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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Badania proteomiczne oparte na technologii spektrometrii masowej umozliwiaja komplekso-
wa analize biatek, badanie ich aktywno$ci oraz wzajemnych oddziatywar. W ostatnich latach
proteomika przestata funkcjonowaé jedynie jako narzedzie do identyfikacji biatek i znalazta
praktyczne zastosowanie w naukach biomedycznych.

Jeszcze do niedawna préby identyfikacji biatkowych markeréw choréb nowotworowych kon-
centrowaly sie na wyodrebnieniu pojedynczych biatek o zmienionej ekspresji w stanie pato-
logicznym. Biomarkery te byly mato swoiste dla danego typu nowotworu i rzadko znajdowaty
zastosowanie w praktyce klinicznej. Narzedzia, ktérymi dysponuje obecnie proteomika po-
zwalajg na cato$ciowa analize profilu biatkowego pacjenta na kazdym etapie zaawansowa-
nia choroby nowotworowej. Charakterystyka poréwnawcza profili biatkowych oséb chorych
i zdrowych przyczynia sie do identyfikacji biomarkerdéw, ktére moga znalez¢ zastosowanie we
wczesnej diagnostyce, monitorowaniu przebiegu choroby nowotworowej oraz ocenie skutecz-
nosci podjetego leczenia. Z rozwojem proteomiki zwigzane sg réwniez nadzieje na opracowanie
skutecznych terapii celowanych dostosowanych do indywidualnego pacjenta.

W pracy omdéwiono najnowsze osiagniecia onkoproteomiki w identyfikacji biomarkeréw wybra-
nych nowotwordw ztosliwych cztowieka z materiatu klinicznego w postaci tkanek oraz ptynéw
ustrojowych. Ponadto przedstawiono aktualne wyniki badani proteomicznych prowadzonych
na liniach komdérek nowotworowych.

proteomika kliniczna - spektrometria masowa - markery nowotworowe  onkoproteomika - przygotowanie
probek

Summary

Mass spectrometry (MS)-based proteomics is a rapidly developing technology for the large
scale analysis of proteins, their interactions and subcellular localization. In recent years pro-
teomics has attracted much attention in medicine. Since a single biomarker might not have
sufficient sensitivity and specificity in clinical practice, the identification of biomarker panels
that comprise several proteins would improve the detection and clinical management of cancer
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patients. Additionally, the characteristics of protein profiles of most severe human malignan-
cies certainly contribute to the understanding of the biology of cancer and fill the gap in our
knowledge of carcinogenesis. This knowledge also is likely to result in the discovery of novel
potential cancer markers and targets for molecular therapeutics. It is believed that the novel
biomarkers will help in the development of personalized therapy tailored to the individual
patient and will thereby reduce the mortality rate from cancer.

In this review, the use of different types of human clinical samples (cell cultures, tissues and
body fluids) in oncoproteomics is explained and the latest advances in mass spectrometry-
-based proteomics biomarker discovery are discussed.
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Wykaz skrotow:  AFP - alfa-fetoproteina (alpha-fetoprotein), CEA - antygen karcinoembrionalny (carcinoem-

bryonic antygen), CID - dysocjacja wywotana kolizjami z czgstkami gazu obojetnego (collision
inducted disocciation), CSF - ptyn mézgowo-rdzeniowy (cerebrospinal fluid), FASP - przygoto-
wanie probek w oparciu o zastosowanie filtrow (filter aided sample preparation), FFPE - mate-
riat utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie (formalin fixed paraffin embedded), FT-IRC
- analizator cyklotronowego rezonansu jondw z fourierowska transformacja wynikéw (Fourier
transform ion cyclotron resonance), HDCAs - inhibitory deacetylaz histonéw (histone deace-
tylases inhibitors), HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (high performance liquid
chromatography) IMAC - chromatografia powinowactwa do unieruchomionych jonéw metali
(immobilised metal affinity chromatography), LC-MS/MS - spektrometria mas sprzezona z chro-
matografig cieczowa (liquid chromatography-mass spectrometry), MS - spektrometria masowa
(mass spectrometry), MS/MS - tandemowa spektrometria masowa (tandem mass spectrometry),
MRM - monitorowanie wybranych reakgji fragmentacji (multiple reaction monitoring), PSA -
swoisty antygen sterczowy (prostate-specific antigen), PRIDE - baza proteomicznej identyfikacji
biatek (PRoteomics Identifications Database), Q - analizator kwadrupolowy (quadrupole), SILAC
- znakowanie stabilnym izotopem w hodowli komoérkowej (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture), TOF - analizator czasu przelotu (time-of-flight), UniProt - katalog informacji
nt. biatek (Universal Protein resource), 2D-PAGE - dwukierunkowa elektroforeza w zelu (two-
-dimensional gel electrophoresis).

WPROWADZENIE

W 2010 roku w Polsce zarejestrowano 140 564 zachorowania
na nowotwory zto$liwe. Wedtug statystyk opublikowanych
na stronie internetowej Krajowego Rejestru Nowotwordw
zachorowalno$¢ na nowotwory wzrasta systematycznie od
2003 roku o prawie 2500 nowych przypadkéw rocznie [41].
Wsp6lczesne strategie terapeutyczne obejmujg leczenie chi-
rurgiczne potaczone najcze$ciej z radioterapig lub terapia
cytostatykami. Metody te obciazone sg efektami ubocznymi
oraz obnizaja w znacznym stopniu jako$¢ zycia pacjentéw.
Ztego wzgledu przysztoscig medycyny jest terapia celowa-
nazwykorzystaniem lekéw dziatajgcych wybi6rczo na biat-

ka regulujace cykl komérkowy, biatka indukujace apoptoze,
czy receptory czynnikéw wzrostu i réznicowania komorek.

Mimo ze w badaniach nad procesami nowotworze-
nia uczestniczy wiele o$rodkéw naukowych na $wiecie
i kazdego dnia pojawiaja sie doniesienia dotyczace odkry¢
w zakresie identyfikacji potencjalnych biomarkeréw nowo-
tworowych lub nowych miejsc docelowych dziatania lekéw
(tzw. punktéw uchwytu lekéw), wciaz niewiele markeréw
znajduje zastosowanie kliniczne. Kazdy biomarker, badz
panel biomarkerdw, ktéry moze znalez¢ zastosowanie kli-
niczne powinien by¢ swoisty dla danego typu nowotwo-
ru. Ponadto musi by¢ wykrywalny we wczesnych etapach
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choroby nowotworowej lub w odpowiedzi na zastosowana
terapie za pomoca jak najmniej inwazyjnych technik. Okre-
$lenie stezenia pojedynczych biatek w surowicy krwi (np.
antygenu karcinoembrionalnego (CEA), swoistego anty-
genu sterczowego (PSA), czy antygenéw nowotworowych
CA-125, CA19-9) stosowane jest od wielu lat w onkologii.
Mimo to, wiekszo$¢ znanych markeréw wykazuje niewielka
czutos$¢ i swoisto$é, co sprawia, ze nie spetniaja oczekiwanej
roli w badaniach przesiewowych, diagnostyce oraz moni-
torowaniu przebiegu choroby nowotworowej. Przyktadem
takiego markera jest alfa-fetoproteina (AFP), oznaczana ru-
tynowo w raku watrobowokomdrkowym. Jej przydatnos$é
kliniczna ogranicza sie jedynie do wykrywania wczesnego
stadium choroby, poniewaz okoto 1/3 pacjentéw z zaawan-
sowana postacia nowotworu wykazuje prawidlowy poziom
AFP w surowicy [74].

Duze nadzieje na rozw6j nowych strategii diagnostycznych
i terapeutycznych poktadane sg w proteomice klinicznej,
ktdrej zasadniczym celem, oprdcz jednoczesnej identyfi-
kagji i analizy wszystkich biatek organizmu cztowieka, jest
poszukiwanie réznic w profilach biatkowych oséb zdrowych
i chorych na kazdym etapie przebiegu choroby [6]. Analizy
proteomiczne pozwalaja dodatkowo okresli¢ funkcje biatek,
ich aktywno$¢ oraz wzajemne oddzialywania, a takze umoz-
liwiajg badanie modyfikacji potranslacyjnych biatek [7,86].

