ni biomarker za KLL.

Biokemijske in genetske dejavnike napovedi ucinkovitosti bomo proucevali in vitro na
primarnih celicah bolnikov s KLL, ki bodo privolili v sodelovanje v raziskavi, odobreni s
strani Komisije RS za medicinsko etiko (KME), $t. 93/12/10 in jih primerjali z vzorci zdravih

prostovoljcev.

V sklopu IN VITRO VREDNOTENJE UCINKOVITOSTI PGE1-OH bomo izolirali celice
KLL in na njih preverili citotoksi¢ni ucinek spojine PgE:-OH. Za dolo¢anje metabolne
aktivnosti celic bomo uporabili test PrestoBlue in po doloc€itvi vrednosti ECso skusali

ugotoviti, pri katerih podskupinah bolnikov PgE:-OH izkazuje najboljsi u¢inek.

Nadalje bomo v sklopu GENOTIPIZACIJA na izolirani DNA iz bolnikovih celic analizirali
genska polimorfizma rs4495224 in rs7720838. Nahajata se v blizini regulatorne regije gena
Ptger4 in posledi¢no vplivata na ekspresijo receptorja EP4, deregulacija le-te pa se povezuje
s Stevilnimi boleznimi. Frekvence pojavljanja polimorfizmov bomo primerjali s
pri¢akovano, s frekvencami pojavljanja genotipov/alelov pri zdravih prostovoljcih ter s
podobnimi skupinami bolnikov iz svetovne populacije. Ovrednotili bomo, ali kateri od
polimorfizmov predstavljla prognostiéni biomarker za KLL. Na ta nac¢in bi lahko

napovedovali vecje tveganje za KLL ali predvideli odzivnost na terapijo PgE1-OH .

V sklopu VREDNOTENJE IZRAZANJA RECEPTORJA EP4 bomo ocenili vpliv
izrazanja prostaglandinskega receptorja EP4 na dveh nivojih - na nivoju mRNA in na nivoju
proteina z uporabo pretoc¢ne citometrije. Gen Ptger4, ki kodira za receptor EP4, je bil
oznacen za potencialni tumor-supresor gen, ekspresija receptorja pa je vecja na celicah KLL
bolnikov v primerjavi s kontrolo. Izolirali bomo RNA, pridobljeno iz celic bolnikov s KLL,
jo prepisali v ¢cDNA in s pomoc¢jo metode PCR v realnem c¢asu kvantitativno ovrednotili
ekspresijo gena Ptger4. Nivo ekspresije gena Ptger4 bomo statisti¢no ovrednotili glede na
pojavnost polimorfizmov, ECso vrednosti PgE1-OH ter spol in starost.

Z uporabo pretocne citometrije bomo dolocili ekspresijo receptorja EP4 na celicah KLL ter

preverili ali izpostavitev PgE1-OH spremeni izraZanje receptorja EP4.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Metode dela s celicami

3.1.1. Materiali in oprema

Preglednica VI: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za delo s celicami.

Material/Aparatura

Proizvajalec

zas¢itne rokavice iz lateksa

Kimberly-Clark

raztopina tripanskega modrila

Sigma-Aldrich, MO, ZDA

DMSO | Sigma-Aldrich, MO, ZDA
Ficoll-PaqueTM reagent | GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svedska
L-glutamin | Sigma-Aldrich, MO, ZDA

penicilin, streptomicin

Sigma-Aldrich, MO, ZDA

RPMI-1640 medij

Sigma-Aldrich, MO, ZDA

FBS (10 % fetalni goveji serum)

Gibco, Grand Island, NY, ZDA

PBS (za 10xPBS: 80 g NaCl, 2 g KCI 36,3 g, Na2HPO4*12H20 2,4 g, KH2PO4 in dopolnimo H20 dopolnimo do
z ultracisto 1,0 L. Sestavine smo natehtali in jih raztopili v vodi, uravnali pH in avtoklavirali. Za 1xPBS red¢imo 1 :
10 z ultracisto vodo in avtoklaviramo)

2-merkaptoetanol

Sigma-Aldrich, MO, ZDA

Obogatitvena mesanica RosetteSep® humanih celic B

StemCell Technologies, Vancouver, Kanada

PgE;-OH

Cayman Chemical, MI, ZDA

sterilne 1,5 in 2 mL mikrocentrifugirke (Flowtubes)

Invitrogen, ZDA

pipete 100-1000 pl , 20-200 pl, 0,5-10 pl, 0,1-2,5 pl

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

sterilni nastavki za pipete

Sarstedt, Niimbrecht, Nemc¢ija

centrifuga Centrifuge 5430 R

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

PrestoBlueTM cell viability reagent

Invitrogen, ZDA

Avtoklav

A-21, Kambic laboratorijska oprema, Semic,
Slovenija

BD PlastipakTM brizgalke

Becton Dickinson, S.A, Spanija

BD MicrolacneTM 3 igle

Becton Dickinson, S.A, Spanija

Centrifugirke (15 in 50 mL)

TPP, Trasadingen, Svica

Invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40)

Olympus optical, Hamburg, Nemcija

Hemocitometer

Brand Neubauer, Nem¢ija

Inkubator | Heraus Holding GmbH, Hanau, Nemdija
Komora z laminarnim pretokom zraka (LAF komora) | Siemens, ZDA
Krioviale | Sarstedt, Niimbrecht, Nemd¢ija

Krovna stekla

Assistent, Sondheim, Nemcija

Mikrocentrifugirke (0,5 mL; 1,5 mL in 2 mL)

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Plasti¢ne sterilne mikrotitrske ploscice za gojenje celi¢nih kultur
(s 6, 12, 24 ali 96 vdolbinami)

TPP, Trasadingen, Svica

Plasti¢ne sterilne ¢rne mikrotitrske ploscice (96 vdolbin)

NunclonTM Delta Surface, Nemcija

Posode T-flask za gojenje celi¢nih kultur

TPP, Trasadingen, Svica

Mikrotitrski ¢italec (Safire 2TM Genios)

Tecan, Genios, Ziirich, Svica

Multikanalne pipete (100, 300 puL)

Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Seroloske pipete za enkratno uporabo (volumni: 5, 10, 25, 50 mL)

TPP, Trasadingen, Svica

Vodna kopel

Mikro+polo, Maribor, Slovenija

Zamrzovalnik - 80°C

Forma scientific, Midland, ON, Kanada

Hladilnik/zamrzovalnik

Gorenje, Velenje, Slovenija
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3.1.2. Mediji

MEDIJ ZA CELICE KLL MEDIJ ZA ZAMRZOVANJE KLL
500 mL RPMI 25 mL medija za celice KLL
50 mL toplotno deaktiviranega FBS 20 mL FBS

5,5 mL antibiotika in antimikotika 5 mL DMSO

5,5 mL L-glutamina
500 puL 50 uM 2-merkaptoetanola

3.1.3. Zbiranje vzorcev
V klini¢no Studijo, ki ima dovoljenje Komisije RS za medicinsko etiko, §t. 93/12/10 je bilo
vkljucenih 160 bolnikov z diagnozo kroni¢ne limfocitne levkemije, ki so v ¢asu od oktobra
maja 2012 do februarja 2016 opravili ambulantni pregled na Kliniénem oddelku za
hematologijo Univerzitetnega Klini¢nega Centra Ljubljana (UKCL). Ko je bolnik podpisal
pristanek na sodelovanje, so mu v laboratoriju odvzeli vzorec krvi (~ 5 mL), iz katere smo

nato v laboratoriju na Katedri za klini¢no biokemijo izolirali celice KLL.

3.1.4. lzolacija limfocitov B iz polne krvi

Izolacija celic je potekala v sodelovanju s Tjaso Stolfa (85), ki je izolirane celice KLL prav
tako uporabljala za raziskavo v okviru svoje magistrske naloge.

Izolacijo limfocitov B oziroma celic KLL je mozno izvesti po dveh metodah, bolj priljubljeni
negativni selekcijski metodi ter alternativni pozitivni selekcijski metodi. Izbrali smo
1zolacijo z uporabo negativne selekcijske metode, ki je priporocljiva za delo s svezimi vzorci,
prav tako se pri tem limfociti B funkcijsko ne spremenijo (86).

Pri izolaciji smo uporabljali reagent - obogatitveno mesanico RosetteSep® humanih celic B,
sestavljeno iz misjih in podganjih monoklonskih protiteles. Te tvorijo bispecifi¢en

tetramerni kompleks (Slika 6) in nezazelene celice lo¢ijo od limfocitov B (Slika 7).

limfociti B

Nezazelene celice

Slika 6: PremreZenje eritrocitov s tetramernim Slika 7: Lo¢itev nezazeleih celic od limfocitov B.
kompleksom protiteles in neZelenimi celicami.. Povzeto po (88).
Povzeto po (87).
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Ob vezavi kompleksa in celic se ob gradientnem centrifugiranju ustvari ve¢ slojev — nekatere

celice se posedejo zaradi premrezenja s protitelesi, nekatere pa razporedijo v razli¢ne sloje

zaradi drugacne gostote. Posedejo se humane hematopoetske celice s povrSinskimi celicnimi
antigeni (CD2, CD3, CD16, CD36, CD56, CD66b) ter eritrociti, ker je na njihovi povrsini

glikoforin A (89). Pred samo izolacijo smo vse reagente, centrifugo in vzorce ogreli na sobno

temperaturo (~22 °C).
Postopek (Slika 8)

1.

© o N o

Vzorcu polne krvi (~ 5 mL) smo dodali obogatitveno mesanico RosetteSep® humanih celic
B (50 uL/mL) in 20 minut inkubirali na sobni temperaturi.

Redc¢ili smo z enakim volumnom raztopine 2 % FBS/PBS in nezno premesali.

Razred¢en vzorec smo previdno prenesli v epruveto z ze prej naneSenim fikolom (~ 5 mL),
tako, da se plasti nista premesali.

Centrifugirali smo 20 minut na 200g pri sobni temperaturi, brez zavore.

S pipeto smo previdno odstranili zgornjo plast do priblizno 1 cm nad plastjo limfocitov B.
Plast limfocitov B smo previdno krozno pobrali in celice prenesli v epruveto s svezim
gojis¢em (~13 mL). Pazili smo, da smo prenesli le celice in ne fikola, ki je toksi¢en za celice.
Centrifugirali smo na 1700 rpm, 7 minut.

Odstranili smo supernatant, usedlini celic pa dodali sveze gojisce.

Celice smo presteli s pomocjo invertnega svetlobnega mikroskopa in hemocitometra
Redg¢ili smo jih na koncentracijo 2:10%/uL ter jih ¢ez no¢ pustili v inkubatorju na 37 °C, 5 %
CO:a.

Dodatek obogatitvene
mesanice RosetteSep®
humanih celic B

pocasi prenesemo
na plast fikola

N N
1 1
inkubiramo 20 centrifugiramo na

minut na sobni 200xg, 20 minut,
temperaturi brez zavore

— B

\/krvna plazma

limfociti B

in trombociti fikal
dodatek povzroci limfocite B prenesemo
premreienje v epruveto s sveZim
nezaZelenih celic nezaZelene celice gojiséem

(eritrociti, granulociti,
preostale mononuklearne
celice; limfociti T, NK)

Slika 8: Postopek izolacije limfocitov B.
Zaradi vedje specificne gostote so se eritrociti, granulociti, limfociti T in celice NK posedli na dno

epruvete, pod plast fikola. Limfociti B so se nahajali nad plastjo fikola. Debelina plasti limfocitov B
je odvisna od kolicine malignih limfocitov B v vzorcu. V supernatantu, nad plastjo limfocitov B, so
se nahajali trombociti, PBS, krvna plazma in mascobe. Povzeto po (90).
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3.1.5. Celi¢ni laboratorij

Za delo s celicnimi kulturami je potrebna posebna oprema, ki zagotavlja asepti¢no okolje. V
prostor, v katerega smo vstopali v zato namenjeni halji in obutvi, je names¢ena komora z
laminarnim pretokom zraka (LAF komora) in vgrajenim HEPA filtrom (angl. high efficiency
particle), ki odstranjuje kontaminante iz zraka. Pred delom v LAF komori smo le-to morali
20 minut obsevati z UV-svetlobo, ki je pobila mikroorganizme. Povrsino komore ter
uporabljeno opremo, materiale ter rokavice smo pred uporabo razkuzili $e s 70 % etanolom
(92).

3.1.6. Stetje celic
Celice smo S§teli pod invertnim mikroskopom s pomo¢jo hemocitometra (Slika 9) in
tripanskega modrila. Za S$tetje celic smo najprej pripravili 10 pL celiéne suspenzije in ji
dodali 10 pL tripanskega modrila. Zmes smo dobro premesali s pipetiranjem in 10 pL
prenesli na hemocitometer. Tripansko modrilo obarva mrtve in poskodovane celice modro,
zive celice pa imajo intaktno membrano in zato ne vsebujejo tripana ter svetijo belo. Zive in
mrtve celice smo presteli v Stirih vidnih poljih in po formuli izra¢unali $tevilo zivih celic

(Enacba 1). Za nadaljnje delo smo uporabili celi¢ne kulture z zivostjo > 90 % (91, 92, 93).

\ Enacba 1: Enacba za racunanje koncentracije celic s
A - hemocitometrom (91) .
. . A+B+C+D
Stevilo celic/mL = — DF - 104
[ ( A, B, C, D — stevilo zivih celic v posameznem polju
o L hemocitometra
| DF — faktor redcenja

Slika 9: Hemocitometer.
Povzeto po (94).

3.2. Dolo¢anje ECso vrednosti

3.2.1. lIzpostavitev celic PgE1-OH in test metabolne aktivnosti

Dolo&anje ECso vrednosti je potekalo v sodelovanju s Tjaso Stolfa (85), ki je le-te prav tako
uporabljala za raziskavo v okviru svoje magistrske naloge. Pripravili smo presezek suspenzije
celic KLL s koncentracijo 4-10° celic/mL, premesali in napipetirali na mikrotitrsko plos¢ico
z 12 vdolbinicami. Celice v vsaki vdolbinici smo nato izpostavili naras¢ajocim
koncentracijam PgE:-OH (1, 5, 10, 25, 50, 100 uM), v dve vdolbinici pa nismo dodali spojine.

Prvi nismo dodajali niesar (ta je predstavljala netretirano kontrolo), drugi pa 0,2 % DMSO
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(netretirana kontrola topila). 1z vsake vdolbinice smo nato z multikanalno pipeto prenesli po
100 pL alikvota na ¢rno mikrotitrsko plos¢ico z 96 vdolbinicami. Uporaba c¢rnih
mikrotitrskih plo$¢ic je nujna, saj smo merili fluorescenco. Za vsak alikvot smo naredili
trojno tehni¢no ponovitev.

Mikrotitrske plos¢ice smo nato inkubirali za 21 h in 45 h v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2).
Naslednji dan oziroma dva dni po izpostavitvi smo v vsako vdolbinico dodali 10 pL
reagenta PrestoBlue. Po nadaljnih treh urah smo na mikrotitrskem spektrofotometri¢nem
Citalcu Safire Tecan genios pomerili fluorescenco pri 590 nm.

Testi metabolne aktivnosti so kolorimetricne metode, kjer je jakost fluorescence
sorazmerna s Stevilom metabolno aktivnih zivih celic. Pri eksperimentalnem delu za
magistrsko nalogo smo uporabljali reagent PrestoBlue, ki vsebuje barvilo resazurin (7-
hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksid). Moder resazurin se s pomocjo encima
mitohondrijske reduktaze (NADPH, NADH) pretvori v rde¢ resorufin (Slika 10), ki ga

spektrofotometri¢no zaznamo na 590 nm.

Enacba 2: Izraéun metabolne aktivnosti celic.

Resazurin
% metabolne aktivnosti =

F(vzorec) — F(slepa kontrola)
F(kontrola) — F(slepa kontrola)

100 x

F — povprecje fluorescenc iz trojnika,

vzorec — celice, izpostavljene poljubni koncentraciji
agonista PgE;-OH,

slepa kontrola — 0,2 % DMSO v RPMI mediju brez
celic,

kontrola — celice brez dodatka PgE1-OH

Resorufin

Slika 10: Mitohondrijske reduktaze so
sposobne moder resazurin reducirati
Vv roza-rdec resorufin.
Reakcija poteka samo v Zivih celicah. (95).

