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Ugotavljanje genskih sprememb pri raku zelodca*
Identification of genes alterations in stomach cancer*

Andreja Gojkovi¢**, Mojca GroSelj***

Kljuéne besede

Zelodec novotvorbe — genetika
adenokarcinom — genetika
polimerazna verizna reakcija
mikrosatelitska zaporedja

lzvleéek. Zlezni rak (adenokarcinom) Zelodca je
pogosto maligno obolenje v Sloveniji. Po Laure-
novi razvrstitvi ga delimo na intestinalno, dobro
diferencirano, in difuzno, slabo diferencirano
obliko. Poti nastanka obeh oblik naj bi se razli-
kovali po znacilnem zaporedju genetskih spre-
memb. V nasi raziskavi smo Zeleli na izbranem
vzorcu intestinalne in difuzne oblike adenokar-
cinomov Zelodca ugotoviti izgubo alela nekate-
rih zaviralnih genov (APC, p53, Rb, nm23 in
DCC) in ugotoviti morebitno razliko med obema
oblikama. Hkrati smo Zeleli uvesti novo, najso-
dobnej$o metodo preiskovanja izgube alelov.
Proucevali smo vzorce tumorskega in zdravega
tkiva Zelodca, odvzete sedemnajstim naklju¢no
izbranim bolnikom z rakom Zelodca, operiranim
v letu 1997. Za pomnozevanje mikrosatelitnih za-
poredij zaviralnih genov smo uporabili verizno
reakcijo s polimerazo. Dobljene PCR-pridelke
smo analizirali po nacelu kapilarne elektrofo-
reze s pomocjo avtomatskega genskega anali-
zatorja. Za gen APC smo ugotovili izgubo
heterozigotnostiv 17 %, za gen p53v 50 % in za
gen DCC v 100 % primerov. Pri genih Rb in
nm23 nismo ugotovili izgube heterozigotnosti.
Ugotovili smo razliko v pojavljanju genskih spre-
memb pri intestinalni in difuzni obliki. Nasa ra-
ziskava je dala osnove za nadaljnje iskanje
najugodnejsih pogojev za izvedbo obseznejse
multipleks verizne reakcije s polimerazo in za nje-
no uporabo pri preiskavi $e neraziskanih ge-
nov.
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Abstract. Stomach cancer (gastric adeno-
cacinoma) is a common malignant disease in
Slovenia. The Lauren's classification distin-
guishes between a well differentiated intestinal
type and a poorly differentiated diffuse type of the
disease, which differ in their development and the
characteristic sequence of genetic changes. The
purpose of this first study done on a selected
sample of Slovene patients was to investigate the
allele loss of several tumor suppressor genes
(APC, p53, Rb, nm23 and DCC) and thus dis-
tinguish between the intestinal and diffuse type
of gastric adenocarcinoma in the Slovene pop-
ulation. Another aim of this work was to introduce
the newest method for investigating the allele loss.
Seventeen randomly selected frozen samples of
adenocarcinomas and adjacent normal tissues
were obtained from 17 patients treated by surgery
in 1997. The polymerase chain reaction was
used for multiplying microsatellite sequences of
the tumor suppressor genes. The obtained PCR
products were analysed with the capillary elec-
trophoresis in the automatic gene analyser. Loss
of heterozigosity was found in 17% of samples
for APC, in 50% for p53, and in 100% for DCC.
There was no loss of heterozigosity for Rb and
nm23. Dfferences in genetic alterations between
the intestinal and diffuse type of adenocarcino-
ma in the Slovene population were identified. The
results represent a good starting point for the mul-
tiplex polymerase chain reaction using a larger
set of genetic markers, and for its application in
the research of some other, not yet investigated
tumor suppressor and mismatch repair genes.

*Objavljeno je skrajsano delo, ki je bilo nagrajeno s PreSernovim priznanjem za Studente v letu 1998.
**Andreja Gojkovi¢, tud. med., Institut za biokemijo, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana.
***Mojca Groselj, Stud. med., Institut za biokemijo, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana.
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Uvod

Razsirjenost raka zelodca

Rak Zelodca je v Sloveniji pogosto maligno obolenje. Po podatkih Registra raka za le-
to 1995 zavzema Cetrto mesto pri moskih (8 % vseh rakov 0z. 310 novih primerov na
leto) in peto mesto pri zenskah (6 % vseh rakov oz. 222 novih primerov na leto) (7). Ce-
prav incidenca raka zelodca v Sloveniji zadnja desetletja upada (upadanje incidence se
zadnja leta umirja), je v primerjavi z razvitimi evropskimi drzavami $e vedno visoka. V evrop-
skih drzavah je delez raka zelodca pri moskih 3,5-18,4 % vseh rakov ter pri zenskah
2,3-15,3 % vseh rakov (2). Rak zelodca ostaja pogost v drzavah vzhodne Evrope, sred-
nje Amerike in na Japonskem; najnizjo incidenco pa beleZijo v Svici in Franciji ter na
Danskem (3).

Izvor raka zelodca

Prehrana ima pomembno vlogo pri nastanku raka Zelodca. Razvoj raka pospesSujejo ni-
trati in nitriti v hrani in vodi, prevelika poraba soli, prekajeno meso ter vlozena zelenja-
va. Sveza zelenjava in sadje, ki vsebuje veliko vitamina C, pa njegov razvoj zavirata (4).

Vedje tveganje za razvoj obolenja predstavljajo tudi nekateri genetski dejavniki (krvna
skupina A, pojav bolezni pri bliznjih sorodnikih) (4, 5).

Ugotovljeno je pogostejSe pojavljanje raka zelodca pri kroni¢nem atrofiénem gastritisu,
perniciozni anemiji in zelod¢ni polipozi (4, 6). V novejSem ¢asu povezujejo rak zelodca
z okuzbo z bakterijo Helicobacter pylori (7).

Razvrstitev raka Zelodca

Zlezni rak (adenokarcinom) predstavlja 95 % primerov raka Zelodca, ostali maligni tu-
morji so redki (4, 7). Lo¢imo zgodniji rak (bolezen je omejena na sluznico in podsluzni-
co) in napredovali rak zelodca (vras€a skozi podsluznico v miSi¢no plast ali globlje) (8).

Makroskopsko delimo rak zelodca po Borrmannovi razvrstitvi v Stiri tipe: tip 1 — polipoid-
ni tumor, tip 2 — razuljeseni neinfiltrativni tumor, tip 3 — razuljeseni infiltrativni tumor, tip 4 —
difuzno infiltrativni tumor in neopredeljeni tumor (8).

Patohistolosko razvr§¢amo rak Zelodca po razliénih razvrstitvah (8—10). V Evropi in tu-
di pri nas se je najbolj uveljavila Laurenova razvrstitev (1965), ki deli rak Zzelodca glede
na nacin rasti in invazivnost na intestinalno, difuzno in me$ano obliko, kadar procesa
ne moremo uvrstiti v nobeno od skupin (9, 17). Pri intestinalni, bolje diferencirani obli-
ki, pride predhodno do metaplazije Zelod¢ne sluznice v ¢revesno sluznico. Difuzna, slab-
Se diferencirana oblika, pa naj bi nastala neposredno iz celic zelodéne sluznice (4). Mingova
histoloska razvrstitev deli rak zelodca na ekspanzivno, infiltrativno ter meSano obliko (72).

RazSirjenost bolezni oznadujemo po TNM-razvrstitvi s stadijem (I-1V). T oznacuje glo-
bino vras¢anja tumorja (T~T,), N prizadetost bezgavk (N,—N,) in M oddaljene zasev-
ke (M;~M,) (9).
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Splosno o kancerogenezi

Kancerogeneza je vecstopenijski proces, ki nastane zaradi sprememb celi¢nega genoma.
Vodi v nebrzdano razmnozevanie celic (slika 1). Raziskave v molekulski genetiki so odkri-
le, da genske poskodbe prizadenejo dva razreda genov, ki so pomembni za kancero-
genezo: protoonkogene in antionkogene oz. zaviralne (tumorsko supresorske) gene (13).

PRIDOBLJENI DEJAVNIKI GENETSKI DEJAVNIKI
* kemicni (anorganske in organske snovi)
« fizikalni (neionizirajoce in iozinirajoce sevanje) * podedovane mutacije
* bioloski (virusi)

pY v

MUTACIJE V GENOMU
TELESNE CELICE

4 N

INAKTIVACIJA ZAVIRALNIH
GENOV

AKTIVACIJA ONKOGENOV

N 4

IZRAZANJE SPREMENJENIH GENSKIH PRODUKTOV
IN IZGUBA PRODUKTOV REGULATORNIH GENOV

Razmnozevanje celic enega klona

Progresija tumorja (nove mutacije)

Heterogenost (nastanek ve¢ klonov celic)

Slika 1. Mehanizem nastanka raka.