Poczyniony w ostatnich latach znaczacy postep w technolo-
gii proteomicznej umozliwia jednoczesna analize ekspresji
licznych biatek w danym typie tkanki albo w ptynach i wy-
dzielinach ustrojowych. Proteomika kliniczna, mimo Ze jest
stosunkowo mtodg dyscypling naukowa, moze pochwali¢
sie pierwszymi sukcesami. W 2010 roku amerykariska FDA
(Food and Drug Administration) zatwierdzita do powszech-
nego uzycia test dostepny pod komercyjna nazwa OVA1,
stuzacy do ilo$ciowego oznaczania panelu biomarkeréw
(CA125, transferryny, apolipoproteiny A, 1,2-makroglobu-
liny i transtyretyny) w surowicy krwi u kobiet ze stwierdzo-
nymi w badaniu ultrasonograficznym zmianami w obrebie
miednicy matej i pozwala zakwalifikowaé pacjentki do le-
czenia chirurgicznego [80,99].

W pracy oméwiono najnowsze osiggniecia onkoproteomiki
w zakresie identyfikacji nowych biomarkeréw z réznorod-
nego materiatu klinicznego oraz $ledzenia zmian wywoly-
wanych procesami patologicznymi na poziomie komdrki,
tkanki i narzadu.

SPEKTROMETRIA MASOWA W PROTEOMICE KLINICZNE)

Termin proteom, wprowadzony do terminologii nauko-
wej w latach 90 XX w., oznacza komplet biatek kodowa-
nych przez genom (protein complement of the genome).
Nauka, ktéra w sposéb kompleksowy bada profile biatko-
we organizmdw oraz zmiany w aktywnosci i ekspresji bia-
tek nazywana jest proteomikg [67]. Proteom jest ukladem
dynamicznym w przeciwiefistwie do genomu, ktéry jest
identyczny dla wszystkich komérek organizmu i niezmien-
ny w czasie. Sktad proteomu rézni sie miedzy komérkami
danego organizmu, ponadto zalezny jest od etapu rozwoju,

oddziatywati z innymi komérkami oraz innych czynnikéw
zewnetrznych.

Potrzeba poznania pelnego wzoru biatkowego danego or-
ganizmu wynika gtéwnie z tego, iz badanie ekspresji mRNA
nie dostarcza odpowiedzi na pytania dotyczace modyfikacji
potranslacyjnych biatek, ich umiejscowienia w komérce,
odziatywan miedzy biatkami, czy ich roli w poszczegdlnych
szlakach metabolicznych [28]. Dodatkowo przyjmuje sie, ze
liczba gendw u cztowieka wynosi okoto 20-25 tysiecy, pod-
czas gdy liczba biatek i peptydéw szacowana jest na co naj-
mniej kilkaset tysiecy. Kwasy nukleinowe sg atrakcyjnymi
markerami chordb nowotworowych ze wzgledu na tatwosé
pozyskiwania prébek do badari, mozliwo$¢ amplifikacji oraz
analizy ilo$ciowej pozyskanego materiatu. Jednak w komér-
kach nowotworowych, zréznicowana ekspresja mRNA z po-
ziomem odpowiadajgcego mu biatka skorelowane sg jedynie
w niewielkim stopniu [76].

W ostatniej dekadzie proteomika cieszy sie coraz wiekszym
zainteresowaniem, poniewaz pozwala $ledzi¢ in situ zmiany
w sktadzie biatkowym narzadu czy tkanki powstajace na
skutek proceséw patologicznych. Analiza réznic w profilach
biatkowych o0sdéb chorych i zdrowych umozliwia poznanie
biologicznych podstaw mechanizméw prowadzacych do po-
wstania i progresji choroby oraz prowadzi do identyfikacji
punktéw uchwytu dla nowych lekéw [73,82]. Niezaprzeczal-
nym atutem proteomiki jest réwniez mozliwo$¢ identyfi-
kacji modyfikacji potranslacyjnych, takich jak fosforylacja,
glikozylacja, acetylacja czy ubikwitynacja wpltywajgcych na
aktywnos¢ biatek i majacych bezposredni wptyw na trans-
formacje nowotworowa komdrek [44,50,95].

Spektrometria masowa (MS) jest najbardziej wszechstron-
nym i uniwersalnym narzedziem wykorzystywanym w ana-
lizie sktadu biatkowego prébek klinicznych [51]. Technika ta
umozliwia rozdziat jonéw ze wzgledu na warto$¢é stosunku
wzglednej masy jonu (m) do jego stopnia natadowania (z)
[1]. Na podstawie warto$ci m/z fragmentéw biatka okresla-
najest jego cze$ciowa sekwencja, co umozliwia wiarygodna
identyfikacje danego biatka. Wspomniana strategia nalezy
do szeroko stosowanego podejscia proteomicznego okresla-
nego bottom-up [71]. Alternatywna metodologia top-down,
polega na wprowadzeniu do spektrometru niestrawionych
proteolitycznie peptydéw i biatek, nieprzekraczajacych jed-
nak 50 kDa. Ograniczenie dotyczace masy molekularnej
analizowanych molekut sprawia, ze technika ta jest rozpo-
wszechniona w laboratoriach proteomicznych w analizie hi-
stonéw, biatek i peptyddw sekrecyjnych oraz matych biatek
i peptydéw regulatorowych [37]. Strategia bottom-up jest
obecnie czeéciej stosowana w analizie materiatu kliniczne-
go od podejécia top-down, jednakze wcigz niewielka liczba
zidentyfikowanych za posrednictwem spektrometrii maso-
wej biomarkeréw nie pozwala jednoznacznie potwierdzié
przewagi ktérejkolwiek z metod.

Ze wzgledu na ztozono$¢ proteomu nie istnieje jeden stan-
dardowy sposdéb przygotowania prébki do analizy biatek
metoda spektrometrii masowej. Protokoty wykorzystywane
w proteomice klinicznej réznig sie w zaleznosci od rodzaju
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prébki, zastosowanej metody pomiaru czy tez celéw do-
$wiadczenia. Analiza poréwnawcza materiatu pochodza-
cego od 0séb chorych i zdrowych moze nie$¢ istotne in-
formacje kliniczne jedynie pod warunkiem opracowania
iwdrozenia ujednoliconych schematéw przygotowania pré-
bek, ktdre bedg dostosowane do wiasciwosci fizykochemicz-
nych badanego materiatu. Analiza proteomiczna materiatu
klinicznego to ztozony proces obejmujacy etapy przygoto-
wania prébki, jonizacji, pomiardw spektrometrycznych oraz
informatycznego opracowania danych.

Trawienie biatek

Mozliwo$¢ identyfikacji biatek na podstawie pomiaru masy
catych czasteczek jest ograniczona, dlatego proteomika
oparta na spektrometrii masowej zajmuje sie analiza pep-
tyddéw. Etap wlasciwej analizy materiatu klinicznego w spek-
trometrze masowym poprzedzony jest reakcja trawienia en-
zymatycznego biatek i peptydéw znajdujacych sie w prébce
przez enzymy proteolityczne. Enzymy te specyficznie dzie-
la biatka w $ci$le okreslonych miejscach, dlatego mozliwa
jest identyfikacja danego biatka na podstawie znajomosci
peptyddéw proteolitycznych pokrywajacych jego sekwencje
nawet w niewielkim stopniu. Najczesciej wykorzystywane
enzymy to trypsyna i LysC [5].

Opublikowane niedawno wyniki eksperymentu przepro-
wadzonego przez Lowenthala i wsp. jednoznacznie wyka-
zuja, ze liczba zidentyfikowanych biatek metodg LC-MS/
MS zalezy od protokotu trawienia wykorzystanego do przy-
gotowania prébek [47]. Autorzy podkre$laja konieczno$é
dopasowania techniki przygotowania prébek do specyfiki
analizowanego materiatu, a takze zalecaja przeprowadzanie
niezaleznych kontroli procesu trawienia w kazdym badaniu
proteomicznym.