Zive celice so sposobne pretvarjati resazurin v resorufin, ki fluorescira, mrtve pa ne, saj
njihovi encimi ne delujejo (96). Fluorescenco smo merili na mikrotitrskem citalcu. Visje
vrednosti fluorescence so pomenile Zive oziroma metabolno bolj aktivne celice. Jakost
fluorescence je bilo potrebno normirati na slepo kontrolo topila (0,2% DMSO V RPMI
mediju), kar prikazuje Enacba 2. Najprej smo dolocili % metabolne aktivnosti pri vsaki
koncentraciji, nato pa vrednosti prenesli v program GraphPad Prism, s pomoc¢jo katerega

smo izracunali srednjo efektivno koncentracijo ECsp.
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3.3.  Pretoc¢na citometrija

3.3.1. Materiali in oprema

Preglednica VII: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za delo s pretoénim citometrom.

Material/Aparatura | Proizvajalec

zasCitne rokavice iz lateksa | Kimberly-Clark

avtoklavirana ultra Cista voda

4 % formaldehid
(20 ml formaldehida raztopimo v 30 ml demineralizirane vode)

0,5 % Triton-X v PBS | Sigma-Aldrich, MO, ZDA
(250 um 10% Tritona-X raztopimo v 50 ml PBS)

3% BSA v PBS | Sigma-Aldrich, MO, ZDA
(150 mg BSA raztopimo v 50 ml PBS)

PBS
(za 10 x PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI 36,3 g, NazHPO4*12H,0 2,4 g, KH2PO4 in dopolnimo H20 dopolnimo
do z ultracisto 1,0 L. Sestavine smo natehtali in jih raztopili v vodi, uravnali pH in avtoklavirali. Za 1 X PBS
red¢imo 1 : 10 z ultracisto vodo in avtoklaviramo)

raztopina primarnih poliklonskih kuncjih protiteles proti C-

. ) Cayman chemical, MI, ZDA
terminalnemu delu humanega receptorja EP4; 1mg/mL 4

raztopina primarnih poliklonskih kunéjih protiteles proti N-

. . Biotech, Abington, VB
terminalnemu delu humanega receptorja EP4, Img/mL g

raztopina sekundarnih monoklonskih kozjih protiteles proti Fc regiji | Molecular probes, Eugene Oregon,
kunéjega IgG, konjugirano z barvilom Alexa Fluor®488; 2 mg/mL | ZDA

sterilne 1,5 in 2 mL mikrocentrifugirke (Flowtubes) | Invitrogen, ZDA

pipete 100-1000 pl, 20-200 pl, 0,5-10 ul, 0,1-2,5 ul | Eppendorf, Hamburg, Nemcija

sterilni nastavki za pipete | Sarstedt, Niimbrecht, Nemdija

Scientific  industries,  Orlando,

vibracijski mesalnik (Vortex GENIE 2) Florida. ZDA

centrifuga Centrifuge 5430 R | Eppendorf, Hamburg, Nemc¢ija

Becton Dickinson, New Jersey,

e FA T
pretoc¢ni citometer FACS Calibur ZDA

Becton Dickinson, New Jersey,

Cell-Quest®software za obdelavo podatkov na FACS ZDA

PgE1-OH | Cayman Chemical, MI, ZDA

PgE, | Cayman Chemical, MI, ZDA

Princip metode

(angl. Flow Cytometry ali Fluorescence-Activated Cell Sorting — FACS)

Preto¢na citometrija je laserska tehnika, ki nam omogoca analizo fizikalnih in biokemi¢nih
lastnosti posameznih celic. Celice v suspenziji potujejo skozi laserski snop svetlobe in pri
tem oddajajo svetlobne signale, ki so odvisni od strukturnih znacilnosti celic. Svetlobni
zarek, ki zadane celico, se lomi ali odbije, lahko pa se tudi absorbira v dolo€enih
fluorokromih, ki nato izsevajo svetlobo vecjih valovnih dolzin. Vsak detektor zazna

dolo¢eno valovno dolzino - ker je le-teh ve¢ (pretoc¢ni citometer ima dva do Stiri
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fluorescencne detektorje), lahko doloCamo ve¢ parametrov hkrati. Rezultat analize je
dvoparametrski histogram, ki podaja granuliranost in velikost analiziranih celic (97, 98) .

Poleg velikosti in granuliranosti celic lahko s imunofluorescenénim oznacevanjem celic
doloCamo antigene na njihovi povrSini. Za doloCanje izbranega antigena uporabimo
protitelesa konjugirana s fluorokromi (98). Pri magistrski nalogi smo dolocali ekspresijo
receptorja EP4, za kar smo potrebovali primarno protitelo proti receptorju EP4 in
sekundarno, ki je bilo oznaceno s fluorokromom. Analizo ekspresije receptorja EP4 smo

opazovali po izpostavitvi nativnemu ligandu PGE: in spojini PgE;-OH.

3.3.2. Analiza ekspresije receptorja EP4 po izpostavitvi spojinam

24 h pred meritvijo na pretoénem citometru smo celice izpostavili spojinam:

1. Pripravili smo presezek suspenzije limfocitov B s koncentracijo 1,0 x 10° celic/mL,
premesali in napipetirali na mikrotitrsko plos¢ico z 12 vdolbinicami.

2. Celice v vsaki vdolbinici smo nato izpostavili izbranim koncentracijam sledecih
spojin: 5 uM PGE2 in 5 uM PgE1-OH.

3. V eni vdolbinici smo pustili samo celice - ta je predstavljala kontrolo, drugi pa smo

dodali 0,2 % DMSO - predstavlja kontrolo topila.

4, Mikrotitrsko plos¢ico smo nato inkubirali za 21h v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2).

Naslednji dan smo pripravili vzorec za meritev na preto¢nem citometru:

5. Pripravili smo potrebne reagente (4 % formaldehid, 0,5 % Triton-X v PBS, 3 % BSA
v PBS, PBS).

6. Presteli smo celice ter pripravili celi¢no suspenzijo celic z 1 x 10° celic; za vsak
vzorec 2 centrifugirki; ena je za merjenje ekspresije, druga je kontrola;

7 centrifugirali smo 5 minut pri 1200 rpm in odstranili supernatant;

8. celice smo fiksirali s 500 puL 4 % raztopine formaldehida (10 minut) ter vorteksirali;

Q. centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

10.  spirali smo z 1 mL PBS ter vorteksirali;

11.  centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant

12.  permeabilizirali smo celice s 500 uL 0,5 % raztopino Tritona X-100 v PBS ter
vorteksirali, da se membrana »naluknja« ter so vidni vsi; tudi jedrni EP4 receptorji
(10 minut);

13.  centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

14.  spirali smo z 250 puL PBS ter vorteksirali;,

15.  centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

16.  celice smo inkubirali z 250 pL 3 % raztopine BSA v PBS ter vorteksirali, da se
prekrijejo nespecificna vezavna mesta (30 minut);

17.  centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

18. spirali smo z 250 puL PBS ter vorteksirali;
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19.

20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.

3.4.

inkubirali smo s raztopino primarnih protiteles proti receptorju EP4 1:200 (125 uL
raztopine primarnih protiteles v 3 % raztopini BSA v PBS, 60 minut); ko smo dodali
protitelesa, nismo ve¢ vorteksirali; v kontrolo nismo dodali protiteles;

centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

spirali smo z 1 mL PBS;

centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

v temi smo inkubirali obe centrifugirki z 250 uL raztopine sekundarnih protiteles
1:5000 (250 uL raztopine sekundarnih protiteles v 3 % raztopini BSA v PBS, 60 minut);
centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

spirali smo z 1 mL PBS;

centrifugirali smo 5 minut pri 2300 rpm, odstranili supernatant;

celice smo resuspendirali v 250 pL svezega PBS;
analizirali smo s preto¢nim citometrom.

Genotipizacija

3.4.1. Materiali in oprema

Preglednica VIII: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za genotipizacijo.

Material/Aparatura

Proizvajalec

komplet reagentov »MasterPure ™ Complete DNA and RNA
Purification Kit«

Epicentre, an lllumina company

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (10X)

Roche

LightSNiP rs4495224 Genotyping Assay

TIB MOLBIOL

LightSNiP rs7720838 Genotyping Assay

TIB MOLBIOL

zaSCitne rokavice iz lateksa

Kimberly-Clark

HyClone voda

Thermo Fisher

96-100 % izopropanol

Merck, Nem¢ija

70 % etanol
(Z avtoklavirano ultracisto vodo ustrezno razred¢imo 96 % etilni
alkohol)

ECP, d.o.0., Trzin, Slovenija

sterilne 1,5 in 2 mL mikrocentrifugirke (Flowtubes)

Invitrogen, ZDA

pipete 100-1000 pl , 20-200 pl, 0,5-10 pl, 0,1-2,5 pl

Eppendorf, Nemc¢ija

sterilni nastavki za pipete (do 10, 200 in 1000 puL)

Sarstedt, Nemcija

Nanodrop ND-1000 Spektrofotometer

NanoDrop Technologies
ZDA

Inc.,

vibracijski mesalnik Bio Vortex V1

Biosan

centrifuga Centrifuge 5430 R

Eppendorf, Nemcija

minicentrifuga Mini Centrifuge MCF-2360

LMS

centrifuga Centric 322A

Tehtnica, Zelezniki

PCR analizator Lightcycler 480 Il

Roche

PCR plos¢ice Lightcycler microwell 480

Roche

folija Lightcycler za zascito

Roche

Delovna komora z UV lu¢cko DNA/RNA UV Cleaner

Biosan
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3.4.2. lzolacija DNA iz limfocitov B
Za izolacijo DNA iz predhodno shranjene pelete limfocitov B smo uporabili komplet
reagentov »MasterPure TM Complete DNA and RNA Purification Kit« (Epicentre, an
Illumina company). Izolacija temelji na metodi z izsoljevanjem (99), sledili smo navodilom
proizvajalca (100). Izpustili smo le dodatek RNAze, saj lahko glede na njeno nestabilnost in
razgradnjo z eksogenimi in endogenimi RNAzami sklepamo, da RNA v vsakem primeru

razpade.

3.4.3. Merjenje koncentracije DNA in red¢enje DNA

Koncentracijo izolirane DNA smo merili s pomocjo spektrofotometrskega aparata
NanoDrop ® ND-1000. Na opti¢no vlakno, ki je nad napravo s svetlobno obcutljivim
detektorjem (ang. Charge Coupled Device - CCD) smo odpipetirali 1,5 uL vzorca (za slepi
vzorec smo uporabili pufer iz kompleta za izolacijo, v katerem smo na koncu raztopili DNA).
Nato smo zgornjo opti¢no roc€ico, ki zagotavlja vir svetlobe, polozili na spodnjo opti¢no
enoto. Ob stiku obeh opti¢nih enot z vzorcem je aparat iz vzorca oblikoval 1 mm stolpec,
skozi katerega je potovala svetloba, CCD detektor pa je posnel intenziteto prepuséene
svetlobe pri 260 nm, kjer ima DNA absorbcijski maksimum. Aparat nam je prav tako
pomeril absorbanco pri 280 nm, nakar je podal razmerje Azeo / Azgo, ki mora pri ustrezno
Cistem vzorcu DNA znasati 1,8 ali ve€. Po vsaki meritvi smo pobrisali nanasalno povr§ino
in nanesli 1,5 pL novega vzorca (101).

Za izvedbo genotipizacije smo pripravili delovne raztopine vzorcev s koncentracijami 10

ug/mL. Za redCenje smo uporabili HyClone vodo.

3.4.4. Dolocanje genotipov z analizo talilne krivulje DNA
Pri vecini metod genotipizacije je potrebno odsek DNA, ki ga analiziramo, predhodno
pomnoziti, kar lahko storimo z verizno reakcijo s polimerazo (ang. polymerase chain
reaction - PCR). PCR je metoda in vitro sinteze nukleinskih kislin, s katero lahko v kratkem
Casu sintetiziramo veliko Stevilo kopij dolocenega odseka DNA. PCR v realnem casu je
nadgradnja klasicnega PCR, imenovan tudi kvantitativni PCR, saj omogoca merjenje

koli¢ine produkta v vsakem ciklu med samo reakcijo (102).

Analiza talilne krivulje DNA pri visoki lo¢ljivosti (ang. High-resolution melting analysis -
HRM analiza) je post-PCR tehnika, ki se uporablja za analizo polimorfizmov posameznega

nukleotida (SNP). Po pomnozitvi Zelenega odseka DNA se tvorijo razli¢ni dupleksi, ki so
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posledica razli¢nega prileganja probe in tar¢ne enoverizne DNA. Ti so razli¢no temperaturno
stabilni in tako dobimo vec¢ oblik talilnih krivulj DNA (Slika 11). Prednosti metode pred
klasi¢nim sekvenciranjem in TagMan hidrolizirajo¢imi sondami so predvsem njena cenovna

dostopnost, preprostost, to¢nost in hitrost, zato je zelo uporabna pri personalizirani medicini

(103).

Fluorescenca

{min)
3
\<

Neujemanje (Tma) —_——
.‘ o ) Temperatura (°C)

Ujemanje (Tmz)

Temperatura (°C) — & % % & < %
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Slika 11: Prikaz razli¢nih grafov HRM analize v odvisnosti od temperature.
Dupleksi z nepopolnim ujemanjem so temperaturno manj stabilni, posledica cesar je nizja temperatura

taljenja (Tm,) v primerjavi z dupleksi, pri katerih je prisotno popolno ujemanje (Tm,). Prirejeno po (104).
Desno: Prva slika predstavlja razlicne talilne krivulje - modra in rdeca krivulja prikazujeta homozigota,
zelena pa heterozigota. Na drugi sliki so prikazani razlicni talilni vrhovi, ki jih dobimo po integraciji prvega
grafa — homozigoti imajo enojni vrh, heterozigoti pa dvojnega.Prirejeno po (105).

Princip HRM analize s SimpleProbe® tehnologijo

Prvi korak je pomnozitev tarénega odseka DNA okoli lokacije SNP-ja s PCR v realnem
¢asu. Pomnozen odsek se imenuje amplikon, saj je nastal z amplifikacijo DNA. Reakcijska
meSanica poleg osnovnih sestavin za PCR vsebuje $e SimpleProbe® probo, ki je na 5' ali 3'
koncu oznacena z nefluorescencnim duSilcem in reporterskim fluoroforom, ponavadi
fluoresceinom. Kadar je proba v reakcijski meSanici prosta, duSilec v ve¢ji meri prestreza
fluorescenco ekscitiranega reporterskega barvila. Ko se v fazi prileganja proba veze na tar¢ni
odsek DNA, to povzroci porast fluorescence reporterskega barvila, saj se z vezavo probe

zmanjsa prestrezanje fluorescence s strani dusilca (106, 107).

HRM analiza poteka v treh stopnjah;
1. Dvig temperature na 95 °C povzroCi denaturacijo dvoveriznih amplikonov DNA v

enoverizne amplikone DNA.
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2. Prileganje probe pri 40°C - tvorijo se dupleksi med probo in tar¢no enoverizno DNA.
SimpleProbe® proba je oblikovana tako, da se popolnoma prilega bodisi mutiranemu bodisi
nemutiranemu homozigotu, zaradi Cesar so talilne krivulje oziroma vrhovi pri razli¢nih
genotipih razli¢ni (Slika 11). Pri enem tipu homozigota je v dupleksu prisotno popolno
ujemanje probe in tarne enoverizne DNA, pri drugem tipu homozigota pa ne. Pri
heterozigotu se tvorita oba tipa dupleksov, zato lahko na grafu vidimo dva talilna vrhova, ki
predstavljata dve Tm.

3. Postopno dvigovanje temperature (40 °C =75 °C): razklenitev probe in taréne enoverizne
DNA in postopen upad fluorescence, ki je razviden iz talilne krivulje. Temperaturi, pri kateri
se razklene polovica dupleksov, pravimo temperatura taljenja (ang. melting temperature -
Tm) in jo lahko od¢itamo iz grafa kot 50 % fluorescence. Ce graf talilne krivulje negativno

logaritmiramo dobimo graf talilnega vrha (106, 107).