Protoonkogeni so sestavni del celiénega genoma ter pospesujejo celi¢no rast in dife-
renciacijo. Njihovi produkti so rastni dejavniki, receptorji za rastne dejavnike, beljakovi-
ne, ki prenasajo signale, in dejavniki prepisovanja DNA (74). Genska poskodba povzrodi
spremembo protoonkogena v onkogen, kar povzroci ali pretirano izrazanje gena (pre-
ve¢ sicer normalne beljakovine v celici) ali pa biosintezo nenormalne, preve¢ aktivhe
beljakovine. To je eden od pogojev za maligno preobrazbo celice. Onkogeni se izraza-
jo dominantno, zato je za spremembo protoonkogena v onkogen dovolj mutacija le ene-
ga alela (slika 2) (15).

Zaviralni geni, nasprotno od onkogenov, zavirajo celi¢no rast in diferenciacijo. Njihovi
produkti delujejo na povrsini celice, uravnavajo prenos signalov rastnih dejavnikov in urav-
navajo prepisovanje DNA (74). Zaviralni geni se izrazajo recesivno, zato je za izgubo
njihove aktivnosti potrebna mutacija obeh alelov (slika 2) (15).
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Slika 2. Razlika v izraZanju mutacij zaviralnih genov in protoonkogenov. Vsak gen je v cloveSkem genomu
navzoc v dveh kopijah (na ocetovem in materinem kromosomu homolognega kromosomskega para). A: za
inaktivacijo zaviralnega gena sta potrebni dve genski poSkodbi — podedovano ali pridobljeno mutacijo v za-
viralnem genu razkrije Sele mutacija, pridobljena na njegovem drugem alelu (recesivnost zaviralnih genov).
B: za aktivacijo dominantnega onkogena je dovolj Ze ena poskodba (dominantnost onkogenov).

Za maligno preobrazbo celice ni dovolj nastanek le enega onkogena, temvec je potreb-
na aktivacija ve¢ protoonkogenov in izguba aktivnosti ve¢ zaviralnih genov (13, 14).

Kancerogeneza pri raku zelodca

Correa je postavil hipotezo, da nastane rak zelodca preko ve¢ vmesnih stopenj (16). Pr-
va sprememba normalne Zelodéne sluznice naj bi bila povrsinski gastritis, ki napredu-
je v kroni¢ni atrofiéni gastritis, intestinalno metaplazijo, displazijo in kon¢no preide
v intestinalno obliko raka Zelodca. Ves ta proces se odvija vec let pod vplivom zunanjih
in notranjih dejavnikov, ki povzro¢ajo genetske spremembe (17).

Pri razvoju raka Zelodca nastajajo Stevilne genetske spremembe (18):

* genetska nestabilnost,

e ponovna aktivacija telomeraze v zgodnjih fazah,

e inaktivacija nekaterih zaviralnih genov in genov za celi¢ne adhezine,
 aktivacija nekaterih onkogenov in

* povecéano izrazanje rastnih dejavnikov ali citokinov pri napredovanju bolezni.



GOJKOVIC A, GROSELJ M: UGOTAVLJANJE GENSKIH SPREMEMB PRI RAKU ZELODCA

Genetska nestabilnost

Z izrazom genetska nestabilnost oznacujemo somatske mutacije mikrosatelitnih zapo-
redij (mikrosatelitna nestabilnost), ki nastanejo zaradi napak pri podvajanju DNA (18).
Mikrosatelite, poleg minisatelitov in satelitov, uvr§¢amo v visoko ponavljajo¢o se DNA,
ki ima obliko kratkih nukleotidnih zaporedij in se v genomu ponavlja v $tevilnih identi¢-
nih ali sorodnih kopijah. Mikrosateliti so po genomu naklju¢no razporejeni in jih najde-
mo povprecno na vsakih 6 kilobaznih parov. Dolzina njihovega osnovnega motiva je od
2 do 6 baznih parov, Stevilo ponovitev pa je manjSe od sto. Polimorfne mikrosatelite ime-
nujemo male tandemske ponovitve ali STR (okr. angl. short tandem repeat) lokusi. Po-
limorfizem temelji na razli¢icah v Stevilu ponovitev osnovnega motiva, posledica pa je
visoka variabilnost v dolzinah posameznih alelov, zato govorimo o dolzinskem polimor-
fizmu. Cim bolj je lokus polimorfen, vecja je njegova informativnost (79).

Ponovna aktivacija telomeraze

Telomeraza je ribonukleoproteinski encim, ki sintetizira telomerno DNA v zarodnih
tkivih in nesmrtnih tumorskih celicah, v normalnih somatskih celicah pa je neaktivna.

Ugotovljeno je, da v celicah raka Zelodca prvotno pride do skraj$anja telomere, kar vodi
v kromosomsko nestabilnost. Kasneje pride do ponovne aktivacije telomeraze, kar sta-
bilizira telomere in prispeva k celi¢ni nesmrtnosti (18).

Onkogeni

V razvoj in napredovanje raka zelodca je vpletenih mnogo onkogenov. Najpogosteje se
pri raku Zelodca pojavlja gen c-met, ki zapisuje receptor za rastni dejavnik jetrnih celic
oz. HGF (okr. angl. hepatocyte growth factor) in je pri ostalih tumorjih prebavil redek (20).
Ostali vpleteni geni, ki se Se pojavljajo, so K-sam (zapisuje receptor, ki pripada druzini
receptorjev za rastni dejavnik fibroblastov oz. FGF (okr. angl fibroblast growth factor),
c-erbB2 (zapisuje povrsinski receptor za epidermalni rastni dejavnik oz. EGF (okr. angl.
epidermal growth factor), K-ras (zapisuje GTP-vezoco beljakovino) (18, 21).

Zaviralni (tumorsko supresorski) geni

Alela zaviralnih genov lahko vsebujeta enako Stevilo baznih parov (homozigotnost) ali
pa se njuna dolzina razlikuje (heterozigotnost). Dolzina posameznega alela je namre¢
odvisna od vsebnosti visoko ponavljajoce se DNA. Prva stopnja v izgubi aktivnosti za-
viralnih genov je mutacija enega alela, ki je lahko dedna ali pa nastane spontano. Da
se mutacija izrazi, je potrebna izguba drugega normalnega alela. Ta pojav imenujemo
izguba heterozigotnosti (angl. loss of heterozigosity, LOH). Vzrok za izgubo drugega
alela je lahko izguba kromosoma ali pa kromosomska delecija (13).

V dosedanijih raziskavah so ugotovili povezanost z rakom zelodca za naslednje zaviralne gene:

* p53(gen, ki zapisuje 53 kilodaltonov veliko beljakovino, vklju€eno v uravnavanije celi-
¢nega cikla) (18, 22),

* APC (okr. angl. adenomatous polyposis coli) (18, 23),

e DCC (okr. angl. deleted in colorectal carcinomas) (18) in

* nm23 (gen, ki zapisuje nukleotidno difosfatno kinazo) (18, 24).
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Pri intestinalni in difuzni obliki raka zelodca pride najpogosteje do izgube alela ali mu-
tacije gena p53 (22). Izguba heterozigotnosti ali mutacija genov APC ter DCC je znacil-
na za intestinalno, dobro diferencirano obliko raka zelodca (17, 22). Pojav zasevkov pri
bolnikh z rakom zelodca povezujejo z zmanj$anim izrazanjem gena nm23 (18, 24).

Dosedanije raziskave kaZejo, da naj bi se poti nastanka intestinalne in difuzne oblike raka
zelodca razlikovali (17, 21, 25). Vsaka oblika naj bi imela svoje znacilno zaporedije genet-
skih spememb. Na zacetku naj bi prislo pri obeh do nastanka genetske nestabilnosti, nato
pa naj bi se pri vsaki obliki vkljucili razli¢ni genski mehanizmi, kot je prikazano na sliki 3 (25).

DIFUZNA OBLIKA INTESTINALNA OBLIKA
(slabo diferencirana) (dobro diferencirana)

NORMALNA CELICA

* &———— genetska nestabilnost

| INTESTINALNA METAPLAZUA |
*(— mutacije genov p53, K-ras, APC

genetska nestabilnost — s

mutacija in izguba gena p53

izrazanje gena c-met E—
izguba heterozigotnosti genov APC in p53

v <€—— izrazanje gena c-met
izguba gena bcl-2
ZGODNJI RAK
izguba kadhezina

prekomerno izrazanje TGF-p ———> &

nenormalno izrazanje CD44
NAPREDOVALI RAK

pomnozitev K-sam, c-met < _ pomnoZzitev c-erbB-2
izguba nm23 - ~ izguba nm23

ZASEVKI

Slika 3. Domnevni genetski poti nastanka dobro in slabo diferencirane oblike raka Zelodca. P53, APC, nm23 —
zaviralni geni; c-met, K-ras, bcl-2, c-erbB2, K-sam — onkogeni; TGF — rasini dejavnik fibroblastov;
CD44 — adhezijska molekula.

spremembe v receptorjih za TGF-
nenormalno izrazanje CD44

Molekulska analiza onkogenov in zaviralnih genov lahko napove potek bolezni, kar je
$e posebej pomembno pri zgodnjih oblikah raka. Zato bi uvajanje dognanj molekulske
genetike v kliniéno prakso olajSalo in izboljSalo prepoznavo raka, izboljSalo napoved po-
teka bolezni in pripomoglo k odkrivanju novih nacinov zdravljenja (18).

