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Zelodéni karcinom je ena pogostej§ih oblik raka. V njegov veéstopenjski nastanek
so vpletene mutacije razlicnih genov, kar se kaze kot spremenjeno izraZzanje
proteinov. Te lahko doloCamo s pomoc¢jo dvodimenzionalne gelske elektroforeze
(2-DE), kjer jih lo¢imo glede na izoelektricno tocko (pI) in molekulsko maso
(MW). V naSem raziskovalnem delu smo postopke 2-DE za zelod¢no tkivo
optimizirali z izbiro primernega pufra za lizo celic, Casa centrifugiranja,
odstranjevanja necisto¢ z obarjanjem in primerne koli¢ine natrijevega dodecil
sulfata (SDS) v ekvilibracijski raztopini in elektroforeznem pufru. Analizirali smo 7
parov vzorcev iz 7 bolnikov: prvi par s krajSim Casom centrifugiranja in brez
obarjanja z acetonom, ostale pa po optimiziranem postopku v ponovitvah. V vseh
primerih smo ugotovili, da obstajajo razlike v izraZzanju proteinov med tumorskimi
in normalnimi tkivi. Iz prvega para smo 10 diferenc¢no izrazenih lis identificirali, in
sicer kot 8 razli¢nih proteinov. Iste lise smo poskusSali poiskati Se na boljSih gelih
ostalih parov. Tiste, ki smo jih lahko dolo¢ili, so vsaj v 50 % vzorcev potrjevale
izrazanje iz para 1. Uporabnost optimiziranega postopka smo dokazali tudi na
celi¢ni liniji AGS. Zakljuc¢ujemo, da sta 2-DE in MS uc¢inkoviti metodi proteomike,
za razli¢ne vrste vzorcev pa je potrebna optimizacija vseh faz.
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Gastric cancer is one of more frequent malignancies. Mutations of different genes
are involved in its multistep process of carcinogenesis, which result in changed
protein expression. These changes can be assigned by two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE), where proteins are separated according to their isoelectric
point (pI) and molecular weight (MW). We performed optimization procedures of
2-DE for gastric tissue samples by selecting an appropriate lysis buffer, time of
centrifugation, removal of impurities by precipitation and adequate amounts of
sodium dodecyl sulphate (SDS) in equilibration solution and electrophoresis buffer.
We analyzed 7 pairs of samples from 7 patients: first pair with shorter
centrifugation time and without acetone precipitation and the rest according to the
optimized procedure in duplicates. We determined in all cases that there are
differences in protein expression between tumor and non-tumor tissues. From the
first pair we identified 10 differentially expressed spots as 8 different proteins. The
same spots were searched on better gels from the rest of the pairs. Those, that could
be assigned, confirmed the expression from pair 1 in at least 50 % of samples. We
also confirmed the usage of the optimized procedure in AGS cell line. To conclude,
2-DE and MS are efficient methods of proteomics. Furthermore, for different types
of samples all the steps have to be optimized.
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ANXA 5
APOAI1BP
APS
AST
ATP
BPNT1
BSA

CA
CHAPS
CLIC1
DNA
DTT
EBI
ECACC

EDTA
ESI-MS
FBS
FOV
FTH1
GAPDH
GST
HMG-1
IAA
ICGEB

IEF
IPG
kVh

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

aneksin 5

ApoA-I vezavni protein

amonijev persulfat

aspartat aminotransferaza

adenozin trifosfat

bifosfat 3'-nukleotidaza

goveji serumski albumin

karbonska anhidraza
3-[(3-kloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonat
kloridni intracelularni kanalni protein 1

deoksiribonukleinska kislina

ditiotreitol

¢lan 1 RP/EB druzine

Evropska zbirka celi¢nih kultur (angl. European Collection of Cell
Cultures)

etilendiamintetraocetna kislina

masna spektrometrija z elektrorazprsilno ionizacijo

plodov goveji serum (angl. fetal bovine serum)

foveolin

tezka veriga feritina

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

glutation S-transferaza

nehistonski kromosomalni protein

jodoacetamid

Mednarodni center za gensko inZenirstvo in biotehnologijo (angl.
International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology)
izoelektri¢no fokusiranje

imobiliziran pH-gradient

kilovoltna ura
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LOH

MALDI-TOF

miliQ
MnSOD
MPI
mRNA
MSI

MS
MS/MS
MW
NNMT
NP 40
PBS
PGK-1
pl
PMSF
RT-PCR
SDS
SDS-PAGE
ST
TEMED
TCA
uv
vrt./min
v/iv

w/v
2-DE
2D-DIGE

izguba heterozigotnosti

identifikacija proteinov z masno spektrometrijo z ionizacijo v
matriksu z desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem na Cas
preleta ionov

deionizirana voda

manganova superoksid dismutaza

manoza-6-fosfat izomeraza

sporocilna ribonukleinska kislina

mikrosatelitska nestabilnost

masna spektrometrija

tandemska masna spektrometrija

molekulska masa

nikotinamid N-metiltransferaza

nonidet P 40

fosfatni pufer (angl. phosphate buffered saline)

fosfoglicerat kinaza 1

1zoelektri¢na tocka

fenilmetilsulfonil fluorid

verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

natrijev dodecil sulfat

poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom
sobna temperatura

N,N,N",N”-tetrametiletilendiamin

trikloroocetna kislina

ultravijoli¢en

vrtljajev na minuto

volumsko volumski

utezno volumski

dvodimenzionalna gelska elektroforeza

dvodimenzionalna diferencna gelska elektroforeza



XIII

Kocevar N. Preiskava proteoma z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo pri raku zelodca: optimizacija postopka in preliminarni poskusi.

Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2007

SLOVARCEK

Dvodimenzionalna elektroforeza tehnika za locevanje proteinov v dveh
dimenzijah, ki jo sestavljata izoelektri¢no
fokusiranje  in  poliakrilamidna  gelska

elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom

Izoelektri¢no fokusiranje prva dimenzija 2-DE, ki lo¢uje proteine glede

na njihovo izoelektri¢no tocko (pI)

Masna spektrometrija tehnika, ki omogoca identifikacijo proteinov z

doloc¢anjem molskih mas njihovih fragmentov

Normalizacijski niz izbor lis, uporabljen za normalizacijo kvantitet
lis na gelu
SDS poliakrilamidna elektroforeza druga dimenzija 2-DE, ki locuje proteine glede

na njihovo molekulsko maso (MW)
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1 UVOD

Zelodéni karcinom je ena od pogostejiih oblik raka (Kuramitsu in Nakamura, 2006). V
njegov vecstopenjski nastanek so vpletene spremembe razli¢nih genov, kar ima za
posledico spremenjeno izrazanje proteinov (Zheng in sod., 2004). Te proteine poskusamo
ugotoviti in jih natancno doloc€iti. Pri tem uporabljamo metode proteomike, kamor spada

tudi dvodimenzionalna elektroforeza (2-DE).

1.1 NAMEN DELA

Za zanesljivost analize proteoma je potrebno izdelati optimiziran in ponovljiv postopek 2-
DE, ki je prvi in odlo€ilni korak v analizi. To je bil tudi eden izmed namenov nasega
raziskovanja, saj smo zeleli optimizirati posamezne faze 2-DE za vzorce zelod¢ne sluznice
ter nato primerjati proteine med normalnimi in tumorskimi vzorci Zelodéne sluznice na 2-
DE gelih (diferenc¢ni elektroferogrami). Optimizirani postopek 2-DE smo Zeleli preizkusiti

Se na proteinskih ekstraktih celi¢ne linije Zelod¢nega karcinoma.

1.2 HIPOTEZI

Postavljeni sta bili naslednji hipotezi:

- Med normalnim in tumorskim vzorcem zelod¢nega tkiva obstajajo razlike v izrazanju
proteinov.

- Te razlike je mogoce ugotoviti z orodji proteomike: 2-DE in masno spektrometrijo

(MS).
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RAK

Rak je posledica nepravilnega delovanja (zloma) regulatornih mehanizmov, ki nadzorujejo
obnasanje normalne celice (Cooper, 2000). To se kaze kot neprestana in nekontrolirana
proliferacija celic in nastanek tumorja. Ta je lahko benigen ali maligen. Benigni ostane na
svoji izvirni lokaciji, ne vdira med okoliske normalne celice in se ne razsirja. Ponavadi se
ga da operativno odstraniti. V nasprotju z njim je maligni sposoben tako vdora kot
razSirjanja (metastaze), kar otezuje zdravljenje z operacijo. Zaradi teh lastnosti praviloma

le tak§nemu tumorju pravimo rak.

Oba tipa tumorjev lahko klasificiramo glede na celice, iz katerih nastaneta. Karcinom
nastane iz epitelijskih celic (90 % vseh ¢loveSkih rakov), sarkom je tumor veziva in
opornih tkiv (miSice, kosti...), levkemija in limfom (8 % vseh ¢loveskih rakov) pa
nastaneta iz krvotvornih celic in celic imunskega odziva. Dalje lahko tumorje klasificiramo

tudi glede na tkivo izvora in tip vpletenih celic.

Ena osnovnih znacilnosti raka je razvoj tumorja iz ene same celice, ki se za¢ne abnormalno
obnasati. Seveda pa to ne pomeni, da ima le-ta takoj vse lastnosti, potrebne za rakavo
celico. To se zgodi z razvojem preko mnogih stopenj, ki vkljucujejo mutacijo in selekcijo

celic s povecano kapaciteto za proliferacijo, prezivetje, invazijo in metastaziranje.

Spojinam, ki inducirajo raka, pravimo karcinogene in lahko bodisi poSkodujejo DNA in
povzrocijo onkogene mutacije, bodisi stimulirajo celi¢no proliferacijo. K prvim uvr§¢amo

npr. ultravijolicno (UV) sevanje, tobacni dim in aflatoksine, k drugim npr. estre forbola.

Rakave celice se lahko od navadnih razlikujejo v vec¢ lastnostih:

- inhibicija delitve ni odvisna od gostote celic,

- ni kontaktne inhibicije,

- zmanjSana je potreba po ekstracelularnih rastnih faktorjih, hkrati pa lahko nekatere

faktorje sintetizirajo same in tako avtostimulirajo svojo delitev,
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- preko sinteze rastnih faktorjev vplivajo na nastanek novih krvnih Zzil (angiogeneza), s
¢imer si zagotovijo podporo pri rasti (kisik, hranila) ter metastaziranju (lazje vdirajo v
novonastale kapilare),

- so manj adhezivne,

- lahko sintetizirajo proteaze za razgradnjo komponent iz ekstracelularnega matriksa,

- ne diferencirajo se normalno,

- niso podvrZene apoptozi.

2.1.1 Rak Zelodca

Kljub temu, da pojavnost zelod¢nega raka upada, je le-ta Se vedno resen zdravstveni
problem, tako v Sloveniji kot drugje po svetu in pogost vzrok umrljivosti za rakom (Parkin
in sod., 2005; Jelenc, 2003). Prognoza napredovane oblike je Se vedno slaba, predvsem
zaradi prepozno postavljene diagnoze. Zaradi svoje heterogenosti pa predstavlja zanimiv
model za S$tudije karcinogeneze in tumorogeneze. Odkrili so mnogo molekularnih
nepravilnosti, kot so mikrosatelitska nestabilnost (MSI, angl. microsatellite instability),
inaktivacija tumorje zaviralnih (supresorskih) genov zaradi mutacije ali izgube
heterozigotnosti (LOH, angl. loss of heterozygosity), aktivacija onkogenov, reaktivacija
telomeraz (Zheng in sod., 2004). Po sploSnem mnenju so ene najpogostejSih genetskih
sprememb locirane na tumorskem supresorskem genu p53, zato se z njim ukvarja veliko

Studij, npr. Juvan in sod. (2007).

Glavna oblika, ki se pojavlja, je adenokarcinom, ostali so Se limfomi, sarkomi, karcinoidni
tumorji (Smith in sod., 2006). Sicer pa lahko Zelod¢ne rake klasificiramo na razlicne
nacine, ve¢inoma glede na strukturne, rastne in invazivne vzorce (Ming, 1998). Prevladuje
razdelitev na dva glavna histoloska tipa po Laurenu: intestinalni oz. dobro diferencirani in
difuzni oz. slabo diferencirani. Prvi je rezultat zaporedja dobro definiranih omejenih
prekurzorskih lezij, ki so napredovale iz kroni¢nega gastritisa preko atrofi€nega gastritisa
do intestinalne metaplazije, displazije in dalje do zgodnje oblike raka, invazivnega
karcinoma in metastaz. Pri drugem teh dobro definiranih lezij ni (Lauren, 1965, cit. po
Rajcevic, 2005). Obstaja Se tretji mesani tip, ki je heterogen (Ming, 1998). Ming (1998) je

zelod¢éne karcinome razdelil po rasti in invazivnosti na ekspanzivne in infiltrativne. Prvi
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rastejo z ekspanzijo kohezivnih tumorskih mas z dobro definirano periferijo, pri slednjem
pa celice rastejo neodvisno v razprSene individualne celice ali Zleze. Svetovna zdravstvena
organizacija (WHO, angl. World Health Organization) je adenokarcinome histolosko
razdelila na papilarni, tubularni, pec¢atnoceli¢ni in mukozni tip, dalje pa Se glede na zlezno
(glandularno) diferenciacijo (Ming, 1998). Klasifikacija TNM uposteva globino tumorske
infiltracije (stopnje Tis, T1, T2, T3, T4), prizadetost bezgavk (stopnje N1, N2, N3) in
prisotnost oddaljenih metastaz (MO in M1). Na podlagi te razdelitve lahko dolo¢imo
stopnje 0, I, I, IIT in IV (Jelenc, 2003).

Na nastanek Zelod¢nega raka vplivajo razliéni faktorji, tako genetski kot okoljski. K
slednjim spadajo prehrana (Serafini in sod., 2002), alkohol, kajenje (Sasazuki in sod.,
2002; Sjodahl in sod., 2006), vlogo pa naj bi imela tudi kroni¢na infekcija s Helicobacter
pylori. Gre za po Gramu negativno spiralno mikroaerofilno bakterijo s 4 do 6 flageli. Ti so
za8¢iteni z ovojem in omogocajo premikanje skozi mukozno plast. Kolonizira zelodce vec
kot polovice svetovne populacije, v takSnem okolju pa lahko prezivi tudi zaradi encima
ureaza in urea transportnega proteina. Okuzbi lahko sledijo razli¢ni vzorci gastritisa,
nekateri s poviSanim tveganjem za zelod¢ni rak. Do razlik lahko pride zaradi variiranja
med sevi, Se posebej pri virulen¢nih faktorjih (proteini CagA, VacA, BabA), ter predvsem
zaradi okoljskih in gostiteljskih genetskih dejavnikov (polimorfizmi nekaterih genov)

(Smith in sod., 2006).

