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Proteni plazemske membrane predstavljajo priblizno Y5 celotnega proteoma in so vitalnega
pomena za celico. Membranski proteini so pomembni za identiteto celice, signaliziranje v in
med celicami, prenosu skozi membrano in varovanju celic. Obenem so tudi bioloski
oznaCevalci in tare za mnoga zdravila. Napake v proteinih plazemske membrane so
pomembne pri razvoju raka, saj njihova stalna navzoénost/aktivnost lahko omogoci celicam,
da pridobijo rakave lastnosti. Rak zelodca je Se vedno eden glavnih vzrokov smrti,
povezanih z rakom. Velika tezava je njegovo pozno odkritje, saj so bolniki brez znakov,
dokler bolezen ne napreduje. Zato je pomembno, da bi identificirali bioloski oznacevalec
raka zelodca, s katerim bi lahko odkrili bolezen, preden se razvije v smrtno obliko. Mi smo
poskusili obogatiti frakcijo proteinov plazemske membrane iz Zzelod¢nega tkiva s tehniko
centrifugiranja v saharoznem gradientu in nato uspe$ne obogatitve analizirati z 2-D
elektroforezo. Hkrati smo z iskanjem po podatkovnih zbirkah Zeleli sestaviti man;jsi
pregledni seznam moznih bioloskih oznacevalcev raka zelodca. Za poskus obogatitve
proteinov plazemske membrane smo uporabili 10 razli¢nih protokolov; od teh 6 z uporabo
centrifugiranja v gradientu, 2 z uporabo komercialnih kompletov, namenjenih izolaciji
membranskih proteinov, en preprost protokol, ki se ni posluzeval centrifugiranja v
gradientu, in en protokol za izolacijo celokupnih proteinov celice. S slednjim smo primerjali
uspes$nost obogatitve proteinov plazemskih membran ostalih protokolov. Obogatitev
frakcije proteinov plazemskih membran smo preverjali s tehniko prenosa Western in
detekcijo kadherinov. Nato smo uspe$no obogatene vzorce analizirali z 2-D elektroforezo.
Ugotovili smo, da je s tehniko centrifugiranja v saharoznem gradientu mozno obogatiti
proteine plazemske membrane, vendar je zaradi izgub med potekom postopkov ne
priporotamo za majhne vzorce. Prav tako analiza s tehniko 2-D elektroforeze ni najbolj
primerna za majhne vzorce, sploh ¢e so ti hidrofobni. Z iskanjem po podatkovnih zbirkah
smo nasli proteine, ki so objavljeni kot bioloski oznacevalci raka in bi glede na njihovo
fiziolo$ko vlogo lahko bili udeleZeni pri patologiji Zelodca. Tiste, ki $e niso bili potrjeni za
rak Zelodca, lahko predlagamo za prihodnje raziskave njihove vloge tudi pri omenjeni vrsti
raka.
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Plasma membrane proteins represent about one third of the cell proteome, and they
are vital for the cell. They are responsible for cell identity, signaling in and between
cells, transporting through the plasma membrane, and guarding the cell. At the same
time they could serve as biomarkers, and targets for drugs. Disturbances and errors
in plasma membrane proteins may be a cause for the development of cancers.
Constantly present and active aberrant proteins can contribute to cancer properties.
Gastric cancer is still one of the main causes of death associated with cancer. His
late discovery is a real challenge because patients are asymptomatic until the disease
progresses. Because of this it is very important to identify a biomarker enabling to
discover gastric cancer before it becomes deadly. We tried to enrich a fraction with
plasma membrane proteins from the gastric tissue with sucrose gradient
centrifugation, and to analyze that fraction with 2-D electrophoresis. In parallel we
tried with data mining to assemble a smaller list of possible gastric cancer
biomarkers. For the enrichment of plasma membrane proteins we used 10 different
protocols. From them 6 are employing gradient centrifugation, another 2 are
commercial kits designed to isolate plasma membrane proteins, one was a basic
protocol, and the last one a protocol for isolating total proteins. The latter was used
in order to assess the performance of other protocols. Enrichment was inspected
with Western-blotting and cadherin detection. Succesfully enricht samples were
analyzes with 2-D elelctrophoresis. We concluded that it is possible to enrich plasma
membrane proteins with sucrose gradient centrifugation but because of sample loss
during procedure, it is still advised to use this technique for small samples.
Likewise, 2D electrophoresis is suitable just for small and especially hydrophobic
samples. With data-mining we found proteins that already were published as
biomarkers for different forms of cancer but could also play some role in normal
physiology of the stomach. In case they were not yet suggested for gastric cancer,
we could propose them for future research of their possible role also in this type of
cancer.



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

KAZALO VSEBINE

str.
Kljuéna dokumentacijska informacija (KDI) .............ccccviiiiiiiiiiii e i
Key Words Documentation (KWD) .........oooiiiiiiiieiesie e v
KAZAI0 VSEIDINE ...ttt et re et et e ne e nreeneeenee e \
(NG V2 | [0 o] =01 (=T [ ] oSSR VIl
(= V22 | [0 I 1] SRS SRR IX
KAZAI0 PIIIOG. .. e Xl
OkrajSave in SIMDOLI ..............ocoiiiiii X1
1 UvoD 1
11 NAMEN 1
1.2 HIPOTEZE 1
2 PREGLED OBJAV 2
2.1 RAK 2
2.2 RAK ZELODCA 3
2.3 MEMBRANSKI PROTEINI IN NJIHOVA VLOGA PRI RAKU 4
2.4 PROTEOMIKA 8
2.5 ISKANJE BIOLOSKIH OZNACEVALVEV PRI RAKU ZELODCA 10
3 MATERIALI IN METODE 12
3.1 SESTAVA PUFROV IN RAZTOPIN 12
3.2 VZORCI 15
3.3 POTEK DELA 15
3.4 GELSKA ELEKTROFOREZA IN PRENOS WESTERN 16
3.5 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA 17
351 Izoelektri¢no fokusiranje 17
3.5.2 Ekvilibracija 18
3.5.3 Navpi¢na SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza 18

3.5.4 Barvanje s srebrovim nitratom 18



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

355
3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

3.6.4

3.6.5

3.6.6

3.6.7

3.6.8

3.6.9
3.7

41.1

4.1.2

413

4.1.4

4.1.5

4.1.6

4.1.7

4.1.8

4.1.9
4.2
4.3

Racunalniska analiza 2-DE gelov

RAZLICNI NACINI OBOGATITVE MEMBRANSKIH PROTEINOV 1Z
VZORCEV ZELODCNEGA TKIVA

Protokol za izolacijo celokupnih proteinov
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov |
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 11
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 111
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov IV
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VI
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VII

Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V111

ISKANJE BIOLOSKIH OZNACEVALCEV
PO RACUNALNISKIH ZBIRKAH

REZULTATI

REZULTATI RAZLICNIH PROTOKOLOV ZA OBOGATITEV
MEMBRANSKIH PROTEINOV

Protokol za izolacijo celokupnih proteinov
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov |
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 11
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 111
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov IV
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VI
Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VI

Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V111
RACUNALNISKA ANALIZA 2-DE GELOV

REZULTATI ISKANJA BIOLOSKIH OZNACEVALCEV PO
RACUNALNISKIH ZBIRKAH

RAZPRAVA IN SKLEPI

19

19

19

19

20

20

21

22

23

23

25

26

28

28

28

29

30

35

39

50

52

55

72

78

79

80

Vi



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

5.1
5.2

RAZPRAVA
SKLEPI

POVZETEK

VIRI

ZAHVALA
PRILOGE

80
84

85

86

Vil



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.

Pregl.

Pregl.
Pregl.

Pregl.
Pregl.

Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.
Pregl.

KAZALO PREGLEDNIC

1: Proteini primarnega SUPEIMALANTA ...........ccueverreriirieriiniesieeieie e S3Er2
2: Proteini primarne 0DOMNE .......cc.viieiice e 34
3: Vzorci plazemskih membran po protokolu Turk in Plemenitas (2003) .................... 36
4: Vzorci supernatantov po centrifugiranju frakcije

s plazemskimi Membranami...........ccoceoveiiiieiie e 38
5: Vzorci primarnega alikvota in vzorci

po 16-urnem centrifugiranju v gradientu. ...........ccooeveieneienenenesceeeeees 40
6: Vzorci po 2-urnem gradientnem centrifugiranju in vzorec supernatanta. ................. 41
7: VVzorci mikrosomalnega homogenata

po 8-urnem centrifugiranju v gradientu. ...........ccocoverinieienene e 43
8: Vzorci nuklearnega homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu................ 45
9: Vzorci mikrosomalnega homogenata

po 16-urnem centrifugiranju v gradientu. ..........cococevireeienene e 47
10: Vzorci nuklearnega homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu............ 49
11: Vzorci na razli¢nih stopnjah protokola. ...........ccocerereiiiiniiiiinecsc e, 50
12: Vzorci po 33-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu. .............cccceevnee. 52
13: Vzorci po 60-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu. .............cccceevenee. 54
14: VVzorci DH pred in po centrifugiranju v gradi€ntu. ..........ccccoeeveviiieieeceee e, 56
15: Vzorci po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirani na razli¢éne nadine................... 58
16: Vzorci po 150-minutnem centrifugiranju v gradientu. ..........ccccooeiiiinennnieieiennn 60
17: Vzorci po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu. ..........cccooeevereienenesieenieinenns 62
18: Vzorci ekstrahirani s pufrom za lizo in karbonatom. ...........c.ccceeviiiiecin e, 64
19: EKStrakCija s TrEONOM.......ioiuiiiiieiiie ettt sttt e 66
20: Ekstracijo s kloroform/metanolom. ...........cccoeoeiiiiiiniiiieeee s 68
21: VVzorec pred in po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu. ............ccocceevvvneennn 71
22: Vzorci izoliranih proteinov pri razli¢nih fazah obogatitve. ...........cccoocvviiiiiiienenn. 73
23: Racunalniska analiza in koli¢ina dobljenih lis ... 79

Vil



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

SI.
SI.
SI.
SI.
SI.
SI.

SI.
SI.

SI.
SI.

SI.

SI.

SI.
SI.

SI.
SI.

SI.

SI.

Sl.

Sl.

SI.

SI.

o 01 A W N P

~

9:
10

11

12:

13:
14:

15:
16:

17:

18:

19:

20:

21:

22:

KAZALO SLIK

» LaStNOStE CEIICE FAKA ....cvveiveeiiciie et ae e
: Razredi membranskih ProteiN0OV..........ccocviiiiiiicic e
P EGFR SIGNAlIZITANJE.... oottt ne e
: Ras/Raf/MEK/ERK SIgNaINa POL.........ooiiiiiiieieieic e
: Ras/PIBK/PTEN/AKY/MTOR Signalna Pot.........cccooveiiiiiiiiniiieeece e
: Prenos Western iz protokola za izolacijo celokupnih proteinov

in protokola za obogatitev plazemskih proteinov . ..........cccooeiiiiniiiiiiieeeen

: 2DE gel vzorca celokupnih ProteinoV. .........cccoeieiiiiieiiiieisieee e
: Primerjava med protokolom za obogatitev plazemskih proteinov |

in preprostim protokolom za izolacijo celokupnih proteinov ............ccccocviniiicnenn,
2-DE gel vzorca po protokolu za obogatitev plazemskih proteinov I. ...........cccceeennne,

: 2-DE gel vzorca primarnega peleta po entrifugiranju v saharoznem
gradientu po protokolu za obogatitev plazemskih membran Il............cccccoooeivennne.

: 2-DE gel vzorca primarnega supernatanta po centrifugiranju v
saharoznem gradientu v protokolu za obogatitev plazemskih membran I1...............

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
iz primarnega supernatanta (S1)........cccccciiieiieeie i

Membrana z vzorci izoliranih proteinoV iz S1 ........cccccveviiieie e

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
iZ Primarne 0DOFINE (PL) ....ioieiece et

Membrana z vzorci izoliranih proteinoVv iz PL ........cccccooviiieie e

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov frakcije
plazemskih membran po protokolu, prirejenem po Turk in Plemenitas (2003) .......

Membrana z vzorci izoliranih proteinov frakcije plazemskih membran
po protokolu, prirejenem po Turk in Plemenitas (2003).......cccccvevvriverveieiininereenns

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih proteinov iz
supernatantov (S4) po prirejenem protokolu Turk in Plemenitas (2003)..................

Membrana z vzorci izoliranih proteinov iz supernatanta (S4)
po prirejenem protokolu Turk in Plemenitas (2003)......ccccceveeivnieiinninieiie e

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih nuklearnega (N) in mikrosomalnega (M)
homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu...........ccocceoererenenennnesieene.

Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N)
in mikrosomalnega (M) homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu......

Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
nuklearnega (N) in mikrosomalnega (M) homogenata po
2-urnem centrifugiranju v gradientu ..........ccceeeeivereiieesieese e

28
29

30



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

Sl. 23: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) in

(M) mikrosomalnega homogenata po 2-urnem centrifugiranju v gradientu............. 42
Sl. 24: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

mikrosomalnega (M) homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu............. 44
Sl. 25: Membrana z vzorci izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata

po 8-urnem centrifugiranju v gradientu ...........ccceevveiieieeie s 44
Sl. 26: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

nuklearnega (N) homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu.................... 45
Sl. 27: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata

po 8-urnem centrifugiranju v gradientu ...........cccoevviieiieie s 46
Sl. 28: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

mikrosomalnega (M) homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu.......... 47
Sl. 29: Membrana z vzorci izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata

po 16-urnem centrifugiranju v gradi€ntu ..........ccoceeieieereiiec s 48
SI. 30: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

nuklearnega (N) homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu.................. 49
Sl. 31: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata

po 16-urnem centrifugiranju v gradi€ntu ...........cccceveeieeie e 50
Sl. 32: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

po Hoffmann et al. (2005)........c.ccviiiiieiece e 51
Sl. 33:Membrana z vzorci izoliranih proteinov po Hoffmann et al. (2005) .........ccccccovvivenenne. 52

Sl. 34: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 33-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu. ...........cccccoveverveieseennnnn 53

Sl. 35: Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 33-minutnem
centrifugiranju v saharoznem gradientU. ..........ccceeerererinenineeesee e 54

Sl. 36: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 60-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu. ...........cc.ccooevevveiveseennnnn 55

Sl. 37: Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 60-minutnem
centrifugiranju v saharoznem gradientU...........ccecerereneneninieeiesese e 55

Sl. 38: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov DH
vzorcev pred in po centrifugiranju v gradi€ntu. ........ccceveeeieieneneneseseseeeee e, 57

Sl. 39: Membrana z vzorci izoliranih proteinov DH vzorcev pred in po
Centrifugiranju V gradi€ntu. ........ooeoeiiiiniiieee e 57

SI. 40: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov DH in N,
vzorcev po centrifugiranju Vv gradi€ntu. ........ccooeieiiniiinieee e 59

Sl. 41: Membrana z vzorci izoliranih proteinov DH in N, vzorcev
PO centrifugiranju V gradi@ntu. ..........ccoueiiiiiiieese e 59

Sl. 42: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 150-minutnem centrifugiranju vV gradi€ntu ..........ccocoveveiieeieeresie e 60

Sl. 43: Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 150-minutnem
centrifugiranju V gratientU. ......c.ooeeieee e 61



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.
SI.

SI.

SI.

SI.

SI.

SI.
SI.
SI.
SI.

SI.
SI.
SI.

44

45:

46:

47.

48:

49:

50:

51:

52:
53:

54:

55:

56:

57:

58:
59:
60:
61:

62:
63:
64:

: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu ............cccoveeeiie i 62

Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 82-minutnem
centrifugiranju V gratientU. .........coveieeie i 63

Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo
z dodatkom NP-40 in s Karbonatom ..........cccceeeiiiniiiniieie e 64

Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 82-minutnem
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo

z dodatkom NP-40 in S Karbonatom..........cceverieiiiiiiniceieee e 65
Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov po

82-minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s Tritonom X-114............. 66
Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 82-minutnem

centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s Tritonom X-114. .........cccccevviievveinenn. 67
Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov

po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu,

ekstrahiranih s Klorofrom/metanolom ............cccoovoiiiiiieie e 68
Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 82-minutnem

centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s kloroform/metanolom. ......................... 69
2DE gel vzorca N,-PM-eNP40 po prirejenem protokolu Zhang et al. (2005). ............ 70
2-DE gel vzorca N,-PM-eK-pNP40 po prirejenem

protokolu Zhang et al. (2005). .......coiiiiiieiecie et 70

Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov
po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiranih s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s karbonatom...............c......... 72

Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 82-minutnem

centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo

z dodatkom NP-40 in S Karbonatom..........cceviiiiiiiiiiieeieee e 72
Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih, izoliranih

s komercialnima kompletoma Novagen in Calbiochem. ...........c...coco oo, 73
Membrana z vzorci, izoliranimi s komercialnima kompletoma

Novagen in CalbiOCNEML. ......ccuiiiicie e 74
2-DE gel vzorca N-TMA-PM, pripravljenega z Novagenovim kompletom................. 75
2-DE gel vzorca N-TMB-PM, pripravljenega z Novagenovim kompletom ................ 75
2-DE gel vzorca C-PM, pripravljenega s Calbiochemovim kompletom...................... 76
2-DE gel vzorca, ki je zbirek vseh 3 vzorcev,

izoliranih s komercialnima kompletoma Novagen in Calbiochem. ............cccceeee... 76
2-DE gel vzorca N-TMB-PM, pripravljenega z Novagenovim kompletom ................ 77
2-DE gel vzorca C-PM, pripravljenega s Calbiochemovim kompletom..................... 77

2-DE gel zbirka obeh vzorcev (N-TMB-PM in C-PM),
izoliranih s komercialnima kompletoma Novagen in Calbiochem. ...........c..ccoc....... 78

Xl



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

KAZALO PRILOG

Priloga 1: Shema protokola za izolacijo celokupnih proteinov

Priloga 2: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov |

Priloga 3: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov Il
Priloga 4: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov 111
Priloga 5: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov IV
Priloga 6: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov V
Priloga 7: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov VI
Priloga 8: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov VII
Priloga 9: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov VIlI
Priloga 10: Rac¢unalniska analiza 2-DE gela vzorca celokupnih proteinov

Priloga 11: Rac¢unalniska analiza 2-DE gela protokola za obogatitev
plazemskih proteinov |
Priloga 12: Rac¢unalniska analiza 2-DE gelov protokola
za obogatitev plazemskih proteinov Il
Priloga 13: Rac¢unalniska analiza 2-DE gelov protokola
za obogatitev plazemskih proteinov VII
Priloga 14: Rac¢unalniska analiza 2-DE gelov protokola
za obogatitev plazemskih proteinov VI
Priloga 15: Preglednica proteinov, povezanih z razvojem raka

str.

92
93
94
96
98
100
102
104
107
111

111

112

113

114
118

Xl



X1

Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelod¢nega tkiva ter ra¢unalnisko iskanje ... oznagevalcev raka Zelodca
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

AA-BA gel
APS
BSA
CHAPS
DNA
DTT
EDTA
EGF
GDP
GPI
GTP
IAA
IEF
kDa
kVh

MALDI-TOF MS

MES
MS

MW
NP-40
panCDH
PDVF

pl

RIPA
ROS
SDS
SDS-PAGE
TEMED
TNF

viv

wi/v

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

akril-bisakrilamid poliakrilamidna meSanica

amonijev persulfat

goveji serumski albumin
3-[(3-kloroamidpropil)dimetilamonio]-1-propansulfonat
deoksiribonukleinska kislina

ditiotreitol

etilendiamintetraocetna kislina

epidermalni rastni faktor

gvanozin difosfat

glikofosfatidilinozitol

gvanozin trifosfat

jodoacetamid

izoelektricno fokusiranje

kilodalton

kilovoltna ura

identifikacija proteinov z masno spektrometrijo z ionizacijo v matriksu
z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem na Cas preleta ionov
2-(N-morfolino) etansulfonska kislina

masna spektrometrija

molekulska masa

nonident P 40

kadherini

polivinilidenflourid

izoelektricna toCka

dolocanje radioimunoprecipitacije

reaktivne Kisikove skupine

natrijev dodecil sulfat

poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom
N,N,N",N"-tetrametiletilendiamin

dejavnik nekroze tumorjev

volumsko volumski

utezno volumski



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

1 UVvOD

Rak Zelodca je eno najpogostejsih rakavih obolenj. Ceprav njegova pojavnost upada,
ostaja smrtnost visoka (Catalano in sod., 2009). Najvecja tezava je namre¢ pozno odkritje:
zgodnja oblika bolezni nima jasnih znakov in simptomov, zato bolnik pogosto poisce
pomoc¢ zdravnika Sele, ko je ta ze napredovala in je tezje ozdravljiva.

Tekom nastanka raka se normalne celice postopoma spreminjajo in ob tem pridobivajo
Stevilne lastnosti kot so upiranje celi¢ni smrti, ohranitev signalizacije za delitev, izmikanje
zaviralcem rasti, oziljenje, izmikanje imunskemu uni¢enju (Hanahan in Weinberg, 2011).

Pomembno vlogo pri razvoju raka igrajo tudi proteini plazemske membrane, ki hkrati
predstavljajo kar dve tretjini obstoje¢ih in moznih proteinskih tar¢ za zdravila (Shukla in
sod., 2012). Zato je nujno natan¢no razumevanje razlik med zdravim in bolezenskim
stanjem na ravni proteinov plazemskih membran.

1.1 NAMEN

Namen nasega dela je bil optimizacija izolacije 0z. obogatitve proteinov plazemske
membrane iz zelodénega tkiva. Preizkusili smo ve¢ razliénih postopkov in jih primerjali z
rezultatom izolacije celokupnih proteinov. Najboljsi postopek smo Zeleli uporabiti za
analizo z 2-D elektroforezo. Cilj je bil najti in prilagoditi protokol, ki bi bil primeren za
analizo klini¢nih vzorcev raka zelodca.

Drugi del naloge je bil namenjen racunalniSkemu iskanju po podatkovnih zbirkah; Zeleli
smo narediti manjsi pregledni seznam moZnih membranskih bioloSkih oznacevalcev raka
Zelodca.

Rezultate obeh delov diplomske naloge bi lahko povezali pri nadaljnjih postopkih iskanja
in identifikacije membranskih proteinov kot bioznacevalcev raka.

1.2 HIPOTEZE

1. S pomoc¢jo centrifugiranja v saharoznem gradientu je mozno pridobiti frakcijo s
proteini plazemske membrane iz zelod¢nega tkiva.

2. Dobljene obogatene frakcije s proteini plazemske membrane iz Zelod¢énega tkiva je
mogoce analizirati s tehniko 2-D elektroforeze.

3. Z iskanjem po podatkovnih bazah je mogoce predvideti oz. predlagati potencialne
bioloske oznacevalce raka Zelodca.



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

2 PREGLED OBJAV

21 RAK

Rak ni le masa homogenih celic, temve¢ so znotraj tumorja specializirana tkiva (Hanahan
in Weinberg, 2011). Sestavlja ga vec¢ razli¢nih vrst celic, ki prispevajo k heterotipi¢nemu
medsebojnemu sodelovanju. Tekom nastanka raka normalne celice postopoma napredujejo
do rakave oblike in ob tem pridobivajo razlicne lastnosti: vzdrzevanje signala za
proliferacijo, izmikanje zaviralcem rasti, upiranje apoptozi, sprozitev angiogeneze,
neomejeno razmnozevanje ter aktivacija invazije in metastaziranje (Slika 1). Pridobitev teh
lastnosti omogocata genomska nestabilnost in kroni¢no vnetje premalignih in malignih
lezij. Genomsko nestabilnost v celicah raka povzrocajo in njen obstoj poglabljajo
naklju¢ne mutacije, vklju¢no s kromosomskimi premestitvami, vnetje pa na razli¢ne nacine
olajsa napredovanje tumorja (glej stran 3).

VzdrZzevanje signala
za proliferacijo

Upiranje celi¢ni smrti Izmikanje
zaviralcem rasti

Indukcija Aktivacija invazije in
angiogeneze metastaziranja

Neomejeno
razmnozevanje

Slika 1: Lastnosti celice raka. Povzeto po (Hanahan in Weinberg, 2011).

Glavna znacilnost raka je ohranjanje neprestane proliferacije (Hanahan in Weinberg,
2011). Normalne celice natan¢no uravnavajo proizvodnjo in spros$¢anje signalov za rast
(rastnih faktorjev). Ti nadzorujejo, kdaj naj celice vstopijo in napredujejo v cikel rasti in
delitve. Tako ohranjajo celi¢no Stevilo in s tem normalno strukturo in funkcijo tkiva.
Celice raka vzdrzujejo signale za proliferacijo, s ¢imer pridobijo zmoznost stalnega
namnozevanja, hkrati pa obidejo signaliziranje zaviralcev, ki negativno uravnavajo celi¢no
proliferacijo. Do slednjega pride, ker imajo rakave celice okvarjene gene, ki zavirajo
tumorje. Ti so vpleteni v sprozitev apoptoze: ko protiapoptoti¢ni proteini prevladajo nad
proteini, ki tumorje zavirajo, celica ne vstopi v programirano celi¢no smrt. Poleg nastetega
rak ze zgodaj v svojem razvoju preusmeri fizioloSki proces angiogeneze. Ta se pri
odraslem ¢loveku prehodno aktivira predvsem pri preoblikovanju tkiv in celjenju ran, sicer
je v mirovanju. Pri raku pa povzro¢i nastanek novih zil, s katerimi se tumor oskrbuje s
kisikom in hranili, in tako raste.
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Za pridobitev osnovnih lastnosti rakavih celic morajo te naslediti spremembe v genih za
sprozitev tumorigeneze (Hanahan in Weinberg, 2011). Tako lahko dolo¢en mutanten
genotip poseduje selektivno prednost med podpopulacijo celic in jih lahko preraste v
lokalnem okolju. Do taks$nih sprememb genov pride s povecano obcutljivostjo na mutagene
povzrocitelje ali z okvaro enega ali ve¢ komponent vzdrzevalnega sistema genoma. Ena
izmed takih sprememb je izguba telomerne DNA, ki povzro¢i kariotipi¢no nestabilnost, in
je povezana s pomnozevanjem ali izgubo kromosomskih segmentov, s ¢imer pospesi
pridobivanje mutantnih onkogenov in genov, ki zavirajo tumorje. Druga vrsta sprememb
so napake v razli¢nih delih vzdrzevalnega 0z. popravljalnega sistema DNA, imenovanih
tudi »geni skrbniki.« Njihovi produkti so vkljuceni v: odkrivanje poSkodb DNA in
aktivacijo popravljalnih mehanizmov, neposredno popravljanje poskodovane DNA in
prestrezanje ali deaktivacijo mutagenih molekul, preden te poskodujejo DNA. Geni
skrbniki se vedejo podobno kot geni, ki zavirajo tumorje, saj je lahko njihovo delovanje
izgubljeno tekom napredovanja tumorja. Posebnosti sprememb genoma se razlikujejo
glede na vrsto tumorja, vendar nas veliko Stevilo napak v genomskem vzdrZevalnem
sistemu in nestabilnost Stevila genskih kopij ter nukleotidnih zaporedij prepri¢ajo, da so
nelocljivo povezane z vecino celic raka.

Z razvojem boljsih oznaevalcev za natan¢no identifikacijo razli¢nih tipov celic so v skoraj
vseh neoplasti¢nih lezijah zaznali celice imunskega sistema. Njihova gostota je variirala od
komaj zaznavne s specificnimi protitelesi do mocénega vnetja, kjer so vidne tudi s
standardno histokemi¢no tehniko barvanja. V¢asih so na taka vnetja gledali kot na poskus
imunskega sistema, da izkorenini tumor. Ceprav je slednje za dolodene vrste raka res,
lahko tumor vnetje izkoristi in pospesi svoje razsirjanje. Vnetje lahko prispeva k razvoju
tumorja z donosom biolosko aktivnih molekul kot so rastni faktorji, prezivetveni faktorji,
dejavniki, ki pospeSujejo angiogenezo ter z encimi, ki spreminjajo zunajceli¢ni matriks in s
tem pospeSujejo0 angiogenezo, invazijo in metastaziranje v mikrookolje tumorja. V
nekaterih primerih je vnetje prisotno ze v prvem koraku neoplasti¢nega napredovanja.

2.2 RAK ZELODCA

Rak Zelodca je eden najpogostejSih rakov in eden glavnih vzrokov smrti, povezanih z
rakom (Catalano in sod., 2009). Njegova pojavnost v Evropi in Sloveniji upada: pri nas
zboli med 20 in 30 oseb na 100.000 prebivalcev na leto. Tezava je visoka smrtnost: pet let
prezivi priblizno samo 24 % moskih in 27-29 % zensk (Onkoloski inStitut Ljubljana,
2013).

Rak zelodca se lahko razvije de novo iz normalne Zelodéne sluznice ali pa z vefimi
zaporednimi spremembami (Catalano in sod., 2009). Intestinalni tip raka Zelodca vkljucuje
pretvorbo normalne sluznice v sluznico, ki je podobna intestinalnem epiteliju, slednja pa
lahko napreduje v displazijo in na koncu v rak Zelodca. Difuzni tip raka zelodca naj bi se
razvil kot enoceli¢ne spremembe na meji mukoza-vrat zelod¢nih zlez. V nadaljevanju se
lahko te celice razmnozijo in vdrejo iz kript v lamino proprio.
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Maligne tumorje zelodca lahko razdelimo po morfoloskih in histopatoloskih znacilnostih
(Catalano in sod., 2009). Adenokarcinom je glavna oblika raka zelodca in predstavlja 95 %
vseh neoplazem zelodca. Drugi maligni tumorji vkljucujejo ploscatocelicni karcinom,
adenoakantom, karcinoidni tumor in leomiosarkom. Makroskopsko je najbolj uporabljen
sistem razvr$¢anja po Bormannu in se deli v §tiri tipe: polipoidni, fungirajo¢i, ulcerirani in
infiltrirajo¢i. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) je razdelila adenokarcinom
zelodca na difuzni, papilarni, tubularni in mukozni tip. Druga preprosta in velikokrat
uporabljena razvrstitev je po Laurénu, ki je razdelil rak Zelodca na intestinalnega in
difuznega. Intestinalni tip je diferenciran in nagnjen k tvorjenju Zlez. V nasprotju z njim
difuzni tip izkazuje nizko celi¢no kohezijo in je nagnjen k zamenjavi celic sluznice zelodca
z obro¢em pecatnoceli¢nih celic. Poleg omenjenih je Ming predlagal razvr$¢anje glede na
vzorec rasti raka in sicer na prognosti¢no bolj ugoden ekspanzivni tip in manj ugoden
infiltrirajoci tip.

Na razvoj raka Zelodca vpliva ve¢ dejavnikov - tako okoljskih kot genetskih. Dva
pomembna okoljska dejavnika sta uzivanje neprimerne hrane in kajenje tobaka. Pomembna
je tudi okuzba z bakterijo Helicobacter pylori (H. pylori), za katero so ugotovili, da je
potrebna, a ne zadostna za razvoj raka zelodca (Catalano in sod., 2009). Chiba in sodelavci
(2012) opisujejo, kako so prebavni organi zaradi svoje velike povrSine in izpostavljenosti
zunanjemu okolju infiltrirani s celicami imunskega sistema v normalnih in patoloskih
razmerah. Te ohranjajo kroni¢no vnetje in skupaj z okuzbo s H. pylori ob&utno povecajo
tveganje za razvoj raka zelodca. Natancne preiskave so pokazale, da je s H. pylori
okuzenih ve¢ kot 95 % bolnikov z rakom zelodca. Intrinziéni posredniki vnetja (provnetni
citokini, eikozanoidi, rastni faktorji, reaktivne kisikove ter dusikove spojine) vplivajo na
celi¢no rast in mobilnost, inducirajo oziljenje in inhibirajo apoptozo. Interlevkin (IL) 1B in
dejavnik nekroze tumorjev (TNF) o delujeta na epitelne celice in aktivirata jedrni
transkripcijski dejavnik kB (NF-«B), ki je klju¢ni transkripcijski dejavnik pri povzrocitvi
vnetja in v razvoju raka. Aktivacija NF-kB spodbuja rast in zavira apoptozo epitelnih celic.
Hkrati poveca delovanje ciklooksigenaze-2 (COX-2) ter nastanek reaktivnih kisikovih
skupin (ROS). Prva poveca celi¢no rast in oziljenje, kopi¢enje ROS pa povzro€i stanje
oksidativnega stresa. Slednji je vkljuen v sprozitev in nadaljevanje razvoja raka preko
sprozenja genetske nestabilnosti. Purinske in pirimidinske baze, ki so izpostavljene ROS,
se oksidativno spremenijo, kar povzroc¢i enojne ali dvojne lome DNA vija¢nice, spremeni
delovanje mehanizma popravljanja neujemanja in kopi¢i mutacije v mikrosatelitskih
zaporedjih. Na drugi strani virulenten sev H. pylori spodbuja nepravilno izrazanje encima
aktivacijsko inducirane citidin-deaminaze (AID), ki deaminira citidin (C) na DNA in iz
njega naredi uracil (U). Tako ima DNA namesto para C:G par U:G, ki se po zacetku
podvojevanja DNA zamenja za par T:A. S poskusi so pokazali, da konstitutivno izrazanje
AID izzove genetske spremembe v genih, povezanih z rakom, predvsem v genu tp53.

