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Proteomické analyza bunkovej linie MCF-7 2D elekiroforézou
pred a po aplikdcii cytostatik v programe PDQuest Advanced

Marianna Trebuiiovd', Galina Laputkové', Jén Sabo', Kamila Lacjakové?
1Ustav lekdrske] biofyziky, Lekarska fakulta UPJS, Kosice, 2Ill. Infernd Klinika, Lekdrska fakulta UPJS, Kosice

Pretofe proteomicky pristup vyZaduje obycajne analyzu velkého poctu stborov gélov, 2DE nevyhnutne vyZaduje
vykonnt a uzivatelsky pristupnu analyzu dét pomocou pocitafovych algoritmov. V tejto studii sme sa zamerali
na analyzu 2D elektroforetickych proteinovych map programom PDQuest Advanced. Softvérovym vyhodnotenim sme
zostavili protelnovy profil jadrovej frakcle MCF-7 a jadrovej frakcie MCF-7 vystavenych vplyvu doxorubicinu (2 pug/mi)
a docetaxelu (2 pg/ml) pocas 135 min, ich porovnanim sme zaznamenali Ubytok aj prirastok poctu specifickych

proteinovych spotov po aplikacii cytostatik

Kl'icové slové: proteomika, 2D elektroforéza, bunkové linia MCF-7, doxorubicin, docetaxel
Key words: proteomics, 2D electrophoresis, MCF-7 cell line, doxorubicin, docetaxel

Uvod

Dvojrozmerna elektroforéza (2DE) patri v sicasnosti
ku klG¢ovym spdsobom Stldia rozdielov v Urovni expre-
sie proteinov aich post-transla¢nych modifikacif
v rozliénych biologickych vzorkach. Sila 2DE spodiva
v mozZnosti sldéasne separovat tisice proteinov
s naslednou identifikaciou a kvantitativhou analyzou.
PretoZe proteomicky pristup vyzaduje obycajne kvanti-
tativnu analyzu velkého pottu siborov gélov, 2DE ne-
vyhnutne vyzaduje vykonnl a uZivatelsky pristupnt
analyzu dat pomocou poéitatovych algoritmov. Stan-
dardnd analyza 2DE gélov musi pozostadvat najmenej
z troch nasledovnych krokov: 1. detekcia spotov, 2.
kvantifikacia spotov a 3. sparovanie replikatov gélov.

Doxorubicin (DOX) je povaZovany za najucinnejsi
prostriedok v lie¢be pokrocilého karcindmu prsnika [1].
Rovnako ako DOX aj docetaxel (DOC) je efektivny liek
pouzivany pri lie€be nadorov prsnika [8]. Pochopenie
bunkového mechanizmu pri pdsobeni DOX a DOC je
klt€ovym krokom, ktory vedie ku tvorbe novych straté-
gii pri lie¢be rakoviny prsnika. Predchadzajice Stludie
naznacujl, ze udinok DOX na nadorové bunky bol spro-
stredkovany cez viacero mechanizmov [4]. Patri medzi
ne aj interkaldcia medzi bdzy DNA [7], interferencie
s odvijajucou sa DNA topoizomerdzou II [6] a zmena
membranovej Struktiry [12]. DOX a DOC tieZ mézu
sposobit také zmeny, ako zastavenie rastu, diferencia-
cie a apoptozy v réznych nadorovych bunkovych liniach
[5,8]. Hoci bol urobeny skrining z DOX-indukujlcej
génovej expresie s pouzitim technologie DNA cipu
[9,13] a bola urobena proteinova mapa MCF-7 po ex-
pozicii DOX (¢=0,1 pmol.I"!) pocas dvoch dni [2], ex-
presia proteinov v nadorovych bunkédch ovplyvnenych
cytostatikami separovanych 2DE vyZaduje daldiu ana-
lyzu aj s pomocou vhodného softvéru. Za Ucelom riede-
nia tohto problému bola vykonand proteomicka analyza
jadrovych proteinov bunkovej linie MCF-7 po slcasnej
expozicii DOX a DOC.

Je dostupnych viacero sUborov programov, ktoré
boli vyvinuté pre rychlu, presnd a objektivnu analyzu
2DE gélov: Delta 2D, GELLAB II+, Melanie, Image
Master 2D Elite, Progenesis alebo PDQuest Advanced.
\V tejto Studii prezentujeme 2DE proteomickl mapu
bunkovej linie MCF-7, ktord sme vyhodnotili
v programe PDQuestTM Advanced bez toho, aby nasle-
dovala identifikdcia jednotlivych proteinovych spotov
pomocou hmotnostnej spektrometrie.