2.1.2 Celi¢ne kulture

Sirok spekter Zivalskih in rastlinskih celic lahko gojimo v celi¢nih kulturah. To omogo¢a
Studije celi¢ne rasti in diferenciacije, pa tudi izvajanje genskih manipulacij za ugotavljanje
strukture in funkcije razli¢nih genov. Vecina zivalskih celic se pritrdi na plasticno posodo
in tako raste. Medij za vzdrZevanje je precej kompleksnejsi od npr. bakterijskega gojisca,
saj vsebuje soli, glukozo, aminokisline, vitamine in dostikrat Se serum kot vir polipeptidnih
rastnih faktorjev za stimulacijo celicne delitve. Velik vpliv pri njegovem razvoju je imel
Harry Eagle, ki je leta 1955 opisal prvo definirano gojisCe za rast zivalskih celic (Eagle,
1955, cit. po Cooper, 2000). Prva kultura iz tkiva se imenuje primarna. Raste do prekritja

povrsine posode. Lahko jo precepimo in tako dobimo sekundarno, terciarno itd. kulturo.
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Vendar pa normalnih celic ne moremo tako gojiti v neskon¢nost. Zato so zelo uporabne
celice iz tumorjev, ki tvorijo t.i. nesmrtne celicne linije (Cooper, 2000). Ena tak$nih je

linija iz ¢loveskega Zelod¢nega adenokarcinoma (Barranco in sod., 1983).

2.2 PROTEOMIKA

Proteomika je skovanka besed protein in genomika, pomeni pa analizo celotnih proteinskih
ekstraktov celic, tkiv ali organov (Wittman-Liebold in sod., 2006). Proteom je popoln niz
proteinov, najdenih v danem celi¢nem tipu v kateremkoli danem stanju (Brusic in sod.,
2007). Za razliko od genomskih podatkov, ki popisujejo statiéno stanje, je proteom
potreben za razumevanje dinami¢nih procesov v celicah. Razlikuje se med tkivi, razlicnimi
stanji razvoja bolezni in kaze razlike v proteinskem izrazanju med zdravljenjem. Za
identificiranje specifi¢nih proteinov s spremenjenim izrazanjem v razlicnih dinamic¢nih
situacijah, je potrebno preuciti vzorec proteinskega izrazanja celotnega proteoma pri
omenjenih razmerah. TakS$ni proteini namre¢ sluzijo kot novi biomarkerji (Wittman-

Liebold in sod., 2006).

Za analizo proteoma se proteomika posluzuje vrste razli¢nih tehnik, osnovne pa so:

- Locevanje proteinov z 2-DE, ki je sestavljena iz izoelektri¢nega fokusiranja (IEF), kjer
se proteini lo¢ijo glede na izoelektricno toCko (pl), in poliakrilamidne gelske
elektroforeze z natrijevim dodecil sulfatom (SDS-PAGE), kjer se loc¢ijo glede na
molekulsko maso (MW).

- Identifikacija proteinov z masno spektrometrijo (MS) z ionizacijo v matriksu,
desorpcijo z laserjem in masnim analizatorjem na cas preleta ionov (MALDI-TOF-MS,
angl. matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight) ali z masno
spektronomijo z elektrorazprsilno ionizacijo (ESI-MS, angl. electrospray ionisation) ter
N-terminalnim Edmanovim sekvenciranjem.

- Upravljanje in interpretacija z dobljenimi podatki z orodji bioinformatike.

2.2.1 Locevanje proteinov z 2-DE

Metodo je razvil O'Farrell (1975), skozi Cas pa se je izpopolnjevala. Kot Ze ime pove,
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proteine lo¢imo v dveh dimenzijah. Najprej se med IEF locijo glede na izoelektricno tocko.
Proteini so lahko neto pozitivno nabiti, negativno nabiti ali nevtralni (izoelektricna tocka),
kar se spreminja v odvisnosti od pH okolja. Med fokusiranjem se premikajo pod vplivom
elektri¢nega polja v traku s pH-gradientom in postajajo vedno manj nabiti, dokler se ne
ustavijo v tocki, kjer je njihov naboj 0. Druga dimenzija je SDS-PAGE, kjer lo¢imo
proteine glede na molekulsko maso. To naredimo tako, da jih negativho nabijemo z
natrijevim dodecil sulfatom (SDS), zaradi Cesar se nato premikajo proti anodi. Pri tem
morajo potovati po matriksu gela, ki nastane s polimerizacijo akrilamida in N,N-dimetil-
bisakrilamida (v nadaljevanju bisakrilamid) in vsebuje pore. Vecji proteini potujejo
pocasneje, na razpon lo¢enih mas pa lahko vplivamo z gostoto gela in pogoji elektroforeze

(GE Healthcare, 2004).

2.2.2 Identifikacija proteinov

Masna spektrometrija je dragoceno orodje pri identifikaciji proteinov in njihovih peptidnih
fragmentov. Gel, ki ga dobimo kot rezultat 2-DE, vsebuje proteine v obliki lis. Iz njega
lahko zeleno liso izreZemo in razgradimo s tripsinom. Dalje imamo ve¢ moznosti. Peptidne
fragmente lahko zmeSamo z matriksom iz nizkomolekularne organske kisline in jih nato
ioniziramo z laserskim zarkom. Peptidni ioni so usmerjeni v dolgo cev, kjer se razlicno
premikajo glede na svojo maso in naboj. Meri se njihov ¢as prihoda k detektorju. Tako
deluje MALDI-TOF-MS. Druga moznost je ESI-MS, kjer peptidno meSanico v raztopini
injiciramo in razpr§Simo v ionski vir instrumenta. Lahko se posluzimo tudi uporabe
tandemske masne spektrometrije (MS/MS), kjer se dobljeni peptidni ioni Se dalje
razgradijo. Za identifikacijo proteinov lahko uporabimo tudi N-terminalno Edmanovo
sekvenciranje. Degradacija se dogaja v sekvenatorju, ki avtomati¢no razgrajuje proteine in
peptide z njihovega N-terminalnega konca s kemicnim postopkom. Produkte navadno
lo¢imo in identificiramo z visokotla¢no teko€insko kromatografijo (HPLC). Posebno

vrednost ima za de novo sekvenciranje (Wittman-Liebold in sod., 2006).

2.2.3 Bioinformatika

Proteomika je za upravljanje in interpretacijo velikih koli¢in podatkov, ki so rezultat
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analize proteinov, odvisna od bioinformatike. Ta veda vkljucuje razli¢ne pristope za
sekvencno analizo, iskanje po podatkovnih bazah sekvenc, napoved proteinske strukture,
brskanje po podatkih in literaturi za funkcionalne lastnosti proteinov... Obstaja Ze kar
nekaj programskih oprem za to podro¢je (ImageMaster2D Platinum, Msight, InsPecT,
Aldente, DeNovoX, RelEx, MS-Pattern, Entrez, SPLASH), razvoj pa je Sele v zgodnji fazi
(Brusic in sod., 2007).

2.3 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA V PRAKSI

2.3.1 Ustaljeni postopki 2-DE

Metoda in nekatere ustaljene opcije so opisane v GE Healthcareovem priro¢niku za 2-DE
(GE Healthcare, 2004). Za zacetek je potrebna priprava vzorca: odvzem, razbitje celic,
pridobitev proteinov v raztopino, odstranjevanje motecih snovi, shranjevanje. Metode, ki
jih Ze v tem delu izberemo, so odvisne od samega vzorca in vplivajo na koncen rezultat
(Wittman-Liebold in sod., 2006). Najbolj ustaljen izbor za pripravo tkiva je trenje v
terilnici s pestilom in teko¢im dusikom, dobljenemu prahu pa dodamo pufer za lizo iz 9 M
uree, 4% (w/v) 3-[(3-kloroamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonata (CHAPS), 40
mM ditiotreitola (DTT) in 2% (v/v) IPG pufra (GE Healthcare, 2004). Pri merjenju
proteinske koncentracije pa se pojavi problem zaradi interferirajocih spojin v pufrih. To se
da resiti bodisi z izogibanjem posameznim spojinam, bodisi z drugafe prilagojenim

merjenjem koncentracije, kot ga je opisal npr. Ramagli (1999).

Samo fokusiranje lahko izvajamo v razli¢nih napravah (Ettan IPGphor, Multiphor), z njim
prilagojenimi postopki. Danes uporabljamo predvsem trakove s posusenim gelom, ki imajo
imobiliziran pH-gradient (IPG trakovi). Razlikujejo se tako po dolzini kot po pH-obmocju,
vsi pa morajo biti pred uporabo rehidrirani (Wittman-Liebold in sod., 2006). Ustaljena
rehidracijska raztopina vsebuje enake komponente kot ustaljen pufer za lizo, a v malenkost
drugacnih koncentracijah (8 M urea, 2% (w/v) CHAPS, 0,5-2% (v/v) IPG pufer, 40 mM
DTT, sled bromofenolmodrega). Obstajajo tudi okvirna navodila za sam protokol

fokusiranja, tocne Case pa je potrebno dolociti empiricno (GE Healthcare, 2004).
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Naslednja faza je ekvilibracija, kjer s SDS-om nabijemo proteine (pri Cemer se ustvarijo
negativno nabiti kompleksi) in jih pripravimo na drugo dimenzijo (Wittman-Liebold in
sod., 2006). Ustaljena ekvilibracijska raztopina je iz 6 M uree, 30% (v/v) glicerola, 50 mM
Tris-HCI pufra s pH=8,8, 0,002% bromofenolmodrega in 2% (w/v) SDS-a, ¢emur je v prvi
fazi dodan 1 % (w/v) DTT-ja, v drugi pa ga nadomesti 2,5 % (w/v) jodoacetamida (IAA).
Vsaka faza traja vsaj 10 min (GE Healthcare, 2004).

Sama elektroforeza je lahko navpi¢na (npr. sistemi EttanDALT) ali polozna (npr.
Multiphor), z razli¢nimi pufrskimi sistemi, med njenim potekom pa kompleksi protein-
SDS potujejo proti anodi. Ustaljeni pufrski sistem je tris-glicinski, in sicer iz 25 mM Trisa,
192 mM glicina ter z dodanim 0,1 % SDS-a. Izbiro imamo tudi pri gelih: lahko kupimo ze
narejene ali jih vlijemo sami, izbiramo lahko med razli¢nimi koncentracijami akrilamida in
bisakrilamida ter njunim razmerjem (standardno za proteine je 37,5 : 1), odlo¢imo se lahko

za razli¢no velikost in debelino (GE Healthcare, 2004).

Za vizualizacijo je potrebno gele pobarvati. Uporabljamo predvsem barvanje s Coomassie
brilliant blue (CBB) za preparativne gele ter bolj obcutljivo barvanje s srebrom za analitske
gele. Za Se vecjo obcutljivost lahko uporabimo barvila s fluorofori (npr. barvila SPYRO).
Posebna oblika je diferen¢na gelska elektroforeza 2D-DIGE, kjer s fluorescentnimi barvili
Cy3 in Cy5 ozna¢imo dve ali ve¢ celi¢nih stanj pred samo 2-DE. Celi¢ne lizate nato
zmeSamo in nanesemo na en gel, pri cemer se zmanjSa variabilnost med geli. Alternativna
moznost je prenos proteinov na membrano (Wittman-Liebold in sod., 2006). Ve¢ o
pozitivnih in negativnih straneh razlicnih metod barvanj proteinov je napisano v

preglednem c¢lanku Millerja in sod. (2006).

Po digitaliziranju gelov z opti¢nim Citalcem je na vrsti raCunalniSka analiza. Tudi tu je na
voljo ve¢ programov, npr. ImageMaster2D Platinum, PDQuest, Flicker (Brusic in sod.,
2007).

2.3.2. Cloveski Zelodec in 2-DE

V zadnjih letih se je pojavilo Ze kar nekaj raziskav ¢loveskega Zzelodca z 2-DE, veliko jih je
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predvsem s podrocja Azije, kjer je ta bolezen Se posebno pogosta (Kuramitsu in Nakamura,
2006). Ha in sod. (2002) iz Koreje so se raziskav lotili za vzpostavitev 2-DE kart in
podatkovnih baz identificiranih proteinov. 100-200 mg vzorcev so homogenizirali v 2 ml
pufra s 50 mM Tris-HCI (pH=7,2) ter meSanico proteaznih inhibitorjev (iz 1 mM AEBSF-
a, 0,8 uM aprotinina, 21 uM leupeptina, 36 uM bestatina, 15 uM pepstatina A in 14 uM E-
64 ), cemur je sledilo centrifugiranje pri 1000 x g, 5 min, za odstranitev tkivnih in celi¢nih
ostankov. Supernatant so vzeli kot celokupni homogenat. Dalje so ga frakcionirali z
ultracentrifugiranjem: supernatant je sluzil za topno in pelet za membransko frakcijo. Prvo
so precipitirali s trikloroocetno kislino (TCA) in precipitat nato z razbijanjem z
ultrazvokom raztopili v raztopini 8 M uree, 4% (w/v) CHAPS-a, 40 mM Trisa, 100 mM
DTT-ja in 2% (w/v) dodatka amfolitov pH 3-10, drugo pa le sprali s PBS-om in raztopili
na enak nacin. Oboje so pustili stati 1 h pri sobni temperaturi (ST), nato odcentrifugirali
(15.000 vrt./min, 10 min) in supernatant po merjenju koncentracije z Bradfordovim
reagentom uporabili za 2-DE vzorce. Po 1 mg (preparativni geli) ali do 200 pg (analitski
geli) proteinov so raztopili v navedeni rehidracijski raztopini in jih fokusirali v aparatih
IPGphor (18 cm trakovi) ali Protean IEF Cell (17 cm trakovi), z aktivno rehidracijo, ez
no¢, pri 50 V in casom fokusiranja 70 kVh. Ekvilibracijo so izvedli z ustaljeno
ekvilibracijsko raztopino dvakrat po 10 min. Elektroforetsko so proteine locili v 7,5-17,5%
gradientnih poliakrilamidnih gelih v tris-glicinskem pufrskem sistemu, pod naslednjimi
pogoji: 5 mA/gel 1 h, nato pa 10 mA/gel, dokler ni fronta barvila pripotovala do konca
gela. Preparativne gele so pobarvali s CBB G-250 in analitske s srebrom, analizirali pa so
jih s programom PDQuest. Zelene lise so izrezali, razgradili s tripsinom in identificirali z
MALDI-TOF-MS (od 745 lis so jih identificirali le 32,6 %). Rezultati locbe so prikazani
na slikah 1 in 2: na prvi so vidni geli razli¢nih frakcij proteinov v pH obmocju 3-10
(povprecno 1400 lis/gel, 100 pg proteinov), na drugi pa le topna frakcija v dveh razli¢nih
pH-obmocjih (900 in 600 lis/gel, 200 pg proteinov).
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+ SDS-PAGE
+ SDS.-PAGE

Slika 1: Pregled 2-DE kart za zelod¢no tkivo. A- celokupni homogenat; B- topna frakcija; C- membranska
frakcija (Ha in sod., 2002: 2517).
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Slika 2: Karti topnih frakcij proteinov zelodénega tkiva. A- topna frakcija pri razponu pH 4-7; B- topna
frakcija pri razponu pH 6-9 (Ha in sod., 2002: 2518).