2.3 MEMBRANSKI PROTEINI IN NJIHOVA VLOGA PRI RAKU

Bioloska membrana je nujno potrebna za obstoj zivljenja (Helbig in sod., 2010). Celice
vseh organizmov so zaprti in predeljeni sistemi z vsaj enim lipidnim dvoslojem, katerega
naloga je biti vmesni ¢len med notranjim in zunanjim okoljem. Uporabnost bioloskim
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membranam dajejo tudi membranski proteini, ki so sestavni del lipidnega dvosloja ali so
pritrjeni nanj. Membranske proteine (Slika 2) delimo na ve¢ vrst: integralni membranski
proteini, ki preckajo lipidni dvosloj le enkrat (tip I in Il); transmembranski proteini z vec¢
prehodi verige; periferni membranski proteini, ki se stikajo z membrano preko delovanja
hidrofobnih in/ali ionskih interakcij; in proteini, ki so pritrjeni na membrano z lipidno
verigo ali GPI-sidrom. Znanstveniki so ocenili, da priblizno 30 % vsega celicnega
proteoma sestavljajo membranski proteini.

C-term

N-term

Integralni transmembranski
proteini

Slika 2: Razredi membranskih proteinov. Povzeto po (Helbig in sod., 2010) .

Funkcionalnost membranskih proteinov je odvisna od medsebojnega vpliva med samimi
proteini ter proteini in lipidi (Helbig et al., 2010). Pomembni so pri signaliziranju, celi¢ni
identiteti in varovanju celice pred skodljivimi signali. Ena izmed najpomembnejsih nalog
integralnih membranskih proteinov je selektivni prenos molekul, kot so metaboliti ali
proteini, skozi membrano. Tako se ustvari nadzorovana izmenjava snovi iz celice in vanjo.
Zaradi svojega delovanja so membranski proteini pomembni kot tarée za zdravila.

Membranski proteini se lahko aktivirajo z dejavniki, ki se izlo¢ajo iz istih celic, na katere
omenjeni dejavniki delujejo (avtokrino signaliziranje) (Kampen, 2011). Drugi nacin
aktivacije membranskih proteinov je z delovanjem dejavnikov, ki jih izlo¢ajo sosednje
celice (parakrino signaliziranje). Tretji nacin pa poteka preko aktivacije z dejavniki iz
oddaljenih celic (endokrino signaliziranje). V vecini primerov aktivirani membranski
proteini sprozijo signalizacijo v notranjosti celice z avtofosforilacijo in nadaljnjo
fosforilacijo notranjih kinaz, pri ¢emer se pri aktivaciji podobnih kinaz signalne poti
prekrivajo. Za razvoj ve¢ vrst raka sta zelo pomembni kinazi Erk in Akt, ki postaneta
pretirano aktivni zaradi z aktivnejSimi dejavniki sprozenih fosforilacij membranskih
proteinov. Njuna signalizacija se lahko za¢ne po treh poteh s tremi razli¢nimi
membranskimi receptorji: z receptorjem vaskularnega endotelijskega faktorja (VEGFR), z
receptorjem epidermalnega rastnega faktorja (EGFR, ErbB-1) in z receptorjem humanega
epidermalnega rastnega faktorja 2 (ErbB-2 ali HER-2).

EGFR in HER-2 skupaj z ErbB3 in ErbB4 sodita v druzino tirozin-kinaznih receptorjev,
poznanih kot receptorji ErbB (Lemmon, 2009). Vsak ima veliko zunajceli¢no regijo za
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vezavo ligandov, o-vija¢nico, ki enkrat pre¢i membrano, in znotrajceli¢no regijo ob
membrani, Kateri sledita tirozin-kinazna domena in karboksil-terminalno regulatorno
zaporedje. Izmed njih je eden najbolje preucenih receptor EGFR. Bil je prvi tirozin-kinazni
receptor, za katerega so predlagali, da ligand sprozi dimerizacijo in s tem transmembransko
signaliziranje. Sedaj vemo, da vezava liganda EGF-a premakne monomerno-dimerno
ravnotezje v dimerno stanje. Aktivacija kinaze avtofosforilizira receptor EGFR in tako
rekrutira signalne proteine, ki imajo Src homologijo 2 (SH2) ali domeno za vezavo
fosfotirozina, ter tako modulira kompleksne signalne mreze. Receptorji ErbB pa se ne
povezujejo samo v homodimere, temve¢ tudi v razli¢ne heterodimere, s ¢imer se poveca
komplesnost transmembranskega signaliziranja. Okvarjen receptor EGFR veze EGF s 30-
kratno vecjo afiniteto, opazili pa so tudi, da se ob mutaciji receptorja zniza disociacija
liganda z njega.

Aktivacija EGFR sprozi prenos signala po kaskadnih poteh, ki lahko vplivajo na
proliferacijo, diferenciacijo, apoptozo, migracijo in pritrditev celic raka Zelodca (W. K. K.
Wu in sod., 2010). Signalne poti, ki jih aktivira EGFR, vkljuc¢ujejo Ras/MAPK, JAK-
STAT, PLCy in PI3L/Akt (Slika 3). Podobno kot EGFR deluje tudi HER-2.
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Slika 3: Aktivacija EGFR signaliziranja. Povzeto po (W. K. K. Wu in sod., 2010). Ras = protein Ras, Raf =
kinaza Raf, MEK = kinaza z mitogenom aktivirane-ERK-kinaze, ERK = kinaza regulirana z zunajceli¢nim
signalom, PI3K = fosfatidilinozitol 3-kinaza, Akt = kinza proteina-B, JAK-STAT = kinaza Janus-signalni-
presnosnik in aktivator prepisovanja, PLCy = fosfolipaza-Cy.

Erk in Akt sta del signalnih poti Ras/Raf/MEK/ERK (Slika 4) in
Ras/PIBK/PTEN/Ak/mTOR (Slika 5), ki imata glavni vlogi pri prenosu proliferativnega
signala od membranskih receptorjev (Steelman in sod., 2011). Obe poti sestojita iz
kinaznih kaskad, ki so uravnavane z fosforilacijo in defosforilacijo specifi¢nih kinaz,
fosfataz, GTP/GDP izmenjevalnih proteinov, prilagojevalnih proteinov in ogrodnih
proteinov. Nadzor kaskad je odvisen od lokacije, saj morajo biti njihovi sestavni ¢leni
umesceni zraven membrane, da so aktivni. Zato mutacije v membranskih receptorjih
mocno vplivajo na ti dve signalni poti. Tako je za 15 % vseh primerov raka Zelodca
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odgovorna stalna aktivacija obeh poti zaradi prekomernega izrazanja in/ali pomnoZzevanja
HER-2.
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transformacija
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Slika 4: Pregled Ras/Raf/MEK/ERK signalne poti. RF = rastni faktor, RRF = receptor rastnega
faktorja.Povzeto po Steelman in sod. (2011).
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Slika 5: Pregled Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR signalne poti. RF = rastni faktor, RRF = receptor rastnega
faktorja. Povzeto po Steelman in sod. (2011).
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Pri razvoju raku zelodca imata stalno aktivirana transmembranski tirozin-kinazni receptor
HER-2 in tirozin-kinazni receptor za mezenhinmalno epitelno tranzicijo (MET) pomembno
vlogo (Pietrantonio in sod., 2013). Signalna pot, ki jo aktivra HER-2, je odgovorna za
popravilo DNA. Poleg tega je nepravilno izrazanje HER-2 povezano s klini¢nimi
znacilnostmi kot so globina invazije tumorja, vkljuéenje limfnih vozljev in stopnja razvoja
tumorja. Avtofosforilacija MET pa na drugi strani aktivira ve¢ vrst prenosov signalov, Ki
povzrocijo proliferacijo celic raka, angiogenezo, invazijo in metastaziranje.

Poleg transmembranskih proteinov, ki aktivirajo tirozin-kinazno pot, so Saqui-Salces in
sod. (2010) ugotovili, da lahko tudi proteini signalne poti Hedgehog (Hh) vplivajo na
razvoj raka Zelodca. Trije glavni proteini v tej poti so Sonic (Shh), Desert (Dhh) in Indian
(Ihh), ki imajo veliko vlogo pri normalnem razvoju zarodka. Vsi trije proteini se lahko
vezejo na transmembranski protein Patched (Ptchl), ki do vezave teh ligandov inhibira
transmembranski protein Smoothened (Smo). Natan¢en mehanizem inhibicije ni poznan.
Po vezavi ligandov na Ptchl se sprosti Smo. Na citoplazemskem repu slednjega je mesto,
kjer se kopicijo proteini glioblastomskega prepisovalnega dejavnika (Gli) v kompleksu z
regulatornimi proteini. Po sprostitvi Smo se z njega sprostijo proteini Gli, ki sedaj lahko
dozorijo in se premestijo v jedro Kjer sprozijo prepis genov, povezanih s signalno potjo Hh.
Pri raku Zelodca pod vplivom H. pylori Shh ni ve¢ aktiven. To povzro¢i, da parietalne
celice ne postanejo funkcionalne, mukozne pa se razSirijo. Mutacija v kateremkoli
posredniku Hh signaliziranja povzroci stalno sproscanje rastnih dejavnikov.

Zdravljenje raka Zelodca poteka s kirursko resekcijo. Ko rak metastazira, je zdravljenje le
Se simptomatsko ali paliativno (Catalano in sod., 2009). Da bi izboljsali izid bolezni, je
potrebno zgodnje odkritje in spremljanje (Lee in sod., 2012). Ker je rak genska bolezen, je
razumevanje njegovih bioloskih mehanizmov lahko v veliko pomo¢ pri identifikaciji novih
diagnosti¢nih in terapevtskih oznacevalcev. Wu in sodelavci (2010) opisujejo, kako je
povecano izrazanje EGFR povezano s slabso prognozo bolezni bolnikov z rakom zelodca.
Hkrati so odkrili, da se HER-2 prevec izraza v 23 % raka Zelodca in je preve¢ aktiven v 27
%. Zato so predlagali EGFR in HER-2 za molekularni tar¢i zdravljenja raka Zelodca. Ena
moznost je uporaba trastuzumaba (ToGA), humanega monoklonskega protitelesa, ki deluje
na HER-2 (Lee in sod., 2012). Zdravljenje s ToGA v kombinaciji s kempoterapijo je
podaljsalo zivljenjsko dobo pri bolnikih z napredovanim, metastaziranim in HER-2
pozitivnim rakom. Se eno monoklonsko protitelo, ki je bilo uspesno pri zdravljenju rakavih
bolnikov, je bevacizumab. Uperjen je proti VEGF in je v kombinaciji s kemoterapijo v
klini¢ni Studiji raka Zelodca pri Americanih pripomogel k obéutno podaljSanem prezivetju;
po drugi strani pa ni imel vpliva na podalj$anje Zivljenjske dobe pri Azijcih.

2.4 PROTEOMIKA

Proteomske tehnologije imajo pomembno vlogo pri opisovanju velike raznolikosti
proteinov, prisotnih v celici (Rotilio in sod., 2012). Analiza dinami¢nega proteoma je,
zaradi Sirokega dinami¢nega razpona, relativne Stevilénosti proteinov in sprememb po
prevajanju, veliko bolj zapletena kot sekvenciranje genoma. Zato je potrebno za preiskavo
proteoma uporabiti razli¢ne metode, saj z eno samo tehniko ne moremo identificirati in
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kvantificirati celotnega kompleksnega proteoma. Eno izmed orodij je dvodimenzionalna
gelska elektroforeza (2-DE) v kombinaciji z masno spektrometrijo (MS) in
bioinformacijskimi orodji.

2-DE je bila razvita v 70. letih prejSnega stoletja (Rotilio in sod., 2012). Je prva in verjetno
Se vedno najbolj uporabljena tehnika locevanje kompleksnih meSanic proteinov pred
nadaljnjo karakterizacijo z MS. Kompleksne meSanice so lo¢ene vzdolz pH gradienta z
uporabo izoelektricnega fokusiranja (IEF), ki je prva dimenzija. Tu se proteini lo¢ijo po
svoji izoelektri¢ni tocki (pI) vzdolz gradienta pH. Druga dimenzija, poliakrilamidna gelska
elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom (SDS-PAGE), lo¢i proteine po molekulski masi
z uporabo elektricnega polja na poliakrilamidnem gelu. Po elektroforetski loCitvi proteinov
sledi barvanje in statisticna analiza z raCunalniS$kim programom. Ta primerja obarvane
lise/proteine kvalitativno in kvantitativno.

Najveckrat za vizualiziranje proteinov po 2-DE uporabljamo barvanje s srebrovim nitratom
ali Coomassie modrim (Rotilio in sod., 2012). Obe metodi sta lahko kompatibilni z MS, pri
¢emer je omejitev detekcije pri srebrovem nitratu v femtomolarnem, pri Comassie modrem
pa v pikomolarnem redu. Postopek barvanja s srebrom je tako priblizno stokrat bolj
obcutljiv, vendar je bolj dolgotrajen in slabSe ponovljiv zaradi subjektivno dolocene
kon¢ne tocke barvanja; tezava pa je tudi ozji linearni razpon za kvantifikacijo.

Alternativno moznost zaznavanja lis/proteinov na gelih predstavlja dvodimenzionalna
diferen¢na gelska elektroforeza (DIGE), ki omogoca loc¢itev do treh vzorcev na enem gelu.
Prva dva ponavadi predstavljata razlicne preiskovalne razmere (npr. kontrolni in
bolezenski vzorec), tretji pa je interni standard, sestavljen iz enake koli¢ine vseh
uporabljenih vzorcev. Vsi so kovalentno oznaceni z razlicnimi fluorescentnimi barvili
(Cy2, 3 in 5), od katerih ima vsako svojo vzbujevalno in emisijsko valovno dolzino. Ko so
vzorci oznaceni, jih zmeSamo in damo na isti gel. Oznacevanje z DIGE je zelo obcutljivo
in je sposobno zaznati proteine v koli¢ini do 150 pg, poleg tega pa imajo omenjena barvila
linearni razpon signala petih magnitud. Ceprav ta metoda razpolovi §tevilo potrebnih
gelov, pa oprema in kemikalije, potrebne za eksperimentalno delo, omejujejo $irSo uporabo
aplikacije.

Po locitvi z 2-DE in barvanju gele analiziramo in zanimive lise izrezemo za analizo z MS
(Rotilio in sod., 2012). Proteine v gelu najprej razbarvamo in nato razgradimo na kratke
peptide. Za to uporabljamo razli¢ne encime, najpogosteje tripsin, ki specifi¢éno reze na C-
koncu lizina ali arginina. S tem pridobimo najprimernejSo masno obmocje za MS. Po
potrebi lahko nekatere proteine pred samo analizo $e razsolimo in koncentriramo. Dalje
imamo ve¢ moznosti (Rotilio in sod., 2012). Najpogosteje proteine analiziramo z ionizacijo
v matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem na ¢as preleta ionov (MALDI-
TOF MS). Metoda je hitra, robustna, prijazna do uporabnika in natan¢na pri dolo¢anju
mase. Uporablja se za identifikacijo proteinov iz preprostih mesanic, npr. takih, ki pridejo
iz lis 2-DE ali DIGE gela, potrebnih pa je le nekaj peptidov za doloc¢itev mase. Kot vecina
masnih spektrometrov naprava pri MALDI-TOF sestoji iz ionskega vira, masnega
analizatorja in detektorja. Vir ionov pretvori molekule vzorca iz trdne ali tekoce faze v
ionske analite. Pri MALDI tehniki so vzorci kokristalizirani z organskim matriksom na
kovinski plosci. Laser vzbudi matriks, kar povzro¢i hitro segrevanje molekul in posledi¢no
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desorpcijo ionov v plinasto stanje. Po ionozaciji vzorec doseze TOF masni analizator. Tu
se ioni lo¢ijo glede na svoje razmerje mase proti naboju (m/z). Na gibanje ionov lahko
vplivamo s spreminjanjem eclektricnega ali magnetnega polja, ki usmerjata ione na
detektor. Ta registrira Stevilo ionov za vsako razmerje mase proti naboju.

Glavne omejitve MALDI-TOF za dolo¢anje masnega zapisa peptida so:

- nezanesljivost za organizme, katerih genomi nimajo dolo¢enega zaporedja in niso
anotirani;

- nezmoznost dolo¢anja proteinov, ki so bili post-translacijsko spremenjeni;

- slabse delovanje, ¢e je vec proteinov V isti lisi 2-DE gela;

- moznost nepravilnosti pri proteinih, ki so si mo¢no podobni.

Druga najpogostejsa izbira MS za identifikacijo lis z 2-DE gelov je MS z elektrorazprsilno
ionizacijo (ESI) (Rotilio in sod., 2012). Med procesom ionizacije se teko¢i vzorec pretaka
skozi iglo na koncu kapilarne kromatografske kolone in oblikuje majhne kapljice z visokim
elektricnim potencialom. Zaradi njega se z desorpcijo iz povrsine kapljice ionskega analita
lo¢ijo desolvirani ioni. Peptidi se nato prenesejo v masni spektrometer v nadaljnjo analizo
skozi vrsto odprtin za vzorcenje, Ki so locene z zaporednimi stopnjami vakuma. Peptide je
mogoce detektirati preko Sirokega intervala razmerja m/z in nato izolirati znotraj masnega
spektrometra s kvadrupolnim masnim filtrom zaradi disociacije, ki jo povzrocijo trki
(CID). Tako naprava razvrsti peptide po velikosti in jih nato detektira v sekundarnem
masnem spektru. Zadnji korak je identifikacija proteinov z MS/MS fragmentacijskim
spektrom s pomocjo podatkovnih baz proteinov.

Kot vsaka metoda ima tudi 2-DE svoje omejitve (Rotilio in sod., 2012). Na
konvencionalnih gelih teZko zaznamo proteine z molekulsko maso niZjo od 10 kDa ali
ve¢jo od 150 kDa in proteine z zelo bazi¢no pl. Poleg tega hidrofobni proteini, in s tem
tudi membranski proteini, s tezavo vstopijo v gel. Do tega pojava pride zaradi njihove
slabe topnosti. Prav tako slabo zaznamo proteine v nizkih koncentracijah, kadar jih ovirajo
proteini s podobno maso in nabojem.

2.5 ISKANJE BIOLOSKIH OZNACEVALCEV PRI RAKU ZELODCA

Bolniki v zgodnjem stadiju raka zelodca nimajo znacilnih simptomov, ki bi omogocili
zanesljivo odkrivanje bolezni (Catalano in sod., 2009). Pojavijo se zgaga, napenjanje,
prekomerno izpahovanje in prehitra sitost po obroku. Ko se tumor razsiri, Se pojavijo
hujSanje, anoreksija, anemija, padec splosnega zdravstvenega stanja in nazadnje Se
bruhanje krvi. V vecini primerov bolezen odkrijemo v poznih stadijih, ko je ze zelo
napredovala, to pa pomeni tudi slabSo prognozo: le petina bolnikov prezivi 5 let. TeZavo
predstavlja tudi ponovitev bolezni po kon¢anem zdravljenju: rak Zelodca se ponovi pri 40
% do 60 % bolnikov, od tega pri vec¢ kot 75% ze v prvih dveh letih in pri 98% v roku petih
let.
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Petletno prezivetje se zvisa na 90 %, Ce je rak zelodca odkrit v zgodnji fazi (Lin in sod.,
2012). Prav zgodnje odkrivanje je pomembna strategija nadzorovanja mnogih vrst raka,
tudi raka zelodca. Ve€ina bolnikov z rakom Zelodca je v prvih stopnjah njegovega razvoja
brez simptomov. Ceprav obstaja ve¢ diagnosti¢nih orodij za odkrivanje te bolezni, so
moznosti zdravljenja omejene. Dosedanji oznacevalci niso bili dovolj obg¢utljivi in
specifi¢ni, da bi rak natan¢no odkrili. Z napredkom tehnike na podrocju proteomike so se
znanstveniki osredotocili ha odkrivanje bolj specifi¢nih in ob¢utljivih ozna¢evalcev. Lin s
sodelavci je naredil pregled proteomskih $tudij drugih znanstvenikov. Od membranskih
proteinov je kot mozni biooznacevalec v serumu kot lahko dostopni klini¢ni vzorec
omenjena komponenta komplementa C9. Te je pri bolnikih z rakom Zelodca ve¢ kot pri
zdravih ljudeh (Chong in sod., 2010). Podatki tudi kaZejo, da oznacevalci, ki so znani v
drugih vrstah raka, lahko sluZijo kot novi oznacéevalci raka Zelodca (L.-L. Lin in sod.,
2012). Pri proteomskih preiskavah tkiva raka Zelodca in okoliSkega zdravega tkiva so
poleg HER-2 so odkrili se 6 membranskih oznacevalcev. Odkrili so, da je pri bolnikih z
rakom Zelodca selen vezavnega proteina (SELENBP1) veliko manj kot pri zdravih ljudeh
(Xia in sod., 2011). V nasprotju z njim pa je alfa-enolaze (ENO1) pri bolnikih z rakom
zelodca veliko ve¢ (Bai in sod., 2011). Prav tako je Chen s sodelavci (2007) ugotovil, da je
kloridnega znotrajceli¢nega kanalnega proteina 1 (CLIC1) pri raku Zelodca lahko ve¢ kot
normalno. Proteina S100-A6 (S100A6), ki je vezavni protein za kalcij, je preve¢, in ima
pomebno vlogo pri napredovanju raka zelodca (Balluff in sod., 2011). Kim s sodelavci
(2010) je ugotovil, da proteina S100-A8 (S100A8) in S100-A9 (S100A9) pri raku Zelodca
pomenita njegovo maligno napredovanje.

Cheng in sodelavci (2012) so uporabili za odkrivanje zanesljivih bioloskih oznacevalcev za
raka zelodca proteomsko tehnologijo 2D DIGE. Po preverjanju s prenosom Western in
imunohistokemijo so odkrili statisticno povecano prisotnost z glukozo nadzorovanega
proteina 78 (GRP78) pri bolnikih z rakom Zelodca. GRP78 je v normalnih tkivih Saperon,
ki olajSa zvijanje vecveriznih proteinov v endoplazemskem retikulumu. Pri razvoju
tumorja se lahko premesti v plazemsko membrano, kjer deluje kot receptor za o2-
makroglobulin (Zhang in Zhang, 2010). S tem sprozi aktivacijo PAK signalne poti in
napredovanje ter invazijo tumorja. Guo s sodelavci (2012) so naredili kvantitativno analizo
povrsinskih proteinov pri raku zelodca. Pri pregledu rakavih tkiv so ugotovili preveliko
prisotnost proteinov EPHA2, FGFR2, ITGB4 in MET. Avtorji sklepajo, da ti proteini
delujejo sinergijsko in okrepijo onkogeno signaliziranje. ITGB4 je receptor za laminin in
skupaj delujeta z MET kot umestitvena plosc¢ad za aktiviranje od PI3K/Akt, Src in Ras
odvisnih signalnih poti. Aktiven FGFR2 rekrutira adapterske proteine, ki aktivirajo
Ras/MAPK signalno pot. Nevezan EPHA2 je substrat za Akt in okrepi aktivacijo iste
signalne poti kot MET. Povecana pozornost je bila namenjena tudi tesnim stikom med
karcinogenezo (Chen in sod., 2012). Ugotovili so, da je proteina VSIGL1 pri raku zelodca
manj. Izguba izrazanja VSIG1 je povezana z bolj malignim fenotipom in slabso prognozo.
Avtorji sklepajo, da je izguba znotrajcelicne adhezije predpogoj za rast tumorja in
metastaziranje pri raku Zelodca.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SESTAVAPUFROV IN RAZTOPIN

Pufer za lizo
- 7 Murea
- 2 Mtiourea
- 4% (w/v) CHAPS

Pufer za lizo z NP-40
- 7 Murea
- 2 Mtiourea
- 4% (w/v) CHAPS
- 1% (v/v) NP-40

Pufer RIPA
- 50 mM Tris
- 150 mM NaCl
- 0,5 % (w/v) Na-holat
- 0,1% (v/v) SDS
- 1% (v/iv) NP-40

Pufer TE
- 10 mM Tris/CI
- 0,2mMEDTA

Pufer TEDG
- 80 % (v/v) pufra TE
- 20 % (v/v) glicerol

Pufer MES
- 5mM MES
- 0,2mMEDTA

Pufer A
- 2mM EDTA
- 25 mM imidazol

Pufer B
- 50 mM Tris-Cl, pH 8,5
- 20 % glicerol

0,25 M saharozna raztopina (pH 8)
- 0,25 M saharoza
- 5mM Tris

12
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Homogenatni pufer STM
- 0,25 M saharoza
- 0,01 M Tris/CI
- 1mMEDTA

0,25 pufer STM
- 0,25 M saharoza
- 10 mM Tris-ClI
- 1 mM MgCl,

Pufer C
- 50 mM HEPES
- 1 mM CaCl,

Pufer D
- 50 mM HEPES

Triton X-114 (pH 7,6)
- 2% (v/v) Triton X-114
- 150 mM NacCl
- 10 mM Tris-HCI

TTBS (pH 7,6)
- 50 mM Tris/HCI
- 150 mM NaCl
- 0,1 % (v/v) Tween20

Elektroforezni pufer (1-kratni)
- 25mM Tris
- 192 mM glicin
- 0,1 % (w/v) SDS

Elektroforezni pufer (2-kratni)
- 50 mM Tris
- 384 mM glicin
- 0,2 % (w/v) SDS

12% locevalni gel (Western blot in 2D-elektroforeza)
- 12 % (AA-BA)
- 375 mM Tris-Cl (pH 8,8)
- 0,1 % SDS (v/v)
- 0,1% APS (v/v)
- 0,04 % TEMED (v/v)
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5% zbiralni gel (Western blot)
5 % akril-bisakrilamid poliakrilamidne meSanice (AA-BA)
- 125 mM Tris-Cl (pH 6,8)
- 0,1 % SDS (v/v)
- 0,1% APS (v/v)
- 0,1 % TEMED (v/v)

Rehidracijska raztopina
- 7 Murea
- 2 Mtiourea
- 2% (w/v) CHAPS
- dodatek bromofenolmodrega

Ekvilibracijska raztopina z DTT
- 6 Murea
- 30 % (v/v) glicerol
- 50 mM Tris-HCI
- 2% (w/v) SDS
- 1% (w/v) DTT

Ekvalibracijska raztopina z IAA
- 6 Murea
- 30 % (v/v) glicerol
- 50 mM Tris-Hcl
- 2% (viv) SDS
- 2,5% (wiv) IAA

Raztopina za shranjevanje gelov
- 375 mM Tris-HCI
- 0,1 % (w/v) SDS

Fiksir
- 50 % (v/v) metanol
- 12 % (v/v) ocetna kislina
- 0,05 % (v/v) formalin

35% Etanol
- 35 % (v/v) etanol

Ojacevalec
- 0,02% (V/V) Na28203

Raztopina s srebrovim nitratom
- 0,2 % (w/v) AgNO;
- 0,0004 % (v/v) Na,S,03
- 0,05 % (v/v) formalina
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Stop-raztopina
- 50 % (v/v) etanol
- 12 % (v/v) ocetna kislina

1% Ocetna kislina
- 1% (v/v) ocetna kislina

3.2 VZORCI

Uporabili smo dva tipa vzorcev glede na potrebe. Za optimizacijo, in ¢e je bila potrebna
vedja koli¢ina tkiva, smo uporabili svinjsko Zelodéno tkivo. Ce je zadostovala manj$a
koli¢ina tkiva, pa smo uporabili ¢lovesko Zelodéno tkivo. Oboje smo do uporabe
shranjevali pri -80 °C.

Vzorec svinjskega zelodénega tkiva je bilo pridobljeno pri zakolu Zzivali v Farme lhan-
MPR d.o.0., Sentjur. Odvzeto je bilo sprano in spravljeno na ledu do prihoda v laboratorij.
Tu je bilo do uporabe shranjeno na -80 °C. Vzorec ¢loveskega zelod¢nega tkiva je bilo
odvzeto zdravi osebi mlajsi od 35 let. Tkivo smo dobili z Instituta za sodno medicino
Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani. Tam so zelodec najprej sprali z vodo, ga vpeli
v in nato s postrganjem s parenhimskim nozem odvzeli epitelijsko plast celotne luminalne
povrsine. Vzorec so dali v plasti¢no posodo, ga oznacili in shranili pri -80 °C.

3.3 POTEK DELA

Iz ZelodEnega tkiva smo na ve¢ nainov poskusali izolirati oz. obogatiti membranske
proteine. Pri vsakem protokolu smo na ledu s skalpelom narezali vzorec svinjskega ali
Cloveskega tkiva. Ker smo imeli pri slednjem, zaradi majhnih vzorcev. premajhen
izkoristek, smo ga zamenjali za svinjskega in povecali maso vzorcev. Vzorce smo
homogenizirali, kar smo naredili tako, da smo jih strli v teko¢em dusiku ali z Douncejevim
homogenizerjem homogenizirali na ledu in ze v ustreznem pufru. Vzorec strte v teko¢em
dusiku smo nato raztopili v ustreznem pufru z dodanimi proteaznimi inhibitorji. VVzorcu
smo odstranili ve¢je delce s filtracijo ali centrifugiranjem pri nizkih obratih. Sledila je
priprava na centrifugiranje v gradientu ali dodatno raztapljanje membran v ustreznih pufrih
in nato centrifugiranje. Temu je sledilo ¢iscenje proteinov plazemskih membran in njihovo
raztapljanje v ustreznih pufrih. Na vsakem koraku smo jemali alikvote, da smo jih
primerjali s konénim rezultatom. Ce izoliranih vzorcev nismo porabili isti dan, smo jih za
uporabo naslednji dan shranili pri 4 °C, za daljSe shranjevanje pa pri -20 °C. Po vsakem
kon¢anem protokolu smo izmerili koncentracijo proteinov, ki nam jih je uspelo izolirati.
To smo naredili z metodo po Bradfordu in z govejim serumskim albuminom (BSA) kot
standardom. V mikrotitrski plo§¢i smo zmesali vzorec, vodo in reagent s Coomasie
modrim. Slednji se veZe na proteine, kar povzro¢i spremembo barvo iz rjave v modro.
Intenziteta modre barve, ki nastane, je premosorazmerna koli¢ini proteinov v vzorcu,
izmerili pa smo jo z merjenjem absorbance, praviloma pri valovni dolzini 595 nm, ali
redkeje na 600 nm. Uspesnost izolacije oziroma obogatitve proteinov plazemskih membran
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smo preverili s prenosom western in detekcijo kadherinov kot markerskih proteinov za
proteine plazemske membrane. Izbrane vzorce smo analizirali Se z 2D-elektroforezo.

3.4 GELSKA ELEKTROFOREZA IN PRENOS WESTERN

Prenos western je tehnika, s katero zaznamo, identificiramo in kvantificiramo specificne
proteine v danem vzorcu. Postopek imenujemo tudi proteinski imunski prenos. V prvem
koraku z gelsko elektroforezo lo¢imo nativne ali denaturirane proteine, nato jih prenesemo
na membrano in zaznamo s specifi¢nimi protitelesi za tar¢ni protein. To naredimo tako, da
po prenosu proteinov na membrano slednjo blokiramo s posnetim mlekom in ozna¢imo s
primarnimi in sekundarnimi protitelesi. Blokiranje pomaga zakriti nespecifi¢éna vezavna
mesta na membrani in tako izlo¢i lazno pozitivne rezultate. Primarna protitelesa se vezejo
na iskane proteine, sekundarna pa na primarna. Sekundarna protitelesa so povezana z
encimom (npr. hrenovo peroksidazo), ki cepi kemiluminiscentni signal, ki ga zaznamo s
CCD-kamero. Na koncu s prilozeno programsko opremo analiziramo relativno raven
proteinov (Jensen, 2012).