Postopek

Pri postopku smo sledili priporo¢enim navodilom, prilozenim kompletu reagentov
»LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe« (108). V delovni komori smo v 1,5 mL
epruvetki pripravili reakcijsko zmes MasterMix HybProbe (10X) brez vzoréne DNA. V
vialo, ki je vsebovala DNA polimerazo, smo prenesli vsebino viale z reakcijskim pufrom in
rahlo premesali s pipeto. V epruvetko smo nato prenesli prera¢unan volumen reakcijske
zmesi MasterMix HybProbe (10X), dodali MgCl,, probo (LightSNiP rs4495224 ali
rs7720838 Genotyping Assay) ter ultra ¢isto vodo. Glede na Stevilo vzorcev, ki smo jih
genotipizirali, smo koli€ino posameznih sestavin reakcijske zmesi pomnozili s Stevilom
vzorcev in pristeli Se 10 % pribitek zaradi izgub pri pipetiranju. Pripravljeno reakcijsko zmes

smo premesSali in kratko centrifugirali. Po 8 pL reakcijske zmesi brez vzoréne DNA smo
napipetirali v mikroepruvetke na posebni ploscici za genotipizacijo (PCR ploscica
Lightcycler microwell 480). Nato smo dodali $e 2 pL vzoréne DNA s koncentracijo 4 ng/uL.
Sestava reakcijske zmesi enega vzorca je navedena v Preglednici IX.

Preglednica IX: Sestava reakcijske zmesi enega vzorca za PCR in HRM analizo.
Sestavine | Volumen (uL)
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (10X) | 1

LightSNiP * Genotyping Assay | 0,3

8

Ultra ¢ista voda | 5,9

MgCl, (25 mM) | 0,8
Vzoréna DNA (4 ng/uL) 2

Skupni volumen reakcijske zmesi enega vzorca 10
*-rs4495224 ali rs7720838
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Plosc¢ico smo na koncu prekrili s posebno folijo, jo centrifugirali 4 min pri 1900 obratih/min

in nato vstavili v aparat LightCycler® 480 System (Roche), ki je izvedel PCR v realnem

¢asu ter HRM analizo po vnaprej dolo¢enem programu (Preglednica X). Rezultat analize so

talilne krivulje posameznega vzorca, ki jih program avtomatsko integrira in tako dobimo

talilne vrhove, ki se razlikujejo glede na genotip vzorca (Slika 11).

Preglednica X: Program izvedbe PCR in HRM analize.

Stopnja Tem?Oeé?tura Cas
Preinkubacija 95 10 min

Denaturacija 95 10s

PCR Prileggnje 60 10s

(45 ciklov) zacetnikov

PodaljSevanje 72 155

HRM Denaturacija 95 30s
analiza Prileganje probe 40 2 min

Taljenje 40 — 75 +0,19 °C/s
Hlajenje 40 30s

3.5.

Analiza izraZanja genov

3.5.1. Materiali in oprema

Podatke,

analizo talilne krivulje smo

pridobljene s

Se dodatno validirali tako,
da smo 20 vzorcev pri
vsakem od SNP-jev poslali
na  sekvenciranje in
preverili ali so se genotipi
skladali z

Skladanje je bilo 100 %.

doloéenimi.

Preglednica XI: Seznam materialov in aparatur, potrebnih za analizo izraZanja genov.

Material/Aparatura

Proizvajalec

komplet reagentov Pure LinkTM RNA Mini Kit

Life technologies, ZDA

zaSCitne rokavice iz lateksa

Kimberly-Clark

Voda brez RNAz

komplet reagentov High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, ZDA

RNAZza inhibitor

Applied Biosystems, ZDA

Trizol® reagent

Life technologies, ZDA

70 % etanol
(Z avtoklavirano ultracisto vodo razred¢imo 96 % etilni alkohol)

ECP, d.0.0., Trzin, Slovenija

sterilne 0,5, 1,5 in 2 mL mikrocentrifugirke

Invitrogen, ZDA

pipete 100-1000 pl , 20-200 pl, 0,5-10 pl, 0,1-2,5 pl

Eppendorf, Nemcija

sterilni nastavki za pipete (do 10, 200 in 1000 pL)

Sarstedt, Nemcija

nanodrop ND-1000 Spektrofotometer

NanoDrop Technologies Inc.,

ZDA

vibracijski mesSalnik Bio Vortex V1

Biosan

centrifuga Centrifuge 5430 R

Eppendorf, Nemcija

minicentrifuga Mini Centrifuge MCF-2360

LMS

centrifuga Centric 322A

Tehtnica, Zelezniki

cikli¢ni termostat peqSTAR

peqlab

PCR analizator Lightcycler® 480 Il

Roche
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PCR plos¢ice Lightcycler® microwell 480 | Roche
folija Lightcycler® za zas¢ito | Roche
TagMan® Assay (Mm00436053 ml) | Applied Biosystems, ZDA
LightCycler® 480 Probes Master Mix (2x) | Roche
SYBR™ Select Master Mix | Life technologies, ZDA
Delovna komora z UV lu¢ko DNA/RNA UV Cleaner | Biosan

3.5.2. lzolacija RNA iz limfocitov B

Pri postopku izolacije smo sledili priporo¢enim navodilom, prilozenim kompletu reagentov
»PureLink® RNA Mini Kit« (109). Pri izolaciji limfocitov B smo za potrebe izolacije RNA
odmerili 3 milijone celic, jih centrifugirali, odstranili medij in jim dodali 0,5 ml reagenta
trizola, ki vsebuje fenol in gvanidijev izotiocinat. Nato smo vzorce shranili na -80°C do
izolacije RNA.

Prvi korak izolacije RNA je bila 5-minutna inkubacija na sobni temperaturi, nakar smo
zamrznjenim celicam dodali 200 pl kloroforma in po 15 sekundah stresanja ponovno
inkubirali 3 minute. S 15-minutnim centrifugiranjem na 1200 g pri 4 °C smo dosegli popolno
fazno locitev. DNA je bila raztopljena v spodnji, roza fenolni fazi (organski fazi), RNA v
zgornji vodni fazi, proteini pa so se oborili v plast med obema fazama. Zgornjo vodno fazo
smo prenesli v sveZo epico, dodali ekvivalenten volumen 70 % etanola, vorteksirali in mesali
s preobracanjem, da so se raztopili vsi vidni delci. Centrifugo smo ogreli na sobno
temperaturo. Celoten volumen raztopine smo prenesli na RNA centrifugalni filter,
centrifugirali na 12.000 g, 30 sekund. Zavrgli smo eluat, ki je stekel skozi filter v zbiralno
tubico. Dodali smo 700 pl spiralnega pufra I, centrifugirali na 12.000 g, 30 sekund. Zavrgli
smo eluat in centrifugalni filter vstavili v novo zbiralno tubico. Dodali smo 500 pl spiralnega
pufra 11, centrifugirali na 12.000 g, 30 sekund, zavrgli eluat in naveden korak ponovili. Da
smo osusili membrano z RNA, smo centrifugirali eno minuto na 12.000 g. Zbiralno tubico z
eluatom smo zavrgli ter vstavili centrifugalni filter v obnovitveno centrifugirko, dodali 30
ul vode brez RNAz in inkubirali dve minuti. Centrifugirali smo na 14.000 g za dve minuti,
eluirano raztopino RNA smo ponovno nanesli na centrifugalni filter ter ponovili zadnji
korak. Koncentracijo RNA smo pomerili na spektrofotometrskem aparatu NanoDrop ® ND-
1000, uporaba le-tega je opisana v poglavju o izolaciji DNA. Zeljeno razmerje Azgo / Azso
za ¢isto RNA je okoli 2 (101).
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3.5.3. Obratno prepisovanje
V majhne cetrifugirke smo napipetirali 10 pl meSanice za obratni prepis in 10 pl vzorca
RNA ter rahlo centrifugirali na ro¢ni centrifugi. Sestavo reakcijske meSanice prikazuje
Preglednica XII, pogoje reakcije pa Preglednica XIIl. Do zacetka prepisa v PCR smo hranili
na ledu. Centrifugirke smo inkubirali v ciklicnem termostatu peqSTAR. Po koncanem

prepisu smo vzorce cDNA hranili na -20°C.

Preglednica XII: Sestava reakcijske zmesi enega vzorca za obratni prepis.

Sestavine Volumen (nL)
pufer reverzne transkriptaze 2,0
raztopina dNTPjev (deoksiribonuklotid trifosfatov) | 0,8
nakljuéni oligonukleotidni zadetniki 2,0
reverzna transkriptaza (Multiscribe ™) 1,0
inhibitor RNAze 1,0
destilirana voda brez RNAz 3,2
Vzorec RNA 10

Preglednica XI11: Pogoji rekacije prepisovanja RNA v cDNA

Temperatura (°C) Cas
Korak 1 25 10 min
Korak 2 37 120 min
Korak 3 95 5 min
Korak 4 4 o0

3.5.4. Kvantitativni PCR v realnem ¢asu
Izvedli smo reakcijo PCR, ki temelji na principu klasi¢ne verizne reakcije s polimerazo, le
da nam dodatno omogoca tudi kvantitativno sledenje pomnozenega zaporedja. Pri
kvantitativni detekciji smo uporabljali dva razli¢na nacina za detekcijo pomnozenih kopij
cDNA,; detekcijo s TagMan® fluorescenénimi sondami ter SYBR ® Green fluorescentnim
barvilom (Slika 12). Prvi nacin detekcije je specifi¢en, saj se Tagman® sonda specifi¢no
veze na odsek DNA, ki ga zelimo pomnoziti, drugi pa nespecificen - SYBR® barvilo se

nespecifi¢no vgradi v DNA, ki se pomnozuje (109, 110).

Postopek

Za vsako izvedbo reakcije PCR smo pripravili reakcijsko zmes, ki je zapisana v Preglednici
XIV. Skupno reakcijsko zmes brez vzoréne cDNA smo zmesali v 1,5 mL epruveti, zaradi
izgub pri pipetiranju smo koli¢ino povecali za 10 %. Po 6 oziroma 7 pL reakcijske zmesi
brez vzoréne DNA smo napipetirali v mikroepruvetke na posebno plos¢ico (PCR ploscica
Lightcycler microwell 480). Nato smo dodali $e 4 oziroma 3 pL vzoréne CDNA. Vse reakcije

smo izvedli v trojniku.
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TagMan® fluorescencne sonde

Prednji zacetni

R = reportersko barvilo

SYBR ® Green fluorescencno barvilo
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Slika 12: Princip pomnoZevanja dveh uporabljenih nacinov detekcije PCR produktov — TagMan®
sonde ter SYBR ® Green barvilo (109).
Pri fluorescencnih (hidrolizirajocih) Tagman® sondah izkoriscamo 5° - eksonukleazno aktivnost Tag DNA

polimeraze. V reakcijsko zmes dodamo dvojno oznaceno sondo, ki ima na obeh koncih vezana razlicna
fluorofora — na 5' koncu je vezano reportersko barvilo, ki fluorescira, na 3' pa dusilec, ki fluorescenco
prestreze. V stopnji podaljSevanja 5' — eksonukleazna aktivnost Taqg DNA polimeraze povzroci hidrolizo na
taréno zaporedje vezane sonde. Razdalja med reporterskim barvilom in dusSilcem se poveca in prestrezanje
fluorescence je onemogoceno. Ob enem naraste fluorescenca reporterskega barvila, ki je sorazmerna kolicini
pomnozenega PCR produkta. Dusilcev mehanizem prestrezanja fluorescence reporterja se imenuje
fluorescencni prenos resonancne energije (ang. fluorescence resonance energy transfer - FRET) in temelji na
prenosu energije med donorskim in akceptorskim kromoforom (110). Pri detekciji s SYBR ® Green
fluorescencnim barvilom se le-to nespecificno veze na vse dvojnovijacne molekule ter s tem povzroci
emitiranje fluorescence. Reakcija mesanica vsebuje barvilo, ki se ne veze na enovijacno cDNA. Ko poteka
PCR reakcija nastajajo dvoverizni produkti, v katere se barvilo veze in Sele takrat postane fluorescentno.
Nastala fluorescenca je sorazmerna kolic¢ini pomnozenega PCR produkta (111).

Preglednica XIV: Sestava reakcijske zmesi vzorca za PCR analizo pri analizi genov Ptger4, Gadph,

RplpO0.
Volumen Volumen Volumen
Ptgerd Gadph Rplp0
: (uL) P (uL) PP (uL)
TagMan® Assay za 05 SYBR™ Select 5 SYBR™ Select 5
PTGER4 ' Master Mix Master Mix
. F — zacetnik 20 0,05 F — zagetnik 20 0,05
LightCycler® 480 5 M uM
Probes Master (2 — zaCetni — zaletni
(2x) R — zacetnik 20 0.05 R — zacetnik 20 0,05
M uM
Ultra ¢ista voda 0,5 Ultra ¢ista voda 1,9 Ultra ¢ista voda 1,9
cDNA 4 cDNA 3 cDNA 3

Plos¢ico smo na koncu prekrili s posebno folijo, jo centrifugirali 4 min pri 1900 obratih/min
in nato vstavili v aparat LightCycler® 480 System (Roche). Program izvedbe analize za

posamezno detekcijo je prikazan v Preglednicama XV in XVI . Tagman® sonde smo
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uporabili za dolocanje koli¢ine gena Ptger4, SYBR™ tehnologijo pa za referencne gene

(Gadph, Tbp, Actb, Gadph, Gusb, Rplp0, Rplp-13a in 18s-rna).

Preglednica XV: Program izvedbe kvantitativne Preglednica XVI: Program izvedbe kvantitativne
PCR analize za TagMan® sonde. PCR analize za SYBR™ barvilo.
Stopnja T (°C) Cas Stopnja T (°C) Cas
Preink ij . "
(aktivrjclsri]‘au?zicg/?an® Preinkubacija
. Ja tad " 95 5 min (aktivacija polimeraze in 95 5 min
polimeraze in denaturacija denaturacija cDNA)
cDNA) .
PCR Denaturacija 95 15 min Denaturacija 95 15 min
Prilagajanje ilagajanj
(45 adajany 60 205 PCR (45 | - Prilagajanje 60 205
ciklov) zaCetnikov ciklov) zadetnikov
Podalj$evanje 72 1 min Podalj$evanje 72 1 min
. Taljenje 65 — 97
Hlajenje J J _
Hlajenje

3.5.5. Standardizacija na referené¢ni gen
Za relativno dolocitev vsebnosti cDNA, ki jo preucujemo, je potrebno meriti Se vsebnost
cDNA nekega endogenega standarda, za katerega je znacilna konstantna raven izrazanja v
vseh poskusnih vzorcih. S tem izni¢imo vplive variabilnosti uporabljenih naprav in priprave
vzorcev — to zagotavlja, da bo variacija v koli¢ini geneteskega materiala pri hiSnem genu
enako kot pri prou¢evanem. Tej zahtevi odgovarjajo osnovni metabolni geni, ki so vklju€eni
v esencialne procese, potrebne za prezivetje celice, njihovo izrazanje pa mora biti stabilno
in neregulirano (111). Raven endogenega standarda nam sluzi kot referen¢na vrednost, na

katero nominiramo vsebnost taréne cDNA.

Standardizacijo na referen¢ni gen je potrebno opraviti pred vsako analizo izrazanja genov.
Na podlagi pogoste uporabe za podobne raziskave, smo analizirali potencialne hisne gene:
Gadph, Thp, Actb, Gadph, Gusb, Rplp0, Rplp-13a in 18s-rna. Na 33 poljubnih vzorcih smo
preizkusili, kateri od potencialnih genov nam daje najbolj konsistentno raven izrazanja in
nato z algoritmom NormFinder® izbrali kombinacijo dveh: Gadph ter Rplp0, izracunali
njuno geometrijsko sredino in to delili z vrednostjo ekspresije Ptger4.
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3.6. Statisti¢na obdelava podatkov

Podatke smo statisti¢no vrednotili s programoma Excel in GraphPad Prism. Kot statisti¢no
znacilne rezultate smo privzeli tiste, kjer je bila p < 0,05.

