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Izvlecek:

Maligni plevralni mezoteliom (MPM) je agresivna oblika raka, ki vznikne iz mezotelijskih
celic plevre. Glavni povzrocitelj te bolezni je azbest. Ker pojavnost MPM povsod narasca, je
potreba po novih terapevtskih pristopih vedno vecja. Survivin spada v druZino beljakovin
IAP, katerih funkcija je zaviranje apoptoze. Survivin inaktivira kaspazi 3 in 7. Moc¢no se
izraza pri veCini CloveSkih malignih tumorjev, je pa v celoti odsoten pri terminalno
diferenciranih normalnih celicah. Ker omogoc¢a osredoto¢enje samo na maligne celice, je
tara za razvoj ciljanih protirakavih terapij. Izrazanje survivina uravnavajo beljakovine, ki
uravnavajo potek celicnega cikla. Survivin sodeluje pri proliferaciji celic in celicnemu
odgovoru na stres. Cisplatin je kemoterapevtik izbora pri zdravljenju Stevilnih rakavih
obolenjih. Njegovi glavni tezavi sta odpornost in toksi¢nost, kar zmanj$a njegovo
ucinkovitost. Cisplatin zavira replikacijo in transkripcijo DNA in vodi tudi do apoptoze.
NovejSe raziskave kazejo na to, da je izrazanje survivina mo¢no povezano z razvojem
odpornosti rakavih celic proti cisplatinu. Namen v nasi raziskavi je bil raziskati in pojasniti
ucinek izotoni¢ne in hipotoni¢ne raztopine cisplatina na izraZanje survivina in Vitro.
Mezoteliomsko celi¢no linijo H2052 smo za 15 minut tretirali s 0, 1 in 10 pg/mL cisplatina v
hipotoni¢ni in izotoni¢ni raztopini in celice nato za 48 ur inkubirali. Izolirani smo RNA in s
pomocjo qRT-PCR dolo¢ili raven izraZanja survivina. Prej$nje raziskave so nakazovale, da je
cisplatin v hipotoni¢ni raztopini uéinkovitejsi kot v izotoni¢ni raztopini, kar je potrdila tudi
nasa raziskava (p=0.031). Opazili smo tudi pove€ano izrazanje survivina pri celicah, ki so
bile tretirane s cisplatinom v primerjavi z netretiranimi celicami. NaS$i rezultati kaZejo, da se
izrazanje survivina poveca, ko je povzrocen stres s strani cisplatina. Seveda so za potrditev
teh dejstev potrebne Se nadaljnje raziskave, vendar lahko re¢emo da je survivin zelo verjetno
vpleten v uspesnost zdravljenja pri MPM.
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Abstract:

Malignant pleural mesothelioma is an aggressive disease that arises from the mesothelial
cells of the pleura. It is caused by asbestos exposure. Malignant pleural mesothelioma is an
incurable disease often resistant to conventional treatments. The incidence of MPM is rising
and new therapeutic treatments are desperately needed. The inhibitor-of-apoptosis protein
family member survivin (BIRCS5) is involved in apoptosis by inhibiting caspases 3 and 7.
Survivin is highly expressed in human malignant tumors, whichmakes it a very interesting
and promising target for new anticancer treatments. Survivin expression is regulated by
proteins in cell cycle. Survivin is also involved in cell proliferation and cellular stress
response. Cisplatin is an anticancer drug and it is used in many cancer treatments. Its main
problems are resistance and toxicity, which impair its efficacy. Cisplatin inhibits replication
and DNA transcription and also leads to apoptosis. We can say that survivin expression is
linked with malignant cell resistance. The aim of the present study was to elucidate the
effects of isotonic and hypotonic cisplatin treatment on survivin expression levels in vitro.
The survivin expressing human malignant pleural mesothelioma cell line H2052 was treated
with 0, 1 and 10 pg/mL cisplatin in either hypotonic or isotonic solution for 15 minutes and
then incubated for 48 hours. RNA was isolated and survivin expression levels were assessed
at the transcription level with gqRT-PCR. Previous studies suggested that hypotonic cisplatin
treatment is more effective, which was confirmed in our study (p=0.031). We found a sharp
increase in survivin expression in cisplatin-treated compared to untreated cells. Our results
show that survivin expression increases in response to cisplatin-induced stress. For
confirmation, further studies are needed, but our present results indicate that survivin is
indeed very likely involved in chemotherapy response.
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SEZNAM KRATIC

BIR bakulovirusna IAP ponovitev, angl. baculoviral IAP repeat

BIRC5 beljakovina, ki vsebuje bakulovirusno IAP ponovitev 5, angl. baculoviral
IAP repeat containing 5; sin. Survivin

CDDP cis-diamin diklor platina, cisplatin

DNA deoksiribonukleinska kislina, angl. deoxyribonucleic acid

EKG elektrokardiogram

IAP inhibitor-of-apoptosis protein

MPM maligni plevralni mezoteliom

PBS s fosfatnim pufrom pufrana fizioloska raztopina, angl. phosphate buffered
saline

gRT-PCR  kvantitativna verizna reakcija s polimerazo v realnem casu z reverzno

transkripcijo
RNA

SF

ribonukleinska kislina, angl. ribonucleic acid

delez prezivetja, surviving fraction
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1 UVOD

Maligni plevralni mezoteliom (MPM) je agresivna oblika raka, ki vznikne iz mezotelijskih
celic plevre. Za glavnega povzrocitelja bolezni velja azbest, ki je bil eden najuporabnejsih
materialov v drugi polovici 20. stoletja (Carbone in sod., 2007). Med izpostavitvijo azbestu
in razvojem MPM lahko potece ve¢ let, zato je pojavnost MPM $ele sedaj v porastu. MPM
je kroni¢na neozdravljiva bolezen, odziv na terapije je slab in zato je potreba po novih
terapevtskih pristopih vedno vecja. Vedno ve¢ pozornosti raziskovalci namenjajo
survivinu, ki je zaradi svojega omejenega izrazanja potencialna tar¢a za razvoj ciljanih
protirakavih terapij. Survivin je beljakovina iz druzine IAP (inhibitors-of-apoptosis
proteins) katerih funkcija je zaviranje apoptoze. Survivin inaktivira kaspazi 3 in 7 kar
privede do negativne regulacije programirane celi¢ne smrti (Alain in sod., 2008). Moc¢no se
izraza pri ve€ini Cloveskih malignih tumorjev, je pa v celoti odsoten pri terminalno
diferenciranih celicah, kar pri terapiji omogoca osredotoCenje samo na maligne celice.
Survivin sodeluje pri proliferaciji celic in tudi pri celicnemu odgovoru na stres povzrocen s
cisplatinom. Cisplatin je kemoterapevtik izbora pri Stevilnih rakavih obolenjih. Zaradi
tezjega prehajanja skozi membrane, so pri terapijah prisiljeni uporabljati vi§je odmerke
cisplatina, kar pa zaradi njegove toksi¢nosti privede do ve¢jih stranskih u¢inkov. Cisplatin
zavira replikacijo in transkripcijo DNA in vodi tudi do apoptoze (Shukla in sod., 2008).
NovejSe raziskave nakazujejo, da je izraZanje survivina povezano z razvojem odpornosti
rakavih celic proti cisplatinu (Hmeljak, 2011).