Za prvo stopnjo, SDS poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE), smo uporabljali
12% locevalni in 5% zbiralni poliakrilamidni gel. Za pripravo dveh gelov smo potrebovali
12 mL raztopine loCevalnega gela in 4 mL raztopine zbiralnega gela. Najprej smo
pripravili lo¢evalni gel, ga vlili v nosilec in prelili s propanolom, ki pospesi strjevanje. Ko
se je locevalni gel strdil, smo odlili propanol in v nosilec vlili zbiralni gel. Takoj smo
vstavili e glavnicek, ki locuje mesta za nanos vzorcev. Ko se je gel strdil, smo prenesli
nosilec v kadicko za elektroforezo, odstranili glavni¢ek in sprali nastale luknjice z
elektroforeznim pufrom. Kadi¢cko smo napolnili s primernim volumnom pufra za
elektroforezo. Vzorce smo pred nanosom v zepke zmesali S 5X nanaSalnim pufrom in 20X
DTT-jem. Vzorce smo nanesli v luknjice, ko je bil pufer za elektroforezo ze v kadicki.
Elektroforeza je najprej potekala pri 100 V do prehoda vzorcev iz zbiralnega v locevalni
gel (priblizno 15 min), nato smo napetost povecali na 200 V, dokler niso vzorci prisli do
konca gela (priblizno 45 min).

Po koncani prvi stopnji smo gele vzeli iz plo$¢ in jih dali v hladen pufer za prenos.
Odrezali smo kos polivinilidenflouridne (PDVF) membrane in jo aktivirali: za 15 s smo jo
namodili v metanol, 2 min spirali z ddH,O in do uporabe shranili v pufru za prenos. Po
uspesni aktivaciji Smo sestavili kadi¢ko za prenos po navodilih proizvajalca in jo oblozili z
ledom. Prenos je potekal 1 h pri 100 V. Po konanem prenosu smo membrano 5 min
barvali z barvilom Ponceau S in 5 min razbarvali z ddH,O. Membrano smo slikali z
opticnim citalcem, nato dokon¢no odstranili barvilo s spiranjem s TTBS. Sledilo je
enourno blokiranje s 5% posnetim mlekom v prahu pri sobni temperaturi. Po blokiranju
smo mleko odlili in membrano preko noci inkubirali s primarnimi protitelesi v 1% mleku
pri 4 °C. Primarna protitelesa so bila misja monoklonska protitelesa proti kadherinom
(panCDH) pri redc¢itvi 1:1500 (ab6528, Abcam). Naslednji dan smo membrano 3-krat
sprali s TTBS v ¢asu 5 min. Nato je sledila enourna inkubacija s sekundarnimi protitelesi v
1 % mleku. Sekundarna protitelesa so bila kozja, ki so reagirala z misjimi, redcitev pa je
bila 1:5000 (115-035-062, Jackson ImmunoResearch). Membrano smo po inkubaciji 4-krat
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sprali s TTBS v ¢asu 5 min. Sledila je detekcija: na membrano smo za 5 min dali
kemoluminiscentni substrat SuperSignal West Pico in jo slikali s CCD-kamero (LAS-4000,
Fujifilm) ter s programom Image Gauge (Fujifilm) analizirali relativno raven zaznanih
proteinov.

3.5 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA

Z metodo 2-DE lo¢ujemo proteine po dveh neodvisnih lastnostih, v dveh diskretnih
korakih. V prvi dimenziji, izoelektricnem fokusiranju (IEF), loc¢imo proteine po njihovi
izoelektri¢ni tocki (pI). V drugi dimenziji, natrijev dodecilsulfat poliakrilamidni gelski
elektroforezi (SDS-PAGE), lo¢imo proteine glede na njihovo molekulsko maso
(Healthcare, 2004). Skoraj celotni postopek 2-DE elektroforeze je bil enak postopku
Kocevar-Britovsek (Kocevar, 2007). Povzet je bil po navodilih proizvajalca naprave za 2-
DE (Healthcare, 2004) in poskusih Koc¢evar-Britovsek (2007).

3.5.1 lzoelektri¢no fokusiranje

Proteine smo najprej logili glede na njihovo izoelektri¢no to¢ko (pl) v sistemu IPGphor ™
Il IEF (GE Healthcare), ki s pomo¢jo kerami¢nih nosilcev omogoc¢a hkratno fokusiranje 6
vzorcev. Ima dve zlati elektrodi, med katerima je ustvarjeno elektricno polje, ki vpliva na
gibanje proteinov. Visok pH se nahaja na katodni strani, nizek pa na anodni, tako da se
pozitivno nabiti proteini pomikajo h katodi in negativni k anodi. Medtem postajajo zaradi
pH-gradienta vse manj nabiti, dokler ne postane njihov naboj nevtralen, in se zato ustavijo
(Healthcare, 2004).

Za loCevanje smo uporabili 24 cm dolge trakove z imobiliziranim pH-gradientom (IPG) in
nelinearnim razponom pH od 3 do 11, ki jih je bilo najprej potrebno rehidrirati. IPGphor™
nam ponuja moznost izvajanja rehidracije in samega fokusiranja v posebnih kerami¢nih
nosilcih brez menjave ali prelaganja IPG trakov. Vzorec lahko dodamo Ze sami
rehidracijski raztopini, nato pa na instrumentu nastavimo, da najprej poteka rehidracija in
Sele nato fokusiranje (Kocevar, 2007).

Pred samo rehidracijo smo vzorcu pred nanosom na nosilec dodali se 4 uL 2 M DTT in
0,5% (v/v) IPG pufra. Za en 24 cm dolg trak smo zmeSali 90 pg proteinov in toliko
rehidracijske raztopine, da je skupni volumen znasal 450 ul, in to inkubirali 15 min pri
sobni temperaturi (ST). Nato smo vzorec v enakomerno debeli ¢rti nanesli po celotni
dolZini kerami¢nega nosilca. Nanj smo polozili IPG trak, tako da je bil gel obrnjen navzdol
in pri tem pazili na orientacijo pH: pH-vrednost 3 na traku je bila namesc¢ena na zozeni del
nosilca, pH-vrednost 11 pa na nezozenega. Da se gel ne bi izsusil, smo ¢ezenj nanesli Se
priblizno 2 ml mineralnega olja. Nosilec smo pokrili s pokrovom in ga namestili na
IPGphor™ tako, da je bil zozeni del v kontaktu z anodo in nezoZeni s katodo. Program, ki
smo ga izbrali, je rezultat okvirnih navodil proizvajalca in somentori¢inih predhodnih
poskusov. Za boljsi vstop vecjih proteinov in predvsem za migracijo morebitnih ostankov
soli, ki bi v nadaljevanju motile fokusiranje, sta desetim uram pasivne rehidracije sledili
dve uri aktivne rehidracije z napetostjo pri 50 V. Fokusiranje smo zaceli z 200 V 1 h, nato
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500 V.1 h, 1000 V 1 h, gradientno naraS¢anje do 8000 V 3 h in zakljucili s stalno
napetostjo 8000 V 3 h. Skupna vsota je bila priblizno 42 kVh. Vse je potekalo pri sobni
temperaturi z maksimalnim tokom 50 pA/trak. Po koncanem fokusiranju smo trakove
nalahno sprali s ddHO ter jih shranili v plastiéno mapo pri -70 °C.

3.5.2 Ekvilibracija

Z ekvilibracijo smo proteine pripravili na naslednjo dimenzijo in jih negativno nabili s
SDS, da so med elektroforezo lahko potovali k anodi.

Sama ekvilibracija je potekala v dveh korakih. Pri prvem koraku smo raztopini dodali $e 1
% DTT-ja za redukcijo disulfidnih mostickov in IEF trakove v njej inkubirali na
stresalniku 15 min. Nato smo trakove sprali z ddH,O in jih ponovno inkubirali 15 min v
ekvilibracijski raztopini z 2,5 % IAA (namesto reducenta) za preprecitev reoksidacije
tiolnih skupin. Trakove smo sprali z elektroforetskim pufrom in jih nanesli na gel.

3.5.3 Navpi¢na SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza

Proteine smo po ekvilibraciji lo¢ili glede na njihovo molekulsko maso z navpi¢no SDS-
PAGE v sistemu EttanTM DALTSsix (GE Heatlthcare), ki omogoca hkratno elektroforezo 6
gelov. Nanj sta priklju¢ena Se mesalni aparat in hladilnik, da se pufer v kadi ne pregreva.

Pripravili smo 12% gele, ki najbolje locujejo proteine z maso med 14 in 100 kDa. Za en
12% gel dimenzij 26 cm x 20 cm x 0,1 cm smo potrebovali priblizno 70 ml raztopine. Vse
sestavine, razen APS in TEMED, ki ju dodamo za zacetek polimerizacije, SM0 najprej
zmeSali ob hkratni priklopitvi na vakuum, da niso nastajali mehurcki. MeSanici Smo nato
dodali APS in TEMED ter jo previdno vlili v nosilec s plos¢ami za vlivanje gelov. Vse
skupaj smo po vrhu poskropili z 0,1% SDS in pustili polimerizirati 2 uri. Nato smo na gele
dodali raztopino za shranjevanje gelov, vse skupaj prekrili z aluminijasto folijo in pustili
polimerizirati preko noci.

Po ekvilibraciji smo trakove nanesli v jamico v gelu in pri tem posebno pazili na
orientacijo. Nato smo jih zalili z 0,5% (w/v) agarozo v elektroforeznem pufru, da so ostali
na mestu. Enako orientirane plos¢e z geli in IPG trakovi smo vstavili v elektroforezno
posodo, v katero smo predhodno natocili 1-kratni elektroforezni pufer. Na vrh gelov smo
nato¢ili priblizno 1 L 2-kratnega elektroforeznega pufra.. Elektroforeza je potekala v dveh
stopnjah: najprej 45 min z mocjo 2 W/gel za lazji vstop proteinov, nato pa Smo povecali
mo¢ na 17 W/gel, dokler fronta barvila ni pripotovala do konca gelov.

3.5.4 Barvanje s srebrovim nitratom

Po koncu elektroforeze smo gele pobarvali s srebrovim nitratom, da so proteini postali
vidni kot lise. Uporabili smo protokol po Mortzu in sodelavcih (2001), ki je kompatibilen z
masno spektrometrijo.

Gele smo previdno odstranili iz steklenih ploS¢ in jih preko noci inkubirali v fiksirju. S tem
smo preprecili nadaljnje premikanje proteinov in sprali odvecne ione in detergente. Nato
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smo jih spirali z etanolom (3 x 20 min). Sledilo je namakanje v ojaCevalni raztopini za 2
min, s katero smo povecali obcutljivost in kontrast barvanja. Ponovno smo gel spirali,
tokrat z ddH,O (3 x 5 min). Nato smo gele za 20 min dali v raztopino srebrovega nitrata,
kjer so se srebrovi ioni vezali na proteine. Gele smo zopet sprali z ddH,O (2 x 1 min).
Sledil je barvanje v razvijalcu, v katerem smo gele pustili do Zelenega videza lis
(proteinov) in raztopino nato odlili. Za zaustavitev redukcijske reakcije smo za 5 min
dodali stop-raztopino. Na koncu smo gele do shranjevanja pustili v 1% ocetni kislini. Za en
gel smo uporabili po 200 ml vseh raztopin, razen razvijalca, ki smo ga dodali 400 ml. Vsi
koraki so potekali v kadickah na stresalniku. V nadaljevanju smo gele odc¢itali z opticnim
¢italcem (poskenirali) in jih shranili med 2 plasti folije pri 4 °C.

3.5.5 Racunalniska analiza 2-DE gelov

Dobljene podobe z opti¢nim cCitalcem smo obdelali z demo verzijo programa ImageMaster
2D Platinum 7.0. Pri njegovi uporabi smo se drzali navodil za uporabo (GE Healthcare
Biosciences AB, 2008). Preverili smo koli¢ino lis na posameznih gelih: program je
obkrozil (zaznal) lise, mi pa smo jih preverili in popravili tiste, ki to niso bile (npr. vodni
mehurcki ali natrgan gel). Ponovitev 2-DE v duplikatih ali triplikatih zaradi majhne
koli¢ine izoliranih proteinov v vzorcih, in s tem povezanega velikega volumskega
nalaganja na gele, nismo delali.

3.6 RAZLICNI NACINI OBOGATITVE MEMBRANSKIH PROTEINOV IZ
VZORCEV ZELODCNEGA TKIVA

3.6.1 Protokol za izolacijo celokupnih proteinov

Protokol smo izpeljali po ¢lanku Kocevarjeve s sodelavei (2012). Vzorec z maso 67,1 mg
smo strli v terilnici s pestilom pod teko¢im dusikom. Cez vzorec smo dali pufer za lizo: za
vsakih 10 mg tkiva smo dodali 50 pL pufra. Vzorec smo razbijali z ultrazvokom 3-krat po
10 s z vmesnim hlajenjem na ledu. Sledila je enourna inkubacija na ledu in centrifugiranje
1 hpri 12.000 x g in 4 °C. Supernatant smo vzeli kot ekstrakt celokupnih proteinov. Shema
protokola je prilozena kot priloga 1.

3.6.2 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov I

Protokol smo izpeljali po ¢lanku Yeoha s sodelavci (2010). Vzorec z maso 65,6 mg smo
strli v tekocem dusiku s pestilom v terilnici. Cez vzorec smo dali 328 pL raztopine 40
mmol/L Tris (ImL Tris 40 mmol/L na 200 mg vzorca) in ga razbijali z ultrazvokom 30 s z
vmesnim hlajenjem na ledu. Nato smo ga mesali 5 min z vmesnim hlajenjem na ledu.
Sledilo je centrifugiranje 15 min pri 12000 x g in 20 °C. Supernatant smo odlili in shranili
pri -20 °C, oborino pa dvakrat sprali s pufrom Tris in ga nato resuspendirali v 150 puL pufra
za lizo. Vzorec smo ponovno razbijali z ultrazvokom, ga mesali in centrifugirali.
Supernatant smo vzeli kot ekstrakt proteinov plazemskih membran. Shema protokola je
priloZena kot priloga 2.
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3.6.3 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 11

Uporabili smo protokol, ki je bil prvotno namenjen za izolacijo proteinov plazemskih
membran iz kvasnih celic (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011) in ga priredili, da je ustrezal
nasim potrebam. Shema protokola je prilozena kot priloga 3.

Postopek |

Vzorec z maso 68 mg smo strli v teko¢em dusiku s pestilom v terilnici, mu dodali 300 uL
raztopine 30 mmol/L Tris/CIl (pH 8,5) s proteaznimi inhibitorji in ga inkubirali 15 min na
ledu. Sledilo je centrifugiranje 10 min pri 700 x g in 4 °C. Prvi dobljeni supernatant
(primarni supernatant, S1) smo shranili v mikrocentrifugirko, oborino (primarna oborina,
»pelet« P1) pa resuspendirali s toliko pufra TE, da je imela enako tezo kot S1. Oboje smo
nato centrifugirali 20 min pri 20.000 X g in 4 °C, supernatant iz S1(S2-S1) in iz P1 (S2-P1)
smo odlili ter oborini iz S1 (P2-S1) in P1 (P2-P1) resuspendirali v 350 puL pufra TEDG.

Vzorca smo pripravili na centrifugiranje v saharoznem gradientu. V vsako od dveh
ultracentrifugirk, ki sta imeli maksimalni volumen 5 mL, smo dali 1,5 mL 53% (w/w)
saharoze v pufru TE in nanjo previdno Se 3,0 mL 43% (w/w) saharoze v pufru TE. Na vrh
smo nalozili §e oba vzorca. Sledilo je gradientno centrifugiranje 2 h pri 25.000 x g in 4 °C.
Po kon¢anem centrifugiranju smo pobrali pas med gradientoma, kjer naj bi se ustavile
plazemske membrane (PM). Vzorca smo razred¢ili z vodo (2 mL) in ju centrifugirali 30
min pri 20.000 x g in 4 °C. Dobljeni oborini (P3) smo poskusili raztopiti v pufru MES.
Oba vzorca smo homogenizirali s pestilom in ju dali stresati preko noci v hladno sobo. Da
bi bolje raztopili oborino, smo na oba vzorca dodali $e po 40 pL pufra za lizo.

Postopek 11

Protokol smo ponovili z vzorcem z ve¢jo maso, to je s 159,3 mg, in s to razliko, da smo po
kon¢anem centrifugiranju v gradientu poleg PM pobrali tudi drugi dve nastali frakciji (F1,
F3).Vzorce smo razred¢ili z vodo (2 mL) in jih razdelili na dva dela, nato pa smo jih
centrifugirali 30 min pri 20.000 x g in 4 °C. Dobljene oborine (P3) smo raztapljali v 10
mmol/L pufru Tris (pT) ali pufru za lizo (pL), volumen je bil 40 pL. Vzorce smo
homogenizirali in dali stresati preko no¢i. PM primarne oborine smo dodatno centrifugirali
10 min pri 15.000 x g in 4 °C in supernatant (S3) uporabili za analizo.

3.6.4 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 111

Uporabili smo protokol, ki se uporablja za izolacijo membranskih proteinov iz glivnih celic
(Turk in Plemenitas§, 2003). Shema protokola je prilozena kot priloga 4.

Vzorca c¢loveskega zelod¢nega tkiva z maso 83,5 (M) in 157,4 (V) mg smo strli pod
tekocim dusSikom, jima dodali trikratno tezo 0,4 M saharozne raztopine v pufru A s
proteaznimi inhibitorji in ju centrifugirali 20 min pri 530 x g in 4 °C. Dobljena prva
supernatanta (primarna supernatanta S1) smo odlili v posebno mikrocentrifugirko. V
nadaljevanju smo uporabili tudi oborini (primarni oborini, P1), ki sta ju avtorici v
originalnem protokolu sicer zavrgli. Dodali smo jima 0,4 M saharozno raztopino v pufru A
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do teze enake S1. Nato smo oba ponovno centrifugirali 30 min pri 20.000 x g in 4 °C.
Dobljena supernatanta (S2) smo odlili, oborini (P2-S1 in P2-P1) pa resuspendirali v 400
uL 0,4 M saharozne raztopine.

Sledilo je centrifugiranje v saharoznem gradientu. V dve ultracentrifugirki smo dali po 1
mL 2,25 M, 1,65 M in 1,1 M saharozne raztopine v pufrih A. Na vrh ultracentrifugirke
smo dali vzorca in ju centrifugirali v saharoznem gradientu 14 h pri 80.000 x g in 4 °C. Po
kon¢anem centrifugiranju smo pri obeh vzorcih iz primarnega supernatanta pobrali frakcijo
med 1,65 M in 2,25 M saharoze, kjer naj bi se nahajale plazemske membrane (PM). Pri
vzorcih iz primarne oborine smo poleg frakcije s plazemskimi membranami pobrali Se
frakcijo med 1,1 M in 1,65 M saharozne raztopine (F1). Vse pobrane vzorce smo raztopili
v 3-kratnem volumnu pufra A in jih centrifugirali 40 min, pri 20.000 x g in 4 °C. Dobljene
supernatante (S3) smo odpipetirali, na oborine (P3) pa dali 100 uL pufra B za shranjevanje,
in jih dali stresati preko noc¢i. Vzorce s frakcijo plazemskih membran smo razdelili na dva
dela in jih centrifugirali 15 min pri 20.000 x g in 4 °C, ter dobljene supernatante (S4)
odpipetirali v nove mikrocentrifugirke. Cez oborine (P4) smo dali pufer RIPA (pR) ali
pufer za lizo (pL), in sicer na vzorca iz primarne oborine P1 20 uL, na vzorca iz
primarnega supernatanta S1 pa 10 pL. Dva tako razopljena vzorca, oborini plazemskih
membran v dveh pufrih, smo ponovno centrifugirali 20 min pri 20.000 x g in 4 °C in za
analizo uporabili dobljeni supernatant (S5). VVzorce iz frakcije F1, ki naj ne bi vsebovala
plazemskih membran po centrifugiranju v saharoznem gradientu, smo pustili v pufru B.

3.6.5 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov IV

Uporabili smo protokol po ¢lanku (Touster in sod., 1970), ki temelji na izolaciji
plazemskih membran iz nuklearnega (N) in mikrosomalnega (M) dela tkivnega
homogenata z uporabo gradientnega centrifugiranja. Shema protokola je prilozena kot
priloga 5.

Postopek |

Narezali smo 2 vzorca svinjskega Zelodca z maso 1 g. Nanju smo dali po 3 mL 0,25 M
saharozne raztopine, kar je predstavljalo zacetni volumen. Vzorca smo homogenizirali do
utekocinjenja z roénim homogenizatorjem in prefiltrirali skozi en sloj gaze. Sledilo je
centrifugiranje 10 min pri 1000 x g in 4 °C. Supernatanta (S1) smo odlili v novo epruveto,
oborini (P1) pa resuspendirali v enakem zacetnem volumnu 0,25 M saharozne raztopine.
Centrifugiranje smo dvakrat ponovili, pri ¢emer smo zdruZevali supernatante (S2, S3). Po
tretjem centrifugiranju smo oborini (P3) ponovno resuspendirali v zacetnem volumnu 0,25
M saharozne raztopine, ¢emur je sledilo centrifugiranje 8 min pri 33.000 x g in 4 °C.
Supernatanta (S4) smo po zadnjem centrifugiranju zavrgli. Tako pripravljeni oborini (P4),
ki sedaj predstavljata nuklearni del (N) tkivnega homogenata, smo raztopili v 3-kratnem
zacetnem volumnu 57% (w/w) saharoze. S tem smo dobili okoli 2 mL vzorca v 47% (w/w)
saharozi, ki smo ju prestavili v dve ultracentrifugirki. Cez njiju smo nalili enako kolig¢ino
37,2% (w/w) saharoze, priblizno 1 mL, in dopolnili ultracentrifugirko z 0,25 M saharozo,
tako da je bil skupni volumen priblizno 3 mL v 3,5-mililitrski ultracentrifugirki. VVzorec
smo centrifugirali v saharoznem gradientu 16 h ali 2 h pri 76.000 x g in 4 °C. Cas 2 h je bil
izbran zaradi naSih manjSih ultracentrifugirk. Po centrifugiranju smo pobrali vse frakcije,
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ki so nastale: membranska (PM) naj bi bila med 0,25 M saharozno raztopino in 37,2%
(w/w) saharozo ter manjsi del med 37,2% (w/w) in 47% (w/w) saharozo. Frakcije smo
sprali z ddH,O s centrifugiranjem 1 h pri 40.000 x g in 4 °C. Supernatante (S5) smo
odstranili, oborine (P5) pa raztopili v 10 uL pufra za lizo (pL).

Supernatante, ki smo jih zdruzevali v prvih treh centrifugiranjih 8 min pri 1000 x g in 4 °C
(S1, S2, S3), smo ponovno centrifugirali 8 min pri 33.000 x g in 4 °C. Supernatante (S6)
smo shranili in oborine (P6) resuspendirali v 3-krathem volumnu 0,25 M saharozne
raztopine. Centrifugiranje, 8 min pri 33.000 x g in 4 °C. smo ponovili, pri ¢emer smo
supernatante (S6, S7) zdruzevali. Te smo nato centrifugirali 100 min 78.000 x g in 4 °C.
Po kon¢anem centrifugiranju smo supernatante (S8) zavrgli. Pripravljene oborine (P8), ki
sedaj predstavljajo mikrosomalni (M) del tkivnega homogenata, smo dali v 2,5-kratni
volumen originalne teZze vzorca 57% (W/w) saharoze, s ¢imer smo dobili vsaj 49% (w/w)
saharozno raztopino in priblizno 2,5 mL velik vzorec, ki smo ga razdelili na dve
ultracentrifugirki. Na vsako ultracentrifugirko smo dodali 1,2 mL 34% (w/w) saharoze in
dopolnili z 0,25 M saharozo. Skupni volumen ene ultracentrifugirke je bil priblizno 3 mL v
3,5-mililitrski ultracentrifugirki . VVzorca smo centrifugirali v saharozem gradientu 16 h ali
2 h pri 76.000 x g in 4 °C. Pobrali smo vse frakcije, ki so nastale: membranska (PM) naj bi
bila med 0,25 M in 34% (w/w) saharozo, manjsi del pa med 34% (w/w) in 49% (w/w)
saharozo. Frakcije smo spirali z ddH,O 1 h pri 40.000 x g in 4 °C. Odstranili smo
supernatante (S9), oborine (P9) pa raztopili z 10 uL pufra za lizo (pL).

Postopek 11

Postopek smo ponovili na dveh vzorcih svinjskega zelodca z maso 1 g, s to razliko, da smo
ju strli v teko¢em dusiku, ju pri centrifugiranju v saharoznem gradientu dali na vrh in
centrifugirali 16 h ali 8 h; slednji ¢as je bil preracunan z aplikacijo proizvajalca centrifug.
Po centrifugiranju smo pobrali vse frakcije, ki so nastale, in jih sprali z ddH,O za 10 min
pri 20000 x g in 4 °C. Odstranili smo supernatante, oborine pa raztopili s pufrom za lizo
(pL) ali pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (pNP40). VVzorce smo razbijali z ultrazvokom 2
x 10 s z vmesnim hlajenjem na ledu.

3.6.6 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V

Uporabili smo protokol, prirejen po ¢lanku Hoffmann in sod., (2005). Narezali smo 4
vzorce svinjskega zelodca z maso 0,5 g. Nanje smo dali 10-kratni volumen homogenatnega
pufra in homogenizirali dva vzor¢ka z desetimi pasazami gor-dol (GD) z ro¢nim
homogenizatorjem in druga dva s potegi do utekocinjenja (UT). Vzorcke smo prefiltrirali
preko dveh slojev gaze. Sledilo je centrifugiranje 10 min pri 1000 x g in 4 °C. Oborine
(P1) smo resuspendirali z 1 mL 1,38 M saharoze v homogenatnem pufru in jih
centrifugirali v ultracentrifugi 80 min pri 40.000 x g in 4 °C. Dobljene supernatante (S2)
smo ultracentrifugirali 45 min pri 39.000 x g in 4 °C in jih shranili (S3) za primerjavo.
Oborine (P3) smo resuspendirali v 1,38 M saharozi v homogenatnem pufru, tako da smo
dobili priblizno 1 mL vzorcev. V ultracentrifugirkah smo ¢eznje nalozili po 2 mL 0,25 M
saharoze v homogenatnem pufru in vzorce centrifugirali v saharoznem gradientu 90 min
pri 57.000 x g in 4 °C. Po koncanem centrifugiranju smo pobrali pasove med gradientoma,
Kjer naj bi se nahajale plazemske membrane (PM), in jih dvakrat sprali z ddH,O 5 min pri



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

15.000 x g in 4 °C. Nastale oborine (P4) smo raztopili v 10 uL pufra za lizo (pL). Shema
protokola je priloZena kot priloga 6.

3.6.7 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VI

Uporabili smo protokol za izolacijo plazemskih membran po ¢lanku Hubbard in sod.,
(1983); shema protokola je priloZzena kot priloga 7. Narezali smo 2 vzorca svinjskega
Zzelodca z maso 1 g. Nanju smo dali 4,5-kratni volumen 0,25 M pufra STM in
homogenizirali do utekocCinjenja. Vzorca smo prefiltrirali skozi dva sloja gaze in ju
dopolnili do 5 mL, da smo dobili 20% (w/v) homogenat, kar je predstavljalo originalni
volumen. Sledilo je rahlo mesanje, nato centrifugiranje 5 min pri 260 x g in 4 °C.
Supernatanta (S1) smo odlili v novo epruveto, oborinama (P1) dodali % originalnega
volumna 0,25 M pufra STM in ju homogenizirali. Vzorca smo ponovno centrifugirali 5
min pri 260 x g in 4 °C. Supernatanta (S2) smo zdruzili z supernatantoma iz prvega
centrifugiranja. Sledilo je centrifugiranje zdruzenih supernatantov za 10 min pri 1500 x g
in 4 °C. Supernatante (S3) smo odlili, ¢ez oborine (P3) smo dali 2/3 originalnega volumna
0,25 M pufra STM in nato dopolnili z 2,0 M pufrom STM, ki ima 2 mol/L saharoze, do 2-
kratnika originalnega volumna. Tako pripravljena vzorca (2,5 mL) smo dali v
ultracentrifugirko, ¢ez dodali priblizno 1 ml 0,25 M saharozne raztopine in ju centrifugirali
v saharoznem gradientu pri 113.000 x g in 4 °C. En vzorec smo centrifugirali 33 min,
drugega 60 min; krajsi ¢as smo preracunali z aplikacijo na spletni strani proizvajalca
centrifug. 1z obeh vzorcev smo pobrali frakcijo na interfazi, kjer naj bi bile plazemske
membrane (PM), in oborino (F1). Vse vzorce smo dvakrat spirali z 0,25 M saharozno
raztopino 5 min pri 15.000 x g in 4 °C. Oborine (P4) smo raztopili v 10 uL pufra za lizo
(pL) ali pufra RIPA (pR).

3.6.8 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VIl
Postopek |

Uporabili smo protokol za izolacijo plazemskih membran z uporabo diferencialne
ekstrakcije po Zhangu s sodelavci (2005). Shema protokola in njegovih sprememb je
priloZena kot priloga 8.

Narezali smo §tiri vzorce svinjskega Zelodca z masami priblizno 1 g. Cez tri smo nalili 8-
kratni volumen pufra C (mL/g) in jih homogenizirali, ¢etrtega pa smo predhodno Se strli v
tekocem Na. Prvi vzorec smo prefiltrirali ¢ez dva sloja gaze, preostale skozi enega. Sledilo
je centrifugiranje 15 min pri 1500 x g in 4 °C. Supernatante (S1) smo zavrgli, oborine (P1)
smo zmesali s 50% saharozo (w/w) v pufru C, tako da smo na koncu dobili vzorce v 44%
saharozi: na vzorec 1 z maso 0,32 g smo dali 2,38 g, na vzorec 2 z maso 1,06 g 7,76 g, na
vzorec 3z maso 1,13 g 8,32 g in na vzorec 4 z maso 0,36 g 2,61 g 50% saharoze v pufru C.
Zmesane vzorce smo nalozili v ultracentrifugirke in nanje dodali Se 1 mL 42,3% saharoze
v pufru C. Nato smo jih centrifugirali v saharoznem gradientu 150 min pri 100.000 x g in 4
°C. Pobrali smo vrhnji sloj, kjer naj bi bile plazemske membrane (PM), in oborino (F1).
Vse frakcije smo dvakrat spirali s pufrom D 5 min pri 15.000 x g in 4 °C, nato pa shranili v
pufru D.
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Sledile so Stiri razli¢ne ekstrakcije:
Ekstrakcija s karbonatom (eK)

Vzorec smo 200-kratno red¢ili z 0,1 M Na,COj3 in tako nanj dodali 1950 uL Na,COs .
Sledila je inkubiracija na ledu za 30 min in centrifugiranje 60 min pri 15.000 x g in 4 °C.
Supernatant smo odlili, oborino pa resuspendirali v 30 pL pufra za lizo (pL).

Ekstrakcija s kloroformom/metanolom (eK/M)

Vzorec smo red¢ili s hladno mesanico kloroform/metanol (5:4) v razmerju 1:9, tako da
smo nanj dodali 450 pL meSanice kloroform/metanolin in ga 15 min inkubirali na ledu.
Nato je sledilo centrifugiranje 20 min pri 12.000 x g in 4 °C. Oborino in supernatant smo
pobrali vsakega v svojo mikrocentrifugirko in ju obravnavali kot spodnjo (sp) in zgornjo
(zg) fazo. Obe smo posusili s SpeedVac in ju na koncu raztopili v 30 pL pufra za lizo (pL).