Pred izvajanjem statisti¢nih testov povezanosti in korelacije je bilo potrebno preveriti, ¢e se
numeri¢ne spremenljivke (vrednost ECso, eskpresija gena Ptger4) normalno porazdeljujejo.
Navedeno smo testirali s testom normalnosti (D'Agostino & Pearson in Shapiro-Wilk). Po
testiranju normalnosti porazdelitve smo izvedli parametri¢ne teste (t-test, ANOVA) ter
analizo korelacije. Logaritmirane vrednosti ECso se sicer niso normalno porazdeljevale,

vendar smo se zaradi dovolj velika §tevila vzorcev odlocili za uporabo parametri¢nih testov.

3.6.1. Hardy Weinbergovo nacelo (HW nacelo)
Pred primerjanjem frekvenc populacij pri porazdelitvi genotipov ali alelov, ki imajo
dolo¢eno mutacijo, Smo morali izracunati, ali se le-te nahajajo v Hardy Weinbergovem
ravnotezju. HW ravnotezje nam pove, ali so uporabljeni vzorci reprezentativni za splosno
slovensko populacijo. Najprej je bilo potrebno izracunati dejanske alelne frekvence za alel
X in alel Y (Enacba 3 in 4), iz njih pa Stevilo pri¢akovanih posameznikov z ustreznim
genotipom XX, XY ali YY (Enacba 5, 6, 7). Nato smo dejansko in pri¢akovano Stevilo
posameznikov z ustreznim genotipom primerjali med sabo. Uporabili smo Fisherjev
natancni test, ki je dostopen na spletni strani GraphPad Quick Calcs (112). Ce dobljena
vrednost p presega izbrano stopnjo tveganja (o = 0,05) reCemo, da je kontrolna skupina v
skladu z HW ravnotezjem. H-W ravnotezja sledi binomskem pravilu (p+q)? = p? + 2pq + @2,

pri katerem (p+q)? izhaja iz p + q = 1, ki velja ker ima kromosom 2 alela (113).

Enacba 3-7: Enacbe za izracun alelnih frekvenc.

__ 2nxx +nxy 3 pri¢akovano $tevilo (XX) =p? N (5)

P 5 21_\{_ @) pri¢akovano Stevilo (XY) = 2pgN 6)
nyy+nxy

q= N (4) pri¢akovano $tevilo (YY) =¢?N )

p - frekvenca alela X v populaciji; q - frekvenca alela Y v populaciji; N - Stevilo vseh preiskovancev,
Nxx, Nxy IN Nyy - Stevilo posameznikov z genotipi XX, XY, YY
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Kroni¢na limfocitna levkemija (KLL) je v zahodnih drzavah najbolj pogosto hematolosko
maligno obolenje med odraslimi (4). Bolezen se med bolniki izredno razlikuje v razvoju
bolezni, prognozi ter odzivu na terapijo. V predhodnih raziskavah so receptor EP4
ovrednotili kot potencialno tar¢o za zdravljenje KLL (58, 76). V magistrski nalogi smo Zeleli
ugotoviti, kaj bi lahko bili potencialni vzroki inter-individualnih razlik pri bolnikih s KLL
in kaj vpliva na heterogen odziv na potencialno protirakavo spojino PgE:-OH in vitro.

V prvem delu magistrske naloge smo na celicah darovalcev farmakoloSko ovrednotili in
vitro aktivnost PgE:-OH ter potrdili potencial receptorja EP4 in njegovega selektivnega
agonista PgE1-OH za zdravljenje KLL. Izpostavili smo podskupine, pri katerih ima omenjeni
potencialno najbolj citotoksic¢en uc¢inek. Nadalje nas je zanimalo, ali mutacije v blizini
promotorja gena Ptger4, ki kodira za prostaglandinski receptor EP4, vplivajo na veéjo
pojavnost bolezni. Preverili smo tudi, ali so izolirane celice bolnikov s prisotno mutacijo
razli¢no obcutljive na spojino PgE;-OH. Ovrednotili smo §e pomen ekspresije gena Ptger4,
saj bi lahko predstavljal prognosti¢ni biomarker za KLL, in raziskali, ali imajo prej omenjene
mutacije vpliv na ekspresijo receptorja EP4. Navedene ugotovitve smo povezali z
demografskimi podatki in tako ovrednotili, ali mutacije v genu Ptger4 ali ekspresija
omenjenega korelirajo s spolom ter starostjo bolnikov.

Iz klini¢nega oddelka za hematologijo Interne klinike UKCL smo pridobili vzorce bolnikov,
ki jim je bila diagnosticirana KLL. Bolniki so pred odvzemom vzorca polne krvi privoli v
sodelovanje v raziskavi §t. 93/12/10, ki je bila predhodno odobrena s strani Komisije RS za
medicinsko etiko (KME).

V sklopu magistske naloge smo v analize vkljucili 159 bolnikov, 92 moskih in 67 Zensk, Ki
so sodelovali v klini¢ni $tudiji. Povprecna starost ob prvem odvzetju vzorca je bila 69 let.
Vecino preiskovane kohorte predstavljajo moski (58%), pri Zenskah se bolezen redkeje
pojavlja, kar je v skladu tako s slovensko literaturu kot mednarodnimi prevalen¢nimi podatki

(7, 114).

4.1.  Celice KLL smo izolirali s postopkom RosetteSep®

Za potrebe nadaljnjih eksperimentov in ustvarjanja biobanke smo morali iz vzorca polne krvi
bolnikov izolirati maligno spremenjene limfocite B oziroma celice KLL. Poleg celic smo
shranjevali tudi DNA in RNA ter na tak nac¢in dopoljnevali obstoje¢o biobanko vzorcev. V

I1. delu studije od oktobra 2015 do februarja 2016 smo pridobili 66 novih vzorcev.
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I. IN VITRO VREDNOTENJE UCINKOVITOSTI PGE;-OH

4.2. Spojina PgE1-OH ima citotoksi¢en ucinek na izolirane celice KLL, Ki je ¢asovno
odvisen

V predhodnih raziskavah je bilo prikazano, da so citotoksi¢ni ucinki nativnega liganda
prostaglandinskega receptorja PGE: posledica delovanja na receptor EP4 (46, 53).
Citotoksi¢nost je rezultat delovanja dveh signalnih poti — prva je aktivacija CAMP-odvisne
poti, druga pa inhibicija translacije NF-xB (46, 115). V nadaljnih in vitro eksperimentih z
izoliranimi celicami KLL je bil selektivni agonist PQE:-OH bolj citotoksic¢en kot nativni
ligand PGE;, prikazali pa so tudi njegovo bolj selektivno delovanje na EP4 kot ostale na
prostaglandinske receptorje (EP1, EP2, EP3). Izolirane celice KLL so bile izpostaviljene
endogenemu ligandu PGE: ter spojini PgE1-OH. 24 h po izpostavitvi PgE1-OH se je Zivost
celic znizala na 33 %, po izpostavitvi enaki koli¢ini PGE2, ki deluje na vse Stiri tipe
prostaglandinskih E2 receptorjev (EP1-4), pa je bila zivost celic 88 % (58). Selektivno
citotoksi¢no delovanje selektivhega modulatorja receptorja EP4 - PgE:-OH smo Zeleli
ovrednotiti tudi mi in sicer na novo pridobljenih vzorcih v okviru klini¢ne Studije.

Na novo zbranih vzorcih bolnikovih smo potrdili predhodno opisan citotoksi¢ni uéinek.
Celice so imele pred izpostavitvijo vsaj 90 % viabilnost. 24 h in 48 h po izpostavitvi
razlicnim koncentracijam Omenjene spojine smo s pomocjo testa PrestoBlue ocenili
metabolno aktivnost celic. Vrednost ECso (ang. half maximal effective concentration)
predstavlja koncentracijo PgE1-OH, pri Kateri je bil izmerjen ucinek, podan kot upad
metabolne aktivnosti celic KLL za 50 %. Po obdelavi podatkov smo izracunali aritmeti¢éno
sredino vrednosti ECsp - povprecje ECso vrednosti analiziranih novih 75 vzorcev 24 h po
izpostavitvi je bilo 12,31 + 6,28 uM. Po 48 h smo izracunali ECso vrednosti 64 vzorcem,
povprecje le-teh pa je znasalo 7,67 + 5,85 uM. Nizje ECsg vrednosti smo opazili po 48 h;
daljsa izpostavljenost spojini PgE:-OH je imela bolj citotoksi¢ni ucinek na celice; ECso
vrednosti so se povprecno zmanjsale za 38 %, razlika med 24 h in 48 h izpostavitvijo pa je
bila statistiéno znacilna (p < 0,0001), kar potrjuje ze prej opazeno ¢asovno odvisnost v
odzivu na PgE;-OH.

ECso vrednosti, ki smo jih dobili z nasimi testiranji, se skladajo s prej$njimi (Preglednica
XVII). Tekom celotne klini¢ne Studije je bilo analiziranih 121 vzorcev bolnikov 24 h po
izpostavitvi PgE1-OH; povprec¢na ECso vrednost je bila 14,35 + 10,63 uM in 110 vzorcev 48
h po izpostavitvi, kjer smo izracunali povpreéno ECso vrednost 8,07 + 6,99 uM. Nekateri
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bolniki so se ponovili (12 bolnikov), v nadaljnih analizah pa so uporabljene ECsg vrednosti,
ki smo jih dolo¢ili ob prvem odvzemu krvi ter izolaciji celic KLL.

Na Sliki 13 so grafi¢no predstavljeni podatki ECso, ki sem jih v okviru magistrske naloge
analizirala, zdruZeni s podatki, pridobljenimi v okviru magistskih nalog Mase Vidmar (58)

in Tjase Stolfa (85), v Prilogi 1 pa se nahaja celoten seznam vseh ECso vrednosti.

ECyo= 14,35 uM ECyo = 8,07 uM
60 1
. p <0,0001 ,
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Slika 13: ECsovrednosti bolnikovih celic 24 h in 48 h po izpostavitvi PgE1-OH.
Ucinki PgE1-OH so ¢asovno odvisni; vrednosti ECsp, ki smo jih dobili 24 h in 48 h po izpostavitvi se

statisticno znacilno razlikujejo (p < 0,0001). Za analizo smo uporabili neparni t-test.

Preglednica XVII: Povpreéne ECso vrednosti.

I. del Studije (58) Il. del $tudije zdruzene vrednosti
Cas 24 h 48 h 24h 48 h 24 h 48 h
St.vzorcev 51 51 75 64 121 110
p"VE‘g“’e 17,3 uM 8,5 uM 12,31 uM 767uM | 1435uM | 8,07 uM
50

4.3. Citotoksi¢ni u¢inki PgE1-OH so koncentracijsko odvisni
V skladu s prej$njimi testiranji (58), smo tudi mi zabelezili s koncentracijo PgE1-OH
povezan upad metabolne aktivnosti celic KLL. Vecanje koncetracije PgE1-OH je vodilo v

vedje citotoksi¢ne ucinke. Dejstvo, da so uéinki potencialne antitumorne spojine PgE1-OH
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koncentracijsko in ¢asovno odvisni, je pomembno tudi s stalis¢a terapije, saj lahko pomaga
pri prilagajanju optimalnega terapevtskega odmerka. Prikazan graf na Sliki 14 predstavlja
reprezentativen primer padanja metabolne aktivnosti v odvisnosti od koncentracije. Ostali

grafi so v Prilogi 3.

KLL 138 (24 h)

metabolna aktivhost celic

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
log ¢

ECso= 12,93 pM

Slika 14: Citotoksi¢ni u¢inek PgE1-OH je koncentracijsko odvisen.
Izolirane maligne limfocite B oziroma celice KLL (4-10° celic/mL) smo izpostavili narascajocim

koncentracijam PQE1-OH (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM) in jih pustili delovati 24 h oziroma
48 h. Po pretecenem casu smo merili metabolno aktivnost celis s testom PrestoBlue. Pomerjeno fluorescenco
smo normirali na netretirano kontrolo, ki je bila v nasem primeru topilo (0,2 % DMSO v RPMI mediju) za
spojino PgE1-OH. Poskus je bil izveden v trojniku.

4.4. Inter-individualna variabilnost v odzivu na PgE:1-OH

Spojina PgE1-OH je imela citotoksi¢en ucinek na izoliranih celicah KLL, odziv pa je bil
koncentracijsko in ¢asovno odvisen. Dolo¢ene vrednosti ECso so navedene v Prilogi 1, kjer
lahko vidimo, da se je odziv na delovanje PgE:-OH med celicami bolnikov s KLL zelo
razlikoval (ECso vrednosti so v obmo¢ju od 0,02 uM do 55,07 uM). Razlogov za veliko inter-
individualno variabilnost bi lahko bilo veliko. V naslednjih poglavjih smo poskusali
raziskati, kako je inter-individualni odziv na PgE:-OH povezan s spolom (poglavje 4.3.1.),
starostjo darovalcev (poglavje 4.3.2.), mutacijama rs4495224 in rs7720838 (poglavje 4.4.1.)
ter eskpresijo gena Ptger4 (poglavje 4.5.). Stevilni prognostiéni faktorji in bioloski
oznacevalci pri KLL Zelijo pojasniti izredno heterogeno dozivljanje bolezni in razvr§éajo
bolnike v bolj ali manj rizi¢ne skupine —med te sodijo genetske nepravilnosti (npr. 17p/TP53
delecija ali mutacija), biokemijske nepravilnosti (ZAP-70+) ali bolnikove znacilnosti

(starost, spol) (28). Ker navedene znaéilnosti Se vedno ne morejo pojasniti izredno
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heterogene klini¢ne slike bolnikov, se iskanje novih prognosti¢nih kazalcev nadaljuje. Tako
je tudi nas v sklopu raziskave zanimalo, ali lahko detektiramo nove prognosticne
biomarkerje. Z ugotovljeno povezavo med KLL in prej navedenimi dejavniki bi namrec¢
lahko bolje napovedali potek bolezni ali se odlocili za smotrnejSo uporabo terapije. S
pomocjo analiz odvisnosti obcutljivosti na PgE1-OH od spola, starosti, polimorfizmov in
ekspresije gena Ptger4 smo lahko napovedali u¢inkovitost potencialne protirakave spojine
PgE1-OH v izbranih podskupinah.

4.4.1. PgEi1-OH je bolj citotoksi¢en pri celicah moskih bolnikov s KLL
Ugotovili smo, da ima spojina PgE1-OH citotoksi¢en u¢inek na izolirane celice darovalcev,
nadalje pa nas je zanimalo, ali obstajajo od spola odvisne razlike v omenjenem ucinku.
Povpreéna ECso vrednost vseh darovalcev je bila 14,35 uM (24 h), ko pa smo te razdelili
glede na spol, smo opazili, da imajo celice moskih darovalcev nizje ECso vrednosti: 14,16 +
1,33 uM v primerjavi z zenskami; 17,64 = 2,07 uM (24 h). Moske celice so bile tako bolj
obcutljive na testirano spojino, razlika med logaritmiranimi vrednostmi pa je statisti¢no

znacilna (p = 0,0203). Slika 15 prikazuje uc¢inek PgE1-OH v odvisnosti od starosti.

L p = 00203 |
I 1
[ L
..................... H............
°
moski zenske

Slika 15: Citotoksic¢ni uc¢inek PgE1-OH in vitro je izrazitejsi pri moski kot pri Zenski populaciji in vitro.
Za analizo smo uporabili neparni t-test (p = 0,0203). Povprecna log vrednost ECsg celic moskih
darovalcev je bila 714,16 + 1,33 uM (N = 65) v primerjavi z Zenskami, 17,64 + 2,07 uM (N = 43), log
vrednosti ECso pa 0,61 + 0,08 uM za moske in 0,88 = 0,04 uM za Zenske celice KLL.
Gre za obetavno postavko, saj so moski sicer oznaceni kot tisti, pri katerih je odziv na
zdravljenje slabsi (114) in je tudi sicer moski spol oznacen za rizi¢ni faktor, ki sugestira
slabso prognozo (28). Ze dalj ¢asa je znano dejstvo, da so mogki pogosteje podvrzeni

limfoidnim malignim boleznim — pri nekaterih podtipih, kot je na primer Burkittov limfom
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presega razmerje moski : zenske celo Stevilo 3, pri KLL pa se zabeleZzena razmerja gibljejo
med 1,9:1 —1,7:1 (8, 114, 116). Moski predstavljajo ve¢inski del skupine bolnikov s KLL,
prav tako v naSem primeru (58 % moskih : 42 % zensk), vendar je razmerje nekoliko manjse
(1,4:1) od svetovnega. Trend padanja razmerja tudi na svetovnem nivoju pojasnjujejo z
povpreéno daljSo Zivljenjsko dobo Zensk in tako povecanim $tevilom bolnic v bolezenski
skupini (114).