Namen naSe raziskave je raziskati in pojasniti kako na izrazanje survivina vpliva stres, ki
ga povzrocimo s kemoterapevtikom cisplatinom. Gledali bomo ucinek izotoni¢ne in
hipotoni¢ne raztopine cisplatina na izrazanje survivina. Mezoteliomsko celi¢no linijo
H2052 bomo za 15 minut tretirali s 0, 1 in 10 pg/mL cisplatina v hipotoni¢ni in izotoni¢ni
raztopini in celice nato za 48 ur inkubirali. Izolirani bomo RNA in s pomo¢jo gRT-PCR
dolocili raven izrazanja survivina.

Za nas cilj smo si zadali hipotezo: V mezoteliomskih celicah se izraZanje gena za survivin
poveca zaradi stresa, ki ga povzroc¢i kemoterapevtik cisplatin.

Z dobljenimi rezultati bomo v zaklju¢ni nalogi poskusali to hipotezo potrditi ali ovreci.
1.1 Maligni plevralni mezoteliom

Maligni plevralni mezoteliom (MPM) je zelo agresiven maligni tumor seroznih povrsin, ki
ga najpogosteje odkrijemo na prsni mreni (Kovaé, 2012). Je terapevtsko zelo odporna
oblika raka, ki se globalno vedno bolj razsirja (Robinson in sod., 2005).

1.1.1 Definicija

MPM vznikne iz mezotelijskih celic plevre zaradi maligne transformacije (Hmeljak in Cor,
2012). Ker je vec¢ kot 80 odstotkov bolnikov z MPM v stiku z azbestom, sklepamo, da je
najpogostejsi dejavnik za MPM izpostavljenost azbestnim vlaknom, ki so bila v uporabi
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predvsem v drugi polovici 20. stoletja. Tone azbesta, ki so bile takrat izkoriSc¢ene,
predstavljajo veliko nevarnost za danasnje in prihodnje generacije. Raziskave o azbestu
vkljucujejo SirsSo publiko, od pacientov, politikov, znanstvenikov, sindikatov, odvetnikov
in SirSe javnosti (Carbone in sod., 2007). Primerjava podatkov o incidenci MPM in o
porabi azbesta kaze, da gibanje pojavnosti sledi gibanju porabe azbesta z zamikom
priblizno 20 let (Robinson in sod., 2005). Za MPM je znacilna zelo dolga inkubacijska
doba in terapija je v ve€ini primerov neucinkovita, saj le redki pacienti prezivijo dlje kot
eno leto po diagnozi (Hmeljak in Cor, 2012). Med drugimi dejavniki tveganja se navajajo
Se ionizirajo¢e sevanje, mineralna olja in tekoci parafin, ponavljajoce se okuzbe pljuc,
tuberkulozno vnetje plevre, izpostavljenost bakru, niklju ter steklenim vlaknom (Kang in
sod., 2006).

MPM S$e vedno velja za redko bolezen, kljub temu da krivulja njegove pojavnosti v zadnji
dekadi strmo nara$c¢a in se naj ne bi umirila vsaj do leta 2020 (Robinson in sod., 2005).
Glede na nara$€ajo¢o pojavnost MPM ter na nezadovoljivo ucinkovitost protitumorskih
terapij, je nuja po odkritju novih uéinkovitejsih terapij za bolnike z MPM velika (Hmeljak
in Cor, 2012). Najpomembnejse pri odkrivanju ucinkovitej$ih terapij je razumevanje razlik
med normalnimi in malignimi celicami. Na temelju teh razlik bi bilo mogoc¢e odkriti
potencialne tarCe, na katere bi lahko ciljali s terapijami. Tarce lahko najdemo med proteini,
ki sodelujejo pri za rakave celice znacilnih procesih in so prisotni pri maligni preobrazbi
celic ali imajo vidnejSo vlogo pri procesu kancerogeneze (Hanahan in Weinberg,
Hallmarks of Cancer, 2011).

Mezotelijske celice tvorijo enoskladni epitelij, ki pokriva povrSino seroznih membran in
notranjih organov. Primarna funkcija mezotelijskih celic je, da zagotovijo spolzko,
neadhezivno zascitno povrsino, ki $€iti pred trenjem. Opravljajo Se vrsto drugih funkcij,
kot je transport tekocin in celic samih skozi serozne votline, vnetje in obnavljanje tkiv,
koagulacija ter adhezija tumorskih celic. PoSkodbe mezotelija sproZijo dogodke, ki
povzrocijo locitev in migracijo mezotelijskih celic. Celice se oluscijo v serozno tekocino,
migrirajo in se ponovno pritrdijo na mesto poSkodbe (Mutsaers, 2004).

MPM ne tvori enotne tumorske mase, pojavlja se difuzno in je lokalno zelo intenziven.
Mezoteliom se v prvi vrsti Siri po plevralni povrsini (Novakovi¢ in sod., 2009). V zgodnji
fazi MPM se najprej pojavijo manjsi vozli¢ki v parientalni plevri, nato pa se pri¢nejo
razsirjati po povrsini plevre. S€asoma se tumor se razSiri po celotnem parenhimu pljuc
(Inai, 2008). Znacilno je, da MPM redko tvori oddaljene metastaze, ¢e Ze pa Se te pojavijo
v poznih stadijih bolezni (Novakovi¢ in sod., 2009).

1.1.2 Histoloski tipi MPM

Po histoloski klasifikaciji MPM delimo na tri vecje tipe: epiteloidni, sarkomatoidni in
bifazni histoloski tip. Najpogostejsi, potrjen v 60 % primerov, je epiteloidni histoloski tip,
sledi mu sarkomatoidni z 20 %, bifazni histoloski tip MPM pa je prisoten v 20 %
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primerov. Vrednosti odstotkov se sicer od literature do literature razlikujejo, saj so pri
opredelitvi doloCenega histoloskega tipa lahko kriteriji zelo razli¢ni (Inai, 2008).

V velini primerov je epiteloidni tip MPM najbolj podoben karcinomom, saj tvori
papilarne, nodularne in tubularne mikroskopske strukture. Znacilno je obcasno tvorjenje
metastaz v regionalnih limfnih vozlickih, delni odziv na radioterapijo in izliv v serozne
votline (Law in sod., 1982). Celice epiteloidnega tipa MPM so velike in imajo velika,
pogosto vakuolizirana jedra. Znacilno je predvsem lokalno $irjenje.

Sarkomatoidni histoloski tip MPM je podoben sarkomu, predvsem zaradi obseznih
depozitov kolagena. V primerjavi z epiteloidnim sarkomatoidni pogosteje tvori oddaljene
metastaze, izliv v serozne votline pa se pojavi redko.

