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SAZETAK. Uvod: Dvodimenzionalna gel-elektroforeza (2-DE) metoda je analize kompleksnih pro-
teinskih smjesa izdvojenih iz stanica, tkiva, tjelesnih tekucina ili drugih bioloskih uzoraka, koja
objedinjuje dva razli¢ita elektroforetska postupka: izoelektri¢no fokusiranje i SDS-poliakrilamidnu
gel-elektroforezu. Metode: U ovom radu ispitan je utjecaj Cetiriju razlicitih pufera na proteomske
profile dviju stanicnih linija karcinoma kolona, SW 620 i HCT 116 uzgojenih klasi¢cnim metodama
uzgoja stanica in vitro uz pomo¢ metode 2-DE, u pH rasponu 3 — 10 NL, te rasponu molekulskih
teZina od 14 do 100 kDa. Rezultati: Dobiveni rezultati pokazuju kako se pojedini puferi
medusobno razlikuju po prirodi proteina koji su specificno otopljeni, Sto je djelomicno ovisilo i o
stanicnoj liniji. Diskusija: Topljivost proteina jedan je od najvecih problema pri koristenju 2-DE,
Sto narocito dolazi do izraZaja kod hidrofobnih membranskih proteina, proteina jezgre i proteina
izrazito sklonih agregaciji. Jedan od nacina poboljSanja topljivosti proteina je i optimizacija pufera
za izdvajanje proteina, pri ¢emu se u pufer dodaju zwitter-ionski amfifilni surfaktanti poput
CHAPS, SB 3-10 (kaprilil sulfobetain) i ASB-14, te uporabom tiouree u kombinaciji s ureom. Gelo-
vi dobiveni uz pomo¢ pufera koji sadrzi CHAPS imali su najbolju rezoluciju i na njima je bilo
moguce detektirati najvedi broj jedinstvenih proteinskih vrsta obiju ispitanih stanicnih linija.
Zakljucéak: Postupkom optimizacije pripreme uzorka za analizu mehanizama ucinka novosin-
tetiziranog protutumorskog spoja na razini proteoma uz pomoc¢ 2-DE pokazano je kako je pufer
sastava 7M urea + 2M tiourea + 4% (w/v) CHAPS optimalan pufer za izolaciju i razdvajanje smjese
proteina dobivene iz tumorskih stani¢nih linija kolona HCT-116 i SW 620.

Kljucne rijeci: dvodimenzionalna gel-elektroforeza, optimizacija pripreme uzorka, proteomika

ABSTRACT. Introduction: The two-dimensional gel-electrophoresis (2-DE) is a method of
choice for complex protein mixture separation from cells, tissue, body fluids or other bio-
logical samples which comprises two diverse electrophoretic principles: the isoelectric fo-
cusing and the SDS-polyacrilamide gel electrophoresis. Methods: In this paper we tested
the effects of four different 2-DE buffers on the protein profiles obtained by 2-DE in the pH
range 3-10 NL, and the molecular weight range 14-100 kDa. The proteins were isolated from
two colon cancer cell lines SW 620 i HCT 116 grown in vitro by using standard cell propaga-
tion procedures. Results: The obtained results revealed different 2-DE buffer properties for
each buffer tested as the protein profiles showed a different pattern both as the conse-
quence of the buffer type and the type of cell line. Discussion: One of the major problems in
2-DE is protein solubility which is particularly emphasized when dealing with hydrophobic
membrane proteins, the nuclear proteins as well as with proteins prone to form aggregates.
One of the possible solutions to this problem is the optimization of the 2-DE buffer by addi-
tion of zwitter-ionic amphyphilic surfactants like CHAPS, SB 3-10 (sulphobetain) and ASB-14,
as well as by addition of thiourea and urea. The gels obtained with the buffer containing
CHAPS showed the best resolution properties and had the best unique protein species score
for both tested cell lines in comparison to all other gels. Conclusion: Through the 2-DE buf-
fer optimization in the sample preparation step for proteomic analysis of newly synthesized
antitumor drug mechanisms of action, it has been shown that the buffer containing 7M urea
+ 2M thiourea + 4% (w/v) CHAPS was the most effective for isolation and separation of pro-
teins from HCT-116 and SW 620 tumour cell lines.
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UVOD I CILJ ISTRAZIVANJA