Ekstrakcija s Tritonom X-114 (eT)

Vzorec smo centrifugirali 5 min pri 15.000 x g in 4 °C. Supernatant smo odlili, oborino
resuspendirali v 60 pL raztopine tritona X-114, inkubirali na ledu 15 min, naposled pa
centrifugirali 10 min pri 10.000 x g in 4 °C. Supernatant smo pobrali in ga inkubirali pri 37
°C 90 ali 5 min. Sledilo je ponovno centrifugiranje za 10 min pri 1000 x g in sobni
temperaturi. Locili smo zgornjo (zg) in spodnjo (sp) fazo ter vsako posebej obarjali s
trikratnim volumnom hladnega acetona, preko noc¢i v zamrzovalniku. Naslednji dan smo
vzorce centrifugirali 10 min pri 15.000 x g in 4 °C in jih dokon¢no posusili v digestoriju.
Nanje smo dolili 30 uL pufra za lizo.

Ekstrakcija s pufrom za lizo

Vzorec smo centrifugirali 15 min pri 15.000 x g in 4°C. Na nastalo oborino smo dali 30 uL
pufra za lizo.

Postopek 11

Protokol smo ponovili z dvema vzorcema svinjskega zelodca z maso priblizno 1 g. Za
razliko od originalnega protokola smo vzorca strli v tekocem dusikom in ju pri
centrifugiranju v saharoznem gradientu dali na vrh ultracentrifugirke. En vzorec smo
centrifugirali v gradientu 2,5 ure, drugega pa 82 minut. Slednji ¢as smo preracunali z
aplikacijo na internetni strani proizvajalca centrifug. Po centrifugiranju smo pobrali vse
frakcije, tudi na meji med 44% in 42,3% saharozo (F2), in jih sprali s pufrom D, nato pa
oborine raztapljali s pufrom za lizo (pL) in pufrom za lizo z dodanim NP-40 (pNP40).
Vzorca smo dali na stresalnik preko noci v hladni sobi. Sledilo je razbijanje z ultrazvokom
2 x 10 s in centrifugiranje 10 min pri 15.000 x g in 4 °C. Za analizo smo uporabili
supernatant.

Postopek 111
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Protokol smo ponovili na vzorcih svinjskega Zelodca z maso priblizno 1 g in jih strli v
tekocem dusikom, centrifugiranje v gradientu pa je trajalo 82 min. Sledila je ekstrakcija
membranskih frakcij po protokolu: s pufrom za lizo z NP-40 (pNP40), s tritonom X-114
(eT), s karbonatom (eK) in s kloroform/metanolom (eK/M), opisana pod to¢ko Postopek I).

Postopek 1V

Protokol smo ponovili z obema najuspeSnejSima ekstrakcijama iz protokola pod tocko
Postopek 11l na dveh vzorcih svinjskega Zelodca z masama priblizno 1 g in ju strli v
tekocem dusiku. Vzorca smo centrifugirali v gradientu 82 minut. Po centrifugiranju smo
vzorce ekstrahirali s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (pNP40) in s karbonatom (eK),
opisano pod to¢ko Postopek 1.

Postopek V

Protokol smo ponovili na dveh vzorcih ¢loveskega Zelodca z masama priblizno 0,8 g in ju
strli v teko¢em dusiku. Vzorca smo centrifugirali v gradientu 82 min. Po centrifugiranju
smo vzorca ekstrahirali s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (pNP40) ali s karbonatom
(eK), opisano pod tocko Postopek I).

3.6.9 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VIII

Uporabili smo Novagenov (ProteoExtract Transmembrane Protein Extraction Kit), ki se
sklicuje na Nakamuro (2008) in Calbiochemov (ProteoExtract Native Membrane Protein
Extraction Kit) po Sun in sod., (2005) komplet za izolacijo membranskih proteinov in se
ravnali po navodilih proizvajalcev. Shemi protokolov sta prilozeni kot priloga 9.

3.6.9.1 Calbiochemov (C) protokol

Narezali smo vzorec tkiva cloveskega zelodca z maso 50 mg in mu dodali 10 pL
proteaznih inhibitorjev in 2 mL ledenohladnega pufra za ekstrakcijo 1. Vzorec smo
homogenizirali z 20 pasazami, nato ga 10 min inkubirali na ledu. Sledilo je centrifugiranje
za 15 min pri 16.000 x g in 4 °C. Supernatant (S1) smo odpipetirali, na oborino (P1) smo
dodali 5 pL proteaznih inhibitorjev in 1 mL pufra za ekstrakcijo 1. Vzorec smo
resuspendirali s pipeto in inkubirali na ledu 30 min z ob¢asnim meSanjem. Sledilo je
ponovno centrifugiranje za 15 min pri 16.000 x g in 4 °C. Supernatant, ki naj bi vseboval
nativne proteine plazemskih membran (PM), smo uporabili za analizo.

3.6.9.2 Novagenov (N) protokol

Ker komplet vsebuje 2 pufra za ekstrakcijo dveh tipov membranskih proteinov, smo
narezali dva vzorca tkiva ¢loveskega Zelodca z maso 50 mg in jima dodali 5 pL proteaznih
inhibitorjev in 2 mL ledenohladnega pufra za ekstrakcijo I. Vzorca smo homogenizirali z
20 pasazami gor-dol, nato ju 10 min inkubirali na ledu z ob¢asnim mesanjem. Sledilo je
centrifugiranje 5 min pri 1000 x g in 4 °C. Supernatanta (S1) smo odstranili, oborini (P1)
sprali z 2 mL ledenohladnega fosfatnega pufra z NaCl (PBS) in centrifugirali 5 min pri
1000 x g in 4 °C. Supernatanta (PBS-S2) smo odstranili, oborini ponovno sprali z 2 mL
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PBS ter centrifugirali 5 min pri 1000 x g in 4 °C. Supernatanta smo odpipetirali, eni
oborini dodali 5 pL proteaznih inhibitorjev in 200 pL pufra za ekstrakcijo 2A, drugi
oborini pa 5 pL proteaznih inhibitorjev in 200 uL pufra za ekstrakcijo 2B. Oba pufra smo
predhodno pripravili z red¢enjem pufra za ekstrakcijo 2 v razmerju 1:2 z reagentoma TM-
PEK A in B (TMA in TMB). Vzorca smo z 20 pasazami gor-dol teflonskega pestila
popolnoma resuspendirali. Vzorca smo nato inkubirali 15 min na ledu z rahlim mesanjem.
Sledilo je centrifugiranje 15 min pri 16.000 x g in 4 °C. Supernatanta, v Katerih naj bi bile
membrane (PM), smo uporabili za analizo.

Pri 2DE analizi smo v enem poskusu zdruzili vse tri vzorce. Pri ponovitveni analizi nam je
zmanjkalo TMA vzorca, zbirek je bil iz vzorcev TMB in Calbiochemovih PM.

3.7 ISKANJE BIOLOSKIH OZNACEVALCEV PO RACUNALNISKIH ZBIRKAH

Potencialne bioloske oznacevalce raka smo iskali po dveh podatkovnih zbirkah. Prva je
bila COSMIC, ki je akronim za katalog somatskih mutacij pri raku (angl. Catalouge of
Somatic Mutations in Cancer) po Forbes in sod., (2015) in Wellcome Trust Sanger
Institute (2015), druga je bila PubMed (2015).

Pri COSMIC lahko is¢emo napake po vrsti raka, genu ali vzorcu. Mi smo pregledali
najpogostejse tirozin-kinaze, ki so povzrociteljice raka. Gene tirozin-kinaz smo pregledali
na seznamu genov in nato v bazi iskali po posameznem genu. Ce je imel gen potrjeno
napako in je bila navzoca ugotovitev, da izrazen protein povzroca raka, Smo tega vpisali v
naSo tabelo okvarjenih proteinov. Te Smo upoStevali kot potencialne bioloske oznacevalce
za rak Zelodca, saj pri njem Se niso bili potrjeni.

Vzporedni nacin je potekal po podatkovni bazi PubMed. Po njej se iS¢e po ¢lankih, ko v
iskalno vrstico vpises svojo zahtevo. Mi smo po njej iskali »okvarjeni membranski proteini
in rak« (angl. abberant membrane proteins and cancer), »okvarjeni membranski proteini in
rak zelodca« (angl. abberant membrane proteins and gastric cancer) ter izpeljanke teh dveh
iskalnih nizov. Po dobljenih rezultatih smo pregledali ¢lanke in iskali napacno izraZene ali
na kakSen drug nacin okvarjene gene, ki so povzrocitelji raka oziroma raka Zelodca. S
kombinacijo izsledkov iz obeh pristopov smo sestavili pregledni seznam moznih
potencialnih oznacevalcev raka Zelodca.

Ko smo nasli tako okvarjene proteine, smo vsakega vnesli v preglednico. Za vsak moZen
potencialni oznacevalec raka Zelodca smo poiskali ve¢ podatkov. Z iskanjem po
podatkovni zbirki UNIPROT (Magrane in Consortium, 2011) smo za vsak posamezen
protein izpisali njegovo ime, lokacijo v celici, vlogo, ki jo v njej opravlja, stevilko
referencnega zaporedja (Pruitt in sod., 2012), sliko 3-D zgradbe ter Stevilko OMIM
(McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University (Baltimore,
MD), 2015). Iz ¢lankov smo izpisali vlogo, ki jo protein ima pri raku, njegovo izraZanje ter
vrsto okvare, ki je povzrocila raka. Pri vsakem proteinu smo tudi pripisali Stevilko ¢lanka v
podatkovni zbirki PubMed. Podatke iz zbirk smo uredili tako, da so za vsak okvarjeni
protein izpisani vsi navedeni podatki v vrstnem redu: protein, njegovo slovensko ime,
njegova lokacija, normalna vloga proteina, vloga pri raku, kako se izraza pri raku, vrsto
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okvare proteina, vrsto raka, ki ga okvara povzroca, Stevilko ¢lanka, ki se nanasa na napako,
Stevilko referen¢nega zaporedja in Stevilko OMIM.

UNIPROT je obsezna podatkovna zbirka za proteinske sekvence in bioinformacijsko
obdelane podatke. Sestavljena je iz vecih podatkovnih podzbirk in se povezuje s podatki
drugih podatkovnih zbirk. Referencno zaporedje je podatkovna zbirka z obseznim,
integriranim obdelanim sklopom zaporedij genomske DNA, prepisov in proteinov ter tvori
enega temeljev za poenotenje sekvencnih zaporedij z genetskimi in funkcionalnimi
informacijami. OMIM je okrajSava za angl. »Online Mendelian Inheritance in Man.« Je
obsezna, verodostojna podatkovna zbirka c¢loveskih genov in njegovih fenotipov.
Referencni pregled vsebuje informacije o vseh Mendelskih motnjah in napakah v vec kot
15.000 genih. Zbirka se osredotoca na razmerje med genotipom in fenotipom.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATIRAZLICNIH PROTOKOLOV ZA OBOGATITEV MEMBRANSKIH
PROTEINOV

Med potekom diplomskega dela smo najprej preizkusili razli¢ne protokole za izolacijo oz.
obogatitev membranskih proteinov iz Zelod¢énega tkiva. Za oceno uspe$nosti posameznih
protokolov smo uporabljali celokupne proteine zelodéne sluznice. Slednje smo preverjali s
prenosom western, pri katerem smo uporabili protitelesa proti kadherinom. Ti skrbijo za
povezave celica-celica in se zato nahajajo na plazemski membrani. Vzorec celokupnih
proteinov in vzorce, za katere smo ocenili, da je bila pri njih izolacija/obogatitev
membranskih proteinov uspe$na, Smo analizirali z 2-DE.

4.1.1 Protokol za izolacijo celokupnih proteinov

Najprej smo izolirali celokupne proteine iz ¢loveskega Zelod¢énega tkiva. Z njimi smo
hoteli ugotoviti priblizno raven membranskih proteinov v ekstraktu, Kjer ti po postopku
niso obogateni. S preizkusom prenosa western smo pokazali, da so v vzorcu proteini
plazemske membrane; ti se vidijo ze pri 30 pg izoliranih proteinov (Slika 6). V
nadaljevanju smo ta vzorec uporabljali kot kontrolo za preverjanje uspesnosti obogatitve
membranskih proteinov po razli¢nih protokolih.

Slika 6: Prikaz prenosa western iz protokola za izolacijo celokupnih proteinov iz tkiva ¢loveskega Zelodca in
protokola za obogatitev plazemskih proteinov I. M, marker; stolpec 1, 50 pg vzorca po protokolu za
obogatiev plazemskih proteinov I; stolpec 2, 50 pug vzorca celokupnih proteinov; stolpec 3, 30 pg vzorca po
protokolu za obogatiev plazemskih proteinov I; stolpec 4, 30 pg vzorca celokupnih proteinov; glavni signal
pan-kadherinov (panCDH) je oznacen z leze¢o puscico. Signal pri 37 kDa je nespecifi¢no vezano protitelo.

Vzorec celokupnih proteinov smo uporabili tudi za analizo z 2D-elektroforezo (Slika 7).
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Slika 7: Slika 2DE gela vzorca celokupnih proteinov iz ¢loveskega tkiva.

4.1.2 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov I

29

Pri prvem poskusu obogatitve plazemskih proteinov smo uporabili preprost protokol. 1z
enake zacetne kolicine tkiva ¢loveskega Zelodca kot za izolacijo celokupnih proteinov
(4.1.1) smo pri vecji koli¢ini nanesenih proteinov na gel (50 pg) dobili mo¢nejsi signal pri
prenosu Western pri tem protokolu za obogatitev plazemskih proteinov (4.1.2) kot pri
protokolu za izolacijo celokupnih proteinov (4.1.1). Nasprotno pa smo dobili manjsi signal
pri protokolu za obogatitev plazemskih proteinov (4.1.2), ko smo nanesli manj$o koli¢ino

proteinov na gel (30 ug) (Slika 8).



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

Slika 8: Primerjava med protokolom za obogatitev plazemskih proteinov | (1, 50pug vzorca; 3, 30ug vzorca)
in preprostim protokolom za izolacijo celokupnih proteinov na vzorcih ¢loveskega tkiva (4.1.1) (2, 50ug
vzorca; 4, 30ug vzorca); M, marker.

Na protokolu smo izvedli poskus poteka 2D-elektroforeze, kar je vidno na Sliki 9.
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Slika 9: Slika 2-DE gela vzorca po protokolu za obogatitev plazemskih proteinov | iz tkiva éloveskega
zelodca.

4.1.3 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov Il

Prvi protokol namenjen obogatitvi proteinov plazemskih membran (4.1.2), ni bil uspeSen.
Zato smo se lotili obogatitve s centrifugiranjem v saharoznem gradientu. V prvem
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poizkusu smo vzorca, pridobljena iz ¢loveskega zelodca, raztopljena v mesanici pufra
MES in pufra za lizo, podvrgli 2D-elektroforezi (Sliki 10 in 11).
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Slika 10: Slika 2-DE gela vzorca primarnega peleta (P3-P1) po centrifugiranju v saharoznem gradientu v
protokolu za obogatitev plazemskih membran Il iz tkiva ¢loveskega Zelodca.
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Slika 11: Slika 2-DE gela vzorca primarnega supernatanta (P3-S1) po centrifugiranju v saharoznem gradientu
v protokolu za obogatitev plazemskih membran Il iz tkiva ¢loveskega Zelodca.

Ker smo po centrifugiranju v saharoznem gradientu dobili zelo majhen vzorec plazemskih
membran, smo v naslednjem poskusu povecali koli¢ino zacetnega vzorca. Analizirali smo
ga s prenosom western in imunodetekcijo. VV Preglednici 1 ter na Slikah 12 in 13 so
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prikazani vzorci izoliranih proteinov iz primarnega supernatanta (S1) pri razli¢nih fazah
izolacije/obogatitve membranskih proteinov.Najvecji signal je bil zaznan v prvi pobrani
frakciji po centrifugiranju v saharoznem gradientu (F1-S1-pT in pL, Zepka 5 in 6). Signal
ni bil odvisen od pufra, v katerem je bil vzorec raztopljen. Vzorci, kjer naj bi bile
plazemske membrane (PM-S1-pT in pL, Zepka 7 in 8), niso imeli signala.

Preglednica 1: Vzorci izoliranih proteinov iz S1 pri razliénih fazah izolacije/obogatitve membranskih
proteinov po prirejenem protokolu (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011).

Zepek |1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec[M|S1  [S2-S1|S2-P1|F1-S1- |[F1-S1- [PM-S1-|[PM-S1- [F3-S1- [F3-S1-
pT pL Pt pL pT pL
KV [4]923 [896 [15 [15 15 15 15 15 15
KP 30 (30 (8,25 |9 9,45 0,15 4,8

AU/QL| [0,0104{0,0008/0,0013/0,0138 |0,01117 |{0,0020 |0,0024 |0,0021 |0,00066

Legenda:1: marker; 2: vzorec primarnega supernatanta (S1); 3: supernatant primarnega
supernatanta po ponovnem centrifugiranju (S2-S1); 4: supernatant primarne oborine po
ponovnem centrifugiranju (S2-P1); 5: prva frakcija primarnega supernatanta po
centrifugiranju v gradientu raztopljena v pufru Tris (F1-S1-pT); 6: prva frakcija
primarnega supernatanta po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (F1-S1-
pL); 7: druga frakcija primarnega supernatanta po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru Tris (PM-S1pT); 8: druga frakcija primarnega supernatanta po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (PM-S1-pL); 9: tretja frakcija primarnega
supernatanta po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru Tris (F3-S1-pT)); 10: tretja
frakcija primarnega supernatanta po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo
(F3-S1-pL); KV: koli¢ina vzorca v puL; KP: koli¢ina proteinov v ug; AU/QL; relativna
intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 12: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov iz primarnega supernatanta (S1) pri
razli¢nih fazah izolacije/obogatitve membranskih proteinov, iz tkiva ¢loveskega Zelodca, po prirejenem
protokolu (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 1.

Slika 13: Membrana z vzorci izoliranih proteinov iz S1 pri razli¢nih fazah izolacije/obogatitve membranskih
proteinov, iz tkiva ¢loveskega zelodca, po prirejenem protokolu (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011),
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 1.

V Preglednici 2 ter Slikah 14 in 15 so prikazani vzorci izoliranih proteinov iz primarne
oborine (P1) pri razli¢nih fazah izolacije/obogatitve membranskih proteinov ter njihova
primerjava z vzorcem celokupnih proteinov. Najmoc¢nejsi signal smo dobili pri vzorcu
tretje frakcije primarne oborine po centrifugiranju v saharoznem gradientu, raztopljene v
pufru za lizo (F3-P1-pL, Zepek 7). Sorazmerno mocan signal smo dobili tudi pri
analiziranem supernatantu dodatno centrifugirane frakcije plazemskih membran,
raztopljenjih v pufru za lizo (PM-S3-pL zepek 9); signal in AU/QL sta moc¢nejsa kot brez
dodatnega centrifugiranja. VVzorec celokupnih proteinov (CP, Zepek 10) ni izstopal glede
na ostale vzorce.
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Preglednica 2: Prikazuje vzorce primarne oborine prilagojenega protokola za obogatitev plazemskih
proteinov, prirjenega po (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011).

Zepek |1 |2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorec|M|F1-P1- [F1-P1- [PM-P1- [PM-P1- |F3-P1- |F3-P1- [S3-P1- [S3-P1- |CP
pT pL pT pL pT pL pT pL

KV 4115 15 15 15 15 15 15 15 2,75

KP 4,95 7,2 9,75 12 46,5 14,25 |/ 9,75 30

AU/QL| |(0,0006 [0,0016 [0,0011 [0,0010 {0,0030 |0,0023 |0,0028 |0,0017 |0,0020

Legenda:1: marker; 2: prva frakcija primarne oborine po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru Tris (F1-P1-pT); 3: prva frakcija primarne oborine po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (F1-P1-pL); 4: druga frakcija primarne oborine po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru Tris (PM-P1-pT); 5: druga frakcija
primarne oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (PM-P1-pL);
6: tretja frakcija primarne oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru Tris
(F3-P1-pT); 7: tretja frakcija primarne oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru za lizo (F3-P1-pL); 8: supernatant dodatno centrifugirane druge frakcije primarne
oborine, raztopljene v pufru Tris (S3-P1-pT); 9: supernatant dodatno centrifugirane druge
frakcije primarne oborine, raztopljene v pufru za lizo (S3-P1-pL); 10: vzorec po protokolu
za izolacijo celokupnih proteinov (CP); KV: koli¢ina vzorca v uL; KP: koli¢ina proteinov
v ug; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 14: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov iz primarne oborine (P1) pri
razliénih fazah izolacije/obogatitve membranvskih proteinov, iz tkiva Gloveskega Zelodca, po prirejenem
protokolu (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 2.

Slika 15: Membrana z vzorci izoliranih proteinov iz P1 pri razliénih fazah izolacije/obogatitve membranskih
proteinov, iz tkiva ¢loveskega zelodca, po prirejenem protokolu (Canadi Juresi¢ in Blagovi¢, 2011)( ,
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 2.

4.1.4 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 111

S protokolom smo poskusili obogatiti membranske proteine, ker je ta uspesno deloval pri
izolaciji plazemskih membran iz glivnih celic. Za poskus smo uporabili ¢loveski Zelodec.
Poleg centrifugiranja v saharoznem gradientu smo poskusili dobiti obogatene proteine
plazemske membrane z dodatnimi centrifugiranji in raztapljanjem s pufrom RIPA ali pufru
za lizo. Vzorce smo analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. VV Preglednici 3 in
na Slikah 16 in 17 sta prikazana vzorca dodatno centrifugiranih plazemskih membran,
plazemske membrane vecjega vzorca, njegova prva frakcija v pufru B in plazemske
membrane primarnega supernatanta (S1) manjSega vzorca. Signal vidimo pri dvakrat
dodatno centrifugirani frakciji plazemskih membran primarne oborine vecjega vzorca,
raztopljenega v pufru za lizo (P4-P1-pR-V, Zepek 3). Priblizno enako mo¢no se vidi prva



Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 36
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

pobrana frakcija primarne oborine po centrifugiranju v gradientu ve¢jega vzorca, ki Smo jo
pustili v pufru B (F1-P1-V, Zepek 10). Zelo S$ibek signal smo dobili pri dvakrat
centrifugirani  frakciji plazemskih membran primarne oborine veéjega vzorca,
raztopljenega v pufru za lizo (P4-P1-pL-V, zepek 5).

Preglednica 3: Vzorci plazemskih membran v pufru RIPA ali pufru za lizo po protokolu Turk in Plemenitas
(2003).

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec |Marker|S5-P1-pR- |S5-P1-pL- |P4-P1- |P4-P1- [P4- |P4- [P4- |P4- |F1-

M M pR-V  [pL-V |S1- |S1- |S1- |S1- |P1-V

pR-V|pL-V|pR- [pL-M
M

KV 15 41 15 1,85 (10 [10 [10 |10 |10
KP 30 30
AU/QL 0,0025 0,0017 0,0018 0,0011 |0,0025(0,0026(0,0025({0,0021(0,0020

Legenda: 1: marker; 2: supernatant dvakratno centrifugiranih plazemskih membran
primarne oborine manjSega vzorca, raztopljenin v pufru RIPA (S5-P1-pR-M); 3:
supernatant dvakratno centrifugiranih plazemskih membran primarne oborine manjsega
vzorca, raztopljenih v pufru za lizo (S5-P1-pL-M); 4: frakcija plazemskih membran
primarne oborine ve¢jega vzorca, raztopljenega v pufru RIPA (P4-P1-pR-M); 5: frakcija
plazemskih membran primarne oborine vecjega vzorca, raztopljenega v pufru za lizo (P4-
P1-pL-V); 6: frakcija plazemskih membran primarnega supernatanta vecjega vzorca,
raztopljenega v pufru RIPA (P4-S1-pR-V); 7: frakcija plazemskih membran primarnega
supernatanta vecjega vzorca, raztopljenega v pufru za lizo (P4-S1-pL-V); 8: frakcija
plazemskih membran primarnega supernatanta manjSega vzorca, raztopljenega v pufru
RIPA (P4-S1-pR-M); 9: frakcija plazemskih membran primarnega supernatanta manjsega
vzorca, raztopljenega v pufru za lizo (P4-S1-pL-M); 10: prva frakcija primarne oborine
veéjega vzorca po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru B (F1-P1-V); KV:
koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta signala
pan-kadherinov.
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Slika 16: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov iz frakcije plazemskih membran
izoliranih iz ¢loveskega Zelodca, po protokolu, prirejenem po Turk in Pleminita$ (2003). Stevilke ustrezajo
vzorcem iz Preglednice 3.
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Slika 17: Membrana z vzorci izoliranih proteinov iz frakcije plazemskih membran izoliranih iz ¢loveskega
zelodca, po protokolu, prirejenem po Turk in Plemenita$ (2003), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke
ustrezajo vzorcem iz Preglednice 3.

Pri drugem gelu nam prenos western na membrano ni uspel.

V Preglednici 4 in na Slikah 18 in 19 se vidijo vzorci supernatantov S4 po centrifugiranju
frakcije s plazemskimi membranami, ki so se ¢ez no¢ raztapljali v pufru B, ter njihova
primerjava z vzorcema celokupnih proteinov (CP, Zepek 6) in proteinov po protokolu za
obogatitev plazemskih proteinov | (OPP-I, Zepek 7). Najmoc¢nejsi signal in AU/QL smo
dobili pri vzorcu celokupnih proteinov. Pri supernatantu centrifugirane frakcije plazemskih
membran primarne oborine veéjega vzorca (S4-P1-pB-V, zepek 3) smo dobili veliko slabsi
signal, AU/QL pa je imel vrednost polovice vzorca celokupnih proteinov. Priblizno enako
mocan signal imata vzorca supernatanta po centrifugiranju frakcije s plazemskimi
membranami (S4-P1-pB-M, Zepek 2) in proteinov po protokolu za obogatitev plazemskih
proteinov I. Supernatanta centrifugirane frakcije plazemskih membran primarnih
supernatantov (S4-S1-Pb-V in M, zepka 4 in 5) nimata signala.
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Preglednica 4: Prikazuje vzorce supernatantov po centrifugiranju frakcije s plazemskimi membranami. Za
primerjavo sta vzorca celokupnih proteinov ter proteinov, izoliranih po protokolu za obogatitev plazemskih

proteinov I.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7

Vzorec |Marker S4-P1-pB-M|S4-P1- |S4-S1- |S4-S1-  |CP OPP-I
pB-V |pB-V |pB-M

KP 30 30 / / 30 30

KV 14,2 6,05 15 15 2,75 3

AU/QL 0,0007 0,0015 |0,0022 |0,0023 0,0032 0,0018

Legenda: 1:marker; 2: supernatant po centrifugiranju frakcije plazemskih membran
primarne oborine manjSega vzorca (S4-P1-pB-M); 3: supernatant po centrifugiranju
frakcije plazemskih membran primarne oborine vecjega vzorca (S4-P1-pB-V); 4:
supernatant po centrifugiranju frakcije plazemskih membran primarnega supernatanta
veéjega vzorca (S4-S1-pB-V); 5: supernatant po centrifugiranju frakcije plazemskih
membran primarnega supernatanta manjsega vzorca (S4-S1-pB-M); 6: vzorec celokupnih
proteinov (CP); 7: vzorec proteinov po protokolu za obogatitev plazemskih proteinov I,
KV: koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta
signala pan-kadherinov.

Slika 18: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih proteinov iz supernatantov (S4) po centrifufiranju
frakcije s plazemskimi membranami izolranih iz ¢loveskega zelodca, po prirejenem protokolu Turk in
Plemenitas (2003). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 4.
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Slika 19: Membrana z vzorci izoliranih proteinov iz supernatanta (S4) centrifugirane frakcije s plazemskimi
membranami izoliranih iz ¢loveskega Zelodca, prirejeno po protokolu Turk in Plemenitas (2003), pobarvana
z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 4.

4.1.,5 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov 1V

S tem protokolom smo poskusili izolirati proteine plazemske membrane iz nuklearnega (N)
in mikrosomalnega (M) dela tkivnega homogenata, iz katerega izoliramo plazemske
membrane v izotoni¢ni saharozi z uporabo centrifugiranja v saharoznem gradientu. Za
poskus smo uporabili svinjski Zelodec. Preizkusili smo vpliv razli¢nih ¢asov
centrifugiranja v saharoznem gradientu in razli¢nih ekstrakcijskih pufrov na uspesnost
obogatitve plazemskih proteinov. Razlicne case smo uporabili zato, ker se nasa
ultracentrifuga razlikuje od tistih v ¢lankih, posamezni pufri pa lahko boljse ali slabse
ekstrahirajo proteine plazemske membrane. Rezultati so pokazali, da razliéni Casi
centrifugiranja v gradientu in uporaba razli¢nih pufrov lahko vplivajo na uspes$nost
obogatitve.

Postopek |

Vzorce smo analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. V Preglednici 5 in na Slikah
20 in 21 so pobrane frakcije po 16-urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu
posameznega vzorca in alikvot primarnega homogenata. Najmocne;jsi signal smo dobili pri
vzorcu oborine po centrifugiranju v gradientu nuklearnega dela homogenata, raztopljenega
v pufru za lizo (P5-N4-pL, zepek 6). Dober signal smo dobili pri alikvotu primarnega
homogenata (ALI, zepek 2), ki smo ga dodali za primerjavo z vzorci, centrifugiranimi v
saharoznem gradientu. Vzorec tretje pobrane frakcije nuklearnega homogenata po 16-
urnem centrifugiranju v gradientu, raztopljene v pufru za lizo (P5-N3-pL, Zepek 5), kjer naj
bi se nahajali mitohondriji in manjsi del plazemskih membran, se na membrani slabo
vidijo. Vzorec druge pobrane frakcije nuklearnega dela homogenata po centrifugiranju v
gradientu, kjer naj bi bila veCina plazemskih membran, se na membrani ne vidi. Prav tako
se na membrani ne vidijo vzorci plazemskih frakcij mikrosomalnega dela homogenata po
16-urnem centrifugiranju v gradientu. Sibek signal smo dobili le pri prvi pobrani frakciji
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mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljene v pufru za lizo
(P5-M1-pL, Zepek 7), kjer naj bi se nahajale samo mas¢obe.

Preglednica 5: Prikazuje vzorce primarnega alikvota in vzorce po 16-urnem centrifugiranju v gradientu.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorec [Marker |ALI  |P5-N1-|P5-N2-|P5-N3-|P5-N4-|P9- P9- PO- PO-
pL PM-pL|pL pL M1-pL|M2-pL|M3-pL | M4-

pL
KV 4 10,14 |18 18 18 5,10 18 18 18 13,76
KP 30 / / 24,66 |30 486 |/ 3,24 |30
AU/QL 0,0043 |0,0025 [0,0026 |(0,0016 [0,0043 [0,0025 [0,0023 |0,0002 |0,0002

Legenda: 1: marker; 2: vzorec primarnega homogenata (ALI); 3: prva frakcija nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-N1-pL);
4:.druga frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru za lizo (P5-N2-PM-pL); 5: tretja frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju
v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-N3-pL); 6: cetrta frakcija nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-N4-pL); 7 prva
frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu raztopljena, v pufru za
lizo (P9-M1-pL); 8: druga frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-M2-pL); 9: tretja frakcija mikrosomalnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-M3-pL); 10:
Cetrta frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru za lizo (P9-M4-pL); KV: koli¢ina vzorca v uL; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL:
relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborine pri merjenju absorbnosti pri vzorcih:
ALI, P5-N3-PI, P5-N4-pL.

Slika 20:Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih nuklearnega (N) in mikrosomalnega (M) homogenata po
16-urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu, izoliranih iz tkiva svinjskega Zzelodca, po prirejenem
protokolu (Touster in sod., 1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 5.
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A
Slika 21: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) in mikrosomalnega (M) homogenata po

16-urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu
(Touster in sod., 1970), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 5.

V Preglednici 6 in na Slikah 22 in 23 se vidijo vzorci nuklearnega in mikrosomalnega
homogenata po 2-urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu in vzorec supernatanta
(S8) po 100-minutnem ultracentrifugiranju. Najmoc¢nejsi signal smo dobili pri vzorcu
cetrte frakcije nuklearnega homogenata, raztopljenega v pufru za lizo (P5-N4-pL, Zepek 6).
Skoraj enako mocan signal in AU/QL smo dobili pri vzorcu tretje frakcije nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljenega v pufru za lizo. V slednjem naj
bi se po teoriji nahajal del plazemskih membran. Vzorec druge frakcije nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljen v pufru za lizo (P5-PM-N2-pL,
zepek 4), kjer naj bi se nahajala vecina plazemskih membran, ni imel signala. Prav tako
nismo dobili signala pri nobenem vzorcu mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljenega v pufru za lizo, in pri vzorcu ultracentrifugiranega supernatanta
(S8).