Ryu in sodelavci (2003), prav tako iz Koreje, so se lotili ene stopnje visje: iskanje
biomarkerjev s primerjavo tumorskih, normalnih in marginalnih (vzorci normalnega tkiva
5 cm stran od primarnega tumorja) vzorcev Zelodcev iz 11 bolnikov. Zelodéno tkivo so
najprej sprali z raztopino iz 50 mM Tris-HCI (pH=7,1), 100 mM KCI, 60 mM
etilendiamintetraocetne kisline (EDTA), 5,8 mM benzamidina in 0,2 mM fenilmetilsulfonil
fluorida (PMSF) ter ga nato liofilizirali 1 h. Po 30 mg vzorcev so nato zdrobili pod teko¢im
duSikom in raztopili v 100 pl pufra iz 7 M uree, 2 M tiouree, 4% CHAPS-a, 100 mM DTT-
ja, 25 mM Tris-HCl, 50 mM KCl in 0,2% raztopine amfolitov pH 3-10. Dodali so tudi do
210 U DNaze in vse skupaj inkubirali 30 min pri ST. Nato so s centrifugiranjem s 13.000
vrt./min, 20 min pri 10 °C, odstranili netopen material. Koncentracijo so merili z
Bradfordovim reagentom in na gel dajali po 1 mg proteinov. Za IEF so uporabili aparat
Protean IEF Cell in 17 cm dolge trakove s pH-gradientom 4-7; fokusirali so do 145 kVh.
Sledilo je 2 x 15 min ekvilibracije z raztopino, v katero so dodali 2 % DTT-ja. Za SDS-
PAGE so uporabili 13% gele pod konstantnim tokom 30 mA. Barvali so s CBB R-250,
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analizirali s programom Melanie III, identificirali pa s pomocjo baze podatkov Narodne
univerze v Gyeongsangu in MALDI-TOF-MS. Rezultati so predstavljeni na slikah 3 in 4:
na prvi je viden vzorec tkiva, lo¢en v pH-obmocju 4-7 (priblizno 1500 lis), na drugi pa

diferencno izrazanje dveh proteinov v normalnih, marginalnih in rakavih vzorcih.

Slika 3: 2-DE vzorec zelodénega tkiva (Ryu in sod., 2003: 506).
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Slika 4: Diferencialno izrazanje desmoplakina I (pusc¢ice) in prohibitina (obkrozen) v normalnih (A-C),
marginalnih (D-F) in rakavih (G-I) vzorcih (Ryu in sod., 2003: 507).

Ob primerjavi normalnega tkiva z rakavim so odkrili, da imajo v rakavem povecano
izrazanje nasledn;ji proteini: NSP3, transgelin, prohibitin, HSP 27 (angl. Heat shock 27 kDa
protein) in njegove razli€ice, protein disulfid izomeraza A3, z glukozo uravnavani protein
ter neimenovani proteinski produkt. ZmanjSano izrazanje v rakavem tkivu so ugotovili za
naslednje proteine: apolipoprotein A-1, p20, nukleozid difosfat izomeraza A, alfa-1-

antitripsin, dezmin, serumski albumin in serotransferin.

Nishigaki in sodelavci (2005) so diferencialno primerjali Zelodce japonskih bolnikov. Imeli

so 14 tumorskih in njim ustreznih normalnih vzorcev. Po 10 mg tkiva so homogenizirali v
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tekoCem dusiku, v 40 pl pufra iz 7 M uree, 2 M tiouree, 2% CHAPS-a, 1,5% Triton-a X-
100, 1% raztopine amfolitov pH 3-10, 1% DTT-ja, 5 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina,
1 pg/ml pepstatina in 1 mM PMSF-a. Vse skupaj so razbijali z ultrazvokom in 5 min
centrifugirali pri 3000 x g. Supernatant je sluzil kot proteinski ekstrakt: za analizo so ga
jemali po 10 pl. IEF so izvedli v sistemu Protean IEF Cell z 18 cm dolgimi trakovi, SDS-
PAGE pa na 12% gelih, barvali so s srebrom in barvilom SPYRO Ruby, racunalnisko
analizo pa izvedli s programom PDQuest. Za identifikacijo so se posluzili MALDI-TOF-
MS. Kot interne standarde so uporabili 3 proteine. Vsak vzorec so analizirali v treh izvodih
in za signifikantno spremembo upoStevali ve¢ kot dvakratno spremembo v intenziteti lise
med ve¢ kot 30 % tumorskih vzorcev. Rezultati so predstavljeni na sliki 5: zgoraj sta vidna
celotna gela proteinov normalnega in tumorskega tkiva, lo¢enih na pH-obmocju 4-7
(povpre¢no 1200-1300 lis/gel), spodaj pa so posamezni izseki za diferencialno primerjavo

1zrazanja.
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Slika 5: 2-DE proteinska profila rakavega (A) in normalnega (B) Zelod¢nega tkiva ter povecani prikaz
diferencialnega izrazanja za nekatere proteine (C) (Nishigaki in sod., 2005: 3208).
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Ob primerjavi so v rakavem tkivu ugotovili, da imajo v ve¢ kot 50 % tumorjev
signifikantno poviSano izrazanje naslednji proteini: aneksin 5 (ANXAS), bifosfat 3'-
nukleotidaza (BPNT1), z mikrotubuli povezan protein, ¢lan 1 RP/EB druzine (EBI),
glutation S-transferaza GST3, HSP27, MEF2C (angl. MADS box transcription enhancer
factor 2, polypeptide C), nikotinamid N-metiltransferaza (NNMT) ter neimenovani
proteinski produkt. ZmanjSano izraZanje pa so imeli ApoA-I vezavni protein (APOA1BP),
CAll, od ATP odvisna proteolitska podenota homologa Escherichie. coli (CLPP),
COX5SA, CYRG61, serinski proteazni inhibitor ELANH2, tezka veriga feritina (FTH1),
MADILI (angl. Mitotic checkpoint protein isoform MADIla) ter manoza-6-fosfat

izomeraza (MPI).

Se ene diferen¢ne primerjave Zelodcev japonskih bolnikov so se lotili tudi Yoshihara in
sodelavci (2006). Po 20-30 mg vzorcev, zmrznjenih v suhi metanolovi kopeli in shranjenih
pri -80 °C, so homogenizirali s steklenimi kroglicami v dializnem pufru iz 5 M uree, 1| M
tiouree, 10 mM NaPPi, 1,67 pl/ml 2-merkaptoetanola, 0,005% DNaze I, 0,05 mg/ml
RNaze A, 20 pM leupeptina, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF-a, in 20 uM pepstatina A.
Mesanico so 30 min centrifugirali pri 50.000 vrt./min in 4 °C, v supernatantu pa so dolocili
koncentracijo proteinov z Bradfordovim reagentom; analizirali so jih po 500 pg. IEF je 18
h potekalo z naras¢anjem napetosti do 700 V, in sicer pri 4 °C v 1% agaroznem gelu z
dolzino 18 cm, SDS-PAGE pa 3 h na 5-15% gradientnem akrilamidnem gelu, pri 15 mA,
in 2 h pri 70 mA in ST. Barvali so s CBB R-250 in dobljene gele analizirali s programsko
opremo ImageMaster. Za referenco za oceno spremembe izrazanja proteinov med
normalnim in tumorskim tkivom so uporabili gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo
(GAPDH), ker se njena raven med preiskovanimi tumorskimi in ustreznimi netumorskimi
tkivi bolnikov ni razlikovala. Prav tako se ni razlikovala raven njene sporocilne
ribonukleinske kisline (mRNA), kar so ugotovili z verizno reakcijo s polimerazo v realnem
casu (RT-PCR). Rezultati so prikazani na sliki 6: na prvi je viden celoten gel rakavega

vzorca, na drugem pa detajlni izseki za prikaz diferencialnega izrazanja.
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Slika 6: Pregled celotnega gela bolnika z gastricnim adenokarcinomom ter podrobnejsi prikaz
diferencialnega izrazanja nekaterih proteinov v tumorskem in normalnem Zelodénem tkivu (Yoshihara in
sod., 2006).

Pokazali so, da se je v povpre¢ju v tumorskem tkivu poviSala raven manganove superoksid
dismutaze (MnSOD), nehistonskega kromosomalnega proteina (HMG-1) in fosfoglicerat
kinaze 1 (PGK-1) ter znizala raven prekurzorja foveolina (FOV), glutation S-transferaze
(GST), prekurzorja aspartat aminotransferaze 2 (AST) in karbonske anhidraze I in II (CAl,
CAIlD).

V Nemciji so se Ebert in sod. (2005) lotili 2-DE analize vzorcev 10 bolnikov. Posebnost
njihove metode je bila, da so Zelod¢no tkivo po spiranju (50 mL RNAlater, 50 ml PBS-a,
800 ml benzamidina, 800 ul EDTA, leupeptin in Pefabloc SC), homogenizaciji,
centrifugiranju in resuspendiranju v zafetnem pufru, z magnetnimi zrnci s protitelesom,
usmerjenim proti povrSinskemu antigenu epitelijskih celic, obogatili epitelijske celice oz.
jih lo¢ili od ostalih. Suspenzijo so nato centrifugirali in celicne pelete lizirali s pufrom iz 7
M uree, 2 M tiouree, 4% (w/v) CHAPS-a, 100 mM DTT-ja in 2% raztopine amfolitov, z
vmesnim vorteksiranjem in razbijanjem z ultrazvokom 3 x 10 s na ledu. Koncentracijo
proteinov so dolo¢ili z Bradfordovo metodo. Po 100 ug proteinov so fokusirali na 17 cm
dolgih trakovih s pH-obmo¢ji 3—6 in 5-8 ter elektroforetsko locili na 12,5% gelih v
sistemu Ettan Dalt II, kjer so uporabili tudi markersko lestvico. Pobarvali so jih s srebrom
po verziji, kompatibilni z masno spektrometrijo. Analizo gelov so izvedli s programom
Melanie 3.0 in z MALDI-TOF-MS analizirali lise z vsaj dvakratno razliko v izrazanju in
pogostostjo, vi§jo od 20 %. Rezultate njihove locbe (priblizno 100 lis/gel) prikazuje slika
7.
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Slika 7: 2-DE analiza zdravega (A) in rakavega (B) Zelodénega tkiva ter poveCava prikaza diferencialnega
izrazanja katepsina B (Ebert in sod., 2005:1698).

V pH-obmocju 3-6 so v tumorskih celicah ugotovili povisano izrazanje za 32 proteinov,
med njimi tranzicijske ER ATPaze in miozinske lahke verige ter znizano za 48 proteinov,
med njimi prekurzorja gastriksina, prekurzorja katepsina E, verige D ATP-sintaze in
komponente komplementa 1 (Q subkomponente-vezavni protein). V obmocju 5-8 so
ugotovili povisano izrazanje tumorskih celic za 34 proteinov, med katerimi so podenota
beta proteasomskega aktivatorja hPA28, ojacevalec osnovnega homologa in PDZ in LIM
domeni proteina 1, ter znizano za 77 proteinov, kamor spadajo tudi CA11, peroksiredoksin
2, dihidrolipoamid dehidrogenaza (mitohondrijski prekurzor), elektronskotransferni-
flavoprotein-ubikinon oksidoreduktaza, mitohondrijski prekurzor fumarat hidrataze, 42
kDa podenota NADH-ubikinon oksidoreduktaze, sukcinat dehidrogenazni flavoprotein in
150 kDa proteinski prekurzor, uravnavan s kisikom. PoviSano izrazanje v rakavih vzorcih
je pri 60 % bolnikov pokazal tudi katepsin B, katerega so Se dalje analizirali
(imunohistokemijsko, prenos Western), ker je ze bil povezan s progresijo in invazijo

razli¢nih tipov raka.

Zelod¢ni rak je pogost vzrok smrti tudi na Tajvanu. Chen in sod. (2007) so v svoje
raziskave vkljucili 56 bolnikov. Poleg 2-DE so rezultate potrdili s kvantitativno reakcijo
RT-PCR, prenosom Western in imunohistokemijsko analizo. Vzorce tkiva so v terilnici
zdrobili in z enominutnim razbijanjem z ultrazvokom solubilizirali v pufru iz 7 M uree, 2

M tiouree, 4% NP 40, 1% DTT-ja in 0,002% bromofenolmodrega. Netopni material so
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odstranili s 30-min centrifugiranjem pri 12.000 x g in 4 °C. Proteinsko koncentracijo so
dolocili z Bradfordovo metodo in za analizo jemali po 150 pg proteinov. IEF je potekalo
na 13 cm dolgih trakovih v IPGphorju, SDS-PAGE pa 5 h na 10% gelih v sistemu Hoefer
SE600. Barvali so s srebrom, dobljene gele analizirali s programom ImageMaster 2D Elite
in zelene lise identificirali z MALDI-TOF-MS. Rezultati so prikazani na sliki 8, kjer so
geli loCeni glede na histoloski tip po Laurenu, zraven pa so Se izseki prikaza

diferencialnega izrazanja kloridnega intracelularnega kanalnega proteina 1 (CLIC1).
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Slika 8: 2-DE geli proteinskega ekstrakta intestinalnega in difuznega tipa rakavega tkiva v primerjavi z
normalnim (levo) ter izsek iz 6 parov gelov rakavega in normalnega tkiva za prikaz diferencialnega izrazanja
s puscico oznacenega proteina CLIC1 (desno) (Chen in sod., 2007: 160).