4.4.2. Delovanje PgEi-OH je neodvisno od starosti

KLL je bolezen starejSe populacije, povprecna starost ob diagnozi bolnikov je bila 69 let,
pojavnost bolezni pa s starostjo Se narasca (49). Izredno pomembno je, da potencialne
zdravilne spojine Ze v in vitro Studijah izkazujejo ucinek, neodvisen od starosti.

Zeleli smo ugotoviti, ali je delovanje spojine PgE1-OH odvisno od starosti bolnikov s KLL
in ali bi bil ta u¢inkovit tudi pri starej$i populaciji. Jakost korelacije med starostjo in ECso
vrednostmi (Slika 16) smo preverili s Pearsonovim koeficientom. 1zkazalo se je, da bil r? =
0,0001 in p =0,8979, kar pomeni neznatno povezanost in nakazuje, da med starostjo in ECso
vrednostmi ni korelacije. Vrednost korelacijskega koeficienta je vrednost med -1 in 1, Kjer -
1 pomeni popolnoma negativno korelacijo, 0 odsotnost korelacij, 1 pa napoveduje

popolnoma pozitivno korelacijo (117).
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Slika 16: Uéinek agonista PgE1-OH in vitro je neodvisen od starosti.
Izvedli smo analizo korelacije, r> = 0,0001, p = 0,8979, ki ni pokazala statisticno znacilne povezave.

Vsaka pika predstavlja enega bolnika.

Ugotovili smo, da je PgE1-OH enako ucinkovit pri vseh starostnih skupinah, tudi pri bolnikih
starej$ih od 60 let, ki sicer predstavljajo rizicno skupino (28) in kot tak predstavlja
potencialno protitumorno spojino tudi za njih. Seveda pa nasa in vitro Studija ne more
predvideti pridruzenih komorbidnosti, ki dostikrat omejujejo ucinkovito zdravljenje

malignih obolenj starejsih bolnikov.
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1. GENOTIPIZACIJA

4.5.  Analiza polimorfizmov rs4495224 in rs7720838

Zapis za gen Ptger4 se nahaja na kromosomu 5pl3.1. Stevilne $tudije so zabelezile
povezanost polimorfizmov v blizini regulatornih delov omenjenega gena z vecjim tveganjem
za dolocene bolezne (118), rs4495224 in rs7720838 so povezali z vecjo pojavnostjo kroni¢ne
vnetne &revesne bolezni (KVCB), predvsem njenim podtipom - Crohnovo boleznijo (72,
73). Gen Ptger4, ki kodira za receptor EP4, je bil oznacen za tumor supresor gen, saj je pri
malignih boleznih B celic izkazal protektivno vlogo na poskusih na misih in vivo (55).
Omenjene mutacije bi lahko spremenile izrazanje gena Ptger4 in tako izni¢ile njegovo tumor
supresorsko vlogo, s tem pa bi bili nosilci riziénih alelov bolj izpostavljeni malignim
obolenjem. Ugotoviti smo Zeleli, ali obstaja opisana povezava med polimorfizmi in vecjo
pojavnostjo KLL, saj bi lahko dolo¢enih alel/genotip v tem primeru predstavljal prognosti¢ni
biomarker (poglavje 4.5.3.). Pred tem smo se morali prepricati, ali je naSa preiskovana
populacija reprezentativna (poglavje 4.5.1.). Zanimalo nas je tudi, ali je podobna kateri od
prej preiskovanih populacij, pri kateri so opazili vecje tveganje za doloCene bolezni
(poglavje 4.5.2.). Preverili smo S$e, ali je izrazanje alelov/genotipov spolno pogojeno
(poglavje 4.5.4.). Na koncu pa smo $e ovrednotili, ali so nosilci posameznega alela/genotipa
bolj obcutljivi na v prej$njem poglavju preiskovano potencialno protirakavo spojino PgE;:-
OH (poglavje 4.5.5.) in tako nadaljevali z dolo¢anjem podskupin bolnikov, kjer PgE1-OH
izkazuje najbolj citotoksicen ucinek.

V sledecih preglednicah so prikazani rezultati genotipizacije izbranih polimorfizmov SNP1
(rs4495224) in SNP2 (rs7720838) za bolnike s KLL (Preglednica XVII1I) kot tudi kontrolno

skupino zdravih prostovoljcev (Preglednica XI1X).

Preglednica XVIII: Rezulatati genotipizacije bolnikov s KLL.

VZOREC | SNP1 | SNP2 | VZOREC | SNP1 | SNP2 | VZOREC | SNP1 | SNP2
2 CC | GG 67 AC | GT 125 AC | GT
3 AC | GT 68 AC | GT 126 AA | GG
4 AC | GT 69 AC | GT 127 AC | GT
5 AA | TT 70 AC | GT 128 AC | GG
6 AC | GT 71 CC | GT 129 AC | GT
7 AA | TT 72 AA | TT 130 AC | GT

11 AA | TT 73 AC | GT 131 AA | TT
12 AC | GT 76 AC | GT 133 CC | GT
13 CC | GG 77 AA | GT 134 AC | GG
14 AC | GT 78 AA | TT 135 CC | GG
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15 AC GT 79 AC GT 137 AA | TT
16 AA | GT 80 CC | GG 138 AC GT
17 AA | TT 81 AA | GT 139 AC TT
18 cc GT 82 AC TT 140 AC | GG
19 AC GT 83 AA | TT 141 CC | GG
22 AA | GG 84 AA | GT 142 AC | GG
23 AA | GT 85 AC GT 144 CcC GT
25 CC | GG 87 AC GT 145 cC TT
26 CC | GG 88 AA | TT 146 CcC GT
30 AC | GG 89 AA | TT 147 AA | GT
31 AC GT 90 AA | TT 148 CcC TT
32 AC | GG 91 AC GT 150 AA | TT
33 AA | TT 92 AC GT 151 AC TT
34 AC GT 94 AA | TT 152 AA | TT
35 AC GT 95 AA | TT 158 AA | TT
36 AA | TT 96 AC GT 159 AC TT
38 AA | TT 97 AC GT 160 AC GT
39 CC | GG 98 AC GT 167 AC GT
40 AA | GT 99 AC | GG 168 AA | TT
41 AA | TT 100 AA | TT 169 AA | TT
42 AC GT 101 AC GT 170 AA | TT
43 AC | GG 102 AA | GT 171 AA | GT
45 CC | GG 103 AA | TT 172 AC GT
46 AC GT 104 AA | TT 174 AC GT
47 CC | GG 105 AC GT 175 AC GT
48 AC GT 106 AC GT 176 AC GT
49 CC | GG 107 AA | TT 181 CC | GG
50 AC GT 109 AA | GT 182 AC GT
51 AC | GG 110 AC GT 183 AC | GG
52 CC | GG 111 AA | GT 184 CC | GG
53 AC TT 112 AA | TT 186 AC GT
54 AA | TT 113 AA | TT 187 AC GT
55 AC TT 114 AA | GT 189 AA | TT
56 AC GT 115 AA | TT 190 AC GT
57 AA | TT 116 AA | TT 191 AC | GG
58 AC GT 117 AC GT 192 cc GT
59 AC GT 118 AA | GT 193 AC | GG
60 AA | GG 119 AA | TT 194 AA | GT
61 AA | GT 120 AA | TT 196 AA | TT
62 AC | GG 121 AC GT 197 AA | GT
63 AC GT 123 AC TT 198 AA | TT
64 AC GT 124 AA | TT 203 AC GT
66 AA T Stevilo analiziranih vzorcev s KLL: 159

Legenda: SNP1 - rs4495224 | SNP2 - rs7720838
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Preglednica XIX: Rezultati genotipizacija kontrolne skupine zdravih prostovoljcev.

VZOREC | SNP1 | SNP2 | VZOREC | SNP1 | SNP2 | VZOREC | SNP1 | SNP2

K2 AC | GT K56 AA | TT K137 AC | GT

K4 AC | GT K57 AC | GT K138 AA | TT

K5 AC | GT K58 CC | GG K139 CC | GT

K7 AC | GT K59 AC | GT K140 CC | GT

K8 AC | GT K60 AA | TT K141 AC | GT

K9 AC | GT K61 CC | GG K142 AA | TT

K10 CC | GG K62 AC | GT K144 AA | GG

K11 CC | GG K63 CC | GG K145 AC | GT

K12 CC | GG K64 AC | GT K146 AC | GT

K13 AC | GG K65 AA | TT K147 AC | TT

K14 AC 1T K66 AA | TT K148 AA | TT

K15 AC | GT K67 AC | GT K149 AA | TT

K16 AA | TT K68 AC | GT K151 CC | GG

K17 AA | TT K69 CC | GG K152 AA | TT

K18 CC | GG K70 AC | GT K154 AC | GT

K19 AC | GT K72 AC | GT K156 AA | GT

K20 AA | GT K74 AC | GT K158 AC | GG

K21 AA | TT K77 CC | GG K160 AA | TT

K22 AC | GG K78 AC | TT K161 AA | GG

K23 AC | GT K80 CC | GG K162 AC | GT

K26 AC | GG K83 AC | GG K163 AC | GG

K27 AA | GT K86 AC | TT K167 AA | TT

K28 AA | GT K88 AC | GT K168 AA | TT

K31 AC | GG K89 AA | TT K172 AA | GT

K32 AC | GG K90 AA | TT K175 AA | TT

K33 AC 1T K92 AC 1T K176 AC | GT

K35 AC | TT K95 AA | TT K177 AA | TT

K36 AA | GT K108 CC | GG K180 AA | TT

K37 AA | TT K110 AA | TT K186 AC | GG

K38 AC | GT K117 AA | TT K187 AA | GT

K39 AC | TT K124 AA | TT K188 AC | GT

K40 AC | GG K125 AC | TT K190 CC | GG

K42 CC | GG K126 CC | GT K191 CC | GG

K44 AC | GG K129 AC | GT K203 AA | TT

K45 AC | GG K130 AA | TT K204 AC | GG

K48 AA | TT K131 AA | TT K205 AC | GT

K49 CC | GG K132 AC | GT K213 AC | GT

K50 AA | GT K134 AC | GT K214 AC | GT

K52 AA | TT K135 AA | GT K215 AC | GT

K53 AA | GT K136 AC | GT K216 AA | TT

K55 AC GG Stevilo analiziranih kontrolnih vzorcev: 122

Legenda: SNP1 - rs4495224 , SNP2 - rs7720838
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4.5.1. Polimorfizma rs4495224 in rs7720838 sta v skladu s HWE

Podatke o prisotnosti polimorfizmov gena Ptger4 prikazuje Preglednica XX. V skupini
bolnikov kot tudi kontrolni skupini obeh SNP rs4495224 in rs7720838 smo nasli najve¢
heterozigotov. Heterozigotom sledijo homozigoti z mutirano varianto AA (rs4495224) ter
TT (rs7720838), stevilcno najmanjSa pa je nemutirana varianta homozigotov CC
(rs4495224) ter GG (rs7720838).

Po izra¢unu pri¢akovanih vrednosti po enacbi iz poglavja 3.6.1, smo ugotovili, da se oba
polimorfizma v skupini bolnikov in kontrolni skupini porazdeljujeta v skladu s HWE (p
vrednosti prikazuje Preglednica XX). Vzorec smo lahko oznacili za reprezentativen in
podatke o genotipih uporabljali za nadaljnje statisti¢ne analize.

Preglednica XX: Rezultati opazovanih in pric¢akovanih vrednosti frekvenc SNP rs4495224 (C>A) in
SNP rs7720838 (G>T).

rs4495224 rs7720838
Genotip Opazovano Pri¢akovano Genotip Opazovano Pri¢akovano
% N % N % N % N
AA 37,97 60 38,10 60,20 TT 31,65 50 31,71 50,10
; AC 47,46 75 47,28 74,70 GT 49,37 78 49,18 77,70
CcC 14,56 23 14,68 23,20 GG 18,99 30 19,05 30,10
Skupaj 100 158 100 158 Skupaj 100 158 100 158
p = 0,9553 p = 0,9657
'755 % N % N % N % N
§ AA 35,83 43 36,00 43,20 TT 35,00 42 30,17 36,20
3 AC 48,33 58 48,00 57,60 GT 41,66 50 51,33 61,60
'é CC 15,83 19 16,00 19,20 GG 26,67 32 21,83 26,20
N Skupaj 100 120 100 120 Skupaj 100 120 100 120
p =0,9393 p =0,0743

Podane so frekvence genotipov v %, N - stevilo oseb z dolocenim genotipom.
Vrednosti p so bile izracunane z uporabo Fisherjevega natancnega testa.

4.5.2. Pojavnost polimorfizmov v slovenski skupini bolnikov se ne razlikuje od
drugih populacij

Odkrita korelacija med ekspresijo gena Ptger4, ki kodira za receptor EP4 in z njim

povezanimi polimorfizmi, je vodila v analize vloge vec¢ih SNP-jev pri razli¢nih boleznih

(69). Zanimalo nas je ali se nasa kohorta razlikuje od tujih, kar bi lahko nakazovalo na

geografski vpliv na pojavnost dolo¢enih SNP-jev in s tem na populacijsko odvisno pojavnost

bolezni. Iz podatkov nase kontrolne skupine smo izraunali alelne frekvence in jih primerjali

s podatki iz literature in raziskavami drugih skupin, kar prikazujeta preglednici XXI in XXII.
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Za analizo smo uporabili dvostranski Fisherjev natanc¢ni test, ki je z vrednostmi p > 0,05

pokazal, da geografski dejavnik nima vpliva na razli¢no prisotnost alelov v nasi populaciji.

Preglednica XXI: Frekvence alelov SNP rs4495224 in SNP rs7720838 pri bolnikih s KLL (Slovenija)
in bolnikih s Crohnovo boleznijo (Nem/dija).
Podatki iz tujine povzeti po (72, 73).

rs4495224 rs7720838
KLL/Crohnova
A C T G
62 38 Slovenija 56 44
72 28 Nemcija 62 38
p =0,1757 p =0,4723

Podane so alelne frekvence v %. Vrednosti p so bile izracunane z uporabo Fisherjevega natancnega testa.

Preglednica XXI1: Rezultati frekvenc alelov SNP rs4495224 in SNP rs7720838 v razli¢nih
populacijah glede na nosilce riziénega alela A oziroma T ter protektivnega alela C oziroma G.
Podatki iz tujine povzeti po (69, 72, 73).

rs4495224 .. rs7720838
A c populacija - G
62 38 Slovenija (KLL) 56 44
% 72 28 Nemcija (Crohnova bolezen)* 62 38
3 72 28 Amerika (Crohnova bolezen)* 63 37
ND ND Amerika (alergija)* 58 42
_ 66 34 Slovenija (zdravi) 53 47
'é c_;\; 66 34 Nemcija (zdravi) - 57 43
N -‘E 63 37 Pubmed: Evropa (zdravi) 56 44
65 85 Amerika (zdravi) 55 45

Podane so alelne frekvence v %, ND - ni doloceno,
* - statisticno znaclilna razlika med bolniki in zdravo populacijo.

Alel A SNP-ja rs4495224 je bil sicer tako v v nemski, kot tudi ameriski populaciji veckrat
oznacen za rizi¢ni alel, saj njegova prisotnost izkazuje vecje tveganje za Crohnovo bolezen
(72, 73).

