Chem. Listy 99, 957 — 961 (2005)

PROTEOMIKA V MOLEKULARNI
TOXIKOLOGII: IDENTIFIKACE
POTENCIALNICH CASNYCH PROTEI-
NOVYCH BIOMARKERU HEPATO-
KARCINOGENITY U KRYS

KERSTIN FELLA?, MATTHIAS GLUCKMANN",
VOLKER KRUFTb, PETER-JURGEN KRAMER”
a MICHAELA KROGER"

“Merck KGaA, Institute of Toxicology, Frankfurter Strasse
250, D-64293 Darmstadt, Némecko, "Applied Biosystems,
Darmstadt, Nemecko

michaela.kroeger@merck.de

Doslo 27.8.05, pfijato 5.10.05.

Klicova slova: MALDI TOF-TOF MS, proteomika, bio-
markery, molekularni toxikologie, hepatokarcinogenita

Obsah

1. Uvod
2. Identifikace biomarkeri metodami dvourozmérné
elektroforézy a hmotnostni spektrometrie
. Instrumentace TOF/TOF
. Biologicky vyznam vysledki ziskanych 2DE/MS
4.1. Histopatologicka pozorovani
4.2. Analyza akutnich toxickych efektt
4.3. Subakutni a chronické toxické ucinky
4.4. Potencialni proteinové biomarkery pro predikci
. Zaver

1. Uvod

Metody, které jsou uzivany v soucasné tradicni toxi-
kologii ke studiu toxicity novych potencialnich 1éCiv
a jinych chemickych latek, jsou zalozeny zejména na kla-
sickych bezpecnostnich studiich na zvifatech. Tyto postu-
py zahrnuji rovnéz histopatologické a biochemické vysled-
ky. S ohledem na etické aspekty je nutno tradi¢ni toxikolo-
gické metody podpofit modernimi analytickymi technika-
mi, které umoziuji postihnout zmény na molekularni Grov-
ni diive, nez se projevi morfologicky. Zejména vyzkum
karcinogenity je zaloZzen na dlouhodobych studiich, ve
kterych mohou zvifata chronicky stradat. Detekce novych
molekularnich biomarkerd uz pted tim, nez se nador proje-
vi morfologicky, by mohla v budoucnu umoznit zkraceni
experiment.
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V molekularni toxikologii, nové se etablujicim oboru,
jsou jednim z pfistupti k hledani biomarkerd proteomické
techniky. Ke studiu molekularnich zmén v krysich jatrech
vyvolanych hepatokarcinogenem jsme proto pouZili dvou-
rozmérnou elektroforézu (2DE) a poté hmotnostni spektro-
metrii (MS). Timto postupem jsme byli schopni detegovat
potencialni casné proteinové biomarkery, které mohou do
budoucna umoznit brzkou predpovéd’ moznych toxickych i
karcinogennich G&inkt vybranych latek'. Analyza biolo-
gické vyznamnosti ndm navic miZe pomoci objasnit za-
kladni fyziologické a patofyziologické mechanismy®.

2. Identifikace biomarkeri metodami dvouroz-
mérné elektroforézy a hmotnostni spektro-
metrie

Cilem této studie bylo monitorovat metodou 2DE
proteinové zmény vyvolané hepatokarcinogenem N-nitro-
somorfolinem (NNM) v jaterni tkéni krys. Diferen¢ni ex-
presni analyza jater ovlivnénych NNM vedla k vytipovani
proteind, které pak byly vyfiznuty z gelu, proteolyticky
nastépeny a identifikovany jak metodou peptidového ma-
povani (peptide mass fingerprinting, PMF), tak také tande-
movou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