Frakcjonowanie prébek

Prébki kliniczne poddawane analizom proteomicznym to
mieszaniny licznych biatek, dlatego przed wprowadzeniem
do spektrometru masowego niezbedny jest ich wstepny
rozdziat. Jedng z metod frakcjonowania biatek jest dwukie-
runkowa elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (2D-PA-
GE), umozliwiajgca rozdziat biatek ze wzgledu na ich mase
czasteczkowa i warto$¢ punktu izoelektrycznego. Rozdzie-
lone i wybarwione plamy (tzw. spots) wycinane s3 z zelu,
wyizolowane z nich biatka sg poddawane trawieniu enzy-
mem proteolitycznym, a nastepnie analizowane pojedynczo
w spektrometrze masowym. Elektroforeza dwukierunkowa
umozliwia jednoczesne rozdzielenie nawet kilku tysiecy
biatek, mimo to duza czasochtonno$¢ i niewystarczajaca
powtarzalno$¢ tej metody spowodowaty, ze obecnie szeroko
stosowana jest alternatywna strategia nazywana proteomi-
ka typu,,shotgun”. Polega na wprowadzeniu do spektrome-
tru mieszaniny peptydéw pochodzacych z réwnolegltego
trawienia wszystkich biatek znajdujacych sie w danej prébce
[85]. Analiza ztozonych mieszanin stata sie mozliwa dzieki
potaczeniu ze spektrometrem masowym wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) [5,98]. Wstepny rozdziat
biatek i peptydéw w wyniku chromatografii, a nastepnie

wiasciwa analiza spektrometryczna to obecnie najczesciej
wybierana metoda proteomicznej identyfikacji biomarke-
réw [21].

Analiza prébek klinicznych obejmuje réwniez identyfika-
cje bialek majacych okreslone modyfikacje potranslacyjne.
Wéwczas konieczne jest zastosowanie dodatkowych technik
wzbogacania peptydéw (peptide enrichment), takich jak
immunoprecypitacja, chromatografia powinowactwa do
unieruchomionych jonéw metali (IMAC) badZ tez metod
z wykorzystaniem izotopdéw [55,79].

Jonizacja i wlasciwa analiza spektrometryczna

Spektroskopy masowe wyposazone sg w nastepujace ele-

menty:

« zrédto jonéw, w ktdrym czastki obojetne elektrycznie za-
mieniane sg na jony,

« analizator rozdzielajacy jony pod wzgledem wartosci sto-
sunku masy do tadunku,

« detektor, w ktérym zliczane sg jony danego rodzaju [84].

Opracowanie nowych rozwigzan konstrukcyjnych zaréwno
do wytwarzania, rozdzielania i detekcji jonéw, jak i zbiera-
nia i analizowania danych wptywaja na uzyskiwanie coraz
lepszych wynikéw oznaczen przeprowadzanych na préb-
kach klinicznych.

Pomiar masy w spektrometrze masowym jest mozliwy po
uprzednim zjonizowaniu czastek i przeprowadzeniu ich do
fazy gazowej. W badaniach biomolekut najwieksze znacze-
nie maja wprowadzone w latach 90 ub.w. tagodne techniki
jonizacji przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI) oraz
przez desorpcje laserowa w matrycy (MALDI), w ktérych
rozpad badanych czastek nie wystepuje wcale lub zacho-
dzi w ograniczonym zakresie [23,35]. Obie techniki moga
by¢ z powodzeniem wykorzystywane do analizy prébek
klinicznych, przy czym zalet pierwszej z nich jest duza wy-
dajnos¢ i niewielki stopien fragmentacji badanych molekut.
Jonizacja przez desorpcje laserowa w matrycy gwarantuje
natomiast wieksza przepustowo$¢ i wydajno$¢ pomiaru, do-
datkowo dopuszczalne jest wieksze zanieczyszczenie prébki
niz w przypadku ESI [76].

Elementem spektrometru masowego umozliwiajacym roz-
dziat jonéw na podstawie ich stosunku m/z jest analizator
mas. Ze wzgledu na zastosowane rozwiazania konstrukcyj-
ne wyrdznia sie analizatory kwadrupolowe (Q), analizatory
czasu przelotu (TOF), putapki jonowe, sektory magnetyczne
oraz analizatory cyklotronowego rezonansu jonéw z fourie-
rowska transformacja wynikéw (FT-IRC). Wiarygodna ana-
liza prébek klinicznych, na ktére sktadajg sie liczne biatka
réznigce sie w niewielkim stopniu warto$cia masy mole-
kularnej stata sie mozliwa dzieki skonstruowaniu spektro-
metréw mas zaopatrzonych w wiecej niz jeden analizator
mas [12]. Spektrometry takie umozliwiajg przeprowadze-
nie dwuetapowej analizy tandemowej. W pierwszym cyklu
odseparowane zostaja jony o okreslonym stosunku masy
do tadunku, nastepnie dochodzi do ich rozpadu na frag-
menty najcze$ciej w wyniku dysocjacji wywotanej kolizjami
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z czgstkami gazu obojetnego (CID). W drugim etapie analizy
odbywa sie analiza jonéw powstatych w wyniku fragmen-
tacji. Tandemowa spektrometria mas znalazta szerokie za-
stosowanie w proteomice klinicznej, poniewaz umozliwia
ustalenie sekwencji aminokwasowej peptyddw.

W identyfikacji biomarkeréw choréb nowotworowych naj-
popularniejsze sg spektrometry typu potrdjny kwadrupol,
podwdjny analizator czasu przelotu (TOF/TOF) oraz spek-
trometry hybrydowe zaopatrzone w dwa odmienne typy
analizatordw [66].

Analiza bioinformatyczna

Zaawansowane techniki bioinformatyczne pozwalaja ana-
lizowac jednoczesnie setki tysiecy danych generowanych
przez spektrometr masowy [86]. Wynikiem pomiaru spek-
trometrycznego jest widmo mas prezentowane graficznie
w postaci wykresu liczby zanotowanych jonéw o danych
warto$ciach m/z [71].Wsp6lczesne spektrometry masowe
zintegrowane sa z programami komputerowymi umozli-
wiajacymi dopasowanie odpowiednich widm masowych
do znanych sekwencji biatek, ktére sa ogdlnie dostepne
w miedzynarodowych bazach danych, takich jak PRIDE czy
UniProt. Bazy danych sa na biezaco aktualizowane i mozna
w nich znalez¢ informacje dotyczace aktywnosci biatek, ich
struktury przestrzennej, funkcji czy aktywnosci enzyma-
tycznej. Nowoczesne oprogramowania proteomiczne (np.
MASCOT, SEQUEST, X!Tandem) umozliwiajg wiarygodna
oraz kompleksowg identyfikacje jako$ciowa i ilosciowa bia-
tek w materiale klinicznym [51].

ANALIZA PEYNOW USTROJOWYCH | WYDZIELIN

Proteomika kliniczna dysponuje narzedziami umozliwiaja-
cymi identyfikacje biomarkeréw biatkowych z materiatu kli-
nicznego w postaci plynéw ustrojowych i innych wydzielin,
a takze fragmentdéw tkanek uzyskanych w wyniku resekeji
lub biopsji guza. Ptyny ustrojowe znajdujace sie w otoczeniu
tkanek czy narzadéw zawieraja biatka sekrecyjne charakte-
rystyczne dla danego typu tkanki, dlatego uwaza sie, ze ich
profil biatkowy moze odzwierciedlaé stan fizjologiczny or-
ganizmu [19,30]. Niewatpliwie tatwy do uzyskania materiat
kliniczny w postaci surowicy, osocza, moczu czy $liny, jest
cennym zrédlem metabolitéw, biatek oraz genetycznych
biomarkeréw choréb nowotworowych [18].