Namen naloge

V svetu je do sedaj potekalo ze mnogo raziskav o nastanku raka zelodca, vendar vlo-
ga zaviralnih genov Se ni v celoti raziskana. Kljub visoki pogostnosti raka Zelodca
v Sloveniji raziskav na tem podro¢ju pri nas $e ni bilo.

10
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Zato smo se odlocili, da na izbranem vzorcu adenokarcinomov Zelodca ugotovimo, kateri
geni kazejo vecjo pogostnost sprememb pri sporadi¢nih primerih. Pri tem smo zeleli ugo-
toviti morebitne razlike v genskih spremembah med dobro in slabo diferencirano obliko.

Na izbranem vzorcu dobro diferenciranih adenokarcinomov (intestinalna oblika) in sla-
bo diferenciranih adenokarcinomov (difuzna oblika) smo s pomocjo verizne reakcije s po-
limerazo in avtomatskega genskega analizatorja v izbranih lokusih nekaterih zaviralnih
genov (APC, p53, Rb, nm23, DCC) ugotavljali izgubo alela.

Ob tem smo zeleli uvesti najsodobnej$o metodo preiskovanja izgube genske heterozi-
gotnosti, ki bi bila Ze sama po sebi informativna za onkologa, omogo¢ila pa bi tudi na-
daljnje, poglobljene raziskave zaviralnih in popravljalnih genov pri razli¢nih vrstah raka.

Metode dela
Bolniki

Tabela 1. Klinicne znacilnosti bolnikov in histopatoloski rezultati vzorcev. M — moski spol, 7 — Zenski spol;
L—mesto tumorja v Zelodcu, zg. tretj. — zgornja tretjina Zelodca, sr. tretj. — srednja tretjina Zelodca, sp. tretj. —
spodnja tretjina Zelodca, cel. — celoten Zelodec; B — Borrmannova razvrstitev; Lauren — Laurenova razvrsti-
tev, INT — intestinalna oblika, DIF — difuzna oblika, ME — meSana oblika; Ming — Mingova razvrstitev, EKSP —
ekspanzivna oblika, INF — infiltrativna oblika, ME — meSana oblika; OS — stanje okolne sluznice, PG — po-
vrsinski gastritis, KAG — kronicni atroficni gastritis, IM — intestinalna metaplazija, NP — ni podatka.

Primer st. Starost Spol L B Lauren Ming Stadij os
(leta)

1 62 M sr. tretj. 3 INT ME Il KAG

2 70 z sr.tretj. 3 INT ME 1 PG

3 69 M sp. tretj. 1 ME EKSP Il PG

4 74 z zg.treti. 3 DIF INF mn KAG, IM
5 70 M sr. tretj. 2 INT ME Il KAG, IM
6 65 z cel. 3 DIF INF n KAG

7 69 M cel. 2 INT INF n KAG, IM
8 59 M sr. tretj. 2 INT ME v KAG

9 64 M sr. tretj. 3 ME INF v NP

10 32 M sr. tretj. 2 INT ME n PG

11 67 M zg. tretj. 1 INT ME Il KAG, IM
12 62 M cel. 3 ME INF n KAG, IM
13 62 M sp.tretj. 3 INT EKSP Il PG

14 68 M sr. tretj. 3 ME INF n KAG, IM
15 63 M sp. tretj. 1 INT ME | KAG, IM
16 64 M sp.tretj. 3 ME INF n KAG, IM
17 36 z cel. 4 DIF INF v KAG

V raziskavo je bilo vkljuéenih 17 naklju¢no izbranih bolnikov z rakom Zelodca, ki so bili operi-
rani v letu 1997 v Sloveniji. Vsakemu bolniku je bil odvzet vzorec tumorskega tkiva iz sredis-
¢a tumorja (0,1-1,0 g) ter vzorec zdravega tkiva zelodca (0,1-1,0g). Vzorci tumorskih in
zdravih tkiv so bili histoloSko pregledani in potrjeni na Oddelku za patologijo Onkoloske-
ga instituta v Ljubljani. Zamrznjeni so bili v teko€em dusiku in shranjeni pri temperaturi —70°C.

11
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Raziskovalna naloga je bila izvedena v okviru projekta J1-8762-0381 (Molekularna ge-
netika v biomedicinskih raziskavah, nosilec prof. dr. R. Komel), za katerega je bilo pri-
dobljeno predhodno soglasje RepubliSke komisije za medicinsko etiko. Vsi vzorci so bili
oznaceni s Sifro, tako da je bila zagotovljena tajnost podatkov. Klini¢ne znacilnosti bol-
nikov ter histopatoloske rezultate vzorcev prikazujemo v tabeli 1.

Osamitev DNA
Nacelo

DNA je zelo stabilna molekula, zato jo lahko osamimo iz razli¢nih bioloSkih materialov:
iz krvi, miSic, skeletnega materiala in drugih tkiv. Osamitev poteka iz svezih tkiv, lahko
pa tudi iz primerno skladis¢enih arhivskih tkiv. V naSem primeru je potekala osamitev
DNA iz sveze zamrznjenih tkiv, ki so bila shranjena pri temperaturi —=70°C.

Postopek

Tkivo, zamrznjeno pri —70°C, smo stehtali, dali v terilnico, napolnjeno s teko¢im dusi-
kom, in ga s pestilom strli v prah. Po potrebi smo dolivali teko¢i dusik. Strto tkivo smo
dali v epruvetko Eppendorf, prilili priblizno 0,6 ml pufra K in s plasti¢nim batkom homo-
genizirali. Nato smo dolili pufer K do vrha epruvetke (1,2 mI/100 mg tkiva). Epruvetke smo
v stresalnem inkubatorju stresali 15 ur pri 50°C.

Vsebino epruvetk smo nato razdelili na dva dela. Vsakemu delu smo dodali priblizno
0,6 ml zmesi fenola, kloroforma in izoamilalkohola ter mo¢no pretresli. Vsebino epruvetk
smo centrifugirali 15 minut pri 13.200 obratih na minuto. S pipeto smo previdno odstra-
nili zgornjo, vodno fazo z DNA, in jo prenesli v svezo epruvetko. Nato smo zgoraj opi-
sane postopke fenolne ekstrakcije $e enkrat ponovili. Dobljenemu volumnu vzorca smo
dodali enak volumen zmesi kloroforma in izoamilalkohola ter mo¢no pretresli. Vsebino
epruvetk smo centrifugirali 10 minut pri 13.200 obratih na minuto. S pipeto smo zopet
odstranili zgornjo vodno fazo z DNA in jo prenesli v svezo epruvetko. Enemu volumnu
vzorca smo dodali pol volumna amonijevega acetata ter dva in pol volumna 100 % eta-
nola. Vsebino epruvetk smo rahlo pretresli, da se je DNA izoblikovala v meduzico, in jo
shranili 24 ur pri —20°C.

Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 20 minut pri 13.500 obratih na minuto pri 4°C.
Odlili smo tekocino in na dnu epruvetk je ostala oborina, ki smo ji dodali 1 ml ledenega
75 % etanola. Epruvetko smo pretresli, da je oborina splavala. Vzorce smo ponovno cen-
trifugirali 15 minut pri 13.500 obratih na minuto pri 4°C. Previdno smo odlili teko¢ino in
s pipeto posrkali preostanke teko€ine. Sprano oborino smo osusili v vakuumu. Preostan-
ku (oborjeni in sprani DNA) smo dodali 30 ul dvakrat destilirane vode in ga raztapljali
24 ur pri 4°C. Naslednji dan smo tako pripravljene vzorce raztopin DNA zamrznili
pri —20°C.

Koncentracijo DNA v vzorcih smo izmerili spektrofotometriéno z merjenjem absorbno-
sti svetlobe valovne dolZine 260 nm (A,.). Za doloCitev koncentracije DNA smo upora-
bili podatek, da je pri koncentraciji DNA 1 ug/ml absorbnost svetlobe valovne dolzine

260 nm enaka 1 enoti (A,,, = 1 enota) (26).
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Za dolocitev Cistosti vzorca smo izmerili Se absorbnost pri 280 nm in dolocili razmerje
A,eo/Asgo Ki mora biti med 1,5 in 2,0, sicer navzocnost prevelikih koli¢in primesi (pred-
vsem beljakovin) moti nadaljnje analize.