A3 CNmRIIesw e 1
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Slika 1: Histoloski tipi malignega plevralnega mezotelioma. A: Epiteloidni histolo$ki tip. B: Sarkomatoidni
histoloski tip. Povzeto po: http.//www.mesotheliomaclinic.org/

Bifazni ali meSani histoloSki tip MPM pa ima lastnosti tako epiteloidnega kot
sarkomatoidnega tipa. Bifazni MPM pogosto povzroc¢a plevralni izliv in pogosteje tvori
oddaljene metastaze (Law in sod., 1982).

1.1.3 Pojavnost MPM

MPM predstavlja resen zdravstveni problem, saj je agresivna oblika raka z zelo slabimi
rezultati terapij. V vecini raziskav je moc¢ zaslediti, da je najvecja pojavnost MPM v
industrijsko razvitih drzavah kot so Avstralija, Belgija in Velika Britanija, kjer je bila
poraba azbesta najvecja. V teh drzavah letno diagnosticirajo 30 primerov na milijon, v
industrijsko manj razvitih drzavah pa je pojavnost relativno nizka, vendar naras¢a (Bianchi
in sod., 2007). Nekaj raziskav je bilo opravljenih tudi v Sloveniji, in sicer naj bi se v
zadnjih 15 letih pojavnost MPM ve¢ kot podvojila in je v letu 2007 znasala 1,5 na 100.000
prebivalcev, povprecna starost ob diagnozi pa je bila 63 let (Onkoloski Institut, 2010). V
Sloveniji je sicer uporaba azbesta prepovedana ze 18 let ampak, ker je bila proizvodnja
azbesta najvecja v 80. letih prejSnjega stoletja, lahko glede na inkubacijsko dobo MPM
pri¢akujemo, da bo incidenca MPM S§e narascala in s tem bo narascalo tudi breme te
bolezni (Kovac, 2012).
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Povezava med azbestom in MPM je bila potrjena ze leta 1960 (Wagner in sod., 1960).
Azbest je skupno ime za veliko naravnih silikatnih mineralnih vlaken. Ta vlakna so bila
zelo uporabna v gradbeniStvu in industriji, saj so odporna proti kislini in visokim
temperaturam, negorljiva, ¢vrsta in Siroko dostopna. Azbestna vlakna veljajo za nevarna
predvsem zaradi njihove oblike in lahke lomljivosti, ki jim omogoca vdor v celice in
medceli¢ni prostor. Fizi¢no poskodujejo kromatin, organele in druge celiCne strukture.
Sprozajo tudi vnetne procese, povzrocajo oksidativne poSkodbe DNA, encimov in
membran (Heintz in sod., 2010).

1.14 Klini¢na slika in zdravljenje

Simptomi se pri MPM razvijajo pocasi in klini¢na slika je dokaj neznacilna, zato je
diagnoza pogosto postavljena zelo pozno. Ponavadi od prvih bolezenskih simptomov do
dokonc¢ne postavitve diagnoze potece od tri do Sest mesecev (Kovac, 2010). Najprej se
pojavijo tezko dihanje, boleCine v prsih ter hujSanje. Ker so zgodnji simptomi tako
nespecificni, je diagnostika zapletena in je potrebnih veC razli€nih preiskav. Najprej se
opravijo slikovne diagnosti¢ne preiskave, za dolocitev razsirjenosti bolezni pa se opravi
tudi funkcionalna diagnostika (Novakovi¢ in sod., 2009 in Kovaé, 2010). Kljuénega
pomena za dokon¢no postavitev diagnoze pa je histoloSka analiza (Inai, 2008). MPM je
kroni¢na neozdravljiva bolezen. MPM poskusajo zdraviti kirurSko, s kemoterapijo oziroma
s sistemskim, kombiniranim ali paliativnim zdravljenjem. Za trenutno najbolj uspes$no
obliko zdravljenja velja kemoterapija, v¢asih v kombinaciji s kirurgijo. S klini¢nimi
raziskavami so ugotovili, da sta novejSa citostatika gemcitabin in pemetreksed v
kombinaciji s cisplatinom relativno uspesna (Kovac, 2010).

1.1.5 Napovedni dejavniki

Med napovedne dejavnike pristevamo klini¢ne merljive lastnosti bolnika ali bolezni, na
podlagi katerih lahko napovemo izid bolezni in s pomocjo katerih bi lazje dolocili
natanc¢nejSo diagnozo in na podlagi le te izbrali najprimernejsi pristop k zdravljenju (Steele
in sod., 2005). Med dobro raziskane napovedne dejavnike spadajo starost ob diagnozi,
spol, izguba telesne teZe, stanje bolnikove zmogljivosti in histoloski tip tumorja. Bolniki,
mlaj$i od 60. let ter bolniki z epiteloidnim histoloSkim tipom MPM imajo najboljSo
prognozo (Edwards in sod., 2000).

1.2 Survivin

Survivin ali BIRC5S (baculoviral inhibitor-of-apoptosis repeat-containing 5) je beljakovina,
ki sodi v druzino IAP (inhibitor-of-apoptosis protein) in je eden najpomembnejsih
zaviralcev apoptoze (Reed, 2001).

1.2.1 Splos$no o survivinu

Survivin in vse ostale beljakovine druzine IAP imajo znacilno strukturo, vsem je skupen
priblizno 70 aminokislin velik cinkov prst t.i. domena BIR (baculoviral IAP repeat), ki je
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nujna za zaviranje apoptoze in je prisotna v eni do treh ponovitvah. Skupaj poznamo 8
beljakovin IAP: NAIP, clAP1, clAP2, XIAP, Ts-XIAP, ML-IAP, apollon in survivin.
Cloveski gen za survivin se nahaja v telomernem delu kromosoma 17 (17q25) in ga tvorijo
Stirje eksoni in trije introni (Reed, 2001). Survivin ima samo eno kopijo BIR domene in je
pa najmanjsi pripadnik IAP druzine (16,5 kDa). V celicah je prisoten v mitohondriju, jedru
in citosolu (Altieri, 2003). Survivin se mocno izraza pri skoraj vseh oblikah ¢loveskih
tumorjev in fetalnih tkivih, je pa popolnoma odsoten pri terminalno diferenciranih celicah.
Zaradi njegovega znalilnega izraZanja je survivin idealna tar¢a za nadaljnje protirakave
terapije.

XIAP
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D To-IAP

from— c-lAP1,
-1 2 'a' ' — ,O (HIAPZ, MIHE)
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Slika 2: Prikaz zgradbe beljakovin druZine IAP. Povzeto po: http.//www.nature.com/

Primarna vloga survivina je inhibicija aktivacije kaspaz 3 in 7, kar privede do negativne
regulacije programirane celi¢ne smrti (Alain in sod., 2008). Predvidevajo, da ima survivin
pomembno viogo tudi pri regulaciji mitoze, saj se vkljuci v mitoti¢no delitveno vreteno,
kjer se poveze s tubulinom in tako skrbi za pravilno vezavo kondenziranih kromosomov na
niti delitvenega vretena (Pizem in Cor, 2003).