Alel T SNP-ja rs7720838 je bil po ameriski metaraziskavi dolocen kot mutacija, ki je
povezana z povecano dovzetnostjo za razlicne alergije (71), ze prej se je njegova pozicija
omenjal kot kandidatni lokus za astmo (119), dokazana je njegova povezanost z ekspresijo
gena Ptger4, studije na misih pa so izpostavile njegovo vlogo v prvotnem imunskem odzivu

koze (120, 121).
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4.5.3. Pojavnost dolocenega genotipa ni povezana z vecjo pojavnostjo KLL
Povecana pojavnost rizinega alela A pri rs4495224 oziroma rizicnega alela T pri rs7720838
je bila v ve¢ Studijah oznacena kot vecje tveganje za pojavnost dolo¢enih bolezni (69).
Zanimalo nas, je ali obstaja statisticno znacilna razlika v porazdelitvi genotipov za
posamezen polimorfizem v slovenski populaciji s KLL v primerjavi z zdravimi darovalci. V
primeru vecje pojavnosti katerega od alelov/genotipov pri skupini bolnikov s KLL, bi to
nakazovalo, da ta potencialno predstavlja vedje tveganje za razvoj bolezni. Ce tak pojav
zabelezijo v veCih neodvisnih Studijah in se dokaze povezanost z dolo¢eno boleznijo, se ta
lahko uporablja kot prognosticni biomarker. Po uporabi Fisherjevega dvostranskega
natan¢nega testa smo ugotovili, da se pogostost genotipov med skupinama ne razlikuje
statisticno znacilno (Preglednica XXIII). V skupini bolnikov pri rs4495224 smo opazili celo
nizjo pojavnost alela A (62 %) v primerjavi z zdravo populacijo (66 %), ki je bil sicer v
okviru $tudije KVCB oznaéen za rizi¢ni alel. Pri rs7720838 pa se zdita skupini zelo podobni;
med bolniki KLL in zdravimi nosilci v ostalih Studijah identificiranega rizicnega alela T je
le 2 % razlike. V okviru $tudije nismo uspeli dokazati, da bi rizi¢na alela A in T lahko
uporabili kot prognosti¢ni marker za KLL. Pojavnosti rizicnih alelov v skupini z bolniki in
zdravimi darovalci se namre¢ ne razlikujejo statisti¢no znacilno.

Preglednica XXI11: Stevilo nosilcev posameznega genotipa oziroma alela za preucevana
polimorfizma rs4495224 in rs7720838.

rs4495224 rs7720838
Genotip Alel Genotip Alel
% N % % N %
X AA 38 60 TT 32 50
£ A 62 T 56
° AC 47 75 GT 49 78
o 5 S 2
cc 15 23 2| c 3 3 GG 9 30 S| 6 4 gz
a % N S % % N S % 5
S| AA 36 43 il I o - TP B -
s 2 A 66 T 54
NI AC 48 58 GT 42 50
©
cc 16 19 c 34 GG 27 32 G 46

Podane so frekvence genotipov in alelov v %.
Vrednosti p so bile izracunane z uporabo Fisherjevega natancnega testa.

4.5.4. Pojavnost polimorfizmov je neoodvisna od spola
Epidemioloske Studije KLL konsistentno zabelezujejo manjSo pojavnost in boljSe prezivetje
zenskih bolnic v primerjavi z moskimi (114). Razlicnim izidom naj bi botrovale

molekularne, genetske in hormonske razlike med spoloma (47).
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Zanimalo nas je, ali obstajajo razlike med spoloma, ki bi nakazovale, da je vzrok temu
razlicno genetsko ozadje oziroma razlicna razporeditev genotipov ali prevladajocih alelov
izbranih polimorfizmov. Ugotovili smo, da med Zenskimi in moSkimi v slovenski populaciji
s KLL ni bilo statisti¢no znacilnih razlik med razporeditvijo genotipov, prav tako ne alelov
(Preglednici XXIV in XXV).

Preglednica XXIV: Razporeditev genotipov izbranih SNP-jev med spoloma.

rs4495224 rs7720838
AA AC cc TT GT GG
N % N % N % N % N % N %
mo3ki 34 40 39 45 13 15 25 29 45 52 16 19
Zenske 23 36 32 51 8 13 23 37 28 44 12 19
p = 0,8287 p = 0,5909

Podane so frekvence genotipov v %, N - stevilo oseb z dolocenim genotipom.
Vrednosti p so bile izracunane z uporabo Fisherjevega natancnega testa.

Preglednica XXV: Razporeditev alelov izbranih SNP-jev med spoloma.

rs4495224 rs7720838
A C T G
moski 62,5 37,5 moski 55 45
Zenske 61,5 38,5 Zenske 59 41
p =1,0000 p = 0,6684

Podane so frekvence alelov v %. Vrednosti p so bile izracunane z uporabo Fisherjevega natancnega testa.

45.5. PgEi1-OH je bolj citotoksi¢en pri nosilcih alela A (rs4495224)
V prej$njem poglavju 4.2. smo opisali, da ima spojina PgE1-OH citotoksi¢ne u¢inke na celice

darovalcev s KLL. V odzivu celic na spojino smo opazili veliko inter — individualno
variabilnost, kot enega izmed mozZnih razlogov zanjo pa smo navedli prisotnost
polimorfizmov rs4495224 in rs7720838. Zanimalo nas je, ali prisotnost katere od mutacij
vpliva na pove€ano ali zmanj$ano obcutljivost KLL celic in vitro. Po razporeditvi ECsg
vrednosti glede na genotipe in uporabi testa ANOVA, nismo zabeleZili statisti¢éno znacilnih
razlik med odzivom nosilcev doloCenega genotipa na spojino PgE:-OH. Opazili pa smo, da
skupini z mutiranim enim ali obema aleloma pri SNP-ju rs4495224 izkazujeta priblizno
enako obcutljivost na PgE1-OH in vitro (ECso za skupino AA je bil 14,27 uM, za AC pa
14,19 uM), zato smo le-ti zdruzili in jih statisti¢éno primerjali z nemutiranim homozigotom
CC. Posamezniki z alelom A so bili pri ve¢ih boleznih oznaceni za rizi¢no skupino (72, 73).
V primeru nase kohorte se je izkazalo, da so celice nosilcev alela A bolj obcutljive na

uporabljeno potencialno spojino PgE1-OH v primerjavi s celicami homozigotov CC. Slednja
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EC5q vrednosti

ugotovitev je obetavna, saj predstavljajo nosilci alela A vecino slovenske populacije s KLL
(62 %), prav tako je v vseh preucevanih preiskovanih skupinah frekvenca alela A $e vecja
(63 % - 72 %; glej Preglednico XXII). PgE1-OH tako po rezultatih nase in vitro Studije
predstavlja spojino, ki $e uc¢inkoviteje deluje na prevladujoco rizi¢no skupino, mutacija
rs4495224 pa je v navedenem primeru pozitivna, saj poveca obcutljivost celic na potencialno
protirakavo spojino PgE:-OH. Na Sliki 17 je prikazana razporeditev ECso vrednosti glede na

genotipe.
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Slika 17: Nosilci alela A so bolj obéutljivi na spojino PgE1-OH kot nemutiranimi homozigoti CC.
Razlika med odzivom na PgE1-OH je statisticno znacilna (p = 0,0326).
Za analizo smo uporabili neparni t-test.

Pri SNP rs7720838 smo izvedli enako statisticno analizo, vendar pri njem nismo opazili

statisticno znacilnih razlik v odzivu na PgE1-OH med skupinami genotipov ali alelov.
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III. VREDNOTENJE IZRAZANJA RECEPTORJA EP4

Prisotnost receptorja EP4 na celicah KLL je bila v predhodnih S$tudijah ze dokazana s
konfokalno mikroskopijo in preto¢no citometrijo (58). Na§ namen je bil preveriti izrazanje
Se na nivoju mRNA z uporabo PCR-ja v realnem cCasu, saj jo na ta nadin najlazje
kvantificiramo in primerjamo z drugimi rezultati. Dolo¢ili smo ekspresijo gena Ptger4, Ki
kodira za receptor EP4 ter jo normirali na izbrana referen¢na gena. Zeleli smo ugotoviti, ali
obstajajo povezave med izrazenostjo gena in spolom (poglavje 4.6.1.), starostjo (poglavje
4.6.2.) ali preiskovanimi polimorfizmi (poglavje 4.6.3.). Po tem, ko smo v prvem sklopu
ovrednotili aktivnost spojine PgE:-OH in ugotovili, da je ta bolj citotoksi¢na pri celicah
moskih darovalcev in tistih, ki so nosilci alela A (rs4495224), a deluje enako dobro pri vseh
starostih preiskovancev, smo zeleli preveriti Se kakSen je vpliv ekspresije na njegovo
ucinkovitost (poglavje 4.6.4.). Zanimalo nas je tudi, ali se ekspresija receptorja EP4
spremeni po tretiranju s PgE1-OH (4.7.1.), kar smo preverili na nivoju proteina z uporabo

preto¢ne citometrije.

4.6. Analiza ekspresije receptorja na nivoju mRNA

Z namenom ovrednotenja ekspresije receptorja EP4 smo izolirali 102 vzorcev RNA bolnikov
s KLL, jih prepisali s reverzno transkriptazo v cDNA in kvantificirali s pomo¢jo PCR-ja v
realnem Casu. Dobljene rezultate smo normirali na referenéna gena Gadph in Rplp0 kot je
opisano v legendi. Preglednica XXVI prikazuje ekspresijo analiziranega receptorja Ptger4
pri slovenskih bolnikih s KLL. VVrednosti ekspresije gena Ptger4 zelo variirajo, povpre¢na

normirana vrednost ekspresije pa je znaSala 1,66 + 1,60.

Preglednica XXVI: Normirane vrednosti ekspresije gena Ptger4.

Vzorec | Ptgerd norm | Vzorec | Ptger4 norm | Vzorec | Ptger4 norm | Vzorec | Ptger4 norm
13 0,57 64 0,80 123 0,33 170 1,22
15 2,07 65 0,11 124 0,35 171 0,72
16 1,95 66 1,81 125 0,08 172 0,80
17 0,70 69 0,84 128 0,39 173 1,95
18 1,22 73 1,77 129 1,03 174 0,54
19 0,00 74 0,78 130 0,08 175 0,97
20 1,43 77 0,99 132 0,50 176 3,53
21 2,01 80 0,95 134 0,99 177 8,38
22 1,38 82 1,17 135 1,11 178 1,17
23 0,62 83 1,12 137 0,92 179 0,19
24 0,12 84 0,80 141 1,13 180 1,61
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25 0,95 87 0,59 143 0,63 181 1,68
26 1,18 90 0,74 146 0,32 182 2,66
32 1,16 91 0,66 147 1,50 184 1,60
34 1,16 94 0,50 148 3,25 185 3,64
36 1,13 95 0,66 150 4,86 186 0,74
37 0,47 96 0,36 152 2,29 188 1,30
38 0,91 97 0,54 153 0,71 189 0,76
39 0,73 99 2,02 155 4,84 190 0,43
41 0,96 100 2,43 156 1,42 191 1,04
42 2,72 101 2,99 157 1,54 192 0,57
43 3,78 110 0,88 158 0,97 193 1,57
44 3,57 111 1,74 159 0,22 194 2,84
45 0,72 112 2,03 160 1,38 194 2,84
46 1,41 113 2,00 161 0,22 195 2,24
47 4,99 114 2,23 162 0,70 197 6,46
48 1,29 115 2,98 164 2,27 198 8,94
53 0,29 116 0,76 165 3,07 199 7,13
54 0,43 117 1,9 167 1,05 200 2,14
61 1,19 121 0,63 168 3,32 202 5,26
63 0,70 122 1,90 169 3,02 203 5,46

ekspresija (Ptger4)

Izracun normirane Ptgerd ekspresije je rezultat sledece enacbe: Ptgerd norm=: - — :
ekspresija (referentnih genov)

eskpresija (referencnih genov) = i/ekspresija (Gadph) x ekspresija (Rplp0) . Za nadaljnje analize smo
uporabljali logaritmirane vrednosti normirane ekspresije. Poskus je bil izveden v trojniku.

V prejSnjih stopnjah raziskave §t. 93/12/10 so preverili prisotnostnost receptorja EP4 na
celicah KLL s konfokalno mikroskopijo in preto¢no citometrijo, s katero so ugotovili vi§jo
ekspresijo preiskovanega proteina na donorskih celicah KLL kot na celi¢nih linijah LCL
(58). Ekspresija se je tudi na proteinskem nivoju izkazala za zelo variabilno. Nasa opazanja
so v skladu s prejSnjimi ugotovitvami in prinasajo potrditev raznolikega izraZzanja receptorja

EP4 Se na nivoju mRNA.

4.6.1. Visja eskpresija gena Ptger4 je znacilna za moske bolnike s KLLLL
Ceprav Zivijo zenske dalj ¢asa, je ve¢ina bolnikov s KLL moskih (7, 114), prav tako je bilo
tudi v nase analize vrednotenja izrazanja gena Ptger4 vkljucenih ve¢ slednjih (62 moskih :
40 zensk). Tveganje za razvoj KLL je pri moskih priblizno dvakrat vecje, pri njih se bolezen
razvije povprecno nekaj let prej kot pri Zenskah, pogosteje pa se pojavlja tudi agresivnejsa

oblika KLL (122-124).
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Zanimalo nas je, ali ali obstaja spolno pogojena razlika izrazanja gena Ptger4, saj bi ta lahko
bila eden od razlogov, zakaj se KLL pogosteje pojavlja pri moskih ter pri njih obstaja vecje
tveganje za KLL. Potrdili smo normalno porazdelitev logaritmiranih vrednosti ekspresije
gena Ptger4 in izvedli neparni t-test. Ugotovili smo, da je eskpresija gena Ptger4 statisti¢no
znacilno vecja (p = 0,0216) pri celicah moskih darovalcev s KLL (Slika 18). Povpreéna
vrednost ekspresije za moske celice je bila 1,29 + 1,11 (N = 62), za Zenske pa 0,86 + 1,14
(N = 40).
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Slika 18: Ekspresija gena Ptgerd, ki kodira receptor EP4 je znadilno vedja pri celicah KLL moskih
darovalcev v primerjavi 7 Zenskimi.
Za analizo smo uporabili neparni t-test (p = 0,0216). Ekspresija je normirana na referencna gena Gadph in

RpIp0. Povprecna vrednost ekspresije za moske celice je bila 1,29 + 1,11 (N = 62), za Zenske pa 0,86 + 1,14
(N = 40), log vrednost ekspresija pa: 0,11 £ 0,05 za moske in -0,07 £ 0,06 za Zenske.
Ugotovitev, da imajo moski bolj izrazen gen Ptger4, skupaj s predhodnimi ugotovitvami, da
so ECso vrednosti PgE:-OH moskih darovalcev niZje (poglavje 4.4.1), nakazuje, da je
citotoksi¢ni ucinek agonista receptorja EP4 PgE1-OH vi§ji pri bolnikih KLL, ki imajo

povisano ekspresija receptorja EP4. Navedeno smo podrobneje opisali v poglavju 4.6.4..

Visja ekspresija gena Ptger4 bi lahko predstavljala tudi nov prognosti¢ni biomarker za KLL
pri moskih, saj se KLL pogosteje pojavlja pri moskih, ki imajo po nasih ugotovitvah
statisticno znacilno vi§jo eskpresijo gena Ptger4 od zensk. PoviSana ekspresija gena Ptger4
bi lahko vodila v bolj intenzivno signaliziranje preko nizje lezecih signalnih poti; na primer
NF-xB poti, ki je konstituivno aktivna signalna pot, dokazano deregulirana pri Stevilnih

malignih boleznih; tudi pri KLL. Aktivirana NF-«xB sprozi visjo ekspresijo proliferativnih in
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anti-apoptoti¢nih genov in tako med zivimi ohranja pokvarjene celice, ki bi sicer presle v
apoptozo (125).

Pri nekaterih raziskavah so ze ugotovili, da se nekateri geni izrazajo v odvisnosti od spola,
kar lahko vodi v drugacno, tudi agresivnejSo obliko bolezni. Pri $tudiji, ki je raziskovala
epigenetsko odzadje KLL, so izpostavili utisan gen Relb kot nov marker agresivnejSe oblike
KLL pri moskih. Izmed 17 dereguliranih genov, ki so jih identificirali kot krivce za razvoj
na apoptozo rezistentnih celic KLL, so nasli utiSanje Relb pri moskih, ne pa tudi pri Zenskah
(124).

Tudi druge Studije navajajo, da imajo Zenske manjSe tveganje za razvoj levkemij. Navedeno
razlagajo z inhibitornim vplivom hormona estrogena na NF-«B, ki nadalje zavira izrazanje
nekaterih anti-apoptoti¢nih proteinov (na primer Bcl-2, Bcl-xl,...). Pri moskih bolnikih vpliv
estrogena izostane, zato protektivni ucinek le-tega ne pride do izraza in so posledi¢no bolj
dovzetni za maligna obolenja (126).