Posljednjih se godina puno paZnje posvecuje pri-
mjeni metoda proteomike u razjasnjavanju bio-
loskih mehanizama razvoja bolesti, kao i u identi-
fikaciji odgovarajuc¢ih proteinskih meta za
terapijsku intervenciju. Otkrivanje novih protein-
skih meta ¢e, naime, uvelike olaksati ranu dija-
gnozu, poboljsati preciznost prognoze i lijeCenje
oboljelih. Proteomika ima velik potencijal u pro-
cesu otkrivanja i dizajniranja novih lijekova i/ili
mehanizama ucinka lijeka na razini proteoma s
obzirom na to da moze identificirati regulatorne
proteine ili potencijalne mete za djelovanje ne-
kog lijeka, stoga je nedavno u nasem laboratoriju
provedeno ispitivanje bioloskog ucinka potpuno
novog, amidino-supstituiranog derivata benzimi-
dazo [1,2-a] kinolina na tri tumorske stanicne lini-
je debelog crijeva Covjeka u uvjetima in vitro. Ke-
mijska sinteza i mehanizam bioloskog djelovanja
ovog heterociklickog spoja prethodno su opisani
u literaturil. Takoder je, u sklopu istog istraziva-
nja, opisan i njegov mehanizam djelovanja na ra-
zini ekspresije proteina®. Proteomsko istraZivanje
mehanizama djelovanja spoja provedeno je uz
pomo¢ metode dvodimenzionalne gel-elektrofo-
reze (2-DE) u kombinaciji s masenom spektrome-
trijom. Metoda 2-DE vrlo je moc¢na i istovremeno
sloZzena metoda za razdvajanje proteina, kod koje
se kriticnim korakom smatra upravo priprema
uzorka za analizu, jer se tijekom analize protein-
skih modifikacija mogu uociti brojni artefakti, po-
cevsi od proteoliticke razgradnje uzrokovane akti-
vacijom proteaza nakon lize stanica, pa sve do
pojava karbamilacije proteina amonijevim cijana-
tom, razgradnim produktom uree koja se koristi
za denaturaciju proteina. Osim toga, jedan od Ce-
stih problema 2-DE je i rezolucija proteina na
gelu, osobito onih proteina koji su prisutni u toli-
ko niskim koncentracijama, Sto znacajno oteZava
njihovu detekciju na gelu. U ovom istrazivanju
provedena je stoga optimizacija pripreme uzora-
ka proteina iz dviju tumorskih stani¢nih linija ko-
lona (HCT 116 i SW 620) kako bi se utvrdio opti-
malan sastav pufera za razdvajanje proteina iz
proteinske smjese tumorskih stani¢nih linija kolo-
na u uvjetima in vitro, unutar raspona pH od 3 do
10 i raspona veli¢ine molekula proteina od 14 do
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100 kDaltona (kDa). U ovom su radu opisani po-
stupci kojima je provedena optimizacija pripreme
uzorka za 2-DE.

METODE

UZGOJ KULTURA STANICA U UVIJETIMA IN
VITRO

U istraZivanju su koristene sljedece stanicne linije
Covjeka tvrtke ATCC (engl. The American Type Cul-
ture Collection, SAD): SW620 (adenokarcinom de-

S obzirom na to da moze identificirati regulatorne pro-
teine ili potencijalne mete za djelovanje lijeka, proteo-
mika ima velik potencijal u procesu otkrivanja i dizajni-
ranja novih lijekova i/ili mehanizama ucinka lijeka na
razini proteoma. No, «uskim grlom» proteomskog istra-
Zivanja smatra se priprema uzorka, primjerice optimiza-
cija pripreme uzoraka proteina za 2-DE jer upravo o
tome koraku ovisi krajnji ishod same metode.

belog crijeva; metastaza u limfnom ¢voru) i HCT
116 (karcinom debelog crijeva). Stanice su uzga-
jane u tekucoj hranjivoj podlozi DMEM (engl.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, GIBCO Invi-
trogen, SAD) uz dodatak 10%-tnog seruma tele-
Ceg fetusa (FCS, engl. fetal calf serum, GIBCO Invi-
trogen), 2 mM L-glutamina (Sigma, Njemacka),
100 jedinica/mL penicilina i 100 pg/mL strepto-
micina (GIBCO Invitrogen) u inkubatoru u vlaznoj
atmosferi pri 5% CO, na 37 °C. Stanice su bile uz-
gajane do konfluentnosti u plasti¢nim bocama za
stanicne kulture (Falcon, SAD) te odrzavane u kul-
turi presadivanjem s 0,25%-tnom otopinom trip-
sina (GIBCO Invitrogen). Za odredivanje broja sta-
nica i utvrdivanje njihove vijabilnosti, 20 ul
suspenzije stanica pomijesano je s 80 pl 10%-tne
otopine tripanskog modrila (Sigma) koji specific-
no boji mrtve stanice u plavo, te su stanice pre-
brojene pomocu Neubauer komorice (Blau Brand,
Njemacka) na svjetlosnom mikroskopu (Olympus
CKX 41, SAD).

IZOLACIJA PROTEINA IZ STANICA

Kako bismo utvrdili optimalan sastav pufera kojim
bi se postigla separacija Sto je moguce veceg bro-
ja proteina unutar odredenog raspona pl/Mr vri-
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jednosti, koristena su Cetiri razli¢ita 2-DE pufera

sljedeceg sastava:

1. 7M urea (Sigma), 2M tiourea (Sigma), 4%
(w/v) CHAPS (Sigma), 0,2 % (w/v) smjesa am-
folita pH 3 — 10 (BIO-RAD, SAD), 1% (w/v) di-
tiotreitol (DTT) (Sigma) i 1x koktel inhibitora
proteaza (Roche, Svicarska).