Metody

Bunkova linia: Bunky MCF-7 boli kultivované
v DMEM doplnenom o 10 % fetdlne bovinné sérum
(FBS), penicilin (100 U/ml) a streptomycin
(100 mg/ml). Bunky boli inkubované pri 37 °C,
v atmosfére s 5 % CO; a trypsinizované podla metodiky
Chena a Wonga [3]. Kontrolnt skupinu tvorili nelieené
vypestované bunkové kultlry MCF-7 a pokusnu skupinu
tvorili vypestované bunkové kultiry MCF-7 liecené
doxorubicinom (2 pg/ml 10 % DMEM) a docetaxelom
(2 ug/ml 10 % DMEM ) pocas 135-tich minut.

Priprava lyzatov: Z vypestovanych kultir sme od-
stranili DMEM 10 % a bunky sme premyli studenym
sterilnym PBS, ¢im sme ich zbavili zvySkov meédia.
Kvantitativne sme ich preniesli do skimaviek a centri-
fugovali (5 min, 4 °C, 1300 otacok). Zo sedimentu sme
vyizolovali proteiny pomocou Extrakéného kitu (BIO-
RAD, produkt €. 163-2089). Koncentraciu proteinov
sme urcili pomocou RC DC Protein Assay (BIO-RAD,
produkt €. 500-0112).

2D elektroforéza: VSetky chemikalie pouzité pri 2D
elektroforéze boli od firmy BIO-RAD. Prvd dimenzia:
IPG stripy 7 cm, pH 4-7 boli 12 hod pasivne rehydro-
vané pomocou 125 pl vzorky s koncentraciou 0,5 pg/ul.
2D elektroforéza bola uskuto¢nend v Protean IEF Cell
systéme. Elektrofokusacia prebehla za nasledovnych
podmienok: 250V-15 min, 500V-2 hod, 8000 V-3 hed,
4000 V pri celkovom dokonceni 65 000 Vh na 1 gél.
Stripy boli ekvilibrované 10 min v ekvilibraénom roz-
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toku I (6 mol/! urea, 2 % SDS, 0,375 mol/l Tris-HCL pH
8,8, 20 % glycerol, 130 mmol/l DTT) a 10 min.
v ekvilibraénom roztoku II (6 mol/l urea, 2 % SDS,
0,375 mol/l  Tris-HCL pH 8,8, 20 % glycerol,
135 mmol/| jodoacetamid). Druha dimenzia, vertikalna
clektroforéza: Stripy boli umiestnené v agare s vrstvou
4 % polyakrylamidového gélu a 10 % polyakrylamido-
vého gélu. Separacia proteinov prebiehala 45 min
pri 200 V,

Farbenie gélov: Premyvanie v deionizovanej vode
3x5min, farbenie gélov Coomassie blue 50 ml/gél
60 min, premyvanie v deionizovanej vode 3x15 min

Analyza spotov: gély boli zdokumentované pomocou
denzitometra GS-800 (BIO-RAD) a vyhodnotené
v programe PDQuest 2D gel Analysis Software (BIO-
RAD).

Vysledky a diskusia

Analyza proteinového zloZzenia bunkovej linie
MCF-7 2D elektroforézou.

Kontrolnd vzorka jadrovych proteinov z buniek
karcindému  prsnika,  dostatoCne reprezentativna
na vyhodnocovanie dvojdimenzionalnou polyakrylami-
dovou gélovou elektroforézou, a skimana vzorka jad-
rovych proteinov z buniek MCF-7 ovplyvnenych kombi-
naciou cytostatik doxorubicinu a docetaxelu bola zis-
kana izolaciou z buniek pomocou ReadyPrep 2D Protein
Extraction kitu. Bolo uskutoénenych 55 sérii elektrofo-
réz, ztoho 35 sérii elektroforéz bolo urobenych
70 vzoriek nelieenych MCF-7 a 25 sérii bolo urobenych
70 vzoriek lieenych MCF-7. V kazdej z nich boli
vyhodnocované 4 replikdty gélov (obr. 1). pH pruzkov
rehydrovanych vzorkou bolo v rozmedzi 4-7.
Izoelektricka fokusacia i SDS-PAGE bola vidy vykonana
pri rovnakych podmienkach. Na obr. 2 je znazornena
2D mapa sospotmi proteinov kontroinej vzorky
vizualizované Coomasie blue. 2D mapy gelov
naskenovanych pomocou kalibrovaného densitometra
pri 200 dpi boli vyhodnocované pomocou softvéru na
analyzu gélov tak, Ze v prvom rade boli z kazdého gélu
vyrezané rovnaké klastre spotov. Styri reprezentativne
gély boli zvolené na vytvorenie stboru zodpovedajlcich
spotov. Nasledovala aplikacia algoritmu na odstranenie
a vyhladenie pozadia. Softvér umozfiuje pat volieb
median, weighted mean, power mean, contra mean
alebo adaptive, ktoré sa uplatfiujl v zavislosti od typu
prevliddajiceho Sumu na vyhodnocovanych géloch.
Nasledovala automaticka detekcia spotov s doplnu-
jucimi nastaveniami, ktoré boli vo vietkych pripadoch
rovnaké (sensitivity = 10, size =3, min peak = 50,
speckle filter zapnuty, streak filtering zapnuté). Softvér
vyuziva na modelovanie povrchu spotu a jeho
kvantifikaciu Gaussovu jednomodaélnu funkciu. Softvér
dovoluje zvysit konsenzus medzi replikatmi gélov
pomocou editovacieho nastroja Group Consensus.
Spoty  zodpovedajice  Specifickému proteinu  sa
vyskytujii stéasne na vsetkych replikdtoch v skupine
iba v idealnom pripade, tento nastroj véak dovoluje
editovat vzdjomne si zodpovedajlice spoty s cielom
dosiahnut konsenzus v Udajoch. Parovanie spotov