Identificirali so 271 proteinov iz 418 izbranih lis, 50 od teh se jih je diferen¢no izrazalo: 29
jih je imelo poviSano izrazanje v tumorskem tkivu (npr. aldehidna dehidrogenaza 1A1,
GST P, GDP-disociacijski faktor 2, Hsp 27), 21 pa znizano (npr. aspartatna transaminaza,
citosolna malatna dehidrogenaza, hemopeksin, transferin, haptoglobin). Kreatin kinaze
veriga B, fosfoglicerat mutaza A in sréne L-laktat dehidrogenaze veriga H so bile povisane
le pri difuznem tipu raka, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, izocitrat dehidrogenaza 1,
tioredoksin peroksidaza B, uracil DNA glikozilaza, tirozin 3/triptofan 5-monooksigenazni

aktivacijski protein, WDR1 in Cypa veriga A pa le v intestinalnem. Dalje so analizirali v
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rakavem tkivu povisan CLICI, in sicer s kvantitativno reakcijo RT-PCR, prenosom
Western in imunohistokemijsko analizo. Ugotovili so povezavo poviSanega izraZanja tega
proteina z metastaziranjem v limfne vozle, limfati¢no invazijo, perineuralno invazijo in

slab$im prezivetjem.



Kocevar N. Preiskava proteoma z dvodimenzionalno gelsko elektroforezo pri raku zelodca: optimizacija postopka in preliminarni poskusi.

Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2007

3 MATERIAL IN METODE

3.1 KEMIKALIJE IN NAPRAVE

GE Healthcare (prej: Amersham Biosciences): Immobiline™ DryStrip (pH 4-7, 24 cm),

IPG buffer pH 4-7, mineralno olje, sistem Ettan" IPGphor™™ II IEF, elektroforezna enota
Ettan™ DALTsix, usmernik Electrophoresis Power Supply EPS 601, opti¢ni &italec
ImageScanner, enota za krozenje vode MultiTemp.

Eppendorf: centrifugi 5810R in 5417C.

Fermentas: 20 x DTT.

Kemika: srebrov nitrat (AgNOs3), urea.

Merck: amonijev persulfat (APS), etanol, metanol, natrijev karbonat (Na,COs), ocetna

kislina.
Pierce: komplet BCA™ Protein Assay Kit.

Roth: CHAPS, DTT, glicin, mesanica akrilamida in bisakrilamida Rothiphorese® Gel 30
(37,5:1).

Sigma: bromofenolmodro, EDTA, FBS, TAA, medij za celi¢no linijo Nutrient Mixture F-

12 Ham, NP 40, PBS tablete, raztopina penicilin-streptomicin, raztopina tripsin-EDTA,

SDS, tele¢ji serum FBS, TEMED, Trizma® baza, meSanica proteaznih inhibitorjev.

3.2 VZORCI

Za optimizacijo smo uporabili vzorec zdravega zelod¢nega tkiva osebe, mlajse od 35 let, ki

smo ga dobili z Instituta za sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v Ljubljani.
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Tam so Zelodec najprej sprali z vodo, ga vpeli 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.

Za preliminarne raziskave smo uporabili tumorske vzorce zelod¢nega tkiva (preglednica 1)
in od tumorja primerno oddaljene normalne vzorce Zelod¢nega tkiva. Osebe so bile stare
od 47 do 80 let. Vzorce smo dobili z Oddelka za patologijo Onkoloskega inStituta v
Ljubljani, kjer so bili odvzeti po njihovem protokolu in shranjeni v plasti¢nih posodicah pri

-80 °C.

Vsi vzorci so bili anonimni, brez osebnih podatkov oz. podatkov o njihovem izvoru.

Preglednica 1: Seznam uporabljenih tumorskih vzorcev (B - bolnik) z diagnozo (Ca - carcinoma, Aca -
adenocarcinoma), starostjo bolnika, velikostjo tumorja, stopnjo diferenciacije po WHO, tipom tumorja po
Laurenu (i - intestinalni, d - difuzni) in Mingu (eks - ekspanzivni, inf - infiltrativni), globino tumorske
infiltracije (T), prizadetostjo bezgavk (N) in prisotnostjo metastaz (M).

Biopsija B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
Mucinous
Diagnoza Ca Aca Ca Ca Aca Aca
Aca
Starost
72 72 47 57 68 80 69
(leta)
Velikost
10,5 3 11 4 10 5 8
(cm)
WHO zmerno | zmerno | slabo slabo ZMErno | zmerno | zmerno
Lauren i i d d 1 1 1
Ming eks eks inf inf eks eks eks
T 1 2 3 2 2 2 2
N 0 1 3 1 3 1 1
M X X 1 X X X X

Uporabili smo tudi hiperdiploidno (vecje Stevilo kromosomov kot je diploidno Stevilo)
celi¢no linijjo AGS iz gastricnega adenokarcinoma 54-letne kavkazijke, ki pred resekcijo ni

dobivala zdravil (slika 9). Dobavitelj je bila Evropska zbirka celi¢nih kultur (ECACC,
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angl. European Collection of Cell Cultures).

Slika 9: Fotografija celic celi¢ne linije AGS v petrijevki z dne 13. 02. 2007.

3.3 METODE DELA

Po nekaj testnih poskusih smo pripravili proteinski ekstrakt vzorca Zelodca (tumorskega in
normalnega) enega bolnika (par 1). Preizkusili smo pufer za lizo iz PBS-a, EDTA,
glicerola in NP 40 (L1; opis sestave na strani 21), uporabili krajsi ¢as centrifugiranja in za
analizo uporabili enake volumne (10 pl) ekstraktov. Proteine smo locili v prvi dimenziji na
24 cm dolgem traku s pH-obmoc¢jem 4-7, v drugi pa z 10% poliakrilamidnim gelom. Za
vizualizacijo smo uporabili barvanje s srebrovim nitratom. Nato smo uspeSna gela
racunalniSko analizirali, da smo ugotovili ali so proteini enaki in ali se kaksni diferencialno
izrazajo. Dalje smo nekaj lis izrezali in poslali na identifikacijo z MALDI-TOF-MS. Ker
pa se ta prvotno uporabljeni postopek 2-DE kasneje pri mnogih analizah ni izkazal za
dovolj ponovljivega, smo ga optimizirali na vzorcu zdravega zelodca. Najprej smo
poskusili z novim pufrom za lizo iz uree in CHAPS-a (L2), podaljsali ¢as centrifugiranja (1
h) in nato eksperimentirali z razlicnimi obarjanji. Ko smo bili s pripravo vzorca zadovoljni,
smo povecali §e koncentracijo akrilamida v gelu (12% geli) ter SDS-a v elektroforeznem
pufru (0,2% SDS) in ekvilibracijski raztopini (4% SDS). Nato smo opravili 2-DE analizo 6
parov vzorcev v dveh ponovitvah in celi¢ne linije AGS. Pri celotnem delu je bilo
pomembno, da se ni¢esar nismo dotikali brez rokavic, saj bi lahko vzorce kontaminirali z

nasSimi keratini, ter da smo tkivne vzorce in proteinske ekstrakte vedno imeli na hladnem
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(na ledu med analizo in pri -70 °C med shranjevanjem).

3.3.1 Priprava vzorcev

3.3.1.1 Tkivo zelod¢ne sluznice

Koscke tkiva zelodéne sluznice, ki smo jih dobili z Oddelka za patologijo Onkoloskega
instituta v Ljubljani, smo do uporabe hranili v skrinji pri -70 °C. Enako smo storili z
vzorcem zdravega zelodca z InStituta za sodno medicino Medicinske fakultete Univerze v

Ljubljani.

Za analizo smo jih najprej stehtali in nato zdrobili v hladni terilnici s pestilom, med
dolivanjem tekocega dusika. Dobljeni prah smo raztopili v enem izmed dveh (L1, L2)
ohlajenih pufrov za lizo, in sicer tako, da smo dodali trikratno koli¢ino pufra v ml glede na
tezo koScka tkiva v mg. Dodali smo tudi meSanico proteaznih inhibitorjev, da bi preprecili
proteolizo.

L1: 10 mM PBS, 10 mM EDTA, 10 mM glicerol, 0,01% NP 40

L2: 9 M urea, 4% CHAPS.

Prvi pufer za lizo (L1) je modificirana razli¢ica pufra iz nekaterih sestavin, ki jih za
pripravo celokupnega proteinskega ekstrakta uporabljajo pri podjetju BioChain (BioChain
Institute, 2004). Ta ne denaturira proteinov (kar omogoca njegovo uporabo $e kje drugje in
ne izkljuéno za 2-DE) in vsebuje PBS za zagotavljanje primernega pH, EDTA za
kovalentno vezavo kationov, sicer potrebnih za delovanje proteaz, glicerol za zamrzovanje
in neionski detergent NP 40. Drugi pufer za lizo (L2) je klasi¢en pufer za lizo brez DTT-ja
in amfolitov, ki bi motili merjenje koncentracije, vsebuje pa ureo, ki kot denaturant
solubilizira in razvije proteine, in detergent CHAPS v obliki ionov dvojckov, ki prav tako
solubilizira vzorec in prepreci agregacijo zaradi hidrofobnih interakcij. Pri obeh puftih je
zelo pomembno, da detergent nima neto naboja, saj bi to motilo izoelektri¢no fokusiranje

(GE Healthcare, 2004).

Po vorteksiranju je sledilo 3 x 10 s razbijanja celic z ultrazvokom z vmesnim hlajenjem in

dveurna inkubacija na ledu. Za odstranitev netopnih delcev smo vzorce centrifugirali:
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- 15 min pri 10.000 vrt./min in 4 °C ali
- 1 hpri 13.000 vrt./min in 4 °C.
Supernatant smo vzeli kot proteinski ekstrakt in ga ali takoj uporabili ali alikvotirali in

shranili pri -70°C.

3.3.1.2 Celi¢na linija AGS

Celi¢no linijjo AGS smo gojili v plasti¢nih steklenickah ali petrijevkah pri 37 °C v mediju
F-12 Ham, z dodanimi 10 % FBS-a in 1 % 100x raztopine penicilina-streptomicina.
Precepljali smo jih na 2 do 3 dni oz. ko so prerasle 80-90 % dna: najprej smo odlili stran
medij in celice sprali z malo 1x PBS-a. Nato smo dodali raztopino tripsina z EDTA (3 ml
na posodico) in inkubirali 5 min pri 37 °C. Ko so se celice odlepile od dna, smo jim dodali
gojis¢e (3 ml na posodico) za inhibicijo tripsina. Po 1 ml meSanice smo nato nacepili v

novo posodico s 6 ml sveZega medija.

Za izolacijo proteinov smo mesanico celic, tripsina in gojiS¢a najprej centrifugirali 5 min
pri 1000 vrt./min in sobni temperaturi (ST), da smo odstranili medij in tripsin. Supernatant
smo odlili in usedlino sprali z 1x PBS-om ter ponovno centrifugirali pod enakimi pogoji.
Supernatant smo ponovno odlili in usedlino celic lizirali s pufrom, ki je vseboval 10 mM
PBS, 10 mM EDTA, 10 mM glicerol, 0,01% NP 40 (L1). Na 1 volumsko enoto celic smo
dodali 3 volumske enote pufra. Za zasCito pred proteolizo smo dodali Se meSanico
proteaznih inhibitorjev. Celice smo v nadaljevanju razbijali z ultrazvokom 3 x 10 s, z
vmesnim hlajenjem. Dobljeno meSanico smo alikvotirali in shranili pri -70 °C. Ko smo jo
zeleli uporabiti za analizo, smo jo najprej centrifugirali 15 min pri 10.000 vrt./min in ST in

supernatant uporabili kot proteinski ekstrakt.

3.3.1.3 Odstranjevanje motecih snovi

Vzorec lahko vsebuje motece snovi (npr. nukleinske kisline, lipide, polisaharide, soli), ki
motijo nadaljnjo analizo. Odstranimo jih lahko z ve¢ metodami, vsaka ima svoje prednosti
in slabosti. Ena izmed njih je obarjanje, katerega glavna slabost je morebitna izguba

proteinov, bodisi ker nekateri ostanejo topni, bodisi ker se pelet tezko raztopi. Temu smo
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se sprva zeleli izogniti, a nam zaradi slabe ponovljivosti vzorcev lis na gelih ni preostalo
drugega. Preizkusili smo 3 razli¢ice: obarjanje z acetonom, trikloroocetno kislino (TCA)

ali nasiceno raztopino amonijevega sulfata.

Pri obarjanju z acetonom odstranimo organsko topne kontaminante, hkrati pa tudi taksne

proteine (GE Healthcare, 2004). Izvedli smo ga tako, da smo eni volumski enoti vzorca
dodali $tiri volumske enote acetona, ohlajenega na -20 °C. Vse skupaj smo za 2 h
inkubirali pri -20 °C in nato 10 min centrifugirali pri 14.000 vrt./min in na sobni
temperaturi (ST). Pelet smo 15 min susili na zraku in nato raztopili v raztopini 9 M uree in

4% CHAPS-a.

Obarjanje s trikloroocetno kislino (TCA) je znano predvsem po tezki resolubilizaciji
nastalega precipitata, mozne pa so tudi degradacije ali modifikacije proteinov (GE
Healthcare, 2004). 1zvedli smo ga tako (Coachman in sod., 2002), da smo eni volumski
enoti vzorca dodali eno volumsko enoto 20% TCA, inkubirali 30 min na ledu in 10 min
centrifugirali s 14.000 vrt./min pri ST. Pelet smo sprali s priblizno 200 pl hladnega acetona
in 5 min centrifugirali s 14.000 vrt./min pri ST. Spiranje in centrifugiranje smo ponovili,

pelet susili 15 min na zraku in ga raztopili v raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a.