Preglednica 6: Preglednica prikazuje vzorce po 2-urnem gradientnem centrifugiranju in vzorec supernatanta
(S8).

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorec |Marker [S8  |P5-N1-|P5-  |P5-N3-|P5-N4-|P9- |P9- [P9-  |Po-
pL  [PM- |pL  |pL  |M1-pL|PM- |M3-pL|M4-

N2-pL M2-pL pL
KV 4 18 18 18 18 431 (18 18 18 18
KP 1,44 |/ 3,96 (522 |30 8,64 (1,08 (558 |4,32

AU/QL 0,0002 |0,0001 (0,0002 |0,0006 |0,0007 {0,0002 |0,0002 |0,0002 {0,0002
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Legenda Preglednice 6: 1: marker; 2: supernatant po ultracentrifugiranju (S8); 3: prva
frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo
(P5-N1-pL); 4:druga frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P5-PM-N2-pL); 5: tretja frakcija nuklearnega homogenata po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-N3-pL); 6: Cetrta frakcija
nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-
N4-pL); 7: prva frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P9-M1-pL); 8: druga frakcija mikrosomalnega homogenata po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-PM-M2-pL); 9: tretja frakcija
mikorosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo
(P9-M3-pL); 10: cetrta frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-M4-pL); KV: koli¢ina vzorca v puL; KP: koli¢ina
proteinov v ug; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborina pri vzorcu
P5-N4-pL.
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Slika 22: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov nuklearnega (N) in mikrosomalnega
(M) homogenata po 2-urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem
protokolu (Touster in sod., 1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 6.
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Slika 23: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) in (M) mikrosomalnega homogenata po 2-
urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod.,
1970), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 6.
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Postopek 11

Pri ponovitvi protokola smo preizkusili uspeSnost razli¢nih ¢asov centrifugiranja v
saharoznem gradientu, ki smo jih preracunali z aplikacijo na spletni strani proizvajalca
centrifug. Preizkusili smo tudi uspe$nost potovanja plazemskih membran, ¢e vzorec
nalozimo na vrhnjo plast v ultracentrifugirki, in njihovo raztapljanje v razli¢nih pufrih.

Vzorce smo analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. V Preglednici 7 in na Slikah
24 in 25 so prikazani vzorci alikvotov primarnega homogenata in vzorci mikrosomalnega
homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu ter njihova primerjava z vzorcem
pridobljenim po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov. Najmoc¢nejsi signal in
AU/QL imata vzorec primarnega homogenata (ALI, zepek 2) in vzorec celokupnih
proteinov (CP, zepek 10). Pri vseh ostalih vzorcih na prenosu Western nismo dobili
signala. Tudi pri tistih vzorcih ne, pri katerih naj bi po teoriji v njih bile plazemske
membrane.

Preglednica 7: Prikazuje vzorce mikrosomalnega homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorec |Marker |ALI PO- PO- PO- P9-- PO- PO- S8 CP
PM- |PM- [M3-pL|M3- M4-pL | M4-

M2-pL | M2- pNP40 pNP40
pNP40
KV |4 19 (19 |19 |19 [19 [19 |19 |19 [2,75
KP 19,19 [057 |/ / 15,96 0,76 |/ 38 |30
AU/QL 0,0059 |0,0015 |0,0017 |0,0016 (0,0015 |0,0013 (0,0014 |0,0015 (0,0020

Legenda Preglednice 7: 1: marker; 2: vzorec primarnega homogenata (ALI); 3: druga
frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za
lizo (P9-PM-M2-pL); 4: druga frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P9-PM-M2-pNP40); 5: tretja
frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za
lizo (P9-M3-pL); 6: tretja frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P9-M3-pNP40); 7: ¢etrta frakcija
mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo
(P9-M4-pL); 8: cetrta frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P9-M4-pNP40); 9: supernatant po
ultracentrifugiranju (S8); 10: vzorec celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo
celokupnih proteinov (CP); KV: koli¢ina vzorca v uL; KP: koli¢ina proteinov v pg;
AU/QL.: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 24: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata
po 8-urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod.,
1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 7.

Slika 25: Membrana z vzorci izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata po 8-urnem
centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod., 1970),
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 7.

V Preglednici 8 in na Slikah 26 in 27 so prikazani vzorci nuklearnega homogenata po 8-
urnem centrifugiranju v gradientu. Za primerjavo smo na membrano dali vzorec
celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov in oborino (P7). Pri
prenosu western imata najmocnejsi signal in AU/QL vzorca tretje frakcije nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu (P5-N3-pL in P5-N3-pNP40, zepka 4 in 5). V
teh dveh vzorcih naj bi bili mitohondriji in ostanki plazemskih membran. Pri drugi frakciji
nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, kjer naj bi bilo najve¢ plazemskih
membran, se najbolje vidi vzorec, raztopljen v pufru za lizo (P5-PM-N2-pL, Zepek 2).
Njegova inteziteta in AU/QL sta zelo podobni vzorcu celokupnih proteinov (CP, zepek 9).
Zelo Sibke signale imajo tudi vzorec druge frakcije nuklearnega homogenata po
centrifugiranju v gradientu, raztopljen v pufru za lizo z dodatkom NP40 (P5-PM-N2-
PNP40, Zepek 3), Cetrta frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P5-N4-pL, zepek 6), in vzorec oborine po 3-kratnem spiranju
ekstraktnega dela (P7-pL, Zepek 8).
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Preglednica 8: Prikazuje vzorce nuklearnega homogenata po 8-urnem centrifugiranju v gradientu raztopljene
v dveh razli¢nih pufrih.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vzorec |Marker |P5-PM- |P5-PM-|P5-N3- |P5-N3- |P5-N4- |P5-N4- [P7-pL [CP
N2-pL |N2-  |pL pNP40 |pL pNP40

pNP40
Kv |4 19 19 6,04 |19 794 [1150 [1350 (2,75
KP 779 |/ 30 / 30 30 30 30
AU/QL 0,0019 0,0019 0,0033 0,0113 0,0022 0,0012 0,0013 0,0018

Legenda: 1: marker; 2: druga frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-PM-N2-pL); 3: druga frakcija nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40
(P5-N2-pNP40); 4: tretja frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P5-N3-pL); 5: tretja frakcija nuklearnega homogenata po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P5-N3-pNP40);
6: Cetrta frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru za lizo (P5-N4-pL); 7: cetrta frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP40 (P5-N3-pNP40); 8: oborina po
trikratnem centrifugiranju oborine P6, raztopljena v pufru za lizo (P7-pL); 9: vzorec
celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov (CP); KV: koli¢ina
vzorca v pl; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-
kadherinov.

Slika 26: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata po 8-
urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod.,
1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 8.
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Slika 27: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata po 8-urnem centrifugiranju v
gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod., 1970), pobarvana z
barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 8.

V Preglednici 9 in na Slikah 28 in 29 so prikazani vzorci mikrosomalnega homogenata po
16-urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu, raztopljeni v dveh pufrih. Najmo¢nejsi
signal in AU/QL ima vzorec celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih
proteinov (CP, zepek 8), ki smo ga dali na membrano kot primerjavo. Le zelo Sibek signal
smo dobili pri vzorcu druge frakcije mikrosomalnega homogenata po 16-urnem
centrifugiranju v gradientu, raztopljenega v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P9-PM-M2-
PNP40, zepek 3), kjer bi pricakovali najve¢ plazemskih membran. Enako Sibke signale
imata tudi oba vzorca cetrte frakcije mikrosomalnega homogenata po 16- urnem
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo in z dodatkom NP-40 (P9-M4-pL in
P9-M4-pNP40, Zepek 6 in 7).
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Preglednica 9: Prikazuje vzorce mikrosomalnega homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu,

raztopljene v dveh razli¢nih pufrih.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorec |Marker|P9-PM- |P9-PM- |P9-M3- [P9-M3- |P9-M4- |P9-M4- |CP
M2-pL | M2- pL pNP40 |pL pNP40
pNP40
KV 4 19 19 19 19 19 19 2,75
KP 1,52 / / / / / 30
AU/QL 0,00099 0,0014 0,0014 0,0012 0,0014 0,0013 0,0025

Legenda: 1: marker; 2: druga frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-PM-M2-pL); 3: druga frakcija mikrosomalnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40
(P9-PM-M2-pNP40); 4: tretja frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-M3-pL); 5: tretja frakcija mikrosomalnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40
(P9-M3-pNP40); 6: cetrta frakcija mikrosomalnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P9-M4-pL); 7: cetrta frakcija mikrosomalnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40
(P9-M4-pNP40); 8: vzorec celokupnih proteinov (CP); KV: koli¢ina vzorca v pL; KP:
koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.

Slika 28: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata
po 16-urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in
sod., 1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 9.
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Slika 29: Membrana z vzorci izoliranih proteinov mikrosomalnega (M) homogenata po 16-urnem
centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod., 1970),
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 9.

V Preglednici 10 in na Slikah 30 in 31 so prikazani vzorci nuklearnega homogenata po 16-
urnem centrifugiranju v saharoznem gradientu. Najmoc¢nej$a signala in AU/QL imata
vzorca tretje frakcije nuklearnega homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu
(P5-N3-pL in P5-N3-pNP40, Zepka 4 in 5), pri ¢emer se je vzorec raztapljal bolje v pufru
za lizo z dodatkom NP-40. Sibkej3a signala in manj§i AU/QL imata vzorca Cetrte frakcije
nuklearnega homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu (P5-N4-pL in P5-N4-
PNP40, Zepka 6 in 7). Zelo Sibek signal ima tudi vzorec celokupnih proteinov po protokolu
za izolacijo celokupnih proteinov (CP, zepek 8).
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Preglednica 10: Prikazuje vzorce nuklearnega (N) homogenata po 16-urnem centrifugiranju v gradientu,
raztopljene v dveh razli¢nih pufrih.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorec |Marker |P5-PM- |P5-PM- [P5-N3- |P5-N3- |P5-N4- |P5-N4- |[CP
N2-pL  [N2- pL pNP40 |pL pNP40
pNP40
KV 4 19 19 19 19 8,24 16 2,75
KP 6,65 / 28,31 |/ 30 30 30
AU/QL 0,0015 0,0017 0,0022 0,0031 0,0009 0,0010 0,0014

Legenda: 1: marker; 2: druga frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P5-PM-N2-pL); 3: druga frakcija nuklearnega
homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40
(P5-N2-pNP40); 4: tretja frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P5-N3-pL); 5: tretja frakcija nuklearnega homogenata po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (P5-N3-pNP40);
6: Cetrta frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v
pufru za lizo (P5-N4-pL); 7: Cetrta frakcija nuklearnega homogenata po centrifugiranju v
gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP40 (P5-N3-pNP40); 8: vzorec
celokupnih proteinov (CP); KV: koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v ug;
AU/QL.: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 30: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata po 16-
urnem centrifugiranju v gradientu, iz tkiva svinjskega zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod.,
1970). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 10.
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Slika 31: Membrana z vzorci izoliranih proteinov nuklearnega (N) homogenata po 16-urnem centrifugiranju
v gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Touster in sod., 1970), pobarvana z
barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 10.

4.1.6 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov V

Preizkusili smo protokol, ki so ga avtorji uporabili za izolacijo maséobnih kislin iz
normalnega in rakavega tkiva ¢loveskih ledvic. Zato smo predvidevali, da bi bil protokol
primeren, da ga priredimo in uporabimo za izolacijo in obogatitev plazemskih proteinov.
Za poskus smo uporabili svinjski zelodec. Dobljene vzorce smo analizirali s prenosom
western in imunodetekcijo. Najmoc¢nejsi signal in AU/QL smo dobili pri vzorcu
celokupnih proteinov (CP, zepek 2), po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov, Ki
smo ga dodali za primerjavo ostalim vzorcem. Nekoliko $ibkejsi signal in podoben AU/QL
imata vzorca primarnih homogenatov (UT-ALI in GD-ALI, zepka 3 in 4) ter vzorca
supernatantov po prvem centrifugiranju (UT-S1 in GD-S1, Zepka 5 in 6). Sibek signal
imata vzorca supernatatov po tretjem centrifugiranju (UT-S3 in GD-S3, Zepka 7 in 8).
Vzorca po centrifugiranju v saharoznem gradientu, kjer naj bi bile plazemske membrane
(UT-PM-P4-pL in GD-PM-P4pL, Zepka 9 in 10), nimata signala.

Preglednica 11: Prikazuje vzorce na razli¢nih stopnjah protokola.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec |Marker |CP UT- |GD- |UT-S1|GD-S1|UT-S3 |GD-S3|UT- |GD-
ALl  |ALI PM- |PM-
P4-pL |P4-pL
KV 4 2,72 |18 18 18 18 18 18 18 18
KP 30 29,286 |22,86 (14,76 [16,74 |5,328 |/ / /
AU/QL 0,0184 (0,0101 |0,0080 |0,0077 [0,0080 |0,0022 |0,0017 |0,0077 |0,0074
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Legenda Preglednice 11: 1: marker; 2: celokupni proteini (CP); 3: primarni homogenat,
homogeniziran do utekocinjenja (UT-ALI); 4: primarni homogenat, homogeniziran z 10-
imi potegi v Dounce homogenizatorju (GD-ALI); 5: supernatant po prvem centrifugiranju,
primarni vzorec, homogeniziran do utekoCinjenja(UT-S1); 6: supernatant po prvem
centrifugiranju, primarni vzorec, homogeniziran z 10-imi potegi homogenizatorja (GD-
S1); 7: supernatant po tretjem centrifugiranju, primarni vzorec, homogeniziran do
utekocinjenja (UT-S3); 8: supernatant po tretjem centrifugiranju, primarni vzorec,
homogeniziran z 10-imi potegi homogenizatorja (GD-S3); 9: frakcija s plazemskimi
membranami po centrifugiranju v gradientu, primarni vzorec, homogeniziran do
utekocinjenja (UT-PM-P4-pL); 10: frakcija s plazemskimi membranami po centrifugiranju
v gradientu, primarni vzorec, homogeniziran z 10-imi potegi homogeniziratorja (GD-PM-
P4-pL); KV: koli¢ina vzorca v plL; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna
intenziteta signala pan-kadherinov. Oborine pri merjenju absorbnosti pri vzorcih UT-ALI
in GD-ALL.

Slika 32: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov iz vzorcev na razliénih stopnjah
protokola, iz tkiva svinjskega zelodca, prirejenega poHoffmann in sod., (2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz
Preglednice 11.
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Slika 33:Membrana z vzorci izoliranih proteinov na razli¢nih stopnjah protokola, iz tkiva svinjskega zelodca,
prirejenega po Hoffmann in sod., (2005), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz
Preglednice 11.

4.1.7 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VI

Preizkusili smo protokol, ki so ga avtorji uporabili za izolacijo plazemskih membran, ki
predstavljajo celotno povrsSino jetrne celice. Mi smo hoteli uporabiti in prirediti protokol za
izolacijo proteinov plazemskih membran na Zelodénem tkivu. Za poskus smo uporabili
svinjski zelodec. Da bi izboljsali izolacijo/obogatitev, smo uporabili krajsi cas
centrifugiranja v saharoznem gradientu, pri ¢emer smo uporabili aplikacijo na spletni strani
proizvajalca centrifug, in raztopili dobljene plazemske membrane z razli¢nima pufroma.
Vzorce smo analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. V Preglednici 12 in na
Slikah 34 in 35 so prikazani vzorci na razlicnih fazah izolacije in po 33-minutnem
(krajsem) centrifugiranju v saharoznem gradientu. Najmoc¢nejsi signal in AU/QL imata
vzorec oborine po centrifugiranju v saharoznem gradientu, raztopljen v pufru RIPA (P4-
F1-pR, Zepek 5), in vzorec celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih
proteinov (CP, Zepek?2). Dober signal imata vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v
saharoznem gradientu, raztopljen v pufru za lizo, in vzorec oborine po drugem
centrifugiranju (P4-F1-pL in P2, zepek 6 in 4). Slabsi signal ima vzorec supernatanta po
tretjem centrifugiranju (S3, zepek 3). VVzorca, kjer naj bi bile plazemske membrane, nimata
signala.

Preglednica 12: Prikazuje vzorce po 33-minutnem (krajsem) centrifugiranju v saharoznem gradientu.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8

Vzorec |Marker |CP S3 P2 P4-F1- |P4-F1- |P4-PM- |P4-PM-
pR pL PR pL

KV 4 2,72 18 8,52 18 18 18 18

KP 30 5,58 30 14,22

AU/QL 0,0022 0,0011 0,0021 0,0024 0,0017 0,0021 0,0023
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Legenda Preglednice 12: 1: marker; 2: celokupni proteini (CP); 3: supernatant po tretjem
centrifugiranju (S3); 4: oborina po drugem centrifugiranju (P2); 5: oborina po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru RIPA (P4-F1-pR); 6: oborina po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (P4-F1-pL); 7: plazemske
membrane, raztopljene v pufru RIPA (P4-PM-pR); 8: plazemske membrane, raztopljene v
pufru za lizo (P4-PM-pL); KV: koli¢ina vzorca v uL; KP: koli¢ina proteinov v pug; AU/QL:
relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborine pri merjenju absorbnosti pri vzorcih:
P2, P4-F1-pR in P4-F1-pL.
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Slika 34: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov po 33-minutnem (krajsem)
centrifugiranju v saharoznem gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu Hubbard in
sod., (1983). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 12. Marker se zaradi napa¢nega barvila ne vidi.
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Slika 35: Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 33-minutnem (krajsem) centrifugiranju v saharoznem
gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protoklu Hubbard in sod., (1983), pobarvana z barvilom
Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 12.

V Preglednici 13 in na Slikah 36 in 37 so prikazani vzorci po 60-minutnem centrifugiranju
v saharoznem gradientu. Najmo¢nejsi signal in AU/QL ima vzorec celokupnih proteinov
(CP, Zepek 2), ki smo ga dodali za primerjavo. Skoraj enako moc¢na sta vzorca frakcije
oborin po centrifugiranju v saharoznem gradientu (P4-F1-pR in P4-F1-pL, Zepka 3 in 4).
Vzorca, kjer naj bi bile plazemske membrane, nimata signala.

Preglednica 13: Prikazuje vzorce po 60-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu.

Zepek 1 2 3 4 5 6

Vzorec Marker CP P4-F1-pR |P4-F1-pL |P4-PM-pR [P4-PM-pL
KV 4 2,72 18 18 18 18

KP 30 / 23,94

AU/QL 0,0031 0,0018 0,0022 0,0023 0,0029

Legenda: 1: marker; 2: celokupni proteini (CP); 3: oborina po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru RIPA (P4-F1-pR); 4: oborina po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (P4-F1-pL); 5: plazemske membrane, raztopljene v pufru RIPA
(P4-PM-pR); 6: plazemske membrane, raztopljene v pufru za lizo (P4-PM-pL); KV:
koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v uL; AU/QL: relativna intenziteta signala
pan-kadherinov. Oborini pri merjenju absorbnosti pri vzorcih; P4-F1-pR in P4-F1-pL.
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Slika 36: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov po 60-minutnem centrifugiranju v
saharoznem gradientu, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu (Hubbard in sod., 1983). Stevilke
ustrezajo vzorcem iz Preglednice 13. Marker se zaradi napacnega barvila ne vidi.

Slika 37: Membrana z vzorci izoliranih proteinov po 60-minutnem centrifugiranju v saharoznem gradientu, iz

tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protoklu (Hubbard in sod., 1983), pobarvana z barvilom Poncea S.
Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 13.

4.1.8 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VII

Preizkusili smo protokol, ki so ga avtorji uporabili za izolacijo integralnih in perifernih
membranskih proteinov iz jeter misi, z uporabo centrifugiranja v saharoznem gradientnu in
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2-DE. Pri tem protokolu smo preizkusili najve¢ razli¢nih nacinov centrifugiranja Vv
saharoznem gradientu in razliénih vrst ekstrakcije. Tako smo pri centrifugiranju Vv
gradientu uporabljali razli¢na ¢asa, vzorce pa smo namesto na dno ultracentrifugirke dali
na njeno vrhnjo plast. Pri ekstrakcijah smo predvsem ugotavljali ali je boljsi navaden pufer
za lizo ali tisti z dodatkom NP-40 in kako uspesne so ckstrakcijske metode, opisane v
protoklu. Vse spremembe smo naredili, da bi protokol prilagodili za Zelodéno tkivo.

Postopek |

V prvem poskusu nismo spreminjali protokola, le en vzorec smo homoginizirali v tekocem
dusikom namesto z Dounce-jevim homogenizatorjem (DH). Vzorce smo analizirali s
prenosom western in imunodetekcijo. Za poskus smo uporabili svinjski Zelodec. V
Preglednici 14 in na Slikah 38 in 39 so prikazani vzorci DH po centrifugiranju v gradientu,
vzorca primarnih homogenatov ter vzorca S1. Najmoc¢nejsi signal in AU/QL ima vzorec
primarnega homogenata, ki je homogeniziran z Dounce-jevim homogenizatorjem (DH-
ALI, zepek 2). Skoraj enako mocan signal in le malo nizji AU/QL ima vzorec frakcije
oborine po centrifugiranju v gradientu, ki je bil ekstrahiran s karbonatom (DH-F1-eK,
zepek 9). Mocan signal ima tudi vzorec primarnega homogenata, ki smo ga strli v teko¢em
dusiku (N2.ALI, zepek 3). V vzorcih frakcij plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu ima najmocnejsi signal vzorec, ekstrahiran s karbonatom (DH-PM-eK, Zepek 8),
sledita mu vzorca, ekstrahirana s Tritonom X-114 (DH-PM-eT, Zepek 7) in s pufrom za
lizo (DH-PM-eL, zepek 6). Vzorec frakcije plazemskih membran, ekstrahiran s
kloroform/metanolom, nima signala (DH-PM-eK/M, zepek 10).

Preglednica 14: Prikazuje vzorce DH pred in po centrifugiranju v gradientu, vzorca primarnih homogenatov
in vzorca S1.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec |Marker [DH-  |Ny- DH-S1|N,-S1 |DH- |DH- |DH- ([(DH- |DH-
ALI ALl PM-eL|PM- [PM- |Fl1-eK-{PM-
eT-pL |[eK-pL |pL eK/M-
pL
KV 4 10,8 (15 15 15 15 15 15 8,6 15
KP 30 1,29 |3,77 |[3,65 30
AU/QL 0,3280 (0,1732 |0,0119 [0,0039 |0,0069 [0,0045 |0,0057 [0,2143 |0,0085

Legenda: 1: marker; 2: primarni homogenat, homegiziran z Dounce-jevim
homogenizatorjem (DH-ALI); 3: primarni homogenat vzorca strtega v dusiku (N2-ALl); 4:
supernatant po prvem centrifugiranju homogenata, homogeniranega z Dounce-jevim
homogenizatorjem (DH-S1); 5: supernatant po prvem centrifugiranju homogenata,
homogeniziranega v teko¢em dusiku (N2-S1); 6: frakcija plazemskih membran,
ekstrahiranin s pufrom za lizo (DH-PM-eL); 7: frakcija plazemskih membran po
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s Tritonom X-114 in raztopljenih v pufru za lizo
(DM-PM-eT-pL); 8: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiranih s karbonatom (DH-PM-eK-pL); 9: frakcija oborine po centrifugiranju v




Narobe M. Poskus obogatitve proteinov ... iz Zelodénega tkiva ter racunalniko iskanje ... oznaéevalcev raka zelodca. 57
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2016

gradientu, ekstrahirana s karbonatom in raztopljena v pufru za lizo (DH-F1-eK-pL); 10:
frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s
kloroform/metanolom in raztopljena v pufru za lizo (DH-PM-eK/M-pL); KV: koli¢ina
vzorca v pl; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-
kadherinov.

Slika 38: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov DH vzorcev pred in po
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih na razli¢éne nacine, ter primarnih homogenatov in S1, iz tkiva
svinjskega zelodca, po prirejenem protokolu (Zhang in sod., 2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice
14.

Slika 39: Membrana z vzorci izoliranih proteinov DH vzorcev pred in po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiranih na razli¢ne nacine, ter primarnih homogenatov in S1, iz tkiva svinjskega zelodca, po prirejenem
protokolu (Zhang in sod., 2005), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice
14.

V Preglednici 15 in na Slikah 40 in 41 so prikazani vzorci DH in N, po centrifugiranju v
saharoznem gradientu in ekstrahiranih na razli¢éne nacine. Najmoc¢nejsi signal in AU/QL
ima vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirane s
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kloroform/metanolom, in sicer spodnja faza, raztopljena s pufrom za lizo (DH-F1-
eK/M(zg)-pL, zepek 2). Mocan signal in AU/QL smo dobili pri obeh fazah vzorca frakcije
oborine po centrifugiranju v gradientu in ekstrahiranim s Tritinom X-114 (N,-F1-eT(zg)-
pL in N,-F1-eT(sp)-pL, zepka 6 in 7). Edini vzorec frakcije plazemskih membran po
centrifugiranju v gradientu, kjer smo dobili zelo Sibek signal, je vzorec, ekstrahiran s
karbonatom (N,-PM-eK-pL, Zepek 4). Vsi ostali vzorci frakcij plazemskih membran po
centrifugiranju v gradientu nimajo signala.

Preglednica 15: Prikazuje vzorce po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirane na razli¢ne naéine.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Vzorec |Marker|DH-F1- |DH-  [Na- N2-  |N2-F1-|N,-F1-(DH- |DH- |DH-
eK/M(zg)-| F1- PM- |PM- |eT(zg)-|eT(sp)-|PM- [PM- [PM-

pL eK(sp)-|eK-pL |eK/M-|pL pL eL eT(zg)-{eT(sp)-
pL pL pL pL
KV 4 15 15 15 15 15 15 15 15 15
KP 9,6 1,17 6,6
AU/QL 0,1417 0,0027 [0,0053 {0,0075 |0,0117 [0,0130 {0,0125 [0,0108 [0,0111

Legenda: 1: marker; 2: frakcija oborine vzorca DH po centrifugiranju v gradientu, zgornja
faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo (DH-F1-eK/M(zg)-
pL); 3: frakcija oborine vzorca DH po centrifugiranju v gradientu, spodnja faza po
ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo (DH-F2-eK/M(sp)-pL); 4:
frakcija plazemskih membran vzorca N, po centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s
karbonatom, raztopljena v pufru za lizo (N,-PM-eK-pL); 5: frakcija plazemskih membran
vzorca N, po centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s kloroform/metanolom, raztopljena
v pufru za lizo (N,-PM-Ek/M-PI); 6: frakcija oborine vzorca N, po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo (N2-
F1-eT(zg)-pL); 7: frakcija oborine vzorca N, po centrifugiranju v gradientu, spodnja faza
po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo (N,-F1-eT(sp)-pL); 8: frakcija
plazemskih membran vzorca DH po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s pufrom za
lizo (DH-PM-eL); 9: frakcija plazemskih membran vzorca DH po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo (DH-
PM-eT(zg)-pL); 10: frakcija plazemskih membran vzorca DH po centrifugiranju v
gradientu, spodnja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo (DH-
PM-eT(sp)-pL); KV: koli¢ina vzorca v puL; KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna
intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 40: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov DH in N, vzorcev po
centrifugiranju v gradientu ekstrahiranih na razliéne nacine, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem
protokolu Zhang in sod., (2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 15.

Slika 41: Membrana z vzorci izoliranih proteinov DH in N, vzorcev po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiranih na razli¢ne nacine, iz tkiva svinjskega Zelodca, po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005),
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 15.

Postopek Il

V drugem poskusu smo vzorce homogenizirali le v tekocem dusiku, ker so bili vzorci v
prvem poskusu enaki kot v poskusu z Dounce-jevim homogenizatorjem. Pripravljene
vzorce za centrifugiranje v saharoznem gradientu smo dali na vrhnjo plast centrifugirke in
poleg 150- minutnega uporabili tudi preracunan Cas centrifugiranja v gradientu. Proteine
plazemske membrane smo poskusili raztopiti z navadnim pufrom za lizo in s pufrom za
lizo z dodatkom NP-40 ter jih dodatno obdelali z ultrazvokom.Vzorce smo analizirali s
prenosom Western in imunodetekcijo. V Preglednici 16 in na Slikah 42 in 43 so prikazani
vzorci, pri katerih je centrifugiranje v gradientu trajalo 150 minut. Najmocnejsi signal in
AU/QL ima vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljen v pufru za
lizo (N,-F1-pL, Zepek 7). Po moci signala mu sledi vzorec celokupnih proteinov po
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protokolu za izolacijo celokupnih proteinov, ki smo ga dali za primerjavo (CP, Zepek 9).
Sibek signal ima tudi vzorec supernatanta po prvem centrifugiranju (N»-S1, Zepek 2).
Vzorca s frakcijami plazemskih membran (N2-PM-pL in N2-PM-pNP40, Zepka 3 in 4)
nimata signala.

Preglednica 16: Prikazuje vzorce po 150-minutnem centrifugiranju v gradientu. Primerjava vzorcem sta
vzorca supernatanta po prvem centrifugiranju vzorca po protokolu in vzorec celokupnih proteinov.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vzorec [Marker [N2-S1  |N2-PM-|N2-PM- | N,-F2- |N2-F2- |N,-F1- [N,-F1- |CP
pL pPNP40 |pL pNP40 |pL pNP40

KV 4 19 19 19 19 19 5,14 17,44 12,75
KP 5,89 11,78 (16,53 7,03 / 30 30 30
AU/QL 0,0008 (0,0018 (0,0017 |0,0014 |0,0015 |0,0024 (0,0011 |0,0010

Legenda: 1. marker; 2: supernatant po prvem centrifugiranju (N»-S1); 3: frakcija
plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (N,-PM-
pL); 4: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za
lizo z dodatkom NP-40 (N,-PM-pNP40); 5: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (N,-F2-pL); 6: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F2-pNP40); 7: frakcija oborine po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (N,-F1-pL); 8: frakcija oborine po
centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F1-pNP40);
9: celokupni proteini (CP); KV: koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v pg;
AU/QL.: relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborini pri merjenju absorbnosti pri
vzorcih N2-F2-pL in No-F1-pNP40.

Slika 42: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po
150-minutnem centrifugiranju v gradientu po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005). Stevilke ustrezajo
vzorcem iz Preglednice 16.
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Slika 43: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 150-minutnem
gentrifugiranju v gradientu po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005), pobarvana z barvilom Ponceau S.
Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 16.

V Preglednici 17 in na Slikah 44 in 45 so prikazani vzorci, pri katerih je centrifugiranje v
saharoznem gradientu trajalo 82 minut. Najmo¢nejsi signal in AU/QL smo dobili pri
vzorcu frakcije plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu, ki je bil raztopljen v
pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N2-PM-pNP40, Zepek 3). Dober signal je imel tudi
vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljen v pufru za lizo (N2-F1-
pL, zepek 6). Malo S$ibkejsi signal imata vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v
gradientu, raztopljen v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N2-F1-pNP40, Zepek 7), in vzorec
celokupnih po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov (CP, Zepek8), ki smo ga dali za
primerjavo.
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Preglednica 17: Prikazuje vzorce po 82-minutnem centrifugiranju v gradientu.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8

Vzorec |Marker |[N2-PM- |N,-PM- [N,-F2- |N,-F2- |[N,-F1- |N,-F1- |[CP
pL pNP40 |(pL pNP40 |pL pNP40

KV 4 19 19 19 19 8,65 6,09 2,75

KP 9,12 / 3,42 / 30 30 30

AU/QL 0,0020 |0,0027 |0,0020 {0,007  |0,0021  [0,0016  |0,0020

Legenda: 1: marker; 2: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
raztopljena v pufru za lizo (N2-PM-pL); 3: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju
v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-PM-pNP40); 4: druga
frakcija po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo (N,-F2-pL); 5: druga
frakcija po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-
F2-pNP40); 6: frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo
(N2-F1-pL); 7: frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N,-F1-pNP40); 8: celokupni proteini (CP); KV: koli¢ina vzorca v pL;
KP: koli¢ina proteinov v pg; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborine
pri merjenju absorbnosti pri vzorcih N2-F1-pL in N,-F1-pNP40.