Surowica i osocze

Krew jest cennym Zrédlem informacji na temat zmian w po-
ziomie ekspresji biatek, ktére zachodza pod wptywem pro-
ceséw patologicznych [65]. Surowica i osocze to najlepsze
do identyfikacji biomarkeréw ptyny ustrojowe ze wzgledu
na dostepnosé, tatwo$¢é w pozyskiwaniu i przechowywaniu
prébek [6,75].

Krew jest szczeglnie pozadanym materiatem badawczym
z punktu widzenia onkoproteomiki. Na podstawie analizy
poréwnawczej profili biatkowych krwi uzyskanej od oséb
chorych i zdrowych mozliwe bedzie opracowanie paneli

biomarkeréw, pozwalajacych okre$li¢ rodzaj i stopierr za-
awansowania nowotworu. Markery biatkowe beda miaty
takze zastosowanie w badaniach przesiewowych populacji.
Wyszczegblnione wyzej zatozenia staly sie podstawa ogdl-
no$wiatowego projektu ,,Plasma proteome project” realizo-
wanego przez naukowcéw zrzeszonych w organizacji HUPO
(Human Proteome Organization).

Jednak kompleksowe badanie sktadu biatkowego osocza
jest jeszcze duzym wyzwaniem dla proteomiki. Stezenie
zaledwie 22 biatek, to az 99% masy catego proteomu, po-
nadto zakres stezeti bialek osocza zawiera sie w granicach
od pg/mL w przypadku cytokin, az do mg/ml dla albuminy
i immunoglobulin (podczas gdy przecietny zakres detekji
(dynamic range of detection) dla LC/MS wynosi 4-5 rzedéw
wielkosci) [4,5]. Poszukiwanie markeréw nowotworowych
w osoczu koncentruje sie gléwnie na biatkach wystepuja-
cychw stezeniach rzedu ng i pg, dlatego zanim mozliwa sta-
nie sie identyfikacja pojedynczych biomarkeréw z materia-
tuklinicznego za pomoca spektrometrii masowej, konieczny
jest rozwdj technik, ktére pozwolg na oczyszczenie prébki
zwysoce i $rednio reprezentowanych biatek oraz umozliwig
jej wydajne wstepne frakcjonowanie [22,76].

Mimo przytoczonych wyzej ograniczeti podejmowane sa
préby analizy profili biatkowych krwi pacjentéw z rozpo-
znang choroba nowotworowg. Zhang i Chen poszukujac
markerdw charakterystycznych dla poszczegélnych pod-
typéw raka gruczotu piersiowego, przeprowadzili analizy
proteomiczne osocza 80 pacjentek ze zdiagnozowanym ra-
kiem gruczotu piersiowego [98].

Rak gruczotu piersiowego wystepuje w pieciu molekular-
nych podtypach (luminalny A, luminalny B, HER2, baza-
loidalny oraz podtyp z ekspresjg genéw typowych dla ko-
mérek prawidtowego gruczotu piersiowego) wykazujacych
réznice w klinicznym przebiegu choroby [20]. Dotychczas
nie byto mozliwo$ci okre$lenia podtypu raka gruczotu pier-
siowego na podstawie réznic w profilach biatkowych krwi
pacjentek. Wyniki uzyskane przez Zhanga i Chena wskazu-
ja, ze kazdy z analizowanych podtypéw raka rézni sie pro-
filem biatkowym surowicy znacznie bardziej niz to wynika
z analizy molekularnej. Badanie skupiei (cluster analysis)
wykazato duze podobiefistwo proteomiczne miedzy podty-
pem luminalnym A i luminalnym B oraz podtypami HER2
i bazaloidalnym. Jednocze$nie zauwazono, ze piaty pod-
typ z ekspresja genéw typowych dla komdrek prawidtowe-
go gruczotu piersiowego najstabiej koreluje z pozostatymi
podtypami raka. Autorzy podkreslaja, ze ocena poziomu
ekspresji w surowicy, nie tyle pojedynczych biatek, co
calych szlakéw sygnatowych oraz analiza interakcji miedzy
okreslonymi szlakami, pozwoli na nieinwazyjne réznicowa-
nie podtypéw raka piersi.

Zastosowania spektrometrii masowej w badaniach nad ra-
kiem skupiaja sie zazwyczaj na identyfikacji nowych bio-
markeréw umozliwiajacych wczesna diagnostyke, czy
réznicowanie nowotwordw pod wzgledem inwazyjnosci
i stopnia zaawansowania [24]. Li i wsp. analizujac profil
biatkowy kostniakomiesakéw (osteosarcoma), poszukiwali
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przyczyny wystepowania zjawiska opornos$ci tego nowo-
tworu na chemioterapie [45]. Celem badat bylo réwniez
wyselekcjonowanie pacjentéw obarczonych wysokim ry-
zykiem wystapienia przerzutéw. Préba identyfikacji biatek
zwiazanych z chemioopornoscia, czyli potencjalnych mar-
keréw prognostycznych, jak i nowych punktéw uchwytu
lekéw zostata przeprowadzona w grupie 27 pacjentéw ze
zdiagnozowanym kostniakomiesakiem. Na podstawie ana-
lizy prébek osocza uzyskanych przed i po chemioterapii,
zidentyfikowano dwa biatka: transtyretyne i surowicza al-
bumine A, ktérych zmienne stezenie moze by¢ podstawa do
opracowania prostego testu laboratoryjnego okre$lajacego
przewidywana odpowiedz na terapie. Poniewaz oba ziden-
tyfikowane biatka sg zaangazowane w proces wrodzonej
opornosci, autorzy rozwazajg opracowanie nowej strategii
leczenia kostniakomiesaka opartej na chemioterapii zin-
tegrowanej ze stymulacja uktadu immunologicznego pa-
cjenta [45].

Plyn mézgowo-rdzeniowy

Plyn mézgowo-rdzeniowy (CSF) jest waznym zZrédtem bio-
markerdw, poniewaz stwarza szanse oceny stanu zdrowia
pacjenta bez koniecznosci wykonania trepanacji czaszki.
Sktad biatkowy CSF cechuje o wiele nizsza niz we krwi za-
warto$¢ biatek, dlatego mozna tatwiej bada¢ zmiany w eks-
presji potencjalnych markeréw, wywotane procesami
patologicznymi. Analiza sktadu biatkowego ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego z wykorzystaniem spektroskopii masowej
znajduje zastosowanie w badaniach nad etiopatogeneza
chordb neurodegeneracyjnych [83], stwardnienia rozsiane-
go [61], autyzmu [2] i innych schorzeri o§rodkowego ukta-
du nerwowego. Jednak nadal niewiele wiadomo na temat
zmian w profilu biatkowym CSF, ktére sa wynikiem wyste-
powania rozrostu nowotworowego w obrebie mézgu.

Wynikiem prac prowadzonych przez Rajagopala i wsp. byta
identyfikacja syntazy prostaglandyny D2 jako obiecujacego
biomarkera rdzeniaka zarodkowego (medulloblastoma), be-
dacego najczestszym nowotworem ztosliwym o$rodkowego
uktadu nerwowego u dzieci [64]. Prébki ptynu mézgowo-
-rdzeniowego (od 33 pacjentéw z rozpoznang chorobg no-
wotworowg oraz 25 prébek kontrolnych) poddano analizie
proteomicznej opartej na elektroforezie dwukierunkowej
i tandemowej spektrometrii masowej. Wykazano szescio-
krotnie obnizony poziom ekspresji syntazy prostaglandyny
D2 we wszystkich prébkach pochodzacych od dzieci z rdze-
niakiem zarodkowym w poréwnaniu z prébkami uzyska-
nymi od dzieci zdrowych. Autorzy zalecajg monitorowanie
stezenia syntazy prostaglandyny D2 u pacjentéw z rdze-
niakiem zarodkowym do oceny skuteczno$ci zastosowane;j
terapii [64].