2. 5M urea, 2M tiourea, 2% (w/v) CHAPS, 2%
(w/v) SB 3-10 (kaprilil sulfobetain) (Sigma),
0,2% (w/v) smjesa amfolita pH 3 — 10, 1%
(w/v) ditiotreitol (DTT) i 1x koktel inhibitora
proteaza.

3. 7M urea, 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14 (ami-
nosulfobetain-14) (Sigma), 0,2% (w/v) smje-
sa amfolita pH 3 — 10, 1% (w/v) ditiotreitol
(DTT) i 1x koktel inhibitora proteaza.

4. 9M urea, 4% (w/v) CHAPS, 0,5% (v/v) Triton
X-100 (Sigma), 0,2% (w/v) smjesa amfolita
pH 3 — 10, 1% (w/v) ditiotreitol (DTT) i 1x
koktel inhibitora proteaza.

Ukratko, stanice su bile nasadene na Petrijeve plo-

Cice (Falcon) u koncentraciji od 1x10° po plocici.

Nakon odredenog vremenskog perioda, uklonjen

je medij, a stanice su isprane tri puta s po 10 mL

Tris-sorbitola (10 mM Tris, 25 mM sorbitol, pH 7.0)

prethodno ohladenog na +4 °C. Potom je stanica-

ma dodano 500 piL 2-DE pufera za lizu, lizat je pre-

bacen u 1,5 mL kivetice (Eppendorf, Njemacka) i

soniciran 4 x 10 sekundi na ledu s 0,5 mm sondom

pri amplitudi 60% (Labsonic, B. Braun, Biotech In-
ternational, Njemacka). Nakon toga u uzorak je
dodano 10 pL smjese nukleaza (Amersham Biosci-
ences, SAD)/1 mL lizata, 1 sat na sobnoj tempera-

turi uz treSnju. Potom su lizati centrifugirani (30

min, 13 200 rpm, 20 °C) te su dobiveni superna-

tanti alikvotirani i pohranjeni na — 80 °C do analize.

ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA U
LIZATU

Koncentracija proteina u lizatu odredena je uz po-
mo¢ komercijalno dostupnog kompleta za kvantifi-
kaciju proteina (DC Protein Assay Kit, BIO-RAD,
SAD) baziranog na reakciji proteina s luZznatom
otopinom bakrenog tartarata koji onda potom re-
ducira Folinov reagens. Ukratko, pripremljen je
standard — albumin govedeg seruma (Sigma) u pet
razli¢itih koncentracija (0,2, 0,6, 0,8, 1,2 i 1,5 mg/
mL), te nekoliko razli¢itih razrjedenja uzorka. Otpi-
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petirano je po 5 plL standarda i uzorka u triplikatu
u jaZice mikrotitarske plocice, te dodano 25 pl re-
agensa A" i 200 plL reagensa B. Potom su plocice
inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi, na-
kon cega je ocitana absorbancija na 750 nm. Na
temelju ocitanih vrijednosti absorbancija standar-
da konstruirana je bazdarna krivulja ovisnosti
absorbancije o koncentraciji iz koje se potom ek-
strapolacijom na X-osi izracunala koncentracija
proteina u uzorku.

IZOELEKTRICNO FOKUSIRANIJE |
EKVILIBRACUA IPG-TRAKICA

Lizati za izoelektri¢no fokusiranje ukoncentrirani su
100%-tnim acetonom na -20 °C preko nodi. Uzorci
su centrifugirani (13.200 rpm, 10 minuta, 4 °C), a
aceton uklonjen. Proteinski talog je potom oto-
pljen zagrijavanjem na 30 °C u 300 — 330 pL u pu-
feru za rehidrataciju koji je po svom sastavu identi-
Can upotrijebljenom 2-DE puferu za lizu stanica, ali
ne sadrZi smjesu nukleaza niti inhibitore proteaza.
Uzorak je potom nanesen uzduz kanali¢a kadice za
fokusiranje, a na njega je poloZena IPG-trakica (17
cm, pH 3 —10 NL, BIO-RAD, SAD). Trakice su prekri-
vene s po 2 mL mineralnog ulja (BIO-RAD) i ostav-
liene na programu za aktivnu rehidrataciju (PRO-
TEAN IEF cell, BIO-RAD) pri 50 V, 20 °C i 14 sati.
Potom je provedeno izoelektricno fokusiranje pri
uvjetima navedenim u tablici 1.