Elektroforeza na agaroznem gelu

Z elektroforezo na agaroznem gelu smo preverili vsebnost genomske DNA v vzorcih po
koncani osamitvi DNA (0,5 % agarozni gel) in ugotavljali navzo¢nost PCR-pridelkov po
veriznem pomnozevanju DNA (2 % agarozni gel).

Nacelo

Pri elektroforezi potujejo odseki DNA, ki so zaradi fosfodiesterskih vezi negativno na-
biti, z elektriénim tokom po dolo¢enem mediju (nosilcu) od katode proti anodi. Razli¢-
no veliki odseki potujejo z razli¢no hitrostjo in se tako med seboj lo€ujejo po dolzini. Hitrost
potovanja skozi medij je odvisna od koncentracije snovi, iz katere je medij sestavljen,
velikosti in oblike odsekov DNA ter elektri¢ne poljske jakosti. Po dolo¢enem ¢asu bodo
krajSi odseki prepotovali daljSo pot, daljSi odseki pa krajSo. S spreminjanjem koncen-
tracije medija lahko med seboj lo¢imo odseke DNA razli¢nih redov velikosti. Agarozna
elektroforeza omogoca locitev odsekov DNA dolzine od 300 do 10.000 baznih parov (27).

Raztopini agaroznega gela dodamo etidijev bromid (EtBr). EtBr se vrine v strukturo dvoj-
novijaéne molekule DNA in povzroci, da DNA fluorescira ob osvetlitvi z ultravijoli¢no svet-
lobo (UV) valovne dolzine 203 nm.

Postopek

Pripravili smo 2 % ali 0,5 % agarozno raztopino in jo segrevali, dokler ni postala prosoj-
na. Raztopini za 2 % agarozni gel smo dodali 6 ul EtBr, raztopini za 0,5 % agarozni gel
pa 4 ul EtBr. Pripravljeno raztopino smo vlili v plitvo posodo z ze nameS¢enimi glavnic-
ki. Po 20 minutah, ko se je gel strdil, smo odstranili glavni¢ke in posodo namestili v elek-
troforezno kadicko. Elektroforezno kadi¢ko smo napolnili z 1 x TAE-pufrom.

Za elektroforezo genomske DNA smo zmesali 2 ul elektroforetskega barvila BFB (bro-
mofenol modro), 8 ul 1 x TAE-pufra in 2 ul vzorca genomske DNA. Za elektroforezo PCR-pri-
delkov smo zmesali 2l elektroforetskega barvila BFB in 10 ul PCR-pridelkov. Pripravljene
vzorce smo vnesli v Zepke. Elektroforeza genomske DNA je tekla 20 minut pri napeto-
sti 120 voltov, elektroforeza PCR-pridelkov pa 60 minut pri napetosti 70 voltov.

Genomsko DNA in PCR-pridelke smo pogledali in fotografirali pod ultravijoli¢no svetlo-
bo valovne dolzine 203 nm na UV-transiluminatorju.

Verizna reakcija s polimerazo

V nasi raziskavi smo z verizno reakcijo s polimerazo oz. PCR (okr. angl. polymerase
chain reaction) pomnozevali mikrosatelitha zaporedja, ki oznacujejo izbrane gene (APC,
p53, DCC, Rbin nm23) po postopkih, ki so opisani v literaturi (28). Najprej smo na na-
klju€no izbranih vzorcih (Sest parov vzorcev) izvedli PCR enega, izbranega mikrosate-
litnega zaporedja (monoPCR). S tem smo dolo€ili najugodnejSe pogoje za sestavo in
izvedbo multipleks PCR.

13
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Nacelo

Verizna reakcija s polimerazo je metoda, ki nam omogoc¢a pomnozitev specifi¢nih po-
droc¢ij genoma. Po koné&ani reakciji dobimo milijon ali ve¢ kopij pomnozZenega odseka
DNA (29, 30).

PCR temelji na znacilnostih podvajanja molekule DNA. DNA-polimeraza uporablja kot
vzorec za sintezo komplementarnih verig enoverizni DNA, ki ju dobimo s segrevanjem dvo-
verizne DNA na temperaturo 95°C. To fazo imenujemo razdvajanje (angl. denaturation).

Za zacetek sinteze komplementarnih verig potrebuje polimeraza majhen odsek dvove-
rizne DNA. Ta odsek nam priskrbita zaCetna oligonukleotida (angl. primers), dolga prib-
lizno 20 baznih parov, ki se specifi¢no vezeta na komplementarni zaporedji enoveriznih
DNA in dolocita mesto zacetka sinteze komplementarnih verig (faza prileganja). Za prile-
ganje zacetnih oligonukleotidov (angl. primer annealing) je potrebna temperatura med
45 in 75°C, odvisno od njihovega nukleotidnega zaporedja in od pomnozevane DNA.
Na ta nacin usmerimo DNA-polimerazo v sintezo to¢no dolo¢enega, za nas zanimive-
ga podrocja DNA. V reakcijsko zmes dodamo dva razli¢na zac¢etna oligonukleotida, od
katerih je prvi komplementaren odseku ene in drugi odseku druge verige. Izbrana za-
Cetna oligonukleotida pokrivata oz. omejujeta podrocje DNA, ki ga Zelimo pomnoziti.

Sledi faza podaljSevanja (angl. extension), v kateri se novo nastajajoci verigi podaljSu-
jeta v smeri od 5'-konca proti 3'-koncu. Na vsaki novo sintetizirani verigi nastane vezav-
no mesto za vezavo novega zacetnega oligonukleotida. Faza podaljSevanja poteka
najpogosteje pri 72°C (30), ki je najugodnej$a temperatura za delovanje temperaturno
obstojne DNA-polimeraze.

Ker je PCR sestavljen iz 25- do 40-kratnega ponavljanja dolo¢enega temperaturnega cikla,
je konéni rezultat dogajanja eksponentno kopi¢enje znadilnih tarénih odsekov DNA. Za-
radi ponavljanja razdvajanja pri 95°C uporabljamo termostabilni encim, Tag DNA-polimera-
Z0, ki so jo pridobili iz termofilnih bakterij iz islandskih vrelcev vro¢e vode. Po zadnjem ciklu
se celotna encimska reakcija najveckrat ustavi z ohladitvijo reakcijske zmesi na 4°C (30).

Multipleks PCR je metoda, pri kateri hkrati pomnoZzujemo ve¢ odsekov DNA. To dose-
zemo z dodatkom ve¢ razli¢nih parov zacetnih oligonukleotidov v isto epruvetko (28).
Tako dobljene PCR-pridelke lahko kasneje razlikujemo po dolzini.

Postopek
Pripravili smo 25 ul reakcijske zmesi za PCR, ki je vsebovala:

e 16,25 ul dvakrat destilirane vode;

e 1ul vzorca DNA (25-50 ng);

° 2,5ul 2mM dNTP;

* 2,5ul reakcijskega pufra PCR;

* 1,5u25mM MgCl,,

* 0,5ul zaCetnega oligonukleotida a (25 pmol);
¢ 0,5l zaCetnega oligonukleotida b (25 pmol);
¢ 0,25l Tag DNA-polimeraze (0,25 enote).
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Za multipleks PCR smo pripravili 25 ul reakcijske zmesi, ki je vsebovala:

* 8,5ul dvakrat destilirane vode;

° 5ul2mM dNTP;

* 2,5ul reakcijskega pufra PCR;

e 1,5 25mM MgCl,,

e 0,5ul zaCetnega oIigbnukIeotida a in b vsakega od izbranih mikrosatelitov, ki oznacujejo
gene APC, p53 Rbin nm23 (25 pmol);

0,5 ul Tag DNA-polimeraze (0,5 enote).

V vsako epruvetko smo dodali kapljico parafinskega olja, ki je preprecilo izhlapevanje
reakcijske zmesi med reakcijo.

Za negativno kontrolo smo reakcijski zmesi namesto DNA dodali dvakrat destilirano vo-
do. Z epruvetko smo ravnali enako kot z vsemi ostalimi in jo zaprli Sele, ko so bile vse
ostale epruvetke Ze zaprte.

Epruvetke smo vlozili v napravo za PCR (Techne PHC-2) in pognali ustrezni program:

* 1 cikel: 5 minut pri 95°C in 1 minuto pri 55°C;

e 22 ciklov: 30 sekund pri 94°C, 1 minuto pri 55°C in 30 sekund pri 72°C;
e 1 cikel: 10 minut pri 72°C ter

e ohladitev na 4°C.