Zanimivo je opomniti na dejstvo, da se razmerje moski : Zenske obrne na glavo, Ce
primerjamo KLL in KVCB, ki smo jo v povezavi z dokazano korelacijo s Ptger4 genom
omenjali ze prej. Podatki iz literature za KLL kaZejo mo¢no prevlado moskih bolnikov,
medtem ko pri KVCB epidemiologi zabelezujejo ve¢ Zenskih bolnic, predvsem v zahodnih,
razvitej$ih drzavah (127, 128).

Tudi na splosno velja, da so moski tisti, pri katerih je praviloma tveganje za razvoj raka

vedje, pri zenskah pa je ve¢ja dovzetnost za avtoimune bolezni (129).

4.6.2. EKkspresije gena Ptger4 ni odvisna od starosti

Pojavnost KLL se s starostjo mo¢no povecuje, glede na splosno podaljSanje povprecne
zivljenjske dobe lahko sklepamo, da se bo le-ta §e povecevala. Zeleli smo ugotoviti, ali je
povecano ali zmanj$ano izrazanje gena Ptger4 povezano z naraséajoco starostjo bolnikov.
Pred analizo korelacije med starostjo bolnikov in izrazanjem gena Ptger4 smo preverili ali
se vrednosti ekspresije normalno porazdeljujejo. Statisticni test D'Agostino & Pearson je
pokazal, da rezultati log ekspesije gena Ptger4 sledijo Gaussovi distribuciji. Po izracunu
korelacijskega Pearsonovega koeficienta (r> = 0,0471), smo ugotovili, da obstaja med
starostjo in ekspresijo gena Ptger4 nepricakovana negativna korelacija, ki je mejno
statistiéno znacilna (p = 0,0669). Pri nasi kohorti smo tako opazili rahel trend padanja
ekspresije gena Ptger4 v odvisnosti od starosti, ki je prikazan na Sliki 19.
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Slika 19: Ekspresija gena Ptger4 v odvisnosti od starosti.
Analiza korelacije je pokazala mejno statisticno znacilno povezavo med ekspresijo Ptger4 in starostjo (r?> =

0,0471, p = 0,0669). Ekspresija je normirana na referencna gena Gadph in RplpO0.

4.6.3. Visja ekspresija gena Ptger4 je znacilna za homozigote AA (rs4495224)
Nedavne raziskave lokusa 5p13.1, kjer se nahaja gen Ptger4 so povezale tam leZzeCe
polimorfizme s povecano ekpresijo receptorja EP4 (69), zato je tudi nas zanimalo, ali obstaja
takSna povezava tudi med bolniki s KLL v slovenski populaciji. Alel A je bil v preteklih
studijah za KVCB oznaden kot rizi¢ni alel, saj obstaja ve&ja pojavnost predvsem Crohnove
bolezne pri nosilcih omenjenega alela v primerjavi z nosilci nemutirane variante C (72, 73).
V slovenski kohorti tega pojava nismo zasledili, a smo opazili povecano ekspresijo gena
Ptger4 pri moskih bolnikih kot tudi zenskih bolnicah z genotipom AA (Sliki 20 in 21).
Povecana ekspresija pri mutiranih homozigotih AA bi bila lahko posledica dejstva, da se
mutacija rs4495224 pojavlja na regulatornem delu genoma, kjer se nanj veZejo
transkripcijski dejavniki, ki vplivajo na izrazanje receptorja EP4. In silico analiza bolnikov
s Crohnovo boleznijo je namre¢ identificirala SNP rs4495224 kot del bistvenega vezavnega
mesta NF-kB ter prikazala mocnejSo vezavo tega pri nosilcih rizicnega alela A. Pri
rs7720838 so mocnejso vezavo ugotovili za nosilce rizicnega alela T za XBP1 in c-Myc
(72). Za potrditev navedenega bi bilo smiselno izvesti luciferazni test (ang. luciferase

reporter assay) in preveriti mo¢ vpliva regulatornih regij na gensko izrazanje.
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Slika 20: Ekspresija gena Ptger4 je vecja pri mutiranih homozigotih AA kot pri nosilcih alela C.
Za analizo smo uporabili neparni t-test (p = 0,0470).

Ekspresija je normirana na referencna gena Gadph in RplpO0.
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Slika 21: Ekspresija gena Ptger4 glede na genotip in spol.
Znacilno razlicna visja ekspresija pri mutiranih homozigotih AA se pojavija pri moskih, kot tudi pri Zenski
populaciji. Ekspresija je normirana na referenc¢na gena Gadph in RplpO.
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4.6.4. Med povecano ekspresijo gena Ptger4 in niZjim vrednostmi ECso PgE:-
OH obstaja korelacija

Pri celicah darovalcev, ki so imeli ve¢jo ekspresijo gena Ptger4 smo opazili nizje ECso
vrednosti. Skusali smo ugotoviti ali navedene vrednosti korelirajo glede na celotno kohorto.
Po opravljeni statisti¢ni analizi korelacije smo ugotovili, da obstaja med ekspresijo gena
Ptger4 in u¢inki PgE1-OH statistiéno znaéilna povezava (r> = 0,0521, p = 0,0460), prikazana
na Sliki 22.
V primeru vecje ekspresije gena Ptger4 se poveca sinteza receptorja EP4 in je tega na celicah
ve¢, vezava PgEi-OH pa lahko intenzivneje aktivira spodnje lezece signalne poti.
Citotoksi¢ni ucinek je tako opaznejsi, kar odraza nizja ECsg vrednost. Korelacija nakazuje
na potrjeno dejstvo, da je pri bolnikih z vecjo ekspresijo Ptgerd za citoksi¢no delovanje
potrebnega manj PgE;-OH.
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Slika 22: Statisti¢no znacilna korelacija med visjo ekspresijo Ptger4 in niZjimi EC50 bi lahko
nakazovala na to, da spojina PgE1-OH res deluje preko aktivacije signalnih poti receptorja EPA4.
Izvedli smo test korelacije, r? = 0,0521, p = 0,0460.

V prejs$njih stopnjah raziskave §t. 93/12/10 so Ze preverjali morebitno korelacijo med
ekspresijo receptorja EP4 na celicah KLL in ECso vrednostmi spojine PgE1-OH na nivoju
pretocne citometrije. Ekspresija se je izkazalo za zelo variabilno, kakor tudi odziv celic na
PgE1-OH, med njima pa niso zaznali korelacije (58).

Preverjena pa je bila tudi povezava med ekspresijo receptorja EP4 na celi¢nih linijah LCL
in ECso vrednostmi PgE1-OH. Pri slednjih so ugotovili, da obstaja Sibek trend med nizjimi

ECso vrednostmi in visjo ekspresijo receptorja EP4 (76).
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4.7.  Analiza ekspresije receptorja s preto¢no citometrijo

4.7.1. Receptor EP4 je izrazen na celicah KLL in njegova ekspresija je
ohranjena po po izpostavitvi spojinam

Predhodno je bilo ugotovljeno, da celice KLL izrazajo receptor EP4 (46, 58). Tudi mi smo
na nivoju mMRNA z uporabo PCR-ja v realnem ¢asu potrdili prisotnost receptorja EP4 na
celicah nasih darovalcev (poglavje 4.6.). Nadalje smo zeleli $e na nivoju proteina z uporabo
preto¢ne citometrije ovrednotiti izraZzenost receptorja EP4 in preveriti, ali uporaba spojine
PgE1-OH spremeni njegovo izrazenost. V primeru daljSe terapije bi to namre¢ lahko
pripeljalo do spremenjene odzivnosti na preiskovano spojino. Zanimalo nas je, ali
izpostavljenost agonista EP4 sprozi povecano ali zmanj$ano izrazanje receptorja EP4,
slednje bi lahko nakazovalo na to, da je pri§lo do internalizacije receptorja. Uporabili smo
potencialno protirakavo spojino, kot kontrolo pa nativni ligand receptorja EP4 - PGE-.
Celice KLL smo izpostavili spojinama za 24 h in jih nato pripravili po postopku, Ki je opisan
v poglavju 3.4.2.. Izrazanje receptorja EP4 se pri preto¢ni citometriji podaja kot mediana
intenzitete fluorescence (angl. median fluorescence intensity - MFI). S primerjavo MFI med
celicami bolnika KLL, ki so bile izpostavljene spojinama in celicami KLL, ki niso bile, smo

ugotovili, da se povpre¢na ekspresija receptorja EP4 ne spreminja (Slika 23).
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Slika 23: Histogrami prikazujejo MFI, ki odraZa ekspresijo receptorja EP4.
a)neoznacena kontrola, b)neoznacena kontrola +DMSO,C)oznacena kontrola, d)oznacena kontrola+DMSO.

Celice KLL so bile izpostavljene spojinama e)PGE; in f)PgE;-OH.

Predstavljeni rezultati so preliminarni, podatek pa je pozitiven z vidika terapije, saj nakazuje

na to, da preiskovana spojina PgE1-OH ne vpliva na zmanj$anje koli¢ine receptorja EP4.
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5. SKLEPI

Na podlagi vedenja, da je bil prostaglandinski receptor EP4 oznacen kot potencialna
terapevtska tarca pri KLL (58, 76), smo zeleli preveriti ve¢ dejavnikov, ki bi lahko prispevali
k bolj optimalni uporabi agonista EP4 PgE:-OH. Biokemijske in genetske dejavnike
napovedi ucinkovitosti smo proucevali z uporabo bioloskih vzorcev zdravih prostovoljcev

in bolnikov s KLL.

V prvem sklopu IN VITRO VREDNOTENJE UCINKOVITOSTI PGE:-OH smo potrdili
7e prej prikazan selektivni citotoksi¢ni u¢inek PgE1-OH na novih primarnih celicah KLL in
glede na veliko inter-individualno variabilnost odziva nanj izpostavili podskupine bolnikov,
pri katerih je le-ta izkazoval najboljsi u¢inek. Citotoksic¢en uc¢inek preiskovane spojine je bil

bolj izrazit pri prevladujo¢i moski populaciji, nanj pa ni vplivala starost bolnikov.

V sklopu GENOTIPIZACIJA smo analizirali genska polimorfizma rs4495224 in
rs7720838, ki se nahajta v regulatorni regiji gena Ptger4 in vplivata na ekspresijo receptorja
EP4, deregulacija le-te pa se povezuje s Stevilnimi boleznimi. Pogostost genotipov v
slovenski populaciji je bila v skladu s pricakovano, prav tako so se podatki ujemali z drugimi
raziskavami/podatki iz literature. Prisotnosti dolo¢enega genotipa nismo uspeli povezati z
ve¢jim tveganjem za KLL v slovenski populaciji. Opredelili smo podskupino, pri kateri je
bil PgE1-OH bolj uéinkovit; to so bili nosilci rizicnega alela A (rs4495224), kar je obetavna

novica, saj predstavljajo vecino bolnikov (62 %).

Sklop VREDNOTENJE IZRAZANJA RECEPTORJA EP4 ocenjuje vpliv izrazanja
receptorja EP4, ki je bil oznaéen za potencialni tumor-supresor gen (55) iz dveh vidikov; na
nivoju kvantitativne mRNA ekspresije gena Ptger4 in na nivoju preto¢ne citometrije;
ekspresije receptorja EP4 na povrsini celic KLL. Ekspresija gena Ptger4 je bila vecja pri
celicah moskih darovalcev, z naras¢anjem starosti pa smo opazili rahel trend padanja le-te.
Mutirani homozigoti AA (rs4495224) so imeli vecjo ekspresijo gena Ptger4 v primerjavi z
nemutiranimi homozigoti CC in heterozigoti AC. Med povecano ekspresijo gena Ptger4 in

manjSimi ECsg vrednostmi obstaja statisti¢éno znacilna korelacija.

Z uporabo preto¢ne citometrije smo zeleli preveriti, ali izbrane spojine vplivajo na
spremembo ekspresije receptorja na celicah KLL. Ekspresija receptorja EP4 je bila
ohranjena, ko smo le-te izpostavili nativnem ligandu PGE: ter preiskovani spojini PgE;-OH.
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Ugotovitev je pozitivna z vidika terapije in nakazuje nato, da preiskovana spojina PgE:-OH

ne vpliva na zmanj$anje koli¢ine receptorja EP4.

Po opravljenih testiranjih in vitro lahko PgE:1-OH ozna¢imo za obetavno spojino. Nizka
povprecna vrednost ECso; 12,31 uM (24 h po izpostavitvi) ter 7,67 uM (48 h po izpostavitvi)
se je skladala s predhodnimi raziskavami. PgE:-OH je izkazal dobro delovanje tako pri
celicah moskih darovalcev in tistih s slabSo prognozo (starejsi od 60 let), prav tako pa je
ucinkovitejsi pri prevladujoci skupini bolnikov, to je pri nosilcih mutiranega tipa alela A
(rs449256). Nasi podatki predstavljajo izto¢nice, s pomoc¢jo katerih bi lahko z izbiro najbolj
optimalne podskupine bolnikov uravnavali tveganje za dosego maksimalnih uc¢inkov

terapije.

Vsekakor predstavljajo zbrani podatki zanimivo osnovo za iskanje povezav s klini¢nimi
znacCilnostmi bolnikov in raziskave serije primerov. V prihodnje bi bilo smiselno ustvariti
celi¢no linijo KLL in na njej podrobneje raziskati proteinski nivo izrazanja NF-kB, cAMP,
CREB, c-Myc in ostalih, ki so del signalnih poti BCR in receptorja EP4.

Podatki o pojavnosti izbranih polimorfizmov so prvi tovrstni pri KLL, v prihodnosti bi bilo
smiselno razsiriti nabor vzorcev oziroma primerjati ugotovitve na tujih kohortah. Kmalu bo

navedene in vitro in in silico hipoteze potrebno potrditi tudi na modelnih Zivalih in vivo.

Izjemna heterogenost KLL je bila potrjena tudi po nasih eksperimentih, status quo zlate dobe
novih tehnologij pa obeta, da bomo v prihodnosti z detektiranjem bolnikovega edinstvenega
genskega »finger printa« in sledeCe optimizacije terapije uspeli premagati marsikatero

maligno obolenje.
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7. PRILOGE