Nakon zavrsetka fokusiranja, provedena je ekvili-
bracija IPG-trakica u ekvilibracijskom puferu (50
mM Tris-HCl, pH 8,8, 6M urea, 30% w/v glicerol,
2% w/v SDS, bromofenol modrilo) kojem je doda-
no 1% w/v ditiotreitola (Sigma) 15 minuta, te po-
tom u ekvilibracijskom puferu s 2,5% jodoaceta-
mida (Sigma) 15 minuta (tablica 1).

SDS-POLIAKRILAMIDNA GEL-
-ELEKTROFOREZA (SDS-PAGE)

Elektroforeza je vodena pri denaturirajué¢im uvje-
tima za sto je koristen tzv. Laemmlijev Tris-glicin
puferski sistem?. Za analizu su koristeni 12% poli-
akrilamidni gelovi debljine 1 mm i dimenzija
20x20 cm. Elektroforeza je voZena u jedinici za
hladenje sustava za vertikalnu elektroforezu
(PROTEAN II XL cell, BIO-RAD) i prebacena u ko-
moru s puferom za elektroforezu (25 mM Tris,
192 mM glicin, 0,1% SDS, pH 8.3) pri sljedeéim
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Tablica 1. Uvjeti izoelektricnog fokusiranja za analiticke 2-DE gelove (100 pg proteina). Fokusiranje je vodeno

priblizno 80.000 volt-sati.

Table 1. The isoelectric conditions used for preparation of analytical 2-DE gels (100 ng of proteins). The focusing

was run approximately 80 000 Vh.

Faza Porast napona
So1 Spori

S02 Brzi

S03 Spori

S04 Brzi

S05 Spori

S06 Brzi

S07 Spori

S08 Brzi

S09 Brzi

uvjetima: 16 mA/gelu 30 minuta i potom 24 mA/
gelu. Nakon zavrSene elektroforeze, gelovi su
obojani srebrom.

BOJANJE SREBROM

Gelovi su bojani srebrom prema modificiranoj
metodi Shevchenko i sur®. Ukratko, odmah po za-
vrSetku elektroforeze, gelovi su fiksirani 30 min u
otopini 50% metanola/10% octene kiseline, inku-
birani 15 min ili preko no¢i u 5%-tnoj otopini me-
tanola, te isprani tri puta po 5 minuta u redestili-
ranoj vodi. Nakon toga, gelovi su ostavljeni 2
minute u 0,02%-tnoj otopini Na_S,0,x5H,0, te su
potom isprani tri puta po 30 sekundi u redestilira-
noj vodi. Zatim je uslijedilo bojanje s 0,2%-tnom
otopinom AgNO, prethodno ohladenom na +4 °C
u trajanju od 25 minuta, nakon cega su gelovi
isprani tri puta po 1 minutu u redestiliranoj vodi.
Nakon toga, gelovi su inkubirani u otopini 3%
Na2C03/0,04% formalina (36%-tna vodena otopi-
na formaldehida)/0,0004% Na,S,0,x5H,0 uz in-
tenzivno potresanje do Zeljenog intenziteta obo-
jenja (najdulje 10 minuta). Reakcija se prekida
dodatkom 1,4%-tne otopine Na_EDTA te su nakon
10 minuta inkubacije gelovi isprani u redestilira-
noj vodi. Tako obojani gelovi su se ¢uvali na +4 °C
u 1%-tnoj otopini octene kiseline. Na,S,0,x5H,0
kupljen je od tvrtke Aldrich, Njemacka, a sve osta-
le kemikalije od Kemike.
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Ostvareni napon/ V

Trajanje/ sati:minute

200 0:30

200 0:30

500 0:30

500 0:30
1000 0:30
1000 0:30
10000 4:00
10000 60000 volt-sati

500 24:00

SLIKANJE | ANALIZA GELOVA

Obojani gelovi skenirani su pomoc¢u uredaja za
slikanje (VersaDoc Imaging System, model 4000,
BIO-RAD) pri vremenu ekspozicije od 0,6 sekundi.
Kvalitativna analiza gelova provedena je pomocu
specijalnog racunalnog programa za analizu 2-DE
gelova (PDQuest SW, verzija 7.0, BIO-RAD). Gelovi
su normalizirani prije analize tzv. metodom uku-
pne gustoce na slici gela, kod koje se zbrajaju vri-
jednosti optickih gustoca svih toCaka unutar slike,
te potom usporedba tih zbrojenih vrijednosti slu-
Zi kao osnova za normalizaciju.