Zacetne oligonukleotide so nam izdelali in barvno oznagili s fluorokromi pri druzbi Per-
kin EImer. Barvno so nam oznadili le en zacetni oligonukleotid vsakega para. Tako je
bila oznagena le ena veriga DNA, kar nam je olajSalo zaznavo. Oligonukleotidi so bili
barvno oznadeni po postopkih, ki so opisani v literaturi (31, 28).

Tabela 2. Nukleotidna zaporedja, dolZine pridelkov in barvne oznake zacetnih oligonukleotidov. TET — ze-
leno fluorescentno barvilo; 6-FAM — modro fluorescentno barvilo; HEX — rumeno fluorescentno barvilo;
APC, p53, DCC, Rb in nm23 — zaviralni geni; ZO — zacetni oligonukleotidi.

Izbrani Nukleotidno zaporedije Barvna Dolzina pridelka
z0 oznaka (bazni pari)
APC-1a 5'-GTAAGCAGGACAAGATGACAG-3' TET 156-182
APC-1b 5'-GCTATTCTCTCAGGATCTTG-3' neobarvan

P53-2a 5'-AACAGCTCCTTTAATGGCAG-3' 6-FAM 140-175
P53-2b 5'-GAATCCGGGAGGAGGTTG-3' neobarvan

DCC-2a 5'-GATGACATTTTCCCTCTAG-3' HEX 150-210
DCC-2b 5'-GTGGTTATTGCCTTGAAAAG-3' neobarvan

Rb-1a 5'-CTCCTCCCTACTTACTTGT-3' TET 266-306
Rb-1b 5'-AATTAACAAGGTGTGGTGGTACACG-3' neobarvan

Nm23-1a 5'-TTGACCGGGGTAGAGAACTC-3' TET 94-104
Nm23-1b 5'-TCTCAGTACTTCCCGTGACC-3' neobarvan
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Analiza PCR-pridelka s kapilarno elektroforezo
Nacelo

PCR-pridelke smo lo¢evali po nacelu kapilarne elektroforeze z napravo, ki jo imenujemo
avtomatski genski analizator (angl. Genetic Analyser).

Vzorce nanasamo zaporedno in avtomatsko. Odseki DNA potujejo po teko¢em mediju
(polimeru) do optiénega okenca. To je mesto na kapilari, ki prepusca vzpodbujevalno
svetlobo. Zaznava temelji na zacetnih oligonukleotidih, ki so oznaceni s fluorescentni-
mi barvili (fluorokromi, npr. HEX, 6-FAM, TAMRA in TET). Med elektroforezo potujejo
oznaceni odseki DNA po kapilari preko opti¢nega okenca, kjer laserski zarek spodbu-
di fluorokrome in ti pri¢nejo fluorescirati — oddajati vzbujeno svetlobo.

Fluorokromi imajo vrhove oddane svetlobe pri razli€nih valovnih dolzinah. Fluorescent-
ni signal zaznavamo v barvi, ki jo dobimo s pomocjo ustreznega filtra. So¢asno lahko
zaznavamo §tiri razli¢ne tipe fluorescentnih barvil, kar nam omogoca so¢asno zazna-
vanje razliéno fluorescentno oznacenih PCR-pridelkov. Hkrati lahko analiziramo najveé
tri, z razli¢nimi fluorokromi ozna¢ene PCR-pridelke, s Cetrtim fluorokromom pa oznadi-
mo notraniji velikostni standard, ki predstavlja osnovo za avtomatsko dolo¢anje dolzin
odsekov DNA oz. alelov (27).

V primeru, da se PCR-pridelki, oznaceni z enako barvo, dovolj razlikujejo po dolzini, pa
lahko zaznavamo tudi vecje Stevilo PCR-pridelkov. Tako lahko odseke DNA lo¢ujemo
na osnovi barv in dolzin. Slika, ki jo dobimo po konéani lo¢itvi PCR-pridelkov, se ime-
nuje elektroferogram.

Postopek priprave vzorcev

V Eppendorf epruvetko smo dali po 12 ul formamida, 0,5 ul notranjega velikostnega stan-
darda in 1 ul PCR-pridelka. Epruvetke smo zaprli in oddali v lo¢evanje s kapilarno elek-
troforezo, kar so izvedli na avtomatskem genskem analizatorju (Perkin Elmer) na
In&titutu za sodno medicino Medicinske fakultete v Ljubljani.

Racunanje alelnega razmerja

Racunanije alelnega razmerja smo povzeli po delu Cawkwellove in sodelavcev (28). Alel-
no razmerje smo rac¢unali na podlagi elektroferograma, v katerem je koli¢ina pomnoze-
nega odseka DNA (alela) prikazana kot povrSina vrha.

V primeru heterozigotnosti alelov smo dobili dva vrha. Izracunali smo razmerje povrsin
obeh vrhov za tumorsko tkivo (T,, T,) in ga primerjali z razmerjem povrsin obeh vrhov
pri zdravem tkivu (N,, N,).

LT
N1:N2

T, vedno predstavlja povr$ino nizjega vrha, N, pa ustrezno povrsino vrha pri enaki dolZi-
ni v parnem vzorcu zdravega tkiva. T, vedno predstavlja povrsino visjega vrha, N, pa
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ustrezno povrsino vrha pri enaki dolzini v parnem vzorcu zdravega tkiva. V primeru, ko alel-
no razmerje presega rezultat 1,00, uporabimo naslednjo pretvorbo:

_
Nhi:Tp
N1:N2

Konéni rezultat, ki je manjsi ali enak 0,50, se smatra kot dokaz za izgubo alela. Tako
dopus¢amo moznost, da vsebuje tumorsko tkivo 50 % normalnih celic.

, katere rezultat je med 0,00 in 1,00.

V primeru homozigotnosti alelov alelnega razmerja ne moremo izracunati in tak rezul-
tat smatramo za neinformativen. Tudi ¢e se v elektroferogramu tumorskega tkiva prika-
zejo novi vrhovi, ki niso vidni v elektroferogramu zdravega tkiva, je rezultat neinformativen.
Vzrok temu je mikrosatelitna nestabilnost opazovanega gena.

Racunanje pogostnosti izgube heterozigotnosti

Racunanje pogostnosti izgube heterozigotnosti smo povzeli po delu Cawkwellove in so-
delavcev (28). Za rac¢unanje smo uporabili enacbo:

LOH x100%
LOH+N)
LOH — Stevilo primerov z izgubo heterozigotnosti

N — Stevilo heterozigotnih primerov, ko ni prislo do izgube heterozigotnosti

Rezultati

DNA smo osamili iz sveze zamrznjenih vzorcev tumorskega in zdravega tkiva. Vseb-
nost DNA v vzorcu smo preverili z elektroforezo na 0,5 % agaroznem gelu

DS 1 2 3 4 5
Slika 4. Elektroforeza nekaj vzorcev osamljene DNA. DS — dolZinski standard; od 1 do 5 —vzorci osamljene DNA.
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Osamljeni DNA smo izmerili koncentracijo in Cistost z merjenjem absorbnosti ultravijo-
liéne svetlobe pri 260 in 280 nm. Koncentracije DNA so znaSale od 0,1 do 10,0 ug/ul,
Cistost pa je ustrezala zahtevanemu razmerju (A,q,/A,g, i€ med 1,5 in 2,0).

Izvedli smo multipleks PCR izbranih mikrosatelitnih zaporedij, ki oznacujejo gene APC,
p53, Rb in nm23, za gen DCC pa smo izvedli monoPCR. PCR-pridelke smo lo¢evali

A 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
1800 |
1600 |
1400 |
1200
1000 |
800 |
600_]
400 |
200
0 A ,.u A A N _“ A a £
W] 22 B:VZOREC 21/ 6-FAM (P2) [ 22 G: VZOREC 21/ TET (APG1,NM,Rb)
(™) 22 R:VZOREC 21/ GS 350 TAMRA §.8.
Dye/Sample Minutes Size Peak Height Paak Area Data Paint
Peak
W 22B,1 14.70 148.21 869 7507 4007
@ 22B,2 14.86 1653.82 867 7523 4051
[m 22G,5 13.04 97.03 291 2617 3555
m 22G,7 13.18 101.36 272 2382 3594
m 22G,12 14.97 157.61 1864 15945 4081
m 22G,17 18.82 284.58 313 5235 5132
W 22G,20 19.06 292.78 289 4497 5196
B 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
1800 |
1600 |
1400 |
1200
1000 |
800 |
600_]
400 |
200
0 A ,.u A A N _“ A a £
W] 22 B:VZOREC 21/ 6-FAM (P2) [ 22 G: VZOREC 21/ TET (APG1,NM,Rb)
(™) 22 R:VZOREC 21/ GS 350 TAMRA §.8.
Dye/Sample Minutes Size Peak Height Paak Area Data Paint
Peak
W 22B,1 14.70 148.21 869 7507 4007
@ 22B,2 14.86 1653.82 867 7523 4051
[m 22G,5 13.04 97.03 291 2617 3555
m 22G,7 13.18 101.36 272 2382 3594
m 22G,12 14.97 157.61 1864 15945 4081
m 22G,17 18.82 284.58 313 5235 5132
W 22G,20 19.06 292.78 289 4497 5196