W innym badaniu Desiderio i wsp. przeprowadzili anali-
ze sktadu biatkowego pltynu mézgowo-rdzeniowego u 14
dzieci ze zdiagnozowanym nowotworem umiejscowionym
w tylnej jamie czaszki [17]. Prébki do badari pobierano
dzien przed i 6 dni po zabiegu resekcji guza. Wykaza-
no duze réznice w sktadzie biatkowym plynu mézgowo-
-rdzeniowego otrzymanego przed i po operacji. Autorzy

zasugerowali, Ze obecno$¢ guza prawdopodobnie hamo-
wata ekspresje licznych biatek, co znalazto potwierdze-
nie w sktadzie proteomu ptynu mézgowo-rdzeniowego.
Zauwazono réwniez, ze obecno$¢ guza hamuje ekspresje
peptydéw LVV- i VV-hemorfiny 7. W ptynie mézgowo-
-rdzeniowym pobranym przed zabiegiem chirurgicznym
od 12 pacjentéw nie wykryto wymienionych peptyddw,
byty one natomiast obecne w prébkach pooperacyjnych
i kontrolnych. Okreslenie stezenia LVV- i VV-hemorfiny
7 w plynie mézgowo-rdzeniowym u dzieci po przebytej
resekcji guza tylnej jamy czaszki moze znalez¢ zastoso-
wanie kliniczne jako wyznacznik catkowitego usuniecia
guza. Monitorowanie obecnosci LVV- i VV-hemorfiny 7
u pacjentéw stwarza dodatkowo mozliwo$¢ szybkiego wy-
krycia wznowy choroby badz przerzutéw, co przektada sie
na podwyzszenie efektywnosci terapii systemowej [17].

Slina

Z prébek $liny w latwy sposéb mozna wyizolowaé biatka,
mRNA czy DNA, dlatego §lina jest jedna z najcze$ciej bada-
nych wydzielin w celu poszukiwania nowych biomarkeréw
choréb nowotworowych [96,103]. Szczegdlnymi zaletami
wykorzystania tego materiatu z punktu widzenia proteomi-
ki klinicznej jest zdecydowanie mniejsza ztozonos¢ sktadu
biatkowego $liny w poréwnaniu z krwia, co eliminuje ko-
nieczno$¢ stosowania czasochtonnych metod wstepnego
frakcjonowania prébek. Do ewentualnego zastosowania
w diagnostyce wazna jest mozliwo$¢ pobierania duzej ilo-
$ci materiatu do analiz nieinwazyjnymi technikami oraz
mozliwo$¢ dlugoterminowego przechowywania prébek
[69,92,97]. Uwaza sie, ze §lina jest Zrédlem potencjalnych
biomarkeréw patologii jamy ustnej i gardta.

Rak jamy ustnej jest jednym z rzadziej wystepujacych nowo-
tworéw u czlowieka. Mimo znacznego postepu w chirurgii,
radio- i chemioterapii, przezywalno$¢ piecioletnia u pacjen-
téw ksztaltuje sie na poziomie 50%. Szacuje sie, ze wczesne
wykrycie zmian nowotworowych poparte odpowiednim
leczeniem moze spowodowaé wzrost przezywalno$ci wirdd
chorych do 80-90% [33]. Wspétczesna diagnostyka nie dys-
ponuje jednak skuteczng metoda przesiewowg umozliwia-
jaca wczesne wykrycie raka jamy ustnej.

W 2008 r. Hu i wsp. scharakteryzowali zmiany wystepuja-
ce w proteomie §liny u szesnastu pacjentéw z rozpozna-
nym rakiem ptaskonabtonkowym, u ktérych nie wdrozono
wczedniej leczenia systemowego [31]. Badacze zidenty-
fikowali 461 biatek w $linie oséb chorych i 438 w §linie
zdrowych ochotnikéw. Wiekszo$¢ biatek (409) znalazto sie
w obu typach prébek, wykazano jednak znaczace réznice
w poziomie ich ekspresji. W prébkach pacjentéw obecne
byly biatka, takie jak antygen 2 raka ptaskonabtonkowego,
kalcyklina, HSP-70, aneksyna, katepsyna G, peroksyredok-
syna II czy tioredoksyna oraz wiele niezidentyfikowanych
wczesniej potencjalnych biomarkeréw raka ptaskonabton-
kowego. Badanie to wskazuje, ze charakterystyka prote-
omu $liny moze wptynaé w przysztoéci na rozwdj narzedzi
diagnostycznych przydatnych we wczesnym wykrywaniu
raka jamy ustnej.
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Analiza sktadu biatkowego $liny przeprowadzona przezJou
i wsp. u 41 pacjentédw z rozpoznanym rakiem plaskona-
btonkowym i prébek uzyskanych od zdrowych ochotni-
kéw wykazata wzmozong ekspresje transferyny w prébkach
nowotworowych [33]. Wyniki zostaly jednoczesnie potwier-
dzone niezaleznymi technikami ELISA i Western blot. Auto-
rzy podkreslaja ponadto silng korelacje miedzy wzrostem
stezenia $linowej transferyny, a rozmiarem i stopniem za-
awansowania nowotworu, sugerujac przydatno$é tego mar-
kera w ocenie stopnia progresji choroby.

Slina moze znalezé zastosowanie w diagnostyce
i monitorowaniu przebiegu raka ptuc i zotadka [11,97].
Analiza proteomu prébek §liny pochodzacych od 72 pa-
cjentéw z rakiem ptuc dowiodta, ze sktad biatkowy $liny
zmienia sie pod wplywem transformacji nowotworowe;j
zachodzacej w plucach [93]. Zidentyfikowano liczne biat-
ka wykazujace nadekspresje, z ktérych haptoglobina hp2,
aneksyna A1 i a-2 glikoproteina cynkowa zostaty wytypo-
wane jako potencjalne biomarkery raka ptuc. Badacze za-
projektowali test diagnostyczny opierajacy sie na ocenie
stezenia wymienionych wyzej biatek w §linie, ktéry pozwala
odréznié prébki $liny pacjentéw z rakiem ptuc od $liny oséb
zdrowych z duzg czuto$cia i swoistoscig (odpowiednio 88,5
i92,3%). Wspomniany test jest obecnie w fazie testéw kli-
nicznych i moze znalez¢é komercyjne zastosowanie w dia-
gnostyce nowotwordw jamy ustnej.

Wydzielina stercza

Badania przesiewowe w kierunku raka gruczotu sterczowe-
g0 sg oparte na ocenie poziomu swoistego antygenu ster-
czowego (PSA) w osoczu krwi. Duze stezenie tego markera
u pacjenta oraz badania obrazowe nie umozliwiaja rézni-
cowania tagodnej postaci nowotworu od agresywnej. Do-
piero badanie histopatologiczne tkanek uzyskanych w wy-
niku biopsji badZ prostatektomii umozliwia postawienie
wlasciwej diagnozy i podjecie odpowiedniego leczenia [8].
Najnowsze doniesienia literaturowe wskazuja, ze wydzieli-
na stercza jest cennym zrédtem biomarkeréw raka stercza
[63,101]. W proteomicznych badaniach nad rakiem gruczotu
sterczowego zaleca sie wykorzystywanie jego wydzieliny
zamiast prébek moczu czy nasienia, poniewaz wystepuja
w niej znacznie wyzsze stezenie biatek charakterystycznych
dla gruczotu sterczowego [18].