K hledani potencidlnich biomarkeri pro ptfedpovéd
toxicity/karcinogenity jsme pouzili samce krys kmene
Wistar, kteti byli vystaveni vlivu jaterniho toxinu NNM
(piisobiciho na DNA) v koncentraci 20 mg kg™ t&lesné
hmotnosti po 7 tydni nasledovanych osmnacti tydennim
obdobim regenerace. Zvirata byla utracena v riznych ca-
sovych intervalech (po jednom dni, po 3 tydnech a po 25
tydnech), extrahované jaterni proteiny byly separovany
metodou 2DE (cit.”). Proteiny v gelu byly barveny pies
noc 1uM roztokem barviva na bazi komplexu ruthenia v
20% ethanolu a zviditelnény skenovanim gelu na fluo-
rescen¢nim laserovém skeneru Molecular Imager FX
(BioRad, Hercules, CA). Diferen¢ni expresni analyza byla
provedena s pouzitim software ProteomWeaver 2.0
(Definiens, Mnichov, Némecko). Vybrané proteinové
skvrny (landmarks, obr. 1) byly identifikovany ve vSech
gelech a umoznily tak pfesné vzajemné pfifazeni jednotli-
vych obrazovych analyz. Proteinové skvrny, které vykazo-
valy signifikantni regulaci exprese proteint (hladina vy-
znamnosti P < 0,02), byly vyfiznuty z gelu a pies noc §té-
peny trypsinem (Promega, Madison, WA, USA). Peptido-
vé vzorky pro UV-MALDI analyzu byly pfipraveny stan-
dardni metodou ,,schnouci kapky* s matrici 4-hydroxy-o-
-kyanoskoficové kyseliny (Applied Biosystems, Foster
City, CA), 2 mg ml™" ve smési acetonitril : 0,1% kyselina
trifluoroctova, 1:1 (v/v). MS a MS/MS analyza prob¢hla
na hmotnostnim spektrometru Applied Biosystems 4700
Proteomics Analyzer MALDI TOF/TOF® (obr. 2) (cit.*).
Kombinované hledani peptidovym mapovanim and tande-
movou hmotnostni spektrometrii bylo umoZznéno prohleda-
vacimi algoritmy MASCOT (Matrix Science Ltd., UK)
v databazi SWISS-PROT.
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Schéma 1. MALDI-TOF/TOF instrumentace

Obr. 1. 2DE separace krysich jaternich proteini kontrolniho
jedince; separace v prvnim rozméru probéhla na 24 cm pruhu
s imobilizovanym gradientem pH 4-7, pro separaci v druhém
rozméru byla pouzita SDS-PAGE v 10% polyakrylamidovém
gelu. Proteiny byly barveny fluorescenéné rutheniem. Identifiko-
vané proteiny povazované za vyznamné markery (landmarks)
jsou zvyraznény

3. Instrumentace TOF/TOF

Nejnovéjsi konfigurace piistroje MALDI TOF/TOF je
zobrazena na schématu 1 (cit.*). Pro odpateni a ionizaci
vzorku je v pfistroji Applied Biosystems 4700 Proteomics
Analyzer pouzit laser v tuhé fazi (diodovy Nd:YAG laser)
pracujici pti frekvenci 200 Hz a pii vinové délce A =
355 nm. Pted vstupem do priletového analyzatoru hmot-
nostniho spektrometru jsou ionty urychleny elektrickym
polem (MS mod 20kV, MS/MS mod 8kV). Protoze vsech-
ny ionty jsou urychleny stejnym napétim, ionty s odliSnym
pomérem hmotnost/naboj (m/z) budou putovat rozdilnou
rychlosti a ionty s vysokou hodnotou m/z budou putovat
pomaleji nez mensi ionty. Pomér m/z ionizovanych analyt
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Obr. 2. Pristroj 4700 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/
TOF™:; patentovani TOF/TOF optika umoziiuje ziskavat data
v linearnim a reflektorovém modu a nasledujici analyzu sekvence
v MS/MS médu

je stanoven méfenim Casu dopadu na dvoukanalovy detek-
tor.

Systém prepocitava dobu letu na piesnou molekulo-
vou hmotnost, ktera pak dovoluje identifikaci nebo charak-
terizaci testovaného vzorku. Dvoustupiiovy reflektor
umoziuje fokusaci v Sirokém rozpéti fragmentti v. MS/MS
moddu, aniz snizuje kvalitu dat v MS modu. Prvky iontové
optiky, zobrazené v sekci druhého iontového zdroje,
umoziuji vybér prekurzoru a reakceleraci iontt jeho frag-
mentl v MS/MS modu (iontové selektory, zpomalovaci
¢ocky, kolizni cela a sekundarni disociace indukovana
srazkami v oblasti kolizni cely pfispivaji k intenzité ionto-
vého signalu v MS/MS moédu). Obvykla kolizni energie pti
MS/MS médu je 1 kV a je dana potencidlovym rozdilem
mezi celkovym urychlovacim napétim ve zdroji (8 kV)
a napétim v kolizni cele (7 kV). VSechny ionty fragmentu,
které vznikly bud’ samovolnym rozpadem nebo disociaci
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indukovanou srazkami v kolizni cele, pfispivaji k intenzité
signalu v MS/MS modu.