Slika 5. Elektroferogram prikazuje multipleks PCR (za mikrosatelitna zaporedja genov APC, p53, Rb in nm23)
primera, oznacenega s Stevilko 10. Elektroferograma zdravega tkiva (A) in tumorskega tkiva (B) sta si podob-
na —ni prislo do genskih sprememb. Dokazana je homozigotnost APC (prisoten samo en vrh), vsi ostali (nm23,
P33, Rb) pa so heterozigotni (prisotna dva vrhova). Na abscisi je prikazana dolZina pomnoZenega odseka v baz-
nih parih, na ordinati pa visina vrha. DolZine mikrosatelitnih zaporedij alelov: nm23 (97 bp, 101 bp), APC
(157 bp), Rb (285 bp, 293 bp), p53 (148 bp, 154 bp). Tabela pod elektroferogramom prikazuje dolZino odseka
(angl. size) v baznih parih, viSino vrha (angl. peak height) in povrsino vrha (angl. peak area).

18



GOJKOVIC A, GROSELJ M: UGOTAVLJANJE GENSKIH SPREMEMB PRI RAKU ZELODCA

z avtomatskim genskim analizatorjem, ki nam je izrisal ustrezne elektroferograme. Z av-
tomatskim analizatorjem smo preiskali 17 parov vzorcey, od katerih jih je bilo 12 primer-
nih za nadaljnjo analizo, preostalih 5 (oznacenih s Stevilkami 13—17) pa smo izlogili.

Nekaj primerov elektroferogramov za posamezne pare vzorcev je prikazanih na slikah
od 5 do 8.
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1800 ]
1600 |
1400
1200 |
1000 |
800 |
600
400 |
200 | j ‘ l
ol A A A A A A
[E][E] 8B:VZOREC7/6-FAM (P2) [E]®] 8G:VZOREC 7/ TET (APC1,NM,Rb)
|B® 8R:VZOREC 7/GS 350 TAMRA S.8.
Dye'I;Saanle Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
oal
m 8B,2 14.59 153.78 1343 11358 3979
= 8B,3 14.75 159.14 1329 11130 4022
m 8G,5 12.80 96.88 455 4503 3490
m 8G,6 12.87 99.07 352 3261 3509
H 8G,14 15.35 178.56 1265 10220 4184
m_8G,19 15.66 188.78 992 8000 4270
W 8G,24 18.47 284.50 446 8078 5037
W 8G,26 18.70 292.62 402 6380 5099
B 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
450 ]
400 ]
350
300 ]
250 |
200
150 |
100 |
50 l ‘
o] A A A At
[WI®m] 9B:VZOREC 8/ 6-FAM (P2) @@ oG:VZOREC 8/ TET (APC1,NM,Rb)

M@ oR:VZOREC 8/GS 350 TAMRA 8.5,

Dye/Sample Minutes Size Peak Height Peak Area Data Point
Peak

9B, 2 14.58 153.78 413 3482 3975
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9G,15 15.33 178.49 263 2233 4179
9G,17 15.65 188.86 77 622 4266
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Slika 6. Elektroferogram prikazuje multipleks PCR (za mikrosatelitna zaporedja genov APC, p53, Rb in nm23)
primera, oznacenega s Stevilko 5. Elektroferograma zdravega tkiva (A) in tumorskega tkiva (B) sta razlicna.
Vsi aleli so heterozigotni, za p53 in APC pa smo z izracunom alelnega razmerja dokazali izgubo heterozi-
gotnosti. Na abscisi je prikazana dolZina pomnoZenega odseka v baznih parih, na ordinati pa visina vrha.
Dolzine mikrosatelitnih zaporedij alelov: nm23 (97 bp, 99 bp), APC (178 bp, 189 bp), Rb (284 bp, 293 bp),
P53 (154 bp, 159bp). Tabela pod elektroferogramom prikazuje dolZino odseka (angl. size) v baznih parih,
visino vrha (angl. peak height) in povrsino vrha (angl. peak area).
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Slika 7. Elektroferogram prikazuje monoPCR primera, oznacenega s Stevilko 3. Primerjava elektroferogra-
mov zdravega tkiva (A) in tumorskega tkiva (B) nam prikaZe popolno izgubo heterozigotnosti DCC. Na abs-
cisi je prikazana dolZina pomnoZenega odseka v baznih parih, na ordinati pa visina vrha. DolZina
mikrosatelitnih zaporedij alelov: 168 bp in 199 bp. Tabela pod elektroferogramom prikazuje dolZino odse-
ka (angl. size) v baznih parih, viSino vrha (angl. peak height) in povrsino vrha (angl. peak area).

Tabela 3. Rezultati analize genskih sprememb pri raku Zelodca. APC, p53, Rb in nm23, DCC — zaviralni ge-
ni; Lauren — Laurenova razvrstitev, INT — intestinalna oblika, DIF — difuzna oblika, ME — meSana oblika;
N — ni izgube heterozigotnosti; H — homozigotnost alelov, U — rezultat ni uporaben zaradi nepomnoZevanja
izbranega odseka DNA; LOH — izguba heterozigotnosti; MI — mikrosatelitna nestabilnost.

Primer §t. Lauren APC P53 Rb Nm23 Dcc

1 INT N U U U U

2 INT H H U N U

3 ME N H U N LOH

4 DIF N H N N U

5 INT LOH LOH N N U

6 DIF H V) H N U

7 INT H LOH N N Mi

8 INT H N N N U

9 ME N H N N V)
10 INT H N N N U
1 INT N N U N Mi
12 ME U U U H U
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Slika 8. Elektroferogram prikazuje monoPCR primera, oznacenega s Stevilko 7. Primerjava elektroferogra-
mov zdravega tkiva (A) in tumorskega tkiva (B) nam prikaZe pojav mikrosatelitne nestabilnosti gena DCC.
Na abscisi je prikazana dolZina pomnoZenega odseka v baznih parih, na ordinati pa visina vrha. DolZina
mikrosatelitnih zaporedij alelov: 193 bp in 197 bp. Tabela pod elektroferogramom prikazuje dolZino odse-
ka (angl. size) v baznih parih, visino vrha (angl. peak height) in povrsino vrha (angl. peak area).

V primeru heterozigotnosti alelov v zdravem in tumorskem tkivu smo lahko izra¢unali alel-
no razmerje in tako dokazali morebitno izgubo alela oz. izgubo heterozigotnosti. V primeru
heterozigotnosti v zdravem tkivu in homozigotnosti v tumorskem tkivu pa je priSlo do popol-
ne izgube heterozigotnosti (slika 7). Dobljeni rezultati vseh vzorcev so prikazani v tabeli 3.

Pri difuzni obliki nismo ugotovili nobenega primera izgube heterozigotnosti (LOH). Pri
mesani obliki smo v enem primeru ugotovili LOH za gen DCC. Najve¢ genskih sprememb
smo ugotovili pri intestinalni obliki: za gen APC smo v enem primeru ugotovili LOH; za
gen p53 smo v dveh primerih ugotovili LOH in za gen DCC smo v dveh primerih ugo-
tovili pojav mikrosatelitne nestabilnosti.

Pogostnost izgube heterozigotnosti smo izraunali za vsak posamezen gen po enacbi:

LOH

x100%
LOH+N)
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S tem smo izkljucili primere homozigotnosti (H) in mikrosatelitne nestabilnosti (MI). Re-
zultati izgube heterozigotnosti za posamezne gene so v tabeli 4.

Tabela 4. Rezultati izgube heterozigotnosti za posamezne gene. APC, p53, Rb, nm23 in DCC — zaviralni geni;
LOH —izguba heterozigotnosti; N — Stevilo heterozigotnih primerov, ko ni prislo do izgube heterozigotnosti.

Gen Delez LOH (%) LOH/(LOH + N)
APC 17 1/6

P53 50 2/4

Rb 0 0/6

Nm23 0 0/10

DccC 100 11

Razpravljanje

Osamitev DNA

DNA smo osamili iz sveze zamrznjenih vzorcev tumorskega in zdravega tkiva 17 bolni-
kov. Pri postopku smo morali biti e posebno pozorni na natanéno prenasanje vodne
faze z DNA, da nismo prenesli zraven Se usedline, ki je vsebovala primesi (predvsem
beljakovine).