Przeprowadzone w 2010 r. pilotazowe badania proteomu
wydzieliny ze stercza z zastosowaniem spektrometrii ma-
sowej pozwolily zidentyfikowaé 916 bialek w dziewieciu
prébkach pobranych od pacjentéw ze zdiagnozowanym
rakiem [18]. Wykazano, ze 25% wszystkich biatek proteomu
to biatka wystepujace w duzych stezeniach (high aboundan-
ce protein), takie jak laktoferyna, PSA, aminopeptydaza N,
poza tym w wydzielinie obecne byty takze liczne biatka bto-
nowe. Ten sam zespSt naukowcéw zidentyfikowat nastepnie
133 biatka o0 zmienionej ekspresji w raku stercza z rozpozna-
nym zewnatrztorebkowym wzrostem guza w stosunku do
raka ograniczonego do samego gruczotu [40]. Spo$réd tych
biatek wytypowano panel 14 potencjalnych biomarkeréw
0 znaczaco podwyzszonej ekspresji w zaawansowanej posta-

ciraka (m.in. PSA, Psap, PARK7, transglutaminaza gruczotu
oraz inhibitory metaloproteinaz, ktérych rola w progresji
raka tego gruczotu nie zostata do tej pory udokumentowa-
na). Przyjmuje sie, ze zidentyfikowane biatka umozliwig
ocene ryzyka progresji choroby oraz pomoga w doborze
wiasciwego leczenia.

W najnowszych doniesieniach postuluje sie, ze Zrédtem
nowych biomarkeréw przydatnych klinicznie we wczesnej
diagnostyce nabtonkowych nowotwordw jajnika moze by¢
réwniez ptyn pobrany z torbieli jajnika [42]. Pomiary spek-
trometryczne przeprowadzone w grupie 192 kobiet ze zdia-
gnozowanymi tagodnymi (129 pacjentek) i zto§liwymi (63
pacjentki) zmianami nowotworowmi jajnika pozwolily zi-
dentyfikowaé apoliproteine C-III. Marker ten wykazywat
znaczaco wyzsza ekspresje u pacjentek ze zdiagnozowanym
nowotworem zto§liwym [42]. Wyniki przedstawionych ba-
dari dowodzg jednoznacznie, ze techniki proteomiczne maja
szanse zmieni¢ diagnostyke onkologiczna, umozliwiajac
jednocze$nie wykrycie choroby w poczatkowym stadium
rozwoju.

ANALIZA TKANEK

Poszukiwanie biomarkeréw charakterystycznych dla kon-
kretnego typu nowotworu wymaga kompleksowej analizy
jak najwiekszej liczby prébek. Materiat tkankowy, oprécz
plynéw ustrojowych i komdrek, stanowi nieocenione zrédto
informacji na temat proteomu oséb zdrowych i chorych.
Niewatpliwg zaleta wykorzystania materiatu tkankowe-
go w badaniach proteomicznych jest mozliwo$¢ sledzenia
zmian in situ - analiza patologicznie zmienionych tkanek
i ich bezposredniego otoczenia najlepiej obrazuje wiele
zmian na poziomie biatek jakie zachodza podczas procesu
nowotworzenia, progresji nowotworu i przerzutowania [62].

Do analizy profilu biatkowego za pomocg spektrometrii ma-
sowej wykorzystane mogg by¢ tkanki $wieze, mrozone lub
utrwalone.

Proces utrwalania tkanek w formalinie i zatapiania w pa-
rafinie jest rutynowa procedurg przygotowania materia-
tu klinicznego do badania histopatologicznego. W kazdym
zaktadzie patomorfologii znajduja sie wiec tysigce utrwa-
lonych preparatéw, ktére moga zosta¢ wykorzystane do
analiz proteomicznych, co jednocze$nie eliminuje problem
ograniczonej dostepnosci $wiezego materiatu do badan.
Archiwalne tkanki i informacje kliniczne o pacjentach, od
ktérych zostaly pobrane, pozwalajg obserwowad zmiany
w proteomie tkanki na kazdym etapie zaawansowania cho-
roby, a takze umozliwiaja ocene zmian bedacych nastep-
stwem podjetego leczenia.

W ciggu ostatnich lat wielokrotnie sugerowano, ze utrwa-
lone tkanki archiwalne moga znalez¢ zastosowanie w pro-
teomice klinicznej, mimo nieodwracalnych zmian w ich
strukturze powstatych na skutek reakgji krzyzowych zacho-
dzacych miedzy biatkami pod wptywem formaliny [26,77].
Obecnie wiadomo, ze liczba zidentyfikowanych biatek za
pomoca spektroskopii masowej w materiale $wiezym, mro-
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zonym i utrwalonym jest identyczna, pod warunkiem, ze
prébki do analiz proteomicznych zostana przygotowane
zgodnie z protokotem uwzgledniajacym specyfike danej
tkanki [57,88,89]. Metoda pozwalajaca na wykorzystanie
archiwalnych tkanek w spektrometrii masowej jest technika
FFPE-FASP oparta na zastosowaniu mikrofiltréw [89,90]. Po
catkowitym usunieciu z tkanki parafiny i ponownym jej na-
wodnieniu, materiat zostaje poddany lizie w temperaturze
100 °C. Nastepnie lizat zostaje skutecznie oczyszczony dzieki
zastosowaniu filtréw z mikroporami, a biatka s3 poddawane
procesowi trawienia enzymatycznego. Otrzymany roztwor
peptyddéw jest wolny od detergentdw, zanieczyszczeti i in-
nych czynnikéw uniemozliwiajacych przeprowadzenie ana-
lizy spektrometrycznej [49,91]. Zaleta omawianej techniki
z punktu widzenia rutynowej diagnostyki jest mozliwo$¢
wykorzystania niewielkiej ilo§ci materiatu biopsyjnego. In-
formacje na temat sktadu biatkowego badanej prébki mozna
uzyskad juz ze 100 nL wyjsciowego lizatu tkankowego [87].

Istotnym aspektem analizy proteomu tkanek, ktéry moze
znacznie zaburza¢ wyniki badan jest duza heterogenno$é
guzdw. Oprécz komérek nowotworowych, utkanie guza za-
wiera liczne subpopulacje komérek, m.in. komérki nabton-
kowe, fibroblasty, limfocyty, czy komérki srédbtonka. Wy-
korzystywana w badaniu tkanek technika mikrodysekcji
laserowej gwarantuje otrzymanie jednorodnych prébek
zawierajgcych $cisle okreslona ilo§¢ materiatu do analiz.

Wisniewski i wsp. bazujac na archiwalnym materiale tkan-
kowym, analizowali zmiany w sktadzie proteomu cew gru-
czotowych gruczolakoraka jelita grubego oraz jego prze-
rzutéw do okolicznych weztéw chtonnych w poréwnaniu
z prawidtowym nabtonkiem jelita grubego [88]. Technika
tandemowej spektrometrii masowej umozliwita identyfi-
kacje ponad 8000 biatek w prébkach pochodzacych od 8
pacjentéw. Analiza poréwnawcza proteomu tkanek nowo-
tworowych i niezmienionego patologicznie nabtonka jelita
grubego wykazala istotne statystycznie réznice w ekspresji
1808 biatek. Zaobserwowano znaczaco obnizony poziom
ekspres;ji biatek sekrecyjnych i blonowych w prébkach no-
wotworowych w poréwnaniu z prawidlowym nabtonkiem
jelita grubego. W tym samym czasie liczne biatka jagdrowe,
takie jak czynniki transkrypcyjne, histony czy biatka regu-
latorowe byly istotnie nadekspresjonowane w prébkach
nowotworowych. Ponadto wykazano, ze profile biatkowe
raka ijego przerzutu do weztéw chtonnych sg w 99% zgodne.
Pozwala to wnioskowaé, ze proces rozprzestrzeniania sie
komdrek nowotworowych do weztéw chtonnych, wbrew
dotychczasowym pogladom, nie wymaga radykalnych
zmian w sktadzie biatkowym komdrki. Przytoczony przyktad
wskazuje olbrzymi potencjat proteomiki do jednoczesnego
okreslania poziomu ekspresji wielu tysiecy biatek [88].

BADANIE PROTEOMU LINI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Badania prowadzone na liniach nowotworowych w warun-
kach laboratoryjnych, nie odzwierciedlajg stanu in vivo,
mimo to sg cennym zrédlem informacji na temat mecha-
nizméw patologicznych zachodzacych w komérkach na
poziomie molekularnym.