na jednotlivych géloch v skupine nie je trividlny proces,
pretoze i pri porovnani dvoch gélov sl pozorovatelné
vyznamné distorzie, ktoré proces parovania identickych
spotov vyznamne stazujl, Nasledovalo manualne edito-
vanie automaticky sparovanych spotov s ciefom elimi-
nécie akychkolvek spotov, ktoré boli softvérom vyhod-
notené nespravne. Boli vyuZité iba také semiautoma-
tické editaéné nastroje, ktoré poskytuje softvér (delete,
add, autosplit a auto-merge spots) a ktoré minimalizuju
subjektivitu vyhodnotenia poltu spotov. Softvér su-
¢asne generuje zoznam vsetkych spotov s uvedenim
unikatneho SSP &sla. Nerovnaké vyfarbenie gélov,
Kktoré bréni kvantifikicii jednotlivych spotov je softvé-
rovo odetrené aplikdciou vhodného spdsobu normaliza-
cie. V priebehu analyzy bola vyuZitd metdda lokalnej
regresie LOESS.

V programe PDQuest je moZné porovnat gély po-
chadzajlice z viacerych pokusov (napr. kontrola versus
liedena vzorka), spoty na nich je moZne oznatit a po-
rovnat ich lokalizdciu. Nie je teda nevyhnutne nutné
pouzit na odhalenie zmien prebiehajlcich veo vzorke
extrahovanej z lie¢enych buniek take metddy ako je
napr. DIGE. Pri analyze proteinovych map bolo ciefom
zaznamenat zmeny v proteéme MCF-7 buniek ovplyv-
nenych cytostatikami. Softvérovd analyza aj v tomto
pripade prebiehala tak, ako je to uvedené pre kontrolnu
vzorku (obr. 2). Softvérovym porovnanim ,master,
gélov pre vzorky proteinov extrahovanych z kon-
trolnych MCF-7 buniek a buniek ovplyvnenych cytosta-
tikami bola pozorovanad vyznamna zmena v protedme;
do&lo nielen k vymiznutiu niektorych spotov, ale na 2D
mape MCF-7 buniek ovplyvnenych cytostatikami sa
objavili dodatoéné spoty. Zhodu a rozdiely v lokalizacii
spotov na géloch ziskané pomocou vzajomneho pocita-
Zového prekrytia dvoch gélov st znazornené na obr. 3.

\/ programe PDQuest je mozneé 3D zobrazenie pro-
teinovych spotov, ktoré pomaha najma pri odligeni
prekryvajlcich sa spotov, ktoré neboli v priebehu 2DE
dostatoéne separované. Vyska spotu koreluje s inten-
zitou spotu (obr. 1). Kvantitativna analyza, ktort sof-
tvér umoziuje, véak pri tejto analyze uskutoénend
nebola.

Obr. 1. Spracovanie spotov  pomocou 3D Viewer
v programe PDQuest. Na obrazku v pravem hornom rohu su
4 PAGE gély. Na prvom géle s v ¢ervenom Stvorci (A) ozna-
gené proteinové spoty, ktoré si v nasledujicom okne (B) zob-
razené ako 3D obrazok.

