zlom Sbornik XIITI 17.10.2006 12:37 Stranka 123 $

5. POSTERY 123

Analyza proteomu se zamérenim na prognostickeé faktory
karcinomu prsu

Vydra J., Aschermannova A., Smakal M., Konopések B., Petruzelka L., Selicharova I.,
Jiracek J., Smutna K., Matouskova E, BroZova K., Vesely P.
Onkologicka klinika 1. LF UK Praha, Ustav onkologie a pneumologie na Plesi
Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR Praha
Ustav molekulsrni genetiky Ceské akademie véd

Kazdy rok je v Ceské republice nové hlaseno téméF 6 tisic pacientek s karcinomem prsu, z toho je jen 19 % pokro-
¢ilych karcinomu prsu. Jen 8 % pacientek ma prokazatelné vzdalené metastazy v dobé diagnosy (viz tabulka é. 1).
Pfesto kazdym rokem zemie na karcinom prsu vice nez 2 tisice pacientek. | pfes pokroky v |éCebné strategii umira
kazda druha az tieti pacientka.

Optimalizace |éCebné strategie je mozna na zakladé molekularné biologickych vlastnosti nadoru. DalSim nezbytnym
krokem po precteni lidského genetického kddu je analyzovat funkce sité proteint v burice. Pokrok v proteinové analyze,
predevsim diky hmotnostni spektrometrii, umoZziuje identifikaci jednotlivych proteinu. Proteom je proteinovy obraz genomu
a zobrazuje téZ funkéni aktivitu jednotlivych bunéénych mechanismd. Pfesné stanoveni prognosy je zakladnim predpokla-
dem ekonomicky unosné, ale pfitom ucinné Iécby. Cilem naseho projektu je ziskani novych prognostickych a prediktivnich
faktor(i na zékladé proteomické analyzy.

Tab. 1 - Hlaena nova onemocnéni karcinomem prsu podle klinického stadia onemocnéni, Ceska republika rok 2002 -
Narodni onkologicky registr CR

| 11 I v Ostatni celkem Vzdalené
Klinické metastazy
stadium
1630 2067 572 443 666 5378 412
Nové hlaseno
30% 39% 11% 8% 12% 100% 8%
Vyskyt %

Material a metodika:

Klinicka analyza - zahrnuje TNM klasifikaci, vyskyt klinickych udalosti - progresi €i recidivu. Histologie a histochemie -
rutinni vy$etfeni histologicky typ nadoru, grade, hladina hormonélnich receptort (ER, PR) HER2/neu.

Kultivace in vitro - odebrana nadorova tkan je enzymaticky rozvolnéna pomoci kolagenazy A. Ziskané buriky jsou kulti-
vovany na feedru letalné ozarenych mysich bunék 3T3 (1). Kultura je zobrazena na obr. 1. Je velmi pravdépodobné, Ze
v téchto kulturach rostou buriky blizké kmenovym bunkam nadoru (2).

Obr. 1 Tkanova kultura karcinomu prsu L154
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Proteomicka analyza: kombinuje vysokoucinnou dvoudimenzionalni gelovou elektroforézu (2-DE), slouzici k sepa-
raci proteind (3) a hmotovou spektrometrii, slouzici k identifikaci vybranych proteinovych skvrn z geli (obr 2). 2-DE
gely byly pfipraveny z proteinového extraktu kultivovanych nadorovych bunék. Pro identifikaci proteind byla pouzita
digesce trypsinem na peptidy, extrakce peptid z gelu a MALDI - TOF spektrometrie s vyhledanim pfislusného protei-
nu v databazi.

Obr. 2 Hmotnostni spektrometr

Vysledky:

Nejdfive jsme identifikovali proteiny z gell linie karcinomu prsu EM- G3, abychom ziskali zakladni orientaci v proteinové
mapé karcinomu prsu (4). Lokalizace identifikovanych proteinl je v souladu s dosud publikovanymi 2DE mapami epitelii
mlécné Zlazy.

Obr. 3 Proteinova mapa linie EM-G3
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Déle jsme analyzovali gely ziskané 2-DE elektroforezou nadorti 23 pacientek. Tyto gely jsme na zakladé exprese
vybranych proteint rozdélili do tfi zakladnich skupin:

Skupina A - charakterizovana mj. vysokou expresi proteinu chloridového kanalku CLIC 1 o molekulové vaze 26 kD
a izoelektrickym bodem pl 5,35 (obr. 4, 5)

Skupina B - charakterizovand mj. vysokou expresi proteinu o molekulové vaze 26 kD a izoelektrickym bodem pl 5,35,
nejspise jde o isoformu prohibitinu (obr. 6)

Skupina C - ostatni vzorky (obr. 7)

Obr. 4 Exprese proteinu chloridového kanalku CLIC 1 - dvé isoformy
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Obr. 5 Proteom , A" nadorové buiiky L154

Obr. 6 Proteom ,A” nadorovych bunék L54
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Obr. 7 Proteom ,,B“ nadorovych bunék L128
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Obr. 8 Proteom ,,C” nadorovych bunék 179
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