Do$wiadczenia z wykorzystaniem linii komérkowych maja
powszechnie znane ograniczenia. Zmienno$¢ warunkéw
hodowli, na ktéra wplyw moga mieé liczne czynniki ze-
wnetrzne powoduje niestabilno$¢ komdrek i w konsekwen-
cji krétki czas przezywania. W przypadku wykorzystania
w badaniach hodowli linii ciggtych, problemem jest zabu-
rzenie proceséw sygnalizacji czy réznicowania komdrek.
Jednak wspétczesna onkoproteomika czerpie istotne in-
formacje z badati na komdrkach umozliwiajgc zrozumienie
patogenezy proceséw nowotworowych [76]. Zalety wyko-
rzystywania linii komérkowych w badaniach nad biologia
nowotwordw to przede wszystkim sposobno$¢ nieograni-
czonego eksperymentalnego manipulowania komérkami
i szybkiej oceny wptywu danych czynnikéw fizycznych
i chemicznych na ich profil biatkowy. Dodatkowym atutem
jest mozliwo$¢ analizowania kaskad sygnatowych induku-
jacych zmiany w komdrce prowadzace do jej réznicowania,
podziatu czy programowanej $mierci [25].

Wspélczesne metody chemioterapeutyczne sa oparte na
wiedzy dotyczacej przekazywania sygnatéw w komérkach,
dlatego zadaniem onkoproteomiki jest §ledzenie zmian
w profilu biatkowym linii nowotworowych w odpowie-
dzi na zastosowana terapie. Jednymi z cytostatykdéw no-
wej generacji, dzialajgcymi selektywnie na wybrane typy
nowotwordw, sg inhibitory deacetylaz histonéw (HDCAs
inhibititors), ktére zaréwno w warunkach in vivo jak i in
vitro hamuja proliferacje i wzrost komdrek nowotworo-
wych oraz indukuja apoptoze [72,100]. Liczne inhibitory
deacetylaz histonéw sa obecnie testowane w badaniach
klinicznych, a biatka regulowane przez nie sa potencjal-
nym celem terapeutycznym. Zho i wsp. analizowali zmia-
ny w proteomie linii komérkowej raka piersi MDA-MB-231
indukowane zwigzkiem o nazwie Vorinostat (SAHA) [102].
W badaniach zastosowali metode SILAC, polegajaca na za-
stgpieniu w prébie badanej wybranych aminokwaséw
w medium hodowlanym aminokwasami wyznakowanymi
stabilnymi izotopami, ktére zostaja nastepnie wbudowane
w biatka komdrek [56]. Wyniki do$wiadczenia wykazaty, ze
Vorinostat indukuje acetylacje reszt lizyny w 61 biatkach
linii MDA-MB-231. Acetylacja, jako jedna z modyfikacji po-
translacyjnych biatek, ma wptyw na ich stabilno$¢, aktyw-
no$¢ transkrypcyjna oraz docelows lokalizacje w komdrce
[43]. Liczne biatka modyfikowane w procesie acetylacji to
produkty onkogendéw lub genéw supresorowych zaanga-
zowane bezposrednio w procesy onkogenezy, progresji no-
wotworowej i przerzutowania [70]. Wérdd zidentyfikowa-
nych bialek wyréznié mozna nie tylko biatka zaangazowane
w utrzymanie prawidtowej struktury chromatyny, ale tez
czynniki transkrypcyjne, chaperony, biatka regulatorowe
i strukturalne oraz enzymy glikolityczne, ktére dotychczas
nie byly klasyfikowane jako biatka podlegajace acetylacji
[56]. Jednoczesna analiza wszystkich modyfikowanych po-
translacyjnie biatek w wybranych liniach komérkowych,
mozliwa dzieki zastosowaniu metod proteomicznych, stwa-
rza szanse na pogtebienie wiedzy na temat molekularnych
podstaw procesu onkogenezy.

Biatka sekrecyjne, takie jak czynniki wzrostu, czynniki ru-
chliwosci komérek (cell motility factors) czy biatka ma-
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cierzy zewnatrzkomérkowej, odgrywaja istotng role m.in
w regulacji sygnalizacji komdrkowej oraz w przebudowie
macierzy zewnatrzkomdrkowej. W przypadku komdrek
nowotworowych do przestrzeni zewnatrzkomérkowej
moga by¢ wydzielane réwniez niektére biatka btonowe
i wewngtrzkomérkowe, wpltywajac jednocze$nie na réz-
nicowanie komoérek, przerzutowanie, angiogeneze oraz
interakcje typu komérka-komérka czy komérka-§rodowi-
sko zewnetrzne [34].

Rozwdj metod proteomicznych opartych na spektrome-
trii masowej jaki sie dokonat w ostatnich latach, wptynat
w znacznym stopniu na postep w badaniu sekretoméw
(sekretom to zestaw biatek sekrecyjnych wybranych linii
komdrkowych) [59]. Aby zgltebi¢ mechanizmy proceséw
patologicznych, poddaje sie kompleksowej analizie pro-
teomicznej wszystkie biatka uwolnione do pozywki przez
komérki danej linii nowotworowej w cisle kontrolowanych
warunkach hodowlanych.

Biatka sekrecyjne sa szczegdlnie przydatne w diagnostyce,
poniewaz moga przenikaé¢ do krwi obwodowej i by¢
wykrywane chociazby za pomoca tradycyjnych metod
z wykorzystaniem swoistych przeciwcial. Badania sekre-
toméw pozwalaja ominaé istotny problem duzej ztozono-
$ci prébki, wystepujacy w badaniach ptynéw fizjologicz-
nych [34].

Eksperymenty na komdrkach, ze wzgledu na duza dostep-
no$¢ materiatu, umozliwiajg badanie na szeroka skale bia-
tek zmodyfikowanych potranslacyjnie. Nieprawidtowosci
w procesach fosforylacji, glikozylacji czy acetylacji pelnia
niewatpliwie istotng role w patogenezie chordb nowotwo-
rowych. Boersema i wsp. scharakteryzowali znaczace zmia-
ny w ekspresji N-glikozylowanych biatek sekretomu i bia-
tek btonowych w 11 liniach komérkowych wyizolowanych
z guzbéw ztosliwych piersi. Linie komérkowe dobrano do do-
$wiadczenia tak, aby oddawaty rézne stadia zaawansowania
nowotworu [9]. Nastepnie za pomocg techniki super-SILAC
mix scharakteryzowano profil biatkowy osocza dwéch pa-
cjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu piersiowego.
Obecno$¢ licznych biatek N-glikozylowanych, wykrytych
w badaniach sekretomdw linii komdrkowych raka piersi,
potwierdzono takze w prébkach krwi pacjentek (np. te-
traspanina 30, CD44, semaforyna 4, pleksyny B1, B2 i D1,
neuropilina). Swiadczy to o tym, ze biatka sekrecyjne, po-
tencjalnie istotne klinicznie, sa obecne we krwi na pozio-
mie wykrywalnym czutymi metodami z wykorzystaniem
przeciwcial. Autorzy sugeruja jakoby potaczenie techniki
ilosciowego oznaczania sekretomu linii komdrek nowo-
tworowych z charakterystyka biatek osocza chorego byto
efektywnym sposobem poszukiwania przydatnych klinicz-
nie markeréw nowotworowych.

Watiacia

Spektrometryczna analiza poréwnawcza materiatu klinicz-
nego uzyskanego od 0séb chorych i zdrowych wskazuje
na zréznicowang ekspresje wielu biatek. Mimo to jedynie
nieliczne markery mogg przej$é pozytywnie czasochtonny

i bardzo kosztowny etap walidacji klinicznej [16]. Proces
walidacji biomarkeréw wymaga przede wszystkim restryk-
cyjnej selekeji odpowiednio duzej liczby prébek wraz z in-
formacjami klinicznymi pacjentéw. Czesto brakuje historii
przebiegu choroby w sytuacji, kiedy pacjent diagnozowany
jest w jednym osrodku, a leczenie odbywa sie w innym.
W przypadku badan walidacyjnych z wykorzystaniem krwi
pochodzacej z banku krwi nie ma stuprocentowej pew-
noéci, ze krew uznawana za kontrolng pochodzi od osoby
zdrowej.