1.2.2 Vloga survivina pri proliferaciji in apoptozi

Survivin se nahaja v jedru, citoplazmi in mitohondrijih, kar je povezano z njegovim
delovanjem pri zaviranju apoptoze in celi¢ni delitvi. Oba procesa sta odvisna od kontrolnih
mehanizmov, ki so strogo medsebojno povezani in s tem zagotavljajo homeostazo. Med
njimi je tudi vec¢ razliénih beljakovin, ki so skupne obema procesoma, zato je uravnavanje
ravnovesja med tema procesoma zelo pomembno. Porusenje le-tega je ena izmed
pomembnih funkcij pri nastajanju malignih tumorjev (Hmeljak in Cor, 2012).
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1.2.2.1 Proliferacija

Proliferacija je proces delitve in rasti celic v tkivih in je, tako kot apoptoza, zelo natan¢no
reguliran proces, pri katerem survivin spodbudi proliferacijo z direktnim spajanjem in
stabilizacijo mikrotubulov mitotskega delitvenega vretena in z regulacijo loCevanja
kromosomov. Znacilnost rakavih celic je, da se lahko delijo kljub okvarjenim rastnim
faktorjem, ki zaradi odsotnosti pravih ligandov niso ve¢ aktivni, in kljub napakam genoma
(Hanahan in Weinberg, Hallmarks of cancer, 2011).

1.2.2.2 Apoptoza

Organizem uporablja dva procesa za odpravljanje poSkodovanih celic, nekrozo in
apoptozo. Nekroza je odmrtje celic oziroma tkiva, povzrocijo jo zunanji dejavniki kot so
razne okuzbe, poskodbe in toksini. Velja za necisto obliko celicne smrti, saj ima Skodljiv
vpliv na zdrave celice, in skoraj vedno nekroza privede do vnetja. Apoptoza pa je v
nasprotju z nekrozo ¢ista oblika celi¢ne smrti, kjer se poskodovane, okuzene in nepotrebne
celice odstranijo in s tem ne vplivajo na ostale zdrave celice in njihovo celi¢no
mikrookolje. Kromatin se kondenzira, DNA se fragmentira in nastanejo apoptotska telesa,
ki jih makrofagi s fagocitozo odstranijo in tako celica izgine brez vnetnega procesa.
Apoptozo lahko sprozijo zunajcelicni dejavniki (signali smrti), ki se veZejo na
membranske receptorje ali pa znotrajceli¢ni dejavniki (poskodba DNA, stradanje), ki
delujejo na mitohondrije (Russo in sod., 2006).

Proces apoptoze poteka v 4 zaporednih fazah, katere sprozijo razli¢nih signali:
1. ZACETEK: celica sprejme proapoptotiéne signale
2. SPROZENIJE: nepovratno se pri¢ne apoptoti¢na kaskada
3. POSPESITEV: katabolne reakcije, ki jih izvajajo kaspaze

4. 1ZVRSITEV: Pride do morfoloskih sprememb. Kromatin se zgosti, organi so tesno
skupaj, celica se skrc€i, celicna membrana se naguba, sledi razpad na apoptotska
telesca.

B

NORMALNA CELICA KONDENZACUIA RAGMENTACUA APOPTOTSKA TELESA

F ENTACL

Slika 3: Prikaz $tirih faz apoptoze. Povzeto po: http.//www.ajprenal.physiology.org/




Ozimi¢ S. Vpliv cisplatina na izrazanje survivina in vitro.
Univerza na Primorskem. Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 7

Zaviralci apoptoze pripadajo dvema genskima druzinama Bcl-2 in IAP. Pripadniki Bcl-2
druzine na ravni mitohondrija uravnavajo apoptozo. Nekateri izmed njih apoptozo
spodbujajo (Bak, Bax Bid), nekateri pa zavirajo (Bcl-2), natanéni mehanizmi njihovega
delovanja pa $e niso poznani (Pizem in Cor, 2001). Med IAP pa spada survivin, ki inhibira
apoptozo, saj veze in inaktivira kaspazi 3 in 7 in tako ustavi fazo sprozenja in pospesevanja
apoptoze (Pizem in Cor , 2003).

Apoptoza je eden izmed glavnih nacinov izgube tumorskih celic, zato se onkologija
osredotoa na sprozenje apoptoze, ki je lahko spontana ali pa spodbujena s strani
kemoterapije (Lowe in Lin, 2000). To kaZe na survivin kot na eno izmed potencialnih tar¢
protirakavega zdravljenja. Ce bi lahko zavrli delovanje survivina, bi s tem omogodili
normalno delovanje kaspaz 3 in 7 ter s tem apoptozo.

1.2.3 Survivin v onkologiji

Zelo malo protirakavih terapevtskih tar¢ je tako obetavnih kot survivin. Survivin je prav
zaradi svojega znacilnega izrazanja pritegnil toliko pozornosti raziskovalcev. Izraza se v
embrionalnih tkivih ter v malignih celicah, je pa odsoten v terminalno diferenciranih
celicah. V zelo nizkih koncentracijah ga sicer lahko najdemo v endotelijskih celicah,
¢revesnih Zlezah in sluznici materni¢nega vratu (PiZzem in Cor, 2003). V ve€ini primerov
ima survivin negativho napovedno vlogo, se pa najdejo tudi primeri pri katerih ima
pozitivno napovedno vlogo, kot je na primer rak dojke (Hmeljak in Cor, 2012).

1.2.4 IzraZanje survivina pri malignem plevralnem mezoteliomu

Survivinova negativna napovedna vloga pri razvoju, napredovanju in prognozi MPM $e ni
razjasnjena. Pri tistih raziskavah, kjer je MPM bil vkljucen, so rezultati med seboj si
nasprotujoci. Kljub temu so uspeli potrditi da ima survivin pri MPM negativno napovedno
vlogo in da je pri MPM prisotno intenzivno izraZanje survivina (Hmeljak in Cor, 2012).
Natanc¢nejsi podatki so bili pridobljeni s pomoc¢jo imunohistokemijskih metod, kjer so
Gordon in sod. dokazali survivin v 76 % primerov MPM (Gordon in sod, 2007), Klabatsa
in sod. v 77 % primerov (Klabatsa in sod., 2005) in Kleinberg in sod. v 64 % primerov
MPM (Kleinberg in sod., 2007). V eni izmed zadnjih objavljenih raziskav pa je vseh 101
bolnikov z MPM bilo pozitivnih na survivin (Hmeljak, 2011). Iz teh podatkov lahko
sklepamo, da je survivin v MPM prisoten in ga pri protirakavem zdravljenju ne bi smeli
spregledati.