TOF/TOF optika pristroje Applied Biosystems 4700
Proteomics Analyzer spolu s tandemovymi priletovymi
analyzatory umoziuje velmi rychle ziskat Gplnou struktur-
ni informaci o vzorku. Konfigurace pfistroje zajistuje au-
tomaticky sbér vysoce kvalitnich dat za pouziti MALDI
ionizace. TOF/TOF optika navic poskytuje spektra typicka
pro vysokoenergetické kolize s dulezitou strukturni infor-
maci, jako jsou napf. immoniové ionty, St€peni v bocnich
fetézcich a interni fragmenty. Komplexni spektra s konzis-
tentnimi sériemi iontl dovoluji Gplnou identifikaci protei-
nd a jejich kompletni charakterizaci pti zachovani vysoké
rychlosti a pfesnosti analyzy.

4. Biologicky vyznam vysledki ziskanych
2DE/MS

4.1. Histopatologicka pozorovani
Korelace novych proteomickych pfistupt s klasicky-
mi toxikologickymi metodami byla provedena histopatolo-
gickou analyzou krysich jater. U krys nebyly po prvnim
dnu vystaveni vlivu N-nitrosomorfolinu pozorovatelné ani
makroskopické, ani histologické zmény, které by mohly
byt jednoznaéné pficitany ucinku NNM. Po 3 tydnech
expozice NNM vykazovala vétSina jater granularni povrch
kapsuly a zmenSeni. Histopatologicky byly zaznamenany
akutni degenerativni a subakutni reaktivni 1éze. Po 7 tyd-
nech vystaveni vlivu NNM, kterd pokracovala osmndcti
tydennim obdobim regenerace, vykazovala néktera jatra
zmény ve velikosti a barvé. Histopatologickd vySetfeni
odhalila 1éze s poSkozenim bunck a oblasti regenerace,
bunééné adenomy, a také bunécné karcinomy u 4 krys.

4.2. Analyza akutnich toxickych efektl

Na rozdil od histopatologickych nalezi odhalila dife-
rencni 2DE analyza krysich jaternich tkani po jednom dni
expozice NNM 13 statisticky signifikantnich proteinovych
skvrn pfi vice nez 1,7 ndsobném zvyseni exprese ve srov-
nani s intenzitami skvrn v kontrolnich gelech (vyznam-
nosti P < 0,02). Vsechny proteiny byly identifikovany
metodou MS a néslednymi MS/MS experimenty. Pfi bliz-
§im pohledu na molekularni funkci téchto proteind
(tabulka I) je zfejmé, Ze se uCastni obrannych procesti pfi
akutnim bunééném stresu. Signifikantn¢ se zvysila exprese
mnoha proteinll nezbytnych pro redoxni buné¢né regulace.
Peroxiredoxin 2 hraje dulezitou roli v eliminaci peroxidi
prostfednictvim redukce reaktivnich forem kysliku
(,,reactive oxygen species®, ROS) thioredoxinovym systé-
mem’. O zvySeném bundené stresu vypovida také indukce
superoxiddismutasy, ktera je znama tim, ze odbourava
radikaly. ,,Heat shock® protein 60 (HSP60) je vyznamnym
proteinem usnadnujicim spravné skladani proteinu, které je
naruseno stresem. ZvySena exprese HSP60 navic indikuje
zintenzivnéni procesti apoptdzy, coz piedstavuje sekundar-
ni efekt vyvolany oxidativnim poskozenim buiiky. VSech-
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ny iniciované procesy a reakce vedou k riznym modifika-
cim energetického metabolismu, které se projevuji zvysenou
expresi  aldehyddehydrogenasy, pyrokatechol-O-methyl-
transferasy, prekurzoru transthyretinu a 3-hydroxy-
anthranilat-3,4-dioxygenasy. ZvySeny metabolismus protei-
nt odrazeji zvySené hladiny prekurzoru proteindisulfidiso-
merasy A3 a také regulacni podjednotky 6B proteasy 26S,
ktera se podili na proteinové degradaci.

4.3. Subakutni a chronické toxické ucinky

Po tiech tydnech expozice NNM byly ve srovnani se
zménami pozorovanymi v jatrech po prvnim dnu pisobeni
detegovany mnohé dalSi deregulované proteiny. Zmény
zahrnuté v bunécné reakci na stres vyvolany NNM byly
jesté ve tietim tydnu detegovatelné, coz dokazuje zvysena
exprese HSP60, 71 kDa ,,heat shock” proteinu pribuzného
a ,,heat shock® proteinu 90-f (tabulka I).