REZULTATI OPTIMIZACIJE PRIPREME
UZORKA ZA 2-DE

Optimizacija pripreme uzorka za analizu 2-DE pro-
vedena je testiranjem cetiri pufera koja su se me-
dusobno razlikovala po upotrijebljenom deter-
gentu (surfaktantu) i kaotropu: pufer #1: 7M urea
+ 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS; pufer #2: 5M urea
+ 2M tiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB
3-10; pufer #3: 7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v)
ASB-14 i pufer #4: 9M urea, 4% (w/v) CHAPS +
0,5% (v/v) TRITON X-100. Iz tablice 2 mozZe se za-
kljuciti kako se najvise ukupnih proteina uspjelo
izolirati iz stanica SW 620 uporabom pufera #2,
dok se pufer #3 pokazao najuspjesnijim kod izola-
cije ukupnih proteina iz stanica HCT 116.
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Tablica 2. Usporedba koncentracija ukupnih proteina dobivenih iz stanica HCT 116 i SW 620 uz pomo¢ Cetiriju
razli¢ita pufera: #1 (7M urea + 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2%
(w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14) i #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0.5% (v/v) TRITON
X-100). Prikazane su srednje vrijednosti triju neovisnih pokusa s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Table 2. The comparison of protein concentrations obtained from HCT 116 and SW 620 cell lines by using four
different buffers: #1 (7M urea + 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2%
(w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) ASB-14) and #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0.5% (v/v)
TRITON X-100). The mean values of three independent experiments + standard deviations are presented in the
table.

mg/mL ukupnih proteina

pufer #1 pufer #2 pufer #3 pufer #4
SW 620 1,76 £ 0,4 2,01+0,9 1,94+0,6 1,83+0,6
HCT 116 2,10+0,7 1,92+0,6 2,24+0,8 2,18 +0,7

Tablica 3. Rezultat analize gelova nakon dvodimenzionalne elektroforeze proteina iz stanica HCT 116 uz pomo¢
racunalnog programa PDQuest. Prikazana je usporedba broja proteina (engl. protein spots) dobivenih uporabom
Cetiriju razli¢itih pufera: #1 (7M urea + 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) CHAPS +
2% (w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14 i #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON
X-100).

Table 3. The results of gel analyses upon 2-DE of proteins isolated from HCT-116 cells by using the PDQuest
software. The number of proteins (protein spots) obtained by using four different buffers: #1 (7M urea + 2M
thiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M
thiourea, 2% (w/v) ASB-14 i #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON X-100) are presented in the table.

HCT 116

pufer #1 pufer #2 pufer #3 pufer #4
Ukupan broj tocaka 646 545 647 565
Broj tocaka jedinstvenih za pufer 30 12 12 18
Broj tocaka zajednicki za sve pufere 197

Tablica 4. Rezultat analize gelova nakon dvodimenzionalne elektroforeze proteina iz stanica SW 620 uz pomo¢
racunalnog programa PDQuest. Prikazana je usporedba broja proteina (engl. protein spots) dobivenih uporabom
Cetiriju razli¢itih pufera: #1 (7M urea + 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) CHAPS +
2% (w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14 i #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON
X-100).

Table 4. The results of gel analyses upon 2-DE of proteins isolated from SW 620 cells by using the PDQuest
software. The number of proteins (protein spots) obtained by using four different buffers: #1 (7M urea + 2M
thiourea, 4% (w/v) CHAPS); #2 (5M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10); #3 (7M urea + 2M
thiourea, 2% (w/v) ASB-14 i #4 (9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON X-100) are presented in the table.

SW 620

pufer #1 pufer #2 pufer #3 pufer #4
Ukupan broj tocaka 513 510 508 780
Broj tocaka jedinstvenih za pufer 20 13 19 18

Broj tocaka zajednickih za sve pufere 155
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Slika 1. Usporedba gelova dobivenih dvodimenzionalnom elektroforezom proteina izoliranih iz stanica HCT 116 uz
pomo¢ Eetiriju pufera razli¢itih sastava: A) 7M urea + 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS; B) 5M urea + 2M tiourea, 2%
(w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10; C) 7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14; D) 9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5%
(v/v) TRITON X-100. Izoelektri¢no fokusiranje provedeno je sa 100 ug proteina na IPG trakicama pH 3 — 10 NL, a
vertikalna poliakrilamidna elektroforeza na 12% gelu dimenzija 20x20 cm. Dobiveni gelovi su bojani srebrom.
Obojeni kvadratié¢i predstavljaju proteine jedinstvene za svaki pojedini gel.

Picture 1. Comparison of 2-DE gels obtained with proteins isolated from HCT 116 cells by using four different
buffers: A) 7M urea + 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS; B) 5M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB
3-10; C) 7M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) ASB-14; D) 9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON X-100.
Isoelectric focusing has been performed with 100 g of proteins on IPG strips pH 3-10 NL, and the vertical
polyacrilamide electrophoresis has been carried out on a 12% gel of dimensions 20x20 cm. The visualization of
proteins has been performed by silver staining. The coloured squares represent proteins that are unique for each
gel.