Niemniej jednak konieczne jest potwierdzenie danych wy-
generowanych przez spektrometr masowy za pomoca nie-
zaleznych technik, takich jak immunohistochemia, ELISA,
ilociowy Western blot czy cytometria przeptywowa [76].
Metody, w ktérych wykorzystuje sie przeciwciata maja
ograniczenia. Jednym z nich jest mata swoisto$¢ niekté-
rych dostepnych na rynku przeciwciat. Inne przeciwciata
nie sg dostepne komercyjnie, wéwczas konieczne jest prze-
prowadzenie dtugotrwatego procesu immunizacji, ktérego
wyniki sa czesto niezadowalajace. Bazujac na przeciwcia-
tach czesto niemozliwe jest réznicowanie izoform biatek
homologicznych.

Stosowane powszechnie metody walidacyjne sa czaso-
chtonne i bardzo kosztowne, a wyniki w znacznym stopniu
uzaleznione sg od do$wiadczenia wykonujacego oznacze-
nia. Szansg na zrewolucjonizowanie procesu walidacyjnego
jest opracowanie jednego zautomatyzowanego systemu
walidacyjnego o duzej przepustowosci, ktéry bedzie obo-
wigzywat we wszystkich osrodkach naukowych. Do realiza-
¢ji tej idei zmierza projekt Human Protein Atlas, w ramach
ktérego za pomoca réznych technik jest badana ekspresja
tysiecy bialek w zdrowych i patologicznie zmienionych
tkankach oraz liniach komérkowych [78].

Alternatywa dla metod walidacyjnych opartych na prze-
ciwciatach jest spektrometryczna technika monitorowa-
nia wybranych reakcji fragmentacji (MRM), pozwalaja-
ca precyzyjnie potwierdzi¢ obecno$é¢ danego biatka czy
peptydu w probee [60]. MRM umozliwia takze wiarygodne
oznaczanie izoform wybranych biatek. Metoda ta byta juz
zsukcesem stosowana do weryfikacji obecnosci wybranych
antygendw w surowicy [46], dlatego przyjmuje sie, ze moze
znalez¢ zastosowanie w pierwszym etapie walidacji klinicz-
nej biomarkeréw nowotworowych [16].

PobsumowaNIE

Jeszcze do niedawna préby identyfikacji biatkowych mar-
keréw choréb nowotworowych koncentrowaly sie na wy-
odrebnieniu pojedynczych biatek o zmienionej ekspresji
w stanie patologicznym. Biomarkery te byly mato swoiste
dla danego typu nowotworu i rzadko znajdowaly zastoso-
wanie w praktyce klinicznej [10]. Onkoproteomika oparta
na spektrometrii masowej jest dyscypling naukowg pozwa-
lajaca na cato$ciowa analize profilu biatkowego pacjenta
na kazdym etapie zaawansowania choroby nowotworowej
[16]. Zaktada sie, iz rozwdj onkoproteomiki umozliwi szyb-
ka i skuteczna diagnostyke oraz dobdr spersonalizowanych
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Tabela 1. Wykaz potencjalnych biomarkeréw biatkowych w wybranych typach nowotworéw ztosliwych

Typ nowotworu [rak] Biatko Zmiany w ekspres;ji Materiat badawczy Irédto
Phuc ANXA1 nadekspresja Slina [93]
Jajnika ApoC-lll nadekspresja ptyn z cyst jajnika [43]
Phuc AZGP1 nadekspresja Slina [93]
Jelita grubego CacyBP nadekspresja linia komdrkowa [27]
Gruczotu krokowego Omp nadekspresja tkanka mrozona [14]
Gruczotu krokowego (TSK obnizona ekspresja tkanka mrozona [14]
Watrobowokomérkowy (yth5A obnizona ekspresja tkanka $wieza [38]
Jelita grubego DPEP1 nadekspresja tkanka utrwalona [871
Jelita grubego GDF15 nadekspresja surowica [94]
Jelita grubego GPCR5A nadekspresja tkanka utrwalona [871
Phuc HP nadekspresja Slina [93]
Gruczotu krokowego 0SF2 nadekspresja tkanka mrozona [14]
Gruczotu krokowego PARK7 nadekspresja wydzielina stercza [40]
Pecherza moczowego ProEGF obnizona ekspresja mocz [14]
Jelita grubego RAI3 nadekspresja tkanka utrwalona [87]
Pecherza moczowego SAA4 nadekspresja mocz [13]
Jelita grubego STOML2 nadekspresja tkanka mrozona [29]
Jelita grubego TaM2 nadekspresja surowica [94]

metod terapeutycznych, a przez to wptynie na obnizenie
$miertelno$ci w wyniku choroby nowotworowe;.

Jak kazda nowa metoda, z ktéra wiaze sie nadzieje na
zrewolucjonizowanie wspdtczesnej medycyny, réwniez
i onkoproteomika ma swoje ograniczenia.

Biorac pod uwage réznorodno$¢ materiatu znajdujacego
zastosowanie w badaniach proteomicznych (ptyny i wy-
dzieliny ustrojowe, tkanki mrozone i utrwalone, linie
komérkowe), konieczne jest opracowanie technik, ktére
umozliwig bardziej efektywny rozdziat biatek oraz wia-
rygodna analize ilo§ciowa prébek klinicznych.

Duza zmienno$¢ otrzymywanych wynikéw miedzy oérod-
kami badawczymi, stwarza konieczno$¢ opracowania
standaryzowanych protokotéw. Procedury te powinny
obowigzywaé na kazdym etapie analizy proteomicznej (od
pobrania materiatu klinicznego do badan, przez przecho-
wywanie i przygotowanie prébek, pomiary, opracowanie
algorytméw niezbednych do analizy danych az po wiary-
godng walidacje zidentyfikowanych biatek).

Stabym punktem badan onkoproteomicznych jest pomija-
nie réznic w profilach biatkowych prébek pochodzacych
od réznych pacjentéw. Réznice te sg najczesciej skutkiem
zmienno$ci osobniczej, wystepujacej niezaleznie od sta-
nu zdrowia pacjenta. Zmienno$¢ taka nalezy uwzglednié¢

w obliczeniach przez okreslenie stosunku ilo$ci bada-
nego biatka miedzy prébkami nalezacymi do tej same;j
grupy [64]. Nalezy podkresli¢ konieczno$é¢ zachowania
surowych kryteridéw selekcji potencjalnych biomarkeréw
sposrdd setek tysiecy danych generowanych w wyniku
opracowan bioinformatycznych [68]. Innym wyzwaniem
dla proteomiki klinicznej jest badanie biatek podlegaja-
cych modyfikacjom potranslacyjnym, biatek hydrofobo-
wych oraz biatek, ktére wystepuja w komdrce w stezeniu
rzedu pikograméw. Potrzebny jest dalszy rozwdj narze-
dzi analitycznych i metodologii przygotowania prébek,
by w przysztoéci mozliwa byta ich coraz doktadniejsza
charakterystyka ilo$ciowa i jakosciowa. Rozwiazanie wy-
mienionych probleméw ugruntuje znaczenie onkoprote-
omiki jako mato inwazyjnej, szybkiej i wiarygodnej me-
tody diagnostyczne;j.

Pozostaje do odpowiedzi pytanie, czy onkoproteomika
sprosta oczekiwaniom niektérych entuzjastéw badari nad
biatkami i umozliwi poznanie biologii nowotwordw. Nie
nalezy ulega¢ ztudnemu wrazeniu, ze sama informacja
na temat sktadu biatkowego guza pozwoli scharaktery-
zowa(¢ wszystkie procesy lezace u podtoza transformacji
nowotworowej. Jedynie translacja najnowszych osiggnie¢
z dziedziny proteomiki, genetyki i metabolomiki stwarza
szanse na doglebne poznanie mechanizméw nowotwo-
rzenia, a co za tym idzie, oczekiwany przetom w medy-
cynie i farmacji.
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