Po tfech tydnech se k proteinovym zménam pozoro-
vanym na pocatku studie ptidaly procesy vztahujici se k
obrannym mechanismiim proti bunécnému stresu, které
jsou doprovazeny zvysSenou deregulaci anabolismu a kata-
bolismu.  Aldehyddehydrogenasa a glycerol-3-fosfat-
dehydrogenasa byly v této fazi deregulovany. Zménéna
exprese pyruvatkinasy a fruktosa-1,6-bisfosfatasy (F16P),
které ob& patii mezi enzymy glykolyzy, upozornila na
zavazné zmény energetického metabolismu. Zejména sni-
zeni exprese F16P znamena metabolicky posun od gluko-
neogeneze ke glykolyze, a proto je indikovana zvySena
potieba energie pro regeneraci a proliferaci jaterni bunky.
Tento efekt, ktery je elementdrni pro karcinogenni proce-
sy, mohl byt proteomickym pfistupem detegovan mnohem
dfive nez konven¢nimi metodami dosud uZivanymi v toxi-
kologii®.

Po 7 tydnech byla expozice zvitat G¢inku NNM zasta-
vena a nasledovalo pozorovaci obdobi 18 tydnti bez karci-
nogenu, poté ve 25. tydnu byla jaterni tkan analyzovana.
Histopatologie odhalila, ze u vétsiny krys se v této fazi
vytvorily nadory jater. Analyza této tkan¢ metodou 2DE
prokazala deregulaci tumorovych specifickych markero-
vych proteini. Rho GDP inhibitor disociace, HSP 60
a prekurzor kaspasy-8 (tabulka I), které hraji kli¢ovou roli
v mitochondridlnim fizeni apoptdzy, vykazovaly snizenou
expresi’®. To indikuje inhibici procesti apoptozy a nasled-
né podporuje nekontrolovany rist malignich jaternich bu-
nék. 2DE analyza odhalila, ze v této posledni fazi bylo
diferencné exprimovano mén¢ proteinl nez ve tretim tyd-
nu (75 signifikantnich skvrn ve 3. tydnu versus 45 skvrn
ve 25. tydnu). Deregulované proteiny sveédci o tom, Ze ve
25. tydnu, po 18 tydnech odpocinku a regenerace, uz bun-
ka nemusi reagovat na bunécny stres ptuvodné vyvolany
NNM. Exprese nékterych proteint normalné indukova-
nych bunéénym stresem byla nyni jen lehce snizena, jako
naptf. 71 kDa “heat shock” proteinu piibuzného, jehoZz
exprese byla naproti tomu ve 3. tydnu zvySena vice nez
dvakrat. AvSak proteiny anabolismu a katabolismu byly
jesté deregulovany, jako napi. aldehyddehydrogenasa,
malatdehydrogenasa, F16P a f-fetézec ATP- synthasy.
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Tabulka I
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Proteiny, které byly diferenéné exprimovany po 1 dnu, 3 tydnech a 25 tydnech expozice NNM, identifikovany peptidovym
mapovanim a naslednou tandemovou hmotnostni spektometrii. Hladiny vyznamnosti (P) byly vypocteny testem podle

Mann-Whitneye

Kategorie Protein Swiss Prot AN Nasobek Hodnota P
zmény
den 1
Bunécny stres peroxiredoxin 2 P35704 2,05 0,0069
superoxiddismutasa P07632 2,37 0,0167
60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 2,61 0,0019
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,21 0,0009
3-Hydroxyanthranilat-3,4-dioxygenasa P46953 2,13 0,0034
pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 2,16 0,0060
tyden 3
Bunécny stres 60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 4,38 0,0000
71 kDa ,,Heat shock” protein ptibuzny P08109 2,38 0,0002
,Heat shock” protein HSP 90-beta P11499 2,10 0,0000
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,80 0,0000
pyruvatkinasa P12928 0,23 0,0000
prekurzor jaterni karboxylesterasy 10 P16303 0,28 0,0000
ketohexokinasa Q02974 0,57 0,0000
glycerol-3-fosfatdehydrogenasa 035007 0,58 0,0000
pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 0,43 0,0000
fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,64 0,0000
tyden 25
Tumor specifické prekurzor kaspasy-8 089110 0,56 0,0051
60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 0,66 0,0005
Rho GDP inhibitor disociace Q99PT1 0,73 0,0001
Bunécny stres 71 kDa ,,Heat shock” protein ptibuzny P19378 0,63 0,0103
Metabolismus fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,68 0,0000
ATP synthasa, B-fetézec P10719 0,56 0,0005
aldehyddehydrogenasa P11884 0,67 0,0001
malatdehydrogenasa P14152 0,58 0,0000
glycerol-3-fosfatdehydrogenasa 035007 0,62 0,0011
pyruvatkinasa P12928 0,57 0,0054