Pri obarjanju z nasiceno raztopino amonijevega sulfata proteine obarjamo s povecevanjem

koncentracije te soli. Pri tem odstranimo npr. nukleinske kisline. Slaba stran metode je, da
nekateri proteini ostanejo topni tudi pri visoki koncentraciji soli in da lahko le-ta moti IEF
(GE Healthcare, 2004). Izvedli smo jo tako (Wang, 1996), da smo vzorcu po kapljicah
dodajali nasi¢eno raztopino amonijevega sulfata do tvorbe oborin in vse skupaj inkubirali
20 min. Nato smo vzorce 10 min centrifugirali s 14.000 vrt./min pri ST, pelet 15 min susili

na zraku in ga raztopili v raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a.
3.3.1.4 Merjenje koncentracije proteinov
Za merjenje koncentracije smo uporabili komplet BCA™ Protein Assay Kit in postopali po

navodilih proizvajalca. Metoda kombinira redukcijo Cu®" do Cu'" s proteinom v alkalnem

mediju s kolorimetri¢no detekcijo Cu'" z reagentom, ki vsebuje bicinkoninsko kislino. To
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se kaze kot sprememba barve delovnega reagenta iz zelene v vijolicasto, kar je prikazano
tudi na sliki 10: v prvi in peti epruveti je le delovni reagent, v ostalih pa Se vzorec razlicnih

koncentracij.

Slika 10: Prikaz spremembe barve delovnega reagenta (zeleno) ob dodatku vzorca (vijoli¢no).

V epruveti smo zmesali po 1 ml delovnega reagenta (iz 50 enot reagenta A, ki vsebuje
bicinkoninsko kislino in 1 enote reagenta B, ki vsebuje bakrov sulfat) s 5 pul vzorca,
razredenega v 45 pl deionizirane vode (miliQ). Vzorec smo redcili, ker bi sicer bila
nastala barva premoc¢na. Epruvete smo inkubirali 30 min pri 37 °C in nato zmerili
absorbanco pri 560 nm (Ase). Za slepi vzorec smo uporabili delovni reagent s pufrom za
lizo brez vzorca. Pri pripravi umeritvene krivulje smo po 1 ml delovnega reagenta dodali

po 50 pul govejega serumskega albumina (BSA) razli¢nih koncentracij.

3.3.2 Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

Proteine smo lo¢ili glede na njihovo izoelektri¢no tocko (pI), v sistemu IPGphor™ II IEF
(slika 11), ki omogoc€a hkratno fokusiranje 6 vzorcev. Ima dve zlati elektrodi, med
katerima je ustvarjeno elektri¢no 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 ustavijo.
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Slika 11: Izoelektri¢ni fokusirni sistem s kerami¢nimi nosilci Ettan™ IPGphor™.

Za loCevanje smo uporabili 24 cm dolge trakove z imobiliziranim pH-gradientom (IPG) in
razponom pH od 4 do 7, ki jih je bilo najprej potrebno rehidrirati. IPGphor'™ nam ponuja
moznost izvajanja rehidracije in samega fokusiranja v posebnih kerami¢nih nosilcih (sliki
12 in 13) 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.

Slika 12: Kerami¢ni nosilci v $katli za shranjevanje.
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Slika 13: Keramic¢ni nosilec z odprtim pokrovom.

Rehidracijsko raztopino smo pripravili tako, da je vsebovala 8 M ureo, 0,5% (W/v)
CHAPS, 0,2% DTT, 0,5% (v/v) IPG-pufer, 10% (v/v) glicerol in 0,002%
bromofenolmodro (Westermeier in Naven, 2002). Sestavine so podobne kot v ustaljenem
pufru za lizo, le da smo tu dodali Se glicerol za preprecevanje elektroendoosmoze in
barvilo za spremljanje poteka fokusiranja. Za en 24 cm dolg trak smo zmesali 100 pg
proteinov in toliko rehidracijske raztopine, da je skupni volumen znasal 450 pl, in to
inkubirali 15 min pri sobni temperaturi (ST). Pred nanosom smo meSanico Se centrifugirali
10 min pri 14.000 vrt./min za odstranitev morebitnih netopnih necisto¢, nato pa smo jo v
enakomerno debeli ¢rti nanesli po celotni dolZini kerami¢nega nosilca. Nanjo smo polozili
IPG trak, tako, da je bil gel obrnjen navzdol in s posebno pozornostjo na orientacijo pH:
pH-vrednost 4 na traku je bila namesS¢ena na zozen del nosilca, pH-vrednost 7 pa na
nezozenega. Da se gel ne bi izsuSil, smo ¢ezenj nanesli Se priblizno 2 ml mineralnega olja.
Nosilec smo pokrili s pokrovom (slika 13) in ga namestili na IPGphor'™ tako, da je bil
zozeni del v kontaktu z anodo in nezozeni s katodo. Program, ki smo ga na koncu izbrali
kot optimalnega, je rezultat kombinacije okvirnih navodil (GE Healthcare, 2004) in lastnih
preizkusov. Desetim uram pasivne rehidracije sta sledili dve uri aktivne rehidracije z
napetostjo 100 V, za boljsi vstop vecjih proteinov in predvsem za migracijo morebitnih
ostankov soli, ki bi v nadaljevanju motile fokusiranje. Fokusiranje smo zaceli z 200 V 1 h,
nato 500 V 1 h, sledilo je gradientno naras¢anje do 1000 V 1 h, gradientno naras¢anje do
8000 V 3 h in kon¢no konstantna napetost 8000 V 6 h. Skupna vsota je bila priblizno 63
kVh. Vse je potekalo pri 20 °C z maksimalnim tokom 50 pA/trak.
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3.3.3 Ekvilibracija

Po kon¢anem fokusiranju smo trakove bodisi shranili v plasti¢no mapo pri -70 °C bodisi
jih sprali z deionizirano vodo (miliQ) in takoj uporabili dalje. Z ekvilibracijo smo jih
pripravili na naslednjo dimenzijo in jih negativnho nabili s SDS-om, da so med

elektroforezo lahko potovali k anodi.

Ekvilibracijsko raztopino smo pripravili tako, da je vsebovala 6 M ureo in 30% (Vv/v)
glicerol za zmanjSevanje elektroendoosmoze (zaradi poviSanja viskoznosti), 50 mM Tris-
HCI pH 8,8 za zagotavljanje primernega pH-okolja, 0,01% bromofenolmodro za
spremljanje poteka elektroforeze in:

- 2% SDS ali

- 4% SDS

za nabijanje proteinov. Ekvilibracija je potekala v dveh korakih. V prvem koraku smo
raztopini dodali Se 1 % DTT-ja za redukcijo disulfidnih mostickov in trakove v njej
inkubirali na stresalniku 15 min. Nato smo trakove sprali z miliQ in jih ponovno inkubirali
15 min v ekvilibracijski raztopini z 2,5% IAA (namesto reducenta) za preprecitev

reoksidacije tiolnih skupin. Trakove smo zopet sprali z miliQ in jih nanesli na gel.
3.3.4 Vertikalna SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza
Proteine smo po ekvilibraciji lo€ili glede na njithovo molekulsko maso z navpi¢no SDS-

PAGE v sistemu Ettan™ DALTsix (slika 14), ki omogo¢a hkratno elektroforezo 6 gelov.

Nanj sta prikljuena Se mesSalni aparat in hladilnik, da se pufer v kadi ne segreva prevec.
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Slika 14: Sistem Ettan™ DALTsix s hladilnikom in usmernikom EPS 601.

3.3.4.1 Priprava gela

Preizkusili smo tako 10% kot 12% gele, ki se razlikujejo glede na razpon molekulskih mas
proteinov, ki jih Zelimo lo€iti. Za en 12% gel dimenzij 26 cm x 20 cm x 0,1 cm smo
potrebovali 50-60 ml raztopine iz 24 ml 30% meSanice akrilamid-bisakrilamid (37,5 : 1),
24 ml deionizirane vode (miliQ), 15 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 600 ul 10% raztopine
SDS-a, 600 pul 10% raztopine amonijevega persulfata (APS) in 24 ul N,N,N",N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED). Za 10% gel enakih dimenzij smo le zamenjali koli¢ino
mesanice akrilamid-bisakrilamid in miliQ. Vse sestavine razen APS-a in TEMED-a, ki ju
dodamo za zacetek polimerizacije, lahko zmeSamo Ze prej. MeSanico smo previdno
premesali, da niso nastajali mehurcki, in jo vlili med dve horizontalno poloZeni stekleni
plosc¢i (slika 15), predhodno dobro ocisceni z etanolom. Nato smo vmes vstavili Se
glavni¢ek za podolgovato jamico, kamor kasneje vstavimo IPG trak. Gele smo pustili

polimerizirati ¢ez no¢, nato iz njih pobrali glavni€¢ke in jamice sprali z miliQ.
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Slika 15: Steklene plosce in nosilec, ki ga vstavimo v elektroforezno kad skupaj z geli.

3.3.4.2 SDS-PAGE

Po ekvilibraciji smo stripe nanesli v jamico v gelu, s posebno pozornostjo na orientacijo.
Nato smo jih zalili z 0,5% (w/v) agarozo v elektroforeznem pufru, da so ostali na mestu in
pustili 5 min, da se je agaroza strdila. Enako orientirane plosce z geli in IPG trakovi smo
vstavili v elektroforetsko posodo, kjer smo predhodno natocili priblizno 3,5 1
elektroforetskega pufra iz 25 mM Trisa, 192 mM glicina in:

- 0,1% SDS-a ali

- 2.0,2% SDS-a.

V nadaljevanju smo dotocili $e priblizno 1 | istega pufra. Spodnjega smo uporabili veckrat,
zgornji pa je bil vedno svez. Elektroforeza je potekala v dveh fazah: najprej 15 min z
mocjo 1 W/gel za lazji vstop proteinov, nato 16 h oz. dokler fronta barvila ni migrirala do

konca gelov, z mocjo 2 W/gel.

3.3.5 Barvanje s srebrovim nitratom

Po koncu elektroforeze smo gele vizualizirali z barvanjem s srebrom. Proteini so postali

vidni kot lise. Uporabili smo protokol, kompatibilen z MALDI-TOF-MS (Mortz in sod.,
2001), ki uporablja naslednje raztopine:
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fiksir iz 50% metanola, 12% ocetne kisline in 0,05% formalina.

35% etanol.

ojacevalec (angl. sensitizing solution) iz 0,02% natrijevega tiosulfata (Na,S,05).
raztopina iz 0,2% srebrovega nitrata (AgNQO;) in 0,076% formalina.

razvijalec iz 6% natrijevega karbonata (Na,COs;), 0,05% formalina in 0,0004%
natrijevega tiosulfata.

stop-raztopina iz 50% metanola in 12% ocetne kisline.

1% ocetna kislina.

Gele smo previdno odstranili iz steklenih ploS¢ in jih za 2 h dali v fiksir. S tem smo

preprecili nadaljnje premikanje proteinov in sprali odvecne ione in detergente. Nato 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

miliQ (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 miliQ (2 x 1 min). Sledil je

razvijalec, 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 pustili v 1% ocetni kislini do shranjevanja. Za en gel smo uporabili po 20 ml vseh

raztopin, razen razvijalca, ki smo ga dodali 400 ml. Vsi koraki so potekali v kadickah na

stresalniku (slika 16).

Slika 16: Stresalnik s kadicko, kjer je potekalo barvanje gelov.
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3.3.6 Rac¢unalniSka analiza

V nadaljevanju smo gele odc¢itali z opti€nim ¢italcem (poskenirali) in jih shranili med 2
plasti folije pri 4 °C. Racunalniske podobe smo analizirali z demo verzijo programa
Decodon Delta2D 3.4. Najprej smo preverili koli¢ino lis in njithovo razporeditev na
posameznih gelih, nato pa primerjali med sabo pare tumorskih in normalnih vzorcev. 1z te
primerjave smo zeleli izvedeti, ali najdemo povsod enake proteine in ali se njihovo
izrazanje razlikuje glede na bolezen. Poskusili smo tudi primerjati gel celicne linije AGS z

geli nekaterih tumorskih vzorcev.

Analizo smo opravili bodisi z rezultati vseh ponovitev bodisi le z boljSimi. Naenkrat smo
obravnavali po 1 par vzorcev (ali 1 par v ponovitvah). Najprej smo pare (ali ponovitve)
med sabo ro¢no poravnali, nato zdruzili vse gele v enega (t.1. fuzijski gel). Na tej podobi je
program avtomatsko zaznal vse lise, tako da jih je obkrozil, potrebno pa je bilo tudi rocno
popravljanje. Sledil je prenos zaznanih lis na vse gele ter primerjanje izrazanja razli¢nih
proteinov preko virtualne barve lis, preko matematicne funkcije profila izrazanja, preko
povecave izsekov iz gelov in preko tabele z relativnimi volumni in njihovimi razmerji.
Prav relativni volumni lis so kljuéni rezultat programa, saj nam podajo kvantiteto
izrazenega proteina. Program jih po odstetju ozadja dolo¢i iz intenzitete posamezne lise
(sivina slikovnih pik), ki jo primerja z intenziteto normalizacijskega niza (v nasem primeru

so bile za tak niz izbrane vse lise posameznega gela).