1.2.5 Terapevtska vloga survivina

Najveckrat uporabljena in zaenkrat najucinkovitejSa metoda zdravljenja MPM je sistemska
kemoterapija s cisplatinom. Na podroc¢ju protisurvivinskih terapij razvoj Se poteka in je v
predklini¢ni fazi. Xia in sod. so z inhibicijo survivina zmanjsali $tevilo prezivelih celic
MPM in povecali obcutljivost na radioterapijo, s ¢imer so dokazali, da z vplivanjem na
survivin lahko povzro¢imo tako spontano kot spodbujeno apoptozo, kar je cilj
protirakavega zdravljenja (Xia in sod., 2002). Izrazanje survivina naras¢a v ¢asu maligne
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transformacije in je v korelaciji z narascajo¢im malignim fenotipom, vendar ni znano, ce je
survivin vzrok ali posledica maligne transformacije (Hmeljak in Cor, 2012).

1.3 Cisplatin

Cisplatin (cis-diamin diklor platina, CDDP) je citostatik s Sirokim protitumorskim
delovanjem in ga uporabljamo za zdravljenje Stevilnih tumorjev tako v monoterapiji kot v
kombinaciji z drugimi citostatiki (Novakovi¢ in sod., 2009). Cisplatin zamrezi DNA in
tako prepreci podvajanje pred celicno delitvijo ter izzove apoptozo delecih se celic (Shukla
in sod., 2008). Za dosego ucinka pa so pri protitumorskem zdravljenju primorani
uporabljati visje odmerke cisplatina, saj ima cisplatin otezeno prehajanje skozi membrane.
Zaradi vigjih odmerkov je ve¢je tudi Stevilo stranskih u¢inkov. Sistemski stranski u¢inki so
slabost, bruhanje, okvara sluha, nefrotoksi¢nost, nevrotoksi¢nost in okvara ledvi¢nih
tubulov (Novakovi¢ in sod., 2009).

Slika 4: Strukturna formula cisplatina. Povzeto po: http.//www.pubs.acs.org/

Uporaba cisplatina pa ni omejena zgolj na sistemsko aplikacijo, ampak vkljucuje tudi
novejSe pristope, kot je aplikacija cisplatina v telesne votline. Pri takem nacinu gre za
lokalno aplikacijo kemoterapevtika neposredno na tumor, vendar se pri plevralnih
malignomih Zal Se ne uporablja (Rossi in sod., 2003). Poleg intraplevralne aplikacije
kemoterapevtikov pa za zdravljenje MPM proucujejo moznost genskega zdravljenja, pri
katerem preko vnosa nukleinskih kislin nadomestimo, spremenimo ali utiSamo izrazanje
genov. Zaradi lastnosti kot sta odsotnost oddaljenih metastaz in lahka dostopnost tumorja
zaradi lege na povrSini plevre, bi lahko bila uporaba genske terapije u¢inkovita (Albeda in
sod., 2009).



Ozimi¢ S. Vpliv cisplatina na izrazanje survivina in vitro.
Univerza na Primorskem. Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 9

2 METODE IN MATERIALI

Za na$o raziskavo smo izbrali humano mezoteliomsko celi¢no linijo H2052 (NCI-H2052).
Celice smo najprej gojili v gojiscu. Ko so bile celice pripravljene za uporabo, smo jih
tretirali s tremi razliénimi koncentracijami cisplatina, jih nato ponovno inkubirali in
pripravili za nadaljnje poskuse. Za pozitivnho kontrolo utiSanja izrazanja survivina smo
izbrali metodo utiSanja survivina s transfekcijskimi molekulami siRNA in ko smo dosegli
ucinkovitost utisanja, je sledila izolacija celokupne RNA ter nato dolocanje koncentracije
celokupne RNA s pomocjo flourimetricnega sistema. Po konc¢anem postopku reverzne
transkripcije, kjer smo dobili vzorce cDNA, je sledila kvantitativna verizna reakcija s
polimerazo, s pomocjo katere smo lahko dolo¢ili raven izrazanja survivina. Na koncu nase
raziskave smo naredili Se test prezivetja, kjer smo opazovali za kolikSen odstotek se je
zmanjSal deleZ prezivetja s cisplatinom tretiranih celic.

2.1 Celi¢na kultura

Za vse poskuse smo uporabljali humano mezoteliomsko celi¢no linijo H2052 (NCI-
H2052): mezoteliomska, izolirana iz malignega plevralnega izliva, ATCC koda CRL-5915.
Celice smo gojili v gojis¢u RPMI 1640 z dodatkom 5 % fetalnega govejega seruma,
glutamina v obliki GlutaMAXa in 30 pg/mL antibiotika gentamicina (vse Gibco, Carlsbad,
CA, ZDA). Celice smo hranili pri 37°C v atmosferi z visoko relativno vlaznostjo in 5 %
CO,. Celice smo rutinsko presajali dvakrat tedensko in za poskuse uporabljali celice do 25.
pasaze, ker so takrat celice bile primerne za nase poskuse.

2.2 Tretiranje celic s cisplatinom kot kemoterpevtikom

Za kemoterapijo s cisplatinom smo celice nasadili v plosco za tkivne kulture z dvanajstimi
vdolbinicami. Poskus smo izvajali v treh ponovitvah. Celice smo tretirali s hipo- in
izotoni¢nimi raztopinami cisplatina koncentracij 0, 1 in 10 ug/mL. Izotoni¢ne raztopine
smo pripravili tako, da smo zaloZno raztopino cisplatina (1 mg/mL) red¢ili v sterilni s
fosfatom pufrani fizioloSki raztopini (angl. phosphate uffered saline, PBS), hipotoni¢no pa
tako, da smo zalozno raztopino red¢ili v sterilni dH,O. Najprej smo celicam odstranili
gojis¢e nato smo jih sprali s PBS, da smo odstranili ostanke goji§¢a. Celicam smo nato
dodali po 1 mL ustrezne raztopine cisplatina, negativnim kontrolam (celice brez dodatka
cisplatina) pa 1 mL svezega gojis¢a RPMI. Tretiranje s cisplatinom smo izvajali 15 minut
pri 37 °C. Nato smo cisplatin odpipetirali, nezno spirali s PBS ter celicam dodali 1 mL
svezega gojisca. Celice smo inkubirali pri 37 °C dve uri, da si opomorejo, nato smo jih
tripsinizirali in pripravili za nadaljnje poskuse.

2.3 Transfekcija s protisurvivinskim siRNA

Za pozitivno kontrolo izrazanja survivina smo uporabili metodo utiSanja izrazanja S
transfekcijo molekul siRNA. Za transfekcijo smo uporabljali kationski lipofekcijski
reagent Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) in brezserumsko gojis¢e OptiMEM
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(Gibco). Za utisanje smo uporabljali molekule siRNA, ki se specifi¢no vezejo na mRNA za
survivin in posredujejo njeno razgradnjo. Za utiSanje smo uporabili transfekcijo, pri kateri
pritrjenemu celicnemu enosloju dodamo lipofekcijske komplekse.