Priloga 1: ECsg vrednosti KLL celic 24 h in 48 h po izpostavitvi PgE:-OH

St. vzorca ECso 24 h ECs0 48 h analiza | $t. vzorca ECs0 24 h ECs048 h analiza
(M) (M) _ (nM) (nM) _
12 ND 11,92 TS, KN 114 9,34 9,26 TS, KN
13 29,73 ND TS, KN 115 11,82 5,49 TS, KN
14 6,50 0,36 TS, KN 116 16,45 14,46 TS, KN
17 23,41 13,09 TS, KN 117 12,05 1,39 TS, KN
24 21,82 14,52 TS, KN 118 10,09 0,47 TS, KN
25 11,89 6,71 TS, KN 119 32,85 9,05 TS, KN
32 11,83 1,54 TS, KN 120 10,40 8,20 TS, KN
34 0,97 7,68 TS, KN 123 14,13 ND TS, KN
36 25,81 10,28 MV 188 9,47 10,35 TS, KN
37 12,45 6,20 MV 125 15,71 7,36 TS, KN
38 25,73 11,33 MV 126 11,90 ND TS, KN
39 10,91 4,52 MV 127 4,16 ND TS, KN
41 14,79 4,88 MV 128 6,65 5,46 TS, KN
47 5,51 0,16 MV 129 7,27 5,89 TS, KN
48 30,07 1,21 MV 130 6,93 5,24 TS, KN
50 18,28 0,72 MV 131 10,02 ND TS, KN
51 46,19 12,18 MV 134 12,27 13,27 TS, KN
52 47,62 24,44 MV 135 21,35 16,96 TS, KN
53 51,44 33,04 MV 136 5,49 ND TS, KN
54 55,07 44,80 MV 137 11,04 9,82 TS, KN
58 3,76 1,38 MV 138 13,22 37,90 TS, KN
61 9,59 6,49 MV 139 10,05 ND TS, KN
63 10,64 8,45 MV 140 16,62 13,88 TS, KN
64 7,41 4,63 MV 141 17,03 5,88 TS, KN
65 19,67 11,87 MV 143 9,39 6,62 TS, KN
66 7,68 3,60 MV 144 14,11 24,54 TS, KN
68 15,91 10,05 MV 145 18,11 11,51 TS, KN
69 12,64 6,00 MV 146 16,73 7,23 TS, KN
71 13,99 8,10 MV 147 8,80 9,05 TS, KN
72 9,58 3,13 MV 148 10,63 6,01 TS, KN

viii




73 9,61 5,77 MV 150 12,24 7,65 TS, KN
74 34,59 12,43 MV 152 7,85 6,69 TS, KN
76 11,16 6,82 MV 158 12,03 6,99 TS, KN
77 53,88 27,22 MV 159 11,36 7,35 TS, KN
78 8,22 5,95 MV 160 8,58 6,40 TS, KN
80 9,47 7,56 MV 161 18,17 8,10 TS, KN
81 12,43 8,12 MV 163 13,43 1,96 TS, KN
82 8,58 5,92 MV 166 14,03 6,89 TS, KN
83 5,83 5,47 MV 167 6,52 ND TS, KN
84 10,90 1,76 MV 168 11,24 ND TS, KN
85 6,29 5,08 MV 169 9,32 5,87 TS, KN
87 29,57 11,86 MV 170 5,38 ND TS, KN
88 7,81 2,93 MV 171 6,81 5,28 TS, KN
93 32,67 10,38 MV 172 7,23 5,20 TS, KN
94 7,80 6,03 MV 173 6,84 4,44 TS, KN
95 7,40 5,72 MV 174 7,55 3,57 TS, KN
96 8,02 5,75 MV 175 19,31 4,92 TS, KN
97 7,94 6,24 MV 176 11,23 5,86 TS, KN
98 10,23 5,68 MV 177 7,92 ND TS, KN
99 26,53 11,40 MV 181 26,34 5,60 TS, KN
100 8,69 5,06 MV 182 10,91 4,62 TS, KN
101 7,83 2,21 MV 183 9,67 6,64 TS, KN
103 6,48 6,00 MV 184 6,00 4,96 TS, KN
104 14,33 7,27 MV 186 11,51 1,85 TS, KN
105 45,25 15,19 MV 187 9,65 ND TS, KN
107 11,70 7,67 MV 189 11,53 7,04 TS, KN
108 12,04 7,56 MV 190 14,28 6,75 TS, KN
109 8,43 6,22 MV 192 11,67 5,65 TS, KN
110 331 0,00 TS, KN 193 8,69 0,02 TS, KN
111 11,18 0,48 TS, KN 194 8,35 6,58 TS, KN
112 11,37 6,77 TS, KN 196 9,08 5,15 TS, KN
113 34,98 12,21 TS, KN

MV - Masa Vidmar (58), TS, KN - Tjasa Stolfa (85), Katarina Nemec.




Priloga 2: Preglednica sprememb ekspresije gena Ptger4 in ECso vrednosti spojine

PgE1-OH bolnikov, ki so se ponovili
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Priloga 3: Grafi ECso vrednosti po 24 h
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Priloga 4: Podatki bolnikov z dolo¢enimi vrednostmi ECso za PgE1-OH, podatki o
polimorfizmih rs4495224 in rs7720838 ter normirana ekspresija gena Ptger4

olx | = S 18| & 8 x |o|lg| & |8 |lg | s
RI5|2| 8| & 218 & RI15|2| & | & |FIE| &
> Ll G | & | &8 > Ll o | o | 2]2
2 | M |8 | ND ND | CC | GG | ND 107 | 2z | 71| 11,70 | 767 [ AA| TT | ND
3 | M| 72| ND ND | AC | GT | ND 5h | Z | 66| 1204 | 756 | AA | TT | ND
4a | Z | 59 | ND ND | AC | GT | ND 109a | M | 80 | 843 | 6,22 | AA | GT | ND
5a | Z | 62 | ND ND | AA | TT | ND 110a | M | 64 | 331 | 0,00 | AC | GT | 0,88
6a | Z | 69 | ND ND | AC | GT | ND 111 | M | 86 | 11,18 | 0,48 | AA | GT | 1,74
7 Z | 61| ND ND | AA | TT | ND 112 | 2 | 77 | 1137 | 6,77 | AA | TT | 2,03
12 | M| 75| ND | 1192 | AC | GT | ND 113 | M | 59 | 3498 | 12,21 | AA | TT | 2,00
13 | Z | 60| 2973 | ND | €CC | GG | 057 114 | M | 65| 934 | 926 | AA | GT | 2,23
4a | M | 74| 650 | 0,36 | AC | GT | ND 115 | M | 68 | 11,82 | 549 | AA | TT | 2,98
15 | M | 80 | ND ND | AC | GT | 2,07 116 | Z | 66 | 16,45 | 14,46 | AA | TT | 0,76
16 | M | 55 | ND ND | AA | GT | 1,95 117 | M | 58 | 12,05 | 1,39 | AC | GT | 1,90
17 | Z | 85 | 2341 | 1309 | AA | TT | 0,70 118a | M | 63 | 10,09 | 0,47 | AA | GT | ND
18a | Z | 58 | ND ND | CC | GT | 1,22 119 | 2z | 74| 3285 | 905 [ AA | TT | ND
19a | M | 58 | ND ND | AC | GT | 0,00 120a | M | 81 | 10,40 | 820 | AA | TT | ND
20 | M | 75| ND ND | ND | ND | 143 121a | Z | 73| ND ND | AC | GT | 0,63
21 | M | 72| ND ND | ND | ND | 2,01 14b | M | 77| ND ND | AC | GT | 1,90
22a | 7 | 69 | ND ND | AA | GG | 1,38 123 | Z | 81| 1413 | ND | AC | TT | 0,33
23a | M | 52| ND ND | AA | GT | 0,62 124a | Z | 74 | 9,47 | 1035 | AA | TT | 0,35
24 | M | 75 | 21,82 | 1452 [ ND | ND | 0,12 125a | 2 | 76 | 1571 | 7,36 | AC | GT | 0,08
25 | 2z |76 | 1189 | 6,71 | €CC | GG | 0,95 126 | Z | 66| 1190 | ND [ AA | GG | ND
26a | M | 60 | ND ND | CC |GG | 1,18 127 | 2 | 75| 4,16 ND | AC | GT | ND
30 | Z | 67| ND ND | AC | GG | ND 128 | Z | 67| 665 | 546 | AC | GG | 0,39
31 | Z | 63| ND ND | AC | GT | ND 129 | Z | 51| 727 | 589 [ AC | GT | 1,03
32a | M | 53| 1183 | 154 | AC | GG | 1,16 130 | M | 85| 693 | 524 | AC | GT | 0,08
33 | M |8 | ND ND | AA | TT | ND 131 | Z | 66| 1002 | ND [AA | TT | ND
34 | 2 | 49| 097 | 768 | AC | GT | 1,16 64b | Z | 61 | ND ND | AC | GT | 0,50
3 | Z | 75| ND ND | AC | GT | ND 133a | M | 51 | ND ND [ CC | GT | ND
3 | M| 76 | 2581 | 10,28 | AA | TT | 1,13 134 | M | 72 | 1227 | 13,27 | AC | GG | 0,99
22b | Z | 69 | 1245 | 6,20 | AA | GG | 0,47 135 | M | 46 | 21,35 | 16,96 | CC | GG | 1,11
38 | M | 75| 2573 | 11,33 [ AA | TT | 0,91 67b | Z | 67 | 5,49 ND | AC | GT | ND
39 | Z | 56| 1091 | 452 [ €C | GG | 0,73 137 | Z | 63| 11,04 | 9,82 | AA | TT | 0,92
40 | Z | 63| ND ND | AA | GT | ND 138 | Z | 78 | 13,22 | 37,90 | AC | GT | ND
41 | Z | 48| 1479 | 488 [ AA | TT | 0,96 139 | M | 62 | 1005 | ND [ AC | TT | ND
42 | M | 5 | ND ND | AC | GT | 2,72 140 | M | 61 | 16,62 | 13,88 | AC | GG | ND
43 | M | 42 | ND ND | AC | GG | 3,78 141 | 7z | 80 | 17,03 | 588 | CC | GG | 1,13
32b | M | 53 | ND ND | AC | GG | 3,57 142 | Z | 64| ND ND |[AC | GG | ND
45 | M | 77 | ND ND | CC | GG | 0,72 26b | M | 63| 939 | 662 | CC | GG | 0,63
46 | Z | 79 | ND ND | AC | GT | 1,41 144 | M | 66 | 14,11 | 2454 | CC | GT | ND
47 | M | 75| 551 | 0,16 | CC | GG | 4,99 145 | Z | 82| 1811 | 1151 [ CC | TT | ND
48a | Z | 80| 30,07 | 121 | AC | GT | 1,29 146 | M | 72| 16,73 | 7,23 | CC | GT | 0,32
49 | Z | 79| ND ND | CC | GG | ND 147 | M | 65| 880 | 9,05 | AA | GT | 1,50
50a | M | 75 | 1828 | 0,72 | AC | GT | ND 148 | M | 67 | 1063 | 6,00 | CC | TT | 3,25
5la | Z | 56 | 46,19 | 12,18 | AC | GG | ND 18c | Z | 61 | ND ND | CC | GT | ND
52 | M | 60 | 47,62 | 24,44 | CC | GG | ND 150 | 2 |56 | 1224 | 765 | AA | TT | 4,86
53 | Z | 73 | 51,44 | 33,04 [ AC | TT | 0,29 151 | Z | 50 | ND ND [AC | TT | ND
54 | 7 | 81 | 55,07 | 44,80 [ AA | TT | 043 152 | M | 79| 7,85 | 6,69 | AA | TT | 2,29
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56 | Z | 76 | ND ND | AC | GT | ND 120b | M | 82 | ND ND [AA | TT | 0,71
57a | M | 76 | ND ND | AA | TT | ND 121b | Z | 74 | ND ND |[AC | GT | ND
58 | M | 75| 376 | 138 [ AC | GT | ND 109b | M | 80 | ND ND | AA | GT | 4,84
50 | M | 72| ND ND | AC | GT | ND 50b | M | 75| ND ND | AC | GT | 142
60a | M | 65| ND ND | AA | GG | ND 79 | M | 58 | ND ND | AC | GT | 1,54
61 | M | 55| 959 | 649 [AA | GT | 1,19 158 | Z | 72| 1203 | 6,99 | AA | TT | 0,97
62 | Z | 71| ND ND | AC | GG | 0,70 159 | 2z | 75| 1136 | 7,35 | AC | TT | 0,22
63 | M | 64 | 1064 | 845 [ AC | GT | 0,80 160 | M | 63 | 858 | 6,40 | AC | GT | 1,38
64a | Z | 61| 7,41 | 463 | AC | GT | 0,11 51b | Z | 56 | 18,17 | 8,10 | AC | GG | 0,22
23b | M | 55 | 19,67 | 11,87 | AA | GT | 1,81 124b | Z | 74 | ND ND [AA | TT | 0,70
66 | Z | 71| 768 | 360 [ AA | TT | ND 79c | M | 58| 1343 | 1,9 [ AC | GT | ND
67a | Z | 67 | ND ND | AC | GT | ND 76b | Z | 77 | ND ND | AC | GT | 2,27
68 | Z | 57 | 1591 | 10,05 [ AC | GT | ND 133b | M | 51 | ND ND | CC | GT | 3,07
69 | M | 72 | 12,64 | 6,00 | AC | GT | 0,84 57b | M | 76 | 14,03 | 689 | AA | TT | ND
70 | M | 64 | ND ND | AC | GT | ND 167 | Z | 47 | 6,52 ND | AC | GT | 1,05
71 | M | 65| 1399 | 8,10 [ CC | GT | ND 168a | M | 73 | 1124 | ND | AA | TT | 3,32
72 | M| 79| 958 | 313 [ AA| TT | ND 169 | M | 49 | 9,32 | 587 | AA | TT | 3,02
73a | M | 63 | 961 | 577 | AC | GT | 1,77 170 | M | 67 | 5,38 ND |[AA | TT | 1,22
18b | Z | 61 | 3459 | 1243 | €C | GT | 0,78 171 | 2z | 78| 681 | 528 | AA | GT | 0,72
19b | M | 61| ND ND | AC | GT | ND 172 | 2z | 77| 7,23 | 520 | AC | GT | 0,80
76a | Z | 77 | 11,16 | 6,82 | AC | GT | ND 6b Z | 73| 6,84 | 444 [ AC | GT | 1,95
77 | M | 68 | 53,88 | 27,22 [ AA | GT | 0,99 174 | M | 72| 755 | 357 | AC | GT | 0,54
78 | M | 61| 822 | 595 [AA | TT | ND 175 | Z | 61| 1931 | 4,92 | AC | GT | 0,97
79a | M | 58 | ND ND | AC | GT | ND 176 | 2z | 72 | 1123 | 586 | AC | GT | 3,53
80 | M | 81| 947 | 756 [ CC | GG | 0,95 60b | M | 65 | 7,92 ND | AA | GG | 8,38
81 | Z | 80 | 12,43 | 812 [ AA | GT | ND 110b | M | 64 | ND ND | AC | GT | 1,17
82 | M | 64| 858 | 592 | AC | TT | 1,17 125b | Z | 76 | ND ND | AC | GT | 0,19
83 | Z | 84| 583 | 547 [AA | TT | 1,12 73b | M | 63 | ND ND | AC | GT | 1,61
8 | M | 61| 109 | 1,76 [ AA | GT | 0,80 181 | M | 52| 2634 | 560 | CC | GG | 1,68
85 | Z |70 | 629 | 508 | AC | GT | ND 182 | M | 52 | 1091 | 462 | AC | GT | 2,66
4h | Z | 63| ND ND | AC | GT | ND 183 | Z | 67| 967 | 664 | AC | GG | ND
87 | M | 73 | 2957 | 11,86 [ AC | GT | 0,59 184 | M | 79| 6,00 | 49 | CC | GG | 1,60
88 | M [ 63| 7,81 | 293 [ AA | TT | ND 48b | Z | 80 | ND ND | AC | GT | 3,64
89 | M | 68 | ND ND | AA | TT | ND 186 | M | 87 | 1151 | 1,85 | AC | GT | 0,74
90 | Z | 87 | ND ND | AA | TT | 0,74 187 | M | 62 | 9,65 ND |[AC | GT | ND
91 | M | 73| ND ND | AC | GT | 0,66 124c | Z | 74| ND ND | AA | TT | 1,30
92 | Z | 69 | ND ND | AC | GT | ND 189 | M | 83 | 1153 | 7,04 | AA | TT | 0,76
55b | M | 70 | 32,67 | 10,38 | AC | TT | ND 190 | M | 71| 1428 | 6,75 | AC | GT | 043
94 | M | 75| 7,80 | 6,03 | AA | TT | 0,50 191 | M | 8 | ND ND | AC | GG | 1,04
95 | M | 91| 740 | 572 [ AA | TT | 0,66 192 | Z | 82| 1167 | 565 | CC | GT | 0,57
9 | M | 57| 802 | 575 [ AC | GT | 0,36 193 | M | 72| 869 | 0,02 | AC | GG | 1,57
97 | M | 64| 794 | 624 | AC | GT | 054 194 | M | 84| 835 | 658 | AA | GT | 2,84
98 | M | 55 | 10,23 | 568 [ AC | GT | ND 118b | M | 63 | ND ND | AA | GT | 2,24
99 | M | 76 | 26,53 | 11,40 [ AC | GG | 2,02 196 | M | 75| 9,08 | 515 [ AA| TT | ND
100 | Z | 65| 869 | 506 | AA | TT | 243 197 | M | 67 | ND ND | AA | GT | 6,46
101 | M | 67| 7,83 | 221 [ AC | GT | 2,99 198 | Z | 64| ND ND [ AA | TT | 8,94
102 | M | 68 | ND ND | AA | GT | ND 18d | Z | 61| ND ND | CC | GT | 713
103 | M | 66 | 6,48 | 6,00 | AA| TT | ND 14¢c | M | 77 | ND ND | AC | GT | 2,14
104 | M | 74 | 1433 | 7,27 | AA| TT | ND 133c | M | 51 | ND ND [ CC | GT | ND
105 | Z | 79 | 4525 | 1519 | AC | GT | ND 168b | M | 74 | ND ND |[AA | TT | 526
106 | M | 77 | ND ND | AC | GT | ND 203 | M | 72| ND ND | AC | GT | 546

XiX