4.4. Potencialni proteinové biomarkery
pro predikci

Nas8im hlavnim cilem bylo detegovat ¢asné proteino-
vé biomarkery, které umoznuji predpoveédét pozdni stadia
jaterni karcinogeneze. Tyto proteiny by mohly podpofit
a posilit predpovéd karcinogennich efekti chemickych
latek. Proto jsme se zaméfili na proteiny, které byly v ja-
ternich vzorcich signifikantné regulovany jak po 3 tyd-
nech, tak i po 25 tydnech. V posledni fazi jsme se soustte-
dili pouze na tumorovou tkan. Zmény v sacharidovém
metabolismu, které byly diskutovany jako vyznamné pre-
kancerogenni zmény detegovatelné po 3 tydnech expozice,
byly stejnym zplsobem regulovany i po 25 tydnech (F16P,
pyruvatkinasa, glycerol-3-fosfatdehydrogenasa, tabulka I).
Oproti tomu absence odpovédi na bunécny stres, stejné
jako snizena aktivita vedouci k apoptoze, vyplyva ze sni-
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zené exprese 71 kDa ,heat shock” proteinu piibuzného,
CH60 a Rho GDP inhibitoru disociace v 25. tydnu, zatim-
co exprese vSech téchto proteint byla signifikantné zvyse-
na po 3. tydnu.

Zaveérem konstatujeme, Ze nas pristup odhalil 18 dife-
rencné exprimovanych proteinti (obr. 3) detegovatelnych
uz po 3 tydnech chemické expozice. Pouzitelnost téchto
proteinti jako biomarkerti pro ptredpovéd’ hepatokarcinoge-
nity musi byt jesté potvrzena dal$imi experimenty a v sou-
Casné dobe¢ se studuje.

5. Zavér
Nase vysledky ukazuji, ze postupy dvourozmérné

elektroforézy a hmotnostni spektrometrie citlivé deteguji
zmény na molekuldrni translacni Grovni dokonce uz po
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Obr. 3. 2DE separace proteint z lyzatu jaternich bunék po-
chazejicich ze 3. tydne (pH 4-7); potencialni ¢asné biomarkero-
vé proteiny, které byly diferencné exprimovany ve 3. tydnu a na
konci studie ve 25. tydnu, jsou zvyraznény

jednom dni puisobeni N-nitrosomorfolinu. Po tfech dnech
jsou tyto akutni projevy doprovazeny riznymi zménami
energetického metabolismu, které mohou mit vztah k Cas-
nym stadiim hepatokarcinogeneze. Tento typ zmén nemt-
ze byt klasickymi toxikologickymi metodami v takovém
rozsahu prokazan, ¢imz se potvrzuje vyznam proteomic-
kych technologii pro zlepSeni predikce v toxikologii. Na-
vic jsme byli schopni nalézt specifické proteinové markery
v tumorové jaterni tkani a také ,,endpoint* markerové pro-
teiny dokonce po tfech tydnech expozice. Posledn¢ uvede-
né markery mohou fungovat jako uzite¢né ¢asné proteino-
vé biomarkery pro pfedpovéd hepatocelularniho karcino-
mu. V budoucnu mize tato rana detekce, umoznéna zahr-
nutim proteomickych piistupli do rutinnich toxikologic-
kych studii, nahradit n¢které studie karcinogenity. Prezen-
tované vysledky jsou pfislibem tohoto potencidlu proteo-
mickych pfistupt pro klasickou a predikéni toxikologii.

Tento projekt byl podporen grantem ¢. 0312619 né-
meckého Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF).
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Modern proteomics technology was used for identifi-
cation of protein biomarkers for hepatocarcinogenicity. It
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effects of drug candidates. The detection of new bio-
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