3.3.7 Identifikacija proteinov

Nekatere lise, dobljene iz tumorskega in normalnega vzorca prvega para, analiziranega na
neoptimiziran nacin, smo Zzeleli identificirati. V ta namen smo s sterilnim skalpelom iz
gelov izrezali Zelene lise ter koScek praznega gela za upoStevanje morebitnega ozadja.
Vsaki¢ smo uporabili nov skalpel, da ne bi priSlo do medsebojne kontaminacije. Po eno
liso smo dali v oznacene sterilne epruvete in jim dodali po 50 ul 1% ocetne kisline. Take
smo jih poslali na Mednarodni center za gensko inzenirstvo in biotehnologijo (ICGEB,
angl. International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology) v Trstu, kjer so jih s

pomocjo masne spektrometrije, z metodo MALDI-TOF-MS, identificirali. Te iste lise smo
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na koncu poskusali poiskati tudi pri ostalih parih.
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4 REZULTATI

4.1 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
PARA 1 (BREZ OBARJANJA)

Po nekaj poskusih optimizacije 2-DE na testnih vzorcih, smo vzorca tkiva Zelod¢ne
sluznice para 1 (tezka 270 in 250 mg) po drobljenju v teko¢em dusiku lizirali s pufrom iz
10 mM PBS-a, 10 mM EDTA, 10 mM glicerola in 0,01% NP 40 (L1), dobljene celice
razbijali z ultrazvokom in netopne delce odstranili s 15-minutnim centrifugiranjem.
Obarjati nismo Zeleli, da bi se izognili morebitnim izgubam proteinov. Za 2-DE analizo
smo vzeli po 10 pl vsakega izmed proteinskih ekstraktov in ju najprej locili na 24-cm
trakovih z imobiliziranim pH-gradientom (IPG) 4-7, nato ekvilibrirali in naposled lo¢ili Se
na 10% poliakrilamidnih gelih. Po barvanju s srebrom, kompatibilnim z MALDI-TOF-MS,

smo dobili gela z ve€ ali manj okroglimi lisami (sliki 17 in 18).
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Slika 17: 2-DE gel normalnega vzorca para 1. Z rdeco so obkroZene in ostevilCene lise, ki smo jih poslali na
identifikacijo z MALDI-TOF-MS.
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Slika 18: 2-DE gel tumorskega vzorca para 1. Z rdeco so obkrozene in ostevilene lise, ki smo jih poslali na
identifikacijo z MALDI-TOF-MS.

Da bi ugotovili podobnost proteinskega vzorca ter samega izraZanja proteinov tumorskega
in normalnega zelod¢nega tkiva istega bolnika, smo gela analizirali z demo verzijo
racunalniSkega programa Decodon Delta2D 3.4. Lise gela normalnega vzorca (v
nadaljevanju: normalni gel) smo virtualno oznacili modro in gela tumorskega vzorca (v
nadaljevanju: tumorski gel) oranzno ter jih med seboj rocno prekrili (slika 19, levo),
program pa je izvedel $e oditevanje ozadja gela in normalizacijo. Ze na tem mestu se je
opazila razlika v izrazanju: ¢e je bila lisa bolj modra kot oranzna, je je bilo ve¢ v
normalnem gelu in obratno (e je bila bolj oranzna, je je bilo ve¢ v tumorskem gelu). Ce pa
je bila skoraj ¢rna, je je bilo v obeh gelih priblizno enako. Iz tega smo kasneje lahko
sklepali na povecano izrazanje proteina v normalnem (ali tumorskem) tkivu. Dalje smo
programu ukazali zdruzitev obeh gelov v enega (t.i. fuzijski gel), kjer je lahko zaznal lise,
potrebno je bilo tudi ro¢no popravljanje. Ugotovljenih je bilo 1005 lis (slika 19, desno), ki
smo jih prenesli na izhodi$¢na gela. Nato smo lahko na sliki s prekritima geloma poiskali

tiste lise, ki so se nam zdele zanimive oz. so bile bodisi bolj modre bodisi bolj oranzne, saj
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je to pomenilo, da ima protein poviSano ali znizano izrazanje v normalnem ali rakavem

tkivu.
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Slika 19: Poravnava 2-DE gelov para 1 (levo) in zaznavanje lis (desno). Normalni vzorec je oznac¢en z modro
barvo, tumorski z oranzno, kjer je enega proteina priblizno enako tako v normalnem kot v tumorskem vzorcu,
pa je lisa skoraj ¢rne barve.

Barva pa seveda ni bila edini kriterij iskanja zanimivih lis. Program namre¢ omogoca
funkcijo, imenovano profil izrazanja (slika 20). Ta v obliki stolpcev prikazuje relativni
volumen posamezne lise v normalnem, tumorskem in fuzijskem gelu. Tako smo lise, ki so

barvno izstopale, za potrditev analizirali tudi s to funkcijo.

Slika 20: Profil izrazanja lise Stevilka 3 para 1. Rdeci stolpec ponazarja izrazanje v normalnem vzorcu, zeleni
v tumorskem in modri v t.i. fuzijskem gelu.

Zeleno liso smo si lahko ogledali tudi v povetavi, zopet v normalnem, tumorskem in

fuzijskem gelu (slika 21).
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Slika 21: Povecan prikaz diferencialnega izrazanja lise Stevilka 3 (debelejse obkrozena lisa) para 1. Rdece
obkrozene lise pripadajo normalnemu vzorcu, zelene tumorskemu in modre t.i. fuzijskemu gelu.

Naposled smo dejanske vrednosti relativnih volumnov izbranih lis in njihovo razmerje
preverili v tabeli (slika 22). Tam so prikazana tudi povpre¢ja vrednosti relativnih

volumnov in standardni odkloni, ¢e analiziramo vzorce v ponovitvah.
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Slika 22: Preglednica z vrednostmi za relativne volumne lis in razmerja relativnih volumnov za tumorski in
normalni vzorec. Oznacena je vrstica z vrednostmi za liso 3 para 1.

Za zacetek smo se odlocili za identifikacijo 12 lis (obkroZene z rdeco na slikah 17 in 18) z
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MALDI-TOF-MS in jih poslali na Mednarodni center za gensko inZenirstvo in

biotehnologijo (ICGEB) v Trstu. Relativni volumni desetih izbranih lis so izpisani v

preglednici 2, za 2 lisi (oznaceni s 6 in 12) pa rezultata nismo dobili, zato vanjo nista

vkljuceni.

Preglednica 2: Relativni volumni nekaterih lis normalnega (par 1N) in tumorskega (par 1T) vzorca para 1.

Lise=>

1 2 3 4 5 7 8 9 10 11

Par IN

2,684 | 2,554 | 1,898 | 1,073 | 0,046 | 0,774 | 0,141 | 0,261 | 0,121 | 0,230

Par IT

0,562 | 0,814 | 0,804 | 0,348 | 0,607 | 0,254 | 0,437 | 0,364 | 0,301 | 0,066

Rezultate identifikacije lis so povzeti v preglednici 3.

Preglednica 3: Identifikacija nekaterih lis para 1 z MALDI-TOF-MS.

St. lise Ime proteina

1 Prekurzor alfa-1-antitripsina (alfa-1 proteazni inhibitor, alfa-1-
antiproteinaza) — Homo sapiens

2 Aktin, citoplazemski 2 (gama-aktin) — Homo sapiens

3 Glutation S-transferaza P (GST razred-pi, GSTP1-1) — Homo sapiens

4 Izoform 2 sterilnega alfa in TIR motiv-vsebujocega proteina 1

5 Protein S100-A9 (S100 kalcij-vezavni protein A9, kalgranulin-B,

migracijskemu inhibitornemu faktorju soroden protein)
7 Prekurzor transtiretina (prealbumin, TBPA, TTR, ATTR) — Homo sapiens
8 Kloridni intracelularni kanalni protein 1 (jedrni kloridni ionski kanal¢ek 27,
NCC27, kloridni kanalcek)

9 Aktin, citoplazemski 1 (beta-aktin) — Homo sapiens

10 Aktin, citoplazemski 2 (gama-aktin) — Homo sapiens

11 Prekurzor alfa-1-antitripsina (alfa-1 proteazni inhibitor, alfa-1-
antiproteinaza) — Homo sapiens

4.2 OPTIMIZACIJA METOD NA VZORCU ZDRAVEGA ZELODCA

Ker se postopek, uporabljen pri paru 1, kasneje ni izkazal za dovolj ponovljivega pri

nekaterih dodatnih vzorcih, smo ga Zeleli dalje optimizirati. Za to smo uporabili tkivo
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sluznice zdravega zelodca, ki smo ga dobili v vecji koli¢ini. Ker je priprava vzorca
kljuénega pomena za 2-DE analizo (GE Healthcare, 2004), smo tam tudi zaceli. Najpre;j
smo zamenjali pufer za lizo (L1) z ustaljenim pufrom iz 9 M uree in 4% CHAPS-a (L2) in
ostalo pustili nespremenjeno. Zaradi moznosti motenj pri merjenju koncentracije v pufru za
lizo L2 nismo vkljucili DTT-ja, amfolitov ali bromofenolmodrega. Samo koncentracijo
proteinov v vzorcu smo doloéili s kompletom BCA™ Protein Assay Kit, za umeritveno

krivuljo pa smo uporabili standard BSA (slika 23).

koncentracija (mg/ml)

Slika 23: Primer umeritvene krivulje, pripravljene z razli¢nimi koncentracijami BSA.

IEF je potekalo na 24-cm trakovih pH=4-7, ekvilibracija z 2% SDS-om, SDS-PAGE pa na
10% poliakrilamidnih gelih. Na koncu smo gele pobarvali s srebrom. Z dobljenimi rezultati

nismo bili zadovoljni (slika 24), dobili smo celo prazne gele.

Slika 24: Poskus 2-DE analize proteinov, izoliranih s pufrom za lizo L2 (9 M urea, 4% CHAPS).
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Ker smo do te tocke dobili lepse rezultate s pufrom za lizo L1, smo ga uporabili v
nadaljnjih poskusih. Tokrat smo vzorec po lizi z L1 in razbijanju dobljenih celic z
ultrazvokom podaljSano centrifugirali, in sicer 1 h pri 13.000 vrt./min. Ostali koraki (IEF,
SDS-PAGE, ekvilibracija, barvanje) so bili enaki. Dobljeni rezultati so bili boljsi (slika
25), a Se vedno ni bilo zadostne ponovljivosti. Zato smo se lotili odstranjevanja necisto¢ z
obarjanjem. Po lizi tkiva z L1, razbijanju celic z ultrazvokom in enournem centrifugiranju
smo proteine oborili z acetonom, trikloroocetno kislino (TCA) ali nasi¢eno raztopino
amonijevega sulfata. Dobljene pelete smo najprej poskusali raztopiti v izhodis¢nemu pufru
za lizo L1, a ve¢inoma neuspes$no. Mnogo bolje so se raztapljali v 9 M urei in 4% CHAPS-
u (L2), kar je vidno tudi po koncentracijah ponovno raztopljenih peletov v preglednici 4.
Vrednosti v stolpcu C1 prikazujejo proteinske koncentracije po raztapljanju peletov v L1, v

stolpcu C2 pa po raztapljanju v L2. Slednje so v vec¢ini obcutno visje.
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Slika 25: Primer 2-DE gela pri vzorcu s podaljSanim ¢asom centrifugiranja.
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Preglednica 4: Koncentracija in absorbanca pri 560 nm za vzorec zdravega zelodca, oborjenega z acetonom
(Zac), trikloroocetno kislino (Ztca) ali amonijevim sulfatom (Zams) ter raztopljenega v pufru L1 iz 10 mM
PBS-a, 10 mM glicerola, 10 mM EDTA in 0,01% NP 40 (Asgl in C1) ali v pufru L2 iz 9 M uree in 4%
CHAPS-a (Asg2 in C2).

Vzorec As6onml C1 (mg/ml) As60nm2 C2(mg/ml)
Zac 0,676 0,4 0,748 5
Ztca 0,488 0,3 1,146 7,5
Zams 0,736 5 0,736 5

Po fokusiranju, ekvilibraciji, elektroforezi in barvanju smo dobili gele, prikazane na slikah
26, 27 in 28. Najve¢ lis in najmanj ozadja je bilo opaziti v primeru obarjanja z acetonom,

zato smo ta postopek uporabili dalje.

_ N EFi ‘
fH=4 S phs?

Slika 26: Vzorec iz zdravega zelodca, oborjen z acetonom.
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Slika 28: Vzorec iz zdravega zelodca, oborjen z nasi¢eno raztopino amonijevega sulfata.
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V nekaterih primerih smo se srecali Se z eno tezavo, in sicer s pojavom t.i. kometnih
repkov na gelu (slika 29), kar naj bi bilo posledica premalo SDS-a (Ohlmeier, 2007). Zato
smo povecali njegovo koli¢ino v ekvilibracijski raztopini (iz 2 na 4%) in v elektroforeznem

pufru (iz 0,1 na 0,2%), kar se je izkazalo za primerno.

pH=4 >y pH=T

i
. ‘ x
| 1" |'* ‘5{
1L RV
l' . ' ‘

O » N

Slika 29: Primer 2-DE gela s t.i. kometnimi repki zaradi premalo SDS-a.

4.3 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
PAROV 2-7 (Z OBARJANJEM)

Po optimizaciji smo opravili celoten postopek 2-DE analize na Sestih parih vzorcev (pari 2-
7) v dveh ponovitvah. Vzorce Zelod¢ne sluznice (pari 2—7) smo zdrobili v teko¢em dusiku,
jih lizirali s pufrom iz 10 mM PBS-a, 10 mM EDTA, 10 mM glicerola in 0,01% NP 40
(L1), dobljene celice razbili z ultrazvokom, netopne delce odstranili z enournim
centrifugiranjem, ostale necistoe pa z obarjanjem z acetonom. Pelet smo raztopili v
raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a in izmerili proteinsko koncentracijo s kompletom
BCA™ Protein Assay Kit. Mase izhodiS¢nih koSc¢kov tkiv, absorbance pri 560 nm in
koncentracije proteinskih ekstraktov so prikazane v preglednici 5, umeritvena krivulja pa je

na sliki 23 (stran 38). Kljub temu, da je bilo razmerje masa tkiva : volumen pufra za lizo
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L1 povsod enako in da so bili vsi vzorci parov 2—7 oborjeni z acetonom, so bile dobljene

koncentracije razli¢ne. Segale so od 3 do 8 mg/ml (razen pri celi¢ni liniji AGS, kjer je

koncentracija znaSala 2,5 mg/ml).

Preglednica 5: Masa uporabljenih kosckov tkiv Zelodcev, absorbanca pri 560 nm (Ase,m) in koncentracija
njihovega proteinskega ekstrakta po obarjanju z acetonom in raztopitvi oborine v raztopini 9 M uree in 4%
CHAPS-a ter absorbanca pri 560 nm in koncentracija proteinskega ekstrakta celi¢ne linije AGS po obarjanju

z acetonom in raztopitvi oborine v raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a.