Analiza dobivenih gelova pomodéu racunalnog najvecdi broj jedinstvenih proteinskih vrsta karak-
programa PDQuest pokazala je kako se najvedi teristicnih za odredenu vrstu pufera dobiven uz
broj detektiranih proteina iz stanica HCT 116 do- pomo¢ pufera #1. Usporedba kvalitete gelova do-
bio na gelu kada se solubilizacija proteina i izoe- bivenih s ova dva pufera jasno, medutim, pokazu-
lektricno fokusiranje provelo s puferom #3 (tabli- je kako pufer koji je sadrzavao ASB-14 detergent
ca 3). Nadalje, iz iste je tablice vidljivo kako je (pufer 3) uzrokuje vecée "horizontalne crte" (engl.
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Slika 2. Usporedba gelova dobivenih dvodimenzionalnom elektroforezom proteina izoliranih iz stanica SW 620 uz
pomo¢ etiriju pufera razli¢itih sastava: A) 7M urea + 2M tiourea, 4% (w/v) CHAPS; B) 5M urea + 2M tiourea, 2%
(w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10; C) 7M urea + 2M tiourea, 2% (w/v) ASB-14; D) 9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5%
(v/v) TRITON X-100. Izoelektri¢no fokusiranje provedeno je sa 100 pg proteina na IPG trakicama pH 3 —10 NL, a
vertikalna poliakrilamidna elektroforeza na 12% gelu dimenzija 20 x 20 cm. Dobiveni gelovi su bojani srebrom.
Obojeni kvadratic¢i predstavljaju proteine jedinstvene za svaki pojedini gel.

Picture 2. Comparison of 2-DE gels obtained with proteins isolated from SW 620 cells by using four different buffers:
A) 7M urea + 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS; B) 5M urea + 2M thiourea, 2% (w/v) CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10; C) 7M
urea + 2M thiourea, 2% (w/v) ASB-14; D) 9M urea, 4% (w/v) CHAPS + 0,5% (v/v) TRITON X-100. Isoelectric focusing
has been performed with 100 pg of proteins on IPG strips pH 3-10 NL, and the vertical polyacrilamide electrophoresis
has been carried out on a 12% gel of dimensions 20x20 cm. The visualization of proteins has been performed by silver
staining. The coloured squares represent proteins that are unique for each gel.

streaking) na gelu od pufera s detergentom
CHAPS (pufer 1), te kako se s potonjim puferom
dobio gel bolje rezolucije (slika 1).

Iz tablice 4 vidljivo je kako se najvedi broj detekti-
ranih proteina iz stanica SW 620 dobio na gelu
kada su stanice lizirane i lizati fokusirani s pufe-
rom #4. Najvedi broj jedinstvenih proteina karak-

http://hrcak.srce.hr/medicina

teristicnih za odredenu vrstu pufera dobiven je
uporabom pufera #1. Usporedbom kvalitete gelo-
va (slika 2) dobivenih s ova dva razli¢ita pufera
moZze se zakljuciti kako se s puferom koji je sadr-
Zavao tioureu u kombinaciji s ureom dobio gel
bolje rezolucije i vece kvalitete, Sto se moze pripi-
sati poveéanoj solubilizaciji proteina zbog prisut-
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nosti tiouree koja je poznata po tome Sto pobolj-
Sava solubilizaciju velikih membranskih proteina.
Nadalje, dobiveni rezultati pokazuju kako se poje-
dini puferi medusobno razlikuju po vrsti i prirodi
proteina koje specificno solubiliziraju, Sto je vid-
ljivo iz oznacenih proteinskih tocaka karakteristic-
nih za svaki pufer zasebno (slike 1 i 2). Takoder,
djelovanje pufera bilo je razli¢ito za pojedinu sta-
ni¢nu liniju. Tako je iz slika gelova stanica SW 620
vidljivo kako se lizom stanica u puferu koji je sadr-
Zavao ureu/tioureu/CHAPS izdvajaju specifi¢ni
srednje veliki i veliki proteini iznad 30 kDa u cije-
lom rasponu pH koje nalazimo samo na gelovima
dobivenim s ovim puferom (slika 2a). Puferima
koji su sadrzavali detergente SB 3-10 i ASB-14 bilo
je moguce detektirati jedinstvene, velike kisele
proteine iznad 50 kDa u rasponu pH od 4 do 5,5
(slike 2b i 2c). Konacno, liza stanica SW 620 s pu-
ferom koji je sadrzavao najveéu koncentraciju
uree te CHAPS u kombinaciji s detergentom Tri-
ton X-100 rezultirala je detekcijom malih, kiselih i
neutralnih proteina ispod 19 kDa i u pH rasponu
od 5 do 8 specifi¢nih za taj pufer (slika 2d).