Celice smo nasadili v mikrotiterske ploiée s 6 vdolbinicami. Nasadili smo 5x10°
celic/vdolbinico in inkubirali preko no¢i v 2,5 mL gojisca RPMI s 5 % FBS brez
antibiotikov. Nato smo odstranili gojisce in celice temeljito sprali z gojis¢em brez FBS in
antibiotikov. V vsako vdolbinico smo odpipetirali 2,5 mL svezega gojis¢a RPMI brez FBS
in antibiotikov ter dodali po 500 uL kompleksov siRNA-lipofektamin-optiMEM. Uporabili
smo 50 pmol (2,5 pl zaloZne suspenzije) posamezne molekule siRNA in 5 pl
lipofektamina za vsako vdolbinico. Pri poskusu smo si pripravili tudi tri negativne
kontrole. Celice smo inkubirali pri 37 °C 6 ur ter nato gojisce z lipofekcijsko meSanico
zamenjali z obogatenim gojis¢em RPMI in inkubirali pri 37 °C.

Ucinkovitost utiSanja na transkripcijski ravni smo dolo€ili 48 ur po transfekciji.
2.4 lzolacija celokupne RNA

Za izolacijo celokupne RNA iz celic smo uporabili komercialni komplet reagentov RNeasy
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Nem¢ija). Ravnali smo se po navodilih proizvajalca za
1zolacijo iz zivalskih celic z uporabo centrifuge (angl. animal cells spin protocol). Pred
izolacijo smo celice tripsinizirali in presteli. Za posamezno izolacijo smo uporabili 10°
celic, ki smo jih lizirali, da smo sprostili celicno vsebino, in nato nanesli na izolacijske
kolone. Po spiranju s pufroma RW1 in RPE smo izolirano RNA izluzili s kolone z dvojno
elucijo po 30 pl vode brez RNAz.

Izolirano RNA smo do nadaljnje uporabe hranili pri -80 °C.
2.5 Dolocitev koncentracije celokupne RNA

Pred revezrno transkripcijo smo s pomocjo flourimetricnega sistema Qubit in
fluorimetri¢nega kompleta Quantlt (Invitrogen) dolo¢ili koncentracijo izolirane RNA. V ta
namen smo pripravili reakcijsko meSanico pufra in fluorescentnega barvila v razmerju
200:1. S pomocjo prilozenih standardov smo napravo kalibrirali. Za meritev koncentracije
smo v 190 ul reakcijske meSanice raztopili 10 pl izolata RNA, premesali in inkubirali 2
minuti ter izmerili koncentracijo celokupne RNA. Pri flourimetriéni metodi lahko
dolo¢imo koncentracijo raztopine pri doloceni valovni dolzini. Koncentracija vzorca se
lahko izracuna iz intenzitete svetlobe pred in po prehodu skozi vzorec. Barva ali valovna
dolzina izbranega filtra je izjemno pomembna, saj mora biti valovna dolzina svetlobe
fluorimetra enaka valovni dolzini, ki jo absorbira preiskovani vzorec.
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2.6 Reverzna transkripcija

Za reverzno transkripcijo smo uporabili komplet za reverzno transkripcijo proizvajalca
Qiagen. Reverzno transkripcijo smo izvedli v dveh paralelkah. Za vsako reakcijo smo
pripravili 150 ng RNA v kon¢nem volumnu 15 pl.

Vsakemu vzorcu smo dodali 1,5 pl pufra za razgradnjo genomske DNA in inkubirali pri 42
°C 5 minut. Po razgradnji DNA je sledila reverzna transkripcija s po 4 pl meSanice za
reverzno transkripcijo. MeSanica je vsebovala encim reverzno transkriptazo, nakljuc¢ne
zacetne oligonukleotide in RT pufer. Reverzna transkripcija je potekala 15 min pri 42 °C.
Ko je reakcija potekla, je bilo reverzno transkriptazo v mesanici potrebno inaktivirati, zato
smo vzorce inkubirali 3 minute pri 95 °C. Vzorce cDNA smo shranili pri -20 °C do
nadaljnje uporabe.

2.7 Kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo

Z metodo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo v realnem Casu z reverzno
transkripcijo (QRT-PCR), smo dolo¢ili osnovno raven izrazanja survivina pri celi¢ni liniji
H2052. Kot kontrolo smo si izbrali ¢loveski gen za 18s rRNA.

Za vsako reakcijo smo uporabili cDNA, ekvivalentno 20 ng RNA. Detekcijo pomnozkov
PCR smo izvedli s tehnologijo TagMAN, pri kateri poleg zacetnih oligonukleotidov
reakciji dodamo tudi fluorescentno oznaceno sondo.

Konc¢ni volumen posamezne reakcije je bil 20 ul. Reakcijska meSanica je vsebovala 10 pl
TagMAN zmesi pufra, DNA polimeraze, deoksiribonukleotidov in soli, 1 pl meSanice
zacetnih oligonukleotidov in fluorescentno oznacene sonde, 7 ul vode brez nukleaz in 2 ul
cDNA. Za zagotovitev optimalnega poteka reakcije PCR smo vse vzorce za pomnoZevanje
18s rRNA red¢ili 100x.

2.8 Dolocitev ravni izrazanja survivina

Za dolocitev in izracun ucinkovitosti izrazanja survivina in 18s rRNA smo si pripravili
umeritveno krivuljo. Pripravili smo si 4 red¢itve cDNA (nered¢eno, 10x red¢eno, 100x
redCeno in 1000x red¢eno za survivin in 100x, 1000x, 10 000x in 100 000x redCeno za 18s
rRNA). Dobljene vrednosti Ct, smo nanesli na ordinatno os, na abcisno os pa logaritme
red¢itev cDNA. S pomocjo enacbe, E=10"" ( E= uginkovitost pomnoZzevanja, k= naklon
premice) in premice smo lahko izracunali ucinkovitost pomnoZevanja survivina in 18s
rRNA. Relativno izrazanje survivina pa smo izracunali tako, da smo raven izraZanja
survivina, ki smo jo dolocili s qRT-PCR normalizirali na povpre¢ne deleze prezivetja (SF)
po enacbi:

Relativno izrazanje survivina=(raven izrazanja survivna)/(SF).
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2.9 Test prezivetja in vitro (test klonogenosti)

Celice H2052 smo tretirali s hipotoni¢nimi in izotoni¢nimi raztopinami cisplatina
koncentracij 0, 1 in 10 pl/mL za 15 minut pri 37 °C, nato smo netretiranim in tretiranim
celicam za 1 uro dodali gojis¢e, da si opomorejo. Po pretekli 1 uri smo odstranili gojisce,
celice tripsinizirali in jih presteli.