Slika 44: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-
minutnem centrifugiranju v gradientu po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005). Stevilke ustrezajo
vzorcem iz Preglednice 17.
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Slika 45: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-minutnem
gentrifugiranju v gradientu po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005), pobarvan z barvilom Ponceau S.
Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 17.

Postopek 111

Ker smo uspe$no obogatili proteine plazemske membrane v prejSnem poskusu, smo
ponovili celotni protokol z narejenimi prilagoditvami in razlicnimi ekstrakcijami. Hoteli
smo primerjati njihovo uspeSnost pri obogatitvi plazemskih membran z narejenimi
prilagoditvami. Vzorce smo analizirali s prenosom Western in imunodetekcijo. V
Preglednici 18 in na Slikah 46 in 47 so prikazani vzorci po 82-minutnem centrifugiranju v
saharoznem gradientu, ki so bili ekstrahirani s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s
karbonatom. Najmoc¢nejsi signal in AU/QL ima vzorec frakcije plazemskih membran po
centrifugiranju v gradientu, ki je bil ekstrahiran s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N-
PM-eNP40, Zepek 4). Priblizno enako mocan signal ima vzorec frakcije plazemskih
membran po centrifugiranju v gradientu, ekstrahiran s karobnatom, raztopljen v pufru za
lizo z dodatkom NP-40 (No-PM-eK-pNP40, zepek 7). Sibkejsi signal smo dobili pri vzorcu
primarnega homogenata in vzorcu frakciji oborine po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiran s karbonatom (N2-ALI in N2-F1-eK-pNP40, Zepka 2 in9). Signal celokupnih
proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih proteinov (CP, Zepek 10), ki smo ga dali za
primerjavo, ni izstopal. Ostali vzorci niso imeli signala.
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Preglednica 18: Prikazuje vzorce, ekstrahirane s pufrom za lizo in karbonatom. Za primerjavi sta vzorca pred
centrifugiranjem v gradientu in vzorec celokupnih proteinov.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec | Marker No- N,-S1 | N,- No-F2- [N2-F1- | N»- N,-F2- [N,-F1- |CP
ALl PM- |eNP40 (eNP40 |PM- |eK- eK-
eNP40 eK- pPNP40 | pNP40
pNP40
KV 4 19 19 19 19 19 19 19 570 2,75
KP 18,24 4,18 (9,69 |/ 19,38 |/ / 30 30
AU/QL 0,0015 [0,0018 [0,0025 [0,0016 [0,0017 [0,0021 |0,0013 [0,0051 [0,0015

Legenda: 1: marker; 2: primarni homogenat (N2-ALl); 3: supernatant po prvem
centrifugiranju (N2-S1); 4: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahirana s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N,-PM-eNP40); 5: druga frakcija po
centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N-F2-
eNP40); 6: frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s pufrom za lizo z
dodatkom NP-40 (N,-F1-eNP40); 7: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, ekstrahirana s karbonatom in raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-
PM-eK-pNP40); 8: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s
karbonatom in raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F2-eK-pNP40); 9:
frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s karbonatom in raztopljena v
pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F1-eK-pNP40); 10: celokupni proteini (CP); KV:
koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v ug; AU/QL: relativna intenziteta signala
pan-kadherinov. Oborini pri merjenju absorbance pri vzorcih N,-PM-eNP40 in N,-F1-
eNP40.

Slika 46: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-
minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s karbonatom, po
prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 18.
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Slika 47: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-minutnem
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo z dodatkqm NP-40 in s karbonatom, po prirejenem
protokolu Zhang in sod., (2005), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice
18.

V Preglednici 19 in na Slikah 48 in 49 so prikazani vzorci po 82-minutnem centrifugiranju
v saharoznem gradientu, ekstrahirani s Tritonom X-114. Najmoc¢ne;jsi signal in AU/QL ima
vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v gradientu, spodnja faza po ekstrakciji s
Tritinom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N2-F1-eT(sp)-pNP40,
zepek 6). Zelo Sibek signal ima vzorec celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo
celokupnih proteinov (CP, zepek 8), ki smo ga imeli za primerjavo. Vsi ostali vzorci, tudi
tisti v katerih naj bi bile plazemske membrane, niso imeli signala.
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Preglednica 19: Prikazuje ekstrakcijo s Tritonom. Primerjava je vzorec celokupnih proteinov.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8

Vzorec |Marker |[Ny-PM- |N;-PM- [N2-F2- |[N,-F2- |N,-F1- [N,-F1- |CP
eT(sp)- |eT(zg)- |eT(sp)- |eT(zg)- |eT(sp)- |eT(zg)-
PNP40 |pNP40 |pNP40 |pNP40 [pNP40 [pNP40

KV 4 19 19 19 19 9,93 19 2,75

KP 3,23 / 1,71 / 30 14,25 |30

AU/QL 0,0015 0,0018 0,0014 0,0016 0,0044 0,0019 0,0016

Legenda: 1: marker; 2: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
spodnja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-
40 (N2-PM-eT(sp)-pNP40); 3: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N2-PM-eT(zg)-pNP40); 4: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu,
spodnja faza po ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-
40 (N2-F2-eT(sp)-pNP40); 5: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu, zgornja faza po
ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N-F2-
eT(zg)-pNP40); 6: frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, spodnja faza po
ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N»-F1-
eT(sp)-pNP40); 7:frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, zgornja faza po
ekstrakciji s Tritonom X-114, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N»-F1-
eT(zg)-pNP40; 8: celokupni proteini; KV: koli¢ina vzorca v puL; KP: koli¢ina proteinov v
pg; AU/QL: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.

Slika 48: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-
minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s Tritonom X-114, po prirejenem protokolu Zhang in
sod., (2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 19.
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Slika 49: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-minutnem
centrifugiranju v gradientu, ekstrabiranih s Tritonom X-114, po prirejenem protokolu Zhang in sod., (2005),
pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 19.

V Preglednici 20 in na Slikah 50 in 51 so prikazani vzorci po 82-minutnem centrifugiranju
v saharoznem gradientu, ekstrahirani s kloroform/metanolom. Najmoc¢nejsi signal ima
vzorec oborine po centrifugiranju v gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s
kloroform/metanolom, raztopljen v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N2-F1-eK/M(zg)-
pPNP40, zepek 7). Vsi ostali vzorci, tudi tisti v katerih naj bi bile plazemske membrane,
nimajo signala.
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Preglednica 20: Prikazuje ekstracijo s kloroformom/metanolom.

Zepek 1 2 3 4 5 6 7

Vzorec Marker No-PM- |N-PM-  [N,-F2- No-F2- N,-F1- N,-F1-
eK/M(sp)-|eK/M(zg)-{eK/M(sp)-| eKIM(zg)-| eK/IM(sp)-| eK/IM(zg)-
PNP40  [pNP40 [pNP40 |pNP40 |pNP40 [pNP40

KV 4 19 19 19 19 19 19
KP 0,19 0,19 / / / 13,68
AU/QL 0,0017 0,0012 0,0014 0,0013 0,0023 0,0017

Legenda: 1: marker; 2: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
spodnja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo z dodatkom
NP-40 (N,-PM-eK/M(sp)-pNP40); 3: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N2-PM-eK/M(zg)-pNP40; 4: druga frakcija po centrifugiranju v
gradientu, spodnja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N,-F2-eK/M(sp)-pNP40); 5: druga frakcija po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N2-F2-eK/M(zg)-pNP40); 6: frakcija oborine po centrifugiranju v
gradientu, spodnja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo z
dodatkom NP-40 (N.-F1-eK/M(sp)-pNP40); 7: frakcija oborine po centrifugiranju v
gradientu, zgornja faza po ekstrakciji s kloroform/metanolom, raztopljena v pufru za lizo
(N2-F1-eK/M(zg)-pNP40); KV: koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v pg;
AU/QL.: relativna intenziteta signala pan-kadherinov. Oborini pri merjenju absorbnosti pri
vzorcih N,-F1-eK/M(sp)-pNP40 in N2-F1-eK/M(zg)-pNP40.

Slika 50: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega zelodca, po 82-
minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s klorofrom/metanolom, po prirejenem protokolu Zhang
in sod., (2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 20.
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Slika 51: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva svinjskega Zelodca, po 82-minutnem
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s kloroform/metanolom, po prirejenem protokolu Zhang in sod.,
(2005), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 20.

Postopek 1V

V tem poskusu smo, na tkivu svinjskega Zelodca, uporabili najbolj uspesni obogatitvi
proteinov plazemskih membran v prejsnem poskusu in ju analizirali z 2-DE. Na Sliki 52 je
prikazan rezultat 2-DE gela vzorca frakcije plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, ekstrahiran s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N,-PM-eNP40). Na Sliki 53 je
prikazan rezultat 2-DE gela vzorca frakcije plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, ekstrahiran s karbonatom in raztopljen v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-
PM-eK-pNP40).
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Slika 52: 2DE gel vzorca N,-PM-eNP40, na tkivu svinjskega Zelodca, pripravljen po prirejenem protokolu
Zhang in sod., (2005).
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Slika 53: 2-DE gel vzorca N,-PM-eK-pNP40, na tkivu svinjskega Zelodca, pripravljen po prirejenem
protokolu Zhang in sod., (2005).
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Postopek V

Po uspesni obogatitvi proteinov plazemskih membran iz svinjskega zelod¢nega tkiva Smo
uspesni ekstrakciji prirejenega protokola uporabili na cloveskem zelodénem tkivu. Naredili
smo ekstrakcijo s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s karbonatom. Vzorce smo
analizirali s prenosom western in imunodetekcijo. V Preglednici 21 in na Slikah 54 in 55
so prikazani vzorci pred in po ekstrakciji s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s
karbonatom. Najvecji signal in AU/QL ima vzorec frakcije oborine po centrifugiranju v
gradientu, ekstrahiran s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N-F1-eNP40, Zepek 6). Se
vedno zelo mocan signal ima vzorec druge frakcije po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiran s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F2-eNP40, Zepek 5), sledi mu vzorec
frakcije plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu, ekstrahiran s pufrom za lizo z
dodatkom NP-40 (N-PM-eNP40, Zzepek 4). Pri vzorcih po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahiranih s karbonatom, ima najvecji signal frakcija plazemskih membran (N,-PM-eK-
PNP40, zepek 7), sledita mu druga frakcija in oborina (N,-F2-eK-pNP40 in N,-F1-eK-
PNP40, zepka 8 in 9). Vzorec celokupnih proteinov po protokolu za izolacijo celokupnih
proteinov ni izstopal in je imel primerljiv signal z vzorcem primarnega homogenata (CP in
N2-ALl, zepka 10 in 2).

Preglednica 21: Prikazuje vzorec tkiva Cloveskega Zelodca pred in po 82-minutnem centrifugiranju v
gradientu.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec | Marker | N5- N,-S1 |N,- N,-F2- |N,-F1- | N»- N,-F2- |N,-F1- |CP
ALI PM- [eNP40 |eNP40 |PM- |eK- eK-
eNP40 eK- pNP40 | pNP40
pNP40
KV 4 6,41 10,31 |19 19 16,22 (19 19 7,35 |2,75
KP 30 30 2489 3,04 |30 25,46 |/ 30 30
AU/QL 0,026 |0,0067 |[0,0446 |0,0674 [0,0951 |[0,0298 |0,0204 (0,0083 |(0,0168

Legenda: 1: marker; 2: primarni homogenat vzorca (N2-ALl); 3: supernatant po prvem
centrifugiranju (N,-S1); 4: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v gradientu,
ekstrahirana s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N,-PM-eNP40); 5: druga frakcija po
centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 (N-F2-
eNP40); 6: frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s pufrom za lizo z
dodatkom NP-40 (N,-F1-eNP40); 7: frakcija plazemskih membran po centrifugiranju v
gradientu, ekstrahirana s karbonatom in raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-
PM-eK-pNP40); 8: druga frakcija po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s
karbonatom in raztopljena v pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F2-eK-pNP40); 9:
frakcija oborine po centrifugiranju v gradientu, ekstrahirana s karbonatom in raztopljena v
pufru za lizo z dodatkom NP-40 (N,-F1-eK-pNP40); 10: celokupni proteini (CP); KV:
koli¢ina vzorca v pL; KP: koli¢ina proteinov v ug; AU/QL.: relativna intenziteta signala
pan-kadherinov. Oborina pri merjenju absorbnosti pri vzorcu N,-F1-eNP40.
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Slika 54: Imonodetekcija pan-kadherinov na vzorcih izoliranih proteinov, iz tkiva ¢loveskega Zelodca, po 82-

minutnem centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo z dodatkom NP-40 in s karbonatom, po
prirejenem protokolu Zhang in sod.,(2005). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 21.

Slika 55: Membrana z vzorci izoliranih proteinov, iz tkiva ¢loveskega zelodca, po 82-minutnem
centrifugiranju v gradientu, ekstrahiranih s pufrom za lizo z dodatkqm NP-40 in s karbonatom, po prirejenem
protokolu Zhang in sod., (2005), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice
21.

4.1.9 Protokol za obogatitev plazemskih proteinov VIII

Preizkusili smo dva protokola, ki sta prilozena kompletoma reagentov za ekstrakcijo
proteinov plazemskih membran. Oba sta hitra in nezapletena za uporabo. Vzorce obeh
protokolov smo analizirali s prenosom Western in imunodetekcijo ter z 2-DE. V
Preglednici 22 in na Slikah 56 in 57 so prikazani vzorci proteinov pri razli¢nih fazah
obogatitve proteinov plazemskih membran. Najmocnejsi signal in AU/QL ima vzorec
zelodca, izoliran po Kocevar in sod. (2012) (Zepek2). Priblizno enako mocan signal ima
vzorec nativnih proteinov plazemskih membran, izoliranih s kompletom Calbiochem-a (C-
PM, Zepek 9). Sibkejsi, a $¢ vedno mocan signal ima vzorec krhkejsih proteinskih
kompleksov plazemskih membran, izoliranih z Novagen-ovim kompletom TM-PEK A (N-
TMA-PM, Zepek 6). Vzorec kompleksnejsih transmembranskih proteinov, izoliranih z
Novagen-ovim kompletom TM-PEK B (N-TMB-PM, Zepek 3), ima obcutno S$ibkejsi
signal. Moc¢nejSa signala imata vzorca obeh serij citosolnih proteinov (N-S1(B) in N-
S1(A), Zzepek 4 in 8).
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Preglednica 22: Prikazuje vzorce izoliranih proteinov pri razli¢nih fazah obogatitve.

Zepek |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Vzorec | Marker | Z- N- N- N- N- N- N- C- C-S1
Nina | TMB- | PBS- | S1(B) | TMA- | PBS- | S1(A) | PM
PM | S2(B) PM | S2(A)
KV 1,7 |76 225 |224 224 |225 [147 |104 |147
KP 14 14 338 |14 14 7,88 |14 14 14
AU/QL 0,1546 | 0,0162 | 0,0034 | 0,0591 | 0,0759 | 0,0149 | 0,0479 | 0,1450 | 0,0029

Legenda: 1: marker; 2: vzorec Zelodca po Kocevar (Z-Nina); 3: kompleksni proteini
plazemskih membran (N-TMB-PM); 4: vzorec po prvem spiranju s PBS (N-PBS-S2(B));
5: citosolni proteini, supernatant S1 (N-S1(B)); 6: krhkejsi proteini plazemskih membran
(N-TMA-PM); 7: vzorec po prvem spiranju s PBS (N-PBS-S2(A)); 8: citosolni proteini,
supernatant S1 (N-S1(A)); 9: nativni proteini plazemskih membran (C-PM); 10: citosolni
proteini, supernatant S1 (C-S1); KV: koli¢ina vzorca v uL; KP: koli¢ina proteinov v ug;
AU/QL.: relativna intenziteta signala pan-kadherinov.
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Slika 56: Imunodetekcija pan-kadherinov na vzorcih, izoliranih pri razli¢nih fazah obogatitve proteinov
plazemskih membran, iz tkiva ¢loveskega zelodca, s komercialnimi kompleti reagentov po protokolih
Novagen (ProteoExtract Transmembrane Protein Extraction Kit) in Calbiochem (ProteoExtract Native
Membrane Protein Extraction Kit). Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 22.
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Slika 57: Membrana z vzorci, izoliranimi pri razliénih fazah obogatitve proteinov plazemskih membran, iz
tkiva CloveSkega zelodca, s komercialnimi kompleti reagentov po protokolih Novagen (ProteoExtract
Transmembrane Protein Extraction Kit) in Calbiochem (ProteoExtract Native Membrane Protein Extraction
Kit), pobarvana z barvilom Ponceau S. Stevilke ustrezajo vzorcem iz Preglednice 22.

Na Slikah 58 in 59 sta prikazani 2-DE analizi konéne faze obogatitve proteinov plazemskih
membran z Novagenovima kompletoma za krhkejse proteinske komplekse plazemskih
membran TM-PEK A (N-TMA-PM) in kompleksnejse transmembranske proteine TM-
PEK B (N-TMB-PM). Na Sliki 60 je prikazana 2-DE analiza konéne faze obogatitve
nativnih proteinov plazemskih membran, izoliranih s Calbiochemovim kompletom (C-
PM). Na Sliki 61 je prikazan zbirek vseh treh kon¢nih obogatitev.
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Slika 58: 2-DE gel vzorca N-TMA-PM, iz tkiva ¢&loveskega Zelodca, pripravljenega z Novagenovim
kompletom za izolacijo krhkejsih proteinskih kompleksov plazemske membrane TM-PEK-A.
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Slika 59: 2-DE gel vzorca N-TMB-PM, iz tkiva ¢loveskega zelodca, pripravljenega z Novagenovim
kompletom za izolacijo kompleksnejsih transmembranskih proteinov TM-PEK-B.
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Slika 60: 2-DE gel vzorca C-PM, iz tkiva ¢loveskega zelodca, pripravljenega s Calbiochemovim kompletom
za izolacijo nativnih proteinov plazemskih membran.
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Slika 61: 2-DE gel vzorca, ki je zbirek vseh 3 vzorcev, iz tkiva ¢loveskega zelodca, izoliranih s
komercialnimi kompletoma Novagen in Calbiochem.

Ker smo dobili na prvi pogled slabse slike, tudi z o¢itnim pojavom vodoravnih ¢rt ali t.i.
proganjem (angl. streaking), smo 2-DE ponovili. Za celotno ponovitev nam je zmanjkalo
vzorca N-TMA-PM, zato smo uporabili preostala 2 vzorca, N-TMB-PM (Slika 62) in C-
PM (Slika 63). Iz slednjih je bil narejen tudi zbirek (Slika 64).
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Slika 62: 2-DE gel vzorca N-TMB-PM, iz tkiva ¢loveskega zelodca, pripravljenega z Novagenovim
kompletom za izolacijo kompleksnejsih transmembranskih proteinov TM-PEK-B.
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Slika 63: 2-DE gel vzorca C-PM, iz tkiva ¢loveskega Zelodca, pripravljenega s Calbiochemovim kompletom
za izolacijo nativnih proteinov plazemskih membran.
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Slika 64: 2-DE gel zbirka obeh vzorcev (N-TMB-PM in C-PM), izoliranih s komercialnima kompletoma
Novagen in Calbiochem, iz tkiva ¢loveskega Zelodca.

4.2 RACUNALNISKA ANALIZA 2-DE GELOV

Za pripravo 2-DE gelov, ki smo jih racunalnisko analizirali, smo vzeli 90 pg vzorca
proteinov, razen gelov, kjer smo vzorca izolirali po protokolu za obogatitev plazemskih
proteinov VII. Pri tem protokolu smo na gela nalozili manj proteinov, in sicer 26 ter 17 pg
za ekstrakcijo s pufrom za lizo in s karbonatom. Gele smo lo¢ili na 24-cm trakovih z
imobiliziranim pH-gradientom (IPG) 3-11 NL, ekvilibrirali ter nato lo¢ili na 12%
poliakrilamidnem gelu. Po barvanju s srebrovim nitratom so proteini postali vidni kot lise.
Poskenirane gele smo kot slike obdelali s programom ImageMaster 2D Platinum 7.0.
Najvec lis smo dobili na obeh gelih po protokolu za obogatitev plazemskih proteinov VI
(1541 in 1314), pri katerih smo imeli tudi najveéjo zacetno maso vzorca. Sledi jima
protokol za obogatitev plazemskih proteinov | s 1125 lisami. Pri protokolu za obogatitev
proteinov Il smo iz enega vzorca naredili 2 gela s 415 in 190 lisami. Na gelu celokupnih
proteinov je 475 lis. Veliko manj lis imajo geli, pri katerih smo vzorce izolirali iz
komercialnih kompletov, ki imajo od 70 lis (N-TMA-PM) do 164 lis (C-PM). Najmanj lis
(41) ima zbirek vseh treh vzorcev, izoliranih iz komercialnih kompletov. V Preglednici 23
so prikazani rezultati racunalniSke analize 2-DE gelov, koli¢ina dobljenih lis in iz kakSne
zacetne mase vzorca smo pridobili rezultat. RacunalniSko obdelane slike so priloZene kot
Priloge 10-14.
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Preglednica 23: Prikazuje rezultate ra¢unalniske analize in koli¢ino dobljenih lis iz posameznih vzorcev.

Vzorec Zaletna masa vzorca | Konc. proteinov v | Stevilo lis
(mg) vzorcu (pg/ul)
Celokupni proteini 67,1 11 475
PZOPP | 65,6 11 1125
PZOPP II 68 P3-P1 1,13 415
P3-S1 1,5 190
PZOPP N.-PM- | 1131 1,33 1541
VIl eNP40
(svinjski) | N,-PM- | 1013 0,88 1314
eK-
pNP40
PZOPP N-TMA- | 50 0,63 70
VIl PM
N-TMB- 1,83 79
PM 102
C-PM 50 1,35 164
164
ZBIREK 41
I (N-
TMA-
PM + N-
TMB-
PM + C-
PM)
ZBIREK 197
I (N-
TMB-
PM + C-
PM)

Legenda: PZOPP I: protokol za obogatitev plazemskih proteinov I; PZOPP II: protokol za
obogatitev plazemskih proteinov Il; PZOPP VII. protokol za obogatitev plazemskih
proteinov VII; PZOPP VIII: protokol za obogatitev plazemskih proteinov VIII.

4.3 REZULTATI ISKANJA BIOLOSKIH OZNACEVALCEV PO RACUNALNISKIH
ZBIRKAH

Z iskanjem po racunalniSkih bazah smo Zeleli najti proteine, ki bi lahko imeli fizioloSko
vlogo v tkivih zelodca in za katere so ze ugotovili vlogo pri nastanku in napredovanju
razli¢nih oblik raka. Nasli smo 97 okvarjenih proteinov, ki so imeli skupaj objavljeno 275
napak. Te variirajo od zamenjav posameznih aminokislin, ki okvarijo posamezen del
proteina, do prevelikega ali premajnega izrazanja. Od 275 napak jih je 52 povezanih z
rakom Zelodca pri 29 proteinih, za ostale pa lahko predlagamo preucitev njihove vloge pri
tej vrsti raka v prihodnjih raziskavah Vse proteine, ki so povezani z rakom, smo uvrstili v
manjsi pregledni seznam moznih membranskih bioloskih oznacevalcev raka zelodca, Kar je
prikazano v Prilogi 15, str. 118-138.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Rak Zzelodca je eden najpogostejSih rakov in pogost vzrok z rakom povezanih smrti
(Catalano in sod., 2009). V zadnjem desetletju so se diagnosti¢ne in terapevtske moznosti
zelo spremenile, vendar $e vedno prognoza bolezni ostaja slaba. Ceprav obstaja veé
diagnosti¢nih orodij za odkrivanje raka zelodca, je moznost zdravljenja omejena (L. L. Lin
in sod., 2012). Od odkritja bioloskih oznacevalcev je vedno ve¢ tar¢nih proteinov, ki jih v
diagnostiki uporabljajo kot bioloske oznaéevalce raka. Vendar do sedaj Se niso odkrili
bioloskega oznacevalca za rak zelodca, ki bi bil dovolj specificen in obcutljiv. Za tako
odkritje in potrditev moramo razumeti razlike proteinov plazemskih membran v zdravem
in bolezenskem stanju (Shukla in sod., 2012). Za iskanje teh razlik uporabljamo
primerjalno proteomiko, ki omogoca pregled sprememb na ravni proteinov v celici. 2-DE
je ena od tehnik primerjalne proteomike (Healthcare, 2004).

V nasi raziskavi smo hoteli optimizirati izolacijo ali vsaj obogatitev proteinov plazemske
membrane iz Zelod¢nega tkiva. Postopek smo hoteli optimizirati, da bi bil uporaben za
analizo in diagnostiko klini¢nih vzorcev raka Zelodca. V grobem smo jih poskusili
obogatiti na dva nacina: s centrifugiranjem v saharoznem gradientu in s komercialnimi
kompleti. Za dosego cilja smo uporabili 10 razli¢nih protokolov, ki smo jih primerjali z
vzorcem celokupnih proteinov, izoliranih iz Zelodéne sluznice. S prenosom western in
detekcijo kadherinov smo preverjali ali je prislo do obogatitve membranskih proteinov. To
so transmembranski glikoproteinski receptorji, ki posredujejo od kalcija odvisne stike med
celicami. Sprva smo za optimizacijo uporabljali ¢loveske vzorce, ker pa je bil izkoristek
nizek, smo za potrebe poskusov presli na uporabo svinjskega zelodca.

Izopikni¢no centrifugiranje v saharoznem gradientu je bil na$ primarni na¢in obogatitve
proteinov plazemske membrane. Saharoza je najpogosteje uporabljen medij za ocis¢enje
organelov pri subcelularni frakcionaciji (Harford in Bonifacino, 2009). Visoko kakovostna
saharoza je neelektrolit, sorazmerno poceni, zelo topna in se lahko hitro pripravi v
razli¢nih gostotah. Poleg tega so znanstveniki ze preizkusili razlicne postopke za ocis¢enje
veéine organelov v njej. Gostota saharoze pri centrifugiranju v gradientu naras¢a od vrha
proti dnu centrifugirke. Delci naj bi sedimentirali in se ustavili pri enaki gostoti medija kot
jo imajo sami. Cas trajanja centrifugiranja je odvisen od kotne hitrosti in geometrije
rotorja. Nas rotor se je razlikoval od tistih, ki so jih uporabili avtorji protokolov, zato smo
morali prilagajati ¢as trajanja gradientnega centrifugiranja. To smo naredili z ratunalom na
spletni strani proizvajalca centrifug Beckman Coulter (BeckmanCoulter, 2013).

Glavni tezavi, s katerima smo se srecevali pri protokolih z izopikni¢nim centrifugiranjem v
gradientu, sta bili zelo majhen koné¢ni izkupicek dobljenih proteinov in izgubljanje
membran 0z. membranskih proteinov med postopki. Velikokrat smo namre¢ dobili mocan
signal za proteine plazemske membrane v napacni frakciji, npr. v peletu. Almeida in sod.
(2014) omenjajo, da je specificnost pri uporabi in izolaciji posameznih celi¢nih tipov S
centrifugiranjem v gradientu nizka. Tako je mozno, da je bila gostota iskanih proteinov
plazemske membrane preve¢ podobna gostoti drugih proteinov in organelov. Tudi razli¢ni
pufri, v katerih smo na koncu raztapljali proteine plazemske membrane, daljsi Casi za
raztapljanje ali pripomocki (bat, sonifikator) niso zagotovili dovolj velike razlike. Da je
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prihajalo do izgub tudi Ze na zacetku, pa se vidi na membranah, pobarvanih s Ponceau S,
kjer so proteini navadno dobro vidni v primarnem homogenatu, z naslednjim korakom
izolacije pa obarvanost membrane precej pade. Vzrok za to bi lahko bil, da so avtorji
uporabljali veliko vecje vzorce kot mi in so prilagodili protokole njim. Mi smo namre¢
zaceli poskuse z masami vzorcev okoli 50 mg. To je priblizna masa pri biopsiji Zelodca, ki
jo odvzamejo bolniku. Da bolnika ne podvrzejo novim biopsijam, je potrebno na teh
majhnih vzorcih narediti celoten spekter preiskav, s katerimi is¢emo molekulske osnove
bolezni. Ker so pri klini¢nih preiskavah vzorci majhni, smo s tako velikimi vzorci zaceli
tudi mi. Tezavo izgubljanja na posameznih stopnjah smo nato vendarle poskusali resiti S
povecanjem mase vzorcev, najprej iz obmocja 50 mg na 150 mg in natona 1 g, a s premalo
uspeha.

S tehniko izopikni¢nega centrifugiranja v gradientu smo dobili dobre rezultate pri
spremenjenem protokolu za obogatitev plazemskih proteinov VII (Zhang in sod., 2005).
Avtorjev prvotni protokol se posluzuje treh metod diferencialne ekstrakcije, s karbonatom,
mesanico kloroform/metanola, tritonom X-114, in centrifugiranja v gradientu saharoze za
izolacijo integralnih ter perifernih membranskih proteinov. Mi smo njihov protokol
poskusili prilagoditi naSememu tkivu in opremi, kjer smo tkivo strli v teko¢em dusiku,
prvotni ¢as centrifugiranja v saharoznem gradientu skrajsali, da je ustrezal nasem rotorju,
in vzorec namesto na dno, dali na vrh centrifugirke. Z vsemi sprembami, vklju¢no s
prera¢unanim ¢asom centrifugiranja v gradientu, smo dobili boljse rezultate. Plazemske
membrane pa so tudi bile v pravi frakciji, kot naj bi bile po teoriji. To pomeni, da je imela
saharoza enako gostoto kot obogateni proteini plazemske membrane. Nadalje sta se pri tem
protokolu najbolje obnesli ekstrakciji s karbonatom in pufroma za lizo. Pri slednjima je bil
ucinek boljsi, ¢e smo pufru dodali NP-40. Optmiziran protokol na svinjskem Zelodénem
tkivu smo ponovili s ¢loveskim Zelodénim tkivom. Protokol bi bilo potrebno zanj dodatno
optimizirati. Poleg obogatenih proteinov plazemske membrane smo na prenosu western
namre¢ dobili Se 2 moc¢na signala v obeh naslednjih frakcijah. To pomeni, da
centrifugiranje v gradientu ni dobro locilo proteine plazemske membrane in so se ti
pojavljali Se v drugih frakcijah.

Najboljsi rezultat smo dobili pri izolaciji oz. obogatitvi proteinov plazemskih membran s
komercialnima kompletoma reagentov. Ta se ne posluzujeta centrifugiranja v gradientu,
poleg tega smo uporabili tudi veliko manj$i vzorec kot pri preteklih protokolih. Ker oba
kompleta pokrivata nekoliko razlicne nabore membranskih proteinov, je bilo konc¢ne
vzorce najbolj smiselno zdruziti. NajmocnejSo obogatitev smo sicer dobili pri kompletu
znamke Calbiochem in imeli pri tem tudi najmanjSe izgube pri izlocevanju citosolnih
proteinov. Pri kompletu znamke Novagen smo dobili mo¢nejsi signal pri ekstrakcijskem
pufru 2A, s katerim smo obogatili krhkejse proteine plazemske membrane, vendar smo jih
ekstrakcijskim pufrom 2B, s katerim smo obogatili kompleksnejSe proteine plazemske
membrane, smo iz enako velikega zacetnega vzorca obogatili manj proteinov plazemskih
membran kot z ekstrakcijskim pufrom 2A.