Na gelu s proteinima iz stanica HCT 116 liziranih
uz pomoc¢ pufera koji je sadrzavao ureu/tioureu u
kombinaciji s CHAPS izdvojili su se karakteristi¢ni,
srednje veliki proteini (preko 30 kDa) u kiseloj i
neutralnoj pH regiji gela (slika 1a). Pufer koji je
sadrzavao SB 3-10 producirao je specifi¢ne kisele
i bazi¢ne proteine iznad 30 kDa (slika 1b). Zani-
mljivo je uociti kako je pufer s detergentom ASB-
14 specifi¢no solubilizirao kisele proteine (pH 4 —
5) u cijelom rasponu molekulskih masa (slika 1c).
Naposljetku, pufer s najve¢om koncentracijom
uree i kombinacijom CHAPS i Triton X-100 rezulti-
rao je detekcijom karakteristicnih, srednje velikih
i malih proteina ispod 30 kDa u neutralnoj i bazic-
noj regiji gela (pH 6.5 — 9) (slika 1d).

RASPRAVA

Otkrice i razvoj lijekova dugotrajan je i zahtjevan
proces pri ¢emu se procjenjuje kako je za razvoj
lijeka, pocevsi od identifikacije mete do lansiranja
lijeka na trziste, potrebno deset do dvanaest
godina®®. Globalne metode analize, poput meto-
da proteomike, mogu znacajno pridonijeti skradi-
vanju ovog procesa®. Primjerice, analiza ekspresi-
je proteina tumorskih stanica nakon tretiranja
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stanica s antitumorskim agensom moZe pomoci
pri rasvjetljavanju molekularnih mehanizama dje-
lovanja lijeka na tumorske stanice i njegovu tok-
sicnost’. Osim toga, proteomskim analizama mo-
guce je identificirati specificne mete za djelovanje
antitumorskog lijeka i stanicne modulatore njego-
vog bioloskog ucinka, ¢ime se otkrivaju metabo-
licki putovi ukljuceni u odgovor stanice na tre-
tman. Takoder, ovim je pristupom moguce
identificirati i proteine koji su povezani s nezelje-
nim nuspojavama, Sto moZe dati vazne smjernice

Topljivost proteina jedan je od najvecih problema pri
koriStenju 2-DE, Sto narocito dolazi do izrazaja kod hi-
drofobnih membranskih proteina, proteina jezgre i pro-
teina izrazito sklonih agregaciji. Jedan od nacina pobolj-
Sanja topljivosti proteina je optimizacija pufera za
izdvajanje proteina, pri ¢emu se u pufer dodaju zwitter-
ionski amfifilni surfaktanti poput CHAPS, SB 3-10 i
ASB-14, te uporaba tiouree u kombinaciji s ureom.

u procesu optimizacije antitumorskog lijeka.
Upravo je takav globalni proteomski pristup bio
primijenjen u institutu NCI (engl. National Cancer
Institute, SAD) gdje se istraZio utjecaj preko
60.000 kemijskih spojeva na proliferaciju 60 razli-
c¢itih humanih stani¢nih linija raka koje potjecu iz
razli¢itih organa®. Znanstvenici s navedenog insti-
tuta objedinili su rezultate proteomskih analiza
ekspresije proteina svih 60 stanicnih linija dobive-
nih uz pomo¢ metode 2-DE u jedinstvenu bazu
podataka kako bi korelirali specificne obrasce
ucinka testiranih spojeva na rast stanica s njiho-
vim proteinskim profilima®.

Dvodimenzionalna gel-elektroforeza (2-DE) mo¢-
na je metoda za analizu kompleksnih proteinskih
smjesa ekstrahiranih iz stanica, tkiva, tjelesnih te-
kuéina ili drugih bioloskih uzoraka, koja objedi-
njuje dvije razlicite elektroforetske metode: izoe-
lektricno  fokusiranje i SDS-poliakrilamidnu
gel-elektroforezu®®. Topljivost proteina jedan je
od najvecih problema analize 2-DE, sto narocito
dolazi do izrazaja kod hidrofobnih membranskih
proteina (npr. receptor vezan na G-protein), pro-
teina jezgre i proteina izrazito sklonih agregaciji
(tubulin i keratini), stoga je cilj pripreme uzorka
za 2-DE potpuna solubilizacija, disagregacija, de-
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naturacija i redukcija proteina u uzorku, a uklju-
Cuje nekoliko koraka: razbijanje stanica standar-
dnim kemijskim ili mehani¢ckim metodama,
inaktivaciju ili uklanjanje necistoca koje interferi-
raju sa separacijom proteina (soli, nukleinske ki-
seline, proteoliticki enzimi, polisaharidi, lipidi
itd.), te solubilizaciju proteina u puferu koji sadrzi
neutralne kaotrope, neionske i/ili zwitter-ionske
detergente, reducense, tzv. provodljive amfolite i
inhibitore proteaza**®. No, "uskim grlom" prote-
omskog istraZivanja smatra se priprema uzorka,
jer upravo o tom koraku ovisi krajnji ishod same
metode, stoga nije nevazno koji ¢e pufer za izola-
ciju proteina, s obzirom na sastav i udio surfak-
tanta, reducensa i kaotropa, biti upotrijebljen. U
literaturi je relativno malo objavljenih radova koji
bi dali komparativni prikaz broja i vrsta proteina
dobivenih uporabom razli¢itih pufera za dvodi-
menzionalnu gel-elektroforezu na modelu huma-
nih tumorskih stanica. Jedan od nacina poboljsa-
nja topljivosti proteina je i optimizacija pufera za
solubilizaciju proteina, Sto se moze posti¢i dodat-
kom zwitter-ionskih amfifilnih surfaktanata poput
CHAPS, SB 3-10 (kaprilil sulfobetaina), ASB-14
(aminosulfobetaina-14) ili C8@ (4-oktilbenzol
amidosulfobetaina)'4, te uporabom tiouree u
kombinaciji s ureom®.