Vaorec Masa Accon Koncentracija
(mg) (mg/ml)

Par 2Nac 161 0,716 4,5
Par 2Tac 146 0,694 4,5
Par 3Nac 163 0,963 7
Par 3Tac 366 0,462 3
Par 4Nac 128 0,974 7
Par 4Tac 179 0,634 4
Par 5Nac 152 0,751 5
Par 5Tac 173 0,606 4,5
Par 6Nac 117 1,160 8
Par 6Tac 196 0,559 3,5
Par 7Nac 300 0,651 4,5
Par 7Tac 167 0,638 4,5

AGSac / 0,433 2,5

Po 100 pg proteinov smo fokusirali na 24-cm trakovih s pH-obmocdjem 4-7, jih
ekvilibrirali v raztopini s 4% SDS-om in elektroforetsko lo€ili na 12% gelih (za
enakomernejSo razporeditev po celotnem gelu). Na koncu smo gele Se pobarvali s srebrom.

Primeri gelov para 5 v ponovitvah so prikazani na slikah 30-33, geli ostalih parov pa so v

prilogi.
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Slika 31: 2-DE gel druge ponovitve normalnega vzorca para 5.
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Slika 32: 2-DE gel prve ponovitve tumorskega vzorca para 5.
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Slika 33: 2-DE gel druge ponovitve tumorskega vzorca para 5.
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Sledila je analiza z demo verzijo programa Decodon Delta2D 3.4., na enak nacin kot pri
paru 1. Normalne gele smo virtualno oznacili modro, tumorske oranzno ter jih po parih
prekrili. Ukazali smo tudi odStevanje ozadja in normalizacijo. Nato smo pripravili fuzijo
vseh stirih gelov, kjer je program avtomati¢no zaznal lise, potrebni pa so bili $e ro¢ni

popravki (slika 34). Zaznanih je bilo od 421 do 1395 lis.

Slika 34: Poravnani 2-DE geli para 5 v ponovitvah z zaznanimi lisami. Normalni vzorec je oznacen z modro
barvo, tumorski z oranzno, kjer je enega proteina priblizno enako tako v normalnem kot v tumorskem vzorcu,
pa je lisa skoraj ¢rne barve.

Lise smo, poleg izbire glede na barvo, analizirali tudi z matemati¢no funkcijo profila
izrazanja (slika 35). Ker je obravnava potekala v ponovitvah, je bilo vidnih 5 stolpcev, ki
so ponazarjali relativen volumen: 2 za normalna vzorca, 2 za tumorska in 1 za fuzijski gel.
Ce sta se stolpca ponovitev razlikovala v viini, je bila s &rto prikazana tudi sredina njunih

vrednosti.

Slika 35: Profil izrazanja lise Stevilka 3 para 5 v ponovitvah. Rde¢i stolpec ponazarja izrazanje v normalnem
vzorcu, zeleni v tumorskem in rumeni v t.i. fuzijskem gelu.

Lise smo si pogledali tudi v povecavi (slika 36). Zaradi analize v ponovitvah sta vidni 2

povecavi za normalna gela, 2 za tumorska in 1 za fuzijskega.
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Slika 36: Povecan prikaz diferencialnega izrazanja lise Stevilka 3 (debelejSe obkrozena lisa) para 5 v
ponovitvah. Rdece obkrozene lise pripadajo normalnemu vzorcu, zelene tumorskemu in rumene t.i.
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Tudi pri pregledu tabele (slika 37) so vidne razlike v relativnih volumnih gelov v

ponovitvah, zraven pa Se njihove aritmeticne sredine. Razmerje med relativnimi volumni

lise iz normalnih in tumorskih gelov je bilo izra¢unano iz aritmeti¢nih sredin vrednosti

dveh ponovitev.
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Slika 37: Preglednica z vrednostmi za relativne volumne lis in razmerja relativnih volumnov za tumorski in

normalni vzorec v ponovitvah. Oznacena je vrstica z vrednostmi za liso 3 para 5.
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V preglednici 6 so prikazani relativni volumni dveh izbranih lis (13 in 14), ki sta bili v

vecini primerov bolj izrazeni v normalnih gelih.

Preglednica 6: Relativni volumni dveh dodatnih lis pri parih (normalni in tumorski) Sestih vzorcev,
analiziranih v ponovitvah.

Vzorec Lisa 13 Lisa 14
Par 2Nac 0,157 0,123
Par 2Nac 0,037 0,072
Par 2Tac 0,136 0,021
Par 2Tac 0,186 0,009
Par 3Nac 0,045 0,097
Par 3Nac 0,716 0,236
Par 3Tac 0,153 0,137
Par 3Tac 0,040 0
Par 4Nac 0,451 0,729
Par 4Nac 0,228 0,349
Par 4Tac 0,031 0,182
Par 4Tac 0,041 0,333
Par 5Nac 0,437 0,472
Par 5Nac 0,441 0,531
Par 5Tac 0,121 0,346
Par 5Tac 0,165 0,053
Par 6Nac 0,444 0,230
Par 6Nac 0,474 0,428
Par 6Tac 0,033 0,143
Par 6Tac 0,104 0,293
Par 7Nac 0,038 0,008
Par 7Nac 0,316 0,141
Par 7Tac 0,029 0,016
Par 7Tac 0,001 0,003
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Na gelih smo poskusili poiskati tudi tiste lise, ki smo jih identificirali ze pri paru 1, da bi
preverili, ¢e se raven izrazanja ujema s tisto, doloeno za par 1. Dolocili smo lahko le
nekatere (obkroZene in oznacene so z rdeco na slikah 30-33). Njihovi relativni volumni so
prikazani v preglednici 7. Za obdelavo smo iz posameznega para izbrali boljSe ponovitve,

pri paru 5 pa vse. V ve€ini se ujemajo z izrazanjem pri paru 1.

Preglednica 7: Relativni volumni nekaterih lis pri parih (normalni in normalni) Sestih vzorcev.

Lise 2> 1 2 3 5 7 8 11
Par 2Nac 0,378 0,203 1,015 0,027 0,375 0,268 /
Par 2Tac 0,659 0,294 0,807 0,074 0,384 0,205 /
Par 3Nac 3,304 0,848 1,612 0 0,233 0 0,412

Par 3Tac 0,819 0,493 1,418 0,136 0,268 0,053 0,312
Par 4Nac 1,127 0,591 0,945 0,024 0,247 0,134 0,220
Par 4Tac 1,005 0,503 0,834 0,170 0,193 0,050 0,636
Par 5Nac 2,221 0,555 1,359 0,113 0,530 0,088 0,675
Par 5Nac 0,899 0,169 0,945 0,520 0,305 0,180 0,410
Par 5Tac 0,504 0,323 0,711 0,192 0,290 0,219 0,128
Par 5Tac 0,244 0,283 0,973 0,603 0,471 0,026 0,169
Par 6Nac 0,501 0,588 0,951 0,033 0,215 0,022 0,159
Par 6Tac 0,296 0,240 0,799 0,177 0,294 0,251 0,105
Par 7Nac 0,818 0,325 0,826 0,010 0,165 0,139 0,355
Par 7Tac 1,501 0,027 1,247 0,124 0,160 0,033 0,054

4.4 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
CELICNE LINIJE AGS (Z OBARJANJEM)

Optimiziran postopek smo preizkusili tudi pri celiéni liniji AGS. Podatki o izmerjeni
absorbanci pri 560 nm in koncentraciji so v preglednici 5, umeritvena krivulja pa na sliki
23. S postopki, ki so delovali na tumorskih in normalnih vzorcih zelod¢ne sluznice, smo
dobili zadovoljiv gel, prikazan na sliki 38. Poskusili smo ga primerjati z geli tkiv

cloveskega zelodca, a smo lahko med seboj poravnali le redke lise.
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Slika 38: 2-DE gel celi¢ne linije AGS.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
PARA 1 (BREZ OBARJANJA)

Po nekaj poskusih optimizacije dvodimenzionalne elektroforeze na testnih vzorcih smo se
lotili analize vzorcev para 1. Uporabljeni postopek je potekal brez obarjanja. Med
racunalniSko obdelavo rezultatov smo ugotovili, da sta vzorca lis (in s tem proteinov) na
normalnem in tumorskem gelu dovolj podobna za medsebojno primerjavo. Glede na
podatek o relativnih volumnih smo lahko doloc¢ili lise (in s tem proteine), ki so bile bolj
izrazene v normalnem ali tumorskem gelu. Za prvi vtis, katere proteine smo dobili na gelih
in katerih je npr. v normalnem tkivu ve¢ ali manj, smo jih 12 poslali na identifikacijo na
ICGEB (sliki 17 in 18). Nazaj smo dobili rezultate identifikacij 10 lis, in sicer za 8
razli¢nih proteinov (preglednica 3). Na ICGEB so jih identificirali kot prekurzor alfa-1-
antitripsina (lisi 1 in 11), citoplazemski aktin 2 (lisi 2 in 10), glutation S-transferaza P (lisa
3), izoform 2 sterilnega alfa in TIR motiv-vsebujocega proteina 1 (lisa 4), protein S100-A9
(lisa 5), prekurzor transtiretina (lisa 7), kloridni intracelularni kanalni protein 1 (lisa 8) in
citoplazemski aktin 1 (lisa 9). ZniZano izrazanje v tumorskem tkivu so, glede na nase gele,
imele lise 1, 2, 3,4, 7 in 11, kjer je bila najmanjsa razlika v izrazanju 2,3-kratna, in zviSano

lise 5, 8, 9 in 10, kjer je bila najmanjsa razlika v izrazanju 1,4-kratna.

Eden izmed proteinov s 3,1-kratnim poviSanim izraZzanjem v tumorskem tkivu zelod¢ne
sluznice v nasem primeru (lisa 8), je bil kloridni intracelularni kanalni protein 1 (CLIC1).
Do tak$ne ugotovitve so prisli tudi Chen in sod. (2007), kjer je razlika nihala med 1,2- in
11-kratno. Protein naj bi bil ionski kanalcek, ki sluzi za vzdrzevanje ionske homeostaze,
kontrolo volumna celice in transepitelijski transport. Njegovo povecano izrazanje so
potrdili Se s kvantitativno reakcijo RT-PCR, prenosom Western in imunohistokemijsko
analizo. Ugotovili so tudi povezavo poviSanega izraZanja tega proteina z metastazo v

limfne vozle, limfati¢no invazijo, perinevralno invazijo in s slabsim prezivetjem.

ZniZzano izrazanje v tumorskem tkivu za 2,36-krat smo v naSem primeru, med drugim,

ugotovili tudi za glutation S-transferazo P (lisa 3). Sama glutation S-transferaza (GST) je v
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preteklih raziskavah kar nekajkrat omenjena: Yoshihara in sod. (2006) so porocali o
njenem znizanem izrazanju v tumorskem tkivu, Nishigaki in sod. (2005) ter Chen in sod.
(2007) pa o povisanem. GST katalizira konjugacijo reduciranega glutationa do velikega

Stevila hidrofobnih elektrofilov (SIB, 2007).

Se en pogosto najdeni protein v razli¢nih $tudijah je alfa-1-antitripsin. Ryu in sod. (2003)
ter Chen in sod. (2007) so porocali o njegovem znizanem izrazanju v tumorskem tkivu. V
nasih gelih smo identificirali prekurzor alfa-1-antitripsina, in sicer v 2 razli¢nih lisah (1 in
11). Obakrat ga je bilo manj v tumorskem tkivu (3,48- in 4,78-krat). Protein deluje kot
inhibitor serinskih proteaz (SIB, 2007).

Ostalih proteinov, ki so jih identificirali na ICGEB, v omenjenih ¢lankih iz zadnjih let
nismo zasledili. So pa njihove funkcije naslednje: aktini so vpleteni v celicno gibljivost,
izoform 2 sterilnega alfa in TIR motiv-vsebujoega proteina 1 je morda vpletena v
prirojeni imunski odziv, protein S100-A9 pa izrazajo makrofagi tako v akutno vnetih tkivih
kot v kroni¢nih infekcijah, morda inhibira proteinske kinaze, najdemo pa ga tudi v

epitelnih celicah (SIB, 2007).

5.2 NADALINJA OPTIMIZACIJA METOD NA VZORCU ZDRAVEGA ZELODCA

Ker se postopek, uporabljen pri paru 1, kasneje ni izkazal za dovolj ponovljivega pri
nekaterih dodatnih vzorcih, smo ga dalje optimizirali. Kon¢ni postopek je vkljuceval
drobljenje v tekocem dusiku in lizo s pufrom iz 10 mM PBS-a, 10 mM EDTA, 10 mM
glicerola in 0,01% NP 40 (L1) ter razbijanje pridobljenih celic z ultrazvokom, enourno
centrifugiranje pri 13.000 vrt./min in 4 °C, obarjanje supernatanta s hladnim acetonom,
raztapljanje dobljenega peleta v raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a, izoelektri¢no
fokusiranje 63 kVh na 24-cm traku pH 4-7, ekvilibracijo z raztopino s 4% SDS-om,
elektroforezo na 12% poliakrilamidnem gelu v elektroforeznem pufru z 0,2% SDS-om ter

barvanje s srebrom.

S podaljSanim centrifugiranjem smo bolje odstranili netopne delce (celi¢ne ostanke), zato

smo dobili lepSe gele (slika 25) in boljSo ponovljivost. Z acetonom smo odstranili nekatere
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polarne komponente, kot so npr. lipidi (GE Healthcare, 2004), kar je Se povisalo
ponovljivost. Peleti acetonskega in trikloroocetnega obarjanja se v prvem pufru za lizo
(L1) niso dobro raztopili, kar je vidno v meritvi koncentracij (preglednica 4). To potrjuje
glavno tezavo obarjanj: resolubilizacijo peleta in s tem izgubo proteinov (GE Healthcare,
2004). Zato moramo vedeti, ali Zelimo boljSo ponovljivost in tvegamo izgubo nekaterih
proteinov ali Zelimo na gelu dobiti ¢im ve¢ proteinov. Ceprav se je pelet, nastal z
obarjanjem z nasi¢eno raztopino amonijevega sulfata, najbolje raztopil, so rezultati na gelu
odlocili v prid acetona (slike 26-28). Imel je namre¢ najmanj motece ozadje (v primeru

amonijevega sulfata je le-to verjetno nastalo zaradi odvecne soli).

Kometnih repkov (slika 29) smo se znebili s povecanjem koli¢ine SDS-a tako v
ekvilibracijski raztopini kot v elektroforeznem pufru. Do njih je sicer prislo, ker Se
posebno vecji proteini niso bili nasi¢eni z SDS-om in se zato v drugi dimenziji niso lepo

lo¢ili (Ohlmeier, 2007).