Empiri¢no doloceno stevilo celic (700) smo nato nasadili na petrijevke premera 6 cm in jih
inkubirali do tvorbe makroskopskih kolonij (10 do 16 dni). Vsak poskus smo ponovili
trikrat. Po inkubaciji smo odstranili gojis¢e, plosce sprali z vodo in barvali z raztopino
kristal vijolicnega 10 minut pri sobni temperaturi ter ponovno temeljito sprali. Ker je v
raztopini kristal vijoli¢nega prisoten etanol, smo s tem dosegli tudi fiksacijo kolonij. Zrasle
kolonije smo roc¢no presteli, izracunali povprecje treh ponovitev ter parametra PE
(ucinkovitost tvorbe kolonij) in SF (delez prezivelih) po enacbah:

PE = (Stevilo zraslih kolonij)/(Stevilo nasajenih celic) * 100 %

SF = (PE tretirane)/(PE kontrole)
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3 REZULTATI

Rezultati nase raziskave so bili v skladu z naSimi pri¢akovanji. Pri kvantitativni verizni
reakciji s polimerazo smo dokazali izrazanje survivina pri vseh raztopinah cisplatina, vecje
izrazanje pa smo zaznali pri celicah tretiranih s hipotoni¢no raztopino cisplatina. Pri
kemoterapiji s cisplatinom smo prav tako opazili vecji ucinek hipotoni¢nih raztopin
cisplatina, test prezivetja pa je pokazal Se morfoloske spremembe celic. Pri relativnem
izrazanju survivina je bilo najvecje izraZanje survivina prisotno pri tisti koncentraciji
cisplatina, kjer je delez prezivetja celic bil najmanjsi. S tem smo dokazali da cisplatin
zmanjSuje delez prezivetja celic, a hkrati vpliva na pove€ano izraZanje survivina.

3.1 Kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo

Z metodo qRT-PCR smo dolo¢ili raven izrazanja survivina pri celiéni liniji H2052. Kot
kontrolo smo si izbrali ¢loveski gen za 18s rRNA. Ugotovili smo, da preiskovana celi¢na
linija izraZa survivin na nivoju mRNA.

Izrazanje survivina pri celicni liniji H2052

3,5

H PBS

B H,0

% izrazanja

0 1 10
CDDP (pg/mL)

Slika 5: Izrazanje survivina pri celi¢ni liniji H2052

Nasi rezultati kaZejo, da se izraZanje survivina poveca zaradi s cisplatinom povzrocenega
stresa. Kot je razvidno iz slike (Slika 5), je izrazanje survivina poviSano pri vzorcih,
tretiranih s hipotoni¢no raztopino cisplatina v primerjavi s tistimi, ki so bili tretirani z
izotoni¢no raztopino enake koncentracije (p < 0.05). Pri celicah, tretiranih z izotoni¢no
raztopino, se izrazanje survivina ni spreminjalo glede na koncentracijo cisplatina. Obratno
pa smo pri s hipotoni¢no raztopino tretiranih vzorcih ugotovili, da je raven izraZanja
survivina naraS¢ala z naras¢ajoco koncentracijo kemoterapevtika. Uspeli smo pokazati, da
stres povzrocen s strani cisplatina pri celici poveca izraZanje survivina.
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3.2 Tretiranje celic s cisplatinom kot kemoterapevtikom

Celice smo tretirali s hipotoni¢nimi in izotoni¢nimi raztopinami cisplatina koncentracij 0,
1, 10 pg/mL v sterilni dH,O (hipotoni¢na raztopina) in PBS (izotoni¢na raztopina).
Ugotavljali smo ucinek tretiranja s kemoterapevtikom v izotoni¢ni ter hipotoni¢ni
raztopini. Opazili smo, da tretiranje s hipotoni¢no raztopino cisplatina moc¢neje zmanjsa
prezivetje celic kot tretiranje z izotoni¢no raztopino. Poleg razlik v prezivetju celic, smo
opazili tudi razlike v morfologiji celic. Celice po tretiranju s hipotoni¢no raztopino so
imele skrceno citoplazmo in so bile slabse pritrjene na podlago. Puscici na delu G in H
(Slika 7) prikazujeta celice, katerih morfologija ima znaéilnosti apoptoze, citoplazma je
skréena in celica ni ve¢ takSne oblike kot bi morala biti. Opaziti je vecje Stevilo celic, ki so
morfolosko drugac¢nih oblik, kar je povezano z vi§jo koncentracijo cisplatina.

3.3 Test prezivetja

S testom prezivetja smo preverili, kakSen je vpliv na celice pri tretiranju s cisplatinom.
Ugotovili smo, da ima hipotoni¢na raztopina vecji vpliv, saj so bile vrednosti SF pri
tretiranju z 10 ug/mL cisplatina znacilno manjse, kot pri celicah tretiranih z izotoni¢no
raztopino iste koncentracije cisplatina (Slika 6).

Prezivetje celic

0,70

0,60

0,50

0,40 -

SF

0,30 - m PBS

0,20 - B H,0

0,10 -

0,00 -
0 1 10
CDDP (ug/mL)

Slika 6: Povpre¢ne vrednosti deleza prezivetja celic (SF) pri celi¢ni liniji H2052

Najvecji u€inek smo dosegli pri koncentraciji cisplatina 10 pg/mL, saj je deleZ prezivelih
celic znasal samo 0.06, v izotoni¢ni raztopini pri enaki koncentraciji pa je delez znaSal
0.63. Kolonije so bile manjse in celice so bile razporejene bolj kompaktno.

Pri mikroskopiranju (Slika 7) smo poleg zmanjSanega Stevila pritrjenih celic opazili
spremenjeno citoplazmo in vecje Stevilo celic z morfologijo, znacilno za apoptozo. Tudi
pri mikroskopiranju je bilo dobro vidno, da ima hipotoni¢na raztopina vecji ucinek na
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prezivetje celic, kot pa izotoni¢na raztopina. Dobljeni rezultati nakazujejo, da cisplatin
uspesno zavira rast celic MPM, vpliva pa tudi na izrazanje survivina, ki celicam pomaga
preziveti stresne razmere.

Slika 7: Spremembe v morfologiji celic H2052 48 h po tretiranju z razliénimi koncentracijami cisplatina. Pri
sliki H opazimo najvedji u¢inek na prezivetje celic (10 pg/mL cisplatina)
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3.4 Relativno izraZzanje survivina glede na preZivetje celic

Za izraCun relativnega izrazanja survivna smo raven izrazanja survivina, ki smo jo dolocili
s gRT-PCR normalizirali na povprecne deleze prezivetja (SF).

Relativno izrazanje survivina glede na
prezivetje celic
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Slika 8: Relativno izrazanje survivina glede na prezivetje celic

Najvecja dobljena vrednost je bila pri hipotoni¢ni raztopini s 10 ug/mL cisplatina in sicer
je znaSala 53.29, pri izotoni¢ni raztopini s 10 pg/mL cisplatina pa je znaSala 1.28. Iz tega
lahko zaklju¢imo, da se je izraZanje survivina znatno povecalo pri tistem tretiranju, kjer je
prezivelo najmanj celic. Cisplatin je zmanjSal prezivetje celic, vplival pa je tudi na
survivin, kateri se je zaradi stresa mocneje izrazal. Glede na dobljene rezultate lahko
sklepamo da je dolgoro¢no Cisto mozno, da se razvije odpornost celic MPM.
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4 RAZPRAVA

Namen naloge je bil ugotoviti, kako s cisplatinom povzrocen stres vpliva na izrazanje
survivina pri MPM. V pogojih in vitro smo zeleli ugotoviti, kak$no je izrazanje survivina,
¢e celice tretiramo z izotoni¢no in hipotoni¢no raztopino cisplatina. Z metodo qRT-PCR
smo dokazali izrazanje survivina pri celi¢ni liniji malignega plevralnega mezotelioma
H2052. Nasi rezultati kazejo, da se izrazanje survivina mocno poveca, kadar je povzrocen
stres s cisplatinom.