Iz navedenih razloga u ovom je radu u svrhu opti-
mizacije pripreme uzorka za 2-DE bio ispitan utje-
caj Cetiriju razlic¢ita pufera na proteomske profile
dviju stanicnih linija karcinoma kolona, SW 620 i
HCT 116 u pH rasponu od 3 do 10 NL, te rasponu
molekulskih teZina od 14 do 100 kDa. Upotrijeblje-
ni su sljedeci puferi: #1: 7M urea + 2M tiourea, 4%
(w/v) CHAPS; #2: 5M urea + 2M tiourea, 2% (w/v)
CHAPS + 2% (w/v) SB 3-10; #3: 7M urea + 2M tiou-
rea, 2% (w/v) ASB-14 i #4: 9M urea, 4% (w/v)
CHAPS + 0.5% (v/v) TRITON X-100. Dobiveni rezul-
tati pokazuju kako se pojedini puferi medusobno
razlikuju po prirodi proteina koje su specificno so-
lubilizirali, Sto je djelomi¢no ovisilo i o stani¢noj li-
niji. Najvedi broj detektiranih proteina iz stanica
HCT 116 dobiven je na gelu kada se solubilizacija
proteina i izoelektri¢no fokusiranje provelo s pufe-
rom koji je sadrzavao ASB-14. Pufer ASB-14 ucin-
kovit je u solubilizaciji integralnih membranskih
proteina®®!’. 2-DE analiza stanica SW 620 rezultira-
la je najve¢im brojem proteina kada je bio koriSten
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pufer sastava 9M urea + CHAPS/TRITON X-100.
Neionski detergent Triton X-100 izuzetno je ucin-
kovit u solubilizaciji citosolnih proteina, te neki au-
tori smatraju uobicajenom praksom dodati malu
koli¢inu ovog detergenta puferu koji sadrzi zwitter-
-ionski surfaktant®. No, najveci broj jedinstvenih
proteinskih vrsta karakteristicnih za odredenu vr-
stu pufera kod obje stanicne linije dobiven je s pu-
ferom koji je sadrzavao samo CHAPS. ZapaZena
slabija ucinkovitost pufera SB 3-10, uocena kod
obje stanicne linije, mogla bi se pripisati upotrije-
bljenoj nizoj koncentraciji uree zbog slabe topljivo-
sti ovog detergenta u koncentraciji uree vecoj od
5M*, Naime, urea denaturira proteine i prekida
nekovalentne i ionske veze izmedu njih, ¢ime po-
boljSava solubilizaciju proteina i njihov ulazak u
IPG-strip®®. Nadalje, iz slika dobivenih gelova vidlji-
vo je kako pufer s CHAPS daje gelove bolje rezolu-
cije (vece kvalitete) u odnosu na pufer s ASB-14.
Ovaj je rezultat u skladu s rezultatima istrazivanja
provedenim na limfnim ¢vorovima covjeka u koji-
ma je testirano Sest razli¢itih pufera, pri cemu su
gelovi najbolje kvalitete dobiveni upravo s puferi-
ma koji sadrZze kombinaciju CHAPS/urea/tiourea,
dok je pufer s ASB-14 uzrokovao pojavu horizon-
talnih crta na gelu (engl. streaking), narocito u ba-
zi¢noj regiji gela'®. Za sve daljnje proteomske studi-
je bioloskog djelovanja benzimidazo [1,2-a]
kinolina? stoga je koristen pufer sastava 7M urea/
2M tiourea/ 4% (w/v) CHAPS.

ZAKLJUCAK

Zaklju¢no, rezultati optimizacije uzorka za analizu
2-DE uporabom cetiriju razli¢itih pufera koji su se
razlikovali po upotrijebljenom surfaktantu ukazu-
ju na to kako je pufer sastava 7M urea + 2M tiou-
rea + 4% (w/v) CHAPS optimalan pufer za izolaciju
i razdvajanje smjese proteina dobivene iz tumor-
skih stanicnih linija kolona HCT-116 i SW 620. Ge-
lovi dobiveni uz pomo¢ ovog pufera imali su naj-
bolju rezoluciju i na njima je bilo mogude
detektirati najveci broj jedinstvenih proteinskih
vrsta obiju ispitanih stani¢nih linija.
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