Pomemben korak 2-DE analize je tudi odvzem vzorca in njegovo zacetno procesiranje. V
naSem primeru koscki tkiva razen spiranja predhodno niso bili obdelani, zaradi ¢esar so
lahko tumorski vzorci vsebovali tudi normalne celice (in obratno) ter poleg epitelijskih Se
celice globljih slojev. To se da reSiti npr. z obogatitvijo epitelijskih celic (Ebert in sod.,

2005) ali lasersko mikrodisekcijo (Rajéevic, 2005).

5.3 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
PAROV 2-7 (Z OBARJANJEM)

Optimizirani postopek smo v ponovitvah preizkusili pri 6 parih vzorcev zelod¢ne sluznice.
Izkazal se je za zadovoljivega (slike 30-33). Nasli smo veC lis, ki so bile diferencno
izrazene, med njimi dve (13 in 14), ki smo jih racunalnisko analizirali v ponovitvah
(preglednica 6). Razvidno je, da lahko pride do precej velikih odstopanj znotraj ponovitev
in da so lahko te razlike vec¢je kot v primerjavi normalnega vzorca s tumorskim. Tudi ¢e
pogledamo razmerje relativnih volumnov ene lise (npr. 13) z drugo (npr. 14) znotraj enega
gela, se ta lahko razlikuje glede na ponovitve. Zato je potrebno za zanesljivejSo analizo in

rezultate napraviti ve¢ ponovitev posameznega vzorca, po nekaterih podatkih od 3 do 6
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(Wittman-Liebold in sod., 2006). Dobro pa je tudi, ¢e dobljene rezultate lahko potrdimo,
kot so poviSano izrazanje katepsina B v tumorskem tkivu s prenosom Western potrdili
Ebert in sod. (2005). V naSem primeru je bila lisa 13 glede na povpre¢ja relativnih
volumnov v ponovitvah bolj izrazena v normalnih tkivih zelodéne sluznice, in sicer v 5

parih, lisa 14 pa v vseh 6. Vsaj ti dve bi bilo zanimivo izrezati in identificirati.

Lise, ki so jih z MALDI-TOF-MS na ICGEB identificirali pri paru 1, smo poskusali
poiskati Se na ostalih parih, pri ¢emer smo uporabili boljSe gele izmed dveh ponovitev.
Dolocili smo jih lahko le nekaj, za kar je kriva tako priprava vzorca (npr. proteine prvega
para nismo obarjali z acetonom) kot tudi gel sam (za par 1 smo uporabili 10 odstotnega).
Ce pa bi hoteli biti popolnoma prepri¢ani v njihovo istovetnost, bi morali identificirati tudi
lise parov 2—7. V preglednici 7, kjer so povzeti relativni volumni teh dolocenih lis lahko
vidimo, da imajo lise 1, 2, 3,4, 7 in 11 vsaj v 50 % povecano izraZzanje v normalnem tkivu,
lise 5, 8, 9 in 10 pa zmanjSano. To se ujema s podatki para 1 (preglednica 2). Najbolj
izstopa par 2, ki se po dobljenih podatkih o starosti bolnika in razli¢nih tipih klasifikacij
(preglednica 1) nikjer izrazito ne razlikuje od ostalih vzorcev. Mozni bi lahko bili Se drugi
vzroki za izstopanje, ki v preglednici niso nasSteti, npr. predhodna okuzba z bakterijo

Helicobacter pylori, predhodno zdravljenje, rasa bolnika itd.

Ce pogledamo podrobneje par 5, ki je bil analiziran v ponovitvah, vidimo, da z
upostevanjem aritmeti¢ne sredine vrednosti obeh ponovitev ne dobimo vedno enakega
rezultata kot z upoStevanjem le ene. Tudi razmerja med razlicnimi lisami na enem gelu se
znotraj ponovitev razlikujejo. To potrjuje naso prejSnjo ugotovitev, da je potrebno delo v

ve€ ponovitvah in naknadna potrditev rezultatov.

5.4 DVODIMENZIONALNA ELEKTROFOREZA IN RACUNALNISKA ANALIZA
CELICNE LINIJE AGS (Z OBARJANJEM)

Na koncu smo uspesnost nasega optimiziranega postopka preverili $e na celi¢ni liniji AGS.
Dobili smo zadovoljiv gel (slika 38). Ko smo ga Zeleli primerjati z geli tkiv sluznice
cloveskega zelodca, lis med sabo nismo mogli zadovoljivo poravnati. Za nekatere lise bi

lahko trdili, da so bile enake, preve¢ pa jih je ostalo neporavnanih. Kot so ugotovili Ze Ryu
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in sod. (2003) imajo celi¢ne linije to pozitivno lastnost, da ni vmes primesi normalnih

celic, vendar pa za ugotavljanje vloge proteinov in Vivo niso reprezentativne.

5.5 SKLEPI

- Med normalnim in tumorskim vzorcem Zelod¢nega tkiva obstajajo razlike v izraZzanju
nekaterih proteinov.

- Dvodimenzionalna elektroforeza (2-DE) in masna spektrometrija (MS) sta u¢inkoviti
orodji proteomike za ugotavljanje teh razlik in identifikacijo proteinov.

- Za posamezno vrsto vzorca je potrebna optimizacija vseh faz, od odvzema do
racunalniSke analize. Za vzorce zelod¢nega tkiva so se kot optimalni izkazali naslednji
postopki:

- Liza vzorca s pufrom iz 10 mM PBS-a, 10 mM EDTA, 10 mM glicerola in 10% NP
40 ter razbijanje pridobljenih celic z ultrazvokom 3 x 10 s.

- Odstranjevanje netopnih celi¢nih ostankov z enournim centrifugiranjem pri 13.000
vrt./min in 4 °C.

- Odstranjevanje ostalih necisto¢ (organskih) z obarjanjem z acetonom ter
raztapljanje dobljenega peleta v raztopini 9 M uree in 4% CHAPS-a.

- Izoelektriéno fokusiranje z 10 h pasivne in 2 h aktivne rehidracije (100 V) ter
skupnim ¢asom okrog 63 kVh za 24-cm dolge trakove s pH-obmoc¢jem 4—7 in 100
ug proteinov.

- Ekvilibracija s 4% SDS-om in SDS poliakrilamidna gelska elektroforeza v pufru z
0,2% SDS-om.

- Za racunalnisko analizo ni dovolj le avtomatizirana obdelava, marve¢ je potrebno tudi
sprotno preverjanje in ro¢ni popravki.

- Potrebno je delo v ve¢ ponovitvah.

- 2-DE ni stoodstotna metoda, zato je zelo pomembno, da so vsi postopki izvedeni na
popolnoma enak nacin.

- Izbrani optimizirani postopek 2-DE deluje tudi na proteinskih ekstraktih celi¢ne linije
zelod¢nega karcinoma.

- Metoda brez obarjanja se je v nasem primeru izkazala kot nekoliko manj uporabna,

kljub temu pa smo z njo identificirali 8 razli¢nih proteinov z diferencialnim izraZzanjem.
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6 POVZETEK

Rak je posledica nepravilnega delovanja regulatornih mehanizmov, ki nadzorujejo
obnasanje normalne celice. Ena pogostejsih oblik je Zelod¢ni karcinom, ki nastaja v ve¢
stopnjah. Vanje so vpletene spremembe razli¢nih genov, to pa se kaze kot sprememba v
izrazanju proteinov. Pri dolo¢anju le-teh so nam v pomo¢ metode proteomike, ena izmed
njih je tudi dvodimenzionalna elektroforeza (2-DE). Metodo je v sedemdesetih letih
prejSnjega stoletja razvil O'Farrel, skozi ¢as pa se je izpopolnjevala. Sestavljena je iz dveh
dimenzij: izoelektricnega fokusiranja (IEF), ki locCuje proteine glede na njihovo
izoelektricno tocko (pl), in natrijev dodecil sulfat poliakrilamidne gelske elektroforeze
(SDS-PAGE), ki lo€uje proteine glede na molekulsko maso (MW).

Uporaba 2-DE pri analizi zelodénega raka je do danes prinesla odkritje marsikaterega
proteina, ki se razlicno izraza v normalnem in tumorskem tkivu. Nekaj takih, za katere je
bilo objavljeno, da imajo povecano izrazanje v normalnem tkivu, so: apoliprotein A-1,
serotransferin, alfa-1-antitripsin, MADI1L1, COX5A, CYR61 in FOV. PoviSano izraZanje v
tumorskem tkivo imajo glede na objave npr. HSP 27, MEF2C, MnSOD, PGK-1, katepsin
B in CLICI1. Glede nekaterih proteinov (npr. glutation S-transferaza) si raziskovalci

nasprotujejo.

Pri sami metodi 2-DE obstajajo nekaksna splosna navodila o pripravi vzorcev in raztopin,
Se vedno pa ta omogocajo prosto izbiro kar se tice posameznih podrobnosti. Raziskovalne
skupine tako lahko iste vzorce pripravljajo na nekoliko razlicne nacine. V naSem
raziskovalnem delu smo po optimizaciji za lizo vzorcev Zelod¢nega tkiva in celi¢ne linije
AGS uporabili pufer iz 10 mM PBS-a, 10 mM EDTA, 10 mM glicerola in 10% NP 40 ter
razbijanje pridobljenih celic z ultrazvokom 3 x 10 s. Netopne celi¢ne ostanke smo
odstranili z enournim centrifugiranjem pri 13.000 vrt./min in 4 °C, ostale necistoce
(organske) pa z obarjanjem z acetonom ter raztapljanjem dobljenega peleta v raztopini 9 M
uree in 4% CHAPS-a. Vzorec para 1 smo pripravili le s 15-minutnim centrifugiranjem in
brez obarjanja, kar pa se je kasneje na nekaj vzorcih izkazalo za ne dovolj ponovljivo.
Koncentracijo proteinskega ekstrakta smo merili s kompletom BCA™ Protein Assay Kit in
za analizo vzeli ali 10 pl vzorca (par 1) ali 100 pg proteinov (pari 2—7, AGS). Najprej smo

jih lo¢ili na 24 cm dolgih trakovih z imobiliziranim pH-gradientom 4—7 z 10-urno pasivno,
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2-urno aktivno rehidracijo in casom fokusiranja okoli 63 kVh. Ekvilibracijo smo izvedli v
raztopini s 4% SDS-om. Nato smo jih locili Se na 10% (par 1) ali 12% (pari 2—7, AGS)
poliakrilamidnih gelih v pufru z 0,2% SDS-om. Za vizualizacijo lis smo gele pobarvali s
srebrovim nitratom, po protokolu, kompatibilnem z masno spektrometrijo. Rac¢unalnisko
smo jih obdelali z demo verzijo programa Decodon Delta2D 3.4. V vzorcih tumorskega in
normalnega tkiva smo poiskali lise z diferen¢nim izrazanjem. Iz para 1 smo jih 12 izrezali
(lise 1, 2, 3, 4, 7 in 11 so bile poviSane v normalnem, lise 5, 8, 9 in 10 pa v tumorskem
tkivu) in poslali na identifikacijo z MALDI-TOF-MS na Mednarodni center za gensko
inZenirstvo in biotehnologijo (ICGEB) v Trstu. Nazaj smo dobili rezultate za 10 lis, in sicer
kot 8 razli¢nih proteinov: prekurzor alfa-1-antitripsina (lisi 1 in 11), citoplazemski aktin 2
(lisa 2, 10), glutation S-transferaza P (lisa 3), izoform 2 sterilnega alfa- in TIR-motiv
vsebujocega proteina 1 (lisa 4), protein S100-A9 (lisa 5), prekurzor transtiretina (lisa 7),
kloridni intracelularni kanalni protein 1 (lisa 8) in citoplazemski aktin 1 (lisa 9). Te lise
smo poskusali poiskati tudi na boljsih gelih iz dveh ponovitev parov 2—7. Dolo¢ili smo jih
le omejeno Stevilo, za kar je lahko kriva razlika v pripravi proteinskega ekstrakta
(obarjanje z acetonom). Za potrditev njihove istovetnosti bi jih bilo potrebno identificirati.
Na gelih parov 2-7 smo poiskali Se druge lise z diferencialnim izrazanjem in nasli vsaj dve,
ki sta imeli poviSano izrazanje v normalnem tkivnem vzorcu v 83 % (lisa 13) in 100 %
(lisa 14) vzorcev bolnikov. Vsaj ti dve bi bilo primerno identificirati. Optimizirani
postopek smo na koncu preizkusili tudi na celi¢ni liniji AGS, kjer se je izkazal za

zadovoljivega, vendar so funkcijske primerjave z zelod¢nim tkivom vprasljive.

Povzamemo lahko, da prihaja pri raku Zelodca do diferencnega izrazanja proteinov glede
na primerjavo z normalnimi celicami, in da sta 2-DE in MS ucinkoviti metodi proteomike
za ugotavljanje teh razlik. Za razlicne vrste vzorcev pa je zaradi odstopanj od splosnih

metodoloskih pravil postopek potrebno optimizirati v vseh fazah.
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PRILOGE

Priloga A: 2-DE geli vzorcev Zelod¢nega tkiva para 2 v ponovitvah. Leva gela sta iz
normalnega, desna pa iz tumorskega vzorca.
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Priloga B: 2-DE geli vzorcev Zelod¢nega tkiva para 3 v ponovitvah. Leva gela sta iz
normalnega, desna pa iz tumorskega vzorca.
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Priloga C: 2-DE geli vzorcev zelod¢nega tkiva para 4 v ponovitvah. Leva gela sta iz
normalnega, desna pa iz tumorskega vzorca.
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Priloga C: 2-DE geli vzorcev Zelodénega tkiva para 6 v ponovitvah. Leva gela sta iz
normalnega, desna pa iz tumorskega vzorca.
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Priloga D: 2-DE geli vzorcev zelod¢nega tkiva para 7 v ponovitvah. Leva gela sta iz
normalnega, desna pa iz tumorskega vzorca.
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Priloga E: Racunalnisko poravnani geli parov 2 (prva slika levo), 3 (druga slika desno), 4
(tretja slika levo), 6 (Cetrta slika desno) in 7 (peta slika levo).
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