S komercialnima kompletoma smo tudi najhitreje prisli do kon¢nih rezultatov, njuna slaba
stran je le visja cena.
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Ko smo potrdili obogatitev proteinov plazemskih membran, smo jih analizirali z 2-DE. To
je moc¢na tehnika za analizo razlik med rakastim in normalnim tkivom (L. L. Lin in sod.,
2012). Vendar pa tehnika ni najbolj primerna za raztapljanje in loCevanje proteinov
plazemskih membran (Helbig in sod., 2010). Proteini plazemske membrane so hidrofobni,
slabse topni in se radi oborijo pri IEF. Za raztapljanje hidrofobnih proteinov je najbolje
uporabiti sorazmerno visoke koncentracije detergentov (npr. SDS, CHAPS ali Triton X-
100) v pufrih za raztapljanje. Ti detergenti porusijo povezave v notrajosti proteinov in med
njimi. Dodajanje detergentov v obliki ionov dvojc¢kov in uporaba agaroze pri trakovih za
IEF pa analizo membranskih proteinov olajsa. Oliveira in sod. (2014) so predlagali
metodo, kjer se proteinske vzorce predhodno frakcionira, nato podvrze IEF. Za slednjo so
uporabili IPG trakove z ozkim obmoc¢jem delovanja. Tako so Chick in sod. (2008) pri
preiskavi proteoma jeter podgane odkrili 114 integralnih membranskih proteinov ve¢ kot z
IPG trakom, ki ima $irok razpon pH. Gilmore in sod., (2010) je v preglednem ¢lanku
predlagal, da se uporabi druge gelske metode, ki so bile uspesne. Tako je predlagal SDS-
PAGE pred masno spektrometrijo (MS), kjer se loCene proteine na gelu nareze po
velikosti, nato izolira z MS.

Pri nasi 2-DE analizi smo nepri¢akovano najbolj$i rezultat in najve¢ lis dobili pri
prilagojenem protokolu za obogatitev plazemskih proteinov VII, s katerim smo, z uporabo
centrifugiranja v gradientu saharoze in nadaljnje diferencialne ekstrakcije z razlicnimi
pufri, uspesno obogatili proteine plazemske membrane. Tu smo uporabili svinjski Zzelodec,
kar je bila razlika od vseh ostalih protokolov, kjer smo uporabili 2-DE. To je bil protokol,
kjer smo uporabili tudi najvecji zacetni vzorec (1 g), vendar na gela nalozili najmanj$o
koli¢ino proteinov. Koli¢ina proteinov je namre¢ padala med posameznimi koraki
postopka obogatitve proteinov. Vecje Stevilo lis bi zato pricakovali pri protokolu za
izolacijo celokupnih proteinov, saj je bilo v tem primeru na gel nalozenih ve¢ proteinov. Ti
proteini so hkrati predstavljali celotni nabor celice, proteini plazemske membrane pa so v
njem predstavljali le nek dolo¢en odstotek in ne vecine vzorca kot pri protokolu za
obogatitev proteinov plazemskih proteinov VII. 1z tega lahko sklepamo, da bodo proteini,
izolirani po postopku za izolacijo celokupnih proteinov, manj hidrofobni in bodo zato manj
verjetno precipitirali pri svoji izoelektri¢ni tocki, ko se jih podvrze IEF. Vendar je pri tem
postopku IEF je potekala 39.723 Vhs, namesto dobrih 47.000 Vhs, verjetno zaradi prevec
amfolitov, zato je naprava omejila napetost loCevanja. Zato se proteini verjetno niso
najbolje locili in smo dobili manj lis na 2-DE gelu.

Vecje stevilo lis smo dobili tudi pri protokolu za obogatitev plazemskih proteinov I, Ki je
enostaven protokol, namenjen izolaciji hidrofobnih proteinov z uporabo meSanice
ekstrakcijskih pufrov, brez uporabe centrifugiranja v gradientu saharoze. Pri njem bi
pricakovali manj lis zaradi hidrofobnosti vzorca in posledi¢no tezje locitve na IEF. Slednja
je potekala normalno, preko 47.000 Vhs. Mozen odgovor za pojav vecjega Stevila lis je, da
se citosolni proteini, zaradi enostavnosti protokola, niso izlo¢ili. Tako je v vzorcu ostal
delez citosolnih proteinov, ki ni bil hidrofoben po naravi. Zato je bilo manj verjetno, da bi
proteini precipitirali pri svojem pl, ko smo jih podvrgli IEF. Ker so bili proteini bolje
lo¢eni na IEF, smo tudi dobili bolj$i rezultat pri drugi in kon¢ni fazi 2-DE.

Vzorci, izolirani s komercialnima kompletoma, po protokolu za obogatitev plazemskih
proteinov VIII so imeli veliko obogatenih proteinov plazemskih membran. Slednje smo
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dobro zaznali na prenosu western, slabsi rezultat smo pa dobili z 2-DE. Oba kompleta
temeljita na ekstrakciji membranskih proteinov v dveh korakih, ki ne zahtevata veliko ¢asa
in sta enostavna za uporabo, saj postopek ne vsebuje razbijanja z ultrazvokom,
ultracentrifugiranja ininkubacije pri zvisani temperaturi. Calbiochemov komplet je
namenjen izolaciji nativnih proteinov plazemskih membran, medtem ko je Novagenov
komplet, s svojima eksterakcijskima pufroma, namenjen izolaciji krhkejsih proteinskih
kompleksov plazemskih membran ter kompleksnejsih transmembranskih proteinov. Sode¢
po prenosu Western smo s kompletoma najbolj obogatili proteine plazemske mebrane, na
2-DE gelih pa so v nasprotju s pri¢akovanji imeli najmanj lis. V prvi ponovitvi so se lise
slabo videle, kar morda lahko pripisemo slabsi loc¢itvi na IEF, saj je fokusiranje potekalo
okoli 44.000 Vhs namesto preko 47.000 Vhs. Mogo¢ odgovor je tudi, da je priSlo do
razlike zaradi uporabe novega citalca, Kjer je za slikanje gelov treba uporabiti folijo, od
katere se lahko svetloba odbije. Pri drugi ponovitvi rezultati niso odstopali pri vzorcu C-
PM, ki vsebuje nativne proteine plazemske membrane izolirane iz tkiva humanega zelodca.
Do razlike je prislo pri vzorcema N-TMB-PM, ki vsebuje kompleksenjse transmembranske
proteine, izolirane iz tkiva zelodca in drugem zbirku, ki vsebuje vzorca N-TMB-PM ter C-
PM, z kompleksnimi transmembranskimi proteini in nativnimi proteini plazemskih
membran. Vzorca N-TMA-PM, z krhkimi kompleksi proteinov plazemskih membran, pa
nam je zmanjkalo za drugo ponovitev. Vzorec N-TMB-PM je imel okoli 30 % ve¢ lis kot v
prvi ponovitvi. Do tega je mogoce prislo zaradi boljse loCitve vzorca, podvrzenega IEF, saj
je slednja potekala normalno, ali zaradi bolje ulitega gela za drugo stopnjo 2-DE. Do zelo
velikega odstopanja od prvega ponovitve pa je prislo pri drugem zbirku. Tu smo namrec
dobili kar 197 lis v nasprotju z 41, ki smo jih dobili prvikrat. Zakaj je prislo do tako velike
razlike, je tezko obrazloziti. Drugi zbirek se od prvega razlikuje po tem da ne vsebuje
vzorca N-TMA-PM in je IEF potekala normalno 47.000 VHS, namesto okoli 44.000 Vhs.
Boljse potekanje IEF in ulivanje gelov lahko obrazlozi boljsi rezultat, kot smo videli pri
drugi ponovitvi vzorca N-TMB-PM. Vendar je razlika pri drugem zbirku prevelika, da bi
obrazlozila tako razliko v dobljenih rezultatih. Koliko je vplivalo pomanjkanje vzorca N-
TMA-PM v drugem zbirku na veliko boljsi rezultat druge ponovitve, je tezko oceniti.
Mozno je, da so vzorci v prvem zbirku bili zaradi svojega Sirokega nabora proteinov
plazemskih membran veliko bolj hidrofobni po svoji naravi kot drugi zbirek. Slednje bi
obrazloZilo boljSo locitev na IEF, saj bi proteini zbirka man;j precipitirali pri svoji pl. Da bi
bolje obrazlozili rezultat drugega zbirka bi potrebovali v njem $e vzorec N-TMA-PM, ki
vsebuje krhke komplekse proteinov plazemskih membran.

Z iskanjem za bioloskimi oznacevalci po racunalniskih zbirkah in S sestavo manjSega
preglednega seznama lahko zbrane okvarjene proteine predlagamo za nadaljnje raziskave
raka Zelodca. Ce bi bil v nadaljevanju kateri od teh proteinov dokazan kot diagnosti¢ni
bioloski oznaéevalec raka zelodca, bi bolezen lahko zaceli zdraviti, preden bi postala
smrtonosna. Lahko bi celo izdelali protitelo za zdravljenje. Pri posameznih proteinih tudi
vidimo napake, ki so povzrocCile bolezen in te lahko predstavljajo prvi korak v nadaljnjem
raziskovanju raka in spremenjene fiziologije Zelodca. Za vsak protein, ki smo ga vpisali v
naso preglednico, smo nasli ve¢ podatkov, Ki se navezujejo na razli¢éne podatkovne zbirke.
Ti podatki lahko pripeljejo do naslednjega koraka v raziskovanju raka Zelodca in tudi
drugih bolezni, ki jih ti okvarjeni proteini povzrocajo.
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Z diplomsko nalogo smo dokazali, da je moZno obogatiti proteine plazemske membrane iz
tkiva zelodca s centrifugiranjem v saharoznem gradientu. Vendar je na zalost metoda zelo
neucinkovita, sploh za majhne vzorce. Zato bi zanje raje predlagali izolacijo z uporabo
komercialnih kompletov, ki so prilagojeni za izolacijo proteinov plazemske membrane.
Taki kompleti so veliko bolj ucinkoviti za obogatitev proteinov plazemske membrane,
njihova slabost je le visoka cena. Pokazali smo, da proteomska tehnika 2-DE za lo¢evanje
zelo hidrofobnih vzorcev ni najbolj primerna. Zaradi njihove precipitacije pri njihovi
izoelektri¢ni tocki lahko v prvi stopnji izgubimo velik del nabora proteinov. Predlagali bi
uporabo alternativnih tehnik, kjer se hidrofobni vzorci ne podvrzejo izoelektriénemu
fokusiranju in se tako ne izgubijo s precipitacijo. Katera tehnika je najbolj u¢inkovita, je
odvisno od narave vzorca.

5.2 SKLEPI

- S cenovno ugodno tehniko centrifugiranja v gradientu je mozno obogatiti proteine
plazemske membrane, vendar je pri vzorcih izguba prevelika, da bi bila tehnika
uporabna za majhne vzorce. Tehniko lahko uporabimo za vecje vzorce, kjer
dosegljivost vecjih koli¢in preiskovanega materiala ne predstavlja tezav. Za majhne
klini¢ne vzorce pa priporocamo uporabo komercialnih kompletov, Ceprav so zaradi
tega stroSki ve¢ji. Odvisno od velikosti vzorca se lahko nato odlo¢imo, katero
tehnologijo bomo uporabili.

- 2-DE ni najbolj primerna za loCevanje hidrofobnih proteinov - Se posebno, ¢e so
vzorci izredno majhni. To je sicer mozno, vendar je zaradi izgub pri izoelektri¢nem
fokusiranju zaradi precipitacije, nepriporo¢ljivo. Ce je le mozno, predlagamo
uporabo ve¢jih vzorcev ali pa zamenjavo tehnologije, kjer vzorcev ne podvrzemo
izoelektricnemu fokusiranju. Kaks$no tehniko bomo izbrali je odvisno od narave
VZOorca.

- Z iskanjem po racunalniskih bazah lahko najdemo proteine, ki so bili objavljeni kot
bioloski oznacevalci raka in imajo verjetno tudi vlogo v splosni fiziologiji zelodca.
Tiste, ki Se niso bili potrjeni za raka zelodca, lahko predlagamo za nadaljnje
raziskave kot mozne oznacevalce omenjene vrste raka.
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6 POVZETEK

Za obogatitev proteinov plazemskih membran smo uporabili 10 razli¢nih protokolov. Z
uporabo gradientnega centrifugiranja v saharozi smo ugotovili, da proteine plazemske
membrane lahko obogatimo. Vendar je tehnika neuporabna za majhne vzorce in zato po
nasi presoji ni primerna za obogatitev protienov plazemskih membran pri majhnih vzorcih
iz klini¢nih biopsij. Ugotovili smo tudi, da tehnika 2-DE, ki je sicer zelo uporabljana v
proteomiki, za lo¢evanje zelo hidrofobnih proteinov ni primerna. Zato predlagamo uporabo
metod, Kjer se hidrofobnih vzorcev ne bi podvrglo izoelektri¢nemu fokusiranju. Z iskanjem
po racunalniskih bazah lahko najdemo potencialne bioloske oznacevalce raka, proteine, ki
imajo vlogo v splosni fiziologiji zelod¢nih tkiv, vendar je nato potrebno se z drugimi
tehnikami potrditi, ali so ti tudi mozni oznacevalci raka Zelodca.
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PRILOGE
Priloga 1: Shema protokola za izolacijo celokupnih proteinov.

VZOREC
(humani)

|

‘ STREMO V TERILNICI S TEKOCIM DUSIKOM

|

‘ DODAMO PUFER ZA LIZO (50 pL/10 mg tkiva)

‘ RAZBIJANJE Z ULTRAZVOKOM (3 X 10 s) ‘

INKUBACIJA
NALEDU1h

‘ CENTRIFUGIRANJE 1 h pri 12000 x g in 4°C ‘

ANALIZA SUPERNATANTA
(CP)




Priloga 2: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov I.

VZOREC
(humani)

v

‘ STREMO S TEKOGIM DUSIKOM ‘

i

\ DODAMO 40 mmol/L Tris (1ml/200 mg tkiva) ‘

l

‘ RAZBIJANJE Z ULTRAZVOKOM ‘

i

‘ CENTRIFUGIRANJE 15 min, 12000 x g pri 20°C ‘

— T,

OBORINO SUPERNATANT
2X SPEREMO S PUFROM Tris ODSTRANIMO

—

‘ RAZBIJANJE Z ULTRAZVOKOM ‘

i

‘ CENTRIFUGIRANJE 15 min, 12000 x g pri 20°C ‘

l

‘ ANALIZA SUPERNATANTA ‘




Priloga 3: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov II.

‘ VZOREC
(humani)

'

\ STREMO S TEKOCGIM DUSIKOM \

|

‘ DODAMO PUFER Tris (30 mmol/L) ‘

l

INKUBACIJA NA LEDU
15 min

'

‘ CENTRIFUGIRANJE 10 min, 700 x g pri 4°C ‘

P —

Oborino (P1)
resuspendiramo s TE do teZe S1

SUPERNATANT (S1)

CENTRIFUGIRANJE 20 min, 20000 x g, 4°C }‘

P2-P1 P2-S1 |«

Se nadaljuje na naslednji strani.




RESUSPENDIRAMO S |_
PUFROM TEDG

SAHAROZNEM GRADIENTU

CENTRIFUGIRANJE V r
2 h, 25000 x g, 4°C

RAZREDCIMO POBRANE VZORCE Z S
ddH20

CENTRIFUGIRANJE ":
30 min, 20000 x g, 4°C

OBORINE (P3) RAZTOPIMO V
PUFRU MES ALI

ANALIZA

Legenda: Rdeca barva: prva sprememba, ki smo jo naredili glede na originalni protokol in
smo jo spremljali do kon¢ne analize. Modra barva: druga sprememba originalnega
protokola. Zelena barva: tretja sprememba originalnega protokola.



Priloga 4: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov I11.

VZOREC
(humani)

:

\ STREMO S TEKOCIM DUSIKOM \

v

‘ RESUSPENDIRAMO V ‘

SAHAROZNI RAZTOPINI

Y

CENTRIFUGIRANJE
20 min, 530 x g, 4°C

SUPERNATANT OBORINA (P1) +
(81) SAHAROZNA RAZT.
|
CENTRIFUGIRANJE
30 min, 20000 x g, 4°C

OBORINI (P2) RESUSPENDIRAMO V|,
SAHAROZNI RAZTOPINI

SAHAROZNEM GRADIENTU

CENTRIFUGIRANJE V ‘
14 h, 80000 x g, 4°C

POBEREMO PLAZEMSKE MEMBRANE (PM)
IN | JO NAD PN

RAZTOPIMO V3 XVOLUMNU | -
PUFRA A \

Se nadaljuje na naslednji strani.



CENTRIFUGIRANJE
40 min, 20000 x g, 4°C

RAZTOPIMO OBORINE (P3) V PUFRU B (pB),
STRESANJE PREKO NOCI PRI 4°C

PLAZEMSKE MEMBRANE | -
RAZDELIMO NA 2 DELA

CENTRIFUGIRANJE -
15 min, 20000 x g, 4°C -

|4

NA OBORINE (P4) DODAMO
SUPERNATANTE (S4) PUFER RIPA (pR) ALI
ODPIPETIRAMO PUFER ZA LIZO (pL)
y

ANALIZA J L

Legenda: Rdeca barva: prva sprememba, ki smo jo naredili glede na originalni protokol in
smo jo spremljali do kon¢ne analize. Modra barva: druga sprememba originalnega
protokola. Zelena barva: tretja sprememba originalnega protokola.



Priloga 5: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov IV.

VZOREC
(svinjski)

i

RAZTOPIMO V 3X VOLUMNU
0,25 M SAHAROZNE RAZTOPINE
(zacetni volumen STM)

l

HOMOGENIZIRAMO ‘

Z ROCNIM HOMOGENIZATORJEM ali
V TEKOCEM DUSIKU

'

CENTRIFUGIRAMO
10 min, 1000 x g, 4°C

_OBORINE (P1) + ‘
ZACETNI VOLUMEN STU» 2X

SUPERNATANT (S1)
ZDRUZIMO S
SUPERNATANTOMA S2 IN S3

—a

OBORINA (P3) + ‘ CENTRIFUGIRANJE
‘ ZAGETNI VOLUMEN STM ‘ & min, 33000 X g, 4°C ‘

1X r—J
/ SUPERNATNT (S6) SHRANIMO,

CENTRIFUGIRANJE OBORINO (P6) RESUSPENDIRAMO
8 min, 33000 x g, 4°C V ZACETNEM VOLUMNU STM

Se nadaljuje na naslednji strani.




ZDRUZENE SUPERNATANTE (S6, S7)
CENTRIFUGIRAMO
100 min, 78000 x g, 4°C

—

OBORINA (P8) = MIKROSOMALNI HOMOGENAT
RAZTOPIMO V 2,5 x VOLUMNU
57 % SAHAROZE

Y
OBORINA (P4) = NUKLEARNI HOMOGENAT (N)

RAZTOPIMO V 3X VOLUMNU 57 %
SAHAROZNE RAZTOPINE

CENTRIFUGIRANJE V
SAHAROZNEM GRADIENTU
16 h/8 h, 76000 x g, 4°C
(vzorci na dnu/na vrhu

centrifugirke)

CISCENJE
1 h, 40000 x g, 4 °C

OBORINE RAZROPIMO
S PUFROM ZA LIZO (pL)
ALl NP-40 (pNP40)

DODATNO RAZBIJANJE
Z ULTRAZVOKOM
(2 x10 s)

ANALIZA

Legenda: Rdeca barva oznacuje enkratne sprembe v originalnem protokolu.



Priloga 6: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov V.

VZOREC
(svinjski)

i

RAZTOPIMO V

10X VOLUMNU
HOMOGENATNEGA PUFRA

:

HOMOGENIZIRAMO:
10 POTEGI GOR DOL
DO UTEKOCINJENJA

|

‘ PREFILTRIRAMO ‘

PREKO GAZE

|

CENTRIFUGIRAMO
10 min, 1000 x g, 4°C

/

‘OBORINO (P1) RESUSPENDIRAMO ‘ SUPERNATANT (S1)

Z 1,38 M SAHAROZO ZAVRZEMO

—

CENTRIFUGIRANJE ‘

80 min, 40000 x g, 4°C
|

Se nadaljuje na naslednji strani.



v

SUPERNATANTE (S2) CENTRIFUGIRAMO
45 min, 39000 x g, 4°C

l

OBORINE (P3) RESUSPENDIRAMO
V 1,38 M SAHAROZI

|

PRIPRAVA NA

CENTRIFUGIRANJE V
SAHAROZNEM GRADIENTU

CENTRIFUGIRANJE V
SAHAROZNEM GRADIENTU
90 min, 57000 x g, 4°C

PLAZEMSKE MEMBRANE (PM) SPIRAMO
5 min, 15000 x g, 4°C

2X

V PUFRU ZA LIZO (pL)

OBORINE (P4) RAZTOPIMO ‘
IN ANALIZIRAMO

Legenda: Rdeca barva oznacuje enkratno spremebo originalnega protokola.



Priloga 7: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov VI.

VZOREC
(svinjski)

l

PRILIJEMO 4X VOLUMEN 0,25 M SAHAROZE (STM)

v

HOMOGENIZIRAMO ‘

DO UTEKOCINJENJA

v

PREFILTRIRAMO
SKOZI GAZO

'

DOPOLNIMO Z 0,25 SAHAROZO DO 20 % (w/v)

ORIGINALNI VOLUMEN

l

CENTRIFUGIRAMO
5 min, 260 x g, 4°C

‘ OBORINA (P1) ‘ SUPERNATANT (Sl)‘

—

DOPOLNIMO 0,25 M STM,
Z /2 ORIGINALNEGA VOLUMNA, CENTRIFUGIRAMO
IN HOMOGENIZIRAMO 5 min, 260 x g, 4°C

J

Se nadaljuje na naslednji strani.



Y
SUPERNATANT (S2)

ZDRUZIMO
SUPERNATANTOM S1

Y

CENTRIFUGIRANJE
10 min, 1500 x g, 4°C

'

OBORINA (P3)

DOPOLNIMO DO 2/3 ORIGINALNEGA VOLUMNA
S 0,25 M SAHAROZO

l

CENTRIFUGIRANJE V ‘

SAHAROZNEM GRADIENTU
60/332 min, 113000 x g, 4°C

i

POBEREMO
PLAZEMSKE MEMBRANE (PM)
IN OBORINO (F1)

l

SPEREMO VZORCE

S SAHAROZO
5 min, 15000 x g, 4°C

OBORINE (P4) RAZTOPIMO
V PUFRU ZA LIZO (pL) ALI PUFRU RIPA (pR)
IN ANALIZIRAMO

Legenda: Rdeca barva oznacuje enkratno spremebo originalnega protokola.



Priloga 8: Shema protokola za obogatitev plazemskih proteinov VII.

VZOREC
(humani/svinjski)

!

PRILIJEMO
8 XVOLUMEN PUFRAC

'

HOMOGENIZACIJA:

HOMOGENIZATOR (DH)
ALl S TEKOCIM N, (N,)

'

PREFILTRIRAMO
SKOZI GAZO

i

CENTRIFUGIRANJE
15 min, 1500 x g, 4°C

'

OBORINE (P1) PRIPRAVIMO NA

CENTRIFUGIRANJE V
SAHAROZNEM GRADIENTU

v

CENTRIFUGIRANJE V
SAHAROZNEM GRADIENTU
150/82 min, 100000 x g, 4°C
(vzorec na dnolvrh centrifugirke)

'

POBEREMO PLAZEMSKE MEMBRANE (PM),
OBORINO (F1), VMESNO FAZO (F2)
IN SPEREMO S PUFROM D
5 min, 15000 x g, 4°C

Nacini ekstrakcije na naslednjih dveh straneh.




EKSTRAKCIJA VZOREC ‘
RESUSPENDIRAMO
e S TRITONOM X-114 _/ S TRITONOM X-114

L4
e
(eT) INKUBIRAMO NA LEDU
15 min
e S KLOROFORM/METANOLOM L'
(eKIM)

LCENTRIFUGIRANJEJ
'J 0 min, 10000 x g, 40)

VZOREC REDCIMO 'J
S KLOROFORM/METANOLOM SUPERNATANT

/ INKUBIRAMO NA 37°C

INKUBIRAMO NA LEDU ‘ k'
15 min CENTRIFUGIRANJE
'J 10 min, 1000 x g, ST

CENTRIFUGIRANJE '/J

20 min, 12000 x g, 4°C SPODNJO (sp) IN ZGORNJO (zg)
FAZO OBORIMO S

\ HLADNIM ACETONOM

SPODNJO (sp) IN ZGORNJO (zg)

CENTRIFUGIRANJE
10 min, 15000 x g, 4°C

= :

FAZO PUSUSIMO S SPEEDVAC

OBE FAZI SUSENJE V DIGESTORIJU
RAZTOPIMO V IN RAZTAPLJANJE
PUFRU ZA LIZO (pL) S PUFROM ZA LIZO (pL)




EKSTRAKCIJA

¢ S KARBONATOM
(eK)

/

‘ 200 X REDCIMO ‘

Z NaCoO,
CENTRIFUGIRANJE
15 min, 15000 x g, 4°C
INKUBIRAMO
NA LEDU 30 min
g OBORINO
RESUSPENDIRAMO

CENTRIFUGIRANJE S PUFROM ZA LIZO (pL)
60 min, 15000 x ¢, 4°C ALI NP-40 (pNP40)

OBORINO
RESUSPENDIRAMO

S PUFROM ZA LIZO (pL)
ALI NP-40 (pNP40)

Legenda: Rdeca in modra barva oznacujeta enkratno spremembo originalnega protokola.



Priloga 9: Shemi Protokolov za obogatitev plazemskih proteinov VIII.

1) Calbichemov protokol
VZOREC
(humani)

|

DODAMO PROTEAZNE INHIBITORJE
IN LEDENOHLADNI PUFER ZA EKSTAKCIJO |

‘ HOMOGENIZIRAMO ‘

INKUBIRAMO NA LEDU
10 min

|

CENTRIFUGIRANJE
15 min, 16000 x g, 4°C

‘OBORINA (P1) ‘

Se nadaljuje na naslednji strani.



'

DODAMO PROTEAZNE INHIBITORJE

IN LEDENOHLADNI PUFER ZA EKSTAKCIJO I

RESUSPENDIRAMO ‘

INKUBIRAMO NA LEDU
30 min

|

CENTRIFUGIRANJE
15 min, 16000 x g, 4°C

|

SUPERNATANT (C-PM)

UPORABIMO ZA ANALIZO




1)) Novagenov protokol
VZOREC
(humani)

l

DODAMO PROTEAZNE INHIBITORJE (P.1.)
IN LEDENOHLADNI PUFER ZA EKSTAKCIJO |

i

‘ HOMOGENIZIRAMO ‘

i

INKUBIRAMO NA LEDU
10 min

'

CENTRIFUGIRANJE ‘

5 min, 1000 x g, 4°C

|

OBORINO
SPEREMO Z LEDENO HLADNIM PBS

|

CENTRIFUGIRANJE
5 min, 1000 x g, 4°C

Se nadaljuje na naslednji strani.



CENTRIFUGIRANJE
5 min, 1000 x g, 4°C

OBORINI DODAMO OBORINI DODAMO
P.I. IN PUFER ZA P.I. IN PUFER ZA
EKSTRAKCIJO 2A EKSTRAKCIJO 2B

(TMA) (TMB)

RESUSPENDIRAMO

INKUBIRAMO NA LEDU
15 min

CENTRIFUGIRANJE
15 min, 16000 x g, 4°C

SUPERNATANT
(N-TMA-PM in N-TMB-PM)
UPORABIMO ZA ANALIZO




Priloga 10: Racunalniska analiza 2-DE gela vzorca celokupnih proteinov.
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Priloga 12: Rac¢unalniska analiza 2-DE gelov protokola za obogatitev plazemskih
proteinov Il. Vzorec P3-P1 (spodaj), P3-S1 (naslednja stran).

“oo °’99 0 P
P3-P1

P3-S1



Priloga 13: Racunalniska analiza 2-DE gelov vzorcev po protokolu za obogatitev
plazemskih proteinov VII. Vzorec N,-PM-eNP40 (spodaj), No-PM-eK-pNP40 (naslednja
stran).
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Priloga 14: Rac¢unalniska analiza 2-DE gelov vzorcev po protokolu za obogatitev
plazemskih proteinov VI1II. VVzorci si sledijo: N-TMA-PM, N-TMB-PM (2x), C-PM (2x),
zbirka.
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Prvi zbirek (N-TMA-PM, N-TMB-PM, C-PM)
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Drugi zbirek (N-TMB-PM, C-PM)



Priloga 15: Preglednica proteinov povezanih z razvojem raka.

Protein Ime Lokacija Normalnavioga Vloga pri raku Izrazan  Vrstaokvare Vrstaraka Ref. Acc. No. 3D OMIM
je
EGFR Receptor Veeprisoten Vkljuden v Okvarjenakatdlittka 1 L858R Pljucni adeno- 18815398 NP 005219  1VO 131580
HUMAN epidermalnega kontrolocelicne  domena karcinom
rastnega faktorja rasti in
diferenciacije
Okvarjenakatalitska 1 Delecija dela eksona
domena 19
Napacna vezava i T790M
ATP
Okvajenakinezna 1 L861Q 16115929
domena
Okvarjenakinazna 1 L718P
domena
Okvarjena kinazna 1 L833V 17020082
domena
Stalno aktivna 1 Delecijaeksonov2-7  Glioblastom 20824044
signalna pot PI3K-
Aki-1
Mitogeno aktivirana 1 Povetanje Stevila Anaplastiéniin -~ 18492751
signalna pot PI3K- kopij gena folikulami
Akt-1 tiroidni rak
Okvajenakinazna 1 G719Sali G719C Pljucni 15998907
domena karcinom
Okvarjenakinazna 1 S768l Pljucni
domena karcinom
Okvarazunajcelicne 1 A28V Gliom 19284481
domene
Okvarazunajcelicne 1 G598V Gliom
domene
Okvarazunajcelicne 1 G620W Gliom
domene
Okvarazunajcelicne 1 V0L Gliom

domene


http://www.uniprot.org/uniprot/P00533
http://www.uniprot.org/uniprot/P00533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005219.2?
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1IVO
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/131550

Okvarazunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarjenakinazna
domena

Napacno izrazanje

Okvarjenakinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena

T273N
R108K
T263P
R324L
P596L
C620Y
R680G
AS97P
V651IM
S703F
Q105H
A289T
R677H

P752S
PolisomijaEGFR
1821T

VBHUA

H870N

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Gliom

Papilami
karcinom tiroide
Medulami
karcinom iroide
Adenokarcinom
prostate
Adenokarcinom
prostate

Adenokarcinom
prostate

17177598

18772890

17143531

19253367

19776290

20208477



ERBB2
HUMAN

Receptor tirozin-
protein kinaze
erbB-2

Citoplazme,
nukleus,
celiéna
membrana

Signalna
transdukcija, ki
nadzuruje rastin
diferenciacijo

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

Stalno aktiven
protein

Protein aktivira
COX-2vjedru
Drugacna
dimerizacija
Napacna vezava
ATP
Nezmoznost
avtoinhibicije
Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena

Va5l
T751

P810D

L862P

SreaY

F795S

P848L

Y801H
Awviofosforilacija

tirozina 1248

ERBB2 seizraziv
jedru

1655V

D769H

G776 insercija C pred
\Y/

K724N

T733l
L7555

D769H

Adenokarcinom
prostate
Adenokarcinom
prostate
Karcinom tonzil

Karcinom tonzil
Karcinom tonzil
Karcinom tonzil
Karcinom tonzil
Karcinom tonzil

Znotrajjetmi rak

Zolca

Rak dojke
Zelodeni rak
Pljucni
karcinom

Pljucni
adenokarcinom

Zelodni
adenokarcinom
Zelodéni
adenokarcinom
Zelodéni
adenokarcinom
Zelodni
adenokarcinom

21266046

17224267

19084911

15380516

14520697

16029927

15753357

16397024

NP 0044392 1IMFG

164870



http://www.uniprot.org/uniprot/P04626
http://www.uniprot.org/uniprot/P04626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004439.2?
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1MFG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/164870

ERBB4
HUMAN

PGFRA
HUMAN

Receptor tirozin-
protein kinaze
ehB-4

Receptor rasinega
faktorja
trombocitov o

Membrane.
Najbolj
razenv
mozganih,
sreu, ledvicah

Membrane—
debelo ¢revo

Specifiéno veze
in je aktiviran z
neuregulini

Receptor, ki veze
PDGFAIn
PDGFBinima
kinazno aktivnost

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarjenakinazna
domena

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene

Apoptoza rakastin

celic

Okvarazunajcelicne

domene

Okvarazunajcelicne
domene

Q79P

V842l
G776S
V777L

VT7TIA
L49H
C311R

V750E

N319D

D326G

Metilacija promotorja

W349C

Zelodéni
adenokarcinom
Zelodeni
adenokarcinom
Zelodéni
adenokarcinom
Zelodéni
adenokarcinom
Zelodéni
adenokarcinom
Gliom 18772890

Gliom
Gliom
Gliom
Gliom
Gliom
Gliom

20603612 NP 0010360 2AHX 60043

64

Rak dojke

Gliom NP 006197  1GQ5 173490

Gliom


http://www.uniprot.org/uniprot/Q15303
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001036064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001036064
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2AHX
http://www.omim.org/entry/600543
http://www.uniprot.org/uniprot/P16234
http://www.uniprot.org/uniprot/P16234
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_006197.1?
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1GQ5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/173490

Okvara
fransmembranske
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara
fransmembranske
domene

Okvara zunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene

Okvara citoplazmne
domene?