Ugotovili smo, da pri celicah, tretiranih s hipotoni¢no raztopino, izrazanje survivina
najbolj naraste.

Ugotovili smo, da tretiranje z izotoni¢no raztopino cisplatina ne vpliva na raven izraZanja
survivina, saj se relativno izrazanje survivina pri celicah, tretiranih z 1 ali 10 pg/mL
cisplatina ni statisti¢no znacilno razlikovalo od ravni izrazanja netretiranih in samo s PBS
tretiranih celic. Povsem drugaen rezultat pa smo dobili pri tistih celicah, ki smo jih
tretirali s hipotoniénimi raztopinami. Ze samo tretiranje z vodo (hipotoni¢ni stres) je
povzrocilo podvojitev izrazanja survivina. Tretiranje z najvi§jo koncentracijo cisplatina (10
ug/mL) je povzrocilo potrojitev ravni izrazanja. NaSi rezultati so torej pokazali, da
tretiranje celic MPM s hipotoni¢nimi raztopinami cisplatina nizkih koncentracij (1 pg/mL)
Ze samo po sebi vpliva na izraZanje survivina, ucinek pa se izrazito poveca pri vi§jih
koncentracijah. Test klonogenosti, ki temelji na reprodukcijski sposobnosti celic, smo
uporabili za analizo vpliva tretiranja s cisplatinom na preZivetje celic. Delez preZivelih
celic se je skoraj povsod zmanjSal za 40 %, v nekaterih primerih pa celo za ve¢ kot 60 %.
Pri celicah, tretiranih s hipotoni¢no raztopino, so bile vrednosti deleZa preZivetja znatno
manjSe. Tretiranje s hipotoni¢no raztopino 10 ug/mL cisplatina je povzrocilo mocan upad
prezivetja celic, saj je tovrstno tretiranje prezivelo le 6 % celic H2052. Za primerjavo, pri
isti koncentraciji cisplatina je SF za celice, tretirane z izotoni¢no raztopino, znasala 0,63.
Prav tako so bile spremembe morfologije celic izrazitejSe pri tretiranju s hipotoni¢nimi
raztopinami cisplatina.

Spremenjeno izrazanje survivina povzro€i tudi spremembe citoskeleta malignih celic, kar
se odrazi na Spremenjeni celicni morfologiji in kar je najpomembnejSe, zmanjSa
sposobnost migracije malignih celic (Zhang in sod., 2010). To smo opazili tudi pri nasih
poskusih. Poleg statisticno znacilnega zmanjSanja Stevila preZivelih celic smo opazili
spremembe tudi v zraslih kolonijah in pri mikroskopskemu opazovanju tretiranih celic.
Tretirane celice so bile manjse, slabse pritrjene na podlago in spremenjene oblike. Tudi
zrasle kolonije so bile manjse, celice v njih pa so bile razporejene bolj kompaktno. Pri testu
prezivetja smo uspeli potrditi, kar smo opazili ze pri kvalitativnem mikroskopiranju
tretiranih celic 48 ur po tretiranju, in sicer da ima hipotoni¢na raztopina vecji ucinek na
prezivetje celic. Poleg zmanjSanega Stevila pritrjenih celic smo opazili spremenjeno
citoplazmo in vecje Stevilo celic z morfologijo, znacilno za apoptozo.
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Pri relativnem izrazanju survivina glede na prezivetje smo ugotovili, da se je najvec
sklepamo da je cisplatin zdravilo, ki zmanjSuje deleZ prezivetja celic, vendar isto¢asno
povecuje izrazanje survivina kot odgovor na stres. Survivin, kot lahko razberemo iz uvoda,
je lahko pomemben ¢len pri odpornosti MPM proti zdravljenju. Z naSo raziskavo smo
ugotovili, da cisplatin sicer uspe$no zavira rast celic MPM, isto¢asno pa vpliva tudi na
izrazanje survivina, ki celicam pomaga preziveti stresne razmere. Torej bi to lahko
dolgoro¢no pomenilo razvoj odpornosti celic MPM.

Pojavnost MPM je v Sloveniji kljub zakonski prepovedi proizvodnje in uporabe azbesta $e
vedno v porastu. Vrh naj bi doseglo nekje po letu 2020. Za vedno vecje Stevilo bolnikov pa
je krivo tudi lazje doloCanje diagnoze MPM, saj se je v tej smeri moc¢no izboljSala
diagnostika. Vendar Se vedno pa kot glavni krivec nastopa azbest in izpostavljenost le-
temu, zato najve¢ obolelih prihaja iz okolice Anhovega (Novakovi¢ in sod., 2009). Pri
zdravljenju raka je cilj vsake terapije ucinkovito in hitro unic¢enje tumorskih celic ter da
normalne celice ostanejo neposkodovane. Prav zaradi omejenega izrazanja survivina, ki je
prisoten samo v tumorskih celicah, je survivin primerna tar€a za razvoj tak$nih terapij. Z
naso raziskavo smo ugotovili, da je lokalna aplikacija cisplatina v hipotoni¢ni raztopini
eden od moznih pristopov k izbolj$anju zdravljenja MPM. Ceprav napovedni pomen
survivina trenutno $e ni potrjen, so pa raziskave terapevtskega pomena survivina pri MPM
zelo smiselne in je survivin ve¢ kot primerna tarCa za raziskovanje in razvijanje novih
strategij zdravljenja MPM.
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5 ZAKLJUCKI

Pri tej zaklju¢ni nalogi smo postavili naslednjo hipotezo:

V mezoteliomskih celicah se izrazanje gena za survivin poveCa zaradi stresa, ki ga
povzroci kemoterapevtik cisplatin.

Rezultati, ki smo jih dobili, so bili v skladu s pri¢akovanji in so potrdili naso hipotezo.
Pricakovali smo da bo tretiranje celic s cisplatinom povecalo izrazanje survivina in
vplivalo na celokupno prezivetje celic. Hipotezo smo potrdili, saj smo ugotovili, da lokalno
apliciran kemoterapevtik v hipotoni¢ni raztopini pove¢a izrazanje survivina. Ce
povzamemo dobljene rezultate, lahko ugotovimo, da se izrazanje survivina poveca kot
odgovor na s cisplatinom povzro¢en stres. Na podlagi tega in do zdaj objavljenih studij

lahko zaklju¢imo, da je survivin primerna potencialna tara za nove raziskave ciljanih
terapij MPM.
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