Osamljeni DNA smo spektrofotometri¢no izmerili koncentracijo in Cistost. Primerna
koncentracija DNA (vsaj 0,1 ug/ul) je bila pomembna za nadaljnje delo. Vzorcev s pre-
nizko koncentracijo DNA namre¢ ne moremo uporabiti za pomnozevanje z verizno reak-
cijo s polimerazo, ker ne bi dobili zadostne koli¢éine PCR-pridelka. Zelo koncentrirane
raztopine DNA pa so prevec viskozne, kar otezuje delo z njimi, zato jih moramo prej red-
¢iti. Razen tega lahko vsebujejo tudi preve¢ zaviralcev DNA-polimeraze. Tudi DNA, ki
ni dovolj Cista, ni primerna za nadaljnjo analizo, saj vsebuje primesi, ki motijo verizno
reakcijo s polimerazo.

Koncentracije DNA v nekaterih nasih vzorcih so bile previsoke, zato smo jih morali red-
¢iti. Cistost DNA v nasih vzorcih je ustrezala zahtevam, opisanim v Metodah dela.

Pogoji za verizno reakcijo s polimerazo

Izvedli smo multipleks PCR izbranih mikrosatelitnih zaporedij, ki oznacdujejo gene APC,
p53, Rbin nm23. Za gen DCC smo izvedli monoPCR. S tem smo izbolj3ali preglednost
elektroferogramov, saj se mikrosatelitno zaporedje gena DCC po dolZini prekriva z mi-
krosatelitnimi zaporedji genov APC in p53.

Po analizi z avtomatskim genskim analizatorjem smo ugotovili, da v petih parih vzorcev
(oznacenih s Stevilkami 13—17) ni bilo pomnozitve izbranih odsekov DNA, zato smo jih
morali izlo€iti iz nadaljnje analize. Prav tako ni bilo pomnozitve nekaterih mikrosatelit-
nih zaporedij posameznih genov v ostalih vzorcih, vendar podobne rezultate navajajo
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tudi drugje (35). Do nepomnozevanja izbranih odsekov DNA je najverjetneje prislo za-
radi napak pri verizni reakciji s polimerazo (PCR).

Ceprav je postopek PCR v osnovi preprost, je uspednost metode odvisna od Stevilnih
dejavnikov.

Zaradi same narave verizne reakcije s polimerazo je onesnazenje ena najpogostejsih
tezav, povezanih s to metodo. Onesnazenje pomeni navzo¢nost nezelenih DNA v reak-
cijski zmesi, ki se pomnozijo hkrati z nasim vzorcem. Vsaj teoreti¢no se koli¢ina DNA
v vsakem ciklu reakcije podvoiji, torej se zacetna koli¢ina DNA eksponentno povecuje.
Zanemarljivo zacetno onesnazenije lahko po pomnozitvi prekrije dobrsen del rezultata (32).
V nasi raziskavi smo zato uporabljali negativno kontrolo (reakcijsko zmes, ki vsebuje vse
reagente, razen genomske DNA), tako da smo lahko onesnazenje takoj zaznali in tak-
Sen primer ponovili.

Ostale najpogostejSe tezave pri PCR so (27):

» premalo zelenega produkta, ki ga zato ne opazimo;

* nespecificno pomnozevanje. V genomu velikosti 10° baznih parov predstavlja 1000 baz-
nih parov dolgo zaporedje komaj eno milijoninko DNA. Zato se lahko zgodi, da zacet-
ni oligonukleotidi prepoznajo tudi sorodna, nespecificna zaporedja, kar ima za
posledico pomnozitev nezelenih odsekov;

e oligomerizacija zacetnih oligonukleotidov (tvorba dimerov in oligomerov).

Da bi preprecili nespecificno pomnozevanie in dobili zadostno koli¢ino Zelenega PCR-pri-
delka, smo morali poiskati najugodnejSe pogoje za vse dejavnike, ki vplivajo na speci-
ficnost reakcije.

Na specificnost pomnozevanja vplivata koli¢ina in kakovost genomske DNA. Premajh-
na koli¢ina DNA ne bo omogodila nastanka zadostne koli¢ine PCR-pridelka, ki ga tako
ne moremo zaznati oz. izmeriti. Ce pa je koli¢ina DNA prevelika, lahko v zelo kratkem
Casu pridobimo preve¢ PCR-pridelkov, tako da ne moremo izmeriti razmerja med nje-
govo koli¢ino in koli¢ino izhodi§¢ne DNA. PCR-pridelki namre¢ v zaéetku narascajo eks-
ponentno s Stevilom ciklov PCR, nato pa se krivulja izravna in doseze tako imenovani
plato. Ce je izhodigéne DNA preved, glede na vse ostale sestavine reakcijske zmesi,
bo plato dosezen ze po poteku nekaj ciklov. Preve¢ izhodis¢ne DNA lahko pomeni tu-
di nevarnost vecjega nastajanja nespecifi¢nih pridelkov.

Na specificnost PCR v veliki meri vplivata tudi koncentracija zacetnih oligonukleotidov
in njihova sestava. Visoka koncentracija vodi v tvorbo nespecifiénih pridelkov in tvorbo
dimerov. Prvi pogoj za uspe$no pomnozevanje izbranega odseka DNA je pravilna izbi-
ra zacetnih oligonukleotidov.

Prav tako vplivajo na specifi¢nost reakcije koncentracija magnezijevih ionov (Mg?*), kon-
centracije deoksinukleotid trifosfatov, sestava reakcijskega pufra ter koncentracija in ak-
tivnost polimeraze (27).

V nasi raziskavi smo koncentracije zaéetnih oligonukleotidov, Mg?*, deoksinukleotid tri-
fosfatov, sestavo reakcijskega pufra, aktivnost in koncentracijo polimeraze ter koli¢ino
DNA povzeli po delu Cawkwellove in sodelavcev (28).
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Da dobimo zadostne koli¢ine zelenega PCR-pridelka, moramo za vsako stopnjo reak-
cijskega cikla dolociti dolociti najugodnejSo temperaturo in seveda tudi trajanje posa-
meznega cikla v reakciji. Cas trajanja razdvajanja ne sme biti predolg, saj lahko pride
do razgradnje matricne DNA in PCR-pridelkov, hkrati pa lahko pride tudi do postopne
izgube aktivnosti polimeraze. Temperatura prileganja je kriticna to¢ka verizne reakcije
s polimerazo. Previsoka temperatura bo preprecila pomnozevanije, prenizka pa bo omo-
gocila nespecificno prileganje zacetnih oligonukleotidov in s tem zmanj$ala koli¢ino ze-
lenega pridelka. Cas trajanja prileganja zagetnih oligonukleotidov ne sme biti predolg,
saj to navadno povzroc¢i nastanek vecje koli¢ine nespecifi¢nih pridelkov. Za fazo podalj-
Sevanja pa uporabimo temperaturo 72°C, saj je to najugodnejSa temperatura za delo-
vanje Tag-polimeraze (27).

V nasi raziskavi smo zato spreminjali temperaturo in ¢as trajanja posameznih ciklov. Na-
redili smo monoPCR s posameznimi zacetnimi oligonukleotidi mikrosatelitnih zapore-
dij za nekaj izbranih vzorcev pri razliénih pogojih in na podlagi rezultatov dologili
najugodnej$e pogoje za multipleks PCR. Poudariti je treba, da multipleks PCR pome-
ni kompromis med pogoji pomnozevanja zelo razli¢nih alelov, tako glede njihove dolzi-
ne, kot tudi oligonukleotidnega zaporedja in s tem najugodnejse temperature prileganja
zacetnih oligonukleotidov. Obenem smo morali paziti, da v reakcijsko zmes nismo dali
prevec ali premalo DNA. Z minimalnim Stevilom ciklov (22 ciklov) smo hoteli zadrzati ko-
licino PCR-pridelkov v obmocju eksponentne rasti, da bi lahko koli¢insko dolo¢evali raz-
merja posameznih alelov.

Pri tem smo nekoliko spremenili reakcijske pogoje, ki jih sicer navajajo Cawkwellova in
sodelavci (28). Prav tako, kot omenjeni avtorji, smo pomnozevanije izvajali v 22 ciklih,
kar naj bi, kot Zze receno, preprecilo nastajanje prevelike koli¢ine PCR-pridelkov. Ker pa
smo pomnozevanije izvajali v manj natan¢ni napravi Techne PHC-2, pri kateri prihaja do
nihanja temperature okoli izbrane temperature prileganja zacetnih oligonukleotidov, se
je dejanski ucinek 22 ciklov zmanjsal. Zato smo vsakemu dvostopenjskemu ciklu (raz-
dvajanje, prileganje) dodali Se tretjo stopnjo, to je podaljSevanje. Poleg tega smo na kon-
cu, po opravljenih 22 ciklih dodali e 7 minut konénega podalj$evanja. To izboljSavo smo
uvedli po predhodno opravljenih poskusih, ki so pokazali, da je na ta nac¢in mogoce tu-
di na cenejsi in manj natan¢ni napravi pridobiti zadostno, vendar ne preveliko koli¢ino
PCR-pridelkov.