Folia Medica Cassoviensia, 67 (1), 2012
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Obr. 2. Master gel Gaussian Image MCF7 JPF 308 spots, Master gel Gaussian Image MCF7 JPF cytostatics exposition: 135
min. 336 spots, Na obrazku A je jadrovd proteinové frakcia MCF-7 - kontrolnd vzorka, na obrdzku B je jadrova proteinova frakcia

MCF-7 po aplikacii cytostatik (doba expozicie - 135 min).

Obr. 3. Porovnanie 2D map JPF MCF 7 - kontrola a JPF MCF 7 - s cytostatikami v programe PDQuest Advanced.
Obrazok A: zelené spoty - totoZzné proteiny na oboch géloch, ervené spoty- proteiny sa vyskytuju len v kontrolnej vzorke. Obrazok B:
zelené spoty - totoZné proteiny na oboch géloch, modré spoty- proteiny sa vyskytujld len vo vzorke s cytostatikami.
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V programe PDQuest je moZné 3D zobrazenie pro-
teinovych spotov, ktoré poméha najméa pri odlideni
prekryvajlcich sa spotov, ktoré neboli v priebehu 2DE
dostatoéne separované. Vyska spotu koreluje s inten-
zitou spotu (obr, 1). Kvantitativna analyza, ktor( sof-
tvér umozhiuje, viak pri tejto analyze uskutonena
nebola.

V tejto Studii sme sa snaZili porovnat proteinové
mapy bunkovej linie MCF-7 pred a po aplikacii cytosta-
tik. Na zaklade softvérového porovnania mozeme kon-
tatovat, Ze pod vplyvom doxorubicinu a docetaxelu
dochddza k zmene proteinovej mapy MCF-7 buniek.

Diskusia

Néadorové ochorenia, aj v dneénej dobe modernej
diagnostiky, predstavuju problémov( oblast mediciny.
Cim neskdr je toti ochorenie diagnostikované, tym
mensia je U¢innost terapie. Z tohoto ddvodu sa stale
hladaju nové, rychlejsie a lepsie diagnostické metddy,
ktoré by nadorové ochorenie odhalili skér, to znamena
v obdobi bez klinickych prejavov ochorenia. Aj napriek
tomu, Ze rakovina prsnika je heterogénne ochorenie,
jednotlivé druhy tumorov nesd typické znaky
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vyplyvajuce z biologickych, transkripénych a proteino-
vych abnormalit [10].

Tato Stldia tiez potvrdzuje, Ze proteomické analyzy
st mocny nastroj pre potvrdzujlce expresie proteinov
v slvislosti s Gcinkom protinddorovych liekov ako napr,
DOX aDOC na rast nadorov atento pristup otvara
cestu definovania terapeutickych cielov pre lie¢bu rako-
viny prsnika. Hoci je dostupnych vela réznych softvéro-
vych balikov na analyzu mép 2DE gélov, PDQuest
v porovnani s nimi poskytuje najspolahlivejsie vysledky
pri porovnani manualne a automaticky detekovaného
poctu spotov, reprodukovatelnosti detekovanych spotov
pri pouziti vSetkych algoritmov na filtrovanie pozadia,
ktoré softvér umoznuje [11]. UmoZiuje pouzif na od-
halenie zmien prebiehajlcich vo vzorke softvérové
porovnanie protedmov dvoch odliSnych  vzoriek
a dovoluje vyhnut sa pouZitiu takych metdd ako je
napr. DIGE, ktord vyzaduje nepomerne véacsie naklady
na samotné farbenie gélov a dodatoéné zariadenie na
ich zosnimanie. Vyhodou PDQuestu je i Sirokd paleta
nastrojov, ktord dovoluje plnohodnotni &tatisticku
analyzu dét. V neposlednej miere je vdhodou softvéru
i to, Ze je integrovany so zariadenim na automatické
vyrezavanie spotov ExQuest™Spot Cutter
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Summary

Proteomic analysis of MCF-7 cell line treated and
untreated with cytostatics with 2D electro-
phoresis evaluated by PDQuest Advanced

As proteomic approach generally requires an analy-
sis of a great number of gel collections, 2DE inevitably
necessitates in a powerful and user-friendly data analy-
sis with the aid of software algorithms. In this study we
focused on the analysis of 2D electrophoretic protein
maps with the aid of PDQuest Advanced. By software
evaluation the protein profile of nucleus fraction
of MCF-7 and nucleus fraction of MCF-7 treated with
doxorubicin (2 ug/ml) and docetaxel (2 pg/ml) for 135
min was made. The comparison of which demonstrated
the drop as well as the gain in number of specific pro-
tein spots after the treatment with cytostatics.

Prdca bola finanéne podporend grantmi ITMS:
26220120039 (50 %), ITMS: 26220220143 (50 %)
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