Okvara citoplazmne
domene?

Okvara citoplazmne
domene?

Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvaracitoplazmne
domene?

Okvara citoplazmne
domene?

V/536E

A210V

L580M

M133K
E338Q
D480E

S566_E5715R

V561D

E563_S564insIRWR
VIE

D842_Ha450el

D842v
ES63K

V561D

Gliom

Pljucni 18948047
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni

adenokarcinom

Pljucni

adenokarcinom

Pljucni

adenokarcinom
Vremifibroidni 19448595
polip malega
Crevesa

Vretni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vretni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vnetni fibroidni
polip malega
Crevesa

Rak strome
zelodca

Rak strome
zelodca

Rak strome
Zelodca, vnetni
fibroidni polip
malega Crevesa

16685437

18686281



PGFRB
HUMAN

FGFR1
HUMAN

Receptorrasmega Membrane

faktorja
trombocitov B

Receptor

fibroblastnega
faktorja 1

Membrane,
najdene
predvsemyv
astrocitahin
nadlevicni
Aezi

Receptor, ki veze
PDGFBin
PDGFD terima
kinazno aktivnost

Spodbuja celicno
delitev ob
prisotnosti
fibroblastnih
rasnih faktorjev

Okvarjena kinazna
domena

Okvara citoplazmne
domene?

Okvara citoplazmne
domene?

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena?

Okvarazunajcelicne
domene

Okvarjenakinazna
domena?

Okvara zunajcelicne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

D842l

R560_P567>S

S566_E5715R

H845 N848del

D842_Ha450el

D591H

ATAT

L986F

1182M
TS45

N546K

Vretni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vnetni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vnetni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vnetni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vnetni fibroidni
polip malega
Crevesa

Vretni fibroidni
polip malega
Crevesa

Gliom

Gliom

Pljucni
adenokarcinom

.

Pljucni
adenokarcinom

Gliom

18772890

18948947

16186508

NP 002600  1H9O 173410

NP 056934  1AGW 136350



http://www.uniprot.org/uniprot/P09619
http://www.uniprot.org/uniprot/P09619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002600.1?
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1H9O
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/173410
http://www.uniprot.org/uniprot/P11362
http://www.uniprot.org/uniprot/P11362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_056934
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1AGW
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/136350

FGFR2
HUMAN

Receptor Plazmalema,
fibroblastnega sekretiran
rastnega faktorja 2

Receptor za kisle
fibroblastne
rastne faktorje

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena?
Okvarjena kinazna
domena

Okvara citoplazmne
domene?
Okvarazunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara receptorja za
ligand

Okvarareceptorjaza
ligand

Okvara receptorja za
ligand

Okvara receptorja za
ligand
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvara
transmembranske
domene

Okvara
transmembranske
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

R576W

HA33F

KG656E

G315E

TI141R

G/0R

S373C

Y376C

K310R

A315T

C383R

M392R

NS50K

N549K

Gliom

Gliom 18772890
Gliom

Gliom

Pljucni 18948%47
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Karcinom 17525745 NP 000132  1DJS 176943
endometrija

Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija


http://www.uniprot.org/uniprot/P21802
http://www.uniprot.org/uniprot/P21802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000132
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1DJS
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/176943

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvara zunajcelicne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvara
transmembranske
domene

Okvara
transmembranske
domene
Okvarjenakinazna
domena
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvara receptorja za
ligand
Okvarjenakinazna
domena
Okvarareceptorjaza
ligand
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

K659E
1547v
P253R
D10ty
K659N

A389T

1380V

H544Q

N2111

1642V

H213Y

E574K
S688F

P708S

Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija
Karcinom
endometrija

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Plju¢ni
karcinom
Pljucni
karcinom
Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom

18552176

18948947

18552176

19147536



FGFR3
HUMAN

Receptor
fibroblastnega
rastnega faktorja 3

Membrane,

moZganih,
ledvicahin
testisin

Receptor zakisle
fibroblastne
rastne faktorje,
preferencno veze
FGF1

Okvara receptorjaza
ligand
Okvarareceptorjaza
ligand
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarazunajcelicne
domene

Okvarazunajcelicne
domene

Okvara
fransmembranske
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

G227E

S24F

S267P

P572A

K650T

K650E

R248C

S249C

A01E

S249C

R248C

S371C

G370C

K652E

K652M

Kozni maligni
melanom
Kozni maligni
melanom
Zelodni
adenokarcinom
Gliom 18772890

11325814

NP 000133  1RYY

134934

Gliom
Gliom
Mielom 11529856
plazmetskih
celic
Karcinom
prostate
Karcinom
prostate

19377444

Benignirakkoze 16778799
Benigni rak koze
Benigni rak koze
Benigni rak koze
Benignirakkoze 17585316

Benigni rak koze


http://www.uniprot.org/uniprot/P22607
http://www.uniprot.org/uniprot/P22607
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000133
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1RY7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/134934

VGFR2
HUMAN

Receptor
vaskulamega
endotelijalnega
faktorja 2

Membrane

Receptor za
VEGFali
VEGFC. Vloga
vrazvojuzilin
njin
permeabilnosti

Okvarazunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara zunajcelicne
domene
Okvarjenakinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjena kinazna
domena

Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarazunajcelicne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvara zimajcelicne
domene

Okvara citoplazmne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Y375C

G372C

S373C

G697C

E686K

V630M

D617G

VI1041IM

T1152T

T1336T

A3B2V

L1140M

VAT76L

P13550kl

A973S

Benigni rak koze
Benigni rak koze
Benigni rak koze
Karcinom
ustnega podrocja
Premaligni
aktinicni heilitis
ustnic
Premaligni
aktinicni heilitis
ustnic

Koni rak ustnic

Glioblastom

Glioblastom
Glioblastom

Glioblastom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

15880580

19327639

1877239%6

18772890

18948947

NP_002244

IVR2

191306



http://www.uniprot.org/uniprot/P35968
http://www.uniprot.org/uniprot/P35968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002244
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1VR2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/191306

MET HUMAN  Receptor
hepatocitnega
rastnega faktorja

Membrane

Receptor za
hepatocitni rastni
faktor—ima
viogov
proliferaciji,
morfogenezi in
prezivetju

Okvara citoplazmne
domene

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara
transmembranske
domene
Okvarjenakinazna
domena
Okvarareceptorjaza
ligand

Okvara receptorja za
ligand

Okvara citoplazmne
domene

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena
Okvarareceptorjaza
ligand
Okvarareceptorjaza

P1210L

So84AT

G1145E

Drirv

T771R

A1065T

E168D

T230M

T10101

T12751

V1333l

H1112R

Y1253D

Y1248C

N375S

L211wW

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni

adenokarcinom
Angiosarkomzl 19723655
vprsih

Angiosarkom il

vprsih

Angiosarkom Zil
vprsih
Rakvratu in

19318576 ~ NP 000236  1SHY

164860

glave

Rak vratuiin
glave

Rak vratuiin
glave

Rak vratuiin
glave

Rak vratuiin
glave

Rak vratuin
glave
Karcinom zrela

12460923
10734314
Karcinom zrela

Pliucni 20126411

karcinom
Pljucni


http://www.uniprot.org/uniprot/P08581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000236
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1SHY
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/164860

ligand

Okvara citoplazmne
domene
Okvarareceptorjaza
ligand
Okvaracitoplazmne
domene

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

Okvara zunajcelicne
domene

Okvara citoplazmne
domene
Okvarjenakinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena

Okvarjena kinazna
domena
Okvarjenakinazna
domena

T10101
E168D

Y102IN
G1260C
H1124D
H1112L
V136l
Qo7sL
M1178I
A1209G
T11911

M1268I

K1262R

karcinom
Plju¢ni
karcinom
Plju¢ni
karcinom
Pljucni
adenokarcinom
Plju¢ni
adenokarcinom
Papilami renalni
karcinom
Papilami renalni
karcinom
Renalni
karcinom
Renalni
karcinom
Glioblastom

Karcinom
ovarijev
Hepatocelulami
karcinom
Hepatocelulami
karcinom

Hepatocelulami
karcinom

14559814

18948947

10327054

18709663

18772890

10491015

9927037



NTRK1
HUMAN

NTRK2
HUMAN

NTRK3
HUMAN

Visoko afinitetni Celicne
receptor zivénega  membrane
faktorja

BDNF/NT-3 Membrane.
receplorrasinega Izazen
faktorja predvsemv
zivénem tkivu
NT-3 receptor Membrane.
rastnega faktorja Vetinoma
izrazenv
Zivénem tkivu

Potreben za
visoko afinitetno
vezavo NGF.
Ima poglavitno
viogo pri razvoju
indelovanju
nociceptivnin
receptorjev ter pri
procesu
termoregulacije

Vklju¢env
razvoj in/ali

Zivénega sistema

Receptor za
nevrotrofin-3.

Okvarazunajcelicne 1 V420M

domene

Okvarazunajcelicne 1 VA2L

domene

Okvarazunajcelicne 1 R119H

domene

Okvarjenakinazna 1 D776E

domena

Okvarazunajcelicne 1 S326R

domene

Okvarazunajcelicne 1 G368C

domene

Okvarazunajcelicne 1 M375l

domene

Prekinitevapoptoze 1+ Preveliko izrazanje

Translokacijaz 1 Lomnal1748

genomETV6 nukleotidu NTRK3 in
1283ETV6

Okvarazunajcelicne 1 T283K

domene

Okvarazunajcelicne 1 L248M

domene

Glioblastom 18772800 NP 0010077 1HE/

191315

3

Pliucni 18948947

adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Nevroblastom 19417027  NP_0010070  1HCF

600456

9%

Karcinomdojke 12450792 NP _001007157

Plju¢ni 18948947
karcinom

Pljucni

karcinom


http://www.uniprot.org/uniprot/P04629
http://www.uniprot.org/uniprot/P04629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001007793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001007793
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1HE7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/191315
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16620
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16620
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001007098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001007098
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1HCF
http://omim.org/600456
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16288
http://www.uniprot.org/uniprot/Q16288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001007157

EPHAL
HUMAN

EPHA2 HUM
AN

EPHA3
HUMAN

EPHA4
HUMAN

EPHAS
HUMAN

EPHAY
HUMAN

CLDA
HUMAN
CLD3
HUMAN
CLD7
HUMAN
MUC1
HUMAN

Efrin tip-A receptor
1

Edrin tip-A receptor
2

Efrin tip-A receptor
3

Edfrin tip-A receptor
4

Efrin tip-A receptor
5

Edfrin tip-A receptor
7

Klavdin4
Klawdin-3
Klawdin-7

Mucin-1

Membrane

Membrane.
[zrazen
predvsemyv
epitelnem

Membrane.
Siroko izraZen

Iylembrane.
Siroko izraZen

Membrane.
Mocno
irazenv
Zivénem
sislemu

Iylembrane.
Siroko izrazen

Membrane
Membrane
Membrane

Apikalna
membrana

Receptor za efrin-
A duzino
Vezeefiineiz
drwine A. Vodi
od kontakta
odvisno
dvosmemo
signalizacijo
Receptor za efrin-
A dnizino

Receptor za efrin-
A druizino

Receptor za efrin-
A druzino

Receptor za efrin-
Adrwzinona
sosedhjih celicah
Velikavioga pri
tesnihstikih
Vloga pri tesnih
stikin

Vloga pri tesnih
stikin

Zaxita,
modulacija
signalov

Okvarazunajcelicne
domene
Okvarazunajcelicne
domene

Povecano
metastaziranje

Okvara zunajcelicne
domene

Okvarazunajcelicne
domene

Okvara
fransmembranske
domene

Okvarazunajcelicne
domene

n

L270M

R337Q

Amplifikacija.na

kromosomu 1p36

W250R

P332L

G582E

Pljucni
karcinom

Pljucni
adenokarcinom

Rak pankreasa

Pljucni
adenokarcinom

Glioblastom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom

Pljucni
adenokarcinom
Gastricni rak

Rak dojke

18948947

19260747

18948947

18772890

16140923

18948947

21619599

21515339

21501018

NP 005223  2KIK 179610
NP 004422  2X10 176946
NP 005224  2GSF 179611
NP 004429 2WO1 602188
NP 004430  2R2P 600004
NP 004431  2REI 602190
NP_001296 602909
NP_001297 602910
NP_001171951 609131
NP 0010180 2ACM 158340

16


http://www.uniprot.org/uniprot/P21709
http://www.uniprot.org/uniprot/P21709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005223
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2K1K
http://www.omim.org/entry/179610
http://www.uniprot.org/uniprot/P29317
http://www.uniprot.org/uniprot/P29317
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004422
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2X10
http://omim.org/entry/176946
http://www.uniprot.org/uniprot/P29320
http://www.uniprot.org/uniprot/P29320
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005224.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2GSF
http://omim.org/entry/179611
http://www.uniprot.org/uniprot/P54764
http://www.uniprot.org/uniprot/P54764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004429
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2WO1
http://www.omim.org/entry/602188
http://www.uniprot.org/uniprot/P54756
http://www.uniprot.org/uniprot/P54756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004430.4
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2R2P
http://www.omim.org/entry/600004
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15375
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004431
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2REI
http://omim.org/entry/602190
http://www.uniprot.org/uniprot/O14493
http://www.uniprot.org/uniprot/O14493
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001296.1
http://www.omim.org/entry/602909
http://www.uniprot.org/uniprot/O15551
http://www.uniprot.org/uniprot/O15551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001297.1?
http://www.omim.org/entry/602910
http://www.uniprot.org/uniprot/O95471
http://www.uniprot.org/uniprot/O95471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001171951.1
http://omim.org/entry/609131
http://www.uniprot.org/uniprot/P15941
http://www.uniprot.org/uniprot/P15941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001018016.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001018016.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2ACM
http://omim.org/entry/158340

TRPMS
HUMAN

TRPM4
HUMAN

MUCA
HUMAN
CDCP1
HUMAN

MYOF
HUMAN
ADAT7
HUMAN

ANO1
HUMAN

DSG2
HUMAN
DSG3
HUMAN
CADH1
HUMAN
NRP1
HUMAN

Prehodni receptor
kationskega
potenciala
poddruzina M ¢lan
8

Prehodni receptor
kationskega
potenciala
poddruzina M ¢lan
4

Mucin4

CUB domena
vsebujoci protein-1
Mioferlin
Disintegrinin
metaloproteinazna
domena vkljucujo¢
protein 17
Anoktamin-1
Desmoglein-2
Desmoglein-3
Kadherin-1

Neuropilin-1

Membrane.
Izrazen
predvsemyv

Membrane

Membrane

Celicne
membrane

Membrane

Membrane

Membrane

Celicne
membrane
Celicne
membrane
Celicne
membrane
Celicne
membrane

lonski transport

lonski transport

Celiéna adheziia

Celiéna adhezija
inpovezava
celicnega
matriksa
Popravilo
plazmaleme
Cepi prekurzorje
v zrele oblike

Od kalcija
aktiviran Kloridni
kanal
Medcelicna
adhezija
Medcelicna
adhezija
Celi¢na adhezija

Angiogeneza

Rak prostate

Rak dojke

Rak debelega

Crevesa

Rak pankreasa

Rak dojke

Gastricni rak

Rak prostate

Gastricni rak

21932052

21728842

21812858

20807598

21752713

21642943

21989576

17238139

NP_0769854 606678
NP_001182156.1 606936
NP_0045233 158372
NP_0737533 611735
NP 0384791 2DMH 604603
NP 0031743 1BKC 603639
NP_060513 610108
NP 0019342 2YQG 125671
NP_0019352 169615
NP 0043511 2072 192090
NP_001019799.1 602069


http://www.uniprot.org/uniprot/Q7Z2W7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7Z2W7
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_076985.4?
http://www.omim.org/entry/606678
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8TD43
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8TD43
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001182156.1
http://omim.org/entry/606936
http://www.uniprot.org/uniprot/Q99102
http://www.uniprot.org/uniprot/Q99102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004523.3
http://omim.org/entry/158372
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H5V8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H5V8
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_073753.3
http://omim.org/entry/611735
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NZM1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NZM1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_038479.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2DMH
http://omim.org/entry/604603
http://www.uniprot.org/uniprot/P78536
http://www.uniprot.org/uniprot/P78536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_003174.3
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1BKC
http://omim.org/entry/603639
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5XXA6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5XXA6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_060513
http://omim.org/entry/610108
http://www.uniprot.org/uniprot/Q14126
http://www.uniprot.org/uniprot/Q14126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001934.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2YQG
http://omim.org/entry/125671
http://www.uniprot.org/uniprot/P32926
http://www.uniprot.org/uniprot/P32926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001935.2
http://omim.org/entry/169615
http://www.uniprot.org/uniprot/P12830
http://www.uniprot.org/uniprot/P12830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004351.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2O72
http://omim.org/entry/192090
http://www.uniprot.org/uniprot/O14786
http://www.uniprot.org/uniprot/O14786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001019799.1
http://omim.org/entry/602069

T
c
<
2

MRP_HUMAN

Serinskaftreoninska

kinaza B-raf

RAC-dlfa
serinftreoninska
protein kinaza

Stomatinu podobni
protein 2
Riboflavinski
transporter, ¢lan 3
Akvaporin3

Akvaporin4

MARCKS-
soroden protein

Signalni transducer
CD24

Od kalcija
kanal —podenotal
Nukleobindin2

CXC
kemokinski
receptor tipa 2

Celicne
membrana

Celicne
membrana,
jedro,
citoplazma
Membrana

Celicne
membrana
Celicne
membrana
Celicne
membrana
Plazmalema

Celicne
membrana

Membrana

Membrana

Celicne
membrana

Transdukcija
mitogenih
signalov s celi¢ne
membrane na
jedro

Inhibicija
apoptoze

Povezans
citoskeletom
Transport
riboflavina
Transportvode in
glicerina
Transportvode

Povezava
kalmudolinske in
proteinkinazne
poti

Modulira
aktivnostni odziv
B-celic

Eksport kalija

Veze kalcij,
viogapri
homeostazi
kalcija
Receptor za
interlevkin 8

Okvarjena kinazna
domena

V6OOE

Melanom

Rak dojke

Rak debelega
Crevesa
Gastricni rak

Rak tiroide

Rak dojke

Pljucni
adenokarcinom

Gliom

Rakdojke

Rak dojke

22024283

22791947

22808259

22772381

22760497

22844111

21988594

NP 0043242 1UWH 164757
NP 0051542 1HI0 164730
NP_0384701 608292
NP 2121343 613350
NP_004916.1 600170
NP_001641.1 600308
NP_075385.1 602940
NP_037362.1 600074
NP 0010147 3MT5 600150
971

NP_005004.1 608020
NP_0011617701 146928


http://www.uniprot.org/uniprot/P15056
http://www.uniprot.org/uniprot/P15056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004324.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1UWH
http://omim.org/entry/164757
http://www.uniprot.org/uniprot/P31749
http://www.uniprot.org/uniprot/P31749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005154.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1H10
http://omim.org/entry/164730
http://www.uniprot.org/uniprot/q9ujz1
http://www.uniprot.org/uniprot/q9ujz1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_038470.1
http://www.omim.org/entry/608292
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NQ40
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NQ40
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_212134.3
http://www.omim.org/entry/613350
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92482
http://www.uniprot.org/uniprot/Q92482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004916.1
http://www.omim.org/entry/600170
http://www.uniprot.org/uniprot/P55087
http://www.uniprot.org/uniprot/P55087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001641.1
http://omim.org/entry/600308
http://www.uniprot.org/uniprot/P49006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_075385.1
http://omim.org/entry/602940
http://www.uniprot.org/uniprot/P25063
http://www.uniprot.org/uniprot/P25063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_037362.1
http://www.omim.org/entry/600074
http://www.uniprot.org/uniprot/Q12791
http://www.uniprot.org/uniprot/Q12791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001014797.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001014797.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3MT5
http://www.omim.org/entry/600150
http://www.uniprot.org/uniprot/P80303
http://www.uniprot.org/uniprot/P80303
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005004.1
http://omim.org/entry/608020
http://www.uniprot.org/uniprot/P25025
http://www.uniprot.org/uniprot/P25025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001161770.1
http://omim.org/entry/146928

CBPM
HUMAN

MMP2
HUMAN

RRAS
HUMAN

PIM1 HUMAN

Karboksipeptidaza
M

72kDatip IV
kolagenaza

Ras-soroden
protein R-Ras

Serinskaftreoninska
kinaza pim-1

Kaveolin-1

Prominin-1

Kalijev napetostno
reguliran kanal
podnzinaH ¢lan 1
Trombopoetinski
receptor
Tirozinska
proteinska kinaza
receptor UFO
Bazalna celicna
adhezivna
molekula
Kadherin-2

Kadherin-6

Celicne
membrana

Membrana

Membrana

Celicne
membrana

Celicne
membrana

Celitna
membrana

Celicna

membrana

Membrana

Celi¢na
membrana

Membrana

Celicna
membrana
Celi¢na
membrana

Kontrola
peptidnih
hormonov
Degradacija
zumajeelicnin
matricnih
proteinov
Regulacija
e
citoskeleta
Vklucena v
celicno prezivetie
in profilacijo
Reguliraalfa
podenoto G-
proteinov

Veze holesterol,
organizacija
apikalne
membrane
Formiranje pore

Receptor za
trompoetin
Proliferacija,
diferenciacija
Intercelulamo
sognaliziranje
Celi¢na adhezija

Celicna adhezija

Rakjezika

Rak prostate
Rakdojke

Rak debelega
Crevesa

Medulablastom

Renalni
karcinom

23107277

22897853

16186805

23128390

23084749

22855790

19270706

22806541

NP_001865.1 114860
NP 0011213 1CK7 120360
631

NP 0062611 2FN4 165090
NP 0012301 IXWS 164960
151

NP_001166366.1 601047
NP_001139319.1 604365
NP_002229.1 603305
NP_005364.1 159530
NP 0016902 2C5D 109135
NP 0010132 2PET 612773
1

NP_0017832 114020
NP_004923.1 603007


http://www.uniprot.org/uniprot/P14384
http://www.uniprot.org/uniprot/P14384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001865.1
http://www.omim.org/entry/114860
http://www.uniprot.org/uniprot/P08253
http://www.uniprot.org/uniprot/P08253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001121363.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001121363.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1CK7
http://omim.org/entry/120360
http://www.uniprot.org/uniprot/P10301
http://www.uniprot.org/uniprot/P10301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_006261.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2FN4
http://omim.org/entry/165090
http://www.uniprot.org/uniprot/P11309
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001230115.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001230115.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1XWS
http://omim.org/entry/164960
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03135
http://www.uniprot.org/uniprot/Q03135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001166366.1
http://omim.org/entry/601047
http://www.uniprot.org/uniprot/O43490
http://www.uniprot.org/uniprot/O43490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001139319.1
http://omim.org/entry/604365
http://www.uniprot.org/uniprot/O95259
http://www.uniprot.org/uniprot/O95259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002229.1
http://omim.org/entry/603305
http://www.uniprot.org/uniprot/P40238
http://www.uniprot.org/uniprot/P40238
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005364.1
http://omim.org/entry/159530
http://www.uniprot.org/uniprot/P30530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001690.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2C5D
http://omim.org/entry/109135
http://www.uniprot.org/uniprot/P50895
http://www.uniprot.org/uniprot/P50895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001013275.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001013275.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2PET
http://omim.org/entry/612773
http://www.uniprot.org/uniprot/P19022
http://www.uniprot.org/uniprot/P19022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001783.2
http://omim.org/entry/114020
http://www.uniprot.org/uniprot/P55285
http://www.uniprot.org/uniprot/P55285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_004923.1
http://omim.org/entry/603007

CXCR4
HUMAN

CD276
HUMAN

FLOT1
HUMAN

BAGT1
HUMAN

PDZ1I
HUMAN

VVP1
HUMAN

RAI3 HUMAN

CcDor
HUMAN

Tkivni fakior

Topljeni prenasalec
drwzina 22 &lan4
Topljeni transporter
drwzina 2

Ezrin

CXLC
kemokinski
receptor tipa4
CD276 antigen

Flotilin 1

Beta-14-
galakiotitransferaz
al

PDZK1-
interaktiven protein
1

Vakuolni
membranski
protein 1

Od retinojske
kisline induciran
protein 3

CD97 antigen

Membrana

Membrana

Celitna
membrana
Celitna
membrana

Celi¢na
membrana

Membrana

Celi¢na
membrana
Celi¢na
membrana

Membrana

Membrana

Celicna
membrana
Celi¢na
membrana

Krvna
koagulacija
Prenos natrijain
kamitina
Pospesen prenos
glukoze
Povezovanje
citoskeletalnih
struktur
Receptor za
zunajcelicni
ubikvitin
Regulacija
imunskega
odziva T-celic
Formeacija
kaveole
Prepoznavanje v
veliko
interakcijeh
Vloga pri
biologiji
tumorjev
Aviofegiia,
oeliéni stiki

Vloga pri
premikanju
levkocitov

Zelodeni
adenokarcinom

Pljunirak

Pljucni
adenokarcinom

Rakdojke
Rak dojke
Hepatocelulami
karcinom

Rak debelega
Crevesa
Zelodéni
adenokarcinom

23039327

23023480

22982323

22982306

22973555

22971212

23021913

22768192

NP 0019841 1)9C 134390
NP_003050.2 604190
NP_006507.2 138140
NP_0011045  INI2 123900
471

NP 0010085 30DU 162643
401

NP_001019907.1 605715
NP_005794.1 606998
NP 0014882 2AE/ 137060
NP_005755.1 607178
NP_112200.2 611753
NP_003970.1 604138
NP_001020331.1 601211


http://www.uniprot.org/uniprot/P13726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001984.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1J9C
http://omim.org/entry/134390
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H015
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9H015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_003050.2
http://omim.org/entry/604190
http://www.uniprot.org/uniprot/P11166
http://www.uniprot.org/uniprot/P11166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_006507.2
http://omim.org/entry/138140
http://www.uniprot.org/uniprot/P15311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001104547.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001104547.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1NI2
http://omim.org/entry/123900
http://www.uniprot.org/uniprot/P61073
http://www.uniprot.org/uniprot/P61073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001008540.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001008540.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3ODU
http://omim.org/entry/162643
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5ZPR3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5ZPR3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001019907.1
http://www.omim.org/entry/605715
http://www.uniprot.org/uniprot/O75955
http://www.uniprot.org/uniprot/O75955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005794.1
http://www.omim.org/entry/606998
http://www.uniprot.org/uniprot/P15291
http://www.uniprot.org/uniprot/P15291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001488.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2AE7
http://www.omim.org/entry/137060
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13113
http://www.uniprot.org/uniprot/Q13113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005755.1
http://www.omim.org/entry/607178
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96GC9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96GC9
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_112200.2
http://www.omim.org/entry/611753
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8NFJ5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_003970.1
http://omim.org/entry/604138
http://www.uniprot.org/uniprot/P48960
http://www.uniprot.org/uniprot/P48960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001020331.1
http://omim.org/entry/601211

DLG2
HUMAN

CAHD1
HUMAN

VPS28
HUMAN

NARA_
HUMAN

VDAC1
HUMAN

ENOA
HUMAN

TNR12
HUMAN

AVMPN
HUMAN
G3P_HUMAN

ANXATL
HUMAN
VSIGL
HUMAN

Disks veliki
homolg 2

VWFA in zacasna
domena vsebujoci
protein 1

Vakuolni protein
povezans
sortiranjemn
proteinski homolog
28

Ekto-ADP-
riboziltransferaza f

Napetostno odvisni
anionsko selektivni
kanal protein 1

Alfaenolaza

Receptor tumor
nekroznega
faktorja élan
superdruzine 12A
AminopeptidazaN

Gliceralaldehid 3-
fosfatra
dehidrogenaza
Aneksin Al

V-oblikein
imunoglobulinske
domene vsebujoci

Membrana

Membrana

Celitna
membrana

Celi¢na
membrana
Celicna
membrana

Celi¢na
membrana
Membrana

Celi¢na
membrana
Membrana

Membrana

Membrana

Vkljucenv
regulacijo
sinapticne
stabilnosti
Lahko regulira
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q15700
http://www.uniprot.org/uniprot/Q15700
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001136171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001136171
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2BYG
http://omim.org/entry/603583
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5VU97
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5VU97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_065976.2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UK41
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9UK41
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_898880.1
http://www.omim.org/entry/611952
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93070
http://www.uniprot.org/uniprot/Q93070
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_066549.2
http://www.omim.org/entry/110600
http://www.uniprot.org/uniprot/P21796
http://www.uniprot.org/uniprot/P21796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_003365.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2JK4
http://www.omim.org/entry/604492
http://www.uniprot.org/uniprot/P06733
http://www.uniprot.org/uniprot/P06733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001188412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001188412
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2PSN
http://www.omim.org/entry/172430
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NP84
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9NP84
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_057723.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2EQP
http://www.omim.org/entry/605914
http://www.uniprot.org/uniprot/P15144
http://www.uniprot.org/uniprot/P15144
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001141.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=4FYQ
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http://www.uniprot.org/uniprot/P04406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001243728.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001243728.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1U8F
http://www.omim.org/entry/138400
http://www.uniprot.org/uniprot/P04083
http://www.uniprot.org/uniprot/P04083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000691.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1AIN
http://www.omim.org/entry/151690
http://www.uniprot.org/uniprot/Q86XK7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q86XK7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001164024.1
http://www.omim.org/entry/300620
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y230
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y230
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_006657.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3UK6
http://www.omim.org/entry/604788
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BSJ8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BSJ8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001171725
http://www.uniprot.org/uniprot/Q95IE3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q95IE3
http://www.uniprot.org/uniprot/P13796
http://www.uniprot.org/uniprot/P13796
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http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=2D85
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http://www.uniprot.org/uniprot/P02748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001728.1
http://www.omim.org/entry/120940
http://www.uniprot.org/uniprot/P11021
http://www.uniprot.org/uniprot/P11021
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000204.3
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1QG3
http://www.omim.org/entry/147557
http://www.uniprot.org/uniprot/P08581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000236.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1R1W
http://www.omim.org/entry/164860
http://www.uniprot.org/uniprot/P23229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000201.2
http://www.omim.org/entry/147556
http://www.uniprot.org/uniprot/P05556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002202.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3VI3
http://www.omim.org/entry/135630
http://www.uniprot.org/uniprot/P17301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002194.2
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1AOX
http://www.omim.org/entry/192974
http://www.uniprot.org/uniprot/P06756
http://www.uniprot.org/uniprot/P06756
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001138471.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001138471.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1JV2
http://www.omim.org/entry/193210
http://www.uniprot.org/uniprot/P08648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_002196.2
http://www.omim.org/entry/135620

L1CAM
HUMAN

PVR_ HUMAN
CD9 HUMAN

RASK
HUMAN

Nevralna celicna
adhezivna
molekula L1
Receptor
poliovirusa
CD9antigen

GTP-azaK-Ras

Celi¢na
membrana

Celi¢na
membrana
Celi¢na
membrana
Celi¢na
membrana

Celiéna adhezija

Celicnaadhezija

Celiéna adheziia

GTP-aza

24861525

NP_000416.1 308840
NP 0011292 3EPC 173850
401

NP_001760.1 143030
NP 2035241 1D8D 190070



http://www.uniprot.org/uniprot/P32004
http://www.uniprot.org/uniprot/P32004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_000416.1
http://www.omim.org/entry/308840
http://www.uniprot.org/uniprot/P15151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001129240.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001129240.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=3EPC
http://www.omim.org/entry/173850
http://www.uniprot.org/uniprot/P21926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_001760.1
http://www.omim.org/entry/143030
http://www.uniprot.org/uniprot/P01116
http://www.uniprot.org/uniprot/P01116
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_203524.1
http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?pdbId=1D8D
http://www.omim.org/entry/190070
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