Menimo, da je do tezav pri v zaCetku omenjenih petih parih vzorcev prislo predvsem za-
radi verjetne navzoc¢nosti zaviralcev DNA-polimeraze v posameznih vzorcih. Z redce-
njem raztopine DNA se temu sicer v€asih lahko izognemo, vendar smo pri tem omejeni,
saj predvsem pri soasnem pomnozevanju (multipleks PCR) ne moremo reakcije izva-
jati s koli¢ino DNA, ki je pod tisto minimalno, ki smo jo pred tem ugotovili s poskusi. V ta-
kih primerih zato namesto multipleks PCR priporo¢amo izvedbo posami¢nih mono-PCR,
za vsak alel posebej. Tega v okviru te naloge nismo izvedli, saj je bil na§ namen preiz-
kusiti in uvesti metodo multipleks-PCR. Pri kriticnem presojanju nasih rezultatov je tre-
ba upostevati tudi dejstvo, da se Cloveska tkiva (v naSem primeru tumorsko in zdravo
tkivo) posameznikov med seboj razlikujejo, saj lahko vsebuijejo razli¢ne koli¢ine tkivnih
zaviralcev DNA-polimeraze. V tem pogledu se med seboj razlikujejo tudi vzorci enakih
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tkiv posameznikov. Zato bi bilo treba za vsak par vzorcey, kjer nismo dobili rezultatov
pomnozevanja, posebej dolo€iti najugodnejSe pogoje za PCR in morda tudi spremeni-
ti sestavo reakcijske zmesi. Vse to presega obseg te naloge, hkrati pa je to ena izmed
moznosti za nadaljnje raziskave. Idealno bi bilo namre¢ ugotoviti pogoje, kjer bi v vsa-
kem primeru dobili rezultate, vendar je takSno »idealnost« tudi v literaturi tezko zasle-
diti.

Primerjava rezultatov

Do sedaj je potekalo ze nekaj raziskav o izgubi heterozigotnosti zaviralnih genov pri ra-
ku Zelodca (24, 33-36), toda Se nihée ni izvedel multipleks PCR mikrosatelitnih zapo-
redij. TakSna raziskava pa je bila izvedena pri raku Sirokega ¢revesa in danke (28).

Rezultati naSe raziskave so primerljivi z rezultati, dobljenimi z uporabo drugih metod,
ki so opisani v literaturi. Za gen APC smo dokazali izgubo heterozigotnosti v 17 % pri-
merov, v raziskavi v tujini pa so jo dokazali v 20 % primerov (36). Za gen p53 smo v na-
Si raziskavi dokazali izgubo heterozigotnosti v 50 % primerov, kar je podobno delezu,
ki ga navajajo v literaturi (17, 18, 33). Za gen DCC smo v nasi raziskavi ugotovili izgu-
bo heterozigotnosti v 100 % primerov. Do takS§nega rezultata smo prisli, ker smo dobili
uporaben rezultat le v treh primerih, od tega pa sta bila dva primera neinformativna (mi-
krosatelitna nestabilnost). Tretji primer je pokazal popolno izgubo heterozigotnosti.
V tujini so jo ugotovili v 50 % primerov (35). Za gen nm23 nismo ugotovili izgube hete-
rozigotnosti, Ceprav je bilo deset primerov informativnih. To si razlagamo s tem, da smo
imeli v raziskavo vklju¢ene le tri bolnike s €etrtim stadijem bolezni po TNM-razvrstitvi,
od tega smo enega kasneje izlocili iz nadaljnje analize. Zmanj$ano izrazanje zaviralne-
ga gena nm23 naj bi bilo namre¢ povezano s pojavom zasevkov (24), ki so prisotni Se-
le pri bolnikih s Cetrtim stadijem bolezni. V tujini so ugotovili izgubo heterozigotnosti v 8 %
primerov (18, 24). Tudi pri genu Rb nismo ugotovili izgube heterozigotnosti. Nikjer v li-
teraturi nismo zasledili raziskav o izgubi heterozigotnosti gena Rb pri raku zelodca, za-
to nasih rezultatov ne moremo primerijati.

Rezultati ugotavljanja genskih sprememb pri intestinalni in difuzni obliki so prav tako pri-
merljivi z rezultati, opisanimi v literaturi. Pri difuzni obliki nismo ugotovili primera izgu-
be heterozigotnosti, pri meSani obliki smo v enem primeru ugotovili popolno izgubo
heterozigotnosti za gen DCC, najve¢ genskih sprememb pa smo ugotovili pri intestinal-
ni obliki. Ti rezultati se ujemajo z ugotovitvami, da je izguba heterozigotnosti genov APC
in DCC znacilna za intestinalno obliko (17, 22). Izguba heterozigotnosti za gen p53 pa
naj bi bila prisotna pri intestinalni in difuzni obliki (22), Cesar v nasi raziskavi nismo po-
trdili. Vzrok temu je najverjetneje premajhno Stevilo primerov difuzne oblike raka zelod-
ca v nasi raziskavi, na kar pa nismo mogli vplivati, saj so bili vzorci izbrani naklju¢no,
pred histolosko opredelitvijo.

Sklep

Z raziskavo smo dosegli najpomembnejSi namen, ugotoviti znacilne zaviralne gene, ki
pri nasih bolnikih kazejo najvecjo pogostnost sprememb pri sporadi¢nih primerih raka
zelodca, in hkrati uvesti najsodobnej$o metodo preiskovanja izgube alelov.
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Raziskava je dala osnove za nadaljnje iskanje najugodnejSih pogojev za izvedbo izbolj-
Sanih multipleks PCR, v katere bi vkljuCevali Se druge, nove genske oznacevalce za do-
kazovanje izgube alelov.

V naslednijih raziskavah bi tako lahko na vec¢jem Stevilu vzorcev dologili pogostnost genskih
sprememb in z rezultati takSnih raziskav bi lahko statisti¢no sklepali o pogostnosti sprememb
pri vseh rakih zelodca. To pa bi omogocilo uvajanje metode v kliniéno prakso kot pomemb-
nega diagnosti¢nega testa, ki bi olajSal in izboljSal prepoznavo raka. Metoda bi lahko tu-
di izboljSala napoved poteka bolezni in pripomoglo k odkrivanju novih nacinov zdravljenja.

Naslednje raziskave bi tako lahko vkljuCile ostale, Se neraziskane gene, ki so najverjet-
neje vkljuceni v nastanek raka zelodca (ostali zaviralni geni in popravljalni geni). Prav
tako pa bi lahko izvedli podobne raziskave tudi pri ostalih pogostih malignih obolenjih.

Zakljuéki

V nasi raziskavi smo Zeleli na izbranih vzorcih adenokarcinomov Zelodca v izbranih lo-
kusih nekaterih zaviralnih genov (APC, p53, Rb, nm23, DCC) ugotoviti izgubo alela in
hkrati uvesti najsodobnej$o metodo preiskovanja izgube alelov. Pri tem smo poskusali
ugotoviti tudi morebitno razliko v genskih spremembah med intestinalno in difuzno ob-
liko raka zelodca pri nasih bolnikih.

Raziskava je obravnavala vzorce tumorskega in zdravega tkiva sedemnajstih bolnikov,
vendar smo morali zaradi nepomnozevanja izbranih odsekov DNA pet parov vzorcev
kasneje izloditi. Za vsak par vzorcey, kjer nismo dobili rezultatov, bi bilo treba posebej
dolociti najugodnejSe pogoje za PCR in morda tudi spremeniti sestavo reakcijske zme-
si, kar je ena izmed moznosti za nadaljnje raziskave.

Uvedli smo najsodobnejSo metodo preiskovanja izgube alelov s so¢asnim veriznim pom-
nozevanjem (multipleks PCR) mikrosatelitnih zaporedij, ki oznacujejo razliéne zaviral-
ne gene. Rezultati nase raziskave so za gena APC in p53 primerljivi z rezultati raziskav
v tujini, ne pa tudi za gene DCC, nm23 in Rb. Ugotovili smo razliko v pojavljanju gen-
skih sprememb pri intestinalni in difuzni obliki, vendar bi za potrditev te ugotovitve po-
trebovali vecje Stevilo primerov.

Raziskava je nakazala nove moznosti za raziskovanje genskih sprememb tako pri ra-
ku Zelodca kot pri ostalih malignih obolenijih.
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